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杜仲中槲皮素、京尼平苷及桃叶珊瑚苷对小鼠成骨样细胞系 MC3T3-E1 增
殖和分化的影响
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摘  要：目的  对杜仲抗骨质疏松的药效成分进行初步筛选。方法  采用小鼠成骨细胞 MC3T3-E1 体外培养模型，通过 MTT
法测定细胞增殖，ELISA 方法测定碱性磷酸酶（ALP）活性，观察杜仲中槲皮素、京尼平苷及桃叶珊瑚苷对成骨细胞增殖和

分化的影响。结果  槲皮素促 MC3T3-E1 细胞增殖的有效浓度为 10−6 mmol/L，桃叶珊瑚苷则为 10−5 mmol/L；10−4 μmol/L
京尼平苷在干预后 4 d，才逐渐显现出促进 MC3T3-E1 增殖作用。槲皮素（10−5、10−3 mmol/L）、京尼平苷（10−3 mmol/L）
和桃叶珊瑚苷（10−3 mmol/L）可增加 MC3T3-E1 ALP 活性。结论  槲皮素、京尼平苷和桃叶珊瑚苷可促进成骨细胞的增殖

和分化，且作用强度具有浓度相关性和时间相关性，可能为杜仲抗骨质疏松的药效物质基础。
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Effect of quercetin, geniposide, and aucubin in Eucommia ulmoides on proliferation 
and differentiation of osteoblast MC3T3-E1 in mice 
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Abstract: Objective  To screen the pharmaceutical ingredients from Eucommia ulmoides with the function on anti-osteoporosis. 
Methods  The proliferation of osteoblast MC3T3-E1 in mice cultured in vitro was assayed using MTT and ALP activity was assayed 
using ELISA kit, in order to observe the effect of quercetin, geniposide, and aucubin from E. ulmoides on the proliferation and 
differentiation of osteoblast. Results  The effective concentration of quercetin on MC3T3-E1 proliferation was 10−6 mmol/L and 
aucubin was 10−5 mmol/L. While geniposide at 10−4 mmol/L could gradually increase the proliferation of MC3T3-E1. The ALP 
activity of MC3T3-E1 could be increased by quercetin (10−5 and 10−3 mmol/L), geniposide (10−3 mmol/L), and aucubin (10−3 
mmol/L). Conclusion  Quercetin, geniposide, and aucubin could promote the proliferation and differentiation of osteoblasts, which 
are the basic materials from E. ulmoides with the function of anti-osteoporosis and is in a concentration- and time-dependent manner. 
Key words: Eucommia ulmoides Oliv.; osteoblast; osteoporosis; quercetin; geniposide; aucubin 

骨质疏松症（osteoporosis）是指单位体积内骨

量减少，以致骨的微观结构发生改变，从而导致骨

脆性增加甚至骨折的一类骨代谢疾病[1]。近年来，

骨质疏松发病率已跃居世界各种常见病的第 7 位，

已经成为一种在世界范围内严重威胁人类健康的疾

病，引起了人们的广泛关注[2]。 
杜仲作为我国传统名贵滋补药材，是一富含多

种化学物质的天然壮骨良药，其防治与骨质疏松相

类似的临床症状的骨症已有千余年的历史。杜仲为

杜仲科杜仲属植物杜仲 Eucommia ulmoides Oliv.的 
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干燥树皮，具有调节血压、降血脂、抗衰老、抗肿

瘤、保肝利胆、抗菌消炎、镇静止痛、利尿等功    
效[3]。早在 20 世纪 90 年代，就有日本学者对杜仲

叶的水提取物进行研究，发现杜仲具有抗骨质疏松

的功效[4]。随后，国内外大量研究结果也表明，杜

仲对骨质疏松具有较好的防治作用[5]。但到目前为

止，国内外所进行的杜仲抗骨质疏松的研究，基本

上是停留在杜仲醇提液或水提液等粗提取物的研究

水平上。杜仲中含有环烯醚萜类、木脂素类、黄酮

类等多种成分，而究竟是何种成分具有确切的抗骨

质疏松作用，目前极少见到该方面的研究报道。

成骨细胞是骨形成的主要功能细胞，负责骨基

质的合成、分泌和矿化。作为国际上骨代谢研究广

泛应用的细胞模型，小鼠成骨样细胞系 MC3T3-E1
具备体外培养成骨细胞的各种生物学特性，包括碱

性磷酸酶（ALP）活性、Ⅰ型胶原合成和基质矿化

等，已经成为研究药物对成骨细胞影响的有价值的

体外细胞模型[6]。因此，本实验将杜仲中 3 种单体

化合物——槲皮素、京尼平苷、桃叶珊瑚苷分别与

小鼠成骨样细胞株 MC3T3-E1 体外共同培养，研究

不同浓度的单体化合物不同时间对 MC3T3-E1 增殖

和分化的影响，以初步筛选杜仲促进骨形成的药效

物质基础，探讨杜仲中几种主要成分对抗骨质疏松

的作用，为开发新的防治骨质疏松中药新药提供理

论基础。

1  材料与方法 
1.1  药物与试剂 

槲皮素（quercetin，批号 100081-200907，中国

食品药品检定研究院）；京尼平苷（geniposide，批

号 110749-200714，中国食品药品检定研究院）、桃

叶珊瑚苷（aucubin，批号bcbc6989v，Sigma）。α-MEM
培养基（Hyclone）；标准胎牛血清（FBS，Hyclone）；
青霉素、链霉素（Hyclone）；L-谷氨酰胺（Sigma）；
0.25%胰蛋白酶（碧云天）；噻唑蓝（MTT，Sigma，
批号 mkbd6849v）；二甲基亚砜（DMSO，Sigma）；
磷酸盐缓冲液（PBS，0.01 mol/L，pH 7.2～7.4）由

中南大学湘雅二医院细胞实验室提供。

1.2  器材与仪器 
生物安全柜（Forma ClassⅡ，A2，Thermo）；

CO2 孵箱（FormaSeriesII WaterJacketed，HEPAfilter，
Thermo）；倒置相差显微镜（TS100，Nikon）；酶联

免疫检测仪（Varioskanflash，Thermo）；低温高速

离心机（Beekman，）；25 cm2 细胞培养瓶，6 孔、12

孔、96 孔细胞培养板（Corning Costar） 
1.3  细胞株的培养 

小鼠成骨样细胞（MC3T3-E1）株，由中南大

学湘雅二医院内分泌科周后德老师赠送。

MC3T3-E1 细胞用 25 mm2 培养瓶在 α-MEM 培养基

（含 10% FBS，青霉素 100 U/mL，链霉素 100 μg/mL）
无菌条件下，置于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养，倒

置显微镜每 12 h 观察 1 次，待细胞长满瓶底 80%以

上时，用胰酶消化，然后加入 α-MEM 培养基终止消

化，离心后弃上清，加入适量培养基，再将细胞用

吹打管吹打混匀成单个细胞，平均 3 d 传代 1 次[6]。 
1.4  药物溶液的配制 

称取 3.0 mg 槲皮素标准品、3.8 mg 京尼平苷、

3.5 mg 桃叶珊瑚苷，分别加入 0.5 mL DMSO 溶解，

再加入 9.5 mL 完全培养基混匀，之后用 0.22 μm 的

微孔滤膜滤过，即得 1 mmol/L 的槲皮素、京尼平苷、

桃叶珊瑚苷溶液。以上述溶液作为母液，用培养基

依次进行倍比稀释，分别得到浓度为 10−2、10−3、

10−4、10−5、10−6 mmol/L 的槲皮素、京尼平苷、桃

叶珊瑚苷溶液。

1.5  3 种化合物对细胞增殖的影响 
将处于对数期的小鼠成骨细胞用 0.25%胰酶消

化，以含 10% FBS 的 α-MEM 培养液配成单个细胞

悬液，然后以 3×104 个/mL 的密度接种于 96 孔培

养板，每孔 200 μL，于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培

养 24 h。待细胞完全贴壁后，吸弃原培养基，分别

更换为浓度为 10−2、10−3、10−4、10−5、10−6 mmol/L
的槲皮素溶液，以不含细胞的孔作为空白对照组，不

加药的细胞孔作为正常对照组，空白对照与正常对

照组均加入与槲皮素溶液等体积的 DMSO，每组重

复 5 孔，隔天换液。分别于加药后的 1、2、3、4、5 d，
各取出一板，于板孔中加入 5 mg/mL 的 MTT 20 μL，
继续孵育 4 h 后，取出培养板，用注射器轻轻吸弃

孔内液体，于每孔中加入 150 μL DMSO（分析纯），

室温振荡 10 min，使结晶充分溶解，于酶标仪 570 
nm 处测定各孔吸光度（A570）值。同法测定京尼平

苷、桃叶珊瑚苷对 MC3T3-E1 增殖的影响[7]。 
1.6  3 种化合物对细胞 ALP 活性的影响 

将处于对数期的小鼠成骨细胞用 0.25%的胰酶

消化，以含 10% FBS 的 α-MEM 培养液配成单个细

胞悬液，调整细胞浓度为 1×105 个/mL，接种于 24
孔培养板，每孔 900 μL，培养 24 h 待细胞贴壁后，

分别更换为浓度为 10−2、10−3、10−4、10−5、10−6 
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mmol/L 的槲皮素溶液，并设不加药的细胞孔作为正

常对照组，每组重复 3 孔，隔天换液。分别于加药

后的第 2、5 天，用 PBS 洗涤细胞 3 次后经胰酶消

化后收集细胞，用 ELISA 试剂盒测定 ALP 活性，

以 A405 表示。同法测定京尼平苷、桃叶珊瑚苷对

MC3T3-E1 分化的影响[5]。 
1.7  统计学处理 

所有实验数据均以 ±x s 表示，首先进行组间

Levene’s 方差齐性检验，然后采用 ANOVA 检验方

法进行各组间均值的显著性统计，组间两两比较采

用 LSD 检验。所有数据均采用 SPSS16.0 统计软件

进行分析。

2  结果 
2.1  对 MC3T3-E1 细胞增殖的影响 
2.1.1  槲皮素  与正常对照组相比，槲皮素给药后

1 d，10−5 mmol/L 有促进成骨细胞增殖的作用（P＜
0.05），10−6 mmol/L 可显著促进其增殖（P＜0.01）；
给药后 2 d，槲皮素 10−6 mmol/L 有显著促进成骨细

胞增殖的作用（P＜0.01），10−3 mmol/L、10−2 mmol/L
有显著抑制其增殖的作用（P＜0.01）；给药后 3 d，
除槲皮素 10−2 mmol/L（P＜0.01）有显著抑制其增

殖的作用外，其余各浓度组对其增殖无明显影响；

给药后 4 d，槲皮素 10−6 mmol/L 有促进成骨细胞增

殖的作用（P＜0.05）；其他各浓度组均显著抑制其

增殖（P＜0.01）；给药后 5 d，槲皮素 10−6 mmol/L
有促进成骨细胞增殖的作用（P＜0.05），10−4 
mmol/L（P＜0.01）、10−2 mmol/L（P＜0.05）可抑

制 MC3T3-E1 增殖，见图 1。 

与正常对照组比较：*P＜0.05，**P＜0.01 
*P < 0.05, **P < 0.01 vs normal group 

图 1  槲皮素对 MC3T3-E1 细胞体外增殖的影响 
Fig. 1  Effects of quercetin on cell proliferation of 

MC3T3-E1 in vitro 

2.1.2  京尼平苷  与正常对照组相比，京尼平苷给

药 1 d 和 2 d 后，各浓度对成骨细胞的增殖的影响无

显著性差异；给药 3 d 和 4 d 后，京尼平苷 10−3 
mmol/L 均可促进成骨细胞的增殖（P＜0.05）；给药

后 5 d，京尼平苷 10−5 mmol/L、10−4 mmol/L 可促进

成骨细胞的增殖（P＜0.05），10−3 mmol/L（P＜0.01）
可显著地促进成骨细胞的增殖。京尼平苷 10−3 
mmol/L 组细胞增殖数量随培养时间的变化近乎呈

线性增长，见图 2。 

与正常对照组比较：*P＜0.05，**P＜0.01 
*P < 0.05, **P < 0.01 vs normal group 

图 2  京尼平苷对 MC3T3-E1 细胞体外增殖的影响 
Fig. 2  Effects of geniposide on cell proliferation of 

MC3T3-E1 in vitro 

2.1.3  桃叶珊瑚苷  与正常对照组相比，桃叶珊瑚

苷给药 1 d 和 2 d 后，桃叶珊瑚苷各浓度组均对成骨

细胞的增殖的影响无显著性差异；给药后 3 d，桃叶

珊瑚苷 10−4 mmol/L（P＜0.01）、10−3 mmol/L（P＜
0.01）促进 MC3T3-E1 增殖；给药后 4 d，桃叶珊瑚

苷 10−3 mmol/L（P＜0.05）、10−2 mmol/L（P＜0.05）
可促进成骨细胞的增殖；给药后5d，桃叶珊瑚苷10−2 
mmol/L（P＜0.05）可促进成骨细胞的增殖，10−3 
mmol/L（P＜0.01）可显著促进其增殖。见图 3。 

与正常对照组比较：*P＜0.05，**P＜0.01 
*P < 0.05, **P < 0.01 vs normal group 

图 3  桃叶珊瑚苷对 MC3T3-E1 细胞体外增殖的影响

Fig. 3  Effects of aucubin on cell proliferation of MC3T3-E1 
in vitro 
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2.2  对 MC3T3-E1 细胞 ALP 活性的影响 
2.2.1  槲皮素  给药后 2 d，与正常对照组相比，

槲皮素各浓度组对成骨细胞 ALP 活性无明显影

响；给药后 5 d，与正常对照组相比，槲皮素 10−5 
mmol/L 可增加成骨细胞 ALP 活性（P＜0.05），
槲皮素 10−3 mmol/L 可显著增加成骨细胞 ALP 活

性（P＜0.01）。见表 1。 

表 1  槲皮素对 MC3T3-E1 细胞 ALP 活性的影响 
Table 1  Effects of quercetin on ALP activity of MC3T3-E1 

A405 
组 别 剂量/(mmol·L−1) 

给药后 2 d 给药后 5 d 

槲皮素 10−6 6.51±0.66 6.41±0.93 

10−5 6.53±0.45 5.87±0.35*

10−4 6.43±0.85 5.39±0.31 

10−3 6.46±1.38 5.63±0.18**

10−2 6.05±1.11 6.12±0.59 

正常对照 — 5.67±0.27 3.49±0.27 

与正常对照组比较：*P＜0.05，**P＜0.01 
*P < 0.05, **P < 0.01 vs normal control group 

2.2.2  京尼平苷  给药后 2 d，与正常对照组相比，

京尼平苷 10−4 mmol/L 组 ALP 活性显著降低（P＜
0.05），其余各组差异无统计学意义；给药后 5 d，
与正常对照组相比，京尼平苷 10−3 mmol/L 组（可

显著增加成骨细胞 ALP 活性 P＜0.01）。见表 2。 
表 2  京尼平苷对 MC3T3-E1 细胞 ALP 活性的影响 

Table 2  Effects of geniposide on ALP activity of MC3T3-E1 

A405 
组 别 剂量/(mmol·L−1) 

给药后 2 d 给药后 5 d 

槲皮素 10−6 5.21±0.29 4.52±0.42

10−5 4.92±0.44 4.14±0.29

10−4 4.88±0.12* 3.93±0.30

10−3 5.80±0.32 4.39±0.04*

10−2 5.63±0.27 3.87±0.19

正常对照 — 5.67±0.27 3.49±0.27
与正常对照组比较：*P＜0.05 
*P < 0.05 vs normal control group 

2.2.3  桃叶珊瑚苷  给药后 2 d，与正常对照组相

比，桃叶珊瑚苷各浓度组其差异无统计学意义；给

药后 5 d，与正常对照组相比，桃叶珊瑚苷 10−2 
mmol/L 组 ALP 活性高于正常对照组，差异有统计

学意义（P＜0.05）。见表 3。 
3  讨论 

本实验通过 MTT 实验技术及 ALP 活性检测研 

表 3  桃叶珊瑚苷对 MC3T3-E1 细胞 ALP 活性的影响 
Table 3  Effects of aucubin on ALP activity of MC3T3-E1 

A405 
组 别 剂量/(mmol·L−1) 

给药后 2 d 给药后 5 d 

槲皮素 10−6 5.10±0.19 3.79±0.03 

10−5 5.35±0.27 3.51±0.22 

10−4 5.75±0.32 3.81±0.16 

10−3 5.61±0.46 3.44±0.79 

10−2 5.06±0.15 4.07±0.05*

正常对照 — 5.67±0.27 3.49±0.27 

与正常对照组比较，*P＜0.05 
*P < 0.05 vs normal control group 

究不同浓度槲皮素、京尼平苷、金丝桃苷等单体化

合物对小鼠成骨细胞 MC3T3-E1 进行干预后不同时

间点的细胞增殖及分化情况。成骨细胞是骨形成和

骨代谢过程的主要功能细胞，负责骨基质的合成分

泌和矿化。ALP 是成骨细胞的主要功能活性酶，富

含于胞浆中，在分化早期，ALP 活性反应了成骨细

胞的成骨活性，ALP 可水解有机磷酸释放出无机

磷，相对增加局部无机磷浓度，用于羟磷灰石的形

成，促进矿化过程，是骨形成的特异性酶。因此，

定量测定 ALP 活性对反映成骨细胞的分化程度功

能状态以及骨形成状况具有重要意义[7-8]。 
MTT 检测结果表明，槲皮素促 MC3T3-E1 细胞

增殖的有效浓度为 10−6 mmol/L，其中在作用后的第

5 d 促增殖作用最明显。槲皮素 10−5、10−6 mmol/L
在给药后 5 d，可增加成骨细胞 ALP 活性，而进一步

升高浓度时，则表现出一定的细胞毒性，产生抑制

细胞增殖的作用。试验结果说明在一定浓度下，槲

皮素可促进 MC3T3-E1 细胞的增殖和矿化，促进骨

形成。杨亚军等[9]研究发现槲皮素可显著地促进成

骨细胞 ROB 的增殖和矿化，亦有研究表明槲皮素

和山柰酚可增强成骨细胞活性[10]，可开发为有效防

治骨质疏松的药物[11-12]，本实验结果与上述文献一

致。这可能是由于槲皮素具有双酚环结构，可与雌

激素受体亚型结合，激活 ERK 通路，显示雌激素样

作用[13-14]。 
各浓度组的京尼平苷在作用前 2 d 对 MC3T3- 

E1 细胞的增殖未显示有显著性作用，干预 3 d 后，

10−4、10−3 mol/L 京尼平苷才逐渐显现出促进

MC3T3-E1 增殖作用。5 d 后，10−3 mol/L 京尼平苷

显著促进 MC3T3-E1 细胞增殖，10−3 mol/L 组细胞

数量与京尼平作用时间呈一定线性关系。桃叶珊瑚
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苷作用 3～5 d，10−4 mol/L 组和 10−3 mol/L 组显示

出了促进成骨细胞增殖的作用。而京尼平苷和桃叶

珊瑚苷则分别在 10−3 mmol/L和 10−2 mmol/L浓度下

增加 ALP 活性。从以上结果可以看出，槲皮素、京

尼平苷和桃叶珊瑚苷可促进成骨细胞的增殖和分

化。因此，杜仲发挥抗骨质疏松的药效物质基础可

能与其中含有槲皮素、京尼平苷和桃叶珊瑚苷有关。 
对于上述活性物质，其作用强度与作用时间和

浓度的关系，从实验结果看并不十分明确。这可能

与 MTT 实验的准确性不高有关，一般情况下，MTT
实验准确性在 70%～80%，96 孔板中各孔细胞数量

是否均一，加入药物量是否准确都容易对实验结果

造成影响。其次，实验时间在设置上可能需要增加

短时间内药物作用效果的考察。

本实验从杜仲中选取了黄酮类成分槲皮素，环

烯醚萜类化合物京尼平苷、桃叶珊瑚苷 3 种单体化

合物对体外培养成骨细胞 MC3T3-E1 的增殖及分化

的影响进行了初步研究，关于这 3 种单体化合物的

抗骨质疏松作用究尚需从细胞、分子等水平进行深

入的研究；此外，杜仲中其他单体成分如山柰酚、

杜仲醇苷等对于成骨细胞的影响，还需从增殖、分

化、矿化、对细胞因子的影响等方面进行深入的研

究[15]。 
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