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老年大鼠含淫羊藿血清对成骨细胞的增 

殖与分化的影响 

马涛 崔燎 吴铁 艾春媚 李青南 

【摘耍l 目的 观察老年雄性大鼠含淫羊藿血清对新生大鼠颅骨成骨细胞增殖和分化的影 

响。方法 雄性 ，19月龄 sD大鼠24只，随机分为 3组，分别为生理盐水组 、淫羊藿低剂量组(1 

III1)、淫羊藿高剂量组(2 g／m1)，按 0 5 m~100 g的量，每日两次，连续灌胃 1个月．处死前 1 h．再灌胃 

一 次 ．取血清(灭活，过滤)．最终稀释成 1：20、1：40、1：80加入新生大鼠颅骨成骨细胞体系，用 肌 法 

检测细胞增殖，另外，分别在第 2天、第 3天、第 4天动态观察细胞生长过程 ，傲生长曲线和检测分化 

指标 ALP。靖果 老年大鼠古药血清在 l：80稀释比，肌 测得的 OD值给药组高于对照组 (P< 

0 o5)且以高剂量组高于低剂量组(P<O．05) 生长曲线表现为．在第 2天各组无明显差别，从第 3天 

开始．含药血清增殖速度加快，仍以高剂量组最快。ALP检测结果 ．古药血清 OD值高于对照组(P< 

0 o5)，但不同剂量之间没有差异(P>0 05)。结论 老年雄性 sD大鼠连续服用淫羊藿水提液 1个 

月，其血清对新生大鼠颅骨成骨细胞有促进增殖和分化的作用。 
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D renliation 

中药淫羊藿有补肾阳，强筋骨的功效 ，近年来我 

们曾证明该药对 SD去势大鼠的骨生长有促进作 

用 ，对肾上腺皮质激素所致大鼠骨质疏松的作用， 

也有明显的防治作用 ，临床上用于治疗骨质疏松 

的复方中药也多含淫羊藿，但淫羊藿对老年性男性 

病人的骨质疏松的作用未见报道，并且淫羊藿的抗 

骨质疏松的作用机理还缺乏进一步的探讨；为了观 

察淫羊藿对老年大鼠骨形成的影响，特别是对成骨 
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细胞的影响。本实验采用血清药理学的方法来观察 

淫羊藿水提液治疗的老年大鼠血清对成骨细胞增殖 

和分化的影响。 

材料和方法 

1．试剂 ：DMEM培养基购于 Gibico公司，I型胶 

原酶，透明质酸酶，MTr均购于 Sigma公司．碱性磷 

酸酶检测试剂盒购于北京中生生物公司。 

2．实验药物：浓度为 1 gtrol淫羊藿水提液的配 

制，市售淫羊藿 1 000 g全草洗净，授泡 1．5 h，加 20 

倍体积水煮沸1 h，过游，滤渣再加20倍体积水煮沸 

1 h，过滤，共重复 3次，收集 3次的滤液，合并煮沸 
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浓缩至 1 000 nd即为所需的药物；2 nd淫羊藿水 

提液的配制的工艺与浓度为 1 nd淫羊藿水提液相 

同，只是在最后一步合并浓缩至500 nd。 

3．实验动物分组及给药：SD老年大鼠，雄性 ，19 

月龄，共 24只，按体重随机分为 3组，即生理盐水 

组、淫羊藿低剂量组、淫羊藿高剂量组．每 日上午 9 

时和下午5时按0．5 mltlO0 g剂量给药两次，连续给 

药 1个月，动物处死前 1 h，再灌胃给药 1次。 

4．灌胃含药血清的制备：动物给予乙醚麻醉， 

右心室抽血，采集到的血液，4℃静置 4 h。3000 r／mtn 

离心 30 nfin。收集血清，56℃水浴灭活补体。一 

2O℃保存，本实验所用血清保存时间不超过 3周。 

用前用培养基稀释．过滤膜除菌。 

5．新生大鼠颅骨成骨细胞的制备及培养0]：取 

新生大鼠(24 h以内)，无菌取颅盖骨，剔除粘附的结 

缔组织和血管，剪碎约 1×1一  ，加含 0．2％的 I型 

胶原酶和0．1％的透明质酸酶的消化酶消化。消化 5 

个循环，每次 20 mln，其间不时摇动，取第 3、4、5次 

消化的细胞悬液，1000 rtmin离心 10 mln弃上清，沉 

淀的细胞用 10％的胎牛血清 DMEM培养液重悬，吹 

打均匀后，接种到培养瓶中，培养瓶置于 37℃。5％ 

CO 孵箱孵育．24 h换液，待细胞 60％ ～70％贴壁 

后，0．25％胰酶消化，本实验所用细胞均为原代培 

养。 

6 不同稀 释比血清对成骨细胞增殖的影响 

(MTI"法)：按朱文箐等人的方法稍改进 细胞密度 

1×1 个tnd加入96孔板每孔 lOOul，24 h后换含 

5％FCS的DMEM培养基，每孔 9o l，分别加人按 1： 

1，l：3，1：7稀释比稀释的含药血清 10 ，使其最终 

稀释比为 l：20，l：40，l：80，继续培养 72 h。实验结束 

前4 h加 2o l的 M1Tr(5 m1)，继续在 37℃，5％ 

CO 条件下孵育，实验结束后，吸取培养液加甲脯溶 

解藏0．1 Inl振摇 15 rain，静置0．5 h后于酶标仪检测 

其吸光度，测量波长 570 nm，参考波长 630 nm。另 

细胞按 1×l04个tml加人 3块 24孔板，每孔 l ml，24 

h后换含 5％FCS的 DMEM培养基，用 l：80稀释比 

血清，动态观察各组细胞第 2、3、4天的生长增殖情 

况，并根据 M1Tr法测得的吸光度做生长曲线。 

7．不同稀释比的含药血清对成骨细胞碱性磷 

酸酶(ALP)的影响：参照李德华等的方法“ 主要是， 

成骨细胞接种密度为 1×lo'个tml加人96孔板，A1． 

A 行为空白调零，每孔 100 。加药方法同前，细胞 

加药后培养 3 d，培养结束时去除培养液，用 PBS冲 

洗 3遍，加0．1％Tri~ax．1002OO 裂解 12 h，吹打 1 

min，取50 细胞裂解藏转移至另一96孔板，用 PBS 

液作空白调零。各孔均加碱性群酸奠捡涌试剂盒中 

新鲜配制的底物t00 ，37℃孵糖孵育30 n，家0．1 

N的NaOH终止反应。酶标仪捡涌，波长为405 m。 

8．统计学方法：各组均数的比较均用 ANOVA 

方法检验，所用统计软件为 SPSS10．0。 

结 果 

1．不同稀释比血清对成骨细胞增殖的影响 

不同稀释比血清对成骨鲥臆增殖的影响结果见 

表1。 

裹 1 不同稀释比血精对细胞增殖情规比较<A值) 

— —  

l：∞ 

至 苎!堕． 
1：40 1：80 

耆药 请̂对照组 0丝5±0．0啤 0 206~0．ms 0．132±0．m4 

耆药血清(1匮)组 0拼 tO．02l 0 fl±0．olB 0．171±0,013· 

耆药血清(膏)组 0 282t0．03 0 217~0．ol2 0．195i0,019⋯  

注：与对腻组比，’P<O．0'3．‘’P<0．仇I与车组不同}盘度比 

P<0 05． P<0 01 

从表 1可见，不含药血清不同稀释比之间其促 

进细胞增殖韵作用不同，其趋势为 1：20>1：蚰 >1： 

8o，含药血清也有相同趋势；而含药组血清与生理盐 

水对照组相比，在 1：∞ 和 1：加 稀释比血清各组未 

表现出差异，而在 1：80稀释比古药血清栩激增殖作 

用明显。 

2．淫羊藿含药血清对成骨细胞的生长曲线的 

影响 

淫羊藿含药血清对成骨细胞的耋长曲线的影响 

结果见圈 1。 

由图 1可见，在第 2天各组细胞增殖未表现曲 

明显差异，从第3天起含药血清组细胞生长速率加 

快，其中以淫羊藿高剂量组细胞生长速率量恢。 

I 

女t夭t 

圈1 成骨细胞的生长曲线 

毫—■瘩 ■越 
■羊I啦囊岫  
t苹I★■曲  

3．不同稀释比的含药血清对成骨船童碱性磷 

酸奠(ALP)的影响见表 2。 
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囊2 各组不同稀释比血清对细胞碱性磷酸酶活性的比较 

佳 ：与对腮组比 ，‘P<0 05；与奉组不同榷厦比 

P(O．05． P<O．Ol 

由表 2可见，不含药血清不同稀释比之间其促 

进细胞分化(ALP活性)的作用不 同，其趋势为 1： 

20)1：40)l：80；含药血清也有相同趋势；而含药组 

血清与生理盐水对照组相比，在 l：20和 1：40稀释 

比血清各组未表现出差异 ，而在 l：80稀释比含药血 

清刺激细胞分化作用明显。 

讨 论 

1．不舍药血清不同稀释比血清对成骨细胞增 

殖和分化的影响 

本次实验所培养的细胞经碱性磷酸酶染色呈阳 

性，培养 18 d，体系中长出骨节结，证实所培养的细 

胞为成骨细胞，已有文献报道，碱性磷酸酶可作为成 

骨细胞早期分化的指标 ，我们通过观察 ALP的改 

变，爿断药物对细胞的分化活性影响。由表 1和表 

2可见对照组不同稀释比不含药血清对成骨细胞作 

用效果不同，高浓度血清较低浓度血清有明显的促 

进作用。提示了大鼠血清中含有一些促进骨细胞生 

长的因素，一方面，在种属上，取材的细胞与给药血 

清同源，另一方面，血清中本身含有多种生长因子， 

而且随着浓度的降低各种生长因子也被大大的稀释 

了，因此其促进作用也随之减弱，这些因素的存在可 

影响我们对含药血清作用的判定，因此寻找一个较 

合适的稀释比对我们研究含药血清的作用有重要意 

义。 

2．含药血清对成骨细胞增殖和分化的影响 

由表 1和表 2可见含药血清在不同稀释比的情 

况下，其作用趋势与生理盐水对照组相同，即高浓度 

血清刺激细胞增殖和分化作用大于低浓度血清。但 

是含药血清与对照组相比，其在稀释比为 1：20和 

1：40时来表现出差异，而在稀释比为 l：80时，含药 

血清较生理盐水对照血清有明显的刺激细胞生长的 

作用。出现这种情况，我们认为其一是 ，可能与细胞 

接种密度及细胞 自身生长有关，因为，对照组血清中 

也含有各种生长因子有促进其增殖和分化的作用， 

由于我们是原代培养，当细胞增殖到一定程度，就会 

抑制细胞的进一步增殖” ，从而表现不出差异，在较 

低剂量(1：80)的情况下，血清中的生长因子教大大 

稀释了，含药血清的作用就能明显地表现出来；其二 

是．血清稀释后，血清中生长因子被稀释，对照组细 

胞增殖减少，唯独这时给药组血清可使细胞增殖高 

于对照组，说明给药组血清含有促进成骨细胞增殖 

的因素。实验方法上，在做生长曲线时，我们就采用 

1：80的稀释比，由图1可见，细胞在第2天食药血清 

组与生理盐水对照组无明显差别，可在瞳后的第 3 

天、第 4天含药血清则比对照组生长速率要快 ，且以 

含较高浓度淫羊藿灌胃的血清为最快。 

3．含药血清促进成骨细胞增长的作用机理探 

讨 

含药血清的这种刺激成骨细胞增殖和分化的作 

用，作者认为其作用机理为多种因素的综合效应。 

首先，用来灌胃的淫羊藿水提液本身可能食有有效 

成分，淫羊藿煎液体外实验表明其可促进成骨细胞 

的增殖和分化 ；第二，淫羊藿水提液可促进机体产 

生促成骨细胞的因子，考虑到灌胃的淫羊藿水提液 

要经过肠道细菌的代谢，其代谢产物有可能发挥药 

理活性。有报道淫羊藿水提液中淫羊藿苷及其肠苗 

代谢产物(宝藿苷 I和淫羊藿苷元)对 II．,6的产生 

有促进作用 ，IL-6是骨质琉松发生发展过程中重 

要的细胞因子，有促进成骨细胞增殖和分化的作用； 

第三，淫羊藿水提液可促进性腺的分泌，因为淫羊藿 

本身是补肾阳的作用 ，有类雄激素样的作用，产生的 

睾酮 。 也具有促进新生大鼠颅骨成骨细胞增殖和 

分化的作用；第四，淫羊藿水提液还可能促进大鼠生 

成较大量的促骨增殖和分化的特异因子，如 BMP。 

Leptin等；因此，淫羊藿含药血清可能是通过多环节 

来发挥其刺激成骨细胞增殖和分化的作用的，而不 

是单一因素在起作用。另外 ，在给药方法上实行了 

连续给药30 d，比血清药理学中给药通法“”中的连 

续给药 3 d，明显延长了给药时间，从而不仅保证了 
一 定的血药浓度，而且观察了药物对机体产生的长 

期效应，比如促进系统和局部激素或细胞因子的合 

成与分泌等。 

本实验采用老年大鼠作为实验材料，与青年大 

鼠相比，其整体呈现衰老(性腺功能下降，骨质琉松) 

趋势，其血清中含有促进细胞生长分化的因素，特别 

是促进成骨细胞生长的因子可能较少，有报道老年 

(下转第60页) 
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氧核苷酸转移酶介导的缺口平移法(TUNEL)、单链 

DNA免疫组化法和染色质荧光标记 一吖啶橙法。 

TUNEL法在骨组织中应用不理想，与常规形态学检 

测方法相比，TUNEL法只标记出60％的具有经典凋 

亡形态表现的破骨细胞 。免疫组化法需要多次洗 

破骨细胞，而凋亡的破骨细胞与培养基质的结合不 

牢固，反复冲洗很容易使之脱落，假阴性率不可避 

免。吖啶橙法首先由Fuller在 1993年应用于破骨细 

胞凋亡研究 ，因其操作简单、不损失细胞、细胞核 

染色清晰，而越来越多用于细胞凋亡研究。 

3．阿伦膦酸钠促进破骨细胞凋亡 

本研究表明阿伦膦酸钠作用 6 h，体外培养的破 

骨细胞发生死亡是凋亡而不是坏死。其原因有：对 

正在死亡的破骨细胞连续观察发现破骨细胞呈现出 

典型的凋亡形态：板状伪足的折光率明显下降脱离 

培养皿，细胞浆迅速缩小变圆，核染色质浓缩，细胞 

核碎裂，大小不等，细胞膜发出大泡形如沸腾，细胞 

浆颗粒增多，这些形态学变化是不可逆的。坏死首 

先表现为细胞肿胀，之后细胞膜破裂，本研究没有发 

现在阿伦膦酸钠的作用下破骨细胞呈现肿胀形态。 

阿伦膦酸钠诱导破骨细胞凋亡的机理还不清 

楚。有研究提示一氧化氮、ATP、TGF、Fas配体能通 

过旁分泌的形式诱导细胞凋亡 ，成骨细胞很可能 

在阿伦磷酸钠作用下释放这些因子促进破骨细胞的 

凋亡 。阿伦膦酸钠降低组织中破骨细胞数量可能 

与诱导破骨细胞凋亡相关。 

本研究采用吖啶橙染色检测破骨细胞捆亡，方 

法简便、实用。阿伦磷酸钠明显促进破骨细胞凋亡， 

随阿伦磷酸钠浓度增加，破骨细胞凋亡的比例也增 

加。 
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可致成骨细胞活性下降“ ，而我们制备的给药组血 

清在体外可促进增强成骨细胞的活性，提示淫羊藿 

水提液可能对老年雄性大鼠骨质疏松有效，该研究 

为我们治疗老年男性病人骨质疏橙症提供了一个新 

的途径。 
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