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复元活血汤含药血清对大鼠成骨细胞功能的影响
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摘　要　目的：探讨复元活血汤含药血清对大鼠成骨细胞功能的影响及其作用机制。方法：取２月龄ＳＤ雄性大鼠１２只，随机分为
２组，每组６只，分别给予２０ｇ·ｋｇ－１复元活血汤生药灌胃（含药血清组）和同等量的生理盐水灌胃（空白血清组），每天２次，１４ｄ后
腹主动脉采血。取新生ＳＤ大鼠２只，采用二次酶消化法消化幼鼠颅盖骨获取成骨细胞，采用血清药理学方法，分别采用含胎牛血清
的培养液（胎牛血清组）、含复元活血汤生药灌胃大鼠血清的培养液（含药血清组）和含生理盐水灌胃大鼠血清的培养液（空白血清

组）培养成骨细胞。分期测定体外培养的大鼠成骨细胞的增殖功能、分化功能、矿化功能及碱性磷酸酶含量。结果：①成骨细胞增殖
功能。时间效应Ｆ＝３８１．２６０，Ｐ＝０．０００；组别效应Ｆ＝１０７１．１７０，Ｐ＝０．０００；时间与组别交互效应Ｆ＝２２．５００，Ｐ＝０．０００。②成骨细胞
分化功能。时间效应Ｆ＝１５９．９５０，Ｐ＝０．０００；组别效应Ｆ＝６２．１２０，Ｐ＝０．０００；时间与组别交互效应Ｆ＝２．４００，Ｐ＝０．０２９。③成骨细
胞矿化功能。时间效应Ｆ＝１１５．５００，Ｐ＝０．０００；组别效应Ｆ＝４．３７０，Ｐ＝０．０８２；时间与组别交互效应Ｆ＝５６．３００，Ｐ＝０．０００。④成骨
细胞碱性磷酸酶含量。时间效应Ｆ＝２１７５．６７０，Ｐ＝０．０００；组别效应Ｆ＝１２０１．３７０，Ｐ＝０．０００；时间与组别交互效应Ｆ＝４２８．８７０，
Ｐ＝０．０００。结论：复元活血汤能明显地促成骨细胞的增殖和分化功能，其作用可能与成骨细胞合成和分泌碱性磷酸酶有关。
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　　清·陈士铎在《洞天奥旨》中记载“跌打损伤疮
皆瘀血在内而不散也，血不活则瘀不能去，瘀不去则

折不能续也”。中医学将活血化瘀作为治疗骨折的基

础方法，而现代医学研究也证明活血化瘀法能改善血

液流变学性质，降低血液黏稠度，提高血管内皮生长

因子 （ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）和
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通讯作者：于波　Ｅ－ｍａｉｌ：ｄａｎｇｘｉａｏ１９７６＠１２６．ｃｏｍ

ＶＥＧＦ－ｍＲＮＡ的表达，促进血管再生［１］。但活血化

瘀法能否促进骨折断端成骨细胞的功能，其作用机制

如何，目前相关报道较少见。笔者通过实验观察了中

医活血化瘀代表方剂复元活血汤含药血清对大鼠成

骨细胞功能的影响，现报告如下。

１　材料与仪器
１．１　实验试剂　ＤＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｃｏ）、胰蛋白酶
（Ｇｉｂｃｏ）、Ⅱ型胶原酶（Ｇｉｂｃｏ）、ＭＴＴ（ＳＩＧＭＡ）、ＰＮＰＰ
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（ＳＩＧＭＡ）、Ｄ－Ｈａｎｋ’ｓ液、胎牛血清（购自中国科学
院天津血液研究所）、β－甘油磷酸钠（ＦｌｕｋａＡＧ）、无
水氯化钙、硫化胺、ＤＭＳＯ、７５％酒精、４％多聚甲醛、
１０％中性福尔马林、２％硝酸钴、１％硫化胺水溶液、苏
木精、０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００、０．１％茜素红溶液、３％戊巴
比妥钠。

１．２　实验仪器　ＣＯ２培养箱，倒置显微镜（ＯＬＹＭ
ＰＵＳ），超净工作台，离心机，碱性磷酸酶测定试剂盒
（购自南京建成生物工程研究所），ＢＣＡ蛋白浓度测
定试剂盒（购自碧云天生物技术研究所），６孔、２４孔、
９６孔培养板，盖玻片，培养皿，１５ｍＬ离心管，解剖器
具等。

１．３　主要液体配制　①碱性磷酸酶染色孵育液：３％

β－甘油磷酸钠１０ｍＬ、２％巴比妥纳１０ｍＬ、２％无水
氯化钙２０ｍＬ、２％硫酸镁１ｍＬ、蒸馏水５ｍＬ，ｐＨ值
９．４。②ＭＴＴ：取５ｍｇＭＴＴ溶于１ｍＬ生理盐水中，抽
滤备用，避光保存。③ＰＮＰＰ：取５００ｍｇＰＮＰＰ粉剂溶
于５ｍＬ双纯水，抽滤备用，４℃避光保存。④Ｄ－
Ｈａｎｋ’ｓ液：ＫＨ２ＰＯ４０．０６ｇ、ＮａＣｌ８．０ｇ、ＮａＨＣＯ３０．３５ｇ、

ＫＣｌ０．４ｇ、葡萄糖１．０ｇ、Ｎａ２ＨＰＯ４·Ｈ２Ｏ０．０６ｇ，加蒸馏
水至１０００ｍＬ，高压灭菌，４℃下保存。
１．４　实验动物　新生ＳＤ大鼠２只，用于大鼠成骨细
胞的提取。２月龄 ＳＤ雄性大鼠１２只，体质量（０．１２
±０．０１）ｋｇ，用于含药血清的制备。实验大鼠均由山
东大学实验动物培育中心提供，动物合格证号：Ｓｃｘｋ
（鲁）２００９０００１号。
１．５　实验药物　复元活血汤。药物组成：柴胡９ｇ、天
花粉９ｇ、当归９ｇ、红花６ｇ、穿山甲６ｇ、大黄１２ｇ、桃仁
９ｇ、甘草６ｇ。由山东中医药大学制药厂协助制备，
１ｍＬ汤剂含生药１ｇ，无菌封瓶，４℃冰箱保存备用。

２　方　法
２．１　分组　将１２只 ＳＤ雄性大鼠随机分为２组，每
组６只，分别给予２０ｇ·ｋｇ－１复元活血汤生药灌胃和

同等量的生理盐水灌胃，每天２次。
２．２　血清制备　灌胃１４ｄ后，无菌条件下采用快速
腹主动脉采血法取血。采血前１２ｈ禁食，１ｍＬ·ｋｇ－１

３％戊巴比妥钠腹腔注射麻醉。麻醉起效后使大鼠仰
卧于操作台上，背部放置一粗试管以充分暴露腹主动

脉，常规消毒后用手术剪沿腹正中线剪开腹腔。术者右

手持穿刺针，针尖斜面朝上，沿２５°～３０°方向刺入，深度
约５ｍｍ，抽吸血液。玻璃管收集腹主动脉血６ｍＬ，室温

放置１ｈ，于４℃以３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，上层血清
过滤（０．２２μｍ微孔滤膜）后移至新ＥＰ管中，－２０℃
保存。

２．３　成骨细胞分离培养
２．３．１　大鼠成骨细胞原代培养　将２只新生 ＳＤ大
鼠放入７５％酒精中浸泡消毒１０ｍｉｎ，无菌操作取下颅
盖骨，除去附着的血管及结缔组织，用 Ｄ－Ｈａｎｋ’ｓ液
清洗３次，剪成１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ大小的碎块，放
入１５ｍＬ离心管。再用Ｄ－Ｈａｎｋ’ｓ液清洗３次，加入
８倍于骨碎块体积的０．２５％胰蛋白酶，于３７℃、５％
ＣＯ２、饱和湿度的培养箱中预消化３０ｍｉｎ，５～１０ｍｉｎ摇

匀一次。然后以１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，弃消化液。
加入８倍于骨块体积的０．１％Ⅱ型胶原酶，于３７℃、５％
ＣＯ２、饱和湿度的培养箱中消化５次，其间３～５ｍｉｎ摇
匀一次，每次消化１０ｍｉｎ。弃去前２次消化液，取最后
３次消化液，以１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，弃上清液，
所得白色沉淀物即为制得的成骨细胞样细胞团。用

含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养液重悬细胞，吹打均
匀，接种到２个１００ｍｍ一次性培养皿中，置于３７℃、
５％ＣＯ２、饱和湿度的培养箱内进行培养，倒置显微镜
下观察细胞贴壁后换液，弃去悬浮细胞，每隔２ｄ换
液１次。观察成骨细胞贴壁生长情况，见８０％细胞融
合成单层，即进行传代。

２．３．２　三次传代培养　吸去培养液，加０．２５％胰蛋
白酶３ｍＬ，轻轻晃动培养皿，使胰蛋白酶覆盖整个皿
底，３７℃消化１～３ｍｉｎ，镜下见细胞皱缩，间距加大，
分离为单个小圆细胞时，滴加 ＤＭＥＭ培养液中止消
化，然后吹打、悬浮细胞，将细胞悬液移入１５ｍＬ离心
管，１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ。弃上清液，沉淀细胞
加含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养液悬浮细胞，吹打
均匀后用培养液调成适当浓度，分装在４个培养皿和
１个６孔培养板中（已放入盖玻片）。观察６孔培养
板中成骨细胞贴壁生长情况，见细胞密度适中，初见

细胞融合趋势，即可用于细胞鉴定。

２．３．３　成骨细胞的鉴定　用倒置显微镜逐日观察细
胞生长情况和形态特征，当细胞爬满玻片后，将玻片

取出，进行成骨细胞鉴定。①成骨细胞的形态学鉴
定：４％多聚甲醛固定后，常规 ＨＥ染色；②成骨细胞
的碱性磷酸酶染色：用 Ｇｏｍｏｒｉ改良钙钴法［２］，将细胞

在１０％中性福尔马林固定１０ｍｉｎ后，加入新配制的
孵育液，于３７℃孵育４ｈ，流水洗１０ｍｉｎ，２％硝酸钴
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作用５ｍｉｎ，蒸馏水洗片刻，１％硫化胺水溶液（现配）
处理１ｍｉｎ，再用苏木精复染１ｍｉｎ，脱水处理后甘油
明胶封固。

２．４　相关指标观察
２．４．１　成骨细胞增殖功能　将成骨细胞浓度调整为
２×１０３·ｍＬ－１，以每孔２００μＬ接种于９６孔培养板，

分胎牛血清组、含药血清组和空白血清组，每组各分

５个板子，每组重复 １０孔。待细胞贴壁后换空白
ＤＭＥＭ培养基继续培养过夜，使细胞生长同步化。第
２天胎牛血清组换含胎牛血清浓度为１０％的 ＤＭＥＭ
培养液；含药血清组换复元活血汤灌胃的大鼠血清浓

度为２０％的 ＤＭＥＭ培养液；空白血清组换生理盐水
灌胃的大鼠血清浓度为２０％的 ＤＭＥＭ培养液。放入
３７℃、０．５％ ＣＯ２培养箱中分别培养 １、２、３、４、５ｄ。

实验结束前４ｈ每孔各加２０μＬ０．５％ＭＴＴ，３７℃孵
育４～６ｈ。弃培养液，加 ＤＭＳＯ１５０μＬ，用微量振荡
器振荡１５ｍｉｎ，静置０．５ｈ后酶标仪检测其吸光度，在
波长４９０ｎｍ比色。
２．４．２　成骨细胞分化功能　细胞培养及分组同成骨
细胞增殖测定。于培养１、２、３、４、５ｄ后，弃上清液，Ｄ－
Ｈａｎｋ’ｓ液洗 ３次，然后每孔加入 ５０μＬ０．１％Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ１００，置于４℃冰箱过夜。采用磷酸对硝基苯酯二钠盐
法，每孔加入ＡＬＰ检测试剂盒中新配制的底物１００μＬ，
置入３７℃温箱内３０ｍｉｎ，最后加１００μＬ０．１ｍｏｌ·Ｌ－１

ＮａＯＨ终止反应，用酶标仪于４０５ｎｍ波长处测吸光度。
２．４．３　成骨细胞矿化功能　取培养的第３代成骨细

胞，调整浓度为５×１０４·ｍＬ－１，以每孔５００μＬ接种

于３个２４孔板。待细胞贴壁后，换２０％含药血清培
养液和空白血清培养液。按培养时间，设３、５、７、９、
１２、１５ｄ６个组，每组６孔重复。培养结束后弃培养
液，Ｄ－Ｈａｎｋ’ｓ液冲洗后９５％酒精固定１０ｍｉｎ，０．１％
茜素红溶液染色３０ｍｉｎ，蒸馏水冲洗晾干，以橘红色
结节、边界清晰、短径 ＞２００μｍ为标准，低倍镜下进
行计数。

２．４．４　成骨细胞碱性磷酸酶含量　取第３代成骨细
胞，调整浓度为２×１０４·ｍＬ－１，分２组（含药血清组和

空白血清组）接种于２个６孔板，每组５孔，每孔２ｍＬ，

放入３７℃、０．５％ＣＯ２培养箱中培养。待细胞贴壁后
换空白 ＤＭＥＭ培养基继续培养过夜，使细胞生长同
步化。第２天含药血清组换２０％含药血清培养液，空
白血清组换２０％空白血清培养液，连续培养５ｄ。测

定时２组每天各取１个孔吸取培养液１００μＬ，－２０℃
保存备用。根据碱性磷酸酶测定试剂盒说明书所述

的操作方法测定２组的测定管吸光度和标准管吸光
度。根据ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒说明测定２组吸
光度，制作ＢＣＡ蛋白测定标准曲线，根据标准曲线计
算出样品的蛋白浓度。然后根据公式：碱性磷酸酶含

量（Ｕ·ｇｐｒｏｔ－１）＝测定管吸光度 ×标准管含酚的量
（０．００３ｍｇ）÷标准管吸光度÷取样量中的蛋白克数，
计算碱性磷酸酶的含量。

２．５　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１７．０软件对所得数据
进行统计学处理，各组成骨细胞增殖功能、分化功能、

矿化结节计数和碱性磷酸酶含量的比较均采用重复

测量方差分析，检验水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　成骨细胞的鉴定
３．１．１　成骨细胞的形态学观察　①相差显微镜观
察：原代成骨细胞分离出来以后，镜下见细胞呈小圆

球形，周边细胞膜透亮，胞内有一个小黑点，为胞核

［图１（１）］；细胞贴壁后膨大，呈三角形，核明显增大，
在接种２～５ｄ可见大部分细胞贴壁，伸展，成短梭形
［图１（２）］；６～９ｄ后细胞形态多样化，多呈梭形、三
角形，胞浆丰富向外伸展出生长突，生长突逐渐增多、

不断扩大［图１（３）］；随培养时间延长，细胞伸出较多
突起，而且有的细胞借突起相互连接，１０～１５ｄ细胞
几乎满布，形成单层细胞层，融合成片，细胞分界较为

模糊［图１（４）］。②ＨＥ染色：形态同相差显微镜观察
所见。细胞内可见嗜苏木精之蓝色颗粒，为细胞核

［图２（１）］。非有丝分裂期细胞为单核，随培养时间
延长，胞核逐渐增大且清晰，呈圆形或卵圆形，含１～
２个核仁［图２（２）］；有丝分裂期细胞或为单核，或为
双核，可以观察到前、中、后、末４个时期细胞形体和
结构的变化［图２（３）］。
３．１．２　成骨细胞的碱性磷酸酶染色　细胞合成的碱
性磷酸酶经Ｇｏｍｏｒｉ改良钙钴法染色呈棕黑色细微颗
粒，多数分布在细胞膜上以及周围，在胞浆内也可见

到少量颗粒细胞，轮廓不清［图３（１）］。经苏木精复
染后，细胞轮廓更清晰，结构更清楚，可见细胞核嗜苏

木精之蓝色颗粒，棕黑色细微颗粒更明显，分布在细

胞膜上以及周围［图３（２）］。
３．２　成骨细胞增殖功能　所得数据经球形检验，χ２

＝２７．３９０，Ｐ＝０．００１。进一步采用重复测量资料的方
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差分析：时间效应 Ｆ＝３８１．２６０，Ｐ＝０．０００；组别效应
Ｆ＝１０７１．１７０，Ｐ＝０．０００；时间与组别交互效应 Ｆ＝
２２．５００，Ｐ＝０．０００（表１）。
３．３　成骨细胞分化功能　所得数据经球形检验，χ２

＝１０９．６４０，Ｐ＝０．０００。采用重复测量方差分析：时间
效应Ｆ＝１５９．９５０，Ｐ＝０．０００；组别效应 Ｆ＝６２．１２０，Ｐ
＝０．０００；时间与组别交互效应 Ｆ＝２．４００，Ｐ＝０．０２９
（表２）。

图１　成骨细胞形态观察

（１）刚分离的原代细胞 （２）培养４ｄ（３）培养８ｄ（４）培养１５ｄ

图２　成骨细胞的ＨＥ染色　　 图３　成骨细胞的碱性磷酸酶染色

（１）经苏木精染色后 （２）非有丝分裂期 （３）有丝分裂期　　　 （１）Ｇｏｍｏｒｉ改良钙钴法染色后细胞形态

（２）苏木精复染后细胞形态

表１　各组大鼠成骨细胞增殖功能测定结果

组别 １ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ ５ｄ
胎牛血清组 ０．２１±０．０５ ０．３０±０．０３ ０．３１±０．０４ ０．３７±０．０５ ０．５１±０．１０
含药血清组 ０．６７±０．０７ ０．９０±０．３２ １．０１±０．１２ １．１４±０．１２ ０．５２±０．０７
空白血清组 ０．６０±０．０３ ０．６０±０．０７ ０．８３±０．１０ １．０７±０．０７ １．２２±０．０６

表２　各组大鼠成骨细胞分化功能测定结果

组别 １ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ ５ｄ
胎牛血清组 ０．１５±０．００ ０．２９±０．０２ ０．３２±０．０４ ０．３１±０．０１ ０．３２±０．０２
含药血清组 ０．２０±０．０５ ０．３８±０．０２ ０．４０±０．０１ ０．４４±０．０８ ０．４６±０．０７
空白血清组 ０．１８±０．０３ ０．３３±０．０２ ０．３７±０．０３ ０．４１±０．０３ ０．４１±０．０３

３．４　成骨细胞矿化功能　两组大鼠成骨细胞分别在

培养３、５、７、９、１２、１５ｄ后，用茜素红染色（图４），对各

孔作矿化结节计数（表３）。球形检验的结果为 χ２＝

６１．８１０，Ｐ＝０．０００。采用重复测量方差分析：时间效

应Ｆ＝１１５．５００，Ｐ＝０．０００；组别效应 Ｆ＝４．３７０，Ｐ＝

０．０８２；时间与组别交互效应Ｆ＝５６．３００，Ｐ＝０．０００。

３．５　成骨细胞碱性磷酸酶含量　两组碱性磷酸酶含

量经球形检验，χ２＝１５．２９０，Ｐ＝０．０８３。采用重复测

量方差分析：时间效应Ｆ＝２１７５．６７０，Ｐ＝０．０００；组别

效应Ｆ＝１２０１．３７０，Ｐ＝０．０００；时间与组别交互效应
Ｆ＝４２８．８７０，Ｐ＝０．０００（表４）。

图４　成骨细胞矿化结节
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表３　两组大鼠成骨细胞矿化结节计数

组别 ３ｄ ５ｄ ７ｄ ９ｄ １２ｄ １５ｄ
含药血清组 ３．６７±１．２１ ４．５０±１．０４ ８．６７±１．５０ １１．６７±２．１６ １２．５０±２．０７ １７．００±２．９０
空白血清组 ３．８３±０．７５ ４．５０±０．５４ ６．１６±０．７５ ８．００±０．８９ ８．６７±１．３７ １３．００±２．３７

表４　两组大鼠成骨细胞碱性磷酸酶含量　金氏单位·１００ｍＬ－１

组别 １ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ ５ｄ
含药血清组 ２３．７９±０．１１ ２５．２１±０．１８ ３０．９４±０．７２ ３４．１２±０．３５ ３４．１７±０．３１
空白血清组 １９．２６±０．２４ ２３．１０±０．１９ ２４．３９±０．１３ ２６．６１±０．２０ ３１．４３±０．４１

４　讨　论
活血化瘀药物能够加快微循环血流速度，增加毛

细血管网的通透性，清除血凝块及代谢产物，为骨折

愈合提供营养及清除代谢产物，同时还能够促进骨折

断端成骨细胞的增殖和分化功能，从而加速骨折的愈

合。张俐等［３］通过实验发现，中药活血化瘀汤对成骨

细胞的增殖与分化有明显的促进作用，且具有明显的

剂量依赖性。

复元活血汤是李东恒依据活血化瘀法而拟定的。

方中重用酒制大黄荡涤留瘀败血，引瘀血下行；柴胡

疏肝理气，使气行血活；当归、桃仁、红花活血祛瘀，消

肿止痛；穿山甲破瘀通络；天花粉祛瘀续伤，散结消

肿；甘草缓急止痛，调和诸药。各药合用使瘀祛新生，

气行络通。王英燕等［４］的研究证明复元活血汤可促

进大鼠骨折愈合，提高骨钙含量，并可降低血液黏度，

改善血液循环。

成骨细胞主要是由内外骨膜和骨髓基质内的间

充质始祖细胞分化而来［５］，能够合成、分泌碱性磷酸

酶、胶原及糖蛋白，形成骨基质，调控破骨细胞性骨吸

收的作用，维持骨的代谢平衡，分泌多种造血生长因

子［６－８］。其中碱性磷酸酶可作为成骨细胞的功能标

记物。

分析本实验的测定结果：①成骨细胞增殖功能。
重复测量资料的方差分析结果表明各指标值存在组

别效应、时间效应、时间与组别的交互效应，说明复元

活血汤能更好地促进成骨细胞增殖，而且该作用随时

间的变化更加明显。②成骨细胞分化功能。重复测
量方差分析结果表明各指标值存在组别效应、时间效

应、时间与组别的交互效应，说明复元活血汤能促进

成骨细胞分化，且随时间变化该作用更明显。③成骨
细胞矿化功能。经重复测量方差分析，含药血清组和

空白血清组矿化结节计数差异无统计学意义，提示复

元活血汤无明显的促成骨细胞矿化功能。另外，计数

结果显示矿化结节数量普遍偏少，可能与细胞接种浓

度过高有关［９］。④碱性磷酸酶含量。含药血清组碱
性磷酸酶含量高于空白血清组，且该作用随时间变化

更明显，表明复元活血汤能促进成骨细胞分泌碱性磷

酸酶，且该作用随时间变化更明显。据此，我们得出

结论：复元活血汤有明显的促成骨细胞增殖和分化的

功能，其作用可能与成骨细胞合成和分泌碱性磷酸酶

有关。

本实验结果是复元活血汤含药血清对体外培养

成骨细胞的直接作用，但人体是一个复杂的机体，且

骨代谢还受多种激素和因子的影响，因此复元活血汤

对骨折断端成骨细胞功能的影响尚需大量的临床研

究来证实。
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