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龟鹿二仙胶不同提取部位对豚鼠软骨细胞活性的影响
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摘　要　目的：探讨龟鹿二仙胶不同提取部位对豚鼠软骨细胞活性的影响。方法：采用溶剂极性依次递增分离法分别制备龟鹿二

仙胶的三氯甲烷提取物、正丁醇提取物和水提取物。然后分别以三氯甲烷提取物（烷提组）、正丁醇提取物（醇提组）和水提取物

（水提组）及生理盐水（对照组）对４组Ｗｉｓｔａｒ大鼠进行灌胃，制备含药血清，再分别以这些含药血清对体外培养的豚鼠软骨细胞

进行干预。干预结束后分别采用免疫组织化学技术、实时荧光定量聚合酶链式反应法及酶联免疫吸附法测定经４种含药血清干

预后的豚鼠软骨细胞中Ⅱ型胶原蛋白、Ｂｃｌ－２和Ｂａｘ基因及ＭＭＰ－３水平。结果：①Ⅱ型胶原蛋白水平。４组细胞Ⅱ型胶原蛋白

水平比较，差异有统计学意义［（０．１７８±０．００２），（０．１８８±０．００３），（０．１７７±０．００３），（０．１７３±０．００１），Ｆ＝３２．９０５，Ｐ＝０．０００］；对

照组Ⅱ型胶原蛋白水平低于其余３组（Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０２３）；醇提组高于烷提组和水提组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；烷

提组和水提组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．３６７）。②Ｂｃｌ－２基因和Ｂａｘ基因水平。４组细胞 Ｂｃｌ－２基因水平比较，差异有统

计学意义［（０．５６９±０．０５２），（１．０００±０．０００），（０．６３６±０．０７２），（０．３８７±０．０６１），Ｆ＝１３６．７６７，Ｐ＝０．０００］；对照组低于其余３组

（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；醇提组高于烷提组和水提组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；烷提组低于水提组（Ｐ＝０．０４５）。４组细胞

Ｂａｘ基因水平比较，差异有统计学意义［（１．７８９±０．２４０），（１．０００±０．０００），（１．３７４±０．２２６），（２．２５１±０．１９６），Ｆ＝４７．４４５，Ｐ＝

０．０００］；对照组高于其余３组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；醇提组低于烷提组和水提组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００３）；烷提组高于

水提组（Ｐ＝０．０００）。③基质金属蛋白酶３水平。４组细胞基质金属蛋白酶３水平比较，差异有统计学意义［（１１．８２８±０．３６３）ｎｇ

·ｍＬ－１，（１０．６８５±０．３１７）ｎｇ·ｍＬ－１，（１１．３９７±０．３１４）ｎｇ·ｍＬ－１，（１３．１３６±０．３７９）ｎｇ·ｍＬ－１，Ｆ＝７１．４０１，Ｐ＝０．０００］；对照组高

于其余３组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；醇提组低于烷提组和水提组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；烷提组高于水提组（Ｐ＝

０．０１９）。结论：龟鹿二仙胶的三氯甲烷、正丁醇和水３种提取部位均能提高软骨细胞中Ⅱ型胶原和Ｂｃｌ－２基因水平，降低Ｂａｘ基

因和基质金属蛋白酶３水平，其中以正丁醇提取部位的作用最强。

关键词　龟鹿二仙胶　提取部位　软骨细胞　胶原Ⅱ型　Ｂｃｌ－２　Ｂａｘ　基质金属蛋白酶类　动物实验
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ａｎｅｅｘｔｒａｃｔｉｖｅｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｗａｔｅｒｅｘｔｒａｃｔｉｖｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０１９）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴｈｅｅｘｔｒａｃｔｆｒａｃｔｉｏｎｏｆＧＵＩＬＵＥＲＸＩＡＮｇｅｌａｔｉｎｉｎｃｌｕ

ｄｉｎｇｔｒｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅ，ｎｂｕｔａｎｏｌａｎｄｗａｔｅｒｃａｎｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＣｏｌｌａｇｅｎＴｙｐｅⅡａｎｄＢｃｌ－２ｇｅｎｅａｎｄｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆ

ＢａｘｇｅｎｅａｎｄＭＭＰ－３，ａｎｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｎｂｕｔａｎｏｌｉｓｔｈｅｓｔｒｏｎｇｅｓｔ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ＧＵＩＬＵＥＲＸＩＡＮｇｅｌａｔｉｎ；Ｅｘｔｒａｃｔｆｒａｃｔｉｏｎ；Ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ；ＣｏｌｌａｇｅｎＴｙｐｅⅡ；Ｂｃｌ－２；Ｂａｘ；ＭａｔｒｉｘＭｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ；Ａｎｉｍａｌｅｘ

ｐｅｒｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　　中药复方的提取部位是指中药复方中被认为是
有效成分的化学性质相近的一类（或几类）化合物的

混合体，它是一个具有中医药特色的概念，既能体现

中药多成分、多靶点、多层次产生药理作用的特点，保

留原方治疗上的优点，又能提高中药复方的作用强

度、临床疗效及质量控制水平，改变传统中成药“粗、

大、黑”的形象［１］。现代药理学研究显示龟鹿二仙胶

具有益肾壮阳、补血、提高体液免疫和细胞免疫、抗辐

射、抗衰老等作用［２］，而针对其拆方不同配伍的研究

显示，龟鹿配伍人参可促进软骨细胞Ⅱ型胶原蛋白合

成，龟鹿配伍枸杞显著抑制软骨细胞凋亡［３－７］。为了

进一步筛选龟鹿二仙胶治疗骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，

ＯＡ）的有效提取部位，我们对龟鹿二仙胶不同提取部

位的药效进行了分析研究。

１　材料与仪器
１．１　实验动物　４周龄 ＳＰＦ级雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ６０

只，体质量（２００±２０）ｇ，购自上海斯莱克实验动物有

限公司，实验动物合格证号：２００７０００５４２７６７；３月龄普

通级豚鼠５只，体质量（３００±２０）ｇ，购自上海斯莱克

实验动物有限公司，实验动物合格证号：２００７００１１０。

１．２　实验试剂　鹿角胶、龟板胶、人参、枸杞（采购自

福建省中医药研究院门诊部中药房）；ＤＭＥＭ、胎牛血

清（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）、胰酶（Ｓｉｇｍａ公司）、聚合酶链式反

应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）聚合酶（ＴｒａｎｓＧｅｎ

公司）；分析纯正丁醇、分析纯三氯甲烷（南京利盛化

学试剂有限公司）。

１．３　实验仪器　立式高压灭菌锅（山东新华医疗器
械有限公司）；ＨＥＲＡｃｅｌｌ１５０ｉ细胞生物恒温培养箱

（Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＥＬｘ８００酶标仪（ＢＩＯ－ＴＥＫ公司）；

７５００Ｆａｓｔ实时定量ＰＣＲ仪（ＡＢＩ公司）。

２　方　法
２．１　提取物制备　按照《中医骨伤科学基础》教材附

录，以鹿角胶６ｇ、龟板胶９ｇ、人参６ｇ、枸杞９ｇ的配
伍比例称取实验用中药：鹿角胶１８０ｇ、龟板胶２７０ｇ、

人参１８０ｇ、枸杞２７０ｇ。采用溶剂极性依次递增分离

法，依次采用三氯甲烷、正丁醇、水为溶剂回流提取，

将龟鹿二仙胶３种不同溶剂的提取物配制成相当于

含原药０．５４ｇ·ｍＬ－１的药液备用。

２．２　含药血清制备及分组　将６０只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随
机分为４组，每组１５只。根据“人和动物体质量换算

关系”计算各组大鼠给药的等效剂量后，烷提组、醇提

组、水提组大鼠分别以三氯甲烷提取物、正丁醇提取

物和水提取物灌胃，对照组以等量生理盐水灌胃，每

天１次，连续７ｄ。末次灌胃１ｈ后，以１０％水合氯醛

腹腔麻醉下腹主动脉采血，２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０

ｍｉｎ，过滤分装，－２０℃保存。

２．３　软骨细胞分离培养　脱颈处死豚鼠，取膝关节软骨

按照文献［３－５］的方法建立豚鼠软骨细胞体外培养体系。

２．４　Ⅱ型胶原蛋白水平测定　将浓度为 １×１０４

个·ｍＬ－１的Ｆ２代软骨细胞接种于铺有圆形盖玻片

的２４孔板中，每孔 ５００μＬ。接种 ２４ｈ后，加入含

１０％各组含药血清的 ＤＭＥＭ培养基，干预４８ｈ后取
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出爬片滴加Ⅱ型胶原一抗（１∶１００）；增加１组爬片当
作阴性对照组，以 ５ｍｇ·ｍＬ－１的 ＢＳＡ代替一抗。
４℃孵育过夜，过夜后按说明书滴加二抗，ＤＡＢ显色，
苏木精复染，中性树胶封片后倒置显微镜摄片。免疫

组化图片采用 Ｉｍａｇｅ－ＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件分析，每个样
本随机选取６个视野，计算各视野平均光密度值。

２．５　Ｂｃｌ－２基因和 Ｂａｘ基因水平测定　取 Ｆ３代细
胞以２×１０５个·ｍＬ－１的浓度接种于２５ｃｍ２的培养
瓶中，加入含１０％各组含药血清的完全培养基，隔天
换液，５ｄ后提取总ＲＮＡ。使用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５软件
设计Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ及内参 ＧＡＰＤＨ的上下游引物序列
（表１），由上海生工合成。

表１　实时荧光定量ＰＣＲ所用引物序列

名称 引物序列 引物长度（ｂｐ）

Ｂｃｌ－２ Ｆｏｒｗａｒｄ
Ｒｅｖｅｒｓｅ

５′－ＴＡＣＣＧＴＣＧＴＧＡＣＴＴＣＧＣＡＧＡＧＡＴ－３′
５′－ＡＧＧＡＧＡＡＡＴＣＡＡＡＣＡＧＡＧＧＴＣＧＣ－３′ ３１９

Ｂａｘ Ｆｏｒｗａｒｄ
Ｒｅｖｅｒｓｅ

５′－ＴＴＴＧＣＴＡＣＡＧＧＧＴＴＴＣＡＴＣＣＡＧＧ－３′
５′－ＣＡＡＡＧＴＡＧＡＡＧＡＧＧＧＣＡＡＣＣＡＣＧ－３′ ２７５

ＧＡＰＤＨ Ｆｏｒｗａｒｄ
Ｒｅｖｅｒｓｅ

５′－ＡＣＡＣＣＣＡＣＴＣＣＴＣＣＡＣＣＴＴＴＧＡＣ－３′
５′－ＴＣＴＣＴＣＴＴＣＣＴＣＴＴＧＴＧＣＴＣＴＴＧＣＴ－３′ １８９

２．６　基质金属蛋白酶３水平测定　取Ｆ３代细胞以２
×１０５个·ｍＬ－１的浓度接种于培养瓶中，加入含１０％
各组含药血清的完全培养基，隔天换液，各组干预２４
ｈ后收集细胞上清液检测，按照 Ｅｌｉｓａ试剂盒说明书
操作步骤进行基质金属蛋白酶３（ＭａｔｒｉｘＭｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉ
ｎａｓｅ３，ＭＭＰ－３）水平检测。
２．７　统计分析　采用 ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计分
析，４组软骨细胞经干预后Ⅱ型胶原、Ｂｃｌ－２和 Ｂａｘ
基因及ＭＭＰ－３水平的组间比较采用方差分析，组间
两两比较采用ＬＳＤ检验，检验水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　Ⅱ型胶原蛋白水平　各组细胞经苏木素复染后
胞核均呈蓝紫色，烷提组、醇提组、水提组及对照组软

骨细胞胞浆中均有阳性特异性染色（棕黄色颗粒）；阴

性对照组未见特异性的棕黄色阳性染色（图１）。４组
细胞Ⅱ型胶原蛋白水平比较，差异有统计学意义；对
照组Ⅱ型胶原蛋白水平低于烷提组、醇提组及水提组
（Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０２３）；醇提组高于烷提
组和水提组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；烷提组和水提组
比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．３６７）。见表２。

图１　各组软骨细胞Ⅱ型胶原表达（×２００）

３．２　Ｂｃｌ－２基因和Ｂａｘ基因水平　４组细胞 Ｂｃｌ－２
基因水平比较，差异有统计学意义；对照组低于其余

３组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；醇提组高于
烷提组和水提组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；烷提组低于

·９·　中医正骨２０１４年１０月第２６卷第１０期　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（总７２９）　　　




水提组（Ｐ＝０．０４５）。４组细胞Ｂａｘ基因水平比较，差
异有统计学意义；对照组高于其余３组（Ｐ＝０．０００，
Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；醇提组低于烷提组和水提组
（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００３）；烷提组高于水提组（Ｐ＝
０．０００）。见表２。

３．３　ＭＭＰ－３水平　４组细胞ＭＭＰ－３水平比较，差
异有统计学意义；对照组高于其余３组（Ｐ＝０．０００，
Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；醇提组低于烷提组和水提组
（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；烷提组高于水提组（Ｐ＝
０．０１９）。见表２。

表２　各组软骨细胞中Ⅱ型胶原、Ｂｃｌ－２和Ｂａｘ基因及ＭＭＰ－３水平测定结果

组别 Ⅱ型胶原（光密度值） Ｂｃｌ－２基因（ＲＱ值） Ｂａｘ基因（ＲＱ值） ＭＭＰ－３（ｎｇ·ｍＬ－１）
烷提组 ０．１７８±０．００２ ０．５６９±０．０５２ １．７８９±０．２４０ １１．８２８±０．３６３
醇提组 ０．１８８±０．００３ １．０００±０．０００ １．０００±０．０００ １０．６８５±０．３１７
水提组 ０．１７７±０．００３ ０．６３６±０．０７２ １．３７４±０．２２６ １１．３９７±０．３１４
对照组 ０．１７３±０．００１ ０．３８７±０．０６１ ２．２５１±０．１９６ １３．１３６±０．３７９
Ｆ值 ３２．９０５ １３６．７６７ ４７．４４５ ７１．４０１
Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

４　讨　论
鹿角胶主要含有睾酮、孕酮、垂体泌乳素、雌二醇

４种甾体类生物激素，以及无机盐、氨基酸、多肽、蛋
白质等物质，其中甾体类生物激素易溶于醇类溶剂，

无机盐、氨基酸、蛋白质类易溶于水，亲脂性的甾体类

物质可溶于烷类溶剂［８］。龟板胶的主要有效化学成

分为甾族类化合物、氨基酸、钙、微量元素、脂肪酸及

脂肪酸酯等物质，其中甾族类化合物易溶于醇类溶

剂，脂肪酸及脂肪酸酯可溶于醇类及烷类溶剂，氨基

酸、钙及微量元素易溶于水［９］。人参的主要有效化学

成分为皂苷和多糖类物质，其中人参皂苷可溶于醇类

溶剂，人参多糖易溶于水［１０］。枸杞的主要有效化学

成分为枸杞多糖、黄酮类、甜菜碱、维生素、微量元素

及氨基酸等，其中枸杞多糖、维生素、氨基酸、微量元

素易溶于水，黄酮类易溶于醇类溶剂，生物碱易溶于

烷类溶剂［１１］。因此，龟鹿二仙胶正丁醇提取部位主

要含有甾体类生物激素及其化合物、皂苷以及黄酮类

物质，水提取部位主要包含多糖类、氨基酸、蛋白质、

维生素、无机盐等，三氯甲烷提取部位主要含有脂肪

酸、脂肪酸酯、生物碱及部分亲脂性的甾体类物质。

人参皂苷可明显提高 ＯＡ患者关节软骨细胞中

Ⅱ型胶原基因的水平［１２］，抑制成纤维细胞中ＭＭＰ－１

和ＭＭＰ－３的分泌［１３］，而且人参皂苷 Ｒｂ１、Ｒｇ１可分

别提高大鼠脑神经元及兔晶状体上皮细胞中 Ｂｃｌ－２

基因的水平，抑制有关细胞凋亡［１４－１５］。上调 Ｂｃｌ－２

基因、下调 Ｂａｘ基因可延缓软骨细胞凋亡，降低 ＭＭＰ
－３水平可减少细胞外基质降解，稳定软骨细胞表
型，综合来看，其作用可概括为增强软骨细胞活性、抑

制凋亡，从中医角度可理解为抗衰老。中医理论对衰

老机制的阐释有众多学说，最为经典的是“肾虚”。目

前中医抗衰老的主要治则为补益肝肾、健脾活血化

瘀［１６］，以及综合应用补肾法及活血法形成的补肾活

血法［１７］。鹿角胶具有益肾壮阳、活血化瘀的功效，与

补肾活血法抗衰老的治则相符。鹿角胶所包含的睾

酮、孕酮、雌二醇等性激素的作用可归属于中医“肾”

的功效，因此推测鹿角胶所含激素与其益肾温阳功效

有关［８］。人参为大补元气之品，根据中医“气分阴

阳”的理论，它既可与鹿角胶配伍起到益气助阳的功

效，又可与龟板胶配伍起到益气养阴的作用。人参的

主要活性成分人参皂苷和鹿角胶中的甾体类生物激

素均易溶于醇类溶剂，这可能就是龟鹿二仙胶正丁醇

提取部位可明显增加软骨细胞中Ⅱ型胶原和 Ｂｃｌ－２
基因水平，降低 Ｂａｘ基因和 ＭＭＰ－３水平的作用
机制。

我们的研究结果显示，龟鹿二仙胶３种提取部位
均能提高软骨细胞中Ⅱ型胶原和 Ｂｃｌ－２基因水平，
降低Ｂａｘ基因和ＭＭＰ－３水平，其中以正丁醇提取部
位的作用最强。
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·作者须知·

论文中对数据进行统计学处理时需要注意的问题

１　对基线资料进行统计学分析　搜集资料应严密遵守随机抽样设计，保证样本从同质的总体中随机抽取，除了对比因素

外，其他可能影响结果的因素应尽可能齐同或基本接近，以保证组间的齐同可比性。因此，应对样本的基线资料进行统计学分

析，以证明组间的齐同可比性。

２　选择正确的统计检验方法　研究目的不同、设计方法不同、资料类型不同，选用的统计检验方法则不同。例如：２组计量

资料的比较应采用ｔ检验；而多组（≥３组）计量资料的比较应采用方差分析（即Ｆ检验），如果组间差异有统计学意义，想了解差

异存在于哪两组之间，再进一步做ｑ检验或ＬＳＤ－ｔ检验。许多作者对多组计量资料进行比较时采用两两组间 ｔ检验的方法是

错误的。又如：等级资料的比较应采用Ｒｉｄｉｔ分析或秩和检验或行平均得分差检验。许多作者对等级资料进行比较时采用卡方

检验的方法是错误的。

３　假设检验的推断结论不能绝对化　假设检验的结论是一种概率性的推断，无论是拒绝Ｈ０还是不拒绝Ｈ０，都有可能发生

错误（Ⅰ型错误和Ⅱ型错误）。因此，假设检验的推断结论不能绝对化。

４　Ｐ值的大小并不表示实际差别的大小　研究结论包括统计结论和专业结论两部分。统计结论只说明有无统计学意义，

而不能说明专业上的差异大小。Ｐ值的大小不能说明实际效果的“显著”或“不显著”。统计结果的解释和表达，应说对比组之

间的差异有（或无）统计学意义，而不能说对比组之间有（或无）显著的差异。Ｐ≤０．０１比Ｐ≤０．０５更有理由拒绝Ｈ０，并不表示Ｐ

≤０．０１时比Ｐ≤０．０５时实际差异更大。只有将统计结论和专业知识有机地结合起来，才能得出恰如其分的研究结论。若统计

结论与专业结论一致，则最终结论也一致；若统计结论与专业结论不一致，则最终结论需根据专业知识而定。判断被试因素的

有效性时，要求在统计学上和专业上都有意义。

５　假设检验的结果表达　Ｐ值传统采用０．０５和０．０１这２个界值，现在提倡给出Ｐ的具体数值和检验统计量的具体数值

（小数点后保留３位有效数字），主要理由是：①以前未推广统计软件之前，需要通过查表估计Ｐ值，现在使用统计软件会自动给

出具体的Ｐ值和检验统计量的具体值（ｔ值、Ｆ值、χ２值等）。②方便根据具体情况判断问题。例如Ｐ＝０．０５１与Ｐ＝０．０４９都是

小概率，不能简单地断定Ｐ＝０．０５１无统计学意义而Ｐ＝０．０４９有统计学意义。③便于对同类研究结果进行综合分析。

６　统计学符号的使用　统计学符号的使用应按照 ＧＢ３３５８—８２《统计名词及符号》的规定，具体可参阅本刊投稿须知中的

有关要求。
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