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补肾活血中药对体外培养成骨细胞增殖的
影响
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　　摘要 　目的 :探讨补肾活血中药对胎鼠颅盖骨来源成骨细胞增殖的影响 ,以进一步了解补肾活血中

药改善骨代谢的作用机制。方法 :取二次酶消化法培养的胎鼠颅骨第 3 代成骨细胞 ,随机分为 5 组 :细

胞对照组、空白血清组、含药血清组、原药组、阳性对照药 (αD3)组 ,分别加入普通细胞培养液、含空白血

清及不同浓度补肾活血中药含药血清、补肾活血中药原药液、阳性对照药 (αD3) 的条件培养液 ,在培养

第 3、6 天用 MTT 比色法观察补肾活血中药含药血清及原药液对成骨细胞增殖率的影响。结果 :补肾

活血中药含药血清组成骨细胞增殖率较空白血清组、培养液组、αD3 组显著增强 ,且存在剂量依赖关

系 ,随培养期延长 ,促进作用持续存在。补肾活血中药原药液在一般浓度对成骨细胞增殖无显著影响 ,

而过高浓度对成骨细胞增殖有抑制作用。结论 :补肾活血中药含药血清能够直接作用于体外培养的成

骨细胞 ,促进其增殖。
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Effects of tonify2kidney and activate2blood Chinese medicine on proliferation of rat’s osteoblasts in vitro 　
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Abstract Objective :To investigate the effects of tonify2kidney and activate2blood Chinese medicine on rat

osteoblasts in vitro ,and to understand the mechanism how the Chinese medicine promotes bone formation.

Methods :The osteoblasts were isolated from newbone rat’s calvaria by sequential enzyme digestion ,and the

cells of the third generation were divided into five groups randomly and treated with different culture medium.

After 3 and 6 days incubation the effects of tonify2kidney and activate2blood Chinese medicine on proliferation

of the osteoblasts were observed with MTT assay. Results : The tonify2kidney and activate2blood Chinese

medicine combined with the serum could stimulate the proliferation of the osteoblasts in dose2dependent man2
ner. With the time of the incubation ,the stimulation persistly exists. High dose of the tonify2kidney and acti2
vate2blood Chinese medicine inhibits the proliferation of the osteoblasts. Conclusion :The tonify2kidney and ac2
tivate2blood Chinese medicine can improve the proliferation of the osteoblasts.
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　　本研究拟通过胎鼠颅骨成骨细胞体外培养实

验 ,观察补肾活血中药含药血清及原药液对成骨细

胞增殖的影响 ,进一步探索补肾活血中药改善骨代

谢的作用机制。

1 　材料与方法

111 　成骨细胞的分离和培养 　采用酶消化法和骨

内成骨细胞培养法。拉颈处死 1 d 龄 SD 大鼠 (北京

试验动物中心提供孕鼠) ,75 %乙醇浸泡 5 min ,无菌

操作取出头盖骨 ,冰生理盐水液反复洗涤 ,除去脂肪

组织及残留血 , F12 完全培养液再洗涤后剪成 2～5

mm3 碎片。将骨碎片用 0125 %胰蛋白酶预消化 15

min ,弃去上清 ,011 % Ⅱ型胶原酶 37 ℃消化 20 min ,

室温下磁力搅拌消化 20 min ,收集消化液 ,室温下离

心 10 min。去除上清液 ,用含 20 %胎牛血清 ( FBS)

的 Ham’s F12 培养液 (青霉素和链霉素各 100 u/ ml)

少量悬浮细胞 ,接种于 75 ml 培养瓶中。将获得的 3

瓶细胞置于二氧化碳培养箱 ,在 5 % CO2 、95 %空气 ,

37 ℃下培养。24 h 可见细胞贴壁生长 ,胞浆开始伸

展 ,换新鲜培养液 ,以后隔 48 h 换培养液。于接种后

第 4 天作第 2 继代培养。先以 0125 %胰蛋白酶使贴
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壁细胞消化松解、变圆 ,3～5 min 吸出消化液 ,加入

新鲜培养液 ,轻摇吹打 ,细胞即脱壁。以 5 ×103/ cm3

的密度移入新培养瓶中继续培养。

112 　药物和分组

11211 　补肾活血中药含药血清、原药液及αD3 培养

液的制备 　补肾活血中药由川续断、丹参、当归、淫

羊藿、仙灵脾等组成 ,水煎浓缩为含生药浓度 1 g/ ml

的中药液。取 200 g 左右雄性 SD 大鼠 20 只 (北京试

验动物中心提供) ,单纯随机法分为空白组和给药组

各 10 只 ,给药组大鼠以 40 g 生药/ kg 体重灌入上述

中药 3 d ,每天 2 次 ;空白组同样饲养条件 ,不给药。

两组大鼠分别于第 3 天第 2 次给药 2 h 后采血 ,离

心 ,分离得含药血清和空白鼠血清 , - 20 ℃冰箱保存

备用。取 1 g/ ml 浓度的中药液 50 ml ,4 000 r/ min

离心 20 min 取上清液初滤、除渣滓 ,再到超净工作台

用微孔滤膜器滤菌 ,得 4 ml 无菌生药液 ,调 p H 值至

710 ,56 ℃水浴灭活。取 1 ml 无菌中药液 ,用 F12 培

养液配成浓度为 01034 5、01024 0、01017 0、01012 0、

01008 5、01006 0 g/ ml 原药培养液备用。αD3 液 :取

0125μg (215 ×105 pg)αD3 ,用 F12 培养液配成浓度

为 2 000、1 000、500、250、125 pg/ ml 的培养液备用。

11212 　成骨细胞分组 　本实验取第 3 代成骨细胞 ,

调节细胞液浓度至 5 ×104/ ml ,以 100μl/ 孔加入 96

孔培养板 ,随机分为 5 组 : ①细胞对照组 (药液浓度

为 0) ; ②空白血清组 (含药血清浓度为 0) ; ③含药血

清组 (含药血清浓度分别为 25 %、1715 %、12125 %、

815 %、6 %) ; ④原药组 (中药浓缩液浓度分别为

01034 5、01024 0、01017 0、01012 0、01008 5、01006 0

g/ ml) ; ⑤阳性对照药α D3 组 (α D3 浓度分别为

2 000、1 000、500、250、125 pg/ ml) 。使每孔培养液

总量为 200μl ,空白血清组和含药血清组培养液血清

总量均为 50μl ,原药组、αD3 组及细胞对照组则含

胎牛血清 25μl。共接种 4 板 ,每组 2 板 ,置于 37 ℃、

5 % CO2 培养箱中培养 ,分别培养 3、6 d ,逐日检查细

胞生长情况。

113 　培养细胞形态学观察 　在倒置相差显微镜下

观察其活体形态和生长情况。细胞在接种 4 h 左右

可见部分细胞贴壁、伸展 ,随培养时间延长 ,细胞伸

出较多突起 ,有的突起相互连接 ;5～6 d 后细胞融合

为单层 ,形态多为单核、多边形及梭形 ,局部有细胞

密集的细胞团 ,符合成骨细胞特点。可见含药血清

组细胞密度高于空白血清组。

114 　成骨细胞增殖情况检测 　四唑盐 (M TT) 比色

分析法测定各组成骨细胞增殖率 :分别取培养第 3、

6 天的成骨细胞培养板 ,将每孔中的培养液吸净 ,每

孔加入浓度为 5 mg/ ml 的 M TT 20μl ,于 37 ℃培养

箱中孵育 4 h , 将 M TT 甩净后加入二甲基亚砜

(DMSO) 100μl/ 孔 ,振荡摇匀 ,用酶标仪 490 nm 波长

测定其吸收值。计算各组每组 8 孔的平均吸收值。

115 　统计学方法 　所有参数均采用均数 ±标准差

表示 ,用单因素方差分析法对实验结果进行组间显

著性比较。P < 0105 为有显著差异 , P < 0101 为有

极显著差异。

2 　结果

211 　补肾活血中药含药血清对成骨细胞的影响 　

从表 1 可以看出 ,培养第 3 天 ,含药血清组各浓度组

(6 %～25 %) M TT 吸收均值均高于空白血清组 , P <

0101 ,有极显著差异。培养第 6 天 ,12125 %～25 %

浓度组与空白血清组比较有极显著差异 , P < 0101 ;

其余 2 组 M TT 吸收值高于空白血清组 ,但无显著差

异。可见 ,含药血清可以显著促进成骨细胞增殖 ,且

存在浓度依赖关系 ;随着培养天数增加 ,成骨细胞进

一步增殖 ,这种浓度依赖关系更加显著。

表 1 　培养第 3、6 天不同浓度含药血清组与

空白血清组 MTT值比较 ( �x ±s ,μl)

Tab. 1 　Comparison of MTT values in the medicine

contained serum groups and blank serum group after

culture for 3 and 6 days( �x ±s ,μl)

含药血清浓度　　

(添加量μl) 　　

MTT 吸收值 (μl)

第 3 天 第 6 天

25 %(50) 0. 219 ±0. 015 3 0. 254 ±0. 011 3

17. 5 %(35) 0. 209 ±0. 009 3 0. 228 ±0. 007 3

12. 25 %(24. 5) 0. 194 ±0. 008 3 0. 204 ±0. 014 3

8. 5 %(17) 0. 178 ±0. 011 3 0. 193 ±0. 007

6 %(12) 0. 181 ±0. 010 3 0. 195 ±0. 010

0 %(0) 0. 151 ±0. 009 0. 182 ±0. 000

注 : 3含药血清各浓度组分别与空白血清组相比较 , P < 0101

212 　补肾活血中药原药液对成骨细胞的影响 　从

表 2 可以看出 ,培养第 3、6 天 ,中药原药组和细胞对

照组成骨细胞正常增殖 ,但两组 M TT 吸收值比较 ,

P > 0105 ,均无显著差异。此外 ,实验中发现 ,高浓度

的中药原药液 (浓度 > 01034 5 g/ ml) 对成骨细胞增

殖有明显抑制作用 ,在适宜浓度下则对细胞无明显

影响。

213 　αD3 对成骨细胞增殖的影响 　从表 3 可以看

出 ,培养第 3、6 天 ,αD3 组和细胞对照组成骨细胞正

常增殖 ,但两组 M TT 吸收值比较 , P > 0105 ,均无显
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著差异。同样 ,高浓度αD3 对细胞增殖有抑制作用 ,

但差异不显著。

表 2 　培养第 3、6 天不同浓度中药原药组与

细胞对照组 MTT吸收值比较 ( �x ±s ,μl)

Tab. 2 　Comparison of MTT values in active compound

groups and control group after culture for 3 and 6 days

( �x ±s ,μl)

中药原药作用浓度

(g/ ml)

MTT 吸收值 (μl)

第 3 天 第 6 天
0. 034 5 0. 138 ±0. 004 0. 176 ±0. 003
0. 024 0 0. 138 ±0. 004 0. 176 ±0. 008
0. 017 0 0. 136 ±0. 006 0. 179 ±0. 008
0. 012 0 0. 143 ±0. 007 0. 179 ±0. 008
0. 008 5 0. 138 ±0. 008 0. 176 ±0. 008
0. 006 0 0. 143 ±0. 005 0. 181 ±0. 008
0 0. 141 ±0. 004 0. 180 ±0. 009

表 3 　培养第 3、6 天不同浓度αD3 组与

细胞对照组 MTT吸收值比较 ( �x ±s ,μl)

Tab. 3 　Comparison of MTT values inαD3 groups and

control group after culture for 3 and 6 days( �x ±s ,μl)

各组αD3 组作用

浓度 (pg/ ml)

MTT 吸收值 (μl)

第 3 天 第 6 天
2 000 0. 158 ±0. 004 0. 170 ±0. 012
1 000 0. 158 ±0. 005 0. 176 ±0. 011

500 0. 153 ±0. 006 0. 180 ±0. 010
250 0. 155 ±0. 007 0. 185 ±0. 008
125 0. 158 ±0. 008 0. 184 ±0. 009

0 0. 141 ±0. 005 0. 180 ±0. 009

　　本研究结果表明 :与细胞对照组、空白血清组、

αD3 组相比 ,补肾活血中药含药血清能够显著促进

体外培养的成骨细胞的增殖 ,且存在剂量依赖关系 ;

随培养期延长 ,这种促进作用一直存在而未削弱。

3 　讨论

　　本实验通过单独体外培养成骨细胞 ,以单细胞

形态、增殖指标的变化[1 ]来观察补肾活血中药原药

液及含药血清对成骨细胞生长的直接效应 ,推论其

对体内生长的成骨细胞的作用 ,探索补肾活血中药

改善骨代谢的作用机制[2 ,3 ] 。

结果发现 ,含药血清组成骨细胞的 M TT 值在培

养第 3、6 天均显著高于空白血清组及其他各组 ,且

有剂量依赖性。含药血清作为中药培养基 ,含有补

肾活血中药经体内代谢后的活性成分 ,且无提纯、灭

活、除菌不足等外界因素干扰 ,可较为真实的反映补

肾活血中药的药效及药性 ,故含药血清的实验结果

较为科学客观地提示了补肾活血中药能够显著促进

成骨细胞的增殖。这种促进作用显著高于空白鼠血清

和阳性对照药αD3。中药原药组增殖率 MTT 值与α

D3 组、细胞对照组比较结果无显著差异。补肾活血中

药中的川续断、淫羊藿、仙灵脾均有补肾壮骨的作用。

现代药理学研究表明 ,川续断能够促进实验性大鼠骨

损伤的愈合[4 ] ,具有类雌激素、孕激素的作用[5 ] ,有报

道雌激素有促进成骨细胞增殖、分化的作用[6 ]。根据

中医学理论 ,肝肾同源 ,精血同源 ,丹参、当归等补血活

血 ,补肝益肾 ,可促进骨生成。
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“好及施”“同息通”临床应用学术研讨会有奖征文通知
“同息通”(曲安奈得注射液)为长效糖皮质激素 ,有强而持久的抗炎及抗过敏作用。适用于类风湿性关节炎、支气

管哮喘、过敏性鼻炎、肩周炎、腱鞘炎、滑囊炎、慢性腰腿痛及多种皮肤病、眼病和脑外伤。“好及施”贴剂是日本进口复
方制剂 ,其中水杨酸有良好的消炎作用 ,辣椒素和醋酸生育酚有促进人体血液循环之效 ,樟脑及薄荷醇能够缓解局部疼
痛 ,适用于跌打扭伤、腰背酸痛、肩周炎、冻疮等。温感对慢性痛症的缓解和治疗效果显著 ,冷感对炎症初期尤为适宜。
目前 ,在临床应用中得到广大医务工作者的认可。为了更好地评价“同息通”“好及施”临床应用的经验 ,《中国骨伤》杂
志编辑部和广东省医药进出口公司珠海公司联合举办“同息通”“好及施”临床应用学术研讨会征文的评奖活动 ,以加强
临床研究与交流。现将征文事宜通知如下 :

11 征文内容 :应用“同息通”“好及施”的临床经验总结及基础研究。
21 征文要求 :4 000 字以内全文及 500 字左右摘要各 1 份 ,抄清或打印 ,姓名、单位及地址、邮政编码请务必写清楚。

写作规范参见《中国骨伤》稿约 (见每年第 1 期)规定。
31 征文评选方法 :①评选标准 :依据论文的设计水平、科学性、真实性等进行评审。②所有征文由《中国骨伤》杂志

编辑部组织专家对论文进行评审。③凡入选论文编成论文集 ,并邀请作者参加“好及施”“同息通”临床应用学术研讨
会 ,参会者将由中国中西医结合学会授予继续教育学分。会议时间、地点另行通知。

41 征文请寄 :北京东直门内南小街甲 16 号《中国骨伤》杂志编辑部 (邮编 :100700) ,并在信封左下角注明“征文”字
样。
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