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是 利用 离 体 成骨 细胞 培 养 ．观察 中药骨 疏康 对 

成 骨 细胞 增 殖 的影响 ．揭 示 其治 疗 骨质 疏松 的 

药 理作用 。 

1 材 料和方 法 

1．1 配液 ：D—Hank’s液 (无 钙、镁 离子 )，pH 值 

为 7 2～ 7．5．高 压 灭 菌 ；RPMI 1 640培 养 液 ， 

pH 值 为 7．2～ 7．5，过 滤 除 菌 ；0．1 Collage 

nase液 (Type I Sigama)．用 r)Hank’s液 配制 ， 

过滤 除菌 ；0．25 胰 蛋 白酶 。 

1．2 成骨 细胞培养 

采 用新生 SD大 鼠，用 70 酒精 浸泡 ，无菌 

取 出颅骨 ，用 D Hank’s液 冲洗 。将 颅 骨上 的所 

有 结缔 组 织 去 除 ，再 漂 洗 2次 。将 颅 骨剪 成 1 

cm ×1 em 大小 的小 片 ，用 D Hank’s液 清 洗 ， 

1000转／10 min离 心。 在 沉 淀 中加 人 0．1 

Collagenase液 (每 只 0．5 m1)，放 人 37C培 养 

箱 中消化 20 min。吸 出上 清液 ，第 一次 消化 液 

弃掉 。再 加 入 同 样 剂 量 的 0．1 Collagenase 

液 ，37 C培 养 箱 中放 置 2O min，吸 出上 清液 ．加 

人 1滴 小 牛 血 清 终 止酶 反 应 。沉 淀 中再 加 入 

0．1 Collagenase液 。37C培 养 箱 中放 置 20 

min，吸 出上 清 ，然 后再 重复 第 一 次 过程 。将 3 

次 吸出的上清 液混合 ，1000转 ／10min离心 。沉 

淀 中加 入 10 FCS 1640培 养 液 ，将 溶 液 倒 人 

平皿 中，放 人 3 7C培 养 箱 中培 养 ．3 d后换 液 ， 

10 d左 右传代 。 

1．3 培 养细胞 鉴定 

1．3．1 形态学 观察 ：进行倒 置显微镜 和 电镜 观 

察 。 

1．3．2 碱 性磷酸 酶染色 ：采用 改 良 Gomon钙一 

钴 法 。取培养 皿 中生长 的成 骨细 胞 盖玻 片 ，经 

g5 酒 精 固定 10 min，蒸馏水 冲 洗 3次 。将盖 

玻片放 人孵 育液 中 37℃，5 h 滴加 20 g／L硝酸 

钻 5 min．流水冲净 滴加 1 硫化 按 5 rain，流 

水 冲净 ，复染 

1．4 中药对成骨 细胞的 刺激作用 

1+4 1 药 液配 置 ：中药 骨 疏 康 用 RPMI 1640 

培养 液配 成浓 度 为 0．1 g／ml的溶掖 。骨 疏康 l 

g加 入 1640培 养液 l0 ml中。将药液 pH 值诃 

至 7．0，然 后用 0．45 滤器 除菌 。 

1．4 2 成 骨 细 胞 分 组 ：取 处 于 生 长 旺 盛 的第 

2、3代 的成骨细胞 ，用 0．25 的胰蛋 白酶消化 

1640培养液 漂洗 2遍 ，然后 配成 1×10 的细胞 

悬 液 将 细 胞悬 液 加到 24孔 板上 ，每 孔 1 ml。 

放 人 37C培 养箱 中培养 。待 细胞 贴 壁后 ，第 2 

天加入 配好 的药液 。细胞分组 如下 ：I组 ．力Ⅱ人 

浓 度 为 5~g／ml的 药 液 ；Ⅱ组 ：加 人 浓 度 为 

10#g／ml的药 液 ；Ⅱ组 ：加 入 浓 度 为 20>g／ml 

的药液 各组标 本 在 37℃培养 箱 内继续培 养 5 

d，然 后 收 集 上 清 液 ，测定 碱 性 磷 酸 酶 (AKP)、 

骨钙素 (BGP)和 吡啶 酚 (PYD)的浓 度 ，并进 行 

细胞计数 。 

1．5 结 果 分析 

采用 SPSS统 计 软 件 包 ，用 单 因 素方 差 分 

析和 q检验对 实验结果 进行统计 分析 

2 结 果 

2．1 细胞 形 态观 察 ：① 倒 置显 微镜 观察 ：细胞 

在接 种 4 h左 右可见部 分细胞贴 壁 ，伸展 。随培 

养时 间延长 ，细胞 伸出较 多突起 ，有 的突起相 互 

连接 培养 5～6 d后细胞 融合 为单 层 细 胞形 

态 多 为单 核 、多 边 形及 梭形 ，呈 “铺 路石 ”样 排 

列 ．局 部有 细胞密集 的细胞 团 。符合 成骨细胞 特 

点。②电镜观察 ：透射 电镜显示细胞呈类圆形 ， 

表 面有微绒 毛突起 。细胞 中富含 较多线粒 体 、扩 

张 的粗面 内质 网及 大量 的分泌空泡 。细胞膜 下 

可见 丰 富的颗粒状 电子致密 物 。细 胞核 较大 ，可 

见核膜 内陷 ，有 大的核仁 。符合成 骨细胞特 点 

2．2 细胞染 色 ：碱性磷 酸酶染 色细胞胞浆 内有 

棕黑色沉 淀并掩 盖细胞 核上 ，染色呈 强阳性 。 

2．3 药 物刺 激艘果 
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注 ：组 间 比较 PAKe】】>0 05 P P】_d0．05；P~,xp__< O 05；尸㈣ 】>0．05；尸 PI_dO 05·尸阱 i_d0．05；尸PYDi_> 

0 05iPPYD： _< 0．05 P _ _> 0 0S 

在 不 同药 物浓 度 下 各 观察 指 标 结 果 见 表 

1。从 中我们发 现骨琉康 可以 明显 刺激 成骨 细胞 

的增 殖 ，随药物浓度 的增 加 ，成 骨细胞 数 明显增 

多 反应成骨 细胞活性 的 AKP和 BGP随药物 

浓 度增加 也 相应 增 加 ，说 明药物 有 刺激 成 骨细 

胞 的作 用 ，浓度增 高刺激 加 强。统 计分 析表 明从 

整体 上讲不 同药物浓度 对 AKP和 BGP浓 度的 

影响是 有显 著 差异 的 P< 0．05。 检验 表 明对 

于 AKP来说 口组 与 其他两 组问存 在 显 著差 异 

P< 0．05，I，l组 问 差 异 无 统 计 意 义 ；对 于 

BGP来 说 Ⅲ组 与 其 他 两组 问 都有 明显 差 异 P 

d0．05，而 I，Ⅱ组间差异 不显著 。这说 明提 高 

骨疏康 的浓 度有 利于药效 的发 挥 。从 总体 上看 

骨疏 康可 降低 毗 淀 酚的含 量 P<0．05，组 问 比 

较发 现 I组 Ⅲ组 问有统 计 差异 ，其 他组 间差异 

不 显著 。 

3 讨论 

胎 鼠成骨 细胞体外培 养开始 于 60年代 ，目 

前这种 方法 已成为一种 重要 的实验 方法 。通过 

单 独体 外培 养成 骨细胞 ，我 们 可 以简化 实验 影 

响因素 ，可 以从单 细胞形态 、代谢 指标 的变化乃 

至从分 子水平 观察某 一因素对成 骨细胞 的直接 

效应 成骨 细胞是参 与骨代谢 的重要 细胞 ，它与 

破骨细 胞共 同维持着骨代 谢改建 的平衡 。骨 质 

疏松 症 发生 的机 理 是骨形 成落 后 于 骨溶 解 ，在 

骨 改建 过程 中无 法 完全修 复破 坏 的骨 质 ，使 得 

骨 量不 断减少 。 因此治疗骨 质疏松 的关键是 促 

进 成 骨 细胞 的成 骨过 程 ，缓解 破骨 细 胞 的破 骨 

过 程 

文献 报道成 骨细胞 电镜 下 的超微 结构具 有 

如下特征 ：有 凹陷 的细胞核 ．胞浆中 含有大量 的 

线 粒体 、扩 张 的粗 面 内质 网和分 泌空泡 ，并吉 有 

丰富 的电子致 密物 。我们 的电镜照 片符合 以上 

特 点 ，可 以证 明培 养的 细胞 为成骨 细胞 。成 骨细 

胞 的另 一 特 点 是具 有 较 强 的 AKP活 性 ，AKP 

染 色应 为强 阳性 。AKP染色 阳性细胞 计数可 直 

接 代表 该细胞 群 中成 骨细胞 的纯 度 。我们培养 

的细 胞 AKP染 色呈 强 阳性 ，这也 说 明 莸们 的 

成骨 细胞培 养是成 功 的 

血 清 AKP约 4O ～ 75 由 成 骨 细 胞 产 

生 ，其活 性可 反映成 骨细胞 功能 的强 弱 ] 血清 

AKP和 骨碱 性 磷 酸 酶 (BAKP)是 最 常 用 的评 

价骨 形成 的指标 骨 钙素是 一种 非胶 原蛋 白，在 

骨组 织 中存 在最丰 富 ，特异性强 已证实 它是 由 

成 骨细胞分 泌并存 在于 细胞 外骨 基质 中 骨钙 

素认 为是一种 反映骨 转换过 程中 骨再 生 的很 敏 

感 的指标Iz,3]。我们认 为采用 这两 个指 标来 观察 

在骨 细胞在 药物刺激 下 的反 映是很 有意义 的 。 

祖 国医学 认 为 肾与骨 的生 理、病理 有 密 切 

关系 ，即“肾 主骨”理论 《素问 ·六 节脏象 篇 》中 

有 肾者 ⋯⋯其充 在骨”的说法 肾藏精 而主髓 ， 

髓居 骨 中，骨又赖 髓养 ，故所合 在骨 。肾精充 足 

则 骨髓 化生 有源 ，骨得 到 髓 的充分 滋 养 而坚 固 

有力 如果骨 髓化源 不足则不 能养骨 对 于骨 

病《内经》明确指出的有骨痿者补肾以治之 骨 

质疏松症其本在骨，从中医角度来说骨质蘸松 

属骨痿 ，是 因肾虚 所致 ，因此 要从 肾着 手治疗 

骨疏康 是 以淫 羊 藿 、熟 地 黄、黄 芪 、丹 参 等 

补肾 活 血 中药构 成 的复 方 制剂 ，其 治疗 骨 质疏 

松 的原 理是通 过 补 肾益 气 、活 血达 到壮 骨 的 目 

的 蒋淑嫒等曾对此药进行过 300倒 临床观察， 

发 现 用 药后 骨密 度 值 有显 著 增 加 ，73．6 的 患 

者骨密度 增加 0．05 g／cm 但他们 没有指 出 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


中国 骨 蜃藏 抡杂 志 2000年 5月 第 6卷 第 2期 

骨疏康增 加骨密 度值 的根本原 因 。我们 的研究 

表明骨疏康有直接刺激成骨细胞，促进其增殖 

及 活性 的 功 能。 当刺 激 浓 度在 20pg,．"ml时 ，反 

映成 骨细胞功能的 AKP和 BGP有显著的增 

加 。药 物浓度 小于 10pg．／m|时对成 骨细胞 的刺 

激作用相对较 弱，AI P和 BGP随药物浓度变 

化较小 。李芳芳 等 的研究 表明 当补 肾中药浓度 

在 5~g／ml时 可 抑 制 成 骨细 胞 增 殖 ．提 高 碱 性 

磷 酸酶 活性 ，这与我 们的结 果有所不 同 。我们 

认为 这种差 别可 能是 由于中药方 剂组分 不同 以 

及 实验方 法不 同所 造成 的 。由于我们未设 空 白 

对 照组 ．因此 我们 无法 确定 当药物 浓 度为 5pg,' 

ml时 AKP、BGP以及 细胞 数 与 未加 药 时有 明 

显 不同 。但从三组 不 同药 物浓度 刺激的结 果看 

是可以确定骨疏康具有对成骨细胞直接刺激的 

作用 ，而且这种刺激作用依赖 丁=药物的浓度。骨 

疏康对成骨细胞直接刺激作用 的机制 目前还不 

清楚 。近年 来研究发 现在破 骨细 胞质 膜上存在 

一 种 质子 泵 ，其 主要 功能 是 承担 破骨 细 胞的 酸 

分泌 。一 些物质 可特异抑 制这种质 子泵述 到抑 

制破 骨细胞 溶骨 的作 用 。质 子泵是一 种广泛 存 

在于真核细胞 内质膜上的能量系统，成骨细胞 

表面或 分泌空 泡表 面一定会有 执行相 应功能 的 

结构 某 些物质可 能会直接 刺激 这些结构 ，加 速 

成骨 细胞 分 泌功能 这可能 是骨疏 康 刺激成 骨 

细胞 的机理之 一 

我们 对标 本 的 检测 中发 现 有 一定 浓 度 的 

PYD存在 ．而且 其水平 与药物 浓度 间有一 定关 

系。随药物浓度增大，PYD水平有下降的趋势。 

药 物浓 度为 20~g／ml时 ，PYD 浓度 较其他 两组 

有 明显 下 降 ．而浓 度 小 于 10,ug／ml时 PYD 浓 

度 差别不 大 。PYD是 骨胶 原纤 维肽链末端 的交 

联 环 ，通 过 破 骨 细 胞 对 胶 原 的 降 解 而 释 放 

pYD是反 映骨吸 收 的敏感 指标 。我们 认为在 标 

本 中有一 定量 PYD 水平 的原 因是 成骨 细 胞在 

传代 过 程 中可能 有 部分 细 胞破 坏 ．破 坏 的细胞 

可能 释放某种 物质降解 胶 原产 生 PYD 我 们的 

结 果 表 明 加 大 骨 疏康 药 液 浓 度 可使 培 养 液 中 

PYD 的浓 度下降 这 暗示骨疏 康可 能有抑制 破 

骨的作 用 

与 体 外研 究不 同，药 物 在体 内的 作用 形式 

更加 复杂 我们 的实 验 只是证 明骨疏 康 的某些 

成分具 有 直接 刺 激成 骨细胞 的作用 。许多研究 

表明 ，补 肾 中药抗 骨质疏松 的机理 是 复杂的 。药 

物在体 内代谢 可产 生许多 药理 作用 ，淫 羊藿制 

剂既 可直 接 刺 激 成骨 细胞 ．促 进 其 活 动 和 再 

生 ，又可 以保护性 腺组织 而维持激 索水 平 补肾 

中药对 下丘脑 垂体一性 腺轴 的各 个层 次 都有 改 

善作 用 ，可 提 高 卵巢 对垂 体促 性腺 激素 的 反应 

能力一 。补 肾 中药 可 以通 过 增 加 肠 道 CaB[ 

D9K mRNA 水 平 ．继 而 增 加 CaBP～D9K 的 含 

量 ，促 进肠 道对钙 的吸收 。通过 补 肾治 疗可 以提 

高 肾脏 1a羟 化 酶 的活 性 ．使 L，25tOH) I) 水 

平升高 
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