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论 著

（基础研究）

矢车菊素⁃3⁃葡萄糖苷促进成骨细胞MC3T3⁃E1增殖的
作用机制

胡博森，张 卓，王晓红，周 波

［［［摘要］］］ 目的 探究矢车菊素-3-葡萄糖苷(C3G)促进成骨细胞MC3T3-E1细胞增殖的作用，以及对Wnt/β-catenin信号通

路的影响。 方法 设置分组为对照组（C3G浓度为 0 μmol/L）和不同浓度C3G组（25、50、100、200和 400 μmol/L），在无血清

培养基同步化处理后孵育 24 h、48 h和 72 h，使用MTT法测定细胞增殖率，实时细胞分析(RTCA)术收集 96 h内细胞生长产生的

电信号绘制时间-细胞指数散点图。另设置分组Wnt-C59-C3G组、DMSO-C3G组、Wnt-C59-对照组和DMSO-对照组，使用Wnt/
β-catenin特异性抑制剂预处理 4 h，比较 C3G在 5、10、25、50 μmol/L浓度下抑制剂下促成骨细胞增殖作用的变化。使用

Western blot测定C3G浓度分别为 0 μmol/L（对照组）和 100 μmol/L（C3G组）的组间细胞中β-catenin蛋白水平。 结果 与对

照组相比，各浓度C3G组细胞增殖率提高(P<0.01)，其中 24 h时各浓度组间增殖率差异达到最大。Wnt-C59抑制剂未对C3G促

MC3T3-E1细胞增殖作用产生明显改变，各组间差异具有明显的统计学意义（F=22.913，P<0.001）。Western blot分析显示C3G
组与对照组β-catenin蛋白水平差异无统计学意义(P=0.38)。 结论 C3G可以促进MC3T3-E1细胞增殖，其增殖作用可能未

通过Wnt/β-catenin途径。
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Cyanidin-3-O-glucoside promotes proliferation of osteoblast MC3T3-E1 without Wnt/β-catenin pathway

HU Bo-sen，ZHANG Zhuo，WANG Xiao-hong，ZHOU Bo
（Department of Nutrition and Food Hygiene，Shenyang Medical College，Shenyang 110034，Liaoning，China）

［［［Abstract］］］ Objective To investigate whether Cyanidin-3-O-glucoside（C3G）promotes the proliferation of MC3T3-E1 cells
and whether C3G regulates osteoblasts via Wnt/β-catenin signaling pathway. Methods The cells were grouped into control group
（0 μmol/L）and C3G groups（25，50，100，200 and 400 μmol/L），then were incubated for 24 h，48 h，and 72 h at a C3G concentra⁃
tion set in a group after treatment for the synchronized serum-free medium. The cell proliferation rate was measured using the MTT as⁃
say. Real-time call analysis（RTCA）was used to collect electrical signals generated by cell growth within 96 h and to plot time-cell in⁃
dex scatter plots. The groupings were Wnt-C59-C3G，DMSO-C3G，Wnt-C59-control and DMSO-control，respectively，and then pre⁃
treatment with Wnt/β-catenin inhibitor Wnt-C59 for 4 h. Comparison of the effects of C3G on the proliferation of osteoblasts induced by
inhibitors at concentrations of 5，10，25，and 50 μmol/L. The levels of β -catenin in the cells with C3G concentration of 0 μmol/L
（control group）and 100 μmol/L（C3G group）were determined by Western blotting. Results Compared with the control group，the

cell proliferation rate of each concentration of C3G group was in⁃
creased （P<0.01）. Wnt-C59 inhibitor did not significantly
change the proliferation of C3G-promoting MC3T3-E1 cells，and
the difference between the groups was statistically significant（F=
22.913，P<0.001）. Western blot analysis showed that there
was no statistically significant difference in the level of β -

catenin protein between C3G group and control group（P=
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0.38）. Conclusion C3G can promote MC3T3-E1 cell proliferation in a Wnt/β-catenin pathway-independent manner.
［［［Key words］］］ Cyanidin-3-O-glucoside；Wnt signaling pathway；osteoblasts；MC3T3-E1；osteoporosis

0 引 言

骨质疏松症是老年群体的常见疾病，源于成骨

细胞和破骨细胞功能平衡失常。骨质疏松症最严

重的并发症是骨质疏松性骨折，可导致患者死亡［1］。
有研究显示花色苷对骨骼健康有促进作用，富含花

色苷的食物可以降低骨质疏松症的发生率［2］。成骨

细胞和破骨细胞在骨质疏松症发展过程中具有重

要作用，花色苷对成骨细胞和破骨细胞的调节作用

均有报道［3-6］。花色苷类物质抑制破骨细胞分化和

成熟与核因子活化B细胞κ轻链增强子（nuclear fac⁃
tor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells，
NF-κB）途径有关［5-6］；花色苷对成骨细胞的增殖或

分化影响及机制均未明确，有限的研究结果不能达

成一致［7-9］。Jang等［4］报道，黑米色素［主要成分矢车

菊素-3-葡萄糖苷（Cyanidin-3-glucoside，C3G）和芍药

苷-3-O-葡萄糖苷（Peonidin-3-O-glucoside，P3G）］通

过Wnt/β-catenin促进间充质干细胞C3H10T1/2的增

殖并调节成骨分化功能，但在同一个研究中C3G和

P3G单品均未表现出类似作用。Park等［3］报道C3G
对成骨细胞株MC3T3-E1分化具有潜在的调节作

用，但相关机制未能明确。Wnt/β-catenin信号通路

是调控成骨细胞功能的重要通路，其控制细胞增殖

信号并对成骨细胞分化有特殊的调节作用［10-13］。β-

catenin是Wnt/β-catenin通路的关键蛋白，细胞内β-

catenin蛋白的水平决定下游转录因子的表达［14］。
本研究使用成骨细胞MC3T3-E1作为模型，旨在分

析 C3G能否促进MC3T3-E1细胞增殖，以及 C3G调

节MC3T3-E1细胞是否依赖Wnt/β-catenin途径。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器 C3G分子式为 C21H21O11Cl，
相对分子质量 484.84，购于大连美仑生物技术有限

公司，批号：M86905，含量 ≥98%（HPLC 检测）。

MC3T3-E1亚克隆 14，又称为MC3T3-E1，购自上海

生命科学研究院细胞库。Wnt-C59（Sellcek，Hous⁃
ton，TX，USA）。改良型α-MEM培养基（Hyclone，Lo⁃
gan，UT，USA），标准磷酸盐缓冲液（phosphate buffer
saline，PBS，Hyclone，Logan，UT，USA，pH=7.4），标准

胎牛血清（fetal bovine serum，FBS，Hyclone，Logan，
UT，USA），噻唑蓝（Thiazolyl Blue Tetrazolium Bro⁃

mide，MTT）细胞增殖测定试剂盒（南京建成，江苏南

京），总蛋白提取试剂盒（Key GEN BioTECH，江苏南

京），BCA蛋白测定试剂盒（Key GEN BioTECH，江苏

南京），抗 β -catenin（YT0675）和抗 β - 肌动蛋白

（YM3028）购自 Immunoway，第二抗体（A23920）购

自 Abbkine，二甲基亚砜（DMSO，生工生物工程（上

海）股份有限公司，上海）。实时细胞分析（real-time
cell analysis，RTCA）设备 iCELLigence（ACEA Bio⁃
sciences Inc.，San Diego，CA，USA），BB-15二氧化碳

培 养 箱（Thermo Fisher Scientific，Waltham，MA，
USA），SPECTRAMAX PLUS 384酶标仪（Molecular
Devices，San Jose，CA，USA），凝胶成像分析系统（LI-
COR Biosciences，Linocoln，NE，USA）。

1.2 方法

1.2.1 溶液配制 C3G溶解于 PBS并分装、储存

于-20 ℃冰箱中，用于实验的含有 C3G的细胞培养

基现用现配。Wnt-C59使用 DMSO溶解中并保存

于-80 ℃低温冰箱。

1.2.2 细胞培养 研究使用小鼠颅顶骨源成骨细

胞株MC3T3-E1，通过含 10％FBS的 α-MEM培养基

培养。培养温度为 37 ℃，含有 5％CO2，相对湿度

95％。当细胞生长铺满培养瓶平底 80％面积时使

用胰蛋白酶消化细胞，用于传代或后续实验。

1.2.3 MTT 法检测细胞增殖 MC3T3-E1细胞以

4×103个细胞/孔密度接种于 96孔板，待细胞贴壁后

使用无血清培养基同步化处理 24 h，再次更换培养

基为含有不同浓度C3G的完全培养基并保持 24 h、
48 h和 72 h，设置 C3G浓度分别为 0 μmol/L（对照

组）以及 25、50、100、200和 400 μmol/L（C3G组），每

个浓度设置 10个平行孔。MTT试剂的使用方法以

及相关操作依照试剂说明书进行，吸光度值的测定

波长为 570 nm。使用仅添加有 DMSO的孔作为空

白孔调零，细胞增殖率计算方法：

细胞增殖率（%）=（C3G组OD值-空白孔OD值）/（对

照组OD值-空白孔OD值）×100%

1.2.4 RTCA法测定细胞增值曲线 将细胞以 1×
104个细胞/孔密度接种于RTCA专用培养板，培养板

的孔中有电极。随着细胞生长，孔中电信号发生改

变，程序自动将电信号转换为细胞指数（cell index，
CI）数据，能够实时跟踪和绘制细胞生长曲线，无需
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添加任何标记。待细胞贴壁稳定后使用无血清培

养基同步化处理 24 h，更换含有不同浓度（0、50、
100、200 μmol/L）C3G的完全培养基，每个浓度设置

4个平行孔，孵育 48 h。RTCA对环境变化敏感，实

验期间减少开启细胞培养箱次数。实验结束后使

用 iPad导出原始数据，利用 Microsoft Office 2016
（Microsoft，Seattle，WA，USA）以时间为横坐标、CI为
纵坐标，绘制X-Y散点图。

1.2.5 Wnt/β-catenin通路抑制剂预处理 以 6×103
个细胞/孔密度将细胞接种到 96孔板，待细胞贴壁

稳定后使用无血清培养基同步化处理 24 h。在同步

处理结束前 4 h，加入不同浓度的Wnt-C59或DMSO
（培养基中Wnt-C59终浓度为 5、10、25、50 μmol/L，
抑制剂的溶剂 DMSO在培养基中的终浓度均为 50
μmol/L）。处理结束后更换完全培养基，每种Wnt-
C59/DMSO预处理浓度孔取一半培养基中添加C3G
（100 μmol/L）作 为 Wnt-C59-C3G 组 或 DMSO-C3G
组，另一半作为Wnt-C59-对照组或 DMSO-对照组，

最终每组设置 6个平行孔。更换培养基后，继续按

照预处理阶段的操作添加相同浓度的Wnt-C59或
DMSO。继续培养 24 h，通过MTT法测定各组细胞

增殖率，全部处理组均以DMSO-对照组OD值作为

对照计算增殖率。

1.2.6 Western blot检测β-catenin表达 以 1×106
个细胞/皿密度将细胞接种到 100 mm培养皿中，待

细胞贴壁稳定后使用无血清培养基同步化处理 24
h，然后设置分组，C3G浓度分别为 0 μmol/L（对照

组）和 100 μmol/L（C3G组），使用含有 10%FBS及对

应浓度 C3G的完整培养基孵育 24 h。重复 3次实

验，结束后收集细胞并提取总蛋白，通过 BCA法对

蛋白定量，上样量为 24 μg，通过十二烷基硫酸钠-聚

丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分离蛋白并转移到

聚偏氟乙烯膜（PVDF）上。5%脱脂奶粉封闭，一抗

稀释比例 1∶500，4 ℃孵育过夜；二抗稀释比例 1∶
8000，室温孵育 2 h。根据ECL发光液使用说明配制

ECL发光液，对 β-catenin蛋白免疫印迹成像拍照，

使用 ImageJ软件对图像灰度值分析和定量。使用

β-actin作为内参蛋白对原始定量数据标准化。

1.3 统计学分析 采用 SPSS 22.0进行统计分析，

计量资料以平均值±标准差（x̄ ± s）表示。两组间均

值比较采用 t检验，多组间均值比较使用单因素方

差分析，事后两两比较采用 LSD法，以 P≤0.05为差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 C3G促进MC3T3-E1细胞增殖 C3G以剂量

依赖的方式提高MC3T3-E1细胞增殖率，在 24 h、48
h和 72 h观察时间点各浓度C3G组与对照组相比差

异均具有统计学意义（P<0.001），其中 24 h时各浓度

组间增殖率差异达到最大，见图 1。RTCA结果示

C3G孵育阶段各组间细胞指数产生差异。C3G以剂

量依赖的方式提高MC3T3-E1细胞的细胞指数，各

组间细胞指数的差距在C3G孵育 24 h时达到最大，

随着处理时间的延长高剂量组曲线的斜率逐渐降

低，曲线趋于平缓，RTCA与 MTT的结果相一致。

见图2。

2.2 使用Wnt/β -catenin通路的抑制剂预处理后

C3G对MC3T3-E1增殖的影响作用 Wnt-C59抑制

剂处理后C3G对MC3T3-E1增殖率的影响未产生明

显改变，各组间差异具有统计学意义（F=22.913，P<

与0 μmol/L比较，*P<0.05、**P<0.01
图1 MTT测定C3G处理的MC3T3-E1细胞增殖率（n=10）

a：细胞接种后的贴壁阶段；b：无血清培养基同步化

处理24 h；c：C3G处理细胞48 h
图2 RTCA监测C3G对MC3T3-E1细胞增殖的影响（n=4）
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0.001）。除 10 μmol/L Wnt-C59-对照组外，与DMSO-

对照组相比，其他各浓度Wnt-C59-对照组均略微降

低细胞增殖率，其中 50 μmol/L Wnt-C59-对照组具

有最明显的抑制细胞生长作用。除 25 μmol/L Wnt-
C59-C3G组外，各浓度Wnt-C59-C3G组与其等抑制

剂浓度Wnt-C59-对照组相比细胞增殖率均有提高

（P<0.01）。见图3。

2.3 C3G处理对成骨细胞内β-catenin蛋白水平的

影响 细胞中 β-catenin蛋白水平在 C3G组与对照

组间差异无统计学意义（P=0.38），见图4。

3 讨 论

尽管近年来关于花色苷与骨骼健康的研究时

有报道，但相关研究多在动物模型中进行［4，15-16］。成

骨细胞和破骨细胞均与骨密度密切相关，但花色苷

对成骨细胞的影响目前尚不明确，现有研究的结论

无法达成一致［7-9］。本研究发现 C3G在体外环境下

促进MC3T3-E1细胞增殖，在最高剂量（400 μmol/L）
未观察到细胞毒作用。C3G促成骨细胞增殖作用在

24 h时最强，随着时间推移各浓度组见细胞增殖率

逐渐与对照组齐平。产生该现象的潜在原因包括

培养板生长空间减小、细胞生长受限、以及 C3G在

培养基中降解。

骨组织中的成骨细胞源自间充质干细胞分化，

从间充质干细胞—前成骨细胞—成骨细胞—骨细

胞到最终凋亡，其分化和增殖信号受一系列细胞信

号通路调节［17-19］。据 Jang等［4］报道，以 C3G为主要

成分的黑米花色苷可通过经典Wnt通路调节间充质

干细胞增殖及分化进程。本研究使用C3G单品，发

现该种花色苷对成骨细胞增殖依然具有促进作用，

但是在本研究所采用的实验条件下 C3G对细胞的

经典Wnt信号通路无调节作用。Wnt-C59是Wnt信
号通路抑制剂，能选择性抑制膜结合O酰基转移酶

（membrane-bound O-acyltransferases，MBOAT）家族

的Porcupine酶，减弱其介导的Wnt蛋白棕榈酰化作

用，进而抑制哺乳动物所有Wnt蛋白的激活，Wnt-
C59能同时阻断经典和非经典Wnt通路的作用［20］。
如果C3G通过该通路促进细胞增殖，则Wnt-C59预
处理后 C3G促进成骨细胞增殖的效应应当被削弱

或彻底阻断，但是在本研究未能观察到预期的作

用。与此相反，Western blot结果显示C3G处理后成

骨细胞内 β-catenin蛋白水平未受影响，这意味着

C3G没有激活Wnt信号通路。β-catenin是经典Wnt
信号通路中的核心分子。当通路激活时 β-catenin
蛋白在细胞质中富集并进入细胞核，与特定的转录

因子结合从而启动多种基因的转录和表达［21］，β-

catenin 基因的表达水平是该通路被激活的标

志［14，22］。据此，在本研究所使用的条件下，C3G调节

成骨细胞增殖的过程中经典Wnt通路没有被激活，

但C3G促成骨细胞增殖效应依然存在。

综上所述，本研究发现C3G能够促进成骨细胞

株MC3T3-E1增殖，其作用不通过Wnt/β-catenin途
径。该结果为进一步探讨花色苷预防骨质疏松提

供了一定的理论依据。
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1、3、5为对照组；2、4、6为C3G组

图4 C3G处理对细胞内 β-catenin蛋白浓度影响的West⁃
ern blot结果（n=3）

与DMSO⁃对照组比较，*P<0.05、**P<0.01；与同浓度

预孵育抑制剂的对照组比较，#P<0.01
图3 Wnt-C59预处理后C3G对MC3T3-E1细胞增殖的影

响（n=6）
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