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  [摘 要] 目的 探究马卡列丙中蒽醌类成分1,6,8-三羟基-2,7-二甲氧基-3-甲基蒽醌对成骨细胞增殖、
分化和矿化的影响。方法 以 MC3T3-E1成骨细胞作为对象研究,设立阴性对照组(二甲基亚砜)、阳性对照组

(雌二醇)和药物组,采用四甲基偶氮唑盐比色法检测不同质量浓度1,6,8-三羟基-2,7-二甲氧基-3-甲基蒽醌对

MC3T3-E1成骨细胞增殖活性的影响,选出增殖活性最强的浓度进行后续研究,采用碱性磷酸酶染色法测定1,

6,8-三羟基-2,7-二甲氧基-3-羟基蒽醌对 MC3T3-E1成骨细胞的分化程度,茜素红染色评估1,6,8-三羟基2,7-
二甲氧基-3-羟基蒽醌对 MC3T3-E1成骨细胞矿化能力的影响。结果 药物组 MC3T3-E1成骨细胞在1,6,8-
三羟基-2,7-二甲氧基-3-甲基蒽醌质量浓度为100

 

nmol/L时增殖活性最高,选用质量浓度为100
 

nmol/L的1,

6,8-三羟基-2,7-二甲氧基-3-甲基蒽醌能促进 MC3T3-E1成骨细胞的分化和矿化。结论 1,6,8-三羟基-2,7-
二甲氧基-3-甲基蒽醌能显著促进成骨细胞增殖、分化和矿化水平,为马卡列丙的促骨折愈合作用提供了理论

基础。
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[Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

effects
 

of
 

the
 

anthraquinone
 

components
 

of
 

1,6,8-trihydroxy-2,7-
dimethoxy-3-methylanthraquinone

 

in
 

Duhaldea
 

nervosa
 

on
 

the
 

proliferation,differentiation
 

and
 

mineralization
 

of
 

osteoblasts.Methods MC3T3-E1
 

osteoblasts
 

were
 

studied,and
 

the
 

negative
 

control
 

group(dimethyl
 

sul-
foxide),the

 

positive
 

control
 

group(estradiol)
 

and
 

the
 

drug
 

group
 

were
 

established.The
 

effects
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

1,6,8-trihydroxy-2,7-dimethoxy-3-methylanthraquinone
 

on
 

the
 

proliferation
 

activity
 

of
 

MC3T3-E1
 

osteoblasts
 

were
 

detected
 

by
 

tetramethylazolium
 

salt
 

colorimetric
 

method.The
 

concentration
 

with
 

the
 

strongest
 

proliferation
 

activity
 

was
 

selected
 

for
 

the
 

follow-up
 

study.The
 

differentiation
 

degree
 

of
 

1,6,8-
trihydroxy-2,7-dimethoxy-3-methylanthraquinone

 

on
 

MC3T3-E1
 

osteoblasts
 

was
 

determined
 

by
 

alkaline
 

phos-
phatase

 

staining.And
 

the
 

influence
 

of
 

1,6,8-trihydroxy-2,7-dimethoxy-3-methylanthraquinone
 

on
 

the
 

miner-
alization

 

ability
 

of
 

MC3T3-E1
 

osteoblasts
 

was
 

evaluated
 

by
 

alizarin
 

red
 

staining.Results In
 

the
 

drug
 

group,

the
 

osteoblasts
 

of
 

MC3T3-E1
 

had
 

the
 

highest
 

proliferation
 

activity
 

when
 

the
 

mass
 

concentration
 

of
 

1,6,8-tri-
hydroxy-2,7-dimethoxy-3-methylanthraquinon

 

was
 

100
 

nmol/L,and
 

the
 

selection
 

of
 

1,6,8-trihydroxy-2,7-di-
methoxy-3-methylanthraquinone

 

with
 

the
 

mass
 

concentration
 

of
 

100
 

nmol/L
 

could
 

promote
 

the
 

differentiation
 

and
 

minerealizaton
 

of
 

MC3T3-E1
 

osteoblasts.Conclusion The
 

1,6,8-trihydroxy-2,7-dimethoxy-3-methylan-
thraquinone

 

can
 

significantly
 

promote
 

the
 

proliferation,differentiation
 

and
 

mineralization
 

of
 

osteoblast,which
 

provides
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

Duhaldea
 

nervosa
 

to
 

promote
 

fracture
 

healing.
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  近年来,对骨质疏松的研究已成为热点。骨质疏

松的主要特点是骨组织结合能力降低、骨质流失和骨

含量低,主要靠破骨细胞的骨吸收和成骨细胞的骨形

成才能保证人体的骨含量,因此,对骨质疏松的研究

主要是通过促进成骨细胞的骨形成或抑制破骨细胞

的骨吸收达到治疗骨质疏松的作用。在中国2019年

超过50岁人群的骨密度流行病学调查结果显示,男、
女性骨质疏松患病率分别为6.46%、29.13%[1]。目

前,中国女性患骨质疏松患者高于男性,且随年龄增

长骨质疏松患病率增加[2]。但引起骨质疏松的原因

不仅只是人口老龄化,还有众多其他因素,如家族遗

传史、绝经期后妇女、缺乏锻炼,以及患有糖尿病、类
风湿性关节炎、甲状腺功能亢进症等,甚至过度饮酒、
体重指数过低也会诱发骨质疏松[3]。骨质疏松引发

的急、慢性疼痛,以及残疾、行动受限等极大程度地影

响了人们的生活质量。
马卡列丙又称为毛秀才、小黑药,是菊科旋覆花

属显脉旋覆花的全草[4-6]。马卡列丙作为侗药的一种

曾记载于《云南中草药选》《镇南本草》等书籍中,是促

骨折愈合、治疗跌打损伤的佳药。此外马卡列丙对伤

风感冒、霍乱转筋、血管神经性头痛、腹痛等疗效也较

好[7-8]。目前为止,马卡列丙中已报道的成分有挥发

油类、甾体、萜类、黄酮类、苯丙素类、多糖类等[9]。在

本课题组的前期研究中,分离得到一种蒽醌化合

物———1,6,8-三羟基-2,7-二甲氧基-3-甲基蒽醌,其与

橙黄决明素为同分异构体[10]
 

。
蒽醌属于多环芳烃类衍生物,在各种醌类化合物

中分布广泛,有人工合成者,也有天然者,不仅是廖

科、百合科、茜草科、鼠李科等高等植物中的主要活性

成分,也在大黄、芦荟、雷公藤等多种中药材中广泛分

布[11],在抗肿瘤、泻下、抗菌、抗氧化、利尿、止血等多

方面发挥着重要的药理作用[12]。此外也有其他蒽醌

化合物在促骨折愈合方面具有影响。有研究发现,橙
黄决明素具有促进成骨细胞分化的作用[13];也有学者

发现,橙黄决明素在脂多糖诱导软骨细胞的炎症模型

中发挥了抗炎及保护作用[11]。巴戟天中蒽醌类含量

较多[14]。胡英勇等[15]发现,巴戟天提取物能防治去

除卵巢的大鼠骨丢失,促进钙沉积,从而达到治疗骨

质疏松症的作用。李浩亮等[16]发现,大黄素可通过抑

制微小 RNA-338-3p表达,激活细胞外调节蛋白激

酶/骨形态发生蛋白/Smad5信号通路促进大鼠骨质

疏松性骨折的愈合。PENGJAM 等[17]发现,芦荟素

可通过丝裂原活化蛋白激酶介导的 Wnt和骨形态发

生蛋白信号通路诱导成骨细胞分化。基于此,推测

1,6,8-三羟基-2,7-二甲氧基-3-甲基蒽醌具有与蒽醌

化合物类似的药理活性。因此,本研究探讨了1,6,8-

三羟基-2,7-二甲氧基-3-甲基蒽醌对成骨细胞增殖、分
化和矿化方面的影响,旨在为马卡列丙的进一步开发

和骨质疏松的研究提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞株 MC3T3-E1成骨细胞株购自中国科

学院细胞库。

1.1.2 实验试剂 1,6,8-三羟基-2,7-二甲氧基-3-甲
基蒽醌(本院分离提取)、α-MEM 培养基(Gibico)、胎
牛血 清 (FBS,Gibco)、青 霉 素-链 霉 素 (P/S,Hy-
Clone)、雌二醇(SIGMA)、二甲基亚砜(DMSO,SIG-
MA)、四甲基偶氮唑盐比色法(MTT,碧云天)、抗坏

血酸(SIGMA)、β-甘油磷酸钠(SIGMA)、BCIP/NBT
碱性磷酸酶(AKP)显色试剂盒(碧云天)、茜素红S
(SIGMA)等。

1.2 方法

1.2.1 MC3T3-E1成骨细胞培养 为防止α-MEM
基础培养基受微生物污染,开封后加入1%青霉素-链
霉素,用加入10%胎牛血清和补充剂配成的完全生长

培养基培养成骨细胞,以25
 

cm2 透气培养瓶为载体,
将 MC3T3-E1成骨细胞置于37

 

℃、5%二氧化碳细胞

恒温培养箱中培养,待培养瓶中 MC3T3-E1成骨细胞

贴壁成梭形长满后进行传代、铺板处理。

1.2.2 MC3T3-E1成骨细胞 增 殖 活 性 检 测 将

MC3T3-E1成骨细胞培养至对数生长期用胰酶消化

后按0.5×104 个/孔的细胞密度接种于96孔板中,十
字摇匀后将96孔板放回培养箱中,培养24

 

h后分为

阴性对照组(DMSO)、阳性对照组(雌二醇)和药物组

(分别为0.01、0.10、1.00、10.00、100.00
 

nmol/L不

同质量浓度的1,6,8-三羟基-2,7-二甲氧基-3-甲基蒽

醌,每个质量浓度4个复孔)。培养24
 

h后每孔加入

10
 

μL
 

MTT溶液,在细胞恒温培养箱中孵育4
 

h,避
光操作,弃废液,每孔加入100

 

μL
 

DMSO,使形成的

蓝紫色甲臜结晶溶解,待结晶完全溶解后放入酶标仪

中,用490
 

nm处波长检测各孔吸光值。

1.2.3 MC3T3-E1成骨细胞 分 化 活 性 检 测 将

MC3T3-E1成骨细胞培养至对数生长期用胰酶消化

后按10×104 个/孔的细胞密度接种于24孔板中,十
字摇匀后将24孔板放入培养箱中培养24

 

h后取出

24孔板,分为阴性对照组、阳性对照组和药物组,选择

MTT细胞活力实验中最佳药物质量浓度为给药组

(100
 

nmol/L),每个质量浓度2个复孔。培养至第6
天进行 AKP染 色,第3天 换 药。弃 废 液,每 孔 用

400
 

μL磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤2次,用400
 

μL
 

95%乙醇固定30
 

min,弃废液,再次用400
 

μL
 

PBS洗

涤2次,最后1次吸干PBS,按说明书配置 AKP试
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剂,每孔加入300
 

μL避光染色24
 

h,在低倍镜下观察

拍照。

1.2.4 MC3T3-E1成骨细胞矿化活性检测 细胞培

养方法、加药和质量浓度与1.2.3项相同,待培养

27
 

d后弃废液,每孔用400
 

μL
 

PBS洗涤2次,用

400
 

μL
 

95%乙醇固定30
 

min,弃废液,再次用400
 

μL
 

PBS洗2次,最后1次吸干PBS,每孔加入100
 

μL
 

0.2%茜素红S染色,置于37
 

℃培养箱中染色一段时

间,在高倍镜下观察并拍照。

1.3 统计学处理 采用Graphpad
 

prism5中的单向

方差(anova)进行数据分析,P<0.05为差异有统计

学意义。

2 结  果

2.1 各组 MC3T3-E1成骨细胞增殖活性比较 不同

质量浓度1,6,8-三羟基-2,7-二甲氧基-3-羟基蒽醌均

能不同程度地促进成骨细胞增殖。100.00、10.00、

0.10
 

nmol/L药物组 MC3T3-E1成骨细胞增殖活性

与阴性对照组比较,差异均有统计学意义(P<0.05)。
见图1。

2.2 各组 MC3T3-E1成骨细胞分化活性比较 各组

MC3T3-E1成骨细胞质中均有被染成蓝紫色的结节,
提示各组 MC3T3-E1成骨细胞均发生了成骨分化,而
药物组 MC3T3-E1成骨细胞分化更明显。见图2。

  注:与阴性对照组比较,aP<0.05。

图1  各组 MC3T3-E1成骨细胞增殖活性比较

2.3 各组 MC3T3-E1成骨细胞矿化活性比较 各组

MC3T3-E1成骨细胞均有不同程度矿化结节。与阴

性对照组比较,药物组 MC3T3-E1成骨细胞矿化结节

数目更多,面积更大;而药物组 MC3T3-E1成骨细胞

与阳性对照组差异不明显。见图3。

图2  各组 MC3T3-E1成骨细胞分化活性比较(AKP染色,4×)

  

图3  各组 MC3T3-E1成骨细胞矿化活性比较(茜素红S染色,10×)

3 讨  论

如今随着老龄化越来越严重,骨质疏松症带来的

不便已严重影响了人们的生活质量。骨质疏松大多

是由于骨密度降低、骨脆性增高而导致的代谢性疾

病。骨间充质干细胞是非造血多能干细胞成员,成骨

细胞主要是由骨间充质干细胞分化而来,参与了骨基

质的合成、分泌和矿化过程;通过单核巨噬细胞分化

的破骨细胞,主要在骨骼的发育、生长、修复和重建中

发挥 着 显 著 作 用。本 研 究 利 用 前 成 骨 细 胞———
MC3T3-E1成骨细胞株探讨了不同质量浓度1,6,8-
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三羟基2,7-二甲氧基-3-羟基蒽醌对促进骨形成的

影响。
马卡列丙的主要成分有萜类、黄酮类、糖类等。

有学者已对马卡列丙化学成分进行了提取分离,从中

分离得到一些蒽醌类化合物单体[18]。有学者研究了

蒽醌类化合物对成骨细胞的影响[19-20],但尚鲜见新分

离得到的1,6,8-三羟基-2,7-二甲氧基-3-甲基蒽醌对

成骨细胞影响的相关文献报道。
本研究结果显示,从马卡列丙中提取得到的1,6,

8-三羟基-2,7-二甲氧基-3-羟基蒽醌与橙黄决明素具

有类似的药理活性。与阴性对照组比较,1,6,8-三羟

基-2,7-二甲氧基-3-羟基蒽醌明显促进了 MC3T3-E1
成骨细胞的增殖、分化和矿化,但与阳性对照组差异

不大,为骨质疏松的研究提供了更好的理论基础。在

后续的进一步研究中可进行深入的机制和通路研究,
阐明其促进成骨细胞增殖、分化和矿化的具体机制,
但在本研究前期的预实验中发现,该蒽醌化合物在高

浓度时会抑制成骨细胞生长,因此,要控制好药物浓

度。本研究为骨质疏松治疗提供了研究基础和新

方向。
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