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咖啡酸苯乙酯通过 Ｎｒｆ⁃２ 途径抑制地塞米松诱导的
成骨细胞凋亡

林　 强１，李洪伟２，郭开今２，周　 冰２，李东亚２

　 　 ［摘要］ 　 目的　 探讨 Ｎｒｆ⁃２ 途径在咖啡酸苯乙酯（ＣＡＰＥ）抑制地塞米松（ＤＥＸ）诱导成骨细胞凋亡中的作用。 　 方法　 用

细胞贴壁法培养小鼠颅顶前骨细胞（ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１），采用 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＥＸ 建立细胞损伤模型，以不同浓度 ＣＡＰＥ（０􀆰 ０５、０􀆰 ２５、１
μｍｏｌ ／ Ｌ）预处理细胞 ２ｈ 后加入地塞米松共孵育 ２４ｈ；细胞增殖⁃毒性检测试剂盒（ＣＣＫ⁃８）检测细胞增殖活性；依据 ＣＣＫ⁃８ 检测

结果确定药物浓度后将实验分为对照组、咖啡酸苯乙酯组（ＣＡＰＥ 组）、地塞米松组（ＤＥＸ 组），咖啡酸苯乙酯＋地塞米松组

（ＣＡＰＥ＋ＤＥＸ 组）；ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 荧光探针检测细胞内活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ）水平；Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活性检测试剂盒检测

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 酶活性，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｎｒｆ⁃２ 途径相关蛋白 Ｎｒｆ⁃２ 和血红素氧合酶 １（ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＨＯ⁃１）蛋白表达水平；流式

细胞仪检测细胞凋亡率。 　 结果　 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＥＸ 作用下细胞形态发生明显变化，损伤作用明显。 与对照组相比，ＤＥＸ 组内

细胞存活率显著下降（Ｐ＜０􀆰 ０１），而细胞内 ＲＯＳ 水平、细胞凋亡率及 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 酶活性显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０１）；同时，Ｎｒｆ⁃２ 途径相

关蛋白 Ｎｒｆ⁃２ 及 ＨＯ⁃１ 表达量减少，差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 ＤＥＸ 组相比，ＣＡＰＥ＋ＤＥＸ 组细胞存活率显著上升（Ｐ＜
０􀆰 ０１），Ｎｒｆ⁃２ 途径相关蛋白 Ｎｒｆ⁃２ 及 ＨＯ⁃１ 表达明显增加（Ｐ＜０􀆰 ０１）；此外，ＣＡＰＥ＋ＤＥＸ 组细胞内 ＲＯＳ 水平、细胞凋亡率及

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 酶活显著降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 　 结论　 咖啡酸苯乙酯可以通过 Ｎｒｆ⁃２ 途径降低细胞内 ＲＯＳ 水平进

而减轻地塞米松诱导的氧化应激所致细胞损伤及凋亡。
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　 　 ［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ ｐｈｅｎｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ （ＣＡＰＥ） ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ ｐｒｅｏｓｔｅｏ⁃
ｂｌａｓｔｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ （ＤＥＸ）．　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ＤＥＸ （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ｉｎｊｕｒｙ． Ｔｈｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＣＡＰＥ ｆｏｒ ２ ｈｏｕｒｓ， ａｎｄ ｔｈｅｎ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＥＸ ｆｏｒ ２４ ｈｏｕｒｓ． Ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔ ｋｉｔ （ＣＣＫ⁃８）． Ｔｈｅ ｆｉｎａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｄｒｕｇ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＣＣＫ⁃８， ｔｈｅｎ ｃｅｌｌｓ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＣＡＰＥ ｇｒｏｕｐ， ＤＥＸ ｇｒｏｕｐ，
ａｎｄ ＣＡＰＥ＋ＤＥＸ ｇｒｏｕｐ． Ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｍｏｎｉｔｏｒｅｄ ｂｙ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｓｓａｙ ｋｉｔ； Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕａｒ ＲＯＳ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＤＣＦＨ⁃ＤＡ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｎｒｆ⁃２ ａｎｄ ＨＯ⁃１ ｗｅｒｅ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｃｏｕｌｄ ｉｎｄｕｃｅｄ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｙ ｗｉｔｈ ｏｖｅｒｔ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｃｈａｎｇｅｓ ａｔ ２４ ｈｏｕｒｓ， ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｔｈｅ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＥＸ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖｉ⁃

　 　 　 ｔｙ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ＲＯＳ， ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）． Ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ｔｈｅ Ｎｒｆ⁃２ ａｎｄ
ＨＯ⁃１ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅ ｗｉｔｈ
ＤＥＸ ｇｒｏｕｐ， ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｒｆ⁃２ ａｎｄ ＨＯ⁃１ （Ｐ＜０􀆰 ０１ ｖｓ ＤＥＸ
ｇｒｏｕｐ） ｉｎ ＣＡＰＥ＋ＤＥＸ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜
０􀆰 ０１）． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＲＯＳ， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃
３ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＣＡＰＥ ＋ＤＥＸ ｇｒｏｕｐ
（Ｐ＜０􀆰 ０１）．　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＣＡＰＥ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＲＯＳ ｉｎ
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ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ ｖｉａ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ Ｎｒｆ⁃２ ｐａｔｈｗａｙ， ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ􀆰
　 　 ［Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ］　 Ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ ｐｈｅｎｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ； Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ； Ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ｃｅｌｌ； Ｎｒｆ⁃２ ｐａｔｈｗａｙ； Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 糖皮质激素在临床上广泛应用于抗炎、免疫调

节等方面的治疗。 然而长期或大剂量应用糖皮质

激 素 带 来 的 糖 皮 质 激 素 性 骨 质 疏 松 症

（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｉｎｄｕｃｅｄｏｓｔｅ ｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＧＩＯＰ）成为治疗

过程中严重的并发症之一［１⁃２］。 近来的研究表明氧

化应激在 ＧＩＯＰ 的发生和发展中发挥重要作用，局
部的氧化应激可抑制成骨细胞活性并诱导其凋亡，
然而其具体机制尚不明确［３⁃４］。 基于以上研究，如
何在发病早期减少成骨细胞的凋亡、控制局部氧化

应激、改善骨细胞内部微环境，从而增强骨组织的

修复能力、阻止病情的进一步演变，成为治疗激素

性骨质疏松症的重要目标。 咖啡酸苯乙酯（ ｃａｆｆｅｉｃ
ａｃｉｄ ｐｈｅｎｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ， ＣＡＰＥ）作为蜂胶成分中天然的

生物活性成分，具有抗炎症、抗氧化、免疫调节等独

特的生理药理作用［５］。 亦有研究表明咖啡酸苯乙

酯能有效调节局部组织细胞的氧化应激水平、减少

组织损伤［６］。 但在地塞米松诱导成骨细胞损伤过

程中，咖啡酸苯乙酯是否通过抑制成骨细胞内氧化

应激而发挥对其保护作用，仍有待进一步研究。 因

此，本研究拟通过体外培养小鼠 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 型颅顶

前骨细胞，观察咖啡酸苯乙酯对地塞米松作用下成

骨细胞凋亡的抑制作用，并探讨其作用机制，为咖

啡酸苯乙酯应用于 ＧＩＯＰ 的防治提供实验依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试剂与材料　 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅｌ 细胞株（购自中国科

学院细胞库，上海）；咖啡酸苯乙酯（上海紫一试剂

厂）；地塞米松（美国 Ｓｉｇｍａ）；α⁃ＭＥＭ 培养基（Ｈｙ⁃
Ｃｌｏｎｅ）；胎牛血清（杭州四季青）；细胞增殖⁃毒性检

测试剂盒（ＣＣＫ⁃８）（日本同仁）；ＢＣＡ 蛋白浓度测定

试剂盒（江苏碧云天）；兔抗小鼠 Ｎｒｆ⁃２ 抗体（美国

ＣＳＴ）；兔抗小鼠血红素氧合酶 １（ ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ，
ＨＯ⁃１）抗体（美国 Ａｂｃａｍ）；碱性磷酸酶标记的山羊

抗 兔 二 抗 （ 中 杉 金 桥 公 司 ）； Ｔｕｂｕｌｉｎ⁃α ｒａｂｂｉｔ
Ａｎｔｉｂｏｄｙ（美国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ）；ＢＣＩＰ ／ ＮＢＴ 碱性磷酸酯酶

显色试剂盒（江苏碧云天）；Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 细胞

凋亡检测试剂盒（南京凯基）；Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活性检测试

剂盒 （ 江 苏 碧 云 天 ）； 倒 置 相 差 显 微 镜 （ 日 本

Ｏｌｙｍｐｕｓ）酶联免疫检测仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ）；流式细胞

仪 （ Ｂｅｅｔｏｎ⁃Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 电泳仪 （ Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ）；荧光显微镜（日本 Ｎｉｋｏｎ）。

１􀆰 ２　 细胞培养　 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅｌ 细胞培养于含 １０％ＦＢＳ
的 α⁃ＭＥＭ 培养基中，在 ３７ ℃、５％的 ＣＯ２、饱和湿度

恒温培养箱中孵育。 隔日换液，待细胞长满 ９０％
后，再经不含 ＥＤＴＡ 的 ０􀆰 ２５％胰蛋白酶 ３７℃常规消

化，加入 ３ ｍＬ α⁃ＭＥＭ 培养基，反复吹打成单细胞悬

液，计数并调整细胞密度，传代培养。 实验分组及

处理：①空白对照组：正常培养，无特殊处理；②咖

啡酸苯乙酯组（ＣＡＰＥ 组）：细胞长满约 ７０％左右，置
于含 ＣＡＰＥ（０􀆰 ０５、０􀆰 ２５、１、４ μｍｏｌ ／ Ｌ）培养基中培养

２４ ｈ；③地塞米松组（ＤＥＸ 组）：细胞长满约 ７０％左

右，置于含 １０μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＥＸ 培养基中培养 ２４ ｈ；④咖

啡酸苯乙酯＋地塞米松组（ＣＡＰＥ＋ＤＥＸ 组）：细胞以

ＣＡＰＥ 预处理 ２ ｈ 后加入 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＥＸ 培养基中

共孵育 ２４ ｈ。
１􀆰 ３　 细胞存活率测定　 采用细胞增殖 ／毒性检测法

（ＣＣＫ⁃８） ［７］。 将细胞以 ５×１０３个 ／孔接种于 ９６ 孔板

中培养。 按前述分组处理细胞 ２４ ｈ 后吸弃上清液，
每孔加入含 １０％ＣＣＫ⁃８ 的培养基 １００ μＬ，培养箱内

避光孵育 １􀆰 ５ ｈ；取含 １０％ＣＣＫ⁃８ 的培养基 １００ μＬ
加入没有细胞含药物孔作为阴性对照。 用酶标仪

测定在 ４５０ ｎｍ 的吸光度（ＯＤ）值。
存活率（％）＝ （实验组ＯＤ 值－阴性对照组ＯＤ 值） ／

（对照组 ＯＤ 值－阴性对照组 ＯＤ 值）
×１００％

１􀆰 ４　 细胞凋亡检测　 采用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 法

检测［８］。 取对数生长期的 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅｌ 细胞，接种于

１００ｍｍ 培养板中。 在含 １０％ＦＢＳ 的 α⁃ＭＥＭ 培养基

中，按前述分组处理细胞 ２４ ｈ 后用不含 ＥＤＴＡ 胰酶

消化后收集细胞，ＰＢＳ 洗涤细胞二次，２０００ ｒｐｍ 离心

５ ｍｉｎ 后收集 ５×１０５个 ／ ｍＬ 细胞，加入 ５００ μＬ 的缓冲

液悬浮细胞，加入 ５ μＬ 的 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 混匀后，
加入 ５ μＬ 的碘化丙啶（ ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ）混匀，室
温、避光 ４ ℃ 孵育作用 １５ ｍｉｎ 后，用 ＦＡＣＳ Ｃａｌｉｂｕｒ
型流式细胞仪检测细胞凋亡率。
１􀆰 ５　 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活性检测 　 应用 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活性检

测试剂盒检测 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 酶活性。 参照 Ｌｉｕ 等［９］ 实

验方法，细胞以 １×１０６个 ／孔接种于 ６ 孔板培养，按
前述分组处理细胞 ２４ ｈ 后 ＰＢＳ 洗涤细胞二次（离
心，２０００ ｒ ／ ｍｉｎ，５ ｍｉｎ）收集细胞。 在收集的沉淀细

胞中加入 ５０ μＬ 冷裂解缓冲液（ ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ）。 冰上

裂解 ３０ ｍｉｎ，其间涡旋振荡 ３ ～ ４ 次，每次 １０ ｓ，吸取
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上清用 Ｂｒａｆｏｒｄ 法测定蛋白浓度。 吸取 ５０ μＬ 的细

胞裂解上清，加入 ２×反应缓冲液（ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ），
加入 ５０ μＬ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 底物并于 ３７ ℃避光孵育 ４ ｈ。
酶标仪在 Ｘ＝ ４０５ ｎｍ 定其吸光值。
１􀆰 ６　 细胞内活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水

平检测　 应用荧光探针二氯二氢荧光素双醋酸盐

（ＤＣＦＨ⁃ＤＡ）检测细胞内 ＲＯＳ 水平［１０］。 取对数生长

期的ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅｌ 细胞，接种于 １００ｍｍ 培养皿中。 在含

１０％ ＦＢＳ 的 α⁃ＭＥＭ 培养基中，按前述分组处理细胞

２４ ｈ 后。 用不含 ＦＢＳ 的 α⁃ＭＥＭ 培养基洗涤 ３ 次后，
加入 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 工作液（１００ μＭ 的ＤＣＦＨ⁃ ＤＡ），３７℃
孵育 ３０ｍｉｎ 后，用不含 ＦＢＳ 的 α⁃ＭＥＭ 培养基洗涤 ３
次后，荧光显微镜下观察各组细胞内荧光强度并在

４００ 倍视野下随机选择 ３ 个视野进行拍照。 Ｉｍａｇｅ⁃
Ｐｒｏ⁃Ｐｌｕｓ 图像分析软件分析平均荧光强度。
１􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｎｒｆ⁃２ 途径相关蛋白　 将

细胞以 １×１０６个 ／孔接种于 ６ 孔板培养，按前述分组

处理细胞 ２４ ｈ 后分别提取总蛋白，用 ＢＣＡ 蛋白浓

度测定试剂盒测定总蛋白浓度，将各组配平成相同

浓度后，经电泳、转膜、封闭后，进行孵育抗体，以
ＮＢＴ ／ ＢＣＩＰ 碱性磷酸酯酶显色试剂盒显色，结果

扫描［１０］。
１􀆰 ８　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ１６􀆰 ０ 统计软件进行分

析，定量资料以均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，各组间比

较采用单因素方差分析，两两比较采用 ＬＳＤ 法。 以

Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 细胞损伤模型的建立 　 不同浓度 ＤＥＸ（０􀆰 ０１、
０􀆰 １、１、１０μｍｏｌ ／ Ｌ）作用 ２４ ｈ 后，细胞的存活率分别为

（９３􀆰 ４６８±２０􀆰 ２１１）％、（９０􀆰 ５６２±１５􀆰 ３０１）％、（７３􀆰 １８８±
１７􀆰 ３０９）％、（５８􀆰 ３６１±１０􀆰 ２０８）％，细胞存活率较对照

组下 降 （ ６􀆰 ５３２ ± ２０􀆰 ８８６）％、 （ ９􀆰 ４３８ ± １７􀆰 ３８２）％、
（２６􀆰 ８１３±１７􀆰 ３７１）％、（４１􀆰 ６３８±１９􀆰 ７０８）％。 与对照组

比较，１０μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＥＸ 处理后的ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅｌ 细胞存活

率明显下降（Ｐ＜０􀆰 ０１），见图 １。 倒置相差显微镜下

对照组内 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞贴壁生长，呈“铺路石”
样排列，见图 ２ａ；加入 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＥＸ 后，贴 壁

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞减少，细胞回缩、变亮变圆，细胞间

连接结构减少，细胞间隙增大，部分细胞结团、脱
落，溶解为黑色点状物，细胞出现不同程度的形态

学损伤，见图 ２ｂ。 因此，选用 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＥＸ 建立

细胞损伤模型。

１：对照组；２－５ 分别为：０􀆰 ０１、０􀆰 １、１、１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 地塞米

松浓度

与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１
图 １　 不同浓度地塞米松处理ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞 ２４ｈ 后细胞存

活率

ａ：对照组；ｂ：地塞米松组

图示加入 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 地塞米松后，细胞出现不同程度

的形态学损伤

图 ２　 １０μｍｏｌ ／ Ｌ地 塞 米 松 对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅｌ 细 胞 形 态 的 影

响（×１００）

２􀆰 ２　 ＣＣＫ⁃８ 检测结果 　 不同浓度 ＣＡＰＥ （０􀆰 ０５、
０􀆰 ２５、１、４μｍｏｌ ／ Ｌ）作用 ２４ ｈ 后，细胞的存活率分别为

（９１􀆰 ７１５ ± ８􀆰 ３９９）％、 （９１􀆰 ７５７ ± ６􀆰 ４４５）％、 （ ８８􀆰 ２７３±
８􀆰 ４２０）％、（７６􀆰 ２４８±６􀆰 ４２０）％，较对照组下降（８􀆰 ３２８±
１０􀆰 ５２７）％、（８􀆰 ２８６ ± ９􀆰 ７４０）％、 （１１􀆰 ７７０ ± ８􀆰 ４２０）％、
（２３􀆰 ７９４±８􀆰 ０２２）％。 ＣＡＰＥ 浓度在 ０ ～ １ μｍｏｌ ／ Ｌ 对

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞增殖无明显影响（Ｐ＞０􀆰 ０５），见图 ３。
因 此， 应 用 不 同 浓 度 的 ＣＡＰＥ （ ０、 ０􀆰 ０５、 ０􀆰 ２５、
１μｍｏｌ ／ Ｌ）预处理细胞 ２ ｈ 后与１０μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＥＸ 共同

作用 ２４ ｈ 后，细胞存活率分别为（３０􀆰 ９８５±４􀆰 ７７５）％、
（５６􀆰 ８１６ ± ７􀆰 ０４７）％、 （６７􀆰 ０６８± ３􀆰 ７０２）％、 （ ６２􀆰 ６００ ±
４􀆰 ９０９）％，细胞存活率较 ＤＥＸ 组分别增加（２５􀆰 ８３１±
１１􀆰 ６６４）％、（３６􀆰 ０８３±４􀆰 １７０）％、（３１􀆰 ６１５± ７􀆰 ５６０）％。
０􀆰 ２５μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＡＰＥ 细胞存活率较 ＤＥＸ 组显著增加

（Ｐ＜０􀆰 ０１），且 １μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度 ＣＡＰＥ 对于损伤后细胞

存活率无进一步改善作用，因此后续实验选用

ＣＡＰＥ 的浓度为 ０􀆰 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ，见图 ４。
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１：对照组；２－５ 分别为：０􀆰 ０５、０􀆰 ２５、１、４ μｍｏｌ ／ Ｌ 咖啡酸

苯乙酯浓度

与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０１
图 ３　 不同浓度咖啡酸苯乙酯处理ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞 ２４ｈ 后细

胞存活率

１：对照组；２：ＤＥＸ 组（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＥＸ）；３－５ 分别为：

０􀆰 ０５、０􀆰 ２５、１μｍｏｌ ／ ＬＣＡＰＥ 处理 ２ｈ 后与 １０μｍｏｌ ／ ＬＤＥＸ

作用组

与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０１；与 ＤＥＸ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ４　 不同浓度 ＣＡＰＥ 处理对 ＤＥＸ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）作用下细胞

存活率的影响

２􀆰 ３　 流式细胞仪检测结果　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 和 ＰＩ 染色

结果显示，与对照组相比，ＤＥＸ 组（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）细胞

凋亡率显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），而 ＣＡＰＥ ＋ＤＥＸ 组较

ＤＥＸ 组细胞凋亡率显著下降（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见图 ５、
图 ６。
２􀆰 ４　 不同处理组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞内 ＲＯＳ 水平　 １０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＥＸ 作用 ２４ ｈ 后，在荧光显微镜下观察

ＤＥＸ 组细胞内 ＲＯＳ 平均荧光强度较对照组显著增

强，差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０１）；加入 ０􀆰 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＣＡＰＥ 预处理细胞 ２ ｈ 后与 ＤＥＸ 共同孵育 ２４ ｈ，荧
光显微镜下观察到细胞内 ＲＯＳ 平均荧光强度较

ＤＥＸ 组显著减弱，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
见图 ７。

图 ５　 ０􀆰 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＡＰＥ 对 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＥＸ 诱导 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１
细胞凋亡的影响

与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与 ＤＥＸ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０１
图 ６　 各组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞凋亡率

２􀆰 ５　 不同处理组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞中相关蛋白表

达　 ＣＡＰＥ组与对照组的 Ｎｒｆ⁃２、ＨＯ⁃１ 表达未见明显

差异，加入 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＥＸ 后 Ｎｒｆ⁃２、ＨＯ⁃１ 表达明显

减少（Ｐ＜０􀆰 ０１）；０􀆰 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＡＰＥ 预处理 ２ ｈ 后与

ＤＥＸ 共同孵育 ２４ ｈ，Ｎｒｆ⁃２ 及 ＨＯ⁃１ 蛋白表达量较

ＤＥＸ 组增加（Ｐ＜０􀆰 ０１），见图 ８。
２􀆰 ６　 不同处理组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞内 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 酶活

性　 ＤＥＸ 作用 ２４ ｈ 后 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 酶活性显著增强，
加入 ０􀆰 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＡＰＥ 预处理 ２ ｈ 后与 ＤＥＸ 共同

孵育 ２４ ｈ，Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 酶活性较 ＤＥＸ 组显著降低，差
异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见图 ９。
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ａ：荧光显微镜下各组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞中 ＲＯＳ 荧光

强度（荧光显微镜 ×４００）；ｂ：与对照组比较，∗ Ｐ＜
０􀆰 ０１；与 ＤＥＸ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ７　 各组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞内 ＲＯＳ 水平

ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测；ｂ：Ｎｒｆ⁃２ 及 ＨＯ⁃１ 蛋白的相对

表达量

与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与 ＤＥＸ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０１
图 ８　 各组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１细胞中 Ｎｒｆ⁃２及 ＨＯ⁃１表达（Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ）

与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与 ＤＥＸ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０１
图 ９　 各组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３酶活力

３　 讨　 论

近年来，随着对 ＧＩＯＰ 研究的深入，细胞凋亡、
氧化应激、骨胶原代谢异常等均在其中发挥着一定

的作用，但尚无完整理论来阐述这一过程［１１］。 目前

的观点认为糖皮质激素的直接作用在发病初始发

挥着关键作用。 大量研究表明糖皮质激素不仅抑

制骨髓基质细胞向成骨细胞方向分化，还可诱导成

骨细胞凋亡引起骨修复功能障碍、骨强度下降，最
终致骨质疏松症的发生［１２］。 在本实验研究中 ＣＣＫ⁃
８ 结果显示 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞活性随着 ＤＥＸ 浓度增加

而降低且呈浓度依赖性；此外，流式细胞凋亡检测

结果显示在 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＥＸ 培养 ２４ ｈ 后，与对照组

相比细胞凋亡率显著增加。
Ｃａｓｐａｓｅ 家族作为细胞凋亡过程中的参与者与

介导者，发挥着重要的作用，其中又以 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 最

为重要，在凋亡信号传导的许多途径中发挥功

能［１３］。 正常情况下，Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 以无活性的酶原形

式存在于胞质中，在凋亡的早期阶段被活化为由两

个大亚基（１７ ｋＤ）和两个小亚基（１２ ｋＤ）组成的复

合物，其中 １７ ｋＤ 的活化片段被认为是凋亡程序的

执行蛋白，裂解相应的底物，最终导致细胞凋亡，因
此，活化的 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 片段被认为是凋亡发生的标

志［１４］。 本实验中 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞在加入地塞米松

后 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 酶活性增加且细胞凋亡率升高，表明地

塞米松可以通过激活 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 启动其介导的细胞

凋亡过程从而促进成骨细胞凋亡。 应用 ＣＡＰＥ 后，
ＤＥＸ 上调的 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞凋亡率及 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活

性显著下降，表明 ＣＡＰＥ 可减轻地塞米松诱导的

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞损伤及细胞凋亡。
ＲＯＳ 是生物体内有氧代谢产生的含氧自由基，主

要包括超氧阴离子（Ｏ２⁃ ）、羟基（ＯＨ－ ）和过氧化氢

（Ｈ２Ｏ２）等［１５］。 正常情况下，ＲＯＳ 有助于维持机体的正

常生理功能，然而过量的 ＲＯＳ 可作为第 ２ 信使，促进
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线粒体 Ｃａ２＋内流、线粒体通透性转换孔（ＭＰＴＰ）的开

放、Ｃａｓｐａｓｅ 的激活，导致细胞凋亡。 此外，异常增多的

ＲＯＳ 能够通过促进脂质过氧化、减少抗氧化物酶、促进

成骨细胞凋亡等途径加速骨量丢失［１６⁃１７］。 本实验研究

在进行细胞损伤指标检测过程中发现：在加入 １０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＥＸ 作用ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞 ２４ ｈ 后，细胞内氧化

型二氯荧光素（ＤＣＦ）的荧光强度显著增强，细胞内

ＲＯＳ 水平升高；在此过程中，细胞凋亡率显著升高；然
而，在加入 ＣＡＰＥ 后，上述指标呈现回降现象，可见

ＣＡＰＥ 通过降低细胞内 ＲＯＳ 蓄积，减轻细胞氧化应激

损伤，从而减轻地塞米松诱导的细胞凋亡。
目前认为 Ｎｒｆ⁃２ 是调控细胞外源性刺激因子和

氧化损伤的关键转录因子，在参与细胞抗氧化应激

和外源性有毒物质诱导的主要防御机制中发挥重

要的作用［１８⁃１９］。 静息状态下，Ｎｒｆ⁃２ 在胞浆中处于一

种非活性状态，当处于应激状态时，Ｎｒｆ⁃２ 转移入核

内，与基因中的抗氧化反应元件结合，启动下游Ⅱ
相代谢酶基因的表达和转录，以增加细胞对氧化应

激的抵抗作用，使细胞免于凋亡［２０］。 在被 Ｎｒｆ２ 激

活的众多的抗氧化酶中，ＨＯ⁃１ 具有较好的抗氧化能

力、抑制细胞凋亡的作用。 亦有研究发现在治疗激

素诱导的 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞凋亡过程中，沉默 Ｎｒｆ⁃２ 基

因后抗氧化基因表达明显降低，而氧化应激损伤明

显增强，提示 Ｎｒｆ⁃２ 通路在调节激素诱导的成骨细

胞内氧化还原状态紊乱中发挥重要作用。 本研究

结果表明 ＤＥＸ 显著降低细胞内 Ｎｒｆ⁃２ 和 ＨＯ⁃１ 蛋白

表达水平；而应用 ＣＡＰＥ 后，细胞内 Ｎｒｆ⁃２ 和 ＨＯ⁃１
蛋白表达量均增加。 本实验结果进一步表明 ＣＡＰＥ
可激活细胞内 Ｎｒｆ⁃２ 途径并增加Ⅱ相代谢酶基因的

表达，增强细胞抗氧化能力。
综上所述，咖啡酸苯乙酯通过增强 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１

细胞内 Ｎｒｆ⁃２ 途径内抗氧化蛋白的表达水平，清除

细胞内异常增多的 ＲＯＳ，从而遏制了 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 介导

的细胞凋亡通路的启动，减轻地塞米松诱导的细胞

损伤及凋亡。 同时，为咖啡酸苯乙酯进一步应用于

激素性骨质疏松症的防治提供实验依据和理论

基础。
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