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灯盏花对成骨细胞及破骨前体细胞

BDECFG5HICFG5H

表达的影响

刘长庚#　罗启贤#　凌天牖!　莫业跃#　程自力#　黄生高!　莫　晖#

摘要　目的　研究不同浓度和不同作用时间的灯盏花对体外培养的成骨细胞和破骨前体细胞中
BDEC

FG5HICFG5H .F5G

及蛋白表达的影响，初步探讨灯盏花对骨改建的作用及其机制。方法　体外培养人
*E<$

细胞和小鼠
FG)!<;


7

细胞，分别取第三代细胞分为对照组和不同的实验组，分别应用不同浓度的

灯盏花（
"

、
"


""#

、
"


"#

、
"


#

、
# .JC.I

）干预
;: K

后提取总
F5G

和蛋白质，同时单独对
"

、
# .J

组设
#!

、

!;

、
;: K

时间点提取蛋白质，采用半定量
F(


D%F

方法检测
*E<$

细胞
BDE .F5G

和
FG5HI .F5G

的

表达以及
FG)!<;


7

细胞
FG5H .F5G

的表达，采用
),LM,0N /32M

法检测
*E<$

细胞
BDE

蛋白和

FG5HI

蛋白的表达以及
FG)!<;


7

细胞
FG5H

蛋白的表达。结果　灯盏花随浓度（
"

、
"


""#

、
"


"#

、

"


#

、
# .JC.I

）增高，干预
;: K

后
*E<$

细胞
BDE .F5G

和蛋白表达逐步降低（
D O"


"9

）；
*E<$

细胞

FG5HI .F5G

和蛋白表达逐步增加（
D O"


"9

）；
FG)!<;


7

细胞
FG5H .F5G

表达增加（
D O"


"9

），

但
"


# .JC.I

组较
"


"# .JC.I

组
.F5G

表达稍降低，
FG5H

蛋白表达逐步增加（
D O"


"9

）。
# .JC.I

灯盏花干预
#!

、
!;

、
;: K

后
*E<$

细胞
BDE

蛋白表达随时间逐步降低（
D O"


"9

）、
FG5HI

蛋白表达随时

间逐步增加（
D O"


"9

）；
FG)!<;


7

细胞
FG5H

蛋白表达随时间逐步增加（
D O"


"9

）。结论　灯盏花大
致上呈剂量和时间依赖性抑制成骨细胞

BDE

表达，促进成骨细胞
FG5HI

的表达和破骨前体细胞
FG5H

的表达，灯盏花可能有促进骨吸收的作用。

关键词　灯盏花；成骨细胞；破骨前体细胞；护骨素；细胞核因子－κ6 受体活化因子配体；细胞核因子－
κ6 受体活化因子
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NS-3,>0 P>-M20 `>RR> 6 3?J>NU

；
0,-,RM20 >-M?Q>M,U NS-3,>0 P>-M20 `>RR> 6

　　国内实验证明，灯盏花能加快正畸牙移动，组织学
观察可见灯盏花能使受力牙的牙周组织中张力侧的成

骨细 胞 增 多 和 压 力 侧 的 破 骨 细 胞 增 多［
#

－
;

］。

BJ>L>a>0> (

、裘松波等［
9

，
<

］通过鼠正畸实验原位杂

交发现骨保护素（
2LM,2R02M,J,0?N

，
BDE

）和核因子

κ6 受体活化因子配体（0,-,RM20 >-M?Q>M,U NS-3,>0

P>-M20 `>RR> 6 3?J>NU

，
FG5HI

）均在牙周膜的成骨

细胞中阳性表达，而核因子κ6 受体活化因子（0,-,R
M20 >-M?Q>M,U NS-3,>0 P>-M20 `>RR> 6

，
FG5H

）在牙

周膜压力侧的破骨细胞中检测到。而
BDECFG5HIC

FG5H

系统是参与骨代谢以及正畸牙移动的关键细

胞因子群［
7

－
8

］，但是有关灯盏花对体外培养的成骨细

胞和破骨细胞
BDECFG5HICFG5H

系统分泌的影响，

目前国内外尚无报导。为此，本实验采用体外培养成

骨细胞和破骨前体细胞，应用不同浓度的灯盏花干预

后，提取总
F5G

和蛋白质，检测细胞中
BDECFG5HIC

FG5H .F5G

及蛋白表达，以探讨灯盏花对成骨细

胞与骨改建的作用及其机制。

材料与方法

#

　细胞株人骨肉瘤成骨样细胞系
*E<$

　（美国
培养物保存中心，

G(%%

号
%FI


#;!7

），小鼠单核细

胞
FG)!<;


7

细胞株（美国培养物保存中心，
G(%%

号
('6


7#"

）。

!

　 药物 　 灯盏花制剂 （每瓶含野黄芩苷
:


7 .J

、总咖啡酸脂
;"


" .J

，云南生物谷生物医药

研究所生产，批号：
!""<"9"!

），临时用
+*=*

培养

基稀释并分别配制成
"


""#

、
"


"#

、
"


#

、
# .JC.I

四

种浓度后过滤分装备用。

$

　试剂及仪器　无酚红
+*=*

培养液；
"


!9b

胰酶
=+(G

；抗坏血酸；焦碳酸二乙酯（
+=D%

）；四甲基

偶氮唑盐（
*((

）和
(FGD

染色试剂盒（美国
\?J.>

公

司）；
(F']23

和胎牛血清（
c6\

，美国
E?/?-2

公司）；逆

转录试剂盒（美国
'NQ?M02J,N

公司）；
(>A

酶（大连

(>`>0>

公司）；引物（合成于上海博亚生物工程有限公

司）；
6%G

蛋白定量试剂盒（美国
D?,0-,

公司）；
D1+c

膜（美国
*?33?R20,

公司）；
BDE

、
FG5HI

和β>-M?N 抗
体；辣根过氧化物酶标记的抗兔及抗鼠二抗（

\>NM>

%0S]

生物工程公司）。细胞培养箱；超净台（美国
c20


.> \-?,NM?P?-

公司）；高速低温离心机（美国
6,-`


.>N

公司
G33,J0> <;F

）；紫外
C

可见分光光度仪（美国

6,-`.>N

公司
+V:""

）；全波长多功能酶标仪（美国

(K,0.2 \-?,NM?P?-

公司
1>0?2L`>N c3>LK

）；凝胶影像

分析仪（美国
6?2


F>U

公司
&,3U2-!"""

），
D%F

扩增

仪（德国
6?2.,M0>

公司
( R,0L2N>3

）；
5?`2N $""

型自

动摄像倒置显微镜（美国
5?`2N

公司）；电子天平（瑞士

.,MM3,0 M23,U2

公司
GE!;9

）；超声粉碎仪（美国

60>NL2N

公司
\B5'c'=F \


;9"+

）；细胞培养瓶和培

养板（美国
%20N?NJ %2LM>0

公司）。

;

　细胞培养、分组及干预实验　
*E<$

及

FG)!<;


7

细胞培养（培养基、传代、冻存和复苏）按常规

方法。
*E<$

细胞和
FG)!<;


7

细胞分别接种于
<

孔塑

料培养板，接细胞即将铺满培养板时弃原培养液，换
#b

c6\

培养液培养
!

天，含
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，
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+*=*

培养
#

天，用
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、
"
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、
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# .JC.I

灯盏花干预
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，用
"

（含
"


!9b6\G

无血

清
+*=*

）、
#


" .JC.I

干预
#!

、
!;

、
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。
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、
FG5HI

和
FG5H .F5G

检测　用
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(F']23

按操作说明方法提取细胞总
F5G

，取
$ μI 置

#


9b

琼脂糖凝胶快速电泳鉴定其质量，紫外分光仪

测定其浓度及纯度，后将其 －
7"

℃冻存备用。在
6?


2.,M0> D%F

扩增仪上进行
F(


D%F

。
D%F

法检测

BDE

、
FG5HI

、
FG5H .F5G

表达，同时以 β>-M?N
基因为内对照。引物序列见表

#

。

表
#

　各基因引物序列

基因
引物序列

（
9

′
d$

′）
片段大小

（
/R

）

BDE

上游
9

′
%E(%GGE%GEEGE(E%GG(%$

′
下游

9

′
%%GE%((E%G%%G%(%%GG$

′
#!<

FG5HI

上游
9

′
(%E((EEG(%G%GE%G%G(%G$

′
下游

9

′
(G(EEEGG%%GEG(EEEG(E(%$

′
#;#

人β>-M?N 上游
9

′
%%%GE%%G(E(G%E((E%(G$

′
下游

9

′
GEEE%G(G%%%%(%E(GEG(E$

′
#!<

FG5H

上游
9

′
G%%(%%GE(%GE%GGEGGE($

′
下游

9

′
(%G%GE%%%(%GEGG(%%G%$

′
$7#

小鼠β>-M?N 上游
9

′
EGGEGE%(G(EGE%(E%%(E$

′
下游

9

′
%G%GEGE(G%((E%E%(%GE$

′
$"9

BDE

、
FG5HI

和人 β>-M?N D%F

条件：预变性

8;

℃
9 .?N

；变性
8;

℃
;9 L

，退火
<"

℃
;9 L

，延

伸
7!

℃
# .?N

，共
$"

个循环，于
7!

℃延伸
#" .?N

。

FG5H

和小鼠β>-M?N D%F

条件：预变性
8;

℃
9 .?N

；变性
8;

℃
$" L

，退火
<"

℃
$" L

，延伸
7!

℃
;9 L

，共
$"

个循环，于
7!

℃延伸
#" .?N

。

D%F

产物用
#


9b

琼脂糖电泳，溴化乙锭染胶后

紫外灯下拍照。用
6?2F>U


&,3U2-!"""

图像分析系

统进行光密度扫描。凝胶影像分析仪测定每条带的光

密度，分别计算上述基因
D%F

产物的光密度值与 β
>-M?N

基因
D%F

产物的光密度值的百分比。

7

　
BDE

、
FG5HI

和
FG5H

蛋白质表达检测　
灯盏花

"

、
"


""#

、
"


"#

、
"


#C.I

组在干预
;: K

后，
"

、

# .JC.I

在干预
#!

、
!;

、
;: K

后进行细胞总蛋白提

取，过程参照分子克隆实验指南操作。采用
6%G(*

蛋白检测试剂盒测定蛋白含量。采用
),LM,0N /32M

检测
BDE

、
FG5HI

和
FG5H

蛋白质表达。

:

　统计学方法　实验结果均用
\D\\ #$


"

统

计软件包进行统计分析。各实验独立重复
$

次以上。

数据以
T

±
L

表示，组间比较用方差分析，多样本均数两

两比较采用
I\+


M

检验。
D O "


"9

为差异有统计学

意义。

结　　果

#

　各组
*E<$

细胞
BDE

、
FG5HI .F5G

及蛋

白表达比较（图
#

，表
!

、
$

）　灯盏花呈剂量及时间依
赖性抑制

*E<$

细胞
BDE .F5G

及蛋白表达。

"


""#

～
# .JC.I

灯盏花干预
;: K

后，
BDE .F5G

及蛋白表达随灯盏花浓度升高而逐步降低（
D O

"


"9

），
# .JC.I

灯盏花干预
BDE .F5G

表达基本

检测不到（图
#G

）；而
# .JC.I

灯盏花干预
#!

、
!;

、

;: K

后，
BDE

蛋白量较对照组逐步下降（
D O"


"9

）。

灯盏花呈剂量及时间依赖性促进
*E<$

细胞
FG5HI

.F5G

及蛋白表达。
"


""#

～
# .JC.I

灯盏花干预

;: K

后，
FG5HI .F5G

及蛋白表达较对照组逐步升

高（
D O"


"9

）；
# .JC.I

灯盏花干预
#!

、
!;

、
;: K

后，

FG5HI

蛋白量较对照组逐渐升高（
D O"


"9

）。

表
!

　各浓度灯盏花干预
;: K

后
*E<$

细胞
BDE

、

FG5HI .F5G

及蛋白表达　（
b

，
T

±
L

）

浓度

（
.JC.I

）

BDECβ>-M?N　
.F5G

　
BDECβ>-M?N　
蛋白　

FG5HIC

　
β>-M?N .F5G

　
FG5HI

　
C

β>-M?N 蛋白　

" 87

±
!! 8:

±
#$ #"<

±
;; 8!

±
#!

"

．
""#

;!

±
#<


;;

±
#!


!#<

±
!9


#"$

±
$<



"

．
"#

$"

±
#!


!<

±
#;


$;7

±
99


9;$

±
;#



"

．
#

:

±
7


!!

±
##


;;<

±
8"


977

±
97



#

;

±
9


#!

±
#$


;:!

±
#"$


7"$

±
<"



　　注：与对照组比较，
D

＜
"

．
"9

!

　各组
FG)!<;


7

细胞
FG5H

蛋白及
.F5G

表达比较（图
!

，表
;

、
9

）　灯盏花促进
FG)!<;


7

细

胞
FG5H .F5G

及蛋白表达。
"


""# d# .JC.I

灯

盏花干预
FG)!<;


7

细胞
;: K

后，
FG5H .F5G

表达均较对照组显著增加（
D O"


"9

），
# .JC.I

剂量

增加 最 显 著 （图
!G

），但
"


# .JC.I

组 较

"


"# .JC.I

组要低；
FG5H

蛋白表达随灯盏花浓度升

高而逐步增加（表
9

）且均有统计学意义（
D O"


"9

）。

# .JC.I

灯盏花干预
#!

、
!;

、
;: K

后，
FG5H

蛋白表达

逐步增加且均有统计学意义（
D O"


"9

）。

表
$

　
# .JC.I

灯盏花干预各时间点
*E<$

细胞
BDE

、
FG5HI

蛋白表达　（％，
T

±
L

）

指标
#! K

－
e

!; K

－
e

;: K

－
e

BDECβ>-M?N蛋白 #"$

±
$$ 　

!;

±
##


#"!

±
#8 　

#9

±
#"


8:

±
#$

#!

±
#$



FG5HI Cβ>-M?N蛋白 8!

±
#!

$#!

±
;7


89

±
#7

;;$

±
<:


89

±
#;

7"$

±
<"



　　注：与对照组比较，
D

＜
"

．
"9

；正负号分别为
#

、
" .JC.I

组结果
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　　注：
G

为
BDE

、
FG5HI .F5G

表达；
6

、
+

为各浓度灯盏花干预
;: K BDE

、
FG5HI

蛋白表达；
%

、
=

为
# .JC.I

灯盏花干预

各时间点
BDE

、
FG5HI

蛋白表达，负号为
" .JC.I

组结果

图
#

　各浓度及时间点
*E<$

细胞
BDE

、
FG5HI .F5G

及蛋白表达

　　注：
G

为
FG5H .F5G

表达；
6

为各浓度灯盏花干预
;: K FG5H

蛋白表达；
%

为
# .JC.I

灯盏花干预各时间点
FG5H

蛋

白表达，负号为
" .JC.I

组结果

图
!

　各浓度及时间点
FG)!<;


7

细胞
FG5H .F5G

及蛋白表达

表
;

　各浓度灯盏花干预
;: K

后
FG)!<;


7

细胞

FG5H .F5G

及蛋白表达　（
b

，
T

±
L

）

浓度（
.JC.I

）
FG5HCβ>-M?N .F5G FG5HCβ>-M?N

" 8:

±
7< #"9

±
!!

"

．
""#

;"#

±
7#


:8

±
$#

"

．
"#

;:<

±
8!


$$#

±
;;



"

．
#

;<!

±
$$


$<$

±
9"



#

7##

±
9!


98;

±
:#



　　注：与对照组比较，
D

＜
"

．
"9

讨　　论

BDECFG5HICFG5H

系统是参与骨代谢的最主

要最关键的因子［
7

－
8

］。
BDECFG5HICFG5H

系统的

发现及其相互之间关系的阐明，解决了骨生物学一个

长期没能解决的问题，即破骨细胞的形成分化由成骨

前体细胞和间质细胞控制。
BDECFG5HICFG5H

系

统是使成骨细胞（和或骨髓间质细胞）与破骨细胞相

偶联，在破骨细胞分化、活化过程中发挥重要作用的信

号传导通路。
BDE

有效地抑制骨吸收是骨代谢研究

领域近十年来取得的一项重大发现，它与
FG5HI

竞

争性结合
FG5H

调节破骨细胞生成与活化，从而调节

骨代谢［
#"

，
##

］。
BDE

广泛分布于人和动物的多种组织



·１６６２　· 中国中西医结合杂志
!"#$

年
#!

月第
$$

卷第
#!

期
%&'()*

，
+,-,./,0 !"#$

，
1234 $$

，
52


#!

表
9

　
# .JC.I

灯盏花干预各时间点
FG)!<;


7

细胞
FG5H

蛋白表达　（％，
T

±
L

）

指标
#! K

－
e

!; K

－
e

;: K

－
e

FG5HCβ>-M?N蛋白 #"9

±
!7

$9<

±
;<


87

±
#:

;!;

±
;;


88

±
!#

％
98;

±
:#



　　注：与对照组比较，
D

＜
"

．
"9

；正负号分别为
#

、
" .JC.I

组结果

细胞中，许多细胞如骨髓间质细胞、成骨细胞、成纤维

细胞、主动脉平滑肌细胞、成骨肉瘤细胞等均可分泌

BDE

。
FG5HI

与巨噬细胞集落刺激因子（
.>-02


RK>J,


-232NX LM?.S3>M?NJ P>-M20

，
*


%\c

）是目前已

知的破骨细胞生成过程中必需的两种细胞因子［
#!

］。

*


%\c

主要维持破骨细胞的生存，
FG5HI

则是促进

破骨细胞的定向分化［
#$

，
#;

］。
FG5HI

主要由骨髓间

质细胞和成骨细胞分泌，破骨细胞不分泌
FG5HI

。

FG5HI

的受体
FG5H

是一种跨膜蛋白，主要存在于

骨髓巨噬细胞的表面。当
FG5HI

与
FG5H

结合后，

FG5H

就通过其膜内部分和肿瘤坏死因子受体相关

因子（
(5c 0,-,RM20 >LL2-?>M,U P>-M20L

，
(FGcL

）相

结合，然后不同的
(FGcL

再通过其下游的
;

条信号

传导途径，即细胞核因子 －κ6 （NS-3,>0 P>-M20 `>R


R> 6

，
5c

κ6）、氨基末端激酶（&SN 5


M,0.?N>3 `?


N>L,

，
&5H

）、
R$:

蛋白、细胞外信号调节激酶 （
,T


M0>-,33S3>0 L?JN>3


0,JS3>M,U `?N>L,

，
=FH

）来调节

破骨细胞的分化和功能［
#9

］。研究显示，促进破骨细胞

激活的多种生物活性物质，包括各种激素、细胞因子

等，均最终通过促进成骨细胞表达
FG5HI

而激活破

骨细胞。
BDE

作为诱饵受体，竞争性地与两种活性形

式的
FG5HI

结合，从而阻断
FG5HI

与
FG5H

相互

作用，这不仅抑制了
FG5HI

对破骨细胞的促进作用，

也使其他促骨吸收因子失去作用。

位于成骨细胞（和或骨髓间质细胞）表面的

FG5HI

与位于破骨前体细胞表面的受体
FG5H

结

合，与此同时
*


%\c

与位于破骨前体细胞表面的受

体
-


c.L

结合，这些对于破骨前体细胞向破骨细胞的

形成分化将起决定性作用［
#<

］，而
BDE

可抑制或阻断

FG5HI

的这种作用［
#7

］。许多激素和细胞因子，如

(5c

α（刺激 *


%\c

形成和提高
FG5HI

的表

达［
#:

］）、
'I


#

（刺激
*


%\c

形成和提高
FG5HI

的表

达［
#:

］）、
(Ec

β（增加 BDE

产物［
#8

］）、甲状旁腺激素

（
D>0>MKX02?U Z20.2N,

，
D(Z

增加
FG5HI

产物和

减少
BDE

产物［
!"

］）、
#

，
!9

－（
BZ

）
!

维生素
+

$

（增加

FG5HI

产物［
!#

］）、糖皮质激素（增加
FG5HI

产物和

减少
BDE

产物［
!!

］）、雌激素（增加
BDE

产物［
!$

］）等

通过调节成骨细胞和骨髓间质细胞的
BDE

和

FG5HI

产物从而影响破骨细胞的形成分化。其中，

雌激素能抑制破骨细胞的分化和诱导破骨细胞的凋

亡［
!;

］，其机制是通过干扰
FG5H

信号，尤其是干扰

FG5HI

诱导的
-


&SN

氨基端激酶（
&5H

）和原癌基

因
-


&SN

的激活与表达［
!9

，
!<

］。
(Ec

β也能刺激破骨
前体细胞

FG5H

的表达，于是增强破骨细胞对

FG5HI

的敏感性［
!7

］。

有关药物（包括中药）对体外培养成骨细胞或破

骨细胞的
BDE

、
FG5HI .F5G

表达影响的国内外文

献很多。
)G5E c

等［
!:

］应用不同浓度的
#

，
!9

－
（
BZ

）
!

+

$

诱导大鼠骨髓细胞破骨样细胞的形成，采用

体外破骨细胞溶骨模型，观察牙本质片上骨吸收陷窝

数目，采用原位杂交技术检测骨髓基质细胞
FG5HI

.F5G

的表达，结果发现随着
#

，
!9

－（
BZ

）
!

+

$

浓度

的增加，骨陷窝数明显增多，陷窝面积增大，
FG5HI

.F5G

的表达的阳性信号显著增强。
(>N?LK?.> \

等［
!8

］实验发现，米诺磷酸可影响骨关节中
FG5HI

的

表达，抑制胶原诱导的关节炎老鼠的破骨性骨吸收。

国内学者实验发现，骨灵片、淫羊藿甙、金雀异黄素、三

七总甙、蛇床子素等中药均可通过促进成骨细胞
BDE

的合成和抑制成骨细胞
FG5HI

的分泌，从而促进骨

形成，防治骨质疏松的发生［
$"


$;

］。灯盏花在中医中常

用于治疗跌打损伤、风湿疼痛等，均有大量研究证明其

有改善器官血供、降低血压及血液黏滞程度、改善微循

环等作用［
$9

］，能加速骨改建，但暂时没有大量证据表

明其会引起骨质疏松。有关灯盏花对体外培养成骨细

胞
BDE

、
FG5HI .F5G

表达的影响，尚未见报导，因

此本课题组进行了实验。

实验结果提示，灯盏花
"


""#

、
"


"#

、
"


#

、

#


" .JC.I

四种药物浓度和给药
#!

、
!;

、
;: K

三个时

间内，灯盏花呈时间和剂量依赖性抑制
*E<$

细胞

BDE .F5G

和蛋白的表达，同时呈时间和剂量依赖

性促进
*E<$

细胞
FG5HI .F5G

和蛋白的表达。

灯盏花通过抑制成骨细胞
BDE

分泌的同时促进成骨

细胞
FG5HI

的分泌。而成骨细胞分泌的
FG5HI

，

就会与体内存在于骨髓巨噬细胞表面的受体
FG5H

结合。当
FG5HI

与
FG5H

结合后，就会通过如上所

述的途径来调节破骨细胞的分化和功能，从而达到加

快牙槽骨改建、加快正畸牙移动的功效。
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由云南生物谷生物医药研究所提供的灯盏细辛

粉剂每瓶含野黄芩苷
:


7 .J

，总咖啡酸脂
;"


"

.J

，另有许多其他成分，所以上述作用可能是野黄

芩苷在起主要作用［
$<

，
$7

］，也可能是另外的某种成分

在起主要作用，更可能是该药物制剂中多种成分共

同作用的结果。

灯盏花通过抑制成骨细胞
BDE

分泌的同时促进

成骨细胞
FG5HI

的分泌，证明了灯盏花能促进破骨

细胞活跃而加快骨吸收，对正畸患者可加快正畸牙移

动。但长期应用灯盏花是否会引起机体全身骨质疏

松，对正畸患者应用是否会影响牙齿正畸结束时牙的

固位稳固，这些还有待进一步的实验和更长时间的

观察。
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