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补肾活血方对大鼠成骨细胞增殖、分化及矿化的影响
臧洪敏1 陈君长I 刘亦恒1 刘润侠2 王坤正1

摘要 目的观察中药补肾活血方对体外培养sD大鼠成骨细胞增殖、分化及矿化的影响。方法 取

新生的sD大鼠的颅骨，胶原酶法培养成骨细胞。应用MTT法，对硝基苯磷酸盐法(PNPp)及茜素红染色方

法观察不同浓度补肾活血方对体外培养成骨细胞在24、48、72h不同时段的增殖、碱性磷酸酶(ALP)活性厦

矿化鲒节形成的影响。结果 不同浓度的补肾活血方均可促进成骨细胞增殖率提高，以中、高浓度纽的作用

较为明显(P<0．01)；不同浓度补肾活血方可使ALP活性增强(_P<0．01)；中、高浓度蛆补肾活血方矿化结

节数量，显著多于对照组(P<O．01)。，结论 补肾活血方具有促进成骨细胞的增殖、分化及矿化的作用。
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Abstract objective To obsen，e the effecls of Bushen Huoxue Recjpe(BHR)on cell pr。liferati。n，differ—

enLiation，maturation and mineralization in os【eoblasts of rats cultured in ui￡ro．Methods OsteobIasts from cra—

nium of newborn S【)mts were cuhured by collagcnase meLhod MTT，PNPP and ARS were used to observe th

I)r。iiferation，activlty。f alka“ne phosphatase(ALP)a11d the formation 0f mineraI node of cuIturcd osteobIast8

effected by different c()nccntration8 of BHR at different time pojn拈(24，48，72 hrs aner medjcation)．ResHJts

DifferenL concentrations of BHR could enhance the cclI proliferation rate and ALP activitv，the cffects of BHR in

high and rnoderaLc concentration were more signmcant in enhancing the ccU pmliferation rate(P<0．01) And

the nunlber of milleraI node of cuItured oste。bIas幅treated by high and moderate conccntration BHR was much

more than that of the untreaLed osteoblasts(P<0．01)．concI岫ion BHR could promote the pr01iferation，dif—

ferentiation．and minerallzation of the ostec)bIast8．

Key words Bushcn Huoxue Recipe；ceU culLure；∞teoblaSts

骨质疏松症(osteopomsis，oP)是绝经后女性和老

年人的常见病。补肾活血方作为较为有效治疗该病的

中药方之一在l临床应用收到了良好的效果，为了进一

步阐明此药的作用机制，对体外培养的新生SD大鼠

成骨细胞进行干预，从细胞水平观察补肾活血方对成

骨细胞增殖、分化和矿化的影响，现报告如下。

材料和方法

1 动物选用出生24 h内的sD雄性大鼠2

只，体重不限，由西安交通大学医学院实验动物中心提

供。

作者单位：1西安交通大学第一医院骨科(西安710004)；2西安

交通大学第二医院中医科

通讯作者：臧洪敏，1 eI：13119130749，E．malJ：zhml97@163 c。m

2 试剂及仪器胎牛血清(杭州四季青公司产

品)，DMEM培养基(美国Gib∞公司产品)，RPMI

1640培养液(美同Gibc。公司产品)，胰酶及四甲基偶

氮唑盐(MTT试剂)和I型腔原酶(均为Sign·a公司产

品)，碱性磷酸酶(ALP)试剂盒(北京中生公司提供)。

倒置显微镜(01ympus公司)，c02培养箱、细胞培

养板(美同ciboo公司产品)，723型分光光度计、

ELx808酶标仪(美国B讧，J'ek公司产品)。

3药物补肾活血方由熟地12 g生黄芪30 g

白芍9 g苍术9 g黄柏15 g肉苁蓉12 g薏苡f

30 g当归12 g秦艽9 g牛膝i5 g甘草6 g三

七6 R等组成(由西安交通大学第二医院中医科刘润

侠主任医师提供并鉴定，中药房煎制)。各组方药物充

分混合后，以20倍蒸馏水浸泡、煎煮2次，每次2 h，过

滤合并水提液，离心上清液浓缩；用75％乙醇沉淀3
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次，过滤回收乙醇；制成含生药29／ml的药液，调pH

至7．0；加活性碳脱色3次；精滤药液，用RPMI 1640

培养液稀释为2 g／L的贮备液，高压灭菌。根据实验

要求以含10％胎牛血清的1640培养液分别配成浓度

为20 mg／L(低浓度组)、40 mg／L(中浓度组)、80 mg／

L(高浓度组)的供试液及浓度为0(双蒸馏水对照

组)，4℃保存，备用。

4 方法

4 1 成骨细胞的分离与培养参照文献“o的方

法，取出生24 h内的sD大鼠2只(性别、体重不限，由

西安交通大学医学院实验动物中心提供)的颅骨，彻底

剥离骨膜等软组织，置入含DMEM培养液的培养皿

中修剪成l mm×1 mm×1 mm的骨片。加入0．1％

I型胶原酶在37℃环境下振荡消化50 min，再加入等

体积的胎牛血清终止消化。收集消化液，在4℃，

1 000 r／min条件卜^离心10 min使细胞沉淀。沉淀细

胞放置于含15％胎牛血清I]MEM培养基和PEsT(青

霉素100 u／ml，链霉素100旭／m1)的培养皿内。并以

约(2～5)×104／cm2的密度接种于培养瓶中，放人

37℃，5％a巩培养箱内培养。每2～3天换液一次。

待细胞长满后进行传代，使用第3代细胞进行实验。

倒置显微镜下观察细胞生长情况并行AI。P染色(见图

1、2)。

4 2 细胞增殖功能测定 成骨细胞以每孔6×

103个细胞的密度接种于6孔培养板中，每孔加入含

15％胎牛血清的培养基，在37℃5％c0，条件下培养。

24h后分别换人不同浓度补肾活血方的DMEM培养

基继续培养24．48、72 h。采』|1 MTT法”’，于570 nm

波长测光吸收值(A值)，在酶标仪上进行测试。

4 3 细胞分化功能测定(ALP活性测定) 成

骨细胞接种密度条件同上，加不同浓度补肾活II【L方的

DMEM培养基培养48、72、96h后，细胞经0．1％T ri一

￡on x—loo溶解液破碎制成细胞悬液，以对硝基酚磷酸

盐(p—nitmphenylpicolinate，PNPP)作底物，用分光光度

计测定各组细胞溶液中的ALP活性(条件为pH

10．5，37℃条件下，波长为405 nm)，再用考乌斯亮蓝

法”1测定蛋白质含量(mg几)，ALP活性以ku飞．pro

表示。

4．4细胞矿化功能测定以每孔1×104个将

细胞加入24孔培养板，加入含15％胎牛血清的培养

基培养。24 h后换入含50 pg／m1维生素c，1 mm01的

L．B甘、抽磷酸钠的不同浓度补肾活血方培养基。2天

换液1次。培养14天后用95％乙醇固定10 min，

0．1％茜素红溶液染色30min。以橘红色结节边界清

图1 倒置显微镜下成骨细胞

图2成骨细胞(ALP染色，×4001

晰，直径>200“m为矿化结节的计数标准”1。在低倍

镜下对各孔作矿化结节计数(矿化结节结数偎野)。
本实验采j=Ij双盲法。

4 5 统计学方法用SPss 10．0软件进行处

理，数据用孟±s表示，组问比较采用f检验。

结 果

l 不同浓度补肾活血方对成骨细胞增殖的影响

见表1。在24 h、48 h、72 h时中浓度组、高浓度组的A

值明显高于对照组(P<0．01)。低浓度组的A值在

72h时明显高于对照绀(P<0．05)，在24h、48h时与

对照组比较差异无显著性(P>0．05)。

表1 不问浓度补肾活血方对成骨细胞增殖的影响 (A，j±s)

注：勺对照组比较．4P<0 05，+t<0．0l

2 不同浓度补肾活血方对ALP活性的影响

见表2。中、高浓度组在48 h、72 h、96 h时及低浓度

组在72 h、96 h时AI。P活性水平高于对照组(P<

0．01)。低浓度组在48 h时ALP活性水平与对照组
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差异无显著性(P>0．05)。
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表2 不同浓度补肾活血力对ALP括性的影响(f±s)

注：0对照组比较，。甲<0 01

3 不同浓度补肾活血方对矿化结节数的影响

见表3。中、高浓度组矿化结节数量(矿化结节结数／

视野)明显高于对照组(P<0．01)。而低浓度组矿化

结节数与对照组比较差异无显著性(P>O．05)。

表3 不同浓度补肾活血方对矿化结节数的影响 (j+s)

注：与对，昭组比较，”P<0 0

骨质疏松疗是指单位体积骨量减少伴有骨强度的

降低，主要与骨吸收和骨形成的动态平衡破坏有关。

而骨形成和吸收主要由成骨细胞和破骨细胞来完成。

骨细胞分泌骨基质(胶原和蛋白)，并参与骨基质及骨

钙的代谢，是骨形成、生长和发育主要的功能细胞。所

以，促进成骨细胞的增殖在骨质疏松症防治中有重要

意义。

实验结果显示，不同浓度的补肾活血方均可促进

成骨细胞增殖率提高，而且使AI。P活性增强，提示补

肾活血方能促进成骨细胞分化。补肾活血方中、高浓

度组矿化结节数量显著增高，提示其具有促进成骨细

咆矿化结节形成的作JH。碱性磷酸酶(ALP)是成骨细

胞所分泌的一种酶蛋白，ALP活性的高表达是成骨细

胞分化的特异性标忐“’“，足最常见评价骨形成的指

标。成骨细胞是促进骨矿化的丰要细胞，矿化是细胞

进一步分化成熟的功能表现”o，为骨形成的敏感标志。

矿化结节形成代表了成骨细胞分化成熟，足成骨功能

的形态表现。实验结果表明补肾活血方小仅有刺激成

骨细胞增殖作用，埘ALP活性和矿化结节形成也有较

好刺激作用。说明在促进细胞增殖的同时，【乜能促进

细胞进一步分化成熟，因而町提高成骨细胞骨形成的

功能。

实验根据“肾主骨”、“肝肾同源”选用补肾活血方。

方中熟地为补血要药，可补血活『|i【。黄芪昧甘，性温，

可补气升阳。王拥军o3等还发现黄芪中的多糖在体外

对成骨细胞的增殖与分化也可能发挥着双向调节作

用。现代药理学研究证实⋯，黄芪与当归有调节体液

及细胞免疫作用。专归有行气活血，改善微循环作用，

增强细胞对缺氧的耐受能力。牛膝可补血行血。肉苁

蓉可补肾阳，益精血。薏苡仁、牛膝、黄柏、苍术可祛湿

除痹。全方以活血祛瘀为主，又兼补益肝肾，是临床上

有敛治疗骨质疏松症的一种传统中药方。

实验在细胞水平观察了补肾活血方对成骨细胞的

卣接作用，说明其治疗骨质疏松的作用机制与其促进

成骨细胞的增殖、分化及矿化的作用有关，为补肾活血

方临床应用提供了理论和实验依据。’
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