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� �  摘要!� 目的: 探讨不同浓度强骨宝方提取液直接添加对体外培养成骨细胞增殖、分化与矿化功能的影响。方

法: 采用胰蛋白酶 - ∀型胶原酶消化法从 2只 1~ 2日龄 SD乳鼠颅盖骨中分离出成骨细胞, 鉴定细胞并传代培养后,

分为对照组与 4个实验组, 实验组分别用终浓度为 100、50、10、5 �g /m l的强骨宝方提取液加入成骨细胞培养体系,对

照组用不含强骨宝方提取液的培养基培养,应用 MTT比色法、ALP含量测定、矿化结节形成等分别观察其对成骨细胞

增殖、分化及矿化能力的影响。结果: 100、50及 10 �g /m l浓度的强骨宝方提取液均具有促进体外成骨细胞增殖、分化

与矿化的作用, 以 100�g /m l与 50 �g /m l促进作用最强。结论: 每毫升含生药 2 g的强骨宝方提取液, pH = 7�0,

50 �g /m l的添加浓度可能最适合于体外培养成骨细胞的增殖、分化及矿化成骨能力。
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ABSTRACT Objective: To study the e ffect ofQ ianggubao decoction(强骨宝方 ) ex tract of different concen tra tion on pro lifer�

a tion, differentiation and m ineralization of osteoblast( OB) cultured in v itro. M ethods: The OB w as iso lated from the skull o f

two SD rats w hich w ere 1 to 2 days after born bym eans of T rypsin�type ∀ collagenase enzyma tic dig estion. A fte r identified and

subcu ltured, theOB w as div ided into contro l g roup and 4 experim ental groups. D iffe rent concen tra tion o f 100, 50, 10 and 5�g /

m lQ ianggubao decoc tion(强骨宝方 ) extrac tw ere added to theOB in 4 exper im enta l g roups. The OB in contro l group w as cu l�

tu red w ith no rm al nutr ient m ed ium w ithoutQ ianggubao decoc tion(强骨宝方 ) extrac t. The e ffects o fQ ianggubao decoction(强

骨宝方 ) extract on the pro lifera tion, differentition and m ineralization o f osteob lasts w as obse rved byMTT analysis, ALP ana lys is

and m ine ra liza tion forma tion respective ly. Resu lts: TheQ ianggubao decoc tion(强骨宝方 ) extract o f 100, 50 and 10 �g /m l

prom oted proliferation, d ifferen tiation andm inera lization of osteoblast, in which theQianggubao decoc tion(强骨宝方 ) extract o f

100�g /m l and 50�g /m l had the better effects. Conc lu sion: The Qianggubao decoction (强骨宝方 ) ex tract of pH = 7�0,
50 �g /m lwh ich conta ins 2 gram s crude drug in 1m l is m ost suitable for pro liferation, d ifferentition and m ineralization o f osteo�

b lastic cultured in v itro.
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� � 糖尿病性骨质疏松 ( d iabetic osteopo ros is, DOP )的发生与

糖尿病时的高血糖及其继发的骨代谢紊乱密切相关 [ 1]。我

们前期的研究也证实, 体外高糖培养液对成骨细胞的增殖、分

化及矿化功能均有抑制作用 [ 2]。中药强骨宝方防治 DOP的

疗效确切 [ 3] , 但对其具体作用环节尚不清楚。本研究拟通过

观察强骨宝方水提取液直接添加对体外培养成骨细胞增殖、

分化及矿化功能的影响,从而从细胞生物学水平探讨该方防

治 DOP的机制。

1� 材料与方法
1� 1� 试剂 � ∀型胶原酶、胰蛋白酶和四甲基偶氮唑盐 ( MTT )

购自 S igma公司, 新生牛血清 ( NCS )、H epes缓冲液、��M EM

培养基、青 -链霉素溶液均购自 H yclone( USA )公司,  -甘油

磷酸钠、茜素红、二甲基亚砜 ( DMSO )购自上海生物工程有限

公司,分析纯葡萄糖购自上海化学试剂公司, ALP试剂盒购自

南京建成生物有限公司。

1�2� 仪器 � 荧光倒置显微镜 ( IX70, 日本 O lym pus), CO2 培

养箱 ( GBB16,德国 H earas), 酶标仪 ( ELX808, 美国 B io�Tek),

紫外分光光度计 ( DU650, 德国 Beckm an)。

1�3� 强骨宝方提取液的制备 � 强骨宝方组方药材购自福建
省福州市中药材采购供应站, 将组方生药 (生黄芪、鹿角胶、

煅牡蛎、五味子、丹参、石斛、骨碎补等 )加水煎 3次, 纱布过滤

并 3次合一,药液经乙醇沉取 2次, 滤纸过滤并且回收全部乙

醇,继续加热浓缩制成每毫升含生药 2 g的药液,调 pH = 7� 0
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并经活性碳脱色 3次, 经 0�22 �m的滤膜过滤除菌, 分装,

4 # 保存备用,使用时以培养基调制。

1� 4� 成骨细胞的分离、培养、鉴定及分组

1� 4�1� 实验动物 � 1~ 2日龄 SD乳鼠 5只 ,购于福建医科大

学实验动物中心。

1� 4�2� 颅骨成骨细胞的分离、培养 � 取 2只 1~ 2日龄 SD乳

鼠颅盖骨, 先以 0� 25%胰酶溶液预消化,再用 0�1% ∀型胶原

酶溶液振荡消化, 制成细胞悬液, 接种于培养瓶中, 置 37 # 、
5% CO2培养箱中培养, 24 h换液 1次, 以后每 2 ~ 3 d换液

1次,细胞汇合后进行消化传代。

1� 4�3� 细胞爬片的制备 � 将消化下的细胞悬液接种于含有

已消毒玻璃片的 6孔培养板, 待细胞汇合后取出, PBS液洗

涤, 固定液固定, - 20 # 储存备用。

1� 4�4� 成骨细胞的鉴定 � 倒置显微镜下及 HE染色观察细

胞的形态与生长情况 ,采用组织化学方法对细胞爬片分别进

行 V�G胶原染色、ALP染色、矿化结节茜素红染色。

1� 4�5� 分组 � 取 5 ~ 8代成骨细胞 , 2 ∃ 104 /m l的细胞密度

接种于 96孔培养板 , 经同步化后, 分为对照组与 4个实验

组 ,共 5组。实验组在 10% NCS�- M EM培养体系中分别加

入终浓度为 100、50、10、5 �g /m l的强骨宝方提取液, 对照组

用不含强骨宝方提取液的培养基培养, 每孔 0�1 m ,l培养

48、72 h。

1� 5� MTT比色法测定成骨细胞增殖功能 � 培养结束前 4 h

弃去原培养液, 用 PBS液洗 3次, 分别加入用 PBS液配制的

5 m g /m lMTT液每孔 20 � ,l结束后弃去培养上清液, 加入

DM SO每孔 100 � l振荡 15 m in,待紫色结晶完全溶解后,在酶

标仪上以波长 490 nm测定各孔的 OD值。

1� 6� 成骨细胞分泌 ALP的测定 � 分组同上, 隔天换液 1次,

于 24孔培养板培养 7 d后取培养上清液 50� ,l采用磷酸苯二

钠盐为底物, 经 520 nm波长比色, 测 OD值, 换算成 ALP活性

(金氏单位 /100 m l)。

1� 7� 成骨细胞矿化功能的测定 � 成骨细胞培养同步化后, 换

入含 50 �g /m l维生素 C、10 mmo l/L  -甘油磷酸钠的上述培

养基, 隔天换液。培养 18 d后将培养基吸出, 用 PBS洗板

3次, 95%乙醇固定 10 m in, 0�1%茜素红溶液染色 30 m in, 蒸

馏水洗, 镜下计数每孔矿化结节数。

1� 8� 统计学处理 � 所得计量资料均采用 (  x % s)表示,应用

SPSS 11�0软件进行统计分析, 多组之间比较先采用 F 检验

而后进行 q检验,以 P < 0� 05为差异有显著性意义。

2� 结果

2� 1� 原代及传代成骨细胞形态学观察 � 培养第 1天可见细

胞数量较多, 悬浮在培养液中, 呈圆形,核大而圆, 位于胞体的

一端。 24 h后细胞全部贴壁,胞体展开呈三角形、多角形、梭

形等, 核呈卵圆形。对数生长期细胞分裂相多见, 有较多的突

起互相连接。细胞汇合时呈铺石状,并可重叠生长, 符合成骨

细胞的形态学特征。

2� 2� 成骨细胞染色鉴定 � V- G胶原染色可见红色的胶原、

蓝色的胞核、黄色的胞质; ALP染色可见胞内的 ALP黑色团

块, ALP测定培养液有较高的 ALP活性; 矿化结节茜素红染

色可见矿化结节形成。符合成骨细胞的功能学特征。

2�3� 添加不同浓度强骨宝方提取液对成骨细胞增殖功能的

影响 � 见表 1。

表 1� 不同浓度的强骨宝方提取液对成骨细胞增殖功能

影响的比较 � (  x % s, n = 6 )

Tab. 1� The effects of differen t concen tration ofQ ianggubao

decoc tion(强骨宝方 ) ex trac t on proliferation of

osteoblast ic ce lls cu ltured in vitro� (  x % s, n= 6)

组别

Groups

时间 T im es

48 h� � 72 h� �

100 �g /m l组

100 �g /m l group
0�367 7% 0�012 9& 0�576 3% 0�032 7∋ ∋ ( &

50 �g /m l组

50 �g /m l group
0�399 3% 0�0315∋ ( ( 0�625 0% 0�020 1∋ ∋ ( (

10 �g /m l组

10 �g /m l group
0�371 3% 0�018 3 0�562 0% 0�043 6∋ &

5 �g /m l组

5 �g /m l group
0�349 5% 0�020 4 0�528 4% 0�029 3

对照组

C ontrol group
0�355 0% 0�019 8 0�513 7% 0�017 6

注:与对照组比较, ∋ P < 0�05, ∋ ∋ P < 0�01;与 5 �g /m l组比较, ( P <

0�05, ( ( P < 0�01;与 50 �g/m l组比较, & P < 0�05

Note: C om pared w ith con trol group, ∋ P < 0�05, ∋ ∋ P < 0�01; com pared

w ith 5 �g /m l group, ( P < 0�05, ( ( P < 0�01; com pared w ith 50 �g /m l

group, & P < 0�05

� � 表 1显示: 不同浓度的强骨宝方提取液在成骨细胞培养

48 h和 72 h时对其增殖功能影响具有统计学差异 (F = 6�36,
P < 0� 05和 F = 9�91, P < 0� 05)。其中在培养 48 h时, 与对照

组比较, 50 �g /m l组差异有显著性意义 ( P < 0� 05 ); 与

5�g /m l组比较, 50 �g /m l组差异有显著性意义 ( P < 0�01);
与 50 �g /m l组 比较, 100 �g /m l组差 异有 显著 性意 义

( P < 0�05)。在培养 72 h时,与对照组比较, 10�g /m l组差异

有显著性意义 (P < 0� 05), 50、100 �g /m l组差异有显著性意

义 ( P < 0�01) ;与 5 �g /m l组比较, 100 �g /m l组差异有显著

性意义 ( P < 0� 05 ), 50 �g /m l组差异有显著性意义 ( P <

0�01);与 50 �g /m l组比较, 10、100 �g /m l组差异有显著性意

义 ( P < 0�05)。

2�4� 添加不同浓度强骨宝方提取液对成骨细胞分泌 ALP及

矿化功能的影响 � 见表 2。

� � 表 2显示 :不同浓度的强骨宝方提取液在成骨细胞培养

7 d时对其分泌 ALP与矿化功能的影响有统计学差异 ( F =

9� 36, P < 0� 05和 F = 8�25, P < 0� 05)。与对照组 OD值比

较, 10 �g /m l组 差异 有 显著 性 意义 ( P < 0�05 ) , 50、

100 �g /m l组差异有显著性意义 (P < 0� 01) ;与 5�g /m l组比

较, 10、50和 100 �g /m l组差异有显著性意义 ( P < 0� 01 )。

与对照组矿化结节数比较 , 10 �g /m l组差异有显著性意义

( P < 0� 05), 50、100 �g /m l组差异有显著性意义 ( P <

0� 01) ;与 5 �g /m l组比较, 50、100 �g /m l组差异有显著性意

义 ( P < 0�05)。

3� 讨论
� � 研究证实, 一些中药及复方具有明显促进成骨细胞增殖
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表 2� 不同浓度的强骨宝方提取液对成骨细胞分泌

ALP与矿化功能影响的比较 � (  x % s, n= 6)

Tab. 2� The effec ts of d ifferent concentration ofQ ianggubao

decoction(强骨宝方 ) extract on the ALP and m ineralizat ion

of osteob lastic cells cu ltured in vitro� (  x % s, n = 6)

组别

G roups

OD值 OD value

( k ing un it /100m l)

矿化结节数
M ineral ization
tubercle( n /hole)

100 �g /m l组

100 �g /m l group
2�789 2 % 0�168 9∋ ∋ ( ( 12�67 % 2�61∋ ∋ (

50 �g/m l组

50 �g/m l group
2�802 0 % 0�181 9∋ ∋ ( ( 12�50 % 2�74∋ ∋ (

10 �g/m l组

10 �g/m l group
2�692 5 % 0�221 6∋ ( ( 10�17 % 2�56∋

5 �g/m l组

5 �g/m l group
2�351 6 % 0�192 6 7�83 % 2�48

对照组

C on trol group
2�308 5 % 0�125 6 6�67 % 2�73

注:与对照组比较, ∋ P < 0�05, ∋ ∋ P < 0�01; 与 5 �g /m l组比较, ( P <

0�05, ( ( P < 0�01

Note: Com pared w ith con trol group, ∋ P < 0�05, ∋ ∋ P < 0�01; compared

w ith 5 �g /m l group, ( P < 0�05, ( ( P < 0�01

殖和分化的作用 [ 4�5]。强骨宝方是临床治疗糖尿病并发骨质

疏松症而引起腰背痛的经验方,由生黄芪、鹿角胶、煅牡蛎、五

味子、丹参、石斛、骨碎补等组成, 能针对 DOP发病的中医学

证候特点进行治疗 [ 6]。临床研究和动物实验都表明: 强骨宝

方能通过降血糖、抑制骨吸收、促进骨形成而逆转骨代谢负平

衡, 调节血镁等微量元素水平,降低氧化应急与非酶糖基化反

应等多种机制,而起到提高 BMD、防治 DOP的作用, 但对于该

方在细胞水平的作用及其机制尚不明确。成骨细胞是体内骨

形成的主要细胞, 成骨细胞功能的减退是骨质疏松发病的重

要机制之一。采用新生大鼠颅盖骨分次酶消化法能获得较纯

的颅骨成骨细胞, 其生物学性状类似于体内成骨细胞的表型,

能够保证实验用细胞的纯度均一和成骨细胞的生物学性

质 [ 7] , 故本研究采用该细胞模型进行体外培养及强骨宝方提

取液的干预观察。

培养的成骨细胞先出现增殖,成骨细胞增殖率反应其生

长活跃与否的标志, 是判断和筛选促进骨形成作用药物的一

项指标。成骨细胞增殖到一定程度就会出现功能分化, ALP

是一种较为肯定的成骨细胞分化的早期指标, 它的表达和分

泌是随着细胞分化的发展而增强, 代表着骨形成的状况。在

成骨细胞分泌 ALP后, 会出现细胞的融合与矿化结节形成,

矿化是细胞进一步分化成熟的功能表现。在本研究对成骨细

胞增殖、分泌 ALP及矿化功能的研究中发现, 100、50 及

10 �g /m l浓度的强骨宝方提取液对成骨细胞早期增殖功能及

随后分泌 ALP与矿化功能均有不同促进作用,这证实强骨宝

方对骨形成具有促进作用,也提示强骨宝方提取液中可能含

有直接作用于成骨细胞的物质, 对骨代谢具有重要影响。

在本研究中也发现, 虽然 100、50及 10 �g /m l浓度的强

骨宝方提取液对成骨细胞的增殖、分化与矿化功能均有不同促

进作用, 但均显示 100 �g /m l及 50 �g /m l浓度的作用最强, 促

进作用均具有显著性意义 ( P < 0�01)。而比较 100 �g /m l与

10 �g /m l 2种浓度在增殖、分化与矿化过程的作用, 尚没有显

著差异。说明合适剂量的强骨宝方提取液对成骨细胞功能作

用较为重要, 高浓度未必必要, 太低浓度, 如 5 �g /m l的作用

不明显。对于强骨宝方而言, 以每毫升含生药 2 g的提取液、

pH = 7�0、50 �g /m l的添加浓度可能最合适。
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