
·论著·

基金项目：国家科技部支撑计划 名优中成药大品种二次开发关键技术的研究项目资助（!""#$%&’#$"’）

作者单位：("")*( 天津，天津中医药大学

通讯作者：王威，+,-./：0121))34)!56 78,

中药续断含药血清对成骨细胞增殖

和骨基质蛋白产生的影响

王威 史红 何永志 顾志敏 郑纺 刘友刚 王超 胡利民

中图分类号：9!:3;3 文献标识码：% 文章编号：)""5<#)":（!""*）"!<")"(<"’
摘要：目的 观察中药续断含药血清对体外培养的成骨细胞增殖和骨基质蛋白产生的影响。方法

!制备大鼠含药血清：取雌性与雄性 =.>?-@ 大鼠各 )! 只，按性别随机分为 ’ 组，分别为：雄性给药组，

雄性对照组，雌性给药组，雌性对照组，每组各 5 只，给药组按体重（’;3 0 生药AB0 体重）分别给予续断

水提液灌胃、对照组按体重分别给予等量生理盐水，灌胃 ) C 后取血，离心提取血清。"分离、培养大

鼠的原代成骨细胞。#将各组大鼠血清稀释为 !;3D、3D和 )"D ( 个浓度分别培养大鼠成骨样细

胞，采用四氮唑蓝法（EFF）检测细胞增殖能力，同时采用生化和放免法进行了细胞碱性磷酸酶（%GH）

检测和细胞培养液骨钙素（IJ）检测。结果 当培养基中含药血清浓度为 !;3D、3D时，雌性给药组

成骨细胞增殖率、%GH 和 IJ 的量均高于雄性给药组和雌性对照组（! K ";")）；当血清浓度为 )"D时，

雌性给药组与雌性对照组比较，存在显著性差异（! K ";"3）。雌性给药组与雄性给药组比较，无显著

性差异（! L ";"3）。在各浓度的血清中，雄性给药组与雄性对照组之间均无显著性差异。结论 中

药续断的含药血清具有刺激骨基质蛋白（碱性磷酸酶和骨钙素）生成和分泌的作用，并具有刺激成骨

细胞增殖的作用。这种作用在雌性大鼠的血清中表达强于雄性大鼠。

关键词：成骨细胞；含药血清；续断；%GH 活性；IJ 分泌
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近年来，随着人类寿命的延长和老龄社会的到

来，与衰老密切相关的骨质疏松症及并发症的发病

率逐年增高，骨质疏松症已成为老年人生活质量下

降和寿命缩短的主要原因之一。因而研究抗骨质疏

松症的药物对提高老年人的生活质量具有重大意

义。

当前西医治疗骨质疏松症的药物主要有两大

类：以抑制破骨细胞吸收作用为主的骨吸收抑制剂

和以促进成骨细胞骨形成作用为主的骨形成促进

剂［!］。但均存在着不足之处。中医药防治骨质疏松

症具有悠久的历史，且有很好的疗效。因此中药防

治骨质疏松症的研究日益受到重视［O，B］，特别是在名

优中药的二次开发中更具有意义。

中医理论认为，“肾主骨”（《素问·宣明五气》），

《素问·阴阳应象大论》指出：“肾生骨髓”“肾充则髓

实”，肾所藏之精，所主之液可化生骨髓，为“肾主骨”

提供了物质基础。而续断为川续断科植物川续断

（"#$%&’(% &%$)*+#,)% -.，L5’&7’( PQG+）的干燥的根，

性微温，味苦、辛，归肝、肾经。具有补肝肾、强筋骨、

续折伤的作用［R］，而且在有些名优中药中也配有中

药续断。为探讨续断防治骨质疏松症的作用，同时

也为名优中药二次开发提供实验依据，我们进行了

下述的实验。

/ 材料和方法

/0/ 材料

/0/0/ 实验动物：S+2(*) 大鼠 OR 只，雌雄各半，体重

O"" T OO" 7，清洁级，由北京维通利华实验动物中心

提供。大鼠均在天津中医药大学实验动物中心清洁

级实验动物室内饲养。新生 OR 5 内 S+2(*) 乳鼠由

天津中医药大学实验动物中心清洁级实验动物室提

供。

/0/01 实验药物：中药续断，水煎后浓缩，生药含量

为 A9? 7U4V 由天津中医药大学中药学院提供。

/0/02 主要试剂：0QWQ 培养基（EJ$<%&’，XNG）；新

生牛血清（IGG，G32()+*）；胰蛋白酶（N+74*，XNG）；胶

原酶!型（Y+;$%，XNG）；EWIWN（N+74*，XNG）；V=谷

氨酰胺（G4)’2$%，XNG）；多聚赖氨酸（2+74*，XNG）；

青霉素（国产）；链霉素（国产）；QPP（国产）；N0N（国

产）；1=ZII（N+74*，XNG）；骨钙素放免测定试剂盒

（北京原子能物理所）；P)+(%& [=!""（N+74*，XNG）。

/0/03 主要仪器：超净工作台（\X\ M HGYGHX，日

本）；-HMO!""O] 型 LKO 培 养 箱（-MHGOHKY^K，日

本）；倒置相差显微镜（KV^QIXN，日本）；H_O!""W
型超声波清洗器（昆山市超声波仪器有限公司）；

V[\O?R"! 离心机（北京医疗离心机厂）。

/01 方法

/010/ 大鼠含药血清的制备：取大鼠 OR 只，随机分

为 R 组："雄性给药组，按体重（R9: 7 生药U‘7 体重）

灌胃；#雄性对照组，灌等量生理盐水；$雌性给药

组，按体重（R9: 7 生药U‘7 体重）灌胃；%雌性对照

组，灌等量生理盐水，以上各组均每日 ! 次灌胃。连

续给药 ! 6，末次灌胃 !9: 5 后，乙醚麻醉，在严格无

菌条件下由腹主动脉取血。将各组血液低温条件下

放置 R 5，离心B """ )U4+& : 4+&，提取血清，:?a灭

活，过滤除菌后冷藏备用。

/0101 细胞的分离和培养：成骨细胞的提取：取 OR
5 内新生 S+2(*) 大鼠头盖骨，清除结缔组织，I]N
清洗，"9O:# 胰蛋白酶 BAa 预消化 O" 4+&；移入

"9!#!型胶原酶内，BAa 振荡消化 ?" 4+&；离心

!""" )U4+& !" 4+&，去上清，加 0QWQ 培养液，置 LKO

培养箱中培养。取第 O 代细胞，调整浓度为 : b !"A U
V，进行实验。

/0102 实验分组：将成骨细胞用含有 B 个不同浓度

的四组大鼠血清的培养基分别培养，血清浓度分别

为 O9:#、:# 和 !"#（血清浓度是依据本实验室预

实验的最佳浓度作为中浓度，即 :#）。细胞分组

为：雄性给药血清 O9:#、:# 和 !"# B 个浓度组和

雄性对照血清 O9:#、:# 和 !"# B 个浓度组，雌性

给药血清 O9:#、:#和 !"# B 个浓度组和雌性对照

血清 O9:#、:# 和 !"# B 个浓度组，共 !O 组。

/0103 QPP 法检测续断含药血清对成骨细胞增殖

的影响：第 O 代细胞调整浓度为 : b !"A UV，以 !""

&VU孔接种于 C? 孔培养板，OR 5 后分别换含各组大
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鼠血清的 !"#" 培养液血清浓度为 $%&’、&’ 和

()’。放入 *+,，&’ -.$ 培养箱中培养 +$ / 后，弃

培养液，加 )%( 01 234 和 ()!1 )%&’"55，*+, 孵

育 6 7 8 /；加 )%( 01 ()’4!4，*+, 孵育过夜。振

荡混匀，置酶联检测仪上测定吸光度值（波长 69)
:0）。

!"#"$ 细胞碱性磷酸酶（;<2）检测：第 $ 代细胞调

整浓度为 & = ()+ >1，以 ())!1>孔接种于 98 孔培养

板，$6 / 后分别换含各组大鼠血清的 !"#" 培养液

血清浓度为 $%&’、&’和 ()’。放入 *+,，&’ -.$

培养箱中培养 +$ / 后，吸取培养液，在 ? $),保存，

用于骨钙素检测。同时换含 )%(’ 34; 培养液孵育

$6/，234 冲洗 $ 次，胰酶消化后混悬于 234 中，调整

活性 细 胞 密 度 为 6 = ()& >01 加 入 等 量 体 积 (’
5@ABC:DE()) & 0A:，制成细胞裂解液，加 ( 01 细胞裂

解液于细胞碱性磷酸酶活性孵育液中，*+,水浴 (&
0A:，立即加入 $ 01 )%&0CF>1 GH.I 终止反应，测定

吸光度 .!6)&。碱性磷酸酶活性用 J>01·孔表示。

!"#"% 细胞培养液骨钙素（.-）检测：按照骨钙素放

免试剂盒说明书操作。

!"#"& 统计学处理：实验结果皆以均数 K 标准差（!!
K "）表示，采用 # 检验分析。应用 4244 (*%) 软件进

行统计处理。

# 结果

续断对成骨细胞增殖的影响实验结果见表 (。

当含药血清组浓度为 $%&’时，雌性给药组（)%&89)
K )%)$9&）与雄性给药组（)%*8(* K )%)9L*）比较，有

显著性差异（ $ M )%)&），雌性给药组与雌性对照组

（)%*+L+ K )%)6+8）比 较，也 有 显 著 性 差 异（ $ M
)%)(）。当含药血清组浓度为 &’ 时，雌性给药组

（)%L+9* K )%())+）与雄性给药组（)%*&8) K )%)6L$）

比较，有显著性差异（$ M )%)(），雌性给药组与雌性

对照组（)%*L8* K )%)(L)）比较，也存在显著性差异

（$ M )%)(）。而当含药血清组浓度为 ()’时，雌性

给药组（)%L&8) K )%)(+&）与雌性对照组（)%*L(+ K
)%)9L8）比较，存在显著性差异（$ M )%)&），雌性给药

组与雄性给药组（)%&8() K )%(986）比较，无显著性

差异（$ N )%)&）。而在各种血清浓度中，雄性给药

组与雄性对照组之间均无显著性差异。

续断对成骨细胞 ;<2 活性影响的实验结果见

表 $。当含药血清组浓度为 $%&’ 时，雌性给药组

（$%)(8 K )%*)$）与雄性给药组（(%*8( K )%$9L）比较，

有显著性差异（ $ M )%)&），雌性给药组与雌性对照

表 ! 续断对成骨细胞增殖的影响（J>01·孔）

组别 $%&’ &’ ()’
雌性给药组 )%&89) K )%)$9&OP )%L+9* K )%())+OQ )%L&8) K )%)(+&H

雌性对照组 )%*+L+ K )%)6+8 )%*L8* K )%)(L) )%*L(+ K )%)9L8
雄性给药组 )%*8(* K )%)9L* )%*&8) K )%)6L$ )%&8() K )%(986
雄性对照组 )%*9$) K )%)988 )%*69+ K )%)96* )%6L)+ K )%(69(

注：给药组与对照组比较，H $ M )%)&，O $ M )%)(；雄性给药组与

雌性给药组比较，P $ M )%)&，Q $ M )%)(

组（(%*)( K )%*)&）比 较，也 有 显 著 性 差 异（ $ M
)%)(）。当含药血清组浓度为 &’ 时，雌性给药组

（*%))9 K )%*$9）与雄性给药组（$%*&8 K )%*6L）比较，

有显著性差异（ $ M )%)&），而当含药血清组浓度为

()’时，雌性给药组（$%L&8 K )%*(+）与雌性对照组

（(%9L( K )%$9L）比较，存在显著性差异（ $ M )%)&），

雌性给药组与雄性给药组（$%&8( K )%$98）比较，无

显著性差异（$ N )%)&）。而在各种血清浓度中，雄

性给药组与雄性对照组之间均无显著性差异。

表 # 续断对成骨细胞 ;<2 活性的影响（J>01·孔）

组别 $%&’ &’ ()’
雌性给药组 $%)(8 K )%*)$"" *%))9 K )%*$9"" $%L&8 K )%*(+""

雌性对照组 (%*)( K )%*)& $%)(* K )%*() (%9L( K )%$9L
雄性给药组 (%*8( K )%$9L $%*&8 K )%*6L $%&8( K )%$98
雄性对照组 (%*6$ K )%*)8 $%(69 K )%$96 $%*9) K )%$69

注：给药组与对照组比较，" $ M )%)&，""$ M )%)(

续断对成骨细胞 .- 分泌影响的实验结果见表

*。当 含 药 血 清 组 浓 度 为 $%&’ 时，雌 性 给 药 组

（(%*)$ K )%$()）与雄性给药组（)%98( K )%$89）比较，

有显著性差异（ $ M )%)&），雌性给药组与雌性对照

组（)%96& K )%$+)）比 较，也 有 显 著 性 差 异（ $ M
)%)&）。当含药血清组浓度为 &’ 时，雌性给药组

（(%L89 K )%(9)）与雄性给药组（(%8L9 K )%(9)）比较，

无显著性差异（ $ N )%)&），雌性给药组与雌性对照

组（(%$9* K )%$()）比较，也存在显著性差异（ $ M
)%)&）。而当含药血清组浓度为 ()’时，雌性给药组

（(%L&8 K )%(+)）与雌性对照组（(%*L( K )%(9L）比较，

存在显著性差异（$ M )%)&）。雌性给药组与雄性给

药组（(%68( K )%(98）比 较，无 显 著 性 差 异（ $ N
)%)&）。而在各种血清浓度中，雄性给药组与雄性对

照组之间均无显著性差异。

表 ’ 续断对成骨细胞 .- 分泌的影响（0R>1）

组别 $%&’ &’ ()’
雌性给药组 (%*)$ K )%$()" (%L89 K )%(9)" (%L&8 K )%(+)"

雌性对照组 )%96& K )%$+) (%$9* K )%$() (%*L( K )%(9L
雄性给药组 )%98( K )%$89 (%8L9 K )%(9) (%68( K )%(98
雄性对照组 )%9$) K )%$+8 (%*69 K )%(96 (%*L) K )%(69

注：给药组与对照组比较，" $ M )%)&，""$ M )%)(
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动物实验研究表明，续断能有效增加骨密度，改

善骨形态计量学，达到防治骨质疏松的目的［!］。为

进一步观察中药续断对不同性别动物成骨细胞增殖

影响的差异，我们采用不同性别动物中药续断的含

药血清体外培养成骨细胞对其增殖影响进行观察。

本实验采用 "## 比色法，该方法能反映细胞内

$%&的合成状态。"## 能被活细胞线粒体中的琥

珀酸还原酶还原为蓝紫色结晶，在一定范围内，"##
结晶 物 形 成 数 量 与 细 胞 数 量 成 正 比。与 细 胞 内

$%& 的合成成正相关，采用酶标仪在 ’() *+ 处检测

其吸光度，可间接反应细胞数量。其特点是灵敏度

高、重复性好。

血清药理学研究方法可以较好地反映中药在体

内代谢后产生的药物作用。其优点在于：可以观察

中药在体内代谢后产生的药物作用对组织细胞形态

和功能的影响，更准确地反映中药的治疗作用。

碱性磷酸酶作为成骨细胞表性特征之一，是一

种普遍存在的胞内酶，主要分布于细胞质膜，在骨基

质中可分离出含有碱性磷酸酶活性的钙结合蛋白。

骨钙素是一种维生素 , 依赖酶修饰的骨基质蛋白，

具有高度的特异性，对钙有亲和力，在骨结节形成时

表达，基质矿化时其表达水平最高。在本实验中我

们发现，雌性大鼠含药血清培养的成骨细胞其碱性

磷酸酶和骨钙素表达均有上升，而雄性大鼠给药组

与其对照组比较没有显著性差异（! - ).)!），说明

雌性大鼠的中药续断含药血清具有刺激骨基质蛋白

生成和分泌的作用。

我们还利用雄性大鼠和雌性大鼠分别制作含药

血清，以观察不同性别动物中药续断含药血清对成

骨细胞增殖影响的差异。结果发现雌性大鼠的含药

血清与雄性大鼠的含药血清之间对促进成骨细胞增

殖方面存在很大差异，利用雌性大鼠制备的含药血

清能够很好的促进成骨细胞的增殖，而利用雄性大

鼠制备的含药血清在短时间内未能观察到促进成骨

细胞的增殖。本实验的研究结果提示我们，中药续

断具有促进成骨细胞增殖的作用，这种作用在雌性

大鼠含药血清中表达强于雄性大鼠，从而其有可能

防治绝经后骨质疏松。这为名优中成药大品种二次

开发提供了实验依据。至于为何不同性别动物中药

续断含药血清对成骨细胞增殖和骨基质蛋白产生差

异，有待我们进一步研究。
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