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中药增骨 I、Ⅲ号调节 rhBMP．2对成纤维 

细胞的影响 

魏玉玲 邹庆 傅刚 渠克玉 

·药 物研究 · 

【摘要】 目的 观察中药增骨I、Ⅲ号调节体外重组^骨形态发生蛋白一2(rhBl~lP-2)对体外成 

纤维细胞的影响。方法 体外分离培养^成纤维细胞。然后用中药增骨 I、Ⅲ号及增骨 I、Ⅲ号复 

合 rhBMP-2分别作用于成纤维细胞 ，使用倒置相差显檄镜观察其形态，噻唑蓝(MTr)比色分析其增 

殖、放免测定骨钙素(ItGP)含量。结果 增骨 I、Ⅲ号 MTr比色结果与对照组差异有显著性(P( 

0 O5)，中药复台 rhBMP-2组与对照组 比色结果差异非常显著(P(0 01) 增骨 I、Ⅲ号及中药复台 

rhBblP-2都可促进成纤维细胞 BGP的表达．与对照组相比结果差异分别为有显著性(P(0．o5)和非 

常显著性(P(0 OI)。结论 增骨 I、Ⅲ号鸵激活成纤维细胞向成骨细胞分化，能增强 rhBMP-2诱导 

成骨，促进成纤维细胞成骨表型的表达。 
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作者利用体外培养方法，观察在中药增骨 I、Ⅲ 

号及体外重组骨形态发生蛋白．2(~BNP-2)作用下， 

成纤维细胞增殖及成骨表型的变化，以进一步明确 

增骨 I、Ⅲ号治疗骨质疏松症的机理。 

材料和方法 

1．人成纤维细胞的分离及培养：按文献[1]，将 

人包皮剪碎，胰蛋白酶消化，体外分离培养，制成成 

纤维细胞悬液(2×1 ／nI1)备用。 

2．主要药物成分：中药增骨 I、Ⅲ号由湖北中 

医学 院附属 医院制剂 中 心制各，批 号 950417， 

950406，5 mgt只，浓度 为 10％，pH7．0，组方 见文 献 

作者单位；43∞印 武汉，韵北中医学院附■医院骨科 

[2]，使用前用 DNEN培养液配成 80 nIl备用。 

~BNP-2由美国 c Institute惠赠，使 用前用 

DNEN培养液配成200 n nIl备用。 

3．实验分组：取第2代成纤维细胞悬}茛，以每5 

孔为一平行样本 ，按 200 孔 、4×1 nIl的浓度接 

种于96孔培养板上，每孔加入不同条件培养}茛I(Xl 

，根据不同干预条件设置以下 4组：A组，DNE~! 

培养组(对照组)；B组 ，rhBMP一2组 ；C组 ：增骨 I、Ⅲ 

号模拟序贯疗法组，分别于第 1、3天加入增骨 I号， 

第 6、9、12天加入增骨Ⅲ号；D组：增骨 I、Ⅲ号及 

rhBMP．2组。 

4．细胞形态学观察、绘制生长曲线与噻唑蓝 

(NTr)比色分析：倒置相差显般镜动态观察成纤维 

细胞形态变化，并参照文献[1]进行细胞计数，绘制 

生长曲线，选择处于对敷生长期的细胞进行 胛 r比 
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色分析 ，研究各组细胞增殖情况。 

5．骨钙素(BOP)含量测定：收集不同时期(培养 

3⋯6 9 12、15 d)细胞上清，放射免疫测定各组的骨 

钙素含量。 

6．线形回归统计分析，求出细胞增殖率(K)，其 

余进行 0检验。 

结 果 

1．倒置相差显微镜观察：可见原代培养的成纤 

维细胞 30 min开始贴壁，10 h全部贴壁并伸出突起 

及伪足，胞体较大，呈扁平梭形、不规则长方形或三 

角形，形成单层后呈放射状，交叉排列，胞核呈卵圆 

形，有核仁 1～2枚(图 1)。A组细胞形态学变化不 

明显；B组多突形细胞增加 ；C组细胞增殖 活跃 (核 

分裂相较多)；D组增殖迅速，胞内可见大量的分泌 

颗粒和囊泡，培养 12 d后细胞交织成多层重叠结 

构，分泌物聚集成结节状(图 2)。 

圈2 联合条件组培养 12 d的成纤维细胞 ×4OO 

2．各组成纤维细胞生长率：按线形回归分析， 

代人8=KT+c公式 ，求出各组相关系数及生长率 

(K值)，然后比较。K(A)=0．7428，K(B)=0．9013， 

K(c)=0．9198，K(D)=0．9588，K比值如下：K(D)／K 

(A)=4．106(即联合条件组比对照组高3．106倍)，K 

(C)tK(A)=2．055(即增 骨 I、Ⅲ号 比对照组高 

1．055倍)，K(B)／K(A)=1 962(即 rhBMP-2组比对 

照组高0．962倍)。 

3．成纤维细胞增殖变化。MTr比色分析结果 

见表 1。 

4．BGP含量测定结果见表 2。 

裹 1 不同条件下成纤维细胞增殖变化 

圈 - 原代培 的成纤维细 oo 
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裹2 各组 BGP古量(ng，lⅡ1) 

注：与对用组比较， P<0 05．’ P<0 01：与rhB~P-2组比较 P《0 06． P(0叭；与中药组比较，‘ P<0 01 

讨 论 

1．成纤维细胞的生物学特性 

最近 Patticia⋯提 出 成骨细胞是分化精确(s0， 

phistieated)的成纤维细胞”。成纤维细胞是由中胚叶 

的间充质细胞分化而来，间充质细胞是胚胎早期的 

原始结缔组织，具有多分化潜能，在不同的条件及物 

质诱导下 ，其分化呈多样性。BGP，含有 A_羟基麸氨 

酸残端，可作为阳离子的螫合剂，维持骨的正常钙 

化 ，是成骨细胞分化的特征性指标之一，也是成骨细 

胞完成其成骨功能的重要物质。本实验 MTr结果 

证实增骨I号能使成纤维细胞增殖，增骨 I、Ⅲ号能 
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使反映成骨表型水平的 BGP含量显著增加 ，提示增 

骨 I、Ⅲ号有促进骨形成的作用。 

2．增骨 I、Ⅱ、Ⅲ号在序贯疗法中的作用机理 

在骨重建活动周期 中，每个骨重建基本单位 

(B~IJ)要经历激活．吸收．逆转．形成 4个时相。AD． 

FR序贯疗法治疗骨质疏松症是分别针对其 4个时 

相而应用不同的药物治疗，从而使骨形成太于骨吸 

收，达到增加骨量的目的 。 

增骨 I、Ⅱ、Ⅲ号是根据现代骨重建理论和 AD． 

FR序贯疗法设计而成，在临床应用中已证实能有效 

防止骨质疏松症。增骨 I、Ⅱ、Ⅲ号以补肾中药为 

主，补肾中药可增强下丘脑．垂体．性腺功能，提高成 

骨样细胞 DNA合成。在前期增骨 I、Ⅱ、Ⅲ号的骨 

计量学 、体外成骨细胞及破骨细胞的药效观察和 

对 I、Ⅱ型胶原基因的表达影响 的实验研究中已 

证实：增骨 I号激活骨重建基本单位(BIVlU)，增骨Ⅱ 

号为骨吸收抑制剂，增骨Ⅲ号可促进骨形成。增骨 

I、Ⅱ、Ⅲ号按 ADFR程序进行序贯疗法，可使骨重 

建始终处于正性平衡之中，有效防治骨丢失 ，增加骨 

形成 ，治疗骨质疏松症。 

本实验是在不同的条件下观察成纤维细胞的增 

殖及成骨表型的表达 ，并观察其对 rhBIVlP-2诱导成 

纤维细胞成骨的影响。实验结果表明增骨 I、Ⅲ号 

可明显增强 rhBrdP-2诱 导成纤维细胞成骨．表明增 

骨 I、Ⅲ号对骨形成的影响有可能是通过介导 rl1． 

Bt,,IP．2而发挥作用。 
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反映了TAM可能通过两种途径对去卵巢大鼠骨质 

疏松有治疗作用：一是提高雌激素水平；二是作用于 

ER，调控相关基因的表达。值得一提的是，近年来 

发现骨组织中不仅存在 ERa也存在 E即。J，TAN对 

二者是否存在特异性的作用，还有待于进一步研究。 

另外，TAN还可以提高去卵巢骨质疏松大鼠T、COR 

水平，有研究发现一定剂量范围的 T、COR对骨组织 

均有促进骨形成抑制骨吸收的作用 J，这可能也是 

TAM对骨质疏松有治疗作用的原因之一，有关 TAN 

致 T、c0R提高确切机理尚待进一步研究。 

雌激素替代治疗骨质疏松已被广泛接纳，但雌 

激素易促发子宫内膜癌、乳腺癌、阴道出血限制了患 

者对它的应用，而 TAM可以部分的阻断雌激素对子 

宫的作用，在生殖组织中具有明显的安全特点，有望 

成为一种绝经后妇女长期雌激素替代治疗的重要的 

替代物，特别是适用于有激素替代禁忌症如乳腺癌、 

子宫内膜癌妇女的骨质疏松症的防治。SERN是一 

种比较有应用前景的治疗妇女绝经综合症的临床用 

药 。对其进行多方面的深入研究将为其在临床上 

更好的应用提供更加坚实的理论基础。 
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