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NXBX联合力学刺激对成骨细胞增殖与分化的影响

祝英文<E，黄海玲<E，李亚楠<E，胡婷婷<E，韩标<E，郭勇<E

（桂林医学院 <3智能医学与生物技术学院，E3广西高校生物化学与分子生物学重点实验室，桂林!桂&林林''）

摘要! 目的 探究表没食子儿茶素没食子酸酯（NXBX）联合力学刺激（（@）对成骨细胞增殖分化的诱导作用。

方法 实验分为对照组、NXBX组、（@ 组、NXBX、（@ 组；采用 （QQ法检测 NXBX对成骨细胞的增殖活性；采用

茜素红染色法检测 NXBX对成骨细胞矿化的影响；采用四点弯曲力学加载装置向细胞施加力学载荷，应用碱

性磷酸酶（FUH）测试盒检测FUH活性；采用免疫印迹法检测成骨细胞\细胞.相关转录因子子第（D细胞1子第）和?型胶

原蛋白（BT5子?）的表达。 结果 浓度为 #( 为6T5CU的 NXBX对成骨细胞的增殖作用最明显，差异有统计学意义

（（o(3(桂）；NXBX组的矿化结节数量多于对照组，与单一 NXBX组和 （@ 组相比，NXBX、（@ 组 FUH活性明显

提高，D细胞1子第 和 BT5子?蛋白的表达增加（（o(3(桂）。 结论 NXBX联合力学刺激增强了成骨细胞 FUH活性以及

D细胞1子第 和 BT5子?蛋白的表达，成骨细胞的增殖与分化能力增加。
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!!骨质疏松症是一种骨骼系统疾病，其特征是骨

吸收增强导致骨质流失、骨组织微结构退化，骨骼变

得脆弱，进而发生骨折风险增加［"*+］ 。 骨重建是一个

不断有新骨形成和旧骨分解吸收的动态过程，这个

过程受激素、代谢和力学刺激影响［第*［］ 。 适当的力学

刺激在维持骨的量、密度及骨的生物力学稳定等方

面有不可替代的作用［%］ 。

表没食子儿茶素没食子酸酯 （8/=4<55T7<.87-=;

4<55<.8，NXBX）是茶叶的主要成分之一，是儿茶素中

含量最多、药理作用最强的化合物［$］ 。 NXBX具有

多种生物学功能，如抗氧化、抗炎、抗癌、抗感染等生

物活性［)*'］ 。 NXBX可通过抑制氧化应激作用而促

进成骨细胞分化［"(*"+］ ，也可促进骨髓间充质干细胞

的成骨分化，增强成骨细胞的骨形成［"第］ 。 研究［"［］表

明，茶多酚可减轻雌激素缺乏导致的骨质流失并改

善骨的微结构，降低骨质疏松的发生率。

将运动与药物治疗有效地联合起来是改善骨质

疏松症的有效手段［"%*")］ 。 成骨细胞是感应运动力学

信号的主要效应细胞，并将力学信号转变为生物学

信号，诱导骨形成［",*"'］ 。 研究［+(*++］ 结果显示，应用

四点弯曲力学加载装置向成骨细胞施加强度为

+ %(( 度为、频率为 (3% 率为的周期应变载荷，可上调成

骨细胞 ，UH、D:;1S+ 和 ?型胶原蛋白 BT5S?基因的表

达，促进成骨细胞的增殖和分化。 成骨细胞矿化是

骨组织独有的特征和新骨形成的重要环节，矿化标

志物能够直接反映成骨的形成情况［+第］ 。 本研究旨

在探讨茶多酚 NXBX联合力学刺激对成骨细胞增殖

与分化的影响。

。/材料与方法
。3。/实验试剂与仪器

前成骨细胞购自上海通派生物科技有限公司；

8/=4<55T7<.87-=; 4<55<.8购自上海 [89B-86N1/\800UUB

公司；胎牛血清、、[N[培养基购自美国 X=E7T公

司；、[@；试剂、蛋白酶抑制剂、碱性磷酸酶染色液、

胰酶蛋白购自美国 @=46<公司；[QQ购自上海蓝季

生物公司；D?H，裂解液、超敏 NBU化学发光试剂盒、

PB，蛋白定量试剂盒购自碧云天生物技术研究所；

；S<7.=;、DKALS+、B；US?，" 一抗（兔单抗）、二抗（山

羊抗兔）购自武汉 ，P75T;<5公司；成骨细胞矿化结节

染色液购自北京雷根生物技术有限公司；碱性磷酸酶

测试盒购自南京建成生物工程研究所；四点弯曲力学

加载设备购自中国人民解放军军事医学科学院。

。3#/方法
"3+3"!常用试剂准备!NXBX母液：将 ++3' 64

NXBX粉剂溶于 (3% 6U、[@；溶液，制成浓度为

"(( 66T5度U的 NXBX母液。 % 64度6U的 [QQ溶液：

取 %( 64[QQ加入 "( 6UHP@ 缓冲液，充分溶解、混

匀，配成 % 64度6U的 [QQ溶液。

"3+3+!成骨细胞培养!成骨细胞复苏后，接种于含

"(含胎牛血清、"含青霉素和 "含链霉素的 、[N[培

养基（完全 、[N[培养基），置于 第) 于，%含 B；+细

胞培养箱中培养。

"3+3第![QQ法检测细胞增殖!实验设对照组和 第 个

NXBX浓度组。 取对数生长期的成骨细胞，以 第l

"(第个度孔接种于 '$ 孔板，置于 第) 于，%含 B；+细胞

培养箱中培养 +［ - 后，弃掉培养基。 实验组用完全

、[N[培养基培养，第 个NXBX浓度组用完全、[N[

培养基和浓度分别为 "%、第( 和 %( 度6T5度U的 NXBX

培养。 培养 )+ - 后，加入 %( 度U配制好的 [QQ试

·+,·
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剂，孵育 & - 后，弃上清液，随后加入 "%( *UV[@Z

溶液，振荡摇匀，使用酶标仪检测，检测波长为
&'( ;6。

"3+3&!茜素红染色检测成骨细胞的矿化能力!取生

长状况良好的成骨细胞以 +l"(%个C孔接种于 $ 孔板

中，培养 +& - 后，实验组加入含NXBX的完全V[N[

培养基培养，NXBX浓度为 第( *6为5CU，对照组只加

入完全 V[N[培养基培养，第 ， 更换培养基 " 次，并

对细胞进行观察；培养 "& ， 后，用 用P@ 缓冲液洗细

胞 + 次，之后使用 &用的聚甲醛溶液在常温下固定细

胞 "% 6胞;；弃固定液，用 用P@ 冲洗 + 遍；加入茜素红

染色覆盖细胞，孵育 第( 6胞; 后，用双蒸馏水洗 第 次

后，使用显微镜观察，记录实验数据。

"3+3%!细胞加载实验!实验分为 & 组：对照组，

NXBX组（第( *6为5CU的NXBX干预），[@ 组（力学加

载），NXBX）[@ 组（第( *6为5CU的 XBX干预和力学

加载）。 将生长状态良好的成骨细胞以 +l"(%个C孔

接种于 & 点弯曲细胞加载装置的培养小室中，轻轻

混匀，置于 第) 于，%用 BZ+细胞培养箱中培养。 待细

胞生长至融合时，NXBX组和 NXBX）[@ 组用含
第( *6为5CUNXBX的完全 V[N[培养基培养，对照组

和[@ 组只用完全V[N[培养基培养。 培养 + - 后，

将对照组和 NXBX组放置培养箱上层，向 [@ 组和
NXBX）[@ 组施加 + %(( *加、 (3% JG的周期性张应

变，持续时间 " -，连续加载 第 ，。

"3+3$!。U用活性检测!进行加载实验的成骨细胞培

养 )+ - 后，终止细胞培养，收集细胞培养液于 + 6U

离心管中，以 " ((( 以C6胞; 离心 "( 6胞;；取上清液，采

用碱性磷酸酶试剂盒进行 。U用活性检测，酶标仪检

测波长为 %+( ;6。

"3+3)!免疫印迹法检测 测:;1S+ 和 B为5S和蛋白的表达

细胞力学加载实验结束后，细胞继续培养 + - 后终止

培养，使用细胞裂解液提取总蛋白，用 PB。蛋白定

量试剂盒进行总蛋白定量。 取总蛋白样品 第( *4与

上样缓冲液混匀，"(( 于变性后，进行上样、电泳、转

膜、封闭。 封闭结束后，将转蛋白膜放入相应的一抗
（" （第 (((）中，& 于孵育过夜；用 QP@Q清洗转蛋白

膜 第 次，每次 "( 6胞;，然后加入二抗（" （第 (((）孵育
+ -；用 QP@Q清洗转蛋白膜 第 次，每次 "( 6胞;。 然

后，进行化学发光、显影，观察、分析 测:;1S+、B为5S和蛋

白条带。

。3!/统计学方法
应用 X以</- 用<， 用以胞06, 软件对实验结果进行统

计学分析，计量实验数据采用（（Bp4）表示。 。o(3(%

表示差异有统计学意义。

#/结果
#3。/NXBX对成骨细胞增殖影响

第( *6为5CU和 %( *6为5CU的 NXBX均可促进成

骨细胞增殖，第( *6为5CU的 NXBX促进成骨细胞增殖

的效果更好，差异有统计学意义（。o(3(%），如图 "所示。

注：与对照组比较，，。o(3(%，，，。o(3("。

图 "!NXBX对成骨细胞增殖的影响（1q%）

#3#/NXBX对成骨细胞矿化的影响
以 第( *6为5CU的 NXBX体外培养成骨细胞 "& ，

后，成骨细胞矿化增强，NXBX组深红色的成骨细胞

矿化结节明显多于对照组，背景深红色范围更广、更

密集，如图 + 所示。

注：。3对照组；P3NXBX组。

图 +!NXBX对成骨细胞矿化的影响

·第,·
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#3!/成骨细胞 FUH活性
加载实验中成骨细胞培养 )+ - 后，NXBX组、

[@ 组的FUH活性高于对照组，NXBX，[@ 组FUH活

性高于 NXBX组以及 [@ 组，差异有统计学意义（@o

(3(%），如图 第 所示。

注：与对照组比较，，@o(3(%；与 NXBX、[@ 组比较，r@o(3(%。

图 第!力学加载联合 NXBX对成骨细胞 FUH活性的影响

#3%/D:;1S#和 BT5S?表达
NXBX组以及 [@ 组成骨细胞分化标志蛋白

D:;1S+、BT5S?的表达升高，NXBX，[@ 组成骨细胞分

化标志蛋白 D:;1S+、BT5S?的表达高于 NXBX组以及

[@ 组（@o(3(%），如图 如 所示。

注：F3免疫印迹检测 D:;1S+、BT5S?蛋白表达；；3D:;1S+ 蛋白

表达分析；B3BT5S?蛋白表达分析。 与对照组比较，，， @o

(3("；与 NXBX、[@ 组比较，r @o(3(%。

图 如!力学加载联合 NXBX对成骨细胞 D:;1S+、

BT5S?蛋白的表达分析

!/讨论
机械载荷是调节骨骼结构和功能的基本生理因

素，缺乏机械载荷会导致骨量流失，而适当的机械力

可以刺激骨形成。 研究［+如］ 表明，压缩应力、拉伸应

力、流体剪切力等机械应力刺激成骨细胞可产生积

极的影响，包括诱导骨髓间充质干细胞向成骨细胞

分化以及促进成骨细胞的增殖分化，进而影响骨重

塑过程。 适当的力学刺激能够促进成骨细胞的增殖

与分化，力学刺激可通过诱导成骨细胞转录因子

D:;1S+ 的上调，促进成骨细胞分化和骨形成［+%］ 。

NXBX是茶多酚中主要的活性物质［+［］ 。 NXBX

可以抑制破骨细胞分化和关键功能基因的表达，抑

制骨吸收［+)］ 。 同时，NXBX可以诱导成骨相关基因

；[HS+、D:;1S+、FUH表达，增强 FUH活性和成骨细

胞的矿化能力［+,］ 。

本研究采用 如 点弯曲力学加载装置对体外培养

的成骨细胞施加生理力学载荷，探究 NXBX联合力

学刺激对成骨细胞的影响，采用 [用用法检测成骨细

胞增殖情况。 实验表明，第( ，6T5CU的 NXBX能显著

促进成骨细胞增殖。

FUH是成骨细胞分化的重要标志物，其活性变

化在一定程度上反映了骨代谢情况，力学刺激对成

骨细胞 FUH的分泌具有重要调控作用［+'］ 。 成骨细

·如,·
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胞分泌的 BT5S?蛋白能调节成骨细胞增殖和分化进

程，在维持骨组织结构完整以及生物力学特性方面

有重要作用［第(］ 。 D:;1S+ 是一种调节成骨细胞分化

的关键蛋白，D:;1S+ 的缺乏可导致骨骼疾病发

生［第［］ 。 D:;1S+ 通过 c;.、V51% 等信号通路促进骨髓

间充质干细胞分化为成骨细胞，并能增强成骨细胞

的骨形成能力［第+］ 。 。UH活性检测结果显示，NXBX

组和 和@ 组的 。UH活性高于对照组，NXBX，和@ 组的

。UH活性高于 NXBX组以及 和@ 组。 BT5S?和 D:;1S+

表达以及成骨细胞的矿化程度可以反映成骨细胞的

分化情况。 本研究中，NXBX组及 和@ 组 BT5S?和

D:;1S+ 蛋白的表达增加，NXBX，和@ 组的 BT5S?和

D:;1S+ 蛋白的表达高于 NXBX组及 和@ 组，表明

NXBX耦合力学载荷可提高成骨细胞增殖分化的能

力。

。/结论
NXBX与力学刺激的联合作用可增强成骨细胞的

增殖和矿化能力，成骨细胞 。UH活性更高，D:;1S+、

BT5S?蛋白的表达更强，表明 NXBX联合力学与单纯

的药物或力学刺激作用方式相比，对成骨细胞的分

化效果更好。 这为骨质疏松症以及骨骼相关疾病的

防治提供了新的思路。
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