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· 药 物 研 究 · 

依普拉芬对鸡胚成骨细胞的增殖和分化的 

影响 

张皎 侯加法 

【摘要】 目的 建立鸡胚额骨成骨细胞的培养方法，研究依普拉芬对其成骨细胞增殖和分化功 

能的影响。方法 采用混合胶原酶和胰酶、两次消化的方法，获取成骨细胞，经培养传代，取状态良好 

的第 3代细胞在96孔板上进行增殖率和碱性磷酸酶活性的测定。结果 消化培养的细胞具有明显 

的成骨细胞的特点：属于成纤维目细胞型、碱性磷酸酶黑染、基质前体红染，长期培养能形成矿化结 

节。应用依普拉芬后发现 10r4moL／L IP可抑制成骨细胞增殖，而 10"0moL／L对改善成骨细胞的增殖和 

分化有显著功效(P<0，01)，小于 100。moL／L浓度的IP则对成骨细胞与对照组无差异。结论 酶混合 

消化可以得到较纯的成骨细胞，应用依普拉芬研究表明，适宜浓度的IP可促进鸡胚额骨成骨细胞增 

殖和分化，提高其碱性磷酸酶活性，增强成骨细胞矿化，促使骨形成。 
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Effect of iprffiavone Oil c~zoblastic cells from caivariae of embryonic chicken ZHANG】i∞ ，HoU Jiafa． 

College of Veterinary Medicine，Nanjing Agricultural University，N彻扣l曙210095．China 

【Abstract】 Objective To study the effect of different concentrations of ipKflavone on the proliferation and 

differentiation osteoblastic ceUs，based on the method of isolating the osteoblastic cells from calvariae of embryonic 

chicken，Methods I1Ie osteoblastic cells were harvested by sequential enzyme digestion(0，2％ collagenase and 

0．25％ trypsin)from bone chips isolated from calvariae of embryonic chicken．A second or third passage culture 

was used，which was seeded in 96．well plates at the density of 1．5×104。and cultured with 10广4．10 。M ipriflavone 

for 72 h．Then舯 and PNPP methods were used to assay the proliferation rate and activity of AKP of osteoblastic 

cells，Results I1Ie cells were characteristic of osteoblast；they were of fibmblastic type．showed black deposits of 

AKP，red deposits of promatrix by cytechemical staining and formed mlnemlized nodes，With addition of ipd． 

ilavone。1O4M ipfiflavone inhibited the osteoblastic function，but the 10|8M ipriflavone significantly improved the 

proliferation and differentiation of osteoblasts，other concentration of ipritlavones had no obvious effect on the OS． 

teoblastic cells．Conclusion Pure chicken osteoblastic cells Can be obtained by sequentiM digestion method ，An 

appropriate concentration of ipritlavone promotes the proliferation and differentiation of chicken osteoblastic cell， 

【Key words】 Osteoblastie cells； Ipriflavone； MTF； PNPP 

依普拉芬(Ipriflavone)，为人工合成的异黄酮类 

衍生物。研究表明依普拉芬可减少破骨细胞活性和 

骨吸收程度u J，也能直接影响成骨细胞的生长和分 

化。本实验室试验证实，依普拉芬可以提高笼养蛋 

鸡骨转化、增加其骨量，防治骨质疏松 J。但对蛋鸡 

骨形成的细胞生物学基础性研究未见报道。本实验 

室在建立鸡胚额骨成骨细胞培养方法的基础上，观 
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察不同浓度的依普拉芬 (武汉滨湖制药厂，批号： 

970304)对成骨细胞增殖和碱性磷酸酶表达的影响， 

从细胞学水平探讨依普拉芬促进蛋鸡骨形成的作用 

机制。 

材料租方法 

1．鸡胚成骨细胞的培养：从 16 13龄鸡胚颅骨分 

离成骨细胞。颅骨沿矢状线和额缝线，分离腱缝组 

织和骨膜，并将其仔细剥离，清除附着在骨片上的血 

细胞 和结 缔 组织 直 至骨 片 发 白。颅骨 在 37℃ 

0．25％胰酶液中消化 20 min，在无二价离子的 PILS 
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液中剪成 1 m 左右的小骨块经简单漩涡后取 出， 

放人胰酶和胶原酶 (GIBCO)的混合液(2．5 mg胰酶 

和2 mg胶原酶／m1)，消化两次，每次40 min 每次消 

化后，用金属滤网过滤，除去碎骨片．收集的消化液 

与等量的含新生牛血清的 MEM(HyC]0ne)培养液混 

合．1000 r／|Tlin，l0 n离心收集细胞 混合两次消 

化的细胞。用 10％的新生牛血清 MEM培养液重悬． 

接种在 25 n11的培养瓶中，置于37 oc、5％CO，培养箱 

48 h后换液。 后每2天换液 1次。当细胞在培养 

瓶中贴壁生长完全汇合时．弃去培养液，用0．25％的 

胰蛋白酶消化传代。选第3代生长良好的细胞做细 

胞鉴定或药效试验。 

2．碱性磷酸酶染色(AKP)：半汇合前将细胞用 

戊二醛固定，蒸馏水冲洗，加入孵育液 I一2 ral，37℃ 

孵育(按华美生物工程公司的NBT／BCIP染色试剂盒 

说明操作)。光镜观察。 

3．基质前体染色(PAS)：半汇合前细胞用乙醇 

固定，1％醇性过碘酸溶液作用．Schiff液染色。光镜 

观察 。 

4．矿化结节染色(ARS)：成骨细胞体外矿化可 

形成白色结节，用茜素红法染色。光镜观察。 

5．依普拉芬对成骨细胞功能的影响 

(1)增殖率测定 (M 法)：常用的细胞增殖 

检测方法，将第3代细胞3 xto4个／ml接种于96 L 

板上，分别甩含 10 ～10 d／L不同浓度的饭普拉 

芬 MEM培养 72 h，用 PBS冲洗后更换无血清培养液 

按常规 M_rr实验方法处理细胞，在酶标仪上(渡长 

570m)测定 OD值。 

(2)碱性磷酸酶活性定量检测(PNPP法)：加药 

物方法及细胞培养方法同上。在细胞汇合前弃培养 

液，用 PBS冲洗，加50 mmol／L DEA裂解细胞。后加 3 

nm~L,'L PNPP，37℃孵育．用0．2 mmol／L NaOH终止 

反应。在酸标仪上(渡长405nm)测定 OD值，检测其 

相对活性。 

6．统计学处理：将所测得的各 OD值用 SPSS 

10．0软件包进行统计处理。采用方差分析．结果用 

均数±标准差表示： 

结 果 

1．原代和传代细胞的形态观察：原代培养的细 

胞一般在24 h后开始贴壁．细胞形成短突起，小三角 

形。48 h后细胞铺开，变大，有多突起呈星形。细胞 

传代后生长快而稳定，24 h基本已星星形铺开，形态 

较一致 ，多数为三角形、方形。 
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2 碱性磷酸酶染色：成骨细胞具有合成分泌 

AKP功能。染色显示大部分细胞呈阳性，细胞浆为 

棕黑色，功能活跃细胞着色较深，细胞轮廓清晰．见 

图 I。 

瞳 I 成骨细胞碱性磷醴碍箍色(?,~IT／BCIP)443 

3．基质前傩染色：成骨细胞胞浆含丰富的基质 

前体成分，染色显示在胞质呈红色阳性反应。 

4．矿化结节染色：成骨细胞在长期的体外培养 

过程中具有矿化特征，是成骨细胞的重要特征．染色 

显示团块状红色反应，见图2； 

田2 矿化结节茜素红染色显示红色钙化基质【l吣 

5．依普拉芬对成骨细胞药效评价 

(1)M1fr法检测结果表明．10 、10 mol／L的依 

普拉芬明显抑制成骨细胞增殖(P<0．O1)；小于 1 

～ 10-9m~~l／L的依普拉芬可以促进成骨细胞的增殖 ， 

其中 10 rnaVL有显著作用(P<0 O1)；其他浓度差 

异不显著(Jp>0．05)，见表 1。 

(2)PNPP法检测结果表明．10 、10～tool／[ 的依 

普拉芬明显抑制成骨细胞合成分泌碱性磷酸酶(_p 

(0．01)；小于 tozmo1．／I．的依普拉芬可以促进成骨 

细胞台成分泌碱性磷酸酶，其中 10 mol／L有显著作 

用(P<0 01)：其他浓度差异不显著(P>0．05)，见 

表 2 
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表1 依普拉芬作用下成骨细胞增殖效应与碱性磷酸酶合成效应OD值变化 

指标 对照组 10 mol／L 10～mol／L 10’6 mol／L 10 mol／L 10-8 mol／L 10 91110L／L lO-l0 Irl0L／L 

成骨细胞 0．2075±0．026o O．0775±O．0071— 0．014±O．0193一 O．2338±O．0550 0．22±0．0370 O．2425±O．0523 ’O．2263±O．023~．2075±O．0158 

碱性磷酸酶 O．2076±O．0211 0．1383±O．0126— 0．1851±O．(1256一 O．2254±O．0363 0．2431±0．0495 O．2576±O．(1519一 O．2485±O．0520．2073±O．0237 

注：与对照组比较一 P<0．Ol 

讨 论 

1．鸡胚成骨细胞建立的意义：骨在生命过程中 

不断更新，是一种代谢活跃的组织，主要有两种细胞 

成骨细胞和破骨细胞发挥作用。成骨细胞是骨发生 

和骨形成的重要细胞，具有合成、分泌组成骨基质的 

胶原和糖蛋白的作用，并通过钙化基质形成骨组织。 

另外，成骨细胞在维持体内环境的稳定、生理机制调 

节和骨代谢性疾病中亦发挥重要作用。随着细胞试 

验技术和分子生物学技术的发展，笼养蛋鸡骨质疏 

松症病理发生机制及其药物防治作用机理必须在细 

胞和分子水平上进行研究。因此，建立鸡成骨细胞 

体外培养系统对笼养蛋鸡骨质疏松症研究具有重大 

意义。我们主要参考国内外学者的相关成骨细胞培 

养方法‘4．5 J，经反复摸索，改进，建立了比较成熟的 

成骨细胞培养系统。关键在于：(1)清除附着在颅骨 

片上的骨膜、反复用 PBS冲净血细胞，直至骨片接 

近透明，减少成纤维细胞和红细胞的污染；(2)首次 

20 min消化下来的细胞悬液多是成纤维细胞，应丢 

弃；(3)两酶混合消化两次，保证尽可能多的获取成 

骨细胞。至此，基本可以得到较高纯度的成骨细胞。 

2．鸡胚成骨细胞的鉴定：体外培养的细胞属于 

贴壁生长的纤维母细胞型细胞，失去了体内正常时 

的形态和与其他细胞之间存在的空间结构关系，光 

镜活体及一般的电镜结构观察并不具有明显的形态 

学特征。需要进行成骨细胞的特异性鉴定_6 J：功能 

活跃的成骨细胞含有丰富的碱性磷酸酶，是成骨细 

胞的特异性标志酶，本研究采用碱性磷酸酶染色， 

NBT／BCIP阳性反应检测，可见细胞胞浆有黑色颗粒 

密集或块状沉淀；成骨细胞是典型的蛋白分泌型细 

胞，可大量合成基质前提成分，应用过碘酸．Schiff氏 

法细胞化学染色，呈红色阳性反应；另外，能直接反 

映其功能的是在长期培养下的成骨细胞具有形成矿 

化结节的能力，碱性磷酸酶促进有机磷分解使钙盐 

沉积，形成肉眼可见的白色矿化结节，经 0．1％茜素 

红细胞化学染色法呈现红色反应。 

3．不同浓度依普拉芬对成骨细胞的影响：依普 

拉芬在临床用于治疗绝经后骨质疏松，主要能抑制 

骨吸收、促进骨形成，增强骨骼强度却不影响骨骼 

钙、磷、镁灰分‘7 J。体外试验表明，依普拉芬具有促 

进成骨细胞增殖，抑制成熟破骨细胞募集，减少其前 

体增殖 ，促进 I型胶原、骨唾液蛋白、deeorin表达和 

矿化基质沉积等作用‘8’9 J。依普拉芬在人成骨细胞 

(Saos．2)和破骨细胞前体(FLG 29．1)共培养体系的 

研究中发现有一成骨细胞介导的对破骨细胞的复合 

作用，对其有适度的促增殖作用_】J。培养第三代72 

h的成骨细胞有较一致的形态，生长旺盛。从细胞 

增殖和碱性磷酸酶分化功能的研究结果来看，依普 

拉芬可剂量依赖性地影响该期成骨细胞的增殖和碱 

性磷酸酶的合成，且有相似浓度对两者共同促进的 

效应。即合适浓度下进一步增加细胞数目，并刺激 

细胞的碱性磷酸酶合成。一般认为成骨细胞表型发 

展顺序分为3个阶段：增殖阶段、细胞外骨基质成熟 

阶段及骨基质矿化阶段。10{mol／L剂量的依普拉 

芬同时使成骨细胞较为活跃地增殖和分化的综合效 

应是能形成较多的骨细胞并促进基质钙化进程，加 

速其表型发展，是维持或增加骨密度的细胞水平基 

础之一。但高浓度的依普拉芬分别抑制其增殖和活 

化功能，浓度过低则培养的成骨细胞与对照组无差 

别，即无药效作用。我们建议该药在临床运用防治 

笼养蛋鸡骨质疏松时应注意给药剂量，过高浓度反 

而抑制体内成骨细胞功能，减少骨形成；浓度过低则 

无效应。 
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量丢失的速度各不相同，女性较男性更明显。女性 

50岁以后 ，特别是绝经后，雌激素水平显著下降，因 

为雌激素可降低骨转换和抑制骨质吸收，当雌激素 

水平下降时，骨丢失增加_1l2 J。女性绝经后，骨质疏 

松症发病率增高，所以应及早做好预防和宣传工作， 

以减少骨质疏松症发生率。 

腰椎各椎体 BMD值各不相同，从 L1～L3 BMD 

值逐渐降低，而且与性别、年龄无关。在 50岁以前， 

腰椎骨密度值女性略高于男性，与国内有关报道有 

差别_3 J，可能与检查的设备有关。以前检查的设备 

多为双能 x线骨密度仪(DEXA)，测量是在腰椎的前 

后位上进行的，受椎体终板增生、椎间盘钙化、椎体 

骨质增生、骨桥形成等影响，而使其 BMD值增大_4 J。 

QCT骨密度测量时，取椎体中部，不受椎体终板增 

生、椎间盘钙化、椎体骨质增生、骨桥形成等影响，比 

177 

较准确。 

QCT骨密度测量方法简单，是一种非侵入性的 

测量方法，所测量的部位为椎体骨密度变化最敏感 

的部位，可作为诊断骨质疏松症、观察疗效的敏感手 

段 ，也可作为老年性骨质疏松的普查手段。 
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