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三七总甙对成骨细胞增殖、分化及 OPG表 

达影响的研究 

吴丽萍 陶天遵 石义刚 陶树清 吉光荣 王立春 

【．摘要】 目的 观察不同剂量的三七总甙对体外培养大鼠成骨细胞增殖、分化及 OPG表达的影 

响，探索体外作用的机制和最佳剂量。方法 第2代培养的成骨细胞分别加入终浓度为0 tc,／ml、10 

tc,／ml、50 t,s／ml、100 tc,／ml的三七总甙，观察细胞生长、钙结节形成情况 ，碱性磷酸酶(ALP)染色、分泌 

量检测 ，骨钙素(OCN)检测 ，MTr法观察成骨细胞增殖 ，免疫组化 sP法结合阳性细胞计数法检测成骨 

细胞 OPG表达。结果 成骨细胞在 7 d可铺满瓶壁，30 d可形成钙结节，三七总甙可促进成骨细胞的 

增殖 ALP、OCN的分泌，以 50 t'g／~ 时作用明显。三七总甙可促进成骨细胞 OPG的表达 ，在 50 t,g／ml 

时作用明显。结论 三七总甙可促进大鼠成骨细胞的增殖、分化，促进成骨细胞 OPG的表达，以5O 

t,g／ml时作用明显。 
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Effect of total saponim of Panax notoginseng oil proliferat／on differentiation and osteoprotegerin expression 

of rat osteoblast WU却 ，TAO Tiartrun，SHI Yigang，et a1．The Second affaint~d Hospital ofHarbin Medi· 

cal University．Harbin 150086，China 

【Abstract】 Objective To哪ess the effect oftotal sapaIlills of Panax notoginaeng(PNS)on the prolifera． 

tion，differentiation and osteopretegerin(OPG)expression of osteoblact and investigate the mechanism of OPG in 

osteoporesis．Methods· Osteobl~sts obtained froIn the calvariae of newborn rats were cutured in medium with dif- 

ferent concentrations of PNS．Cell proliferation was detected by microscopy and MTr method，Differentiation was 

determined by measuring alkaline phosphatase(ALP)activity and osteocalcin secretion．OPG expression was quanti· 

fled by immunohistochemistry．Results PNS in 50 t,g／ml obviously increased osteoblast pmlifefiation，differentia· 

tion and OPG expression．Conclusion PNS stimulates osteoblast pmliferention and differentiation，and promote the 

expression of OPG 
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成骨细胞(osteoblast，OB)是调节破骨细胞(osteo． 

clast，OC)功能与分化的，最近发现了其调节的新的 

分子学机理。破骨细胞的分化依赖于成骨／基质细 

胞，最近在研究破骨细胞的过程中发现了一种由成 

骨／基质细胞产生的因子一骨保护素(osteoprotegerin， 

OPG)及骨保护素配体(osteoprotegerin ligand，OPGL)， 

过去发现的调节成骨细胞、破骨细胞的众多因子被 

认为都是通过直接作用于成骨细胞 ，调节 OPG和 

OPGL这两个因子之间的浓度的增加与减少，进而完 

成调节功能的。OPG是一种分泌性糖蛋白⋯，它由 

许多组织产生。OPG在生理条件下具有抑制骨吸 

作者单位：150086 哈尔滨医科大学附属二院骨科 

收的活 动。OPG也能抑 制高 钙血 症 和 由 IL-la、 

TNF．a、frrH、PTH~P、1，25(OH)2D3和切除卵巢引起的 

骨丢失 J。OPG对抑制绝经后妇女的骨吸收活动具 

有显 著的作用。因此，研究 细胞 因子与 OPG和 

OPGL的作用关系，可为骨质疏松的防治提供理论基 

础和方法。中药治疗骨质疏松症已取得较好的疗效 

并且从分子生物学方面已得到证实，但是否对 OPG、 

OPGL有影响，国内外尚无报道 ，基于此，本实验试图 

在这些方面进行探索。 

材料和方法 

1．大鼠成骨细胞体外分离与培养 ] 

将新生 24 h内 Wistar大鼠 10只无菌条件下取 

颅盖骨，剪碎至体积小于 1 toni×1 toni×1 toni，用 
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Hank氏液充分冲洗。采用分离细胞培养法 ，置 Ⅱ型 

胶原酶(Sigma公司)中于 37℃ 消化 15 min。弃上 

清，Hank氏液充分冲洗后加入 1％II型胶原酶，37℃ 

消化 2 h。取消化后上清液反复冲洗离心 3次后，弃 

上清，沉淀中加入培养液 DMEM(Gibco)混合液，加 

15％新生牛血清(Gibco)后，调整细胞计数后浓度为 

1．0×lOs
，移入 50 IIll培养瓶中在 5％ c02、37℃饱和 

湿度条件下的恒温箱中孵化，培养液每 3天更换 1 

次。当细胞 长满 瓶底后 ，用 0．25％的胰 蛋 白酶 

0．02％EDTA消化，按 1．0×tos做传代至 25 IIll培养 

瓶中培养进行实验。三七总甙(昆明制药)处理前 2 

d用只含 0．1％牛血清白蛋白(BSA)的 DMEM培养基 

培养细胞 48 h，加入终浓度为 0 t~g／w3、10 g／ml、50 

t~g／ml、100 t~g／ml的三七总甙，培养细胞 72 h，然后进 

行检测。 

2．大鼠成骨细胞的特征性鉴定 
一 般形态学观察采用倒置相差显微镜每 日观察 

细胞的生长情况及形态特征，并照相用。碱性磷酸 

酶(ALP)染色(改良Gomori氏钙．钴法)HJ计数阳性细 

胞百分率。 

3．成骨细胞上清液 ALP检测 

分别取 100 加入三七总甙前后的成骨细胞各 

8瓶上清液，采用磷酸对硝基苯酯二钠盐比色法 ，日 

立7000全自动生化分析仪测定细胞上清碱性磷酸 

酶的活性。 

4．成骨细胞上清液骨钙素(OCN)检测 

分别取 100 ttl加三七总甙前后的成骨细胞各 8 

瓶上清液，采用北免东雅骨钙素放免试剂盒。根据 

放射免疫试剂盒说明书测定培养细胞上清中骨钙素 

(OCN)的含量，丫计数器测定沉淀物 cpm数，根据标 

准品曲线得到样品 OCN含量。 

5．四唑盐比色(MTr)法测生长曲线 

将对数生长期的细胞制成 1×1o4细胞悬液接 

种于96孔板，每孔滴加 1×104的细胞悬液 200 ，0 

~g／ml、10~g／ml、50~g／ml、100 IIll终浓度的三七 

总甙每组设3个孔，将培养板置于c02孵育箱中，分 

别于接种后第 1，2，3，4，5，6，7天取出，每孔加 5 g／l 

的 MTY 20 ttl继续培养4 h，弃上清液，每孔加入 150 

l二甲基亚砜(DMSO)振荡溶解沉淀，用酶联免疫检 

测仪在492 nm波长下读取每孔的吸光度并绘制生 

长曲线。 

6．OPG免疫组化(SP法)染色 

传代培养的细胞按 1．0×los接种至铺有盖玻片 

的6孔培养板，随机分为 4组，每组 6孔，药物处理 

细胞方法同上。加入药物 72 h后，以4％多聚甲醛 

固定 10 min，应用 HistostainTM-Plus Kits(北京中山生 

物技术有限公司)，操作步骤按产品说明书进行。用 

PBS代替一抗作阴性对照。以细胞计数的方法判定 

OPG的表达程度。在 20×20视野下随机选择 5个 

视野，对着色和未着色细胞进行计数。 

7．统计学处理 实验结果以均数±标准差( 

±s)表示 ，组间进行 t检验。 

结 果 

1．成骨细胞的鉴定 

成骨细胞贴壁后的形态及钙．钴染色：成骨细胞 

培养第 2天开始贴壁，第7天铺满瓶壁。传代后细 

胞贴壁较快，约 12 h贴壁，4 d铺满瓶壁。细胞呈多 

角形，单核，从形态上无明显变化。培养第 30 d时出 

现钙结节，呈棕黑色。钙．钴法染色成骨细胞胞质呈 

黑色，染色阳性的细胞数超过 75％。 

2．三七总甙对成骨细胞 ALP与 OCN的影响 

细胞在 10 IIll、50~g／ml三七总甙的作用下碱 

性磷酸酶分泌量稍高，但与 0 tc,／ml比较无差异，在 

50 tc,／ml下其生长较快。碱性磷酸酶的分泌量较 

多，与其他组比较差异较显著(P<0．05)，骨钙素含 

量提高明显，与其他组比较有较显著差异(P< 

0．05)，见表 1。 

表 1 成骨细胞上清碱性磷酸酶(u／L)及骨钙素(ng／m1) 

的含量( 4-s) 

注：与对照组比较 P<O．05，一 P<0．Ol 

3．MTr测细胞生长曲线如图 1。 

时阃(d) 

圈 I 成骨细胞的生长曲线 

4．三七总甙对 OPG表达的影响 

免疫组化结果表明成骨细胞 OPG阳性表达细 

2  5  l  5 0  
．二 0 

增8 
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胞，在三七总甙为50 g／ITll时阳性细胞数为 80．26± 

4．60；10 ttg／ml时阳性细胞数为 84．84±3．43；50 t,e,／ 

ITll时阳性细胞数为 8 7．66±2．13；100 g／ml时阳性 

细胞数为90．36±2．21，其中 100 t~g／ml组与0 g／ml 

组 比 P<0．05。 

讨 论 

中医认为。三七具有活血、止痛、止血、散瘀消肿 

等功效。三七总甙是三七的主要成分，具有抗炎效 

应，其药理作用的研究已有许多报道。研究表明在 

治疗心脑血管疾病方面有很好的作用，有抗心律失 

常、舒张血管、抗血栓、增加冠状流量、改善血流变和 

微循环、降血脂及抗动脉粥样硬化等作用 J。三七 

是骨伤科最为常用的药物之一。 

有研究表明三七总甙可降低 TNF—amRNA的表 

达 J。能降低烫伤小鼠产生的 NO、TNFE ，也能显著 

降低滑膜炎模型大鼠 TNF、NO的含量Is J。TNF可刺 

激破骨细胞形成和促进骨吸收，抑制成骨细胞 ALP 

生成并减少细胞 内钙 含量 ，抑制 骨形成和钙化。 

TNF—a是强有力的骨吸收诱导剂，且必须在成骨细 

胞存在时发挥作用。TNF—a刺激成骨细胞分泌粒细 

胞．巨噬细胞集落刺激因子(GM—CSM)、白介素一6(IIJ_ 

6)等因子，诱使始祖细胞变为破骨细胞。同时，可以 

刺激 NO的产生，而高浓度的NO对成骨细胞系的增 

殖有抑制作用。NO对成骨细胞功能的影响很可能 

是双向性的。正常情况下，成骨细胞的增殖及骨基 

质分泌功能也依赖于少量 NO的存在，较高浓度的 

NO主要抑制成骨细胞骨形成功能，包括抑制成骨细 

胞的增殖，还可能促进成骨细胞的凋亡。细胞因子 

对成骨细胞增殖的抑制作用部分依赖于NO对成骨 

细胞合成和分泌骨基质的抑制作用。有人报道高浓 

度 NO不仅抑制成骨细胞 DNA的复制及成骨细胞的 

增殖，还显著抑制成骨细胞的碱性磷酸酶活性和抑 

制成骨细胞合成骨钙素等 J。 

TNF—a可以在体外培养中像 OPGL一样从无骨 

髓基质的巨噬细胞中诱导 OC形成【1o3。在佐剂性关 

节炎中，虽然在 TNF—a的作用下发生骨破坏，但 OPG 

能阻止骨破坏，说明 TNF—a在体内是通过诱导破骨 

细胞中 OPGL而发挥作用的。OPGL是通过活化巨 

噬细胞而起作用，而不象 TNF—a一样是前炎性因子。 

本实验中三七总甙剂量是参考文献[7，11]和经 

预实验而确定的。大剂量的三七总甙组碱性磷酸酶 

的分泌量少，与对照组及小剂量组有较显著差别 。可 

能因为小剂量的情况下对成骨细胞的生长促进作用 
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更大。对成骨细胞的生长促进作用以 50 g／ml剂量 

组为显著，与上述报道相符L7 J。三七总甙对成骨细 

胞生长、碱性磷酸酶的分泌、骨钙素分泌的影响是否 

是通过影响 TNF、NO起作用，还是直接作用于成骨 

细胞本实验还不能解释，还需要进一步的实验证实。 

OPG是影响破骨细胞分化、成熟，调节骨代谢的 

关键因子。OPG抑制破骨细胞形成是通过直接结合 

成骨／基质细胞上的 OPGL，最终干扰 OPGL与 RANK 

之间的信号传递。OPG充当 RANK的可溶性竞争 

者，OPGL的假受 体。OPGL通 过 与其 相 应受 体 

RANK的相互作用，激活转录核因子 NF—tcB(NF—KB)， 

从而诱导破骨细胞前体细胞向成熟破骨细胞发育并 

可促进成熟破骨细胞的骨吸收功能。研究发现 IIJ_ 

1、IL-6、IL-11、PGE2、TNF—a和 1，25(OH)2D3等刺激骨 

吸收的作用都是通过调节成骨／基质细胞 OPG和／ 

或 OPGL的表达来实现的【 J。 

免疫组化结果显示三七总甙能提高 OPG的表 

达，一方面可能通过抑制 TNF的分泌作用于成骨细 

胞；另一方面也可能直接作用于成骨细胞而起作用。 

有研究表明 』：三七总甙能降低 NF—KB的活性，NF— 

B是一类与多种基因启动子或增强子上的 B位点 

发生特异性结合并促进基因转录的蛋白质总称，启 

动基因转录。本实验中三七总甙对 OPG表达的影 

响可能也通过抑制 NF—KB的活性，干预 NF．r：B信号 

传递而起作用的。只观察到这种现象，根据报道做 
一 些分析推测，但确切的机理还需要更深入的研究。 

OPGL是破骨细胞生成必须的因子。但 OPGL- 

RANK—OPG环路则是最主要的调节破骨细胞分化和 

功能的系统，在骨微环境中其他细胞因子都是通过 

影响这一 环路 而起 作用 的。因此，研究 中药对 

OPGL-RA NK—OPG环路的影响和关系将为进一步明 

确骨质疏松的发生机理及治疗开拓新的领域。 
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氨酸测定法，尿钙和肌酐分别采用郯甲酚酞络合酮 

终点法和苦味酸法。 

结 果 

密钙息给药前后患者血清 E2、AKP及空腹尿 

Ca／C、OHPr／Cr比值的变化，见表 1。 

表 l 密钙息给药前后两组患者骨代谢指标的变化(x±s) 

注：与给药前比较’P(0．05，一 P(0．Ol 

此表可见，密钙息给药前后两组患者反映骨吸 

收的指标空腹尿 Ca／Cr、OHPr／Cr比值均见下降，前 

者用药前后对 比差异有显著性 (P<0．05及 P< 

0．01)，提示其骨吸收受到抑制。 

讨 论 

已知绝经后妇女因雌激素缺乏可导致骨矿物质 

的加速丢失【4,5 J。众多研究表明雌激素替代疗法以 

及密钙息的应用不但可以维持绝经后妇女骨矿物质 

的相对稳定，而且还可以使其骨矿物质的含量有所 

增加 ．7 J。已知年纪尚轻的原发闭经和卵巢早衰患 

者因已有显著的雌激素缺乏，其骨骼代谢已呈现明 

显的负钙平衡状态，故均有过早发生骨质疏松的倾 

向。为探讨减缓该类患者骨量丢失的有效途径 ，本 

研究将密钙息用于上述年轻的雌激素缺乏的患者， 

并详细观察了该类患者之骨代谢对密钙息的反应 

性。结果显示，密钙息给药后反映骨质吸收的指标 

空腹尿 Ca／Cr、OHPr／Cr比值均较给药前显著下降 

(P<0．05及 P<0．O1)，提示骨质吸收受到抑制。 

此外，患者血清 CT的水平较给药前出现升高趋势， 

而空腹尿 Ca／Cr、OHPr／Cr比值却较给药前显著下降 

(P<0．05)，说明密钙息给药可使该类患者骨质吸 

收受到抑制，骨代谢的高转换失钙状态得以改善。 

故此，密钙息的应用对年轻的高促性腺激素低雌激 

素性闭经患者骨质疏松的早期防治具有重要临床意 

义 。 
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