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辛伐他汀对大鼠骨髓基质干细胞Wnt信号通路相关因子表达的影响* 

郑  桓1，张  柳1,2，田发明2，张  辉2，穆树林2   

Simvastatin effects on correlation factor expression of Wnt signaling pathway in rat bone 
marrow stromal stem cells     

Zheng Huan1, Zhang Liu1,2, Tian Fa-ming2, Zhang Hui2, Mu Shu-lin2  

Abstract 
BACKGROUND: As a lipid-lowering drug, simvastatin is getting more and more attention for its potential effects on bone 
formation in research of bone metabolism, but contradiction still exists when it is used for in vivo study.  
OBJECTIVE: To investigate the effects of simvastatin on bone mass, proliferation and differentiation of the cultured bone marrow 
stromal cells (BMSCs) in rats, as well as mRNA expression levels of some related factors of Wnt signaling pathway.  
METHODS: A total of 36 6-week-old female Sprague-Dawley rats were randomized into two groups. In the control group, the rats 
were treated with distilled water daily by gavage. In the experimental group, the rats were administrated 20 mg/kg simvastatin per 
day. Six rats from either group were sacrificed after the final administration at 3, 6, 9 weeks separately. The left femora were 
removed for the measurement of bone mineral density (BMD). BMSCs derived from the right femora and tibiae were cultured in 
osteoblastic differentiation-induced medium. Alkaline phosphatase (ALP) activity measurement and ALP staining were performed 
on day 16. Real-time PCR was used to evaluate the mRNA expression levels of LRP-5, Axin2 and β-catenin on day 21 following 
total RNA was extracted.  
RESULTS AND CONCLUSION: After being administrated with simvastatin for 3, 6 and 9 weeks, BMD of rats had no significant 
change. There were no significant differences in gene mRNA levels and osteogenic differentiation potential in BMSCs cultured in 
vitro compared with the control group. Administrated with simvastatin for either 3, 6 or 9 weeks had no significant effect on BMD 
and the differentiation of BMSCs in rats, and on the expression levels of LRP-5, Axin2 and β-catenin mRNA. 
 
Zheng H, Zhang L, Tian FM, Zhang H, Mu SL.Simvastatin effects on correlation factor expression of Wnt signaling pathway in rat 
bone marrow stromal stem cells.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(23): 4191-4194.      
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：辛伐他汀作为降脂类药物，具有一定的潜在促骨形成作用，并因此成为骨代谢领域的研究热点，但在体内试验中对

其促进成骨的作用尚存争议。 

目的：观察辛伐他汀体内给药对大鼠骨量和骨髓基质干细胞增殖﹑分化的影响，及其在此过程中 Wnt 信号通路相关因子

mRNA 表达水平的变化。 

方法： 6 周龄雌性 SD 大鼠 36 只随机分成 2 组：对照组每天蒸馏水灌胃；实验组辛伐他汀灌胃 20 mg/(kg•d)。分别于给药

后 3，6，9 周处死两组大鼠各 6 只，取左侧股骨行骨密度测定；取右侧股骨和胫骨骨髓细胞向成骨方向诱导培养，于细胞

培养第 16 天检测碱性磷酸酶比活性、碱性磷酸酶染色；细胞培养第 21 天提取总 RNA，采用 Real-time RT-PCR 检测 LRP-5、

Axin2、β-catenin 的 mRNA 的表达。 

结果与结论：辛伐他汀体内给药干扰 3，6，9 周后大鼠骨密度均无显著变化，体外培养骨髓基质干细胞所有检测基因 mRNA

水平、成骨分化能力与对照组相比差异均无显著性意义。辛伐他汀体内给药 3，6，9 周对大鼠骨量及骨髓基质干细胞的分

化及 LRP-5、Axin2、β-catenin mRNA 表达无显著作用。 

关键词: 辛伐他汀；骨密度；骨髓基质干细胞； Real-time PCR；Wnt/β-catenin 
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0  引言 

 

自1999年Mundy等[1]首次发现他汀类药物

具有促进骨形成的作用潜能以来，众多学者对

此进行了深入研究。随后，大多数体外实验都

证实了辛伐他汀的潜在促进骨形成的作用[2-10]，

但体内试验中对其成骨潜能尚存争议[11-12]，部

分研究表明辛伐他汀可增加去卵巢大鼠的骨

量[13]，在促进骨形成增加密质骨骨密度的同

时，也抑制松质骨骨量的丢失[14]。但Maritz等[15]

的实验却发现他汀类药物可降低正常大鼠的骨

密度，促进骨转换，为进一步明确辛伐他汀对正

常大鼠骨代谢的影响，实验选择不同给药周期，

进一步验证辛伐他汀对大鼠骨量影响的同时，参

照已建立的大鼠骨髓间充质干细胞 (bone 

marrow mesenchymal stem cells, BMSCs)体

外培养模型体外培养大鼠BMSCs[13]，探讨辛伐

他汀对其成骨分化的影响及在此过程中

Wnt/β-catenin信号通路相关因子LRP-5、Axin2、
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β-catenin表达的影响。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照动物实验。 

时间及地点：于2006-09/2008-06在华北煤

炭医学院骨科实验室完成。 

材料：清洁以上级6周龄雌性SD大鼠36只，

(北京维通利华实验动物养殖中心提供，动物合

格证号SCXK(京)2002-0003号)，体质量(130± 

20) g。实验过程中对动物处置符合2006年科学

技术部发布的《关于善待实验动物的指导性意

见》[16]。 

主要试剂及器材： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验过程： 

动物分组及处理：根据体质量随机分成2组，

每组18只大鼠。对照组每天用蒸馏水灌胃；实验

组辛伐他汀20 mg/(kg•d)灌胃，每周称体质量2

次，根据体质量计算新的给药量。分别于给药后

3，6，9周处死每组6只大鼠，取左侧股骨行骨密

度检测，取右侧股骨和胫骨骨髓细胞体外培养。 

骨密度检测： DEXA测量骨密度：应用

Norland-XR36双能X射线骨密度测量仪(DEXA，

美国)，测量股骨骨密度(Bone Mineral Density, 

BMD)。依据骨密度测量仪实际扫描测量的股骨

长度，分别测量整体骨密度(total Bone Mineral 

Density，tBMD)，近端(上1/4) 骨密度(Proximal 

Bone Mineral Density，pBMD)，中段(中1/2) 骨

密度(middle Bone Mineral Density ,mBMD)，远

端 ( 下 1/4) 骨 密 度 (distal Bone Mineral 

Density ,dBMD)。 

细胞培养：脱颈处死大鼠并于无菌条件下取

其右侧股骨和胫骨，去除附着肌肉和结缔组织。

用完全DMEM培养液(青霉素100 U/mL，链霉素

100 mg/L，体积分数10%胎牛血清)反复冲洗骨

髓腔，收集细胞于离心管中，1 000 r/min离心

10 min，弃上清，细胞重悬后反复吹打成单细

胞悬液，接种于培养瓶中(2瓶/只)，体积分数

5%的CO2，37 ℃温箱中培养。24 h后换液，

以后每两三天更换培养液，弃掉未贴壁的悬浮

细胞。细胞大致融汇至80%后加入条件培养

基，向成骨细胞(维生素C 50 mg/L，β-甘油磷

酸钠10 mmol/L，地塞米松 10-8 mol/L)诱导分

化，细胞融汇成致密单层后消化、计数并分别接

种于培养瓶、96孔板、12孔板、6孔板和35 mm

培养皿中。 

Real-time RT-PCR：BMSCs在体外诱导培

养21 d后，采用Trizol一步法提取细胞总

RNA,RNA定量后反转录合成第一链cDNA

后，用 LINE-GENEⅡ荧光定量 PCR 系统

(FQD-66A,杭州博日)进行PCR反应，内参基

因GAPDH与待测基因同批扩增，梯度稀释内

参基因法制定相对标准曲线，根据扩增产物

的Ct值(扩增产物的荧光信号达到设定的阈值

时所经过的扩增循环次数)及相对标准曲线求

出各标本所含该基因的模板量，并与其内参

基因量作比，以比值作为最终统计数据。采

用溶解曲线法和凝胶电泳法鉴定产物特异性

和片段大小。PCR反应体系：总体积50 μL，

包括：Realtime PCR MasterMix 25 μL，引物

(10 μmol/L)各2 μL，cDNA模板5 μL。PCR反应

条件： 50  2 min℃ ，95 ℃ 10 min； 95 ℃ 15 s， 

60 ℃ 1 min， 45个循环。 

引物序列： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

细胞碱性磷酸酶比活性测定：细胞培养第16 

主要试剂及器材 

                        

DMEM 培养基          

辛伐他汀(原料药)    

碱性磷酸酶检测试剂盒、 

考马斯亮蓝试剂盒  

Trizol                    

Line-GeneⅡ荧光定量 

PCR 系统(FQD-66A)  

M-MLV 反转录试剂盒      

Realtime PCR MasterMix  

引物         

来源 

 

Gibco 

浙江江北药业有限公司 

南京建成生物制品有限公司

 

Invitrogen 

杭州博日 

 

BBI 公司 

TOYOBO 公司 

由上海生工生物工程 

有限公司合成 

Gene 

 

Primer 

 

Product 

length (bp)

 

GAPDH Sense 5′-TGC TGA GTA TGT 

CGT GGA G-3′ 

288 

Antisense 5′-GTC TTC TGA GTG 

GCA GTG AT-3′ 

LRP-5 Sense 5'-GAT ACA GGC ACT 

GAC AGA ATT G-3' 

312 

Antisense 5'-CCG CTT TGT  

CCC GTC TAT-3' 

β-catenin Sense 5'-CTG AGA AAC TTG 

TCC GAT GC-3' 

384 

Antisense 5'-TCC AAC AGT TGC 

CTT TAT CA-3' 

Axin2 Sense 5'-AAA CAG ACG ACG 

AAG CAC G-3'   

426 

 Antisense 5'-GGC AGA CTC CAA 

CGG GTA-3' 
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天，12孔板中的细胞消化、离心收集，加入细胞裂解

缓冲液(Tri-Hcl,pH7.5,含0.1%Triton X-100) 400 μL，超

声波破碎细胞，4 ℃离心取上清用碱性磷酸酶试剂盒检

测细胞碱性磷酸酶活性；考马斯亮蓝测定盒行蛋白定

量。用碱性磷酸酶活性数值比蛋白量，得到细胞碱性磷

酸酶比活性数值。 

碱性磷酸酶染色：成骨组细胞诱导培养第16天，采用

磷酸萘酚AS-MX，固定TR法，作碱性磷酸酶染色，细

胞核染为红棕色，碱性磷酸酶阳性细胞胞浆为蓝色。染

色方法如下：滴加孵育液37 ℃孵育2 h，流水冲洗2 min，

晾干。滴加适量复染液，复染5 min，流水冲洗2 min，

晾干。 

主要观察指标：①左侧股骨行骨密度测定。②右侧

股骨和胫骨骨髓细胞向成骨方向诱导培养，并作如下检

测：细胞培养第16天和28天分别检测碱性磷酸酶比活

性、碱性磷酸酶染色和von Kossa染色；细胞培养第21

天，提取总RNA，采用Real-time RT-PCR检测LRP-5、

Axin2、β-catenin的mRNA的表达。 

设计、实施、评估者：设计为通讯作者和第一作者，

全体作者负责实施和评估。 

统计学分析：实验数据建立EXCEL数据库，资料用

t 检验来处理。实验数据以x
_

±s表示，以P < 0.05表示差

异有显著性意义。 

 

2  结果 

 

2.1  骨密度检测结果  两组各时间点各段骨密度差异

均无显著性意义(P > 0.05)。见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2 碱性磷酸酶比活性及染色结果  两组各时间点碱

性磷酸酶比活性、碱性磷酸酶染色阳性细胞(胞浆蓝黑色)

比例差异均无显著性意义 (P > 0.05)。见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  Realtime RT-PCR检测结果  两组各时间点所有

检测基因mRNA表达水平组间比较差异均无显著性意

义(P > 0.05)。见表3。 

                 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

Sonobe等 [17]在以地塞米松(10-8 mol/L)为阳性对

照的前提下，同时检测3种相同剂量他汀类药物对体外

培养大鼠BMSCs的作用并发现，3种他汀类药物均不

能显著增强基质矿化、碱性磷酸酶活性及骨钙素的表

达。Maritz等[15]分析了灌胃给药12周3种他汀类药物及

不同剂量的辛伐他汀对正常和去卵巢大鼠骨密度及骨

量的影响，结果发现：他汀类药物降低鼠的骨密度，

高剂量[20 mg/(kg•d)]的辛伐他汀同时刺激骨形成和骨

吸收，而在去卵巢大鼠无类似发现，辛伐他汀对骨转换

和骨代谢确实有刺激作用，但不能阻止去卵巢大鼠骨量

的丢失。部分临床研究也未能发现辛伐他汀对骨代谢的

有益作用 [12]。本实验采用不同给药周期研究发现用   

20 mg/(kg•d)辛伐他汀口服给药3，6，9周均不能显著影

响大鼠骨量，表现在：两组间大鼠股骨各段骨密度差异

均无显著性意义，股骨远端骨组织形态计量学观察差异

亦无显著性意义，骨形成和骨吸收的参数都较低，骨转

换不活跃，骨量稳定。BMSCs具有多向分化潜能，其

增殖与分化尤其是向成骨细胞分化功能和活性的变化最

终会影响局部骨代谢进而改变骨量。在BMSCs向成骨细

胞分化过程中，有若干相关信号传导途径参与，以往的

表 1  两组各时间点骨密度 
Table 1  Bone mineral density (BMD) at various time points in

both groups                     (x
_

±s, n=6, g/cm2)

Time      Group 
 

Total BMD Proximal BMD 

3 wk Control 0.127 3±0.003 5 0.128 5±0.008 2 
Experimental 0.129 7±0.008 3 0.135 9±0.008 3 

6 wk Control 0.184 3±0.005 2 0.188 1±0.008 8 
Experimental 0.184 3±0.003 5 0.184 9±0.004 3 

9 wk Control 0.188 0±0.003 7 0.187 5±0.004 3 
Experimental 0.187 5±0.004 3 0.184 6±0.008 9 

 
Time      Group  Distal BMD 

 
Middle BMD 

 
3 wk Control 0.121 5±0.005 7  0.148 2±0.010 1 

Experimental 0.120 0±0.011 8  0.151 2±0.010 9 
6 wk Control 0.180 7±0.004 6 0.185 2±0.012 4 

Experimental 0.177 6±0.006 0 0.192 0±0.006 9 
9 wk Control 0.182 9±0.003 9 0.194 8±0.006 0 

Experimental 0.183 4±0.006 8 0.195 0±0.013 2 

 

表 2  两组各时间点骨髓间充质干细胞中碱性磷酸酶表达 
Table 2  Alkaline phosphatase (ALP) expression in bone mar-

row mesenchymal stem cells at various time points in 
both groups                       (x

_

±s) 

Time      Group 
 

ALP activity 
(nkat/g) 

 

ALP-positive cell rate 
(%) 

 
3 wk Control 1 068±189 0.28±0.12 

Experimental 1 146±183 0.31±0.09 
6 wk Control 1 086±171 0.29±0.14 

Experimental 1 126±196 0.35±0.17 
9 wk Control 1 106±187 0.31±0.14 

Experimental 1 158±172 0.32±0.11 

表 3  两组各时间点 Real-time PCR 检测结果 
Table 3  Results of real-time PCR at various time points in both

groups                                   (x
_

±s)

Time      Group 
LRP-5  
(×10-5) 

β-catenin 
(×10-3) 

 

Axin2 
(×10-6) 

3 wk Control 6.28±0.62 1.77±0.52 2.66±0.73 
Experimental 5.98±0.54 1.80±0.81 2.53±0.59 

6 wk Control 6.77±0.25 1.98±0.68 2.23±0.61 
Experimental 6.75±0.50 1.89±0.75 2.16±0.68 

9 wk Control 6.96±0.47 2.34±0.66 2.41±0.50 
Experimental 6.99±0.48 2.11±0.71 2.49±0.42 
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研究多侧重于转化生长因子β信号传导途径[18]，而最新研

究证实Wnt信号途径和成骨细胞的分化以及骨折的愈合

密切相关[19-21]。Wnt蛋白家族是由Wnt基因编码的一类

信号分子，这类基因编码一组富含半胱氨酸的分泌型糖

蛋白，构成Wnt分子家族。Wnt受体是存在于细胞膜上

的一类 7次跨膜受体，称 frizzled受体家族，LRP-5与

其组成共受体。Wnt蛋白与frizzled受体结合后 ，将信

号传人细胞内。Wnt/β-catenin途径称为“经典途径”[22]。

β-catenin是存在于细胞浆内的一类大分子，缺乏Wnt信

号刺激时，其被降解；当Wnt蛋白和frizzled受体结合后，

Wnt信号途径激活，通过一系列反应抑制其降解，使其

在胞浆内的浓度升高，并进入细胞核内，与转录因子(包

括Lef-1)结合后调控目的基因的转录[23-26]。Axin可存在

于许多生物体内，参与构成β-catenin降解复合物，目前

发现Axin家族有两个成员 ，Axin(Axin1)及其同源物 

Axil(Axin like)，又称 conductin或 Axin2[27-28]。而本研

究中辛伐他汀体内给药后，大鼠BMSCs中LRP-5、

Axin2、β-catenin的表达均为发生显著变化。综上所述，

辛伐他汀[20 mg/(kg•d）]灌胃3，6，9周，均不能显著

影响正常大鼠骨量及BMSCs的成骨分化。一方面，口

服辛伐他汀经代谢后到达骨组织的药物浓度太低，作用

较弱，这可能是包括本实验在内众多动物实验未能发现

辛伐他汀成骨潜能的主要原因之一；另外，如不能改进

辛伐他汀的药代特性，辛伐他汀在骨代谢领域的研究和

应用应以其他给药方式，如局部缓释材料或者生物涂层

内固定治疗骨折/缺损等为主[29]，应用前景也更为乐观。 
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来自本文课题的更多信息--  

基金资助：河北省自然科学基金(C2006000580)资助，
课题为辛伐他汀促进骨形成机制的研究。 

利益冲突：无利益冲突。 

课题创新点：目前对于辛伐他汀促骨形成的作用潜能尚
存争议，尤其在体内实验中。实验从分子水平观察辛伐他汀
体内给药对正常大鼠 BMSCs 增殖分化的影响，目前国内外
罕见报道。 

课题设计的偏倚与不足：虽然药物剂量选择系参照国内
外以往研究，但仍显单一；另外，虽然组织学观察结果显示
该剂量和作用时间下，辛伐他汀不能显著影响正常大鼠骨
量，但分子水平的作用效果仅从 Wnt 信号通路着手，该类
检测指标尚有待丰富。 

提供临床借鉴的价值：目前对辛伐他汀成骨潜能及其作
用机制的研究多以动物实验为主，其临床用于骨代谢疾病的
治疗尚需更深入的研究和证实，相信通过改变剂型或作用途
径，辛伐他汀作为促骨形成药物用于临床的前景会更加乐观。


