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补肾方剂及不同分离组份对成骨细胞 

增殖分化的影响 

李芳芳 李 恩 宋士军 吕占军 

摘要 从新生SD大鼠头盖骨获成骨细胞，传代培养。取第3代细胞，培养24小时，换古药培养灌， 

继续培养72小时。细胞增殖检测用MTT法。并检测细胞碱性磷酸酶活性。结果补肾全方提取液直接 

加入细胞培养可抑翩成骨细胞增殖但提高碱性磷酸酶活性(P<0．01)．将其吸收成分(鼠血清)加入细胞 

培养对细胞增殖无作用 将全方不同分离组份直接加^细胞培养．B组份对细胞增殖有抑翩作用(P< 

0 05)，A、C、D组份无作用(P>o．05)}用不同分离组份吸收成分(鼠血清)加^细胞培养．则A组份有 

促细胞增殖的作用(P<D．05)．B、D组份抑翩细胞增殖(P<0 05～0．01)．C组份无作用(P>0．05)。综 

合两种加药方式对成骨细胞增殖的作用，推测补肾垒方的A、B、D组份可能为直接作用于成骨细胞的药 

理活性成分。 
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Abstract 0steoblasts(OB)obtained from newborn rat calvaria were cultured for 

serial passage．The cells of third passage were cultured for 24h．then the medium was 

changed for one containing kidney—tonifying recipe(KTR)，and the cells were cultured 

f0r another 72h．We observed the proliferation of OB using MTT assay．and meanwhile 

determined the activity of AKP．The results showed that KTR 5mg／L depressed the 

proliferation of OB(P< 0．O1)，increased AKP activity(P<0．O1 ，but the absorptive 

component of KTR in rat serum had no effect on the proliferation of OB (P>0．05)． 

From KTR components A，B，C and D were separated．The results showed that compo— 

nent B depressed the proliferation of 0B(P<0．05)，while components A，C，and D had 

no effect on the proliferation of OB．The absorptive fraction of component A promoted 

the proliferation of OB(P<O．05)while that of component B and D depressed the Pro， 

Iiferation of 0B(P<O．05—0．01)，that of component C had no effect on the prolif盯a一 
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tion of OB (P>0．05)．The results indicated that components A．B and C may be 

the pharmacologically active constituents． 

Key words Kidney t。nifyi“g recipe Osteoblasts Abs。rptive fracti。n · 

成骨细胞是参与骨代谢的主要细胞，与破 

骨细胞共同维持骨再建平衡。通过刺激成骨细 

胞增殖而促进骨形成的最强的药物是氟化物， 

其余大多数用于治疗骨质疏松的药物均抑制破 

骨细胞，称为骨吸收抑制剂。治疗骨质疏松症的 

理想药物应该是既抑制骨吸收又刺激骨形成 

在前一阶段研究中，我们观察到补肾方剂抗骨 

松对去卵巢大鼠有良好的抗骨量丢失作用，本 

研究利用离体成骨细胞培养，进一步观察补肾 

方剂抗骨橙及不同分离组份对成骨细胞增殖分 

化的影响。 

1 材料与方法 

1．1 药物 补肾方剂抗骨松液由l1味中药组 

成，所用中药均购自河北省药材公司，经生药教 

研室鉴定。以1 5～2O倍蒸馏水浸泡、煎煮两次， 

2h／次，合并水提液，离心弃去沉淀，上清液浓 

缩，再经 ％乙醇沉淀，去除沉淀，回收乙醇， 

减压浓缩成39g／m1．用DMEM培养液稀释为 

39mg／ml，过滤除菌，置冰箱备用。中国医学科 

学院药物研究所将总成分用一定方式分离为 

A、B、C、D四个组份。每种成分按原生药量计 

算，加入细胞培养体系的终浓度均为5mg／L。 

A、B为水溶性成分，用蒸馏水做对照，C溶于 

35．5 乙醇液、D溶于43 乙醇液，C组份在 

细胞培养体系乙醇终浓度为2．3‰，D组份在 

细胞培养体系乙醇终浓度为1．29‰，C和D分 

别做平行溶剂对照。均用滤膜过滤除菌，放置冰 

箱备用。 

1．2 药物吸收成分血清制备 将雌性SD大 

鼠分为空白组(3只)、单次给药组(3只)、连续 

给药组(3只)，单欢给药组灌服中药 11．6g／ 

kg，1．5小时后股动脉放血，连续给药组灌服7 

天中药，于第7天灌服后1．5小时股动脉放血， 

分离血清56℃灭活3O分钟，经滤膜过滤除菌， 

2O℃保存备用。空白组灌服自来水，其余一切 

处理同上。另将雌性SD大鼠9只麻醉，去除双 

侧卵巢(OVx)，第2O天起按上述分组方式、例 

数、给药方式和血清处理方式进行。A、B、C、D 

组所给药物为1 5．6g／kg，单次灌服后3小时取 

血。细胞培养时所含含药鼠血清浓度为1 6 。 

1．3 成骨细胞培养和增殖检测 取新生(24 

小时以内)大鼠，无菌取头颅，剔除粘附的结缔 

组织，切碎，经0．25 胰蛋白酶消化15分钟， 

每3分钟振荡一次，弃去消化液，以0．1 l型 

胶原酶在37℃消化6O分钟，每5分钟振荡一 

次，离心消化液 1000转／rain，8分钟，收集细 

胞，接种于含1 5 小牛血清DMEM培养液的 

培养瓶中，培养瓶置于37℃培养箱，24小时换 。 

液，2～3天待细胞铺满培养瓶时，传代培养，所 

用实验细胞均为第3代细胞。按1×10‘细胞／ 

ml接种于96孔培养板，每孔0．2ml。培养24 

小时，换含药培养液，继续培养72小时。换无血 

清DMEM液每孔0．1ml，加入 1O MTT溶 

液，继续培养4小时。加入0．1ml SDS溶液。放 

置于室温一定时间后于波长570nm测光吸收 

度值。 

1．4 细胞碱性磷酸酶活性检则 细胞以1．6 

×10‘细胞／cm 接种于50ml培养瓶中，24小 

时后换含有全方中药(5mg／L)的培养液，继续 

培养72小时。用生理盐水洗涤数次后，每瓶加 

2ml生理盐水，冻融细胞。AKP活性测定用氨 

基氨替比林测酚法，蛋白质测定采用u—v吸 

收法。 

1．5 统计学处理 组间均值比较的t检验。 

2 结果 

2．1 补肾方剂对成骨细胞增殖分化的影响 ‘ 

补肾方剂抗骨松液5mg／L时可抑制成骨细胞 

增殖(P<0．01)，提高碱性磷酸酶活性(P< 
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0．01)，见表1。另一方面，不论是正常大鼠还是 

去势大鼠，含药血清与空白血清之间无差异(P 

>O．05)。但去势大鼠各组与正常大鼠各对应组 

相比，均显示抑制成骨细胞增殖作用(P< 

0．0D，见表 2。 

裹1 朴肾方剂对成骨细胞增殖分化的影响(三士 ) 

注。’与空白组比P<0．01 

衰2 药物吸收成分对成骨细胞增殖作用的影响(三士 ) 

注：OVX太鼠晋组与正常尢鼠对厦组相比⋯ P<0．01 

2，2 补肾方剂的不同分离组份对成骨细胞增 

殖的影响 将药物直接加入细胞培养体系 B 

组份对成骨细胞增殖有抑制作用(P<0．05)， 

其余各组均无影响(P>O．05)，见表3。但A吸 

收成分有促进成骨细胞增殖作用(P<0．05)， 

B、D吸收成分有抑制成骨细胞增殖作用(P< 

0．05～0．01)，而C吸收成分对成骨细胞增殖 

无影响(P>0．05)，见表 4。 

衰3 各组份对成骨细胞增殖影响(三士 ) 

注1P 自一删R>0-05’P 自 D对_>0．05|P 自 B<O．05 

PB—c<0．05‘尸自 <̂ O O1’n —D<O．05 

衰4 各分离部位药物吸收成分对成骨 

细胞增殖的影响(三士5) 

尸 自一c _> O·O5●P 自一埘}_< 0·05|P 自一A< 0．05 

尸 自 B<0-05}PA—日<0．01}P硎 _一D<0．0l|Pa D<0．05 

PD c<0．05 

3 讨论 

碱性磷酸酶是成骨细胞分化的特异性标志 

之一。补肾方剂抗骨松在5mg／L时抑制成骨细 

胞增殖，但促进成骨细胞分化成熟，这表明其在 

体内有可能直接作用于成骨细胞。但用中药提 

取液直接加入细胞培养体系，在方法学上存在 

许多问胚，粗提液中所含电解质成分及一些普 

通的植物化学成分都会对实验结果产生影响， 

从而影响实验结果的可靠性。我国学者在中药 

复方的研究中采用给动物灌服中药一定时间 

后，取其血清进行实验的药理学新方法[ ，中 

药粗制剂经口服吸收后，用岔药血清进行细胞 

培养实验，比较接近药物在体内环境中产生药 

理效应的真实过程。在本实验中，无论是正常大 

鼠还是去势大鼠，无论是一次性I：l服还是连续 

性I：l服，含药血清均对成骨细胞增殖无影响，产 

生这一现象有多种原因，例如血清标本采集时 

间不适、中药提取液灌服量较小等，尚不能肯定 

中药提取液在体内不作用于成骨细胞。另外在 

实验中观察到这一现象，即：去势大鼠的血清对 

成骨细胞增殖有抑制作用。在我们前期工作中 

观察到去势大鼠成骨细胞和破骨细胞活性均增 

强(整体实验、骨组织形态计量学检测)，我们认 

为：在去势大鼠体内出现了抑制成骨细胞增殖 
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老年男性骨质疏松症为1型骨质疏松症， 
一 般认为与PTH、CT分泌异常，增龄等因素有 

关，PTH及CT为钙调节激素，两者分泌与年 

龄密切相关。PTH促进骨吸收，CT可降低骨转 

换抑制骨吸收，促进骨形成。随年龄增长，CT 

分泌减少，PTH分泌增多。另外随年龄增长，肾 

功能逐渐减退，导致血磷升高，引起PTH继发 

性分泌升高，骨钙下降，终致骨质疏松 。本文 

骨质疏松组PTH较正常组高，CT值有明显下 

降趋势与上述报道结果相一致。 

雄性激素参与骨代谢对骨生成，骨量维持 

起重要作用，主要是促进骨内胶原形成，另一方 

面睾丸酮在骨内转化为二氧睾丸酮，对成骨细 

咆有直接增强作用。随增龄，男性睾丸机能减 

退，睾丸酮分泌减少。有人发现5O岁以上男性 

约48％有不同程度的睾丸酮水平下降，本组结 

果显示两组之间无明显差异，56例中睾丸酮水 

平低于正常者占5．39 ，远低于国外报道，说 

明本组骨质疏松症的发生受雄激素影响的因素 

较少。 

骨钙素为反映骨形成指标，有人认为完整 

的骨钙素反映骨形成，骨钙素片段反映骨吸收， 

血清骨钙素增高见于高转换率的骨质疏松患 

者，但这些看法有待进一步探讨。本文骨质疏松 

组BGP高于老年正常组，BMD与BGP呈明显 

负相美表现为高转换型骨质疏松。一般认为Ⅱ 

型骨质疏松症为低转换型，本文致高转换型原 

因考虑可能与增龄有关，骨质疏松组大于7o岁 

的老人占56 7 ，有关文献报道 男性松质骨 

丢失在30岁以后出现，但在70岁以前各部位 

骨丢失速率相对稳定，70岁以后出现暂短的快 

速丢失，这种暂短的松质骨快速丢失是否可引 

起高转换型骨质疏松，还有待进一步探讨。 
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的成分，在整体情况下由于代偿而表现不出来， 

而在离体情况下这种抑制则表达出来 

中药复方一般含有多种有效成分，共同发 

挥作用。我们将全方分离为不同组份，期望找到 

有效部分，实验分为整体实验和离体实验，整体 

实验正在进行，将在以后报道，离体实验呈现较 

复杂的结果。当将药物直接加入培养细胞中，仅 

有B组份表现抑制细胞增殖作用。而将药物吸 

收成分加入培养细胞中，则A部份出现促进成 

骨细胞增殖作用，D部份出现抑制成骨细胞增 

殖作用，B组份仍保持抑制成骨细胞增殖作用， 

c组份仍对成骨细胞增殖无影响。由此推测： 

A、B、D组份均可能是作用于成骨细胞的药理 

活性成分，在整体情况下可表现为对成骨细胞 

作用的叠加，以某一作用占优势。 

绝经后骨质疏松是由雌激素缺乏引起的多 

方面改变的综合结果，中药复方以其含有多种 

成分可能作用于多个环节多个位点而发挥作 

用，药物作用于成骨细胞，促进其增殖或促进其 

分化只是一个方面；离体实验也告诉我们：某些 

中药成分经体内转变后方产生药理活性。 
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