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苦味酸类成分蛇麻酮和葎草酮对大鼠成骨细胞和破骨细胞的干预作用
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[摘要] 目的 研究苦味酸类成分蛇麻酮和葎草酮对大鼠成骨细胞及破骨细胞活性的干预作用。方法　以新

生 24 h 的 Wistar 大鼠所分离的成骨细胞和破骨细胞为研究对象，设置对照组，蛇麻酮处理低（10－15 mol/L）、中 
（10－14 mol/L）、高（10－13 mol/L）剂量组，以及葎草酮处理低（10－15 mol/L）、中（10－14 mol/L）、高（10－13 mol/L） 
剂量组。药物处理后，分别用 MTT 法、碱性磷酸酶（ALP）活性检测以及茜素红染色法评价蛇麻酮和葎草酮对成

骨细胞增殖、分化及骨矿化水平的影响。采用破骨细胞计数以及抗酒石酸酸性磷酸酶（TRAP）活性检测评价蛇麻

酮和葎草酮对破骨细胞活性的影响。采用试剂盒法检测骨钙素（OCN）水平，采用蛋白质印迹法检测骨形成相关蛋

白骨桥蛋白（OPN）、骨涎蛋白（BSP）、骨形成蛋白（BMP-2）以及骨吸收相关蛋白组织蛋白酶 K（CK）、基质

金属蛋白酶 9（MMP-9）的表达，评价蛇麻酮和葎草酮在骨代谢调控方面的作用。结果　在大鼠成骨细胞水平上，

与对照组相比，蛇麻酮在 10－15、10－14 mol/L 浓度下可促进成骨细胞增殖（P＜0.05），在 10－14、10－13 mol/L 浓度下

可提高 ALP 活性以及骨矿化水平（P＜0.05，P＜0.01），在 10－13 mol/L 浓度下可促进 OCN 的表达（P＜0.01），在  
10－14、10－13 mol/L 浓度下可提高骨形成相关蛋白 BSP 和 BMP-2 的表达（P＜0.05）；葎草酮在 10－15～10－13 mol/L
浓度下可促进成骨细胞增殖、提高 ALP 活性以及骨矿化水平（P＜0.01）、提高骨形成相关蛋白 OCN、OPN 的表达

（P＜0.05，P＜0.01），在 10－14、10－13 mol/L 浓度下可促进 BSP 和 BMP-2 的表达（P＜0.05）。在大鼠破骨细胞水

平上，与对照组相比，蛇麻酮和葎草酮在 10－15～10－13 mol/L 浓度下均可降低破骨细胞数目（P＜0.01），抑制 CK 
的表达（P＜0.05，P＜0.01）；葎草酮在 10－15～10－13 mol/L 浓度下可抑制 MMP-9 的表达（P＜0.05，P＜0.01）。 

结论　本研究在细胞水平上初步明确了蛇麻酮和葎草酮可通过促进成骨细胞骨形成、抑制破骨细胞骨吸收来防治骨

丢失，为骨质疏松药物的开发提供了新资源。
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Intervening effects of lupulone and humulone in Humulus lupulus L. on osteoblasts and osteoclasts of rats

XIA Tian-shuang, LIN Liu-yue, JIANG Yi-ping, ZHANG Qiao-yan, QIN Lu-ping*, XIN Hai-liang*

Department of Pharmacognosy, School of Pharmacy, Naval Medical University (Second Military Medical University), Shanghai 
200433, China

[Abstract]　Objective　To explore the effects of lupulone (LUP) and humulone (HUM) in Humulus lupulus L. on 
osteoblasts and osteoclasts of rats. Methods　Osteoblasts and osteoclasts isolated from 24-h-old Wistar rats were studied 
and divided into control group, LUP-treated low (10－15 mol/L)-, medium (10－14 mol/L)- and high (10－13 mol/L)-dose groups, 
and HUM-treated low (10－15 mol/L)-, medium (10－14 mol/L)- and high (10－13 mol/L)-dose groups. After drug treatment, the 
proliferation, differentiation and bone mineralization of osteoblasts were determined by MTT assay, alkaline phosphatase (ALP) 
activity assay and alizarin red staining, respectively. Osteoclasts were counted and tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) 
activity was measured to evaluate the effects of LUP and HUM on the activity of osteoclasts. Osteocalcin (OCN) levels were 
measured by kit assay, and the expression levels of bone formation related proteins osteopontin (OPN), bone sialoprotein (BSP), 
bone morphogenetic protein 2 (BMP-2), bone resorption related proteins cathepsin K (CK) and matrix metalloproteinase 
9 (MMP-9) were measured by Western blotting analysis to evaluate the effects of LUP and HUM on bone metabolism.  
Results　At the osteoblast level, LUP at dosages of 10－15 and 10－14 mol/L could significantly promote the cell proliferation  
(P＜0.05). LUP at dosages of 10－14 and 10－13 mol/L could significantly improve ALP activity and bone mineralization  
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(P＜0.05, P＜0.01). LUP at dosage of 10－13 mol/L could significantly induce the expression of OCN (P＜0.01). Furthermore, 
LUP at dosages of 10－14 and 10－13 mol/L could significantly increase the expression of BSP and BMP-2 (P＜0.05). HUM 
at dosages of 10－15-10－13 mol/L could also significantly promote the osteoblastic proliferation, ALP activity and bone 
mineralization (P＜0.01), and could significantly increase the expression of OCN and OPN (P＜0.05, P＜0.01). Additionally, 
HUM at dosages of 10－14 and 10－13 mol/L could significantly increase the expression of BSP and BMP-2 (P＜0.05). At the 
osteoclast level, both LUP and HUM at dosages of 10－15-10－13 mol/L could significantly reduce the number of osteoclasts  
(P＜0.01) and could significantly inhibit the expression of CK (P＜0.05, P＜0.01). HUM at dosages of 10－15-10－13 mol/L 
could also significantly inhibit the expression of MMP-9 (P＜0.05, P＜0.01). Conclusion　This study preliminarily clarifies 
that LUP and HUM can prevent bone loss by promoting bone formation and inhibiting bone resorption, which provides a new 
reference for the development of osteoporosis drugs.

[Key words]　bitter acid; osteoblasts; osteoclasts; lupulone; humulone
[Acad J Sec Mil Med Univ, 2019, 40(1): 25-30]

成骨细胞所致的骨形成与破骨细胞引起的骨

吸收之间的动态平衡是维持骨骼功能的关键[1]，当

前者弱于后者时，骨代谢失去平衡，骨质减少，

进而导致骨质疏松[2]。目前，抗骨质疏松药物研发

已成为热点领域。啤酒花 （Humulus lupulus L.） 

是新疆特色资源植物，其未成熟的带花果穗具有

抗抑郁、抑菌、抗癌等功效 [3-5]。苦味酸是啤酒

花中的主要活性成分，可分为 α-酸（如葎草酮）

和 β-酸（如蛇麻酮）两大类，总含量约占啤酒花

的 5%～20%[6]。现代药理研究表明，苦味酸具有

抗炎及免疫调节的作用[7]，能够减少骨关节炎的发 

生[8]。此外，苦味酸的植物雌激素样作用提示其具

有对抗骨丢失的潜力[9]。本研究观察啤酒花中 2 种

主要苦味酸类成分蛇麻酮和葎草酮对成骨细胞和破

骨细胞的干预作用，并初步探讨其作用机制。

1　材料和方法

1.1　实验动物与试剂　新生 24 h 的 Wistar 大

鼠，购自上海斯莱克实验动物有限公司 [实验动

物质量合格证号：2013001831722；实验动物使

用许可证号：SYXK（沪）2017-0004]。所有动

物实验均符合实验动物伦理学要求。蛇麻酮、

葎草酮单体化合物（纯度≥98%）购自武汉天植

生物技术有限公司；胎牛血清购自美国 Gibco 公

司；抗酒石酸酸性磷酸酶（tartrate-resistant acid 

phosphatase，TRAP）检测试剂盒购自美国 Sigma-

Aldrich 公司；骨桥蛋白（osteopontin，OPN）、

骨涎蛋白（bone sialoprotein，BSP）、骨形成蛋

白 2（bone morphogenetic protein 2，BMP-2）、组

织蛋白酶 K（cathepsin K，CK）、基质金属蛋白

酶 9（matrix metalloprotein 9，MMP-9）抗体购自

英国 Abcam 公司；β-actin 抗体、甘油醛-3-磷酸脱

氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，

GAPDH）抗体及抗兔  IgG 二抗购自美国  Cell 

Signaling Technology 公司；α-MEM 培养基购自天

津灏洋生物制品科技有限责任公司；Ⅰ型胶原酶、

四甲基偶氮唑盐（methyl thiazolyl tetrazolium，

MTT）、胰蛋白酶购自上海博光生物科技有限

公司；骨钙素（osteocalcin，OCN）检测试剂

盒购自南京建成生物工程研究所；电化学发光

（electrochemiluminescence，ECL）显色试剂购自

上海天能科技有限公司。

1.2　原代成骨细胞分离及培养　取 5 只新生大鼠

的颅盖骨，采用二次消化法[10]分离得到原代成骨细

胞。用含 10% 胎牛血清的 α-MEM 培养液培养细

胞，用胰蛋白酶进行消化传代。成骨细胞培养至第 

3～4 代时可用于相关指标检测。

1.3　大鼠成骨细胞检测

1.3 .1　细胞增殖　将第 3 代大鼠成骨细胞按照 

1×104/mL 的密度接种于 96 孔板，每孔 100 μL。 

24 h 后分别更换为含 10－15、10－14、10－13 mol/L 蛇

麻酮、葎草酮的培养液，并设置对照组。48 h 后采

用 MTT 法检测成骨细胞的增殖情况。

1.3.2　碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）

活性　将第 3 代大鼠成骨细胞按照 2×104/mL 的

密度接种于 24 孔板，每孔 500 μL。24 h 后分别更

换为含 10－15、10－14、10－13 mol/L 蛇麻酮、葎草酮

的培养液，并设置对照组，培养过程中每 2 d 更换  

1 次含药培养液。第 8 天用细胞裂解液裂解细胞，

冰上裂解 30 min 后，收集细胞裂解液，于 4 ℃、
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13 800×g 离心 5 min。用对硝基苯磷酸二钠法测

定细胞 ALP 活性[11]。

1.3.3　矿化能力　将第 3 代大鼠成骨细胞按照 
2×104/mL 的密度接种于 24 孔板，每孔 500 μL。 
24 h 后更换为骨结节诱导液（50 μg/mL 抗坏血酸，

10 mmol/L β-甘油磷酸钠），培养过程中每 2 d 更
换 1 次诱导液。第 19 天加入含 10－15、10－14、10－13 
mol/L 蛇麻酮、葎草酮的培养液，并设置对照组，

每 2 d 更换 1 次含药培养液，共给药 3 次。给药结

束后用 4% 多聚甲醛固定细胞，茜素红染液（pH＝

8.3）染色并拍照。用 10% 氯化十六烷基吡啶溶解

骨结节，吸取 50 μL 溶解液于 96 孔板，于 570 nm 
处测定光密度（D）值。

1.3.4　OCN 水平　将第 3 代大鼠成骨细胞按照 
1×105/mL 的密度接种于 24 孔板，每孔 500 μL。

24 h 后分别更换为含 10－15、10－14、10－13 mol/L 蛇
麻酮、葎草酮的培养液，并设置对照组。药物作用 
48 h 后，收集细胞上清液，于 4 ℃、13 800×g 离
心 5 min，按试剂盒说明书检测 OCN 水平。

1.4　细胞因子诱导培养大鼠破骨细胞　取新生

大鼠四肢胫骨，剔除血管和结缔组织，用培养液

将骨髓腔内的细胞悉数冲洗出。合并冲洗液，于  
13 800×g 离心 5 min。弃去上清后用磷酸盐缓冲液

冲洗 3 次，即得新鲜骨髓单核细胞。用含 5 ng/mL 
巨噬细胞集落刺激因子（macrophage  co lony 
stimulating factor，M-CSF）的培养液重悬细胞，

调整细胞密度为 107～109/mL，24 h 后收集未贴壁

细胞，于 13 800×g 离心 10 min。弃去上清，用含 
50 mol/L M-CSF 的培养液重悬细胞，调整细胞密

度为 107～109/mL，接种于 96 孔板，每孔 100 μL。

4 d 后更换为含 50 ng/mL M-CSF、100 ng/mL 核因子 
κB 受体活化因子配体（receptor activator of nuclear 
factor kappa B ligand，RANKL）的完全培养液，每 
3 d 换 1 次培养液。破骨细胞于第 10 天分化成熟，

用于相关指标检测。

1.5　大鼠破骨细胞检测

1.5.1　细胞计数　取培养成熟的大鼠破骨细胞，

将培养液更换为含 10－15、10－14、10－13 mol/L 蛇麻

酮、葎草酮的培养液，并设置对照组。按照 TRAP 
检测试剂盒说明书对破骨细胞进行检测，每孔随机

选取 10 个视野，拍照，计算破骨细胞数目之和。

1.5.2　TRAP 活性　取培养成熟的大鼠破骨细胞，

将培养液更换为含 10－15、10－14、10－13 mol/L 蛇麻

酮、葎草酮的培养液，并设置对照组。药物作用 
48 h 后加入 1% Triton X-100 裂解细胞，于 37 ℃ 
裂解 15 min。加入 TRAP 反应液（0.02 g 对硝基

苯磷酸二钠、0.1 g 酒石酸钾钠，加入 7.5 mL 去离

子水，溶解后加入 1 mol/L HCl 调节 pH 至 3.5，加

去离子水定容至 10 mL），于 37 ℃ 反应 30 min；

加入 TRAP 终止液（1 mol/L NaOH 溶液），于  
405 nm 处测定 D 值。建立对硝基苯酚标准曲线，

TRAP 活性用每孔破骨细胞生成的对硝基苯酚的 
nmol 数表示。

1.6　蛋白质印迹检测　将成熟的大鼠成骨细胞和

破骨细胞裂解，提取细胞总蛋白，根据 BCA 法进

行蛋白定量[12]。蛋白变性后进行十二烷基硫酸钠-

聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，转膜、封闭后，分别加

入 OPN、BSP、BMP-2、CK 和 MMP-9 抗体，4 ℃ 

孵育过夜。用洗膜缓冲液（Tris-buffered saline/
Tween-20，TBST）洗膜 3×10 min，加入二抗，室

温孵育 30 min。用 TBST 再次洗膜 3×10 min，采

用 ECL 试剂进行检测。采用 Tanon Image 软件对

蛋白印迹进行半定量分析。

1.7　统计学处理　使用 SPSS 22.0 软件进行数据分

析，实验数据以 x±s 表示。组间差异的比较采用

单因素方差分析，两两比较采用 LSD-t 法。检验水

准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　蛇麻酮、葎草酮对大鼠成骨细胞增殖、分化、

矿化及 OCN 水平的影响　如表 1 所示，与对照组

相比，蛇麻酮在 10－15、10－14 mol/L 浓度下可促进

成骨细胞增殖（P＜0.05），在 10－14、10－13 mol/L 
浓度下可提高成骨细胞 ALP 活性及骨结节矿化能

力（P＜0.05，P＜0.01），在 10－13 mol/L 浓度下可

促进骨形成相关蛋白 OCN 的表达（P＜0.01）。葎

草酮在 10－15～10－13 mol/L 浓度下均可促进成骨细

胞增殖，提高 ALP 活性，增强骨结节矿化能力，

促进 OCN 的表达（P 均＜0.01）。图 1 为骨矿化

结节茜素红染色图，同样显示蛇麻酮、葎草酮可促

进成骨细胞的骨矿化能力，促进骨形成。

2.2　蛇麻酮、葎草酮对大鼠成骨细胞骨形成相关

蛋白表达的影响　蛋白质印迹分析结果（图 2）显

示，与对照组相比，蛇麻酮在 10－14、10－13 mol/L 



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报　   2019 年 1 月，第 40 卷· 28 ·

浓度下可促进成骨细胞  BSP 和  BMP-2 的表达 
（P 均＜0.05），但对  OPN 水平无明显影响 
（P＞0.05）。葎草酮在 10－15～10－13 mol/L 浓

度 范 围 内 均 可 促 进  O P N  的 表 达 （ P＜0 . 0 5 ， 
P＜0.01），在 10－14、10－13 mol/L 浓度下可促进 
BSP 和 BMP-2 的表达（P 均＜0.05）。

表 1　蛇麻酮、葎草酮对大鼠成骨细胞增殖、分化、矿化、OCN 表达的影响

Tab 1　Effects of lupulone and humulone on rat osteoblastic proliferation, differentiation, mineralization and OCN expression
n＝6, x±s　

Group MTT assay (D) ALP mB/(μmol • mg－1) Mineralization assay (D) OCN ρB/(ng • mL－1)
Lupulone cB/(mol • L－1)

0 (control) 0.66±0.06 0.05±0.01 0.76±0.03 0.27±0.14
10－15 0.84±0.10* 0.07±0.00 0.79±0.05 0.49±0.13
10－14 0.82±0.11* 0.10±0.03** 0.86±0.03* 0.47±0.15
10－13 0.73±0.11 0.09±0.02** 0.84±0.01** 0.86±0.21**

Humulone cB/(mol • L－1)
0 (control) 0.66±0.06 0.03±0.01 0.52±0.04 0.20±0.07
10－15 0.85±0.11** 0.10±0.01** 0.76±0.01** 0.49±0.08**

10－14 0.87±0.11** 0.11±0.02** 0.77±0.04** 0.45±0.11**

10－13 0.86±0.06** 0.12±0.01** 0.69±0.06** 0.48±0.14**

OCN: Osteocalcin; MTT: Methyl thiazolyl tetrazolium; ALP: Alkaline phosphatase. *P＜0.05, **P＜0.01 vs 0 mol/L  
(control) group

图 1　大鼠成骨细胞骨矿化结节茜素红染色图

Fig 1　Representative images of rat osteoblastic bone mineralization nodule stained with alizarin red

图 2　蛇麻酮、葎草酮对大鼠骨形成相关蛋白表达的影响

Fig 2　Effects of lupulone and humulone on rat proteins related to bone formation
OPN: Osteopontin; BSP: Bone sialoprotein; BMP-2: Bone morphogenetic protein 2. *P＜0.05, **P＜0.01 vs 0 mol/L (control) group. n＝3, x±s



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

· 29 ·

表 2　蛇麻酮、葎草酮对破骨细胞数目、TRAP

活性的影响

Tab 2　Effects of lupulone and humulone on number of 

osteoclasts and TRAP activity
n＝6, x±s　

Group Osteoclast 
number n

TRAP 
n/nmol

Lupulone cB/(mol • L－1)
0 (control) 322.20±12.79 78.22±3.05
10－15 235.40±22.66** 75.78±2.82
10－14 225.20±8.98** 77.10±2.74
10－13 249.80±17.27** 74.40±5.06

Humulone cB/(mol • L－1)
0 (control) 322.20±12.79 78.22±3.05
10－15 222.80±36.85** 75.08±2.55
10－14 227.60±22.67** 75.02±3.12
10－13 278.80±16.21** 73.06±5.20

TRAP: Tartrate-resistant acid phosphatase. **P＜0.01 vs  
0 mol/L (control) group

图 3　蛇麻酮、葎草酮对大鼠骨吸收相关蛋白表达的影响

Fig 3　Effects of lupulone and humulone on rat proteins 

related to bone resorption
MMP-9: Matrix metalloproteinase 9; CK: Cathepsin K; 

GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase.  
*P＜0.05, **P＜0.01 vs control group. n＝3, x±s

2.3　蛇麻酮、葎草酮对大鼠破骨细胞数目及 TRAP 
活性的影响　如表 2 所示，与对照组相比，蛇麻

酮、葎草酮在 10－15～10－13 mol/L 浓度下均可减

少破骨细胞数目（P 均＜0.01）；二者对破骨细

胞  TRAP 活性有抑制趋势，但差异无统计学意 
义（P＞0.05）。

2.4　蛇麻酮、葎草酮对大鼠破骨细胞骨吸收相关

蛋白表达的影响　蛋白质印迹分析结果（图 3）显

示，与对照组相比，蛇麻酮在 10－15～10－13 mol/L 浓
度下可抑制破骨细胞 CK 表达（P＜0.05），且呈浓

度依赖性，但其对 MMP-9 的表达无抑制作用（P＞
0.05）。葎草酮在 10－15～10－13 mol/L 浓度下均可抑

制 MMP-9 和 CK 的表达（P＜0.05，P＜0.01）。

3　讨　论

成骨细胞和破骨细胞是骨代谢过程中的两种

主要细胞，正常生理状态下，骨组织在这两种细胞

的参与下不断进行代谢与重建。该过程包括破骨细

胞贴附在旧骨区域，分泌酸性物质（如 TRAP 酶）

溶解矿物质，形成骨吸收陷窝；其后，成骨细胞移

行至被吸收部位，分泌骨基质，骨基质矿化而形成

新骨[13]。

具体言之，成骨细胞的增殖、分化与矿化分

别标志着骨基质的合成、分泌和矿化过程。成骨细

胞的增殖水平反映骨形成的强弱，其分泌的 ALP 
是成骨细胞分化阶段的关键酶[14]，可介导骨组织矿

化；而当成骨细胞外基质中形成羟磷灰石结晶则表

示细胞进入矿化期[15]。本研究中，苦味酸类成分蛇

麻酮和葎草酮均能促进成骨细胞的增殖，提高 ALP 
活性，促进成骨细胞的骨矿化水平，提示二者可促

进骨基质的分泌，加速骨质形成。成骨细胞合成并

分泌的 OPN 是破骨细胞附着于骨表面、启动骨吸

收过程的重要因子，BSP 直接参与骨吸收过程，当

破骨细胞脱离骨面后，成骨细胞进入骨表面，OPN 
和 BSP 开始介导成骨活动[16-17]。BMP-2 是参与成

骨细胞分化阶段的主要蛋白[18]，而 OCN 参与成骨

细胞由分化晚期进入矿化期的过程。本研究中，蛇

麻酮和葎草酮可在一定程度上促进 OCN、BSP 和 
BMP-2 的表达，说明二者可通过促进成骨细胞骨

形成以维持骨稳态。

破骨细胞是一种巨大的多核细胞，由骨髓内造

血干细胞经过破骨前体细胞分化而来。破骨细胞可

利用其伪足吸收骨基质无机成分，降解有机成分，

破坏骨组织结构。在骨吸收过程中，破骨细胞数目

过多或活性过强可诱发骨质疏松。本研究中，蛇麻

第 1 期．夏天爽，等．苦味酸类成分蛇麻酮和葎草酮对大鼠成骨细胞和破骨细胞的干预作用
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酮和葎草酮可使破骨细胞数目降低，但对 TRAP 活
性无明显影响，说明蛇麻酮和葎草酮主要影响破

骨前体细胞向破骨细胞的分化过程。CK 是一种由

破骨细胞表达的半胱氨酸蛋白酶[19]，可降解骨基

质中骨胶原蛋白，参与破骨细胞骨吸收过程[20]。 
MMP-9 由破骨细胞分泌，可降解Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ

型胶原及骨胶原[21]，是骨组织重塑中的关键酶。

本研究中蛇麻酮可抑制 MMP-9 的表达，葎草酮对 
MMP-9 和 CK 均具有抑制作用，表明二者可抑制

骨吸收过程，缓解骨质降解，防止骨丢失。

本研究首次在细胞水平上证明了两种苦味酸

类成分葎草酮和蛇麻酮具有调节骨代谢的作用，具

体表现为二者可促进成骨细胞的功能及骨形成能

力，以及抑制破骨细胞的增殖及骨吸收活性，这为

进一步探讨苦味酸类成分抗骨质疏松的作用机制以

及相关药物的研发奠定了基础。
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