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678中药血清对 9:7;<定向诱导分化为
成骨细胞的影响
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摘要：目的 观察 678中药血清对大鼠 :7;<定向诱导分化成骨的影响。方法 将培养的 9:7;<分
为对照组（;组）［含 "$=胎牛血清，"$$ >?’*青霉素和 "$$!@?’*链霉素的完全培养液］、诱导组（A组）
［完全培养液，加诱导培养液（$B"!’5*?C地塞米松、"$ ’’5*?C"D甘油磷酸钠及 !$!@?’*维生素 ;），加
2$=空白血清］和含药血清诱导组（6组）［完全培养液加诱导培养液诱导培养液中加入 2$=含药血
清）。显微镜下观察细胞形态变化，生化法测定上清中 ;(2 E 浓度，65’59)改良钙钴法进行 FCG染色，
H5, I5<<(法进行矿化结节染色，JKDG;J法测定 L型胶原（;ACC"）和脂蛋白脂酶（CGC）的表达，放免法
测定上清中骨钙素含量。结果 A组和 6组在加入诱导培养液 % M N天后梭形细胞比例减少，细胞变
形成多角形、乃至方形，部分区域细胞成多层生长；改良 65’59)钙钻法碱性磷酸酶染色阳性细胞，H5,
I(<<(染色发现钙盐沉积；培养 / -后细胞 ;(2 E浓度开始升高，并随时间持续显著增长，且 6组明显高
于 A组。自第 "! -后，A组和 6组细胞 FCG活性随时间延长而明显增高，且 6组显著高于 A组；培养
的第 "N -，6组骨钙素分泌量明显高于 A组。成骨诱导剂作用 :7;< "2 -后，;ACC L ’JOF表达阳性，
CGC ’JOF表达阴性，且 6组比 A组 ;ACC L ’JOF表达更强。结论 补肾填精中药 678促进骨钙素
分泌、增强 FCG活性、促钙盐沉积，具有增强成骨诱导剂诱导 9:7;<向成骨细胞分化，并促进成骨细胞
成熟作用。
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补肾中药促成骨作用是目前中药防治骨质疏松

症的研究热点［B，C］。大量研究表明，中药影响骨代

谢、防治骨质疏松症，具有多系统、多靶点作用的特

点。我们临床研究表明补肾益精中药“龟丝补”

（)AE）复方既可促进骨形成，又可抑制骨吸收，对绝
经早期妇女具有防治骨质疏松的作用［IGJ］，但其作用

的分子机制仍不十分清楚。目前认为，骨髓微环境

对骨代谢调节起主要的局部作用，骨髓中包含有成

骨和破骨细胞的前体，且储存大量细胞因子直接调

控前体细胞的增殖、分化、成熟和功能表达。其中骨

髓间质干细胞（;,/,’42.;&7 /+,; 4,77/，@A9/）乃成骨
细胞前体的上游细胞，可分化为成骨细胞、脂肪细胞

等［K］。本研究采用 )AE含药血清对大鼠 @A9/体外
培养，探讨其对 "@A9/定向诱导分化成骨细胞的作
用。

/ 材料和方法

/0/ 试剂与仪器
H@F@（L）（M.47#’,，NA=）、胎牛血清（ OEA，

M.47#’,，NA=）、H@A8（ A-!;&， NA=）、地 塞 米 松
（A-!;&，NA=）、!G甘油磷酸钠（A-!;&，NA=）、抗坏血酸
（分析纯）（广州化学试剂厂）、@11（A-!;&，NA=）、
1#+&7 <:= 提 取 试 剂 盒（ P"#;,!&）、<1GP9< Q-+
（P"#;,!&，NA=）、浓 缩 型 H=E 试 剂 盒（ R,4+#"
L&5#"&+#"-,/，?’4 0）、;<:=引物（上海生工）。胰蛋白
酶（)?E98E<L，NA=）、青霉素钠（华北制药厂，批号
STSJBU E）、硫酸链霉素（华北制药厂，批号 STSCBS）、
骨钙素放射免疫试剂盒（北京福瑞生物工程公司）。

VWGCTJS医用净化工作台［苏州安泰空气技术有限公
司］、LH JGC =型台式离心机［北京医用仪器厂］、98C

孵箱（@98GBJ =9）［A=:V8，WP:］、倒置相差显微镜
（XHAGB E）［重庆光电仪器总公司］、IBC ,自动微板
读数仪、E,42;&’ F%-4D 流式细胞仪、水平式电泳仪
［9LP，NA=］、凝胶成像分析系统［H#7%2-’ H89，
Y,&7+,4，NA=］、P9< 仪［P19GCSS，@W <,/,&"42］、酶联

免疫标记仪（E-#G<&( JJS）［E-#G<&(，M,"4$7,/，9=，
NA=］。
/01 大鼠骨髓间质干细胞（"@A9）体外培养与鉴定

T周龄雄性 Y-/+&"大鼠［由中山大学医学院动
物实验中心提供］经乙醚麻醉后断颈处死。按文

献［Z，U］进行体外培养与鉴定。第 T 代培养细胞进行
流式细胞仪检测，结果显示细胞均一性较好，其中

9H IT 表达呈阴性，而 9H[S、9HBSJ和 9HBKK表达呈阳

性，阳性率分别为 [T\UZ]、[I\IK]和 [I\UC]，提示
培养所得细胞为非造血性细胞；且部分细胞 AMC 和

AMI 共阳性（见另文）。提示培养扩增所获得的 9HIT

（ ^）_9H[S（ ‘）‘ AMC（ ‘）细胞主要是骨髓间质干细
胞（@A9/）。用细胞计数板作有核细胞计数，调整细
胞浓度为 J a BST _;7，以备实验之用。
/02 中药龟丝补（)AE）含药血清的制备
健康雄性Y-/+&"大鼠 CJ只，体重约 CSS b CJS !，

购自中山大学医学院动物研究所。其中随机取 BJ
只大鼠，每次每只按 J !（饮片）_BSS ! 体重灌胃给
药，按通法采血：将待测药每天给药 C次，连续 I天，
末次给药后 B 2采血。剩余 BS只Y-/+&"大鼠制备正
常空白血清：采用同样方法灌服等容生理盐水采血。

所有大鼠均经乙醚麻醉后摘除眼球取血液，同组合

并后离心获取血清。血清置于 JKc恒温水槽中加
热灭活 IS ;-’，再用 S\CC"; 滤膜过滤除菌后备
用［[，BS］。根据 @11法检测细胞增殖结果，以 CS]含
药血清为实验最佳浓度（见另文）。

/03 实验分组
组别 培养条件 简称

常规对照组 LH@F@培养液! 9

成骨诱导组
LH@F@培养液 ‘成骨诱导剂!! ‘
CS]空白血清

8

含药血清诱导组 诱导组培养液 ‘ CS]含药血清 )

注：! LH@F@培养液含 BS]OEA、BSS N_;7青霉素、BSS"!_;7链

霉素。!!成骨诱导剂：S\B";#7_L地塞米松、BS ;;#7_L!G甘油磷酸钠、

JS";#7_L维生素 9和 BSS ;7_L胎牛血清
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!"! !"#血清对成骨细胞标志物的影响
!"!"# 对 $%&活性的影响：从表 ’可知，各时间段 (
组间 $%& 活性经检验差异均有显著性意义（ ! )
*+*,( - ./0+10.，" ) 2+22/ - 2+222）。进一步两两比
较，发现所有时间段，3组与 !组 * 4组 $%&活性均
高于 5组（" ) 2+222），说明成骨诱导剂和 !"#含药
血清都具有诱导 67"58向成骨细胞分化的作用。其
中 * 4组和 ,2 4组，3组与 5组、!组与 5组差异有
显著性（" ) 2+222），而 !组与 3组差异无显著性；
,* 4组和 ’2 4组，(组间两两比较差异均有显著性
（" ) 2+222），说明在培养早期（,2 4内）二者成骨诱
导作用无明显差异，但随着培养时间延长，!"#含药
血清成骨细胞诱导更加明显。

表 ! 67"58定向诱导成骨细胞的 $%&活性（9:%）

组别 * 4 ,2 4 ,* 4 ’2 4
5（1） 2;212 < 2;221 2;,2, < 2;2,* 2;21/ < 2;2,, 2;,,/ < 2;2,=
3（1） 2;’./ < 2;2,= 2;/12 < 2;2’’ ,;**. < 2;’,* ’;*.( < 2;2((
!（1） 2;’.. < 2;,, 2;/1’ < 2;2’2 ’;2(2 < 2;’.0 (;,./ < 2;’.1

各组 / 个时间段之间 $%&活性经方差检验差

异均亦有显著性意义（! ) ’,/+.(/ - ,,./+0*/，" )
2+222）。进一步两两比较，5组仅在培养至 ’2 4时
与之前各组比较差异具有显著性（ " ) 2+2/0 -
2+22,）；3组和 !组各时间段之间两两比较差异均
有显著性（ " ) 2+2/, - 2+222）。说明成骨诱导剂和
!"#含药血清随着培养时间延长，67"58 向成骨细
胞诱导增多或（和）成骨细胞功能更强。

!"!"! 对钙沉积量的影响：经方差分析，在培养 1 4
后 (组间 5>’ ? 浓度差异有显著性意义（! ) ,,+0,/
- 1=/+,.’，" ) 2+22,），( 4和 0 4两个时间段 (组间
差异不明显。进一步两两比较，发现 3 组与 ! 组
5>’ ?浓度均高于 5组；且与 5组比较，3组培养至第
,’ 4差异才开始有显著性意义；而 !组于第 1 4就
已经差异具有显著性（" ) 2+222；在培养第 1 4，3组
5>’ ?浓度高于 !组（" ) 2+22,），第 ,’ 4时二者差异
不明显（" ) 2+,’(），至 ,* 4后 3组 5>’ ?浓度均高于
!组，差异具有极显著意义（" ) 2+222）（表 (）。说明
!"#含药血清对成骨诱导细胞的钙沉积可能启动更
早、沉积相对缓慢，但作用更强。

表 $ 67"58定向诱导成骨细胞的钙沉积量（@@AB:%）（!# < $）

组别 ( 4 0 4 1 4 ,’ 4 ,* 4 ,. 4 ’, 4

5（0） 2 ;2** < 2;2,, 2 ;2*= < 2;22. 2 ;2*. < 2;2,0 2 ;20= < 2;2’( 2 ;2*. < 2;2,* 2 ;2*2 < 2;2,( 2 ;21. < 2;2,*

3（0） 2 ;2*. < 2;2,’ 2 ;2*= < 2;22. 2 ;2** < 2;2’’ 2 ;,*’ < 2;2’1 2 ;0’2 < 2;,’( ’ ;2/. < 2;20’ ( ;21* < 2;,0(

!（0） 2 ;2*( < 2;2,2 2 ;20= < 2;2,/ 2 ;,2. < 2;2’0 2 ;,=* < 2;2’, , ;*.( < 2;,10 ’ ;00. < 2;,=* ( ;00. < 2;’00

各组在 = 个时间段之间 5>’ ? 浓度经方差检验
差异均有显著性意义（ ! ) =+2’2 - ,(’*+(.，" )
2+222）。进一步两两比较，5 组仅在培养至 ’,4 时
与之前各组比较差异具有显著性（ " ) 2+222）；3组
与 !组均在培养至 ,* 4后 5>’ ?浓度差异才有显著
性（" ) 2+222）。说明诱导后期（,* 4后）!"#含药血
清的钙沉积作用比单纯成骨诱导剂者强。提示 !"#
具有增强成骨诱导剂的促钙盐沉积作用。

!"!"$ 对骨钙素的影响：结果显示，骨钙素（35C）
分泌量在培养第 ,/ 4和 ’, 4，5、3和 ! (组间经方
差分析差异均有显著性意义（ ! ) ’*2+00= -
*,2+/,=，" ) 2+222）。进一步两两比较，培养第 ,/ 4
和 ’, 4，3 组和 ! 组 35C 分泌量均明显高于 5 组
（约 (倍），且 !组高于 3组（表 /），差异有极显著性
意义（" ) 2+222）。说明成骨诱导剂具有诱导 67"58
分化为成骨细胞，并促使其成熟的作用；且 !"#含
药血清可增强这一作用。

表 % 67"58定向诱导成骨细胞培养

上清液 35C的含量（DE:@B）

!6AFG（D） ,/ 4 ’, 4
5（1） 2 ;=’’ < 2;211 2 ;.0( < 2;20’
3（1） ’ ;2’/ < 2;21/ ’ ;0,. < 2;,/(
!（1） ’ ;/02 < 2;,*= ( ;2’1 < 2;(//

各组培养至第 ,/ 4和第 ’, 4同组之间分别进
行比较，发现各组培养第 ’, 4均明显高于第 ,/ 4，
经 % 检验差异有极显著性意义（ % ) H (+0’= - H
,2+(1,，" ) 2+22’ - 2+222）（表 /）。说明随着培养时
间延长，诱导的成骨细胞逐渐成熟，35C 分泌量因
此进一步增加，且 !"#含药血清的促成熟作用更明
显；而 5组尽管有一定增高，可能培养所得的 67"58
含有激少量的定向性骨祖细胞（I3&5）的缘故。
总之，从 35C分泌而言，说明 !"#具有增强成

骨诱导剂的成骨诱导及促成骨细胞成熟的作用。

!"$ !"#血清对 J型胶原（53%% J）和脂蛋白脂酶
（%&%）表达的影响
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!"#血清或（和）成骨诱导剂作用诱导 $%"&’ ()
*后，&+,, - ./01表达阳性，,2, ./01表达阴性。
且 !"#血清 3成骨诱导剂组比单纯成骨诱导剂组
&+,, - ./01表达更强（图 4、5）。提示 !"#血清具
有增强成骨诱导剂诱导 $%"&’向成骨细胞分化的作
用。

图 ! !型胶原与!6789:; ./01 /<62&/产物电泳图

图 " 脂蛋白脂酶与!6789:; ./01 /<62&/产物电泳图

! 讨论

近年发现一定条件下 %"&’ 具有多向分化潜
能［=，>］。在地塞米松、!6甘油磷酸钠和维生素 &诱导
下，%"&’可向成骨细胞分化。其中，维生素 &促进
体外培养细胞胶原合成时脯氨酸、赖氨酸的羟基化，

同样促进非胶原基质蛋白的合成［(5］；!6甘油磷酸钠
则为成骨细胞功能活动提供所需磷离子，促进钙盐

沉积与钙化［(?］；地塞米松可通过增强其受体与基因

组靶序列的亲和性以调控分化细胞的基因表达，一

定浓度的地塞米松可提高 1,2活性，促进向成骨细
胞分化，为 %"&’体外成骨分化所必需［(=］。
通常，"型胶原、1,2、骨钙素可作为成骨细胞

鉴定和功能状态评价的指标，可用作 %"&’ 向成骨

细胞分化的标志［(@］。"型胶原是成骨细胞分泌的
主要有机成分，是钙盐沉着和细胞附着的支架；骨钙

素是成骨细胞分泌的主要非胶原蛋白成分；1,2是
成熟成骨细胞的标志酶之一，在体外钙化中 1,2起
关键性作用。成骨细胞通过基质小泡释放钙离子和

1,2等物质，1,2通过水解有机磷酸盐，使局部磷酸
根浓度升高，促使钙离子沉积在胶原上，完成基质矿

化过程［(>，(A］。

“补肾壮阳”或“补肾滋阴”作用的补肾益精类中

药，具有多环节、多靶点的治疗效果［(］。目前许多研

究表明［(，)］，补肾中药具有促成骨细胞作用，主要表

现在明显促进成骨细胞的增殖，能促进成骨细胞对

骨基质的矿化功能。中药龟丝补（!"#）乃根据金元
朱丹溪“虎潜丸”方意组成的治疗“肾虚腰痛”验方，

由龟板、菟丝子、骨碎补、淫羊藿、知母、白芍、地黄等

@味药物组成［5］。方中地黄、龟板、菟丝子，补肾填
精，强筋壮骨；淫羊藿，益肾壮阳、坚筋骨、通经络；白

芍，养血柔肝；知母，壮水滋阴；骨碎补，补肾活血。

诸药合用，共奏补肾壮骨、养血滋阴、活血止痛之功。

特别是菟丝子，乃一味妙药，是“补肾养肝，温脾助胃

之药也。但补而不峻，温而不燥，故入肾经，虚可以

补，实可以利，寒可以温，热可以凉，温可以燥，燥可

以润”（《本草汇言》），适合长期服用。临床研究［46?］

证实对绝经后骨质疏松妇女具有防治作用，其作用

除抑制破骨细胞活性外，可能与促进成骨细胞功能

有关。

本研究发现：含药血清 !"#加入成骨细胞分化
培养液后，4 B 5 *后发现梭形细胞比例减少，细胞变
形成多角形、乃至方形，细胞排列密集，部分区域细

胞成多层生长。在 @ *和 (5 *均得到改良 !C.C$:钙
钻法碱性磷酸酶染色阳性细胞，阳性细胞率分别为

((D?E和 4@D?E。在 )( *细胞爬片做 FC; G7’’7染
色发现有钙盐沉积出现。含药血清 !"#具有增强
成骨诱导剂的成骨诱导及促成骨细胞成熟的作用，

增强 1,2活性、促进钙沉积和骨钙素（+&0）分泌。
%"&’分化方向改变骨髓中的成骨与成脂是交

互相关的［)H］。本实验通过对成骨细胞标志物的检

测，结果显示补肾填精中药 !"#促进骨钙素分泌、
增强 1,2活性、促钙盐沉积，具有增强成骨诱导剂
诱导 %"&’ 向成骨细胞分化，并促进成骨细胞成熟
的作用。此外，!"#诱导组"型胶原（&CI(）./01表
达水平明显高于成骨诱导组，而脂蛋白脂酶（,2,）
./01的表达未见增加，亦提示 !"#促 $%"&’ 的成
骨分化而抑制成脂肪分化作用。
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