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!基础研究!

龟鹿二仙胶诱导大鼠骨髓基质干细胞成骨分化

作用及对
*-E

通路的影响

牛素生#

$李$楠#

$张$燕#

$刘俊宁#

$林建华!

摘要$目的$观察龟鹿二仙胶含药血清对
FB

大鼠骨髓基质干细胞"

G2-8 ;,//2H ;8I8-A>0;,3

IE8; A833I

#

J++F&I

$成骨分化的作用及其对
*-E

信号通路相关因子的影响% 方法$

#""

只
%

月龄雌性

FB

大鼠经腹腔入路切除双侧卵巢#按随机数字表法分为低剂量组&中剂量组&高剂量组和空白组#每组
!7

只% 按体表面积换算龟鹿二仙胶剂量并灌胃给药#连续
$

天后腹主动脉采血制备含药血清%

#

月龄
FB

大

鼠全骨髓贴壁法分离
J++F&I

#流式细胞法"

K32H A0E2;8E/0

#

L&+

$法检测
L

%

代细胞
&BM7

和
&B9"

表

达'不同浓度龟鹿二仙胶含药血清干预
L

%

代
J++F&I $! >

后#

L&+

法检测细胞周期的影响并计算增殖指

数#确定最佳干预浓度%

L

%

代细胞分为
LJF

组&空白组&龟鹿二仙胶组和经典诱导组#诱导培养
!#

天后#茜

素红"

,3<N,/<- /8O IE,<-<-P

#

QRF

$染色法观察
J++F&I

成骨分化#

R)

#

S&R

检测成骨分化相关基因碱性

磷酸酶"

,3T,3<-8 U>2IU>,E,I8

#

QVS

$和骨钙素"

2IE82A,3A<-

#

C&

$

;R5Q

的表达'

R)

#

S&R

和
*8IE8/-

G32E

检测
*-E7,

&

!

"连环蛋白"

!

#

A,E8-<-

$&淋巴样增强因子 "

#

"

30;U>2<O 8->,-A8/ K,AE2/

#

#

#

V8K

#

#

$

;R5Q

和蛋白的表达% 结果$

L

%

代细胞
&BM7

阳性表达率为
#

!

M@W

%

"

!

!%W

#

&B9"

阳性表达率为

9@

!

9$W

%

%

!

!#W

'浓度为
#"W

的龟鹿二仙胶中剂量组含药血清能显著促进
J++F&I

增殖'龟鹿二仙胶组

和经典诱导组
QRF

染色可见橘红色钙结节% 与空白组及
LJF

组比较#龟鹿二仙胶组和经典诱导组
C&

和

QVS ;R5Q

表达上调"

S X"

!

"7

$#

*-E7,

&

!

#

A,E8-<- ;R5Q

和蛋白表达上调"

S X"

!

"7

$'与空白组&

LJF

组和经典诱导组比较#龟鹿二仙胶组
V8K

#

# ;R5Q

和蛋白表达均升高"

S X"

!

"7

$'与
LJF

组和空白组比较#

经典诱导组
V8K

#

#

蛋白表达上调"

S X"

!

"7

$% 结论$龟鹿二仙胶含药血清具有促进
J++F&I

增殖#诱导

J++F&I

向成骨细胞分化的作用#其机制可能与调控
*-E

信号通路相关因子的表达有关%

关键词$龟鹿二仙胶'含药血清'骨髓基质干细胞'成骨分化'

*-E

信号通路

Y.<3. :/Z<,- Y3.8 (-O.A8O CIE82P8-<A B<KK8/8-E<,E<2- 2K J++F&I ,-O (EI :KK8AEI 2- *-E F<P-,3

S,E>H,0

$

5([ F.

#

I>8-P

#

"

V( 5,-

#

"

\]Q5Y ^,-

#

"

V([ '.-

#

-<-P

#

"

,-O V(5 '<,-

#

>.,

!

$

# &2338P8 2K

C/E>2U8O<AI ,-O )/,.;,E232P0

"

L.=<,- [-<_8/I<E0 2K )/,O<E<2-,3 &><-8I8 +8O<A<-8

"

L.N>2.

$

%7"#!!

%&

!

B8U,/E;8-E 2K C/E>2U8O<AI

"

L</IE QKK<3<,E8O ]2IU<E,3 2K L.=<,- +8O<A,3 [-<_8/I<E0

"

L.N>2.

$

%7"""7

%

QJF)RQ&)

#

CG=8AE<_8

#

)2 2GI8/_8 E>8 8KK8AEI 2K Y.<3. :/Z<,- Y3.8

$

Y:Y

%

A2-E,<-<-P I8/.; 2-

2IE82P8-<- O<KK8/8-E<,E<2- 2K G2-8 ;,//2H ;8I8-A>0;,3 IE8; A833I

$

J++F&I

%

,-O *-E I<P-,3 U,E>H,0

/83,E8O K,AE2/I 4 +8E>2OI

#

)2E,330 #"" E>/88 ;2-E>I 23O K8;,38 FB /,EI >,O E>8</ G<3,E8/,3 2_,/<8I 8ZA<I8O

U8/<E2-8,330 4 )>80 H8/8 O<_<O8O <-E2 E>8 32H

"

;<OO38

"

><P> Y:Y P/2.UI

"

,-O E>8 G3,-T A2-E/23 P/2.U G0

/,-O2; O<P<E E,G38

"

!7 <- 8,A> P/2.U4 )>8 O2I8 2K Y:Y H,I A,3A.3,E8O ,AA2/O<-P E2 G2O0 I./K,A8 ,/8,

"

,-O Y:Y A2-E,<-<-P I8/.; H,I ,O;<-<IE8/8O G0 P,IE/2P,_,P8 K2/ $ I.AA8II<_8 O,0I4 J322O H,I A2338AE

#

8O G0 ,GO2;<-,3 ,2/E, E2 U/8U,/8 O/.P A2-E,<-<-P I8/.;4 L% U,II,P8 J++F&I 2K #

#

;2-E> FB /,EI H8/8 <

#

I23,E8O G0 H>238 G2-8 ;,//2H ,O>8/8-E ;8E>2O

"

,-O A.3E./8O <- _<E/2 K2/ % U,II,P8I4 )>8 A833 I./K,A8

;,/T8/I

$

&BM7 ,-O &B9"

%

2K L% U,II,P8 H8/8 O8E8AE8O G0 K32H A0E2;8E/0

$

L&+

%

4 J++F&I H8/8 E/8,

#
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E8O H<E> O<KK8/8-E A2-A8-E/,E<2-I Y:Y A2-E,<-<-P I8/.; K2/ $! >4 )>8- E>8 A833 A0A38 H,I O8E8/;<-8O G0

L&+

"

,-O E>8 U/23<K8/,E<2- <-O8Z A,3A.3,E8O4 )>8 2UE<;,3 <-E8/_8-E<2- A2-A8-E/,E<2- H,I O8E8/;<-8O4 )>8-

L% U,II,P8 J++F&I H8/8 O<_<O8O <-E2 K2./ P/2.UI

"

<484

"

E>8 K8E,3 G2_<-8 I8/.;

$

LJF

%

P/2.U

"

E>8 G3,-T

A2-E/23 P/2.U

"

E>8 Y:Y P/2.U

"

E>8 A3,II<A,3 <-O.AE<2- P/2.U4 QKE8/ E>80 H8/8 E/8,E8O H<E> A2//8IU2-O<-P

;8O<.; K2/ !# O,0I

"

J++F&I H8/8 O08O H<E> ,3<N,/<- /8O IE,<-<-P

$

QRF

%

E2 2GI8/_8 E>8</ 2IE82P8-<- O<K

#

K8/8-E<,E<2-4 ;R5Q 8ZU/8II<2-I 2K ,3T,3<-8 U>2IU>,E,I8

$

QVS

%

,-O 2IE82A,3A<-

$

C&

%

2K J++F&I H8/8

O8E8AE8O G0 R)

#

S&R4 ;R5Q ,-O U/2E8<- 8ZU/8II<2-I 2K *-E7,

"

!

#

A,E8-<-

"

,-O 30;U>2<O 8->,-A8/ K,AE2/

#

#

$

V8K

#

#

%

H8/8 O8E8AE8O G0 R)

#

S&R ,-O *8IE8/- G32E4 R8I.3EI

#

)>8 /,E<2 2K &BM7 U2I<E<_8 8ZU/8II<2-

H,I #

%

M@W

&

"

%

!%W

"

,-O E>8 /,E<2 2K &B9" U2I<E<_8 8ZU/8II<2- H,I 9@

%

9$W

&

%

%

!#W4 +<OO38 :Y: A2-E,<

#

-<-P I8/.;

$

#"W

%

A2.3O I<P-<K<A,-E30 IE<;.3,E8 E>8 U/23<K8/,E<2- 2K J++F&I4 (- QRF A<E/.I /8O A,3A<.;

-2O.38I A2.3O G8 I88- <- E>8 Y:Y P/2.U ,-O E>8 A3,II<A,3 <-O.AE<2- P/2.U4 &2;U,/8O H<E> E>8 LJF P/2.U

,-O E>8 G3,-T A2-E/23 P/2.U

"

;R5Q 8ZU/8II<2-I 2K C& ,-O QVS H8/8 .U

#

/8P.3,E8O

"

;R5Q ,-O U/2E8<-

8ZU/8II<2-I 2K *-E7, ,-O !

#

A,E8-<- H8/8 .U

#

/8P.3,E8O <- E>8 Y:Y P/2.U ,-O E>8 A3,II<A,3 <-O.AE<2- P/2.U

$

S X"

%

"7

%

4 &2;U,/8O H<E> E>8 LJF P/2.U

"

E>8 G3,-T A2-E/23 P/2.U

"

,-O E>8 A3,II<A,3 <-O.AE<2- P/2.U

"

;R5Q ,-O U/2E8<- 8ZU/8II<2-I 2K V8K

#

# H8/8 .U

#

/8P.3,E8O <- E>8 :Y: P/2.U

$

S X"

%

"7

%

4 &2;U,/8O H<E>

E>8 LJF P/2.U ,-O E>8 G3,-T A2-E/23 P/2.U

"

U/2E8<- 8ZU/8II<2-I 2K V8K

#

# <-A/8,I8O <- E>8 A3,II<A,3 <-O.A

#

E<2- P/2.U

$

S X"

%

"7

%

4 &2-A3.I<2-I

#

Y:Y A2-E,<-<-P I8/.; >,O E>8 K.-AE<2-I 2K IE<;.3,E<-P E>8 U/23<K8/,

#

E<2- 2K J++F&I

"

,-O <-O.A<-P E>8 2IE82P8-<A O<KK8/8-E<,E<2- 2K J++F&I4 (EI ;8A>,-<I; ;<P>E G8 U2II<

#

G30 /83,E8O H<E> /8P.3,E<-P *-E I<P-,3 U,E>H,0 /83,E8O K,AE2/I 4

`:^*CRBF

#

Y.<3. :/Z<,- Y3.8

&

O/.P A2-E,<-<-P I8/.;

&

G2-8 ;,//2H ;8I8-A>0;,3 IE8; A833

&

2I

#

E82P8-<A O<KK8/8-E<,E<2-

&

*-E I<P-,3 U,E>H,0

$$骨质疏松症$

2UE82U2/2I<I

"

CS

%是以骨量减

少'骨的微观结构退化为特征一种全身性骨代谢性

疾病"以绝经后骨质疏松症最为多见"其特点是骨的

脆性增加和易于引起脆性骨折(

#

"

!

)

"严重威胁人类健

康* 研究表明"骨髓基质干细胞 $

G2-8 ;,//2H

;8I8-A>0;,3 IE8; A833I

"

J++F&I

%在体内多种

因素的调控下可向成骨细胞分化"参与和维持骨的

构建过程(

%

"

M

)

"与
CS

的发病关系密切* 在其向成骨

细胞分化过程中受多条信号通路的调控"其中
*-E

信号通路逐渐成为研究的热点* 近年来"研究发现

中药可通过调控
*-ED!

#

A,E8-<-

信号通路促进

J++F&I

向成骨细胞分化(

7

"

@

)

* 前期研究发现中

药经典复方龟鹿二仙胶能增加去卵巢骨质疏松大

鼠骨密度和骨强度 (

$

)

"但作用机制尚不清楚* 因

此"本研究以体外细胞培养的方式观察龟鹿二仙胶

对
J++F&I

增殖和成骨分化的作用"并检测其对

*-E

信号通路相关因子的影响以探求其防治绝经

后
CS

的作用机制*

材料与方法

#

$动物$

%

月龄
FSL

级雌性
FB

大鼠
#""

只"体

质量
!7" a!6" P

"用于龟鹿二仙胶含药血清制备*

#

月

龄
FSL

级雌性
FB

大鼠
#"

只"体质量
9" a#"" P

"用于

J++F&I

分离* 购于上海斯莱克实验动物有限责任

公司(许可证号#

F&b`

$沪%#

!""$

"

"""7

&动物合格

证号#

!""$"""7%!6@#

)"饲养于福建中医药大学医学

实验动物中心清洁级实验室(许可证号#

F^b`

$闽%

!""9

"

"""#

)* 除给药时间外"所有大鼠均
!M >

自由

进食'摄水*

!

$药物$鹿角胶$批号#

Q##"@##

%

@ P

$龟甲胶

$批号#

Q##"%$!

%

9 P

$枸杞子$批号#

Q##"%@!

%

9 P

人参$批号#

Q##"@M6

%

@ P

"选用培力药业有限公司

+农本方,浓缩中药配方颗粒*

%

$试剂及仪器$

B+:+

低糖培养基'胎牛血清

$

LJF

%'

"

!

!7W

胰蛋白酶$美国
]0A32-8

%"细胞周期

测试试剂盒'

&B9"

和
&BM7

表面标记物抗体$美国

JB

公司%"

FB

大鼠
J++F&I

成骨诱导分化完全培

养基$广州赛业生物科技有限公司%'茜素红#

F

粉$美

国
F<P;,

公司%"

*-E7,

'

!

#

A,E8-<-

'淋巴样增强因

子#

#

$

30;U>2<O 8->,-A8/ K,AE2/

#

#

"

V:L

#

#

%和
!

#

,A

#

E<-

兔抗大鼠单克隆蛋白抗体$美国
&F)

公司%"

J&Q

蛋白浓度测定试剂盒 $美国
S<8/A8

公司%"

R8_8/

#

EQ<O

)+

AB5Q

第一链合成'

R(SQ

裂解液$美国
)>8/

#

;2

公司%*

5B

#

!"""&

型超微量蛋白核酸酶分析仪

$美国
)>8/;2

公司%'

C30;U.I (b$"

倒置显微镜$日

本
C30;U.I

株式会社%"

B^^

#

#!

型多用电泳仪'

Y:V
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#

BC&!"""

凝胶成像系统'

F#"""

型
S&R

仪 $美国

J<2

#

R,O

公司%"

LQ& F,3<G./

型流式细胞仪 $美国

JB

公司%*

M

$含药血清制备$

#""

只
%

月龄雌性
FB

大鼠

经腹腔入路(

$

)切除双侧卵巢"随机数字表法分为低剂

量组'中剂量组'高剂量组和空白组"每组
!7

只* 大

鼠给药量按人与大鼠体表面积换算等效剂量(

6

)

"计算

后大鼠每天药量分别为鹿角胶
7M" ;PDTP

"龟甲胶

#@! ;PDTP

"枸杞子
!$" ;PDTP

"人参
#"6 ;PDTP

"高'

中'低组剂量之比为
M

&

!

&

#

* 术后第
!

天开始分
!

次

$

6

&

"",;

和
!

&

"" U;

%灌胃给药"连续
$

天* 最后

#

次灌胃
! >

后腹主动脉采取全部动脉血"室温静置

! >

后
# """ / D;<-

离心
#7 ;<-

"分离含药血清"同组

混匀"

7@

'水浴
%" ;<-

灭活"

"

!

!! ";

超微滤器过

滤'分装" "

!"

'保存*

7

$

J++F&I

分离培养和鉴定

7

!

#

$

J++F&I

分离$

#

月龄
FB

大鼠"采用全

骨髓贴壁法分离
J++F&I

* 具体操作如下#大鼠断颈

处死后浸泡于
$7W

酒精
7 ;<-

"游离双侧股骨和胫

骨"剔除其上软组织"

SJF

液冲洗
!

遍"自骺板处暴露

干骺端骨面并显露骨髓腔"含
#"WLJF

的培养基反复

轻柔冲洗骨髓腔"收集冲洗液"

7 ;V

移液器轻轻吹打

成单细胞悬液"

!""

目滤网过滤后转移至
#" ;V

培

养皿"

%$

''

7W &C

!

'

#""W

湿度条件培养"记为
L

#

代*

M6 >

后进行首次半量换液"此后每
!

天全量换液

#

次"直至培养皿底细胞融合呈片$约占皿底
6"W a

9"W

%"

"

!

!7W

胰蛋白酶消化并计数细胞"按
!

(

#"

7

个
D

瓶将细胞接入
!7 ;V

细胞培养瓶传代培养"此后

每
!

天全量换液"至细胞融合
6"W a9"W

时按
#

&

M

比

例传代至
L

%

*

7

!

!

$

J++F&I

鉴定

7

!

!

!

#

$细胞形态观察$自
L

#

代开始"倒置显微

镜下观察
J++F&I

生长并记录形态变化*

7

!

!

!

!

$流式细胞仪$

L&+

%检测
J++F&I

表面

标记物
&BM7

和
&B9"

$取
L

%

代状态良好的细胞"

"

!

!7W

胰酶消化后计数"取
#

(

#"

@个细胞加入流式管

中"依次加入兔抗大鼠
&BM7

和
&B9"

单克隆抗体"

室温避光孵育
M7 ;<-

"

SJF

洗涤
%

遍去除未结合抗

体"

# ;V SJF

重悬细胞"流式细胞仪上检测
&BM7

和

&B9"

的表达(

9

)

* 实验重复
%

次*

@

$龟鹿二仙胶含药血清对
J++F&I

增殖的影

响$取
L

%

代细胞"计数后以
#

(

#"

M个
D

孔密度接种于
@

孔板"按表
#

将细胞分组* 血清饥饿
!M >

"更换相应

的条件培养基"继续培养
$! >

后
L&+

检测各组细胞

表
#

#细胞增殖检测的分组及干预条件

组别 基础培养基 血清浓度

LJF VY

#

B+:+ c

双抗
#"W

#"W

空白血清
VY

#

B+:+ c

双抗
#"W

!"W

空白血清
VY

#

B+:+ c

双抗
!"W

#"W

低剂量血清
VY

#

B+:+ c

双抗
#"W

!"W

低剂量血清
VY

#

B+:+ c

双抗
!"W

#"W

中剂量血清
VY

#

B+:+ c

双抗
#"W

!"W

中剂量血清
VY

#

B+:+ c

双抗
!"W

#"W

高剂量血清
VY

#

B+:+ c

双抗
#"W

!"W

高剂量血清
VY

#

B+:+ c

双抗
!"W

Y

"

DY

#

'

F

'

Y

!

D+

期细胞数"并计算细胞增殖指数

$

U/23<K8/,E<2- (-O8Z

"

S(

%*

S(

计算公式为#

S( d

$

F c Y

!

D+

%

D

$

Y

"

DY

#

c F c Y

!

D+

%

(

#"

)

"以确定促进

J++F&I

增殖的最佳含药血清浓度*

$

$龟鹿二仙胶含药血清对各组
J++F&I

成骨

分化的影响$

L

%

代细胞以
#

(

#"

M个
D

每孔接种于
@

孔

板"将细胞分为#

LJF

组$

VY

#

B+:+ c#"WLJF

%'空

白组$

VY

#

B+:+ c#"W

大鼠空白血清%'龟鹿二仙胶

组$

VY

#

B+:+ c#"W

龟鹿二仙胶中剂量组含药血清%

和经典诱导组 (

VY

#

B+:+ c #"W LJF c

地塞米松

$

#"

"

6

;23DV

%

c!

"甘油磷酸钠$

#" ;;23DV

%

c

维生

素
&

$

7" ;PDV

%)"血清饥饿
!M >

后按照分组"予以相

应干预"分别干预
!#

天后进行相关检测*

$

!

#

$

QRF

染色$条件培养后第
!#

天"吸除原培

养基"将细胞用
SJF

冲洗
%

遍"尽量吸尽
SJF

"

#"W

福

尔马林固定
M7 ;<-

"吸除福尔马林并用蒸馏水缓慢冲

洗
!

遍"稍晾干后每孔加入新鲜配置的
!W

茜素红#

F

染

液$

U]

#

M

!

!

%

# ;V

"

%$

'遮光孵育
%" ;<-

"蒸馏水反

复轻柔冲洗"干燥"显微镜下观察并拍照记录*

$

!

!

$

R)

#

S&R

检测各组细胞
QVS

和
C&

;R5Q

表达$

)/<N23

法提取各组细胞总
R5Q

"按
R8

#

_8/EQ<O

)+

AB5Q

第一链合成试剂盒操作说明"

!" "V

反应体系下将
R5Q

逆转录为
AB5Q

*

QVS

'

C&

和内

参基因
YQSB]

引物序列及反应条件见表
!

*

9M

'

预变性
% ;<-

'变性
%" I

"退火
%" I

"

$!

'延伸
M7 I

"

结束循环后"

$!

'再延伸
#" ;<-

* 取终产物
7 "V

"在

电压
9" 1

'电流
7" ;Q

条件下行琼脂糖凝胶电泳

!" ;<-

"

(;,P8 V,G %

!

"

软件分析"以目的条带和内

参
YQSB]

的灰度值比值进行分析*

6

$龟鹿二仙胶含药血清对各组细胞
*-E7,

'

!

#

A,E8-<-

和
V8K

#

# ;R5Q

表达的影响$按照分组诱

导培养
!#

天后"

R)

#

S&R

检测
*-E7,

'

!

#

A,E8-<-

和

V8K

#

# ;R5Q

表达"方法同
$

!

!

*

*-E7,

'

!

#

A,E8-<-

'

V8K

#

#

以及内参基因
YQBS]

引物序列及反应条件等
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#

! !(###!

见表
%

*

(;,P8 V,G %

!

"

软件分析图像"以目的条带

和内参
YQSB]

的灰度值比值进行分析*

表
!

#

QVS

和
C&

引物及反应条件

引物 序列
产物长度

$

GU

%

退火温度

$'%

循环数

QVS L

#

7

)#

&&&QQQYY&))&))Y

#

%

)

%7$ 7" %%

R

#

7

)#

&)YY)QY))Y))Y)YQY&

#

%

)

C& L

#

7

)#

QYYY&QQ)QQYY)QY)YQ

#

%

)

!6@ 7% %7

R

#

7

)#

YQYY&)&)YQYQQY&Q)QQQ

#

%

)

YQSB] L

#

7

")

QYQQYY:)YYYY&)&Q)))Y

#

%

)

!76 77 %"

R

#

7

)#

QYYYY&&Q)&Q&QY)&))&

#

%

)

表
%

#

*-E7,

'

!

#

A,E8-<-

和
V8K

#

#

引物及反应条件

引物 序列
产物长度

$

GU

%

退火温度

$'%

循环数

*-E7, L

#

7

)#

YQ)Y&&&)&QQYYQYQQY)Q)Y

#

%

)

!79 77 %%

R

#

7

)#

&&Y)&))QQQ&)YY)&Q)QY&&

#

%

)

!

#

A,E8-<- L

#

7

)#

)Y&Q Y&YQ&)QQ Y&QY YQ

#

%

)

M!7 7M %6

R

#

7

)#

)&Q& &QY&Q&YQ QYYQ &Q

#

%

)

V8K

#

# L

#

7

)#

&&)Q&&&Q)&))&Q&)))&QYY

#

%

)

!"# 77 %7

R

#

7

)#

)QY&)&&)Y))&&))) &)&) Y

#

%

)

YQSB] L

#

7

)#

QYQQYY:)YYYY&)&Q)))Y

#

%

)

!76 77 %"

R

#

7

)#

QYYYY&&Q)&Q&QY)&))&

#

%

)

9

$龟鹿二仙胶含药血清对各组细胞
*-E7,

'

!

#

A,E8-<-

和
V8K

#

#

蛋白表达的影响$按分组诱导培养

!#

天后"

M

'

SJF

液冲洗
%

遍"加入
R(SQ

裂解液提取

总蛋白"

J&Q

法测蛋白浓度"

7

(蛋白上样缓冲液混合

后沸水$

#""

'%浴
7 ;<-

将蛋白变性* 每孔取
!" "P

蛋白上样"进行聚丙烯酰胺凝胶电泳"将蛋白转到
SB1L

膜上"室温封闭
! >

"加入稀释后的一抗"一抗稀释浓度

分别为兔抗大鼠
*-E7,

$

#

&

# """

%'兔 抗 大 鼠

!

#

A,E8-<-

$

#

&

# """

%'兔抗大鼠
V8K

#

#

$

#

&

# """

%'羊抗

大鼠
!

#

,AE<-

$

#

&

# """

%"

M

'摇床过夜后"

)JF)

洗涤

去除残余一抗"加入二抗后室温孵育
# >

"再次
)JF)

洗

涤"加入
:&V

发光液"用凝胶成像系统扫描"以
(;,P8

V,G %

!

"

软件分析"蛋白表达值以目标蛋白灰度值与

!

#

,AE<-

灰度值之比计算*

#"

$统计学方法$采用
FSFF #@

!

"

统计软件"

数据采用
Z

%

I

表示"组间比较用单因素方差分析"成

组数据比较采用
E

检验"方差齐性则用
VFB

法两两比

较"方差不齐则采用
B.--8EE

)

I )%

法两两比较"

S X

"

!

"7

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$细胞形态观察$图
#

%$接种
!M >

后"皿底可

见少许细胞贴壁"形状不规则*

% a M

天后"贴壁细胞

明显增多"呈细长外形"和成纤维细胞外形相似*

@ a

6

天后可见贴壁细胞呈簇状生长"至第
#"

天时细胞形

态较为均一"外形细长且按一定方向紧密排列呈旋涡

状* 细胞传代后
!M >

即基本全部贴壁且增殖速度快"

每
7 a@

天即可铺满瓶底*

图
#

#

L#

代培养
6

天$$ (

#""

%

!

$

&BM7

和
&B9"

的表达情况$图
!

%$

&BM7

阳性表达率为
#

!

M@W

%

"

!

!%W

"呈低表达$图
!

#

Q

%"

&B9"

阳性表达率为
9@

!

9$W

%

%

!

!#W

"呈高表达

$图
!

#

J

%"符合
J++F&I

细胞表面抗原特点"说明全

骨髓贴壁法分离的细胞为
J++F&I

"经传代培养至

L

%

代后符合实验要求*

注&

Q

为
&BM7

阳性表达率&

J

为
&B9"

阳性表达率&

- d%

图
!

#

L&+

法鉴定
J++F&I

细胞表型
&BM7

和
&B9"

表达
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#

$$

%

$

J++F&I

细胞周期的变化$表
M

%$浓度为

#"W

龟鹿二仙胶中剂量组含药血清
F

期细胞比率显

著高于
LJF

组'

#"W

低剂量血清组'

#"W

高剂量血清

组'

!"W

空白血清组'

!"W

低剂量血清组和
!"W

高剂

量血清组"

Y

!

D+

期细胞比率高于
LJF

组'

#"W

空白血

清组'

#"W

低剂量血清组'

!"W

空白血清组'

!"W

低剂

量血清组和
!"W

中剂量血清组"

Y

"

DY

#

期细胞比率低

于其他各组"增殖指数为
!!

!

69

%

#

!

%$

"显著高于其

他组"差异有统计学意义$

S X"

!

"7

"

S X"

!

"#

%* 说明

含
#"W

龟鹿二仙胶中剂量组含药血清具有促进

J++F&I

细胞增殖作用"且较其他组作用明显"在后

续实验中以此浓度的含药血清作为最佳干预浓度*

M

$

QRF

染色结果比较$图
%

%$

LJF

组和空白

组染色未见橘红色结节$图
% Q

'

J

%* 龟鹿二仙胶组

和经典诱导组细胞光镜下观察呈多角形"互相重叠"呈

团簇状生长并可见结节样结构$图
% &

'

B

%"茜素红染

色可见明显的橘红色钙结节$图
M:

'

L

%*

7

$各组
C&

'

QVS ;R5Q

表达比较$图
M

%$与

LJF

组和空白组比较"龟鹿二仙胶组及经典诱导组
C&

'

QVS ;R5Q

相对表达量升高"差异有统计学意

义 $

S X"

!

"7

%*

@

$

*-E7,

'

!

#

A,E8-<-

'

V8K

#

# ;R5Q

的表达$图

7

%$与
LJF

组和空白组比较"龟鹿二仙胶组及经典诱

导组
*-E7,

'

!

#

A,E8-<- ;R5Q

相对表达量升高"差

异有统计学意义$

S X"

!

"7

%&与
LJF

组'空白组和经

典诱导组比较"龟鹿二仙胶组
V8K

#

# ;R5Q

相对表达

量升高"差异有统计学意义$

S X"

!

"7

%*

$

$各组
*-E7,

'

!

#

A,E8-<-

'

V8K

#

#

蛋白表达$图
@

%

$与
LJF

组和空白组比较"龟鹿二仙胶组和经典诱导组

*-E7,

'

!

#

A,E8-<-

'

V8K

#

#

蛋白表达量升高"差异有统计

学意义$

S X"

!

"7

%&与经典诱导组比较"龟鹿二仙胶组

V8K

#

#

蛋白表达量升高"差异有统计学意义$

S X"

!

"7

%*

讨$$论

CS

属中医学+骨痿'骨痹,的范畴(

##

)

* 中医学认

为骨骼的强壮有赖于+肾精,的充足"+肾精,随着年龄

的增长发生动态的变化"

CS

的发病与+肾精,关系密

切*

J++F&I

具有较强的增殖能力"在一定条件下可

表
M

#龟鹿二仙胶含药血清对
J++F&I

细胞周期的影响$$

Z

%

I

%

组别
J++F&I

细胞周期$

W

%

Y

"

DY

#

F

Y

!

D+

增殖指数$

S(

%

LJF

6$

*

$9

%

%

*

@#

!

7

*

6!

%

"

*

6#

!!

@

*

%6

%

M

*

M!

!!

#!

*

!"

%

!

*

6@

!

#"W

空白血清
6$

*

7!

%

#

*

%!

!

$

*

!6

%

!

*

!7

!

7

*

#9

%

%

*

7!

!!

#!

*

M$

%

%

*

M%

!

#"W

低剂量血清
6@

*

9"

%

#

*

@%

!

@

*

"$

%

"

*

@7

!!

$

*

"#

%

!

*

!@

!!

#%

*

"$

%

#

*

9@

!

#"W

中剂量血清
$$

*

#"

%

#

*

@$ #"

*

@$

%

"

*

7" #!

*

!!

%

#

*

!9 !!

*

69

%

#

*

%$

#"W

高剂量血清
67

*

%@

%

#

*

M#

!

$

*

%!

%

#

*

"#

!

9

*

#$

%

#

*

!M

!

#@

*

M9

%

!

*

%9

!

!"W

空白血清
66

*

M"

%

#

*

#6

!

7

*

!%

%

"

*

6#

!!

@

*

%7

%

#

*

M"

!!

##

*

79

%

#

*

"9

!

!"W

低剂量血清
6@

*

%M

%

!

*

6$

!

@

*

#$

%

!

*

$7

!!

7

*

6%

%

!

*

M#

!!

#!

*

""

%

%

*

#9

!

!"W

中剂量血清
6$

*

#%

%

"

*

M7

!

6

*

6#

%

%

*

"!

!

M

*

"7

%

!

*

97

!!

#!

*

6@

%

%

*

$%

!

!"W

高剂量血清
6M

*

9"

%

#

*

76

!

7

*

6!

%

#

*

"M

!!

9

*

!$

%

#

*

%$!

#7

*

#"

%

#

*

76

!

$$注&与
#"W
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LJF
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B

分别为龟鹿二仙胶组和经典诱导组光镜

观察&

:
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L

分别为龟鹿二仙胶组和经典诱导组
QRF

染色图

图
%

#

J++F&I

诱导后成骨分化情况观察$ (

#""

%



中国中西医结合杂志
!"#$

年
#

月第
%$

卷第
#

期
&'()*+

"

',-.,/0 !"#$

"

1234 %$

"

52

!

#

! !!###!

$$注&

Q

为
C&

和
QVS ;R5Q

表达与
YQSB]

相对表达量$$

YQSB] d#

&

- d%

%&与
LJF

组比较"
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S X"
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&与

空白组比较"
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&

J

为
C&

'

QVS

琼脂糖凝胶电泳图

图
M

#各组细胞
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'

C& ;R5Q

表达比较
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'

!

#

A,E8-<-

'
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#

# ;R5Q

相对表达量$
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组比较"
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图
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S X"
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J
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#

蛋白
FBF

#

SQY:

电泳图

图
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#各组细胞
*-E7,
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'

V8K
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蛋白表达比较

向成骨细胞分化(

#!

)

"但其增殖能力和向成骨细胞分化

能力与年龄有密切关系"所以
J++F&I

和+肾精,在内

涵与功能上具有很大的相关性(

#%

)

* 研究发现骨髓中

J++F&I

含量极少"而具有补肾壮骨功效的中药以及

以补肾为主的中药复方能促进
J++F&I

增殖和成骨

分化(

#M

"

#@

)

"因此促进
J++F&I

增殖和诱导其向成骨

细胞分化可能是+补肾,中药具有+壮骨,功能作用途径

之一* 龟鹿二仙胶中鹿角胶和龟板胶皆为血肉有情之

品配伍人参和枸杞子益气养阴"具有补肾'充精髓的作

用* 本实验结果表明龟鹿二仙胶含药血清能显著增加

F

'

Y

!

D+

期细胞数"具有促进
J++F&I

增殖的作用*

J++F&I

向成骨细胞分化过程伴有特异性成骨标

志物表达水平的上调(

#$

)及钙结节出现等*

QVS

为成骨

前体细胞和成骨细胞分化的标记"是
J++F&I

向成骨细

胞分化的早期标志物之一(

#6

)

"

C&

也是成骨细胞分化最

早'最具有特异性的指标(

#9

)

"且表达稳定* 本实验中"各

组
J++F&I

细胞干预培养
!#

天后"龟鹿二仙胶组

QVS

'

C& ;R5Q

的表达显著高于
LJF

组和空白组"说

明龟鹿二仙胶含药血清具有早期诱导
J++F&I

成骨分

化的作用* 茜素红染色是观察
J++F&I

成骨分化形成

的钙结节常用的染色方法* 本实验中茜素红染色后显示

龟鹿二仙胶组和经典诱导组中均可见数个大小不等'形

态不规则的橘红色矿化结节"而空白组和
LJF

组细胞未

见明显矿化结节染色"说明龟鹿二仙胶含药血清能促进
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J++F&I

向成骨细胞分化并形成成熟的钙结节*

J++F&I

向成骨细胞分化过程中受多条信号通

路的调控(

!"

)

"

*-E

信号通路是近些年来研究的热

点(

!#

)

"其中
*-ED!

#

A,E8-<-

通路又称为
*-E

经典通

路"是目前研究最为充分"与骨组织代谢关系最为密切

的通路"可通过诱导成骨细胞分化(

!!

)的方式促进骨形

成"对骨骼生物学非常重要(

!%

"

!M

)

* 有研究表明中药通

过对
*-E

信号通路相关因子基因和蛋白表达的影响"

参与
J++F&I

成骨分化的过程(

!7

)

* 本研究结果也

表明龟鹿二仙胶含药血清则能通过上调
*-E7,

'

!

#

A,E8-<-

和
V8K

#

#

基因和蛋白的表达"促进
J++F&I

向成骨细胞分化*

本研究以血清药理学的方法观察龟鹿二仙胶含药

血清对
J++F&I

增殖及诱导成骨分化的作用"认为

龟鹿二仙胶能促进
J++F&I

增殖且通过调控
*-ED!

#

A,E8-<-

信号通路促进
J++F&I

向成骨细胞分化"但

该通路其它因子及非经典通路是否参与这一过程还有

待进一步深入研究*
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