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教育厅重点课题$

857 !"#9#9#9

%
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%
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#
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!
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#
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!
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!基础研究!

壮骨止痛方对体外培养成骨细胞

+G0E!

"

B>0.G?G

信号通路的影响

彭#昕#曾锦宁#张叔琦#袁丽瑶#张国民

摘要#目的#观察壮骨止痛方对体外培养成骨细胞
+G0E!

"

B>0.G?G

信号通路的影响" 方法#取新生
-C

大鼠颅骨进行成骨细胞原代培养#传代后随机分为
:

组$假手术组%模型组%对照组%中药组" 培养
&

代后进行鉴

定#加入相应含药血清干预
:; H

" 测定各组成骨细胞
+G0&>

%

!

"

B>0.G?G

%

IJK<

%

L-M&!1J8N

及蛋白的表达

情况" 结果#与假手术组比较#模型组
!

"

B>0.G?G

%

IJK<

蛋白及
1J8N

降低&

K O"

!

"<

'#

L-M&!

蛋白及
1J

"

8N

升高&

K O"

!

"<

'" 与模型组比较#对照组和中药组
!

"

B>0.G?G

%

IJK<

蛋白及
1J8N

表达升高&

K O"

!

"<

'#

L-M&!

蛋白表达降低&

K O"

!

"<

'#中药组
L-M&!1J8N

表达降低&

K O"

!

"<

'" 与对照组比较#中药组
!

"

B>0.G?G

蛋白及
1J8N

表达升高&

K O"

!

"<

'#

L-M&!1J8N

表达降低&

K O"

!

"<

'" 结论#壮骨止痛方可通

过上调
+G0&>

%

!

"

B>0.G?G

%

IJK<

蛋白的表达#下调
L-M&!

的表达调控
+G0E!

"

B>0.G?G

信号通路"

关键词#壮骨止痛方( 骨质疏松症( 成骨细胞(

+G0E!

"

B>0.G?G

信号通路

=PP.B0 5P QHR>GSSR QH?05GS J.B?/. 5G +G0E!

"

B>0.G?G -?SG>6?GS K>0HT>U 5P DV0.526>V0 'R60R3.W ?G

4?035 K=8L X?G

!

Q=8L (?G

"

G?GS

!

QYN8L -HR

"

A?

!

Z[N8 I?

"

U>5

!

>GW QYN8L LR5

"

1?G

#

,.W?B>6 '56

"

6.S.

!

YRG>G [G?\.3V?0U 5P 'H?G.V. ,.W?B?G.

!

'H>GSVH>

$

:#"!";

%

N]-*JN'*

$

D2F.B0?\.

$

*5 52V.3\. 0H. .PP.B0 5P QHR>GSSR QH?05GS J.B?/.

$

QLQ*J

%

5G +G0E!

"

B>0.

"

G?G V?SG>6?GS />0HT>U 5P 5V0.526>V0 BR60R3.W ?G \?035 7 ,.0H5WV

$

DV0.526>V0V P351 G.5G>0>6 -C 3>0V T.3.

BR60R3.W ?G /3?1>3U BR60R3. 0H.G W?\?W.W ?G05 : S35R/V 3>GW516U

!

VH>1

"

5/.3>0.W S35R/

!

15W.6 S35R/

!

B5G

"

0356 S35R/ >GW 'H?G.V. 1.W?B?G.

$

',

%

S35R/7 DV0.526>V0V T.3. ?W.G0?P?.W >P0.3 & S.G.3>0?5GV

!

0H.G ?G0.3

"

\.G.W 2U W3RS B5G0>?G?GS V.3R1 P53 :; H7 *H. 1J8N >GW /350.?G .^/3.VV?5G 5P +G0&>

!

!

"

B>0.G?G

!

IJK<

!

L-M&!T.3. W.0.B0.W7 J.VR60V

$

'51/>3.W T?0H VH>1

"

5/.3>0.W S35R/

!

0H. /350.?G >GW 1J8N .^/3.VV?5G

5P !

"

B>0.G?G

!

IJK< W.B3.>V.W

$

K O"

%

"<

%!

L-M&!1J8N >GW /350.?G ?GB3.>V.W ?G 15W.6 S35R/

$

K O"

%

"<

%

7

'51/>3.W T?0H 0H. 15W.6 S35R/

!

0H. 1J8N >GW /350.?G .^/3.VV?5G 5P !

"

B>0.G?G

!

IJK< ?GB3.>V.W

$

K O

"

%

"<

%!

0H. /350.?G .^/3.VV?5G 5P L-M&!W.B3.>V.W ?G B5G0356 S35R/ >GW ', S35R/

$

K O"

%

"<

%&

0H. 1J8N

.^/3.VV?5G 5P L-M&!W.B3.>V.W ?G ', S35R/

$

K O"

%

"<

%

7 '51/>3.W T?0H 0H. B5G0356 S35R/

!

0H. 1J8N >GW

/350.?G .^/3.VV?5G 5P !

"

B>0.G?G ?GB3.>V.W

$

K O"

%

"<

%!

>GW L-M&!1J8N .^/3.VV?5G W.B3.>V.W

$

K O"

%

"<

%

?G ', S35R/7 '5GB6RV?5G

$

QLQ*J B>G 3.SR6>0. 0H. +G0E!

"

B>0.G?G V?SG>6?GS />0HT>U 2U 3>?V?GS 0H. .^/3.V

"

V?5GV 5P /350.?G +G0&>

!

!

"

B>0.G?G

!

IJK< >GW 3.WRB?GS 0H. .^/3.VV?5G 5P L-M&!7

M=Z+DJC-

$

QHR>GSSR QH?05GS K.B?/.

&

5V0.5/535V?V

&

5V0.526>V0V

&

+G0E!

"

B>0.G?G V?SG>6?GS />0HT>U

##绝经后骨质疏松症$

/5V01.G5/>RV>6 5V0.5/5

"

35V?V

!

K,DK

%是绝经后妇女的常见病及多发病!是临

床表现为骨折易感性和骨脆性增加的一种代谢性疾

病'

#

(

)

+G0E!

"

B>0.G?G

信号通路对骨骼的发生发展起

着决定性的作用!尤其是在促进成骨细胞的成熟方面)

+G0E!

"

B>0.G?G

信号通路的激活可能成为抗骨质疏松

药物的重要治疗手段之一'

!

(

) 壮骨止痛方在古方补骨

脂丸的基础上研制而成'

&

(

!为进一步探明其主要成分及

作用机制!本课题组采用体外成骨细胞原代培养和中药

血清药理学相结合的方法!研究壮骨止痛方对体外原代

培养成骨细胞
+G0&>

*

!

"

B>0.G?G

*

IJK<

*

L-M&!1J

"

8N

及蛋白表达的影响!探讨其具体作用机制)
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材料与方法

#

#实验动物#

#!

月龄
-C

雌性大鼠!体重$

!<"

$

#$

%

S

!新生
!: H -K_

级
-C

大鼠!均购自湖南斯莱克

景达实验动物有限公司!许可证号#

-'XM

$湘%

!"##

%

"""&

) 所有动物采用水合氯醛腹腔注射麻醉!

处死方式均为注射过量水合氯醛!集中焚烧动物尸体)

动物实验参考+关于善待实验动物的指导性意见,)

!

#试剂及仪器#

C,=,

低糖培养基 $批号#

##;;<

%

"$9

!

L?2B5

公司%&胎牛血清$批号#

#9"""

%

"::

!浙江天航生物科技有限公司%&青霉素 %链霉素

混合溶液$批号#

JZ""#$

!北京
I.>S.G.

公司%&胰蛋

白酶"

=C*N

消化液$批号#

*#&""

!北京
-56>32?5

公

司%&

"

型胶原酶 $批号#

-?S1>

"

'

"

9;;<

!

-?S1>

公

司%&碱性磷酸酶$

N6`>6?G. /H5V/H>0>V.

!

NMK

%测

试盒$批号#

N"<%

%

!

!南京建成生物工程研究所%&大

鼠
+G0&>

一抗$批号#

]N!9#;

%

#

!

]5V0.3

公司%&大

鼠
!

"

B>0.G?G

一抗$批号#

#!"

%

!$

%

#"""

!美国
K35

"

0.?G *.BH

公司%&大鼠
IJK<

*

L-M&!

一抗 $批号#

N_#9&<>

!北京
]?5VV

公司%&兔
-K

检测试剂盒*

CN]

显色试剂盒$批号#

QI)

"

%"#;

!北京中杉金桥公

司%&

"

!

!a

茜素红染色液$批号#

[_("#<&9

!北京
-5

"

6>32?5

公司%&

*J)b56 J8N

提取液 $批号#

#<<%9

%

"!9

!美国
N12?5G

公司%&逆转录试剂盒 $批号#

N&<""

!美国
K351.S>

公司%&

+G0&>

*

!

"

B>0.G?G

*

IJK<

*

L-M&!

引物$生工生物工程股份有限公司%)

倒置相差显微镜$

N=&"E&#

!北京
,50?B

公司%&

K'J

仪

$

,R60?L.G."

!美国
I>2G.0

公司%&酶标仪 $型号#

-/.B03>,>^ ,<

!美国
,56.BR6>3 C.\?B.V

公司%&电

泳仪$

CZ'Q

"

!<=

型!北京市六一仪器厂%&生物电泳图

像分析系统$型号#

_J

"

%;"]

!上海复日科技有限公司%)

&

#药物#壮骨止痛方原材料购自湖南中医药大

学第一附属医院!包括补骨脂*淫羊藿*狗脊*枸杞子*川

牛膝*女贞子*骨碎补!具体配伍参照国家新药证书'国

药证字
Q!""<"#!<

() 阳性对照药为尼尔雌醇片

$

! 1S

!廊坊高博京邦制药有限公司!批号#

#:"#"#

%)

:

#含药血清制备#

#!

月龄
-C

雌性大鼠
!:

只!

随机分为
:

组#假手术组*模型组*对照组*中药组) 模

型组*对照组*中药组大鼠摘除双侧卵巢!假手术组在相

应位置摘除相应体积脂肪) 中药组大鼠每日灌胃壮骨

止痛方'

9

!

9 1SE

$

`S

"

W

%!

< 1I

(!对照组大鼠灌胃尼

尔雌醇'

< 1SE

$

`S

"

W

%!

< 1I

(!假手术组*模型组灌胃

生理盐水
< 1I

!连续干预
#&

周后!经腹主动脉取血!静

置
&" 1?G

后!于
:

&离心
#< 1?G

取上层血清)

<

#成骨细胞的分离与培养#取新生
-C

大鼠乳

鼠
;

只!于
$<a

乙醇中浸泡
< 1?G

作消毒处理!于

K]-

皿中打开大鼠头顶皮肤!取出双侧顶骨!放入

K]-

液中) 刮除附着组织至骨质发白透亮后剪成

# 11

'

# 11

'

# 11

左右的小块! 转移至装有

"

!

!<a

胰酶的
]C

管中!于
&$

&消化
&" 1?G

!期间震

荡
#

次)离心去酶后!加入
K]-

液洗涤
#

次!离心后

加入
"

!

#a"

型胶原酶!于
&$

&水浴
# H

!期间震荡

#

次)离心去酶并用
K]-

液洗涤后!移入
<" 1I

细胞

培养瓶内!

#!a

胎牛血清
C,=,

低糖培养液于
&$

&*

<a'D

!

培养箱中培养)

!

天后换液
#

次!之后每周换

液
#

次) 待细胞铺满底壁约
;"a

后!用
"

!

!<a

胰蛋

白酶消化后进行传代!

!

天后换液) 当细胞贴壁较紧

时!采用胰蛋白酶消化
# 1?G

后结合细胞刮刀刮取细

胞) 进一步传代后随机分为
:

组!即假手术组*模型

组*对照组*中药组!采用相应血清培养细胞)

9

#成骨细胞鉴定#培养细胞待骨片周围爬出细

胞后!于
#""

倍倒置相差显微镜下观察成骨细胞的形

态*排列并拍照) 根据
NMK

测试盒说明书指示进行

操作) 从细胞培养瓶中取培养液!离心后取上清!加入

NMK

检测试剂后
&$

&水浴
#< 1?G

!

:%" G1

酶标仪

测定各孔吸光值) 成骨细胞体外培养至
#;

天!进行茜

素红染色) 将细胞用
$<a

乙醇固定后!双蒸水冲洗

&

次!加入茜素红染液于
&$

&孵育
&" 1?G

后观察)

$

#含药血清干预#成骨细胞传代贴壁
!: H

后!

于培养液中添加相应
#<a

含药血清!培养
:; H

)

;

#蛋白表达检测#采用免疫组织化学技术检测

各组成骨细胞
+G0&>

*

!

"

B>0.G?G

*

IJK<

*

L-M&!

蛋

白表达!

CN]

显色后呈棕黄色者为阳性结果) 每张切

片放大
:""

倍后随机选择
<

个视野进行图像分析!检

测
+G0&>

*

!

"

B>0.G?G

*

IJK<

*

L-M&!

蛋白的阳性表

达率并测出平均灰度值!进行数据分析)

%

#

1J8N

检测#用
*J)b56

提取成骨细胞
J8N

后!使用分光光度计测量
J8N DC

值!调节各组
J8N

浓

度在同一水平) 同时取各组
J8N

做琼脂糖凝胶电泳!以

确保
J8N

的完整性) 根据逆转录试剂盒$

K351.S>

公

司%完成逆转录!形成
BC8N

!与%

!"

&保存) 使用前按

照说明书将
+G0&>

*

!

"

B>0.G?G

*

IJK<

*

L-M&!

引物溶

解!各目的基因与参照基因
LNKCY

的引物序列见下表

$表
#

%)

K'J

反应体系共
!" #I

!包括
JG>V. _3..

水

$ #I

!上*下游引物各
# #I

!

*>A K'J ,>V0.3,?^ #" #I

$

*>AC8N

聚合酶
"

!

# [E#I

%!模板
# #I

) 使用
K'J

仪

进行扩增后进行电泳) 电泳完成的琼脂糖凝胶使用生物

电泳图像分析系统进行拍照及图像分析)
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表
#

$各引物序列

基因 引物序列 引物长度$

2/

%

+G0&>

正向
<

("

'LLL***'*N''*LN*LL*L

"

&

(

#!&

反向
<

("

'**N''*L*'*''L***LNL'

"

&

(

!

"

B>0.G?G

正向
<

("

L*L'NN**''*LNL'*LN''

"

&

(

#;:

反向
<

("

'LLL'*L***'*N'L*'N**

"

&

(

IJK<

正向
<

("

'**'''N'*N'N'L'*LLN'

"

&

(

#9&

反向
<

("

**LN*LL'***LN'N**''*'

"

&

(

L-M&!

正向
<

("

*''LN**L'LL*N***'**'

"

&

(

#&"

反向
<

("

NL*L*'*L'**LL'*'LN'*

"

&

(

LNKCY

正向
<

("

N''N'NL*''N*L''N*'N'

"

&

(

&"&

反向
<

("

*''N''N'''*L**L'*L*N

"

&

(

#"

#统计学方法#使用
-K-- !!

!

"

进行统计学

分析!实验数据以
^

$

V

表示!采用
0

检验法进行组间

分析!

K O"

!

"<

为差异有统计学意义)

结##果

#

#成骨细胞鉴定结果$图
#

%#原代培养
!: H

后

即可见骨片上爬下来的呈多角形或星形的细胞) 培养

$! H

后!明显可见在骨片周围排列紧密的细胞) 空白

对照中
NMK

活性值为
"

!标准对照为
!

!所测定培养

液中
NMK

活性平均值为
#

!

!%

!具有很强的
NMK

活

性)

NMK

染色后!着色部分呈墨绿色) 茜素红染色

后!形成了红色钙化结节)

##注#

N

*

]

为成骨细胞!箭头所指即是&

'

*

C

为成骨细胞!

NMK

染色&

=

*

_

为钙化结节!茜素红染色

图
#

$成骨细胞鉴定结果$$ '

#""

%

!

#各组
+G0&>

*

!

"

B>0.G?G

*

IJK<

*

L-M&!

蛋白

表达比较$图
!

!表
!

%#

+G0&>

*

!

"

B>0.G?G

蛋白染色

以假手术组最深!中药组*对照组*模型组染色均较浅)

中药组*对照组*假手术组
IKJ<

蛋白免疫组化染色着

色明显高于模型组)

L-M

"

&!

蛋白模型组染色最深!

中药组*对照组*假手术组染色均较浅) 与假手术组比

较!模型组
!

"

B>0.G?G

*

IJK<

蛋白降低$

K O "

!

"<

%!

L-M&!

蛋白升高$

K O"

!

"<

%) 与模型组比较!对照组

和中药组
!

"

B>0.G?G

*

IJK<

蛋白升高 $

K O "

!

"<

%!

L-M&!

蛋白降低$

K O"

!

"<

%) 与对照组比较!中药组

!

"

B>0.G?G

蛋白升高$

K O"

!

"<

%)

##注#

N

为假手术组&

]

为模型组&

'

为对照组&

C

为中药组&

#

为

+G0&>

&

!

为
!

"

B>0.G?G

&

&

为
IJK<

&

:

为
L-M&!

&箭头所指为蛋白

表达

图
!

$各组
+G0&>

*

!

"

B>0.G?G

*

IJK<

*

L-M&!

蛋白表达#$免疫组化! '

:""

%

表
!

$各组免疫组化染色
+G0&>

*

!

"

B>0.G?G

*

IJK<

*

L-M&!

蛋白灰度值比较#$

^

$

V

%

组别
G +G0&> !

"

B>0.G?G IJK< L-M&!

假手术
#" $&

$

$

##9

$

%

!

#!#

$

<

!

9;

$

$

!

模型
#" 9;

$

: ;$

$

9 %#

$

#9 #!"

$

9

对照
#" $#

$

9

##&

$

9

!

##9

$

$

!

$&

$

9

!

中药
#" $!

$

;

#!#

$

;

!"

##;

$

<

!

$<

$

;

!

##注#与模型组比较!

!

K O"

!

"<

&与对照组比较!

"

K O"

!

"<

&

#各组
+G0&>

*

!

"

B>0.G?G

*

IJK<

*

L-M&!1J

"

8N

表达比较$图
&

!表
&

%#与假手术组比较!模型组

!

"

B>0.G?G

*

IJK< 1J8N

降低 $

K O "

!

"<

%!

L-M&!

1J8N

升高$

K O"

!

"<

%) 与模型组比较!对照组和中

药组
!

"

B>0.G?G

*

IJK< 1J8N

升高$

K O"

!

"<

%!中药

组
L-M&!1J8N

降低$

K O"

!

"<

%) 与对照组比较!

中药组
!

"

B>0.G?G

升高$

K O "

!

"<

%!

L-M&!1J8N

降低$

K O"

!

"<

%)

图
&

$各组
+G0&>

*

!

"

B>0.G?G

*

IJK<

*

L-M&!1J8N

表达
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年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

!

-./0.12.3 !"#$

!

4567 &$

!

85

!

%

表
&

$各组
+G0&>

*

!

"

B>0.G?G

*

IJK<

*

L-M&!1J8N

表达比较

组别
G +G0&> !

"

B>0.G?G IJK< L-M&!

假手术
#" "

)

;!

$

"

)

!<

"

)

;<

$

"

)

#%

!

#

)

<!

$

"

)

!&

!

"

)

:<

$

"

)

#9

!

模型
#" "

)

$&

$

"

)

!: "

)

:$

$

"

)

!: #

)

#;

$

"

)

&< "

)

;<

$

"

)

!<

对照
#" "

)

$!

$

"

)

&#

"

)

;#

$

"

)

#;

!

#

)

:$

$

"

)

!#

!

"

)

$%

$

"

)

#;

中药
#" "

)

$&

$

"

)

#9

#

)

&<

$

"

)

!&

!"

#

)

&;

$

"

)

!:

!

"

)

9;

$

"

)

!"

!"

##注#与模型组比较!

!

K O"

!

"<

&与对照组比较!

"

K O"

!

"<

讨##论

中医治疗
K,DK

宜补肾阴*温肾阳*滋补肝肾以

活血化瘀*壮骨止痛'

:

(

) 壮骨止痛方主要由淫羊藿*

补骨脂*狗脊*川牛膝等组成!以归肝肾之经的淫羊藿

为君药'

<

(

!具有大温之性的补骨脂*强腰脊的狗脊共

为臣药!以滋补肝肾的枸杞子*女贞子为佐药!骨碎补*

川牛膝共为佐使药!标本兼治!攻补兼施) 以治本温补

为主!治标攻邪为次'

9

(

)

+G0E!

"

B>0.G?G

信号通路及

其配体在成骨细胞的增殖*分化中起着关键的作用!调

控着骨骼的发生*发展*修复'

$

(

)

+G0

信号通路的组

成包括
9

个部分#

+G0

*

+G0

膜表面受体---

IJK

*

!

"

B>0.G?G

*

L-M

"

&!

*酪蛋白激酶*胞质调节蛋白*转录

因子'

;

(

)

!

"

B>0.G?G

起到正向调节的作用!而
L-M

"

&!

*

NK'

*

N^?G

等的激活则会抑制
+G0E!

"

B>0.G?G

信

号通路)

!

"

B>0.G?G

等正向调节蛋白能通过激活
*

细

胞因子和淋巴样增强子结合蛋白等转录因子来促进下

游靶基因
B

"

U1B

*

BUB6?GC#

基因的表达!从而促进细

胞增殖'

%

!

#"

(

) 若
N^?GENK'EL-M

"

&

降解复合体使
!

"

B>0.G?G

蛋白出现泛素化和磷酸化!导致其被降解)

研究表明
+G0E!

"

B>0.G?G

信号通路与成骨细胞的发

育*分化*成熟以及骨基质的矿化高度相关'

##

(

!有研究

发现淫羊藿苷*淫羊藿黄酮以及骨碎补总黄酮均能通

过
+G0E!

"

B>0.G?G

信号通路作用于骨髓间充质干细

胞!使之向成骨细胞分化'

#!

(

) 招文华等'

#&

(研究显示!

骨碎补能通过调控
DKLEJN8MIEJN8M

通路*组织蛋

白酶
M

通路*

+G0 E!

"

B>0.G?G

通路等通路上的相关靶

点!从而发挥抗骨质疏松的作用)

本实验进行成骨细胞的原代培养后!测定了成骨

细胞的
NMK

含量!同时进行了
NMK

染色和茜素红染

色!确定了培养的细胞为成骨细胞) 细胞培养一段时

间后!进行了
+G0&>

*

!

"

B>0.G?G

*

IJK<

*

L-M&!

蛋白

的免疫组化染色和
J*

"

K'J

!研究结果显示!中药组

+G0&>

*

!

"

B>0.G?G

*

IJK<

表达均高于模型组!提示壮

骨止痛方能正向调节
+G0&>

*

!

"

B>0.G?G

*

IJK<

蛋白

的表达!略高于对照组!表明壮骨止痛方对于
K,DK

的有效!可能有类似雌激素的作用)

L-M&!

表达在

假手术组最低!对照组又低于中药组!在模型组最高!

提示壮骨止痛方与雌激素均能负向调节
L-M&!

蛋白

的表达) 本实验对
+G0&>

*

!

"

B>0.G?G

*

IJK<

*

L-M&!

蛋白的研究!仅从免疫组化染色及逆转录
K'J

这两

个方面来探讨!有一定的局限性!且
+G0E!

"

B>0.G?G

信

号通路尚有诸多分子!壮骨止痛方对其作用机制尚不

明朗!有待后续进一步的研究)
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