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补肾中药对增龄成骨细胞 678蛋白表达的影响

魏义勇 石印玉 冯伟 詹红生

摘要：目的 观察维生素 7受体（678）蛋白在增龄大鼠成骨细胞中的表达，研究补肾中药对增龄大
鼠成骨细胞 678蛋白的影响，探讨补肾中药促进骨形成的新机制。方法 来源于不同年龄的大鼠成
骨细胞被分离，采用组织块翻转方法培养。通过倒置显微镜观察细胞形态、矿化结节染色对成骨细胞

加以鉴定。采用免疫组化和 *+9:+;. <)-: 方法检测成骨细胞 678 蛋白表达。结果 免疫组化和
*+9:+;. <)-:结果表明，在增龄大鼠成骨细胞中，补肾益精方、固本壮骨胶囊、金匮肾气丸可上调 678蛋
白表达，但是知柏地黄丸对于 678蛋白表达的影响却存在着差异。结论 补肾益精方、固本壮骨胶
囊、金匮肾气丸上调增龄成骨细胞 678蛋白的表达，但知柏地黄丸对于 678蛋白表达的影响却存在
着明显的差异。
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一般认为，骨代谢是维持骨组织不断更新，保持

生命活力的基本过程，这一过程是依靠骨重建（<-.+
;+&-4+)(./）完成的。骨质疏松症骨量丢失的潜在机
理是骨重建过程的失调。研究证实骨形成过程可受

到多种因素的影响，目前发现与骨形成相关的细胞

核内蛋白如维生素 7受体、?<1!" 等对骨形成有重
要的影响。本实验以增龄大鼠成骨细胞为研究对

象，探讨补肾中药对成骨细胞内核蛋白维生素 7受
体的影响，以其为进一步提高补肾中药在骨质疏松

症防治的有效性［"］。

B 材料和方法

BCB 实验分组
取正常 F月龄 Q7大鼠，共 !#只，体重为（>!# R

>#）/，雌雄各半，由上海中医药大学实验动物中心
提供。将 Q7大鼠随机分为 !组，即：正常组、生理盐
水组、单味补阳组、复方补阳组、复方平补组、复方补

阴组和西药对照组。

BCD 主要仪器和试剂
S?8扩增仪，紫外分光光度计（E+5N&’.，德国），

TFG"微型电泳槽（上海精益有机玻璃制品仪器厂），
紫外成像分析系统（上海天能科技有限公司），A’.-.
LJQ凝胶图像处理系统 $3!#版（上海天能科技有限
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公司），!"#"$%&’ ( )*（+,-./012，+3&45 678&45，
9:），胰蛋白酶（;1<"#+=，)：*>?），新生小牛血清
（杭州四季青），青霉素（上海第二制药厂，)?? @$
’2），链霉素（上海第二制药厂，)??!A$’2），!B%&4C7
平衡液，D=0E免疫组化试剂盒（武汉博士得公司），

"抗：羊抗大鼠（D&4F& E3GH 0,/FI.J4/8/K，64.）。
!"# 实验方法
!"#"! 不同龄大鼠成骨细胞的培养：分别取 L月龄
和 )L月龄 D!大鼠，用 ?MNO戊巴比妥钠麻醉（) ’2$
)?? A），腹腔麻醉后在无菌条件下取双侧股骨两端，
剔除骨膜和周围结缔组织，无菌 ;0D液反复冲洗 N
次，剪成约 ) ’’N 大小的骨粒，;0D液反复冲洗至骨
粒呈白色，将骨粒均匀接种于含 *?O灭活新生牛血
清 !"#"$( )*（) P)）培养液的培养瓶中，用翻转培养
法培养于 NQ R，>O E<* 培养箱中。两周后换液，以

后每隔 * 5换一次培养液，细胞生长融合达 S?O时，
用 ?M*>O胰蛋白酶消化传代，以 )ML T )?U个$.’* 细

胞密度接种于 *> .’* 培养瓶中。实验用第 * 代培
养的细胞。

!"#"$ 不同龄大鼠成骨细胞功能鉴定：成骨细胞汇
合达 S?O后，用 ?M*>O胰酶消化液消化，以 N T )?>

个$’2密度接种于 L孔板中，每隔 * 5换液，观察矿
化结节染色，橘红色为阳性。

!"#"# 含药血清的制备：每组均按体表面积折算动
物等效剂量的方法给予复方补阴中药知柏地黄丸

（兰州佛慈药厂生产，批号 ?)VS?U）、复方平补中药补
肾益精方（上海中医药大学附属曙光医院制剂室生

产，批号 ?)?>*)）、单味补阳中药固本壮骨胶囊（浙江
迪耳药业有限公司生产，批号：?*)?)*）、复方补阳中
药金匮肾气丸（兰州佛慈药厂生产，批号 ?)VL?U）和
西药阿法骨化醇（日本帝人株氏会社生产，批号

>LVV），于首次灌胃后间隔两小时后再次给药，并于
末次给药后 ) J采血，对照组是给予等量生理盐水
灌胃后取血，正常组则是在未灌胃的情况下直接采

血。采血方法是以 )M)O氨基甲酸乙酯腹腔注射
（)M)$CA）麻醉，无菌条件下，腹主动脉取血，U R离
心，N??? 3$’,4，*? ’,4，取上清，>L R、N? ’,4灭活，经
?M**!’滤膜抽滤除菌，分装，W N? R保存备用。
!"#"% 含药血清对成骨细胞的干预：当细胞汇合达
L?O，换无血清培养液培养细胞 *U J 后，加入含药
血清（浓度为 )?O）再继续培养 N 5。
!"#"& X!1免疫组化染色：纯丙酮室温固定 *? Y N?
’,4，蒸馏水洗；纯甲醇加 %*<* 室温至 ?M>O，室温浸
泡 N? ’,4，以灭活内源性过氧化物酶，蒸馏水洗 N

次；滴加正常山羊血清封闭液，室温 *? ’,4；甩去多
余液体，不洗；滴加适当稀释（) P *??）的一抗（ 3&F
6A+），U R过夜；?M) " ;0D洗 * ’,4，N次；滴加生物
素化山羊抗大鼠 6A+，*? ’,4；?M)" ;0D 洗 * ’,4，N
次；滴加试剂 D=0E，*? R，*? ’,4；?M)" ;0D 洗 >
’,4，U次；!=0显色，蒸馏水洗。染色结果应用莱卡
计算机图像分析系统对各组细胞进行光密度测定，

检测细胞核灰度值。每组细胞平均取 L个视野，每
个检测视野均将背景灰度值确定为 ? Y L>。
!"#"’ ZI7FI34 -8/F 检测 X!1蛋白表达：提取蛋白
并检测蛋白的含量，加样后行水平电泳，转膜、染色、

封闭、结合 X!1抗体（) PU??）、显色、用 6’&AI [3/B[8G7
图像分析系统对蛋白条带进行处理分析。

!"#"( 统计学方法：计量资料均以!! \ " 表示，将所
得数据输入计算机分析系统，应用 D;DD ))M?软件，
采用 <4IBZ&K =9<X=进行检验。

$ 结果

$"! 形态学的观察（图 )）
L月龄大鼠骨组织块 *U J可贴壁，并见游离的

小圆形细胞，N Y > 5后骨粒边缘可见少量呈梭形、三
角形的细胞移出。随着培养时间的延长，游移出的

细胞呈三角形等形态。体积较小，胞体饱满，胞浆向

外伸展，继而相邻细胞彼此贴靠或两者突起相连。

)L月龄大鼠镜下可见细胞悬液中的细胞呈圆形，大
小不一。*U J后更换培养液可隐约看到部分细胞开
始贴壁，变成椭圆形或梭形等。随着时间的延长，胞

体逐渐增大，突起较长，汇合后呈长梭形。

图 ! 不同龄大鼠成骨细胞形态观察（ T )??）

$"$ 矿化结节染色（图 *）
大鼠成骨细胞培养 )> 5 后可见橘红色的矿化

结节形成。

$"# X!1蛋白含量的表达（图 N、图 U）
$"% 不同补肾中药对 X!1 蛋白表达影响的分析
（表 )和表 *）
表 )可以看出，知柏地黄丸组、补肾益精方组、

固本壮骨胶囊组、金匮肾气丸组和阿法骨化醇组均
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图 ! 矿化结节染色（ ! "##）

图 " $月龄大鼠成骨细胞 %&’蛋白含量的 ()*+),- ./0+图像

其中泳道 "、1、2、3、4、$、5分别代表生理盐水组、

知柏地黄丸组、补肾益精方组、固本壮骨组、

金匮肾气丸组、正常组、阿法骨化醇组蛋白总量

图 # "$月龄大鼠成骨细胞 %&’蛋白含量的 ()*+),- ./0+图像

其中泳道 "、1、2、3、4、$、5分别代表生理盐水组、

知柏地黄丸组、补肾益精方组、固本壮骨组、

金匮肾气丸组、正常组、阿法骨化醇组蛋白总量

表 $ 各组 $月龄大鼠成骨细胞 %&’蛋白测定的结果

组 别 例数 灰度值

6正常组 $ "74$8"7 9 4:#8$4
;生理盐水组 $ "55:8$2 9 2"783"
<固本壮骨组 $ 2$5$85: 9 57$81# =!

&金匮肾气丸组 $ 2:578:1 9 7:"837 =!

>补肾益精方组 $ 22$#851 9 55#833 =

?知柏地黄丸组 $ 1:1$8:# 9 $478:1 =

@阿法骨化醇组 $ 4#"58$1 9 32284:"

注：与 6、;组比较，=、" ! A #8#4；"与 = 比较 ! A #8#4；!与 ?
组比较 ! A #8#4；<与 &比较 ! B #8#4

表 ! 各组 "$月龄大鼠成骨细胞 %&’蛋白测定的结果

组 别 例数 灰度值

6正常组 $ "274855 9 2258#$
;生理盐水组 $ "1518$2 9 "228##
<固本壮骨组 $ 14"#8"1 9 1::877 =

&金匮肾气丸组 $ 1:258$1 9 21:8## =

>补肾益精方组 $ "71582: 9 3"58#1 =

?知柏地黄丸组 $ "2$#8"3 9 2#18:1
@阿法骨化醇组 $ 23:#85" 9 $358$2"

注：与 6、;、?组比较，=、" ! A #8#4；"与 =比较 ! A #8#4；<与 &
组比较 ! B #8#4

能上调 $月龄大鼠成骨细胞 %&’蛋白的表达，以阿
法骨化醇组上调最为明显，其次为金匮肾气丸组、固

本壮骨胶囊组、补肾益精方组和知柏地黄丸组。表

1可以看出，补肾益精方组、固本壮骨胶囊组、金匮
肾气丸组和阿法骨化醇组均能上调 "$月龄大鼠成
骨细胞 %&’蛋白的表达，以西药组上调最为明显，
其次为金匮肾气丸组、固本壮骨胶囊组和补肾益精

方组。

" 讨论

长期以来，维生素 &一直被认为是一种基本营
养素，是钙平衡的重要调节因子。但随着研究地逐

渐深入，人们发现维生素 & 属于类固醇激素家族，
具有多种生理功能如维持体内矿环境稳定，调节骨

的微环境，影响骨细胞的功能，促进小肠钙的吸收，

调控甲状旁腺激素的产生等［1］。其中 "，14（CD）1&2

是维生素 &最具活性的代谢产物，主要作用于成熟
的细胞［2］。目前的研究已证实，维生素 &可促进骨
形成，降低骨折危险因素［3］。体内实验证实，若给大

鼠服用 "，14（CD）1&2，无论服药时间长短，均可增加

成骨细胞数量。除此以外，成骨细胞在分化、增生过

程中，不断产生多种细胞外基质蛋白如骨钙素

（C<E）、骨桥蛋白（CFE）等，"，14（CD）1&2 对于 CFE
和 C<E的长期作用，将直接影响到新骨形成区域的
非胶原蛋白的组成，同时 "，14（CD）1&2 还可调控!
型胶原、金属蛋白酶、骨唾液蛋白［4］等成骨细胞胞外

基质成分，以及影响成骨细胞的矿化、凋亡等。学者

们普遍认为，"，14（CD）1&2 之所以能够调控成骨细

胞的功能，主要是通过受体介导的基因途径即维生

素 &受体（GH+IJH- & ,)K)L+0,，%&’）起作用的［$］。
近年来，中医药在骨质疏松防治中取得了显著

的进展。中医药防治骨质疏松症的主要机理是促进

骨形成，降低或是减缓骨吸收，但究竟是如何促进骨

形成，降低骨吸收，还不太清楚。本实验将含药血清

方法与现代分子生物学技术结合，对其进行探讨。

本研究发现，随着年龄的增加，大鼠成骨细胞 %&’
蛋白水平表达是下降的；补肾益精方组、固本壮骨胶

囊组、金匮肾气丸组和西药阿法骨化醇组均可上调

不同龄成骨细胞 %&’蛋白水平的表达，但知柏地黄
丸组对 %&’蛋白水平表达的调控却存在着明显的
差异。实验所揭示的随着增龄，大鼠成骨细胞 %&’
蛋白水平表达下降，这个结果与国外有关文献的报

道是一致的。MI,+H-)N等［5］的研究表明，体外培养的
成骨细胞由于增龄导致 %&’表达量随之降低，同时
也导致经生理剂量 "，14（CD）1&2 所刺激骨钙素的分
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泌随着供体年龄增长而降低，从而影响骨的形成功

能。西药阿法骨化醇组可明显上调 !"#蛋白表达，
其原因是由于 $，%&（’(）%") 具有上调自身受体表达

的能力［*］，阿法骨化醇是 $，%&（’(）%") 同系物，因此

促进了 !"#蛋白的表达；补肾中药中，补肾益精方、
固本壮骨胶囊、金匮肾气丸之所以与阿法骨化醇具

有相似的作用，即上调 !"#蛋白表达，可能与这些
中药具有促进成骨细胞增殖，或是活化了 !"#蛋白
有关；知柏地黄丸在调控 !"#蛋白水平方面却存在
着明显的差异，其差异的原因还需进一步的研究。

除此以外，本实验结果也表明，单味补阳中药与复方

补阳中药对 !"#蛋白表达的作用效果是相似的（两
者在统计学上无明显差异，! + ,-,&）。这说明单味
中药可以代替中药复方制剂，同时由于其质量易于

控制，可为中医药的药物治疗开创一条新途径。

综上所述，补肾中药尤其是平补和补阳中药，之

所以能够具有预防骨质疏松疾病的功能，与其上调

!"#蛋白表达，促进骨形成有关，从而为拓展补肾
中药在骨质疏松防治领域的应用奠定了良好的理论

基础。

【 参 考 文 献 】

［ $］ ./0 1023， ./0 456237823， ./0 10295: ; <=020>6= .75?9 82

’@7A8B8C8@0@ D07/ 45EA2F/562335 <6B@5=A: </02A@A G HC6? IA?

HC65J K ’C7/8B，%,,&，$)（L）：$$M$& :

［ %］ </A523 #，NC>=0O I.，I07>/A== G: $，%&M?0/9?C8P9Q076J02 "（)）

@70J5=67A? BC87A02 O026@A < B/8@B/8C9=67082 8R 79BA !S 6?A29=9=

>9>=6@A 02/0E07@ B6C67/9C80? /8CJ82A @0326= 7C62@?5>7082 02 C67

8@7A8E=6@70> TI# $,UM,$ >A==@: G <A== V08>/AJ，%,,&，WL（&）：$,$XM

$,%X :
［ )］ V8962 V"，.9=Q06 !Y， "A62 ""， A7 6= : IAJEC62A JA?067A?

@0326=023 JA>/620@J@ 6CA 5@A? ?0RRACA2706==9 E9 JA76E8=07A@ 8R Q076J02

"（)）02 J5@>5=8@OA=A76= >A==@: .7AC80?@，%,,%，UX（U）：L%$ML%X :
［ L］ </C0@7062@A2 Z: H/A @OA=A782 02 BC0J6C9 /9BACB6C67/9C80?0@J： 6

CAQ0AD R8>5@023 82 E82A CAJ8?A=023，@7C5>75CA，J6@@，62? RC6>75CA:

;ZIS. .5BB=，%,,$，（$,%）：$M&% :
［ &］ ./A6CAC IG: #8=A 8R Q076J02 [ 62? 4=6 BC87A02@ 02 7/A

B67/8B/9@08=839 8R 8@7A8B8C8@0@ 62? Q6@>5=6C >6=>0R0>67082: <5CC ’B02

<=02 \57C IA76E <6CA，%,,,，)（U）：L))MLL)* :
［ U］ V507C638 <，!6F]5AF 4，"A V8=62? ;#，A7 6= : H/A Q076J02 "

CA>AB78C JA?067A@ C6B0? >/623A@ 02 J5@>=A BC87A02 79C8@02A

B/8@B/8C9=67082 02?5>A? E9 $，%&（’(）%") : V08>/AJ V08B/9@ #A@

<8JJ52，%,,$，%*W（&）：$$&,M$$&U :
［ X］ I6C702AF Z，I8CA28 S，IA035A= "N，A7 6= : </623A@ 02 8@7A8>6=>02

CA@B82@A 78 Q076J02 " @70J5=67082 62? E6@6= Q076J02A " CA>AB78C

APBCA@@082 02 /5J62 8@7A8E=6@70> >A==@ 6>>8C?023 78 ?828C 63A 62?

@OA=A76= 8C0302 : V82A，%,,$，%W（$）：)&ML$ :
［ *］ Y0 ^1，V85?_A=6= I， 0̂68 G(，A7 6= : $，%&M"0/9?C8P9Q076J02 ")

02>CA6@A@ 25>=A6C Q076J02 ") CA>AB78C@ E9 E=8>O023 5E0]50702‘

BC87A6@8JAMJA?067A? ?A3C6?67082 02 /5J62 @O02: I8= N2?8>C028=，

$WWW，$)（$,）：$U*UM$UWL :

（收稿日期：%,,&M,XM$L）

（上接第 $)X页）
［ X］ <6@7C8 GZ，G8@AB/ Y;，./02 GG: "0RRACA2706= ARRA>7 8R 8EA@079 82 E82A

J02AC6= ?A2@079 02 a/07A，(0@B620> 62? ;RC0>62 ;JAC0>62 D8JA2：6

>C8@@ @A>70826= @75?9: \57C IA76E（Y82?），%,,&，X：W :
［ *］ .0C0@ N.，I0==AC Z"，V6CCA77M<8228C N，A7 6= : S?A270R0>67082 62? RC6>75CA

857>8JA@ 8R 52?06328@A? =8D E82A J02AC6= ?A2@079 02 B8@7JA28B65@6=

D8JA2：CA@5=7@ RC8J 7/A \670826= ’@7A8B8C8@0@ #0@O ;@@A@@JA27 :

G6J6，%,,$，%*U：%*$&M%*%% :

［ W］ #0>8 (，;CC0E6@ S，<6@628Q6 bG，A7 6= : V82A J6@@，E82A JA76E8=0@J，

3826?6= @7675@ 62? E8?9 J6@@ 02?AP: ’@7A8B8C8@ S27，%,,%，$)：)XWM

)*X :
［$,］ ’@/0J6 [，\6JBA0 ;，I67@5?6 I，A7 6= : ;?0B82A>702 02>CA6@A@ E82A

J6@@ E9 @5BBCA@@023 8@7A8>=6@7 62? 6>70Q67023 8@7A8E=6@7 : V08>/AJ

V08B/9@ #A@ <8JJ52，%,,&-))$：&%,M&%U :
（收稿日期：%,,&M,UM%,）

,*$ 中国骨质疏松杂志 %,,U年 L月第 $%卷第 %期 </02 G ’@7A8B8C8@，;BC0= %,,U，!8= $%，\8:%




