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姜黄素通过 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路
调控骨形成的机制

闫小龙１ꎬ秦英２ꎬ邵将３ꎬ陈东峰３ꎬ管东辉３ꎬ赵灿斌４
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３.山东中医药大学附属医院骨科ꎬ山东 济南 ２５００１４ꎻ ４.广西中医药大学第一临床医学院ꎬ广西 南宁 ５３０２００)

摘要:目的　 探讨姜黄素对骨髓间充质干细胞(ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ＢＭＳＣｓ)成骨分化的

潜在调控机制ꎮ 方法　 通过网络药理学方法获取姜黄素调控成骨分化的靶点基因ꎬ构建蛋白质作用网络(ｐｒｏｔｅｉｎ￣
ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓꎬ ＰＰＩ)ꎬ并进行基因本体(Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬ ＧＯ)、京都基因与基因组百科全书(Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ
ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓꎬ ＫＥＧＧ)通路富集分析及分子对接处理ꎮ 采用 ＣＣＫ￣８ 法及细胞克隆筛选姜黄素药物浓度ꎬ
进一步采用 ＡＬＰ 染色及活性测定、 ＡＲ 染色及定量分析检测姜黄素对成骨分化的宏观调控作用ꎮ 采用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ
法及Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路相关 ｍＲＮＡ 及蛋白的微观表达差异ꎮ 结果　 筛选出姜黄素调

控成骨分化的靶点基因 ９２ 个ꎬ主要涉及细胞内部对化学刺激、含氧化合物的反应等生物过程ꎮ 其中ꎬ有 ３ 个靶点

基因作用于 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路ꎬ且均可以与姜黄素良好对接ꎮ 此外ꎬ低浓度姜黄素(５ 、１０ μｍｏｌ)对大鼠骨髓

间充质干细胞( ｒａｔ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ｒＢＭＳＣｓ)增殖无明显毒性且可增强碱性磷酸酶活

性、增加钙盐沉积量(Ｐ<０.０５)ꎬ上调成骨相关基因及蛋白的表达(Ｐ<０.０５)ꎬ从而促进 ｒＢＭＳＣｓ 成骨分化ꎮ 而高浓

度姜黄素(１５ μｍｏｌ)对 ｒＢＭＳＣｓ 成骨分化过程有潜在的抑制作用ꎮ 结论　 姜黄素可以通过调控 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信

号通路影响成骨相关基因的表达ꎬ进而调控 ＢＭＳＣｓ 成骨分化过程ꎮ
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Ｊｉｎａｎ ２５００１４ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｒｔｈｏｐｅｄｉｃｓꎬ Ｊｉｎａｎ Ｃｈａｎｇｑｉｎｇ Ｄｉｓｔｒｉｃｔ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ

Ｊｉｎａｎ ２５０３００ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｒｔｈｏｐｅｄｉｃｓꎬ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｊｉｎａｎ ２５００１４ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ４. Ｆｉｒｓｔ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ

Ｇｕａｎｇｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｎａｎｎｉｎｇ ５３０２００ꎬ Ｇｕａｎｇｘｉꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｏｎ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ (ＢＭＳＣｓ) . Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆ￣
ｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙꎬ ａｎｄ ａ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ (ＰＰＩ) ｗａｓ ｃｏｎ￣
ｓｔｒｕｃｔｅｄ. Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ (ＧＯ) ａｎｄ Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ (ＫＥＧＧ) ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｍｏ￣
ｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ. ＣＣＫ￣８ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｃｌｏｎｉｎｇ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ. ＡＬＰ ｓｔａｉ￣



闫小龙ꎬ等.姜黄素通过 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路调控骨形成的机制 ７７　　　 　

ｎｉｎｇ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｓｓａｙꎬ ＡＲ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｍａｃｒｏ￣ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｕｒｃｕ￣
ｍｉｎ ｏｎ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ. ＲＴ￣ｑＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ
ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｇｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ９２ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ｃｕｒｃｕｍｉｎ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄꎬ ｍａｉｎｌｙ ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｉｍｕｌｉ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ. Ｔｈｒｅｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ａｃｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｄｏｃｋｅｄ ｗｉｔｈ ｃｕｒｃｕｍｉｎ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ
(５ꎬ １０ μｍｏｌ) ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｏ ｒａｔ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ( ｒＢＭＳＣｓ)ꎬ ｅｎｈａｎｃｅｄ
ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ￣ｒｅｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ (Ｐ<０.０５)ꎬ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｒＢＭＳＣｓ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｒ￣
ｃｕｍｉｎ (１５ μｍｏｌ) ｈａｄ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｒＢＭＳＣｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｃｕｒｃｕｍｉｎ
ｃａｎ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｂｙ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎬ ｔｈｅｒｅｂｙ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＭＳＣｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｃｕｒｃｕｍｉｎꎻ Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎻ Ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎻ Ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌ￣
ｏｇｙꎻ Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 骨质疏松症是一种全身代谢性骨病ꎬ其特征是骨

质流失、骨组织微结构损伤、骨痛和脆性骨折[１]ꎬ 骨质

疏松症发病的主要机制是成骨细胞骨形成和破骨细胞

骨吸收之间的不平衡ꎬ骨髓间充质干细胞(ｂｏｎｅ ｍａｒ￣
ｒｏｗ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ＢＭＳＣｓ)的数量

减少和功能衰退亦是导致骨质疏松症形成机制之

一[２] ꎮ ＢＭＳＣｓ 是一种具有自我更新、多向分化潜

能的细胞ꎬ在特定条件下具有向成骨细胞分化的

能力ꎬ并有益于诱导骨形成[３] ꎮ 研究表明ꎬＢＭＳＣｓ
具有治疗与年龄进展相关退行性疾病的潜力ꎬ
ＢＭＳＣｓ的衰老过程在骨质疏松症发生、发展中起

重要作用[４] ꎮ 促进 ＢＭＳＣｓ 成骨分化可能是骨修

复ꎬ治疗骨质疏松症的潜在策略ꎮ 然而目前该类

药物多因不良反应而治疗效果欠佳[５] ꎮ 寻找可以

促进 ＢＭＳＣｓ 成骨分化并有着低不良反应的药物

显得尤为迫切ꎮ
传统的中草药历史悠久ꎬ据报道ꎬ许多天然的中

草药产品可以减少骨质流失[６]ꎮ «本草纲目»记载:
姜黄ꎬ治风寒湿气肩臂痛ꎮ «伤科方书»也记载姜黄

可以治跌打损伤ꎬ瘀肿疼痛ꎬ常配伍苏木、乳香、没药

等药ꎮ 姜黄素作为姜黄的重要活性成分ꎬ具有抗动

脉硬化、抗肿瘤等功效[７￣８]ꎮ 研究表明ꎬ姜黄素可以

抑制与骨质疏松相关因子 ＴＮＦ￣α 在绝经后女性体

内升高ꎬ还可以通过上调碱性磷酸酶(ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓ￣
ｐｈａｔａｓｅꎬ ＡＬＰ)、骨钙素(ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎꎬ Ｏｃｎ)等基因的

表达ꎬ诱导小鼠胚胎间充质干细胞的成骨细胞分

化[９￣１０]ꎮ 此外ꎬ姜黄素可以治疗糖基化引起的骨质

疏松症[１１]ꎮ 研究表明ꎬ低骨量的人服用含有姜黄素

的口服剂可以增强小指和上颌骨的骨密度[１２]ꎮ 然

而ꎬ姜黄素对于体外 ＢＭＳＣｓ 成骨分化的调控机制及

分子层面的相关研究目前尚未有比较全面的报道ꎮ

目前ꎬ姜黄素治疗骨质疏松的临床疗效已得到

证实ꎬ但其复杂的药理作用和作用机制尚不明确ꎮ
Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路是骨形成的关键信号调控

通路之一ꎬ在 ＢＭＳＣｓ 成骨分化的过程中发挥着重

要作用ꎮ 研究表明ꎬ阻断 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路

中 ＧＳＫ￣３β 介导的 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 降解ꎬ可以促进 Ｒｕｎｘ２
及相关成骨基因的转录而促进成骨[１３]ꎮ 本研究旨

在利用网络药理学方法ꎬ佐以实验验证ꎬ研究姜黄素

通过调控 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路促进大鼠骨髓间

充质干细胞( ｒａｔ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ｒＢＭＳＣｓ)成骨分化来治疗骨质疏松症的

机制ꎬ为姜黄素对于骨质疏松症的临床治疗和相关

科研领域拓展新的思路ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 主要试剂与仪器

ｒＢＭＳＣｓ(商品号:ＲＡＳＭＸ￣０１００１)购自中国广

州赛业生物科技有限公司(其外观形态、生长状态、
成骨分化能力及表面标记分子已通过验证ꎬ且支原

体检测为阴性)ꎮ 姜黄素(商品号:Ｃ７０９０)购自中国

北京索莱宝科技有限公司ꎮ ＢＣＩＰ / ＮＢＰ 碱性磷酸酯

酶显色试剂盒(商品号:Ｃ３２０６)购自中国碧云天生

物科技有限公司ꎮ 茜素红染色液(商品号:Ｇ１０３８)
购自武汉赛维尔生物科技有限公司ꎮ ＴＲＮｚｏｌ Ｕｎｉ￣
ｖｅｒｓａｌ 总 ＲＮＡ 提取试剂(商品号:ＤＰ４２４)购自中国

天根生化科技(北京)有限公司ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ 一抗稀释

液(商品号:Ｇ２０２５)、Ｗｅｓｔｅｒｎ 二抗稀释液(商品号:
Ｇ２００９)购自中国武汉赛维尔生物科技有限公司ꎮ
β￣ＣＡＴＥＮＩＮ 抗体(商品号:ＥＴ１６０１￣５)购自中国华
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安生物科技有限公司ꎮ 二氧化碳培养箱(商品号:
ＢＰＮ￣８０ＣＨ)购自上海一恒科学仪器有限公司ꎮ 超

净工作台(商品号:ＳＷ￣ＣＪ￣１ＦＤ)购自中国苏净安泰

空气技术有限公司ꎮ 酶标仪(商品号:ＣＭａｘＰｌｕｓ)购
自美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司ꎮ 倒置荧光显微镜

(商品号:ＣＫＸ５３)购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司ꎮ 离心机

(商品号:ＤＭ０４１２９)购自美国 Ｓｃｉｌｏｇｅｘ 公司ꎮ 高速

组织研磨仪(商品号:ＫＺ￣ＩＩ)购自中国武汉赛维尔

生物科技有限公司ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 目的基因引物购自

中国北京鼎国昌盛生物科技有限责任公司ꎬ具体序

列见表 １ꎮ

表 １　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 引物序列信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ

名称 序列(５′￣３′) 名称 序列(５′￣３′)
β￣Ｃａｔｅｎｉｎ￣Ｆ ＧＣＣＧＴＴＣＧＣＣＴＴＣＡＴＴＡＴＧＧ β￣Ｃａｔｅｎｉｎ￣Ｒ ＧＧＴＧＴＣＣＴＧＡＴＧＴＧＣＴＣＧＴＡ
Ｇｓｋ３β￣Ｆ ＧＡＣＡＣＡＣＣＴＧＣＣＣＴＣＴＴＣＡＡ Ｇｓｋ３β￣Ｒ ＡＧＡＡＧＣＧＧＣＧＴＴＡＴＴＧＧＴＣＴ
Ｐｋａ￣Ｆ ＴＴＡＧＣＡＡＧＣＣＡＣＡＡＴＧＣＴＣＡＧ Ｐｋａ￣Ｒ ＣＣＡＣＡＴＡＧＣＴＣＧＧＡＡＡＣＣＣＡＴ
Ｃｂｐ￣Ｆ ＴＧＴＧＧＡＧＧＧＣＴＴＧＴＡＧＣＡＴＴ Ｃｂｐ￣Ｒ ＡＡＡＡＧＡＧＣＣＣＡＡＡＴＧＴＣＴＧＧＡ
Ｌｅｆ￣１￣Ｆ ＡＡＧＣＣＴＣＡＧＣＡＣＧＡＡＣＡＧＡ Ｌｅｆ￣１￣Ｒ ＣＴＴＣＣＴＣＴＴＣＴＴＣＴＴＣＴＴＧＣＣＡＴＡ
Ｒｕｎｘ２￣Ｆ ＴＣＧＣＣＴＣＡＣＡＡＡＣＡＡＣＣＡＣＡ Ｒｕｎｘ２￣Ｒ ＡＧＧＣＴＧＴＴＴＧＡＣＧＣＣＡＴＡＧＴ
ｃ￣Ｍｙｃ￣Ｆ ＣＴＡＴＣＡＣＣＡＧＣＡＡＣＡＧＣＡＧＡＧ ｃ￣Ｍｙｃ￣Ｒ ＡＡＣＡＴＡＧＧＡＣＧＧＡＧＡＧＣＡＧＡＧ
Ｃｙｃｌｉｎ ｄ１￣Ｆ ＣＣＡＧＡＧＧＣＧＧＡＴＧＡＧＡＡＣＡ Ｃｙｃｌｉｎ ｄ１￣Ｒ ＣＧＧＴＡＧＣＡＧＧＡＧＡＧＧＡＡＧＴＴ
Ｂｍｐ２￣Ｆ ＧＣＡＴＣＧＣＧＣＣＣＣＴＴＡＴＣＣ Ｂｍｐ２￣Ｒ ＴＴＣＣＴＣＧＡＴＧＧＣＴＴＣＴＴＣＧＴ
Ｏｃｎ￣Ｆ ＡＡＧＴＣＣＣＡＣＡＣＡＧＣＡＡＣＴＣＧ Ｏｃｎ￣Ｒ ＴＣＣＡＴＴＧＴＴＧＡＧＧＴＡＧＣＧＣＣ
Ｏｐｎ￣Ｆ ＣＡＣＴＣＣＡＡＴＣＧＴＣＣＣＴＡＣ Ｏｐｎ￣Ｒ ＡＧＡＣＴＣＡＣＣＧＣＴＣＴＴＣＡＴ
Ｏｓｔｅｒｉｘ￣Ｆ ＡＣＣＴＧＴＣＴＧＣＴＣＴＧＣＴＣＣＡ Ｏｓｔｅｒｉｘ￣Ｒ ＣＧＧＣＴＧＡＴＴＧＧＣＴＴＣＴＴＣＴＴＣ
β￣Ａｃｔｉｎ￣Ｆ ＧＧＣＴＧＴＡＴＴＣＣＣＣＴＣＣＡＴＣＧ β￣Ａｃｔｉｎ￣Ｒ ＣＣＡＧＴＴＧＧＴＡＡＣＡＡＴＧＣＣＡＴＧＴ

１.２　 方法

１.２.１　 网络药理学

１.２.１.１　 姜黄素作用靶点基因与成骨分化靶点基因

的筛选

使用 ＰｕｂＣｈｅｍ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｐｕｂｃｈｅｍ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ.
ｇｏｖ)网站获取姜黄素 ２Ｄ 结构的 ＳＤＦ 文件ꎬ并使用

ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ(ｗｗｗ.ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ.ｃｈ)及
ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ 工具(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｌｉｌａｂ￣ｅｃｕｓｔ.ｃｎ / ｐｈａｒｍ￣
ｍａｐｐｅｒ / )进行药物靶点预测ꎮ 运用 Ｇｅｎｅｃａｒｄｓ 数据库

(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｇｅｎｅｃａｒｄｓ.ｏｒｇ / )以“Ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎ￣
ｔｉａｔｉｏｎ”为关键词进行检索成骨分化靶点基因ꎮ
１.２.１.２　 药物靶点与成骨分化靶点的 Ｖｅｎｎ 分析

将所得的姜黄素作用靶点基因与成骨分化靶点

基因导入 Ｏｍｉｃｓｈａｒｅ 网站(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｏｍｉｃｓｈａｒｅ.
ｃｏｍ / )进行分析ꎬ得到两者交集ꎬ即为姜黄素调控成

骨分化的相关靶点基因ꎮ
１.２.１.３ 　 构建蛋白质相互作用关系网络( ｐｒｏｔｅｉｎ￣

ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓꎬ ＰＰＩ)
通过 Ｓｔｒｉｎｇ 数 据 库 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｓｔｒｉｎｇ￣ｄｂ.

ｏｒｇ)将交集靶点基因绘制 ＰＰＩ 网络图ꎬ使用 Ｃｙｔｏ￣
ｓｃａｐｅ３.８.０ 拓扑计算并优化 ＰＰＩ 网络图ꎮ
１.２.１.４　 基因本体(Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬ ＧＯ)及京都基因

与基因组百科全书(Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ
Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓꎬ ＫＥＧＧ)通路富集分析

通过 Ｏｍｉｃｓｈａｒｅ 网站分析姜黄素调控成骨分化

的相关靶点基因信息ꎬ得到 ＧＯ 富集分析结果(包
括生物过程ꎬ细胞成分ꎬ分子功能)及 ＫＥＧＧ 通路富

集分析结果ꎮ
１.２.１.５　 分子对接验证

从 ＰＰＩ 网络中筛选参与Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路

相关的靶点基因ꎬ由 ＰＤＢ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｒｃｓｂ.
ｏｒｇ)获取结构文件ꎬ并利用Ａｕｔｏ Ｄｏｃｋ ４.２.６ 软件进行

其与姜黄素的分子对接ꎮ 最后通过 Ｐｙｍｏｌ ２.４.０ 软件

进行可视化分析ꎮ
１.２.２　 细胞实验

１.２.２.１　 采用 Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ￣８(ＣＣＫ￣８)法检测

不同浓度姜黄素的细胞毒性

将 ｒＢＭＳＣｓ 以 ５×１０３ /孔的密度接种于 ９６ 孔板

中ꎬ培养至细胞贴壁ꎬ用 ０、５、１０、１５、２５ μｍｏｌ 姜黄素

(所有浓度的姜黄素中均加入 ０.１％的 ＤＭＳＯ 助溶)
处理ꎬ分别记为 ０、５、１０、１５、２５ μｍｏｌ 姜黄素组ꎮ 孵

育 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 后ꎬ加入 ＣＣＫ￣８ 溶液ꎬ ３７℃ 孵育

１.５ ｈ 后ꎬ在 ４５０ ｎｍ 的波长下测量吸光度ꎮ
１.２.２.２　 细胞克隆检测

将 ｒＢＭＳＣｓ 以 ８×１０２ /皿的密度接种到 ６ ｃｍ 培

养皿中培养至细胞贴壁ꎬ然后加入 ０、 ５、 １０、 １５、
２５ μｍｏｌ姜黄素处理ꎬ培养 １０ ｄꎮ 将给药处理后的细

胞以 ４％多聚甲醛固定ꎬ０.１％结晶紫染液染色并拍

照ꎮ 用 ＩｍａｇｅＪ 软件分析计算克隆数目ꎮ
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１.２.２.３　 碱性磷酸酶(ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅꎬ ＡＬＰ)染
色、活性测定及茜素红( ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄꎬ ＡＲ)
染色、定量分析

ＡＬＰ 染色、活性测定:将 ｒＢＭＳＣｓ 以 ２×１０５ /孔
的密度接种于 ６ 孔板中ꎬ培养至细胞贴壁率达到
７０％ ~８０％ꎬ加入含不同浓度姜黄素的 ｒＢＭＳＣｓ 成骨
分化诱导培养基培养 ７ ｄꎬ采用 ＢＣＩＰ / ＮＢＴ ＡＬＰ 显
色试剂盒进行染色ꎬ采用微量酶标法 ＡＬＰ 测试盒进
行活性测定ꎮ

ＡＲ 染色、定量分析:接种方式同 ＡＬＰ 染色、活
性测定ꎬ将 ｒＢＭＳＣｓ 使用含不同浓度的姜黄素 ｒＢＭ￣
ＳＣｓ 成骨分化诱导培养基培养 １４ ｄꎬ采用 ＡＲ 染色
液染色ꎮ 将染色的钙化结节在室温下用 １０％十六
烷基氯化吡啶一水合物 ( Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ) 溶解ꎬ在
５６２ ｎｍ 波长下检测吸光度ꎮ
１.２.２.４　 采用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 法检测细胞中 ｍＲＮＡ 的表

达量
将 ｒＢＭＳＣｓ 以 １×１０５ /孔的密度接种于 ６ 孔板中

培养ꎬ至细胞贴壁率达到 ７０％ ~８０％ꎬ加入含不同浓
度姜黄素的 ｒＢＭＳＣｓ 成骨分化诱导培养基培养７ ｄꎮ
诱导完成后采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法收集细胞总 ＲＮＡꎬ进行
ｃＤＮＡ 的逆转录与扩增(逆转录条件为 ３７ ℃合成单
链ｃＤＮＡ２５ ｍｉｎꎻ８５ ℃ 合成双链 ｃＤＮＡ１０ ｓꎻ４ ℃ 保
存ꎬ∞ ꎮ 扩增条件为 ９５ ℃预变性 １５ ｍｉｎꎬ９５ ℃变性
１０ ｓꎬ６０ ℃延伸 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ７２ ℃最终延伸
２ ｍｉｎꎬ共 ４０ 个循环ꎮ)ꎬ采用 ２－ΔΔＣｔ方法计算结果ꎮ
１.２.２.５　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测细胞中的蛋白

表达量
给药方式同 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 法ꎮ 给药完成后提取细

胞内总蛋白ꎬ计算蛋白浓度后ꎬ每孔加入 ２０ μＬ 蛋
白样本进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ随后进行转膜、封闭
和一抗过夜孵育ꎮ 室温下二抗孵育ꎬ洗膜后进行发
光处理ꎮ 将蛋白质表达水平相对于 β￣ＡＣＴＩＮ 及
ＨＩＳＴＯＮＥ Ｈ３ 标准化ꎮ 采用 Ｇｅｌｐｒｏ ３２ ４.０ 软件对条
带进行定量分析ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ ２０.０ 统计学软件ꎬＣＣＫ８ 实验每组设
置 １０ 次重复ꎬ其他实验设置 ３ 次重复ꎬ所得数据以

􀭰ｘ±ｓ 表示ꎮ 以单因素方差分析进行数据处理ꎬ采用
ＬＳＤ 法进行事后检验ꎮ 采用Ｇｒａｐｈ ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.４.１ 绘
制图片ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 网络药理学分析结果
２.１.１　 姜黄素及成骨分化靶点的筛选

通过 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 及 ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ 靶
点预测工具得到姜黄素的作用靶点 ２６１ 个ꎮ 通过
ｇｅｎｅｃａｒｄｓ 数据库中检索到与成骨分化相关的靶点
基因 １ ３７５ 个ꎮ
２.１.２　 药物与疾病靶点的 Ｖｅｎｎ 图建立

将 １ ３７５ 个成骨分化靶点与 ２６１ 个姜黄素药物
靶点进行 Ｖｅｎｎ 分析ꎬ共得到姜黄素潜在作用于成
骨分化的 ９２ 个靶点ꎮ 见图 １Ａ、Ｂꎮ
２.１.３　 蛋白相互作用网络( ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃ￣

ｔｉｏｎｓꎬ ＰＰＩ)的构建
除去 ３ 个未参与 ＰＰＩ 的靶点基因ꎬ共有 ８９ 个靶

点基因参与 ＰＰＩ 的构建ꎮ 见图 １Ｃꎮ

图 １　 姜黄素调控成骨分化相关靶点信息
Ａ:姜黄素的 ３Ｄ 结构式ꎻＢ:姜黄素调控成骨分化相关靶点 ｕｐｓｅｔ ＶＥＮＮ 图ꎻＣ:经 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３.８.０ 渲染后的 ＰＰＩ 网络图ꎬ
其中 ３ 个(ＴＴＲ、ＰＡＤＩ４、ＮＤＳＴ１)未参与 ＰＰＩ 构建的靶点已隐去ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔａｒｇｅｔ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｂｏｎｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
Ａ: Ｔｈｅ ３Ｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎꎻ Ｂ: Ｔｈｅ ｕｐｓｅｔ ＶＥＮＮ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｎ ｂｏｎｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ
ｔａｒｇｅｔｓꎻ Ｃ: ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ ｄｉａｇｒａｍ ｒｅｎｄｅｒｅｄ ｂｙ Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３.８.０ꎬ ｗｉｔｈ ｔｈｒｅｅ ｔａｒｇｅｔｓ (ＴＴＲꎬ ＰＡＤＩ４ꎬ ＮＤＳＴ１) ｔｈａｔ ｗｅｒｅ ｎｏｔ
ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ＰＰＩ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｍｉｔｔｅｄ.
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２.１.４　 ＧＯ、ＫＥＧＧ 富集分析与分子对接

在 ＧＯ 功能富集分析中ꎬ生物过程涉及对有机

质的反应、对含氧化合物的反应、细胞内对化学刺激

的反应等ꎻ细胞成分涉及细胞膜筏、细胞膜微结构、
黏着斑等ꎻ分子功能涉及离子结合、作用于蛋白的催

化活性、蛋白激酶活性等ꎮ 在 ＫＥＧＧ 信号通路富集

分析中ꎬ多数靶点参与癌症信号通路的调控ꎬ包括

Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路ꎮ 其中涉及调控 Ｗｎｔ / β￣

ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的分别为 ＧＳＫ３β、 ＰＲＫＡＣＡ 及

ＥＰ３００ꎮ 姜黄素与 ＧＳＫ３β、ＰＲＫＡＣＡ 及 ＥＰ３００ 结合

小于－１７.９８２ Ｊ / ｍｏｌꎬ有着较强的结合活性[１４]ꎮ 其

中ꎬ姜黄素通过与 ＳＥＲ￣１４７ 形成一个氢键结合到

ＧＳＫ３βꎬ通 过 与 ＨＩＳ￣１３１ 形 成 两 个 氢 键 结 合 到

ＰＲＫＡＣＡꎬ通过与 ＡＳＰ￣１０８０ 及 ＧＬＮ１０７７ 分别形成

一个氢键结合到 ＥＰ３００ꎮ 见图 ２ꎮ

图 ２　 ＧＯ、ＫＥＧＧ 富集分析与分子对接结果
Ａ:生物过程ꎻＢ:细胞成分ꎻＣ:分子功能ꎻＤ:姜黄素与 ＰＲＫＡＣＡ、 ＧＳＫ３β 及 ＥＰ３００(其中ꎬ对接位点名称ꎬ氢键长度及对接能
如图所示)ꎻＥ:ＫＥＧＧ 信号通路富集分析图ꎮ [气泡图中 Ｃｏｕｎｔ 值越大ꎬ圆圈面积越大ꎬ－Ｌｏｇ１０(Ｐ 值)越大ꎬ颜色越红]

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＧＯ ａｎｄ ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ
Ａ: Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓꎻ Ｂ: Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓꎻ Ｃ: Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓꎻ Ｄ: Ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｗｉｔｈ ＰＲＫＡＣＡꎬ ＧＳＫ３βꎬ ａｎｄ
ＥＰ３００ (ｗｈｅｒｅ ｄｏｃｋｉｎｇ ｓｉｔｅ ｎａｍｅꎬ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄ ｌｅｎｇｔｈꎬ ａｎｄ ｄｏｃｋｉｎｇ ｅｎｅｒｇｙ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ)ꎻ Ｅ: ＫＥＧＧ ｐａｔｈ￣
ｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｄｉａｇｒａｍ. [ Ｉｎ ｔｈｅ ｂｕｂｂｌｅ ｐｌｏｔꎬ ｔｈｅ ｌａｒｇｅｒ ｔｈｅ Ｃｏｕｎｔ ｖａｌｕｅꎬ ｔｈｅ ｌａｒｇｅｒ ｔｈｅ ｃｉｒｃｌｅ ａｒｅａꎬ ｔｈｅ ｌａｒｇｅｒ ｔｈｅ
－Ｌｏｇ１０(Ｐ ｖａｌｕｅ)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｄｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｌｏｒ]

２.２　 实验验证结果

２.２.１　 各浓度姜黄素组对细胞活力的影响

与 ０ μｍｏｌ 姜黄素组相比ꎬ加药 ２４ ｈꎬ ５、 １０、
１５ μｍｏｌ姜黄素组细胞活力无明显变化ꎬ２５ μｍｏｌ 姜
黄素组细胞活力显著降低(Ｐ < ０. ０５)ꎻ加药 ４８ ｈꎬ

５、１０ μｍｏｌ姜黄素组细胞活力无明显变化ꎬ １５、
２５ μｍｏｌ姜黄素组细胞活力明显降低(Ｐ<０.０５)ꎻ加
药 ７２ ｈꎬ５、１０ μｍｏｌ 姜黄素组细胞活力明显升高

(Ｐ<０.０５)ꎬ１５、２５ μｍｏｌ 姜黄素组细胞活力明显降低

(Ｐ<０.０５)ꎮ 见图 ３ꎮ
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图 ３　 ＣＣＫ８ 实验 加药 ２４、４８、７２ ｈ 各浓度姜黄素对细胞活力的影响(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. ０ μｍｏｌ 姜黄素组)
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＣＣＫ８ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｃｌｏｎｉｎｇ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ａｔ ２４ꎬ ４８ꎬ

ａｎｄ ７２ ｈ ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. ０ μｍｏｌ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｇｒｏｕｐ)

２.２.２　 各浓度姜黄素组对细胞体外增殖的影响

与 ０ μｍｏｌ 姜黄素组相比ꎬ５、１０ μｍｏｌ 组姜黄素

组细胞增殖能力增强(Ｐ<０.０５)ꎬ１５ μｍｏｌ 姜黄素组

细胞增殖能力未出现明显变化ꎬ２５ μｍｏｌ 姜黄素组

细胞增殖能力明显下降(Ｐ<０.０５)ꎮ 见图 ４ꎮ

图 ４　 细胞克隆形成实验
Ａ:细胞克隆实验图像ꎻＢ:ＩｍａｇｅＪ 软件分析计算克隆数目(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. ０ μｍｏｌ 姜黄素组)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ｃｅｌｌ ｃｌｏｎｉｎｇ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
Ａ: Ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｌｏｎｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔꎻ Ｂ: Ｃｌｏｎｉｎｇ ｎｕｍｂｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｕｓｉｎｇ ＩｍａｇｅＪ ｓｏｆｔｗａｒｅ (∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. ０ μｍｏｌ ｃｕｒｃｕｍｉｎ
ｇｒｏｕｐ) .

２.２.３　 各浓度姜黄素组对细胞 ＡＬＰ 活性、钙盐沉积

的影响

ＡＬＰ 染色、活性测定显示ꎬ与 ０ μｍｏｌ 姜黄素组

相比ꎬ５、１０ μｍｏｌ 姜黄素组染色逐渐加深ꎬ１５ μｍｏｌ
姜黄素组染色变浅ꎮ ５、１０ μｍｏｌ 姜黄素组 ＡＬＰ 活性

显著升高(Ｐ<０.０５)ꎬ １５ μｍｏｌ 姜黄素组 ＡＬＰ 活性显

著降低 (Ｐ < ０. ０５)ꎮ ＡＲ 染色、定量分析显示:与

０ μｍｏｌ姜黄素组相比ꎬ５、１０ μｍｏｌ 姜黄素组钙沉积

明显增多ꎬ１５ μｍｏｌ 姜黄素组钙沉积减少ꎮ ＡＲ 定量

分析显示ꎬ５ 、１０ μｍｏｌ 姜黄素组 ＡＲ 含量显著升高

(Ｐ<０.０５)ꎬ１５ μｍｏｌ 姜黄素组 ＡＲ 含量无明显变化ꎮ
见图 ５ꎮ
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图 ５　 ＡＬＰ、ＡＲ 染色镜下图像及 ＡＬＰ 活性测定、ＡＲ 定量分析结果(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. ０ μｍｏｌ 姜黄素组)
Ａ:不同浓度姜黄素 ＡＬＰ 染色和 ＡＲ 染色显微镜图像(×１００)ꎻＢ:不同浓度姜黄素干预下 ＡＬＰ 活性变化ꎻＣ:不同浓度姜
黄素干预下 ＡＲ 定量变化ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＡＬＰ ａｎｄ ＡＲ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ａｎｄ ＡＬＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎꎬ ＡＲ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ(∗Ｐ<０.０５
ｖｓ. ０ μｍｏｌ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｇｒｏｕｐ)
Ａ: Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｉｍａｇｅｓ (×１００) ｏｆ ＡＬＰ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ＡＲ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎꎻ Ｂ: Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ
ＡＬＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎꎻ Ｃ: Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＡＲ ｇｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎ￣
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ.

２.２.４　 各浓度姜黄素组对细胞成骨相关 ｍＲＮＡ 表

达的影响

与 ０ μｍｏｌ 姜黄素组相比ꎬ５、１０ μｍｏｌ 姜黄素组

中的 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路中 Ｃｂｐ、Ｐｋａ、β￣ｃａｔｅ￣
ｎｉｎ、 Ｌｅｆ￣１、 ｃ￣Ｍｙｃ、 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 及 下 游 成 骨 基 因

Ｂｍｐ２、Ｏｃｎ、Ｏｐｎ、Ｏｓｔｅｒｉｘ、Ｒｕｎｘ２ 的 ｍＲＮＡ 表达量显

著上升(Ｐ<０.０５)ꎬＧｓｋ３β 的ｍＲＮＡ 表达量显著下降

(Ｐ< ０.０５)ꎮ 当姜黄素浓度达到 １５ μｍｏｌ 时ꎬＣｂｐ、
β￣ｃａｔｅｎｉｎ的 ｍＲＮＡ 表达量显著降低 ( Ｐ < ０. ０５)ꎬ
Ｇｓｋ３β 的ｍＲＮＡ 表达量显著上升(Ｐ<０.０５)ꎮ 见图 ６ꎮ

图 ６　 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路及下游成骨相关基因的 ｍＲＮＡ 表达(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. ０ μｍｏｌ 姜黄素组)
Ｆｉｇｕｒｅ ６　 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ (∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. ０ μｍｏｌ

ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｇｒｏｕｐ)
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２.２.５　 各浓度姜黄素组对细胞成骨相关蛋白表达

的影响

与 ０ μｍｏｌ 姜黄素组相比ꎬ ５、１０ μｍｏｌ 姜黄素组

Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路中的 ＣＢＰ、 ＰＫＡ、 ＬＥＦ￣１、
ＲＵＮＸ２、ｃ￣ＭＹＣ、ＣＹＣＬＩＮ Ｄ１ 的蛋白表达量及下游

成骨蛋白 ＢＭＰ２、ＯＣＮ、ＯＰＮ、ＯＳＴＥＲＩＸ、ＲＵＮＸ２ 显

著上升(Ｐ<０.０５)ꎬ且细胞核内 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 比重上升

(Ｐ<０.０５)ꎬ胞浆内 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 比重下降(Ｐ<０.０５)ꎬ
ＧＳＫ￣３β 的蛋白表达量下降(Ｐ< ０.０５)ꎮ 当姜黄素

浓度达到 １５ μｍｏｌ 时ꎬｃ￣ＭＹＣ 及 ＲＵＮＸ２ 蛋白的表

达明显下降(Ｐ<０.０５)ꎮ 见图 ７ꎮ

图 ７　 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路及下游成骨相关基因的蛋白表达
Ａ:相关蛋白的表达ꎻ Ｂ~Ｎ:各蛋白表达趋势图(∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. ０ μｍｏｌ 姜黄素组)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｇｅｎｅｓ
Ａ: Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎻ Ｂ￣Ｎ: Ｔｒｅｎｄ ｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｐｒｏｔｅｉｎ (∗Ｐ<０.０５ ｖｓ.
０ μｍｏｌ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｇｒｏｕｐ) .

３　 讨　 论

随着全球老龄化进程的加快ꎬ骨质疏松症已成为

三大常见慢性病之一[１５]ꎮ 现代医学对骨质疏松症的

治疗主要包括钙、维生素补充剂和雌激素替代疗法ꎮ
然而ꎬ长期使用雌激素会增加乳腺癌和冠心病的发病

率ꎬ临床上常用的化学合成药物也具有一定的不良反

应[１６]ꎮ 姜黄素作为一种提取自干姜科姜黄属根茎中

的天然多酚化合物ꎬ在诸多亚洲国家作为草药使用的

历史颇为久远[１７]ꎬ其作用靶点多参与骨重塑的调控

过程[１８]ꎮ 研究发现ꎬ姜黄素可以通过 Ｎｒｆ２ 信号通路

促进炎症状态下牙周膜干细胞的成骨分化[１９]ꎮ 另一

方面ꎬ姜黄素的细胞毒性可能会对细胞活性及成骨分

化过程产生负面作用ꎮ 本研究结果发现ꎬ５、１０ μｍｏｌ
姜黄素不会对 ｒＢＭＳＣｓ 的增殖活力及成骨分化过程

产生负面影响ꎮ ＡＬＰ 染色及活性测定显示ꎬ ５、
１０ μｍｏｌ姜黄素使得细胞 ＡＬＰ 染色着色加深ꎬ且可以
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增强细胞内 ＡＬＰ 活性ꎮ 成骨细胞分泌 ＡＬＰꎬ后者在

骨形成、转换及代谢过程中发挥着重要作用[２０]ꎮ 据

报道ꎬＡＬＰ 与成骨细胞活性密切相关ꎬ在骨形成过程

中ꎬＡＬＰ 可促进骨基质矿化ꎬ当机体骨小梁减少时ꎬ血
清 ＡＬＰ 水平升高促进骨量代偿性增加[２１]ꎮ 此外ꎬ茜
素红染色及定量分析显示ꎬ５、１０ μｍｏｌ 姜黄素可促进

使得茜素红染色加深ꎬ促进细胞内钙盐沉积ꎬ促进成

骨分化后期骨机质矿化[２２]ꎮ 故低浓度(５、１０ μｍｏｌ)
姜黄素在促进成骨分化方面有着低毒性、多靶点的优

势ꎬ可加速体外成骨进程ꎮ
Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路在成骨分化、骨形成的

调节机制中发挥重要作用ꎮ Ｗｎｔ 信号通路是由 Ｗｎｔ
家族分泌的脂质修饰蛋白激活的细胞间信号级联反

应ꎬ包括依赖 β￣连环蛋白(β￣ｃａｔｅｎｉｎ)的经典 Ｗｎｔ 信
号通路和不依赖 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 的非经典 Ｗｎｔ 信号通路ꎬ
主要调节 ＢＭＳＣ 和骨祖细胞的增殖和分化[２３]ꎮ 阻断

Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路中 ＧＳＫ￣３β 介导的 β￣ｃａｔｅｎｉｎ
降解ꎬ可启动 Ｒｕｎｘ２ 基因的转录ꎬ促进 ＢＭＳＣｓ 成骨

分化[２４]ꎮ 本研究结果发现ꎬ在姜黄素促进成骨分化

的 ＰＰＩ 网络图中ꎬＧＳＫ３β、ＰＲＫＡＣＡ 及 ＥＰ３００ 等 ３ 个

靶点基因涉及调控 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路ꎬ其中ꎬ
ＰＲＫＡＣＡ 是 ＰＫＡ 的催化亚基之一[２５]ꎬＥＰ３００ 与 ＣＢＰ
作为转录共激活因子ꎬ两者特异性分子过程极度相似

且具有高度相似的序列同源性[２６]ꎮ 故姜黄素可通过

影响 ＧＳＫ３β、ＰＫＡ、ＣＢＰ 的表达调控 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ
信号通路ꎬ进而影响 ＢＭＳＣｓ 成骨分化过程ꎮ

ＰＫＡ 可参与一系列信号因子的磷酸化过程[２７]ꎬ
其介导的信号通路与Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路关系密

切ꎮ ＣＢＰ 是 ｐ３００ 的辅助转录激活因子ꎬ两者具有功

能上的高度同源性ꎬ抑制ＣＢＰ 与 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 结合ꎬ可降

低后者活性[２８]ꎮ ＧＳＫ３β 与 ＬＥＦ￣１ 均为 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅ￣
ｎｉｎ 信号通路的重要组成部分ꎬ磷酸化 ＧＳＫ３β 抑制其

活性可使 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 在胞质中的积累并促进其入核ꎬ
且 ＬＥＦ￣１ 可指导 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 入核定位ꎬ并结合 β￣ｃａｔｅ￣
ｎｉｎ 促进下游基因转录[２９￣３０]ꎮ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 与 ｃ￣ｍｙｃ 作

为 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的下游靶基因ꎬ对成骨过

程有着重要的调控作用ꎬ上调 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、 ｃ￣Ｍｙｃ 表达

可加快成骨分化进程[３１￣３２]ꎮ Ｒｕｎｘ２ 是骨形成过程中

主要转录因子之一ꎬ其可促进细胞矿化及骨基质钙盐

沉积ꎬ并在调节成骨细胞特异性基因如 Ｏｓｘ 和 Ｏｃｎ
的表达中起着关键作用[３３￣３４]ꎮ Ｂｍｐ２ 信号通路在成

骨分化中具有重要作用ꎮ Ｂｍｐ２ 与其受体结合ꎬ导致

Ｓｍａｄ１ / ５ / ９ 磷酸化ꎬ激活 Ｓｍａｄｓꎬ并促进其核转位ꎬ从
而调节成骨相关基因的表达[３５]ꎬ上调 Ｂｍｐ２ 表达有

助于 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 的增殖和成骨分化ꎬ且可改善异常的

骨代谢环境[３６]ꎮ 此外ꎬＢＭＳＣｓ 中外源性添加 Ｂｍｐ２
或过表达 Ｂｍｐ２ 可促进成骨分化和受损骨组织的修

复[３７]ꎮ ＯＣＮ 在细胞的成骨分化过程中起着积极的

调节作用ꎮ ＯＣＮ 表达上调促进 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 的成骨分

化并促进骨折愈合[３８￣３９]ꎮ 同样ꎬＯＰＮ 作为骨代谢的

重要指标ꎬ调节骨基质矿化[４０￣４１]ꎮ ＯＰＮ 的过表达在

促进骨组织再生方面具有重要意义[４２]ꎮ 另一种仅在

骨组织细胞中表达的成骨特异性转录因子是Ｏｓｔｅｒｉｘꎬ
它对成骨分化和骨生成过程至关重要[４３]ꎬ其表达增

加可以延缓骨吸收过程ꎬ缓解与骨质疏松症相关的异

常症状[４４]ꎮ 本研究通过体外细胞实验发现ꎬ ５、
１０ μｍｏｌ姜黄素可上调 ＢＭＳＣｓ 中 Ｃｂｐ、Ｐｋａ、β￣ｃａｔｅｎｉｎ、
Ｌｅｆ￣１、 ｃ￣Ｍｙｃ、 Ｃｙｃｌｉｎ ｄ１、 Ｂｍｐ２、 Ｏｃｎ、 Ｏｐｎ、 Ｏｓｔｅｒｉｘ、
Ｒｕｎｘ２ 基因的表达ꎬ下调 Ｇｓｋ３β 基因的表达ꎮ 此

外ꎬ其可促进胞浆内 β￣ＣＡＴＥＮＩＮ 蛋白向细胞核内

位移ꎬ使核内 β￣ＣＡＴＥＮＩＮ 比重上升ꎬ与前人相关研

究成果有着高度一致性ꎮ
然而ꎬ本研究仍存在不足之处ꎮ 在 ＰＰＩ 网络中ꎬ

相比于 ＡＫＴ１、ＳＴＡＴ３、ＳＣＲ 而言ꎬＧＳＫ３β、ＥＰ３００ 及

ＰＲＫＡＣＡ 并不处于核心位置ꎬ可能 ＡＫＴ１ 等靶点基

因的表达在调控成骨分化过程中发挥着更加强有力

的作用ꎬ本研究并未选取该类蛋白作为分析对象ꎬ无
法验证该类基因的表达对成骨分化的影响ꎮ 本研究

仅以体外细胞实验验证姜黄素调控成骨分化的机制ꎬ
缺乏其对促进体内成骨的进一步研究与探讨ꎬ故后续

应将继续通过动物实验验证姜黄素对体内成骨的作

用机制ꎮ
本研究结果显示ꎬ姜黄素在相对较低浓度(５、

１０ μｍｏｌ)下可促进体外 ｒＢＭＳＣｓ 的增殖和成骨分

化ꎮ 然而ꎬ在相对较高浓度(１５ μｍｏｌ)下ꎬ姜黄素不

能促进 ｒＢＭＳＣｓ 的增殖ꎬ并对其成骨分化过程具有

潜在的抑制作用ꎮ 结果表明一定浓度的姜黄素在防

治骨质疏松症方面具有潜在优势ꎬ并为其临床应用

提供了合理的依据ꎮ
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