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淫羊藿总黄酮含药血清促进骨髓问充质干 

细胞增殖与成骨性分化 

马慧萍 贾正平 张汝学 陈克明 任俊 李茂星 王娟 

【摘要l 目的 研究淫羊藿总黄酮(Total flavonoid extract of Epimedium sag ， rFE)对大鼠骨髓 

间充质干细胞(Mysenehymal stem cells，MSCs)增殖和成骨性分化的影响。方法 将 rFE和含淫羊藿总 

黄酮大鼠血清(Serum of rats administered，n ，SES)分别以不同浓度加入大鼠 MSCs培养液中，进行细胞 

增殖和成骨性分化的分析。细胞增殖分析采用 MTr法，成骨性分化则检测碱性磷酸酶、骨钙素、钙盐 

沉积量等分化指标。结果 rFE直接加人培养液对 MSCs增殖无明显影响，SES则强烈刺激细胞增 

殖 ，成倍增加碱性磷酸酶染色阳性的克隆数。TFE不影响 MSCs的成骨性分化 ，但 SES显著提高碱性 

磷酸酶活性、骨钙素分泌量和钙盐沉积量。结论 淫羊藿总黄酮活性代谢产物强烈刺激 MSCs的增 

殖和成骨性分化 ，是淫羊藿总黄酮抗骨质疏松症的重要机制。 
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【Abstract】 Objective To investigate the effects of total flavonoid extract of e击啪 sagia~ ( rFE) 

on the proliferation and differentiation of rat marrow mesenehymal stem ceHs(MSCs)．Methods n and the 

serllln of rats administered TFE(SES)were added into the culture medium of newbum rat MSC，Their effects on 

cell proliferation and osteogenie differentiation were studied by MTr and the analysis of differentiation indices．Re- 

suits n had no appreciable effect on cell proliferation and differentiation at any concentration．while SES 

strongly stimulated cell proliferation，increased the number of colonies stained positive for alkaline phosphatase． 

SES also significantly improved osteogenic differentiation indices including alkaline phosphatase activity，osteocalein 

8eeretion and calcium  deposition leve1．Conclusions It is the metabolites of TFE but not the extract itself that en— 

hance bone formation by increasing the number of MSCs and inducing their differenation into osteoblasts．It partly 

explains the anti-osteoporosis mechanism of n ． 
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近年来，国内外学者十分注重从植物中提取和 

筛选抗骨质疏松症的天然有效成分，从大豆中提取 

的黄酮类化合物如 Diadizein和 Genistein等H J已被证 

明具有良好的抗骨质疏松作用。淫羊藿是中医防治 

骨质疏松复方制剂中应用频率很高的一味中草药， 

富含黄酮类化合物，我们已提取并证明淫羊藿总黄 

酮(Total flavonoid extract of Epimedium sagittatum，TFE) 
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· 论 著 · 

可预防大鼠实验性骨质疏松症 4。。为进一步探明 

其抗病机理，本实验研究了 TFE对大鼠骨髓问充质 

干细胞(MSCs)增殖和成骨性分化的影响。 

材料和方法 

1．大鼠骨髓间充质干细胞(MSCs)的培养 

MSCs的分离和培养按 以前报道方法进行l5 J。 

取 2月龄 SD大鼠(雌雄不拘)1只，锤击头部致死， 

于无菌条件下剥离股骨和胫骨，切除两端骨骺，用 l2 

号针头从一端向骨髓腔内注射含肝素钠(500 U／m1) 

的 DMEM培养液，使骨髓被完全冲出，合并冲出液， 
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用滴管反复吹打，使团块尽量分散，依次用8号和4 

号针头抽吸过滤一次，所得滤液基本上为单细胞悬 

液。调整浓度至 1．0×107 cells／ml，以每皿 5 IIll接种 

于 100 mln×20 mln的塑料培养皿中(Coming，USA)。 

培养液含 15％胎牛血清、100 g／ml链霉素和 100 U／ 

IIll青霉素。在 37~C、5％ co2和饱和湿度条件下培 

养48 h，弃培养液，PBS(0．1 mol／L，pH7．4)洗涤两遍 ， 

加新鲜培养液继续培养。每 4 d换液 1次。待细胞 

长满皿底后，以0．25％胰蛋白酶消化悬浮，1：4传 

代。胎牛血清和胰蛋白酶购自Gibco公司。 

2．含 TFE大 鼠血清 (Serum of rats administered 

TFE，SES)的制备 

20只 6月龄 Wistar大鼠，雌雄各半，随机分为两 

组，一组为服药组，按 1 g／kg灌服 rI’FE(由本实验室 

提取【 ，含量为 58．63％)，每天 1次，连续 3 d。另一 

组为对照组，只灌服相同体积的载体溶液(即用于溶 

解 TFE的溶剂，TFE的配制过程是：先以少量 0．1 

mol／L NaOH溶解，再以0．1 mol／L HC1调至 pH7．6。 

对照组模仿此溶液的配制过程，但不加入 TFE)。第 

3次灌胃1．5 h后，所有大鼠均在乙醚麻醉下 自腹主 

动脉抽取血液，同组合并后离心获取血清，血清在 

56℃灭活 30 h，再用0．22 tam滤膜过滤除菌后备用。 

3．MSCs增殖 

取第 3代以后的 MSCs，按 3×10 cells／well接种 

于96孔板中，24 h后换新鲜培养液，并分别添加： 

TFE，共0．1、1、10和 100 g／ml 4种浓度，每种浓度平 

行做 6份 ，并设对照组。对照组只添加等体积的溶 

剂；SES，采用 2．5％、5％和 10％ 3种浓度，培养液中 

胎牛血清浓度降至 5％，对照组加相同浓度的对照 

血清。细胞增殖情况用 M1tr法进行分析。 

4．CFU．F~LLp分析 

骨髓单细胞悬液 1．0×107 cells／well接种于 6孔 

培养板中，每孔 1 ml，48 h后吸除培养液，PBS振荡冲 

洗两遍，加新鲜培养液，并添加：0．1、1、10、100 g／ml 

的 帆 ；5％ SES，胎牛血清浓度同时降至 5％，加相 

同浓度对照血清做为对照。每 4 d换一次新鲜培养 

液，至第 12 d时，用偶氮偶合法进行碱性磷酸酶组化 

染色，方法是：PBS洗两遍，3．7％甲醛．70％乙醇固定 

液处理 3—5 min，转入基质溶液中室温下 15 min左 

右，当出现紫黑色斑点时，即弃培养液，流水冲洗，重 

新转入 固定液中，记录斑点数 目，并照相保存结 

果[6l。 

5．MSCs成骨性分化 

取第 3代 MSCs，按 1×105 cells／well接种于 6孔 
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培养板中，次 日换含 10％胎牛血清、lff mol／L地塞 

米松、10 mmol／L p．磷酸甘油和 50 g／IIll Vc的新鲜 

培养液，同上浓度添加TFE和SES。每4 d更换 1次 

培养液，进行下列各项指标的检测。 

(1)碱性磷酸酶活性(alkaline phosphatase，ALP)： 

根据 Cheng等L7 J的方法改进。于培养至第 4、8、12、 

16和 20 d时，将待测各孔的培养细胞用胰蛋白酶消 

化悬浮后收集至 0．5 ml Tris中(pH7．4，含 0．1％ rift． 

ton．XIO0和 2 mmol／L Mgcl2)，用超声细胞粉碎仪振 

荡处理，以使细胞膜破裂，离心，收集上清液，ALP活 

性用 Sigma kit 104-LL测定。其原理是，p．nitrophenyl 

phosphate在 ALP作用下生成 ~-nitrophenol，生成的速 

率可在 405 nm处测得。ALP活性表示为 nmol p．ni． 

trophenol／min／mg protein，蛋白质浓度用 Bio．Rad DC 

kit(Bio Rad，Hercules，CA，USA)测定。 

(2)骨钙素：每次更换新鲜培养液时，原培养液 

均收集冷冻于．30℃，以待测定骨钙素浓度。骨钙素 

浓度最后一次性采用大鼠酶联免疫分析试剂盒测定 

(rat osteocalcin EIA kit，Biomedical Technologies，Inc， 

Stoughton，MA，USA) 引。 

(3)钙含量：将待测各孔培养液吸出后，用 PBS 

洗两遍 ，加入 1 mol／L HC1 1 ml，振荡过夜，次 日以 

1000 g离心 10 min，上清液中 ca2 浓度用 Sima kit 

587．A测定L 。 

(4)矿化结节：培养至第 20 d时用 von Kossa染 

色法显示矿化结节。培养细胞先用 PBS洗两遍，然 

后用 3．7％甲醛．90％乙醇固定 5 min。加入新鲜配 

制的 1％硝酸银后置紫外灯下照射 15 min。镜下观 

察矿化结节 6。 

6．统计学处理。 

结果表示为 ±s，采用 SPSS10．0统计软件进行 

t检验 。 

结 果 

1．对细胞增殖的影响 

TFE各组与其相应对照组的 A值无显著性差 

异。2．5％和 5％ SES组的 A值则显著高于对照组 

(图1)。10％SES和对照血清有细胞毒作用，引起培 

养细胞悬浮和死亡。 

2．对 CFU．FALp数 目的影响 

TFE各组与其相应对照的 CFU．F̂LP数 目接近， 

无统计学显著差异。但 5％ SES组的 CFU．FALP数 目 

几乎是其对照的2倍(SES组为42．4±6．9，对照组为 

20．5-I-5．2，P<0．05)。 

蔫凄 孽  《 强 罐 锺鼍 镰 篷 囊̂ 麓遵j 譬 连 麓碍≤ 罐每 墨建 垂 莲蓬囊 冀 疆镰 ；簦 露 穗囊墨 §莲蓬 《 锺 罐 l毒 嚣量 雩理冀鼍 {  尊 童 纂 羹 童 强墨 蓬  寰 疆 {莲 霪 譬墨i {囊 霪 j  歪羹壕冀强 ； 。 
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浓度 

圈1 不同浓度含淫羊藿总黄酮血清(SES)对大鼠骨髓间充质 

干细胞增殖的影响 

■为淫羊藿含药血清组，口为对 照血清组。与对照组相 

比 ． P<0．01 

3．对 MSCs成骨性分化的影响 

(1)对 ALP活性的影响：TFE各组与其相应对照 

的 ALP活性始终无显著性差异。5％ SES对 ALP活 

性的影响见图2。可见第 4d时SES组即显著高于对 

照组，至第 12d时达到对照组的两倍以上。从第 16d 

起 ALP活性降低，但 SES组仍显著高于对照组。 

4 8 l2 l6 

d 

圈2 5％淫羊藿总黄酮含药血清(SES)对大鼠骨髓 间充质干细 

胞碱性磷酸酶活性的影响 

■为淫羊藿含药血清组，口为对照血清组。与对照组相比～ 

P<0．0l。⋯ P<0．001 

(2)对骨钙素的影响：TFE各组与其相应对照的 

骨钙素水平无显著性差异。SES的影响情况见图3。 

自第 8 12 d起，SES组培养液中的骨钙素含量显著 

高于对照组，至第 16—20 d时，几乎达到对照组的两 

倍 。 

(3)对钙沉积量的影响：TFE各组与其相应对照 

的钙沉积量未发现显著性差异。SES的影响见图4。 

至第 8 d时，SES组钙沉积量显著高于对照组，至第 

20 d时，SES组是对照组的2倍以上。钙沉积量的增 

加与矿化结节的形成和成熟相一致。 

般 

趣 

O～4 4～ 8 8～ 12 l2～ 16 16~20 

d 

圈 3 5％淫羊藿总黄酮含药血清(SES)对大鼠骨髓间充质干细 

胞骨钙素分泌量的影响 

■为淫羊藿含药血清组，口为对照血清组。 P<0．05，一 P< 

0．01．⋯ P <0．001 

■ 

j 

、 一 

4 8 12 16 

圈4 5％淫羊藿总黄酮含药血清(SES)对大鼠骨髓间充质干细 

胞钙沉积量的影响 

■为淫羊藿含药血清组，口为对照血清组。 P<0．05，一 P< 

0．O1．⋯ P (0．001 

讨 论 

近年来，MSCs多向分化潜能与骨质疏松症间关 

系的研究日益受到重视。人们发现 MSCs成骨性分 

化能力的下降是发生骨质疏松症的重要原 因-l。。。 

为此，设法保持甚至提高 MSCs的成骨性分化能力被 

视为一条有效的防治途径。CFU．F数量在原代培养 

情况下代表着骨髓细胞悬液中 MSCs的数量，而碱性 

磷酸酶染色阳性的 CFU．F数量(即 CFU．FALP)则代表 

着已定向分化为成骨细胞的 MSCs数量ü 。本实验 

中，TFE对 MSCs增殖和成骨性分化各项指标均无显 

著性影响，而 SES使 CFU．FAI
．
P数量几乎增加一倍，并 

显著提高碱性磷酸酶、骨钙素和钙盐沉积量等成骨 

性分化指标 ，根据血清药理学原理-l ，说明 TFE经 

口服后产生的代谢产物中有未知的活性成分能够诱 

导未定向的MSCs向成骨细胞方向分化，并提高成骨 

(下转第428页) 
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骨强度除了与骨量有关外，还与骨内部结构有关。 

对松质骨而言，骨小梁构筑方式的改变，将更能说明 

骨强度的质变。Hahn[2J认为，松质骨的稳定性不仅 

取决于其骨量的高低，还取决于其三维构筑以及骨 

小梁间的连接性，对骨小梁连接点和游离末端数测 

量更能说明骨小梁结构的稳定性。本实验结果亦表 

明，大鼠失神经支配后，血液钙磷浓度并无明显改 

变，而反映骨结构的骨小梁形态却有明显的改变，此 

结果与以上论述相符。 

NGF作为一个经典的靶源性神经营养因子，其 

主要功能是维持交感与感觉神经元的存活与发育， 

同时对促进神经递质的合成也具有重要作用L4J。 

NGF影响骨代谢的研究尚不足 10年，有关这方面的 

研究较少。目前已被证实成骨细胞存在 NGF的低 

亲和力受体(LNGFB)，内源性和外源性 NGF可与 

LNGFR结合，达到细胞间信息传递的作用，从而使 

成骨细胞发生磷酸化，成骨能力增强；另外，NGF在 

骨组织中对 1，25(OH)2D3摄取起调节作用。体外研 

究表明，当成骨细胞培养基中加入 1，25(OH)，D3可 

使骨细胞表达 NGF J，反之 NGF可能调节骨组织对 

1，25(OH)2D3的摄取，促进成骨，减轻骨质疏松。王 

子明等 J的实验表明，大鼠注射 NGF后都可引起神 

经功能的改变，无论局部还是全身用药，只要能够到 

达损伤部位，就有一定的治疗作用。 

本实验研究表明，大鼠失神经支配后体重增长 

慢，失神经肢肌肉严重萎缩，骨小梁连接点数显著下 

降，游离末端数显著增加，说明失神经后肌肉营养不 

足，导致骨营养下降；骨小梁结构稳定性差，小梁排 

列不符合力学要求，其结果必然导致骨结构强度的 

明显下降。而局部给以 NGF治疗后 ，肌肉萎缩程度 

明显减轻，大鼠的骨小梁平均宽度、体积密度、连接 

点数均较失神经支配组大鼠有明显增加，游离末端 

数也明显下降(见表 1)，说明 NGF治疗能明显改善 

失神经支配所致的骨结构的改变，减少骨量的丢失。 

这可能与 NGF的神经营养作用和神经调节作用有 

关，对神经性瘫痪病人预防骨质疏松的发生具有重 

要意义。 
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细胞的活性和功能，这应是淫羊藿总黄酮抗骨质疏 

松作用的一个重要机制。 
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