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雌激素受体α36参与淫羊藿素对MG63细胞的促增殖和抗凋亡

作用
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摘  要：淫羊藿素能够显著改善绝经后骨质疏松(postmenopausal osteoporosis, PMOP)，其作用机制尚未阐明。本研究旨在探

讨雌激素受体α36 (estrogen receptor α36, ERα36)在淫羊藿素对成骨细胞促增殖和抗凋亡中的作用及其下游信号转导机制。通

过转染shRNA载体构建ERα36敲减的人成骨肉瘤MG63细胞模型，用CCK-8检测细胞增殖情况，用流式细胞术检测细胞凋

亡，用Western blot检测细胞内ERK和AKT信号通路的激活情况。结果显示，ERα36敲减后，淫羊藿素对MG63细胞的促增殖

和抗凋亡作用显著减弱；淫羊藿素可上调MG63细胞内ERK及AKT磷酸化水平，该作用可被ERα36敲减取消；U0126 (ERK信

号通路阻断剂)和LY294002 (AKT信号通路阻断剂)分别预处理后，淫羊藿素对MG63细胞的促增殖作用均显著减弱；U0126预
处理后，淫羊藿素对MG63细胞的抗凋亡作用显著减弱；而给予LY294002预处理后，淫羊藿素对MG63细胞的抗凋亡作用无

明显变化。以上结果提示，淫羊藿素通过ERα36及其下游的ERK及AKT信号通路发挥了对成骨细胞的促增殖和抗凋亡作用。
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ERα36 is involved in the proliferation promotion and anti-apoptosis effects of 
icaritin on MG63 cells 
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Abstract: The mechanism for icaritin to improve postmenopausal osteoporosis (PMOP) has not been clarified. The aim of this study 
was to investigate the role of estrogen receptor α36 (ERα36) in the proliferation promotion and anti-apoptosis effects of icaritin on 
osteoblasts and the underlying mechanism of downstream signal transduction. The ERα36 knockdown human osteosarcoma MG63 
cell model was constructed by transfection of shRNA vector. Cell proliferation was detected by CCK-8, the apoptosis was detected by 
flow cytometry, and the activation of ERK and AKT signaling pathways was detected by Western blot. The results showed that the 
effects of icaritin on the proliferation and apoptosis of MG63 cells were significantly decreased after ERα36 knockdown, and icaritin 
could up-regulate the levels of ERK and AKT phosphorylation in MG63 cells, which could be reduced by ERα36 knockdown. The 
effect of icaritin on the proliferation of MG63 cells was significantly decreased by pretreating the cells with U0126 (an ERK signaling 
pathway blocker) and LY294002 (an AKT signaling pathway blocker), respectively. Furthermore, anti-apoptotic effect of icaritin on 
MG63 cells was significantly decreased after the cells were pretreated with U0126, but not with LY294002. These results suggest that 
icaritin exerts proliferation promotion and anti-apoptosis effects on osteoblasts through ERα36 and its downstream ERK and AKT 
signaling pathways.
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骨质疏松症是全身性的骨量减少，伴有骨微结

构改变以致骨脆性增加，容易发生骨折的疾病。其

病理特点是骨矿含量和基质成分等比例的减少，骨

皮质变薄，骨小梁减少、变细 [1]。绝经后骨质疏松

症 (postmenopausal osteoporosis, PMOP) 是最常见的

一种原发性骨质疏松症，其后果与其他类型的骨

质疏松症相同，即骨痛、骨折以及由骨折引起的合

并症，是老年妇女病残率与病死率增加的重要原因

之一 [2, 3]。

淫羊藿是治疗骨质疏松的中医方剂中使用频率

最高的中草药之一，大量动物实验与人体临床实验

表明，淫羊藿能够显著改善雌激素缺乏导致的骨质

疏松 [4, 5]。对淫羊藿的有效成分和抗骨质疏松作用

机制的研究是近年来骨质疏松研究领域的一个热

点。淫羊藿素是淫羊藿苷 ( 淫羊藿中最主要的活性

成分 ) 的体内代谢产物 [ 6]。研究表明，淫羊藿素同

样具有较强的抗骨质疏松活性，能够促进成骨细胞

的增殖和分化，同时能够抑制破骨细胞的分化，然

而其作用机制还远未阐明 [7, 8]。

雌激素受体 α36 (estrogen receptor α36, ERα36)
是 ERα66 的变异剪接体，缺乏 ERα66 的转录功能

区 (AF-1, AF-2)，保留了 DNA 结合区、二聚化功能

区和部分配体结合区，且其 C 末端 27 个氨基酸残

基为 ERα36 所特有，取代了 ERα66 的 C 末端的

178 个氨基酸残基 [9]。不同于 ERα66 介导雌激素的

核转录效应，ERα36 表达于细胞膜和细胞质，介导

非经典的雌激素膜受体信号途径，雌激素能够通过

ERα36 快速激活下游的 ERK 和 AKT 信号通路 [10, 11]。

近期有研究表明，ERα36 在绝经后妇女骨组织中的

表达水平与骨密度呈正相关，并且 ERα36 介导了绝

经后妇女体内低浓度雌激素的骨保护作用 [12]。

以往研究表明，骨质疏松主要由破骨细胞的活

性增强，骨吸收增多所致，随着生物科学技术的不

断进步，人们发现成骨细胞在骨质疏松的发生、发

展过程中同样发挥着重要作用，骨质疏松时成骨细

胞的增殖活性及分泌基质的功能均出现明显下

降 [13]。长期以来，骨质疏松的治疗药物主要针对于

干扰破骨细胞分化，抑制骨质的吸收，而以成骨细

胞为靶点的抗骨质疏松药物则极少 [14]。淫羊藿素虽

然被证实能够显著促进成骨细胞增殖及分化，然而

其对成骨细胞凋亡的影响却未见报道，且淫羊藿素

骨保护作用的机制更是远未阐明。本研究以成骨细

胞为研究对象，观察 ERα36 在淫羊藿素对人成骨肉

瘤细胞株 MG63 细胞促增殖和抗凋亡中的作用，并

深入研究其下游信号转导机制。

1  材料和方法 
1.1  主要试剂　　人成骨肉瘤 MG63 细胞购自中国

科学院典型培养物保藏委员会细胞库，淫羊藿素购

自上海友思生物技术有限公司，无酚红 DMEM 培

养基、胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS) 和胰蛋白

酶购自 Gibco 公司，青链霉素购自北京索莱宝科技

有限公司，蛋白 Marker 和 PVDF 膜购自 Bio-Rad
公司，蛋白酶抑制剂 Cocktail 购自 Roche 公司，

BCA 蛋白检测试剂盒和 CCK-8 检测试剂盒购自碧

云天生物有限公司，ERK 信号通路阻断剂 U0126
和AKT信号通路阻断剂LY294002购自Sigma公司，

Annexin V-FITC/PI 凋亡试剂盒购自 BD 公司，Lipo-
fectamine 2000 购 自 Invitrogen 公 司，pRNAT-U6.1/
Neo 载体为 Genscript 产品，由中南大学肿瘤研究所

惠赠；兔抗人 p-ERK 一抗、兔抗人 ERK 一抗、兔

抗人 p-AKT 一抗、兔抗人 AKT 一抗和兔抗人 β-actin
一抗均购自 CST 公司；小鼠抗人 ERα36 一抗购自

北京珅奥基医药科技有限公司，HRP 标记羊抗兔二

抗和 HRP 标记羊抗小鼠二抗购自北京博奥森生物

技术有限公司，ECL 发光液购自 Bio-Rad 公司。 
1.2  细胞培养　　MG63 细胞采用无酚红完全

DMEM 培养基 ( 含 10% FBS)，放置于含 5% CO2、

37 °C 细胞培养箱中培养，倒置显微镜下观察细胞

的生长情况，当 MG63 细胞生长至 80% 汇合或即

将汇合时进行细胞传代。 
1.3  细胞转染　　按照 Lipofectamine 2000 试剂盒

说明书的操作步骤向 MG63 细胞内加入 ERα36 特

异 性 shRNA 载 体 pRNAT-U6.1/Neo-shRNA-ERα36
和空白对照载体 pRNAT-U6.1/Neo-shRNA-control，
shRNA-ERα36 的序列为 5’-GATGCCAATAGGTACT-
GAATTGATATCCGTTCAGTACCTATTGGCAT-3’ [15]。

转染48 h后，用Western blot检测靶基因的敲减效率。

收集成功敲减 ERα36 表达的 MG63 细胞，进行后

续实验。

1.4  CCK-8 法检测细胞增殖　　取 MG63 细胞制备

成细胞密度为 1 × 104 /mL 的细胞悬液，接种到 24
孔板中，每孔 1 mL。根据不同的实验目的，向 24
孔板中的 MG63 细胞加入不同的药物，包括淫羊藿

素 (1 × 10−8~1 × 10−6 mol/L)，U0126 (1 × 10−5 mol/L)，
LY294002 (2 × 10−5 mol/L)。淫羊藿素、U0126、LY294002
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分别用 DMSO 溶解后，加入到培养基中稀释为相

应的工作浓度，溶剂对照组加入终浓度为 0.1% 的

DMSO。继续培养 48 h 后，加入 100 μL 的 CCK-8
溶液，按照 CCK-8 检测试剂盒说明书的步骤进行

操作，酶标仪读取波长 450 nm 下的 OD 值。每组

设 3 个复孔，实验重复 4 次。 
1.5  细胞凋亡的检测　　取 MG63 细胞制备成密度

为 2.5 × 105 /mL 的细胞悬液，接种到 6 孔板中，每

孔 2 mL。药物处理组根据不同的实验目的，给予

血清剥夺的 MG63 细胞不同的药物处理 48 h，包括

淫羊藿素 (1 × 10−8 mol/L)、U0126 (1 × 10−5 mol/L)
和 LY294002 (2 × 10−5 mol/L)。处理结束后，收集细

胞，按照 Annexin V-FITC/PI 检测试剂盒说明书的

步骤，制备密度为 1 × 106 /mL 的细胞悬液 100 μL，
加入 5 μL Annexin V-FITC 及 5 μL PI，混匀，避光

反应 15 min，加入 400 μL binding buffer，1 h 内上

流式细胞仪检测。每组设 2 个复孔，实验重复 3 次。 
1.6  Western blot 检测　　取 MG63 细胞制备成密

度为 2.5 × 105 /mL 的细胞悬液，接种到 6 孔板中，

每孔2 mL。向6孔板中加入淫羊藿素 (1 × 10−8 mol/L)，
分别处理 MG63 细胞 5、10、20、30 min，Western 
blot 分别检测 p-ERK、ERK、p-AKT 和 AKT 蛋白

表达水平。具体步骤 ：向细胞中加入 RIPA 裂解液

裂解细胞，冰上孵育 30 min 后，4 °C 下 12 000 g
离心 30 min，取上清液进行 BCA 蛋白浓度测定，

用裂解液将各样本蛋白的浓度调成一致。4 × 上样

缓冲液稀释蛋白后 100 °C 变性 10 min，上样等量

蛋白行 SDS-PAGE 电泳，80 V 电泳至 Marker 条带

分开，转为 120 V 继续电泳至结束，随后进行蛋白

转印，300 mA 恒流转膜，按每 1 kDa 转膜 1 min，
蛋白转印至 PVDF 膜后，采用 5% BSA 或 5% 脱脂

奶粉室温封闭 1 h，TBS 洗膜 2 次，每次 5 min。一

抗 ( 稀释比例为 1:1 000~1:2 000) 4 °C 孵育过夜，

TBST 洗膜 3 次，每次 10 min，二抗 ( 稀释比例为 
1:3 000~1:5 000) 室温孵育 1 h，TBST 洗膜 3 次，

每次 10 min，最后 TBS 洗膜 1 次，10 min。加入

ECL 发光液进行曝光，Quantity One 软件分析目的

蛋白的相对灰度值。每组设2个复孔，实验重复3次。 
1.7  统计学分析　　数据用 mean ± SD 表示，采用

SPSS 19.0 软件进行统计学处理。多组样本均数比

较采用单因素方差分析 (one-way ANOVA)，各组样

本均数间多重比较采用 LSD 法。P < 0.05 时认为差

异具有统计学意义。

2  结果

2.1  ERα36敲减降低了淫羊藿素对MG63细胞的促

增殖作用 
为了观察 ERα36 在淫羊藿素促成骨细胞增殖中

的作用，我们首先验证了 MG63 细胞中 ERα36 的

敲减效果，Western blot 结果显示靶基因载体转染组

ERα36 的表达较空白载体转染组显著降低，表明

MG63 细胞的 ERα36 敲减模型构建成功 ( 图 1A)。
随后，我们分别给予 ERα36 表达正常和表达减少的

MG63 细胞不同浓度的淫羊藿素处理，研究表明，

图   1. ERα36的敲减削弱淫羊藿素对MG63细胞的促增殖作用

Fig. 1. Knockdown of ERα36 reduced the proliferation promotion effect of icaritin on MG63 cells. A: The ERα36 expression in MG63 
cells after transfection with the shRNA-CON or the shRNA-ERα36 measured by Western blot. B: Cell proliferation of the MG63 cells 
treated with different concentrations of icaritin detected by CCK-8 assay. Mean ± SD, n = 4. *P < 0.05 vs control (0 mol/L icaritin 
group with shRNA-CON transfection); #P < 0.05 vs icaritin (1 × 10−7 mol/L) group with shRNA-CON transfection; $P < 0.05 vs icaritin (1 × 
10−8 mol/L) group with shRNA-CON transfection. 
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在ERα36表达正常条件下，和对照 (0 mol/L)组相比，

低剂量淫羊藿素 (1 × 10−8 和 1 × 10−7 mol/L) 能够明

显促进 MG63 细胞的增殖，而 1 × 10−6 mol/ 淫羊藿

素对 MG63 细胞的增殖无明显影响；ERα36 敲减后，

淫羊藿素 (1 × 10−8 和 1 × 10−7 mol/L) 对 MG63 细胞

的促增殖作用显著减弱，说明 ERα36 参与了低剂量

的淫羊藿素对 MG63 细胞的促增殖作用 ( 图 1B)。
鉴于 1 × 10−8 mol/L 淫羊藿素对 MG63 细胞的促增

殖作用最为显著，我们在后续实验中采用的淫羊藿

素剂量为 1 × 10−8 mol/L。

2.2  ERα36敲减降低了淫羊藿素对MG63细胞的抗

凋亡作用 
我们采用血清剥夺的方式来诱导 MG63 细胞的

凋亡，研究 ERα36 在淫羊藿素对 MG63 细胞抗凋

亡中的作用。结果显示，血清剥夺能够明显增加

ERα36 表达正常和 ERα36 表达减少的 MG63 细胞

的凋亡，而在加入 1 × 10−8 mol/L 的淫羊藿素进行

干预后，ERα36 表达正常的 MG63 细胞的凋亡情况

明显减轻，而 ERα36 表达减少的 MG63 细胞的凋

亡情况较不加淫羊藿素组无明显变化，提示 ERα36

图    2. ERα36敲减削弱淫羊藿素对MG63细胞的抗凋亡作用

Fig. 2 Knockdown of ERα36 reduced the anti-apoptosis effect of icaritin on MG63 cells. Serum-deprived MG63 cells were treated 
with DMSO or icaritin (1 × 10−8 mol/L) for 48 h, and non-serum-deprived MG63 cells were used as control. The cell apoptosis was 
analyzed by flow cytometry (FCM) after Annexin V-FITC and PI double staining. A: Representative FCM images of apoptotic MG63 
cells. B: Data analysis result. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05 vs 10% FBS-treated MG63 cells group with shRNA-CON transfection; #P < 
0.05 vs serum-deprived MG63 cells group with shRNA-CON transfection; $P < 0.05 vs 10% FBS-treated MG63 cells group with 
shRNA-ERα36 transfection. 

图   3. 淫羊藿素可能通过ERα36激活了MG63细胞内的ERK
和AKT信号通路 
Fig. 3. Icaritin may activate the ERK and AKT signaling path-
ways in MG63 cells through ERα36. MG63 cells were treated 
with icaritin (1 × 10−8 mol/L) for the indicated time, and the 
protein expressions of p-ERK, ERK, p-AKT and AKT were 
measured by Western blot. The results are representative of three 
independent experiments.

参与了淫羊藿素对 MG63 细胞的抗凋亡作用 ( 图 2)。
2.3  淫羊藿素通过ERα36激活了MG63细胞内的

ERK和AKT信号通路 
为了研究淫羊藿素对成骨细胞促增殖和抗凋亡

作用的细胞内信号转导机制，我们检测了淫羊藿素

干预 5、10、20 和 30 min 后，MG63 细胞内 ERK
和 AKT 蛋白的磷酸化水平的变化情况，结果显示，

淫羊藿素干预 ERα36 表达正常的的 MG63 细胞后，

ERK 和 AKT 的磷酸化水平在短时间内迅速增加，

而 MG63 细胞经敲减 ERα36 的表达后，给予淫羊

藿素处理并不能明显增加 ERK 和 AKT 的磷酸化水

平，提示淫羊藿素可能通过 ERα36 激活细胞内 ERK
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和 AKT 信号通路 ( 图 3)。 
2.4  ERK和AKT信号通路参与了淫羊藿素对MG63
细胞的促增殖作用 

为了观察 ERK 和 AKT 信号通路在淫羊藿素对

MG63 细胞促增殖中的作用，我们用 ERK 信号通

路阻断剂 U0126 和 AKT 信号通路阻断剂 LY294002
分别预孵育 MG63 细胞 1 h，再给予淫羊藿素处理。

结果显示，相较于单独给予淫羊藿素组，U0126 和

LY294002 分别预处理后，淫羊藿素对 MG63 细胞

的促增殖作用均显著减弱，提示 ERK 和 AKT 信号

通路都参与了淫羊藿素对 MG63 细胞的促增殖作用

( 图 4)。 
2.5  ERK信号通路参与了淫羊藿素对MG63细胞的

抗凋亡作用 
我们采用血清剥夺的方式诱导 MG63 细胞的凋

亡，观察 ERK 和 AKT 信号通路在淫羊藿素对

MG63 细胞抗凋亡中的作用。结果表明，相较于单

独给予淫羊藿素组，U0126 预处理后，淫羊藿素对

MG63 细胞的抗凋亡作用显著减弱；而给予

LY294002 预处理后，淫羊藿素对 MG63 细胞的抗

凋亡作用无明显变化。该结果提示 ERK 信号通路

参与了淫羊藿素对 MG63 细胞的抗凋亡作用 ( 图 5)。

3  讨论

成骨细胞在维持骨稳态中发挥着重要作用，其

图  4. ERK和AKT信号通路参与了淫羊藿素对MG63细胞的

促增殖作用 
Fig. 4. ERK and AKT signaling pathways participate in prolif-
eration promotion effect of icaritin on MG63 cells. The MG63 
cells were pretreated with ERK inhibitor U0126 (1 × 10−5 mol/L) 
or AKT inhibitor LY294002 (2 × 10−5 mol/L) for 1 h, and then 
were treated with icaritin (1 × 10−8 mol/L) for 48 h. The cell 
proliferation was measured by CCK-8 assay. Mean ± SD, n = 4. 
*P < 0.05 vs control (0 mol/L icaritin) group; #P < 0.05 vs icaritin 
(1 × 10−8 mol/L) group.

图   5. ERK信号通路参与了淫羊藿素对MG63细胞的抗凋亡作用 
Fig. 5. ERK signaling pathway participates in anti-apoptosis effect of icaritin on MG63 cells. The MG63 cells were pretreated with 
ERK inhibitor U0126 (1 × 10−5 mol/L) or AKT inhibitor LY294002 (2 × 10−5 mol/L) for 1 h, and then were treated with icaritin (1 × 
10−8 mol/L) for 48 h. The cell apoptosis was analyzed by flow cytometry (FCM). A: Representative FCM images of apoptotic MG63 
cells. B: Data analysis result. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05 vs 10% FBS-treated MG63 cells group; #P < 0.05 vs serum-deprived group; 
$P < 0.05 vs icaritin (1 × 10−8 mol/L) group with serum deprivation.

除了产生 I 型胶原和骨钙素 (osteocalcin, OC) 等直

接促进骨的形成外，还通过核因子 κB 受体活化因

子配体 (receptor activator of nuclear factor-κB ligand, 
RANKL) 和骨保护素 (osteoprotegerin, OPG) 调节破

骨细胞的活性，参与骨的重塑 [16]。研究表明，骨质

疏松时成骨细胞的增殖活性及分泌基质的功能均出

现明显下降 [13]。淫羊藿素被证实能够显著促进成骨
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细胞增殖及分化，然而其作用机制还远未阐明。本

研究以成骨肉瘤细胞株 MG63 细胞作为研究对象，

探讨淫羊藿素对成骨细胞促增殖和抗凋亡作用的分

子机制。研究结果显示，低浓度的淫羊藿素能够促

进 MG63 细胞的增殖，并且能够抑制血清剥夺诱导

的 MG63 细胞的凋亡。随后，我们又进一步证实，

淫羊藿素对 MG63 细胞的促增殖和抗凋亡作用与

ERα36 膜受体及其下游的 ERK 和 AKT 信号通路

有关。

ERK 及 AKT 信号通路在淫羊藿素生物学活性

的发挥中具有重要作用，例如，淫羊藿素能够通过

ERK 信号通路促进骨髓间质干细胞向成骨细胞分

化，通过 AKT 信号途径减轻香烟烟雾提取物诱导

的肺上皮细胞氧化应激等 [17, 18]。然而，淫羊藿素通

过何种作用方式发挥生物效应，长期以来并不清楚。

我们在敲减 MG63 细胞的 ERα36 后发现，淫羊藿

素激活细胞内 ERK 和 AKT 磷酸化水平的能力显著

降低，提示 ERα36 可能介导淫羊藿素的细胞内信号

转导效应。随后，我们的进一步研究显示，ERK 信

号通路参与了淫羊藿素的促增殖和抗凋亡作用，

AKT 信号通路参与了淫羊藿素的促增殖作用，值得

一提的是，在本研究中我们未观察到 AKT 信号通

路参与淫羊藿素的抗凋亡作用，其原因还有待深入

研究。

低浓度的雌激素能够促进乳腺癌细胞株 MDA-
MB-231 细胞的增殖，而高浓度的雌激素则抑制该

细胞的增殖，ERα36 介导了雌激素对 MDA-MB-231
细胞增殖的双相调节作用 [19]。淫羊藿素对成骨细胞

的增殖作用与其浓度也密切相关 [8]。本研究显示，

ERα36 参与了低浓度的淫羊藿素 (< 1 × 10−6 mol/L)
对 MG63 细胞的促增殖作用和抗凋亡作用，而另有

研究表明 ERα36 在高浓度的淫羊藿素 (> 5 × 10−5 
mol/L) 对 MDA-MB-231 细胞的抗增殖和促凋亡作

用中也发挥了重要作用 [20]。淫羊藿素的这种双相调

节作用深层分子机制还有待进一步研究。 
近期有研究表明，在绝经后妇女体内雌激素浓

度极低的状态下，ERα36 表达水平的高低直接影响

了 PMOP 的发生、发展 [12]。本研究组研究显示，

低浓度的淫羊藿素能够显著上调 MG63 细胞 ERα36
的表达 ( 数据未发表 )。我们推测淫羊藿素上调成

骨细胞 ERα36 的表达也可能是其发挥抗 PMOP 的

作用机制之一。

综上所述，成骨细胞在骨质疏松的发生和发展

中具有重要作用，而本研究以成骨细胞为研究对象，

深入探讨了淫羊藿素发挥骨保护作用的机制，结果

表明，淫羊藿素通过 ERα36 及其下游的 ERK 及

AKT 信号通路发挥了其对成骨细胞的促增殖和抗凋

亡作用。
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