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摘要 ： 目的　探究黄芪多糖对激素性股骨头坏死（SONFH）模型骨细胞凋亡和SP1/MEK/ERK轴的影响。

方法　通过地塞米松诱导小鼠骨细胞（MLO-Y4）建立SONFH细胞模型，加入300 μg/mL黄芪多糖处理后通过

MTT和流式细胞术检测骨细胞活性和细胞凋亡。进一步在细胞中过表达或者敲降SP1，通过Western blotting验证

SP1 表达对 MEK/ERK 通路活性的影响。结果　SONFH 模型组 48 h 后光密度值较对照组降低（P <0.05），

SONFH+黄芪多糖组较 SONFH+PBS 组升高（P <0.05）。SONFH 模型组细胞凋亡率较对照组高（P <0.05），

SONFH+黄芪多糖组较SONFH模型组低（P <0.05），SONFH模型组Bax、Cleaved-caspase-3蛋白相对表达量较

对照组高（P <0.05），Bcl-2 蛋白相对表达量较对照组低（P <0.05），SONFH+黄芪多糖组 Bax、Cleaved-

caspase-3蛋白相对表达量较SONFH模型组低（P <0.05），Bcl-2蛋白相对表达量较SONFH模型组高（P <0.05）。

SONFH模型组SP1 mRNA、蛋白相对表达量较对照组高（P <0.05），SONFH+黄芪多糖组较SONFH模型组低

（P <0.05）。SONFH+黄芪多糖组SP1 mRNA相对表达量较SONFH模型组低，SONFH+黄芪多糖+OE-SP1组

较SONFH+黄芪多糖+OE-NC组高。SONFH模型组细胞活性较对照组降低（P <0.05），SONFH+黄芪多糖组

较SONFH模型组升高（P <0.05），SONFH+黄芪多糖组与SONFH+黄芪多糖+OE-NC组比较，差异无统计学

意义（P >0.05），SONFH+黄芪多糖+OE-SP1组较SONFH+黄芪多糖组降低（P <0.05）。SONFH模型组细胞凋

亡率和Bax、Cleaved-caspase-3蛋白相对表达量较对照组高（P <0.05），SONFH+黄芪多糖组较SONFH模型组

低（P <0.05），SONFH+黄芪多糖+OE-SP1组较SONFH+黄芪多糖+OE-NC组高（P <0.05）；SONFH模型组

Bcl-2蛋白相对表达量较对照组低（P <0.05），SONFH+黄芪多糖组较SONFH模型组低（P <0.05），SONFH+黄

芪多糖+OE-SP1组较SONFH+黄芪多糖+OE-NC组低（P <0.05）。OE-SP1组SP1 mRNA相对表达量较OE-

NC组高，sh-SP1组较sh-NC组低。OE-SP1组SP1蛋白相对表达量较对照组、OE-NC组高（P <0.05），sh-

SP1组较sh-NC低（P <0.05）；OE-SP1组MEK、p-ERK蛋白相对表达量较对照组、OE-NC组低（P <0.05），

sh-SP1组较sh-NC高（P <0.05）。结论　黄芪多糖抑制了SONFH骨细胞活性，并促进了骨细胞凋亡，其治疗作

用可能与SP1和MEK/ERK通路相关。
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Abstract:  Objective To explore the effect of astragalus polysaccharides on osteocyte apoptosis and SP1/

MEK/ERK axis in cell models of steroid-induced osteonecrosis of femoral head (SONFH).  Methods The cell 

model of SONFH was established by treating mouse osteocytes (MLO-Y4) with dexamethasone. After modeling, the 

SONFH cells were treated with 300 μg/mL of astragalus polysaccharides, followed by the MTT assay and flow 

cytometry to detect the cell viability and apoptosis. Furthermore, SP1 was overexpressed or knocked down in 

SONFH cells, and the effect of SP1 expression on the activity of the MEK/ERK pathway was verified by Western 

blotting.  Results The 48-hour optical density of the SONFH model group was lower than that of the control group 

(P < 0.05), while that in the SONFH + astragalus polysaccharides group was higher compared with the SONFH + 

PBS group (P < 0.05). The cell apoptosis rate in the SONFH model group was higher than that in the control group 

(P < 0.05), while that in the SONFH + astragalus polysaccharides group was lower compared with the SONFH 

model group (P < 0.05). Compared with the control group, the protein expressions of Bax and cleaved caspase-3 

were higher, but the protein expression of Bcl-2 was lower in the SONFH model group (P < 0.05). Compared with 

the SONFH model group, the protein expressions of Bax and cleaved caspase-3 were lower, but the protein 

expression of Bcl-2 was higher in the SONFH + astragalus polysaccharides group (P < 0.05). The mRNA and protein 

expressions of SP1 in the SONFH model group were higher than those in the control group (P < 0.05), whereas those 

in the SONFH + astragalus polysaccharides group were lower compared with the SONFH model group (P < 0.05). 

The mRNA expression of SP1 in the SONFH + astragalus polysaccharides group was lower than that in the SONFH 

model group, while that in the SONFH + astragalus polysaccharides + OE-SP1 group was higher compared with the 

SONFH + astragalus polysaccharides + OE-NC group (P < 0.05). The cell viability in the SONFH model group was 

lower than that in the control group (P < 0.05), while that in the SONFH + astragalus polysaccharides group was 

higher compared with the SONFH model group (P < 0.05). There was no difference in the cell viability between the 

SONFH + astragalus polysaccharides group and the SONFH + astragalus polysaccharides + OE-NC group (P > 

0.05), while the cell viability in the SONFH + astragalus polysaccharides + OE-SP1 group was lower compared with 

the SONFH + astragalus polysaccharides + OE-NC group (P < 0.05). The cell apoptosis rate and the protein 

expressions of Bax and cleaved caspase-3 in the SONFH group were higher than those in the control group (P < 

0.05), while they were lower in the SONFH + astragalus polysaccharides group than in the SONFH model group, 

and were higher in the SONFH + astragalus polysaccharides + OE-SP1 group than in the SONFH + astragalus 

polysaccharides + OE-NC group (P < 0.05). The protein expression of Bcl-2 in the SONFH model group was lower 

than that in the control group (P < 0.05), while that in the SONFH + astragalus polysaccharides group was lower 

than that in the SONFH model group (P < 0.05), and that in the SONFH + astragalus polysaccharides + OE-SP1 

group was even lower than that in the SONFH + astragalus polysaccharides + OE-NC group (P < 0.05). The mRNA 

expression of SP1 in the OE-SP1 group was higher than that in the OE-NC group, while that in the sh-SP1 group was 

lower than that in the sh-NC group. The protein expression of SP1 in the OE-SP1 group was higher than that in the 

control group and the OE-NC group (P < 0.05), and that in the sh-SP1 group was lower than that in the sh-NC group 

(P < 0.05). The protein expressions of MEK and p-MEK in the OE-SP1 group were lower than those in the control 

group and the OE-NC group (P < 0.05), whereas those in the sh-SP1 group were higher than those in the sh-NC 

group (P < 0.05).  Conclusions Astragalus polysaccharide inhibits the viability of osteocytes in SONFH and 

promotes the apoptosis of osteocytes. The therapeutic effect of astragalus polysaccharide might be related to SP1 and 

the MEK/ERK pathway.
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股 骨 头 坏 死（osteonecrosis of the femoral head, 

ONFH）是一种进行性髋关节退行性疾病，近几年来

在年轻人中具有高发病率、残疾率[1]。根据流行病

学研究发现，大剂量类固醇使用是导致 ONFH 的主

要 原 因 ，称 为 激 素 性 股 骨 头 坏 死（steroid-induced 

osteonecrosis of the femoral head, SONFH）[2-3]。骨细胞

凋亡、股骨头坏死等已被证实在 SONFH 的发病机制

中起关键作用[4-5]。研究显示，糖皮质激素可能通过
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诱导骨细胞凋亡后导致骨质疏松，引起微骨折，增

加股骨头的缺血、缺氧，最终引起股骨头坏死[6]。因

此，寻找抑制骨细胞凋亡的药物试剂对预防和治疗

SONFH 具有重要意义。

黄芪多糖是从植物黄芪中分离出的具有多种

生物活性成分物，包括可调节免疫、抗氧化、活血化

瘀及抗肿瘤等，并能够通过调节肠道微生物群来改

善骨质疏松症，且能有效缓解去卵巢大鼠氧化应激

介导的骨质疏松症[7-9]。在骨质疏松的研究中发现，

转录因子家族的特异性蛋白 1（SP1）能够抑制成骨

细胞分化和血管生成，同时促进破骨细胞形成[10]。

并且在人慢性髓原白血病细胞中，SP1 表达受黄芪

多糖调控[11]。有研究证实，MEK/ERK 通路在成骨分

化和骨细胞凋亡中发挥调控作用，SP1 能够靶向激

活 MEK/ERK 通路[12]。笔者推测黄芪多糖能通过下

调 SP1 激活 MEK/ERK 通路，抑制骨细胞凋亡。

1 材料与方法

1.1　材料与设备

MLO-Y4（CL-0567）和 MC3T3-E1（CL-0710）细

胞 购 自 武 汉 普 诺 赛 生 命 科 技 有 限 公 司 ，黄 芪 多 糖

（纯 度 > 98%）购 自 兰 州 沃 特 莱 斯 生 物 有 限 公 司 ，

cDNA 链合成试剂盒购自上海泽叶生物科技有限公

司 ，AceQ® qPCR SYBR® Green Master Mix 和 Annexin 

V-FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒购自南京诺唯赞生

物科技股份有限公司，C16-PAF 购自美国 Med Chem 

Express LLC 公司，MTT Assay 试剂盒和蛋白质一抗：

Bax（ab32503）、Cleaved-caspase-3（ab32042）、Bcl-2

（ab32124）、GAPDH（ab8245）、SP1（ab231778）、MEK

（ab278716）、ERK（ab184699）、p-ERK（ab201015）和

二 抗 均 购 自 英 国 Abcam 公 司 ，胎 牛 血 清 购 自 德 国

PAN-Biotech 公 司 ，青 霉 素 购 自 美 国 HyClone 公 司 ，

TRIzol 试剂盒购自美国 Invitrogen 公司，RIPA 裂解缓

冲液购自上海碧云天生物技术有限公司，BCA 蛋白

检测试剂盒购自美国赛默飞公司，PVDF 膜美国 Bio-

Rad 公司，实时荧光定量 PCR 仪购自美国 Biomake 公

司，流式细胞分析仪购自美国 BD FACSCanto 公司，

微孔板分光光度计购自美国 Perkin Elmer 公司，超微

量核酸分析仪（美国赛默飞世尔科技公司）。

1.2　方法

1.2.1 　 细胞培养 　MLO-Y4 细胞在 0.15 mg/mL 大鼠

尾胶原 1 型胶原包被的培养皿中培养，同时添加含

有 10% 胎 牛 血 清 和 100 u/mL 青 霉 素 的 改 良 Eagle's 

Medium 培养基，在 37 ℃、5% 二氧化碳培养箱中培

养。将细胞分为对照组、SONFH 模型、SONFH + PBS

组和 SONFH +黄芪多糖处理组。其中对照组正常培

养。SONFH 模型组在培养基中添加 10 μmol/L 地塞

米松诱导 48 h。SONFH +黄芪多糖处理组是 SONFH

模型细胞培养基中加入 300 μg/mL 的黄芪多糖处理

48 h。SONFH + PBS 组在 SONFH 模型细胞培养基中

加入与黄芪多糖处理同等体积的 PBS 处理 48 h。将处

理后的细胞通过胰蛋白酶消化，以 8 000 r/min 离心

10 min，收集细胞液待测。

1.2.2 　 细胞共培养 　将对照组和 SONFH 模型组的

MLO-Y4 细胞通过 Transwell 体系与 MC3T3-E1 细胞

共 培 养 ，检 测 MC3T3-E1 的 碱 性 磷 酸 酶（alkaline 

phosphatase, ALP）活性验证 SONFH 模型是否建立成

功。成骨细胞的初始细胞密度为 2×104 个/cm。培

养 3、7 d 后，离心收集成骨细胞，用 1% Triton X-100

溶液溶解。用硝基苯磷酸盐测定试剂盒检测细胞

裂解液中碱性磷酸酶活性。

1.2.3 　 实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative real-

time polymerase chain reaction, qRT-PCR）检 测 SP1 

mRNA的表达 　细胞经胰蛋白酶消化后，通过离心

将 对 照 组 、SONFH 模 型 组 、SONFH + PBS 组 和

SONFH +黄芪多糖组的细胞收集在离心管中待测。

根据试剂盒说明书，使用 TRIzol 试剂盒从 4 组 MLO-

Y4 细胞中分离得到总 RNA。通过超微量核酸分析

仪检测 260 nm 处的光密度值以评估 RNA 含量，并且

使用 cDNA 链合成试剂盒将 2 μg 的 RNA 逆转录成

cDNA。SP1 正向引物：5'-TGGGTACTTCAGGGATCC

AG-3'，反向引物 5'-TGAGGCTCTTCCCTCACTGT-3'，

长度均 20 bp；GAPDH 正向引物：5'-AGCCCAAGATG

CCCTTCAGT-3'，反向引物5'-CCGTGTTCCTACCCCCA

ATG-3'，长度均20 bp。在实时荧光定量 PCR 仪中使

用 SYBR ® Green Master Mix 进 行 qRT-PCR，反 应 条

件：95 ℃变性 30 s，95 ℃退火 10 s，60 ℃延伸 30 s，

共 40 个循环。以 GAPDH 作为内参。标准和样品 1 式

3 份。以 2-ΔΔCt 法计算 SP1 mRNA 相对表达量。

1.2.4 　 细胞转染 　由上海生工生物有限公司设计

合成了 SP1 过表达载体（SP1-pcDNA3.1，OE-SP1）和

阴 性 对 照（pcDNA3.1，OE-NC），以 及 SP1 敲 降 载 体

（sh-SP1）和 阴 性 对 照（sh-NC）。 将 细 胞 分 为 OE-
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NC 组 、OE-SP1 组 、sh-NC 组 和 sh-SP1 组 、SONFH +

黄 芪 多 糖 + OE-NC 组 和 SONFH + 黄 芪 多 糖 + OE-

SP1 组。OE-NC 组、OE-SP1 组 细 胞 根 据 说 明 书 的

步 骤 使 用 Lipofectamine 3000（Invitrogen）将 OE-NC

或 者 OE-SP1 载 体 分 别 转 染 至 MLO-Y4 细 胞 中 。

sh-NC 组 和 sh-SP1 组 分 别 将 sh-NC 和 sh-SP1 载体

通 过 Lipofectamine 3000 转 染 至 MLO-Y4 细 胞 中 。

SONFH + 黄 芪 多 糖 + OE-NC 组 和 SONFH+ 黄 芪 多

糖+ OE-SP1 组分别将 OE-NC 或者 OE-SP1 载体通过

Lipofectamine 3000 转染至 MLO-Y4 细胞中，接着对转

染后的细胞进行 SONFH 模型复制和黄芪多糖处理。

1.2.5 　 Western blotting检测SP1、MEK、ERK、p-ERK

蛋白的表达 　收 集 待 检 测 的 对 照 组 、SONFH 模 型

组 、SONFH + PBS 组 和 SONFH + 黄 芪 多 糖 组 ；对 照

组、SONFH 模型组、SONFH +黄芪多糖组、SONFH +

黄 芪 多 糖 + OE-NC 组 和 SONFH + 黄 芪 多 糖 + OE-

SP1 组；以及对照组、OE-NC 组、OE-SP1 组、sh-NC 组

和 sh-SP1 组的 MLO-Y4 细胞，使用含苯甲基磺酰氟

的 RIPA 裂解缓冲液从 MLO-Y4 细胞中提取总蛋白，

并 使 用 BCA 蛋 白 检 测 试 剂 盒 评 估 蛋 白 浓 度 。 在

SDS/聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 上 分 离 蛋 白 并 转 移 到 PVDF

膜。随后使用 5% 的脱脂牛奶孵育膜进行非特异性

封闭，将膜与一抗在 4 ℃孵育过夜。接着将膜充分

洗涤并与辣根过氧化物酶缀合的二抗一起室温温

育 1 h。抗原-抗体复合物通过 Bio-Rad 图像分析系

统进行可视化分析。

1.2.6 　 MTT 检测骨细胞增殖水平 　各组在 24 孔板

中以 1×104 个/孔的细胞密度培养处理 48 h 后待检

测的 MLO-Y4 细胞。24 孔板中细胞 12 h 贴壁后，将

其在 37 ℃下与 0.5 mg/mL MTT 一起孵育 3 h。去除

上 清 后 ，将 甲 臜 晶 体 悬 浮 在 二 甲 亚 砜 中 。 通 过 对

SONFH 细 胞 模 型 中 加 入 300 μg/mL 的 黄 芪 多 糖 处

理，MTT 检测 48 h 后细胞 490 nm 的光密度值。

1.2.7 　 流式细胞分析仪检测骨细胞凋亡比例 　用胰

蛋白酶收集 MLO-Y4 细胞 ，并使用预冷 PBS 洗涤 2

次。将细胞在 500 μL 的结合缓冲液中悬浮。根据

试剂盒使用说明用 Annexin V-FITC 和 PI 标记细胞。

然后将样品置于室温下的黑暗环境中 15 min。最

后，用流式细胞分析仪对染色细胞进行分析，计数

细胞凋亡比例（Q2+Q3）。

1.3　观察指标

①通过 MTT 检测细胞活性。验证 SONFH 细胞

模型是否构建成功；②比较对照组、SONFH 模型组、

SONFH + PBS 组、SONFH +黄芪多糖组 48 h 光密度

值变化；③采用流式细胞术检测对照组、SONFH 模

型组、SONFH+PBS 组、SONFH+黄芪多糖组细胞凋亡

率 和 Bcl-2、Bax、Cleaved-caspase-3 蛋 白 相 对 表 达

量；④采用 qRT-PCR 和 Western blotting 检测对照组、

SONFH 模型组、SONFH+PBS 组、SONFH+黄芪多糖组

SP1 mRNA、蛋 白 相 对 表 达 量 ；⑤MTT 和 流 式 细 胞

术 检 测 对 照 组 、SONFH 模 型 组 、SONFH+ 黄 芪 多 糖

组 、SONFH+ 黄 芪 多 糖 +OE-NC 组 、SONFH+ 黄 芪 多

糖+OE-SP1 组中黄芪多糖处理过表达 SP1 的 SONFH

模型 SP1 mRNA 相对表达量、细胞活性、细胞凋亡率

和 Bcl-2 、Bax 、Cleaved-caspase-3 蛋 白 相 对 表 达

量 ；⑥Western blotting 检测分别敲低或者过表达 SP1

后，对照组、OE-NC 组、OE-SP1 组、sh-NC 组、sh-SP1

组细胞中 SP1 mRNA 和 SP1、MEK、p-ERK 蛋白相对

表达量。

1.4　统计学方法

数据分析采用 GraphPad Prism 8.0 统计软件。计

量资料以均数±标准差（x±s）表示，多组比较用方

差分析，两两比较用 t 检验。P <0.05 为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1　复制SONFH细胞模型

对照组与 SONFH 模型组细胞活性、MC3T3-E1

细胞 ALP 含量比较，差异有统计学意义（P <0.05），

对照组较 SONFH 模型组高。提示 SONFH 细胞模型

复制成功。见表 1。

表 1　对照组与SONFH模型组细胞活性、MC3T3-E1

细胞ALP含量比较 （x±s）

组别

对照组

SONFH 模型组

F 值

P 值

细胞活性

1.27±0.05

0.86±0.07

2.075

0.001

MC3T3-E1 细胞 ALP

含量/（nmol/L）

4.41±0.48

2.24±0.35

40.650

0.003
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2.2　各组48 h后细胞490 nm的光密度值比较

对 照 组 光 密 度 值 为（1.34±0.05），SONFH 模 型

组为（0.86±0.09），SONFH + PBS 组为（0.83±0.05），

SONFH +黄芪多糖组（1.16±0.06），经方差分析，差

异有统计学意义（F =41.760，P =0.000）。SONFH 模

型组较对照组降低（P <0.05），SONFH +黄芪多糖组

较 SONFH + PBS 组升高（P <0.05）。提示在 SONFH

细胞模型中，黄芪多糖增加了骨细胞活力。

2.3　黄芪多糖抑制骨细胞凋亡

各组细胞凋亡率和 Bcl-2、Bax、Cleaved-caspase-

3 蛋 白 相 对 表 达 量 比 较 ，差 异 有 统 计 学 意 义（P <

0.05）。SONFH 模型组细胞凋亡率较对照组高（P <

0.05），SONFH +黄芪多糖组较 SONFH 模型组低（P <

0.05），SONFH 模型组 Bax、Cleaved-caspase-3 蛋白相

对表达量较对照组高（P <0.05），Bcl-2 蛋白相对表

达 量 较 对 照 组 低（P <0.05），SONFH + 黄 芪 多 糖 组

Bax、Cleaved-caspase-3 蛋白相对表达量较 SONFH 模

型组低（P <0.05），Bcl-2 蛋白相对表达量较 SONFH

模型组高（P <0.05）。提示在 SONFH 细胞模型组中，

黄芪多糖抑制了骨细胞凋亡。见表 2 和图 1、2。

2.4　黄芪多糖下调SONFH模型细胞中SP1表达

各组 SP1 mRNA、蛋白相对表达量比较，差异有

统计学意义（P <0.05）。SONFH 模型组较对照组高

（P <0.05），SONFH +黄芪多糖组较 SONFH 模型组低

（P <0.05）。提示黄芪多糖下调 SONFH 模型细胞中

SP1 表达。见表 3 和图 3。

2.5　黄芪多糖通过下调 SP1 促进 SONFH 模型组

的骨细胞活性、抑制细胞凋亡

对照组细胞的 SP1 mRNA 相对表达量为（1.10±

0.08）、SONFH 模型组为（2.11±0.22）、SONFH+黄芪

多糖组为（1.27±0.14）、SONFH +黄芪多糖+ OE-NC

组为（1.26±0.17）、SONFH +黄芪多糖+ OE-SP1 组为

（2.26±0.25），经方差分析，差异有统计学意义（F =

26.860，P =0.000）。SONFH + 黄芪多糖组较 SONFH

模 型 组 低 ，SONFH + 黄 芪 多 糖 + OE-SP1 组 较

SONFH+黄芪多糖+OE-NC 组高（P <0.05）。

通 过 MTT 检 测 细 胞 活 性 ，对 照 组 细 胞 活 性 为

（1.48±0.04），SONFH 模 型 组 为（0.84±0.04），

SONFH+黄芪多糖组为（1.24±0.03），SONFH +黄芪

多 糖 + OE-NC 组 为（1.30±0.04），SONFH + 黄 芪 多

糖+ OE-SP1 组为（0.92±0.07），经方差分析，差异有

统计学意义（F =92.470，P =0.000）。SONFH 模型组

较 对 照 组 降 低（P <0.05），SONFH+ 黄 芪 多 糖 组 较

SONFH 模型组升高（P <0.05），SONFH+黄芪多糖组

与 SONFH +黄芪多糖+ OE-NC 组比较，差异无统计

学意义（P >0.05），SONFH + 黄芪多糖+ OE-SP1 组较

SONFH+黄芪多糖组降低（P <0.05）。

表 2　各组细胞凋亡率和Bcl-2、Bax、Cleaved-caspase-3

蛋白相对表达量比较 （x±s）

组别

对照组

SONFH 模型

组

SONFH+PBS

组

SONFH+黄

芪多糖组

F 值

P 值

细胞凋亡率/

%

7.40±1.89

25.26±1.92

26.63±2.19

15.03±2.03

60.750

0.000

Bcl-2

0.58±0.06

0.17±0.05

0.18±0.06

0.36±0.06

69.960

0.000

Bax

0.07±0.05

0.72±0.07

0.71±0.08

0.22±0.11

55.820

0.000

Cleaved-

caspase-3

0.08±0.06

0.75±0.04

0.70±0.09

0.37±0.09

56.090

0.000
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Annexin V-FITC Annexin V-FITC Annexin V-FITC Annexin V-FITC

                              对照组                                          SONFH 模型组                                    SONFH+PBS 组                              SONFH+黄芪多糖组

图1　各组细胞凋亡流式散点图
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各组细胞凋亡率和 Bcl-2、Bax、Cleaved-caspase-

3 蛋 白 相 对 表 达 量 比 较 ，差 异 有 统 计 学 意 义（P <

0.05）。 SONFH 模 型 组 细 胞 凋 亡 率 和 Bax、Cleaved-

caspase-3 蛋 白 相 对 表 达 量 较 对 照 组 高（P <0.05），

SONFH +黄芪多糖组较 SONFH 模型组低（P <0.05），

SONFH + 黄 芪 多 糖 + OE-SP1 组 较 SONFH+ 黄 芪 多

糖+ OE-NC 组高（P <0.05）；SONFH 模型组 Bcl-2 蛋

白相对表达量较对照组低（P <0.05），SONFH +黄芪

多糖组较 SONFH 模型组低（P <0.05），SONFH +黄芪

多糖+ OE-SP1 组较 SONFH + 黄芪多糖 + OE-NC 组

低 （P <0.05）。见图 4、5 和表 4。

2.6　SP1 调控 MLO-Y4 骨细胞 MEK/ERK 通路

笔者对 SP1 可能调控的下游通路进行验证。对

照组 SP1 mRNA 相对表达量为（0.96±0.10）、OE-NC

组为（1.01±0.22）、OE-SP1 组为（2.51±0.19）、sh-NC

组为（1.08±0.12）、sh-SP1 组为（0.46±0.15），经方差

分 析 ，差 异 有 统 计 学 意 义（F =96.990，P =0.000）。

OE-SP1 组较 OE-NC 组高，sh-SP1 组较 sh-NC 组低。

各组 SP1、MEK、p-ERK 蛋白相对表达量比较，

差异有统计学意义（P <0.05）。OE-SP1 组 SP1 蛋白

相 对 表 达 量 较 对 照 组 、OE-NC 组 高（P <0.05），sh-

SP1 组 较 sh-NC 低（P <0.05）；OE-SP1 组 MEK、p-

ERK 蛋 白 相 对 表 达 量 较 对 照 组 、OE-NC 组 低（P <

0.05），sh-SP1 组较 sh-NC 高（P <0.05）。提示 SP1 调

控 MEK/ERK 通路。见表 5 和图 6。

26 kD

21 kD

17 kD

36 kD

1               2               3              4  

Bcl-2

Bax

Cleaved-caspase-3

GAPDH

1：对照组； 2：SONFH 模型组； 3：SONFH+PBS 组； 4：SONFH+黄

芪多糖组。

图2　各组细胞凋亡相关蛋白的表达

表 3　各组SP1 mRNA、蛋白相对表达量比较 （x±s）

组别

对照组

SONFH 模型组

SONFH + PBS 组

SONFH + 黄芪多糖组

F 值

P 值

SP1 mRNA

1.03±0.13

2.30±0.17

2.19±0.24

1.22±0.23

33.780

0.000

SP1 蛋白

0.29±0.16

0.96±0.06

0.99±0.13

0.39±0.11

27.470

0.000

81 kD

36 kD

SP1

GAPDH

1                 2                 3                 4

1：对照组； 2：SONFH 模型组； 3：SONFH+PBS 组； 4：SONFH+黄

芪多糖组。

图3　各组SP1蛋白质的表达
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           SONFH+黄芪多糖 + OE-NC 组                 SONFH+黄芪多糖 + OE-SP1 组

图4　各组细胞凋亡的流式散点图
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3 讨论

SONFH 是慢性糖皮质激素导致的骨细胞死亡，

最常见于股骨头，但膝关节周围、腕关节和踝关节

等骨骼也会受到影响[13]。有研究显示，在糖皮质激

素相关的骨坏死和骨质疏松症中，糖皮质激素能够

促进骨细胞凋亡和坏死[14]。为探究 SONFH 的具体

分 子 机 制 ，本 研 究 通 过 在 体 外 培 养 小 鼠 骨 细 胞

MLO-Y4 并且使用地塞米松进行诱导，构建 SONFH

细胞模型。

传统中药在中国、日本等亚洲国家中作为替代

或补充药物被广泛用于各种疾病[15]。黄芪多糖是从

黄芪中提取的单体，也是黄芪中的活性成分之一，

近年来被证明可用于治疗不同的疾病，包括骨质疏

松[16]。有研究发现黄芪多糖能够上调 TLR4/MyD88

的表达，并抑制原代人成骨细胞的凋亡[17]。

SP1 是最早发现的与特定 DNA 序列结合的转录

因子之一，在哺乳动物细胞中 SP1 能够影响多种代

谢通路和参与疾病调控[18]。有研究显示，SP1 调节

的 miR-545-3p 通过靶向 LRP5 使 Wnt/β-catenin 信号

失活而发挥成骨抑制的作用[19]。同样地，SP1 能够

上调炎症反应和细胞衰老，并导致成骨细胞谱系的

过早状态延迟和血管平滑肌细胞谱系的成骨转变

从而导致骨质疏松[20]。本研究结果显示，在 SONFH

中 SP1 表 达 升 高 ，黄 芪 多 糖 治 疗 后 SP1 表 达 降 低 。

进一步深入探究发现，过表达 SP1 能够逆转黄芪多

糖对 SONFH 模型细胞的治疗作用，在 MLO-Y4 细胞

中 SP1 能够调控 MEK/ERK 通路的磷酸化水平。

本研究在体外构建 SONFH 细胞模型，并对黄芪

多糖调控骨细胞凋亡的机制进行深入研究。通过

地塞米松处理 MLO-Y4 骨细胞同时联合黄芪多糖，

通过相关分子生物学实验检测黄芪多糖对模型细

胞活性和凋亡的影响，并且证实了黄芪多糖能够调

控 SP1/MEK/ERK 轴的激活。

综 上 所 述 ，黄 芪 多 糖 通 过 下 调 SP1 激 活 MEK/

表 4　各组细胞凋亡率和Bcl-2、Bax、Cleaved-caspase-3蛋白相对表达量比较 （x±s）

组别

对照组

SONFH 模型组

SONFH+黄芪多糖组

SONFH+黄芪多糖 + OE-NC 组

SONFH+黄芪多糖 + OE-SP1 组

F 值

P 值

细胞凋亡率/%

6.91±2.41

27.17±2.90

13.86±2.57

13.08±3.76

26.62±2.06

30.810

0.000

Bcl-2

0.63±0.06

0.23±0.06

0.55±0.07

0.51±0.09

0.20±0.08

22.230

0.000

Bax

0.17±0.07

0.66±0.11

0.35±0.05

0.31±0.09

0.54±0.07

18.230

0.000

Cleaved-caspase-3

0.14±0.06

0.74±0.06

0.33±0.07

0.30±0.07

0.69±0.09

46.040

0.000

Bcl-2

Bax

Cleaved-caspase-3

GAPDH

1          2           3          4           5

26 kD

21 kD

17 kD

36 kD

1：对 照 组 ； 2：SONFH 模 型 组 ； 3：SONFH+ 黄 芪 多 糖 组 ； 4：

SONFH+黄芪多糖 + OE-NC 组； 5：SONFH+黄芪多糖 + OE-SP1 组。

图5　各组细胞凋亡相关蛋白条带图

表 5　各组SP1、MEK、p-ERK蛋白相对表达量比较 （x±s）

组别

对照组

OE-NC 组

OE-SP1 组

sh-NC 组

sh-SP1 组

F 值

P 值

SP1 蛋白

0.67±0.07

0.66±0.07

0.90±0.04

0.64±0.11

0.24±0.13

21.070

0.000

MEK 蛋白

0.52±0.08

0.54±0.08

0.25±0.08

0.56±0.05

0.76±0.09

17.830

0.000

p-ERK 蛋白

1.05±0.13

0.98±0.11

0.39±0.15

0.94±0.07

1.26±0.06

26.360

0.000

81 kD

75 kD

44 kD
42 kD

44 kD
42 kD

36 kD

1          2           3          4           5

SP1

MEK

ERK

p-ERK

GAPDH

1：对照组； 2：:OE-NC 组； 3：OE-SP1 组； 4：sh-NC 组； 5：sh-SP1 组。

图6　各组细胞SP1、MEK、ERK、p-ERK蛋白条带图
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ERK 通路，促进细胞活性，并抑制骨细胞凋亡。
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