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补肾方含药血清处理的大鼠成骨细胞ｍｉＲＮＡ差异表达
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［摘要］目的　筛选补肾方含药血清干预的大鼠成骨细胞中差异表达的ｍｉＲＮＡ，为补肾方治疗骨质疏松症提

供可供选择的目标ｍｉＲＮＡ，以探讨其通过调控靶基因表达发挥治疗效应的机制。方法　经细胞性状鉴定的

原代大鼠成骨细胞用含药血清干预，采用ｍｉＲＮＡ芯片检测补肾方含药血清干预３ｄ与干预１ｄ的成骨细胞

ｍｉＲＮＡ表达水平，并挑选差异表达２倍以上的ｍｉＲＮＡ进行定量ＰＣＲ验证。结果　培养的原代细胞具有

典型的成骨细胞性状特征。与对照血清相比，补肾方含药血清干预３ｄ的成骨细胞共有２４个２倍以上表达

差异的ｍｉＲＮＡ，其中上调的１６个，下调的８个。差异表达２倍以上的ｍｉＲＮＡ定量ＰＣＲ结果与芯片数据一

致。结论　补肾方通过成骨细胞中差异表达的ｍｉＲＮＡ调控靶基因改善骨质疏松症。
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　　中医药学在防治骨质疏松症（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，

ＯＰ）方面历史悠久，同时对ＯＰ伴发的慢性疼痛、心

悸失眠、抑郁、不良情绪、新陈代谢紊乱等一系列临

床综合征的治疗均有一定疗效。同济大学附属杨浦

医院老年科在中医“肾藏精，主骨生髓”理论指导下，

根据“血瘀”“肾虚”证候，采用熟地黄、菟丝子、牛膝、

龟板胶、鹿角胶、山药、山茱萸、枸杞子、淫羊藿和女

贞子１０味中药配伍研制了补肾方（由上海荣庆堂药

店煎制加工成汤剂），长期施用于临床 ＯＰ患者，在

改善中老年ＯＰ患者症状，增加骨密度方面取得了

较好的疗效［１］。

由于补肾方成分复杂多样，其改善骨质疏松症

的分子机制尚未明确。微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，

ｍｉＲＮＡ）是一类广泛分布于真核生物中的具有调控

基因表达作用的非编码的小分子ＲＮＡ，长度为１８～

２５个核苷酸。ｍｉＲＮＡ 具有最广泛的基因调节功

能，它能对生长、分化、凋亡及应激反应各个基因活

动层面进行调节，同时参与早期胚胎发育、细胞增

殖、细胞凋亡、细胞死亡、脂肪代谢、干细胞分化等重

要生命进程［２］。本研究采用ｍｉＲＮＡ芯片研究补肾

方含药血清干预大鼠成骨细胞后ｍｉＲＮＡ的表达变

化，探讨ｍｉＲＮＡ与ＯＰ发生的关系，为补肾方治疗

ＯＰ的分子机制提供依据。
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１　材料和方法

１．１　大鼠成骨细胞培养　１～５日龄ＳＤ大鼠乳鼠

［上海第二军医大学动物实验中心提供，实验动物生

产许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１２０００３］２０只，无菌分

离颅盖骨，０．２５％胰酶３７℃消化３０ｍｉｎ，以消化去

除骨表面组织细胞；再转入２ｍｇ／ｍＬ的Ⅰ型胶原酶

中，剪碎，３７℃继续消化２ｈ，用ＰＢＳ洗１次，去除Ⅰ

型胶原酶，以低糖ＤＭＥＭ 培养液重悬细胞，过１００

μｍ细胞滤网。细胞悬液补充含１０％胎牛血清、１００

Ｕ／ｍＬ青霉素、１００ｍｇ／Ｌ链霉素的低糖ＤＭＥＭ 培

养液，培养于含５％ＣＯ２ 饱和湿度的３７℃的培养箱

内。６ｈ后换液，以后每２ｄ换液１次。７ｄ后行苏

木精伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色。

１．２　成骨细胞鉴定

１．２．１　碱性磷酸酶细胞化学染色　培养１０ｄ的原

代细胞用４％多聚甲醛室温固定１０ｍｉｎ，蒸馏水清

洗２次，按照 ＶｅｃｔｏｒＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司（美国）的

Ｖｅｃｔｏｒｂｌｕｅａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｓｕｂｓｔｒａｔｅ（蓝色碱

性磷酸酶底物）试剂盒说明书进行染色，显微镜下

检测。

１．２．２　茜素红染色　培养１４ｄ的原代细胞用９５％

乙醇室温固定１５ｍｉｎ，蒸馏水洗后，用０．１％茜素红

染液于３７℃染色３０ｍｉｎ，蒸馏水洗去浮色后，显微

镜下检测。

１．２．３　Ⅰ型胶原免疫荧光染色　细胞爬片与免疫

荧光染色方法依本项目已建立的方法［１］执行，其中

Ⅰ型胶原兔抗大鼠一抗用ＰＢＳ按１∶５００稀释。

１．３　ｍｉＲＮＡ芯片分析　含药血清干预成骨细胞、

细胞ＲＮＡ制备与定量参照本项目已建立的方法
［１］

１７
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执行。ＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘＧｅｎｅＣｈｉｐｍｉＲＮＡ４．０Ａｒｒａｙ芯

片的标记、杂交按照 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ公司 ｍｉＲＮＡ芯片

试剂盒说明书进行。采用Ｐａｒｔｅｋ软件完成各组芯

片表达数据的比较。

１．４　ｍｉＲＮＡ表达的定量ＰＣＲ验证　从上调或下

调４倍以上差异表达的 ｍｉＲＮＡ中各挑选一个（上

调的ｍｉＲＮＡ选择ｒｎｏｍｉＲ２１２，下调的 ｍｉＲＮＡ选

择ｒｎｏｍｉＲ２８）进行验证，Ｕ６ｓｎＲＮＡ 设为内参基

因。引物为广东省广州市锐博生物科技有限公司产

品，ｒｎｏｍｉＲ２１２ 引物编号为 ｍｉＲＱ００００８８３１１，

ｒｎｏｍｉＲ３２２引物编号为 ｍｉＲＱ０００１６１９１１，Ｕ６引

物编号为 ＭＱＰ０２０２，采用该公司的 ＢｕｌｇｅＬｏｏｐ

ｍｉＲＮＡｑＲＴＰＣＲ引物试剂盒完成ＰＣＲ反应，反应

条件依产品说明书进行。

１．５　统计学方法　使用ＳＡＳ４．０软件对数据进行

统计分析。连续型变量以“均数±标准差（珚狓±狊）”表

示。两组均数比较采用独立样本狋检验。犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　大鼠成骨细胞原代培养的活细胞观察　大鼠

原代成骨细胞培养７２ｈ后呈多形性（图１Ａ），有较

多突起。ＨＥ染色显示细胞核内有１～２个核仁（图

１Ｂ）。

图１　大鼠原代成骨细胞（Ａ）和ＨＥ染色的原代成骨细胞（Ｂ）

２．２　成骨细胞性状鉴定　碱性磷酸酶染色可见细

胞呈现深蓝色（图２Ａ）；茜素红染色可见胞内沉积钙

与茜素红反应，得到红染阳性结果，可见矿化结节形

成（图２Ｂ）；Ⅰ型胶原免疫荧光法染色可见胞质中呈

现红色（红色荧光通道示Ⅰ型胶原，蓝色荧光通道示

胞核，明场示细胞轮廓融合），为强阳性反应（图

２Ｃ）。

２．３　ｍｉＲＮＡ芯片分析　分别将补肾方含药血清

或对照血清干预成骨细胞１ｄ和３ｄ，得到ｍｉＲＮＡ，

分别杂交２张芯片。采用Ｐａｒｔｅｋ软件进行主成分

分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ），结果（见

图３）显示，补肾方含药血清处理成骨细胞１ｄ的２

张芯片（蓝点）之间重复样本数据的均一性较好，与

补肾方含药血清处理成骨细胞３ｄ芯片数据（红点，

均一性好）之间差异较大。而对照血清处理成骨细

胞１ｄ的２张芯片（蓝圈，均一性好）与处理３ｄ的芯

片（红圈，均一性好）之间差异较小。提示实验设计

较为合理。

图２　碱性磷酸酶染色的

成骨细胞（Ａ）、茜红素染色

的成骨细胞（Ｂ）和Ⅰ型胶原

免疫荧光法染色的

成骨细胞（Ｃ）

　　图４为ｍｉＲＮＡ芯片数据差异表达的火山图（狓

轴示数据组比较后表达差异倍数变化的ｌｏｇ２ 转换

值，狔轴示数据组间狋检验分析得到的犘 值的负常

用对数值），提示补肾方含药血清处理组与对照血清

处理组数据经比较后存在２倍以上上调或下调表达

的基因，且这种差异有统计学意义。

图５为 ｍｉＲＮＡ差异表达的聚类分析，其中红

色代表ｍｉＲＮＡ表达升高，蓝色代表ｍｉＲＮＡ表达降

低，绿色表示表达无变化。根据上调或下调２倍以

上和犘＜０．０５的标准，得到１６个上调ｍｉＲＮＡ和８

个下调ｍｉＲＮＡ。

图３　补肾方含药血清处理的成骨细胞ｍｉＲＮＡ

表达谱的主成分分析

２．４　定量ＰＣＲ验证　根据 ｍｉＲＮＡ 芯片分析结

果，在补肾方含药血清或对照血清处理成骨细胞１ｄ

或３ｄ后，分别用ｒｎｏｍｉＲ２１２和ｒｎｏｍｉＲ３２２的上

下游引物检测两种 ｍｉＲＮＡ的转录表达水平。图６

结果显示，ｒｎｏｍｉＲ２１２在补肾方含药血清处理成

２７
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骨细胞３ｄ后的转录表达水平是１ｄ的４．１５倍

（犘＝０．０００３，狋＝２０．５６），ｒｎｏｍｉＲ３２２在补肾方含

药血清处理成骨细胞３ｄ后的转录表达水平是１ｄ

的０．１９倍（犘＝０．０００１，狋＝８７．８１）。结果提示与

ｍｉＲＮＡ芯片差异变化趋势基本吻合，芯片结果

可信。

图４　ｍｉＲＮＡ芯片数据差异表达的火山图

图５　ｍｉＲＮＡ芯片数据的聚类分析结果

图６　定量ＰＣＲ验证补肾方含药血清处理的成骨细胞

ｍｉＲＮＡ的差异表达水平（珚狓±狊，狀＝３）

３　讨论

临床观察显示，补肾方可明显改善中老年骨质

疏松症。由于其成分复杂，以多靶点、多环节发挥作

用见长。根据“全方→拆方→单味药有效成分→药

物成分”的中药复方霰弹理论研究方法［３］，课题组分

析认为，补肾方中熟地黄为补肾的经典中药，具有补

血滋阴、益精填髓的作用。主治肝肾阴虚、腰膝酸

软、骨蒸潮热、盗汗遗精、内热消渴、血虚萎黄、心悸

怔忡、月经不调、崩漏下血、眩晕耳鸣、须发早白。在

临床治疗骨质疏松症验方中高频出现，梓醇、益母草

苷、地黄苷Ａ、地黄苷Ｄ为其主要有效成分
［４］。牛

膝补肝肾、强筋骨、利尿通淋、逐瘀通经、引血下

行。主治腰膝酸痛、筋骨无力、淋证、水肿、头痛、

眩晕。其总皂苷、脱皮甾酮可促进成骨细胞增

殖［５］。龟板胶主要成分为骨原胶，可滋补肝肾之

阴，具有填精补髓之功，可促进骨髓间充质干细

胞增殖［６］。鹿角胶生精补髓、养血益阳、强筋健

骨、散寒止痛［７］。淫羊藿为补骨壮阳中药，可抑

制骨髓间充质干细胞的成脂分化，其黄酮类植物

雌激素成分（如淫羊藿总黄酮、淫羊藿苷）是淫羊

藿发挥抗骨质疏松症药理作用的主要有效成分。

女贞子具有扶正固本、滋补肝肾、明目乌发之功

效，含有１００多种化合物，其中萜类（如齐墩果

酸、熊果酸）、黄酮类是抗骨质疏松作用的主要成

分［８］。山药中薯蓣皂苷元有利于成骨细胞的增

殖和分化［９］。山茱萸为滋阴益肾中药，山茱萸总

苷可有效抑制骨丢失，保存骨量［１０］。枸杞子滋补

肝肾，益 精 明 目，枸 杞 多 糖 为 其 主 要 活 性 成

分［１１］。菟丝子温肾益精、养肝明目，菟丝子黄酮

为其主要有效成分，可抑制骨量丢失，改善骨密

度［１２］。

为进一步探讨补肾方治疗骨质疏松症的作用机

制，本研究用补肾方含药血清干预原代培养的成骨

细胞，通过 ｍｉＲＮＡ 芯片分析筛选出差异表达的

ｍｉＲＮＡ，以期通过预测 ｍｉＲＮＡ作用的靶基因及其

参与的信号通路调节来理解补肾方通过 ｍｉＲＮＡ调

控靶基因的表达进而发挥治病效应。

ＺＨＡＯ等研究
［１３］显示，与骨形成信号通路有关

的ｍｉＲＮＡ主要有：Ｗｎｔ骨形成通路中的 ｍｉＲ３３５

５ｐ（Ｗｎｔ通路中降低ＤＫＫＫ１抑制因子水平，增强

Ｗｎｔ信号）、ｍｉＲ２１８（抑制ＤＫＫＫ１和ＳＯＳＴ，增强

Ｗｎｔ通路）、ｍｉＲｌｅｔ７ｆ（调节 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ活性），

ＢＭＰ骨分化通路中 ｍｉＲ２０ａ（负向调节ＢＭＰ通路

中抑制因子 Ｂａｍｂｉ和 Ｃｒｉｍ１的表达，通过减少

ＰＰＡＲγ的表达降低软骨形成，增强ＢＭＰ２、ＢＭＰ４、

Ｒｕｎｘ２、Ｏｓｘ／Ｓｐ７、Ｏｃｎ和Ｏｐｎ的表达促进骨形成）、

ｍｉＲ３９６０、ｍｉＲ３７０、ｍｉＲ１７，Ｒｕｎｘ２骨矿化通路中

ｍｉＲ１４０（抑制Ｒｕｎｘ２通路中转录因子 ＨＤＡＣ４表

达，促进软骨细胞和成骨细胞发育），Ｏｓｔｅｒｉｘ（Ｏｓｘ）

骨矿化通路（Ｒｕｎｘ２下游）中 ｍｉＲ１４５和 ｍｉＲ１４３

３７
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与ｋｌｆ４和Ｏｓｘ构成的反馈回路，Ｎｏｔｃｈ细胞接触通

路中ｍｉＲ３４ｃ（骨稳态中调节成骨细胞发生），ＦｏｘＯ

氧化应激通路（诱导年龄相关的骨丢失）中ｍｉＲ１８２

（过表达可促进成骨细胞凋亡，抑制成骨细胞分化）。

本研究用补肾方含药血清或对照血清分别干预

经细胞性状鉴定过的成骨细胞，经 ｍｉＲＮＡ芯片筛

选，获得２倍以上表达变化的 ｍｉＲＮＡ共计２４个，

其中上调的１６个，下调的８个。分别从上调或下调

２倍以上的 ｍｉＲＮＡ 中各选１个行荧光定量 ＲＴ

ＰＣＲ验证，提示芯片数据结果可信。

本研究中，１６个表达水平上调２倍以上的ｍｉＲＮＡ

是ｒｎｏｍｉＲ２９６、２１、２１８ａ、１４５、４９７、１４６、１３０６、３１ｂ、

１２８２、２０４、４４９ａ、２８、２１２、２６ｂ、１３２、和３４１。这

些上调表达的ｍｉＲＮＡ与前述提到的骨形成通路中

ｍｉＲＮＡ不同，可能为补肾方所特别激发的。

下一步工作将预测差异表达 ｍｉＲＮＡ 的靶基

因，在成骨细胞模型上研究 ｍｉＲＮＡ干预对靶基因

表达的影响，探索补肾方通过干预 ｍｉＲＮＡ调节靶

基因表达在骨发育、骨形态发生、骨吸收中的分子作

用机制。
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希望Ⅱ号对被动吸烟小鼠心脏的保护作用

张　睿１，彭金娥１，王　湘１，冯玄烨１，刘琳琳１，戴　宁１，冯丽莉１，孙　燕１，赵　欣２，蔡大勇２，王癑琦１

（１．北京中医药大学中医学院，北京　１０００２９；２．中国医学科学院药用植物研究所，北京　１００１９３）

［摘要］目的　观察希望Ⅱ号对被动吸烟小鼠心脏的保护作用，并探究其作用机制。方法　将７２只雄性昆明

种小鼠随机分为６组，分别为对照组，模型组，阳性药组，希望Ⅱ号低、中、高剂量组。对照组暴露于实验室空

气中，模型组每日暴露于香烟烟雾３ｈ，持续４５ｄ，至第１６天开始给药，第４５天处死小鼠，分离心脏。检测心

脏丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）含量，总超氧化物歧化酶（ｔｏｔａｌｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＴＳＯＤ）、铜锌超

氧化物歧化酶（ｃｏｐｐｅｒｚｉｎｃｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＣｕＺｎＳＯＤ）、髓过氧化物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）活

性。进行心脏组织形态学观察，计算心脏胶原纤维面积比，采用免疫组织化学法检测心脏转化生长因子β１

（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ１，ＴＧＦβ１）表达水平。结果　与对照组比较，模型组ＣｕＺｎＳＯＤ、ＴＳＯＤ

活性显著降低（犘＜０．０５），ＭＰＯ活性和 ＭＤＡ含量显著升高（犘＜０．０５），心肌纤维比显著增加（犘＜０．０５），

心脏ＴＧＦβ１ 表达水平显著升高（犘＜０．０５）。与模型组比较，希望Ⅱ号低、中、高剂量组ＣｕＺｎＳＯＤ、ＴＳＯＤ

活性显著升高（犘＜０．０５），ＭＰＯ活性、ＭＤＡ含量、心肌纤维比、心脏ＴＧＦβ１ 表达水平显著降低（犘＜０．０５）。

结论　希望Ⅱ号对被动吸烟小鼠心脏的保护作用与调节心脏氧化应激反应有关。

［关键词］希望Ⅱ号；被动吸烟；心肌损伤；抗氧化酶；氧化应激反应；转化生长因子β１

［中图分类号］Ｒ２８５．５　［ＤＯＩ］１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．２０９５７２４６．２０１７．０４．０２２

　　据 ＷＨＯ统计，中国是世界最大的香烟生产国

和消费国，烟民超过３亿人，被动吸烟者约有７．４亿

人［１］。香烟经燃烧后形成固体小颗粒，可使封闭环

境的ＰＭ２．５显著上升，其在空气中含量浓度越高，

就代表空气污染越严重［２］。由空气污染（包括接触

二手烟草烟雾）造成的非传染性疾病死亡人数目前

高达８２０万人
［３］。二手烟暴露情况十分严重，每年

中国由二手烟所导致的死亡人数估计为１０万人

次［４］。然而，人们对被动吸烟，即吸二手烟的重视程

度并不够。中国人群二手烟暴露率呈现上升趋

势［５］，因此，研究被动吸烟具有社会意义，又因被动

吸烟与心脏病发生直接相关，故研究被动吸烟损伤

心脏的机制具有科学意义。

希望Ⅱ号由《太平惠民和剂局方》中预知子圆衍

化而来［６］，具有补益精血、滋阴填精的功效。本研究
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以小鼠暴露于香烟烟雾中复制被动吸烟模型，探究

希望Ⅱ号防止心肌损伤的作用机制。

１　材料

１．１　动物及分组　健康雄性昆明小鼠［北京市维通

利华实验动物技术有限公司，实验动物生产许可证

号：ＳＣＸＫ（京）２０１４０００６］７２只，体质量１８～２０ｇ。

动物饲养于清洁级动物房，自然光照，室温２０～

２６℃，湿度４０％～７０％，自由摄食、饮水。

１．２　主要设备　ＭＫ３型酶标仪：赛默飞世尔（上

海）仪器有限公司；ＳｌｅｅＭＰＳ／Ｐ２型包埋机：德国

ＳＬＥＥ公司；ＲＭ２２４５型切片机：德国Ｌｅｉｃａ；全自动

数字切片扫描系统ＫＦＰＲＯ００５型：宁波江丰生物

信息技术有限公司；自制有机玻璃烟草烟雾暴露箱

（６０ｃｍ×５０ｃｍ×４０ｃｍ），上端密封，侧面开通风口。

１．３　试剂药品　希望Ⅱ号（由枸杞子和黄精按质量

比２∶１组成）：北京中医药大学中医学院中医药基础

理论与关键技术研究中心提供；大前门牌香烟：焦油

含量１１ｍｇ，烟气碱含量０．８ｍｇ，烟气中一氧化碳

含量１３ｍｇ，上海烟草集团有限公司；原花青素：每
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