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摘要： 目的　 观察补肾中药血清联合 ＢＭＰ⁃２ 对人脐血间充质干细胞 （ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ）增殖及形态学的影响，并探讨其最佳时效。
方法　 倒置显微镜观察原代、传代培养及干预后 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 的形态学变化；取第 ３ 代 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ，随机分为 ８ 组，给予不同浓度

补肾中药血清及 ＢＭＰ⁃２ 条件培养基培养，分别于诱导后 １ ｄ、３ ｄ、５ ｄ 采用 ＭＴＴ 法检测各组细胞增殖情况。 结果　 原代培养

ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 随时间延长，数量逐渐增多且逐渐变长，２ 周时多呈长梭形、旋涡状生长，传代培养 ３ ｄ 即达到 ７０％ ～ ８０％ 融合，以
梭形为主，符合干细胞的生长特征；干预后第 ３、５ ｄ，５％ 、１０％ 中药 ＋ ＢＭＰ⁃２ 组和 ＢＭＰ⁃２ 组均能够促进 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 增值（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），且 ５％中药 ＋ ＢＭＰ⁃２ 组优于 ＢＭＰ⁃２ 组 （Ｐ ＝ ０􀆰 ０４１），增殖高峰出现在干预后第 ３ ｄ；经条件培养 ３ ｄ 后，各组细胞均可见

由长梭形变成立方形或多角形，尤以 ５％中药联合 ＢＭＰ⁃２ 组及 ＢＭＰ⁃２ 组较为明显。 结论　 补肾中药血清联合 ＢＭＰ⁃２ 可协同

促进体外培养 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 增殖，增殖效应与干预时间和中药血清浓度有一定相关性。
关键词： 中医中药；补肾中药；ＢＭＰ⁃２；脐血间充质干细胞；细胞增殖
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　 　 人脐血间充质干细胞 （ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｂｌｏｏｄ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ） 是一类具有多

向分化潜能的组织干细胞，与骨髓间充质干细胞

（ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）相比，
具有采集方便、低免疫原性、避免伦理学争议等优

点，在骨创伤修复方面显示出广阔的应用前景［１］，
其成骨分化潜能更是受到骨组织工程研究的青

睐［２］。 但脐血中 ＭＳＣｓ 含量较少，体外增殖能力低

下，获取足够数量的 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ，很大程度上依赖于

良好的刺激条件［３］。
近年来，许多学者根据“肾主骨生髓”理论，进

行了以补肾填精壮骨为主要功效的单味中药或复方

促进 ＭＳＣｓ 增殖及成骨分化研究，并取得了较为满

意的结果，但多集中于 ＢＭＳＣｓ［４］。 鉴于 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ
的生物学特点，我们根据“肾主骨生髓”、“肾藏精，
精生髓”理论，筛选了以“补肾壮阳、强筋健骨”为主

要功效的 １４ 味中药，联合骨形态发生蛋白 － ２（ｂｏｎｅ
ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃２，ＢＭＰ⁃２），观察其对体外培养

ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 形态学及增殖功能的影响，并探讨两者

是否具有协同效应，以及影响 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 生物学变

化的最佳时效。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物：４ 月龄雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ⁃Ｄａｗｌｅｙ 大鼠

１０ 只，体重 １８０ ～ ２２０ ｇ，由南京医科大学实验动物

中心提供，合格证号：ＳＣＸＫ（苏）２００８⁃０００４，饲养于

南京中医药大学动物实验中心。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要实验仪器与设备：细胞培养皿、培养瓶、
离心管（美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ）；超净工作台（苏州净化设备

仪器厂）； ＣＯ２ 恒温细胞培养箱 （德国 Ｈｅｒａｅｕｓ）；
ＥＬｘ８００ 酶标仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）；倒置相差显微

镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ）；常温低速离心机（德国 Ｈｅｒａｅｕｓ
公司）；可调移液器（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂：低糖 ＤＭＥＭ 培养液、胎牛血清

（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ）；胰蛋白酶、青链霉素混合液（美国

Ｇｉｂｃｏ）；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ） （Ｓｉｇｍａ）；人淋巴细胞

分离液（天津灏洋生物）；ＭＴＴ 试剂盒（凯基生物）。

１􀆰 １􀆰 ４　 补肾中药：生黄芪 ２０ ｇ，淫羊藿 １０ ｇ，山萸肉

１０ ｇ，骨碎补 ３０ ｇ，女贞子 １０ ｇ，狗脊 １０ ｇ，制附子 ９
ｇ，蛇床子 １０ ｇ，细辛 ６ ｇ，白术 １０ ｇ，白芍 ２０ ｇ，鸡血

藤 １５ ｇ，鹿衔草 １５ ｇ，生甘草 ９ ｇ，上述中药为颗粒

剂，由南京中医药大学附属医院中药房提供（江阴

中药厂生产）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 补肾中药血清的制备：将上述补肾中药煎制

浓缩成含生药量为 ２ ｇ ／ ｍｌ 的药液，根据人和动物体

表面积折算法，按 ２５０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）生药剂量给药，每
日分 ２ 次灌胃，连续 ７ ｄ，颈动脉取血，分离血清，５６
℃水浴 ３０ ｍｉｎ 灭活，分装， － ２０ ℃保存备用。
１􀆰 ２􀆰 ２　 人脐血标本的采集：脐血来自南京市妇幼保

健院剖宫产或顺产的足月正常分娩的产妇，采集前

均征得产妇同意，并已排除传染性疾病及家族遗传

疾病。
采集方法：胎儿娩出后立即在距脐轮 ５ ～ ７ ｃｍ

处双结扎脐带，无菌条件下，选取脐带靠近胎盘处的

脐静脉作为穿刺部位，负压抽吸脐静脉血 ６０ ～ １００
ｍｌ，置于含肝素抗凝剂的采血袋中，４ ℃保存。
１􀆰 ２􀆰 ３　 脐血间充质干细胞的体外分离与培养：（１）
将脐血与 Ｈａｎｋ’ｓ 液 １∶ １混匀后，小心将稀释脐血按

２∶ １叠加于淋巴细胞分离液面上，勿使稀释脐血与淋

巴细胞分离液混合。
（２）２０００ ｒｐｍ 离心 ２０ ｍｉｎ，离心管中由上到下

分为四层：第一层为黄色血浆层；第二层为环状乳白

色淋巴细胞层；第三层为透明分离液层；第四层为红

细胞层。
（３）小心吸取第二层环状乳白色淋巴细胞层，

１５００ ｒｐｍ 离心 １５ ｍｉｎ，Ｈａｎｋ’ ｓ 液洗涤 ２ 次，每次

１０００ ｒｐｍ 离心 １０ ｍｉｎ，弃上清。
（４）用含 １０％ ＦＢＳ、１％ 双抗的 ＬＧ⁃ＤＭＥＭ 培养

液重悬细胞，以 １ × １０６ ／ ｍｌ 的密度接种于 ２５ ｃｍ２ 培

养瓶中，置于 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 饱和湿度的培养箱中，５
～７ ｄ 后首次换液，以后每 ３ ｄ 换液一次。 当细胞生

长达到 ７０％ ～８０％融合时，按照 １∶ ２进行传代培养。
１􀆰 ２􀆰 ４　 实验分组：取生长状态良好的第 ３ 代 ＵＣＢ⁃
ＭＳＣｓ，用含 １０％ ＦＢＳ 的 ＬＧ⁃ＤＭＥＭ 重悬细胞，随机
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分为 ８ 组，每组 ５ 孔，２４ ｈ 后更换无血清培养液，待
细胞周期同步化后，各孔分别加入 ２００ μＬ 相应条件

培养液进行培养，具体分组如下：空白对照组：加入

单纯的含 １０％ ＦＢＳ 的 ＬＧ⁃ＤＭＥＭ 全培。 ５％中药组：
加入含 ５％补肾中药血清、１０％ ＦＢＳ 的 ＬＧ⁃ＤＭＥＭ 全

培；１０％ 中药组：加入含 １０％ 补肾中药血清、１０％
ＦＢＳ 的 ＬＧ⁃ＤＭＥＭ 全培；１５％中药组：加入含 １５％补

肾中药血清、１０％ ＦＢＳ 的 ＬＧ⁃ＤＭＥＭ 全培；５％ 中药

＋ ＢＭＰ⁃２ 组：加入含 ５％ 补肾中药血清、５０ ｎｇ ／ ｍｌ
ＢＭＰ⁃２、１０％ ＦＢＳ 的 ＬＧ⁃ＤＭＥＭ 全培；１０％ 中药 ＋
ＢＭＰ⁃２ 组：加入含 １０％ 补肾中药血清、５０ ｎｇ ／ ｍｌ
ＢＭＰ⁃２、１０％ ＦＢＳ 的 ＬＧ⁃ＤＭＥＭ 全培；１５％ 中药 ＋
ＢＭＰ⁃２ 组：加入含 １５％ 补肾中药血清、５０ ｎｇ ／ ｍｌ
ＢＭＰ⁃２、１０％ ＦＢＳ 的 ＬＧ⁃ＤＭＥＭ 全培；ＢＭＰ⁃２ 组：加入

含 ５０ ｎｇ ／ ｍｌ ＢＭＰ⁃２、１０％ ＦＢＳ 的 ＬＧ⁃ＤＭＥＭ 全培。
１􀆰 ２􀆰 ５　 脐血间充质干细胞的形态学观察：倒置显微

镜下逐日观察原代、传代培养及分组干预后 ＵＣＢ⁃
ＭＳＣｓ 的生长情况及形态学变化，随机选取视野摄

片，记录结果。
１􀆰 ２􀆰 ６　 脐血间充质干细胞生长曲线的绘制：取第 ３
代细胞，调整浓度至 ６ × １０３ ／ ｍｌ，接种于 ２４ 孔板中，
共 ５ 孔，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 饱和湿度培养箱内培

养，分别于培养后 １ ～ １１ｄ 进行细胞计数，以培养天

数为横坐标，细胞数量为纵坐标，绘制 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 的

生长曲线图。 以原代培养的细胞作为对照。
１􀆰 ２􀆰 ７　 ＭＴＴ 比色法检测 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 的增殖活性：①
细胞接种及培养：取第 ３ 代 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ，以终浓度 １
× １０４ ／ ｍｌ、每孔 ２００ μＬ 接种于 ９６ 孔板，分组如上，
每组 ５ 个复孔，细胞同步化 ２４ ｈ 后弃上清，ＰＢＳ 洗

涤 ２ 次，各孔依次加入 ２００ ｕｌ 条件培养液，放于 ３７
℃、５％ＣＯ２ 饱和湿度培养箱中培养。

② 加入 ＭＴＴ：将 ５ × ＭＴＴ 用 Ｄｉｌｕｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ 稀释

成 １ × ＭＴＴ，分别于处理后第 １、３、５ｄ，每孔加入 １ ×
ＭＴＴ 溶液 ５０ μＬ，３７ ℃、５％ ＣＯ２ 饱和湿度培养箱中

培养 ４ ｈ 后终止培养，每孔加入 １５０ μＬ ＤＭＳＯ，平板

摇床振荡 １０ ｍｉｎ。
③ 比色：酶标仪上 ４９０ｎｍ 波长处测定各孔吸光

度值（ＯＤ 值），记录实验结果。
１􀆰 ２􀆰 ８　 统计学分析：采用 ＳＰＳＳ１７􀆰 ０ 统计软件包进

行分析，计量资料以均数 ±标准差表示（􀭰ｘ ± ｓ），采用

单因素方差分析，多重比较采用 ＬＳＤ 检验，不满足

方差分析条件时采用 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ Ｈ 及 Ｍａｎｎ⁃
Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 原代及传代培养 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 的形态学变化

原代培养 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 数量较多，培养 ７２ ｈ 后仅

见少量贴壁细胞，呈圆形或椭圆形（图 １ａ），５ ｄ 后细

胞数量逐渐增多且逐渐变长（图 １ｂ），７ ｄ 后可见分

散的 ＭＳＣｓ 小集落，呈放射状生长（图 １ｃ）。 ２ 周时

细胞多呈现长梭形，并相互融合，呈旋涡状生长（图
１ｄ）。 传代培养细胞大部分可在 ２４ ｈ 内贴壁，并充

分展开，生长速度加快，分裂能力优于原代培养细胞

（图 ２ａ），一般 ３ ｄ 即可达到 ７０％ ～ ８０％ 融合，细胞

排列紧密，形态较均一，以梭形为主（图 ２ｂ），符合干

细胞的生长形态特征。

图 １　 原代培养 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 的形态学变化（ × ４０）
Ｆｉｇ． １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ

ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅｓ （ × ４０）．
　

图 ２　 传代培养 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 的形态学变化（ × ４０）
Ｆｉｇ． ２　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ
ｉｎ ｐａｓｓａｇｅｄ ｃｕｌｔｕｒｅｓ （ × ４０）．

　

２􀆰 ２　 脐血间充质干细胞生长曲线分析

由图 ３ 可以看出，第 ３ 代 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 在接种后 １
～ ３ ｄ 处于生长潜伏期，第 ４ ～ ９ ｄ 为对数生长期，随
着时间的延长，细胞生长速度逐渐变慢，进入生长平
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台期，其生长规律符合干细胞的生长特征。
２􀆰 ３　 ＭＴＴ 法检测 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 的增殖活性

经单因素方差分析及 ＬＳＤ 检验，由表 １ 可以看

出，干预后第 ３、５ｄ 时，５％ 、１０％ 中药 ＋ ＢＭＰ⁃２ 组、
ＢＭＰ⁃２ 组均能促进 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 增殖（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），尤
以 ５％中药 ＋ ＢＭＰ⁃２ 组、ＢＭＰ⁃２ 为佳（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），且
第 ５ｄ 时，５％ 中药 ＋ ＢＭＰ⁃２ 组优于 ＢＭＰ⁃２ 组，差异

有统计学意义（Ｐ ＝ ０􀆰 ０４１），而第 ３ ｄ，两者差异无统

计学意义（Ｐ ＝ ０􀆰 ０６４）。 结果提示补肾中药血清联

合 ＢＭＰ⁃２ 可协同促进体外培养 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 增殖，补
肾中药血清最佳浓度为 ５％ ，增殖高峰出现在干预

后第 ３ 天（见表 １）。

图 ３　 人脐血间充质干细胞的生长曲线（细胞量： × １０４）
Ｆｉｇ． ３　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ

（ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒ： × １０４）．
　

表 １　 ＭＴＴ 比色法检测各组 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 增殖情况

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＭＴＴ ａｓｓａｙ （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

组别
Ｇｒｏｕｐ

ＯＤ 值
ＯＤ Ｖａｌｕｅ

１ ｄ ３ ｄ ５ ｄ

空白对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 １９０ ± ０􀆰 ０５４ ０􀆰 ３５２ ± ０􀆰 ０２２ ０􀆰 ３９９ ± ０􀆰 ０１５

５％中药组
５％ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈｅｒｂｓ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２０１ ± ０􀆰 ０２５ ０􀆰 ３８９ ± ０􀆰 ０２３ ０􀆰 ４０７ ± ０􀆰 ０３２

１０％中药组
１０％ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈｅｒｂｓ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２０４ ± ０􀆰 ０３０ ０􀆰 ３８８ ± ０􀆰 ０３０ ０􀆰 ４１１ ± ０􀆰 ０２８

１５％中药组
１５％ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈｅｒｂｓ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 １９５ ± ０􀆰 ０１４ ０􀆰 ３７５ ± ０􀆰 ０３５ ０􀆰 ４０１ ± ０􀆰 ０３０

５％中药 ＋ ＢＭＰ⁃２ 组
５％ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈｅｒｂｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＢＭＰ⁃２ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２２５ ± ０􀆰 ０４０ ０􀆰 ４４４ ± ０􀆰 ０３４∗ ０􀆰 ４７４ ± ０􀆰 ０１８∗▲

１０％中药 ＋ ＢＭＰ⁃２ 组
１０％ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈｅｒｂｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＢＭＰ⁃２ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２２１ ± ０􀆰 ０２７ ０􀆰 ４０１ ± ０􀆰 ０２９△ ０􀆰 ４４７ ± ０􀆰 ０３６△

１５％中药 ＋ ＢＭＰ⁃２ 组
１５％ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈｅｒｂｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＢＭＰ⁃２ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２０２ ± ０􀆰 ０２３ ０􀆰 ３８９ ± ０􀆰 ０４２ ０􀆰 ４１３ ± ０􀆰 ０１２

ＢＭＰ⁃２ 组
ＢＭＰ⁃２ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２１４ ± ０􀆰 ０２５ ０􀆰 ４０７ ± ０􀆰 ０１７∗ ０􀆰 ４３７ ± ０􀆰 ０３７△

统计值
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｖａｌｕｅ

Ｆ ＝ ０􀆰 ７４９
Ｐ ＝ ０􀆰 ６３３

Ｆ ＝ ３􀆰 ８７７
Ｐ ＝ ０􀆰 ００４

Ｆ ＝ ４􀆰 ６１２
Ｐ ＝ ０􀆰 ００１

　 　 注：与空白对照组相比：△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＢＭＰ⁃２ 组相比：▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ：△Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＢＭＰ⁃２ ｇｒｏｕｐ：▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

２􀆰 ４　 分组干预后 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 的形态学变化

ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 经条件培养 ３ｄ 后，各组细胞形态均

可见由单一的长梭形变成立方形和多角形，随着培

养时间的延长，多角形、立方形细胞数量逐渐增多，
尤以 ５％ 补肾中药联合 ＢＭＰ⁃２ 组及 ＢＭＰ⁃２ 组较为

明显（图 ４ｃ、４ｄ），与条件培养后 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 增殖检

测结果相一致，形态学变化提示补肾中药血清联合

ＢＭＰ⁃２ 可诱导 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 成骨分化，并具有协同效

应。

３　 讨论

间充质干细胞最早在骨髓中被发现，在特定的

培养条件下，可定向分化为骨、软骨、脂肪、肌肉等细

胞，被广泛应用于细胞替代治疗、基因治疗及组织工

程学［５］。 随着研究的深入，发现获取 ＢＭＳＣｓ 创伤

大、分化潜能随年龄的增长而下降，并存在高度污染

可能。 一直作为胎儿分娩后废弃物的脐带以及脐血

因此受到了关注。 研究表明，脐血中确存在 ＭＳＣｓ，
其特性与 ＢＭＳＣｓ 相似，具有采集方面、低免疫原性、
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图 ４　 各组干预后 ７ ｄ ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ
形态学变化（ × ４０）

Ｆｉｇ． ４　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ７ ｄａｙｓ
ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ （ × ４０）．

　

避免伦理学争议等特点［６⁃７］。 与 ＢＭＳＣｓ 相比，体外

培养 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 存在脐血中 ＭＳＣｓ 含量少、培养速

度慢、培养成功率不高等困难［８］。 优化 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ
培养条件，寻找安全有效的刺激因子，已成为 ＵＣＢ⁃
ＭＳＣｓ 应用于骨组组工程的关键环节。

ＢＭＰ － ２ 是促进骨形成和诱导成骨细胞分化最

重要的细胞外信号分子之一。 周明等［９］ 构建携带

ＢＭＰ⁃２ 的 Ｔｅｔ⁃ｏｎ 慢病毒载体，转染脐血 ＭＳＣｓ，可显

著促进 ＭＳＣｓ 增殖，且成骨诱导培养 ２ 周后发现有

大量红色的钙化基质沉积。 张春等［１０］发现 ＢＭＰ －２
在含有 １０％ 、１５％ 和 ２０％ ＦＢＳ 的培养条件下，可显

著促进 ＢＭＳＣｓ 增殖。 但 ＢＭＰ⁃２ 合成困难、价格昂

贵，且安全性仍不明确，限制了其在骨组织工程中的

应用。
中医学认为“肾主骨生髓”，肾精是全身脏腑阴

阳之本，而干细胞是构成机体各器官组织的原始细

胞，二者有较多共性之处。 黄晓芹等［１１］ 就肾精与干

细胞的内在联系进行了探讨，提出肾精与干细胞在

来源、作用上均具有同一性。 大量学者从干细胞角

度对“肾主骨生髓”理论进行了探讨，并开展了相关

实验研究，结果表明补肾单味中药或复方可维持并

促进干细胞数量及功能状态，诱导其定向分化［４，１２］。
黄胜杰等［１２］研究提出淫羊藿、骨碎补、鹿角胶、巴戟

天等补肾壮阳中药均可促进大鼠 ＢＭＳＣｓ 增殖。 程

志安等［１３］提出补肾中药在 ＭＳＣｓ 体内存活、成骨分

化等方面具有重大潜力。

目前，“肾主骨生髓”、“肾藏精”理论与干细胞

相关性研究多集中在 ＢＭＳＣｓ，鉴于 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 与

ＢＭＳＣｓ 的共性及独特优势，本研究将补肾填精法运

用于 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 体外扩增，筛选了生黄芪、淫羊藿、
山萸肉、骨碎补、狗脊、女贞子、制附子、蛇床子、白
术、白芍、鹿衔草等 １４ 味中药组成补肾中药复方，并
联合具有促进 ＭＳＣｓ 增殖及定向分化确切作用的

ＢＭＰ⁃２［１４］，观察其对体外培养 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 增殖及形

态学改变的影响。 方中淫羊藿、骨碎补、制附子、蛇
床子补肾壮阳；狗脊、山萸肉、鹿衔草补肝肾，强筋

骨；白芍、女贞子滋肾润燥制约补阳伤阴之虞，平调

阴阳；黄芪、白术益气补肾，全方共奏补肾填精，强筋

健骨之效。 现代研究也表明［１２，１５］ 淫羊藿、骨碎补、
女贞子、蛇床子等中药，或单体，或含其复方，均能促

进 ＭＳＣｓ 增殖，定向成骨分化。
实验结果表明，原代培养 ７２ｈ 后 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 呈

现圆形或椭圆形，５ｄ 后细胞数量逐渐增多且逐渐变

长，７ｄ 后可见分散的 ＭＳＣｓ 小集落，呈放射状生长，２
周时多呈现长梭形，呈旋涡状生长，传代培养 ３ｄ 即

可达到 ７０％ ～８０％融合，形态较均一，以梭形为主，
结合生长曲线，表明其符合干细胞的生长形态特征。
ＭＴＴ 结果显示补肾中药血清联合 ＢＭＰ⁃２ 可协同促

进体外培养 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 增殖，且补肾中药血清最佳

浓度为 ５％ ，增殖高峰出现在干预后第 ３ 天。 同时，
ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 经条件培养 ３ｄ 后，各组细胞形态均可见

由单一的长梭形变成立方形和多角形，尤以 ５％ 补

肾中药联合 ＢＭＰ⁃２ 组及 ＢＭＰ⁃２ 组较为明显，提示补

肾中药血清联合 ＢＭＰ⁃２ 可诱导 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 成骨分

化，并具有协同效应。
本研究初步验证了补肾中药血清联合 ＢＭＰ⁃２

可协同促进体外培养 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 增殖，并筛选了补

肾中药血清最佳效应浓度，为后续定向成骨分化研

究奠定了基础。 我们下一步将重点进行补肾中药血

清联合 ＢＭＰ⁃２ 诱导 ＵＣＢ⁃ＭＳＣｓ 定向成骨分化研究，
并探讨其协同增效及具体作用机制，揭示以“肾主

骨生髓”、“肾藏精”理论指导构建的补肾中药在骨

组织工程中的应用价值。
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