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摘要：目的 研究淫羊藿苷含药血清（>-?@& 2A ?’BC ’D&(.(CB-?-D (*’?((.，>E）对体外培养大鼠颅骨成骨细
胞（4’B *’)F’?(’) 2CB-2G)’CBC，4HI）增殖和分化成熟的影响。方法 以每 9 ,/体重 #75$ /淫羊藿苷的剂
量灌服成年大鼠制得淫羊藿苷含药血清，以灌服等体积生理盐水制得对照血清。分别以 57$J，$J
和 9#J"种浓度加入 4HI培养基，检测对成骨细胞增殖、碱性磷酸酶（8KL）活性和钙化结节数等的影
响。结果 57$J和 $J>E均促进细胞的增殖，尤以 $J浓度更为明显，该浓度含药血清提高 4HI的
8KL活性，增加!型胶原表达，并显著提高钙化结节形成数量。结论 淫羊藿经口服后的代谢产物可
刺激成骨细胞增殖，促进其分化成熟，是淫羊藿抗骨质疏松的有效成分。
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淫羊藿是传统的补肾壮阳中草药，其主要有效

成分是总黄酮和多糖。笔者的前期研究表明，淫羊

藿总黄酮对去卵巢大鼠骨质疏松症具有抑制作

用［9，5］，而单体成分淫羊藿苷不仅能促进骨髓间充质

干细胞的成骨性分化［"，=］，而且抑制骨髓细胞分化为

破骨细胞［$，:］，并抑制其骨吸收活性，但对成骨细胞

无明显影响［!］。本实验研究了淫羊藿苷含药血清对

来源于新生大鼠颅盖骨成骨细胞的影响，以探讨淫

羊藿苷经口服后产生的代谢产物是否具有促进骨形

成活性。

$ 材料和方法

$H$ 材料
$H$H$ 实验动物：出生 5= +以内的 >LX级 P(CB’?大
鼠 9#只。
$H$H1 主要试剂和仪器：";U%U培养基、胰酶、#型
胶原酶为 Y(G*2公司产品；甘油磷酸钠、抗坏血酸、
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地塞米松、二甲基亚砜均购自 !"#$%公司；胎牛血清
（&’(%) *+,"-’ .’/0$，&1!）由兰州民海生物工程有限
公司生产，淫羊藿苷由本实验室提取，浓度 2 345；
碱性磷酸酶（%)6%)"-’ 78+.78%(%.’，9:;）试剂盒为南
京建成生物工程研究所产品；!型胶原抗体由博士
德公司提供；主要仪器有 <=> 细胞培养箱（?8’/$+
@’,A+，B!9）、倒置相差显微镜（=:CD;B!）和酶标仪
（1"+E@%FGGH）等。
!"# 方法
!"#"! 大鼠颅骨成骨细胞的培养（@%( A%),%/"%)
+.(’+*)%.(E)"6’ A’)).，@=1）：大鼠颅骨成骨细胞采用酶
解法分离获得，方法同以前报道［4］。细胞培养于含

IH5&1! 的"EDJD培养基中，KLM、G5<=> 和饱和

湿度条件下培养，每 K天换液 I次，待细胞长至 4H5
融合时传代。

!"#"# 淫羊藿苷含药血清的制备：N 月龄 O".(%/大
鼠 I>只，按 IHH #体重 >G $#淫羊藿苷给药，首次灌
胃后间隔 >H 8第 >次给药，P 8后第 K次给药，第 K
次给药 I8采用心脏穿刺取血。对照组用等体积生
理盐水灌胃。血液静置凝固后 KHHH /7$ 离心 IH
$"-，上清即为淫羊藿苷含药血清（ !’/0$ /%(.
%F$"-".(’/’F QA%/""-，!Q）或对照血清（<+-(/+)），抽滤除
菌，分装，R >H M保存备用。
!"#"$ 含药血清对 @=1增殖能力的影响：原代细
胞按 K S IHK T$)接种于 3N孔培养板，每孔 IHH#)，>P
8后换含不同浓度淫羊藿苷含药血清（>UG5，G5，
IH5）和对照血清（>UG5，G5，IH5）的培养基培养
P4 8，弃培养液，每孔加入无血清的"EDJD 培养液
IHH#)和 HUG5D?? IH#)，继续孵育 P 8后，弃培养
液，;1!洗一遍，每孔加入 IHH#)的 VD!=，摇床振荡

充分溶解后，测 GLH -$处吸光度值（!GLH）。

!"#"% 含药血清对 @=1碱性磷酸酶活性的影响：
原代细胞按 > S IHP T$)的浓度接种于 I>只中皿中，>
天后将其中一半的中皿换成含 G5淫羊藿苷含药血
清的培养液，另一半换含 G5对照血清的培养液，所
有培养液均含成骨性诱导剂（IH $$+)T:的$E甘油磷
酸钠、I S IHR L $+)T:地塞米松、GH##T$) 抗坏血酸）
和 G5&1!，每 K天换液 I次，分别在诱导后的第 K、
N、3、I>、IG和 I4天用 9:;试剂盒测定碱性磷酸酶。
!"#"& 对!型胶原的影响：原代 @=1 传代培养于
预先放置有盖玻片的 N孔板中，其中 K孔含 G5淫羊
藿苷含药血清，另 K孔含对照血清，成骨性诱导培养
I周后取出盖玻片，采用 !91<法进行!型胶原免疫
组织化学染色。

!"#"’ 对钙化结节形成的影响：原代细胞传代接种
于 >P孔板，培养至接近融合后换含 G5淫羊藿苷含
药血清和对照血清的培养液，成骨性诱导培养 IP天
后进行茜素红染色，肉眼观察，比较阳性克隆的

多少。

!"$ 统计学处理
所有检测结果均以均数 W标准差（!" W #）表示，

用 !;!!IIUG进行 $ 检验。

# 结果

#"! 成骨细胞形态学观察
倒置相差显微镜下可见，培养初期 @=1以梭形

为主。随着培养时间延长，细胞体积增大，形态以多

角形为主，L F左右逐渐融合成铺路石状，I> F左右
出现细胞结节，IG F左右形成钙化结节，经 ,+- X+..%
法染色后呈黑色颗粒（&"#UI）。

()*+! ?8’ /%( A%),%/"%) +.(’+*)%.(. Y’/’ A0)(0/’F %Z(’/ L F%[.（>HH S）%-F IG F%[.（IHH S）\
?8’ $"-’/%)"]’F -+F0)’. Y’/’ .(%"-’F *[ ,+- X+..%
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!"! 对 !"#增殖的影响
$%&’和 &’淫羊藿苷含药血清组的 !&()值均高

于各自的对照组，差异具有统计学意义。*)’淫羊
藿苷含药血清组有大量细胞悬浮死亡，说明此浓度

对 !"#有毒性。

#$%&’ ( +,- ./01- 23 4&() /5 6733-8-95 :821;<（" = >）

:821; ?@ A295820

$%&’ )%B(> C )%$D$! )%EED C )%)F>

&%)’ )%(FB C )%*&&! )%D*F C )%*)F

注：!# G )%)& .< A295820

!") 对!型胶原的影响
成骨性诱导培养 *周后，?@组细胞周围布满棕

黄色丝状的!型胶原；对照组细胞周围明显较少
（H7:%$）。
!"* 对 !"#碱性磷酸酶活性的影响

&’淫羊藿苷含药血清组在第 B、F、*$、*& 和 *>
天的 4IJ活性均显著高于对照组，第 *$ 天 4IJ活
性达到最高，此后逐渐下降（H7:%E）。
!"+ 淫羊藿苷含药血清对成骨细胞矿化的影响
成骨性诱导培养 *& 天后，&’ ?@组形成的钙化

结节（AHKLA/）数目明显比对照组多（H7:%D）。

,-./! A2M;/87<29 23 ,7<52N,-M7N/0 <5/7979: 8-<105< 23 5O;- @ N200/:-9 79 !"#
P-5Q--9 ?@ :821; /96 5,- N295820（D)) R）

,-./) +,- 7958/N-0010/8 /0S/079- ;,2<;,/5/<- /N57.75O 23 !"#
/35-8 6733-8-95 6/O< 23 2<5-2:-97N 7961N5729 N10518-T 40S/079-
;,2<;,/5/<- 7< / <7:9 23 -9UOM- 23 2<5-2P0/<5 T +,- ,7:,-8
/N57.75O 7967N/5-< 5,- M28- /N57.- 2<5-2:-97N 6733-8-957/5729 23

2<5-2P0/<5<T ! # G )%)&，!!# G )%)* .< N295820

) 讨论

中药治疗骨质疏松的历史悠久，疗效确切。但

中药成分极其复杂，原药成分与其经口服后产生的

代谢产物往往生理活性不尽相同。邱峰等［F］的研究

,-./ * V79-8/07U-6 92610-< <5/79-6 PO /07U/879T +,-O Q-8-
N2M;/8-6 P-5Q--9 &’ ?@ :821; /96 5,- N295820 T 4 8-6 625
8-;8-<-95< / N/0N737-6 92610- 1975 T +,- M28- 8-6 625 7967N/5-<
5,- M28- /N57.- 2<5-2:-97N 6733-8-957/5729

表明，淫羊藿苷经口服后至少产生 D种代谢产物，对
这些产物的活性逐一进行研究显然不易，而血清药

理学研究方法不失为一种理想的选择。

成骨细胞在体内能合成和分泌胶原、糖蛋白等

形成类骨质的成分，参与类骨质的钙化过程，是体内

参与骨形成过程的主要细胞［*)］，所以用含药血清干
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预体外培养的成骨细胞，观察其对细胞增殖与分化

的影响，为进一步阐释中药抗骨质疏松的作用机理，

具有重要意义。

笔者采用 !""法比较了 #$%&、%&和 ’(& )种
浓度的淫羊藿苷含药血清对 *+,细胞增殖的影响，
发现 %&浓度具有最大的促进增殖活性，’(&浓度
导致部分细胞悬浮死亡，说明此浓度过高，不宜使

用。成骨性诱导培养发现，%&淫羊藿苷含药血清显
著提高 *+,细胞碱性磷酸酶活性，增加!型胶原蛋
白表达量，并使其形成钙化结节的数量明显增多，表

明该血清含有刺激 *+,细胞增殖和促进其分化的
活性物质。根据血清药理学原理，这些活性物质应

是淫羊藿苷的代谢产物。

笔者在前期研究中已发现淫羊藿苷强烈刺激大

鼠骨髓基质干细胞的成骨性分化，并抑制破骨细胞

的形成和骨吸收活性，但对大鼠颅骨成骨细胞无明

显影响。

本实验结果表明，淫羊藿苷经口服后产生的代

谢产物不仅刺激成骨细胞的增殖，而且促进其分化。

由于目前为止，绝大多数含淫羊藿苷的中草药制剂

均为口服，所以淫羊藿苷代谢产物很可能是淫羊藿

抗骨质疏松的有效成分，但其具体形式和作用方式

还需通过动物实验检测具体生化指标进行深入

研究。
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