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异槲皮苷对成骨细胞分化及 HDAC1 和 Runx2 表达的影响

季泽娟，张春旭，郭占豪，刘方娜，刘鑫

(郑州儿童医院骨科，郑州 450000)

[摘　要] 目的：探讨异槲皮苷对成骨细胞分化及对HDAC1和Runx2表达情况的影响。方法：不同浓度梯度

异槲皮苷(1×10−8，1×10−7，1×10−6，1×10−5 mol/L)连续处理MC3T3-E1细胞系，在作用第3天，借

助qRT-PCR技术对MC3T3-E1细胞系中I型胶原蛋白(type 1 collagen，Col 1)、碱性磷酸酶(alkaline 

phosphatase，ALP)及骨桥蛋白(osteopontin，OPN)的表达进行检测，并对骨细胞分化关键酶ALP

的活性和骨钙的形成进行检测，以评估成骨细胞的分化程度。通过qRT-PCR技术检测MC3T3-E1细

胞中HDAC1及Runx2的表达水平。结果：异槲皮苷能促进成骨细胞MC3T3-E1中Col 1，ALP及OPN

的上调表达，且差异具有统计学意义(P<0.05)，并且呈现出一定的剂量效应。异槲皮苷诱导时，

成骨细胞分化过程中ALP活性显著增强，骨钙形成明显增加。在1×10−6 mol/L异槲皮苷作用下，成

骨细胞系中HDAC1 mRNA和蛋白水平均显著下调(P<0.05)，而Runx2 mRNA和蛋白水平均明显上

调(P<0.05)。结论：异槲皮苷可能通过下调HDAC1表达、促进Runx2表达，有效地促进成骨细胞分

化，为异槲皮苷应用于治疗骨质损伤类疾病提供新的依据。
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Effect of isoquercetin on osteoblast differentiation and 
expression level of HDAC1 and Runx2
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Abstract Objective: To explore effect of the isoquercetin on osteoblast differentiation and expression level of HDAC1 and 

Runx2. Methods: The type 1 collagen (Col1), alkaline phosphatase (ALP) and osteopontin (OPN) expression 

level in MC3T3-E1 cells was detected by using qRT-PCR after treated with 1×10−8, 1×10−7, 1×10−6, 1×10−5 mol/L 

isoquercetin. The ALP activity was assayed using ALP detection kit. Mineralization of MC3T3-E1 was evaluated by 

Alizarin red staining. What’s more, the mRNA levels of HDAC1 and Runx2 in MC3T3-E1 cells were observed by 

using qRT-PCR post-treatment by 1×10−8, 1×10−7, 1×10−6, 1×10−5 mol/L isoquercetin. Results: The Col 1, ALP and 

OPN expression level turned significantly higher after treated with 1×10−8, 1×10−7, 1×10−6, 1×10−5 mol/L isoquercetin 

(P<0.05). There was a certain dose effect between them. As the same, the ALP activity and mineralization of 
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骨质疏松症是近年来严重威胁人类健康的疾

病之一，是一种以单位体积内骨组织量减少为特

点的代谢性骨质病变 [ 1 ]。成骨细胞是负责参与骨

形成过程的重要功能细胞，对于维持骨组织中代

谢平衡和修复骨组织损伤发挥重要作用。已有报

道 [2-3]发现：异槲皮苷是杜仲叶等中药治疗骨质疾

病的关键成分，能够有效促进成骨细胞增殖、分

化，但是对于具体的作用机制少有报道。研究 [4-5]

发现：Runx2作为成骨细胞分化的一种特异性转录

因子，已被证明能促进成骨细胞的分化，在成骨

细胞分化和骨基质蛋白的产生过程中具有重要的

作用。组蛋白去乙酰化酶( hi stone deacet y lases，

H D A C s) 通过催化组蛋白去乙酰化，影响组蛋白

与 D N A 序 列 的 亲 和 性 ， 从 而 影 响 基 因 表 达 [ 6 - 7 ]。

研究 [8]发现机械刺激通过HDAC1调节人骨髓基质

细胞的成骨分化。抑制组蛋白脱乙酰酶活性能增

强人牙周膜细胞的成骨分化 [ 9 ]。有研究 [ 1 0 - 1 1 ]发现

H DAC1和R unx2共同参与调节成骨细胞分化过程

中关键基因的表达。本研究拟利用不同浓度梯度

的异槲皮苷作用于MC3T3-E1细胞系，对骨细胞分

化过程中特异表达的相关基因的表达水平及关键

酶的活性进行检测，同时检测两种成骨细胞分化

相关因子H DAC1和R u nx2的表达水平，从而试图

揭示异槲皮苷对成骨细胞分化的影响及具体作用

机制。

1  材料与方法

1.1  材料

MC3T3-E1细胞系购自中国协和细胞库；异槲

皮苷购自上海麦克林生化科技有限公司，α-ME M
培养基、青霉素、链霉素和标准胎牛血清购自美

国Hyclone公司；0.25%胰蛋白酶、DMSO、β-甘油

磷酸、L -抗坏血酸、茜西红试剂、抗体等购自美

国Sigma公司；碱性磷酸酶试剂盒、BCA蛋白浓度

测定试剂盒均购自碧云天公司；反转录试剂盒、

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis试剂盒购

自Roche公司；AceQ qPCR SYBR® Green Master Mix

购自南京Vazy me生物科技有限公司；引物均在上

海生工生物股份有限公司合成。 CO 2细胞培养箱

购自德国Heraeus公司；核酸蛋白检测仪购自德国

Eppendor f公司；荧光定量定量PCR仪、El x800酶

标 仪 购 自 美 国 B i o - R a d 公 司 ； 超 纯 水 仪 购 自 法 国

MILLI-Q公司；KS-600超声细胞破碎机购自宁波科

生仪器厂等。

 
1.2  药物溶液配制

1)异槲皮苷溶液：首先用DMSO溶解异槲皮苷，

配成10 g/L的溶液作为母液，之后用α-MEM培养基

梯度稀释得到1×10−8，1×10−7，1×10−6，1×10−5 mol/L 
的异槲皮苷溶液。2 )成骨细胞诱导液：分别称取 
5  mg / L抗坏血酸和1 0 8 . 2  mg的β -磷酸甘油，溶于

100 mL α-MEM培养基配制成50 μg/mL L-抗坏血酸

和10−8 moL β-磷酸甘油，用0.22 µm滤膜过滤灭菌，

4 ℃保存。

1.3  细胞系的培养及诱导

1 ) 细胞的培养：小鼠 M C 3 T 3 - E 1 细胞系在含

有1 0 %胎牛血清的α - M E M培养基中进行培养，加

入 1 0 0  m g / m L 链霉素和 1 0 0  U / m L 青霉素避免细

菌 污 染 ， 置 于 C O 2培 养 箱 中 ( 5 %  C O 2， 3 7  ℃ ) 进

行培养。2  d换一次培养液，3 ~ 4  d传代一次，无

菌操作，避免污染。2 )细胞的诱导：用1 × 1 0 − 8，

1×10−7，1×10−6，1×10−5 mol/L的异槲皮苷溶液处理

细胞，用成骨细胞诱导液处理细胞作为阳性对照

组(OS)，DMSO处理细胞作为空白对照组(Cont)。

1.4  RNA 提取和 qRT-PCR 引物设计

首 先 在 不 同 浓 度 的 异 槲 皮 苷 溶 液 诱 导 处 理

3 d后，收集MC3T3-E1细胞用胰蛋白酶消化，然

后按照T R Izo l试剂盒提供的方法提取组织中的总

RNA；并检测所取RNA样品的OD260/280均在1.8~2.0
之间。按照R NA反转试剂盒操作说明以所得R NA
作模板反转录合成 c D N A 并检测其浓度，以作为

后 续 q RT- P C R 反 应 体 系 的 模 板 。 根 据 I 型 胶 原 蛋

白(t y pe 1 col lagen，Col1)，碱性磷酸酶(a l k a l i n e 

MC3T3-E1 was higher post-exposure to the isoquercetin. HDAC1 in the MC3T3-E1 cells had lower expression level 

after treated with the isoquercetin (P<0.05). However, Runx2 in the MC3T3-E1 cells had higher expression level after 

exposed to the isoquercetin (P<0.05). Conclusion: The isoquercetin can promote the expression of Runx2 through 

inhibiting the expression of HDAC1, in order to improve the differentiation of osteoblast. The results provide a new 

theoretical basis for the application of isoquercetin in the treatment of osteoporosis.

Keywords isoquercetin; osteoblast differentiation; type 1 collagen; alkaline phosphatase; HDAC1; Runx2
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p h o s p h a t a s e ， A L P ) ，骨桥蛋白 (o s t e o p o n t i n ，
OPN)，HDAC1及Runx2及内参基因GAPDH的序列，

利用Primer Premier设计引物，如表1所示。

1.5  qRT-PCR 检 测 Col 1，ALP，OPN，HDAC1 及

Runx2 mRNA 水平

对Col 1，ALP，OPN，HDAC1及Runx2 mRNA
水平的检测均在Bio-R ad荧光定量PCR仪上操作，

按照AceQ qPCR SYBR® Green Master Mix的使用说

明 ， 选 择 推 荐 的 体 系 进 行 扩 增 ， 反 应 体 积 ( 总 体

积10 µL)如下：50 ng/µL的cDNA 1 µL，正反向引

物(10 µmol/L)各0.4 µL，AceQ qPCR SYBR® Green 
Master Mix 5 µL，RNase-free水补足10 µL。反应条

件设置如下：95 ℃预变性3 min；95 ℃变性10 s；

60 ℃退火20 s；72 ℃延伸20 s；循环设置40个。构

建扩增标准曲线，结果显示扩增效率在0.95~1.1，

R 2≥0 . 9 8，表明扩增效率符合标准，且引物特异

性高。每个样品做3 次重复。根据2 − ∆ ∆ Ct方法，对

qRT-PCR的结果进行表达差异性分析。

1.6  ALP 酶活性检测

将 处 于 对 数 生 长 期 的 M C 3 T 3 - E 1 细 胞 用

胰 蛋 白 酶 ( 0 . 2 5 % ) 进 行 处 理 ， 用 α - M E M 培 养

基 稀 释 成 单 细 胞 悬 液 ， 细 胞 计 数 后 稀 释 至  
1 × 1 0 5个 / m L ， 按 每 孔 9 0 0  µ L 接 种 在 9 6 孔 培 养 板

中，培养至细胞贴壁( 2 4  h)后，吸出α - M E M培养

基 加 入 1 × 1 0 − 8， 1 × 1 0 − 7， 1 × 1 0 − 6， 1 × 1 0 − 5 m o l / L  
的 异 槲 皮 苷 溶 液 进 行 培 养 ， 每 个 梯 度 重 复  

3 次 ， 并 用 成 骨 细 胞 诱 导 液 处 理 细 胞 作 为 阳 性

对 照 组 ( O S ) ， D M S O 处 理 细 胞 作 为 空 白 对 照

组 ( C o n t ) 。 分 别 在 异 槲 皮 苷 诱 导 培 养 第 3 ， 5 天

时 ， 收 集 细 胞 进 行 破 碎 ， 先 按 照 B C A 蛋 白 浓 度

测 定 试 剂 盒 使 用 说 明 测 定 蛋 白 总 浓 度 ， 然 后 按

照碱性磷酸酶试剂盒使用说明对 M C 3 T 3 -E 1 细胞

A L P活性进行检测。

1.7  茜西红染色

在1×10−8，1×10−7，1×10−6，1×10−5 mol/L异槲皮

苷溶液诱导培养18 h时，收集MC3T3-E1细胞，70%
冰乙醇固定1 h，之后用蒸馏水冲洗。加入40 mmol/L 
的茜西红试剂，pH4.0，染色15 min，用蒸馏水洗

去多余试剂，观察成骨细胞的骨钙形成情况，采用

Image J对骨钙节形成量进行半定量分析。

1.8  Western 印迹检测 HDAC1 及 Runx2 蛋白表达

水平

分 别 提 取 各 组 细 胞 总 蛋 白 并 测 定 总 蛋 白 含

量，以G A P D H为内参，检测各组细胞中H DAC 1
及Runx2蛋白表达水平。采用Tanon系统拍照并对

HDAC1及Runx2蛋白相对表达量进行分析。

1.9  统计学处理

采 用 S P S S  1 9 . 0 软 件 进 行 统 计 学 分 析 ， 计

量 资 料 用 均 数 ± 标 准 差 ( x ± s ) 表 示 ， 基 因 表 达 的

差 异 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ， 两 组 间 比 较 采 用 
t检验，P<0.05表示差异具有统计学意义。

表 1 Col 1，ALP，OPN，HDAC1，Runx2 及 GAPDH 的引物序列

Table 1 Primers of Col 1, ALP, OPN, HDAC1, Runx2 and GAPDH for qRT-PCR

基因 正向引物 5’ → 3’ 反向引物 5’ → 3’

Col 1 GCGAAGGCAACAGTCGCT CTTGGTGGTTTTGTATTCGATGAC

ALP GCAGGATTGACCACGGACA TTCTGCTCATGGACGCCGTG

OPN GACCATGAGATTGGCAGTGATTTG TGATGTTCCAGGCTGGCTTTG

HDAC1 GCAGATCTGCCACCATGAGCTCCCAAGGCC GCGAATTCCTACAGGGGCGGCTCT

Runx2 GATGCTCTGTTTCTTTCTTTCAGG CTCCAGCATTTCATGGCTAGT

GAPDH GGGCATCTTGGGCTACAC GGTCCAGGGTTTCTTACTCC

2  结果

2.1  异槲皮苷能够促进成骨细胞的分化

1×10−8，1×10−7，1×10−6，1×10−5 mol/L浓度的

异槲皮苷都能够诱导成骨细胞分化特异基因Col1，
ALP及OPN的上调表达(P<0.05)。表明异槲皮苷能

促进成骨细胞的分化过程，且在1×10−5 mol/L时达

到最大的促进作用(图1)。进一步研究发现异槲皮
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图1 异槲皮苷对成骨细胞分化特异基因Col1，ALP及OPN表达水平的影响(n=3)

Figure 1 Effects of isoquercetin on expression of Col1, ALP and OPN in MC3T3 cells (n=3)

与空白对照组相比，*P<0.05；与1×10–8 mol/L组比较，&P<0.05；与1×10–7 mol/L组比较，#P<0.05；与1×10–6 mol/L 

组比较，§P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05; compared with the 1×10–8 mol/L group, &P<0.05; compared with the 1×10–7 mol/L group, 
#P<0.05; compared with the 1×10–6 mol/L group, §P<0.05.
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表2 异槲皮苷对ALP活性的影响(n=3，x±s)

Table 2 Effect of isoquercetin on ALP activity (n=3, x±s)

组别
D405 nm

诱导 3 d 后 诱导 5 d 后

异槲皮苷 /(mol·L−1)

1×10−8 3.512±0.662 5.937±0.197

1×10−7 3.532±0.345 5.987±0.307*&

1×10−6 3.438±0.857 6.553±0.161*&#

1×10−5 3.463±1.126 6.889±0.123*&#§

空白对照 3.629±0.217 5.326±0.218

阳性对照 3.582±0.327 6.483±0.251*

与空白对照组相比，*P<0.05；与1×10−8 mol/L组比较，&P<0.05；与1×10−7 mol/L组比较，#P<0.05；与1×10−6 mol/L组比

较，§P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05; compared with the 1×10−8 mol/L group, &P<0.05; compared with the 1×10−7 mol/L 

group, #P<0.05; compared with the 1×10−6 mol/L group, §P<0.05.

苷对成骨细胞的诱导作用与异槲皮苷的浓度呈现

一定的剂量效应，且在1×10−5 mol/L时作用最大。

2.2  异槲皮苷对 ALP 活性的影响

异槲皮苷溶液处理细胞3，5  d后，收集细胞

破 碎 处 理 后 ， 检 测 A L P 酶 活 。 结 果 显 示 ： 诱 导

3  d 后 ， 与 空 白 对 照 组 相 比 ， 各 浓 度 异 槲 皮 苷 对

M C 3 T 3细胞A L P活性无明显影响(P > 0 . 0 5 )；诱导  
5  d 后 ， 1 × 1 0 − 7， 1 × 1 0 − 6， 1 × 1 0 − 5  m o l / L 的 异 槲

皮 苷 处 理 引 起 M C 3 T 3 细 胞 中 A L P 活 性 显 著 增 加

( P < 0 . 0 5 )。当异槲皮苷浓度为1 × 1 0 − 5 m o l / L时，

对ALP活性的促进作用极为显著(P<0.01，表2)。

2.3  异槲皮苷对骨钙形成的影响

与 对 照 组 比 较 ， 1 × 1 0 − 8， 1 × 1 0 − 7， 1 × 1 0 − 6，

1 × 1 0 − 5 m o l / L异槲皮苷诱导细胞中骨钙形成增加 
(图2)，且异槲皮苷浓度越大，对成骨细胞中骨钙

形成越多。
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2.4  异槲皮苷能够促进成骨细胞分化过程中 Run x2

表达

与空白对照组比较，1×10−8，1×10−7，1×10−6，

1×10−5 mol/L异槲皮苷处理MC3T3细胞系，均使得

Runx2 mRNA和蛋白的表达水平显著上调，差异有

统计学意义(P<0.05，图3)，且随着异槲皮苷的浓

度的增加，Runx2表达呈现增加趋势。

2.5  异槲皮苷能够抑制成骨细胞分化过程中 HDAC1

表达

与对照组比较，1×10−6，1×10−5 mol/L异槲皮

苷处理MC3T3细胞使得细胞中HDAC1 mRNA和蛋

白的表达水平均显著下调，且差异具有统计学意

义(P<0.05，图4)。

图2 异槲皮苷对骨钙形成的影响(n=3)

Figure 2 Effects of isoquercitrin on bone calcium formation (n=3)

(A)茜西红染色观察钙结节形成；(B)骨钙形成半定量分析。与空白对照组相比，*P<0.05；与1×10−8 mol/L组比较，
&P<0.05；与1×10−7 mol/L组比较，#P<0.05；与1×10−6 mol/L组比较，§P<0.05。

(A) Mineralization nodes were detected by Alizarin Red S staining; (B) quantitative analysis of bone mineralization nodes. Compared 

with the control group, *P<0.05; compared with the 1×10−8 mol/L group, &P<0.05; compared with the 1×10−7 mol/L group, #P<0.05; 

compared with the 1×10−6 mol/L group, §P<0.05.

图3 异槲皮苷对成骨细胞分化特异基因Runx2表达水平的影响(n=3)

Figure 3 Effects of isoquercitrin on expression of Runx2 (n=3)

(A)异槲皮苷对成骨细胞Runx2 mRNA水平的影响；(B)异槲皮苷对成骨细胞Runx2蛋白水平的影响。与空白对照组相比，

*P<0.05；与1×10−8 mol/L组比较，&P<0.05；与1×10−7 mol/L组比较，#P<0.05；与1×10−6 mol/L组比较，§P<0.05。

(A) Effect of isoquercitrin on Runx2 mRNA level in osteoblasts; (B) Effects of isoquercitrin on Runx2 protein levels in osteoblasts.

Compared with the control group, *P<0.05; compared with the 1×10−8 mol/L group, &P<0.05; compared with the 1×10−7 mol/L group, 
#P<0.05; compared with the 1×10−6 mol/L group, §P<0.05.
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3  讨论

骨质疏松症是由多种原因引起的一组骨组织

病，多数骨质疏松是由于骨质吸收增多所引起，

临床变现为骨骼疼痛、易发生骨折[12-13]。成骨细胞

分化成熟过程中会逐步表达ALP，OPN及Col1等特

异性标志物[14-16]。到目前为止，已发现多种中药具

有促进成骨细胞分化的功效，在治疗骨质疏松症

中效果显著 [17]。异槲皮苷是许多治疗骨质疏松中

成药的主要功效成分，已有研究[2]表明：异槲皮苷

能够促进成骨相关基因ALP和Col1等的表达，从而

促进成骨细胞分化。本研究证实：异槲皮苷处理

成骨细胞后，成骨细胞分化相关基因Col1，ALP及

OPN表达水平显著上调，表明异槲皮苷能促进成

骨细胞的分化过程，且异槲皮苷对成骨细胞的诱

导作用和异槲皮苷的浓度呈现一定的剂量效应。

ALP活性是衡量成骨细胞分化程度的一个重要

指标 [18]。本研究发现：诱导3 d后，与空白对照组

相比，各浓度异槲皮苷处理后，MC3T3细胞系ALP
活性无明显变化；1×10 −7，1×10 −6，1×10 −5 mol/L
异槲皮苷诱导5 d后，MC3T3细胞系ALP活性显著

增加。成骨细胞中骨钙的形成也是反映成骨细胞

的成骨能力的一个重要指标 [ 1 9 - 2 0 ]。本研究结果发

现：异槲皮苷能促进成骨细胞分化过程中骨钙的

形成，表明异槲皮苷能够促进成骨细胞MC3T3的

分化。

同时，一系列转录因子，如Runx相关转录因子

等，也参与调控成骨细胞分化成熟过程[21]。Runx2
通常依赖染色质的结构变化及相关辅助因子共同调

节Runx2转录活性，影响成骨细胞分化过程[22-23]。本

研究发现，1×10−8，1×10−7，1×10−6，1×10−5 mol/L异

槲皮苷处理MC3T3细胞系，均使得Runx2的表达水

平显著上调。HDACs在成骨细胞分化中能够通过调

控Runx2等转录因子影响成骨细胞的分化[24]。Vishal
等 [25]发现HDAC通过抑制Runx2的活性影响成骨细

胞分化成熟。本研究发现：1×10−6，1×10−5 mol/L异

槲皮苷处理后，成骨细胞中HDAC1表达水平显著降

低，表明异槲皮苷抑制HDAC1表达，促进Runx2表

达，促进成骨细胞的分化。

综上所述，异槲皮苷处理细胞后，细胞系中

HDAC1表达水平显著下调，Runx2表达水平显著上

调，表明异槲皮苷通过下调HDAC1、上调Runx2发

挥对成骨细胞分化的促进作用。然而在异槲皮苷

促进成骨分化过程中，HDAC1与Runx2如何相互作

用，以及二者如何影响成骨细胞分化相关基因表达

的机制尚不清楚，还需进一步研究。
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