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摘要　 目的　 制备石斛多糖（ＤＯＰ⁃１⁃１）并探讨其对前成骨

细胞ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞增殖、分化和矿化作用。 方法　 从铁皮

石斛多糖 （ ＤＯＰ） 中系统分离纯化获得了一种均质多糖

（ＤＯＰ⁃１⁃１），并通过高效凝胶渗透色谱法、单糖分析、红外光

谱、甲基化分析、ＧＣ⁃ＭＳ 和核磁共振光谱研究了 ＤＯＰ⁃１⁃１ 的

结构。 体外实验分别通过 ＭＴＴ 法、ＡＬＰ 活性测定和茜素红 Ｓ
染色检测 ＤＯＰ⁃１⁃１ 对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞增殖、分化和矿化的影

响。 同时，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定 ＤＯＰ⁃１⁃１ 对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细

胞中骨相关蛋白质（Ｐｉｎ１、ＢＭＰ２、ＲＵＮＸ２）的表达影响。 结果

　 ＤＯＰ⁃１⁃１ 是一种均质多糖，其相对分子量为 ３ ６１１，由甘露

糖、葡萄糖和半乳糖组成。 ＤＯＰ⁃１⁃１ 在低浓度下促进成骨细

胞增殖的活性，其中 ２. ０、４. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＯＰ⁃１⁃１ 的作用相当于

阳性对照 １７β⁃雌二醇（Ｅ２）。 与对照组比较，Ｅ２ 和 ＤＯＰ⁃１⁃１
（４. ０、８. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ）使 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞中 ＡＬＰ 活性和矿化率

增加（Ｐ ＜ ０. ０１）。 特别是，ＤＯＰ⁃１⁃１（８. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ）的 ＡＬＰ 活

性和矿化率高于阳性对照 Ｅ２（Ｐ ＜ ０. ００１）。 此外，ＤＯＰ⁃１⁃１
组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞中 Ｐｉｎ１、ＢＭＰ２、ＲＵＮＸ２ 蛋白表达高于对照

组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 ＤＯＰ⁃１⁃１ 体外能促进 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞

的增殖、分化和矿化，作用机制与激活 Ｐｉｎ１ ／ ＢＭＰ２ 信号通路

相关。
关键词　 铁皮石斛多糖；结构鉴定；前成骨细胞；多肽脯氨

酰顺反异构酶；骨形态发生蛋白⁃２
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　 　 骨质疏松症是一种慢性代谢性骨病，主要发生

于绝经后妇女和老年人，严重威胁公众健康［１］。 目

前，预防和治疗骨质疏松的临床药物大部分副作用

严重［２］。 因此，有必要开发出有效且副作用较小的

治疗骨质疏松症药物。 近年来，多糖作为一种具有

巨大结构多样性和广泛药理活性的生物大分子，在
医药界引起了极大的关注［３］。 最近研究显示铁皮

石斛 多 糖 （ ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，
ＤＯＰ） 抑制破骨细胞相关基因的表达， 并抑制

ＲＡＮＫＬ 诱导的破骨细胞分化，表明其可能有助于成

骨［４］。 然而，ＤＯＰ 中确切的生物活性成分仍不清

楚。 因此，有必要对 ＤＯＰ 进行系统研究，包括活性

成分提取、纯化、结构表征和生物活性分析。 该研究

通过分离纯化 ＤＯＰ 得到一种水溶性多糖（ＤＯＰ⁃１⁃
１），并对其结构进行表征，然后体外研究其对小鼠

前成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞的增殖、分化和矿化作

用。

１　 材料与方法

１． １　 材料与化学试剂　 铁皮石斛购自北京同仁堂

（集团）有限责任公司；纤维素 ＤＥＡＥ⁃５２ 和 Ｓｅｐｈａｄｅｘ
Ｇ⁃７５ 购自美国 ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 公司； １７β⁃雌二醇

（Ｅ２）购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司；胰蛋

白酶、Ⅱ型胶原酶、ＦＢＳ 和 α⁃ＭＥＭ 购自美国 Ｇｉｂｃｏ
ＢＲＬ 公司。 使用的所有其他试剂均为分析级。
１． ２　 石斛粗多糖的提取　 铁皮石斛原球茎 （１５. ０
ｋｇ） 用去离子水以 １ ∶ １０ 的质量比浸泡 ６ ｈ，并在 ９０
℃下提取 ３ 次，３ ｈ ／次。 真空过滤后，合并所有提取

物，浓缩，加入 ９５％ 乙醇至终浓度 ７０％ 沉淀，静置

４８ ｈ。 以 ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ 后，获得沉淀并表

示为石斛粗多糖。 石斛粗多糖的多糖含量通过苯酚

－硫酸法测定。
１． ３　 ＤＯＰ⁃１⁃１ 的纯化、均一性和分子量测定　 将石

斛粗多糖（１. ２ ｋｇ）重新溶解在 ２ Ｌ 去离子水中，然
后移入分液漏斗中，将 ４００ ｍｌ Ｓｅｖａｇ 试剂［１⁃丁醇 ∶
三氯甲烷（ｖ ／ ｖ） ＝ １ ∶ ４］加入到分液漏斗中并剧烈摇

晃。 分离和浓缩混合物的上清液，透析（截止相对

分子量 １ ０００）并冻干以获得 ＤＯＰ。 将 １０ ｍｌ ＤＯＰ 水

溶液（２５ ｍｇ ／ ｍｌ）加载到 ＤＥＡＥ⁃５２⁃纤维素层析柱（ø
２. ５ × ４０ ｃｍ）上，用去离子水洗脱得到 ＤＯＰ⁃１。 用苯

酚 －硫酸法得到洗脱曲线。 浓缩后，将主要部分进

一步加载到 Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ⁃７５ 凝胶柱（ø １. ６ × １００ ｃｍ）
上，用蒸馏水洗脱得到 ＤＯＰ⁃１⁃１，得率为 １７. ２％ ，多

·０６３１· 安徽医科大学学报　 Ａcｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉcｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｓｅｐ；５７（９）



糖含量为 ８１. ４％ 。
在配备 Ｗａｔｅｒｓ ２４１４ 示差折光检测器（美国 Ｗａ⁃

ｔｅｒｓ 公司）的 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ ＨＰＬＣ 系统（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ
公司）上通过高效凝胶渗透色谱法 （ＨＰＧＰＣ） 测量

ＤＯＰ⁃１⁃１ 的均匀性和分子量。 使用 ＴＳＫ⁃ＧＥＬ Ｇ⁃
５０００ＰＷＸＬ 凝胶柱（日本 Ｔｏｓｏｈ Ｂｉｏｓｅｐ 公司），双蒸

水作为流动相，流速为 ０. ４ ｍｌ ／ ｍｉｎ。 使用葡聚糖 Ｔ
系列标准品（葡聚糖 Ｔ４００、Ｔ３００、Ｔ２００、Ｔ１２５、Ｔ４５、
Ｔ２０、Ｔ１０ 和 Ｔ５）绘制标准曲线，用于计算 ＤＯＰ⁃１⁃１
的相对分子量。
１． ４ 　 ＤＯＰ⁃１⁃１ 的化学结构分析 　 将干燥的 ＫＢｒ
（１４０ ｍｇ）和 ＤＯＰ⁃１⁃１ （２ ｍｇ） 的混合物研磨并压成

颗粒。 使用 ＦＴ⁃ＩＲ 光谱仪记录 ＤＯＰ⁃１⁃１ 在 ４ ０００ ～
４００ ｃｍ － １波数范围内红外光谱图。

ＤＯＰ⁃１⁃１（５ ｍｇ）在 ２ ｍｌ 三氟乙酸（３ ｍｏｌ ／ Ｌ）中
１２０ ℃水解 ６ ｈ，释放单糖成分，减压蒸发。 然后，将
水解样品用 １⁃苯基⁃３⁃甲基⁃５⁃吡唑啉酮（ＰＭＰ）衍生

化，并在配备 ＺＯＲＢＡＸ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ Ｃ１８色谱柱（４. ６
ｍｍ × ２５０ ｍｍ，５ μｍ）的 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ ＨＰＬＣ 系统进

行分析。 此外，标准单糖的混合物也进行了类似的

处理。
对 ＤＯＰ⁃１⁃１ 进行多次甲基化，直至通过红外光

谱仪检测到反应产物的羟基伸缩带消失。 将 ＤＯＰ⁃
１⁃１（８ ｍｇ）溶于 ５ ｍｌ 二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），然后与

ＤＭＳＯ⁃ＮａＯＨ 溶液（６００ ｍｇ ＮａＯＨ 溶于 ５ ｍｌ ＤＭＳＯ）
混合。 随后，样品在冰浴中冷却，缓慢滴加 ５００ μｌ
ＣＨ３ Ｉ，超声处理 ０. ５ ｈ（３ 次）。 ＤＯＰ⁃１⁃１ 的甲基化产

物在 ２ ｍｌ、３ ｍｏｌ ＴＦＡ 中于 １２０ ℃水解 ６ ｈ，在 ４０ ℃
下用 ２０ ｍｇ 硼氢化钠还原 ３０ ｍｉｎ，最后用 ２ ｍｌ 吡啶

和 ２ ｍｌ 乙酸酐在 ９５ ℃下反应 １ ｈ，得到部分甲基化

的糖醇乙酸酯，最后在 ＧＣ⁃ＭＳ 系统（ＧＣＭＳＱＰ ２０１０，
日本 Ｓｈｉｍａｄｚｕ 公司）上分析以确定糖苷键的类型。
１． ５　 核磁共振波谱分析　 ＤＯＰ⁃１⁃１（６０ ｍｇ）溶解在

７５０ μｌ Ｄ２Ｏ 中，并以 ９ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ。 在

Ｂｒｕｋｅｒ ＡＶ⁃５００ 光谱仪（德国 Ｂｒｅｍｅｎ 公司）上进行核

磁共振（ＮＭＲ）光谱分析，１Ｈ ＮＭＲ 和１３Ｃ ＮＭＲ 频率

分别为 ５００ ＭＨｚ 和 １２５ ＭＨｚ。 此外，使用 Ｂｒｕｋｅｒ 软
件提供的标准脉冲序列和参数记录二维（２Ｄ）ＮＭＲ
光谱（ＨＳＱＣ 和 ＨＭＢＣ）。
１． ６ 　 ＤＯＰ⁃１⁃１ 对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞增殖的影响 　
ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞接种在常规生长培养基（α⁃ＭＥＭ 培

养基，含有 １０％ ＦＢＳ、１００ Ｕ ／ ｍｌ 青霉素和 １００ μｇ ／ ｍｌ
链霉素），并置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 加湿培养箱中培

养。 使用 ＣＣＫ⁃８ 试剂盒评估 ＤＯＰ⁃１⁃１ 对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１

细胞增殖的影响。 将 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞稀释至 １ × １０４

个 ／ ｍｌ，接种到 ９６ 孔板上并培养 ２４ ｈ，然后加入不同

浓度 ＤＯＰ⁃１⁃１（０. ５、１. ０、２. ０、４. ０ 和 ８. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ），
再培养 ４８ ｈ。 此外，孔中分别加入或不加入 ０. １
μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ２ 作为阳性或空白对照。 加入 ＣＣＫ⁃８（日
本 Ｄｏｊｉｎｄｏ Ｋｕｍａｍｏｔｏ 公司）溶液（１０ μｌ ／孔）后，将细

胞培养板进一步孵育 １ ｈ。 最后，用微孔板分光光度

计在 ４５０ ｎｍ 处读取每个孔的吸光度。 根据以下公

式计算增殖率 （Ｗ）：Ｗ ＝ （ Ａｓａｍｐｌｅ － Ａｂｌａｎｋ ） ／ Ａｂｌａｎｋ ×
１００％ ，其中 Ａ 是 ５ 次重复实验的平均吸光度。
１． ７　 ＤＯＰ⁃１⁃１ 对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞分化的影响　 将

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞（１. ５ × １０５ 个 ／ ｍｌ）接种在 ２４ 孔培养

板上并培养 ４８ ｈ。 然后，将培养基改变为含有常规

生长培养基的骨质发生分化培养基（ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆ⁃
ｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍ，ＯＤＭ），其含有 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ β⁃甘
油磷酸盐和 ５０ μｇ ／ ｍｌ 抗坏血酸。 将细胞分为以下

几组：对照组（仅加入 ＯＤＭ），阳性对照组（加入含

有 ０. １ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ２ 的 ＯＤＭ），以及不同浓度 ＤＯＰ⁃１⁃１
处理组（加入含有不同浓度 ＤＯＰ⁃１⁃１ 的 ＯＤＭ）。 在

第 ８ 天，分别使用碱性磷酸酶检测试剂盒（上海 Ｂｅ⁃
ｙｏｔｉｍｅ 公司）和 ＢＣＡ 蛋白质定量试剂盒（美国 Ｓｉｇｍａ
公司）测定 ＡＬＰ 活性和总蛋白质含量，然后将 ＡＬＰ
含量标准化。
１． ８　 ＤＯＰ⁃１⁃１ 对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞矿化的影响　 参

考文献方法［５］，监测 ＤＯＰ⁃１⁃１ 对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞钙

化沉积物的影响。 将细胞（１. ５ × １０５ 个 ／ ｍｌ）接种到

１２ 孔培养板上并培养 ７２ ｈ。 将细胞分为以下几组：
对照组（仅加入 ＯＤＭ），阳性对照组（加入含有 ０. １
μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅ２ 的 ＯＤＭ），以及不同浓度 ＤＯＰ⁃１⁃１ 处理

组（加入含有不同浓度 ＤＯＰ⁃１⁃１ 的 ＯＤＭ）。 培养 ２０
ｄ 后，用 １０％福尔马林固定细胞 ３０ ｍｉｎ，并用 １. ０％
茜素红 Ｓ 染色 ３０ ｍｉｎ。 将细胞冲洗后，获得 ＭＣ３Ｔ３⁃
Ｅ１ 细胞的钙化沉积物的图像。 最后，每个孔加入

１０％ （ｖ ／ ｖ）氯化十六烷基吡啶鎓，通过微孔板分光

光度计在 ５６２ ｎｍ 下检测吸光度值，以定量钙化沉积

物。
１． ９ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定 　 将 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞接种

到 ６ 孔培养板上（６ × １０４ 个 ／ ｍｌ）并培养 ４８ ｈ，将培

养基替换为 ＯＤＭ。 然后用 ４. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＯＰ⁃１⁃１ 处

理细胞 ６ ｄ。 收集细胞，加入 ＲＩＰＡ 缓冲液 （美国

Ｔｈｅｒｍｏ 公司）裂解，并使用 ＢＣＡ 蛋白质测定试剂盒

测定蛋白质浓度。 将相等量的蛋白质裂解物加载到

１０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶上进行分离，然后转移到聚偏

二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）中。 将膜
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在 ３％ ＢＳＡ 中封闭 ２ ｈ，用含有 ０. １％吐温 ２０ 的 ＰＢＳ
洗涤，并在 ４ ℃下与 Ｐｉｎ１（１ ∶ １ ０００）、ＢＭＰ２ （１ ∶
１ ０００）、ＲＵＮＸ２ （１ ∶ １ ０００）和 ＧＡＰＤＨ（１ ∶ ２ ０００）一
抗孵育过夜，均购自英国 Ａｂｃａｍ 公司。 １２ ｈ 后，将
膜与 ＨＲＰ 缀合的二抗孵育 ６０ ｍｉｎ，并通过增强化学

发光检测条带，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对蛋白质水平进

行光密度测定。
１． １０　 统计学处理　 研究结果均以 �ｘ ± ｓ 表示，数据

分析采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）或 Ｓｔｕｄｅｎｔ'ｓ ｔ
检验。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＤＯＰ⁃１⁃１ 的分离纯化、均一性、分子量和化学

结构分析　 图 １Ａ 显示了 ＤＯＰ⁃１⁃１ 的 ＨＰＧＰＣ 谱图，
显示了一个单一且对称的峰，表明 ＤＯＰ⁃１⁃１ 是均一

的多糖。 根据标准曲线，ＤＯＰ⁃１⁃１ 的平均相对分子

量计算值为 ３ ６１１。 图 １Ｂ 中显示了 ＦＴ⁃ＩＲ 光谱分析

鉴定 ＤＯＰ⁃１⁃１ 的特征官能团。 ＤＯＰ⁃１⁃１ 的⁃ＯＨ 和 Ｃ⁃

Ｈ 拉伸振动引起 ３ ３９０ ｃｍ － １ 和 ２ ９３０ ｃｍ － １ 的吸收

带， － ＯＨ 变形振动引起 １ ６２８ ｃｍ － １和 １ ３８４ ｃｍ － １的

吸收带，１ ２００ ～ １ ０００ ｃｍ － １范围内的所有吸收带表

明存在吡喃糖环。 在 ＤＯＰ⁃１⁃１ 的 ＩＲ 光谱中存在

９３３ ｃｍ － １和 ７６１ ｃｍ － １的吸收带均归化吡喃糖的不对

称拉伸振动。 图 ２ 显示了 ＤＯＰ⁃１⁃１ 的单糖组成分析

的 ＨＰＬＣ 光谱。 与标准单糖的保留时间比较，ＤＯＰ⁃
１⁃１ 由甘露糖、葡萄糖和半乳糖组成。 通过水解

ＤＯＰ⁃１⁃１ 的甲基化产物并乙酰化，得到部分甲基化

阿尔迪醇乙酸酯（ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ ａｌｄｉｔｏｌ ａｃｅｔａｔｅｓ，
ＰＭＡＡ）。 ＧＣＭＳ 是一种分析 ＰＭＡＡ 的强大工具，可
以提供有关 ＤＯＰ⁃１⁃１ 的糖苷酰基信息，见表 １。
２． ２　 ＤＯＰ⁃１⁃１ 的核磁共振波谱分析 　 在 ＤＯＰ⁃１⁃１
的 ＨＳＱＣ 光谱中，在 ５. ３２ ／ ９９. ７、５. １４ ／ ９１. ８、４. ８９ ／
９８. ５、５. ２６ ／ １００. ０ 和 ４. ５９ ／ ９５. ７ ｐｐｍ 处观察到 ５ 个

相关峰异谱区（图 ３Ａ）。 上述分析结果表明，ＤＯＰ⁃
１⁃１ 中有 ５ 个糖残基，分别命名为 Ａ、Ｂ、Ｄ、Ｅ 和 Ｆ，与
甲基化和 ＧＣ⁃ＭＳ 分析结果一致。 因此，通过 ＧＣ⁃ＭＳ

图 １　 ＤＯＰ⁃１⁃１ 的分离纯化、均一性、分子量和化学结构分析

Ａ：ＨＰＧＰＣ 色谱图；Ｂ：ＦＴ⁃ＩＲ 光谱图

图 ２　 ＤＯＰ⁃１⁃１ 的单糖组分分析

Ａ：ＰＭＰ⁃ＰＲＯ⁃ＨＰＬＣ 分析 ９ 种标准单糖；Ｂ：ＰＭＰ⁃ＰＲＯ⁃ＨＰＬＣ 分析 ＤＯＰ⁃１⁃１ 的单糖组分；１：甘露糖；２：鼠李糖；３：葡萄糖酸；４：半乳糖酸；５：葡
萄糖；６：半乳糖；７：木糖；８：阿拉伯糖；９：岩藻糖
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表 １　 ＤＯＰ⁃１⁃１ 的 ＧＣ⁃ＭＳ 甲基化分析数据

ＰＭＡＡ 连接类型 摩尔比率 　 　 　 质量碎片（ｍ ／ ｚ）
１，５，６⁃ｔｒｉ⁃Ｏ⁃ａｃｅｔｙｌ⁃２，３，４⁃ｔｒｉ⁃Ｏ⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃Ｄ⁃ｇａｌａｃｔｉｔｏｌ →６）⁃Ｄ⁃Ｇａｌ⁃（１→ １ ４３， ７１， ８７， ９９， １０１， １１７， １２９， １６１， １８９， ２３３
１，５⁃ｄｉ⁃Ｏ⁃ａｃｅｔｙｌ⁃２，３，４，６⁃ｔｅｔｒａ⁃Ｏ⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｉｔｏｌ Ｄ⁃Ｇｌｃ⁃（１→ １ ４３， ７１， ８７， １０１， １１３， １１７， １２９， １４５， １６１， ２０５
１，３，５，６⁃ｔｅｔｒａ⁃Ｏ⁃ａｃｅｔｙｌ⁃２，４⁃ｄｉ⁃Ｏ⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃Ｄ⁃ｍａｎｎｉｔｏｌ →３，６）⁃Ｄ⁃Ｍａｎ⁃（１→ １ ４３， ８５， ８７， １１７， １２９， １４３， １８５， ２３１， ３０５
１，４，５⁃ｔｒｉ⁃Ｏ⁃ａｃｅｔｙｌ⁃２，３，６⁃ｔｒｉ⁃Ｏ⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｉｔｏｌ →４）⁃Ｄ⁃Ｇｌｃ⁃（１→ １９ ４３， ７１， ８７， ９９， １０１， １１３， １１７， １２９， １６１，１７３， ２０３， ２３３
１，５，６⁃ｔｒｉ⁃Ｏ⁃ａｃｅｔｙｌ⁃２，３，４⁃ｔｒｉ⁃Ｏ⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｉｔｏｌ →６）⁃Ｄ⁃Ｇｌｃ⁃（１→ ２ ４３， ８５， ８７， ９９， １０１， １１７， １２９， １６１， １８９， ２３３

分析和 ＮＭＲ 分析相结合，获得了残基 Ａ、Ｂ、Ｄ、Ｅ 和

Ｆ 的质子和碳化学位移，见表 ２。 最后，对 ＤＯＰ⁃１⁃１
的 ＨＭＢＣ 谱进行了分析，以获得糖残基间的连锁位

点和序列信息。 Ａ 残基在 ＨＳＱＣ 谱的异谱区显示出

最强的相关信号，两个强相关峰位于 ＨＭＢＣ 光谱中

５. ３２ ／ ７６. ９ 和 ３. ５８ ／ ９９. ７ ｐｐｍ 处，见图 ３Ｂ。 同时，
ＧＣ⁃ＭＳ 分析表明（１→４）键合葡萄糖占总糖残量的

６３. ６％ 。 因此，根据所有证据，确认 Ａ 残基为（１→
４）⁃连接葡萄糖。 此外，交叉峰在 ４. ８９ ／ ６７. １（ＤＨ１ ／
ＥＣ６）、 ５. ３２ ／ ７０. ２ （ ＡＨ１ ／ ＤＣ６ ）、 ４. ８９ ／ ７０. ２ （ ＤＨ１ ／
ＤＣ６ ）、 ３. ５８ ／ ９５. ７ （ ＡＨ４ ／ ＦＣ１ ）、 ３. ７７ ／ ９９. ７ （ ＦＨ３ ／
ＡＣ１）、 ３. ７４ ／ ７６. ９ （ ＦＨ６ ／ ＡＣ４ ）、 ５. １４ ／ ９９. ７ （ ＢＨ１ ／
ＡＣ１）和 ３. ５８ ／ １００. ０ （ＡＨ４ ／ ＥＣ１） ｐｐｍ，表明 Ｅ 残基

的 Ｃ⁃６ 与 Ｄ 残基的 Ｏ⁃１ 相连，Ｄ 残基的 Ｃ⁃６ 与 Ａ 残

基的 Ｏ⁃１ 相连，Ｄ 残基的 Ｃ⁃６ 与 Ｄ 残基的 Ｏ⁃１ 相连，
Ｆ 残基的 Ｃ⁃１ 与 Ａ 残基的 Ｏ⁃４ 相连，Ａ 残基的 Ｃ⁃１
与 Ｆ 残基的 Ｏ⁃３ 相连，Ａ 残基的 Ｃ⁃４ 与 Ｆ 残基的 Ｏ⁃６
相连，残基 Ａ 的 Ｃ⁃１ 与残基 Ｂ 的 Ｏ⁃１ 相连，残基 Ｅ
的 Ｃ⁃１ 与残基 Ａ 的 Ｏ⁃４ 相连。 最后，通过相对分子

量、单糖分析、甲基化分析和 ＮＭＲ 数据的组合，得
到 ＤＯＰ⁃１⁃１ 的推测结构，见图 ４。

表 ２　 ＤＯＰ⁃１⁃１ 在 Ｄ２Ｏ 中记录的１Ｈ 和１３Ｃ ＮＭＲ 化学位移

糖残基
Ｃ１
Ｈ１

Ｃ２
Ｈ２

Ｃ３
Ｈ３

Ｃ４
Ｈ４

Ｃ５
Ｈ５

Ｃ６
Ｈ６

→４）⁃α⁃Ｄ⁃Ｇｌｃｐ⁃（１→ ９９． ７ ７１． ９ ７３． ２ ７６． ９ ７２． ７ ６０． ４
Ａ ５． ３２ ３． ５５ ３． ８９ ３． ５８ ３． ６２ ３． ７６ ／ ３． ７６
α⁃Ｄ⁃Ｇｌｃｐ⁃（１→ ９１． ８ ７２． １ ７２． ７ ７２． ８ ６９． ３ ６０． ４
Ｂ ５． １４ ３． ５０ ３． ６０ ３． ７６ ３． ３４ ３． ７７ ／ ３． ７５
→６）⁃α⁃Ｄ⁃Ｇｌｃｐ⁃（１→ ９８． ５ ７０． ７ ６７． ９ ７６． ６ ７１． ３ ７０． ２
Ｄ ４． ８９ ３． ５１ ３． ７９ ３． ８９ ３． ５８ ３． ７７
→６）⁃α⁃Ｄ⁃Ｇａｌｐ⁃（１→ １００． ０ ７２． ２ ７２． ９ ６９． ３ ７２． ６ ６７． １
Ｅ ５． ２６ ３． ５５ ３． ６２ ３． ６４ ３． ３４ ３． ８４
→３，６）⁃β⁃Ｄ⁃Ｍａｎｐ⁃（１→ ９５． ７ ７３． ９ ７６． ７ ７０． ８ ７１． ８ －
Ｆ ４． ５９ ３． １９ ３． ７７ ３． ９５ ３． ８０ ３． ７４

２． ３　 ＤＯＰ⁃１⁃１ 对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞增殖和分化的影

响　 研究评估了 ＤＯＰ⁃１⁃１ 对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞的增殖

活性。 图 ５Ａ 显示了 ＤＯＰ⁃１⁃１ 在 ２. ０、４. ０ 和 ８. ０
μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度下的增殖率分别达到 １３. ８０％ 、２０. ５１％

图 ３　 ＤＯＰ⁃１⁃１ 的核磁共振波谱分析

Ａ：ＨＳＱＣ 光谱图；Ｂ：ＨＭＢＣ 光谱图

图 ４　 ＤＯＰ⁃１⁃１ 的预测结构

和 ７. ６３％ ，阳性对照 Ｅ２ 的增殖率为 １８. ９０％ 。 结果

表明 ＤＯＰ⁃１⁃１ 在低浓度下促进成骨细胞增殖的活

性，其中 ＤＯＰ⁃１⁃１ 的 ２. ０ 和 ４. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的作用相当
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于阳性对照 Ｅ２。 因此，选择 ２. ０、４. ０ 和 ８. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ
的 ＤＯＰ⁃１⁃１ 用于以下研究。

ＡＬＰ 活性被广泛认为是成骨细胞分化的重要早

期标志物。 如图 ５Ｂ 所示，与正常组比较，对照组的

ＡＬＰ 活性增加（ ｔ ＝ １１. ６７８，Ｐ ＜ ０. ００１），表明成骨培

养基可以成功诱导 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞的分化。 与对照

组比较，Ｅ２ 和 ＤＯＰ⁃１⁃１（４. ０、８. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ）均显著提

高 ＡＬＰ 活性 （ ｔ ＝ ７. ４８０、４. ５８３、９. ４１７，Ｐ ＜ ０. ０１）。
特别是，ＤＯＰ⁃１⁃１（８. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ）的 ＡＬＰ 活性高于阳

性对照 Ｅ２（ ｔ ＝ ３. ５４２，Ｐ ＝ ０. ０２５）。
２． ４　 ＤＯＰ⁃１⁃１ 对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞矿化的影响　 矿

化结节的形成是成骨细胞的主要功能。 如图 ６Ａ 所

示，与正常组比较，对照组中矿化结节的存在表明成

骨培养基可以成功诱导 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞的矿化。 与

对照组比较，Ｅ２ 和 ＤＯＰ⁃１⁃１（２. ０、４. ０ 和 ８. ０ μｍｏｌ ／
Ｌ）提高了矿化率（ ｔ ＝ ７. １４４、６. ９２０、１４. ３１５、７. ３６７，Ｐ
＜ ０. ００１ ）；并且 ＤＯＰ⁃１⁃１（４. ０、８. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ）的矿化

率高于阳性对照 Ｅ２ 组（６. ５３２、３. ４７７，Ｐ ＜ ０. ０５），见
图 ６Ｂ。 因此，ＤＯＰ⁃１⁃１ 表现出成骨矿化作用，甚至

优于阳性对照 Ｅ２。 因此，选择 ４. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＯＰ⁃
１⁃１ 用于以下研究。

为了探索 ＤＯＰ⁃１⁃１ 对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞的成骨分

化作用，通过蛋 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析成骨相关蛋白质的

表达。 如图 ６Ｃ、 Ｄ 所示，与正常组比较，对照组

Ｐｉｎ１、 ＢＭＰ２、 ＲＵＮＸ２ 蛋白表达增加 （ ｔ ＝ ３. ３１２、
３. ０１５、２. ７４２，Ｐ ＝ ０. ０２５、０. ０３０、０. ０３７），而 ＤＯＰ⁃１⁃１

组 Ｐｉｎ１、ＢＭＰ２、ＲＵＮＸ２ 蛋白表达高于对照组（ ｔ ＝
２. ９０４、４. ６１２、４. ８３１，Ｐ ＝ ０. ０３２、０. ００７、０. ００４）。

图 ５　 ＤＯＰ⁃１⁃１ 对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞增殖和分化的影响（ｎ ＝ ３）
　 　 Ａ：ＣＣＫ⁃８ 法检测不同浓度 ＤＯＰ⁃１⁃１ 处理 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞的增殖

活性；Ｂ：不同浓度 ＤＯＰ⁃１⁃１ 处理 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞的 ＡＬＰ 活性；与正

常组 比 较：＃＃＃ Ｐ ＜ ０. ００１； 与 对 照 组 比 较：∗ Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗ Ｐ ＜

０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 Ｅ２ 组比较：＆Ｐ ＜ ０. ０５

图 ６　 ＤＯＰ⁃１⁃１ 对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞矿化的影响（ｎ ＝ ３）
Ａ：茜素红 Ｓ 染色检测不同浓度 ＤＯＰ⁃１⁃１ 处理 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞的代表性图像；Ｂ：茜素红 Ｓ 染色的定量分析；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定不同浓度

ＤＯＰ⁃１⁃１ 处理 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞中骨相关蛋白质表达；Ｄ：骨相关蛋白质表达的定量分析；与正常组比较：＃ Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃＃ Ｐ ＜ ０. ００１；与对照组比

较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１
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３　 讨论

　 　 先前研究［４］证实，ＤＯＰ 抑制破骨细胞相关基因

的表达和相关通路蛋白的合成，抑制 ＲＡＮＫＬ 诱导

的 ＢＭＭｓ 的破骨细胞分化，表明 ＤＯＰ 可能有助于成

骨。 因此，为了进一步确认 ＤＯＰ 的生物活性成分，
本研究从 ＤＯＰ 中系统分离纯化获得了一种均质多

糖（ＤＯＰ⁃１⁃１），其相对分子量为 ３ ６１１。 由于结构与

活性密切相关，因此研究进一步通过单糖分析、红外

光谱、甲基化分析、ＧＣ⁃ＭＳ 和核磁共振光谱的组合

研究了 ＤＯＰ⁃１⁃１ 的结构。 首先，单糖组成是多糖最

基本的信息，ＰＭＰ 柱前高效液相色谱法是测定单糖

组成的经典方法之一［６］。 先前的研究［７］ 表明，成骨

活性多糖通常含有甘露糖和半乳糖成分。 本研究表

明，ＤＯＰ⁃１⁃１ 也含有甘露糖和葡萄糖。 甲基化 ／ ＧＣ⁃
ＭＳ 分析可以得到糖残基的组成和相应的百分比。
基于单糖组成分析和甲基化分析，核磁共振谱分析

可以进一步提供质子和糖残基的碳化学位移、连接

位点和序列［８］。 因此，本研究首次确定了 ＤＯＰ⁃１⁃１
的结构特征。

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞是与成骨细胞分化和矿化相关

的研究模型，因为它可以分化并形成含有骨标志物

的矿化良好的基质，如 Ｉ 型胶原蛋白、ＡＬＰ 和骨唾液

蛋白［５］。 本研究分析显示，ＤＯＰ⁃１⁃１ 在低浓度下促

进 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞增殖、分化，其促进作用甚至优于

Ｅ２。 此外，ＤＯＰ⁃１⁃１ 处理的细胞的矿化率增加，甚至

比阳性对照 Ｅ２ 更好。 因此，ＤＯＰ⁃１⁃１ 可以促进体外

成骨细胞的分化和矿化。
Ｐｉｎ１ ／ ＢＭＰ２ 信号通路在激活骨形成基因转录

中起重要作用［９］。 Ｐｉｎ１ 作为骨细胞分化的主协调

器，是一种专门识别磷酸化丝氨酸或苏氨酸与脯氨

酸之间肽键的酶。 最近研究发现，Ｐｉｎ１ － ／ － 小鼠出现

发育性骨缺损和矿化减少［１０］。 ＢＭＰ２ 是 ＴＧＦ⁃β 超

家族的成员，在成骨细胞中高度表达并在体外和体

内调节成骨细胞分 化［１１］。 ＢＭＰ⁃２ 可 通 过 激 活

ＳＭＡＤ１ ／ ５ ／ ８ 触发多能间充质细胞分化为成骨细胞

谱系［１２］。 ＲＵＮＸ２ 对成骨细胞分化和骨形成至关重

要，ＲＵＮＸ２ 通过激活包括骨唾液蛋白、骨桥蛋白和

骨钙素在内的末端成骨标记基因，触发前成骨细胞

分化为成骨细胞［１３］。 本研究中，ＤＯＰ⁃１⁃１ 组 Ｐｉｎ１、
ＢＭＰ２、ＲＵＮＸ２ 蛋白表达增加，甚至比阳性对照 Ｅ２
更好，表明 ＤＯＰ⁃１⁃１ 可能通过激活 Ｐｉｎ１ 增加 ＢＭＰ２
的表达和转录活性，ＢＭＰ２ 的表达增加随后刺激了

下游骨标记基因 ＲＵＮＸ２ 激活，促进了骨形成。

多糖的结构特征如分子量、单糖组成、糖残基类

型等，对其生物活性具有重要影响和特殊意义。 研

究表明，低分子量（分子量 ＜ ５ ０００） 多糖通常表现

出相当大的成骨活性［１４］。 这项研究表明 ＤＯＰ⁃１⁃１
具有低分子量（３ ６１１），并且还表现出更强的成骨活

性。 低分子量分子在体内应用中具有更多优势，因
为它们更容易被吸收。 此外，从牛膝和仙茅中分离

的多糖的成骨活性显示出主要存在葡萄糖、甘露糖、
阿拉伯糖和半乳糖［１５］。 因此，葡萄糖、甘露糖、阿拉

伯糖和半乳糖被确定为与成骨活性相关的单糖。 本

研究发现这些单糖都出现 ＤＯＰ⁃１⁃１ 中，这可能是

ＤＯＰ⁃１⁃１ 具有更强成骨活性的原因。 然而，ＤＯＰ⁃１⁃１
更精确的构效关系仍有待进一步研究。

综上所述，本研究首次确定了 ＤＯＰ⁃１⁃１ 的初步

结构，并发现其体外能促进 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞的增殖、
分化和矿化，作用机制与激活 Ｐｉｎ１ ／ ＢＭＰ２ 信号通路

相关。 所有上述研究都表明 ＤＯＰ⁃１⁃１ 是一种潜在的

天然抗骨质疏松药物，可用于药物治疗。
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ｐｈｙ， ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ａｎａｌｙｓｉｓ， ｉｎｆｒａｒｅｄ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ， ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＧＣ⁃ＭＳ ａｎｄ ＮＭＲ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ． Ｉｎ
ｖｉｔｒｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＤＯＰ⁃１⁃１ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｎｅｒａｌｉ⁃
ｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ＭＴＴ ｍｅｔｈｏｄ， ＡＬＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ Ａｌｉｚａｒｉｎ Ｒｅｄ Ｓ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｔｉｍｅ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＯＰ⁃１⁃１ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ （Ｐｉｎ１，
ＢＭＰ２， ＲＵＮＸ２） ｉｎ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ ｃｅｌｌｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＤＯＰ⁃１⁃１ ｗａｓ ａ ｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｗｉｔｈ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕ⁃
ｌａｒ ｗｅｉｇｈｔｓ ｏｆ ３ ６１１， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｃｏｍｐｏｓｅｄ ｏｆ ｍａｎｎｏｓｅ， ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｇａｌａｃｔｏｓｅ． ＤＯＰ⁃１⁃１ ｈａｄ ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ａ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ２. ０ ａｎｄ ４. ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ｏｆ ＤＯＰ⁃１⁃１ ｗｅｒｅ
ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ ｔｏ Ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ １７β⁃ｅｓｔｒａｄｉｏｌ （Ｅ２）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， Ｅ２ ａｎｄ ＤＯＰ⁃１⁃１ （４. ０， ８. ０
μｍｏｌ ／ Ｌ） ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ＡＬＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｉｎ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ ｃｅｌｌｓ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｉｎ ｐａｒｔｉｃｕｌａｒ， ｔｈｅ
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