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补骨脂黄酮对乳鼠颅骨成骨细胞增殖和矿化成熟的影响
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摘　要　目的：探讨补骨脂黄酮对体外培养的成骨细胞增殖和矿化成熟的影响。方法：取新生ＳＤ大鼠颅骨，体外培养成骨细胞，

取第１代细胞进行以下实验。①将细胞分为６组，Ａ组不进行干预，Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ组分别采用终浓度为１×１０－４ｍｏｌ·Ｌ－１、１×１０－５

ｍｏｌ·Ｌ－１、１×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１、１×１０－７ｍｏｌ·Ｌ－１、１×１０－８ｍｏｌ·Ｌ－１的补骨脂黄酮进行干预，检测细胞增殖情况。②将成骨诱导培

养的细胞分为６组，ａ组不进行干预，ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｆ组分别采用终浓度为１×１０－４ｍｏｌ·Ｌ－１、１×１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１、１×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１、１×

１０－７ｍｏｌ·Ｌ－１、１×１０－８ｍｏｌ·Ｌ－１的补骨脂黄酮进行干预，９ｄ后检测碱性磷酸酶活性，将碱性磷酸酶活性最高者确定为补骨脂黄

酮的最佳浓度。③采用ＥＬＩＳＡ法检测ａ组和碱性磷酸酶活性最高组成骨诱导培养３ｄ、６ｄ、９ｄ、１２ｄ和１５ｄ时培养液中骨钙素、

骨形态发生蛋白－２、骨桥蛋白和Ｉ型胶原蛋白的含量。④成骨诱导第１２天，采用茜素红染色法检测ａ组和碱性磷酸酶活性最高

组钙化结节的形成情况。⑤采用ＰＣＲ法测定ａ组和碱性磷酸酶活性最高组成骨培养开始后７２ｈ内碱性成纤维细胞生长因子

ｍＲＮＡ、胰岛素样生长因子－１ｍＲＮＡ、转录因子Ｒｕｎｘ－２ｍＲＮＡ和ＯｓｔｅｒｉｘｍＲＮＡ的表达水平。结果：①细胞增殖测定结果。６组吸

光度值比较，差异无统计学意义［（０．５１２±０．０４６），（０．４４８±０．０５１），（０．５２８±０．０４３），（０．５２５±０．０４１），（０．５２２±０．０３９），（０．５１７

±０．０４９），Ｆ＝１．４３８，Ｐ＝０．２８２］。②碱性磷酸酶活性检测结果。６组吸光度值比较，差异有统计学意义［（２．６３７±０．２２１），

（２．１３６±０．１６８），（３．６７８±０．２３５），（３．１５３±０．２０１），（３．００１±０．２２４），（２．９３４±０．１８８），Ｆ＝１５．４４２，Ｐ＝０．０００］；ａ组吸光度值高

于ｂ组（Ｐ＝０．０１８），低于其余４组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．０１６，Ｐ＝０．０４３），ｃ组高于 ｂ、ｄ、ｅ、ｆ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０３４，Ｐ＝

０．０１３，Ｐ＝０．００１）。③骨相关蛋白检测结果。除３ｄ外（Ｐ＝０．２６４），ｃ组骨钙素分泌量在６ｄ、９ｄ、１２ｄ和１５ｄ均大于 ａ组（Ｐ＝

０．０２７，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００５，Ｐ＝０．０３３）；除３ｄ和１５ｄ外（Ｐ＝０．０８５，Ｐ＝０．１３２），ｃ组骨形态发生蛋白－２分泌量在６ｄ、９ｄ和１２ｄ

均大于ａ组（Ｐ＝０．０２３，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００２）；除３ｄ外（Ｐ＝０．３１２），ｃ组骨桥蛋白分泌量在６ｄ、９ｄ、１２ｄ和１５ｄ均大于ａ组（Ｐ＝

０．０２２，Ｐ＝０．００８，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０３８）；除１５ｄ外（Ｐ＝０．７８５），ｃ组Ⅰ型胶原蛋白分泌量在３ｄ、６ｄ、９ｄ和１２ｄ均大于ａ组（Ｐ＝

０．０４２，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．０３７）。④钙化结节形成情况。成骨诱导培养１２ｄ后，ｃ组的钙化结节明显多于ａ组。⑤成骨相关

基因表达情况。除７２ｈ外（Ｐ＝０．２５５），ｃ组碱性成纤维细胞生长因子ｍＲＮＡ表达水平在６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ和４８ｈ均高于ａ组（Ｐ

＝０．０２７，Ｐ＝０．００９，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００６，Ｐ＝０．０２２）；除６ｈ和７２ｈ外（Ｐ＝０．０９２，Ｐ＝０．１１４），ｃ组胰岛素样生长因子－１ｍＲＮＡ表达

水平在１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ和４８ｈ均高于ａ组（Ｐ＝０．００７，Ｐ＝０．００５，Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．０２６）；除６ｈ和７２ｈ外（Ｐ＝０．１８６，Ｐ＝０．３５９），ｃ组

Ｒｕｎｘ－２ｍＲＮＡ表达水平在１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ和４８ｈ均高于ｃ组（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００４，Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．０２３）；除７２ｈ外（Ｐ＝０．２７１），ｃ

组ＯｓｔｅｒｉｘｍＲＮＡ表达水平在６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ和４８ｈ均高于ａ组（Ｐ＝０．０２４，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０２１）。结论：补

骨脂黄酮对体外培养成骨细胞的增殖并无明显影响，但可以促进体外培养的成骨细胞矿化成熟，有一定的促骨形成活性。
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０．０４３），ａｎｄｔｈｅＯＤｏｆｇｒｏｕｐｃｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｇｒｏｕｐｂ，ｄ，ｅａｎｄｆ（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０３４，Ｐ＝０．０１３，Ｐ＝０．００１）．Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆ

ＯＣｏｆｇｒｏｕｐｃｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｇｒｏｕｐａ６，９，１２ａｎｄ１５ｄａｙｓａｆｔｅｒｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅ（Ｐ＝０．０２７，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００５，Ｐ＝０．０３３）．Ｔｈｅ

ｃｏｎｔｅｎｔｏｆＢＭＰ－２ｏｆｇｒｏｕｐｃｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｇｒｏｕｐａ６，９ａｎｄ１２ｄａｙｓａｆｔｅｒｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅ（Ｐ＝０．０２３，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００２）．Ｔｈｅ

ｃｏｎｔｅｎｔｏｆＯＰＮｏｆｇｒｏｕｐｃｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｇｒｏｕｐａ６，９，１２ａｎｄ１５ｄａｙｓａｆｔｅｒｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅ（Ｐ＝０．０２２，Ｐ＝０．００８，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝

０．０３８）．Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｙｐｅ－Ⅰｃｏｌｌａｇｅｎｐｒｏｔｅｉｎｏｆｇｒｏｕｐｃｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｇｒｏｕｐａ３，６，９ａｎｄ１２ｄａｙｓａｆｔｅｒｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅ（Ｐ＝０．０４２，

Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．０３７）．Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃａｌｃｉｆｉｅｄｎｏｄｕｌｅｓｏｆｇｒｏｕｐｃｗａｓｏｂｖｉｏｕｓｌｙｍｏｒｅｔｈａｎｔｈａｔｏｆｇｒｏｕｐａ１２ｄａｙｓａｆｔｅｒｔｈｅ

ｃｕｌｔｕｒｅ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｂＦＧＦｍＲＮＡｏｆｇｒｏｕｐｃｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｇｒｏｕｐａ６，１２，２４，３６ａｎｄ４８ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅ（Ｐ＝

０．０２７，Ｐ＝０．００９，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００６，Ｐ＝０．０２２）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＩＧＦ－１ｍＲＮＡｏｆｇｒｏｕｐｃｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｇｒｏｕｐａ１２，

２４，３６ａｎｄ４８ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅ（Ｐ＝０．００７，Ｐ＝０．００５，Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．０２６）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＲｕｎｘ－２ｍＲＮＡｏｆｇｒｏｕｐｃｗａｓ

ｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｇｒｏｕｐａ１２，２４，３６ａｎｄ４８ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅ（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００４，Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．０２３）．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆ

ＯｓｔｅｒｉｘｍＲＮＡｏｆｇｒｏｕｐｃｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｇｒｏｕｐａ６，１２，２４，３６ａｎｄ４８ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅ（Ｐ＝０．０２４，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００，Ｐ

＝０．０００，Ｐ＝０．０２１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｂａｖａｃｈｉｎｈａｖｅｎｏｏｂｖｉｏｕｓｅｆｆｅｃｔｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｖｉｔｒｏ，ｗｈｉｌｅｉｔｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅ

ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄｍａｔｕｒｉｔｙｏｆｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｖｉｔｒｏ，ｓｏｉｔｈａｓｐｒｏｍｏｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｎｂｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｐｓｏｒａｌｅａｃｏｒｙｌｉｆｏｌｉａ；Ｆｌａｖｏｎｅ；Ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ；Ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ；Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　　补骨脂具有温肾助阳、纳气平喘、温脾止泻等功

效［１］，常用于抗骨质疏松的复方制剂中［２］。现代药理

学研究证实，补骨脂的确具有较强的抗骨质疏松活

性［３－４］。补骨脂的主要成分包括补骨脂素、异补骨脂

素、补骨脂黄酮、补骨脂查尔酮、补骨脂酚等多种物

质［５］，而目前关于补骨脂抗骨质疏松活性基础的研究

主要集中于补骨脂素和异补骨脂素［６－７］，对于补骨脂

黄酮的研究相对较少。补骨脂黄酮又称补骨脂甲素，

相关实验研究表明，它具有抑制癌细胞功能及雌激素

样作用等药理活性［８－９］。为此，我们研究了补骨脂黄

酮对成骨细胞增殖和矿化成熟的影响，现报告如下。

１　材料与仪器
１．１　实验动物　新生ＳＤ大鼠６只，购自中国人民解

放军第四军医大学实验动物中心，实验动物合格证

号：ＳＣＸＫ军２００７－００７。

１．２　实验试剂　αＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｃｏ公司），甘油

磷酸钠、磷酸化抗坏血酸（２－Ｐｈｏｓｐｈｏ－Ｌ－ａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄ

ｔｒｉｓｏｄｉｕｍｓａｌｔ，ＡＳＡＰ）、地塞米松、茜素红、二甲基亚砜

（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）（Ｓｉｇｍａ公司），类标准胎

牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），补骨脂黄酮（上海融禾医药

科技发展有限公司），碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａ

ｔａｓｅ，ＡＬＰ）测定试剂盒（南京建成生物工程研究所），

骨形态发生蛋白－２（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ－２，

ＢＭＰ－２）、骨桥蛋白（ｏｅｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）和骨钙素（ｏｓ

ｔｅｏｃａｌｃｉｎ，ＯＣ）ＥＬＩＳＡ检测试剂盒（武汉 Ｃｕｓａｂｉｏ公

司），Ⅰ型胶原 ＥＬＩＳＡ试剂盒（上海森雄科技实业有

限公司），总ＲＮＡ提取试剂盒、反转录试剂盒及荧光

定量扩增试剂盒（ＴＩＡＮＧＥＮ公司）。引物自行设计，

由ＴａＫａＲａ（大连）公司合成。

１．３　实验仪器　ＣＯ２细胞培养箱（上海力申科学仪

·１１·　中医正骨２０１３年９月第２５卷第９期　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（总６５１）　　　




器有限公司），倒置相差显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ公司），紫
外分光光度计（ＳＨＩＭＡＤＺＵ公司），台式高速冷冻离
心机（Ｈｅｒａｅｕｓ公司），实时荧光定量ＰＣＲ仪（Ｂｉｏ－Ｒａｄ
公司），多功能酶标仪（Ｂｉｏ－Ｔｅｋ公司）。

２　方　法
２．１　成骨细胞培养　将大鼠置于７５％酒精中浸泡处
死，在无菌条件下取其颅骨，用棉球擦除表面的骨膜

和结缔组织后以ＰＢＳ清洗３次。将颅骨剪成１ｍｍ×
１ｍｍ×１ｍｍ的碎片后移至培养瓶中进行培养，先以
０．２５％胰酶消化１次（３７℃，１０ｍｉｎ），弃上清液；然后
以混合酶（０．２５％胰酶∶０．１％Ⅱ型胶原酶＝１∶１）消化
１次（３７℃，１０ｍｉｎ），弃去上清液；再以０．１％的Ⅱ型
胶原酶消化４次（３７℃，每次２０ｍｉｎ），收集合并上清
液。在培养瓶中加入５ｍＬ含胎牛血清的培养基中止
消化，２００目滤网过滤３次，以１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０
ｍｉｎ（离心半径１３．５ｃｍ），弃上清液后加入αＭＥＭ培养
基（内含１０％ＦＢＳ、青霉素、链霉素各１００ＩＵ·ｍＬ－１），
吹打均匀并计数。将原代细胞悬液以３×１０４个·ｍＬ－１

接种于培养皿，每皿１０ｍＬ，在３７℃、５％ＣＯ２和饱和湿
度条件下培养，３ｄ换液１次。当细胞铺满８０％皿底
后，胰蛋白酶（含１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ）消化传代。
２．２　成骨细胞增殖和矿化成熟指标测定
２．２．１　细胞增殖　第１代细胞以每孔２×１０３个接
种于９６孔板中。２４ｈ后加入不同浓度的补骨脂黄
酮，终浓度分别为１×１０－４ｍｏｌ·Ｌ－１（Ｂ组）、１×１０－５

ｍｏｌ·Ｌ－１（Ｃ组）、１×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１（Ｄ组）、１×１０－７

ｍｏｌ·Ｌ－１（Ｅ组）、１×１０－８ｍｏｌ·Ｌ－１（Ｆ组），Ａ组不干
预，每组平行做６孔。４８ｈ后弃培养液，ＰＢＳ洗２次，
换含０．５％ＭＴＴ的无血清 αＭＥＭ培养液，继续培养

４ｈ。弃培养液，每孔加入 １００μＬ的 ＤＭＳＯ，振荡
１０ｍｉｎ，在酶标仪上测定５７０ｎｍ处的吸光度（ｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）。
２．２．２　ＡＬＰ活性检测　第１代细胞以每孔３×１０３

个接种于９６孔板，待其铺满孔底后更换为成骨诱导
性培养基（０．１ｍｏｌ·Ｌ－１β甘油磷酸钠、１０－８ｍｏｌ·Ｌ
－１地塞米松和 ５０ｍｇ·Ｌ－１ＡＳＡＰ），然后分别加入
ＤＭＳＯ（ａ组）和终浓度为１×１０－４ｍｏｌ·Ｌ－１（ｂ组）、
１×１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１（ｃ组）、１×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１（ｄ组）、
１×１０－７ｍｏｌ·Ｌ－１（ｅ组）、１×１０－８ｍｏｌ·Ｌ－１（ｆ组）的
补骨脂黄酮，３ｄ换液 １次，诱导培养 ９ｄ后弃培养
液，采用碱性磷酸酶试剂盒测定各组细胞的 ＡＬＰ活
性，将 ＡＬＰ活性最高者确定为补骨脂黄酮的最佳浓
度，后续实验皆采用此浓度的补骨脂黄酮。

２．２．３　骨相关蛋白检测　成骨诱导培养开始后３ｄ
换液１次，每次换液时留取１ｍＬ旧培养液，于 －２０
℃保存，分别取３ｄ、６ｄ、９ｄ、１２ｄ和１５ｄ的培养液，
采用ＥＬＩＳＡ法检测ａ组和 ＡＬＰ活性最高组的骨相关
蛋白（ＯＣ、ＢＭＰ－２、ＯＰＮ和Ｉ型胶原蛋白）的分泌量。
２．２．４　钙化结节分析　于成骨诱导第１２天，采用茜
素红染色法进行钙化结节的组织化学染色，肉眼或镜

下观察钙化结节的形成情况，并照相保存结果［８］。

２．２．５　成骨相关基因检测　采用ＰＣＲ法测定ａ组和
ＡＬＰ活性最高组成骨培养开始后７２ｈ内碱性成纤维
细胞生长因子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）
ｍＲＮＡ、胰岛素样生长因子１（ｉｎｓｕｌｉｎ－ｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃ
ｔｏｒｓ－１，ＩＧＦ－１）ｍＲＮＡ、转录因子Ｒｕｎｘ－２ｍＲＮＡ和Ｏｓ
ｔｅｒｉｘｍＲＮＡ表达水平。所用引物序列见表１。

表１　实时荧光定量ＰＣＲ所用引物序列

名称 序号 引物序列 引物长度（ｂｐ）

ｂＦＧＦ ＮＭ＿０１９３０５．２ Ｆｏｒｗａｒｄ　５’－ＡＡＧＣＡＧＡＡＧＡＧＡＧＡＧＧＡＧＴＴＧ－３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ　５’－ＣＧＧＴＡＡＧＴＧＴＴＧＴＡＧＴＴＡＴＴＧＧ－３’ １５４

ＩＧＦ－１ ＮＭ＿００１０８２４７７．２ Ｆｏｒｗａｒｄ　５′－ＴＴＣＡＧＴＴＣＧＴＧＴＧＴＧＧＡＣＣＡＡＧ－３′
Ｒｅｖｅｒｓｅ　５′－ＧＡＴＣＡＣＡＧＣＴＣＣＧＧＡＡＧＣＡＡ－３′ １２０

Ｒｕｎｘ－２ ＮＭ＿０５３４７０．１ Ｆｏｒｗａｒｄ　５′－ＧＣＡＣＣＣＡＧＣＣＣＡＴＡＡＴＡＧＡ－３′
Ｒｅｖｅｒｓｅ　５′－ＴＴＧＧＡＧＣＡＡＧＧＡＧＡＡＣＣＣ－３′ １６５

Ｏｓｔｅｒｉｘ ＮＭ＿００１０３７６３２．１ Ｆｏｒｗａｒｄ　５′－ＧＣＣＴＡＣＴＴＡＣＣＣＧＴＣＴＧＡＣＴＴＴ－３′
Ｒｅｖｅｒｓｅ　５′－ＧＣＣＣＡＣＴＡＴＴＧＣＣＡＡＣＴＧＣ－３′ １３１

ＧＡＰＤＨ ＮＭ＿０１７００８．３ Ｆｏｒｗａｒｄ　５′－ＴＡＴＣＧＧＡＣＧＣＣＴＧＧＴＴＡＣ－３′
Ｒｅｖｅｒｓｅ　５′－ＣＴＧＴＧＣＣＧＴＴＧＡＡＣＴＴＧＣ－３′ １４０

２．３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１６．０软件对所得数据
进行统计分析，细胞增殖、ＡＬＰ活性、骨相关蛋白分泌

量和成骨相关基因表达水平测定结果的组间比较均

采用单因素方差分析，组间两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ检
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验，检验水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　细胞增殖测定结果　６组ＯＤ值比较，差异无统
计学意义（表２）。

表２　补骨脂黄酮对成骨细胞增殖的影响

组别 ＯＤ值
Ａ组 ０．５１２±０．０４６
Ｂ组 ０．４４８±０．０５１
Ｃ组 ０．５２８±０．０４３
Ｄ组 ０．５２５±０．０４１
Ｅ组 ０．５２２±０．０３９
Ｆ组 ０．５１７±０．０４９
Ｆ值
Ｐ值

１．４３８
０．２８２

３．２　ＡＬＰ活性检测结果　６组ＯＤ值比较，差异有统
计学意义；ａ组 ＯＤ值高于 ｂ组（Ｐ＝０．０１８），低于其
余４组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．０１６，Ｐ＝０．０４３），
ｃ组高于 ｂ、ｄ、ｅ、ｆ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０３４，Ｐ＝
０．０１３，Ｐ＝０．００１）（表３）。

表３　补骨脂黄酮对ＡＬＰ活性的影响

组别 ＯＤ值
ａ组 ２．６３７±０．２２１
ｂ组 ２．１３６±０．１６８
ｃ组 ３．６７８±０．２３５
ｄ组 ３．１５３±０．２０１
ｅ组 ３．００１±０．２２４
ｆ组 ２．９３４±０．１８８
Ｆ值
Ｐ值

１５．４４２
０．０００

３．３　骨相关蛋白检测结果　①ＯＣ分泌量：除３ｄ外
（Ｐ＝０．２６４），ｃ组ＯＣ分泌量在６ｄ、９ｄ、１２ｄ和１５ｄ
均大于ａ组（Ｐ＝０．０２７，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００５，Ｐ＝
０．０３３）［图１（１）］。②ＢＭＰ－２分泌量：除３ｄ和１５ｄ
外（Ｐ＝０．０８５，Ｐ＝０．１３２），ｃ组ＢＭＰ－２分泌量在６ｄ、
９ｄ和１２ｄ均大于 ａ组（Ｐ＝０．０２３，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝
０．００２）［图１（２）］。③ＯＰＮ分泌量：除 ３ｄ外（Ｐ＝
０．３１２），ｃ组ＯＰＮ分泌量在６ｄ、９ｄ、１２ｄ和１５ｄ均大
于ａ组（Ｐ＝０．０２２，Ｐ＝０．００８，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０３８）
［图１（３）］。④Ⅰ型胶原蛋白分泌量：除１５ｄ外（Ｐ＝
０．７８５），ｃ组Ⅰ型胶原蛋白分泌量在３ｄ、６ｄ、９ｄ和
１２ｄ均大于ａ组（Ｐ＝０．０４２，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００３，Ｐ
＝０．０３７）［图１（４）］。
３．４　钙化结节形成情况　成骨诱导培养１２ｄ后，ｃ
组的钙化结节明显多于ａ组（图２）。

图１　成骨诱导后不同时点骨相关蛋白分泌情况

３．５　成骨相关基因表达情况　①ｂＦＧＦｍＲＮＡ表达
水平：除７２ｈ外（Ｐ＝０．２５５），ｃ组 ｂＦＧＦｍＲＮＡ表达

水平在６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ和４８ｈ均高于 ａ组（Ｐ＝
０．０２７，Ｐ＝０．００９，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００６，Ｐ＝０．０２２）

［图３（１）］。②ＩＧＦ－１ｍＲＮＡ表达水平：除６ｈ和７２ｈ
外（Ｐ＝０．０９２，Ｐ＝０．１１４），ｃ组 ＩＧＦ－１ｍＲＮＡ表达水

平在１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ和４８ｈ均高于ａ组（Ｐ＝０．００７，
Ｐ＝０．００５，Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．０２６）［图３（２）］。③Ｒｕｎｘ
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图２　成骨诱导培养１２ｄ后的钙化结节

图３　成骨诱导培养不同时点成骨相关基因表达情况

－２ｍＲＮＡ表达水平：除６ｈ和７２ｈ外（Ｐ＝０．１８６，Ｐ
＝０．３５９），ｃ组Ｒｕｎｘ－２ｍＲＮＡ表达水平在１２ｈ、２４ｈ、
３６ｈ和４８ｈ均高于 ｃ组（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００４，Ｐ＝
０．００３，Ｐ＝０．０２３）［图３（３）］。④ＯｓｔｅｒｉｘｍＲＮＡ表达水
平：除７２ｈ外（Ｐ＝０．２７１），ｃ组ＯｓｔｅｒｉｘｍＲＮＡ表达水平
在６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ和４８ｈ均高于ａ组（Ｐ＝０．０２４，
Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０２１）［图３（４）］。

４　讨　论
骨质疏松症被称为悄无声息的流行病，是主要以

骨量减少、骨显微结构退化为特征，从而导致骨骼脆

性增加，易于发生骨折的一种全身性骨骼疾病［１０］。

骨组织中存在多种细胞，其中与骨质疏松症关系最为

密切的当属成骨细胞和破骨细胞。破骨细胞吸收旧

的骨组织，而成骨细胞则负责新骨形成，二者的平衡

协调形成了生物体内正常的骨转换，而二者的失衡导

致了骨质疏松症的发生。目前对于骨质疏松症的治

疗尚无经济有效的药物。经典的雌激素替代疗法虽

然曾风靡一时，但因其应用导致乳腺癌、宫颈癌的发

病率剧增，现已不被推荐使用［１１－１２］。双膦酸盐可以

抑制破骨细胞的骨吸收活性，甲状旁腺素可以刺激新

骨形成，但其不良反应限制了他们的临床应用范

围［１３］。我国有着丰富的中草药资源，而且中医药治

疗骨质疏松也已有上千年的历史，安全性和有效性已

经得到广泛认可。补骨脂就是中医治疗骨质疏松方

剂中常用的一味中草药，对其抗骨质疏松有效成分的

探讨也是近年来的研究热点，但多集中于补骨脂素与

异补骨脂素的抗骨质疏松活性研究。黄酮是补骨脂

的重要组成部分，然而关于其生物活性的研究却相对

较少，目前仅有１篇文献报道补骨脂总黄酮具有促进
成骨细胞增殖和抗氧化作用［１４］，但未见对补骨脂黄

酮单体的相关研究。

从本研究的结果可以看出，补骨脂黄酮对体外培

养成骨细胞的增殖并无明显影响，但可明显提高 ＡＬＰ
活性，促进骨相关蛋白（ＯＣ、ＢＭＰ－２、ＯＰＮ和Ⅰ型胶
原）分泌，增加钙化结节数量，并可刺激成骨相关基因

ｂＦＧＦ、ＩＧＦ－１、Ｒｕｎｘ－２和Ｏｓｔｅｒｉｘ的表达，说明补骨脂
黄酮具有促进成骨细胞矿化成熟的能力，可能是补骨

脂抗骨质疏松的主要有效成分。补骨脂黄酮属黄酮

类物质，而且具有微弱的雌激素活性［８］，而骨质疏松

症的发生正是与雌激素的缺乏有关，因此补骨脂黄酮

的抗骨质疏松活性很可能与其雌激素样作用有关，但
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还需进行相关的研究。另外，近年来关于异戊烯基基

团与抗骨质疏松活性关系的探讨引起了多数学者的

注意［１５］，我们发现补骨脂黄酮的结构中也带有１个
异戊烯基基团，其抗骨质疏松活性是否与异戊烯基基

团相关也有待于深入探讨。

本研究的结果提示，补骨脂黄酮对体外培养成骨

细胞的增殖并无明显影响，但可以促进体外培养的成

骨细胞矿化成熟，有一定的促骨形成活性，具备开发

为抗骨质疏松新药的潜力，但其具体作用机制尚需进

一步研究。
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２００８，１１８（２）：４２１－４２８．

［１４］邱印利，刘娟．补骨脂淫羊藿总黄酮对兔成骨细胞增殖

及抗氧化作用的影响［Ｊ］．中国兽医杂志，２０１０，４６（３）：

５５－５７．

［１５］ＺｈａｎｇＹ，ＬｉＸＬ，ＹａｏＸＳ，ｅｔａｌ．Ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆ

ｇｅｎｉｓｔｅｉｎｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓｗｅｒｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄｂｙｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｐｒｅ

ｎｙｌｇｒｏｕｐａｔｒｉｎｇＡ［Ｊ］．ＡｒｃｈＰｈａｒｍＲｅｓ，２００８，３１（１２）：

１５３４－１５３９．

（２０１２－１２－０５收稿　２０１３－０４－０８修回
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·简　讯·
《中医正骨》广告业务范围

■医疗、科研、教学单位及药械生产营销企业介绍 ■用于骨伤科医疗、科研、教学的器械设备介绍

■用于骨伤科医疗、科研、教学的中西药物及中间体介绍 ■各种形式的骨伤科讯息，如书刊征订、招生启事、会议通知等

《中医正骨》２０１３—２０１４年度广告收费标准
刊登位置 印刷规格 版面 每期收费标准（元） 半年收费标准（元） 全年收费标准（元）

封二 大１６开彩色铜版纸印刷 全版 ９０００ ５４０００ ７５６００
封三 大１６开彩色铜版纸印刷 全版 ８０００ ４８０００ ６７２００
封底 大１６开彩色铜版纸印刷 全版 １００００ ６００００ ８４０００
前插页 大１６开彩色铜版纸印刷 全版 ７０００ ４２０００ ５８８００
后插页 大１６开彩色铜版纸印刷 全版 ６０００ ３６０００ ５０４００

内文图文
大１６开黑白铜版纸印刷 全版 ３０００ １８０００ ２５２００
大１６开黑白铜版纸印刷 １／２版 １８００ １０８００ １５１２０

内文文字
大１６开黑白铜版纸印刷 全版 ３０００ １８０００ ２５２００
大１６开黑白铜版纸印刷 １／２版 １８００ １０８００ １５１２０

·５１·　中医正骨２０１３年９月第２５卷第９期　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（总６５５）　　　

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