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［摘　要］　目的　探讨菟丝子含药血清对体外培养大鼠成骨细胞代谢调控的影响。 方法　采用血清药理学方法制备菟丝

子含药血清；采用改良的组织块法体外培养大鼠成骨细胞；分别用５％、１０％、１５％、２０％菟丝子含药血清诱导培养成骨细胞

２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ后，ＭＴＴ法检测大鼠成骨细胞的增殖情况；用对硝基苯二钠基质动力学法（ＰＮＰＰ）测定细胞内碱性磷酸酶
（ＡＬＰ）的活性；培养４８ｈ后用ＲＴ－ＰＣＲ方法检测Ⅰ型胶原（ＣＯＬ－Ⅰ）ｍＲＮＡ的表达。 结果　５％和１０％菟丝子含药血清在

４８ｈ和７２ｈ能显著促进成骨细胞增殖并提高ＡＬＰ活性；在４８ｈ时１０％菟丝子含药血清可促进ＣＯＬ－Ⅰ ｍＲＮＡ的表达。 结论

　１０％菟丝子含药血清能够明显促进大鼠成骨细胞的增殖与分化，表明其具有促进成骨作用。
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　　菟丝子是旋花科植物菟丝子（Ｃｕｓｃｕｔａ　ｃｈｉｎｅｎｉｓ－
Ｌａｍ）的干燥成熟种子，味辛甘，性平，归肝、肾、脾
经，具有补肾益精、养肝明目、安胎的功效［１］。其主
要成分为黄酮类化合物、多糖类化合物、生物碱类化
合物和挥发油成分等。研究表明，传统单味中药及
其有效成分、复方中药及含药血清对成骨细胞增殖
分化有促进作用［２－４］，本实验通过体外细胞培养，观
察菟丝子含药血清对成骨细胞的增殖与分化作用的

影响，及其对成骨细胞分泌的Ⅰ型胶原（ＣＯＬ－Ⅰ）

ｍＲＮＡ表达的影响，为临床治疗骨质疏松症新药开
发提供依据。

１　材料

１．１　试剂及药物
胎牛血清（北京燕生生物技术有限公司，批号：

２０１１０１２６）；胰蛋白酶、Ⅱ型胶原酶、噻唑蓝（ＭＴＴ）、
二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）均为Ｓｉｇｍａ公司；ＤＭＥＭ培养

基（Ｇｉｂｃｏ，批号：２０１０１０１６）；碱性磷酸酶（ＡＬＰ）试剂
盒（保定长城试剂有限公司，批号：２０１１０１１５）；

Ｒｅｄｚｏｌ总ＲＮＡ提取试剂（北京赛百盛基因技术公
司，批号：０４２８１１）；Ｍ－ＭＬＶ反转录酶（Ｔｉａｎｇｅｎ公司
产品，批号：Ｊ８３０２）；Ｔａｑ　ＰＣＲ　ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（Ｔｉａｎｇｅｎ公
司产品，批号：Ｊ８３２２）；菟丝子，河北省中医院购入。

１．２　仪器

ＸＤＳ－１Ｂ型倒置相差显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公
司）；二氧化碳培养箱（美国 Ｎａｔｕｒｅ公司）；酶标仪
（奥地利ＴＥＣＡＮ公司）；７２３０Ｇ型紫外可见分光光
度计（上海精密科学仪器公司）；ＤＹＹ－１２型三恒多
用电泳仪（北京市六一仪器厂）；ＰＣＲ 仪（英国

Ｔｅｃｈｎｅ公司）。

１．３　动物

ＳＤ大鼠，２０只，雌雄不限，体重（２００±１５）ｇ，动
物合格证号：８１００２４；出生２４ｈ内ＳＤ系乳大鼠，５
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只，性别体重不限，动物合格证号：６１２０７９，均由河北
医科大学实验动物中心提供。

２　方法

２．１　引物设计
所有ＰＣＲ引物均由上海生工生物技术有限公

司合成（见表１）。

表１　ＲＴ－ＰＣＲ引物序列

转录物 正向引物 反向引物 引物长度

β－ａｃｔｉｎ
ＧＡＧＡＣＣＴＴＣＡＡＧ－
ＡＣＣＣＣＡＧＣＣ

ＴＧＧＧＧＧＣＡＴＣＧＧ－
ＡＡＣＣＧＣＴＣＡ

４４３ｂｐ

Ⅰ型胶原
ＡＧＣＡＧＡＣＧＧＧＡＧ－
ＴＴＴＣＡＣＣＴＣ

ＴＧＴＣＴＴＣＴＴＧＧＣ－
ＣＡＴＧＣＧＴＣＡ

１９３ｂｐ

２．２　菟丝子含药血清制备
将２０只大鼠按随机数字表法分为给药组、对照

组，每组１０只。常法制备成含生药２ｇ／ｍｌ的浓煎
液，剂量相当于临床等效剂量的１０倍，对照组灌胃
相同体积的生理盐水。２次／天，连续１０天，末次给
药后股动脉放血，离心得含药血清和空白血清，过滤
除菌，－２０℃冰箱保存待用。

２．３　成骨细胞的培养及鉴定
无菌条件下，取出生后２４ｈ以内的大鼠颅盖骨，

用ＰＢＳ冲洗３次，放入０．２５％的胰蛋白酶溶液中消
化１５ｍｉｎ，彻底清除骨表面被膜及软组织，将骨片剪
成１～３ｍｍ３ 的骨粒，弃去胰蛋白酶溶液。在０．１％
胶原酶Ⅱ中室温消化４５ｍｉｎ，将消化液弃去，用ＰＢＳ
洗３次。将骨粒分散于１００ｍｌ培养瓶中，加入含

２０％胎牛血清的ＤＭＥＭ 培养液，３７℃、５％ＣＯ２ 培
养箱中培养。３天后细胞换液１次，７天后用胰蛋白
酶消化，细胞进行传代培养，用含１０％胎牛血清的

ＤＭＥＭ培养基吹打传代，置于培养瓶中放入培养箱
中继续培养。以后每３天传代１次。细胞传至第５
代，通过细胞形态学观察及碱性磷酸酶（ＡＬＰ）细胞
化学染色鉴定所用细胞为成骨细胞［５］。细胞纯度超
过８５％以上。

２．４　菟丝子含药血清对成骨细胞增殖的影响
取对数生长期成骨细胞，用含１０％胎牛血清的

低糖ＤＭＥＭ培养液将细胞悬液稀释至３×１０４ 个／

ｍｌ，接种于９６孔板，每孔２００μｌ，待细胞７０％融合后
吸弃培养基，加入含５％、１０％、１５％、２０％菟丝子含
药血清和空白血清的培养基，继续培养２４、４８、７２ｈ
后，每孔加入 ＭＴＴ（５ｇ／Ｌ）２０μｌ，于３７℃、５％ＣＯ２ 培
养箱中继续孵育４ｈ，吸弃培养基后加入１５０μｌ二甲
基亚砜 （ＤＭＳＯ），振荡 １０ｍｉｎ 后用酶标仪测定

４９０ｎｍ吸光度Ａ。

２．５　菟丝子含药血清对成骨细胞ＡＬＰ活性的影响
取对数生长期成骨细胞，用含１０％胎牛血清的

低糖ＤＭＥＭ培养液将细胞悬液稀释至３×１０４ 个／

ｍｌ，接种于２４孔板，待细胞７０％融合后吸弃培养
基，加入含５％、１０％、１５％、２０％菟丝子含药血清和
空白血清的培养基，继续培养２４、４８、７２ｈ后，分别将

２块２４孔板取出，用ＰＢＳ冲洗３次后，每孔加入

２５０μｌ　０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００溶液，吹打细胞，１０ｍｉｎ
后，收集每孔的溶液，用于 ＡＬＰ及蛋白质的测定。

ＡＬＰ测定采用对硝基苯磷酸二钠基质动力学
（ＰＮＰＰ）法，并进行蛋白质测定，结果用蛋白含量校
正，以Ｕ／ｇ表示。

２．６　ＲＴ－ＰＣＲ检测ＣＯＬ－Ⅰ ｍＲＮＡ的表达
取第五代细胞，以５×１０４ 个／ｍｌ接种于１００ｍｌ

培养瓶中，培养１天后更换成无血清ＤＭＥＭ 培养
液，使细胞生长同步化。２４ｈ后每组分别加入含

１０％菟丝子含药血清和１０％空白血清的培养液。
培养４８ｈ后收集细胞，用Ｒｅｄｚｏｌ提取总ＲＮＡ。按
照试剂盒说明进行逆转录与扩增。以β－ａｃｔｉｎ为内
参，扩增３５个循环。ＰＣＲ产物分别用１．５％琼脂糖
凝胶电泳，ＥＢ染色，至凝胶成像仪中照相，图像分析
系统测定各条带灰度值，以每组细胞目的基因电泳
带面积灰度值与内参电泳带面积灰度值之比作为该

标本目的基因表达的相对数值。

２．７　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１３．０统计软件分析，数据以（珚ｘ±ｓ）

表示。组间差异比较用单因素方差分析。

３　结果

３．１　菟丝子含药血清对成骨细胞增殖的影响
表２示，大鼠成骨细胞在含菟丝子含药血清培养

液中培养２４ｈ后，各组与空白血清组比较差异无统计
学意义（Ｐ＞０．０５）；培养４８、７２ｈ后，５％和１０％菟丝
子含药血清有促增殖作用（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。

３．２　菟丝子含药血清对成骨细胞ＡＬＰ活性的影响
表２示，与空白血清组比较，培养２４ｈ时菟丝子

含药血清对大鼠成骨细胞 ＡＬＰ活性差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）；培养４８、７２ｈ后，５％和１０％菟丝子
含药血清培养液中成骨细胞的 ＡＬＰ活性明显高于
空白血清组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。

３．３　菟丝子含药血清对成骨细胞ＣＯＬ－Ⅰ ｍＲＮＡ
表达的影响

表３示，含药血清组能促进ＣＯＬ－Ⅰ ｍＲＮＡ的
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表２　菟丝子含药血清对成骨细胞增殖及ＡＬＰ活性的影响（珚ｘ±ｓ）

组别 浓度 样本数 ２４ｈ
吸光度Ａ　 ＡＬＰ（Ｕ／ｇ）

４８ｈ
吸光度Ａ　 ＡＬＰ（Ｕ／ｇ）

７２ｈ
吸光度Ａ　 ＡＬＰ（Ｕ／ｇ）

空白血清组 ８　 ０．２６９±０．０２６　 ４．２３±０．９９　 ０．３７７±０．０１６　 ６．８９±１．６４　 ０．４３１±０．０５２　 ７．９４±１．８６
含药血清组 ５％ ８　 ０．２７９±０．０１７　 ４．３７±１．０７　 ０．４１６±０．０２３＊ ８．３６±１．７２＊＊ ０．４８７±０．０６６＊ ９．１３±２．２４＊

１０％ ８　 ０．２８２±０．０２５　 ４．４７±０．８２　 ０．４４９±０．０３２＊＊ ８．５３±２．５８＊＊ ０．５０３±０．０６８＊＊ ９．３４±２．０１＊

１５％ ８　 ０．２７０±０．０３１　 ４．２３±０．９２　 ０．３８７±０．０４１　 ７．０５±１．９９　 ０．４４３±０．０７６　 ８．２５±２．３８
２０％ ８　 ０．２６３±０．０２９　 ４．３５±１．２３　 ０．３７９±０．０３３　 ６．９９±１．５３　 ０．４３３±０．０５３　 ８．１７±１．７２

　　注：与空白血清组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１

表３　菟丝子含药血清对成骨细胞ＣＯＬ－Ⅰ ｍＲＮＡ

　　表达的影响（珚ｘ±ｓ）

组别 样本数
ＣＯＬ－Ⅰ
ｍＲＮＡ

β－ａｃｔｉｎ
ｍＲＮＡ

ＣＯＬ－Ⅰ／

β－ａｃｔｉｎ
空白血清组 ４　 ７．１５±０．９４　９．３５±０．６７　 ０．６９±０．０９
含药血清组 ４　 ８．１５±０．４４　１０．３５±０．８６　 ０．８８±０．０７＊

　　注：与空白血清组比较，＊Ｐ＜０．０５

表达，高于空白血清组（Ｐ＜０．０５）。

４　讨论
成骨细胞是参与骨代谢的重要细胞，负责骨基

质的合成、分泌和矿化，直接参与骨形成。成骨细胞
增殖受抑制及分化程度降低，将直接导致骨形成减
少，引起骨质疏松的发生。因此，促进成骨细胞的数
量增加和提高其分化功能将有利于骨的形成。
菟丝子始载于《神农本草经》，是温补肾阳的要

药。现代研究表明，许多补肾中药具有促进大鼠成
骨细胞增殖分化作用［４，６－７］。本实验观察了菟丝子
含药血清对体外培养的成骨细胞增殖与分化作用以

及对ＣＯＬ－Ⅰ ｍＲＮＡ的表达的影响。实验结果表
明，培养４８ｈ和７２ｈ后，与空白血清组比较，５％和

１０％菟丝子含药血清有促增殖作用。ＡＬＰ为成骨
细胞所分泌的一种酶蛋白，是成骨细胞分化的早期
标志，它可以从一个侧面反映药物对成骨细胞的作
用［５］，与细胞增殖情况联合可有效反映成骨细胞的
代谢功能。培养４８ｈ和７２ｈ后，５％和１０％浓度的
菟丝子含药血清可以提高ＡＬＰ活性，提示菟丝子含
药血清可以促进成骨细胞分化。ＣＯＬ－Ⅰ是成骨细
胞增殖和分化时分泌合成的蛋白，１０％浓度的菟丝
子含药血清可以增强ＣＯＬ－Ⅰ ｍＲＮＡ的表达，与空
白血清组比较差异有统计学意义。由此可见，菟丝
子含药血清能促进大鼠成骨细胞增殖，提高ＡＬＰ活
性，并能促进增殖分化过程中ＣＯＬ－Ⅰ的合成分泌。
综上所述，本实验在细胞水平观察了菟丝子含

药血清对成骨细胞代谢调控的影响，发现其治疗骨
质疏松的作用机制与其促进成骨细胞的增殖与分

化，促进成骨细胞中ＣＯＬ－Ⅰ的合成分泌作用有关，

可为菟丝子含药血清临床治疗骨质疏松症提供实验

依据。
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