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林蛙油提取物对过氧化氢诱导MC3T3-E1 

损伤的保护 
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(1. 长春中医药大学, 长春  130017; 2. 临沂市质量监督信息所, 临沂  276000) 

摘  要: 目的  研究林蛙油提取物(rana oil extract, ROE)对过氧化氢致小鼠成骨细胞(MC3T3-E1)损伤的保护

作用。方法  采用 MTT 方法检测细胞活力, 筛选林蛙油提取物促 MC3T3-E1 细胞生长的最佳给药浓度和时间, 

Western blotting 法检测骨形态发生蛋白-2(BMP2)、碱性磷酸酶(alkaline phosphatase, ALP)、骨钙素(osteocalcin)、

Runt 相关转录因子 2(Runx2)蛋白表达。应用逆转录-聚合酶链反应(reverse transcription-polymerase chain 

reaction, RT-PCR)检测骨生长相关基因的表达。结果  经过 MTT 法筛选, 400 μg/mL、24 h 为 ROE 的最佳给药

浓度及时间, 与空白对照组比较, 模型对照组 MC3T3-E1 细胞 ALP 蛋白表达水平降低(P<0.05), Runx2、BMP2、

Osteocalcin 表达明显降低(P<0.01)。与模型对照组比较, ROE 给药组中 ALP、BMP2 蛋白表达水平升高(P<0.05) 

Osteocalcin、Runx2 蛋白表达水平明显升高(P<0.01), 与空白组比较, 模型组 ALP、Runx2、BMP2 基因表达均

下调(P<0.05), Osteocalcin 显著下调(P<0.01); 与模型组比较, ROE 给药组 ALP、Runx2 基因表达均上调

(P<0.05), BMP2、Osteocalcin 基因表达显著下调(P<0.01)。结论  ROE 可以调控骨代谢基因和蛋白的表达水平, 

对 H2O2 损伤的 MC3T3-E1 老年型骨质疏松模型有一定的保护作用。 
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ABSTRACT: Objective  To study the protective effect of rana oil extract (ROE) on the injury of mouse osteoblasts 

(MC3T3-E1) induced by hydrogen peroxide. Methods  MTT assay was used to detect cell viability. The best 

concentration and time of MC3T3-E1 cell growth were screened by rana oil extract. Bone morphogenetic protein-2 
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(BMP2) and alkaline phosphatase (ALP) were detected by Western blotting. Osteocalcin and Runt-related 

transcription factor 2 (Runx2) protein expression. The expression of bone growth related genes was detected by 

RT-PCR. Results  After MTT assay, 400 μg/mL and 24 h were the optimal concentration and time of ROE. 

Compared with the blank control group, the expression of ALP protein in MC3T3-E1 cells was decreased (P<0.05), 

Runx2. The expression of BMP2 and Osteocalcin was significantly decreased (P<0.01). Compared with the model 

control group, the expression levels of ALP and BMP2 in the ROE administration group were increased (P<0.05), and 

the expression levels of Osteocalcin and Runx2 protein were significantly increased (P<0.01). Compared with the 

blank group, the model group ALP, Runx2 and BMP2 gene expressions were down-regulated (P<0.05). Osteocalcin 

was significantly down-regulated (P<0.01). Compared with the model group, ALP and Runx2 gene expressions were 

up-regulated in ROE-administered group (P<0.05). BMP2 and Osteocalcin gene expression were significantly 

down-regulated (P<0.01). Conclusion  ROE can regulate the expression levels of bone metabolism genes and 

proteins and has a certain protective effect on the MC3T3-E1 senile osteoporosis model damaged by H2O2. 

KEY WORDS: rana oil extract; osteoblast MC3T3-E1; osteoporosis; hydrogen peroxide 
 
 

1  引  言 

林蛙油(ranae oviductus, RO)是中国林蛙雌蛙输卵管

干燥品, 被赞为东北三宝之一。RO 具有“补肾益精、润肺

养阴”之功效。现代药理学研究表明 RO 中具有一定的雌激

素, 具有抗骨质疏松[1]、延缓衰老[2,3]、抗疲劳[4,5]、改善神

经衰弱[6]、提高机体免疫力[7]等药理作用。RO 主要化学成

分为蛋白质、脂肪酸、磷脂、维生素及一些微量元素, 同

时还含有多种其他生物活性成分, 是一种名贵滋补珍品。 

骨质疏松(osteoporosis, OP)是临床上一种常见的疾病, 

多发于中老年人, 现代药理学研究证实氧化应激与多种老

年性疾病的发生机制有关, 如骨质疏松, 研究表明, 氧化

应激可使机体的炎症因子升高, 能增强破骨细胞骨吸收能

力, 导致骨吸收和骨形成失衡, 骨量降低, 增加 OP 发生率, 

骨质疏松的主要病理特征是骨量减少, 骨组织微观结构破

坏, 因此, 研究成骨细胞氧化应激机制对于预防骨质疏松

有重要意义。 

据不完全统计, 目前我国 OP 患者已超过 9000 万, 严

重影响着患病人群的身心健康。随着全球老龄化的加速, 世

界各国在防治 OP 的财政投入也越来越多[8,9]。基于肾主骨, 

骨生髓理论, 补肾类中药有防治 OP 的作用, 传统中医理论

认为林蛙油具有“补肾益精、化精添髓”之功效。具有一定的

抗 骨 质 疏 松 活 性 [10] 。 日 本 学 者 Jayusman 等 [11] 从 新 生

C57BL/6 小 鼠 颅 顶 骨 中 分 离 培 养 了 一 株 成 骨 细 胞 株

MC3T3-E1, 该细胞株具备体外培养成骨细胞的各种生物学

特性, 可作为一个良好的成骨细胞体外模型系统[12,13]研究

骨质疏松的发病机制。骨质疏松发病机制与成骨细胞活性密

切相关, 现代药理学研究表明成骨细胞衰老会影响其活性, 

进而影响骨代谢, 引发骨质疏松[14]氧化应激与骨质疏松存

在密切联系。H2O2 可诱导细胞衰老的发生, 称为刺激诱导的

细胞衰老, 本研究利用小鼠成骨细胞 MC3T3-E1 建立 H2O2

诱导的衰老性骨质疏松模型[15], 结果证实林蛙油提取物对

小鼠成骨细胞 MC3T3-E1 具有一定的保护作用。 

骨代谢平衡是通过调节破骨细胞的再吸收和成骨细

胞的骨形成之间的平衡得以实现。骨质疏松症(osteoporosis, 

OP)是指骨量减少, 骨脆性增加的一类骨代谢疾病[16]。多

发于中老年人[17]。随着老龄化的加速, OP 将成为一个增加

医疗负担的世界性问题[18,19]。OP 发病的主要原因是成骨细

胞骨形成不足导致骨重建失衡, 成骨细胞是骨代谢的主要

功能细胞, 最终形成的骨量很大程度上取决于其增殖分化

程度。成骨能力下降或骨吸收加快是 OP 的主要病理基  

础[20], 成骨细胞的增生是骨折愈合的基础, 所以促进成骨

细胞的增殖、分化, 改善成骨细胞功能, 进而调节骨重建, 

可达到治疗 OP 的目的。 

由于 OP 集中发生在老年人群中, 本研究尝试用过氧

化氢引起成骨细胞衰老, 间接诱发骨质疏松。基于林蛙油

补肾益精的药性理论林蛙油具有较强的抗氧化能力, 氧化

应激是引发骨质疏松的重要因素。本研究观察林蛙油提取

物在体外对 MC3T3-E1 细胞的影响及对过氧化氢(H2O2)

诱导 MC3T3-E1 细胞氧化损伤的保护作用, 为其防治骨质

疏松症提供一定的实验依据。 

2  材料和方法 

2.1  材  料 

2.1.1  细胞系 

MC3T3-E1 细胞, 小鼠前成骨细胞, 购于中科院上海

细胞研究所, 由长春中医药大学吉林省人参科学研究院分

子药理实验室冻存。 

2.1.2  主要试剂 

林蛙油药材产地为吉林省靖宇县三道湖镇浆源林蛙

养殖厂, 经长春中医药大学中药鉴定教研室姜大成教授鉴

定为林蛙油正品。ROE 为分子药理实验室自制冻干品, 使
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用前用 DMEM 高糖培养液稀释配制成所需浓度工作液。

ALP 抗 体 ( 美 国 OminmAbs 公 司 , 批 号 OM212503); 

Osteocalcin 抗体(美国 Proteintech 公司, 批号 23418-1-AP); 

Runx2 抗体 (美国 Proteintech 公司 , 批号 12600-1-AP); 

β-actin( 美国 Proteintech 公司, 批号 66009-1-Ig)。H2O2(北

京化工厂, 批号 20160218); 噻唑蓝(美国 Amresco 公司, 批

号 40201ES80); DMEM( 美 国 Corning 公 司 , 批 号

10-040-CVR); 组织细胞裂解液(北京鼎国昌盛生物技术有

限责任公司, 批号 WB-0061); 胎牛血清(美国 Gibco 公司, 

批号 FB15015)。 

2.1.3  仪  器 

IIFINITE M200 pro 型酶标仪(瑞士 TECAN 公司); 

EPS301 型蛋白电泳系统(美国 GE 公司); FHB100 型制冰机

( 上 海 比 朗 公 司 ); Omega Lum C 型 凝 胶 成 像 仪 ( 美 国

Aplegen 公司); Colibei 型超微量紫外分光光度计(德国伯

赫公司); 冷冻离心机(德国 Eppendorf 公司); 二氧化碳培

养箱(美国 Thermo 公司); 倒置显微镜( 德国 Leica 公司) 

2.2  实验方法 

2.2.1  林蛙油蛋白水解酶的选择 

精密称取 44 份哈蟆油粉末, 每份重量为 1 g, 随机分

成 4 组, 分别置于小烧杯中编号: X 组(1-11)。按 1:100(m/V)

加入纯水, 待哈蟆油吸水完全膨胀后, 匀浆、加热煮沸。

按照表 1 中酶的最适 pH 和温度, 调整匀浆液 pH 值, 设置

水浴温度。按 1000 U/g 酶用量分别加入碱性蛋白酶、木瓜

蛋白酶、胰蛋白酶和胃蛋白酶进行水解。各组 1~12 号样

品对应的水解时间为 0、10、20、30、40、50、60、120、

180、240、300 min, 每个样品达到水解时间后, 冷却至室

温, 立即用黏度计测定其黏度值。根据酶解后黏度值和酶

解时间评价 4 种水解酶对哈蟆油的酶解效率, 确定最佳蛋

白水解酶。 
 

表 1  4 种蛋白水解酶最适 pH 和温度 
Table 1  Optimal pH and temperature for four proteolytic 

enzyme 

最适条件 碱性蛋白酶 木瓜蛋白酶 胰蛋白酶 胃蛋白酶

pH 8.3 7.5 7.5 2.5 

温度/℃ 55 55 37.5 37.5 

 
2.2.2  ROE 的制备 

精密称取 100 g 哈蟆油粉末, 按 2.2.1 中实验方法和筛

选的最佳蛋白酶、酶解条件进行制备。将酶解液在 4 ℃条

件下, 以 10000 r/min 离心 15 min, 收集上清液。合并上清

液, 冷冻干燥 48 h, 收集冻干品, 即得 ROE。 

2.2.3  MTT 法筛选最佳给药浓度及时间 

将 MC3T3-E1 细胞用 DMEM 培养基(10%胎牛血清, 

1%双抗)放入含有 5 mL 培养液、5%CO2、37 ℃培养箱中

培养 , 每 2 d 换 1 次液 , 待细胞处于对数生长期时将

MC3T3-E1 细胞以每孔 5×104 个/mL 接种于 96 孔板中, 分

为空白对照组、模型对照组、林蛙油提取物给药组。每组

细胞 5 复孔, 将林蛙油提取物依次配制成浓度为 10、50、

100、200、400、500 μg/mL; 加药培养 24、48 h 后, 除空

白对照组外均给予过氧化氢 400 μmol/L 孵育细胞 4 h, 造

模 结 束 每 孔 加 入 20 μL thiazolyl blue tetrazolium 

bromide(MTT), 孵育 4 h, 结束后吸去培养液, 每孔加入

150 μL 二 甲 基 亚 砜 (dimethyl sulfoxide, DMSO), 振 荡    

10 min, 使结晶完全溶解, 测定 OD490 值。 

2.2.4  Western-blotting 法检测骨代谢相关蛋白表达 

1) 蛋白样品的制备 

将 MC3T3-E1 细胞以每孔 5×105 个/mL 均匀接种于

六孔板中, 每孔接种 2 mL, 设置空白组、模型组、林蛙油

提取物给药组, 每组 1 个复孔, 每孔加入 2 mL DMEM 高糖

培养液(10%胎牛血清, 1%双抗), 待细胞处于对数生长期

时, 称取 2 mg 林蛙油提取物于 2 mL 培养液中, 混匀, 过

0.22 μm 微孔滤膜, 制成浓度为 1 mg/mL 林蛙油提取物母

液, 用培养液将母液稀释至 400 μg/mL, 吸出六孔板中给

药组培养液, 每孔加 2 mL 浓度为 400 μg/mL 林蛙油提取物

培养液, 培养 24 h 后, 除空白对照组外均给予 2 mL 浓度为

400 μmol/L 过氧化氢培养液, 孵育细胞 4 h。将组织细胞裂

解液放置室温, 弃掉六孔板中的培养液, 用磷酸盐缓冲液

(phosphate buffer saline, PBS)洗 2~3 遍。MC3T3-E1 细胞经

上述方法处理后胰酶消化收集 , 按照试剂盒说明书 , 按

99:1(V/V)加 入 适 量 的 组 织 细 胞 裂 解 液 和 苯 甲 基 磺 酰 氟

(phenylmethylsulfonyl fluoride, PMSF), 然后用移液器反复

吹打, 使裂解液与细胞接触充分, 全程操作冰浴。 

2) Western-blotting 实验 

将提取的各组蛋白进行 SDS-PAGE 垂直电泳, 根据目

的蛋白相对分子质量制备 12%分离胶, 5%浓缩胶, 将配好

的胶放入电泳槽中, 加入电极缓冲液, 将预处理的蛋白和

Marker 依次加入孔中, 空白孔用上样缓冲液填充, 上层浓

缩胶 90 V 恒压 30 min, 下层分离胶 110 V 恒压 110 min, 进

行电泳, 然后电转至 PVDFC 膜上, 转膜后用 TBST 洗涤 3

次, 脱脂奶粉封闭 1 h, 再用 TBST 洗涤 3 次。将膜放入稀

释好的 β-actin、ALP、Runx2、Osteocalcin、BMP2 抗体中, 

4 ℃孵育过夜。重复上述洗涤操作, 将膜转移至二抗中室

温 孵 育 1 h, 用 TBST 洗 涤 3 次 , 采 用 化 学 发 光 法

(electrochemical reaction, ECL)显色, 最后在凝胶成像仪中

显影检测, 用 ImageJ 软件分析内参、目的蛋白的灰度值。  

2.2.5  Real-time PCR 测定 ALP、Osteocalcin、BMP2 及

Runx2 表达 

根据引物设计基本原则, 利用 Primer5.0 软件设计引物

序列如下(表 2)。用高纯度总 RNA 快速提取试剂盒, 分别从

空白组、模型组、林蛙油提取物给药组细胞中提取总 RNA, 

配制 10%的琼脂糖凝胶电泳, 加 2 μL 溴化乙锭(ethidium 
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bromide, EB)染料, 取 4 μL RNA 于上样孔中, 设置核酸电泳

条件 150 V、15 min, 所得胶片用凝胶成像仪成像。 

配制 PCR 反应液, 按照以下程序进行 RT-PCR 实验, 

预变性: 95 ℃, 30 s, 1 次循环; PCR: 95 ℃, 3 s, 60 ℃, 30 s, 40

个循环; Melt Curve stage。反应结束后采集扩增曲线和融解

曲线, 采用 2ΔΔCt 方法计算各组基因的 mRNA 相对表达量。 
 

表 2  引物序列 
Table 2  Primer sequences 

基因 引物序列 产物长度/bp

ALP 
上游 GAGAAGCCACATGCCGTA 

下游 TGCGAATGGGAACAGGAT 
151 

Runx2 
上游 CCTCTGACTTCTGCCTCTGG 

下游 ATGAAATGCTTGGGAACTGC 
92 

Osteocalcin 
上游 CCGCCTACAAACGCATCTAT 

下游 CAGGGCAGAGAGAGAGGACA
147 

BMP2 

上游
GCGAATTCATGGTGGCCGGGACCCG

CTGT 
下游

CGGGATCCACGACACCCGCAGCCCT
CCACA 

102 

β-actin 
上游 TTCGTTGCCGGTCCACACCC 

下游 GCTTTGCACATGCCGGAGCC 
81 

 
2.2.6  统计学方法 

采用 SPSS Statistics 25.0 统计学软件进行数据分析, 

计量资料数据用均数±标准差( x ±S)表示, 多组间比较采

用单因素方差分析, 组间两两比较采用 LSD-t 检验, 以

P<0.05 为差异有统计学意义。 

3  结果与分析 

3.1  不同蛋白酶对哈蟆油黏度的影响 

通过考察 44 份样品的黏度值变化情况可知(见表 3), 

碱性蛋白酶的酶解效果和酶解效率最佳, 加入碱性蛋白酶

30 min 后 黏 度 值 由 初 始 黏 度 值 3241.2 mPa‧s 骤 降 为    

8.77 mPaꞏs, 且基本维持不变。胰蛋白酶的酶解效果次之, 

酶解 2 h 后黏度值基本维持在 46.8 mPaꞏs 左右。木瓜蛋白

酶的酶解效率一般, 酶解前的黏度值为 3245.7 mPaꞏs, 酶

解 2 h 后黏度值基本维持在 246.9 mPaꞏs。而胃蛋白酶加入

前, 将哈蟆油匀浆液的 pH 值调整为 2.5, 此时的黏度值已

经骤降到 150.1 mPaꞏs, 虽然加入胃蛋白酶水解后哈蟆油的

最终黏度为 10.4 mPaꞏs, 哈蟆油黏度的变化可能受酸性条

件影响较大, 故 ORPH 的制备选用碱性蛋白酶水解。 

3.2  最佳给药浓度、给药时间的筛选 

与空白对照组相比, 模型对照组细胞增殖作用明显

降低(P<0.01); 与模型对照组比较, ROE 给药组 400 μg/mL

作用 24 h 后, 细胞增殖作用显著升高(P<0.01), 选取有效

浓度的最低剂量即 400 μg/mL, 作用时间 24 h 时用于后续

指标检测, 见表 4。 

 
表 3  不同水解酶不同水解时间哈蟆油黏度变化表(黏度) 

Table 3  Viscosity change table of different hydrolyzed enzymes in different hydrolysis time (viscosity: mPaꞏs) 

样品编号 酶解时间/min 碱性蛋白酶组/mPaꞏs 木瓜蛋白酶组/mPaꞏs 胰蛋白酶组/mPaꞏs 胃蛋白酶组/mPaꞏs

1 0 3241.2 3245.7 3239.2 150.1 

2 10 1253.4 2719.1 1417.7 133.2 

3 20 249.8 2202.2 1126.2 118.7 

4 30 8.77 1995.8 587.8 92.2 

5 40 8.75 1834.9 311.4 84.2 

6 50 8.75 1647.1 201.7 76.4 

7 60 8.71 586.1 126.5 45.3 

8 120 8.68 246.9 46.8 10.6 

9 180 8.56 245.8 46.6 10.4 

10 240 8.56 245.6 46.6 10.4 

11 300 8.56 245.6 46.5 10.4 
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表 4  不同浓度 ROE 对 MC3T3-E1 细胞抗凋亡作用 24、48 h 筛

选(n=6) 
Table 4  Anti-apoptotic effects of different concentrations of 

ROE on MC3T3-E1 cells for 24 h, 48 h screening (n=6) 

组别 OD 值 24 h OD 值 48 h 

空白对照组 0.3877±0.0171 0.3809±0.0118 

模型对照组 0.1662±0.0074△ △ 0.1591±0.0062△ △  

ROE 10 μg/mL 0.1838±0.0189 0.1616±0.0101 

ROE 50 μg/mL 0.1858±0.0187 0.1621±0.0185 

ROE 100 μg/mL 0.1926±0.0122 0.1788±0.0165 

ROE 200 μg/mL 0.2145±0.0120* 0.1751±0.0171* 

ROE 400 μg/mL 0.2538±0.0110** 0.1786±0.0246* 

ROE 500 μg/mL 0.1938±0.0026* 0.1808±0.0136* 

注: 与空白对照组比较, △ △ 表示极显著差异, P<0.01; 与模型对照

组比较, *表示显著差异, P<0.05, **表示极显著差异, P<0.01。 

 

3.3  ROE 对 H2O2 损伤 MC3T3-E1 细胞形态的影响 

如图 1 所示, 在显微镜下, 观察可见, 空白对照组细

胞呈梭形, 模型对照组细胞数量减少, 胞体皱缩,与模型对

照组比较, ROE 给药组细胞数量增多, 细胞的皱缩现象有

所改善; 400 μg/mL 给药组胞体皱缩现象明显改善。 

3.4  ROE 对 H2O2 损伤 MC3T3-E1 细胞骨代谢相关

蛋白表达水平的影响 

与 空 白 对 照 组 相 比 , 模 型 对 照 组 ALP、 Runx2、

Osteocalcin、BMP2 表达明显减少(P<0.05, P<0.01)与模型

对照组相比, ROE 给药组 ALP、Runx2、Osteocalcin、BMP2

表达明显增加(P<0.05, P<0.01), 故 ROE 可以调控骨代谢

相关蛋白的表达, 影响骨代谢, 初步证实 ROE 可能具有一

定的抗骨质疏松活性。用 ImageJ 软件分析内参、目的蛋白

的灰度值, 见图 2, 表 5。 

3.5  ROE 对 H2O2 损伤 MC3T3-E1 细胞骨代谢相关

基因表达水平的影响 

各组细胞总 RNA 电泳检测图谱见图 3。采用 2－ ΔΔCt 法

统计各组 ALP、Osteocalcin、Runx2、及 BMP2 mRNA 表

达量(见表 6)。与空白组相比, 模型组 ALP mRNA 相对表

达量均下调( P<0.05), Osteocalcin、Runx2、BMP2 mRNA

相对表达量均显著性下调(P<0.01), 与模型组相比, ROE 给

药组 ALP、BMP2 mRNA 相对表达量均上调(P<0.05)。

Osteocalcin 、 Runx2 mRNA 相 对 表 达 量 均 显 著 性 上 调

(P<0.01)故 ROE 可以调控骨代谢相关基因的活性, 保护过

氧化氢损伤的 MC3T3-E1 细胞活性, 初步证实 ROE 可能具

有一定的抗骨质疏松活性。 

           
空白对照组(200x)             模型对照组(200x) 

  

           
给药组 10 μg/mL (200x)        给药组 50 μg/mL (200x) 

  

     
给药组 100 μg/mL (200x)       给药组 200 μg/mL (200x) 

  

  

           
给药组 400 μg/mL (200x)       给药组 500 μg/mL (200x) 

  

图 1  林蛙油提取物对过氧化氢损伤 MC3T3-E1 细胞形态的影响 

Fig.1  Effect of rana oil extract on the morphology of MC3T3-E1 
cells damaged by hydrogen peroxide 

 

 
 

图 2  各组 MC3T3-E1 骨代谢相关蛋白表达 

Fig.2  Expression of bone metabolism related proteins in 
MC3T3-E1 of each group 

 

表 5  各组 ALP、Osteocalcin、Runx2、及 BMP2 蛋白相对表达

(n=3) 
Table 5  Relative expression of ALP, Osteocalcin, Runx2, and 

BMP2 proteins in each group (n=3) 

组别 ALP Runx2 BMP2 Osteocalicn

空白组 1.02±0.05 0.68±0.45 0.74±0.05 0.78±0.08

模型组 0.64±0.06△ 0.15±0.02△ △  0.10±0.03△ △  0.20±0.17△ △

ROE  
400 μg/mL 组 0.74±0.03* 0.46±0.33 ** 0.46±0.11* 0.50±0.25**

注: 与空白对照组比较, △ 表示极显著差异, P<0.05, △ △ 表示极显

著差异, P<0.01, 与模型对照组比较, *表示显著差异, P<0.05, **

表示极显著差异, P<0.01。 
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注: A. 空白组; B. 模型组; C. 给药组; D. Marker 

图 3  各组细胞总 RNA 核酸电泳图 

Fig.3  Total RNA nucleic acid electropherogram of each group of cells 

 
表 6  各组 ALP、Osteocalcin、Runx2、及 BMP2 mRNA 表达量

( x ±S, n=3) 

Table 6  mRNA expression levels of ALP, Osteocalcin, Runx2, 

and BMP2 in each group ( x ±S, n=3) 

组别 ALP Runx2 BMP2 Osteocalicn

空白组 1 1 1 1 

模型组 0.53±0.21△  0.42±0.17△  0.41±0.17△  0.39±0.16△ △

给药组 0.81±0.13* 0.63±0.12 * 0.83±0.12 ** 0.79±0.12**

注: 与空白对照组比较, △ 表示极显著差异, P<0.05, △ △ 表示极显

著差异, P<0.01, 与模型对照组比较, *表示显著差异, P<0.05, **

表示极显著差异, P<0.01。 

 

4  讨论与结论 

ALP[21]是成骨细胞分化成熟的早期标志, 是参与骨

代谢的重要蛋白质, 它能分解基质中的磷酸酯, 促进羟基

磷灰石的形成, 局部沉积后基质钙化, ALP 可水解焦磷酸

以达到解除骨形成抑制的目的[22]。本实验结果证实 ROE

诱导成骨细胞培养 24 h 后, 可以明显增强 ALP 蛋白表达, 

表明 ROE 可以刺激成骨细胞早期分化。 

Runx2[23]属于 Runt 结构域基因家族, 能够特异性的

识别并结合许多靶基因启动子上的 PyGpyGGtPy 序列, 作

为一种成骨细胞特异性转录因子, 参与影响靶基因转录, 

是成骨细胞分化和功能的关键因子。同时 Runx2 作为成骨

细胞早期分化的标志性的基因, 可以诱导或促进骨基质蛋

白基因的表达, 使已分化的其他类型的细胞向成骨细胞方

向分化[24]。本研究结果证实 ROE 对 Runx2 的表达有一定

的促进作用, 说明 ROE 可促进成骨细胞分化。 

Osteocalcin[25]主要分布于细胞外基质, 是由成骨细胞

合成的一种非胶原蛋白, 对骨基质钙化非常重要, 能直接

反映骨形成和骨细胞活性, 是成骨细胞晚期分化的标志, 

同时, Osteocalcin 是骨转换中特异性生化指标, 成骨细胞

的功能衰退, 合成 Osteocalcin 减少, 进而引发骨质疏松, 

本研究中 RT-PCR 实验结果显示 ROE 均可以上调 Runx2

和 Osteocalcin 的基因表达(P<0.01), 表明 ROE 可以增强成

骨细胞的分化。 

BMP2[26]是 TGF-β 家族成员之一, 骨组织中含量丰

富。BMP2 在骨的诱导和形成方面发挥重要作用, 在骨形

成时诱导非分化间叶细胞的有丝分裂, 增加骨细胞中 ALP

活性, 诱导成骨细胞显型的表达。BMP2 的促分化作用主

要通过增加细胞内 ALP 活性、Osteocalcin 和胶原蛋白的合

成及分泌而发挥作用[26], 本研究中 Western blotting 结果显

示, 与模型对照组相比, ROE 可以升高 BMP2 在成骨细胞

中的表达, 促进其分化。 

综 上 所 述 , 本 研 究 初 步 证 实 了 ROE 可 以 促 进

MC3T3-E1 细胞的分化与增殖, 对 H2O2 损伤的 MC3T3-E1

衰老型骨质疏松模型有一定的保护作用。然而, 人体体内

环境很复杂, 骨代谢受多种因素影响, 药物可能不仅仅通

过作用于成骨细胞影响骨形成, 通过对机体宏观网络的调

控同样可以达到目的, 本研究观察了 ROE 对 MC3T3-E1 细

胞的增殖、分化的作用, 并对其作用进行初步探讨。下一

步将建立去卵巢大鼠股骨双向电泳体系, 基于蛋白质组学

系统的评价林蛙油防治绝经后骨质疏松的机理。 
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