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摘要 目的 探讨补肾密骨液影响骨代谢的作用机制。方法 利用组织培养技术,将不同浓度

的补肾密骨液与分离培养制得的新生大鼠颅盖骨成骨细胞样细胞共同培养,用 MTT 比色分析法和 3H

T dR掺入法观察补肾密骨液对成骨细胞样细胞增殖的影响, 用原子吸收分光光度法观察补肾密骨液对

颅盖骨吸收的影响,并与鲑鱼降钙素进行对照。结果 补肾密骨液以剂量依赖的方式促进成骨细胞样

细胞的增殖,并抑制颅盖骨的吸收; 而鲑鱼降钙素对成骨细胞样细胞的增殖无影响,但对颅盖骨的吸收

有明显的抑制作用。结论 补肾密骨液直接参与骨代谢的调节, 促进骨形成,同时抑制骨吸收。
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Abstract Objective To investig ate the mechanism of action of Bushen M igu Ye( BSMGY) on bony

metabolism Methods Using tissue cultur e technolog y, the suspension of osteoblast like cells which obtained

from new born mouse skullcap and BSMGY of different concentration w ere cultur ed tog ether T he effect of

BSMGY on prolifer ation of osteoblast like cells w as analysed by t he color imetr ic analytical method and 3H

T dR incorporation method The effect of BSMGY on bone abso rption w as studied w ith atomic absorption spec

tropholometry Salmon calcitonin acted as comparison Results BSMGY directly promoted proliferation of os

teoblast like cells at a dose dependent manner and inhibited bone abso rption; while salmon calicitonin had no

effect on proliferation of osteoblastic cells, but inhibited bone absorption obv iously Conclusion BSMGY di

rectly affect bony metabolism by promot ing bone formation and inhibiting bone abso rption
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临床观察[ 1]和动物实验[ 2]证实补肾密骨液对骨

质疏松症有良好的防治作用, 但这些研究均是在体

内进行的, 影响因素较多, 难以明确补肾密骨液影响

骨代谢的作用方式。为此我们采用实验条件更加单

一的组织培养技术, 观察了补肾密骨液对成骨细胞

样细胞增殖和骨块吸收的影响。

1 材料与方法

1 1 补肾密骨液的制备 补肾密骨液由淫羊藿、杜

仲、胡桃肉、干地黄、天花粉、淮牛膝各 10g 组成, 经

水煎醇沉制成相当于生药 2g/ ml的药液, 调 pH 值至

7 0,用 1%活性炭脱色 3次,精滤,分装,高压蒸气灭

菌,密封备用。制得的药液符合中国药典注射剂的

规定。

1 2 成骨细胞样细胞的分离、培养 将新生的 SD

大鼠(由同济医科大学实验动物中心提供)放入 75%

酒精中浸泡消毒 15分钟, 无菌操作下取出颅盖骨,

除去附着的血管及结缔组织, 用平衡盐溶液清洗 3

次,剪碎。洗净的碎骨块用少量 410u/ ml的 !型胶

原酶( Sigma)预消化 15分钟, 吸掉消化液, 再用平衡

盐溶液清洗干净后,加入 5 倍于骨块体积的前述胶

原酶,于 37 ∀ 水浴中振荡下消化 1 5小时。120目尼

龙网过滤后, 滤液经 1000 转/分离心 5 分钟, 弃上清

液,所得白色沉淀物即为制得的成骨细胞样细胞团。

加入含 10% 胎牛血清、青霉素 100u/ ml、链霉素

100 g/ ml的 RPM I1640 培养液, 稀释成 2 # 105/ ml
的细胞悬液, 装入无菌培养瓶内, 置入 37 ∀ , 含 5%

CO2 的培养箱内进行培养,每 3天更换 1 次培养液。

待细胞会和后用 0 25%胰蛋白酶消化传代,取第 !

继代的成骨细胞样细胞供实验应用。

1 3 补肾密骨液对成骨细胞样细胞增殖的影响

第!继代成骨细胞样细胞用培养液稀释成 2 # 105/

ml的细胞悬液, 以每孔 100 l 孔加入 96 孔培养板

内,放入 CO2 培养箱内孵育 24 小时, 以 6 孔为一平

行样本,分别加入不同浓度的补肾密骨液或鲑鱼降

钙素( Sandoz) 20 l,同时每孔再加入培养液 80 l,空

白对照组只加入 100 l培养液。这样每孔的培养体
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积达 200 l。补肾密骨液的作用浓度分别为相当于

生药 10 g/ ml、100 g / ml、1000 g / ml、5000 g / ml; 鲑

鱼降钙素的作用浓度分别是 10 g/ m l、50 g/ ml、

100mu/ ml。上述物质加完后,继续培养 72小时, 用

溴化二甲基噻唑联苯四唑( 3 ( 4, 5 dimethylthia

zol) 2, 5 diphenyl tetrazolium brom ide, MTT )比色分

析法或3H 胸腺嘧啶核苷( 3H TdR)掺入法检测细胞

增殖情况。

1 4 补肾密骨液对体外培养骨块吸收的影响 在

无菌操作下取出 5天龄 SD大鼠的颅盖骨(左右两块

不从中缝剪开, 去除附着的神经组织, 保留完整的骨

膜) ,置于 24孔培养板内的自制铜网支架上, 使骨块

刚好与培养液相平。所用培养液为含 10%胎牛血

清、1mM 磷酸盐的 PRM I1640 培养液, 每孔用量为

1ml。将 24孔培养板置 37 ∀ 、5%CO2 培养箱内预培
养 24小时, 将骨块从中缝剪开, 转移至盛有新鲜培

养液的相同培养板内, 进行配对分组实验,其中一块

放于含观察组药物的培养液中, 另一块放于含对照

组药物的培养液中, 具体分组情况见表 1。作用 72

小时后,分别收集每孔内的培养液, 经去离子水稀释

后于WFX IF2 原子吸收分光光度计上测量培养液中

钙离子的含量。培养骨块于 50%甲酸溶液 1m l内溶

解后, 用同样的方法测出骨块中剩余钙离子的量, 并

用下列公式计算出钙离子释放百分率: 钙离子释放

百分率= 培养液中钙离子含量 % (骨块中剩余钙离
子含量+ 培养液中钙离子含量) # 100%。钙离子释

放百分率的大小反映骨块吸收程度。

表 1 颅盖骨骨吸收配对实验分组及各组所用药物

实 验 观察组 对照组 每组例数

骨吸收模型实验
甲状旁腺激素

( PTH)

( 10ng/ ml)

培养液
6

补肾密骨液抑制

骨吸收实验

补 肾 密 骨 液

( 1000 g/ ml ) +

PTH( 10ng/ ml)

PTH ( 10ng/ ml) 6

降钙素抑制骨吸

收实验

鲑 鱼 降 钙 素

( 10mU/ ml ) +

PTH( 10ng/ ml)

PTH ( 10ng/ ml) 6

2 结果

2 1 补肾密骨液对成骨细胞样细胞增殖的影响

2 1 1 MT T 比色分析法结果: 如表 2所示, 补肾密

骨液组 OD(吸光度)值随着浓度的增加而增大, 与对

照组 10 g/ ml组比较, 差异即有显著性意义( P <

0 05) ,与 100 g / ml组比较, P< 0 01, 与 1000 g/ m l

组比较, P< 0 001。不同浓度的鲑鱼降钙素组 OD

值变化不大,与对照组相比较, 差异无显著性意义( P

> 0 05)。

表 2 成骨细胞样细胞增殖的MTT比色分析法结果

分 组 样本数( n) OD 值( x & S x )

对照组 6 0 2075 & 0 0026

10 g 生药/ ml补肾密骨液组 6 0 2178 & 0 0032*

100 g 生药/ ml补肾密骨液组 6 0 2258 & 0 0040* *

1000 g 生药/ ml补肾密骨液组 6 0 2341 & 0 0037* * *

5000 g 生药/ ml补肾密骨液组 6 0 2328 & 0 0031* * *

10mU/ ml鲑鱼降钙素组 6 0 2090 & 0 0035 ∋

50mU/ ml鲑鱼降钙素组 6 0 2100 & 0 0029 ∋

100mU/ ml鲑鱼降钙素组 6 0 2120 & 0 0034 ∋

注 与对照组相比较: * P < 0 05, * * P < 0 01, * * * P< 0 001,

∋ P > 0 05(表 3、4同此)

2 1 2
3
H TdR 掺入法结果: 如表 3 所示, CPM (放

射性每分钟计数)值变化规律与 OD值变化规律完全

吻合。

上述实验结果表明: 补肾密骨液以剂量依赖的

方式促进成骨细胞样细胞的增殖, 而鲑鱼降钙素对

细胞增殖无影响。

表 3 成骨细胞样细胞增殖的3H TdR掺入法结果

分 组
样本例数

( n)
CPM 值( x & S x )

对照组 6 377 5 & 32 3

10 g 生药/ ml补肾密骨液组 6 546 7 & 57 7*

100 g 生药/ ml补肾密骨液组 6 790 5 & 89 7* *

1000 g 生药/ ml补肾密骨液组 6 1050 8 & 76 1* * *

5000 g 生药/ ml补肾密骨液组 6 1100 5 & 102 0* * *

10mU/ ml鲑鱼降钙素组 6 385 2 & 29 8 ∋

50mU/ ml鲑鱼降钙素组 6 355 8 & 36 3 ∋

100mU/ ml鲑鱼降钙素组 6 392 0 & 37 5 ∋

2 2 补肾密骨液对骨块吸收的影响

如表 4所示, 10ng/ ml的甲状旁腺激素使培养骨

块钙离子释放百分率由8 1% & 0 3%升高到17 6%

& 0 5% ( P< 0 01) , 提示甲状旁腺激素促进体外培

养骨块的吸收, 骨吸收模型成立。补肾密骨液与鲑

鱼降钙素均能明显地抑制甲状旁腺激素引起的骨块

钙离子释放百分率的增加( P < 0 05及 P < 0 01) ,

表明补肾密骨液与鲑鱼降钙素均能抑制体外培养骨

块的吸收。

表 4 各组骨块钙离子释放百分率( %)

分 组 每组例数 观察组 对照组

骨吸收模型实验 6 17 6 & 0 5* * 8 1 & 0 3

补肾密骨液抑制骨吸收

实验
6 14 8 & 0 4* 17 3 & 0 4

鲑鱼降钙素抑制骨吸收

实验
6 13 9 & 0 3* * 17 4 & 0 5
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3 讨论

本研究结果表明:补肾密骨液不仅能促进体外

培养成骨细胞样细胞的增殖, 而且还抑制体外培养

骨块的吸收, 而治疗骨质疏松症的常用药物鲑鱼降

钙素仅对体外培养骨块的吸收有抑制作用, 对成骨

细胞样细胞的增殖无影响, 说明补肾密骨液是治疗

骨质疏松症的理想药物。

成骨细胞是骨发生和骨形成的基础, 只有成骨

细胞数量不断增加, 并产生丰富的胶原(基质)、分泌

较多的钙离子, 才能通过钙化基质产生更多的骨组

织。但在体内成骨细胞本身是不分裂的,其数量的

增加完全依赖于其前身细胞的不断增殖、分化。体

外培养的成骨细胞样细胞来源于组织内的前成骨细

胞,具有分裂增殖能力
[ 3]
。本研究的结果发现补肾

密骨液对体外培养的成骨细胞样细胞的增殖有明显

促进作用, 由此我们可以推断:在体内, 补肾密骨液

可通过刺激前成骨细胞的不断增殖、分化,使成骨细

胞数量不断增加, 进而促进骨形成。这与以往体内

研究的结果[ 2]相一致。

骨吸收是由破骨细胞来完成的, 包括以下三个

连续的过程: ( 破骨细胞的产生及其在骨组织中的
聚集; ) 破骨细胞在骨组织吸收区的激活; ∗ 激活的

破骨细胞分泌化学物质, 溶解基质中的无机盐和有

机质。影响骨吸收的物质分别作用于以上三个环

节,特别是破骨细胞的产生及活化。甲状旁腺激素

促进前破骨细胞向破骨细胞的分化, 使破骨细胞的

数目增加;同时甲状旁腺激素还促进破骨细胞的活

化。因此甲状旁腺激素促进骨吸收。相反, 降钙素

直接抑制骨原始细胞向破骨细胞的转化并通过和破

骨细胞表面的受体结合而抑制破骨细胞激活, 因而

降钙素抑制骨吸收。给去势诱导骨质疏松模型大鼠

灌服补肾密骨液后, 骨组织计量学研究发现, 用药组

破骨细胞指数比对照组明显降低[ 2] , 提示补肾密骨

液有可能通过抑制破骨细胞的产生而抑制骨吸收。

补肾密骨液以淫羊藿、杜仲、胡桃肉为主药。有

文献
[ 4]
报道: 淫羊藿注射液对体外培养鸡胚股骨生

长有直接的促进作用, 用药组股骨干重、长度和35S

掺入强度均明显增加。也有国外学者[ 5]报道: 杜仲

对实验性骨质疏松动物骨量的减少有明显的抑制作

用。本研究结果表明了补肾密骨液体外研究与体内

研究、复方药物作用与单方药物作用的一致性。
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∃病例报告∃
双侧腕关节背侧脱位一例

王世文
(吉林市中医院, 吉林 吉林 132011)

李某, 男, 24 岁, 1984 年 7 月 19 日

下午 6 时许,酒后沿铁路线路行走, 在过

一小桥时,因身体失去平衡, 从 4 米左右

桥上坠落于河泥之中致伤双侧腕部, 伤

后 30 分钟来院就诊。

检查: 双腕部疼痛, 伴有银叉样畸

形,腕关节活动明显障碍, 桡动脉搏动存

在,手指感觉正常, 颜面部有轻微擦伤,

全身情况良好, X 线摄片侧位片显示双

侧腕骨向背侧脱位, 腕骨掌侧面突出于

桡尺骨远端背侧面, 重叠右腕约有

0 5cm, 左腕约有 0 7cm; 正位片显示双

关节间隙消失, 近排腕骨与桡尺骨远端

呈重叠影像,无腕骨间脱位及骨折。

诊断:双侧腕关节背侧脱位

治疗: 患者取仰卧位, 前臂纵轴位,

以牵引折顶手法,脱位得以整复, 腕关节

于轻度掌屈位,给予石膏托固定 4 周。

患者伤后 3 个月恢复工作, 无不适

主诉, 检查手指和腕关节活动范围正常,

一年后 X 线摄片, 腕部诸骨未见缺血性

坏死征象,远期随访 5 年有余, 未见腕关

节病理改变征象。

讨论 不伴有桡骨损伤的双侧腕关

节背侧脱位, 临床上极为罕见, 其临床体

征与 Colles骨折相似, 易误诊为 Colles 骨

折,故必须依靠 X 线摄片, 以便于诊断

和治疗。该患因酒后身体失于平衡, 从

小桥上坠落河泥时, 腕部肌肉和韧带可

能处于松弛状态, 双腕着地时又过度伸

展所致脱位。而河泥又有缓冲腕掌着地

时的暴力一面,故不伴有桡骨远端骨折。

腕关节脱位易酿成腕骨缺血性坏死, 必

须追踪随访,经过验证确实未见腕关节

有病理改变征象时为准。

(编辑:李为农)
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