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内容提要 目的：在临床研究和动物实验的基础上，进一步探讨健骨二仙丸对成骨细胞增殖和细胞周期

的影响。方法：分离、培养人的原代成骨细胞，采用-./胸腺嘧啶掺入法和四氮唑蓝法检测细胞增殖，流式细

胞仪检测细胞周期。结果：健骨二仙丸中、高剂量组细胞增殖率、0期细胞比率和细胞增殖指数等均显著高

于空白对照组（!#’+’*，!#’+’,），与雌激素组比较差异无显著性。细胞凋亡率和1’/1*期细胞比率显著

低于空白对照组（!#’+’*，!#’+’,）。结论：健骨二仙丸能有效促进成骨细胞的增殖、分化，防止成骨细胞

的凋亡。
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在既住临床工作和动物实验研究的基础上，为了

探讨健骨二仙丸的作用机制，我们研究了该方对人成

骨细胞增殖和细胞周期的影响，现将部分结果报道如

下。

材料和方法

* 材料

*+* 试剂 UQ2Q／V*)，美国1SW&X公 司 产

品；胎牛血清（V&0），美国.>F@"7<公司产品；-./胸腺

嘧啶掺入法（-./AJY）试剂盒，北京中国原子能研究所

产品（中山医科大学放射免疫检测中心提供）；四氮唑

蓝（QAA）、二甲基亚砜、胰酶等，均为美国05=K6公司

产品；碱性磷酸酶染色试剂盒，由上海虹桥医用试剂研

究所提供。

*+) 仪 器 -***型&X) 培 养 箱，美 国V"CK6
0F5<7?5;5FS7F#产 品；Z0-[’*液 体 闪 烁 计 数 仪，美 国

W<FTK67公司生产，V/[)’细胞计数器，美国0>LK<D
公司产品，.:0/(多头细胞收集器，上海跃进医疗器

械厂产品；V6FLF6M5MBC流式细胞仪，美国W<F?"7U5FT/
57L"7公司生产；&\(’和*]%’型倒置显微镜，日本

X@>KEBL产品。

*+- 实验动物 普通级0U大鼠，体重))’!
),’=，由中山医科大学动物实验中心提供。合格证号：

)’’’年粤检证字’’̂’’,。

*+( 实验药物 倍美力注射液),K=／,K@，惠氏/
立达（8><?4/Z<J<C@<）中国有限公司（苏州）惠赠。健

骨二仙丸由龟版胶、鹿角胶、续断、山药和人参等组成，
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每克含生药!"，深圳市中医院中药制剂室制剂，深圳

市中医药研究所监制。

# 方法

#$! 健骨二仙丸含药血清的制备 取健康%&
雌性大鼠#’只，随机分为(组：（!）健骨二仙丸组)
只，按!)$*"生药／+"体重灌胃，每天!次；（#）空白对

照组!#只，按!*,-／+"体重灌胃生理盐水，每天!次；

（(）雌激素组)只，按倍美力*$!#.,"／+"体重灌胃，

每天!次；均连续给药(天。末次灌药!$./后，乙醚

麻醉，在严格无菌条件下由腹主动脉取血。将各组血

液于低温条件（’0）下放置’/，离心（(***1／,23）.,23
后取上清液，再将上清液过滤除菌后’0冷藏备用。

#$# 细胞的分离和培养 人成骨样细胞的分离

和培养按文献（!，#）方法进行。松质骨来源于骨科手术

中髂骨取骨。

#$( 成骨细胞的鉴定

#$($! 形态学观察 在倒置显微镜下观察，成骨

细胞呈三角形、多角形、纺锤形和菱形，胞浆丰富向外

伸展，伸出几个突起与邻近细胞伸出的突起相连。胞

核大而清晰，呈圆形或卵圆形，含!!#个核仁。

#$($# 碱性磷酸酶（456）染色 成骨细胞含丰

富的456，456是成骨细胞的标志性酶。染色过程如

下：将贴壁细胞放置’0固定液中(*7，流水冲洗，空气

晾干，把固定后的玻璃片放入工作液中，置(80水温

箱中’.,23，流水冲洗，苏木精复染，流水冲洗，晾干，

直接油镜观片，酶活动处呈亮红颗粒。

#$($( 矿化结节的形成 成骨细胞合成并分泌

骨的有机成分后，在一定条件下无机盐有序地沉积于

其内，是钙和磷形成羟基磷灰石。成骨细胞培养经"9
磷酸甘油钠诱导，可在培养瓶（或皿）的底部形成矿化

结节，也是成骨细胞的标志性产物。

#$’ 含药血清细胞毒性的观察 用&:;:／<!#
培养液将大鼠血清倍比稀释，分别观察!**=、.*=、

#.=、!#$.=、)$#.=、(=条件下健骨二仙丸含药血清

的细胞毒性。成骨细胞按!$*>!*.／,-密度接种于

#’孔板，在&:;:／<!#及!*=（?／?）<@%中培养

#’/至细胞贴壁，用AB3+C7液冲洗#次。换成无血清

培养液#’/后，用不同血药浓度（!**=、.*=、#.=、

!#$.=、)$#.=、(=）的大鼠血清处理细胞，每个药物

浓度’孔。继续培养’D/，观察细胞生长情况，然后用

*$#.=胰酶消化细胞，离心，将细胞配成!,-的细胞悬

液，在细胞计数器上计数。结果显示.*=、!**=浓度

组细胞生长明显受到抑制，细胞数显著减少，(=和

)$#.=组细胞生长缓慢，细胞数显著少于!#$.=和

#.=组。!#$.=和#.=组间比较差异无显著性。

#$. 细胞培养实验分组 根据细胞毒性观察结

果，将培养成骨细胞分为健骨二仙丸.=、!*=和#*=
（大鼠血清）组（E.=、E!*=、E#*=），雌激素对照!组

（;.=、;!*=、;#*=）和空白对照组（F.=、F!*=、

F#*=）大鼠血清和健骨二仙丸一样等浓度稀释，雌激

素对 照#组（G.=、G!*=、G#*=）根 据 文 献 实 验 条

件（(，’），在.=、!*=和#*=的大鼠空白血清中加入相

当于!*H.,I-／5马烯雌酮的倍美力溶液（以下简称

!*H.,I-／5倍美力溶液），共!#组。培养液量各组相

同。

#$) 细胞增殖的定量分析

#$)$! (A9JKL法 传.代成骨细胞按#$*>
!*’／,-密度接种于#’孔板，在&:;:／<!#及!*=

（?／?）<@%中培养#’/至细胞贴壁，用6M%冲洗#
次。换成含*$.= <@%的&:;:／<!#培养液培养

#’/后，用不同血药浓度（.=、!*=、#*=）的大鼠血清

处理细胞，每个药物浓度’孔。空白对照组加等量等

浓度的大鼠血清，雌激素对照!组加入含雌激素的等

量大鼠血清，雌激素对照#组于等量等浓度大鼠血清

中加 入!*H.,I-／5倍 美 力 溶 液。培 养’D/后，加

入(A9JKL!#@2／孔，继续培养#’/。用#=;&J4#.#-
消化细胞，用多头细胞收集器将细胞抽吸到玻璃纤维

滤纸上，用(=醋酸水溶液洗涤滤纸(次，洗去游离

的(A9JKL，烘干，加闪烁液测NO,值，结果以’次重复

的NO,均值表示。

#$)$# :JJ法 取P)孔细胞培养板，每孔中加

*$!,-含*$#.>!*.,-的传.代成骨细胞于不含酚红

的&:;:／<!#及!*=（?／?）<@%中，培养#’/使细

胞贴壁，用AB3+C7液冲洗#次。换成含*$.=<@%的

&:;:／<!#培养液培养#’/后，加入不同浓度（.=、

!*=、#*=）的大鼠血清及药物处理细胞，每个药物浓

度’孔，培 养’D/。每 孔 加*$*!,-的.=（,"／,-）

:JJ溶液（.,"／,-溶于6M%中，滤过除菌，’0避光

保存），在同样条件下培养’/。取出，每孔加入!**#-
的二甲基亚砜，振荡混匀。在P)孔酶标仪上检测光密

度（Q&）值，检测波长.P.3,（参考波长为’D.3,）。重

复上述实验过程(次，观察结果的重复性如何，并以’
次实验结果的均数做统计学处理。

#$8 细胞周期的测定 传.代成骨细胞按!$*>
!*’／,-密度接种于)孔 板，在&:;:／<!#及!*=
<@%中培养#’/至细胞贴壁，改用&:;:／<!#及.=
<@%继续培养!#天，用AB3+C7液细胞冲洗#次。换

成无血清培养液培养#’/，再以#*=的大鼠血清和药
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物处理细胞，每个药物浓度!孔。"#$后，吸取培养

液，%&!’(胰酶消化，反复冲洗后用)*+,-.液将细胞

配成!/0%1／23的细胞悬液，离心，加入4%(的冻酒

精!23固定5%26+。0!%%7／26+离心，弃上清，加入

%&’(的89*.:’%!3，再加入"’%!3碘化丙啶（;7<;6=6>
*26<=6=:，?@），置于!"#A避光处5%26+，上机检测。

!&# 统计学分析 实验数据用B?BBC&%软件行

方差分析，并用9:D2*+>E:F3.和GF++:HH-.I5进行

组间比较。各项参数均以均数J标准差（!!J"）表示，

统计检验的显著性水平取%&%’。

结 果

0 健骨二仙丸对成骨细胞增殖的影响

0&0 5)>I=8掺入法测定增殖 空白对照各组

间差异无显著性，表明单纯大鼠血清浓度变化对成骨

细胞的增殖无明显影响。空白对照各组与K’(组、

K0%(组、L’(组间比较差异无显著性，K!%(、:’(、

:0%(、:!%(、L0%(和L!%(组细胞增殖显著高于空白

对照组（#"%&%’，#"%&%0），见图0。

图! 健骨二仙丸对成骨细胞增殖的影响

注：E为空白对照组，K为雌激素对照0组，:为雌激素对

照!组，L为健骨二仙丸组；下图同

0&! MII法测定细胞增殖 空白对照组各组间

差异无显著性，空白对照各组与K’(组和L’(组间差

异无显著性。K0%(、K!%(、:’(、:0%(、:!%(、L0%(
和L!%(组 间 差 异 无 显 著 性，但 均 显 著 高 于 E’(、

E0%(、E!%(、K’(、L’(组（#"%&%’，#"%&%0），见

图!。

! 健骨二仙丸对成骨细胞周期和凋亡的影响

N%>N0期细胞比率：健骨二仙丸组和雌激素对照组均

显著低于空白对照组（#"%&%’）；B期细胞比率：健骨

二仙丸组和雌激素组均显著高于空白对照组（#"
%&%0）；细胞增殖指数：健骨二仙丸组和雌激素组均显

著高于空白对照组（#"%&%0，#"%&%’），见图5。细

胞凋亡比率：健骨二仙丸组和雌激素组均显著低于空

白对照组（#"%&%0），见图"。

图" 健骨二仙丸对成骨细胞增殖的影响

图# 健骨二仙丸对成骨细胞周期的影响

图$ 健骨二仙丸对成骨细胞凋亡的影响

讨 论

前期动物实验研究表明，健骨二仙丸能有效防止

卵巢切除大鼠骨丢失，维持大鼠的骨结构，提高血清胰

岛素样生长因子（6+.F36+>36,:O7<DH$P*QH<7>@，@NR>@）水

平（’，1），进一步探讨其作用机制是本研究工作的目的。

成骨细胞是骨形成、骨骼发育与生长的重要细胞，

可合成和分泌!%余种胶原与非胶原蛋白质和一些骨

代谢的局部调节因子，在骨重建中生成类骨质和促进

类骨质的矿化，形成的新骨质修补破骨细胞骨吸收形

成的陷窝。成骨细胞成骨功能减退导致新骨形成减

少，对骨吸收陷窝的修补能力减弱，造成骨小梁变细、

薄弱、穿孔，皮质骨出现多空性变。因此探讨健骨二仙
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丸对成骨细胞增殖及细胞周期的作用，对于进一步证

明该方疗效的确切性并阐明其作用途径和机制具有重

要意义。

成骨细胞一旦完成它们骨形成的功能，或者陷入

骨基质中形成骨细胞，或者仍保留在骨的表面作为衬

细胞。虽然如此，除骨细胞和衬细胞外，最初呈现在骨

重建位置的!"#!$"#的成骨细胞的去向不能得到

明确的解释。细胞凋亡导致这部分丢失细胞的死亡，

在骨组织微环境中产生的生长因子和细胞因子影响这

一过程（$）。健骨二仙丸对成骨细胞凋亡的抑制作用，

可能是其防止骨丢失的作用机制之一。

生长激素具有促进成骨细胞增殖、分化的作用。

但到目前为止，雌激素对成骨细胞增殖、分化的作用报

道结果不一。有报道雌激素可有效刺激成骨细胞的增

殖、分化，促进成骨细胞"型胶原%&’(的表达（)），也

有报道雌激素抑制成骨细胞的生长、增殖、分化和骨的

形成（*），另有一些报道却表明雌激素对成骨细胞的生

长无明显影响（+）。成骨细胞对雌激素的反应不同，在

一定程度可能是由于在不同的细胞系和原代细胞培养

过程中，细胞种类的不同，物种来源各异，未完全分化，

和／或细胞内雌激素受体的含量少或受体变化（,"）。孕

激素能防治绝经后女性骨的丢失，维持骨结构的完整

性，刺激成骨细胞的增殖、分化（+）。本研究结果表明，

健骨二仙丸能显著促进成骨细胞增殖、分化。健骨二

仙丸不仅能防止成骨细胞的凋亡，而且能刺激饥饿造

成的细胞凋亡的增殖，说明健骨二仙丸能有效促进成

骨细胞的成骨功能。

健骨二仙丸由《医方考》中龟鹿二仙胶加续断等组

成。该方具有补肾填精，滋阴补阳，强壮筋骨，补先天

为主，健脾益气，补后天为辅，先天和后天相辅相成的

作用特点。现代药理学研究表明，该方中续断具有类

雌激素和孕激素的作用（,,），龟版胶和鹿角胶主要成分

为动物胶、骨胶原、角蛋白、脂肪、钙、磷、镁以及多种氨

基酸等（,-），人参具有抗衰老，改善心肌功能和血液循

环，提高免疫力，刺激垂体.肾上腺皮质系统功能，促

进核酸和蛋白的合成等作用（,*）。因此，健骨二仙丸促

进成骨细胞增殖、分化，防止成骨细胞的凋亡的机制可

能与调节生长激素、雌激素、孕激素和/012/的作用有

关。
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