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摘要 目的 研究 miＲ-145-5p对体外缺血 /再灌注( I /Ｒ) 损
伤神经细胞模型的调控作用，并探讨其机制。方法 运用氧
－葡萄糖剥夺 /复氧( OGD/Ｒ) 建立脑缺血 /再灌注损伤细胞
模型。采用荧光素酶报告实验验证 miＲ-145-5p 与 FGF5 的
靶向关系; ＲT-PCＲ、流式细胞术、Western blot 等方法检测
miＲ-145-5p对神经细胞 HT22 的凋亡和氧化应激损伤的影
响。结果 结果表明，与未进行 OGD/Ｒ 处理组( Normoxia
组) 相比，OGD/Ｒ 处理 6 h、12 h、24 h 组凋亡率和氧化应激
损伤明显增加。在 OGD/Ｒ 环境下，miＲ-145-5p inhibitor 转
染减轻 HT22 细胞凋亡和氧化应激损伤。然而，转染 FGF5
siＲNA逆转了这一效应。在 OGD/Ｒ模拟的脑 I /Ｒ损伤过程
中，miＲ-145-5p通过靶向 FGF5 促进神经细胞凋亡和损伤。
结论 研究结果为缺血性脑卒中的治疗提供了一种新的治

疗靶点。
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缺血性脑卒中( ischemic stroke，IS) 是全球最具
破坏性的神经系统疾病之一，也是全球排名第三的

死因。IS可能导致终身残疾。此外，中国每年约有
250 万人面临中风风险，约 100 万人可能死于中风
或引发的后遗症［1］。脑缺血再灌注( I /Ｒ) 的特点是
最初限制脑的血液供应，然后恢复血流和复氧［2］。
然而，IＲ所致的脑血管功能障碍成为一个严重的临
床问题。在 I /Ｒ过程中，可能导致神经损伤，尤其是
发生缺血性中风的患者［3］。导致脑 I /Ｒ 损伤的确
切发病机制尚不完全清楚，因此寻找新的有效预防

脑 I /Ｒ损伤的有效措施，对预防 IS 具有重要意义。
大多数成熟的 miＲNAs通过结合目标 mＲNAs的 3‘-

非翻译区( 3’-UTＲ) 来改变 mＲNA 的降解或翻译。
研究［4］表明，多种 miＲNAs 包括 miＲ-21、miＲ-200 和
miＲ-497 可以作为 IS 潜在的治疗靶点。这些 miＲ-
NAs似乎通过改变脑缺血损伤后大脑皮层高表达的
关键信号元件而参与脑 I /Ｒ 损伤。最近的研究［5］

表明 miＲ-145-5p受长链非编码 ＲNA SNHG14 调控
进而参与脑梗塞的发展，但 miＲ-145-5p 下游靶点仍
不清楚。FGF5 又称巢蛋白( Nestin) ，是小鼠拟胚体
外胚层主要的标志蛋白，是胚胎发育和神经发育中

的重要蛋白［6］。该研究采用氧-葡萄糖剥夺 /复氧
( oxygen-glucose deprivation and reoxygenation，OGD /
Ｒ) 细胞模型作为脑 I /Ｒ 损伤的体外模型。在使用
miＲ-145-5p抑制剂后，检测 FGF5 和其他相关蛋白
介导的神经凋亡和氧化应激损伤的差异，有助于更

好地理解脑 I /Ｒ 损伤，并将有助于制定新的改善 I /
Ｒ损伤临床治疗的策略。

1 材料与方法

1． 1 细胞培养 小鼠海马细胞系 HT22 来源于中
国科学院( 上海) ，在含 10%胎牛血清、青霉素 100
U /ml和链霉素 100 μg /ml的高糖 DMEM( 美国 Gib-
co公司) 中培养。
1． 2 OGD/Ｒ建立脑缺血 /再灌注损伤细胞模型
HT22 细胞在 37 ℃、5% CO2 的无氧培养皿( 美国赛

默飞世尔公司) 中培养，用无糖 DMEM 诱导培养
HT22 海马神经元，加 1% O2、94% N2 和 5% CO2 在

37 ℃诱导缺氧缺糖( OGD) 模拟局部缺血。OGD 处
理 3 h后，用新鲜的正常培养基代替培养基，在通常
条件下( 95%空气和 5% CO2，37 ℃ ) ，复氧 12 h 和
24 h。对照组细胞不受 OGD /Ｒ处理。
1． 3 流式细胞术 6 孔板上接种 HT22 海马神经细
胞，密度为 2 × 105 个 /孔。按上述 OGD /Ｒ方法处理
细胞 6、12、24 h。收集待测细胞，4 ℃ PBS 清洗 3
次，用 1 × Annexin V 结合溶液重悬细胞，制成密度
约 1 × 106 个 /ml的细胞悬液。取 100 μl细胞悬液，
然后用 5 μl Annexin V-FITC，5 μl碘化丙啶( propidi-
um iodide，PI) 进行室温避光双染 15 min，加入 400
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μl 1 × Annexin V 结合溶液。最后利用流式细胞仪
对染色的细胞进行检测。完成检测后，用 BD FAC-
Suite 软件作图，并统计 Q2 + Q4区凋亡细胞的数目。
1． 4 Western blot HT22 细胞处理同上，用 ＲIPA
裂解缓冲液( 上海碧云天生物技术研究所) 裂解细

胞，并用 BCA 试剂盒定量( 上海碧云天生物技术研
究所) 。40 μg 总蛋白在 10%的 SDS-PAGE 中进行
电泳分离，转移至 PVDF 膜( 美国 Millipore 公司) 。
用封闭液( 5%脱脂牛奶 TBST) 室温孵育 2 h，然后
分别加入一抗在 4 ℃过夜。次日，TBST 清洗 3 次，
然后，在室温下与 HＲP 偶联的二抗孵育 1. 5 h，最
后，用 ECL观察印迹并使用化学发光 doc XＲS 成像
系统检测印迹并拍照。并用 Image J 软件统计灰度
值计算相对表达量。GAPDH作为内参。
1． 5 氧化应激标志物检测 细胞损伤是通过测量
氧化应激标志物来测定的。简而言之，HT22 细胞处
理同上。丙二醛( MDA) 、超氧化物歧化酶( SOD) 和
活性氧( ＲOS) 测定试剂盒均采用商品化( 南京建成
生物技术研究所) MDA 试剂盒、SOD 试剂盒测定。
乳酸脱氢酶( LDH) 活性用 LDH 细胞毒性检测试剂
盒( 上海碧云天生物制剂有限公司) 测定。按照说
明书进行标准操作。MDA 浓度表示为 mmol /ml;
SOD活性表示为 U /ml; LDH活性表示为 U /L。
1． 6 荧光素酶报告实验 将含有预测 miＲ-145-5p
结合位点或突变结合位点的 FGF5 的 3 ＇UTＲ 进行
PCＲ扩增并插入到 pMIＲ-control载体中。在荧光素
酶报告基因检测中，使用 Lipofectamine 3000 将 miＲ-
145-5p mimic 和 pcDNA3. 0- FGF5 野生型或突变型
报告质粒转染到 293T 细胞。转染 48 h 后，采用双
荧光素酶报告试验系统( 美国 Promega公司) 按照制
造商的说明测定荧光素酶活性。
1． 7 细胞转染 小干扰 ＲNA ( siＲNA) 靶向 FGF5和
对照 siＲNA 购自上海 Genechem 公司，序列见表 1。
miＲ-145-5p inhibitor 序列( CAGGTCAAAAGGGTCCT-
TAGGGA) 由广州锐博生物有限公司合成。将上述
小 ＲNA插入 pcDNA3. 0 质粒待转染。将 HT 22 细
胞接种到六孔板，密度 1 × 104 细胞 /ml 每孔。正常
条件培养 24 h 后，siFGF5 和对照用脂质体 3000 转
染到 HT22 细胞。挑选 FGF5 表达量低的细胞株，进
行后续实验。
1． 8 实时定量聚合酶链反应( qＲT-PCＲ) 使用
TＲIzol试剂( 美国 Invitrogen 公司) 从细胞中提取总
ＲNA。用 SuperScript逆转录酶试剂盒( 南京诺唯赞
生物科技有限公司 ) 将等量的 ＲNA反转录至

表 1 基因序列

基因 引物序列( 5'-3')
FGF5 siＲNA1 F: CAUAAGUUGUAUAGGCUAA

Ｒ: CAACAAUAAGCCACGUCAA
FGF5 siＲNA2 F: GCAAGUUCAGGGAGCGUUU

Ｒ: GUAUUGAAGUCACGUCAUU
miＲ-145-5p mimic F: GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU

Ｒ: GGAUUCCUGGGAAAACUGGACUU
miＲ-145-5p F: ACACTCCAGCTGGGGTCCAGTTTTCCC

AGGA
Ｒ: CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAAT
TCAGTTGAG AGGGATTC

U6 F: CTCGCTTCGGCAGCACA
Ｒ: AACGCTTCACGAATTTGCGT

cDNA。然 后 用 SYBＲ Green PCＲ Master Mix
( Vazyme) 在 Fast Ｒeal-time PCＲ 7300 系统( 美国赛
默飞世尔公司) 中分析 miＲ-145-5p 的 mＲNA 水平。
U6 作为内参。结果采用 2 － ΔΔCt方法分析。
1． 9 统计学处理 使用 SPSS 19. 0 软件进行统计
分析。所有实验数据用 珋x ± s 表示。两组之间的比
较采用 t检验; 多组之间的比较采用单因素方差分
析( ANOVA) 。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 OGD/Ｒ处理诱导神经细胞凋亡 如图 1A所
示，流式检测凋亡细胞实验表明，与未进行 OGD /Ｒ
处理组( Normoxia 组) 比较( 12. 3% ± 2. 1 ) ，OGD /Ｒ
处理 6 h、12 h、24 h 组凋亡细胞( Q2 + Q4 ) 明显增
加，凋亡率增加，分别为: ( 21. 6% ± 2. 6 ) %、
( 32. 8% ± 3. 2 ) %、( 43. 9% ± 3. 8 ) %，差异有统计
学意义( F = 293. 05，P ＜ 0. 001 ) 。Western blot 检测
抗凋亡蛋白 Bcl-2，其表达量随 OGD /Ｒ 处理时间增
加而减少，差异有统计学意义 ( F = 54. 06，P ＜
0. 001) 。相反，凋亡蛋白 Bax、caspase-3 /9 表达量随
OGD /Ｒ 处理时间增加而增加，差异有统计学意义
( F = 32. 11，P ＜ 0. 00; F = 11. 25，P ＜ 0. 001; F =
14. 34，P ＜ 0. 001 ) 。说明随着 OGD /Ｒ 处理时间增
加，HT22 神经细胞凋亡被诱导，呈时间依赖特点。
2． 2 OGD/Ｒ处理增加氧化应激水平 如图 2A所
示，细胞上清 LDH 含量随 OGD /Ｒ 处理时间增加而
增加( F = 225. 60，P ＜ 0. 001 ) ，说明 OGD /Ｒ 处理诱
导损伤导致细胞膜破裂释放 LDH。ＲOS 和 MDA 含
量随 OGD/Ｒ处理时间增加而增加，SOD 明显减少，
差异有统计学意义 ( F = 300. 51，P ＜ 0. 001; F =
218. 79，P ＜0. 001; F =535. 28，P ＜0. 001) ，见表 2。说
明 OGD/Ｒ处理诱导 HT22细胞产生严重氧化应激。
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图 1 OGD/Ｒ处理诱导神经细胞凋亡
A: 流式检测细胞凋亡; B: WB检测凋亡相关蛋白表达; 1: Normoxia 组; 2: OGD /Ｒ 6 h 组; 3: OGD /Ｒ 12 h 组; 4: OGD /Ｒ 24 h 组; 与 Normoxia

组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 2 OGD/Ｒ处理增加氧化应激水平
A: LDH含量; B: SOD含量; C: ＲOS含量; D: MDA含量; 1: Normoxia组; 2: OGD /Ｒ 6 h组; 3: OGD /Ｒ 12 h组; 4: OGD /Ｒ 24 h组; 与 Normoxia

组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 3 OGD/Ｒ 处理增加 miＲ-145-5p 表达量 如图
3A所示，与( Normoxia组) 相比，OGD /Ｒ处理 6 h、12
h、24 h组 miＲ-145-5p表达量依次明显增加，差异有
统计学意义( F = 77. 18，P ＜ 0. 001) 。如图 3B 所示，

miＲ-145-5p inhibitor 可以降低 OGD /Ｒ 处理组 miＲ-
145-5p表达量，反面证明 OGD /Ｒ 处理诱导 miＲ-
145-5p表达量增加。说明 miＲ-145-5p 高表达与缺
血再灌注损伤呈正相关性。
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表 2 氧化应激标志物水平

指标 Normoxia组 OGD /Ｒ 6 h OGD /Ｒ 12 h OGD /Ｒ 24 h
LDH 0． 23 ± 0． 03 0． 35 ± 0． 03 0． 48 ± 0． 04 0． 62 ± 0． 06
ＲOS 1． 0 ± 0． 21 2． 1 ± 0． 28 3． 2 ± 0． 33 4． 3 ± 0． 38
SOD ( U /ml) 48． 1 ± 3． 51 36． 2 ± 2． 90 27． 3 ± 2． 41 12． 6 ± 1． 84
MDA ( nmol /ml) 5． 1 ± 0． 6 7． 2 ± 0． 73 9． 3 ± 0． 89 12． 5 ± 0． 93

图 3 OGD/Ｒ处理增加 miＲ-145-5p表达量

A、B: miＲ-145-5p mＲNA水平; 与 Normoxia组比较: ＊＊P ＜ 0. 01;

1: Normoxia 组; 2: OGD /Ｒ 6 h 组; 3: OGD /Ｒ 12 h 组; 4: OGD /Ｒ 24 h

组; 5: miＲ-145-5p mimic; 6: miＲ-145-5p inhibitor; 与 OGD /Ｒ 24 h组比

较: ##P ＜ 0. 01

2． 4 miＲ-145-5p 靶向负向调控 FGF5 表达 如图
4A所示，为了验证 miＲ-145-5p与 FGF5 是否有靶向
关系，本文采用使用 TargetScan 6. 2 进行了生物信
息学分析，发现 miＲ-145-5p 与 FGF5 的 3’-UTＲ 有
互补序列。荧光素酶报告实验表明，miＲ-145-5p 降
低了 wt FGF5 3’-UTＲ转染细胞的荧光素酶活性，差
异有统计学意义( F = 36. 31，P ＜ 0. 001 ) ，但在细胞
转染 Mut FGF5 3’-UTＲ 的细胞中荧光素酶活性没
有降低。如图 4B所示，与 OGD /Ｒ相比，miＲ-145-5p
inhibitor 明显上调 FGF5 表达，而 siFGF5 明显下调
FGF5 表达差异有统计学意义 ( F = 19. 47，P ＜
0. 001) 。结果表明，miＲ-145-5p 通过直接结合
FGF5 的 3’-UTＲ负调控 FGF5 基因的表达。
2． 5 miＲ-145-5p inhibitor 减轻 OGD/Ｒ 诱导的
HT22 凋亡 转染 FGF5 siＲNA 和 /或 miＲ-145-5p
inhibitor的 HT22 细胞进行 OGD /Ｒ 24 h 处理。检测
细胞凋亡情况如图 5A所示: 与OGD /Ｒ处理组相
比，miＲ-145-5p inhibitor明显降低细胞凋亡率，FGF5

图 4 miＲ-145-5p靶向负向调控 FGF5 表达
A: 荧光素酶实验检测 FGF5 与 miＲ-145-5p 靶向关系; 与 FGF5

WT比较: ▽▽P ＜ 0. 01; B: FGF5 蛋白表达; 与 OGD /Ｒ 比较: ＊＊ P ＜

0. 01; 与 OGD /Ｒ + FGF5 siＲNA比较: ##P ＜ 0. 01

siＲNA明显增加细胞凋亡率，共转染相互抵消诱导
( FGF5 siＲNA) 或抑制凋亡( miＲ-145-5p inhibitor) 的
能力，差异有统计学意义( F = 75. 05，P ＜ 0. 001; F =
15. 29，P ＜0. 001) 。检测凋亡相关蛋白( 图 5B) 进一
步证实 miＲ-145-5p inhibitor 减轻 OGD/Ｒ 诱导的
HT22凋亡，FGF5 siＲNA 增加 OGD/Ｒ 诱导的 HT22
凋亡。
2. 6 miＲ-145-5p inhibitor 减轻 OGD/Ｒ 诱导的氧
化应激损伤 转染 FGF5 siＲNA 和 /或 miＲ-145-5p
inhibitor的 HT22 细胞进行 OGD /Ｒ 24 h 处理。检测
细胞氧化应激损伤情况如图 6 所示: miＲ-145-5p in-
hibitor 减轻 OGD /Ｒ 诱导的氧化应激损伤。与
OGD /Ｒ处理组相比，miＲ-145-5p inhibitor 明显降低
OGD /Ｒ诱导的细胞外 LDH 含量、ＲOS 含量和 MDA
含量，FGF5 siＲNA 明显增加细细胞外 LDH 含量、
ＲOS含量和MDA含量，差异有统计学意义( F =
13. 97，P ＜ 0. 001 ; F = 42. 79，P ＜ 0. 001 ; F = 62. 86，
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图 5 miＲ-145-5p inhibitor 减轻 OGD/Ｒ诱导的 HT22 凋亡

A: 流式检测细胞凋亡; B: Western blot检测凋亡相关蛋白表达; 与 OGD /Ｒ比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 OGD /Ｒ + FGF5 siＲNA比较: ##P ＜ 0. 01

图 6 miＲ-145-5p inhibitor 减轻 OGD/Ｒ诱导的氧化应激损伤
A: LDH含量; B: SOD含量; C: ＲOS含量; D: MDA含量; 与 OGD /Ｒ比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 OGD /Ｒ + FGF5 siＲNA比较: ##P ＜ 0. 01
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P ＜ 0. 001 ) ; 相反，miＲ-145-5p inhibitor 明显增加
OGD /Ｒ 诱导的 SOD 含量，FGF5 siＲNA 明显减少
OGD /Ｒ诱导的 SOD 含量( F = 103. 55，P ＜ 0. 001 ) ;
共转染相互抵消诱导( FGF5 siＲNA) 或抑制氧化应
激损伤( miＲ-145-5p inhibitor) 的能力。

3 讨论

I /Ｒ 损伤是休克、中风或手术麻醉引起的严重
的副反应［7］。I /Ｒ损伤除了导致组织损伤和功能障
碍之外，还引起多种生物学变化，包括兴奋性毒性、
细胞凋亡、钙超载和神经炎症［8］。尽管许多研究者
致力于 I /Ｒ的改善，但脑 I /Ｒ 损伤的复杂病理机制
在很大程度上是未知的，因此严重阻碍临床有效治

疗的发展。因此，寻求潜在、有前景的干预目标对开
发治疗脑 I /Ｒ损伤的有效治疗方案至关重要。根据
前人研究结果，miＲ-145-5p 有许多功能。例如，mir-
145-5p靶向骨保素，加剧了由胶原诱发的关节炎的
骨质流失［9］; 下调 mir-145-5p 增强了人类卵母细胞
的成熟细胞活力［10］; 相反，基于它的损伤细胞的作

用，在所种癌症中 mir-145-5p其抗癌作用，包括抑制
癌细胞增殖，转移，促进凋亡等［11］。基于上述研究，
mir-145-5p可能在神经元细胞中起破坏作用。本文
研究表明，在 OGD /Ｒ 诱导的脑 I /Ｒ 细胞模型中，
mir-145-5p表达增强，且与处理时间呈正相关。本
研究多组证据表明，mir-145-5p inhibitor 可以抑制
OGD /Ｒ诱导的 HT22 细胞凋亡和氧化应激损伤。

FGF5 是纤维母细胞生长因子( FGF) 家族的成
员。FGF5 基因与头发生长表型连锁［12］。最近研究
发现，FGF5 作为 MiＲ-188-5p的靶点，在肝癌中起致
癌作用［13］。FGF5 参与血压，肝纤维化的调控［14］。
此外，FGF5 被报道具有促进人类扁桃体源性间充质
干细胞增殖的作用［15］。与上述研究结果一致，本文
研究结果表明在 OGD /Ｒ 诱导的 HT22 中，FGF5 表
达减少。同时本文证明了 FGF5 是 mir-145-5p 的下
游靶点。mir-145-5p 通过抑制 FGF5 表达从而增加
OGD /Ｒ 环境下 HT22 细胞的凋亡和损伤。这一结
论可以被 mir-145-5p inhibitor 和 FGF5 siＲNA 的反
作用证明。mir-145-5p inhibitor 转染 HT22 细胞后，
FGF5 蛋白表达增加，细胞凋亡和氧化应激损伤得到
改善。而 FGF5 siＲNA转染 HT22 细胞后，结果完全
相反。进一步说明 mir-145-5p 靶向 FGF5 调节 I /Ｒ
损伤诱导的细胞凋亡和氧化应激损伤。
本研究显示，mir-145-5p 诱导细胞凋亡和氧化

应激损伤是通过直接靶向结合 FGF5 基因，mir-145-
5p直接绑定到 3’UTＲ 区域。在 OGD /Ｒ 体外细胞

I /Ｒ模型中，增加 FGF5 表达( mir-145-5p inhibitor)
可减少细胞凋亡和氧化应激损伤，而共同转染 FGF5
siＲNA 可回救减少的细胞凋亡和氧化应激损伤。结
果表明，FGF5 是 mir-145-5p调控的关键分子。本文
研究结果证实，mir-145-5p可能是 I /Ｒ 治疗的靶点，
增加 FGF5 表达可能是有效的治疗策略。
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Ｒegulatory effect of miＲ － 145 － 5p targeting FGF5 on apoptosis and
oxidative stress induced by ischemia / reperfusion injury

Yan Haiqing，Yue Xuejing，Gui Yongkun，et al
( Dept of Neurology，The First Affiliated Hospital of Xinxiang Medical University，

Henan Key Laboratory of Neural Ｒegeneration，Xinxiang 453100)

Abstract Objective To investigate the regulatory effects of miＲ-145-5p on in vitro ischemia / reperfusion ( I /Ｒ)
injury of neurons and to explore their mechanisms． Methods The cell I /Ｒ injury model was established by oxygen-
glucose deprivation / reoxygenation ( OGD /Ｒ) ． The target relationship between mir-145-5p and FGF5 was verified
by luciferase reporting experiment． The effects of mir-145-5p on apoptosis and oxidative stress in neuronal cell
HT22 were detected by ＲT-PCＲ，flow cytometry and western blot． Ｒesults The results showed that the apoptosis
rate and oxidative stress injury were significantly increased in the OGD /Ｒ treatment for 6 h，12 h，and 24 h com-
pared with the group without OGD /Ｒ treatment ( Normoxia) ． In OGD /Ｒ model，mir-145-5p inhibitor transfection
reduced apoptosis and oxidative stress of HT22 cells． However，FGF5 siＲNA transfected cells reversed this effect．
In the process of brain I /Ｒ injury simulated by OGD /Ｒ，mir-145-5p promoted apoptosis and injury of neuronal cells
by targeting FGF5． Conclusion This study provides a new therapeutic target for the treatment of ischemic stroke．
Key words miＲ-145-5p; FGF5; ischemia / reperfusion injury; OGD /Ｒ model
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淫羊藿苷对 MC3T3 － E1 细胞增殖分化的影响及机制研究
安 庆1，2，刘国雄1，Bikash Kumar Sah1，周 霖1，庹 伟1，曹 洪1

摘要 目的 研究淫羊藿苷( ICA) 对小鼠颅顶前成骨细胞
( MC3T3-E1) 增殖、分化的影响，以及骨形态发生蛋白 2
( BMP-2) /Smads信号通路在成骨细胞增殖、分化中的作用。
方法 用含不同浓度 ICA( 0、10、20、40 ng /ml) 的完全培养液
分别培养 MC3T3-E1 细胞 48、72、96 h。HE 染色法观察 ICA
对 MC3T3-E1 细胞形态的影响; 分别用 CCK-8 及碱性磷酸酶
( ALP) 检测试剂盒检测 ICA 对 MC3T3-E1 细胞增殖活性和
细胞 ALP 活性的影响; Western blot 检测 ICA 对 MC3T3-E1
细胞 BMP-2、骨形态发生蛋白 2 受体( BMPＲ-2 ) 、Smad4 和
Smad1 /5 /8 蛋白表达水平的影响。向细胞培养液中加入
BMP抑制剂头蛋白( Noggin，100 ng /ml) 阻断 BMP-2 /Smads

信号通路后，再次检测上述各实验指标的变化。结果 ICA
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对 MC3T3-E1 细胞形态无明显影响; ICA( 10、20 ng /ml) 可增
强 MC3T3-E1 细胞增殖活性( P 均 ＜ 0. 01) 。ICA( 10、20 ng /
ml) 可增强 MC3T3-E1 细胞 ALP 活性( P 均 ＜ 0. 01 ) 。阻断
BMP-2 /Smads信号通路后，ICA 促细胞增殖作用( P ＜ 0. 01 )
及促分化作用( P ＜ 0. 01 ) 明显下降。ICA( 10、20 ng /ml) 可
提高 MC3T3-E1 细胞 BMP-2、BMPＲ-2、Smad4 和 Smad1 /5 /8
蛋白表达水平( P均 ＜ 0. 01 ) 。当阻断 BMP-2 /Smads 信号通
路后，ICA促 BMP-2、BMPＲ-2、Smad4 和 Smad1 /5 /8 蛋白表达
作用均受到抑制。结论 ICA 对 MC3T3-E1 细胞形态无明
显影响，ICA可能是通过上调MC3T3-E1 前体成骨细胞 BMP-
2 蛋白的表达，激活 BMP-2 /Smads 信号通路，启动下游成骨
相关基因的表达，从而促进细胞的增殖、分化。
关键词 淫羊藿苷; 成骨细胞; BMP-2; Smads
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淫羊藿苷( icariin，ICA) 分子式: C33H40O15，分子

量: 676，是抗骨质疏松中药淫羊藿的有效成分之
一［1］。研究［2］表明，ICA 可促进骨形成、抑制骨吸
收，提高骨密度及影响骨代谢指标，具有明显的抗骨

质疏松作用。然而，对其作用机制及分子机制方面

·398·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2019 Jun; 54( 6)


