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　 　 ［摘要］ 　目的 　对黄腐酚在动物及成骨细胞水平上的抗骨质疏松作用进行评价 。方法 　采用去卵巢小鼠骨质疏松模型

进行体内药效学验证 。运用 Elisa试剂盒及 Micro唱CT 检测方法 ，对小鼠血清生化指标及股骨骨密度 、骨组织形态学进行评

价 。同时结合成骨细胞增殖 、分化和矿化水平分析 ，以及骨形成相关蛋白的 Western blot检测 ，对黄腐酚抗骨质疏松作用进行

系统评价 。结果 　在体内药效学研究中 ，黄腐酚可显著提高去卵巢小鼠雌激素水平 ，降低高骨转换率 ；改善骨小梁微环境 ，增

强骨密度 。在成骨细胞水平上 ，黄腐酚既可以促进成骨细胞增殖 、碱性磷酸酶（ALP）活性以及骨矿化水平 ，又可以提高骨桥蛋

白（OPN） 、骨涎蛋白（BSP）和骨形成蛋白（BMP唱２）的表达 。结论 　本研究首次明确了黄腐酚具有抗骨质疏松作用 ，为开发治

疗骨质疏松的药物提供新的资源 。
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Anti唱osteoporotic study on xanthohumol ， an active ingredient in Humulus
lupulus L ．
LIN Liuyue１ ，XIA Tianshuang２ ，JIANG Yiping２ ，LI Changhui２ ，QIN Luping１ ，２

，XIN Hailiang２ （１ ．School of Pharmacy ，Fujian
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Second Military Medical University ，Shanghai ２００４３３ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To evaluate the anti唱osteoporotic effect of xanthohumol （XN） in animal and osteoblast ．Methods 　
The anti唱osteoporotic study on XN was performed with ovariectomized mice model ．Serum biochemical indexes ，bone mineral
density （BMD） and bone histomorphology were measured using Elisa kits and Micro唱CT analysis ． In v itro test ，the effect of
XN on osteoblastic proliferation ，differentiation and mineralization were assayed ．The expression of protein related to bone for唱
mation was measured by Western blot analysis ．Results 　 In v ivo experiments ，XN significantly increased the estrogen level ，
reduced the high bone turnover rate ，improved the microenvironment and BMD in ovariectomized mice ． In v itro experiments ，
XN protected bone loss not only by promoting osteoblastic proliferation ，ALP activity and bone mineralization ， but also
through increasing the expression of osteopontin （OPN） ，bone sialoprotein （BSP） and bone morphogenetic protein唱２ （BMP唱２） ．

Conclusion 　 This is the first report to confirm that XN has anti唱osteoporotic effect ，which provides a new approach for the clin唱
ical treatment of osteoporosis ．
　 　 ［Key words］ 　 xanthohumol ；anti唱osteoporosis ；ovariectomy ；osteoblast

　 　骨质疏松症是一种以骨密度降低和骨微结构破

坏为特征 ，导致骨质脆性增加和易发生骨折的全身

性骨代谢疾病［１］
。由于人口老龄化现象日趋严重 ，

骨质疏松症病例数快速增长 ，骨质疏松症已成为当

今社会必须面对的严重的公共健康问题［２］
。目前 ，

临床上常用的骨质疏松症防治药物可分为骨吸收抑

制剂 、骨矿化剂和骨形成促进剂 ，但这些药物多具有

一定的副作用［３唱５］
，因此新型抗骨质疏松症药物的研

发势在必行 。啤酒花 H umulus lupulus L ．是桑科

葎草属多年生草质蔓生藤本植物 ，以未成熟的带花

果穗入药 ，是新疆药食兼用的特色资源植物 。研究

表明啤酒花中含有的异戊烯基黄酮类化合物具有植

物雌激素样作用 ，可与人体内的雌激素受体相结

合［６］
，从而起到对抗骨丢失的作用 。 黄腐酚 （xan唱
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药学实践杂志 　 ２０１８ 年 ５ 月 ２５日第 ３６ 卷第 ３ 期

Journal of Pharmaceutical Practice ，Vol ．３６ ，No ．３ ，May ２５ ，２０１８



thohumol ，XN ）是其中的代表性成分 ，具有抗氧化 、

抑制癌细胞增殖［７］
、促进癌细胞凋亡［８］

、抗菌［９］等活

性 。笔者采用去卵巢骨质疏松动物模型 ，结合成骨

细胞相关指标 ，对 XN 抗骨质疏松作用进行研究 。

1 　材料

1 ．1 　实验动物
　 　去卵巢骨质疏松动物模型 ：３月龄雌性 ICR小
鼠 ，体重（２０ ± ２） g ，清洁级 。购自上海斯莱克实验

动物有限公司 。动物饲养于第二军医大学药学院实

验动物中心 ，室温控制在（２４ ± ０ ．５） ℃ ，１２ h 光照／

１２ h黑暗 ，自由饮食 、饮水 。

　 　成骨细胞 ：新生 ２４ h Wistar 大鼠 ，购自上海斯

莱克实验动物有限公司 。所有实验动物均符合实验

动物伦理学要求 。

1 ．2 　试剂与仪器
　 　黄腐酚（XN ，纯度 ≥ ９８％ ，上海历鼎） ；戊酸雌二

醇 （EV ，拜耳 ） ；雌激素 （E２ ）Elisa 试剂盒 （美国

R&D） ；碱性磷酸酶 （ALP） 、抗酒石酸酸性磷酸酶
（TRAP）试剂盒（南京建成） ；小鼠骨钙素（BGP） 、Ⅰ
型胶原 C 端肽（CTX唱 Ⅰ ） 、脱氧吡啶啉（DPD ）Elisa
试剂盒（上海信裕） ；胎牛血清 、α唱MEM 培养基（Gib唱
co ） ；Ⅰ 型胶原酶 、MTT （上海博光 ） ；骨桥蛋白

（OPN） 、骨涎蛋白（BSP） 、骨形成蛋白（BMP唱２）抗体
（Abcom） ；肌动蛋白 （β唱Actin）内参 （CST ） ；酶标仪

（美国 BIO唱TEX） ；Micro唱CT （美国 GE） ；CO２恒温培

养箱（日本 Sanyo） 。
2 　方法

2 ．1 　动物分组及处理
　 　将 ３月龄雌性 ICR 小鼠按体重随机分为假手
术组（SHAM ，n ＝ ６）和手术组（n ＝ ２４） 。水合氯醛

麻醉后 ，对手术组小鼠实施双侧卵巢摘除术 ，假手术

组小鼠切除卵巢周围与卵巢体积相似大小的脂肪

团 ，缝合 ，术后给予青霉素预防感染 。 术后观察

１周 。将手术组小鼠随机分为 ４ 组 ：模型组 ［OVX ，

０ ．５％ 羧甲基纤维素钠（CMC唱Na）］ 、阳性药组［EV ，

０ ．２ mg／（kg · d ）］ 、XN 低剂量 （XN ３０ ）组

［３０ mg／（kg · d）］ 、 XN 高 剂 量 （ XN ９０ ） 组

［９０ mg／（kg · d）］ ，每组 ６只 。每周称量体重 ，按照

０ ．１ ml／１０ g 剂量调整给药体积 。每周给药 ６次 ，连

续给药 １２周 。末次给药后 ，小鼠禁食 、不禁水过夜 ，

隔天上午称重 ，摘除眼球取血 ，静置离心 ，分装血清

待测 。剥离小鼠后肢右侧股骨 ，剔除附属组织 ，浸泡

于 ４％ 多聚甲醛 ，用于 Micro唱CT 检测 。

2 ．2 　手术小鼠的血清生化指标的测定
　 　按照 Elisa试剂盒说明书要求 ，检测血清中 E２ 、

ALP 、BGP 、CTX唱 Ⅰ 、TRAP及 DPD含量 。

2 ．3 　 Micro唱CT 检测
　 　取各组小鼠右侧股骨于 Micro唱CT 中扫描 。扫

描分辨率为 １４ μm ；旋转角度为 ３６０° ；旋转角度增量

为 ０ ．４° ；曝光时间２ ９６０ ms ；帧平均数为 ４ 。使用骨

骼分析软件进行数据分析处理 。

2 ．4 　原代成骨细胞分离培养
　 　采用二次消化法从新生 Wistar 大鼠颅盖骨分
离得到原代成骨细胞［９］

，用含 １０％ 胎牛血清的 α唱

MEM 培养液进行培养 ，取 ３ ～ ４代成骨细胞进行增

殖 、分化 、矿化检测以及 Western blot 分析 。

2 ．5 　成骨细胞增殖实验
　 　 将成骨细胞按 １ × １０

３个／孔接种于 ９６ 孔板 ，

２４ h细胞贴壁后更换为含不同浓度 XN 的培养液 ，

并设置空白对照组 。每组设置 ６个复孔 ，培养 ４８ h 。
采用 MTT 法检测药物对成骨细胞的增殖作用 。

2 ．6 　成骨细胞碱性磷酸酶活性测定
　 　 将成骨细胞按 １ × １０

４个／孔接种于 ２４ 孔板 ，

２４ h细胞贴壁后更换为含不同浓度 XN 的培养液 ，

并设置空白对照组 。 每组设置 ３ 个复孔 ，每 ２ d换
药一次 ，于第 ８天裂解细胞 。每孔加入 １００ μl细胞
裂解液 ，冰上裂解 ３０ min ，收集细胞裂解液 ，于４ ℃ 、

１２ ０００ r／min离心 ５ min ，按照 BCA 蛋白浓度检测
试剂盒测定蛋白浓度 ，用 PNPP唱Na 法测定细胞
ALP活性［１１］

。

2 ．7 　成骨细胞矿化能力测定
　 　 将成骨细胞按 １ × １０

４个／孔接种于 ２４ 孔板 ，

２４ h细胞贴壁后更换为骨结节诱导液（含 ５０ μg ／ml
抗坏血酸 ，１０ mmol／L β唱甘油磷酸钠 ，１０ nmol／L 地
塞米松） ，每 ２ d换液一次 ，于第 １９天加入含不同浓

度 XN 的骨结节诱导液 ，并设置空白对照组 。给药

３次后 ，用 ４％ 多聚甲醛固定 ，茜素红染液 （pH ＝

８ ．３）染色 ，拍照 。然后每孔加入 ５００ μl １０％ 氯化十
六烷基吡啶 ，使骨结节溶解完全 ，吸取５０ μl溶解液
于 ９６孔板中 ，于５７０ nm处进行吸光度（A）检测 。

2 ．8 　成骨细胞骨形成相关蛋白检测
　 　将成骨细胞按 ２ × １０

５个／孔接种于 ６孔板 ，２４ h
细胞贴壁后更换为含不同浓度 XN 的培养液 ，并设

置空白对照组 。每 ２ d换药一次 ，于第 ８ 天裂解细

胞 ，提取细胞总蛋白 ，进行蛋白定量 。蛋白变性后进

行 SDS唱PAGE凝胶电泳分离 ，转膜 、封闭后 ，依次加

入 OPN 、BSP 、BMP唱２ 及 β唱Actin 抗体 ，４ ℃ 孵育过

夜 。用洗膜缓冲液（TBST ）洗膜 ３次 ，加入二抗 ，室

温孵育 ３０ min 。 TBST 再次洗涤后 ，采用化学发光
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法显色试剂盒检测 。

3 　结果

3 ．1 　 XN 对小鼠体重的影响
　 　各组小鼠给药前体重无显著性差异 。 去卵巢

后 ，小鼠体重明显增加 ；而 XN 能显著抑制去卵巢所
致的小鼠体重增加 ，维持体重的正常值（表 １） 。

表 1 　 XN对去卵巢小鼠体重的影响（n＝ ６ ，珚x ± s）

组别
给药前体重

（m／g）
给药后体重

（m／g）
体重增加值

（m／g）
SHAM 组 ２８ 换．４５ ± １ ．４２ ３０ ,．０４ ± １ ．４８ 倡 １ 寣．５９ ± １ ．６８ 倡 倡

OVX 组 ２６ 换．０５ ± １ ．７５ ３２ ,．８８ ± ２ ．９１ ６ 寣．８４ ± １ ．９８

EV 组 ２６ 换．３４ ± ２ ．５３ ２８ ,．１０ ± １ ．６９ 倡 倡 １ 寣．７６ ± １ ．８８ 倡 倡

XN ３０ 组 ２６ 换．４５ ± １ ．０４ ２８ ,．０６ ± １ ．０８ 倡 倡 １ 寣．６１ ± ０ ．７３ 倡 倡

XN ９０ 组 ２７ 换．０１ ± １ ．５０ ２９ ,．３８ ± ０ ．９１ 倡 倡 ２ 寣．３８ ± １ ．８２ 倡 倡

　 　 倡 P＜ ０ ．０５ ，倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与 OVX 组比较

3 ．2 　 XN 对小鼠血清生化指标的影响
　 　 OVX 组小鼠血清 E２ 水平显著降低 ，ALP 、
BGP 、CTX唱 Ⅰ 、TRAP 及 DPD 水平明显升高 。 XN
可显著逆转去卵巢小鼠 E２水平的降低 ，抑制 ALP 、
BGP 、CTX唱 Ⅰ 、TRAP及 DPD的高表达（表 ２） 。

3 ．3 　 Micro唱CT 检测
　 　 OVX 组小鼠股骨 ROI 区域较 SHAM 组有明
显空洞（图 １） ；骨矿含量（BMC） 、骨密度（BMD） 、骨
体积分数（BV ／TV ）及骨小梁数量（Tb ．N ．）显著降

低 ，骨表面积／骨体积 （BS／BV ）升高 。 给药后 ，XN
使去卵巢小鼠的骨微结构得到明显改善 ，BMD 和
Tb ．N ．显著增加（表 ３） 。

3 ．4 　 XN 对成骨细胞增殖 、分化及矿化的影响

　 　 XN 在 １ 、５ μmol／L 浓度下可显著促进成骨细
胞增殖及骨矿化水平 （图 ２A 、图 ２C ） ；XN 在 ５ 、

２５ μmol／L 浓度下可显著提高成骨细胞 ALP 活性
（图 ２B） 。

表 2 　 XN对去卵巢小鼠血清生化指标的影响（n＝ ６ ，珚x ± s）

组别
E２

（ρB ／pg · ml － １ ）
ALP

（金氏单位／１００ ml）
BGP

（ρB ／μg · L － １ ）

CTX唱 Ⅰ
（cB ／nmol · L － １ ）

TRAP
（U ／g pro t）

DPD
（cB ／nmol · L － １ ）

SHAM 组 ４８  ．６０４ ± ３ ．６４１ 倡 倡 １０ �．１５９ ± ０ ．６８２ 倡 ８７ 鞍．２９０ ± １４ ．６１０ 倡 倡 ２０ Ё．７６０ ± ４ ．５１０ 倡 倡 ５０ い．７９６ ± ７ ．９７９ 倡 ６１ k．０００ ± ９ ．７８０ 倡 倡

OVX 组 ３９  ．０２８ ± ３ ．２２８ １１ �．２９５ ± ０ ．８１９ １９４ 鞍．６１０ ± ２２ ．４４０ ４０ Ё．９３０ ± ３ ．５４０ ５８ い．６３０ ± ８ ．１７３ １３７ k．５７０ ± １３ ．６００

EV 组 ４７  ．６３７ ± ７ ．１７８ 倡 倡 ９ �．９４８ ± ０ ．７３６ 倡 １０４ 鞍．２７０ ± １６ ．０００ 倡 倡 ２４ Ё．４４０ ± ３ ．０８０ 倡 倡 ５２ い．０３０ ± ３ ．７１１ ７０ k．５３０ ± ７ ．８８０ 倡 倡

XN ３０ 组 ４９  ．４０８ ± ４ ．７８１ 倡 倡 １０ �．２４４ ± ０ ．８７０ １３１ 鞍．９１０ ± １４ ．７２０ 倡 倡 ３０ Ё．４７０ ± ２ ．８９０ 倡 倡 １１ い．１９８ ± ７ ．５５８ 倡 倡 ９１ k．２３０ ± ７ ．２８０ 倡 倡

XN ９０ 组 ４２  ．１９２ ± ６ ．７１８ ９ �．３３１ ± １ ．３３０ 倡 倡 １１７ 鞍．０２０ ± １３ ．３７０ 倡 倡 ２６ Ё．８００ ± ５ ．０４０ 倡 倡 ６ い．５９１ ± １ ．６７９ 倡 倡 ７７ k．２８０ ± １３ ．６４０ 倡 倡

　 　 倡 P＜ ０ ．０５ ，倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与 OVX 组比较

图 1 　各组小鼠右侧股骨Micro唱CT扫描图

3 ．5 　 XN 对骨形成相关蛋白表达的影响
　 　 XN 在给药浓度范围内均可促进 OPN 、BSP和
BMP唱２的表达（图 ３） 。

4 　讨论

　 　众所周知 ，雌激素有助于维持骨骼的强度与稳

定 。妇女绝经后雌激素水平急剧下降 ，导致骨转换

率升高［１２］
，易诱发骨质疏松 。 本研究中 ，小鼠去卵

巢后血清雌激素水平明显降低 ，骨形成指标 ALP 、
BGP和骨吸收指标 TRAP 、DPD 、CTX唱 Ⅰ 均显著升
高 ，说明雌激素缺失导致小鼠的骨转换率升高 。而

骨小梁结构出现明显空洞 ，以及 BMD 和 Tb ．N ．显
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表 3 　 XN对去卵巢小鼠骨组织参数的影响（n＝ ６ ，珚x ± s）

组别
BMC

（m／mg）
BMD

（mg ／cc） BV ／TV BS／BV Tb ．N ．

（１／mm）
SHAM 组 ０ ゥ．５３７ ± ０ ．１１５ 倡 倡 ２１２  ．０５０ ± ２８ ．６４０ 倡 倡 ０ _．１０４ ± ０ ．０１３ 倡 倡 ５４ 行．５４９ ± １ ．１３９ 倡 倡 ２  ．９６０ ± ０ ．２２１ 倡 倡

OVX 组 ０ ゥ．３１５ ± ０ ．０７０ １５６  ．８３８ ± １７ ．０６３ ０ _．０７２ ± ０ ．０１１ ６２ 行．５７１ ± ２ ．０８５ ０  ．２３５ ± ０ ．２２４

EV 组 ０ ゥ．４９７ ± ０ ．０７６ 倡 倡 ２３１  ．９８１ ± １６ ．６５８ 倡 倡 ０ _．１１０ ± ０ ．０１２ 倡 倡 ５８ 行．３５３ ± ３ ．６７０ 倡 ２  ．９２８ ± ０ ．２２５ 倡 倡

XN ３０ 组 ０ ゥ．４１４ ± ０ ．０９９ １８４  ．７７９ ± ９ ．９１５ 倡 ０ _．０８４ ± ０ ．００９ 倡 ５９ 行．１７６ ± ３ ．４１１ 倡 ２  ．６１９ ± ０ ．１９６ 倡

XN ９０ 组 ０ ゥ．４４０ ± ０ ．０７５ 倡 １７７  ．９６４ ± １８ ．８７４ 倡 ０ _．０９３ ± ０ ．０１０ 倡 倡 ５９ 行．２８３ ± ２ ．８３３ 倡 ２  ．７３５ ± ０ ．２３９ 倡

　 　 倡 P＜ ０ ．０５ ，倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与 OVX 组比较

图 2 　 XN对成骨细胞增殖 、分化及矿化作用

A ．M T T 吸光度值 ；B ．ALP 活性 ；C ．骨结节吸光度值 ；倡 P ＜ ０ ．０５ ，倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与空白组比较

图 3 　 XN对骨形成相关蛋白表达的作用

著降低等现象 ，提示去卵巢小鼠处于典型的骨质疏

松状态 。给药 １２周后 ，XN 能够显著提高去卵巢小
鼠血清中的雌激素水平 ，降低骨转换指标水平 ，抑制

高骨转换率 。同时 ，XN 使去卵巢小鼠的骨微结构
得到明显改善 ，BMD 、BMC 明显增加 ，Tb ．N ．显著

提高 ，表明 XN 对雌激素缺失所引起的高转换型骨
质疏松症具有防治作用 。

　 　成骨细胞是骨组织中最重要的功能细胞之一 ，

主要参与骨基质的合成 、分泌和矿化［１３］
。 本研究

中 ，XN 可显著促进成骨细胞的增殖 ，提高成骨细胞

ALP活性 ，促进成骨细胞的骨矿化水平 。提示 XN
可调节骨形成过程的各个阶段 ：从早期增殖 、分化到

末期骨基质矿化 。此外 ，OPN 、BSP 、BMP唱２ 可调节
成骨细胞活性 ，控制骨矿物质的沉淀［１４］

，同样是反

映成骨细胞骨形成和骨转换的关键指标 。本研究中

XN 可显著提高 OPN 、BSP 和 BMP唱２的表达 ，进一

步证实了其抗骨质疏松作用 。然而 ，XN 抗骨质疏
松的具体作用机制尚不明确 ，有待今后进一步研究 。
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细胞的药物泵出 ，从而影响药物的吸收 。 将 CS 组
作用后的细胞中 ABC 家族转运蛋白表达基因的变
化与 PNS 组比较 ，共有 ５ 个 ABC 家族基因发生了
显著下调 。而对于其他组 ，ABC 家族基因均未发生
显著变化 。在 PNS透膜吸收过程中 ，CS对 ABC家
族蛋白基因的表达有较为显著的影响 ，能够抑制

ABC蛋白的表达 ，CS 能够抑制 PNS 吸收中的外排
作用 ，从而促进其吸收 ，而 HPMC和 Car对 PNS外
排作用无显著抑制效果 。

　 　在对 ABC和 SLC两大转运蛋白编码基因的变
化进行分析时发现 ，CS 和 Car 在提高 PNS 的透膜
吸收的过程中改变了 SLC 转运蛋白编码基因的表
达 ，HPMC 对 SLC 家族基因表达无显著影响 。分

析作用后的 ABC 家族基因的变化 ，Car 和 HPMC
对 PNS 吸收过程中 ABC 家族基因表达无显著影
响 ，CS能使 ABC家族基因发生显著下调 ，因此 ，CS
促吸收另一个原因可能为抑制 PNS 吸收过程中的
外排作用 。通过基因芯片实验 ，得到了很多转运蛋

白基因变化趋势 ，但是这些蛋白的表达变化也存在

相互调控 ，还需进一步设计实验对本研究结果进行

完善 。
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