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[摘要 ] � 研究叶黄素对体外破骨细胞分化的影响. 建立由骨保护素配体 ( RANKL )和巨噬细胞集落刺激因子 ( M

- CSF )共同细胞因子的小鼠破骨细胞骨髓诱导体系,将不同浓度的叶黄素作用于破骨细胞.受试细胞分为对照

组、叶黄素低剂量组 ( 10- 8m o l/L )、叶黄素中剂量组 ( 10- 7mo l/L)和叶黄素高剂量组 ( 10- 6m o l/L ), 并设立空白对

照组. 7 d后取细胞玻片进行抗酒石酸酸性磷酸酶 ( TRAP )染色, 观察破骨细胞并计数; 取骨片进行甲苯胺蓝染

色, 光镜下统计骨吸收陷窝面积; 测量抗酒石酸酸性磷酸酶 ( TRAP )活性以及破骨细胞表面 NF- �B活化受体

( RANK) mRNA表达量.诱导培养的破骨细胞形态特征明显; 叶黄素中、高剂量组在细胞数量、TRAP活性上与对

照组相比有明显统计学差异 (P < 0� 05); 叶黄素各剂量组在 ( RANK ) mRNA表达量上与对照组相比有明显统计

学差异 (P < 0� 05),且呈量效关系.研究表明叶黄素可以抑制体外培养的破骨细胞分化.
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Abstrac t: Effect o f lute in on the d iffe rentia tion of osteo clast induced from bonem arrow were studied in v itro. M ononucle-

a r ce lls o f m ice bonem arrow w ere incubated w ith DMEM conta in ing macrophage co lony stimu la ting fac to r ( M - CSF )

and recepto r activato r of NF - �B lig and ( RANKL ). The cu lture was treated w ith lute in of d ifferent concentrations

( 10- 8m ol/L、10- 7m o l/L、10- 6mo l/L ) , respective ly. The cu lture ce lls w ere fixed and w ere stained fo r tarta te-resistant

ac id ic phospha tase ( TRAP ) a fter 7d. The form ation of osteoc lasts w as quantified by counting the num be r of TRAP+

mu ltinuc lea r ce lls. The percentage of bone resorbed surface, TRAP activ ity and the expression o f receptor ac tivator o f

NF- �B ( RANK) mRNA w ere ana ly sed. The appearance o f reduced m ice osteo clasts w as typica.l Com pared w ith the

contro l g roup, the num be r of TRAP+ mu ltinuc lea r cells, TRAP activity and the percentage of bone surface in lute in m id-

d le-do se group and lu tein h igh-dose g roup sign ificantly decreased(P < 0�05) . But the expression o f RANK mRNA sig-

n ifican tly increased(P < 0�05 ) by treated in different doses o f lute in. Lute in can inh ib it o steoc lasts d ifferentiation in

v itro.
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� � 叶黄素是一种含氧类胡萝卜素,分子式为 C40H 56O2,相对分子质量为 568.由于分子结构中多个烯键

的存在,叶黄素分子可以发生几何异构.叶黄素可在人体内发挥多种重要的防治疾病功能, 其中尤以抗氧

化、防止心血管疾病、预防老年性黄斑变性、提高免疫力、抗癌以及调控骨质代谢等作用突出
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.本实验旨

在观察此类化合物对破骨细胞分化的影响.
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1� 材料与方法

1�1� 主要仪器和试剂
� � Labconco冰冻真空干燥仪, 752分光光度计, 960型荧光分光光度计, J2- SH高速冰冻离心机, C30柱

( YMC Caroteno id S- 5, W aters) , HPLC(Waters 600E溶剂输送系统, PDA - 2996二极管阵列检测器 ), 叶黄

素乳化剂 (罗氏制药公司 ), DMEM培养基、胎牛血清 (美国 G ibco公司 )、RANKL、M - CSF、乙腈、甲醇、甲

基叔丁基醚 (MTBE ) (迪马公司 ) , TRAP检测试剂盒 (南京建成 )、RT - PCR试剂盒 ( Promega公司 )、DNA

M arker(大连 TaKaRa生物技术公司 )、无水乙醇 (北京化学试剂公司 ) , 大孔吸附树脂 (天津农业股份公

司 ) .

1�2� 乳化剂破乳制备叶黄素
1�2�1� 叶黄素萃取
� � 称取 10 g乳化颗粒加入 300mL丙酮 -正己烷萃取.静置 2 h后, 将脂溶性相收集后进行提取液浓缩

处理.

1�2�2� 叶黄素提取液柱色谱纯化
( 1)装柱:将活化好的氧化铝装填于玻璃层析柱中,用正己烷润湿. ( 2)洗脱:分别取 2mL叶黄素提取

液上柱,用 50mL正己烷 -丙酮淋洗,收集洗脱液. 将洗脱液用氮气吹干.

1�3� 叶黄素鉴定
根据其色谱中保留时间和紫外可见吸收光谱的特征峰进行鉴定.

1�4� 破骨细胞分离和动物培养
取 4周龄雄性小鼠 5只 (均由中国医学科学院实验动物中心提供 )体重 20~ 25 g.拉颈脱位处死, 75%

乙醇泡 5m in.无菌条件下, 分离股骨,剪断两侧骨骺端,用注射针头将 DMEM ( 100U /mL青霉素, 100 �g /

mL链霉素, 2mmo l/L L-谷氨酰胺, 15% FCS)轻轻冲洗骨髓腔,收集骨髓细胞混合液并接种于培养瓶中培

养 ( 5% CO2, 95%空气, 37� 湿热 ) 45m in.收集未贴壁细胞,取上清液, 1 000 r /m in离心 5m in.弃上清液,用

DMEM培养液重悬细胞,计数并调整细胞浓度至 10
5
个 /mL.细胞混合液分成 4组, 即对照组、叶黄素低剂

量组 ( 10
- 8
mo l/L)、叶黄素中剂量组 ( 10

- 7
mo l/L )和叶黄素高剂量组 ( 10

- 6
mol/L ), 各组细胞培养液中均添

加 M - CSF( 50 ng /mL)和 RANKL( 50 ng /mL), 并设空白对照组.将细胞混合液移入玻片及骨片的 24孔培

养板上,放在 5% CO2、95%空气、37� 湿热条件下培养,并每隔 2 d换液,于第 7 d进行细胞观察、计数及生

化指标测定.

1�5� 破骨细胞计数与生化测定
1�5�1� 骨吸收陷窝染色、观察与统计
� � 将骨片经 2�5%戊二醛固定 7m in,超声清洗 5m in,系列乙醇脱水, 自然晾干, 1%甲苯胺蓝染色 5m in,

蒸馏水清洗后 � 100光镜下对吸收陷窝 (圆形、椭圆形等典型形态, 边界清楚的蓝紫色异染区 )观察, 并进

行骨吸收陷窝面积百分比的统计.

1�5�2� 破骨细胞抗酒石酸酸性磷酸酶 ( TRAP)染色

将细胞玻片固定后,按试剂盒说明进行操作,中性树胶封片,光镜下观察.以 TRAP
+
多核细胞 ( �3)为

破骨细胞,对每个玻片随机取 5~ 10个视野 ( � 200)中的破骨细胞数进行计数,取平均值结果以细胞数 /

玻片表示.

1�5�3� 破骨细胞抗酒石酸酸性磷酸酶 ( TRAP)活性测定

培养的贴壁细胞于第 7 d时用 0�25%胰酶消化后 PBS清洗 2次,加入细胞裂解液 100 �L,在超声波细

胞粉碎上粉碎细胞,取上清液 0�05mL, 530mm比色测定, 并根据公式计算酶活性.

1�5�4� RT- PCR测定破骨细胞表面 RANK表达水平

各组于培养 3、5和 7 d用 0�25%胰酶消化后收集贴壁细胞,提取总 RNA.取 2�L总 RNA合成 cDNA,

取 1 �L cDNA进行 RT- PCR扩增 RANK及 GAPDH 基因,反应总体积为 20 �L. 引物序列及扩增条件如

下: RANK上游引物序列: 5- TTAAGCCAGTGCTTCACGGG - 3, 下游引物序列: 5- ACGTAGACCACGAT-

GATGTCGC- 3; GAPDH 上游引物序列: 5 - TCCACCACCCTGTTGCTGAG - 3, 下游引物序列: 5 - CCA-
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CAGTCCATGCCATCACT - 3. PCR循环 30次, 制备 2%琼脂糖凝胶,取 PCR反应产物 5加适当溴酚蓝点

样, 90 V电压下电泳 20m in.凝胶成像分析系统进行光密度扫描,半定量分析并电泳带的平均灰度值.目的

基因 RNA表达量 =每例标本电泳带的平均灰度值 /同一标本 GAPDH电泳带的平均灰度值.

1�6� 统计分析
每组实验均重复 3次, 各组数据以 �x � s表示, 采用 SPSS10�0软件进行方差分析,两组间进行 t检验.

2� 结果与分析

2�1� 叶黄素提取与鉴定
� � 有机试剂的反复提取后,通过柱层析可以得到高纯度的叶黄素提取物, 经 HPLC及其光谱特征峰进行

定性.

2�2� 破骨细胞活体观察
培养 1 h后开始出现贴壁细胞,大多为体积较小单核圆形细胞, 大小基本一致, 分布比较均匀;培养第

2 d细胞形态开始出现变化,出现散在的大形细胞, 局部出现细胞聚集,但各组细胞密度未见明显变化;细

胞培养第 3、4 d, 各组不规则细胞数量增加,体积增大, 形态演变为大圆形、花瓣形等, 有些细胞出现伪足,

胞浆内可见多核,成为破骨细胞;培养第 7 d各组破骨细胞形成逐渐达到高峰, 细胞核大多有 3个或 3个

以上.

2�3� 骨片吸收陷窝光镜的观察与统计
骨片在培养 7 d后经甲苯胺蓝染色后骨吸收陷窝呈蓝紫色,形态不规则,大小不一,边界清楚.其中对

照组现窝数量多,面积大, 多连接成串珠样,而中、高剂量叶黄素组吸收陷窝数量和面积较小,其骨吸收陷

窝面积百分比与对照组相比,差异呈统计学意义 (见图 1).

2�4� 叶黄素对破骨细胞 TRAP染色阳性细胞数的影响

表 2结果表明,中、高剂量叶黄素组相比对照组破骨细胞数量明显减少 ( P < 0�05), 而低剂量叶黄素
组与对照组无统计学意义.

表 1� 叶黄素对骨吸收面积的影响 (�x � s, n= 5 )

Table 1� Effect of lutein on percentage o f bone resabed surface

组别 骨吸收面积量 /%

对照组 47�17 � 4�11

低剂量叶黄素组 ( 10- 8m ol /L) 45�71 � 4�10

中剂量叶黄素组 ( 10- 7m ol /L) 35�33 � 3�77*

高剂量叶黄素组 ( 10- 6m ol /L) 29�15 � 3�82*

� � 注:与对照组比较* P < 0�05.

表 2� 叶黄素对破骨细胞 TRAP染色阳性细胞数的影响 (�x � s, n= 5)

Table 2� Effect of lutein on osteoclast num ber by TRAP + stained

组别 TRAP染色阳性细胞数 / (个 /片 )

对照组 34�16 � 1�19

低剂量叶黄素组 ( 10- 8m ol /L) 34�27 � 1�07

中剂量叶黄素组 ( 10- 7m ol/L) 32�71 � 1�06*

高剂量叶黄素组 ( 10- 6m ol/L) 31�88 � 1�04*

� � 注:与对照组比较* P < 0�05.

2�5� 叶黄素对 TRAP活性的影响

表 3结果表明,各剂量叶黄素组相比对照组破骨细胞的 TRAP活性明显降低 (P < 0�05). 而低剂量叶
黄素组与对照组无统计学意义.

2�6� 叶黄素对破骨细胞 RANK

mRNA表达的影响 (表 4) RT- PCR半定量分析结果表明叶黄素呈浓度依赖性上调 RANK的表达,其

中不同剂量叶黄素组的各时间点与对照组比较差异有统计学意义 (P < 0�05) .
表 3� 叶黄素对 TRAP活性的影响 (�x � s, n = 5 )

Table 3� Effect of lutein on TRAP activ ity

组别 TRAP活性 ( � /L)

对照组 7�05 � 0�32

低剂量叶黄素组 ( 10- 8mo l/L ) 7�13 � 0�28

中剂量叶黄素组 ( 10- 7m ol /L) 6�33 � 0�30*

高剂量叶黄素组 ( 10- 6m ol /L) 6�05 � 0�30*

� � 注:与对照组比较* P < 0�05.

表 4� 叶黄素对破骨细胞 RANK mRNA表达的影响 (�x � s, n = 5)

Table 4� Effect o f lutein on expression o f RANK mRNA

组别
RANK /GAPDH

3 d 5 d 7 d

对照组 2�05 � 0�10 2�19 � 0�11 2�28 � 0�11

低剂量叶黄素组 ( 10- 8m ol /L) 2�87 � 0�11* 3�04 � 0�12* 3�07 � 0�12*

中剂量叶黄素组 ( 10- 7m ol /L) 3�11 � 0�12* 3�18 � 0�12* 3�20 � 0�13*

高剂量叶黄素组 ( 10- 6m ol /L) 3�34 � 0�11* 3�38 � 0�13* 3�47 � 0�11*

� � 注:与对照组比较* P < 0�05.
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3� 讨论

正常骨代谢过程是一种骨吸收和骨形成的动态平衡过程,在这一过程受到体内外许多因素的调控,如

年龄、性别、营养状况、生活习惯、疾病等. 一旦这些方面出现问题, 均会导致骨代谢受阻,引发骨质疏松.而

究其发生的本质则在于骨重建过程紊乱即破骨细胞介导的骨吸收大于成骨细胞介导的骨形成
[ 4]
. 破骨细

胞来源于骨髓造血干细胞的单核巨噬细胞系,其分化过程中涉及 NF - �B活化受体 ( RANK ) /骨保护素

( OPG ) /RANK配体 ( RANKL)系统的调节. RANKL表达于成骨细胞表面与破骨细胞前体细胞表面的

RANK结合, 与巨噬细胞克隆刺激因子 (M - CSF)一起启动破骨细胞的分化
[ 5-6 ]

.叶黄素是近几年来备受国

内外营养界关注的一类化合物,研究表明其在成骨细胞分化、OPG /RANKL调控方面有一定的作用
[ 7-8]

.就

本实验而言,结果表明中、高剂量叶黄素可以使破骨细胞数量和 TRAP活性降低,阻止破骨细胞的形成与

分化. 此外在破骨细胞分化过程中叶黄素各组细胞 RANK基因表达水平均有所上调,且与叶黄素剂量浓

度呈现正相关性.综上所述,叶黄素在体外可以有效地抑制破骨细胞的形成与分化,延缓骨吸收过程.
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