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  [摘 要] 目的 探讨麦冬多糖(OPS)对破骨细胞分化的影响。方法 从C57BL/6j小鼠股骨中提取骨

髓单核巨噬细胞(BMMs),在细胞培养液中分别添加2.5、10.0和40.0
 

μg/mL
 

OPS(A、B、C组),对照组未添

加OPS。检测OPS对BMMs细胞活性、破骨细胞骨吸收能力及抗酒石酸酸性磷酸酶(TRAP)活性的影响,同

时分析OPS对碳酸酐酶2(Car2)、组织蛋白酶 K(CTSK)、基质金属蛋白酶9(MMP-9)、TRAP、液泡型 H+-
ATP酶(V-ATPase)

 

mRNA表达的影响。结果 A、B、C组48、96
 

h时吸光度值比较,差异无统计学意义(P>
0.05)。与对照组(1.00±0.15)比较,B组成熟破骨细胞数目降低至(0.61±0.06)(P<0.05),而C组成熟破骨

细胞数目为(0.31±0.03)(P<0.05)。与对照组相比,B、C组5
 

d时破骨细胞 TRAP活性显著降低(P<
0.05)。A、B、C组7

 

d时破骨细胞TRAP活性显著低于对照组(P<0.05)。A、B、C组骨吸收面积仅为对照组

的71%、40%和6%(P<0.05)。与对照组比较,B、C组Car2、CTSK、MMP-9、TRAP、V-ATPase
 

mRNA表达

水平显著降低(P<0.01)。结论 OPS可显著抑制破骨细胞分化功能,是一种潜在的用于骨质疏松治疗的抗

骨吸收药物。
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[Abstract] Objective 

  

To
 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

Ophiopogon
 

japonicus
 

polysaccharides(OPS)
 

on
 

osteo-
clast

 

differentiation.Methods Bone
 

marrow
 

mononuclear
 

macrophages(BMMs)
 

were
 

extracted
 

from
 

the
 

femur
 

of
 

C57BL/6j
 

mice,and
 

2.5,10.0
 

and
 

40.0
 

μg/mL
 

OPS
 

were
 

added
 

to
 

the
 

cell
 

culture
 

medium,respectively(groups
 

A
 

,B
 

and
 

C),while
 

no
 

OPS
 

was
 

added
 

to
 

the
 

control
 

group.The
 

effects
 

of
 

OPS
 

on
 

BMMs
 

cell
 

activity,osteoclast
 

bone
 

re-
sorption

 

capacity
 

and
 

tartrate-resistant
 

acid
 

phosphatase(TRAP)
 

activity
 

were
 

detected.Meanwhile,the
 

effects
 

of
 

OPS
 

on
 

the
 

mRNA
 

expression
 

of
 

carbonic
 

anhydrase
 

2(Car2),cathepsin
 

K(CTSK),matrix
 

metalloproteinase
 

9(MMP-9),
TRAP

 

and
 

vacuolar
 

H+
 

-ATPase(V-ATPase)
 

were
 

analyzed.Results There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

ab-
sorbance

 

of
 

group
 

A,B
 

and
 

C
 

at
 

48
 

and
 

96
 

h(P>0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group(1.00±0.15),the
 

number
 

of
 

mature
 

osteoclasts
 

in
 

group
 

B
 

was
 

reduced
 

to
 

(0.61±0.06)(P<0.05),and
 

that
 

in
 

group
 

C
 

was
 

(0.31±0.03)(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,TRAP
 

activity
 

of
 

osteoclasts
 

in
 

group
 

B
 

and
 

C
 

at
 

5th
 

day
 

was
 

significantly
 

decreased(P<0.05).The
 

TRAP
 

activity
 

of
 

osteoclasts
 

in
 

group
 

A,B
 

and
 

C
 

at
 

7th
 

day
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

control
 

group(P<0.05).The
 

bone
 

resorption
 

area
 

of
 

group
 

A,B
 

and
 

C
 

was
 

only
 

71%,40%
 

and
 

6%
 

of
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

Car2,CTSK,MMP-9,TRAP,and
 

V-ATPase
 

in
 

group
 

B
 

and
 

C
 

were
 

significantly
 

decreased(P<0.01).Conclusion OPS
 

can
 

significantly
 

inhibit
 

osteoclast
 

differentiation
 

and
 

bone
 

resorption,
which

 

is
 

a
 

potential
 

anti-resorption
 

drug
 

for
 

osteoporosis
 

treatment.
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  骨骼作为维持机体运动的重要器官,在体内发挥

着运动、支持、保护、造血、贮存矿物质等功能。正常

情况下,机体内成骨细胞介导的骨形成能与破骨细胞

介导的骨吸收保持动态平衡,维持骨骼的正常功

能[1]。中老年人,尤其是绝经后的妇女,其破骨细胞

过度激活、骨吸收增加,使得骨量降低、骨骼脆性增

加,在微观结构上呈现疏松多孔状态,即骨质疏松症。
因此,抑制破骨细胞分化成为防治骨量丢失、治疗骨

质疏松症的重要靶点。麦冬是我国使用广泛的传统

中药。据张锡纯《医学衷中参西录》中记载,麦冬具有

养阴润肺、益胃生津、清心除烦等功效。麦冬多糖

(OPS)是麦冬的主要成分,在麦冬中的提取率高达

35%,这可能与麦冬的功效有关[2]。近期研究发现,
OPS的作用更加广泛,具有抗炎、抗氧化、抗衰老、降
血糖、保护心肌、提高机体免疫力等多种功效[2-7]。研

究发现,OPS通过降低氧化应激对巨噬细胞的损伤,
减少细胞凋亡,从而起到保护巨噬细胞的作用[8],但
其在骨代谢领域的功能尚未揭示。破骨细胞起源于

骨髓单核巨噬细胞(BMMs),是体内唯一具有骨吸收

能力的终末分化细胞。本研究探讨了OPS对核因子-
κB受体活化因子配体(RANKL)和巨噬细胞集落刺

激因子(M-CSF)诱导的BMMs破骨分化、骨吸收的

影响及潜在机制。
1 材料与方法

1.1 实验动物 6~8周SPF级C57BL/6j雌性小鼠

10只,体重18~22
 

g,购于湖南斯莱克景达实验动物

有限公司[SCXK(湘)2022-0011],饲养于贵州中医药

大学实验动物研究所动物房[SYXK(黔)2021-0005],
温度20~25

 

℃,湿度40%~60%,自由采食及饮水,
相关饲养及实验操作经贵州中医药大学实验动物伦

理委员会批准(20220131)。麦冬购于张家港市绿色

中药饮片有限公司(批号:190115)。
1.2 主要试剂与仪器 α-MEM 培养基、胎牛血清

(美国Gibco公司),M-CSF、RANKL(美国Peprotech
公司)、抗酒石酸酸性磷酸酶(TRAP)染色试剂盒(美
国Sigma公司),TRAP活性检测试剂盒、细胞活性试

剂盒、青-链霉素双抗、RNAeasyTM 动物RNA抽提试

剂盒、BeyoRTTM
 

Ⅲ
 

cDNA 合成试剂盒、BeyoFastTM
 

SYBR
 

Green定量聚合酶链式反应(PCR)试剂盒(上
海碧云天生物技术有限公司)。多功能酶标仪(上海

闪谱生物科技有限公司),相差显微镜(日本Olympus
公司),T100TM

 

PCP仪(美国Bio-Rad公司),实时荧

光定量PCR仪(杭州博日科技有限公司),NanoDrop
微量分光光度计(美国Thermo

 

Fisher公司)。
1.3 方法

1.3.1 OPS提取 参照张靖等[9]介绍的方法对麦冬

中的OPS进行提取,主要步骤为:取麦冬1
 

000
 

g加

95%乙醇浸泡后,经水浴回流提取2次,随后药渣加9
倍量水煎煮3次,所有药液合并浓缩至1

 

L,进一步经

醇沉、乙醚、丙酮洗涤后,60
 

℃下干燥 OPS粗粉末。
随后采用三氯乙酸法去除蛋白质,以苯酚-硫酸法测定

OPS水平。根据OPS测定结果(实测值:88.76%)将
其制备成含糖量为1

 

mg/mL的母液,经高压灭菌后,
于4

 

℃保存备用。
1.3.2 小鼠BMMs分离和培养 小鼠BMMs分离

和培养步骤:(1)小鼠麻醉后脱颈处死,浸泡于75%乙

醇中,置于超净工作台上;(2)迅速解剖小鼠并分离出

双侧股骨,剔除附着物,用含双抗的无菌磷酸盐缓冲

液(PBS)冲洗3次后,剪除股骨近、远端,暴露骨髓腔;
(3)使用1

 

mL注射器抽取PBS反复冲洗骨髓腔,吹
出骨 髓 组 织,重 悬 于 α-MEM 完 全 培 养 基,1

 

200
 

r/min离心8
 

min后,弃上清液;(4)使用含50
 

ng/mL
 

M-CSF完全培养基重悬后,接种于100
 

mm细胞培养

皿中,过夜;(5)弃培养基,用无菌PBS冲洗3次后,加
10

 

mL含50
 

ng/mL
 

M-CSF完全培养基,隔天换液;
(6)重复步骤(5)操作直至细胞呈短梭形,密度达

80%~90%;(7)培养好的细胞使用PBS冲洗3次,用
移液枪吹落后混匀备用,即为BMMs。后续BMMs
培养时使用含50

 

ng/mL
 

M-CSF完全培养基,进行破

骨分化诱导时采用含
 

0
 

ng/mL
 

RANKL、50
 

ng/mL
 

M-CSF完全培养基。
1.3.3 BMMs细胞活性检测 按每孔3×103 个细

胞的密度将BMMs接种于96孔板中,按实验设计分

为对照组和3个不同水平OPS处理组。对照组使用

含 50
 

ng/mL
 

M-CSF 完 全 培 养 基 (即 0
 

μg/mL
 

OPS),OPS处理组在此基础上加入2.5、10.0、或
40.0

 

μg/mL
 

OPS(A、B、C组)。在给药后48、96
 

h,
每孔加入10

 

μL
 

CCK-8试剂,继续培养2
 

h后,使用

酶标仪在450
 

nm波长处测定每孔吸光度(OD)值,计
算细胞活性。
1.3.4 BMMs破骨分化诱导 将BMMs按每皿1×
105 个细胞的密度接种到35

 

mm培养皿中,过夜后,
使用破骨诱导分化完全培养基(α-MEM+10%胎牛血

清+1%双抗+1%谷氨酰胺+50
 

ng/mL
 

RANKL+
50

 

ng/mL
 

M-CSF)进行破骨分化诱导,隔天换液。
5

 

d后,在显微镜下可见BMMs开始汇聚、融合,出现

多核细胞,7
 

d可见边界清晰、巨大的成熟破骨细胞。
1.3.5 破骨细胞TRAP活性检测 为研究 OPS对

TRAP活性的影响,将BMMs按每皿1×105 个细胞

的密度接种到35
 

mm培养皿中,过夜、贴壁。随后,
按实验设计更换为含不同水平 OPS(0、2.5、10.0、
40.0

 

μg/mL)的诱导培养基,隔天换液,7
 

d后诱导为

成熟的破骨细胞。收集各培养孔细胞,并按照TRAP
活性检测试剂盒说明书测定破骨细胞TRAP活性及
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蛋白水平。
1.3.6 破骨细胞形成检测 将BMMs诱导为成熟

的破骨细胞后,弃培养基,用PBS润洗2次,每孔加

500
 

μL
 

4%多聚甲醛,固定10
 

min。弃甲醛、用PBS
冲洗2遍后,按照试剂盒说明书介绍方法进行TRAP
染色。使用倒置显微镜拍摄染色图,TRAP阳性且细

胞核数目大于或等于3个的细胞计为破骨细胞,并通

过ImageJ软件进行破骨细胞相对大小的计算,破骨

细胞相对大小=各组破骨细胞大小/对照组中破骨细

胞大小的平均值。
1.3.7 破骨细胞骨吸收能力检测 将BMMs按每

孔3×103 个细胞的密度接种到骨培养板中,诱导为

成熟破骨细胞后,弃培养基,用0.1%次氯酸钠溶液漂

白骨培养板。生物显微镜下观察骨陷窝形成情况,获

取骨吸收图像,并用Image
 

Pro6.0软件分析图像。
1.3.8 采用逆转录实时荧光定量PCR(RT-qPCR)
法测定破骨细胞分化标志基因 mRNA 表 达 将

BMMs按每孔1×104 个细胞的密度接种于6孔板

中,过夜、贴壁后,按1.3.3分组培养细胞。7
 

d后弃

培养基,用预冷的PBS冲洗1次后,每孔加入300
 

μL
总RNA提取试剂,按照RNAeasyTM 动物RNA抽提

试剂盒说明书的方法提取细胞总RNA后,用 Nano-
Drop微量分光光度计测定总 RNA水平。随后,按
BeyoRTTM

 

Ⅲ
 

cDNA合成试剂盒说明书中介绍的方法

逆转录合成cDNA,检测碳酸酐酶2(Car2)、组织蛋白

酶K(CTSK)、基质金属蛋白酶9(MMP-9)、TRAP、
液泡型 H+-ATP酶(V-ATPase)

 

mRNA表达水平。
RT-qPCR所用引物序列见表1。

表1  破骨细胞分化标志基因的引物序列

基因名称 上游引物(5'-3') 下游引物(5'-3')

Car2 CAT
 

TAC
 

TGT
 

CAG
 

CAG
 

CGA
 

GCA GAC
 

GCC
 

AGT
 

TGT
 

CCA
 

CCA
 

TC

CTSK ACG
 

GAG
 

GCA
 

TTG
 

ACT
 

CTG
 

AAG
 

ATG GGA
 

AGC
 

ACC
 

AAC
 

GAG
 

AGG
 

AGA
 

AAT

MMP-9 GTC
 

CAG
 

ACC
 

AAG
 

GGT
 

ACA
 

GC ATA
 

CAG
 

CGG
 

GTA
 

CAT
 

GAG
 

CG

TRAP TGT
 

GGC
 

CAT
 

CTT
 

TAT
 

GCT GTC
 

ATT
 

TCT
 

TTG
 

GGG
 

CTT

V-ATPase CCA
 

CTG
 

GAA
 

GCC
 

CAG
 

TAA
 

ACA
 

GA GAA
 

CGT
 

ATG
 

AGG
 

CCA
 

GTG
 

AGC
 

A

GAPDH TGC
 

ACC
 

ACC
 

AAC
 

TGC
 

TTA
 

G GGA
 

TGC
 

AGG
 

GAT
 

GAT
 

GTT
 

C

1.4 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件对数据

进行统计学处理。计量资料以x±s表示,组间比较

采用t检验;计数资料以率或百分比表示,组间比较

采用χ2 检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 不同水平OPS对BMMs细胞活性的影响 A、
B、C组48、96

 

h时OD 值比较,差异无统计学意义

(P>0.05)。见图1。

图1  不同水平OPS对BMMs细胞活性的影响

2.2 不同水平 OPS对破骨细胞分化的影响 细胞

培养7
 

d后,经固定、TRAP染色,在倒置显微镜下观

察可见,对照组中出现大量多核、肥大、煎饼样的成熟

破骨细胞。与未添加 OPS的对照组相比,添加 OPS
会显著抑制破骨细胞生成。B组成熟破骨细胞数目

显著下降,C组只有极少量破骨细胞生成。见图2。
与对照组(1.00±0.15)比较,B组成熟破骨细胞数目

降低至(0.61±0.06)(P<0.05),而C组成熟破骨细

胞数目为(0.31±0.03)(P<0.05)。见图3。

2.3 不同水平 OPS对破骨细胞 TRAP活性的影

响 与对照组相比,B、C组5
 

d时破骨细胞TRAP活

性显著降低(P<0.05)。A、B、C组7
 

d时破骨细胞

TRAP活性显著低于对照组(P<0.05)。见图4。
2.4 不同水平OPS对破骨细胞骨吸收能力的影响 对

照组中出现大量骨吸收陷窝,A组骨吸收陷窝明显减少,
C组仅可见少量骨吸收陷窝。见图5。以对照组骨吸收

面积为1,进一步统计分析显示,A、B、C组骨吸收面积仅

为对照组的71%、40%和6%(P<0.05)。见图6。
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图2  倒置显微镜下观察各组破骨细胞分化情况(TRAP染色,100×)

图3  不同水平OPS对破骨细胞分化的影响

图4  不同水平OPS对破骨细胞TRAP活性的影响

2.5 不同水平OPS对破骨细胞相关基因 mRNA表

达水平的影响 与对照组比较,B、C组Car2、CTSK、

MMP-9、TRAP、V-ATPase
 

mRNA表达水平显著降

低(P<0.01)。见图7。

图5  骨吸收图(100×)

图6  不同水平OPS对破骨细胞骨吸收能力的影响

图7  不同水平OPS对Car2、CTSK、MMP-9、TRAP、V-ATPase
 

mRNA表达水平的影响
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3 讨  论

麦冬是一种广泛使用的传统中草药,OPS作为麦

冬的主要成分,具有抗炎、抗氧化、降血糖、保护心肌、
提高机体免疫力等功效。王晓颖[10]研究发现,麦冬糖

浆能显著降低放射性肺炎模型小鼠血浆中白细胞介

素6(IL-6)、肿瘤坏死因子α(TNF-α)、转化生长因子

β1、肺组织的脯氨酸、超氧化物歧化酶、MMP-2及其

组织抑制物蛋白水平。OPS还能够调节单胺氧化酶

B、IL-2、TNF-α、IL-6、γ干扰素及IL-10
 

mRNA表达,
增强机体免疫力[11]。最近研究发现,OPS还具有抗肿

瘤作用,羧甲基化修饰的OPS能有效地抑制癌细胞增

殖[12]。且给S-180荷瘤小鼠灌胃2.0
 

g/kg
 

OPS,可显

著提高巨噬细胞吞噬能力及血清IL-1β、TNF-α水

平[13]。然而,OPS对骨吸收的影响鲜有报道。
破骨细胞来源于单核巨噬细胞系统[14]。破骨细

胞的过度激活及伴随骨吸收功能的过度活化是造成

机体骨质疏松的重要原因。破骨细胞的活性主要体

现在能否从单核巨噬细胞分化为破骨细胞,以及其溶

骨功能的强弱。本研究结果显示,40.0
 

μg/mL及以

下水平的 OPS对BMMs增殖无明显抑制作用。对

RANKL和 M-CSF诱导的破骨细胞进行TRAP染色

及骨吸收能力检测,结果显示,添加OPS能显著抑制

破骨细胞形成,减少骨吸收,且40.0
 

μg/mL
 

OPS处

理的BMMs几乎不能形成成熟的破骨细胞。因此,

OPS是一种潜在的有效抗骨吸收药物。OPS对破骨

细胞的显著抑制作用可能与其抗氧化和抗炎功能相

关。最近研究发现,OPS可有效地清除氧自由基,降
低HIH/3T3细胞损伤诱导的单线态氧的产生及炎症

因子表达量[15]。另一方面,麦冬水提物能显著抑制

LPS诱导的小鼠单核巨噬细胞RAW264.7中一氧化

氮的分泌和TNF-α蛋白表达,从而发挥抗炎作用[16]。
在破骨细胞分化过程中,氧自由基的升高能激活机体

的破 骨 细 胞,促 进 骨 吸 收[17-19]。多 种 炎 症 因 子 如

TNF-α、IL-1、IL-6、IL-11等可显著促进破骨细胞的分

化[20]。既然OPS具有有效的抗氧化及抗炎作用,而且

活性氧及炎症因子在破骨细胞分化过程中发挥重要作

用,那么OPS对破骨细胞分化功能的抑制也与其抗氧

化及抗炎作用相关,具体的机制有待进一步研究。

CTSK作为半胱氨酸蛋白酶家族中的一员,在破

骨细胞中溶酶体和细胞质囊泡中大量表达[21],其参与

有机骨基质蛋白中Ⅰ型胶原、骨桥接素和骨粘连蛋白

的降解,是发挥骨吸收功能的一个关键酶[22]。人

CTSK突变会导致致密性成骨不全,小鼠CTSK基因

敲除会出现骨基质降解障碍[23]。ATPase属于质子

泵的一种,位于破骨细胞膜的褶皱缘处,用于维持破

骨细胞封闭区的酸性环境。ATPase基因敲除小鼠的

破骨细胞成熟度降低、骨吸收功能受到影响,骨骼硬

度增加[24]。Car2主要存在于破骨细胞中的胞浆中,
能催化二氧化碳的水合作用,产生质子[21]。TRAP位

于破骨细胞的微粒体中,通过褶皱缘分泌进入封闭

区,与其他酶一起参与骨基质中矿化物的降解,是骨

吸收和破骨细胞活性的良好标志物,但其确切的生理

作用还不清楚[25]。MMP-9属于基质金属蛋白酶家族

中的一员。作为一种胞外蛋白酶,MMP-9在破骨细

胞中高度表达,参与细胞外基质的降解,最终通过影

响破骨细胞的迁移而影响破骨细胞活性[26-27]。MMP-
9能特异性溶解非矿化软骨,促进破骨细胞活化;

MMP-9缺乏会延缓破骨细胞募集,抑制骨吸收,同时

MMP-9还可以抑制成骨过程中细胞迁移[28]。因此,
可通过检测破骨细胞分化过程中上述基因表达的变

化,探索OPS影响破骨细胞分化的机制。
本研究中,OPS可浓度依赖性地抑制 M-CSF和

RANKL刺激下参与胶原蛋白降解和骨陷窝形成的

CTSK和 MMP-9
 

mRNA表达,提示 OPS对破骨细

胞的骨吸收功能具有明显的抑制作用。破骨细胞中,

Car2催化产生的质子经 V-ATPase转运至破骨细胞

褶皱缘,并维持吸收陷窝的酸性环境。本研究结果显

示,添加OPS可以抑制破骨细胞中Car2和V-ATPase
 

mRNA表达,提示OPS可能会升高骨陷窝pH值,抑制

骨吸收酶活性,降低骨吸收。
综上所述,OPS可显著抑制破骨细胞分化功能,抑

制骨吸收,但其深层机制仍不清楚,有待进一步研究。
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