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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．
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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。
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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
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的研究仍不够全面［3］，故 ICA 在预防骨质疏松方面
仍需要更深入地研究。该实验以小鼠颅顶前成骨细
胞亚克隆 14( mouse embryo osteoblast precursor cells，
MC3T3-E1 subclone 14) 为细胞模型，研究 ICA 对其
细胞形态、细胞增殖活性以及细胞碱性磷酸酶( acid
phosphatase，ALP) 活性的影响，同时研究骨形态发
生蛋白 2 ( bone morphogenetic protein-2，BMP-2 )
BMP-2 / ( small mothers agalnst decapentaplegic，
Smad) Smads 信号通路在其中的作用，为 ICA 治疗
骨质疏松等骨代谢疾病提供分子依据。

1 材料与方法

1． 1 细胞和试剂 小鼠颅顶前成骨细胞亚克隆 14
( MC3T3-E1 subclone 14) 细胞购自中国科学院上海
细胞库; 高糖 DMEM培养基购自美国 Gibco公司; 胎
牛血清( FBS) 购自美国 HyClone 公司; BCA 蛋白定
量检测试剂盒购于上海碧云天生物科技公司; CCK-
8 试剂盒购于日本同仁化学研究所; ALP 检测试剂
盒购于南京建成生物工程研究所; 头蛋白( noggin)
购自美国 Ｒ＆D 公司，目录号: 1967-NG-025; 兔多克
隆抗体 BMP-2 ( ab14933 ) 、兔多克隆抗体骨形态发
生蛋白 2 受体( bone morphogenic protein receptor-2，
BMPＲ-2 ) ( ab96826 ) 、兔 单 克 隆 抗 体 Smad4
( ab40759) 均购自英国 Abcam 公司; 兔多克隆抗体
Smad1 /5 /8 /9 ( NB100-56443) 购自美国 Novus公司。
ICA标准品购自中国药品生物制品北京检定所，目
录号: T2855，纯度为 99% ( HPLC检验) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 淫羊藿苷储备液 取 2 mg ICA 加入 2 ml
DMSO中制成 1 mg /ml的储备液保存于 － 20 ℃。根
据实验要求，用细胞培养液稀释储备液制成含不同

浓度 ICA( 0、10、20、40 ng /ml) 的培养液备用。
1． 2． 2 细胞培养 MC3T3-E1 细胞完全培养液为
含 10% FBS 的高糖 DMEM，培养环境为 37 ℃、5%
CO2 培养箱。根据实验要求，向各实验组中加入含
不同浓度 ICA( 0、10、20、40 ng /ml) 的培养液，每 2 d
换液 1 次。
1． 2． 3 细胞苏木精 －伊红( HE) 染色 取第 3 代
MC3T3-E1 细胞接种于 24 孔板，用完全培养液培养
24 h后更换含不同浓度 ICA( 0、10、20 、40 ng /ml) 的
培养液，分别培养 48、72、96 h。HE 染色法对
MC3T3-E1 细胞进行染色，并在倒置显微镜下观察
细胞形态。
1． 2． 4 检测细胞增殖活性 CCK-8 法检测 MC3T3-

E1 细胞的增殖活性。将第 3 代 MC3T3-E1 细胞接
种于 96 孔板，细胞培养方法同 HE 染色部分。根据
CCK-8 操作说明向每孔中加入 10 ul检测液，用酶联
免疫检测仪于 450 nm 波长检测每孔细胞光密度值
( optical density，OD) 并计算出每组细胞相对增殖活
性。
1． 2． 5 检测细胞 ALP活性 ALP 检测试剂盒检测
MC3T3-E1 细胞 ALP 活性。取第 3 代 MC3T3-E1 细
胞接种于 6 孔板，细胞培养方法同 HE 染色部分。
根据试剂盒操作说明裂解并离心细胞后取上清液，

用酶联免疫检测仪于 405 nm 波长检测上清液 OD
并计算出各组细胞 ALP相对活性。
1． 2． 6 Western blot 将 MC3T3-E1 培养的细胞接种
于 10 cm培养皿，细胞培养方法同 HE 染色部分:①
细胞经 ＲIPA 裂解后，离心取上清液; ② 用 BCA 法
检测上清液蛋白质浓度;③ 分别用 5%的浓缩胶和
12%分离胶分离蛋白质; ④ 分别孵育一抗 BMP-2
( 1 ∶ 1 000) ，BMPＲ-2 ( 1 ∶ 1 000 ) ，Smad4 ( 1 ∶
1 000) ，Smad1 /5 /8 /9 ( 1 ∶ 200 ) 和 β-actin ( 1 ∶
1 000) 和二抗后显色。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS16. 0 软件进行统计分
析，实验数据以 珋x ± s 表示，两组间均数比较采用独
立样本 t检验，多组间均数比较采用 One-Way ANO-
VA方差分析。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 ICA对 MC3T3-E1 细胞形态的影响 倒置显
微镜下见 48、72h 组细胞形态饱满，呈多角形或梭
形，各 ICA浓度间细胞形态无明显差异。见图 1、2。

图 1 ICA对MC3T3-E1 细胞形态的影响( 48 h) HE ×100

A: 0 ng /ml ICA; B: 10 ng /ml ICA; C: 20 ng /ml ICA; D: 40 ng /ml

ICA
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图 2 ICA对MC3T3-E1 细胞形态的影响( 72 h) HE ×100

A: 0 ng /ml ICA; B: 10 ng /ml ICA; C: 20 ng /ml ICA; D: 40 ng /ml ICA

96 h 组镜下见细胞排列紧密，部分细胞伸出突起，
胞质丰富，细胞核较清晰，各 ICA 浓度间细胞亦无
明显差异。见图 3。结果提示 ICA 对 MC3T3-E1 细
胞形态无明显影响。

图 3 ICA对MC3T3-E1 细胞形态的影响( 96 h) HE ×100

A: 0 ng /ml ICA; B: 10 ng /ml ICA; C: 20 ng /ml ICA; D: 40 ng /ml ICA

2． 2 ICA对 MC3T3-E1 细胞增殖活性的影响 各
组在培养 48、72、96 h 后，10、20 ng /ml ICA 组细胞
增殖活性较对照组( ICA，0 ng /ml ) 显著增强( P 均
＜ 0. 01) ，其中 20 ng /ml ICA组细胞活性更强，并且
于 96 h时细胞增殖活性达到最高，而 40 ng /ml ICA
组细胞活性与对照组比较差异无统计学意义，见图

4A。向细胞中加入 Noggin，观察 ICA ( 20 ng /ml) 与
Noggin( 100 ng /ml) 共同培养 MC3T3-E1 细胞 72 h 后
对细胞增殖活性的影响。结果显示各指标在各组间
差异有统计学意义( F =102． 7，P ＜0. 01) 。与 ICA( 20
ng /ml) 组比较，ICA + Noggin组细胞增殖活性明显受
到抑制( P ＜0. 01) ; 与 ICA( 0 ng /ml) 组相比差异无统

计学意义，见图 4B。

图 4 ICA对MC3T3 － E1 细胞增殖活力的影响

及阻断 BMP /Smads信号通路后的变化
A: ICA 对 MC3T3-E1 细胞增殖活力的影响; B: 阻断 BMP /

Smads信号通路后 ICA对 MC3T3-E1 细胞增殖活性的影响; 与 0 ng /

ml ICA组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 3 ICA 对 MC3T3-E1 细胞 ALP 活性的影响
各组在培养 48、72、96 h后，10 和 20 ng /ml ICA组细
胞 ALP 活性较对照组显著增高( P 均 ＜ 0. 01 ) ，40
ng /ml ICA组细胞 ALP活性与对照组比较差异无统
计学意义，见图 5A。向细胞中加入 Noggin，观察
ICA ( 20 ng /ml ) 与 Noggin ( 100 ng /ml ) 共同培养
MC3T3-E1 细胞 72 h 后对细胞 ALP 活性的影响。
结果显示各指标在各组间差异有统计学意义( F =
26． 10，P ＜ 0. 01) 。与 ICA( 20 ng /ml) 组比较，ICA +
Noggin组细胞 ALP 活性受到抑制( P ＜ 0. 01 ) ; 与
ICA( 0 ng /ml) 组相比差异无统计学意义，见图 5B。
2． 4 ICA 对 MC3T3-E1 细胞 BMP-2、BMPＲ-2、
Smad1 /5 /8 和 Smad4 蛋白表达的影响 Western
blot分析，结果显示各指标在各组间差异有统计学
意义( F = 98. 22、96. 17、146. 35、123. 10，P ＜ 0. 01 ) 。
各组在培养 48、72、96 h 后，10、20 ng /ml ICA 组细
胞 BMP-2、BMPＲ-2、Smad1 /5 /8 和 Smad4 蛋白表达
水平较对照组均显著增加( P均 ＜ 0. 01) ，40 ng /ml
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图 5 ICA对MC3T3-E1 细胞 ALP活性的影响

及阻断 BMP /Smads信号通路后的变化
A: ICA 对 MC3T3-E1 细胞 ALP 活性的影响; B: 阻断 BMP /

Smads信号通路后 ICA对 MC3T3-E1 细胞 ALP活性的影响; 与 0 ng /

ml ICA组比较: * P ＜ 0. 05

ICA组细胞上述蛋白表达水平少量增加，但与对照
组相比差异无统计学意义，见图 6。
2． 5 Noggin 对 ICA 促 MC3T3-E1 细胞 BMP-2、

BMPＲ-2、Smad1 /5 /8 和 Smad4 蛋白表达的影响
向细胞中加入 Noggin( 100 ng /ml) ，观察不同浓度

ICA与 Noggin共同培养 48、72、96 h 后对细胞 BMP-
2、BMPＲ-2、Smad1 /5 /8 和 Smad4 蛋白表达的影响。
结果显示各指标在各组间差异无统计学意义( F =
2. 099、1. 731、1. 098、1. 951，P ＞ 0. 05) 。加入 Noggin
后，细胞 BMP-2、BMPＲ-2、Smad1 /5 /8 和 Smad4 蛋白
表达水平与对照组差异无显著性，ICA对 MC3T3-E1
细胞 BMP-2、BMPＲ-2、Smad1 /5 /8 和 Smad4 蛋白表
达的促进作用均受到抑制，见图 7。

3 讨论

骨质疏松症是威胁中老年人健康的常见病和多

发病。据统计，我国老年人骨质疏松症的发病率高
达 70%［4］。骨质疏松易导致患者骨折，进一步会导
致残疾、终身丧失独立生活能力甚至死亡。同时，患
者生活质量的降低，死亡率的升高，会给家庭和社会

带来沉重的负担［5］。双磷酸盐是治疗骨质疏松的
重要药物，但是最近的研究［6］却发现长期服用双膦

酸盐并不一定能降低骨质疏松症患者骨折的风险。
雌激素是治疗绝经后骨质疏松的有效药物，然而长

期使用人工合成的雌激素可能会增加子宫内膜癌、
乳腺癌及深静脉血栓疾患的风险［7］。因此，寻找一
种更为安全有效的治疗骨质疏松的药物是防治的重

要任务。
ICA具有较强的促进成骨细胞和骨髓间充质干

细胞增殖、分化，发挥抗骨质疏松的能力［8］。Song et

图 6 ICA对MC3T3-E1 细胞 BMP-2、BMPＲ-2、Smad1 /5 /8 和 Smad4 蛋白表达水平的影响

与 0 ng /ml ICA组比较: * P ＜ 0. 05
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图 7 Noggin对 ICA诱导的 BMP-2、BMPＲ-2、Smad1 /5 /8 和 Smad4 蛋白表达水平的影响
1: ICA 0 ng /ml + Noggin组; 2: ICA 10 ng /ml + Noggin组; 3: ICA 20 ng /ml + Noggin组; 4: ICA 40 ng /ml + Noggin组

al［9］研究表明，ICA可通过上调 MC3T3-E1 细胞增殖
细胞核抗原和细胞周期蛋白 E 基因的表达，促进细
胞增殖并抑制其凋亡。本实验结果显示，ICA 可促
进 MC3T3-E1 细胞增殖，并且其作用具有浓度依赖
性特点。

ALP是参与骨代谢的重要蛋白，亦是成骨细胞
分化成熟的早期标志之一［10］。随着成骨细胞不断
分化，ALP活性也逐渐增强，其活性大小可反映成骨
细胞的分化水平。该实验结果显示，ICA 具有显著
的促进 MC3T3-E1 细胞分化作用，其作用亦具有浓
度依赖性特点。

BMPs 是转化生长因子-β ( transforming growth
factor-β，TGF-β) 家族成员之一，骨组织中含量丰
富，在骨的诱导和形成方面发挥重要作用［11］。
BMPs促分化作用主要通过增加细胞内 ALP 活性、
骨钙素和胶原蛋白的合成及分泌而发挥作用。
BMP-2 被认为是 TGF-β 家族中活性最高且唯一能
单独诱导成骨的因子，BMP-2 的高表达可以促进成
骨细胞的增殖分化［12］。SMADS 家族是 TGF-β 超家
族的下游信号传导通路，Smad4 作为 SMADS 的公共
递质在 SMAD家族成员中十分重要，是 TGF-β 家族
成员在细胞内传导的必经之路。细胞外的 BMPs 与
细胞膜上的 BMPＲ 结合后导致受体激酶的激活，活
化的受体会磷酸化细胞内的 Smadl /5 /8，其与 Smad4
形成复合物后进入到细胞核内，结合到 DNA 序列
上，从而调节下游成骨相关基因的转录［13］。该实验
结果显示，ICA可能通过上调 MC3T3-E1 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，从而促进了 MC3T3-E1 细
胞的增殖、分化。

Noggin是 BMP 的抑制剂，能够竞争性与 BMPs
受体结合，下调 BMPs 的活性。为了进一步研究
BMP-2 /Smads信号通路在 MC3T3-E1 细胞增殖、分
化中的作用，向细胞中加入 BMP抑制剂 Noggin( 100
ng /ml) ，再次观察上述指标的变化。结果显示，加
入 Noggin 后，ICA 对 MC3T3-E1 细胞增殖活性及
ALP活性的促进作用均受到明显抑制。同时 ICA
对 BMP-2 /Smads 信号通路中 BMP-2、BMPＲ-2、
Smad4 和 Smadl /5 /8 等相关蛋白表达的促进作用明
显下降。以上结果显示，阻断 BMP-2 /Smads 信号通
路可抑制 ICA对 MC3T3-E1 细胞增殖、分化的促进
作用，表明该信号通路在 MC3T3-E1 细胞的增殖、分
化中发挥重要作用。
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Effects of icariin on proliferation and differentiation
of MC3T3 － E1 cells and its mechanism

An Qing1，2，Liu Guoxiong1，Bikash Kumar Sah1，et al
［1Dept of Orthopedic Surgery，Peoples Hospital Affiliated to Hubei University of Medicine

( Peoples Hospital of Shiyan City) ，Shiyan 442000;
2Dept of Orthopedic Surgery，Peoples Hospital of Lixin County，Lixin 236700］

Abstract Objective To evaluate the role of icariin ( ICA) in the proliferation and differentiation of MC3T3-E1
cells and to explore the effects of the BMP-2 /Smads signal pathway on the proliferation and differentiation of the
cells． Methods Icariin with different concentrations ( 0，10，20 and 40 ng /ml) was used to modify the pre-osteo-
blastic MC3T3-E1 cells for 48，72 and 96 h，and the proliferation and morphology of the cells were evaluated by
cell counting kit-8 ( CCK-8) and microscopy，respectively． The levels of alkaline phosphatase( ALP) was evalua-
ted by alkaline phosphatase assay kit． Bone morphogenic protein-2 ( BMP-2) ，bone morphogenic protein receptor-
2 ( BMPＲ-2) ，Smad4，Smadl /5 /8 proteins expression levels were obtained by Western blot． After the BMP-2 /
Smads signal pathway was blocked by the BMP antagonist ( Noggin) ( 100 ng /ml) ，the changes of the above inde-
xes were detected again． Ｒesults In this study，we found that different concentrations of icariin have no effects on
the morphology of MC3T3-E1 cells． CCK-8 assay showed that cell viability in the group with 10 and 20 ng /ml icari-
in was higher than those in the control group ( ICA，0 ng /ml ) ． ALP assay showed that ALP viability in the groups
with 10 and 20 ng /ml icariin was higher than those in the control group． Western blot analysis showed that expres-
sion levels of BMP-2，BMPＲ-2，Smad4 and Smadl /5 /8 proteins in the 10 and 20 ng /ml icariin groups were higher
than those in the control group． Blockage of BMP-2 /Smads signaling inhibited the effect of icariin on the prolifera-
tion and differentiation． Furthermore，after the BMP-2 /Smads signaling was blocked，icariin promoted expression
levels of BMP-2，BMPＲ-2，Smad4 and Smadl /5 /8 proteins as significantly decreased． Conclusion These results
showed that icariin had no effect on the morphology of MC3T3-E1 cells． ICA may up-regulate the expression of
BMP-2 protein in MC3T3-E1 precursor osteoblasts，activate BMP-2 /Smads signaling pathway，and initiate the ex-
pression of downstream osteogenic related genes，thereby promoting cell proliferation and differentiation．
Key words icariin; MC3T3-E1 cells; BMP-2; Smads
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