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骨碎补含药血清对成骨细胞增殖 、成骨的影响
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摘要： 目的　研究骨碎补含药血清对成骨细胞的增殖、成骨的影响。 方法　取乳鼠颅骨，利用二型胶原酶反复消化，离心，提
取成骨细胞。 利用骨碎补含药血清干预，分别测定细胞增殖率、ＡＬＰ活性、钙盐沉积量、骨钙素分泌量等，研究骨碎补含药血清
对成骨细胞的增殖、成骨分化及其抗氧化性的影响；结果　用含药血清干预，测定增殖率、ＡＬＰ活性、钙盐沉积量、骨钙素分泌
量、钙化结节量均高于空白对照组。 结论　骨碎补含药血清可以促进成骨细胞的增殖、成骨分化及其增强其抗氧化性。
关键词： 成骨细胞；增殖 分化；骨碎补；含药血清

Effect of drynaria-containing serum on the proliferation and osteogenesis of osteoblasts
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Abstract： Objective　To investigate the effect of drynaria-containing serum on the proliferation and osteogenesis of osteoblasts．
Methods　 The cranium of the suckling mice were collected， then digested with type II collagenase repeatedly， and then
centrifuged， in order to extract osteoblasts．The intervention of drynaria-containing serum was applied．Then， the proliferation rate
of cells， the ALP activity， the amount of calcium deposition， and the secretion of osteocalcin were determined respectively， in order
to investigate the effect of drynaria-containing serum on the proliferation， the osteogenic differentiation， and the antioxidant activity
of osteoblasts．Results　After the intervention of drynaria-containing serum， the proliferation rate， the ALP activity， the amount of
calcium deposition， the secretion of osteocalcin， and the calcified nodules were higher than that in blank control group．Conclusion
The drynaria-containing serum can promote the proliferation and osteogenic differentiation of osteoblasts， and enhance its antioxidant
activity．
Key words： Osteoblast； Proliferation and differentiation； Drynaria-containing serum

　　种子细胞、支架材料和细胞因子是组织工程骨
构建的３个重要组成部分［１］ 。 在骨微结构中成骨细
胞是骨重建激活或中止的控制者，局部细胞因子通
过自分泌或旁分泌方式，在局部组织直接促进成骨
细胞的分化功能，增加骨胶原的形成，也可作用于骨
原细胞，增加有功能的成骨细胞数目，并最终促进骨
基质形成［２-４］ 。 本实验通过药理学含药血清手段干
预成骨细胞，来观察骨碎补对于成骨细胞增殖、成骨
分化的影响。

1　材料和方法
1畅1　实验材料
1畅1畅1　药物和细胞培养试剂：细胞培养基 Ｄ-
ＭＥＭ-／Ｆ-１２（ＧＩＢＣＯ 公司），胰蛋白酶 （ ＳＩＧＭＡ 公
司），乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）（分析纯，莱阳市双双化
工厂），生药骨碎补（由甘肃省中医院提供）、四季青
胎牛血清（杭州四季青生物工程材料有限公司）。
1畅1畅2　主要仪器：倒置相差显微镜（日本，ＣＸ-１７），
二氧化碳培养箱（日本，ＭＣＯ-１５ＡＣ），高压灭菌器
（日本，ＬＤＺＸ-３０ＫＢＳ）。
1畅1畅3　动物来源：采用 ＳＰＦ 级 ＳＤ ４ 月龄大鼠 ４０
只，雌雄各半，体重 ２００ ～２２０ｇ，乳鼠 ５ 只（由甘肃中
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医学院动物实验中心提供）。
1畅2　方法
1畅2畅1　细胞培养：在无菌条件下取出 ＳＰＦ级乳鼠颅
骨，去除周围组织，反复剪碎，利用二型胶原酶反复
消化，离心，弃掉上清，加入培养液，吹打均匀后移入
培养皿内，在 ３７℃，５％ＣＯ２ 孵育箱内培养，每 ３ 天
换液 １次。 在相差显微镜见细胞汇合成单层，即可
用胰蛋白酶消化法以 １：２ 的比例进行传代培养。
1畅2畅2　药物制备：将生药骨碎补利用水煎浓缩后分
别含生药 ０畅５、１、２ ｇ／ｍＬ。
1畅2畅3　含药血清制备：将 ４０只大鼠随机分为 ４ 组，
每组 １０ 只，低剂量组、中剂量组、高剂量组及生理盐
水组，各组每天均以 １０ ｍＬ／ｋｇ 的剂量灌服。 每日 ２
次，连续给药 ７ ｄ，第 ８ 天一次服用全天剂量，１ ｈ内
腹主动脉采集血液并 ３０００ ｒ／ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎ，取血
清，过滤除菌后， －２０℃冰箱保存备用。
1畅2畅4　动物饲养：在甘肃中医学院 ＳＰＦ级动物实验
中心动物房饲养，ＳＰＦ 级动物专用饲料饲养，饮食、
饮水无限制。
1畅3　指标检测
1畅3畅1　细胞增殖率测定：分别与干预后的 ２４、４８、
７２ ｈ测定细胞的增殖率。 Ｐ３ 代细胞按 ３ ×１０４ 个／
ｍＬ接种于 ９６ 孔培养板，每孔 １００ μＬ，３７℃、５％
ＣＯ２ 、饱和湿度条件下培养 ２４ ｈ。 ＰＢＳ漂洗２次后换
入新鲜的培养液（含 ５％ＦＢＳ），并加入骨碎补含药
血清和生理盐水血清继续培养。 分别于 ２４、４８、７２ ｈ
后弃培养液，ＰＢＳ漂洗 ２ 次，换含 ０畅５％ＭＴＴ 的无血
清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２ 培养液，继续孵育 ４ ｈ，弃培养液，
每孔加入 １００ μＬ的 ＤＭＳＯ，摇床振荡 １０ ｍｉｎ，测 ４９０
ｎｍ处吸光度值。
1畅3畅2　碱性磷酸酶活性测定：分别在含药血清处理
干预后的第 ６、９、１２ ｄ，将培养液吸出，ＰＢＳ 洗两遍，
按碱性磷酸酶（ＡＬＰ）试剂盒操作步骤加入 ５００ μＬ
基质液，３７℃水浴 １５ ｍｉｎ后加入 ７５０ μＬ显色液，紫
外分光光度计 Ａ４９０ 测定吸光度值，最后换算成金
氏单位。
1畅3畅3　钙盐沉积量检测：分别于 １２、１６ ｄ取待测样
品，弃去培养液，将细胞用 ＰＢＳ 洗两遍，每皿加入
１ｍＬ ２Ｎ ＨＣｌ，在震荡混合仪上震荡过夜，第二天用
移液枪反复吹打后吸入标记的离心管，１００００ ｒ／ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ，收集上清液－８０℃冰箱保存。 待各时
间点样品收集全后按照 Ｃａｌｃｉｕｍ Ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ Ａｓｓｓａｙ
Ｋｉｔ试剂盒说明操作，酶标仪 ５７０ ｎｍ 处测吸光值。

计算各孔的 Ｃａ２ ＋含量，以μｇ／孔表示。
1畅3畅4　骨钙素分泌量检测：收集成骨诱导后第 １２
天和 １６天各组培养液 １ ｍＬ，冻存于－８０℃，待各时
间点样品收集全后，采用大鼠骨钙素放射免疫分析
试剂盒进行骨钙素含量测定。 酶标仪 ４５０ ｎｍ 处测
定吸光度值，计算各孔骨钙素含量，以 ｎｇ／ｍＬ表示。
1畅3畅5　钙化结节 Ｖｏｎ ｋｏｓｓａ 染色：于含药血清干预
后的第 １２ ｄ将培养液吸出，ＰＢＳ 洗两遍，４％多聚甲
醛甲醛固定 １０ ｍｉｎ，蒸馏水漂洗 ３次。 ５％硫代硫酸
钠孵育 ３０ ｍｉｎ，蒸馏水冲洗，加入 １％硝酸银溶液，
紫外灯下染色 ３０ ｍｉｎ，蒸馏水冲洗掉浮于表面的黑
色物质，继续用 ５％硫代硫酸钠染色 ２０ ｍｉｎ，蒸馏水
漂洗后观察，拍片照相记录。
1畅4　统计学处理

所有实验数据以均数±标准差 珋x ±s表示，统计
方法采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），用 ＳＰＳＳ１６畅０
统计软件包进行统计处理。 以 P ＜０畅０５ 为差异有
统计学意义。

2　结果
2畅1　不同时期细胞显微镜下形态

倒置显微镜下观察，刚接种的成骨细胞由于培
养液中存在造血细胞而无法分辨，漂浮在培养液中
的细胞多呈球形。 首次换液后，即可见少量贴壁细
胞，多呈短棒状，也可见圆形或椭圆形的杂细胞；细
胞培养 ３ｄ 的增长成骨细胞逐渐变成梭形，体积变
大，具有细胞突起，可形成大小不等的细胞集落，细
胞间排列较紧密；细胞传至第三代时细胞全部成梭
形排列生长（图 １）。
2畅2　ＭＴＴ检测结果

含药血清组细胞增殖率明显高于空白组，其中
以骨碎补含药血清的高浓度促增殖效果较好（图
２）。
2畅3　ＡＬＰ活性检测结果

含药血清组细胞 ＡＬＰ活性明显高于空白组，其
中以杜仲含药血清高浓度组 ＡＬＰ 活性较高；各组
ＡＬＰ活性在第 ９ ｄ上升达到顶峰，第 １２ ｄ时 ＡＬＰ活
性开始下降（表 １）。
2畅4　钙盐沉积量检测

含药血清组钙盐沉积量明显高于空白组，其中
以骨碎补含药血清高浓度组钙盐沉积量较高，随着
时间的延长钙盐沉积量逐渐升高（表 ２）。

６２１ 中国骨质疏松杂志　２０１４ 年 ２ 月第 ２０ 卷第 ２ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓ， Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０１４，Ｖｏｌ ２０， Ｎｏ．２



图 1　不同时期细胞显微镜下形态
Fig．1　Ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

　

图 2　细胞增殖率检测，与空白组比较，倡倡P ＜０畅０１，倡P＜０畅０５
Fig．2　Ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ，倡倡P＜０畅０１，倡P＜０畅０５

　

表 1　不同时期各组细胞 ＡＬＰ活性
Table 1　Ｔｈｅ ＡＬＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ

组　　别 ３ｄ ６ｄ ９ｄ １２ｄ
空白对照组

（Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ） １３０   畅２７ ±１３  畅６４ １５０ 55畅９２ ±１２ O畅１５ ２０９ ii畅３８ ±１１ 儍畅０６ １１５ 档档畅６２ ±１０ 舷畅９３

骨碎补低浓度组
（Ｄｒｙｎａｒｉａ ｉｎ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ） １４７   畅２５ ±１１  畅５２ １５９ 55畅３４ ±１１ O畅４７ ２１９ ii畅３７ ±１３ 儍畅６２ １２４ 档档畅３８ ±２１ 舷畅５０

骨碎补中浓度组
（Ｄｒｙｎａｒｉａｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ） １５３   畅２４ ±１１  畅４２ １９０ 趑趑畅３５倡 ±１０ O畅０８ ２４１ ii畅０９ ±１１ 儍畅３８ １５１ 档档畅３６ ±１１ 舷畅２５

骨碎补高浓度组
（Ｄｒｙｎａｒｉａ ｉｎ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ） １８９   畅２３ ±１０  畅３４倡 ２４５ 55畅２１ ±１９ O畅５６ ２８４ ii畅２３ ±１１ 儍畅５８倡倡 １６１ ±１９ 舷舷畅３４

　　注：含药血清组与空白组比较，倡P ＜０畅０５，倡倡P ＜０畅０１

Ｎｏｔｅ： ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ｓｅｒｕｍ倡P ＜０畅０５，倡倡P ＜０畅０１

2畅5　骨钙素分泌量检测
含药血清组骨钙素分泌量高于空白组，其中以

骨碎补含药血清高浓度组分泌量较高，随着时间的
延长骨钙素分泌量增加（表 ３）。
2畅6　成骨诱导后钙化结节

钙化结节的数量明显高于空白组对照组，其中
以杜仲含药血清高浓度组效果较好（图 ３）。

3　讨论
随着老龄化进程，骨质疏松的发病率逐年升高，

防治骨质疏松是目前医学界的研究的热点和难点，
成骨细胞在整个骨质疏松发病过程中起着中心环节

的作用［５，６］ ，不仅仅体现在骨形成方面，而且还可通
过直接联系和分泌细胞因子对破骨细胞的生长和分
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图 3　钙化结节硝酸银染色
注：左至右分别为骨碎补高浓度组、骨碎补中浓度组、骨碎补低浓度组、空白组

Fig．3　Ｔｈｅ ｓｉｌｖｅｒ ｎｉｔｒａｔｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｃａｌｃｉｆｉｅｄ ｎｏｄｕｌｅｓ
Ｎｏｔｅ： ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， Ｒｈｉｚｏｍａ Ｄｒｙｎａｒｉａｅ Ｒｈｉｚｏｍａ Ｄｒｙｎａｒｉａｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ，

ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ， ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ
　

表 2　不同时期各组细胞钙盐沉积量
Table 2　Ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ

ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ
组别 １２ ｄ １６ ｄ

空白对照组
（Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ） ５９ 屯屯畅５２ ±２ 靠畅０２ １０５ 腚腚畅２１ ±２ 葺畅５６

骨碎补低浓度组
（Ｄｒｙｎａｒｉａ ｉｎ ｌｏｗ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ）
７５ 屯屯畅３７ ±２ 靠畅２９倡 １１０ 腚腚畅７９ ±３ 葺畅２７

骨碎补中浓度组
（Ｄｒｙｎａｒｉａｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｇｒｏｕｐ）
８１ 屯屯畅９２ ±３ 靠畅０３倡 １１３ 腚腚畅０９ ±２ 葺畅９５倡

骨碎补高浓度组
（Ｄｒｙｎａｒｉａ ｉｎ ｈｉｇｈ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ）

１００ 屯屯畅２５ ±３ 靠畅２６倡倡 １４１ 腚腚畅２３ ±６ 葺畅５４倡倡

　　注：含药血清组与空白组比较，倡P ＜０畅０５，倡倡P ＜０畅０１

Ｎｏｔｅ： ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ｓｅｒｕｍ 倡P ＜０畅０５，倡倡P ＜０畅０１

表 3　不同时期各组细胞骨钙素分泌量
Table 3　Ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ

ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ
组别 １２ ｄ １６ ｄ

空白对照组
（Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ） ３６１ ±５ 棗棗畅１２ ４３０ 鬃鬃畅１５ ±１０ 耨畅６９

骨碎补低浓度组
（Ｄｒｙｎａｒｉａ ｉｎ ｌｏｗ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ）
３９０ }}畅２１ ±１０ 棗畅１２ ４３９ 鬃鬃畅５２ ±１１ 耨畅３１

骨碎补中浓度组
（Ｄｒｙｎａｒｉａｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｇｒｏｕｐ）
４１０ ゥゥ畅８９ ±６ 棗畅３１ ４６５ 鬃鬃畅３１ ±１０ 耨畅２４

骨碎补高浓度组
（Ｄｒｙｎａｒｉａ ｉｎ ｈｉｇｈ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ）

４３１ }}畅２７ ±１１ 棗畅７５倡倡 ４９８ 鬃鬃畅２７ ±１１ 耨畅０６倡倡

　　注：含药血清组与空白组比较，倡P ＜０畅０５，倡倡P ＜０畅０１

Ｎｏｔｅ： ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ｓｅｒｕｍ 倡P ＜０畅０５，倡倡P ＜０畅０１

化起决定性作用，从而对骨吸收发挥常重要的调节
作用，成骨细胞作为具有成骨潜能的主要功能细胞，
促进其增殖、成骨分化具有重要意义［７-９］ 。

中药促进成骨细胞的成骨、增殖是目前研究的
热点。 祖国医学认为杜仲 “主治腰膝痛，补中，益精
气，坚筋骨”。 而骨碎补是中国特有药材，其药用历
史悠久，在临床有着广泛的应用。 本实验发现高浓
度骨碎补含药血清可促进成骨细胞的增殖。 碱性磷
酸酶是参与骨代谢的重要蛋白质，特异性高，被认为
是细胞外基质成熟的早期标志，在骨代谢研究中被
广泛应用，其活性高低程度可以反映出细胞的成骨
能力。 骨钙素则被认为是成骨细胞分化最具特征性
的标志物当成骨细胞活动增强时 ＡＬＰ活性升高，本
实验发现骨碎补含药血清能促进成骨细胞 ＡＬＰ 的
分泌，提高 ＡＬＰ 活性，从细胞因子水平上阐明了其
治疗骨质疏松的可能的机理，同时还发现骨碎补含
药血清可以促进钙盐沉积量、骨钙素分泌量、钙化结
节的形成。 由此证明中药骨碎补可以促进成骨细胞
的成骨分化。
通过本实验研究表明，说明骨碎补含药血清对

大鼠成骨细胞 ＡＬＰ 活性的表达以及其矿化等具有
很重要的促进作用。 通过综合检测，说明骨碎补可
以促进成骨细胞的增殖、矿化。 而在骨折的愈合过
程中，成骨细胞的数量、ＡＬＰ活性、矿化程度是决定
骨折愈合的关键。 而骨碎补可以促进成骨细胞的增
殖、矿化，在临床上具有很好的应用前景，对于缩短
骨折愈合时间，减轻患者痛苦，具有很好的临床意
义。 本实验还存在不足之处，骨碎补可以促进成骨
细胞的增殖、矿化，但是其有效成分，最佳剂量等还
没有解决，因此，还有待于后续的不断努力。
随着骨质疏松患者和骨折病人数量的增加，如

何降低骨质疏松发病率，降低骨折风险，引起广泛关
注［１０-１２］ 。 中医药具有促进骨折愈合及预防骨质疏
松的作用，应进一步开发利用。

（下转第 １７０页）

８２１ 中国骨质疏松杂志　２０１４ 年 ２ 月第 ２０ 卷第 ２ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓ， Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０１４，Ｖｏｌ ２０， Ｎｏ．２
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