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健骨颗粒含药血清对大鼠成骨细胞G。期

调节蛋白的影响
吴银生1 林燕萍1 卢天祥1 林 煜‘ 黄云梅2 黄美雅2

摘要 目的探讨健骨颗粒含药血清对成骨细胞G，期调节蛋白的影响。方法采用酶消化法培养SD

大鼠成骨细胞，健骨颗粒含药血清干预，以生理盐水大鼠血清为对照，运用流式细胞术检测成骨细胞增殖

周期，免疫细胞化学法、RT．PCR法检测成骨细胞G。期调节蛋白细胞周期蛋白(Cyclin)DI、CDK4、P2l表达。

结果20％健骨颗粒含药血清能推进成骨细胞增殖周期进程，促进其增殖；成骨细胞核中存在Cyclin DI、

CDK4、P21等蛋白表达；与生理盐水血清比较，健骨颗粒含药血清干预24、48、72 h均能提高成骨细胞Cyclin

D1、CDK4蛋白及mRNA表达(P<0．05或P<0．01)，而降低P21表达(P<0．05，P<0．01)。结论 健骨颗

粒含药血清能从mRNA及蛋白层面上提高体外培养成骨细胞Cyclin DI、CDK4表达，抑制负性调节因子p21

的表达，调节G。期调节蛋白，促进成骨细胞增殖。

关键词 成骨细胞；细胞周期蛋白D1；细胞周期蛋白质依赖激酶；癌基因蛋白P21；健骨颗粒
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ABSTRACT Objective To investigate the effects of Jiangu granule containing serum(JGG-serum)on the

cyclins in rat’S osteoblast at G，phase．Methods Osteoblasts isolated by enzymatic digestion from SD rats were

cultured and intervened with JGG-serum or normal saline(as controI)respectively．Cell generation cycle was de-

tected by flow c”ometw，and expressions of Cyclin D1，cyclin-dependent kinase 4(CDK4)，oncogene protein

(P21)in the osteoblast were detected dynamically using immuno—cytochemical and RT·PCR technique．

Results As compared with the control，the cell generation cycle and cell proliferation were proceeding quicker in

the JGG-serum(20％)intervention group；with higher protein and mRNA expressions of Cyclin D1 and CDK4，

as welI as much Iowered expressions of P21 in nuclei of osteoblast detected at alI time points(24 h。48 h and 72

h after treatment．P<0．05 or P<0．01)．ConclusiOil JGG-serum can adjust the G 1 phase cyclins in osteoblast

cultured／n vitro，increase the mRNA and protein expressions of Cyclin D1 and CDK4，and inhibit P21 expres—

sion，SO as to accelerate the proliferation of osteoblast．

KEYWORDS osteoblast；cyclin D1；cyclin-dependent kinase；oncogene protein P21；Jiangu Granule

绝经后雌激素水平降低改变成骨细胞、破骨细胞

的功能、数量及寿命，从而影响骨形成、骨吸收耦联进

而导致绝经后骨质疏松症的形成已得到证实⋯。成

骨细胞的数量与细胞的增殖关系密切，细胞增殖周期
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的进程主要受到周期调节蛋白——细胞周期素(eye—

lin)、细胞周期蛋白依赖激酶(cyclin dependent kinase，

CDK)和细胞周期蛋白依赖激酶抑制因子(cyclin de-

pendent kinase inhibitor，CKI)的调控，其中以对Gl期

和G．／S期检查点的调控最为重要H’。前期实验研究

证实，补肾健脾中药健骨颗粒能提高大鼠E：水平，

增加骨组织中成骨细胞数量，增加骨形成，有效防治

实验性绝经后骨质疏松症¨’4)。为进一步阐明健骨颗

粒防治绝经后骨质疏松症的作用机制，本实验拟从细

胞周期素的角度探讨健骨颗粒含药血清对成骨细胞

G．期调节蛋白Cyclin D1、CDK4、P2l的影响，为补肾

健脾法治疗绝经后骨质疏松症提供理论依据。
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材料与方法

1 动物 新生sD大鼠2只(由福建医科大学动

物房提供)；3月龄清洁级雄性sD大鼠20只(由上海

斯莱克实验动物有限责任公司提供)。

2药物 健骨颗粒由煅狗骨、淫羊藿、山茱萸、党

参、山药等组成，原药材统一由福建省医药公司提供，

福建中医药研究院中试车间加工制备，经浸泡煎煮、

过滤浓缩、喷雾干燥、整粒分装制成颗粒冲剂，每克含

原生药2．9 g。

3试剂及仪器0．25％胰蛋白酶、I型胶原酶、

低糖DMEM培养基、小牛血清、青／链霉素(新西兰

Hyclone公司产品)；即用型兔抗大鼠Cyelin D1多克隆

抗体、CDK4多克隆抗体、小鼠抗大鼠P21多克隆抗体

(SANTA CRUZ公司产品)；SABC试剂盒(武汉博士德

生物技术有限公司)；DAB显色试剂盒(福州迈新生物

技术有限公司)；CycleTESTTM Plus DNA Reagent Kit

(美国Becton Dickinson公司)；噻唑蓝(MTT，Sigma公

司)；反转录试剂盒、TRIZOL(MBI Fermentas公司)；

PCR引物(上海生工生物技术有限公司)。二氧化碳

恒温培养箱(BBl6／BB5060型，德国Heraus公司)；

AIR TECH无菌操作台(苏净集团安泰公司)；Olympus

倒置相差显微镜(日本TKO光学仪器株式会社)；

Du650紫外分光光度计(美国Beckman公司)；

9600DNA扩增仪(美国PE生物系统公司)；WD-9403e

紫外透射分析仪、三恒多用电泳仪(北京六一仪器

厂)；FACSCalibur流式细胞仪(美国Becton Dickinson

公司)。

4方法
。

4．1 含药血清制备 取3月龄SD大鼠20只，

随机分为中药组和对照组，每组各10只，中药组给予

健骨颗粒2 g／(kg·d)，以生理盐水2 mL溶解灌胃，

对照组予生理盐水2 mL／d灌胃，连续灌胃7天，于最

后1次灌胃后l h腹主动脉无菌取血，常温下静置lh，

3 000 r／min离心10 min后取同组血清混合，再离心1

次，56℃灭活30 min，过滤除菌，一20℃保存备用。

4．2成骨细胞培养、纯化与鉴定 取新生SD大

鼠2只，采用酶消化法分离收集颅骨成骨细胞进行传

代培养，差速贴壁法进行纯化，以重氮盐法碱性磷酸

酶染色、钙化结节茜素红染色及形态学观察鉴定培养

的细胞为成骨细胞。

4．3 健骨颗粒含药血清对成骨细胞增殖的影响

取第3代细胞以2×103／tL接种于96孔板中，分别加

入含5％、10％、15％、20％、25％、30％健骨颗粒含药

血清或生理盐水血清的DMEM培养基，每个浓度设6

孔，干预72 h后MTT法检测比较不同浓度含药血清

和生理盐水血清对细胞增殖的影响，并得出最佳含药

血清浓度。

4．4成骨细胞分组、干预 取第3代细胞以1×

105／mL传代接种于培养皿(用于流式细胞术和RT—

PCR检测)或细胞爬片(用于免疫细胞化学检测)，分

为中药组和对照组，分别加入含最佳浓度健骨颗粒含

药血清的DMEM培养基和相应浓度生理盐水血清培

养基，培养24、48、72 h后收集细胞检测。

4．5 流式细胞术检测 按试剂说明书提供的实

验步骤，上流式细胞仪检测，ModFit软件分析DNA

数据，读取G。／G．期、S期、G：／M期细胞数，计算细胞

增殖指数(Proliferation Index，PI)。

4．6免疫细胞化学法检测 采用免疫细胞化学

SABC法，DAB染色检测Cyclin D1、CDK4、P21蛋白的

表达(具体步骤根据试剂说明书)，以PBS液代替一

抗作为阴性对照。结果判断标准：显微镜下观察，以

细胞核内出现明确的棕黄色颗粒为阳性细胞，每张细

胞爬片随机选取5个视野，计数每个视野成骨细胞中

阳性细胞的比例，然后计算5个视野的平均百分数，

根据阳性细胞百分率判断结果。

4．7 RT—PCR法检测 采用Trizol法提取细胞

总RNA，根据反转录试剂盒提供实验步骤进行逆转

录，合成Cyclin DI、CDK4、p21扩增引物，进行PCR

反应。PCR引物序列：Cyclin DI：上游5’-CTGAC TGC-

CG AGAAG TTGTG一3’。 下游5’一AAGTG CGTTG

TGCGG TAG-3’；CDK4：上游5-AGACC AGGAC CTACG

GACAT AC．3’，下游5 7．GCGAA GATAC AGCCA

ACACT．3’：p21：上游5’一CACGC TTCGA GAAGA TTG·

GA C．3’，下游5’一TGACA GAGCC ATCCA TTCCC-3’；

内参B．actin：上游5’．CGGTC AGGTC ATCAC TATCG-

3 7，下游：5’．AGGAG CCAGG GCAGT AATCT-3’。PCR

产物加入溴芬蓝进行琼脂糖凝胶电泳，电流10 mA，

电压100 V，电泳时间1 h，电泳结果通过凝胶图像分

析系统对条带进行PCR定量；样本Cyclin D1 mRNA

等产物的PCR定量与内参p·actin的PCR定量比值，

为该样本mRNA在成骨细胞中的相对含量。

5统计学方法 实验数据运用SPSS 13．0软件

包分析，参数值采用牙4-s表示，组间数据比较采用单

因素方差分析。

结 果

l 两组成骨细胞增殖比较(表1) 对照组当生

万方数据



裹1 两组不同浓度血清对成骨细胞增殖的比较(OD值，盂-1-s)

⋯． 成骨细胞增殖
组别 “———了F——————面石——————百万——————面i—————■萌r—————丽F一
对照6 0．58±0．04 0．57±0．02 0．57±0．02 0．58±0．03 0．57 4-0．03 0．56±0．05

中药6 0．58±0．02 0．61±0．02 0．62±0．05 0．63±0．02‘0．62．4-0．03 0．61±0．10

注：与对照组比较。+P<0．05

表2 两组成骨细胞细胞周期分布 (i±s)

组别 n 时间 GO／GI期(％) S期(％) G2／M期(％)PI

对照6 干预24 h 95．05士0．36 4．77±0．35 0．18±0．Ol 4．95±0．36

干预48 h 83．78±1．82’ 9．62±1．01‘ 6．07±1．02’ 16．23±1．82‘

干预72 h 67．31±1．24△ 20．21±0．16△ 12．47士I．32△ 32．68±1．23△

中药 6 干预24 h 89．71±1．87▲▲ 6．99±1．34▲ 3．30±I．32▲▲ 10．29±1．88▲▲

干预48 h 77．17±1．90‘▲▲ 13．03±1．01‘▲▲ 9．80±0．90’▲▲ 22．83±1．90。▲▲

干预72 h 62．43±2．22△▲▲ 23．68±1．05△▲▲ 13．89±1．49△ 37．57±2．22△▲▲

注：与本组干预24 h比较，‘P‘O．01；与本组干预48 h比较，△尸<O．01；与对照组同期比较，▲P<O．05，▲Ap<O．Ol

理盐水血清浓度增加时，增殖速度改变不明显。中药 异有统计学意义(P<0．05，P<0．01)，且随干预时间

组细胞随健骨颗粒含药血清浓度增加而增殖加快，并 的推移，其表达呈增高趋势，组内不同干预时间比较

以20％时增殖速度最快，与同浓度对照组比较差异有 差异有统计学意义(P<0．05，P<0．01)；P21蛋白阳

统计学意义(P<0．05)。两组当血清浓度>20％时， 性表达随干预时间的延长呈下降趋势(P<0．05，P<

细胞增殖速度反而下降，但组内差异无统计学意义。 0．01)，中药组成骨细胞表达较弱，且下降幅度大于

2两组成骨细胞周期分布比较(表2) 两组成 对照组，两组比较，干预48、72h时差异有统计学意义

骨细胞周期分布随着培养时间的推移以及血清干预而 (P<0．01)。

发生变化，G。／G。期细胞比例下降，组内不同时期比

较差异有统计学意义(P<0．01)，而s期、G：／hi期细

胞比例上升，PI升高(P<0．01)，其中以中药组变化

显著，与同期对照组比较，除干预72 h的G：／hi期细

胞比例外，其余差异均有统计学意义(P<0．05，P<

0．01)。

3两组Cyclin D1、CDK4、P21蛋白表达比较(表

3，图1)棕黄色的Cyclin D1、CDK4、P21阳性颗粒在

成骨细胞核中表达。干预24、48、72 h，中药组Cyclin

D1、CDK4蛋白表达比例均高于对照组，两组比较差

表3 两组成骨细胞Cyclin DI、CDK4、P21蛋白表达(％，i±s)

注：与本组干预24 h比较，’P(o．Ol；与本组干预48 h比较，△P<

0．05，△△P<O．OI；与对照组比较，▲P<O．05，▲Ap<O．Ol

注：A、B、C分别为对照组Cyelin DI、CDK4、

P21蛋白表达；E、F、G分别为中药组Cyclin DI、

CDK4、P21蛋白表达

图1 两组成骨细胞干预48 h Cyelin D1、CDK4、P21蛋白表达(SABC法，x100)

万方数据



4两组Cyclin D1、CDK4、p21 mRNA的表达(表

4) 随着培养时间的推移，两组成骨细胞Cyclin D1、

CDK4 mRNA的表达量均呈递增趋势，组内不同干预

时间比较差异有统计学意义(P<0．05，P<0．01)。

与对照组比较，中药组干预48、72 h的Cyclin DI、

CDK4 mRNA的表达均明显高于同期对照组，两组比

较差异有统计学意义(P<0．05，P<0．01)；I>21 mR．

NA的表达量随培养时间的推移而降低，且中药组明

显低于对照组，干预不同时间两组比较差异均有统计

学意义(P<0．05，P<0．01)。

表4 两组成骨细胞Cyclin DI、CDK4、P21 mRNA

表达(INT／mm2，面±5)

组别n 时间 Cyelin DI CDK4 p21

对照6干预24 h 0．42±0．19 1．20±0．12 1．37 4-0．37

干预48 h 0．67 4-0．13’ 1．50±0．20’ 1．22 4-0．14

干预72 h 0．87 4-0．156 1．61 4-0．12 1．12 4-0．18’

中药6干预24 h 0．44 4-0．1l 1．41 4-0．23‘ 1．10 4-0．18‘‘

干预48 h 0．92±0．18‘‘▲ 1．78 4-0．20’’▲0．81±0．11‘▲▲

王塑!；! l；l§iQ：!§全±±l：82 iQ：25± Q：Z§iQ：!§±

注：与本组干预24 h比较，’P<0．05，“P(0．01；与本组干预48 h

比较，oP<0．01；与对照组比较，-P<0．05，‘‘P<0．0l

讨 论

本实验结果显示，低浓度健骨颗粒含药血清干预

成骨细胞增殖速度较慢，随着浓度的增高，细胞增殖

速度加快，在含药血清浓度达到20％时，增殖速度最

快，与对照组比较差异有统计学意义。

Pl是反映细胞增殖的重要指标之一。显示DNA

合成速度和细胞增殖情况¨’。本实验运用流式细胞

术检测体外培养成骨细胞周期分布发现，健骨颗粒含

药血清能促使成骨细胞由G。／G。期进入S期和G：／M

期，使s期和G，／M的细胞比例及PI指数明显高于对

照组。提示健骨颗粒含药血清可以促使更多体外培养

成骨细胞迅速进入增殖周期，并推动细胞周期的进

程，促进成骨细胞增殖。

G．／S检查点是细胞周期中DNA合成起始转换

点，在这一转换点之前或与此同时，细胞要做出是停

留于G．期还是继续进入另一轮分裂的抉择¨。。Cyc—

lin D1、CDK4、P21等G，期调节蛋白在G。期和G，／S

期检查点发挥着直接调控作用。Cyclin D1被认为是

Gl期细胞增殖信号的关键蛋白，它激活CDK4、

CDK6，使细胞通过G．进入s期。P21则是CKI的重

要成员，其N端能结合CDK，抑制细胞从G。期向S

期推进，使细胞阻滞于G，／S期检查点¨。。本实验结

果显示，体外培养成骨细胞有Cyclin D1、CDK4和P21

蛋白表达，主要定位在细胞核。中药组成骨细胞Cye．

1in D1、CDK4蛋白及其mRNA表达明显高于对照组，而

P21蛋白及其mRNA表达则低于后者，提示健骨颗粒

含药血清能提高成骨细胞G。期调节蛋白Cyclin D1、

CDK4的表达，抑制负性调节因子P21的表达，促使成

骨细胞顺利通过G．／S检查点，促进成骨细胞增殖。

达到防治骨质疏松症目。的，这可能是补肾健脾中

药防治绝经后骨质疏松症的作用机制之一。
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