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摘　 要　 目的:探讨地佐辛对成骨细胞 MC3T3-E1 增殖、分化及对 Wnt / β-catenin 信号通路的影响。 方法:使用质量浓度为 0、5、
10、20、40 和 80

 

μg / mL 的地佐辛处理 MC3T3-E1 细胞 48
 

h 后,采用细胞计数试剂盒-8(CCK-8)检测细胞存活率,计算半数抑制浓

度( IC50)。 将 MC3T3-E1 细胞分为对照组、地佐辛低浓度组 ( 10
 

μg / mL)、地佐辛中浓度组 ( 20
 

μg / mL)、地佐辛高浓度组

(40
 

μg / mL)和地佐辛高浓度+氯化锂(LiCl)组(40
 

μg / mL+20
 

μmol / L),采用 CCK-8 检测细胞存活率;碱性磷酸酶(ALP)检测试

剂盒检测细胞 ALP 活性;茜素红染色检测细胞钙化结节;蛋白质印迹法检测细胞中成骨分化相关蛋白[Runt 相关转录因子 2
(RUNX2)、骨桥蛋白(OPN)和骨钙素(OCN)]及 Wnt / β-catenin 信号通路蛋白(Wnt3a、β-catenin)表达水平。 结果:MC3T3-E1 细胞

对地佐辛的 IC50 约为 20
 

μg / mL;与对照组比较,地佐辛低、中及高浓度组细胞存活率、ALP 活性和钙化结节数目,RUNX2、OPN、
OCN、Wnt3a 和 β-catenin 蛋白表达水平依次降低,差异均有统计学意义(P<0. 05);与地佐辛高浓度组比较,地佐辛高浓度+LiCl 组

细胞存活率、ALP 活性和钙化结节数目,RUNX2、OPN、OCN、Wnt3a 和 β-catenin 蛋白表达水平明显升高,差异均有统计学意义(P<
0. 05)。 结论:地佐辛可通过抑制 Wnt / β-catenin 信号通路来抑制成骨细胞 MC3T3-E1 的增殖、分化。
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ABSTRACT　 OBJECTIVE:
 

To
 

probe
 

into
 

the
 

effects
 

of
 

dezocine
 

on
 

the
 

proliferation
 

and
 

differentiation
 

of
 

osteoblasts
 

MC3T3-E1
 

and
 

the
 

Wnt / β-catenin
 

signaling
 

pathway.
 

METHODS:
 

MC3T3-E1
 

cells
 

were
 

treated
 

with
 

dezocine
 

at
 

concentrations
 

of
 

0,
 

5,
 

10,
 

20,
 

40
 

and
 

80
 

μg / mL
 

for
 

48
 

hours,
 

cell
 

counting
 

kit-8
 

(CCK-8)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

cell
 

survival
 

rate
 

and
 

calculate
 

the
 

half
 

inhibitory
 

concentration
 

( IC50 ).
 

MC3T3-E1
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

control
 

group,
 

dezocine
 

low
 

concentration
 

group
 

(10
 

μg / mL),
 

dezocine
 

medium
 

concentration
 

group
 

(20
 

μg / mL),
 

dezocine
 

high
 

concentration
 

group
 

(40
 

μg / mL)
 

and
 

dezocine
 

high
 

concentration+
 

lithium
 

chloride
 

(LiCl)
 

group
 

(40
 

μg / mL+
20

 

μmol / L),
 

the
 

CCK-8
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

cell
 

survival
 

rate;
 

alkaline
 

phosphatase
 

(ALP)
 

detection
 

kit
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

ALP
 

activity;
 

the
 

alizarin
 

red
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

cellular
 

calcified
 

nodules;
 

the
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

osteogenic
 

differentiation
 

related
 

protein
 

[ Runt-related
 

transcription
 

factor
 

2
 

(RUNX2),
 

osteopontin
 

( OPN ),
 

osteocalcin
 

( OCN )]
 

and
 

Wnt / β-catenin
 

pathway
 

related
 

proteins
 

( Wnt3a,
 

β-catenin)
 

in
 

the
 

cells.
 

RESULTS:
 

The
 

IC50
 of

 

MC3T3-E1
 

cells
 

to
 

dezocine
 

was
 

about
 

20
 

μg / mL;
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

cell
 

survival
 

rate,
 

ALP
 

activity,
 

number
 

of
 

calcified
 

nodules,
 

expression
 

levels
 

of
 

RUNX2,
 

OPN,
 

OCN,
 

Wnt3a
 

and
 

β-catenin
 

protein
 

in
 

dezocine
 

low,
 

medium
 

and
 

high
 

concentration
 

groups
 

were
 

decreased
 

successively,
 

with
 

statistically
 

significant
 

difference
 

(P<0. 05);
 

compared
 

with
 

dizocine
 

high
 

concentration
 

group,
 

the
 

cell
 

survival
 

rate,
 

ALP
 

activity,
 

number
 

of
 

calcified
 

nodules,
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

RUNX2,
 

OPN,
 

OCN,
 

Wnt3a
 

and
 

β-catenin
 

protein
 

in
 

dezocine
 

high
 

concentration+LiCl
 

group
 

were
 

significantly
 

higher,
 

with
 

statistically
 

significant
 

difference
 

( P < 0. 05).
 

CONCLUSIONS:
 

Dezocine
 

can
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

and
 

differentiation
 

of
 

osteoblasts
 

MC3T3-E1
 

by
 

inhibiting
 

the
 

Wnt / β-catenin
 

signaling
 

pathway.
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　 　 骨质疏松症是一种容易引起脆性骨折和慢性致残性疼痛

的疾病,在老年人和绝经后妇女中发生率较高,主要表现为骨

量减少和骨骼退化,由破骨细胞和成骨细胞介导的骨吸收与

骨形成之间的协调平衡失调引起,研究成骨细胞的增殖、分化

对骨质疏松症的治疗具有重要意义[1-2] 。 地佐辛为强效阿片

类镇痛药,在围手术期使用广泛,其在骨折手术中具有良好的

镇痛效果[3] 。 但地佐辛对骨折后愈合及成骨细胞分化是否有

影响尚未可知。 Wnt / β-catenin 信号传导通路参与调控成骨细

胞的增殖、分化,在骨形成过程中发挥重要作用,研究结果显

示,Wnt / β-catenin 信号通路的激活,可促进骨髓间充质干细胞

向成骨细胞分化[4-5] 。 目前,有关地佐辛在成骨细胞 MC3T3-E1
中的作用研究尚未见报道。 因此,本研究探讨了地佐辛对小鼠

成骨细胞 MC3T3-E1 增殖、分化及对 Wnt / β-catenin 信号通路的

影响,现报告如下。
1　 材料
1. 1　 实验细胞

小鼠成骨细胞 MC3T3-E1 购自上海拜力生物科技有限公

司,批号为 BL-1029R。
1. 2　 仪器

DKW-310 型酶标仪、BX51-P 型显微镜和 ChemiDoc 型凝

胶成像仪均购自厦门赛多利仪器有限公司。
1. 3　 药品与试剂

地佐辛注射液(规格为 1
 

mL ∶ 5
 

mg,批号为 20210617)购

自扬子江药业集团有限公司;DMEM 培养基(批号为 GUXMD-
50029)、矿化诱导培养基(批号为 GUXMD-10058)、茜素红染

色试剂盒(批号为 GUXMD-20154) 和 RIPA 裂解液(批号为

GUXMD-29147)均购自赛业(苏州)生物科技有限公司;细胞

计数试剂盒-8( CCK-8,批号为 JL41527)、Wnt / β-catenin 通路

激活剂氯化锂( LiCl,批号为 JL58179)、碱性磷酸酶( ALP)显

色液试剂盒(批号为 JL10237)、聚乙二醇辛基苯基醚(批号为

JL20875)和 ALP 检测试剂盒(批号为 JL47127)均购自上海江

莱生物科技有限公司;兔抗鼠 Runt 相关转录因子 2( RUNX2,
批号为 ab9012)、骨桥蛋白 ( OPN,批号为 ab6027)、骨钙素

(OCN, 批号为 ab3074)、 Wnt3a ( 批号为 ab3098)、 β-catenin
(批号为 ab60121)、β-肌动蛋白(β-actin,批号为 ab10563)单克

隆抗体和兔抗鼠二抗(批号为 ab10028) 均购自美国 Abcam
公司。
2　 方法
2. 1　 CCK-8检测不同浓度地佐辛对 MC3T3-E1 细胞存活率

的影响

将 MC3T3-E1 细胞接种于含 10%胎牛血清的 DMEM 培养

基中进行培养,细胞融合至约 80%时,使用质量浓度为 0、5、
10、20、40 和 80

 

μg / mL 的地佐辛处理细胞,在 96 孔板中培养

48
 

h,每孔加入 CCK-8 试剂,继续培养 1. 5
 

h,检测酶标仪

450
 

nm 处的吸光度(OD)值,计算细胞存活率[细胞存活率 =
各浓度地佐辛组 OD 值 / (0

 

μg / mL 地佐辛组 OD 值) ×100%],
绘制生长曲线,计算细胞对地佐辛的半数抑制浓度(IC50 )。 每

组设 6 个平行样。
2. 2　 细胞分组及处理

待 MC3T3-E1 细胞生长至对数生长期,将 MC3T3-E1 细胞

分为 5 组,分别为对照组、地佐辛低浓度组、地佐辛中浓度组、
地佐辛高浓度组和地佐辛高浓度+LiCl 组。 其中,对照组正常

培养 MC3T3-E1 细胞;地佐辛低、中及高浓度组分别使用 10、
20 及 40

 

μg / mL 的地佐辛处理 MC3T3-E1 细胞;地佐辛高浓

度+LiCl 组使用 40
 

μg / mL 的地佐辛和 20
 

μmol / L 的 LiCl[6] 处

理 MC3T3-E1 细胞。 每组设 6 个平行样。
2. 3　 CCK-8检测细胞存活率

将各组处理的 MC3T3-E1 细胞接种于 96 孔板中,培养

48
 

h 后,每孔加入 CCK-8 溶液 10
 

μL,孵育 1. 5
 

h 后检测酶标

仪 450
 

nm 处的 OD 值,计算细胞存活率(细胞存活率 =实验组

OD 值 / 对照组 OD 值×100%)。
2. 4　 ALP 活性检测

将各组处理的 MC3T3-E1 细胞接种于 6 孔板中,培养 7
 

d
后,弃去培养液, 以 PBS 清洗 3 次, 用 4% 多聚甲醛固定

10
 

min,加入 ALP 显色液,避光染色 20
 

min,显微镜下观察颜

色变化并拍照。 另取处理 48
 

h 后的各组 MC3T3-E1 细胞,以
PBS 洗涤后,使用 0. 1%的聚乙二醇辛基苯基醚冰上裂解细胞

10
 

min,将裂解液反复冻融 3 次,离心收集上清液,按照 ALP
检测试剂盒操作方法检测 ALP 活性。
2. 5　 茜素红染色检测细胞钙化结节

 

将不同处理组的 MC3T3-E1 细胞调整成密度为 2×105 个 / mL
的细胞悬液, 接种于 6 孔板中, 在矿化诱导培养基 ( 含

100
 

nmol / L 维生素 C、10
 

mmol / L
 

β-甘油磷酸钠和 7
 

mol / L 地

塞米松)中诱导培养 21
 

d,以 PBS 洗涤细胞,使用 95%乙醇固

定 15
 

min,再加入 0. 1%茜素红染色 30
 

min,显微镜下观察并

拍照,随机取 6 个视野观察钙化结节,计算平均值。
2. 6　 蛋白质印迹法检测细胞中成骨分化相关蛋白(RUNX2、
OPN 和 OCN) 及 Wnt / β-catenin 信号通路蛋白 (Wnt3a、
β-catenin)表达

不同处理组的 MC3T3-E1 细胞培养 48
 

h 后,使用 RIPA 裂

解液提取细胞总蛋白,定量蛋白浓度后,取 20
 

μg 蛋白与上样

缓冲液煮沸变性后, 电泳转膜, 分别加入兔抗鼠 RUNX2
(1 ∶ 300)、OPN ( 1 ∶ 300)、 OCN ( 1 ∶ 500)、 Wnt3a ( 1 ∶ 1

 

000)、
β-catenin(1 ∶ 1

 

000) 和 β-actin ( 1 ∶ 1
 

000) 单克隆抗体,室温

(25
 

℃ )孵育 24
 

h,再加入二抗(1 ∶ 3
 

000),室温孵育 1
 

h,ECL 显

色,以 β-actin 为内参,通过 Image 软件分析各蛋白相对表达量。
2. 7　 统计学方法

采用 SPSS
 

25. 0 软件进行统计分析,计量资料以 x± s 表

示,多组间比较采用单因素方差分析,进一步两两比较行

SNK-q 检验,P<0. 05 为差异有统计学意义。

3　 结果
3. 1　 不同浓度地佐辛对 MC3T3-E1 细胞存活率的影响

使用质量浓度为 0、5、10、20、40 和 80
 

μg / mL 的地佐辛分

别处理 MC3T3-E1 细胞 48
 

h 后,随着地佐辛浓度的增加,
MC3T3-E1 细胞存活率逐渐降低,差异有统计学意义 ( P <
0. 05)。 经计算,细胞的 IC50 约为 20

 

μg / mL,因此选择 10、20
和 40

 

μg / mL 的浓度作为后续实验的地佐辛低、中和高浓度,
见表 1。
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表 1　 不同浓度地佐辛对 MC3T3-E1 细胞存活率的
影响(x±s,%,n=6)

Tab
 

1　 Effects
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

dezocine
 

on
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

MC3T3-E1
 

cells
 

(x±s,%,
 

n=6)
组别

 

细胞存活率
0

 

μg / mL 地佐辛组 100. 00±0. 00
5

 

μg / mL 地佐辛组 90. 07±6. 12a

10
 

μg / mL 地佐辛组 72. 61±8. 05ab

20
 

μg / mL 地佐辛组 50. 41±5. 94abc

40
 

μg / mL 地佐辛组 31. 09±4. 07abcd

80
 

μg / mL 地佐辛组 18. 47±3. 83abcde

　 　 注:与 0
 

μg / mL 地佐辛组比较,aP < 0. 05;与 5
 

μg / mL 地佐辛组比较,bP < 0. 05;与
10

 

μg / mL 地佐辛组比较,cP<0. 05;与 20
 

μg / mL 地佐辛组比较,dP<0. 05;与 40
 

μg / mL 地佐
辛组比较,eP<0. 05

Note:vs.
 

0
 

μg / mL
 

dezocine
 

group,
 aP<0. 05;

 

vs.
 

5
 

μg / mL
 

dezocine
 

group,
 bP< 0. 05;

 

vs.
 

10
 

μg / mL
 

dezocine
 

group,
 cP< 0. 05;

 

vs.
 

20
 

μg / mL
 

dezocine
 

group,
 dP< 0. 05;

 

vs.
 

40
 

μg / mL
 

dezocine
 

group,
 eP<0. 05

3. 2　 五组 MC3T3-E1 细胞存活率比较

与对照组比较,地佐辛低、中及高浓度组细胞存活率依次

降低,差异均有统计学意义(P< 0. 05);与地佐辛高浓度组比

较,地佐辛高浓度+LiCl 组细胞存活率升高,差异有统计学意

义(P<0. 05),见表 2。
表 2　 五组 MC3T3-E1 细胞存活率比较(x±s,%,n=6)

Tab
 

2　 Comparison
 

of
 

survival
 

rates
 

among
 

five
 

groups
 

of
 

MC3T3-E1
 

cells
 

(x±s,%,
 

n=6)
组别

 

细胞存活率
对照组 100. 00±0. 00
地佐辛低浓度组 72. 35±7. 92a

地佐辛中浓度组 50. 28±5. 69ab

地佐辛高浓度组 31. 14±4. 21abc

地佐辛高浓度+LiCl 组 86. 37±8. 05d

　 　 注:与对照组比较,aP< 0. 05;与地佐辛低浓度组比较,bP< 0. 05;与地佐辛中浓度组比
较,cP<0. 05;与地佐辛高浓度组比较,dP<0. 05

Note:vs.
 

control
 

group,
 aP < 0. 05;

 

vs.
 

dezocine
 

low
 

concentration
 

group,
 bP < 0. 05;

 

vs.
 

dezocine
 

medium
 

concentration
 

group,
 cP<0. 05;

 

vs.
 

dezocine
 

high
 

concentration
 

group,
 dP<0. 05

3. 3　 五组 MC3T3-E1 细胞 ALP 活性比较

与对照组比较,地佐辛低、中及高浓度组细胞 ALP 活性依

次降低,差异均有统计学意义(P<0. 05),ALP 染色变浅;与地佐

辛高浓度组比较,地佐辛高浓度+LiCl 组细胞 ALP 活性升高,差
异有统计学意义(P<0. 05),ALP 染色变浅变深,见图 1、表 3。
表 3　 五组MC3T3-E1细胞 ALP活性比较(x±s,U/ gprot,n=6)
Tab

 

3　 Comparison
 

of
 

ALP
 

activity
 

among
 

five
 

groups
 

of
 

MC3T3-E1
 

cells
 

(x±s,U / gprot,
 

n=6)
组别 ALP 活性
对照组 10. 76±2. 35
地佐辛低浓度组 8. 33±1. 74a

地佐辛中浓度组 6. 05±1. 13ab

地佐辛高浓度组 3. 97±0. 76abc

地佐辛高浓度+LiCl 组 9. 01±1. 83d

　 　 注:与对照组比较,aP< 0. 05;与地佐辛低浓度组比较,bP< 0. 05;与地佐辛中浓度组比
较,cP<0. 05;与地佐辛高浓度组比较,dP<0. 05

Note:vs.
 

control
 

group,
 aP < 0. 05;

 

vs.
 

dezocine
 

low
 

concentration
 

group,
 bP < 0. 05;

 

vs.
 

dezocine
 

medium
 

concentration
 

group,
 cP<0. 05;

 

vs.
 

dezocine
 

high
 

concentration
 

group,
 dP<0. 05

3. 4　 五组 MC3T3-E1 细胞钙化结节比较

与对照组比较,地佐辛低、中及高浓度组细胞钙化结节数

目依次降低,差异均有统计学意义(P< 0. 05),钙化结节染色

变浅;与地佐辛高浓度组比较,地佐辛高浓度+LiCl 组细胞钙

化结节数目升高,差异有统计学意义(P< 0. 05),钙化结节染

A. 对照组;B. 地佐辛低浓度组;C. 地佐辛中浓度组;D. 地佐辛
高浓度组;E. 地佐辛高浓度+LiCl 组

A.
 

control
 

group;
 

B.
 

dezocine
 

low
 

concentration
 

group;
 

C.
 

dezocine
 

medium
 

concentration
 

group;
 

D.
 

dezocine
 

high
 

concentration
 

group;
 

E.
 

dezocine
 

high
 

concentration+LiCl
 

group
图 1　 五组 MC3T3-E1 细胞 ALP 活性(ALP 染色,×200)

Fig
 

1　 ALP
 

activity
 

of
 

five
 

groups
 

of
 

MC3T3-E1
 

cells
 

(ALP
 

staining,
 

×200)

色变深,见图 2、表 4。

A. 对照组;B. 地佐辛低浓度组;C. 地佐辛中浓度组;D. 地佐辛高
浓度组;E. 地佐辛高浓度+LiCl 组

A.
 

control
 

group;
 

B.
 

dezocine
 

low
 

concentration
 

group;
 

C.
 

dezocine
 

medium
 

concentration
 

group;
 

D.
 

dezocine
 

high
 

concentration
 

group;
 

E.
 

dezocine
 

high
 

concentration+LiCl
 

group
图 2　 五组MC3T3-E1细胞钙化结节比较(茜素红染色,×200)
Fig

 

2　 Comparison
 

of
 

calcified
 

nodules
 

among
 

five
 

groups
 

of
 

MC3T3-E1
 

cells
 

(alizarin
 

red
 

staining,
 

×200)

表 4　 五组MC3T3-E1细胞钙化结节数目比较(x±s,个,n=6)
Tab

 

4　 Comparison
 

of
 

the
 

numbers
 

of
 

calcified
 

nodules
 

among
 

five
 

groups
 

of
 

MC3T3-E1
 

cells
 

(x±s,counts,
 

n=6)
组别 钙化结节数目 / 个
对照组 25. 56±3. 12
地佐辛低浓度组 21. 73±2. 32a

地佐辛中浓度组 18. 06±1. 98ab

地佐辛高浓度组 13. 36±1. 57abc

地佐辛高浓度+LiCl 组 23. 25±2. 03d

　 　 注:与对照组比较,aP< 0. 05;与地佐辛低浓度组比较,bP< 0. 05;与地佐辛中浓度组比
较,cP<0. 05;与地佐辛高浓度组比较,dP<0. 05

Note: vs.
 

control
 

group,
 aP < 0. 05;

 

vs.
 

dezocine
 

low
 

concentration
 

group,
 bP < 0. 05;

 

vs.
 

dezocine
 

medium
 

concentration
 

group,
 cP<0. 05;

 

vs.
 

dezocine
 

high
 

concentration
 

group,
 dP<0. 05
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3. 5　 五组 MC3T3-E1 细胞 RUNX2、OPN、OCN、Wnt3a 和

β-catenin 蛋白表达水平比较

与对照组比较,地佐辛低、中及高浓度组细胞 RUNX2、
OPN、OCN、Wnt3a 和 β-catenin 蛋白表达水平依次降低,差异

均有统计学意义(P<0. 05) ;与地佐辛高浓度组比较,地佐辛

高浓度+LiCl 组细胞 RUNX2、OPN、OCN、Wnt3a 和 β-catenin
蛋白表达水平升高,差异均有统计学意义(P<0. 05) ,见图 3、
表 5。
4　 讨论

地佐辛为新型受体激动-拮抗剂,无明显的呼吸抑制和药

物依赖性,具有良好的抗炎、镇痛、镇静和调节免疫作用,在骨

折手术中应用广泛[7-9] 。 有研究结果显示,地佐辛可抑制 β 淀

粉样多肽处理的原代大鼠皮质星形胶质细胞凋亡[10] 。 本研究

使用 5~ 80
 

μg / mL 的地佐辛处理 MC3T3-E1 细胞 48
 

h 后,结果

显示,随着地佐辛浓度的升高,MC3T3-E1 细胞存活率逐渐降

低,表明地佐辛对 MC3T3-E1 细胞的增殖具有抑制作用。 通过

　 　 　 　

A. 对照组;B. 地佐辛低浓度组;C. 地佐辛中浓度组;D. 地佐辛
高浓度组;E. 地佐辛高浓度+LiCl 组

A.
 

control
 

group;
 

B.
 

dezocine
 

low
 

concentration
 

group;
 

C.
 

dezocine
 

medium
 

concentration
 

group;
 

D.
 

dezocine
 

high
 

concentration
 

group;
 

E.
 

dezocine
 

high
 

concentration+LiCl
 

group
图 3　 五组 MC3T3-E1 细胞 RUNX2、OPN、OCN、Wnt3a 和

β-catenin 蛋白印迹图
Fig

 

3　 Western
 

blot
 

diagram
 

of
 

RUNX2,
 

OPN,
 

OCN,
 

Wnt3a
 

and
 

β-catenin
 

of
 

five
 

groups
 

of
 

MC3T3-E1
 

cells
表 5　 五组 MC3T3-E1 细胞 RUNX2、OPN、OCN、Wnt3a 和 β-catenin 蛋白表达水平比较(x±s,n=6)

Tab
 

5　 Comparison
 

of
 

expression
 

levels
 

of
 

RUNX2,
 

OPN,
 

OCN,
 

Wnt3a
 

and
 

β-catenin
 

protein
 

among
 

five
 

groups
 

of
 

MC3T3-E1
 

cells
 

(x±s,
 

n=6)
组别 RUNX2 / β-actin OPN / β-actin OCN / β-actin Wnt3a / β-actin β-catenin / β-actin
对照组 1. 25±0. 14 1. 13±0. 12 1. 37±0. 16 1. 05±0. 11 1. 21±0. 14
地佐辛低浓度组 1. 09±0. 12a 0. 96±0. 08a 1. 12±0. 11a 0. 78±0. 08a 0. 98±0. 09a

地佐辛中浓度组 0. 91±0. 08ab 0. 73±0. 06ab 0. 82±0. 07ab 0. 49±0. 06ab 0. 76±0. 08ab

地佐辛高浓度组 0. 65±0. 06abc 0. 41±0. 05abc 0. 53±0. 06abc 0. 22±0. 04abc 0. 41±0. 05abc

地佐辛高浓度+LiCl 组 1. 03±0. 11d 0. 98±0. 12d 1. 21±0. 14d 0. 91±0. 09d 1. 05±0. 11d

　 　 注:与对照组比较,aP<0. 05;与地佐辛低浓度组比较,bP<0. 05;与地佐辛中浓度组比较,cP<0. 05;与地佐辛高浓度组比较,dP<0. 05
Note:vs.

 

control
 

group,
 aP<0. 05;

 

vs.
 

dezocine
 

low
 

concentration
 

group,
 bP<0. 05;

 

vs.
 

dezocine
 

medium
 

concentration
 

group,
 cP<0. 05;

 

vs.
 

dezocine
 

high
 

concentration
 

group,
 dP<0. 05

计算得出细胞的 IC50 约为 20
 

μg / mL,因此选择 10、 20 和

40
 

μg / mL 作为后续实验浓度。 研究结果显示,地佐辛通过靶

向调控蛋白激酶 B1 / 糖原合成酶激酶-3β 通路调控肝癌细胞的

增殖、迁移和有氧糖酵解[11] 。 本研究使用 10、20 和 40
 

μg / mL
的地佐辛处理 MC3T3-E1 细胞,培养 48

 

h 后,细胞存活率较对

照组均降低,且呈浓度依赖性。 ALP 为成骨细胞分化早期的标

志[12] ;RUNX2 能够诱导成骨细胞的分化[13] ;OPN、OCN 为成

骨细胞活性、组织矿化的重要指标[14] 。 钙化结节是成骨细胞

分化的最后阶段[15] 。 本研究结果显示,使用 10、20 和 40
 

μg / mL
的地佐辛处理 MC3T3-E1 细胞后,细胞中 ALP 活性、钙化结节

数目,RUNX2、OPN 和 OCN 蛋白表达水平较对照组降低,呈浓

度依赖性,且 ALP 染色和钙化结节染色变浅。 以上结果表明,
地佐辛可抑制 MC3T3-E1 细胞增殖与分化,但其作用机制尚不

清楚。
Wnt 信号通路在骨相关疾病的发病中有重要作用,Wnt3a

可活化 β-catenin 表达, Wnt / β-catenin 信号通路可以通过

RUNX2 基因促进成骨的形成[16-17] 。 多项研究结果显示,
Wnt / β-catenin 信号通路在成骨细胞的增殖及骨形成过程中发

挥重要作用[18-19] 。 研究结果显示,上调 Wnt 信号转导通路,可
促进成骨细胞增殖分化[20] 。 而抑制 Wnt / β-catenin 信号通路,
则抑制成骨细胞的增殖、分化[19] 。 本研究结果显示,使用 10、
20 和 40

 

μg / mL 的地佐辛处理 MC3T3-E1 细胞后, 细胞中

Wnt3a、β-catenin 蛋白表达水平较对照组降低,且呈浓度依赖

性,表明地佐辛可能抑制 Wnt / β-catenin 信号通路。 另外,本研

究使用 Wnt / β-catenin 通路激活剂 LiCl 与高浓度地佐辛共同处

理 MC3T3-E1 细胞后,细胞存活率、ALP 活性和钙化结节数目,
RUNX2、OPN、OCN、Wnt3a 和 β-catenin 蛋白表达水平较地佐辛

高浓度组升高,表明 LiCl 可逆转地佐辛对 MC3T3-E1 细胞增

殖、分化的抑制作用,证实地佐辛可通过抑制 Wnt / β-catenin 信

号通路,抑制成骨细胞 MC3T3-E1 的增殖、分化。
综上所述,地佐辛可通过抑制 Wnt / β-catenin 信号通路来

抑制成骨细胞的增殖、分化,但本研究仅通过体外细胞实验对

Wnt / β-catenin 信号通路相关蛋白进行了初步研究,接下来将

结合动物实验做更深入的研究。
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