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补肾宁心方对小鼠成骨细胞的增殖和抗凋亡作用

王玉东 李大金 朱 影

摘要 目的 探讨补肾宁心方促进成骨细胞增殖和抗凋亡作用。方法 建立<=><／:小鼠绝经后骨质
疏松模型，给予中药补肾宁心方浓缩液（简称中药组）灌服&)周，灌服雌激素为阳性对照组（简称1)组），灌
服生理盐水为阴性对照组（简称对照组）。&)周末处死各组动物取颅骨，以植块法培养成骨细胞，?**法测
其增殖能力；取股骨，以透射电镜观察其细胞器的变化；取药物血清体外观察其抗成骨细胞凋亡作用。结果

中药组和1)组细胞器丰富，高尔基体发达，胶原纤维致密；中药组比对照组来源的成骨细胞具有更强的增殖
能力（!!$@$A）；&$B")$B的中药药物血清在体外能有效抑制成骨细胞的凋亡。结论 中药补肾宁心方
具有促成骨细胞增殖和抗凋亡作用。
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最近国际妇女健康协会（CKG）的研究项目得出
令人吃惊的结果：大样本的流行病学研究证明激素替

代治疗（8"U3";+U+T,4:+3+;OO8+U4T[，K_*）增加了受
试妇女心血管疾患、中风、子宫内膜癌及乳腺癌的发病

率〔&〕。目前应用的其他经典抗骨质疏松药物，如降钙

素、二磷酸盐等多为抑制破骨细胞（"7O+":,47O，\Z）活
性的药物，缺乏刺激成骨细胞（"7O+"Y,47O，\<）活性或
既刺激成骨又抑制破骨的药物。因此，在深入研究和

发掘化学合成药物的同时，更应注重天然植物化合物

的开发研究〔)〕。本研究通过观察中药复方补肾宁心方

对\<增殖和抗凋亡作用，以探讨该方治疗绝经后骨
质疏松的作用机制。

材料与方法

& 主要药品及试剂 补肾宁心方（由仙灵脾、补
骨脂、菟丝子、枸杞子、生地、酸枣仁、知母、黄柏、泽泻、

石菖蒲、甘草组成，制成浓缩液，每毫升含生药)F，上
海顺天堂国药店提供）。&/#2雌二醇（&/#2+7OU465",，
R5F34产品）：配成浓度为&‘&$-A3",／>的液体。十
二烷基硫酸钠（RHR，R+UN4产品），新生胎牛血清（DG<2
Z\>产品），四甲基偶氮唑盐（?**）、胰蛋白酶、胶原
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酶、!"!培养基、#$%&%’()#（鬼臼乙叉甙）均为*(+,-
产品。碱性磷酸酶（./0）染色试剂盒、台盼蓝为

*.12产品。

3 实验方法

345 动物实验及分组 6!7月龄1./1／8小鼠
（中国科学院动物中心提供，合格证号99:）用5,+／,;
氯胺酮腹腔注射麻醉（599,+／<+），从背部切除双侧卵
巢，随机分为:组（每组59只），=天后分别灌服5=">
雌二醇（"3组）、补肾宁心方浓缩液（中药组）和生理盐
水（对照组）。同时设假手术组（手术过程相同，但不切

除卵巢）。灌药6周时，各组同时随机取3只小鼠的腰
椎和股骨，以病理形态学确定骨质疏松模型的建立，排

除手术的影响；:个月后，颈椎脱臼法处死小鼠，心脏
取血得血清，存于?39@待用；取头盖骨置01*中作
细胞培养用。

343 透射电镜观察 每组取3只动物的右股骨，

34AB戊二醛（C／C）固定并脱钙后，送交复旦大学上海
医学院电镜室，行常规超薄切片、电镜观察。

34: 培养成骨细胞和增殖能力分析 采用植块
法，参照文献〔:，D〕方法分离和培养成骨细胞：在01*
中，迅速将头盖骨去除骨膜、血管及结缔组织，01*洗
涤3!:次。将骨组织剪碎为5,,E5,,大小，01*
进一步冲洗至骨片发白后浸入 !"!（含39BF1*，

599GH／,;青霉素和599#+／,;链霉素，&I=43）中，均
匀接种于3A8,32%’$-J培养瓶，翻转培养瓶，在AB
2K3，:=@孵育箱培养LM后，正转培养瓶，静置培养53
天后换液，每周3次，:周后用943AB胰蛋白酶消化，
原瓶内接种（此为传一代细胞）。继续培养5周左右再
用胰蛋白酶消化、计数，接种于玻片，./0法鉴定成骨
细胞，接种于7L孔板后，!NN法分别测定培养5、A天
的样本，在分光光度计A=9O,处测KP值（KP值在已
描绘的线性范围内，排除细胞死亡或污染孔）。

34D 成骨细胞培养和抗凋亡测定 采用酶解法，
取新生:!A天1./1／8小鼠的颅骨，按文献〔D〕方法培
养并鉴定。传一代成骨细胞用 !"! 培养液（含

94ABF1*）培养3M后，先给予不同浓度的药物血清
（同浓度的空白血清做对照）培养5M，再加#$%&%’()#，
使其终浓度为A9#,%;／/，处理LM，943AB的胰蛋白酶
消化，重悬于含血清的!"!中，699J／,(O离心L,(O，
弃上清，于细胞沉淀中加949DB的台盼蓝（01*稀
释），A,(O内用计数板计数细胞质、核均染色的凋亡细
胞。随机选取:个视野，每视野至少计数399!D99个
细胞以计算百分比〔A〕。#$%&%’()#致凋亡的计算公式如
下：（BP2#Q’?BP2R）／（BP2#?BP2R）。P2为死

亡细胞；#：#$%&%’()#；’：含激素／血清的培养液；R：含乙
醇（同浓度的空白血清）的培养液。

: 统计学方法 将数据输入*0**5549进行!
检验（成骨细胞生长至汇合时的细胞数及其增殖能力）

和方差分析（药物血清抗成骨细胞凋亡）。

结 果

5 补肾宁心方抑制K1凋亡的作用 补肾宁心
方的药物血清在59B!39B（"!949A或"!9495）
浓度范围内有明显的抗K1凋亡作用（见图5）。

3 补肾宁心方对成骨细胞增殖能力的影响 颅
骨来源的K1于培养第3天（图3.）和第A天（图31）
后，./0显色鉴定（A9E），纯度在79B以上。中药组
细胞自骨片爬出的时间为A!=天，传一代成骨细胞生
长至汇合时的细胞数增加，细胞的增殖能力较强；"3
组与对照组细胞自骨片爬出的时间均为L!7天，汇合
时的细胞数目和增殖能力无明显差异（见表5，注：同
批处理的:个样本因污染放弃）。
表! 一代成骨细胞生长至汇合时的细胞数

及增殖能力 （"#S$）

组别 % 细胞数（E59D／瓶） KP值
对照 = A34D:S5547D 3453S945D
中药 = =94D:S5=4D=# 34:AS9456#

"3 = L9499S5L4A3 3457S945:

注：与对照组比较，#"!949A

: 补肾宁心方对细胞器的影响 透射电镜下
（699E）：中药组（图:1）与"3组（图:2）都显示K1的
细胞质内含丰富的线粒体及大量分泌小泡，粗面内质

网扩张，核膜清晰，核质均匀，无糖原颗粒堆积，未见残

体；而对照组（图:.）胶原纤维排列紊乱，线粒体、高尔
基体等细胞器明显减少，可见残体。

讨 论

K1能产生护骨素（%’$#%&J%$#+#J(O，K0T），通过
结合UF>$1受体激动子的配体（J#8#&$%J-8$(R-$%J%V
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!"#!$%&’()*，+,!-.），阻断后者与!"#!$受体激
动子（/010234/(13&5(34/46!"#!$，+,!-）的结合，从
而有效地抑制+,!-.#+,!-介导的78分化成熟，
实现对78功能的抑制，以及调控骨量的作用。许多
调控78分化的信号都是间接地控制成骨细胞+,!#
-.或其79:产物来实现的〔;〕。因此，在7$与78平
衡失调致骨质疏松过程中，7$起着更为重要的作用。
原代培养的7$增殖较慢，细胞得率低，实验周期较
长，使其应用受到限制。但由于原代培养的7$离体
时间短，损伤少，形态与功能更接近正常生理情况，更

能反映活体骨组织的生理状态，这是其他方法无法比

拟的。本研究通过体内用药，体外观察药物对7$增
殖及其细胞器的影响，以及药物血清体外抗7$凋亡
作用，以了解补肾宁心方治疗绝经后骨质疏松的作用

机制。

在相差倒置显微镜下，可见中药组比阴性对照组

来源的7$较早爬出骨片，生长至融合所需要的时间
较短。<==是线粒体脱氢酶的反应底物，接受呼吸链
的电子还原为不溶于水的蓝紫色甲 ，其生成量与细

胞数目呈线性正相关，一定条件下<==检测能准确、
灵敏地反映对数生长期细胞的增殖情况。提示补肾宁

心方可使7$保持较高的增殖能力。对照组细胞体积
大，胞体较薄，胞浆内黑色颗粒增多，并见空泡；透射电

镜显示中药组7$的线粒体、高尔基体和内质网等细
胞器丰富，糖原堆积少，细胞周围可见胶原纤维排列。

提示中药组7$代谢较快，有较高的合成纤维功能，并
对糖原利用较多。03424>&*0又名鬼臼乙叉甙，原用于
抗肿瘤治疗，是促细胞凋亡药物。我们用灌服中药后

的小鼠血清（药物血清），体外观察到有明显的抗0#
3424>&*0诱导凋亡的作用，其有效的药物血清浓度是

?@A"B@A，而中药的浓缩液无体外抗凋亡的作用（结
果略）。说明该复方的药物血清活性成分不是药物的

原有有效成分，而是药物作用于机体后产生的内生性

有效成分。另外，虽然雌激素能有效地抑制7$的凋
亡，但未见促7$增殖的作用。
目前美国已经将雌激素列为致癌药物。我们的结

果也证实，雌激素虽能有效地预防绝经后骨密度的降

低，但同时也明显地促进子宫增生；补肾宁心方能改善

骨密度和骨的形态变化，而对子宫无或仅有轻微的增

生作用（未发表资料）。以往的结果证实，补肾中药对

雌激素水平无影响，却能提高脾脏中雌激素受体

（C+#）的表达〔D〕。那么中药作用于机体后产生的内生
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性有效成分是否通过!"作用于#$，以及对!"亚型
（!和"）的表达有无优势调节作用，!"又是如何通过

#$胞内的调控机制发挥作用，是绝经后骨质疏松研
究中亟待解决的问题〔%〕。
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第五次全国中西医结合中青年学术研讨会征文通知

培养和造就中医、中西医结合科技人才，促进优秀青年科技人员成长是关系到我国中西医结合事业长远发展

的重大战略任务。为此中国中西医结合学会青年工作委员会定于=>>S年@月中旬在贵阳举办第五次全国中西
医结合中青年学术研讨会暨青年工作委员会工作会议，会议将安排特邀报告、大会报告和专题讨论，并进行优秀

论文评奖。现将会议征文有关事宜通知如下：

& 征文内容 （&）中西医结合理论研究；（=）中西医结合临床研究及进展；（B）中西医结合基础及实验研究；
（S）中西医结合临床、基础研究思路与方法；（C）中药新药研究与开发；（D）其他与中西医结合相关内容；（@）全国中
西医结合临床与药学研究学术研讨会征文仍然有效，并继续征文。

= 征文要求 （&）来稿请寄全文（B>>>字以内）和摘要（%>>#&>>>字）各&份。摘要应包括“目的、方法、结
果、结论”S部分，如属于综述、总结报告、理论探讨等方面的文章，其摘要应将主要内容表达清楚。无摘要的论文
恕不受理。（=）来稿请打印，并附软盘。如手抄，须字迹工整。稿件须加盖单位公章。并请自留底稿，会议征文不
退稿。（B）来稿务必请注明作者姓名、单位、邮政编码，如属国家或省部级课题者请注明。（S）来稿请寄：北京市海
淀区西苑医院宋军收，邮政编码：&>>>?&，信封请注明“中青年学术会议征文”；也可发送电子邮件；!;7(+9：\N,;
-6,4%D$-62N0:67

B 截稿日期 =>>S年C月B>日（以邮戳为准）。
本次会议可授予国家级继续教育学分，会议具体时间及地点另行通知。
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