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黄芪多糖对低氧环境中BMSCs成骨分化的影响
伍志伟1,2*  刘  丹1  薛  娜1  刘永琦1,2  苏  韫1  颜春鲁1

(1甘肃中医药大学基础医学院, 兰州 730000; 
2甘肃省高校重大疾病分子医学与中医药防治省级重点实验室, 兰州 730000)

摘要      该文研究了黄芪多糖(Astragalus polysaccharides, APS)对低氧环境中成骨诱导的骨髓间

充质干细胞(bone mesenchymal stem cells, BMSCs)成骨分化的作用。BMSCs培养于含40 μg/mL APS、
氧浓度分别为3%、6%、10%和20%的成骨诱导培养液4周, 通过茜素红染色分析BMSCs中骨钙蛋

白沉积、Real-time PCR和Western blot分别检测成骨相关基因骨髓基质细胞核心结合因子α1(runt-
related transcription factor 2, Runx2)和骨形态发生蛋白-2(bone morphogenetic protein-2, BMP-2)的
mRNA和蛋白质水平。结果表明, 在不同氧浓度下, 与单纯成骨诱导剂组相比, 含APS的成骨诱导

剂组BMSCs中出现了大量桔红色的骨钙蛋白沉积, Runx2和BMP-2的mRNA和蛋白质水平显著升

高; 尤其在氧浓度为6%时, 差异较显著(P<0.05)。40 μg/mL APS具有促进低氧环境中成骨诱导的

BMSCs成骨分化的作用, 其促进作用与氧浓度相关。
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Effects of Astragalus polysaccharides on Osteogenic Differentiation of BMSCs 
Cultured in Low Oxygen Environment
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Abstract       In the present study, the effects of Astragalus polysaccharides (APS) on osteogenic 
differentiation of bone mesenchymal stem cells (BMSCs) induced by osteogenic medium under hypoxic 
environment were analyzed. BMSCs were cultured by osteogenic induction medium containing 40 μg/mL 
Astragalus polysaccharides under the different oxygen concentration (3%, 6%, 10% and 20%) environments 
for 4 weeks. The osteocalcin particles existing in BMSCs-induced were detected by alizarin red staining. 
The levels of mRNA and protein of osteoblastic genes, runt-related transcription factor 2 (Runx2) and bone 
morphogenetic protein-2 (BMP-2), in the BMSCs-induced were determined by Real-time PCR and Western blot, 
respectively. The results showed that, compared with the BMSCs-induced by pure osteogenic induction medium, 
more red orange osteocalcin particles were observed in BMSCs cultured in the medium containing Astragalus 
polysaccharide, and the mRNA and protein levels of Runx2 and BMP-2 were significantly increased, especially 
in 6% oxygen concentration (P<0.05). 40 μg/mL Astragalus polysaccharides could promote osteogenic 
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骨髓间充质干细胞 (bone mesenchymal stem 
cells, BMSCs)是来源于中胚层的一类具有成骨和成

软骨分化的多能成体干细胞, 在骨质疏松、股骨头

坏死、骨折等临床疾病的治疗和修复中得到广泛应

用, 并且已成为骨组织工程首选的种子细胞[1-3], 但
经典的成骨诱导途径尚无法满足临床需要。由于

BMSCs分化极易受到诱导微环境中诸如细胞因子、

低氧、炎性介质等的影响, 引起细胞内基因转录与

调控的改变, 导致细胞形态、结构、分化等生物学

特性异常, 甚至造成BMSCs恶性转化, 极大地限制

了BMSCs临床应用。

黄芪多糖(Astragalus polysaccharides, APS)作为

黄芪的主要有效活性成分之一, 在抗炎、免疫调节、

促进细胞增殖与分化等方面具有独特的功效[4-7], 而
氧作为生物机体新陈代谢的重要营养组分, 在促进

和维持生物体生长发育以及体内细胞增殖和分化过

程中发挥着重要作用。目前, 对于BMSCs分化的相

关研究, 大多是在常氧环境中进行的, 忽视了体内低

氧微环境对其的影响。因此, APS对低氧环境中成

骨诱导的BMSCs成骨分化是否具有促进作用呢？

本研究模拟体内低氧环境, 应用APS干预成骨诱导

的BMSCs, 探析APS对低氧环境中BMSCs成骨分化

的作用, 对于解析APS的临床疗效和拓展BMSCs成
骨分化的应用具有重要意义。

1   材料与方法
1.1   材料

BMSCs由本实验室从SPF级Wistar大鼠分离鉴

定所得[8]。实验获得甘肃中医药大学实验动物伦理

学委员会批准。

1.2   试剂及仪器　

DMEM/F12培养基、胎牛血清、0.25%胰蛋

白酶和青链霉素购自Gibco公司。成骨诱导培养

基购自赛业生物科技有限公司。茜素红染色试剂

盒购自上海杰美基因医药科技有限公司。RNA提

取试剂盒、反转录试剂盒、Real-time PCR试剂盒

购自Roche公司。大鼠骨相关基因骨髓基质细胞

核心结合因子α1(runt-related transcription factor 2, 
Runx2)、骨形态发生蛋白-2(bone morphogenetic 
protein-2, BMP-2)单克隆抗体、β-actin抗体、羊抗

兔IgG-HRP和光学印迹ECL检测试剂盒购自Abcam
公司。Runx2、BMP-2引物由生工生物工程(上海)
股份有限公司合成。黄芪多糖购自上海源叶生物

科技有限公司。倒置显微镜型号为IX53。Real-
t ime PCR仪型号为 CFX96。CO2培养箱型号为

MCO-18AIC。凝胶成像系统型号为ChemiDoc™ 
XRS+。
1.3   实验分组 

实验分为空白组、APS组、诱导剂组和诱导

剂+APS组, 细胞培养氧浓度分别为3%、6%、10%
和20%, 共计16组。APS的浓度为40 μg/mL(前期研

究证实能有效促进BMSCs细胞增殖, 可见参考文献

[9])。
1.4   细胞培养  

常规培养G3代BMSCs至融合达到80%~90%时, 
用含0.25%胰蛋白酶Hanks液进行消化, 按2×10/cm2

的细胞密度接种于6孔板, 每孔加入2 mL完全培养基

(含有10%胎牛血清的DMEM/F12), 每组设3个平行

重复。将接种好的细胞置于常氧环境、37 °C、5% 
CO2、相对湿度100%的培养箱中培养, 至细胞汇合

达到60%~70%, 吸弃培养基。空白组加完全培养基, 
APS组加入含有40 μg/mL APS的完全培养基, 诱导剂

组加入成骨诱导培养液(175 mL基础培养基、20 mL
胎牛血清、2 mL青链霉素、2 mL谷氨酰胺、400 μL
抗坏血酸、2 mL β-甘油磷酸钠、20 μL地塞米松), 
诱导剂＋APS组加入含有40 μg/mL APS的成骨诱导

培养液。各孔分别加入对应培养液2 mL, 分别置于

3%、6%、10%和20%这4个氧浓度环境中培养4周, 
每隔3 d换液1次。

1.5   茜素红染色分析  
细胞培养结束后, 弃培养液, 用PBS洗涤2次, 每

孔加入2 mL 4%中性甲醛, 于4 °C固定30 min; 弃甲醛, 
PBS洗涤2次, 每孔加入1 mL茜素红染液染色5 min; 
弃染液, PBS洗涤2次, 置于显微镜下观察成骨染色

differentiation of BMSCs-induced by osteogenic medium under hypoxic environment, and the role was related to 
oxygen concentration.

Keywords       bone mesenchymal stem cells; osteogenic differentiation; Astragalus polysaccharides; low 
oxygen environment
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结果。

1.6   Real-time PCR分析  
采用Real-time PCR检测Runx2、BMP-2 mRNA

水平。应用RNA提取试剂盒(Roche公司)提取细胞

培养物总RNA, 并进行反转录(具体操作参照试剂

盒说明书); 以大鼠骨Runx2和BMP-2基因序列设计

引物(表1), 通过Real-time PCR检测各组中Runx2和
BMP-2 mRNA水平。PCR反应体系组成: 12.5 μL 
2×SYBR Green I Mix、上下游引物各0.5 μL、20 ng 
cDNA模板、用无菌去离子水补至25 μL。PCR反应

条件: 95 °C预变性1 min; 95 °C变性10 s, 58 °C变性

20 s, 共做45个循环。

1.7   Western blot分析  
应用RIPA裂解液(上海碧云天生物技术有限

公司)提取细胞培养物总蛋白, 以30 μg/hole蛋白

上样量、12 V/cm电压进行聚丙烯酰胺凝胶电泳

[dodecyl sulfate, sodium salt (SDS)-Polyacrylamide gel 
electrophoresis, SDS-PAGE]2 h后 ; 于20 V/cm电压转

印至PVDF膜, 将PVDF膜置于5%脱脂奶粉中, 4 °C
过夜封闭; 弃封闭液, 分别以1000 1׃大鼠Runx2、
β-actin和BMP-2一抗室温孵育4 h后, 收集一抗; 应
用PBST洗涤PVDF膜5次, 每次5 min; 加入1000 5׃
羊抗兔IgG-HRP二抗, 室温孵育2 h, 收集二抗; 加入

Optiblot ECL Detect Kit(0.1 mL/cm2)作用3 min后, 于
ChemiDoc™ XRS+检测Runx2和BMP-2蛋白含量。

1.8   数据分析  
应用SPSS 16.0对数据进行统计分析, 采用多因

素方差分析进行各组间均数比较。P<0.05为差异显

著, P<0.01为差异极显著。

2   结果
2.1   茜红素染色分析

经茜红素染色后, 在不同氧浓度条件下培养的

诱导剂组和诱导剂+APS组BMSCs内均出现了桔红

色的骨钙蛋白沉积。相同氧浓度条件下, 与空白组

和APS组相比, 诱导剂组和诱导剂+APS组差异均为

极显著(P<0.01)。相同氧浓度条件下, 诱导剂+APS
组BMSCs内骨钙蛋白含量较诱导剂组高, 差异显著

(P<0.05)。在不同氧浓度下, 诱导剂组和诱导剂+APS
组中骨钙蛋白沉积表现出一定的差异, 且在氧浓

度6%时, 细胞内骨钙蛋白沉积最多(图1)。
2.2   Real-time PCR分析

不同处理组培养细胞中成骨相关基因Runx2
和BMP-2 mRNA的Real-time PCR检测结果表明, 
在同一氧浓度下, 空白组和APS组之间Runx2和
BMP-2 mRNA表达水平差异不显著, 但明显低于诱

导剂组和诱导剂+APS组, 差异极显著(P<0.01, 图
2); 诱导剂+APS组高于诱导剂组, 且在氧浓度为6%, 
差异显著(P<0.05, 图2)。在不同氧浓度下, 同一组间

除6%氧环境中BMSCs外, 其余组间Runx2和BMP-2 
mRNA水平差异均不显著。

2.3   Western blot分析

不同处理组培养细胞中成骨相关蛋白Runx2
和BMP-2的Western blot检测结果表明, 在同一氧

浓度下, 空白组和APS组之间Runx2和BMP-2蛋白

质水平差异不显著, 但明显低于诱导剂组和诱导剂

+APS组, 差异极显著(P<0.01, 图3); 诱导剂＋APS组
高于诱导剂组, 且在氧浓度为6%, 差异显著(P<0.05, 
图3)。在不同氧浓度下, 同一组间除6%氧环境中

BMSCs外, 其余组间Runx2和BMP-2蛋白质水平差

异均不显著。这一结果与Real-time PCR检测结果一

致。

3   讨论
BMSCs自我复制和多向分化的生物学特性已

被广大学者所证实和认同。如何通过适宜的有效途

表1   引物序列

Table 1   Primer sequences 
基因

Gene
长度(bp)
Length (bp)

引物序列

Primer sequence

β-actin 172
F: 5′-AGG GAA ATC GTG CGT GAC AT-3′
R: 5′-GGA AAA GAG CCT CAG GGC AT-3′

Runx2 203
F: 5′-GCC AAT CCC TAA GTG TGG CT-3′
R: 5′-AAC AGA GAG CGA GGG GGT AT-3′

BMP-2 199
F: 5′-AGG TGG CCG AAC AAA TTC CA-3′
R: 5′-GCC ATC TTG TGT TGA CTC ACT CT-3′
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径促进BMSCs增殖和诱导BMSCs向临床疾病治疗

和人们健康发展的需要分化以及维持BMSCs遗传

稳定性, 已成众多科研工作者和临床专家关注的焦

点。目前, 应用物理学[10,11]、化学[12]、生物学[13-15]等

方法促进和诱导BMSCs增殖和分化方面已经取得了
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图2   成骨相关基因Runx2和BMP-2 mRNA水平的Real-time PCR分析

Fig.2   Analyses of the mRNA levels of Runx2 and BMP-2 expression in BMSCs cultured in 
different mediums and oxygen concentrations by Real-time PCR

图1   不同培养条件下BMSCs成骨诱导分化的茜素红染色分析

Fig.1   Analyses of osteogenic differentiation of BMSCs cultured in different mediums
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重大突破, 部分成果已被用于肝硬化、骨质疏松症、

脊髓神经损伤、心脑血管疾病、老年痴呆、红斑狼

疮、硬皮病等的治疗, 取得了令人鼓舞的临床试验

结果[16-18]。

骨组织修复与治疗工程技术被认为是目前治
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疗由先天性疾病、创伤和肿瘤切除造成的大面积

骨缺损的最具希望的手段, 而种子细胞的来源和筛

选是解决这一问题的关键。BMSCs因具有良好的

成骨分化特性而备受广大学者的关注。然而, 由于

BMSCs来源有限, 且成骨分化性能随着供体年龄增

大而下降, 导致其临床应用受到极大的限制[19]。因

此, 依据BMSCs生物学特性, 通过药物调节在体外

进行BMSCs大量增殖和提高其成骨分化效率, 对
开展BMSCs治疗临床骨科疾病治疗至关重要。目

前, 很多学者针对BMSCs成骨分化的机制, 应用多

种生物制剂诱导BMSCs成骨分化获得成功, 并建

立了以谷氨酰胺、抗坏血酸、β-甘油磷酸钠和地

塞米松为主的经典诱导方法, 取得了良好的成骨分

化效果[20]。同时, 在中医药理论的指导下, 中药以其

副作用小、靶点广、疗效可靠等优势被广泛应用于

成骨分化相关疾病的治疗和体外研究中。大量研究

报道, 补肾填经、活血化瘀、补肾活血等中药方均

具有促进BMSCs成骨分化的作用[21-23]。

近年来, 有研究证实, APS在促进细胞增殖与分

化、调节细胞凋亡、降低细胞毒性等方面具有一定

的作用[24-25]。同时, 氧是机体生长发育的重要营养

成分和体内微环境的重要组成部分, 不同组织或器

官中氧浓度分布存在一定的差别, 如骨髓组织中的

氧浓度为1%~7%, 动脉血氧浓度约为12%, 成熟肌肉

组织中的氧浓度为l%~10%[26]。氧元素通过调节体

内基因表达、信号通路等方式在细胞的增殖与分化

过程中发挥着重要的作用。目前, 对于BMSCs增殖

与分化的相关研究大多基于常氧环境的细胞培养, 
并不能真实地反映其在体内的生物学特性。

本研究模拟体内低氧环境, 在3%、6%、10%
和20%这4个氧浓度条件下, 以40 ug/mL APS干扰

成骨诱导的BMSCs。骨钙蛋白沉积试验检测表

明, APS干预诱导组BMSCs细胞内形成了大量桔红

色的钙化结节, 显著高于单独应用诱导剂诱导的

#P<0.01, **P<0.05.
图3   成骨相关蛋白Runx2和BMP-2水平的Western blot检测

Fig.3   Analyses of the protein levels of Runx2 and BMP-2 expression in BMSCs cultured in 
different mediums and oxygen concentrations by Western blot
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BMSCs(P<0.05), 差异具有统计学意义; 并且在氧浓

度为6%时, 其干预诱导作用较为显著。这一结果证

实, APS不仅具有促进低氧环境中BMSCs成骨诱导

分化的功效, 而且其促诱导分化作用与BMSCs所处

微环境的氧浓度有一定关系。

BMSCs成骨分化主要依赖于众多转录因子的

调控, 这些转录因子通过活化不同阶段所需的特殊

基因并使其表达, 从而达到成骨分化的结果。Runx2
作为成骨分化的特异性转录因子, 经上调前成骨细

胞、软骨细胞中各种矿化相关基因的转录, 使其向

成骨细胞方向分化[27]。同时, BMP-2具有体外诱导

BMSCs成骨分化的活性, 是刺激成骨细胞分泌碱

性磷酸酶(alkaline phosphatase, ALP)、I型前胶原氨

基末端前肽(amino-terminal procollagen propeptide 
of type I collagen, PINP)和骨钙素 (osteocalcin, OC)
过程中的重要因子[28], 是晚期成骨细胞早期分化的

重要标志, 通常在成熟成骨细胞中表达。本研究对

低氧环境中APS干预的成骨诱导BMSCs内Runx2
和BMP-2 mRNA和蛋白质水平分析表明, 其表达

水平均上调; 而且在6%的氧浓度时, APS上调效果

更显著。这一结果提示, APS可能通过调控Runx2
和BMP-2 mRNA和蛋白质水平来促进低氧环境中

BMSCs成脂诱导分化的过程, 而且其促诱导分化作

用与BMSCs所处微环境的氧浓度有一定关系, 其具

体机制有待进一步研究。
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