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低分子量褐藻糖胶对破骨细胞凋亡的影响
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摘要：目的探讨低分子量褐藻糖胶(LMWF)对小鼠单核细胞RAw264．7诱导成熟破骨细胞凋亡的影响。方法 通过100

n∥mL RANKL诱导RAW264．7细胞株分化为破骨细胞，经TRAP特异性染色和骨吸收陷窝对诱导后的细胞进行鉴定。鉴定

成功后，用100 ng／mL RANKL诱导RAw264．7细胞株5 d后，使用含有LMwF的培养基继续培养3 d，通过对TRAP阳性细胞

计数和分析骨吸收面积来观察低分子量褐藻糖胶对破骨细胞的抑制和骨吸收功能情况；采用流式细胞术检测LMWF对破骨

细胞凋亡的影响，capsase．3活性测试试剂盒检测LMwF对capsase、3活性进行测定；RT—PcR检测LMwF对成熟破骨细胞BAx

与BCL一2基因表达的影响。结果 单纯采用100 ng／mL的RANKL可成功诱导成熟的、有功能的破骨细胞。LMwF可以明显

抑制RANKL诱导成熟破骨细胞的形成以及成熟破骨细胞的骨吸收功能；流式细胞术显示LMwF可增加成熟破骨细胞的早期

凋亡率；并且能升高capsase一3的活性；PcR显示LMwF可明显下调破骨细胞凋亡相关的BcL一2和上调BAx基因mRNA表达，

降低BcL一2／BAx的比值。结论 低分子量褐藻糖胶可抑制破骨细胞的活性与骨吸收能力，促进破骨细胞凋亡，其主要机制是

通过下调BcL．2和上调BAx mRNA基因表达实现的。

关键词：低分子量褐藻糖胶；破骨细胞；骨质疏松；凋亡；caspase·3；BCL一2
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Abst船ct：Objective To investiga汜山e ef艳ct of low—molecula卜wei曲￡fucoidan(LMwF)on￡he apoptosis of RAw264．7

murine monocyte—induced mature osteoclasts．Methods RAW264．7 cells were induced to differentiate into osteoclasts by 100ng／

ml RANKL． The induced cells were identified using TRAP staining and specific bone resofption pits． After successf、ll

authentication，RAw264．7 ceus were cultured wim 100 ng／ml RANKL for 5 days，and then with LMwF(5ng／m1)for 3 days．

TRAP—pOsitive cells and bone resorption area were observed to analyze me inhibition effect Of LMWF on osteoclasts and bone

resorption．The effect of LMwF on apoptosis of osteoclasts was detected using now cytometry． caspase一3 actiVity was measured

using the caspase一3 activity assay kit． The effect of LMWF on BAX and BCL一2 gene expression was detected using RT—PCR．

Results Mature and functional osteoclasts were successfully induced by 100 ng／ml RANKL．LMWF significantly inhibited ttle

activity of mature osteoclasts and osteoclast resorption．LMWF promoted osteoclast apoptosis and caspases一3 actiVity．LMWF down-

regulated apoptosis—associated BCL一2 and up·regulated BAX mRNA expression，thus decreasing the BCL一2／BAX ratio．Conclusion

LMWF inhibits osteoclast activity and promotes osteoclast apoptOsis by down—regulation of BCL一2 and up—regulation of BAX

mRNA gene expression．

Key words： Low—molecular—weight fucoidan；Osteoclasts；Osteoporosis；Apoptosis；Caspase-3；BCL一2

褐藻多糖硫酸酯是一类从海带中提取的天然硫
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酸化多糖，其主要成分为褐藻糖、硫酸根以及少量糖

醛酸、半乳糖和木糖。国内外大量研究表明，褐藻糖

胶具有多种生物活性，如抗肿瘤、抗病毒、抗凝血、抗

氧化等⋯。骨重建是成骨细胞与破骨细胞共同参
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与的过程，骨形成与骨吸收的失衡是导致骨质疏松

症和骨硬化症等疾病的重要病因。成骨细胞参与骨

形成，破骨细胞参与骨吸收。因此，破骨细胞的凋亡

直接影响骨吸收，从而影响骨重建过程。大量研究

证实柚皮苷可以促进成骨细胞的增值、分化成熟；提

高骨密度、提升骨骼力学性能，防治去势大鼠骨质疏

松口⋯。但褐藻糖胶对破骨细胞凋亡的影响尚未见

报道，本实验通过在体外LMwF对RANKL诱导的

成熟破骨细胞的作用，观察LMwF对破骨细胞凋亡

的影响以及其机制，为LMwF抗骨质疏松在破骨细

胞方面提供理论支持。

1材料和方法

1．1药品与试剂

小鼠单核细胞RAw264．7细胞株(中国协和医

科大学基础医学细胞中心)；褐藻糖胶，(Sigma公

司)；牛皮质骨(自制)；小鼠重组可溶性核因子KB

受体活化因子配体(sRANKL)(Peprotech公司)；

capsase．3活性测试试剂盒(南京碧波公司)；抗酒石

酸酸性磷酸酶染色试剂盒(Sigma公司)；高糖

DMEM培养基、10％胎牛血清(Gibco公司)；胰蛋白

酶、乙二胺四乙酸二钠(sigma公司)；磷酸盐缓冲液

(PBS)、D-hank’s液(自制)；All—in-OneTM qPCR

Mix、AU—in-0neTM qPCR Primer(美国GeneCopoeia

公司)。

1．2仪器

扫描电子显微镜；细胞培养皿(coming公司)；

倒置相差显微镜、cx．2l光学显微镜(日本Olympus

公司)；5％C0，细胞培养箱(Heraeus公司)；流式细

胞仪及相关分析软件(BD公司)；iQ5 Real Time

PCR检测洗脱(Bio—Rad)。

1．3方法

1．3．1薄骨片制备：粗切获取牛股骨的皮质骨，沿

着股骨的长轴方向切取厚约100汕m的皮质骨骨

片，细砂纸将骨片打磨平滑，修剪成0．5 cm×0．5

cm大小的正方形，紫外线消毒正反面过夜，75％乙

醇浸泡30 min，无菌D-hank’s液清洗3遍，放置于

培养基中，置于4℃备用，用时取出晾干。

1．3．2 破骨细胞诱导与鉴定：(1)诱导：将

RAw264．7单核细胞株接种于6孑L板上的预置无菌

玻片和薄骨片上，细胞接种密度2×104／mL，4 h后

待细胞贴壁，换为浓度为100 ng／mL RANKL的

10％FBS高糖DMEM培养基，37℃、5％CO，的培养

箱中培养，每两天换液1次。(2)鉴定：诱导5 d后，

①倒置相差显微镜观察细胞的形态特征；②TRAP

染色：将玻片取出，用柠檬酸盐／丙酮溶液固定30 s，

在以萘酚AS—BI磷酸盐作为底物的孵育液中37℃

孵育1 h，蒸馏水洗3次，苏木精复染2 min，干燥后

二甲苯透明，封固后光镜观察抗酒石酸酸性磷酸酶

阳性多核破骨细胞(≥3个核)。③骨吸收陷窝：先

用胰蛋白酶和EDTA将薄骨片上的破骨细胞消化，

2．5％的戊二醛固定30 min，PBs超声清洗3次，每

次5 min，30％、50％、60％、70％、80％、90％、100％

乙醇梯度脱水，醋酸异戊酯置换乙醇，CO，临界点干

燥，喷金后扫描电镜观察骨吸收陷窝。

1．3．3 TRAP阳性细胞计数与骨吸收面积分析：实

验分为空白组和低分子量褐藻糖胶组，按照上述的

方法诱导5 d后，LMwF组采用含有5 ng／mL LMwF

培养基进行诱导3 d后取出玻片，进行TRAP染色

(方法同上)。计数标准：①两组分别在100倍视野

下随机选取10个视野进行计数，取平均值；②细胞

呈现玫瑰红色或粉红色，细胞核≥3个，上述实验重

复3次。骨吸收陷窝操作方法同上，两组各10张薄

骨片，每张骨片随机选取10个区域，区域之间无重

叠，采用Image Pro Plus 6．0图像分析软件对骨吸收

面积进行分析。

1．3．4 吖啶橙染色：RAW264．7细胞株以2×104／

mL密度爬片，100 ng／mL RANKL诱导5 d后，换为

含有5 ng／mL LMWF的培养基继续培养48 h，取出

盖玻片，4％多聚甲醛固定5 min，醋酸酸化30 s，PBS

清洗1 min；加入0．01％吖啶橙染液5 min，PBs清

洗，用0．1 mol／Lcacl，分色2 min，PBs缓冲液清洗

3次(10 s／次)。以PBs缓冲液做介质封片，用激发

滤板BG．12，阻断滤片波长515 nm，在荧光显微镜

下观察。

1．3．5 流式细胞术检测细胞凋亡：细胞诱导培养5

d后，换为含有LMwF的培养基继续培养2d后，胰

酶消化，与培养液一起收集，离心5 min(1500 r／

min)。培养液洗涤细胞1次，之后用PBs洗涤1

次，以1×106／mL密度重悬细胞于结合缓冲液。取

100斗L细胞力口人2肛L Annexin V—FITC和10¨L PI

(propidium iodide)。设置以下3组用于调试流式细

胞仪：①不加Annexin VFITc也不加PI；②加

Annexin V—FITc不力ⅡPI；(爹力ⅡPI不力ⅡAnnexin V．

FITC。轻轻混匀后室温避光反应15 min后，补加

400斗L结合缓冲液，流式细胞仪检测结果。

1．3．6 caspase一3活性测定：细胞诱导培养5 d后，

换为含有LMwF的培养基继续培养3 d后，胰酶消
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化，离心(2000 r／min，5 min)，吸除上清，PBS清洗1

次。加入50斗L裂解液，重悬沉淀，冰浴裂解30

min，其间涡旋振荡3次(10 s／次)。4℃离心(12000

r／m，10 min)，小心吸取上清液(含裂解的蛋白质)

转移至新的管中，按照试验说明书的反应体系进行

加样。用酶标仪在405 nm波长处测定其吸光值

(OD)。计算caspase-3的活性单位，饱和底物浓度

下1个酶活力单位在37℃每小时可以剪切1 nmol／

L Ac．DEVE—pNA产生1 nmol／L pNA的caspase-3的

酶量。计算结果显示为各组相对于对照组的相对

量。

1．3．7荧光定量PcR检测相关基因表达：细胞诱

导培养5 d后，换为含有LMWF的培养基继续培养

3 d，之后将两组细胞采用胰酶消化，收集细胞，加l

mLTRIzol溶液，振荡混匀。采用相分离技术抽提取

RNA，琼脂糖电泳法检测：BCL．2与BAx基因浓度

及完整性。各组检测基因反转录为cDNA，以

GAPDH为内参基因，引物由广州复能基因有限公司

设计。基因引物序列：GAPDH正向引物正向引物

5’一CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3’，反向弓I物

5’．AGCC’ITCTCCATGGTGGTGAAGAC．3’，扩增片段

为 96 bp； BCL—2 正向弓I 物 5’-

ACGGGGTGAACTGGGGGAGG一3‘反向弓I物5’·

GCATGCTGGGGCCGTACAGT．3’，BAx正向弓l物

5’．GATGGACGGGTCCGGAGA．3’反向弓I物5’一

CTCAGCCCATc7丌CTTCCAG一3’逆转录反应体系、

PCR扩增体系以及反应条件按照试剂盒说明书设

定。反应完成后进行扩增曲线和熔解曲线分析。基

因表达量以检测基因的初始模板量以2。△△ct表

示。

2 结果

2．1 TRAP阳性细胞计数与骨吸收面积分析

由图1A，lB可见，RANKL诱导5 d后，加入含

有LMwF的培养液(LMWF浓度5 ng／mL)继续诱

导培养3 d，进行TRAP染色。空白组成熟破骨细胞

数量比较多于柚皮苷组，且细胞核较多；经统计学比

较，P<0．05，有差异。由图1C、1D可见对照组骨吸

收陷窝数目较多，骨吸收总面积较大；而LMwF组

骨吸收数目少，总面积小，经统计学比较，P<0．05，

有差异。提示LMWF可以抑制破骨细胞的活性以

及骨吸收功能，见表1。

2．2吖啶橙染色结果

吖啶橙可以非特异性的结合细胞核的核酸，在

659

592 nm波长激发光下显黄色荧光，图2A正常的破

骨细胞吖啶橙染色浅淡，细胞核大小均匀、染色质分

布均匀；图2B凋亡的破骨细胞吖啶橙着色较深，细

胞核浓缩，细胞核大小不均、染色质分布不均。提示

LMWF能明显的促进成熟破骨细胞的凋亡。

一
一一

表l 两组对TRAP阳性细胞数目与骨吸收面积的影响

Tabk l Efrect of LMWF on the number ofT

RAP·posi“ve cells and bone resorption

注：与空自对照组比较，’P<O．05

2．3 流式细胞术检测LMWF对细胞凋亡的影响

破骨细胞经Annexin V与PI双染后，进行流式

细胞仪分析，得出四个象限。分别为Q1(左上)象

限：为PI单阳性，代表细胞膜破坏而核膜存在的细

胞，一般指机械损伤细胞；Q2(右上)象限为PI，V．

FITC双阳性，代表中晚期凋亡细胞和坏死细胞；Q3

(右下)象限为V—FITC单阳性，代表早期凋亡细胞；

Q4(左下)象限为双阴性，代表活细胞。由图2c、2D

可见，与对照组相比，LMwF组破骨细胞的凋亡率明

显上升。

2．4 caspase-3活性的变化

RANKL诱导5 d后的破骨细胞中caspase-3活

性随时间延长逐渐增加；当5 ng／mL LMwF作用于
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图2 I．、1、、F埘破付细胞凋I’：的吖啶

僚染色’j流』℃细胞术

Fig．2 Ef住ct of LMWF on osteoclast apoptosis

2A为对照组。2B为LMwF组。2c为对照组，

2D为LMWF组

2A，2C：ConIml gmup；2B，2D：LMWF group

诱导5 d后的破骨细胞24 h后caspase一3活性稍微

升高；随着作用时间的延长，caspase一3活性进一步

上升，并在作用72 h后达到高峰。提示LMwF诱导

破骨细胞凋亡的过程中，可提高caspase一3的活性，

见罔3

图3 1．!Ⅵ、、}’n：4if-帅-¨jJ点对破中阳{J胞

tas㈨sr一3活。rl：的影响

注：与刈_|i《i组比较，’P<0．05，1‘』’<O．0l

Fig．3 Ef耗ct of LMWF on caspase-3 ac“vity at d

ifferent time Doints

Not8：‘．P<0．05 Vs Contml gmup；

¨JP<O．0l vs Contml gmup

2．5对破骨细胞分化过程相关基因的表达情况

荧光定量PCR检测各组BCL-2和BAx基因

鼍警掣A誊达结果发现。与空白组比较，5 ng／mL

I=|MWE组中成熟碑骨细胞中BcL一2表达明显减少，

P<0．05，有统计学差异；BAx表达明显升高，P≤

0．05，有统计学差异；BCL-2／BAx比值显著下降，P

<0．01，有统计学差异，见图4。

对照组

图4 LMwF处理后细胞中BcL一2与

BAx mRNA表达水平的变化

注：与对照组比较，’尸<O．05，”P<0．Ol

Fig．4 Expression of BCL-2 and BAX mRNA

in osteoclasts after 72 h．treatment with LMWF

detected using RT—PCR

Note：’P<0．05 Vs Contml gmup；¨P<0．Ol vs Control group

3＼讨论

骨质疏松是以骨量减少、骨的微结构退变为特

征，导致骨脆性增加容易发生骨折的全身性骨

病”1。在骨代谢过程中，破骨细胞对骨吸收起主要

作用，陈旧骨折的吸收速率与时间长短主要由破骨

细胞的活性和数量决定；破骨细胞是来源于单核巨

噬细胞系统，成熟的破骨细胞有多个细胞核，细胞质

中有大量的线粒体、高尔基体、溶酶体等特点，成熟

破骨细胞不能进行有丝分裂，寿命约为14d左

右扣⋯。目前破骨细胞的培养方法主要有两种：①四

肢长骨机械分离法：采用酶消化法分离提取动物四

肢长骨的成熟破骨细胞，分离的破骨细胞骨吸收活

性大，但数量较小，难以大量使用；②破骨样细胞诱

导培养法：采用RANKL、M—CSF等诱导单核细胞为

成熟的破骨样细胞，诱导得到的破骨样细胞数量较

多，但骨吸收活性稍弱‘94“。由于本实验需要大量

的破骨细胞，因此采用了100 ng／mL RANKL诱导

RAw264．7细胞株为成熟的破骨细胞，经破骨细胞

特异性的TRAP染色和骨吸收功能成功的进行了鉴

定，已有大量文献证明¨⋯1单独100 ng／mL的

RANKL即可诱导出成熟的破骨细胞。

褐藻糖胶是目前研究最多的非哺乳动物来源

的，具有生物学活性的硫酸化多糖，主要存在于藻类
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和棘皮动物中。褐藻糖胶又称岩藻聚糖、岩藻聚糖

硫酸酯、褐藻多糖硫酸酯，是从褐藻中提取的一类硫

酸多糖，主要位于褐藻的细胞壁基质中，占褐藻细胞

壁干重的40％以上，是藻体维持体内湿度、防止体

表干燥和保护其免受损伤的一种成分，为褐藻利用

光能所必需。大量研究已表明褐藻糖胶具有广泛的

生物学活性，如具有调节血脂、抗肿瘤、抗病毒、抗凝

血、抗氧化、调节免疫和保护肾脏等作用。1“。

已经有报道‘16。采用含有褐藻糖胶的骨支架，可

以诱导成骨性，但褐藻糖胶对破骨细胞的影响尚未

见报道。通过我们的实验对TRAP(+)细胞计数发

现LMwF可以减少RANKL诱导成熟破骨细胞的数

量；应用扫描电子电镜对薄骨片骨吸收陷窝扫描发

现LMWF可以抑制破骨细胞的骨吸收功能，骨吸收

陷窝数量与骨吸收面积显著减少。提示LMWF不

仅可以促进成骨细胞的分化、增值。同时能抑制破

骨细胞的数量及骨吸收功能。

吖啶橙染色发现LMwF组的破骨细胞细胞核

变小，染色质不均匀，细胞核着色较深，提示LMWF

组的破骨细胞凋亡率明显高于正常对照组的破骨细

胞；流式细胞术Annexin V与PI双染得出LMwF组

早期凋亡破骨细胞明显高于正常对照组，而中晚期

凋亡细胞和坏死细胞与正常对照组无差异，提示

LMwF具有促进破骨细胞的凋亡的作用。

caspase家族是一组半胱氨酸天门冬氨酸蛋白

酶，在细胞凋亡的启动和完成中起重要作用，是细胞

凋亡的执行者，决定了细胞凋亡的形态学改变和生

物化学改变。caspase的活化途径有两条：一条途径

是由死亡受体如Fas或TNFR介导的。另一条途径

由很多的促凋亡信号(如Bax)集中在线粒体水平，

使细胞色素c从线粒体释放到细胞质中，与Apaf．1

(印optosis protease acticating factor-1))结合，进而激

活Caspase．9，三者共同组成一个重要的效应

caspase的激活因子，接着逐步活化caspase．3和

Caspase一6、Caspase一7，产生Caspase的级联放大反

应¨“”1。Caspase一3处于凋亡Caspase级联反应的下

游，是最重要的效应型caspase。caspase一3是多种凋

亡刺激信号传递的汇聚点，是细胞凋亡性死亡的最

终执行者，Caspase一3的活化说明凋亡进人不可逆阶

段口⋯。本实验研究发现LMwF可以明显提高破骨

细胞Caspase一3的活性，促进破骨细胞的凋亡。

凋亡相关基因中的BcL．2家族是细胞凋亡的

关键调节因子，由抗凋亡和促凋亡成员协同作用，发

挥着细胞凋亡开关的作用。BCL．2是B细胞淋巴

瘤／白血病2基因的缩写，能抑制细胞凋亡，其作用

机制为：①抑制氧自由基；②影响细胞内细胞器的

ca2+内流；③干扰细胞色素C的释放而阻断caspase

蛋白酶的激活，抑制细胞凋亡；④影响其他诱导凋亡

的基因，如BCL一2可抑制p53、c—myc诱发的细胞凋

亡。2“。BAx即BCL．2相关的x蛋白，可促进细胞

凋亡，BAx基因的表达并不立即导致细胞凋亡，而

是仅在细胞接受死亡信号之后BAx才可以开始发

挥作用，通过抑制BCL一2的作用而导致细胞凋亡。

BAx可以同BCL．2形成异二聚体，使后者丧失抑制

凋亡的作用，从而导致细胞凋亡的发生‘2“。研究发

现细胞凋亡的发生与BcL．2／BAx比值有关，比值降

低有利于破骨细胞发生凋亡‘2“。BcL．2／BAx降低，

可引起线粒体膜电位的改变，进一步激活Caspase一3

诱导细胞发生凋亡。BCL一2／BAX的相互抑制关系

是细胞死亡的细胞内检测点。在正常情况下，BcL一

2和BAX在细胞内保持平衡。如果BCL．2相对量

高于BAx，则促进形成BCL-2／BAx异二聚体，并使

BCL．2同二聚体的量增多，从而抑制细胞凋亡；如果

BAx相对量高于BCL．2，则BAx同二聚体的量增

多，并抑制形成BcL一2／BAx异二聚体，从而促进细

胞凋亡。2⋯。本实验PcR结果发现，LMwF可以可

下调Bcl．2基因的表达，上调BAx基因的表达，导致

BcL一2／BAx比值降低，这可以促进了线粒体膜的通

透性的下降，导致细胞色素c等促细胞凋亡因子向

细胞质的释放，最终激活caspase．3诱导细胞发生凋

亡。

综上所述，本课题组认为，低分子量褐藻糖胶可

以抑制破骨细胞的活性与骨吸收功能，促进破骨细

胞的凋亡，其机制与线粒体凋亡途径密切相关。本

研究发现了褐藻糖胶在骨科中的用途，为海洋医药

在骨科中的应用提供了基础理论。
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我刊在2016年第22卷第4期刊发的文章《骨质疏松症“病本在脾，以阴阳两虚为要”之见探讨》的第5

作者范文强应为苑文强，特此更正。
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