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摘要：近年，含药血清试验已成为研究中药淫羊藿对成骨细胞作用的热点。笔者回顾了淫羊藿含药

血清对成骨细胞增值与分化影响的相关实验研究的文献，从淫羊藿含药血清试验、成骨细胞体外培

养、淫羊藿含药血清对成骨细胞作用机理等方面进行分析，进一步探讨淫羊藿对成骨细胞功能产生影

响的有效部位、活性成分和作用机制，为中药淫羊藿防治骨质疏松奠定基础。
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淫羊藿（;?>F+ ?G,*C,,）又名仙灵脾，《雷公炮炙

论》认为具有“补肾壮阳，益精健骨”之功效，是传统

的补肾壮阳药，现代研究表明淫羊藿作用广泛，在心

血管系统、中枢神经系统、免疫系统、抗骨质疏松症

（QR）、抗衰老等方面均有不同疗效。尤其在抗 QR
方面，由淫羊藿组成的复方制剂在抑制骨量丢失，改

善 QR 症状方面有明显疗效［%］；单味淫羊藿对去势、

维甲酸、羟基脲、激素等所致的骨质疏松动物模型亦

表现出较好的防治作用［7，"］。此外，体外实验也证实

淫羊藿可以促进成骨细胞增殖与分化、抑制破骨细

胞的分化和吸收功能［&，$］。

近年来，运用体外成骨细胞培养和中药血清干

预实验，研究和发现骨质疏松治疗药物的报道已屡

见不鲜。该法与传统的将中药粗提物直接加入反应

体系中的方法相比具有明显的优势：在某种程度上

克服了中药本身的理化性质不确定因素对实验结果

的干扰，而且相对接近药物在体内的生物转化的真

实过程，能在一定程度上揭示中药和复方在体内代

谢过程中的转化和转变，有助于中药真正有效部位、

活性成分的发现，能客观地阐明中药的药效和作用

机理。目前，采用淫羊藿不同提取物的含药血清对

体外培养的成骨细胞进行干预，初步确立了淫羊藿

对成骨细胞功能产生影响的有效部位、活性成分和

作用机制，为中药淫羊藿防治骨质疏松奠定了基础，

现对近年的研究情况作一综述。

: 中药血清药理学

中药血清药理学（含药血清）是指给动物灌胃或

人服用一定量的中药单方或复方制剂，一定时间采

血，分离血清，用此含药成分血清进行体外试验的一

种实验方法［.］。这一概念于 %/’& 年由日本学者田

代真一在第一届和汉医药学会会议上首次提出［!，’］。
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该法排除了在体外实验过程中药物与细胞直接作用

时某些因素的干扰，客观地模拟了药物与机体相互

作用过程，较接近药物体内环境中产生的药理效应

的真实过程，使实验结果的可信度大大提高［!］，是一

种较为科学的中药药理学研究方法。

按照血清药理学的初衷，为了尽量准确地再现

在体实验的整个过程，离体组织（细胞）的供体动物

和含药血清的供体动物必须具有同质性［"#］。含药

血清所含有的药物成分必定包括经过体内一系列生

物转化后真正发挥作用的有效成分，同时也包括那

些在药物作用下机体所产生的内生性有效成分，即

各种生理活性物质。在此过程中值得引起注意的是

血清中的上述有效成分是药物与机体相互作用之后

产生的。当我们采用中药血清药理学实验方法时，

我们的目的是要在体外尽量准确地再现在体实验时

药物与机体相互作用的整个过程，此时，作用体系为

离体组织（细胞）加含药血清。

这一方法具有简便、干扰因素少、体现中药的整

体效应和适于观察辨证复方作用的优点，是一种较

好的反应中药药效的体外试验技术，近年来被广泛

用于淫羊藿的开发研究。

! 成骨细胞体外分离培养的实验研究

成骨细胞是骨形成细胞，对骨组织的生长发育、

骨代谢平衡、骨量维持和损伤修复起关键作用。一

旦成骨细胞生成不足或功能降低，不能及时补充由

于破骨细胞活动所导致的骨吸收、骨量丢失，将直接

导致骨形成减少。"!$% 年，&’() 等［""］首先使用胶原

酶消化骨片成功培养成骨细胞，至今经历了 %# 余年

的发展历史，其间随着细胞培养技术的发展，其方法

得到了不断的更新和完善，培养标本来源涉及禽类、

啮齿类、哺乳动物并逐渐过渡到了人类。国内外文

献报道动物（大鼠、小鼠、鸡、兔）、人的胚胎颅骨或新

生动物的颅骨为成骨细胞的常用来源。最近又建立

了用成熟大鼠的颅骨及生长期的大鼠的长骨分离培

养成骨细胞的方法。黄洁等［"*］选用成年雌性大鼠

松质骨在较短的时间内得到较多数量的成骨细胞。

王海彬等［"+］取人松质骨建立成骨细胞体外培养模

型并得到了大量纯化的成骨细胞。

研究表明培养后的成骨细胞在体内仍具有良好

的成骨能力，在不同环境下可以形成骨组织。林清

泉等［"%］建立了胶原酶阶梯消化法进行鼠颅骨体外

培养的生物模型。先用 ",的!型胶原酶在 +-.水

温中振荡消化 "/012，再先后以 #3/,、#3",!型胶

原酶同上法处理 "3/4。最后将成骨细胞纯化、鉴

定。结果显示所培养的细胞具有典型的成骨细胞特

性，且成分单一。黄洁等［"*］采用组织块法和胰酶相

结合的方法进行成骨细胞的培养，骨粒经反复冲洗

后，其表面黏附的骨髓细胞已大多去除，然后在培养

液中培养 /5，其表面的骨髓细胞和少量成骨细胞贴

壁，取出骨粒后再给予胰蛋白酶消化，弃前 * 次（可

能含有骨髓细胞）消化液，培养所得细胞即可获得纯

度较高的成骨细胞，而骨粒反复胰酶消化可以获得

较多的原代、一代细胞，避免长期培养、反复传代引

起的细胞表型改变。自 "!-! 年 61778 首次体外成功

地培养人成骨细胞后，不少学者对成人成骨细胞的

培养进行了改良。张兴凯等［"/］先用胰酶消化骨块

以去除血细胞和成纤维细胞，骨片经短时培养后，再

用胰酶消化，得到大量纯净成骨细胞。王海彬等［"+］

以人松质骨为来源，采用反复冲洗、胶原酶预消化等

预处理，再用胰酶消化，取得大量纯化的成骨细胞，

比用单纯胶原酶消化后取得细胞纯化度高。将分离

培养的成骨细胞大量增殖后回植于体内，具有取材

方便，成骨能力好等优点，且不需考虑免疫反应和传

播疾病的危险。此外细胞的体外培养可以排除体内

多种因素的相互影响，为进一步研究骨代谢机理提

供了有价值的实验依据。

" 淫羊藿对成骨细胞增殖与分化的影响

成骨细胞是蛋白分泌型细胞，能产生!型胶原，

合成分泌骨基质，具有高碱性磷酸酶（9:&）活性，并

能吸收和转运钙离子，是骨形成和骨再建的重要功

能细胞。目前认为，9:& 活性是成骨细胞功能及分

化程度的指标，其活性的高低可反映成骨细胞的成

熟状态，9:& 活性越高，表明细胞越趋成熟，而 9:&
活性降低，则说明细胞趋于增殖状态。!型胶原蛋

白是成骨细胞分化的又一特征［"$］，是骨有机基质的

主要成份。许多研究均发现淫羊藿具有促进成骨细

胞的增殖与分化功能，其机理目前认为有以下几

方面。

"#$ 淫羊藿本身的有效成份能促进成骨细胞的增

殖与分化

李芳芳等［"-］研究发现淫羊藿煎液能促进体外

培养的成骨细胞的增殖与分化。李勇等［";］通过观

察淫羊藿总黄酮对体外培养大鼠成骨细胞的作用，

发现其能促进成骨细胞增殖及分化成熟，促进矿化

结节形成。刘素彩等［%］发现淫羊藿苷可明显促进体

外培养大鼠成骨细胞碱性磷酸酶的活性及!型胶原
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蛋白的表达，表明其可促进成骨细胞的分化，在同一

实验中并未发现淫羊藿苷对成骨细胞增殖作用的影

响。王俊勤等［!"］通过研究淫羊藿甙对体外培养大

鼠成骨细胞的作用，发现淫羊藿甙能促进成骨细胞

增殖，可明显抑制分化早期成骨细胞内碱性磷酸酶

（#$%）活性，而对分化晚期成骨细胞内 #$% 活性具

有促进作用，表明淫羊藿甙对成骨细胞增殖和分化

具有不同的调节作用。蔡曼玲等［&’］观察 ( 种淫羊

藿黄酮发现，淫羊藿苷、淫羊藿次苷!、淫羊藿次苷

"、淫羊藿定 )、淫羊藿定 * 具有增加细胞基质钙及

促进体外培养成骨细胞增殖和矿化的作用。刘福春

等［&!］发现淫羊藿多糖能使体外培养的小鼠骨髓细

胞的细胞增殖率和 +,# 合成率显著提高，说明淫羊

藿多糖是通过调节 +,# 合成水平而促进细胞增殖

的。此外，刘思金等［&&，&-］研究淫羊藿总黄酮和淫羊

藿苷对体外培养的人成骨样细胞增殖和骨形成功能

的影响，发现它们均具有促进成骨样细胞增殖和分

化作用，并表现出浓度的依赖性。

!"# 淫羊藿可间接促进成骨细胞的增殖与分化

马涛等［&.］用老年雄性大鼠连续服用淫羊藿水

提液 ! 个月，取其血清，发现其血清对新生大鼠颅骨

成骨细胞有促进增殖和分化的作用，提示血清中含

有一些促进成骨细胞生长的因素，推测淫羊藿水提

液可能促进大鼠生成较大量的促骨增殖和分化的特

异因子，如 )/%（骨形态发生蛋白）、$01234（瘦素）等。

刘铁汉等［&(］在离体条件下研究发现淫羊藿苷可被

人肠内菌代谢，主要代谢产物为淫羊藿苷的苷元，大

鼠灌服淫羊藿苷后，吸收入血的主要代谢物为宝藿

苷!；他们在研究淫羊藿对细胞因子的影响时发现，

淫羊藿苷及其肠菌代产物（宝藿苷!和淫羊藿苷元）

对 5$67、8,9 的 产 生 有 一 定 抑 制 作 用［&:］。殷 晓 雪

等［&-］观察淫羊藿苷对人成骨细胞增殖和分化的影

响，发现淫羊藿苷促进人成骨细胞增殖分化的作用

与升高人成骨细胞 )/%6& ;<,# 表达有关，而 )/%6
& 被认为是 8=96#家族活性最高且惟一能单独诱导

成骨的因子［&>］。因此，我们认为淫羊藿可促进机体

产生促成骨细胞生长的因子，进而促进成骨细胞的

增殖与分化。

!"! 淫羊藿类雄激素样作用可促进成骨细胞的增

殖与分化

淫羊藿具有补肾阳的作用，其类雄激素样作用

可促进性腺的分泌，产生大量类雄激素样物质，促进

成骨细胞的增殖与分化。马慧萍等［&7］采用维甲酸

灌胃造成骨质疏松模型，检测灌服淫羊藿总黄酮后

大鼠血清生化指标，发现血中睾酮（8）和雌二醇（?&）

水平显著升高，其中睾酮含量升高更为明显。陈璐

璐等［&"］研究睾酮（8）对体外培养成骨细胞的作用，

发现睾酮对新生大鼠颅骨成骨细胞有促进增殖和分

化的作用。

$ 研究中存在的问题及展望

$"% 淫羊藿含药血清试验存在的问题

目前，含药血清试验方法已成为研究中药淫羊

藿对成骨细胞作用的热点，研究层次已从器官培养

到细胞培养、基因表达、+,# 合成等，以细胞药效学

的研究最多，研究领域广，主要涉及：对细胞分裂增

殖的影响，对细胞凋亡的作用，调节免疫等方面。但

是血清药理学，作为一种新的实验方法，还刚刚起

步，存在许多问题，需要不断的完善。如供体动物的

选择以及是否需要造模，给药的剂量与次数，反应体

系中淫羊藿含药血清的添加量以及含药血清的处理

与保存等等。目前国内外大多数学者认为，为了保

证中药血清药理学实验结果与在体实验的一致性，

血清供体动物必须进行造模。对于含药血清的保存

问题，周明眉等［-’］通过实验研究发现含药血清经长

期低温保存（ @ &’ A，& 个月）后药效显著降低（! B
’C’!）。提示低温冰冻保存仍影响含药血清药效。

崔晓兰等［-!］证实 -D 保存或不保存处理的比较对药

效无任何影响。故在进行实验时宜使用新鲜或保存

时间较短的含药血清。而对于体外实验中如何确立

淫羊藿含药血清的添加量，使之既要避免高浓度血

清对细胞的毒性作用，又要使含药血清的浓度接近

于血药浓度，以便较客观地反映复方的整体药效是

十分有必要的。关于血清对细胞的毒性作用，有学

者报道含药血清在高浓度时可抑制细胞增殖。因而

体外实验中含药血清的浓度选取 !’E［-&］。也有学

者研究了异种血清对细胞的毒性作用，发现亲缘关

系较近或同种血清添加到较高浓度，甚至 !’’E时

仍能促进细胞增殖，亲缘较远的异种血清在低浓度

（种属不同分别在 !’E F .’E）才促进细胞增殖［--］。

还有学者认为，考虑实验体系中被培养细胞的血清

耐受性，含药血清的添加量不超过 &GE为宜［-.］。

$"# 成骨细胞的体外培养存在的问题

近年来，成骨细胞的体外培养技术越来越受到

研究学者们的重视，但由于它易受到诸多客观原因

的干扰，而导致实验结果的不一致性。主要表现在

以下 & 个方面：$种子细胞的来源：不同种属，或同

一种属不同年龄段，以及取材部位的不同均可导致
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实验结果的不一致。!实验方法：培养方法的不同，

如是采用组织块法还是酶消化法。酶消化法可获得

大量细胞，便于培养细胞浓度的调整，但操作方法较

复杂，酶处理后对细胞膜表面受体和抗原成分有损

坏，影响了培养细胞的贴壁和成活率，故需合适掌握

消化时间。组织块培养法可靠、简便，且所得细胞较

纯，但细胞产出率低，一定程度上限制了它的应用。

另外还有培养基选择上的差异、细胞接种的密度大

小不同等。此外由于机体的统一性、复杂性决定了

该实验手段不能完全代替动物造模实验研究，更不

能高于临床研究，具有一定局限性，因此不能过于夸

大它的作用。

!"# 展望

中药淫羊藿含药血清干预体外培养的成骨细

胞，观察其对成骨细胞增殖与分化的作用，为进一步

探讨其对骨质疏松的作用机理，起到了积极进步的

作用。体外成骨细胞分离培养技术是继用实验动物

造模对骨科疾患做基础研究之后出现的又一种新的

实验研究方法，培养的成骨细胞可作为生物学模型

干预研究使用。血清药理学尽管作为一种年轻的研

究方法还不够完善，仍存在着许多尚待解决的问题，

其具体的实验操作也有待进一步规范。但它在中药

和中药复方的研究中已越来越显示出光明的前景，

相信随着这门技术的不断完善，它将配合免疫学、分

子生物学的研究，发挥其在科学研究和临床应用中

的作用。
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