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补肾中药 HU—ECS对培养成骨细胞增殖、分化 

及矿化功能的影响 

金慰芳 朱文菁 王洪复 骆宏丰 胡昌奇 

f摘要】 目的 为了解补肾中药删一ECS对体外培养戚骨细胞的作用。方诸 应用M'IT法、对 

硝基苯磷酸盐法及茜紊红染色方法观察 HU-ECS对体外培养戚骨细胞的增殖、ALP表选及矿化结节 

形成的影响。螭果 ItU—ECS具有刺激成骨细胞增殖作用(1O gtml组，P(0．O1～0．OO1)．提高 ALP 

活性及矿化结节形成的数量。结论 删 -ECS具有刺激体外培养成骨细胞增殖及分化成熟的功能。 
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ItU．ECS是补肾中药提取成分，具有雌激素相类 

似的化学结构。本实验室以增殖、分化及矿化功能 

为指标，观察 HIJ．ECS对体外培养成骨细胞的影响， 

旨在为骨质疏橙症防治药物研究提供一定的依据。 

材料和方法 

1．细胞培养：新生 1日龄 SD大鼠，由上海放射 

医学研究所实验动物房提供 ，沪医实验动物合格证： 

34。用王洪复等⋯的酶消化分离法分离培养太鼠头 

盖骨成骨细胞。取第二继代细胞实验。 

2．增殖视I定 ：培养成骨细胞以 6×1矿，c 密度 

接种于 6孔塑料培养板(帕5 II1m Nurelon，I)en~ark)， 

24 h后加^不同浓度 I-IU．Ecs(10 。一10 异，m1)，于 

7％ NC_~S-MEM(G[BCO)培养液中培养 48或 72 h，然 

后用 M订 法 测定，结果以A瑚表示。 

3．碱性磷酸酶(A )测定0 ：加药后 48 h吸去 
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· 论 著 · 

培养液，细胞经 0．1％ Triton x-100溶解液破碎制成 

细胞悬液，取 0．1 ml用对硝基苯磷酸盐法(PNPP)视I 

各组 ALP活性，另取 0．1 ml用考马氏亮蓝法测定蛋 

白含量，以每毫克蛋白中国际单位(u， 蛋白)表示 

ALP活性。 

4 矿化结节形成测定：细胞以 2．2×104，c 密 

度接种于 12孔塑料培养板 ( mm)，培养液为 

10％ NCS-N EM中舍有50腭，ml维生紊 c 10 m咖d，L 

Na B·glyeerd-ph0日phate。2 d换液 1次，于 14 d用 

95％乙醇原 位固定，0 1％茜素红染色 (ARs)30 

min ，用有格(0．2|nmx 0．2 IDⅡI)涤纶薄膜贴附于培 

养板底部，低倍光镜下作矿化结节计数，本实验采用 

双盲法。 

结 果 

1．对成骨细胞增殖率的影响：不同浓度 删． 

ECS对培养成骨细胞均显示增殖刺激作用(表 1)，P 

<0．01—0．001。其中 10 g，ⅡIl的增殖刺激作用较 

为稳定。 

2．对 ALP表达的影响：不同浓度给药组培养48 

h后，A 活性均呈不同程度提高(表 2)，以 10 异， 
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m1浓度的作用为明显，P<0．05—0．叭。 

3．对矿化功能的影响：成骨细胞于培养 14 d可 

见矿化结节的形成，茜素红染色后呈现大小、形态不 

一 的红色阳性 结节 (见图 1)。10～ 一10 m1浓度 

组的结 节形成数 较不给药组分别提 高 7．8％ ～ 

13．5％，其中 10“ m1与对照组比较差异有显著性． 

P<0．05(表 3)。 

裹 1 HU．ECS对体外培养成骨细胞增殖的影响( ± )(n=4) 

注：与对照蛆 比较 ：‘P<O 05，一 P(O．O1．⋯ P(O．001；10 组 "均为 一 ” 

田 1 培养 14 d茜素红染色阳性的矿化结节 ×100 

裹2 HU—ECS对体外培养成骨细胞 ALP表达的 

影响(；± )(n=4) 

螂 0 竺兰竺!! 竺兰 1 
1 2 3 

注：与对照组比较：‘P(0咕，。‘P<0．Ol 

裹 3 HU-ECS对体外培养成骨细胞矿化功能 

的影响(；± )(n=4) 

注：与对照组比较．*P<0 05 

讨 论 

骨质琉松症是绝经后妇女和老年人的常见病和 

多发病。破骨细胞骨吸收功能活跃和成骨细胞骨形 

成功能衰退是骨质琉松发生的主要病理机理。目前 

骨质琉松防治药物大多数为作用于破骨细胞而抑制 

骨吸收的药物 。氟化物是较早作用于成骨细胞而 

刺激骨形成的药物，但存在骨脆性增高而易发骨折 

的副作用，临床较少应用。因而研究作用于成骨细 

胞促进骨形成功能而无明显副作用的药物是骨质琉 

松防治的目标。 

本文作者应用补肾中药提取成分在细胞水平上 

以成骨细胞的增殖率、ALP表达及矿化功能为指标 

观察对培养成骨细胞的影响。结果显示 HU．ECS对 

成骨细胞具有明显的刺激作用，表现为①细胞增殖 

率提高，不同浓度药物可使成骨细胞增殖率较不用 

药组提高 11％一37％，以 10 异，m1浓度的作用较为 
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稳定；②成骨细胞 ALP活性提高，以 10“g，In1的表 

达为明显；③促进矿化结节形成，用药组的矿化结节 

数均较不用药组增加，其中 1O ml组增加明显。 

ALP活性的高表达是成骨细胞分化的早期标志 J， 

矿化则是细胞进一步分化成熟的功能表现。HU． 

ECS对成骨细胞除刺激增殖外 ，对 ALP活性和形成 

矿化结节的功能均有较好刺激作用，说明 HU．ECS 

在促进细胞增殖的同时，也能促进细胞进一步分化 

成熟。因而可提高成骨细胞骨形成的功能，为骨质 

疏松症防治提供了一条途径。 

本实验结果是 删 ．ECS对体外培养成骨细胞的 

直接作用，其作用机理尚待深入探讨。此外，人体是 

一 个复杂的环境，骨代谢受多种激素和因子的影响， 

删 ．ECS对整体防治骨质疏松的作用有待对骨质疏 

松动物模型的影响实验。 
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