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摘要：目的：观察杜仲含药血清对骨髓基质细胞（BMSCs）增殖、成骨分化的影响�探讨其促进骨折愈合的细胞学机制。方法：
SD大鼠18只�随机分为杜仲水提物、醇提物和对照组�每组各6只�分别灌胃相应药物取含药血清�观察各含药血清对BMSCs
的影响�进行碱性磷酸酶染色、茜素红染色观察和碱性磷酸酶比活性、骨钙素含量测定。结果：碱性磷酸酶染色、茜素红染色
除空白对照组外均有钙复合物形成�碱性磷酸酶比活性、骨钙素含量空白较对照组高。结论：杜仲有促进 BMSCs 增殖和成骨
分化的作用。
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　　由于各种原因造成的骨缺损、骨不连是临床上
非常常见的疾病�其修复一直是医学界的棘手问题。
本实验以骨伤科常用的接骨圣药杜仲为研究目标�
观察其对骨髓基质细胞增殖及诱导成骨作用的影

响�从此角度阐述接骨续筋中药促进骨折愈合的细
胞学机制。
1　材料与方法
1．1　试验动物及主要材料

SD大鼠（南昌大学医学院）、苦味酸、杜仲（江西
省中医院提供）、DMEM、肝素（100U／ml）、新生牛血
清（NCS�HyClone）、青-链霉素溶液（HyClone）（山东
鲁抗医药公司）、HEPES （上海生工）、胰蛋白酶（1：
250�AMRESCO）、苏木精、伊红 Y、噻唑蓝（MTT �
AMRESCO）、二甲基亚砜（DMSO�上海生工）、α-
MEM、地塞米松（Sigma）、β－甘油磷酸钠（β－GP�
Sigma）、VitC（上海化学试剂公司）、茜素红－Tris－
Hcl、碱性磷酸酶（ALP）和总蛋白试剂盒（南京建成
生物工程研究所）、骨钙素（BGP）放免试剂盒（中国
原子能科学研究所）。
1．2　杜仲的加工、提取过程
1．2．1　杜仲水提物的制备　杜仲粉碎至粗颗粒后�
取200g�加双蒸水8倍�浸泡2小时�煮沸1小时�
收集药液�再加双蒸水6倍�煮沸1小时�收集药液�

再加双蒸水6倍�煮沸1小时�合并3次药液�以
3000r／min离心30分钟�取上清�浓缩�再离心至
100mL�使成2g／mL 生药的混悬液�4℃冰箱保存。
1．2．2　杜仲醇提取物的制备　杜仲粉碎至粗颗粒
后�取200g�以60％乙醇回流提取3次�每次1小
时 �回收乙醇至尽�浓缩�再离心至100mL�使成2
g／mL 生药的混悬液。药液备用�4℃冰箱保存。
1．2．3　血清的制备　将10天的 SD 大鼠18只随
机分成3组：杜仲水提物组、杜仲醇提物组、对照组�
每组6只。杜仲水提物组的大鼠给予杜仲水提物灌
胃�20倍临床使用量给予大鼠灌胃�一日剂量分2
次灌胃�每次灌2g／mL 的生药0．5mL／100g�每天
上下午给药�连续给药3天�第3天给药后开始禁
食�第4天一次服用全天剂量�给药1小时后开始采
血；杜仲醇提物组的大鼠给予杜仲醇提物灌胃�给药
剂量、给药天数及采血时间同杜仲水提物给药方法�
对照组的大鼠给予生理盐水灌胃�剂量�天数及时间
同上两组。各组于末次给药后1小时采血�手术暴
露腹主动脉�小心剥离结缔组织�以离心管取血�稍
做静置后�以3000r／min 离心15分钟�分离血清�
取上清液�再经0．22μm 的微孔滤膜过滤除菌�56
℃水浴�30分钟灭活�－20 ℃冰箱保存备用�即血
清制备完成。
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1．3　试验分组
试验分为6组：Ⅰ组：用15％杜仲水提物血清

的α-MEM 培养液培养 F2代骨髓基质细胞（BM-
SCs）；Ⅱ组：用15％杜仲醇提物血清的α-MEM 培养
液培养 F2代的 BMSCs；Ⅲ组（空白血清对照组）：
15％NCS 的α-MEM 培养液培养F2代的BMSCs；Ⅳ
组：经典成骨诱导组（15％NCS 的α-MEM 培养液中
加入地塞米松1×10-8mol／L ＋β-甘油磷酸钠10
mmo／l L ＋ VitC50μg／ml）培养 F2代的 BMSCs；Ⅴ
组：用15％杜仲水提物血清的α-MEM 培养液中加
入地塞米松1×10-8mol／L＋β-甘油磷酸钠10mmol／
L＋ VitC50μg／ml 培养 F2代的 BMSCs；Ⅵ组：用
15％杜仲醇提物血清的α-MEM 培养液中加入地塞
米松1×10-8mol／L ＋β-甘油磷酸钠10 mmol／L ＋
VitC50μg／mL 培养 F2代的 BMSCs；每3天换液一
次。
1．4　形态学观察

用倒置相差显微镜观察和 HE染色观察。
1．5　成骨细胞的鉴定

将消化的细胞计数�调节细胞数为2×104个细
胞／mL 并且接种6孔培养板�板内放入玻片�每孔3
mL�待细胞贴壁�并且长满玻片时开始进行鉴定。
1．5．1　碱性磷酸酶染色（改良 Gomori钙钴法）　取
第2代细胞�接种于预置盖玻片的6孔培养板�成骨
诱导培养液培养。各组诱导至第七天时�细胞中性
福尔马林固定后入孵育液（3％β-甘油磷酸钠10
mL、2％巴比妥钠10 mL、2％无水氯化钙20 mL、
5％硫酸镁1mL 和蒸馏水5mL）�于37℃孵育4小
时�2％硝酸钴作用5分钟�1％硫化胺处理1分钟�
乙醇脱水�倒置相差显微镜下观察。
1．5．2　茜素红（ARS）染色法　各组诱导至第21天
时�吸去成骨细胞诱导液�PBS 洗3次�95％酒精固
定10分钟�入0．1％茜素红-Tris-HCl（pH 8．3）37
℃�30分钟�镜下观察。
1．5．3　碱性磷酸酶比活性的测定　细胞准备同细
胞生长与增殖能力检测�调整细胞密度为（1×105）／
mL�接种于12孔培养板上�分别添加传代培养液和
成骨诱导培养液�于第2�4�6�8�10天收集细胞�按
照 ALP 试剂众说明测定 ALP 活性。测定时取培养
液�分别按碱性磷酸酶和总蛋白试剂盒说明书进行
操作�碱性磷酸酶比活性计算：碱性磷酸酶比活性
（U／mg）＝碱性磷酸酶活性（U／L）÷蛋白浓度（mg／
L）。
1．5．4　骨钙素含量测定　将1×104／mL F2代
BMSCs以2mL／瓶接种于25mL 培养瓶�第2天换

液时每孔加入条件培养液1．9mL�并按照下列分组
加入不同药液各100μL�对照组培养液中仅加入含
血清培养基�诱导组中加入条件培养基�杜仲醇提物
组及杜仲水提物组分别加入该药物�每浓度组均设
6瓶。每3天换液一次�经12天后进行细胞内 BGP
含量测定。消化悬浮后取106个细胞�离心�加入
0．25％胰酶和0．02％的 EDTA 混合液（1∶1）200μl
收集细胞�以10000 r／min 离心5分钟。取上清
100μL�按 BGP 放免试剂盒中的说明书�于每管中
分别加入125I-BGP 及抗 BGP 多克隆抗体各100
μL�混匀�于4℃放置24小时。然后加入500μL 分
离剂充分混匀�于室温放置20min�4℃以3500r／
min离心20min弃上清�测定沉淀物的 cpm�并根据
标准曲线求得 BGP 的含量。
1．6　统计学方法

采用单因素方差分析�组间两两比较采用 SNK
法�所有数据分析均在 SPSS13．0软件上进行�以α
＝0．05为显著性差异标准。
2　结果
2．1　倒置相差显微镜观察结果

原代细胞形态观察 接种后的 BMSCs在培养瓶
底呈圆形分布�体积较大�胞体较透亮�细胞与周围
的红细胞等血系细胞有混杂现象。24～48小时内
BMSCs开始贴壁�初贴壁的 BMSCs 呈成纤维细胞
外观�以后逐渐呈现集落生长�14天左右达到融合
生长�融合成片的细胞排列有一定的方向性�细胞有
的呈梭形�有的呈椭圆形�三角形等等；传代细胞形
态观察传代细胞比原代细胞更快贴壁�刚传代的细
胞为圆形�折光性好�接种2～4小时迅速贴壁�伸
展�重新恢复梭形、三角形等�24小时基本完成贴
壁�细胞呈均匀生长�细胞形态更加单一�5～6天铺
满瓶底。
2．2　HE染色观察结果

细胞体呈梭形或不规则三角形�中央有卵圆形
细胞核�胞质有2～3个长短不等的向外突起�呈现
集落生长�排列呈放射状。
2．3　碱性磷酸酶染色

ALP 阳性细胞率可达到80％以上�除Ⅲ组为阴
性外�其余各组 ALP 染色阳性反应；经过地塞米松
＋β-甘油磷酸钠＋VitC 诱导的Ⅳ、Ⅴ组和Ⅵ组比未
经诱导的Ⅰ组、Ⅱ组的灰黑色或黑色的 ALP 团块更
多。
2．4　茜素红染色

除Ⅲ组为阴性外�其余各组可见橘红色的钙结
节�为茜素红与钙盐形成的橘红色复合物�经过地塞
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米松＋β－甘油磷酸钠＋VitC 诱导的Ⅳ、Ⅴ组和Ⅵ
组比未经诱导的Ⅰ组、Ⅱ组的颜色更深。
2．5　碱性磷酸酶比活性测定结果

其余各组分别与空白对照Ⅲ组比较�结果未经
诱导的Ⅰ组、Ⅱ组和经过地塞米松 ＋β－甘油磷酸
钠＋VitC 诱导的Ⅴ组和Ⅵ组都有显著的差别�而经
过地塞米松＋β－甘油磷酸钠＋VitC 诱导的Ⅴ组和
Ⅵ组比未经诱导的Ⅰ组、Ⅱ组 ALP 活性有明显的增
大。均与血清空白对照Ⅲ组比较�P＜0．05�有显著
性差异。
2．6　BGP

其余各组分别与空白对照Ⅲ组比较�结果未经
诱导的Ⅰ组、Ⅱ组和经过地塞米松＋β－甘油磷酸钠
＋VitC 诱导的Ⅴ组和Ⅵ组都有显著的提高�而经过
地塞米松＋β－甘油磷酸钠＋VitC 诱导的Ⅴ组和Ⅵ
组比未经诱导的Ⅰ组、Ⅱ组 BGP 含量提高的幅度更
大。均与血清空白对照Ⅲ组比较�P＜0．05�有显著
性差异。
3　讨论

杜仲是我国传统的名贵中药�在《神农本草经》
中列为上品药材�具有强筋骨、补肝肾、益腰膝、除酸
疼、安胎气等作用�并有久服轻身耐老之说。早在两
千多年前的古籍中�就有杜仲树皮煎汤饮服可增强
肌肉的记载�在悠久的中医药发展历史中�人们一直
重视杜仲的强筋健骨、补肝益肾、安胎等作用。近现
代化学研究表明�杜仲中含有木脂素类、环烯醚萜
类、酚类、黄酮类化合物以及杜仲胶、维生素、微量元
素、氨基酸、挥发性成分生物碱、多糖及葡萄糖乙苷
等成分［1］。近年来的研究证明�杜仲中含有一种特
殊的成分�可促进人体的皮肤、骨骼、肌肉中的蛋白
质胶原的合成与分解�具有促进代谢�防止衰退的功
能。王大为等［2］研究了杜仲对成骨样细胞增殖的
作用�表明杜仲中极性大部位可能含有直接作用于
成骨细胞的活性成分。杜仲对骨髓基质细胞增殖、
成骨分化的影响还未见文献报道。本文通过杜仲对
大鼠骨髓基质细胞增殖、成骨分化影响的实验研究�
揭示杜仲水提物物和杜仲醇提物通过促进骨髓基质

细胞增殖、向成骨细胞分化�从而促进成骨�有利于
骨愈合、骨修复。

最近报道提示杜仲叶分离部分可以促进体外培

养成骨细胞增殖和代谢作用�同时促进 ALP 分
泌［3］。杜仲叶醇提物具有类似性激素作用�能增进
实验动物骨髓生成和增加其骨髓的强度［4］。本实
验在诱导物作用下�骨髓基质细胞由单一的纤维状
变成立方形和多角形�细胞大量增殖、重叠�细胞之
间界限模糊�逐渐形成了多个散在的细胞结节�钙沉
积逐渐出现�最终形成钙化结节。这与成骨细胞有
相似的形态和生长特点。成骨细胞分化成熟�除了
细胞形态的变化�ALP 活性增强和细胞外基质钙化
是两个重要标志。ALP 是成熟成骨细胞的标志酶
之一�其主要作用为水解有机磷酸酶�使局部 PO43-

浓度升高�结合钙�启动钙化。在钙化期�细胞逐渐
出现变性�其分泌的胶原纤维亲和钙盐�形成钙化结
节。可见杜仲水提物或醇提物的促进 BMSCs 向成
骨细胞分化�与增加细胞内 ALP 的活性、BPG 关系
密切。

骨髓对骨组织的生长�修复和重建具有重要作
用�BMSCs是人体内的间充质细胞�具有多向分化
潜能�在特定体外条件下可向成骨细胞分化�是骨髓
成骨的细胞学基础。如果能证明中药能够对骨髓基
质细胞有良好的促进作用可能将会有重要的意义�
这样不但会证明祖国医学“肾主骨生髓”理论的科学
性�也会为研究中药作用机理和开发中药带来新的
思路和方法。本实验证实�杜仲（包括水提物、醇提
物）能诱导骨髓基质细胞向成骨细胞分化�在经典成
骨诱导组（地塞米松、维生素 C 和β-甘油磷酸钠）中
使用杜仲水提物、醇提物含药血清培养�能显著地促
进骨髓基质细胞向成骨细胞分化�且杜仲醇提物的
作用强于水提物组。
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