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［摘 要］ 目的：研究姜黄素对大鼠骨髓间充质干细胞（rat bone marrow mesenchymal stem cell，rBMSC）生物学行为的影响。方

法：将含不同浓度梯度姜黄素溶液的完全培养基与 rBMSC共培养，通过CCK⁃8法检测细胞增殖情况，确定姜黄素溶液的最适

浓度；将 rBMSC与4 μg/mL姜黄素共孵育，0 μg/mL姜黄素处理组作为对照，通过碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）染色和

活性检测评估其早期成骨分化水平；使用茜素红染色评估成骨分化晚期细胞外基质矿化情况；利用实时荧光定量逆转录PCR
检测细胞成骨诱导7、14 d时成骨指标骨形态发生蛋白（bone morphogenetic protein⁃2，Bmp2）、核心结合因子α1（core binding fac⁃
tor alphal α1，Runx2）、骨钙素（osteocalcin，Ocn）、骨桥蛋白（osteopontin，Opn）、成骨细胞特异基因（osterix，Osx）的表达。结果：

CCK⁃8结果显示含不同浓度姜黄素溶液的培养基中的 rBMSC均能持续增殖，4 μg/mL姜黄素组对 rBMSC增殖的促进作用最为显

著（与对照组相比，P < 0.001）；ALP活性检测及染色结果显示姜黄素组细胞的ALP活性高于对照组（P < 0.001）；茜素红染色结果

显示姜黄素组的细胞外基质矿化水平高于对照组；实时荧光定量逆转录PCR结果显示姜黄素组细胞的相关成骨基因Bmp2、
Runx2、Ocn、Opn、Osx的表达均高于对照组（P < 0.05）。结论：姜黄素能够促进rBMSC的体外增殖及成骨分化。
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［Abstract］ Objective：This study aims to observe the effect of curcumin on the biological behavior of rat bone marrow mesenchymal
stem cells（rBMSC）. Methods：Complete medium containing curcumin with different concentration gradient was co ⁃ cultured with
rBMSC. Cell proliferation was detected by CCK⁃8 method to determine the optimal concentration of curcumin solution. rBMSC were co⁃
incubated with 4 μg/mL curcumin and treated with 0 μg/mL curcumin as control group. The early osteogenic differentiation of rBMSC
was evaluated by ALP staining and activity detection. Alizarin red staining was used to evaluate the mineralization of extracellular
matrix in late osteoblast differentiation. Real ⁃ time fluorescence quantitative reverse transcription PCR was used to detect the
expression of bone morphogenetic protein⁃2（Bmp2），core binding factor alphal 1（Runx2），osteocalcin（Ocn），osteopontin（Opn），and
osteo⁃specific gene（Osterix，Osx）after 7 and 14 days of osteogenesis induction. Results：CCK⁃8 results showed that rBMSC in culture
medium containing curcumin of different concentrations could proliferate continuously，and the promotion effect of 4 μg/mL curcumin
on rBMSC was the most significant（compared with the control group，P < 0.001）. ALP activity in curcumin group was higher than that
in control group（P < 0.001）. The results of alizarin red staining showed that the extracellular matrix level of curcumin group was
higher than that of the control group. The expression of Bmp2，Runx2，Ocn，Opn and Osx in the curcumin group was higher than that in
the control group（P < 0.05）. Conclusion：Curcumin can promote the proliferation and osteogenic differentiation of rat bone marrow
mesenchymal stem cells in vitro.
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每年，全世界有 2 000多万人因创伤、感染、肿

瘤或先天性疾病等原因导致骨缺损［1］，骨再生的治

疗是一个巨大的临床挑战［2］。目前，自体骨移植被

认为是治疗骨缺损的“金标准”［3］。然而，从髂骨处

获得的骨的体积有限，其并发症如取骨处的局部血

肿、植入骨的塑形等问题都值得关注［4-5］。由于自体

骨移植的局限性，临床上急需新的治疗方法或试剂

来提高骨再生的疗效和效率。近年来，骨组织工程

因具有良好的生物相容性、生物降解性和多孔性，

能够提供足够的机械强度，促进血管化，成为一种

很有前途的骨再生方法［6-7］，其核心因素是生长因

子、支架材料以及种子细胞。

骨髓间充质干细胞（bone marrow mesenchymal
stem cell，BMSC）来源于中胚层，是成骨前体细胞的

唯一来源［8］，具有取材方便、操作简单、增殖能力强

等优点，且具有自我更新及多向分化潜能［9］，是骨组

织工程理想的种子细胞。诱导BMSC向成骨分化是

骨组织工程治疗的重要一步。

在众多诱导BMSC成骨分化的物质中，天然小分

子化合物越来越多地受到人们的关注，其具有来源广

泛、容易获取、数量充足、种类丰富、生物安全性好等明

显优势，有利于骨组织工程疗法的大规模应用［10］，姜黄

素就是其中的一种。姜黄素是从姜黄的根茎中提取

出来的一种酚类天然产物，大量体外和体内研究表明

姜黄素具有抗炎、抗菌、抗氧化、抗癌及调节骨代谢等

作用［11-12］。姜黄素可以增加脂肪细胞线粒体生物合

成并改善其功能，诱导白色脂肪细胞棕色化，有利于

脂质代谢[13]；姜黄素可以调节不同的分子靶点，例如

与骨重建过程有关的核因子（nuclear factor，NF）⁃κβ，
姜黄素能抑制NF⁃κβ抑制剂（Iκβ）的磷酸化和降解，

导致非活性NF⁃κβ⁃Iκβ复合物的形成［14］；姜黄素还可

以抑制与骨质疏松发生相关的TNF⁃α在绝经女性体

内升高［15］。最新研究表明，姜黄素可以通过增加

Dlx5、核心结合因子α1（core binding factor alphal α1，
Runx2）、碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，AlP）、骨钙

素（osteocalcin，Ocn）等基因的表达，诱导小鼠胚胎间

充质干细胞（C3H10T1/2）的成骨细胞分化［16］。

本研究从细胞层面研究姜黄素对 rBMSC的体外

增殖及成骨分化能力的影响，为姜黄素应用于骨组

织工程提供一定的实验依据。

1 材料和方法

1.1 材料

姜黄素（Sigma ⁃ Aldrich 公司，美国）；rBMSC

（P2）、rBMSC完全培养基及成骨诱导培养基（广州

Cyagen）；0.25%胰酶⁃EDTA（Gibco公司，美国）；磷酸

盐缓冲液（phosphate buffered solution，PBS，Hyclone
公司，美国）；CCK⁃8试剂盒（合肥 Biosharp公司）；

TRIton X⁃100（北京Solarbio公司）；4%多聚甲醛固定

液、BCIP/NBT碱性磷酸酶显色试剂盒（上海碧云天

生物技术有限公司）；ALP测试盒（南京建成生物工

程研究所）；BCA蛋白定量试剂盒（北京雷根生物技

术有限公司）；茜素红染色液（广州赛业）；RNA提取

试剂盒、RT⁃PCR逆转录试剂盒、SYBR Green Premix
Ex TaqⅡ（TaKaRa公司，日本）；Spectra Max 190 酶

标仪（Molecular device公司，美国）；QuantStudio7荧

光定量 PCR 仪（ABI公司，美国）；细胞培养箱（Her⁃
aeus公司，德国）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

rBMSCs培养在37 ℃、5% CO2恒温培养箱中，每

3 d换液，待其融合至80%左右传代。第3~5代细胞

用于后续细胞实验。

1.2.2 细胞增殖检测

将 rBMSC以每孔3×103个的密度接种于96孔板

中，培养 24 h后，弃原培养基，加入含有不同浓度

（0、1、2、3、4、5 μg/mL）姜黄素溶液的完全培养基，其

中，含 0 μg/mL姜黄素的完全培养基培养的细胞组

设置为空白对照组。在分别培养至 1、3、5、7 d时，

弃原培养液，每孔加入 100 μL的工作液（CCK⁃8与

完全培养基按 1∶10混合所得），37 ℃、5% CO2恒温

培养箱中孵育2 h后，每孔吸出80 μL液体至另一块

96孔板中，所有样品的吸光度（optical density，OD）
值在450 nm波长处使用酶标仪读取。

1.2.3 ALP染色及活性检测

rBMSC以每孔2×105个的密度接种于6孔板中，

待其融合至 60%~70%，弃原培养基，加入含不同浓

度（0、4 μg/mL）姜黄素溶液的成骨诱导培养基，其

中，含 0 μg/mL姜黄素的成骨诱导培养基培养的细

胞组设置为空白对照组，每2~3 d换液。在成骨诱导

第7天时，弃原培养基，PBS洗2遍，每孔加入1 mL 4%
多聚甲醛固定 30 min后，PBS洗 2遍。按BCIP/NBT
碱性磷酸酶显色试剂盒方法配好染液后，每孔加

入 1 mL染液，室温避光染色30 min，PBS轻洗2遍，扫

描仪拍照观察。另取同样培养细胞至第 4、7、14天
时，弃原培养基，PBS洗 2遍，每孔加入120 μL 0.5%
TritonX⁃100裂解20 min，超声后离心，收集上清液进

行分析，ALP活性和总蛋白浓度分别按照ALP检测
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试剂盒和BCA蛋白检测盒说明书进行检测。

1.2.4 茜素红染色

细胞分组和培养方法同前。成骨诱导至第21天
时，弃原培养基，PBS洗2遍，每孔加入1 mL 4%多聚

甲醛固定 30 min后，PBS洗 2遍。每孔加入 1 mL茜

素红染液，室温避光染色5~10 min后，弃染液，双蒸

水轻洗2遍，扫描仪拍照观察。

1.2.5 实时荧光定量PCR
细胞分组和培养方法同 1.2.3。成骨诱导至第

7、14天时，弃原培养基，按照说明书的方法使用RNA
提取试剂盒收集细胞并分离总RNA，将其逆转录为

cDNA。采用TaKaRa SYBR Premix Ex Taq Ⅱ试剂盒

配成 10 μL反应体系在QuantStudio7荧光定量 PCR
仪上进行实时荧光定量PCR。引物由上海生工生物

工程有限公司合成，管家基因GAPDH设为内参（表

1）。靶基因的相对表达量根据方程式2-ΔΔCt计算。

1.3 统计学方法

采用统计分析软件SPSS 26.0分析，实验数据以

均数±标准差（x ± s）表示，组间比较采用单因素方差

分析，P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 姜黄素对 rBMSCs增殖的影响

为了研究姜黄素对 rBMSC增殖的影响，将不同

浓度的姜黄素溶液（0、1、2、3、4、5 μg/mL）与 rBMSC共

培养。CCK⁃8结果显示，各组细胞在7 d内数目均逐

渐增加，呈稳定增殖状态。与对照组相比，4 μg/mL姜
黄素组对 rBMSC 增殖的促进作用最为显著（P <
0.001，图 1），故后续成骨诱导实验均采用此药物

浓度。

表1 qPCR的引物序列

Table 1 Primer sequences of qPCR

基因名

GAPDH
Runx2
Bmp2
Ocn
Opn
Osx

上游序列（5′→3′）
GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG
GGGACCTGCCACTGTCACTGTAATA
CAGTGGGAGAGCTTTGATGT
TGCAAAGCCCAGCGACTCT
GCCGAGGTGATAGCTTGGCTTA
GGAGGCACAAAGAAGCCATA

下游序列（5′→3′）
ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA
CAAGTGGCCAGGTTCAACGA
ACCTGGCTTCTCCTCTAAGT
TTGAGCTCACACACCTCCCTGT
TTGATAGCCTCATCGGACTCCTG
GGGAAAGGGTGGGTAGTCAT

2.2 姜黄素对 rBMSC ALP活性的影响

为了研究姜黄素对 rBMSC早期成骨分化的影

响，将 rBMSC用两组不同培养基分别成骨诱导 4、7
和 14 d，ALP 活性检测结果显示，4 d时姜黄素组

ALP活性为（56.14±0.21）U/g，高于对照组（52.34±
0.57）U/g，差异有统计学意义（P < 0.001）；7 d时姜黄

素组 ALP 活性为（121.75±0.14）U/g，高于对照组

（100.74±0.25）U/g，差异有统计学意义（P < 0.001）；

14 d时姜黄素组ALP活性为（223.04±0.52）U/g，高于

对照组（190.69±0.28）U/g，差异有统计学意义（P <
0.001，图 2A）。7 d ALP染色结果与ALP活性检测

结果一致（图2B）。
2.3 姜黄素对 rBMSC细胞外基质矿化的影响

为研究姜黄素对 rBMSC成骨分化晚期细胞外

基质矿化的影响，使用茜素红染色检测各组细胞外

基质的钙结节。结果表明，成骨诱导 21 d后，对照

组和姜黄素组均有矿化物沉积，对照组可见少量散

在红色钙结节，而姜黄素组染色较深，可见大量连

成片状的红色钙结节（图3）。
2.4 姜黄素对 rBMSC成骨相关基因表达的影响

为了进一步探究姜黄素对 rBMSC早期成骨的

影响，将 rBMSC用两组不同培养基分别成骨诱导7、
14 d后，运用实时荧光定量PCR分析成骨分化基因

的表达。结果显示，姜黄素组的成骨相关基因

Runx2、Bmp2、Ocn、Opn、Osx的表达均高于对照组，

差异有统计学意义（P < 0.05，图4）。
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与对照组相比，**P < 0.01，***P < 0.001（n=3）。
图1 姜黄素对rBMSC增殖的影响

Figure 1 Effect of curcumin on rBMSC proliferation
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A：成骨诱导7 d，对照组和姜黄素组（4 μg/mL）rBMSC成骨相关

基因的表达情况，两组相比，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001（n=3）；

B：成骨诱导 14 d，对照组和姜黄素组（4 μg/mL）rBMSC成骨相关基

因的表达情况，两组相比，*P < 0.05，**P < 0.001（n=3）。
图4 姜黄素对rBMSC成骨相关基因表达的影响

Figure 4 Effect of curcumin on the expression of osteogen⁃
ic related genes in rBMSC
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A：成骨诱导 4、7、14 d，对照组和姜黄素组（4 μg/mL）rBMSC的

ALP活力，两组相比，*P < 0.001（n=3）；B：成骨诱导7 d，对照组和姜

黄素组（4 μg/mL）rBMSC的ALP染色图。

图2 姜黄素对rBMSC ALP活性的影响

Figure 2 Effect of curcumin on ALP activity of rBMSC

3 讨 论

骨缺损一直是口腔颌面部修复及口腔种植修

复的一大难题，自体骨、同种异体骨、人工骨替代材料

因取材不便、容易坏死、排斥反应等缺点而受限［17］。

为解决这些问题，骨组织工程应运而生，为骨缺损

修复提供了新思路，将载有骨诱导能力的小分子化

合物的生物支架植入骨缺损部位［18］，诱导干细胞成

骨分化，引导骨组织再生，最终修复缺损的骨组

织。近年来发现，天然小分子化合物能高效诱导间

充质干细胞向成骨细胞分化，且具有来源丰富、结

构多样、生物活性独特等优点，可以与聚合物一起

溶解在有机溶剂中制造支架，而不会显著丧失其生

物活性，在骨组织工程修复骨缺损中有重要应用前

景。其中，姜黄素作为研究最广泛的天然化学物质

之一，是一种具有β⁃二酮结构的多酚类化合物，有研

究表明它对癌症、糖尿病、关节炎、多发性硬化症、

感冒、炎症等都有疗效［19-21］；在骨骼系统中，姜黄素

可以通过调控多种靶分子来恢复破骨细胞与成骨

细胞间的平衡，从而预防骨质疏松的发生［22-23］。

本实验通过检测与姜黄素共培养的 rBMSC的

体外增殖和成骨分化水平，评估姜黄素对 rBMSC增

殖及成骨分化的促进能力。CCK⁃8结果显示，在细

胞培养的 7 d内，对照组和姜黄素组的细胞数目均

随时间稳定增长，且 4 μg/mL姜黄素组对 rBMSC增

殖的促进作用最为显著，故后续促成骨实验均采用

了此药物浓度。ALP是成骨细胞功能性酶，是干细

胞成骨分化的早期标志之一［24］，本实验分别在成骨

培养第4、7、14 天时检测ALP活性，姜黄素组细胞的

ALP 活性均显著高于对照组，并于第 7天时进行

ALP染色，其结果也与活性检测结果一致。成骨诱

导21 d时，茜素红染色结果显示姜黄素组细胞和对

姜黄素组对照组

成骨诱导21 d，对照组和姜黄素组（4 μg/mL）rBMSCs的茜素红

染色图。

图3 姜黄素对rBMSC细胞外基质矿化的影响

Figure 3 Effect of curcumin on extracellular matrix min⁃
eralization of rBMSC
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照组细胞均有矿化物沉积，且姜黄素组较对照组颜

色更深，说明姜黄素组细胞外基质矿化程度强于对

照组。Runx2是成骨细胞分化的关键转录因子，是骨

形成或再生的最早和最关键的生物标志物［25- 26］，

Bmp2是新骨形成的关键因子［27］，Ocn是特异性骨形

成标志物，是评价骨代谢的主要指标之一［28］，Opn是
Runx2的下游靶点，调节基质矿化［29-30］，Osx是成骨

细胞分化的非选择性转录因子，在成骨细胞分化和

成熟中有重要作用［31］，本实验在成骨诱导第7、14 天

分别检测了这些关键的成骨调节基因的表达水平，

荧光定量 PCR结果显示，细胞成骨诱导 7、14 d后，

姜黄素组细胞的成骨指标Runx2、Bmp2、Ocn、Opn、
Osx的表达均显著高于对照组，结果均有统计学差

异，说明姜黄素对 rBMSC的早期成骨分化有显著的

促进作用。

综上，本实验证明了姜黄素能够促进 rBMSC的

体外增殖及成骨分化，是用于骨组织工程治疗骨

缺损很有前景的候选方案。然而，作为小分子化

合物，姜黄素本身无法靶向识别成骨细胞，骨组织

吸收的药量往往达不到促进缺损部位新骨形成所

需要的剂量，因此在后续研究中将进一步探究姜

黄素与合适的药物缓释体系及生物支架的联合运

用，使其持续稳定、高效准确地作用于骨组织缺损

部位，引导骨组织再生，最终修复缺损的骨组织。
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