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金雀异黄素抑制 IL-lα 剌激破骨样细胞的

组织蛋白酶 K 表达

王运林*刘晓晴杨菲姚汉华汪红兵夏秦朱欢丽

(华中科技大学附属同济医院老年科，武汉 430030)

摘要 从人骨巨细胞瘤组织中纯化破骨样细胞，用不同浓度的全崔异黄素温育 48 h，观察

IL-] α 剌激后 1 h 后组织蛋白酶K表达。结果发现:与阴性对照纽相比， IL-lα 明显剌激破骨样细

胞表达组织蛋白酶 K (P<O.OI); 而全在异黄素抑制 IL-lα 剌激后组织蛋白酶K转录及表达，且呈

剂量依赖关系 (P<O.O l); 力口用雌激素受体拮抗剂 ICI 182.780 后，全在异黄素作用被部分拮抗。全

在异黄素通过雌激素受体部分抑制 IL-lα 刺激破骨样细胞的组织蛋白酶 K表达。
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破骨细胞在骨重塑过和中具有十分重要的作

用，并受到骨组织微环垃因素的调控:成骨细胞以

及骨基质细胞方分泌 IL- 1α 、 TNF-α[1] 、 M-CSF 、

OPG 手IIRANKU匀，共同调节破骨细胞的分化及活

性，雌激素缺乏情况卡， IL-lα 、 TNF-α 、 RANKL

等细胞冈子分泌明显增加[3] ，这些细胞因子增加破

骨细胞的溶骨活性，造成骨量丢失， 1临床上采用雌

激素替代治疗可以预防和治疗绝经后骨质疏松。{i3

长期雌激素替代治疗也可能诱发乳腺癌等一系列问

题。

Brzezinski 等[4]指出，植物雌激素是一种天然的

远拌性雌激素受体调节剂，它具有雌激素和抗JIli激

素作用，对骨组织表现出雌激素样作用，增加骨密

度。动物实验表明，植物雌激素一一金雀异黄素具

有促进骨形成、抑制破骨细胞骨吸收作用，有效预

防骨量;丢失。随机双育对照的临床研究也显示金雀

异黄素具有 HRTI司等的疗效I坷，但是其对骨代谢作

用的机制仍不十分清楚。破骨细胞分泌组织蛋白酶

K( cathepsin K, CK)直接参与溶骨过程，在骨吸收过

程中具有十分重要的作用，因此，我们从骨巨细胞

瘤组织q1分离纯化出人破骨样细胞(osteoclast-like 

cells ， OCL时，并采用不同浓度金雀异黄素干预，了

解 IL-lα 剌激破骨样细胞后，组织蛋向酶 K 的表达

'情况，从而探讨金雀异黄素在骨代谢中的作用。

1 材料与方法

1.1 仪器

Nikon300 型自动摄像倒置显做镜(Nikon 公司);

紫外/可见分光光度计、 Gene Amp2400PCR 扩增仪

(Perkin Elmer 公司);细胞培养瓶皮屑养板(Nunc 公

司)。

1.2 试齐IJ

无酌红 α-MEM 培养基、 I 型胶原酶、 IL-lα 、

金雀异黄京、 ICI 182.780 均购自 Sigma 公司;腆

蛋白酶 -EDTA、f;~碳酸二乙醋(DEPC)、 Trizol 、月台

牛血清(FBS)购白 Gibco 公司:边转录试剂盒购自

Promega 公司; Taq 酶购白上海生工生物工和有限

公司:引物合成于 t海博亚生物工程有限公司:

GeneRulerTM 100DNA Ladder 购白}二海生工生物工

程有限公司。荼酣 AS-BI 磷酸铀购自 Sigma 公司:

羊抗人组织蛋白酶 K 一抗、羊抗人。肌动蛋白一

抗、驴抗羊 IgG-HRP 二二抗、化学发光增强试剂盒

(ECL)均购白 Santa Cruz 公司:蛋白质标准(marker)

j喃自 Biolabs 公司。

1.3 破骨样细胞的来源

病理组织来源于才主 46 岁的骨肿瘤患者，经

过活检，确诊为骨扫细胞瘤。破骨样细胞的纯化参

见文献[6] 的方法。
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1.4 抗酒石酸酸性磷酸酶染色(TRAP 染色)

TRAP 染色是鉴定破骨细胞的特征性染色方

法，具体方法参考文献[7] 。

1.5 干预实验

破骨样细胞接种于 25 cm2 培养瓶，用含 10%

FBS 的无酌红 MEM 培养液培养，汇片后换含 0.1%

牛血洁白蛋门(BSA)的无血清 MEM 培养液培养 24

h ，分成 6 组: (1)阴性对照组， (2) 阳性对照组(未

经金雀异黄素预处理， {'=l以后加入 IL-lα 作用 1 h) , 

(3)金雀异黄素(10 10 mol几)， (4)金雀异黄素(10-8 mol/ 

L) , (5)金雀异黄素(10 6 mol/L) ， (6)金雀异黄素(10-8

mol/L)+ICI 182.780 (1 0 8 mol/L)。不同浓度金雀异

黄素温育 48 h 后，加入 1.2 nmol/L IL-lα 作用 1 h 

(阴性对照组除外)， Trizol 收集细胞。

1.6 RT-PCR 

加入 Trizol 并吹打裂解细胞，抽提总 RNA，取

2μg 总 RNA 合成 cDNA，取 1μlcDNA 进行 RT­

PCR 扩增组织蛋白酶 K、 P 肌动蛋白基因，反应总

体积 20μ1，引物序列及反应条件见表 1 。扩增产

物在1.2% 琼脂糖凝胶中电泳，实验重复 3 次，澳

化乙皖染色显影并照相。

1.7 Western 印迹

取 35μg 细胞总蛋白榕液与 4xSDS 加样缓冲液

泪匀， 100 oc加热使蛋白质变性 3 min，点样于 7.

5% SDS-PAGE 胶中， 100 V 电泳， 50 mA 、 4 oc 
冰箱将蛋白质电转移至硝酸纤维素膜上。硝酸纤维

素膜用含 5% 脱脂牛奶主温下封闭 3 ho PBS(含 O.

01 % Tween20)洗膜 15 min 1 次， 5 min 2 次。分

别用羊抗人组织蛋白酶 K ---抗(1 : 1 000 稀释)杂膜

4 h , PBS(含 0.01 % Tween20)洗膜， 5 min 2 次，

驴抗羊 IgG-HRP 二抗(1 : 3 000)杂膜 1 h , PBS(含

0.01 % Tween20)洗膜 15 rnin 1 次， 5rnin4 次， ECL 

发光自显影，实验重复 3 次:羊抗人。肌动蛋白一

抗(1 :1000 稀释)杂膜 4 h , PBS(含 0.01% Tween20) 

洗膜， 5 min 2 次，驴抗羊 IgG-HRP 二抗(1 : 3000) 

杂膜 1 h , PBS(含 0.01 % Tween20)洗膜 15 min 1 

次， 5min4 次， ECL 发光白显影，实验重复 3 次:

-研究论文.

洗片显影，用 Imagemaster VDS 成像分析系统进行

光密度检测。

1.8 统计学处理

数据用(x:t s)表示，组间比较采用 I 检验，用

spssl 1. 5 软件分析。

2 结果

2.1 TRAP 染色

破骨细胞经 TRAP 染色后，显示大量节泡和伪

足，胞浆成棕黄色，胞核成棕褐色(罔 1 )。在低倍

镜下任选 10 个视野，计算破骨样细胞纯度，纯度

为 97.2 :t0.513% 。

2.2 mRNA 表达

与阴性对照组相比，阳性对照组经 IL-lα 刺激

后，组织蛋白酶 KmRNA表达量明显增加(P<O.O l) 。

与阳性对照组相比，金雀异黄素抑制 IL-lα 剌激后

组织蛋白酶 KmRNA 表达，且呈剂量依赖关系(P<

0.01) 。与金雀异黄素(10- 10 mol/L)组相比，金雀异

黄素 +ICII82.780 组组织蛋白酶 KmRNA 表达量增

力日(P<O.O l) ( 图 2A ， 图 2B ， 图 2C) 。

2.3 蛋白质表达

与阴性对照组相比，阳性对照组经 IL-lα 剌激

后，组织蛋白酶K 蛋白质表达量明显增加(P<O.OI) 。

与阳性对照组相比，金雀异黄素抑制 IL-lα 刺激后

固 1 TRAP 染色

破骨细胞经 TRAP 染色后，显尽大培空泡和伪足，胞浆成机;黄

色，胞核成棕褐色 (400x)

表 1 组织蛋白酶 K、 P 肌动蛋白基因引物序歹IJ及 RT-PCR 反应条件

扩增某怵l 1) I 物序列(5' → 3') 返火源度("C) Mg2+ 浓度(mmoIlL) 循环次数(ì:欠) 产物(bp)

组织蛋白酶 K 有义 CTCAAGGTTCTGCTGCTA 53 1.3 30 381 

反义:GACAGGAGTAACATATCC

。肌4力蛋白 {T义 CCTCGCCTTTGCCGATCC 56 1.7 30 620 

反义:GGATCTTCATGAGGTAGTCAGTC
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图 2 组织蛋白酶K、 F 肌动蛋白 mRNA 表达

(A) !'Il织蛋白酶 K mRNA 炭 i主; (B) J3肌动蛋白 mRNA 表达; (C)组织蛋白酶 K/ J3 肌动蛋白 mRNA 光密度比值。 1 阴性对照织; 2: 阳

性对mt纠 L; 3:-;;主雀片黄素(1 0 10 mol/L); 4 金雀异黄索(1 0' mo1/L); 5 金雀异黄索(10 6 mo11L); 6: 金雀异黄素(10 8 mol/L)+ICI 182.780 (1 0' 

mollL)υ 与阳 yjx，j)膏、纫机l 比， *P<O.OI; L~ 阳性对照组相比， **P<0.05o 
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圄 3 组织蛋白酶 K表达(Western 印迹)

(A)幻H>( 蛋白fIf~ K 、J3 IlJ L动蛋白表达; (B)组织蛋白酶 K/ J3 肌动蛋白光密度比值。 1 :阴性对照织; 2: 阳性对照组; 3: 金雀异黄素(l O.!O mo l/ 

L); 4: 0雀异黄宗(1 0- 8 mo1/L); 5: 金雀异黄素(10-6 mollL); 6: 金雀异黄素。0 8 mollL)+ICI 182.780(1 0 8 mo1/L)。与阳性对照级相比 ， *p 

<0.01); 1 过|月1 付中J rK\纠l 丰H 比 ， **P<0.05o 

组织蛋白酶 K 表达，且呈剂量依赖关系(P<O.OI) 。

lJ金雀异黄京(10-8 mol/L)组相比，金雀异黄素 +ICI

182.780 组组织蛋白酶 K 表达量增加(P<O.OI) o( 图

3A ，国 3B) 。

3 讨论

绝经后骨质疏松是危害妇女健康的主要因素，

因此，女性需要适当运动、养成良好的生活习惯，

在年轻时达到较高的峰值骨量:更为重要的是防止

绝经后节'量快这丢失。然而，绝经后，长期雌激

素替代治疗所带来的安全性以及顺应性问题使得雌

激素在|临床上长期使用受到限制[剖，因此需要寻找

其他有效而安全的替代产品，临床对比实验证实:

柏物雌激素可有效顶防妇女绝经后骨量的快速丢

失l闪，植物雌激素有多种类型，其中以金雀异黄素

ff:_物沾性最强。研究表明金雀异黄素可以促进成骨

细胞分化[101、抑制破骨细胞生成[lll，但是其在骨代

谢作JH 的分 f机制有待于阐明。

在炎症反应以及雌激素缺乏时，组织细胞分泌

IL-1α 增加， IL-1α 增强破骨细胞的溶骨活性[川，而

组织蛋白酶 K和碳酸背酶 II 是破骨细胞分泌并参与

溶骨过程的关键酶。本实验发现 IL-lα 在转录水平

上促进破骨样细胞表达组织蛋白酶 K，而 17ß- 雌二

醇可以抑制组织蛋白酶 K表达，说明雌激素核受体

参与仁述转录过程:在雌激素受体拮抗剂 ICI182.780

存在时，金雀异黄素所表现出抑制 IL-lα 的作用受

到部分拮抗，这 4点，说明雌激素受体参与组织蛋

白酶 K表达，也进一步验证了破骨细胞是雌激素作

用的靶细胞[口]。金雀异黄素抑制 IL-lα 剌激后组织

蛋白酶K表达，且呈剂量依赖关系，雌激素受体拮

抗剂阻断了金雀异黄素的部分作用，显示出金雀异

黄素的雌激素样效应:在雌激素受体拮抗剂 ICI

182.780 存在时，金雀异黄素作用受到部分拮抗，

但组织蛋白酶 K表达量仍低于阳性对照组，两组相

比有显著性差异(P<O.O日，说明金雀异黄素的抑制

作用不仅仅是通过雌激素受体产生，也可能与金雀

异黄素所具备抑制蛋白酶氨酸激酶作用有关，有待

于进→步研究。
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Genistein Inhibit Cathepsin K Expression Stimulated by IL-lαln 

Osteoclast-like Cells 

Yur卜Lin Wang飞 Xiao-Qing Liu, Fei Yang, Han-Hua Yao, Hong-Bing 引Tang ， Qin Xia, Huan-Li Zhu 
(Department ofGerontism, Tongji Hospital, Huazhong University of Science and Technology, Wuhan 430030, China) 

Abstract The osteoclast-like cells (OCLs) isolated from tissue of human giant cell tumor of bone, were 

stimulated by IL-lαin the presence of genistein. Then the expression of cathepsin K (CK) was determined by RT­

PCR and Western blot in OCLs. Compared with control group, the expressions of CK were up-regulated after 

stimulated by IL-lαin other groups (P<O.O l). Genistein down-regulated CK gene expression stimulated by IL-lα 

at the transcription level stimulated in dose-dependent manner (P<O.Ol) and its effect was abrogated partly after 

treated with the estrogen receptor antagonist ICI 182.780. Genistein inhibit CK expression stimulated by IL-lα 

through estrogen receptor in OCLs. We found IL-la stimulated the expression of CK in OCLs. 

Key words genistein; osteoclast-like cells; cathepsin K; IL-lα 
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