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模拟微重力下柚皮苷对T细胞共育的成骨细胞增殖分化的影响Δ
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摘 要 目的 在模拟微重力情况下，探索柚皮苷作用于T细胞-成骨细胞共育体系后，对成骨细胞增殖分化的影响。方法 本实

验设正常重力对照组、正常重力柚皮苷组、模拟微重力对照组、模拟微重力柚皮苷组，其中对照组分别在正常重力或模拟微重力条

件下将T细胞与成骨细胞共育，柚皮苷组分别在对照组基础上加入1×10－5 mol/L柚皮苷溶液。显微镜下观察成骨细胞形态学，

CCK-8法检测成骨细胞增殖率，碱性磷酸酶（ALP）试剂盒检测ALP活性，实时荧光定量聚合酶链式反应检测Runt相关转录因子2

（Runx2）、白细胞介素6（IL-6）mRNA相对表达水平，Western blot法检测Runx2和 IL-6蛋白相对表达水平。结果 与正常重力对照

组比较，模拟微重力对照组成骨细胞密度降低，仅有少量聚集，细胞形态以圆形居多；与模拟微重力对照组比较，模拟微重力柚皮

苷组成骨细胞成梭形或多角形，形态饱满，成鱼群状聚集。与正常重力对照组比较，正常重力柚皮苷组成骨细胞增殖率、ALP活

性、Runx2 mRNA和蛋白相对表达水平显著升高，IL-6 mRNA和蛋白相对表达水平显著降低（P＜0.05）；模拟微重力对照组成骨细

胞增殖率、ALP活性、Runx2 mRNA和蛋白相对表达水平显著降低，IL-6 mRNA和蛋白相对表达水平显著升高（P＜0.05）。与模拟

微重力对照组比较，模拟微重力柚皮苷组成骨细胞增殖率、ALP活性、Runx2 mRNA和蛋白相对表达水平显著升高，IL-6 mRNA和

蛋白相对表达水平显著降低（P＜0.05）。结论 在T细胞-成骨细胞共育体系中，模拟微重力可以抑制成骨细胞的增殖分化能力；该

条件下柚皮苷可以改善成骨细胞的增殖分化能力，其作用机制与 IL-6水平的降低及Runx2水平的升高有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE To explore the effects of naringin on the proliferation and differentiation of osteoblasts in T cell-

osteoblast co-culture system under simulated microgravity. METHODS This experiment was setting normal gravity control group，

normal gravity naringin group，simulated microgravity control group and simulated microgravity naringin group. In the control

group，T cells were co-cultured with osteoblasts under normal gravity or simulated microgravity conditions. In the naringin group，

1×10－5 mol/L naringin solution was added additionally on the basis of control group.The morphology of osteoblasts was observed

under the microscope. The proliferation rate of osteoblasts was detected by CCK-8 method. The alkaline phosphatase（ALP）activity

was detected by ALP kit. mRNA relative expressions of Runt related transcription factor 2（Runx2）and interleukin-6（IL-6）were

detected by real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction. The relative expression of Runx2 and IL-6 protein were

detected by Western blot. RESULTS Compared with normal gravity control group，the density of osteoblasts in the simulated

microgravity control group decreased，only a small number of cells were aggregated，and the cell morphology was mostly round；

compared with the simulated microgravity control group，the osteoblasts in the simulated microgravity naringin group formed

spindle or polygonal，plump in shape，and clustered in groups of fish. Compared with normal gravity control group， the

proliferation rate of osteoblasts，ALP activity，relative expressions of Runx2 mRNA and protein in the normal gravity naringin

group were significantly increased，while the relative expressions of IL-6 mRNA and protein were significantly decreased（P＜

0.05）；the proliferation rate of osteoblasts，ALP activity，relative expressions of Runx2 mRNA and protein in the simulated

microgravity control group were significantly decreased，while relative expressions of IL-6 mRNA and protein were significantly

increased（P＜0.05）. Compared with the simulated microgravity control group，the proliferation rate of osteoblasts，ALP activity，

relative expressions of Runx2 mRNA and protein in the simulated microgravity naringin group were significantly increased，while

relative expressions of IL-6 mRNA and protein were significantly decreased（P＜0.05）. CONCLUSIONS In the T cell-osteoblast

co-culture system，simulated microgravity can inhibit the proliferation and differentiation of osteoblasts；naringin can improve the

proliferation and differentiation ability of osteoblasts under this

condition， and its mechanism of action is related to the

decrease of IL-6 level and the increase of Runx2 level.
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太空飞行中，暴露在微重力环境中的宇航员易出现

骨密度降低、肌肉萎缩、肾功能降低、免疫功能紊乱等生

理问题[1]。自从骨免疫学的概念首次提出以来，骨组织

与免疫细胞之间的相互作用受到越来越多研究者的关

注[2]。太空实验研究表明，微重力下T细胞的激活显著

减少，白细胞介素 6（interleukin-6，IL-6）、γ-干扰素等炎

症因子的分泌水平也显著改变[3―4]。

骨碎补是一味补肾壮骨中药材，具有抗炎、加速骨

折愈合、预防及治疗骨质疏松等功效[5―6]。笔者课题组

的前期研究表明，在模拟微重力下骨碎补能够促进成骨

细胞-破骨细胞共育体系中的成骨细胞增殖，提高碱性

磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）活性，上调Runt相关

转录因子 2（Runt related transcription factor 2，Runx2）和

骨保护素的基因表达[7]。柚皮苷是从骨碎补中提取的活

性成分，具有抗氧化、抗炎、降低胆固醇、改善微循环等

多种药理作用[8―9]。近年来，柚皮苷的骨保护作用被广

泛研究。有研究表明，柚皮苷在去卵巢大鼠骨质疏松模

型中能够促进骨形成，同时促进体外成骨细胞的增殖、

提高ALP活性[10―11]；也可以提高伤口组织的生长因子水

平，下调 IL-1、IL-6、肿瘤坏死因子 α的 mRNA 表达[12]。

本研究通过建立T细胞-成骨细胞共育体系，探究模拟微

重力下柚皮苷对成骨细胞增殖分化的影响，以期为航空

医学应对失重性骨质丢失及临床上防治废用性骨质疏

松提供一定的理论基础和研究思路。

1 材料
1.1 实验动物与细胞

3日龄 SD乳鼠 12只，由哈尔滨医科大学附属第二

医院实验动物中心提供，实验动物生产许可证号为

SCXK（黑）2021-001，用于提取原代颅顶骨成骨细胞。

小鼠T细胞购自赛百慷（上海）生物技术股份有限公司。

实验方案经哈尔滨医科大学附属第二医院伦理委员会

批准，批件号为SYDW2022-058。

1.2 主要仪器

X70型光学倒置相差显微镜购自日本 Olympus 公

司；HF240型细胞培养箱购自德国Heraeus公司；DL-CJ-

2NDⅡ型超净工作台购自东联北方科技（北京）有限公

司；ST-16R 型高速冷冻离心机购自美国 Thermo Fisher

Scientific 公司；NY 14831型离心管、430488型冻存管、

96孔板购自美国 Corning 公司；Infinite M200型多功能

酶标仪购自奥地利Tecan公司；Applied Biosystems 7500

型实时荧光定量聚合酶链式反应（PCR）仪购自美国ABI

公司；PowerPacTM Basic 电泳仪购自美国 Bio-Rad 公司；

Tanon GIS2010全自动数码凝胶成像系统购自上海天能

科技有限公司；BP310P型称量天平购自德国Sartorius公

司；TY3062型旋转细胞培养系统（rotary cell culture sys‐

tem，RCCS）购自上海易扩仪器有限公司。

1.3 主要药品与试剂

柚皮苷（批号PCS-201021，纯度≥98%）购自成都植

标化纯生物技术有限公司；二甲基亚砜、DMEM培养基、

Ⅱ型胶原酶、胎牛血清、PBS（货号或批号分别为D8371、

20210519、1225C071、11011-8611、20211115）购自北京

索莱宝科技有限公司；RIPA裂解液、0.25%胰蛋白酶、青

链霉素双抗、非离子型表面活性剂TritonX-100、BCA蛋

白 浓 度 测 定 试 剂 盒（批 号 分 别 为 0803320200921、

071019190812、080421211029、P0096、062521211026）购

自上海碧云天生物技术有限公司；ALP 试剂盒（批号

20210722）购自南京建成生物工程研究所；茜素红染液

（批号0518A21）购自北京雷根生物技术有限公司；CCK-

8试剂盒（批号 209586）购自上海尚宝生物科技有限公

司；TB Green 实时荧光定量 PCR MasterMix 试剂盒、逆

转录试剂盒（货号分别为 RR420A、RR036Q）购自日本

TaKaRa公司；Runx2兔源抗体、IL-6兔源抗体、磷酸甘油

醛脱氢酶（GAPDH）兔源抗体、辣根过氧化物酶标记的

山羊抗兔免疫球蛋白 G（IgG）二抗（批号分别为

BA12249456、BA12227886、BA09211756、BA01235136）

购自北京博奥森生物技术有限公司。

2 方法
2.1 成骨细胞培养

SD乳鼠使用颈椎脱位法处死，乙醇消毒，无菌条件

下分离取出颅顶骨，去除骨膜、血管等结缔组织，将颅顶

骨剪成碎骨片；加入0.25%胰蛋白酶作用30 min，弃去胰

蛋白酶，再加入Ⅱ型胶原酶消化 60 min，以 1 200 r/min

离心5 min，加入含10％胎牛血清及1％青链霉素双抗的

DMEM 培养基（以下简称“完全培养基”），制成细胞悬

液，接种到培养皿中培养，之后每 2 d换液 1次。取第 3

代原代颅顶骨细胞经茜素红染液染色后，置于显微镜下

观察，若有成骨细胞分化成熟的标志——矿化结节，则

该原代颅顶骨培养的细胞为成骨细胞，之后选择第3代

成骨细胞进行后续实验。

2.2 T细胞培养

将储存于冻存管中的T细胞放入 37 ℃水浴锅内复

苏，期间轻轻摇晃，融化后放入超净工作台内，将细胞悬

液转移至离心管内，再加入10倍体积的完全培养基，以

1 200 r/min离心5 min，弃去上清液，加入完全培养基，轻

轻吹打均匀，接种到培养瓶，放入细胞培养箱，24 h后半

量换液，之后每 2 d换液 1次。收集T细胞进行计数，调

整细胞密度为5×105个/mL。

2.3 柚皮苷溶液配制

取柚皮苷17.4 mg，溶于6 mL二甲基亚砜中，配制成

浓度为5×10－3 mol/L的母液，在超净工作台内过滤除菌

后用完全培养基将母液稀释为1×10－5 mol/L（此时二甲

基亚砜终体积分数＜0.1%），再置于4℃冰箱保存备用。

2.4 实验分组与处理

本实验设正常重力对照组、正常重力柚皮苷组、模

拟微重力对照组、模拟微重力柚皮苷组。正常重力对照

组：正常重力下T细胞与成骨细胞共育（将T细胞与第3
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代成骨细胞按照20∶1的比例共同培养建立共育体系，下

同）。正常重力柚皮苷组：正常重力下T细胞与成骨细

胞共育，加入 1×10－5 mol/L柚皮苷溶液（剂量依据文献

[13]设置，下同）。模拟微重力对照组：模拟微重力下T

细胞与成骨细胞共育。模拟微重力柚皮苷组：模拟微重

力下T细胞与成骨细胞共育，加入1×10－5mol/L柚皮苷

溶液。根据文献[14]描述的实验方法建立模拟微重力环

境：将模拟微重力对照组和模拟微重力柚皮苷组中的细

胞接种于RCCS内，加入胎牛血清 5 mL，然后加入完全

培养基，用注射器排尽气泡。RCCS 设置转速为 30 r/

min，作用时间为 2 d（期间若产生气泡，立即将气泡赶

尽，以避免流体剪切力的影响）。正常重力对照组和正

常重力柚皮苷组于培养瓶中常规培养2 d。

2.5 成骨细胞形态学观察

收集“2.4”项下分组处理的成骨细胞，在低倍镜视野

（×40）下观察各组成骨细胞的形态。

2.6 成骨细胞增殖率检测

采用CCK-8法检测。将“2.4”项下分组收集的成骨

细胞进行浓度调整，以1×103个/孔接种于96孔板，每孔

加入200 μL细胞悬液，培养箱孵育4 h，细胞贴壁良好后

放入超净工作台，根据说明书要求向各孔中加入CCK-8

试剂 10 μL，轻轻摇晃均匀后放入细胞培养箱孵育 2 h，

溶液变橙色后取出。另设只加培养基、不加细胞的空白

组同法操作。使用酶标仪检测 450 nm波长处的光密度

（OD），计算各组细胞增殖率。细胞增殖率＝（给药组

OD－空白组OD）/（对照组OD－空白组OD）×100%。

2.7 成骨细胞ALP活性检测

采用ALP试剂盒检测。收集“2.4”项下分组处理的

成骨细胞，吸弃培养液，用 PBS 反复润洗后加入适量

1%TritonX-100覆盖细胞。显微镜下观察细胞形态消失

说明细胞已经裂解充分，然后把待测液体转移至96孔板

中，根据试剂盒说明书要求，使用酶标仪检测520 nm波长

处的OD；同时提取细胞总蛋白，通过BCA蛋白浓度测

定试剂盒测定蛋白浓度，再计算各组ALP活性。ALP活

性＝（检测 OD/标准 OD）×酚标准液浓度/样本蛋白浓

度，其中标准OD为试剂盒中标准品检测出的OD，酚标

准液浓度为试剂盒标注浓度。

2.8 成骨细胞中Runx2、IL-6 mRNA相对表达的检测

采用实时荧光定量PCR法检测。按“2.4”项下操作

分组处理细胞，分别提取各组细胞总RNA，行RNA纯度

检测；逆转录合成 cDNA，以 cDNA为模板进行扩增，扩

增产物行琼脂糖凝胶电泳；经实时荧光定量PCR反应后

分析基因扩增的循环阈值（Ct 值），以 β-actin 为内参基

因，根据公式 2－ΔΔCt计算所得数值表示 Runx2和 IL-6的

mRNA相对表达水平。反应条件：95 ℃变性30 s，60 ℃

退火30 s，72℃延伸45 s（共40个循环）。引物序列及产

物长度见表1。

2.9 成骨细胞中Runx2、IL-6蛋白相对表达的检测

采用Western blot法检测。按“2.4”项下操作分组处

理细胞，使用RIPA裂解液提取蛋白，测定总蛋白浓度。

取定量后的蛋白与 PBS 混合，加热变性后进行凝胶电

泳；然后加入 Runx2、IL-6、GAPDH 一抗（稀释度分别

为 1∶1 000、1∶1 000、1∶5 000），4 ℃孵育过夜；洗膜后加

入辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG 二抗（稀释度

为 1∶5 000），室温孵育，显影。使用 Image J软件分析蛋

白条带，以目的蛋白与内参蛋白（GAPDH）的灰度值比

值表示目的蛋白的相对表达水平。

2.10 统计学分析

实验均重复 3次以上。采用SPSS 26.0软件进行数

据分析，计量资料满足正态分布时以 x±s表示，多组间

比较采用方差分析，进一步两两比较采用 LSD-t 检验。

检验水准α＝0.05。

3 结果
3.1 成骨细胞形态学观察结果

显微镜下可见，与正常重力对照组比较，模拟微重

力对照组成骨细胞密度降低，仅有少量聚集，细胞形态

以圆形居多；与模拟微重力对照组比较，模拟微重力柚

皮苷组成骨细胞成梭形或多角形，形态饱满，成鱼群状

聚集。结果见图1。

3.2 成骨细胞增殖率检测结果

CCK-8法检测结果显示，与正常重力对照组比较，

正常重力柚皮苷组成骨细胞增殖率显著升高（P＜

0.05），模拟微重力对照组成骨细胞增殖率显著降低

（P＜0.05）；与模拟微重力对照组比较，模拟微重力柚皮

苷组成骨细胞增殖率显著升高（P＜0.05）。结果见

图2A。

3.3 成骨细胞ALP活性检测结果

ALP 试剂盒检测结果显示，与正常重力对照组比

较，正常重力柚皮苷组成骨细胞ALP活性显著升高（P＜

表1 引物序列及产物长度

基因
Runx2

IL-6

β-actin

引物序列（5′→3′）

上游引物：GCTTGATGACTCTAAACCTA

下游引物：AAAAAGGGCCCAGTTCTGAA

上游引物：CCCCCAGGAGAAGATTCCAA

下游引物：CGCAGAATGAGATGAGTTGT

上游引物：CTTCCTGGGCATGGAATCCT

下游引物：TTGATCTTCATTGTGCTGGGTG

产物长度/bp

236

221

306

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ
Ⅰ：正常重力对照组；Ⅱ：正常重力柚皮苷组；Ⅲ：模拟微重力对照

组；Ⅳ：模拟微重力柚皮苷组

图1 各组成骨细胞形态学观察显微图（×40）
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0.05），模拟微重力对照组成骨细胞ALP活性显著降低

（P＜0.05）；与模拟微重力对照组比较，模拟微重力柚皮

苷组成骨细胞 ALP 活性显著升高（P＜0.05）。结果见

图2B。

3.4 成骨细胞中Runx2、IL-6 mRNA相对表达的检测

结果

实时荧光定量PCR检测结果显示，与正常重力对照

组比较，正常重力柚皮苷组成骨细胞的Runx2 mRNA相

对表达水平显著升高、IL-6 mRNA相对表达水平显著降

低（P＜0.05），模拟微重力对照组成骨细胞的 Runx2

mRNA相对表达水平显著降低、IL-6 mRNA相对表达水

平显著升高（P＜0.05）；与模拟微重力对照组比较，模拟

微重力柚皮苷组成骨细胞的Runx2 mRNA相对表达水

平显著升高、IL-6 mRNA 相对表达水平显著降低（P＜

0.05）。结果见图3。

3.5 成骨细胞中Runx2、IL-6蛋白相对表达的检测结果

Western blot法检测结果显示，与正常重力对照组比

较，正常重力柚皮苷组成骨细胞的Runx2蛋白相对表达

水平显著升高、IL-6蛋白相对表达水平显著降低（P＜

0.05），模拟微重力对照组成骨细胞的Runx2蛋白相对表

达水平显著降低、IL-6蛋白相对表达水平显著升高（P＜

0.05）；与模拟微重力对照组比较，模拟微重力柚皮苷组

成骨细胞的Runx2蛋白相对表达水平显著升高、IL-6蛋

白相对表达水平显著降低（P＜0.05）。结果见图4。

4 讨论
骨免疫学研究表明，骨细胞和免疫细胞在骨髓中共

享相同的微环境，并存在复杂而密切的相互作用，例如T

细胞及其分泌的炎症因子被证明在骨质疏松、类风湿性

关节炎等疾病中发挥了关键作用[15―17]。

既往研究结果显示，T细胞在活化后产生 IL-6，经核

因子 κB（nuclear factor kappa-B，NF-κB）信号通路途径

促进破骨细胞活性、加强骨吸收，Runx2是骨形成过程中

必需的转录因子，其可以激活骨形态蛋白表达，从而促

进成骨细胞的进一步分化[18―20]。本实验结果显示，模拟

微重力环境下 IL-6的mRNA和蛋白相对表达上调的同

时，成骨细胞增殖率、ALP活性、Runx2的mRNA和蛋白

相对表达均明显降低，提示IL-6可促进成骨细胞中NF-κB

通路的激活，从而参与微重力对成骨细胞的负性调控作

用。既往研究发现，将成骨细胞前体细胞MC3T3-E1培

养于 RCCS 中，ALP、Runx2、骨钙素等成骨标志物表达

下调，IL-6水平异常升高，NF-κB信号分子磷酸化水平

升高[21―22]。这些研究结果与本实验结果一致，提示模拟

微重力条件下 IL-6水平的异常升高及Runx2水平的降

低是成骨细胞功能抑制的重要因素之一。

有研究显示，柚皮苷能够通过抑制NF-κB活性来抑

制成骨细胞炎症因子的分泌，此外，柚皮苷能提高成骨

细胞Runx2的水平，从而激活骨形态蛋白表达，并促进

成骨反应[23―26]。本实验结果显示，柚皮苷作用于模拟微

重力条件下T细胞-成骨细胞共育体系，能够显著抑制炎

症因子 IL-6的表达，提示柚皮苷可能通过降低 IL-6水

平，抑制NF-κB通路活性，从而减轻炎症反应。同时，本

实验结果发现，柚皮苷干预下成骨细胞增殖率、ALP活
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Ⅰ：正常重力对照组；Ⅱ：正常重力柚皮苷组；Ⅲ：模拟微重力对照

组；Ⅳ：模拟微重力柚皮苷组；a：与正常重力对照组比较，P＜0.05；b：

与模拟微重力对照组比较，P＜0.05

图2 各组成骨细胞增殖率及成骨细胞ALP活性比较
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Ⅰ：正常重力对照组；Ⅱ：正常重力柚皮苷组；Ⅲ：模拟微重力对照

组；Ⅳ：模拟微重力柚皮苷组；a：与正常重力对照组比较，P＜0.05；b：

与模拟微重力对照组比较，P＜0.05

图4 各组成骨细胞Runx2、IL-6的蛋白相对表达水平

比较
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性、Runx2的mRNA和蛋白相对表达均出现明显升高，

这提示柚皮苷可通过抑制炎症因子表达促进成骨细胞

的增殖分化。

综上所述，在T细胞-成骨细胞共育体系中，模拟微

重力可以抑制成骨细胞的增殖分化能力；该条件下柚皮

苷可以改善成骨细胞的增殖分化能力，其作用机制与

IL-6水平的降低及Runx2水平的升高有关。
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