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羊胎素对体外成骨细胞增殖、分化及矿化功 

能的影响 

艾春媚 崔燎 魏泉德 刘钰瑜 吴怡 

【摘要】 目的 观察羊胎素在体外对新生大鼠颅骨成骨细胞增殖、分化及矿化功能的影响。方 

法 将提取之羊胎素稀释加入体外培养的 sD新生大鼠颅骨成骨细胞体系中，终浓度分别为0．625％、 

1．25％、2．5％、5％和 10％；加药后 24、48和 96 h用 MTT法检测细胞 的增殖并绘制生长曲线：培养 5 d 

时用 PNPP法测定细胞碱性磷酸酶(ALP)活性；培养 31 d时用茜素红染色 2．5％羊胎素组形成之矿化 

骨结节，用图像分析仪计算骨结节的面积。结果 所有含羊胎素浓度组，其 MTT法测得的 A值都显 

著高于空白对照组(P<0．01)，生长曲线表现为含羊胎素组的细胞增殖加快，以2．5％浓度组最为显 

著；ALP结果显示，羊胎素各浓度组的碱性磷酸酶活性都显著高于空白对照组(P<0．01)；茜素红染色 

后显示 ，2．5％羊胎素组所形成的骨结节面积显著高于空白对照组(P<0．01)。结论 羊胎素对体外 

培养的SD新生大鼠颅骨成骨细胞有显著的促进增殖、分化和矿化的作用。 

【关键词】 羊胎素；成骨细胞；增殖；分化；矿化 

Effects of l~lacentin on osteoblast proliferation and differentiation 如 加  AI Chunmei， CUI Liao，WEI 

‘∞出，et a1．Gaangdong Key Laboratoryfor Research and Devd~pment ofNatura／Drug5，zJ 姗 524023， 

China 

【Abstract】 Objective To investigate the effects of plaeentin extracted from lamb placenta on rat calvarium 

osteoblast pm~emfion and differentiation in vitro．Methods Different~Mfions of placentin were added to the 

cultured osteoblasts from ealvarium of newborn SD rats．The final concentrations of placentin were 0．625％ 。 

1．25％ ，2．5％ ，5％ ，and 10％ ．Th e MTT method was employed to detect the osteoblast pm~eration after culture 

with placentin for24 h，48 h，and 96 h separately．Th e osteoblast differentiation was evaluated by detecting activi— 

ties of alkaline pbosphatase(ALP)using PNPP method after culture with placentin for 5 days．Mineralized nodules 

were stained with alizarin after culture with placentin for 31 days．and the Rreas of nodules were measuI℃d and 

computed b甲digitized image anMy~s．Results The OD v~ues by MTr method in all plaeentin groups weIe much 

higher than that in control vehicle group(P<0．01)and were in dose—dependent manner；placentin in concentra— 

tions of2．5％ and 5％ showed better effects．ALP activities in all placentin groups were significantly higher than 

that in control group(P<0．01)． e summed aTeas of mineralized nodules in 2．5％ placentin group were signifi- 

eantly higher than that in control group(P<0．O1)．Conclusions Placentin extracted from lamb placenta stimu— 

lates the proliferation，differentiation and mineralization of cultured osteoblasts from SD rat ealvarium ／n vitro． 
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羊胎素是采用现代生物技术从羊胎中提取的可 

超滤的活性物质，其主要成分为小分子多肽，含有 17 

种氨基酸，相对分子质量为 3800～5000，是一种纯 
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天然的提取物，已报道其有提高机体免疫力，抗衰老 

及抗癌的作用⋯，本研究应用体外培养的新生大鼠 

颅骨成骨细胞观察羊胎素对成骨细胞增殖、分化和 

矿化的影响，为羊胎素作为预防和治疗骨质疏松症 

提供依据。 

材料和方法 

1．试剂和仪器：DMEM培养基，Gibco公司产品； 
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胎牛血清，杭州四季清公司产品；噻唑蓝、胰蛋白酶、 

透明质酸酶、I型胶原酶、对硝基苯磷酸二钠、维生素 

C和B一甘油磷酸钠均为 Sigma公司产品；DMSO，江苏 

如皋富康试剂厂产品；茜素红，上海化学试剂厂产 

品；co2培 养 箱 (美 国 NAPCO)；酶 标 仪 (美 国 

ELX800)；图像分析仪(LEICA)；恒温振荡仪(哈尔滨 

东联仪器厂)；离心机(上海安亭仪器厂)。 

2．药物：羊胎素(即羊胎水解液)由本院医药科 

技开发中心提供，取来自内蒙的健康羊胎，用现代工 

艺低温冷冻干燥制成；实验时取羊胎粉 300 rag，在 10 

倍量水中用蛋白酶水解8 h，除去杂质，灭菌，得澄清 

透明的羊胎水解液(总氮含量 N％ =0．69，pH值 

6．5)；实验时以原液为 100％含量，用三蒸水稀释，实 

验终浓度为含原液的0．625％、1．25％、2．5％、5％和 

10％ 5个浓度组。 

3．实验动物：SD(24 h内)新生大鼠，由本院动 

物中心提供(动物合格证：粤检证字 2003A025号)。 

4．细胞培养：取新生大鼠，无菌取颅骨，PBS(含 

100 U／ml青霉素、100 t~g／ml链霉素)液冲洗数次，剔 

去结缔组织，剪碎，0．25％胰蛋白酶消化 10 win，弃 

胰蛋白酶液，加入含 0．1％透明质酸酶和 0．2％I型 

胶原酶的消化液，在 37cI=恒温振荡消化 20 win，取上 

清，2000 r／min，离心 10 min，沉淀的细胞用不含血清 

的 DMEM培养液洗涤离心一次，再沉淀的细胞用含 

10％胎牛血清 DMEM培养基(含 100 U／ml青霉素、 

100 vg／ml链霉素)重悬；如此重复消化颅骨碎片 5 

次，将收集细胞混合，以 1×io5个／ml接种到培养瓶 

中，置 37cI=，5％ C02培养箱培养，24 h换液，以后每 

2～3天换液 1次，细胞融合后，用0．25％胰蛋白酶消 

化、传代。本实验所用细胞为传 1～2代细胞。每项 

实验重复2～3次。 

5．成骨细胞增殖率测定 ：0．25％胰蛋白酶消化 

已融合成片的成骨细胞 ，并吹打成单细胞悬液，以 

5×lo4个／ml接种于96孔塑料培养板，100 1／孔 ，24 

h后将培养液换成含 1％胎牛血清的 DMEM培养基， 

90 孔，同时加入各浓度的羊胎素 10 l，使其终浓 

度为含原液的 0．625％、1．25％、2．5％、5％和 10％， 

对照组加入等量的三蒸水，在加药后的 24、48和 96 

h加入 MTr(用 PBS溶解，5 mg／m1)20 ，37cI=孵育 4 

h，将培养液吸出，加入 150 DMSO，待结晶完全溶 

解后，酶标仪测 A值，检测波长为 570 nm，参考波长 

630 nm。 

6．成骨细胞碱性磷酸酶活性测定：细胞培养、 

加入羊胎素的量及浓度以及对照组设置同成骨细胞 

增殖率测定，置37~C、5％C02培养箱培养5 d，然后， 

将培养液吸出，用 PBS 200 l／孔洗 2遍，加入 PNPP 

孵育液(25 nmol／L二乙醇胺 7．5 rnl+1 nmol／L氯化 

镁0．75 ml+6．7 nmol／L PNPP 5 ml+三蒸水 1．75 rn1) 

150肚l，置 37 cI=恒温箱避光孵育 30 min，0．4 mol／L 

NaOH 50 终止反应，酶标仪于 405 nm波长测 A 

值。 

7．矿化骨结节及面积测量：将细胞消化并吹打 

成单细胞悬液，以 1×lO5个／ml接种于 6孔塑料培 

养板，每孔 2 ml，24 h后，吸出培养液，换含 50 g／ml 

维生素 C，1 mmol／L p一甘油磷酸钠的培养液，同时加 

入羊胎素，使其终浓度为含原液的 2．5％，对照组加 

入等量的三蒸水，每组设三个平行孔，连续加药 15 

d，停药后继续用上述培养液培养，每 2～3天换液 1 

次，至31 d，将培养液吸出，PBS液洗 3次，95％酒精 

固定 10 min，1％茜素红(2％酒精溶解，pH 8．3)染色 

5 min，自来水冲洗 5次。结果用图像分析仪测量并 

计算矿化骨结节面积 (放大倍数 25×)。 

8．统计学处理：用 SPSS 10．0软件对实验数据 

进行分析，实验结果以均数 ±标准差表示 ，组间比较 

采用 t检验。 

结 果 

1．对成骨细胞增殖率的影响 

含羊胎素 0．625％、1．25％、2．5％、5％和 10％的 

各浓度组对成骨细胞培养 24、48和 96 h后，A值均 

较对照组显著增加(P<0．01，表 1)。 

表 1 成骨细胞增殖率 A值测定结果(i±s) 

羊胎素 别 本-数 24h A值 4gh A值 96h A值 值 值 96 值 (
％) (n) 

注：与对照组比较 一 P<0．Ol 

2．对成骨细胞生长的影响 

由图 1中可见，成骨细胞加入羊胎素 24 h时即 

对细胞的增殖呈现显著的促进作用 ，随着时间的延 

长，这种作用愈明显。以 2．5％及 5％浓度组培养后 

对细胞生长的促进作用最为明显。 

3．对成骨细胞碱性磷酸酶活性的影响 

羊胎素各浓度组成骨细胞培养 5 d后，使碱性 

磷酸酶的活性均明显增加 (P<0．01，表 2)，尤以 
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2．5％及5％浓度组最为明显 

0 日o0 

围 l 胎素对细胞生长的学响 

表2 培养5 d碱性磷酸酶活性测定(i±s) 

洼：与对照纽比较 。‘P<00 

4 对成骨细胞矿化骨结节的影响 

成骨细胞在含 2．5％羊胎素的培养系统中培养 

31 d．骨结节数量明显多于对照组，骨结节呈圆形、 

椭圆形或不规则形，大小不一，边界清晰(图 2)，经 

图像分析仪测量骨结节面积，与对照组 比较，含 

2．5％羊胎素组形成的骨结节面积明显大于对照组， 

差异有显著性(P<0．Ol，表3) 

^ 空白埘JjfI组 B 2 5％羊眙襄组 

圈2 成骨细胞培养形成的骨站节lt【x】x 

表 3 成骨细胞矿化骨结节面积【i± ) 

497 

注 ：与对照组 比较 ’’P(O O 

讨 论 

骨质疏松和骨质疏松性骨折作为老年性疾病之 

一

，已成为世界关注的严重社会问题。目前，用于预 

防和治疗骨质疏秘的药物，包括各种钙剂、雌激素和 

双膦酸盐类都存在不同程度的缺陷，补钙剂虽能补 

钙，但不能促进骨胶原的合成，而雌激素和双膦酸盐 

类均有较大的副作用。因此，寻找既能促进钙等矿 

物质的沉积，又能促进胶原的合成，且无或很少有毒 

副作用的防治骨质疏松的天然药物成为研究热点。 

羊胎索是利用现代生物技术从羊胎中提取的一 

种纯天然的生物活性物质 ，含有丰富的蛋白质．具有 

明显的抗辐射、抗衰老、抗肿瘤及提高人体免疫能力 

的作用 。本实验利用蛋白酶水解提取之羊胎 

素作用于体外培养的大鼠颅骨成骨细胞，在含羊胎 

素原液的0．625％、1．25％、2．5％、5％和 10％时培养 

24、48及96 h，均可显著提高成骨细胞的增殖率(与 

空白对照组 比较，P<0．01)，且以 2．5％～5％浓度 

促增殖最为显著。碱性磷酸酶(A1 P)的表达是成骨 

细胞分化的主要特征之一，在成骨细胞增殖早期就 

已经出现该基因的转录，增殖后期，ALP的活性可增 

加 2～3倍 。本实验 ALP检测显示，羊胎素可显著 

增加成骨细胞 ALP的含量(与空白对照组 比较，P( 

0_01)+说明羊胎素具有促进成骨细胞分化的作用： 

矿化结节的形成能力是反映成骨细胞晚期分化 

的指标。促进骨钙化的主要细胞是成骨细胞，矿化 

结节的形成代表了成骨细胞分化成熟 、行使成骨功 

能的阶段 ，是成骨功能的形态表现 奉实验茜素红 

染色结果显示，在含羊胎索原液 2．5％的浓度时，生 

成的骨结节数量明显多于对照组，且单个骨结节面 

积明照大于对照组(见圈 2)，图像分析仪总和之骨 

结 面积亦明显大于对照组(P<0．01)，说明 #胎素 

具有明显促进成骨细胞基质矿化的作用 

刺激成骨细胞增殖的信息传递通路较复杂，不 

同药物作用于不同细胞信息通路，对成骨细胞增殖 

作用较强的雌激素可作用于这些信号通道的一个分 

支旁路『iji防止骨质疏松 J。从 3个月的人胎盘分离 

(下转第 506页) 
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的胎盘素已证实属于胰岛素及胰岛素样生长因子家 

族，其基因重组产物用 Furin水解后含4kD和 13kD 2 

条多肽，有促进细胞增殖和分化的作用L7 J。本研究 

所用羊胎素为羊胎盘蛋白酶水解提取物，为胎盘水 

解片段，可能也属于胰岛素样生长因子家族，可刺激 

成骨细胞的某一信息通路发挥其生物活性。因羊胎 

素2．5％的浓度时促进成骨细胞增殖作用最佳，增 

加浓度并不能增强刺激作用，因此 ，其作用可能是通 

过受体作用机制，羊胎素对骨细胞的这种作用机理 

有待进一步研究。 

本实验采用体外细胞培养的方法，初步证实了 

羊胎素具有促进成骨细胞增殖、分化和基质矿化的 

作用，但其作用有待体内实验进一步证实。羊胎素 

用于人体美容、保健已有数 10年，尚未见有毒副作 

用的报道，相信随着今后研究工作的深入，羊胎素将 

为骨质疏松症的防治提供新的选择。 
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