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大豆皂苷 Bb 对牙槽骨成骨细胞增殖、凋亡
及 MEK / ERK 通路的影响*

管 琴 1，刘 姣 1，阳刘康 2，任伟伟 1△

（1. 湖北医药学院附属东风口腔医院，湖北 十堰 442000； 2. 湖北医药学院基础医学院，湖北 十堰 442000）
摘要：目的 探讨大豆皂苷 Bb经丝裂原细胞外信号调节激酶 /细胞外信号调节激酶（MEK / ERK）信号通路对牙槽骨成骨细胞增殖、

凋亡的影响。方法 培养人牙槽骨成骨细胞，Dulbecco改良的 Eagle培养基（DMEM）培养的细胞作为对照组（A 组），以含 400 μg / mL
雌二醇、400 μg / mL 和 800 μg / mL 大豆皂苷 Bb的 DMEM 培养的细胞分别作为雌二醇组（B 组），大豆皂苷 Bb低、高剂量组（C1组和

C2组）。采用 MTT 法测定细胞活力和计数细胞菌落数，采用流式细胞术测定细胞凋亡水平，采用逆转录实时荧光定量聚合酶链反应

（qRT - PCR）法及蛋白印迹法测定细胞中 MEK，ERK mRNA和蛋白表达水平。结果 与 A组比较，B组、C1组、C2组光密度（OD）、细胞

存活率、菌落数、MEK 及 ERK mRNA 和蛋白表达水平均明显升高（P < 0. 05），且呈剂量依赖性；与 B组比较，C1组上述指标均明显降

低（P < 0. 05），而 C2组无明显差异（P > 0. 05）。与 A组比较，B组、C1组、C2组细胞凋亡率均明显降低（P < 0. 05），且呈剂量依赖性；与 B组

比较，C1组细胞凋亡率明显升高（P < 0. 05），C2组细胞凋亡率无明显差异（P > 0. 05）。结论 大豆皂苷 Bb能促进牙槽骨成骨细胞增殖，抑

制凋亡。其作用机制可能与大豆皂苷 Bb促进牙槽骨成骨细胞 MEK，ERK mRNA和蛋白表达，以及激活 MEK / ERK信号通路传导有关。

关键词：大豆皂苷 Bb；丝裂原细胞外信号调节激酶 /细胞外信号调节激酶信号通路；成骨细胞；细胞增殖；细胞凋亡

Effect of Soyasaponin Bb on the Proliferation，Apoptosis and MEK / ERK Pathway of
Alveolar Osteoblasts
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AbstractAbstract：：Objective To investigate the effect of soyasaponin Bb on the proliferation and apoptosis of alveolar osteoblasts through
the mitogen extracellular signal - regulated kinase / extracellular signal - regulated kinase（MEK / ERK） signal pathway. Methods The
human alveolar osteoblasts cultured in the Dulbecco′s modified Eagle medium（DMEM） were used as the control group（group A），
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the human alveolar osteoblasts cultured in the DMEM containing 400 μg / mL estradiol，400 μg / mL soyasaponin Bb and 800 μg / mL
soyasaponin Bb were used as the estradiol group （group B），soyasaponin Bb low - and high - dose groups（groups C1 and C2）
respectively. The cell viability and cell colony count were measured by the MTT method，the apoptosis level was measured by the
flow cytometry，and the expression levels of MEK，ERK mRNA and protein were measured by the reverse transcription real - time
fluorescence quantitative polymerase chain reaction （qRT - PCR） and Western blot respectively. Results Compared with those in
the group A，the optical density（OD），survival rate of cells，colony count，expression levels of MEK，ERK mRNA and protein in the
groups B，C1 and C2 were significantly higher in a dose - dependent manner（P < 0. 05）. Compared with those in the group B，
the levels of the above indexes in the group C1 were significantly lower（P < 0. 05），while those in the group C2 were similar
to those in the group B （P > 0. 05）. Compared with that in the group A，the apoptosis rate in the groups B，C1 and C2 was
significantly lower in a dose - dependent manner （P < 0. 05）. Compared with that in the group B，the apoptosis rate in the
group C1 was significantly higher （P < 0. 05），while that in the group C2 was similar to that in the group B （P > 0. 05）.
Conclusion Soyasaponin Bb can promote the proliferation of alveolar osteoblasts and inhibit their apoptosis. Its mechanism may be
related to soyasaponin Bb promoting the expression of MEK，ERK mRNA and protein in alveolar osteoblasts and activating the
MEK / ERK signaling pathway.
Key wordsKey words：：soyasaponin Bb；MEK / ERK signal pathway；osteoblasts；cell proliferation；apoptosis

骨质疏松症是一种代谢性疾病，表现为骨量减少、

骨微结构退化、骨脆性增加，易发生病理骨折［1 - 2］。牙槽

骨骨质疏松可导致牙折、龋齿、牙种植失败、牙脱落等

口腔问题［3］，严重影响咀嚼、发音及面部形象。人牙槽骨

成骨细胞（HAOB）是一种不成熟的成骨细胞，取材方

便，具有体外增殖分化能力，可能成为组织工程中的种

子细胞来源［4 - 5］。大豆皂苷亚型众多，分为 Ba，Bb，Bc，
Bd，Be，而大豆中的大豆皂苷Bb具有与β -雌二醇相似

的结构，能通过与雌激素受体（ERs）结合而表现出弱的

雌激素作用［6］，其他亚型与雌激素不相关。体内大豆皂

苷Bb可有效预防骨丢失，减轻骨脆性的增加，促进卵巢

切除术引起的骨折愈合［7 - 8］。丝裂原细胞外信号调节激

酶 / 细胞外信号调节激酶（MEK / ERK）通路是力刺激

下牙周膜细胞成骨分化的重要调控通路［9 - 10］。大豆皂

苷Bb对牙槽骨成骨细胞的作用及机制尚未见报道。本

研究中探讨了大豆皂苷Bb经MEK / ERK信号通路对牙

槽骨成骨细胞增殖、凋亡的影响，为牙槽骨骨质疏松的

防治提供参考。现报道如下。

1 材料与方法

1. 1 仪器、试药与细胞

仪器：贝克曼库尔特 Navios EX型流式细胞仪（美

国 Beckman公司）；Mx3005PCR系统（美国 Straagene公
司）；红外成像系统（美国LI - COR公司）。

试药：Dulbecco改良的 Eagle培养基（DMEM，南京

Wisent公司，批号为 DC - 47156. 36）；青霉素、链霉素

（美国 Sigma公司，批号分别为 WE - 5489，2654）；大豆

皂苷 Bb（成都曼思特生物科技有限公司，批号为

KJ542636）；雌二醇（广东彼迪药业有限公司，批号为

45266934）；结晶紫（重庆市恒安化工有限公司，批号为

20196365）；TRIzol试剂盒（美国 Life Technologies公司，

批号为 NB - 526. 36）；逆转录试剂盒（批号为 vo -

1263. 36），放 射 免 疫 沉 淀 试 剂 盒（RIPA，批 号 为

459654. 36），均购于美国 Thermo Fisher Scientifc 公司；

二甲基亚砜（DMSO，批号为 XO - 52432. 36），3 -（4，5 -
二甲基噻唑 - 2 -基）- 2，5 -二苯基四唑溴化物（MTT，
批号为 6548536），膜联蛋白 V - FITC / PI染色试剂盒

（批号为 201963212. 3.），十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺

凝胶电泳（SDS- PAGE，批号为 DI - 365954. 63），均购

于上海碧云天生物技术有限公司；聚偏二氟乙烯膜

（PVDF，美国 Bio - Rad公司，批号为MN - 56987. 63）；

EvaGreen 2 × qPCR试剂盒（批号为 xc - 52636. 3），MEK
一抗（1∶5 000，批号为 652149），ERK一抗（1∶2 000，
批号为 354219），甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）一抗

（1∶5 000，批号为 984251），均购于美国 Abcam 公 司 ；

辣根过氧化物酶（HRP）偶联的二抗（1∶2 000，中国 Bio‐
world Technology公司，批号为VC - 415896. 36）。

细胞：牙槽骨成骨细胞（美国典型培养物保藏中

心，ATCC）。

1. 2 方法

细胞培养：将所得牙槽骨成骨细胞悬液在 DMEM
中培养，加入 100 U / mL青霉素和 100 mg / mL链霉素。

培养环境基本参数为5%CO2、37 ℃、95%N2。
分组与给药：对照组（A组）牙槽骨成骨细胞培养方

法同细胞培养项下；雌二醇组（B组）培养方法同对照

组，加入雌二醇使最终质量浓度为 400 μg / mL；大豆皂

苷 Bb低、高剂量组（C1组、C2组）细胞培养方法同对照

组，加入大豆皂苷 Bb使最终质量浓度分别为 400，
800 μg / mL。根据预试验，取大豆皂苷Bb对牙槽骨成骨

细胞半数有效量（ED50）1 600 μg / mL确定低、高剂量水

平分别为 1 / 2 ED50、1 / 4 ED50。各组细胞分别设 6个平

行样，培养72 h。
细胞活力检测：将培养结束的细胞接种至 96孔板
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（1 × 104个细胞 /孔），孵育 24 h直至细胞黏附，移出培

养基，用含有 60 μmol / L的DMSO作为载体对照的新鲜

培养基代替，并将细胞再孵育 48 h。向每个孔中加入

20 μL 5 mg / mL MTT，并将混合物在 37 ℃、5%的CO2环
境下温育 4 h，除去培养基，加入 150 μL DMSO，溶解由

活细胞从MTT产生的甲基紫。采用ER - IU98型自动酶

标仪于 490 nm波长处读取光密度（OD）值。细胞存活率

（%）=（实验组OD值 -空白组OD值）/（对照组OD值 -
空白组OD值）× 100%。

细胞菌落数测定：将培养结束的细胞以1 500个 /孔
的密度接种至 6孔板中，每 3 d更换 1次培养基。孵育

15 d后，用甲醇固定可见菌落，用 0. 1%结晶紫染色，捕

获并计数。每组3个孔，每个测定独立重复3次。

骨细胞凋亡水平测定：细胞培养结束后，将细胞与

膜联蛋白V - FITC / PI染色试剂盒分别孵育 10 min。采
用贝克曼库尔特 Navios EX型流式细胞仪分析牙槽骨

成骨细胞的细胞凋亡率。每个测定独立重复3次。

细胞MEK和ERK基因水平测定：使用 TRIzol试剂

盒获得总RNA，互补DNA（cDNA）使用逆转录试剂盒合

成。为确定MEK和ERK mRNA的水平，使用EvaGreen 2 ×
qPCR进行逆转录实时荧光定量聚合酶链反应（qRT - PCR）。
热循环如下：95 ℃，5 min；40个循环，95 ℃，30 s；60 ℃，

30 s；72 ℃，1 min。以GAPDH为内部对照。使用 2 - ΔΔCt法
计算相对RNA表达。MEK，ERK，GAPDH引物由上海生

工生物工程技术服务有限公司合成。引物序列：MEK正

义 ，5′ - TCGATCGATGCTAGCTAGCTAGCTAGCT‐
GACTGATATTCG - 3′，反义，5′ - CGTAGCTAGCTAGC‐
TAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGC - 3；ERK正义，5′ -
CGGGGAGCTAGTAGAGAGTCGATCGATCGATGCTAG
CTA - 3′，反义，5′ - CGTAGCTAGTCAGTCAGTCGATC‐
GATGTAGCTAGCTAGTC - 3′；GAPDH 正义，5′ - CG
ATCGATGCTAGCTAGCTAGCTAGTAGCTAGCTAGCT ‐
GATCG - 3，反义，5′ - TGTGCTAGTAGCTAGCTAGC‐
TAGTCGATCGATGCTAG - 3′。

细胞MEK和 ERK蛋白水平测定：采用 RIPA裂解

培养结束的细胞。以 12 000 × g离心 15 min，收集上清

液，98 ℃变性 20 min，通过 Bradford试剂盒对蛋白质进

行定量。准备 40 μg蛋白质用于 SDS - PAGE作进一步

分析，将凝胶转移至 0. 22 μm PVDF膜持续 0. 5 h，在磷

酸盐缓冲液（PBS）中孵育携带蛋白质的 PVDF膜与 5%
脱脂牛奶，并将膜与MEK，ERK，GAPDH一抗在 4 ℃孵

育过夜，将 PVDF膜用HRP偶联的二抗以 1∶50 000稀
释，包被 1 h。使用红外成像系统检测蛋白条带，将蛋白

质水平的半定量分析标准化为GAPDH水平。

1. 3 统计学处理

采用SPSS 19. 0统计学软件分析。计量资料以X ± s表
示，行单因素方差分析，多重比较行LSD - t检验。P < 0. 05
为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 对牙槽骨成骨细胞增殖和凋亡的影响

与A组比较，B组、C1组、C2组OD和细胞存活率均明

显升高（P < 0. 05），细胞凋亡率均明显降低（P < 0. 05），

且呈剂量依赖性。与 B组比较，C1组OD和细胞存活率

均明显降低（P < 0. 05），细胞凋亡率明显升高（P < 0. 05），

C2 组 OD、细胞存活率、细胞凋亡率均无明显变化

（P > 0. 05）。详见表1和图1。
表1 大豆皂苷Bb对牙槽骨成骨细胞增殖、凋亡和菌落数的

影响（X ± s，n = 6）
Tab. 1 Effect of soyasaponin Bb on the proliferation，apoptosis

and colony count of alveolar osteoblasts（X ± s，n = 6）

组别

A组

B组

C1组
C2组
F值

P值

增殖

OD
0. 60 ± 0. 05
0. 93 ± 0. 03a
0. 74 ± 0. 04ab
0. 91 ± 0. 03ac
15. 894
0. 000

细胞存活率（%）

54. 47 ± 5. 31
69. 32 ± 5. 25a
62. 29 ± 6. 38ab
70. 30 ± 4. 74ac

10. 881
0. 000

细胞凋亡

率（%）

11. 3 ± 0. 45
5. 4 ± 0. 39a
9. 9 ± 0. 42ab
5. 6 ± 0. 24ac
26. 103
0. 000

菌落数

（个）

259. 79 ± 38. 32
588. 31 ± 20. 34a
485. 35 ± 38. 02ab
597. 34 ± 35. 49ac

129. 035
0. 000

注：与A组比较，aP < 0. 05；与B组比较，bP < 0. 05；与C1组
比较，cP < 0. 05。表2同。

Note：Compared with those in the group A，aP < 0. 05；Compared
with those in the group B，bP < 0. 05；Compared with those in the
group C1，cP < 0. 05（for Tab. 1 - 2）.
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图1 大豆皂苷Bb对牙槽骨成骨细胞凋亡的影响

Fig. 1 Effect of soyasaponin Bb on the apoptosis of alveolar osteoblasts
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2. 2 对牙槽骨成骨细胞菌落数的影响

与 A组比较，B组、C1组、C2组菌落数均明显升高

（P < 0. 05），且呈剂量依赖性。与B组比较，C1组菌落数明

显降低（P < 0. 05），C2组菌落数无明显变化（P > 0. 05）。

详见表1和图2。
2. 3 对 MEK，ERK mRNA 和蛋白表达水平的影响

与A组比较，B组、C1组、C2组牙槽骨成骨细胞MEK，
ERK mRNA和蛋白表达水平均明显升高（P < 0. 05），且

呈剂量依赖性。与B组比较，C1组牙槽骨成骨细胞MEK，
ERK mRNA和蛋白表达水平均明显降低（P < 0. 05），C2组
牙槽骨成骨细胞MEK，ERK mRNA和蛋白表达水平均无

明显变化（P > 0. 05）。详见表2和图3。
表2 大豆皂苷Bb对牙槽骨成骨细胞MEK，ERK mRNA

和蛋白表达水平的影响（X ± s，n = 6）
Tab. 2 Effect of soyasaponin Bb on the expression levels of MEK，

ERK mRNA and protein of alveolar osteoblasts（X ± s，n = 6）

组别

A组

B组

C1组
C2组
F值

P值

MEK mRNA
1. 63 ± 0. 59
4. 52 ± 0. 49a
3. 52 ± 0. 45ab
4. 49 ± 0. 47ac
37. 163
0. 000

ERK mRNA
1. 29 ± 0. 39
4. 51 ± 0. 46a
3. 65 ± 0. 33ab
4. 53 ± 0. 42ac
46. 662
0. 000

MEK / GAPDH
0. 35 ± 0. 06
1. 13 ± 0. 03a
0. 79 ± 0. 05ab
1. 16 ± 0. 05ac
36. 017
0. 000

ERK / GAPDH
0. 29 ± 0. 04
1. 19 ± 0. 05a
0. 83 ± 0. 04ab
1. 20 ± 0. 07ac
18. 859
0. 000

A组 B组 C1组 C2组
MEK

ERK

GAPDH

图3 大豆皂苷Bb对牙槽骨成骨细胞MEK，ERK蛋白表达

水平的影响

Fig. 3 Effect of soyasaponin Bb on the expression levels of MEK

and ERK protein of alveolar osteoblasts

3 讨论

3. 1 大豆皂苷 Bb对牙槽骨成骨细胞增殖、凋亡的影响

本研究结果显示，与 A组比较，B组、C1组、C2组
OD、细胞存活率、菌落数均明显升高，细胞凋亡率均明

显降低；且随着大豆皂苷Bb剂量的增加，各组OD、细胞

存活率、菌落数均逐渐升高，细胞凋亡率均逐渐降低，

表明大豆皂苷Bb能促进牙槽骨成骨细胞增殖，抑制凋

亡。绝经后妇女牙周炎牙槽骨丢失由口腔不良微生物

和体内雌激素降低综合导致，治疗方法为消除炎性因

素并提高体内雌激素水平。一项大鼠实验表明，大豆皂

苷Bb为具有骨骼保护作用的天然抗氧化剂，并具有雌

激素效应。本研究结果表明，12 mg / kg和 24 mg / kg的
大豆皂苷 Bb可明显减少牙槽骨丢失，减少 TRAP阳性

破骨细胞和炎性细胞计数，同时增加成骨细能计数［11］。
此外，大豆皂苷Bb通过升高骨成型蛋白 4（BMP - 4）水

平而诱导成骨细胞活性增加，还通过降低胱天蛋白酶 3
（caspase - 3）和增加 B淋巴细胞瘤- 2基因（bcl - 2）的

表达而抑制成骨细胞凋亡［11 - 12］。在严重炎症的骨质疏

松模型大鼠中，大豆皂苷 Bb以 2. 5～15. 0 mg / kg的剂

量有效预防炎症和骨破坏［13］。除抗炎外，大豆皂苷 Bb
还通过抑制 TRAP阳性破骨细胞的形成而具有抗破骨

活性［14］，且可增加骨质疏松模型小鼠的骨矿物质密度。

3. 2 大豆皂苷 Bb对牙槽骨成骨细胞的增殖、凋亡机制

大豆皂苷Bb的骨保护作用可能是通过上调诱导成

骨作用下核因子 - κB（NF - κB）受体激活剂（RANKL），

Ⅰ型胶原蛋白和骨保护素的表达而产生的［15］。骨形成

的过程与成骨细胞的初始生存能力，碱性磷酸酶（ALP）
活性和胶原蛋白含量增加，细胞外基质的发育和成熟

及最终矿化密切相关［16］。ALP和Ⅰ型胶原蛋白的活性

是成骨细胞表型的早期分化标志，对调节细胞成熟和

矿化非常重要［17］。大豆皂苷Bb可能通过调节ALP和Ⅰ型

胶原蛋白的活性，显著促进成骨细胞的增殖。MEK /
ERK信号通路是有丝分裂原激活的蛋白激酶（MAPK）

图2 大豆皂苷Bb对牙槽骨成骨细胞菌落的影响（结晶紫染色，× 200）
Fig. 2 Effect of soyasaponin Bb on the colony of alveolar osteoblasts（crystal violet staining，× 200）

A组 B组 C1组 C2组
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级联的原型，在成骨细胞的生长、分化和成熟等方面起

重要作用［18］。本研究结果显示，与A组比较，B组、C1组、

C2组牙槽骨成骨细胞MEK，ERK mRNA和蛋白表达水

平均明显升高（P < 0. 05）；且随着大豆皂苷 Bb剂量的

增加，各组牙槽骨成骨细胞MEK，ERK mRNA和蛋白表

达水平均逐渐升高（P < 0. 05），表明大豆皂苷 Bb促进

牙槽骨成骨细胞MEK，ERK mRNA和蛋白表达水平，激

活 MEK / ERK信号通路传导，可磷酸化激活 MEK及

ERK1 / 2，最终导致下游事件和细胞功能发生变化，参

与牙槽骨成骨细胞分化和骨再生。使用U0126抑制剂阻

断MEK / ERK信号传导会明显降低成骨细胞ALP活性

和骨钙蛋白（OCN）、矮小相关转录因子 2（Runx2）、BMP
等成骨相关基因的表达，进而抑制成骨细胞的增

殖［19 - 20］。本研究中未探讨大豆皂苷Bb对牙槽骨成骨细

胞Runx2，OCN，BMP表达的影响，未证实成骨细胞通过

MEK / ERK信号通路产生后续作用，在后续研究中将设

置对应敲除 /抑制模型进行深入研究。
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