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摘要： 目的　 探讨三七总皂苷对激素性股骨头坏死的保护作用。 方法 　 采用 ＣＣＫ⁃８ 法检测三七总皂苷 （１ ～ １ ０００
ｍｇ ／ Ｌ） 和地塞米松 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞增殖的影响， 偶氮偶联法检测三七总皂苷 （１０、 ５０、 １００ ｍｇ ／ Ｌ）
和地塞米松对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞 ＡＬＰ 活性的影响， 茜素红染色法检测三七总皂苷和地塞米松对细胞矿化的影响， ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 法和免疫荧光染色法检测三七总皂苷和地塞米松对细胞蛋白 Ｃｏｌ⁃Ⅰ、 ＯＣＮ、 ＯＰＮ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达的影响，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测三七总皂苷和地塞米松对细胞 Ｒｕｎｘ２ 蛋白和 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路靶蛋白表达的影响。 结果 　 １０
μｍｏｌ ／ Ｌ 地塞米松能抑制 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞增殖。 与正常组比较， １０ ～ １００ ｍｇ ／ Ｌ 三七总皂苷能促进 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞增殖

（Ｐ＜０ ０５）， 并可降低地塞米松对细胞增殖的抑制作用 （Ｐ＜０ ０１）。 此外， 三七总皂苷能降低地塞米松对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细

胞 ＡＬＰ 活性和钙沉积的抑制作用 （Ｐ＜０ ０１）， 地塞米松可降低 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞 Ｃｏｌ⁃Ｉ、 Ｒｕｎｘ２、 ＯＣＮ、 ＯＰＮ 蛋白表达和

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路靶蛋白表达 （Ｐ＜０ ０５）， 三七总皂苷能升高地塞米松诱导后 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞 Ｃｏｌ⁃Ｉ、 Ｒｕｎｘ２、 ＯＣＮ、
ＯＰＮ 蛋白表达 （Ｐ＜０ ０５）， 而 Ｗｎｔ 通路抑制剂 ＪＷ７４ 可阻断三七总皂苷对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞成骨分化的有利作用 （Ｐ＜
０ ０１）。 结论　 三七总皂苷可能是通过调控 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路促进 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞增殖和成骨分化从而起到治疗激素

性股骨头坏死的作用。
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　 　 股骨头坏死是一种进行性、 顽固性和致残性疾病［１］ ，
目前其发病机制尚未完全阐明， 酒精、 类固醇使、 和外伤

被认为是发病的主要危险因素［２⁃３］ 。 激素性股骨头坏死是长

期使用激素后发生的一种代谢紊乱， 它减少了股骨头和骨

细胞的血液供应， 导致内部结构改变、 股骨头塌陷和髋关

节功能障碍［４］ 。
三七总皂苷是三七活性成分之一， 主要包括三七皂苷

Ｒ１、 人参皂苷 Ｒｇ１、 人参皂苷 Ｒｅ、 人参皂苷 Ｒｂ１、 人参皂

苷 Ｒｄ， 具有抗血栓、 抗氧化、 抗炎、 类雌激素样等药理作

用［５］ ， 可促进成骨前体细胞增殖和成骨分化［６］ ， 通过 ＴＧＦ⁃
β１ 信号通路并升高 ＴＧＦ⁃β１ 基因表达来促进兔骨髓间充质

干细胞向成骨分化［７］ ， 改善去卵巢骨质疏松大鼠模型骨小

梁微结构恶化［８⁃９］ ， 通过调节骨代谢来来治疗放射性骨质疏

松［１０］ ， 抑制破骨细胞活性并促进成骨， 从而在大鼠股骨头

坏死中发挥保护作用［１１］ ， 但其作用机制尚不清楚。 因此，
本实验采用体外细胞实验探究三七总皂苷对激素性股骨头

坏死保护作用和潜在分子机制。
１　 材料

１ １　 细胞 　 小鼠颅骨前成骨细胞亚克隆 １４ （ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１
Ｓｕｂｃｌｏｎｅ ｌ４， 批号 ００９５） 购自美国组织培养库。
１ ２　 试 剂 与 药 物 　 三七总皂苷 （纯度 ≥９８％ ， 批号

ＳＳ９４５０） 购自北京索莱宝科技有限公司； 地塞米松 （批号

Ｈ３７０２１９６９） 购自辰欣药业股份有限公司； ＪＷ７４ （批号

ＧＣ１３９７８） 购自上海宏叶生物科技有限公司。 １０％ 胎牛血

清 （ 批 号 Ａ３１６１０⁃０２ ）、 １％ 青 霉 素 ／链 霉 素 （ 批 号

１５１４０１２２）、 ＤＭＥＭ 高糖培养基 （批号 ｃ１１９９５５００ＢＴ） 均购

自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司； ＣＣＫ⁃８ 试剂盒 （批号 ＢＢ⁃４２０２⁃３） 购自

上海贝博生物科技有限公司； 碱性磷酸酶 （ＡＬＰ） 染色试

剂盒 （批号 Ｇ１４８０）、 总蛋白提取试剂盒 （批号 ＢＣ３７１０⁃
１００Ｔ） 均购自北京索莱宝科技有限公司； 成骨培养基 （批
号 ＭＵＸＭＴ⁃９００２１） 购自赛业 （苏州） 生物科技有限公司；
ＡＬＰ 活性检测试剂盒 （批号 Ｐ０３２１Ｍ）、 成骨细胞矿化结节

染色试剂盒 （批号 Ｃ０１４８Ｓ）、 ＢＣＡ 蛋白浓度检测试剂盒

（批号 Ｐ００１２）、 ０ ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ （批号 Ｐ００９６⁃１００ ｍｌ）、
Ａｌｅｘａ ＦｌｕｏｒＴＭ ４８８ 二 抗 （ 批 号 ＨＡ１１２１ ）、 ＤＡＰＩ （ 批 号

Ｐ０１３１⁃５）、 鬼笔环肽 （批号 Ｃ２２０３Ｓ） 均购自海门碧云天生

物技术有限公司； 逆转录试剂盒 （批号 Ｒ７１２⁃０１）、 荧光定

量 ＰＣＲ 试剂盒 （批号 Ｒ６０１⁃０１） 均购自北京诺贝莱生物科

技有限公司； 聚偏二氟乙烯 （ＰＶＤＦ） 膜 （批号 ＢＳ⁃ＰＶＤＦ⁃
２２）、 ４％ 多聚甲醛 （批号 ＢＬ５３９Ａ） 均购自北京兰杰柯生物

科技有限公司； 一抗 Ｒｕｎｘ２ （批号 ａｂ２３６６３９）、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
（批号 ａｂ３２５７２） 均购自英国 Ａｂｃａｍ 公司； 一抗 ＧＡＰＤＨ
（批号 ＥＴ１６０１⁃４）、 ＨＲＰ 偶联二抗 （批号 ＨＡ１１１９） 均购自

杭州华安生物技术有限公司； 显影液 （批号 ＷＢＫＬＳ０１００）
购自德国 Ｍｅｒｃｋ 公司； 一抗 Ｃｏｌ⁃Ｉ （批号 Ａ１３５２）、 ＯＣＮ （批
号 Ａ１４６３６） 均购自武汉爱博泰克生物科技有限公司。
１ ３　 仪器　 多功能酶标仪 （美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司）；
生物倒置显微镜、 倒置荧光显微镜 （日本 Ｎｉｋｏｎ 公司）； 高

速冷冻离心机 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； ＰＣＲ
核酸扩增仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪 （美
国 ＡＢＩ 公司）； 化学发光成像仪 （美国 Ｐｒｏｔｅｎｉｎ Ｓｉｍｐｌｅ
公司）。
２　 方法

２ １　 细胞培养 　 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞使用含有 １０％ 胎牛血清、
１％ 青霉素 ／链霉素的 ＤＭＥＭ 高糖培养基， 置于 ３７ ℃、 ５％
ＣＯ２ 加湿恒温培养箱中培养， 每 ２ ｄ 更换 １ 次新的培养基。
２ ２　 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞增殖　 采用 ＣＣＫ⁃８ 试剂

盒检测三七总皂苷 （１、 １０、 ５０、 １００、 ２００、 １ ０００ ｍｇ ／ Ｌ）、
地塞 米 松 （ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ） ＋ 三 七 总 皂 苷 （ １０、 ５０、 １００
ｍｇ ／ Ｌ） 对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞增殖的影响。 将细胞接种于 ９６ 孔

板中， 每孔含 ４×１０３ 个细胞和 １００ μＬ 培养基， 置于恒温培

养箱中培养 ２４ ｈ， 更换含地塞米松或三七总皂苷的培养基，
分别于 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 向每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 溶液， 在

３７ ℃下孵育 ２ ｈ， 取上清液， 在 ４５０ ｎｍ 波长处检测吸光

度， 计算细胞增殖率， 实验重复 ３ 次。
２ ３　 矿 化 实 验 　 将 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞分别与地塞米松

（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 三七总皂苷 （ １０、 ５０、 １００ ｍｇ ／ Ｌ）、 ＪＷ７４
（１ μｍｏｌ ／ Ｌ） 培养特定时间后接种于 ６ 孔板中， 每孔含 ２×
１０５ 个细胞和 ２ ｍＬ 培养基， 置于恒温培养箱中培养， 待细

胞达 ８０％ 融合度后用含药成骨培养基诱导细胞向成骨分

化［１２］ ， 每 ３ ｄ 更换 １ 次新的成骨培养基， 在第 ７ 天， 按照

ＡＬＰ 试剂盒说明书进行染色， 在显微镜下拍摄图像。 在第

７、 １４ 天， 按照 ＡＬＰ 活性检测试剂盒说明书在 ５６２ ｎｍ 波长

处检测 ＡＬＰ 活性。 在第 ２１ 天， 按照成骨细胞矿化结节染

色试剂盒说明书进行钙结节染色， 在显微镜下拍摄图像。
２ ４　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞中 Ｃｏｌ⁃Ｉ、 ＯＰＮ、 ＯＣＮ
ｍＲＮＡ 表达　 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞采用含地塞米松（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、
三七总皂苷 （１０、 ５０、 １００ ｍｇ ／ Ｌ）、 ＪＷ７４ （１ μｍｏｌ ／ Ｌ） 成

骨培养基培养 ４８ ｈ 后， ＴＲＩｚｏｌ⁃三氯甲烷提取法提取细胞总

ＲＮＡ， 按照试剂盒说明书进行逆转录反应， 合成 ｃＤＮＡ， 再

以其为模板， ＧＡＰＤＨ 为内参， 按照荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒说

明书通过 ＡＢＩ ７５００ 系统检测各组细胞中 Ｃｏｌ⁃Ｉ、 ＯＰＮ、 ＯＣＮ
ｍＲＮＡ 表达。 本实验所用 ＰＣＲ 引物序列均由苏州金唯智生

物科技有限公司设计合成， 序列见表 １。
表 １　 引物序列

基因 引物序列
扩增长

度 ／ ｂｐ
Ｃｏｌ⁃Ｉ 正向 ５′⁃ＣＣＣＴＧＧＴＣＣＣＴＣＴＧＧＡＡＡＴＧ⁃３′ ７２

反向 ５′⁃ＧＧＡＣＣＴＴＴＧＣＣＣＣＣＴＴＣＴＴＴ⁃３′
ＯＣＮ 正向 ５′⁃ＴＣＴＧＡＣＣＴＣＡＣＡＧＡＴＧＣＣＡＡＧ⁃３′ １６５

反向 ５′⁃ＡＧＧＧＴＴＡＡＧＣＴＣＡＣＡＣＴＧＣＴ⁃３′
ＯＰＮ 正向 ５′⁃ＣＡＣＡＴＧＡＡＧＡＧＣＧＧＴＧＡＧＴＣＴ⁃３′ ９５

反向 ５′⁃ＣＣＣＴＴＴＣＣＧＴＴＧＴＴＧＴＣＣＴＧ⁃３′
ＧＡＰＤＨ 正向 ５′⁃ＴＧＴＣＴＣＣＴＧＣＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡ⁃３′ １８２

反向 ５′⁃ＧＧＴＧＧＴＣＣＡＧＧＧＴＴＴＣＴＴＡＣＴ⁃３′

２ ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细 胞 中 Ｒｕｎｘ２、 β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达　 收集培养 ４８ ｈ 后的 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞， 按

４５３２
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照总蛋白提取试剂盒说明书裂解和提取各组细胞总蛋白，
按照 ＢＣＡ 蛋白浓度检测试剂盒说明书检测各组总蛋白浓

度， 取等量蛋白上样， １５％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳， 将蛋白转移

到 ＰＶＤＦ 膜上， 用 ５％ 脱脂牛奶室温封闭 １ ５ ｈ， 置于稀释

好的一抗 Ｒｕｎｘ２、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 ＧＡＰＤＨ 溶液中， 在 ４ ℃下孵

育过夜， ＰＢＳＴ 清洗 ３ 次， 加 ＨＲＰ 偶联的二抗室温孵育

１ ５ ｈ， ＰＢＳＴ 清洗 ３ 次， 使用显影液， 置于多功能成像仪

中曝光， 采用自带的软件测量条带灰度值， 以 ＧＡＰＤＨ 为

内参， 计算目的蛋白的相对表达。
２ ６　 免疫荧光染色检测 Ｃｏｌ⁃Ｉ、 ＯＣＮ 蛋白表达　 将 ＭＣ３Ｔ３⁃
Ｅ１ 细胞以每孔 １×１０５ 个的密度接种于 ６ 孔板中的细胞爬片

上， 待爬片细胞达 ８０％ 融合度后， 更换含 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 地塞

米松、 １００ ｍｇ ／ Ｌ 三七总皂苷的成骨培养基培养 ４８ ｈ， ４％ 多

聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ， ０ ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 室温通透细胞膜 ２０
ｍｉｎ， 正常山羊血清室温封闭 ３０ ｍｉｎ， 滴加足量一抗 Ｃｏｌ⁃Ｉ、
ＯＣＮ 溶液完全覆盖爬片， 在 ４ ℃下孵育过夜， ＰＢＳ 清洗爬

片 ３ 次， Ａｌｅｘａ ＦｌｕｏｒＴＭ ４８８ 二抗 ３７ ℃ 避光孵育 ３０ ｍｉｎ，

ＤＡＰＩ 和鬼笔环肽对细胞核和骨骼进行染色， 于荧光显微镜

下拍摄图像。
２ ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６ ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用 ｔ 检验或带 Ｔｕｋｅｙ 校正的单

因素方差分析。 Ｐ＜０ ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３ １　 三七总皂苷对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞增殖的影响　 与正常组

比较， １～ １ ０００ ｍｇ ／ Ｌ 三七总皂苷均能促进 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞

增殖 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 并且无细胞毒性作用。 三七总

皂苷质量浓度为 １００ ｍｇ ／ Ｌ 时， 对细胞增殖促进效果最佳

（Ｐ＜０ ０１）， 见图 １Ａ。 与正常组比较， 地塞米松组 ＭＣ３Ｔ３⁃
Ｅ１ 细胞在 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 细胞增殖率降低 （Ｐ＜０ ０１）； 与地

塞米松组比较， 地塞米松＋三七总皂苷 １０、 ５０、 １００ ｍｇ ／ Ｌ
组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞在 ２４、 ４８ ｈ 增殖率升高， 但差异无统计

学意义 （Ｐ＞ ０ ０５）， 地塞米松 ＋ １００ ｍｇ ／ Ｌ 三七总皂苷组

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞在 ７２ ｈ 时细胞增殖率升高 （Ｐ＜０ ０１）， 见

图 １Ｂ。

注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与地塞米松组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 １　 三七总皂苷对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞增殖的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３ ２　 三七总皂苷对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞 ＡＬＰ 活性的影响　 与正

常组比较， 地塞米松组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞在第 ７、 １４ 天 ＡＬＰ
活性降低 （Ｐ＜０ ０１）； 与地塞米松组比较， 地塞米松＋５０
ｍｇ ／ Ｌ 三七总皂苷组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞在第 １４ 天 ＡＬＰ 活性升

高 （Ｐ＜０ ０１）， 地塞米松＋１００ ｍｇ ／ Ｌ 三七总皂苷组 ＭＣ３Ｔ３⁃

Ｅ１ 细胞在第 ７、 １４ 天 ＡＬＰ 活性升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与地塞米

松＋１００ ｍｇ ／ Ｌ 三七总皂苷组比较， 地塞米松＋１００ ｍｇ ／ Ｌ 三七

总皂苷＋ＪＷ７４ 组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞在第 ７、 １４ 天 ＡＬＰ 活性降

低 （Ｐ＜０ ０１）， 见图 ２。

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与地塞米松组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与地塞米松＋１００ ｍｇ ／ Ｌ 三七总皂苷组比较，△△Ｐ＜０ ０１。

图 ２　 三七总皂苷对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞 ＡＬＰ 活性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３ ３　 三七总皂苷对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞中 Ｃｏｌ⁃Ｉ、 ＯＣＮ、 ＯＰＮ
ｍＲＮＡ 表达的影响　 与正常组比较， 地塞米松组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１
细胞中 Ｃｏｌ⁃Ｉ、 ＯＣＮ、 ＯＰＮ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０ ０１）； 与

地塞米松组比较， 地塞米松 ＋ ５０ ｍｇ ／ Ｌ 三七总皂苷组

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞中 Ｃｏｌ⁃Ｉ、 ＯＣＮ、 ＯＰＮ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜
０ ０５， Ｐ＜０ ０１）； 与地塞米松＋１００ ｍｇ ／ Ｌ 三七总皂苷组比

较， 地塞米松＋１００ ｍｇ ／ Ｌ 三七总皂苷＋ＪＷ７４ 组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细

胞中 Ｃｏｌ⁃Ｉ、 ＯＣＮ、 ＯＰＮ ｍＲＮＡ 表达降低 （ Ｐ ＜ ０ ０１）， 见

图 ３。
３ ４　 三七总皂苷对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞中 Ｒｕｎｘ２、 Ｃｏｌ⁃Ｉ、 ＯＣＮ
蛋白表达的影响 　 与正常组比较， 地塞米松组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１
细胞中 Ｒｕｎｘ２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０１）； 与地塞米松组比

较， 地塞米松＋５０、 １００ ｍｇ ／ Ｌ 三七总皂苷组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞

中 Ｒｕｎｘ２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）； 与地塞米松＋
１００ ｍｇ ／ Ｌ 三七总皂苷组比较， 地塞米松＋１００ ｍｇ ／ Ｌ 三七总

皂苷＋ＪＷ７４ 组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞中 Ｒｕｎｘ２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜
５５３２
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注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与地塞米松组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与地塞米松＋１００ ｍｇ ／ Ｌ 三七总皂苷组比较，△△Ｐ＜０ ０１。

图 ３　 三七总皂苷对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞中 Ｃｏｌ⁃Ｉ （Ａ）、 ＯＣＮ （Ｂ）、 ＯＰＮ （Ｃ） ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

０ ０１）， 见图 ４Ａ～ ４Ｂ。 与正常组比较， 地塞米松组 ＭＣ３Ｔ３⁃
Ｅ１ 细胞中 Ｃｏｌ⁃Ｉ、 ＯＣＮ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０１）； 与地塞米

松组比较， 地塞米松＋１００ ｍｇ ／ Ｌ 三七总皂苷组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细

胞中 Ｃｏｌ⁃Ｉ、 ＯＣＮ 表达升高 （Ｐ＜０ ０５）， 见图 ４Ｃ～４Ｆ。

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与地塞米松组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与地塞米松＋１００ ｍｇ ／ Ｌ 三七总皂苷组比较，△△Ｐ＜０ ０１。

图 ４　 三七总皂苷对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞中 Ｒｕｎｘ２、 Ｃｏｌ⁃Ｉ、 ＯＣＮ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３ ５　 三七总皂苷对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞矿化作用的影响 　 与

正常组比较， 地塞米松组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞 ＡＬＰ 和钙结节的

形成降低 （Ｐ＜０ ０１）； 与地塞米松组比较， 地塞米松＋５０、
１００ ｍｇ ／ Ｌ 三七总皂苷组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞 ＡＬＰ 和钙结节的

形成升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与地塞米松＋１００ ｍｇ ／ Ｌ 三七总皂苷

组比较， 地 塞 米 松 ＋ １００ ｍｇ ／ Ｌ 三 七 总 皂 苷 ＋ ＪＷ７４ 组

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞 ＡＬＰ 和钙结节的形成降低 （Ｐ＜０ ０１）， 见

图 ５。
３ ６　 三七总皂苷对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞中 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路靶

蛋白的影响 　 与正常组比较， 地塞米松组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞

中 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０５）； 与地塞米松组比较，
地塞米松＋各剂量三七总皂苷组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞中 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
蛋白表达均升高 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 并呈剂量依赖性；
与地塞米松＋１００ ｍｇ ／ Ｌ 三七总皂苷组比较， 地塞米松＋１００
ｍｇ ／ Ｌ 三七总皂苷＋ＪＷ７４ 组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞中 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 表达

降低 （Ｐ＜０ ０５）， 见图 ６。

４　 讨论

激素性股骨头坏死是一种过度使用糖皮质激素导致的

主要临床表现为股骨头塌陷和髋关节功能障碍的进行性骨

代谢疾病， 其发病机制尚无统一认识［１３］ 。 成骨细胞分化停

滞和骨量减少是激素性股骨头坏死的主要机制之一［１４］ 。 因

此， 促进成骨细胞增殖和成骨分化被认为是激素性股骨头

坏死的有效治疗策略。
三七总皂苷在治疗股骨头坏死中展现出巨大潜力。 滕

居赞等［１５］研究发现， 三七总皂苷能改善家兔激素性股骨头

坏死模型的血液流变学， 从而促进坏死区域骨生长和修复。
研究发现， 促进成骨细胞增殖的药物能促进骨形成［１６］ 。 本

研究结果显示， 三七总皂苷能提高成骨细胞增殖活力， 并

能缓解地塞米松对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞增殖的抑制作用。
ＡＬＰ 高表达是成骨细胞分化的早期标志， 其能在成骨

的过程中促进矿化， 钙结节形成是成骨细胞进一步分化成

熟的标志。 本研究结果发现， 地塞米松能降低 ＡＬＰ 活性，
６５３２
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注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与地塞米松组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与地塞米松＋１００ ｍｇ ／ Ｌ 三七总皂苷组比较，△△Ｐ＜０ ０１。

图 ５　 三七总皂苷对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞矿化作用的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与地塞米松组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与地塞米松＋１００ ｍｇ ／ Ｌ 三七总皂苷组比较，△Ｐ＜０ ０５。

图 ６　 三七总皂苷对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞对 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路靶蛋白的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

抑制 ＡＬＰ 和钙结节的形成， 而三七总皂苷则能逆转地塞米

松对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞成骨分化抑制作用， 从而剂量依赖性

地促进 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞向成骨细胞分化。
Ｒｕｎｘ２ 是骨形成早期特殊的标记基因， 其不仅可以促

进成骨细胞分化， 还能促进骨细胞外基质蛋白的合成来调

节成熟成骨细胞成骨。 ＯＣＮ 是骨基质矿化所必需的非胶原

蛋白之一， 是成骨细胞晚期分化的标志。 Ｃｏｌ⁃Ｉ 不仅能在骨

形成过程中为骨细胞钙盐沉积提供场所［１７］ ， 还具有调节成

骨细胞分化活性的作用［１８］ 。 研究发现， ＯＰＮ 具有促进

ＢＭＳＣｓ 向成骨细胞分化的作用， 是早期成骨的标记之一。
本研究结果显示， 三七总皂苷能逆转地塞米松对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１
细胞 Ｒｕｎｘ２ 蛋白表达的抑制作用， 从而促进 Ｒｕｎｘ２ 蛋白表

达； 此外， 地塞米松能抑制 Ｃｏｌ⁃Ｉ、 ＯＣＮ、 ＯＰＮ ｍＲＮＡ 表达，
而三七总皂苷则剂量依赖性地逆转地塞米松的抑制作用，
促进 Ｃｏｌ⁃Ｉ、 ＯＣＮ、 ＯＰＮ ｍＲＮＡ 表达； 免疫荧光染色结果证

实， 三七总皂苷能逆转地塞米松对 Ｃｏｌ⁃Ｉ、 ＯＣＮ 蛋白表达的

抑制作用。 由此可知， 三七总皂苷是通过降低或逆转地塞

米松对 Ｃｏｌ⁃Ｉ、 ＯＣＮ、 Ｒｕｎｘ２、 ＯＰＮ 蛋白表达的抑制作用，
从而促进 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞向成骨细胞分化。

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路被证明是调节成骨细胞分化和

骨细胞成熟的重要信号转导途径［１９］ 。 研究发现， 类固醇通

过降低成骨细胞中 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白的活性调节 Ｗｎｔ 信号通路

而减少骨形成［２０］ 。 本研究结果发现， 在诱导 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细

胞向成骨细胞分化的早期和末期， ＪＷ７４ 能解除三七总皂苷

逆转地塞米松降低 ＡＬＰ 活性， 抑制 ＡＬＰ 和钙结节形成的有

利作用； 而且在成骨过程中， ＪＷ７４ 能抑制三七总皂苷对

Ｃｏｌ⁃Ｉ、 ＯＣＮ、 Ｒｕｎｘ２、 ＯＰＮ 表达的促进作用。 此外， 三七总

皂苷能剂量依赖性地逆转地塞米松对 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达的

抑制作用， 而 ＪＷ７４ 则能抑制三七总皂苷促进 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 表

达的有利作用。 由此可知， 三七总皂苷是通过 Ｗｎｔ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路促进地塞米松诱导的 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞向成

骨细胞分化。
综上所述， 三七总皂苷在体外被证实可以通过 Ｗｎｔ ／ β⁃

ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路预防激素性股骨头坏死， 可能是通过 Ｗｎｔ ／
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路刺激成骨前体细胞在体外成骨过程中的

细胞增殖， 提高 ＡＬＰ 活性， 促进 Ｃｏｌ⁃Ｉ、 Ｒｕｎｘ２、 ＯＣＮ、 ＯＰＮ
等成骨相关蛋白的合成和细胞矿化来促进成骨， 为股骨头

坏死等骨代谢异常疾病的治疗开辟了新的研究思路。
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