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摘要：目的 探索二磷酸盐和骨碎补总黄酮联合作用如何在分子水平发挥作用于成骨细胞，揭示其

效果如何。方法 使用诱导方法作用于骨髓基质干细胞，使之转化为成骨细胞；用 456784 检验成骨

细胞；不同浓度的二磷酸盐或骨碎补总黄酮配制成条件培养基，作用于成骨细胞，并分析生长曲线，分

析细胞基因碱性磷酸酶（#%(#%$’0 9:3-9:#&#-0 ;<7）和胶原酶!（23%%#=0’#-0 23%!）表达情况。结果 骨髓

基质细胞经过 > 周诱导可转化为表达 23%!和 ;<7 的成骨细胞，经过生长曲线分析，二磷酸盐和骨碎

补总黄酮 ?*@ > A ?*@ B ""3%·<@ ? 时，对诱导后的成骨细胞有抑制作用；?*@ + ""3%·<@ ? 有促进作用；

?*@ ?* A ?*@ ?) ""3%·<@ ?不明显，其中 ?*@ + ""3%·<@ ? 作用最强；基因分析后，发现二磷酸盐和骨碎补总

黄酮促进成骨细胞表达 23%!和 ;<7，且两者合用效果大于单独用药。结论 二磷酸盐和骨碎补总黄

酮合用均可促进成骨细胞基因表达，且两者合用效果大于单独用药。
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二磷酸盐作为一类重要的防治骨质疏松症的药

物，治疗骨质疏松症（特别是 ) 型骨质疏松）的机理

主要是作用于破骨细胞［?］，抑制骨吸收，降低骨转

换，并通过改变使破骨细胞活化的骨基质性质抑制

新生破骨细胞形成。但是长期服用二磷酸盐又会引

起胃肠道等一些副作用。如何减少副作用，又提高

治疗的效果，是目前用该药治疗与预防骨质疏松的

关键。国内外目前应用二磷酸盐和骨碎补治疗骨质

疏松已有大量报道，但是二磷酸盐或骨碎补总黄酮

如何在分子水平发挥作用的机制报道不多见，特别

是两者联合用药的效果如何，未见报道。本实验将

二磷酸盐和骨碎补总黄酮联合用药，观察其对成骨

细胞的分子生物学变化。
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! 材料和方法

!"! 材料

!"#$%& 普通级大鼠由哈尔滨医科大学附属第二

医院实验动物中心提供。胰蛋白酶、’()* 均购自

美国 #"+,% 公司；(-’-、新鲜牛血清、-)) 购自北京

索莱宝科技有限公司；)./01/ 试剂盒、骨钙素免疫组

化染色试剂盒、*23 染色试剂盒和矿化结节茜红素

染色试剂盒、(4$5、-+6/7 8!2、89 : ;<==>&、)%5 酶、引

物合成均购自上海博亚生物技术有限公司；倒置显

微镜（?2@-3AB C-D7E78 日 本）；酶 联 免 疫 检 测 仪

（-</$"# F%4 -GH 美 国 ）；36. 扩 增 仪（*-322@
I>4>B$%& JK7L 中国）；骨碎补总黄酮北京岐黄制药有

限公司提供；二磷酸盐购自江苏正大天晴药业股份

有限公司。

!"# 细胞分离与培养

取 8M! 的 !"#$%& 普通级大鼠引颈处死，无菌条

件下取管状骨骨髓。将骨髓标本移入梯度液中，离

心，用吸管吸取单核细胞部分，接种密度为 89M N 89L

,,1/·2O 8，在 HPQ含 LR的湿化空气中培养。培养

M N L S换液半量，以后每 H S 换液用含 89R的 (-’-
培养液。细胞长满时可用胰蛋白酶消化法收集细胞

用于实验或进行传代培养。

!"$ 诱导与培养

骨髓基质细胞传第 H 代后，及时加入诱导剂

（(-’- 培养基 T 89R胎牛血清 T 89O U ,,1/·2O 8 地

塞米松 T 89 ,,1/·2O 8甘油酸钠 T L9 ,+·2O 8 维生素

6）继续培养。

!"% 细胞特征性鉴别

!"%"! 一般形态学观察：采用倒置显微镜能够观察

细胞生长情况及形态特征，并照像。

!"%"# 骨钙素免疫组化染色、*23 染色和矿化结节

茜红素染色。

!"%"$ 用逆转录检测是否表达碱性磷酸酶（%/G%/"4>
5V1#5V%$%#> *23）和胶原酶"（W1//%+>4%#> W1/"）。

!"& 成骨细胞增殖检测

采用四甲基偶氮唑盐（,>$VX/ $V"%01/> $>&%01/"<,，

-))）法。取成骨细胞，酶消化后接种于 JK 孔板；贴

板后换为条件培养基含 89O M ,,1/·2O 8、89O K ,,1/·
2O 8、89O U ,,1/·2O 8、89O 89 ,,1/·2O 8、89O 87 ,,1/·2O 8

浓度的二磷酸盐（依磷，生产批号：799L9K88）或和骨

碎补总黄酮（强骨胶囊，生产批号：799L889U）和空白

组进行刺激，并于 7M、MU、P7、JK V 进行检测。检测前

M V 于培养液中加入 79!2 的 -)) 共同培养，最后弃

上清液，加入 8L9!2 的 (-B? 充分混匀，静止 89 ,"4
后，用酶标仪测定 MJ7 波长的吸光度值。

!"’ 逆转录聚合酶链反应（.)E36.）

细胞培养及处理同前。

!"’"! 总 .Y* 提取及检测：采用 )./01/ 试剂盒，提

取总 .Y*，取少量做快速琼脂糖电泳，以分析 .Y*
完整性。

!"’"# W(Y* 第一链合成：采用 B<5>&#W&"5 7 第一链

合成试剂盒，操作按产品说明进行。

!"’"$ 多聚酶链反应（36.）：目的基因为 *23 和 W1/
"，参 照 基 因 为#E%W$"4+。*23 上 游 引 物 为 LZE66E
6I6*)66))**III66*IEHZ，下游引物为：LZE)*IIE
6I*)I)66))I6*I6EHZ，其扩增产物长度为 M9U [5；

W1/"上游引物为：LZEII*I*I*I)I66**6)66*IEHZ
下游 引 物 为：LZE66*6666*III*)*****6)EHZ，扩

增产物长度为 79K [5；#E%W$"4+ 上游引物为：LZE*66*E
6*I6)I*I*III***)6IEHZ，下 游 引 物 为：LZE*IE
*II)6)))*6II*)I)6**6IEHZ，其扩增产物长度为

7U8 [5。反应体系为 7L!2，SY)3 9\L!2，-+6/7 8!2，

89 : ;<==>& 7\L!2，上游引物各 8\9!2，下游引物各

8\9!2，)%5 酶 9\L!2。

!"’"% *23 和 W1/"的反应条件：JMQ预变性 L ,"4，

JMQ变性 H9 #，LLQ退火 H9 #，P7Q延伸 H9 #，共 HL 个

循环，最后 P7Q延伸 P ,"4。

!"’"& 36. 产物分析：取 36. 产物 L 和 (2 7999
-%&G>&，在 8\LR琼脂糖下电泳，于紫外线箱中观察

并记录。

通过 I(B U999 (Y* 定量测定系统对目的基因

和参照基因条带进行像素值测定，并计算出两者比

值。

!"( 统计学处理

实验结果以!! ] " 差表示，组间比较用方差分

析，两两比较用 # 检验。$ ^ 9\9L 为差异有显著性。

# 结果

#"! 成骨细胞鉴定

诱导 M 周后，*23 染色可见细胞内有黑色颗粒，

骨钙素免疫组化染色，成骨细胞浆可见棕黄色颗粒

胞浆被染成空泡，矿化结节茜红素染色呈红色结节，

且细胞能表达 *23 和 W1/"，证明细胞为成骨细胞；

形态为梭性行，长满为近似方形，见图 8。

#"# -)) 检测结果

-)) 检测结果如图 7 所示，二磷酸盐和骨碎补

总黄酮 89O M N 89O K ,,1/·2O 8 时，对诱导后的成骨细
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图 ! 成骨细胞鉴定

图 " !"" 检测结果

胞有抑制作用；#$% & ’’()·*% # 有促进作用；#$% #$ +
#$% #, ’’()·*% # 不明显，其中 #$% & ’’()·*% # 作用最

强。

图 # 不同时间逆转录 -()!基因表达

"$# .*/ 和 -()!逆转录基因分析

以 #$% & ’’()·*% #浓度作为标准条件培养剂，将

成骨细胞分别接种于 0 个培养瓶中，细胞接种密度

为 #$1 + #$0 ’’()·*% #为益。并于 #,、,1、23、1&、3$ 4
提取裂解物，进行 .*/ 和 -()!逆转录基因分析，结

果如图 2、图 1，表 # + 1 所示，显示细胞都能表达

.*/ 和 -()!，并且，其基因表达随时间有增高趋势。

实验分 2 组，以加二磷酸盐 #$% & ’’()·*% # 为实

验 # 组，培养基为骨碎补 #$% & ’’()·*% # 为实验 ,
组，培养基含二磷酸盐 #$% & ’’()·*% #和骨碎补 #$% &

’’()·*% # 为实验 2 组，共同培养 1& 4 后，行 .*/ 和

-()!逆转录基因分析，结果如图 0、图 3，2 组均表达

.*/ 和 -()!，且含二磷酸盐 #$% & ’’()·*% #和骨碎补

#$% & ’’()·*% #的联合用药组，基因表达的强度明显

高于单独用药组，含 #$% & ’’()·*% # 的二磷酸盐实验
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! 组与含 !"# $ %%&’·(# ! 的骨碎补实验 ) 组，基因表 达的强度比较差异不大。

表 ! 培养基为 !"# $ %%&’·(# ! 的骨碎补

总黄酮时 *&’!像素值（强度+面积）

项目 !) , )- , ./ , -$ , /" ,

!01*2345 !$-+!!). !$-+67- !$$+!."8 !67+!$7/ !-7+!!8!
*&’ !!8+!.6- $)+8)" !).+!!87 !7.+6$) )6!+68!

表 " 培养基为 !"# $ %%&’·(# ! 的二磷酸盐时

*&’!像素值（强度+面积）

项目 !) , )-, ./, -$, /",

!01*2345 !86+6-" !$.+!!$/ !6!+!.)! !67+!8)" !-7+!!!)
*&’ $)+$)/ !!8+!.$! !)7+$$$ !7)+6). )8.+6!"

图 # 不同时间逆转录 9(: 基因表达

表 $ 培养基为 !"# $ %%&’·(# ! 的骨碎补总黄酮时

9(: 像素值（强度+面积）

项目 !) , )- , ./ , -$ , /" ,

!01*2345 ))8+6-" )./+!.-8 )..+!./7 6)+!!!7 !"8+!-!$
9(: 8)+-!- 87+.78 86+--6 ))-+!.8" !$-+!-".

表 # 培养基为 !"# $ %%&’·(# ! 的二磷酸盐时

9(: 像素值（强度+面积）

项目 !) , )- , ./ , -$ , /" ,
1*2345 ))"+!-6" ).)+!..7 )-"+!.!! ))-+!.6" !$)+!.)-
9(: 7!+/$- $/+8!- 86+--$ !6.+!!.! )"8+!!))

图 % -$ , 后逆转录 9(: 基因表达 图 & -$ , 后逆转录 ;<( 基因表达

注：! 组培养基为含 !" # $ %%&’·(# !的二磷酸盐；) 组培养基为含 !" # $ %%&’·(# !的骨碎补总黄酮；. 组培养基为含

!" # $ %%&’·(# !的骨碎补总黄酮和二磷酸盐联合用药。

$ 讨论

本实验采用密度为 !="88 的淋巴分离液来分离

骨髓基质干细胞，经梯度离心后，可以获得均一性较

好的骨髓基质细胞。本方法同 >?,351@3［!］，改善了贴

壁分离筛选法红细胞占据骨髓基质细胞贴壁空间减

少骨髓基质细胞贴壁的缺点，提高了贴壁率，缩短了

首次换液的时间。

双磷酸盐类是一种治疗骨质疏松抗骨吸收药

物［)］，二磷酸盐除作用于破骨细胞外，是否还作用于

成骨细胞，报道不多。孟凡青［.］报道，帕米磷酸钠能

直接作用于大鼠成骨细胞，促进其增殖，但抑制分

化。本实验发现二磷酸盐 !"# - A !"# / %%&’·(# ! 时，

对诱 导 后 的 成 骨 细 胞 有 抑 制 作 用；!"# !" A !"# !)

%%&’·(# !时促进作用不明显，其中 !"# $ %%&’·(# ! 时

作用最强，说明二磷酸盐发挥作用与浓度有关；且在

!"# $ %%&’·(# !促进成骨细胞生长的同时，促进成骨

细胞的 9(: 和 *&’!分子水平的表达，其表达程度在

时间上有增高的趋势，说明存在时间依从性［-］，这点

与 >% 等［7］的研究结果，二磷酸盐可以促进成骨细胞

*&’!、BC:0) 基因表达大体近似。

现代研究表明，骨碎补提取物可以促进骨生成，

增加骨密度［/］，并且通过调节组织蛋白酶 D，抑制骨

量丢失［8］。本研究发现骨碎补总黄酮 !"# - A !"# /

%%&’·(# ! 时，对 诱 导 后 的 成 骨 细 胞 有 抑 制 作 用；

!"# !" A !"# !) %%&’·(# !时促进作用不明显，其中 !"# $
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!!"#·$% &作用最强，说明骨碎补总黄酮发挥作用与

浓度有关；且在 &’% ( !!"#·$% & 促进成骨细胞生长的

同时，也促进成骨细胞的 )$* 和 +"#!分子水平的表

达，其表达程度在时间上也有增高的趋势。这也与

,-"./ 等［(，0］通过对 12 3 4 356 & 成骨细胞的研究发

现，骨碎补通过对骨形态发生蛋白 71*58、碱性磷酸

酶和胶原酶调节，促进成骨细胞增殖与分化的结果

基本吻合。

二磷酸盐和骨碎补对成骨细胞的影响机制如

何，目前尚无定论。有研究提示［&’］，二磷酸盐是通

过激活成骨细胞核酸受体信号和表达热休克蛋白

9:; 0’，促使其增殖分化的，而骨碎补还没有这方面

的报道。但可以推测骨碎补对成骨细胞的作用，也

可能是通过细胞内外的信号调节激酶和特异性通道

蛋白发挥作用的，这还有待于进一步试验研究。

骨碎补总黄酮和二磷酸盐两者合用效果如何，

国内外文献报道较少，本实验结果发现，含二磷酸盐

&’% ( !!"#·$% & 和骨碎补总黄酮 &’% ( !!"#·$% & 的联

合用药组，也可以促进成骨细胞的 )$* 和 +"#!基因

表达，且基因表达的强度明显高于单独用二磷酸盐

或单独用骨碎补，即二磷酸盐和骨碎补联合用药，效

果大于两种药物单独应用，可见二磷酸盐和骨碎补

总黄酮有协同作用。有研究表明，骨碎补黄酮对骨

的作用（包括骨折愈合等）的同时，副作用很小［&&，&8］。

但是，作为临床上广泛使用的骨吸收抑制剂，二磷酸

盐的副作用［&3，&<］是不容忽视的。据此推测，如果两

者合用可以减少两者药物用量，其二磷酸盐的副作

用可能减小。此外，,-"./ 等［&=］还发现，骨碎补除可

以促进成骨细胞生长外，还参与激活细胞免疫和体

液免疫，特别是在长期应用骨碎补后，其可以改善白

细胞的总量，并通过诱导环磷酰胺重塑免疫调节效

应。因此，对于联合用药的协同作用是否还有免疫

因素的参与，也是需要进一步研究的。
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