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含骨松宝的老龄大鼠血清对兔成骨细胞增殖

作用的实验研究!

张贵林 王长松 唐俊杰 任光友

摘要 目的：观察骨松宝对体外培养成骨细胞增殖和代谢的影响。方法：给&.月龄老年大鼠灌胃骨松

宝&=)9／>9体重，每日$次，连续0天，末次灌胃后&7取血分离血清，用?.@%%培养基分别配成含药鼠血清

(=)A和&)A的培养基，并用于培养成骨细胞$*7，同时以加有(=)A和&)A未用药老龄大鼠血清的?.@%%
培养基、含$%"3"-／B氟化钠（!4C）的?.@%%无血清培养基及?.@%%无血清培养基作对照，用D++法检测

细胞增殖，并测定培养基上清液中E4$F浓度及碱性磷酸酶（GBH）的含量变化。结果：与加有相同浓度鼠血

清的?.@%%培养基组、?.@%%培养基加!4C组和?.@%%培养基组比较，含药鼠血清组的成骨细胞增殖明显，

差异有显著性（!"%=%&），培养基中的E4$F消耗量明显增加（!"%=%)，!"%=%&），GBH浓度明显升高（!"
%=%)，!"%=%&）。结论：骨松宝能促进成骨细胞?!G合成和提高对E4$F的利用，促进成骨细胞的生长

增殖。
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骨松宝临床用于防治骨质疏松症（"M;,"V"Q"M5M，

XH）及XH所引起的骨折，具有不良反应少、疗效显著

的特点〔&，$〕。笔者于$%%$年$—0月采用体外成骨细

胞培养和血清药理学的方法，观察老龄大鼠灌胃骨松

宝后的血清对成骨细胞生长增殖和代谢的影响。

材料与方法

& 动物 L5M;4Q大鼠，&.月龄，$%只，雌雄各半，

体重（*/.=()\)(=&$）9，日本大耳白兔，雌性&月龄，

体重)0)9，贵阳医学院实验动物中心提供，合格证：

TE]̂（黔）$%%$—%%%&。

$ 药物 骨松宝胶囊（由淫羊藿、续断、川芎、赤

芍、生地、牡蛎等中药制成，每克骨松宝含生药量为

&%9，贵州富华药业有限责任公司生产，批号：@.%@$(）。

0 试剂及仪器 ?D1D培养基（K5P<"公司）；新

生小牛血清（成都哈里生物工程有限公司）；胰蛋白酶
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（!"#$%公 司）；&’())培 养 基（*"+,-公 司）；噻 唑 蓝

（.//，*"+,-公司）；氟化钠（分析纯，重庆化学试剂

厂）。0-,-1%2/345型678培养箱（日本）；729,:;<=.3
5)>&型倒置显微镜（日本）；(4孔培养板、8?孔培养板

（6%@A"A+公 司）；B"%@-CD)D酶 标 仪（日 本）；>BB7//3
>EF7*E/8)))大型全自动生化分析仪（美国）。

? 实验方法

?G5 含药血清制备 取5’月龄 H"<1-@老龄大

鼠8)只，雌雄各半，分层随机分为对照组和骨松宝组，

骨松宝组动物每日早、晚各一次灌胃5DI骨松宝5,2／

5))+体重〔JG)+／（K+·C）〕，第D次给药后5L再灌胃一

次（对照组同法灌胃等容积生理盐水）。末次灌胃后

5L乙醚麻醉，无菌条件下股动脉取血，?M8D))@／,"A
离心8D,"A，吸取血清，同组混匀，D4MJ),"A灭活，以

)G88!,微孔滤膜正压过滤除菌。用&’())无血清培

养基将给药组大鼠血清和对照组大鼠血清分别配成含

血清NGDI及5DI的含药鼠血清培养基和对照鼠血清

培养基，O?)M保存备用。

?G8 成骨细胞培养 在无菌条件下取5月龄健

康日本大耳白兔肋骨，除去骨膜、肋软骨以及周围软组

织，按文献〔J，?〕所述方法进行组织块法原代培养。即将

肋骨剪成5,,P5,,P5,,大小，置于无菌的培养

瓶中，均匀铺开，骨块间隔)GD$,，将培养瓶翻转，加入

8GD,2含5)I小 牛 血 清 的 &.E. 培 养 基（ 内 含

5))Q／,2青霉素、)G5,+／,2链霉素），JL后轻轻将培

养瓶翻转。每8"J天全量换培养基一次，至细胞长成

单层后用)G58DI胰蛋白酶消化传代，用第8代细胞

做实验。培养的细胞经碱性磷酸酶染色、R%A3S%<<-T<
染色呈阳性反应，同时在形态学上符合成骨细胞生长

特点。

?GJ 成骨细胞增殖检测 参照文献〔D〕方法，将第

8代细胞消化后用台盼蓝染色，镜检活细胞!(DI。

计数 后 分 别 加 入(4孔 板 中，每 孔8))!2，细 胞 数 为

5GN4P5)D／孔。培养8?L，观察细胞贴壁后，换成含不

同浓度含药大鼠血清及对照大鼠血清的&’())培养

基，另设&’())无血清培养基和含8)!,%2／U氟化钠

&’())无血清培养基分别作正常对照和阳性对照，每

组5)个平行孔。培养8?L，培养结束前?L向每孔内

加入D,+／,2.//8)!2，培养结束后，弃去培养孔内培

养基，每孔加入二甲基亚砜5D)!2振荡，待蓝色结晶完

全溶解后，用酶标仪（波长?()A,）测定各孔吸光度

（>）。

?G? 成骨细胞培养基中生化物质测定 将第8
代细胞消化、计数后，分别加入8?孔板中，每孔细胞数

为8GDP5)D个。培养8?L，观察细胞贴壁后同上分组

和处理，每组’个平行孔。分别培养8?L后用全自动

生化分析仪测定培养基中的碱性磷酸酶（>U=）和钙

（6-8V）浓度。每组的培养基各取J份测定6-8V浓度，

取其均值作为原浓度，原浓度减培养成骨细胞8?L后

的浓度得消耗的6-8V量。

D 统计学方法 采用组间!检验。

结 果

5 成骨细胞增殖检测 见表5。NGDI和5DI含

药鼠血清组吸光度分别显著高于NGDI和5DI鼠血清

组，并显著高于&’())组和&’())加 W-X组（""
)G)5）。

表! 成骨细胞增殖检测 （##Y$）

组别 % 吸光度（>）

&’()) 5) )G))D8Y)G))(8
&’())加W-X（8)!,%2／U） 5) )G)85(Y)G)584$$

&’())加NGDI鼠血清 5) )G)?)DY)G)548$$%

&’())加5DI鼠血清 5) )G88?5Y)G)84D$$%%

&’())加NGDI含药血清 5) )G5JD)Y)G)4N?$$%%&&

&’())加5DI含药血清 5) )GJ)4DY)G)J)N$$%%&&

注：与&’())组比较，$"")G)D，$$"")G)5；与&’())加W-X组

比较，%"")G)D，%%"")G)5；与&’())加相同浓度鼠血清组比较，

&"")G)D，&&"")G)5；下表同

8 成骨细胞培养基中生化物质的测定 见表8。

培养基中生化物质测定结果显示，含药鼠血清组与相

同浓度不含药鼠血清组比较，6-8V消耗量明显增加，

差异有显著性（"")G)D）；>U=浓度明显升高，其中

NGDI含药鼠血清组差异尤其显著（"")G)5），5DI含

药鼠血清组与5DI鼠血清组比较，>U=浓度有升高趋
表" 成骨细胞培养基中生化物质的测定 （##Y$）

组别 %
6-8V（,,%2／U）

原浓度 培养8?L后浓度 消耗量
>U=（Q／U）

&’()) ’ 5G)DY)G)8 )G’)Y)G)4 )G8DY)G)4 5GN4Y)GN8
&’())加W-X（8)!,%2／U） ’ 5G)DY)G)) )G4)Y)G)( )G?NY)G5)$$ 8G4?Y)G?N$

&’())加NGDI鼠血清 ’ 5GJDY)G)5 )G’5Y)G5? )GD?Y)G5?$$ JG8’Y5G8($

&’())加5DI鼠血清 ’ 5G4)Y)G)J )GN’Y)G5J )G’8Y)G5J$$%% 58G?(Y5G8J$$%%

&’())加NGDI含药血清 ’ 5G?5Y)G)J )GN?Y)G5) )G4’Y)G5)$$%%& 5?G(5Y4G?J$$%%&&

&’())加5DI含药血清 ’ 5G’DY)G)8 )G(5Y)G)( )G(?Y)G)($$%%& 5DG5’YJGD)$$%%
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势，但差异无显著性（!!!"!#）。

讨 论

从细胞水平和分子水平验证并揭示中药及其复方

制剂的作用及作用基础，是推动中药现代化的一种不

可或缺的重要手段。离体细胞培养是从细胞水平研究

药物作用机制较为理想的体外模型〔$〕。但是，由于中

药制剂本身的理化性质等不确定因素对实验结果的干

扰，同时还由于中药制剂并不能完全代表其在体内真

正产生药效的成分，如将中药制剂直接用于细胞培养

极易产生假阴性或假阳性的结果。因此，血清药理学

的提出与应用〔%，&〕不仅克服了上述中药制剂用于体外

实验的弊端，并且其结果与在体实验有较好的一致性。

它不但反映中药可被机体吸收利用的成分及其代谢物

的药理效应，而且还能表达可能由药物诱导机体内源

性成分所产生的作用。采用给药老龄大鼠血清做试

验，以求能更好地反映骨松宝的药效特征。

’(的组织学机制主要是由于骨重建负平衡所

致，其细胞学机制可能是成骨细胞增殖受抑制。成骨

细胞 的 作 用 是 促 进 骨 的 矿 化，提 高 骨 对 钙 的 利 用。

)**比色试验是一种检测细胞存活和生长的方法，并

能反映细胞+,-合成的状态〔#〕。)**是一种能接受

氢原子的染料，活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶能使

外源性)**还原成为难溶性的紫色结晶物并能沉积

在细胞中，而死细胞无此功能，二甲基亚砜能溶解细胞

中的紫色结晶物，用酶联免疫检测仪在./!01处测定

其吸光度，可间接反映细胞数量，在一定范围内，)**
结晶物形成的量与细胞数成正比，与细胞内+,-的

合成呈正相关，其特点是灵敏度高，重复性好，与其他

检测细胞活性的方法（如细胞计数法，软琼脂克隆形成

试验和234*56掺入试验等）有良好的相关性。-7(
为成骨细胞所分泌，-7(水平提高反映成骨细胞增殖

活跃，成骨细胞可促进89:;在基质中的沉积，这一功

能与细胞的-7(活性密切相关。实验结果显示，含药

大鼠血清组与各对照组相比，成骨细胞增殖、-7(含

量和89:;消耗量均明显增加，可见骨松宝被大鼠吸收

后，可促进成骨细胞增殖并增加对89:;的利用，这对

’(的骨重建和对89:;的利用具有积极的意义，为骨

松宝治疗’(症提供了细胞学方面的实验依据。

加有鼠血清的培养基其89:;浓度高于无鼠血清的

培养基，应为鼠血清所携之89:;所致，含药鼠血清培养

基的89:;浓度又高于不含药鼠血清，表明老龄大鼠连

续2天灌胃骨松宝的末次给药后<=，其血清中的89:;

浓度有明显升高，应为骨松宝中的牡蛎补充了钙源，方

中其他中药则促进了钙的吸收所致。’(患者对钙的吸

收能力比同龄健康人群显著降低〔/〕，骨松宝增加了机体

对钙的吸收，无疑有助于’(的防治。中医学认为淫羊

藿、续断、川芎、生地、牡蛎均有坚（壮、强）筋骨之功〔<!〕。

现有大量报道证实方中的主药淫羊藿具有明显的抗

’(、促 进 骨 髓 细 胞+,-合 成、促 进 骨 骼 生 长 等 作

用〔<<><2〕。实验结果表明，大鼠灌胃骨松宝后能促进消

化道对钙的吸收，其血清能促进成骨细胞的+,-合成、

增殖和对钙的利用，与现代诸多相关报道相一致。

实验结果还显示培养基中的89:;浓度与成骨细

胞的增殖及89:;消耗均呈正相关，推测骨松宝增加机

体对89:;的吸收是其促进成骨细胞增殖和抗’(的

一种机制。
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