
췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍

췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍
췍 췍

췍췍

本文引文格式:程琳,姚洁,隋萍,等.表没食子儿茶素没食子酸酯对大鼠干细胞成骨分化

作用的研究[J].右江民族医学院学报,2022,44(3):315-319,335.
【论著与临床报道】

表没食子儿茶素没食子酸酯对大鼠干细胞成骨分化作用的研究

程琳,姚洁,隋萍,李兵,陈习驰,靳攀

(长江大学医学部,湖北 荆州 434023)

摘 要:目的 通过比较表没食子儿茶素没食子酸酯(EGCG)对大鼠干细胞的直接作用和与成骨诱导液的协同作用,探
究EGCG在成骨分化中的作用。方法 利用全骨髓贴壁法分离大鼠骨髓间充质干细胞(BMSCs)。培养至第三代,将细

胞分为4组:A组(BMSCs):单纯用完全培养基培养BMSCs;B组(BMSCs+EGCG):将 BMSCs在添加10μmol/L
EGCG的完全培养基中培养;C组(BMSCs+Osteoinductivefluid):用成骨诱导液培养BMSCs;D组(BMSCs+Osteoin-
ductivefluid+EGCG):将BMSCs在添加10μmol/LEGCG的成骨诱导液中培养。培养7d和14d,通过CCK-8检测细

胞增殖情况,通过碱性磷酸酶(ALP)检测、ALP染色和成骨相关基因骨钙素(Ocn)、Ⅰ型胶原(Col1a1)、骨涎蛋白(Bsp)、

Runt相关转录因子2(Runx2)等的表达水平评估EGCG在大鼠干细胞成骨分化中的作用。结果 CCK-8检测发现C组

和D组细胞增殖均明显低于A组和B组,但是C组与D组差异不显著,说明EGCG对大鼠干细胞的增殖影响不明显;

ALP检测中A组与B组差异不显著,D组与C组比较差异有统计学意义,且ALP染色中D组染色明显高于C组,同时

在成骨相关基因表达的检测中D组 mRNA表达水平也明显高于C组,这些结果说明单纯EGCG对干细胞成骨作用比

较微弱,但是在成骨诱导液存在时其成骨作用大大增强。结论 EGCG发挥促进成骨作用需要依赖其它因素,其自身不

能启动成骨过程。
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Effectofepigallocatechingallateonosteogenicdifferentiationofratstemcells

ChengLin,YaoJie,SuiPing,LiBing,ChenXichi,JinPan

(HealthScienceCenter,YangtzeUniversity,Jingzhou434023,Hubei,China)

  Abstract: Objective Toexploretheinfluenceofepigallocatechingallate(EGCG)onosteogenicdifferen-
tiationviacomparingthedirecteffectofEGCGandsynergisticeffectwithosteoinductivefluidonratstem
cells. Methods Thebonemarrowmesenchymalstemcells(BMSCs)oftheratswereisolatedbythemethod
ofwholebonemarrowadherence.Inthethirdgeneration,thecellsweredividedintofourgroups:GroupA,
GroupB,GroupCandGroupD.InGroupA(BMSCs),theBMSCswereculturedinthecompletemediuma-
lone.InGroupB(BMSCs+EGCG),theBMSCswereculturedinthecompletemediumsupplementedwith10

μmol/LEGCG.InGroupC(BMSCs+osteoprosthesisfluid),theBMSCswereculturedwithosteogenicinduc-
tionfluid.InGroupD(BMSCs+Osteoprosthesisfluid+EGCG),theBMSCswereculturedinosteogenicin-
ductionfluidsupplementedwith10μmol/LEGCG.Onthe7thand14thdayofculture,thecellproliferation
wasdetectedbyCCK-8.TheroleofEGCGinosteogenicdifferentiationofratstemcellswasevaluatedbyalka-
linephosphatase(ALP)assay,ALPstainingandtheexpressionlevelsofosteogenesis-relatedgenessuchasos-
teocalcin(Ocn),typeIcollagen(Col1a1),bonesialoprotein(Bsp)andRunt-associatedtranscriptionfactor2
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(Runx2). Results CCK-8detectionshowedthatcellproliferationsingroupCandDwerelowerthanthosein
groupAandB.However,nosignificantdifferencewasfoundbetweengroupCandgroupD,whichdemonstra-
tedthatEGCGhadnoobviouseffectontheproliferationofratstemcells.Therewasnosignificantdifference
betweengroupAandgroupBinALPdetection.TherewasstatisticallysignificantdifferencebetweengroupD
andgroupC,andALPstainingingroupDwassignificantlyhigherthanthatingroupC.Meanwhile,inthede-
tectionofosteogenesis-relatedgeneexpressions,themRNAexpressionlevelofgroupDwasalsosignificantly
higherthanthatofgroupC.TheseresultsindicatedthatEGCGalonehadaweakosteogeniceffectonstem
cells,butitsosteogeniceffectwasgreatlyenhancedinthepresenceofosteogenicinductionfluid. Conclusion
 EGCG’sroleinpromotingosteogenesisdependsonotherfactors,anditcannotinitiatetheosteogenesis
processbyitself.
  Keywords: EGCG;stemcells;osteogenicdifferentiation;osteoporosis

  骨质疏松症是一种慢性代谢性骨疾病,在骨重建

过程中,当骨吸收超过骨形成时就会发生[1],尤其相伴

随的骨量低下、骨脆性增加和易发生骨折等问题更是

严重威胁人群健康。有研究报道绝经后妇女饮茶能显

著提高骨密度[2],我国流行病学调查也显示饮茶可以

提高骨密度、防骨质疏松的发生[3]。绿茶中的主要成

分为儿茶素,其属于茶多酚(teapolyphenols)中的一

种,主要种类有表儿茶素(epicatechin,EC)、表儿茶素

没食子酸酯(epicatechingallate,ECG)、表没食子儿茶

素(epigallocatechin,EGC)、表没食子儿茶素没食子酸

酯[(-)-epigallocatechingallate,EGCG)],目前研究认

为其中主要发挥作用的是EGCG[4]。多项研究证实

EGCG无论体内动物实验还是体外细胞实验均有明显

的促进成骨作用[5-7],但是其促进成骨是EGCG自身

的作用还是必须在其它因素参与下才能发挥作用目前

尚不清楚。本研究拟通过比较EGCG对大鼠干细胞

的直接作用和与成骨诱导液的协同作用,探究EGCG
在成骨分化中的作用。

1 材料和方法

1.1 实验材料 表没食子儿茶素没食子酸酯[(-)-
epigallocatechingallate,EGCG,纯度≥95%,Sigma-
Aldrich,美国];SPF级Sprague-Dawley大鼠(5日龄)

5只(购自广西医科大学实验动物中心);α-MEM培养

基(Gibco,美国);胎牛血清(杭州四季青生物工程材料

有限公司,中国);胰蛋白酶-乙二胺四乙酸(ethylene
diaminetetraaceticacid,EDTA)(0.25%)、青链霉素

混合液(100x)(北京索莱宝科技有限公司,中国);

CCK-8(Biosharp公司,中国);RIPA裂解液、苯甲基

磺酰氟(PMSF)、BCA蛋白浓度测定试剂盒(增强型)
(碧云天生物技术研究所,中国);碱性磷酸酶(AKP)
测定试剂盒、碱性磷酸酶染液(南京建成生物工程研究

所,中国);总RNA小量抽提试剂盒(双柱型)(广州美

基生物科技有限公司,中国);PCR引物(北京六合华

大基因 科 技 股 份 有 限 公 司,中 国);逆 转 录 试 剂 盒

(TaKaRa,日本);PCR试剂盒(巴塞尔罗氏公司,瑞
士);RNase-freewater(上海生工生物工程股份有限公

司,中 国);全 波 长 酶 标 仪(MultiskanGO,Thermo
FisherScientific公司,美国);洁净工作台(素净集团

苏州安泰空气技术有限公司,中国);二氧化碳培养箱

(ThermoScientificTM FormaSeriesIIWater-Jacke-
ted,赛默飞公司,美国);倒置荧光显微镜(尼康Nikon
公司,日本);常温离心机(Eppendorf公司,德国);核
酸检测仪(ThermoFisherScientific,美国);多槽梯度

PCR仪(ProFlex,AppliedBiosystems,美国);实时荧

光定量PCR仪(LightCycler96,罗氏公司,瑞士)。

1.2 实验方法

1.2.1 干细胞的提取与培养 利用全骨髓贴壁法分

离大鼠骨髓间充质干细胞(BMSCs)[8],将新生3~7d
Sprague-Dawley(SD)乳鼠颈椎脱臼法处死,于75%酒

精中浸泡5min消毒,转移至无菌洁净工作台中,剪下

双侧大腿,左手持无菌纱布,右手拿无菌小剪刀除去皮

肤、皮下肌肉、神经和血管后剔净股骨,放入无菌PBS
洗3次;将股骨两端干骺端剪掉,暴露髓腔,用1mL
注射器抽吸完全培养基(按照90mL高糖培养基加入

10mL胎牛血清和1mL青链霉素的比例配制)多次

冲洗股骨髓腔,直至骨髓冲洗干净、股骨完全发白为

止。补充培养基至常用量,将培养皿移入培养瓶中,置
于37℃5%CO2 培养箱培养,2d后初次换液,以后每

3d换液,待细胞铺面瓶底面积80%左右时传代培养。

1.2.2 实验分组 培养至第三代,将细胞分为4组:

A组(BMSCs):单纯用完全培养基培养BMSCs,B组

(BMSCs+EGCG):将 BMSCs在 添 加 10μmol/L
EGCG的完全培养基中培养,C组(BMSCs+Osteoin-
ductivefluid):用成骨诱导液培养BMSCs,D组(BM-
SCs+Osteoinductivefluid+EGCG):将BMSCs在添

加10μmol/LEGCG的成骨诱导液中培养。

1.2.3 细胞增殖检测 将干细胞消化、离心,重悬后,
用细胞计数板计数,24孔板每孔接种10000个/孔,培
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养2d后待细胞贴壁紧密且细胞数量有一定扩增后,
每组加入对应的培养基培养,之后每3d换液。培养

至待检测时间点后,1mL培养基中加入100μLCCK-
8溶液,轻轻晃动后放入37℃5%CO2 培养箱避光孵

育1h,取出24孔板重复振荡,用无血清培养基对半稀

释后混合均匀,每孔吸取200μL转移至96孔板中,将
吸光度设定在450nm处,酶标仪检测吸光度(ODval-
ue)。

1.2.4 ALP检测 各组细胞在对应的培养液中培养

7d和14d后,吸走全部培养基,缓慢加入PBS清洗3
次。苯甲基磺酰氟(PMSF)加入RIPA裂解液中配制

成PMSF终浓度为100mM的混合液,24孔板每孔加

入200μL混合液,用枪头反复吹打,充分裂解细胞。
按照厂家的使用说明,首先将蛋白标准品稀释成不同

的浓度进行测量,绘制标准曲线;然后用BCA蛋白浓

度测定试剂盒检测待测样品在酶标仪562nm波长处

的吸光度,用标准曲线计算样品的蛋白浓度。同时将

碱性磷酸酶(AKP)测定试剂盒中试剂取出,按照说明

书步骤进行加样,混合均匀后37℃水浴,15min后加

入显色剂,混匀后于520nm处测量吸光度,通过说明

书中的公式计算ALP活性。

1.2.5 ALP染色 在24孔板接种细胞前,每孔加入

无菌的细胞爬片,分组后各组加入对应的培养液,14d
后取出细胞爬片。按照碱性磷酸酶染液说明书步骤进

行,在PBS溶液中清洗干净,将细胞爬片放入固定液

中固定3min,然后浸入新鲜配制的底物应用液中,避
光孵育15min,PBS溶液洗涤2min,最后放入复染液

中复染30s,蒸馏水冲洗干净,常温晾干,中性树脂封

片。

1.2.6 成骨相关基因检测 采用实时荧光定量聚合

酶链反应(real-timepolymerasechainreaction,RT-
PCR)来检测成骨相关基因的表达水平,主要包括骨钙

素(osteocalcin,Ocn)、Ⅰ型胶原(alpha-1typeIcolla-
gen,Col1a1)、骨涎蛋白(bonesialoprotein,Bsp)和
Runt相关转录因子2(runt-relatedtranscriptionfac-
tor2,Runx2)。分别于培养的7d和14d,用总RNA
提取试剂盒提取各个样品的总RNA,同时用核酸检测

仪检测A260/A280评估RNA的纯度是否达标。在去除

基因组DNA后,采用反转录反应试剂盒合成cDNA,
采用荧光定量法在实时荧光定量PCR仪上反应:95
℃预变性10min;95℃变性15s;60℃退火60s,共

40个循环。以β-Actin 为内参,按照2-△△Ct计算各个基

因的相对表达量。引物序列见表1。

表1 RT-PCR引物

Genename Forwardprimer Reverseprimer

β-Actin 5′-CCCATCTATGAGGGTTACGC-3′ 5′-TTTAATGTCACGCACGATTTC-3′
Ocn 5′-CAGGTGCAAAGCCCAGCGAC-3′ 5′-TGGGGCTCCAAGTCCATTGTT-3′
Col1a1 5′-GATCCTGCCGATGTCGCTAT-3′ 5′-GGGACTTCTTGAGGTTGCCA-3′
Bsp 5′-GTGACTTGTGCACATGCGTT-3′ 5′-GATTCTGCCCTCCGTAGTCG-3′
Runx2 5′-GTGGCCAGGTTCAACGATCT-3′ 5′-TGAGGAATGCGCCCTAAATCA-3′

1.3 统计学方法 获得的计量资料数据以(췍x±s)表
示,并使用单因素方差分析(ANOVA)进行比较,对数

据进行最小显著性差异检验(LSD-t)。采用SPSS
26.0软件进行分析,P <0.05认为差异有统计学意

义。

2 结果

2.1 细胞增殖情况 图1展示了各组BMSCs在7d
和14d的增殖情况。CCK-8结果显示C组(BMSCs+
Osteoinductivefluid)和 D组(BMSCs+Osteoinduc-
tivefluid+EGCG)细胞增殖均明显低于 A组(BM-
SCs)和B组(BMSCs+EGCG),可以初步判断成骨诱

导液对BMSCs的增殖有一定的抑制作用。7d时B
组高于A组,而14d时B组却低于 A组,说明单纯

EGCG对BMSCs的影响不明确;但是7d和14d时C
组和D组差异均不明显,说明在成骨诱导液中EGCG
对BMSCs的增殖无明显影响。

*P<0.05;**、##P<0.01;***、###P<0.001。
图1 不同组BMSCs的细胞增殖情况

2.2 ALP检测 图2展示了7d和14d各组BMSCs
的碱性磷酸酶(ALP)活性。ALP是干细胞早期成骨

分化的特异性生物标记物[9],7d时4组之间差异不明

显,而14d时C组(BMSCs+Osteoinductivefluid)和
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D组(BMSCs+Osteoinductivefluid+EGCG)的ALP
活性 明 显 高 于 A 组 (BMSCs)和 B 组 (BMSCs+
EGCG),A组和B组差异不明显,说明成骨诱导液可

以诱导BMSCs的成骨方向分化,加入EGCG明显加

快了分化的进度,但是单纯EGCG干预对BMSCs的

ALP活性影响不明显。

*P<0.05;**、##P<0.01;***、###P<0.001。
图2 不同组BMSCs的ALP

2.3 ALP染色 图3展示了14d时各组BMSCs的

ALP染色。ALP染色较弱时,细胞胞浆中出现红棕色

颗粒;染色较强时,胞浆呈现棕褐色或者咖啡色,强阳

性表达时染色区域甚至有团聚甚至成片现象。如图3
所示,A组(BMSCs)染色较弱,B组(BMSCs+EGCG)
开始出现阳性染色,主要呈现红棕色;C组(BMSCs+
Osteoinductivefluid)和 D组(BMSCs+Osteoinduc-
tivefluid+EGCG)主要呈现棕褐色阳性区域,尤其D
组出现了成片的阳性区域。结合ALP活性的检测,

ALP染色进一步说明了EGCG在成骨诱导液中其促

进成骨分化的作用得到了极大的提升。

图3 不同组BMSCs的ALP染色(标尺=100μm)

2.4 成骨相关基因表达情况 图4展示了7d和14
d各组BMSCs成骨相关基因的表达情况。如图4a,A
组(BMSCs)、B组(BMSCs+EGCG)和C组(BMSCs
+Osteoinductivefluid)在7d和14d差异均无显著

性,而D组(BMSCs+Osteoinductivefluid+EGCG)
在14d时Ocn基因表达水平明显高于其它组。在图

4b、4c和4d中,除了B组Col1a1基因14d时的表达

水平高于A组之外,A、B两组的其它基因在2个时间

点的表达均呈现显著性差异。总体上来看,C组、D组

成骨相关基因的表达明显高于A组和B组,图4中均

出现D组的成骨相关mRNA表达水平显著高于C组

的情况。

*P<0.05;**、##P<0.01;***、###P<0.001。
图4 不同组BMSCs的成骨相关基因表达情况
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3 讨论

骨质疏松症在宏观上表现为骨吸收大于骨形成,
在微观上则表现为成骨细胞数量不足。干细胞是成骨

细胞的主要来源,基于干细胞对骨质疏松症进行研究

是目前常用的方法[10]。与脂肪干细胞(adiposetissue-
derivedMSCs,ATSCs)相比,骨髓间充质干细胞(BM-
SCs)具有更好的成骨活性和更低的异向分化特性,更
适合开展骨质疏松相关的干细胞水平研究[11]。本实

验通 过 研 究 单 纯 EGCG 和 成 骨 诱 导 液 环 境 中 的

EGCG对大鼠BMSCs的成骨作用探究EGCG在干细

胞成骨分化中的作用。本研究细胞增殖实验表明单纯

EGCG在7d时对BMSCs有促进作用,而在14d时有

抑制作用,此自相矛盾的结果可能是由于14d的培养

时间较长和24孔板底部面积有限造成。有研究报道

成骨诱导液在促进干细胞成骨方向分化的同时对干细

胞的增殖有一定影响[12],本研究中添加成骨诱导液组

的细胞增殖明显低于不添加的组,也证实了这一现象。
除了7d时EGCG似乎对干细胞增殖有影响外,在其

它各组检测中细胞增殖与EGCG之间无关。ALP水

平与骨折愈合能力正相关,其含量升高可以有效反映

成骨活性增强[13-14]。为了具体探测EGCG的成骨作

用在成骨诱导液存在时和不存在时的差别,本研究进

行了ALP活性检测和染色。参考相关文献对细胞内

外ALP含量的比较,选择了检测细胞内的ALP[15]。7
d时各组无差异,而14d时加成骨诱导液的两组ALP
表达明显增高,EGCG在成骨诱导液中显著增强了干

细胞的成骨分化。ALP染色则通过标志酶染色的方

法来直观体现各组的成骨分化趋势,加成骨诱导液的

细胞阳性染色明显高于不加成骨诱导液的组,且同时

加成骨诱导液和EGCG的组明显阳性染色最强。

Ocn、Col1a1、Bsp和Runx2均为成骨分化的特异

性标志基因,且已被证实与骨质疏松相关[16]。EGCG
对这些基因表达的影响与其在骨质疏松中的作用直接

相关,故而监测这些基因的表达情况对研究EGCG在

干细胞成骨分化中的作用至关重要。本研究中加成骨

诱导液的两组基因表达明显高于未加成骨诱导液的两

组。添加EGCG的成骨诱导液培养的BMSCs基因

Col1a1和Bsp 在7d时显著高于未添加EGCG的成

骨诱导液组,而添加EGCG的成骨诱导液培养的BM-
SCs基因Ocn 和Runx2在14d时显著高于未添加

EGCG的成骨诱导液组,其它时间点是否添加EGCG
对相关基因的表达无明显影响,这一现象可能是由于

成骨诱导过程中基因表达的先后顺序导致的,具体还

需要更多的研究。但是从成骨相关特异性基因表达的

整体趋势上可以看出,EGCG作用的发挥依赖成骨的

环境。

综上所述,单纯EGCG对干细胞成骨作用和增殖

作用均比较微弱,但是在成骨诱导环境中其成骨作用

大大增强,说明EGCG发挥促进成骨作用需要依赖其

它因素,其自身不能启动成骨过程,此研究可能为

EGCG成骨相关的体外细胞和组织工程实验的改良提

供理论依据。
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