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补肾方剂拮抗地塞米松促骨髓基质细胞

向成脂细胞分化的实验研究
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摘要：目的 观察补肾方剂对地塞米松促骨髓基质干细胞成脂作用的影响。方法 从成年 56 大鼠

分离出骨髓基质干细胞体外培养，取第三代细胞用于实验。分别在培养液其中加入 # 7 #!8 9 (4+·:8 #

的地塞米松（; 组）、# 7 #!8 9 (4+·:8 # 的地塞米松和 %! (<·:8 # 的补肾方剂（= 组），> 组为对照组。分别

应用 ?@@、碱性磷酸酶活性与三酰甘油含量法检测 ?5>. 增殖与分别向成骨和成脂方向分化的能力。

结果 实验组（; 组和 = 组）的 ?5>. 增殖能力较对照组明显降低（! A !B!&），但 ; 组与 = 组之间差异

无显著意义（! C !B!&）；= 组 ?5>. 硷性磷酸酶活性较 ; 组增高（! A !B!&），而三酰甘油含量低于 ; 组

（! A !B!&）。结论 补肾方剂不能干预地塞米松对 ?5>. 增殖的抑制作用，但具有抑制地塞米松促进

?5>. 向成脂方向分化的作用。
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(G,E4M.2 >*.761. @EG -H4+*JGH),*41 4J ?5>. *1 6GP)(G,E).41G )1M ,41*JK*1< L*M1GK HG3*-G. <H4O- )HG +4NGH ,E)1
341,H4+ <H4O-（! A !B!&），FO, ,EGHG *. 14 .*<1*J*3)1, M*JJGHG13G FG,NGG1 ,EG(2 6GP)(G,E).41G -+O. ,41*JK*1< L*M1GK
HG3*-G. 3)1 -H4(4,G ,EG )3,*I*,K 4J ;:Q (4HG E*<E+K ,E)1 6GP)(G,E).41G，FO, ,EG 341,G1, 4J ,H*<+K3GH*MG *. +4NGH（!
A !B!&）2 5"#,67.$"# @41*JK*1< L*M1GK HG3*-G. 3)1 14, )JJG3, ,EG +4N -H4+*JGH),*41 4J ?5>. *1MO3GM FK
MGP)(G,E).41G，FO, *1E*F*, ,EG M*JJGHG1,*),*),*41 4J ?5>. *1,4 )M*-4<G1*3 3G++.2
?*& @"+).：?)HH4N .,H4()+ 3G++.；6GP)(G,E).41G；@41*JK*1< L*M1GK HG3*-G.

临床发现，长期大剂量使用皮质类固醇激素可

导致骨质疏松。骨质疏松症患者骨量减少与髓腔内

脂肪增多相伴出现，骨髓基质细胞（()HH4N .,H4()+
.,G( 3G++.，?5>.）的成骨能力降低，且其成脂肪细胞

能力加强［#，$］。因此，促进 ?5>. 的成骨分化与钙

化，并抑制其向脂肪细胞的分化可能是治疗和预防

骨质疏松症的有效途径之一。“补肾方剂”为我院临

床上用于治疗骨质疏松症较为有效的中药方之一，

具有较好的临床疗效。为此，本实验选用补肾方中

对成骨有作用的中药进行组合，观察其对地塞米松

诱导后的骨髓基质干细胞增殖与分化的影响，为进

一步阐明“补肾方剂”治疗骨质疏松症的作用机制提

供实验依据。

A 材料和方法

ABA 动物

选用出生 $ 周左右的 56 大鼠 # 只，性别不限，

由中山大学中山医学院实验动物中心提供。

ABC 试剂及仪器
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胎牛血清（杭州四季青公司产品），!"#" 培养

基（美国 $%&’( 公司产品），胰酶及四甲基偶氮唑盐

（")) 试剂）（均为 *%+,- 公司产品），碱性磷酸酶

（./0）试剂盒（基因公司），三酰甘油试剂盒（$1’233
4%(52’67(3(+%28）。倒置显微镜（9%:(7 公司），;<= 培

养箱和细胞培养板（美国 $%&’( 公司产品），>=? 型分

光度计和 #/@ ABA 酶标仪（美国 4%()2: 公司产品）。

!"# 药物

选用中草药淫羊藿、黄芪、杜仲、补骨脂和骨碎

补（中国药品生物制品鉴定所产品），按 C D CE D E D E D E
称重比例混合后，以 =B 倍蒸馏水浸泡、煎煮 = 次，每

次 = F ? 6，过滤合并水提液，离心上清液浓缩；用

>EG乙醇沉淀 = 次，过滤回收乙醇；制成含生药 = +·
,/H C的药液，IJ 调至 >KB；加活性碳脱色 = 次；精滤

药液，用 !"#" 培养液稀释为 = +·/H C 的贮备液，过

滤除菌。根据实验要求以含 CBG胎牛血清的 !"#"
培养液分别配成浓度为 =B ,+·/H C（低浓度组）、LB
,+·/H C（中浓度组）、AB ,+·/H C（高浓度组）的供试液

及浓度为 B 的，以双蒸馏水对照液，LM保存，备用。

!"$ 方法

!"$"! "*;8 的分离与培养：取出生 =N 左右的 *!
大鼠 C 只（性别不限，由中山大学北校区实验动物中

心提供），引颈处死。无菌条件下取股骨，去股骨两

端骨，冲出骨髓后，用 ? ,/ 无血清培养基，并以 = O
CBL P,/ 的密度接种于培养瓶中，加 CBG!"#" 培养

基，置 ?>M、EG;<= 培养，= F ? 天换液 C 次。待细胞

长满后进行传代，使用第 ? 代细胞进行实验。. 组

培养基中加入地塞米松（浓度为 C O CBH >,(3·/H C）、4
组培养基中加入地塞米松（浓度 C O CBH > ,(3·/H C）

和补肾方剂（浓度 AB ,+·/H C）、; 组为对照组（常规

血清培养）。在倒置显微镜下观察细胞生长情况（见

图 C）。

图 ! 培养 E Q 骨髓基质细胞（ O CBB）

!"$"% 细胞增殖功能测定："*; 以每孔 E O CB? 个

细胞的密度接种于 R 孔培养板中，每孔加入含 CBG

胎牛血清的培养基，在 ?>M EG ;<= 条件下培养。

=L 6 后分别加入条件培养液继续培养 C、=、? Q。采

用 ")) 法［?］，于 E>B 7, 波长测各组光吸收值（.
值），在酶标仪上进行测试。

!"$"# 细胞分化功能测定（./0 活性测定）："*;8
接种密度条件同上，加不同浓度补肾方剂的 !"#"
培养基培养 C、=、? Q 后，部分细胞直接经对硝基酚

磷酸盐（I17%5S(I627T3I%’(3%7-52，0900）作底物染色，观

察阳性细胞情况（见图 =）。部分细胞经 BKCG )S%5(7
@ CBB 溶解液破碎制成细胞悬液，以 0900 为底物，

用分光光度计测定各组细胞溶液中的 ./0 活性（条

件为 IJ CBKE，?>M条件下，波长为 LBE 7,），再用考

马斯亮蓝法［L］测定蛋白质含量（,+·/H C），./0 活性

以 :UP+K IS( 表示。余下部分细胞直接行胶原蛋白1C
免疫组化染色，观察细胞分化过程中表达胶原蛋白1
C 的阳性细胞（见图 ?）。

图 % 地塞米松作用 =C Q 后碱性磷酸酶阳性细胞（ O LBB）

图 # 地塞米松诱导 =C Q 后油红染色阳性细胞

（苏木素复染，O LBB）

!"$"$ 细胞三酰甘油含量的测定：按 C O CBL P孔浓

度将 "*;8 种植于培养板内，每组 ? 孔，共 V 孔，分别

>、CL、=C Q 终止培养，吸出培养液，每孔加入无血清

!"#" 培养液 C ,/，用细胞刮器收集细胞，反复冻

融裂解细胞，然后用氯仿 D甲醇混合液抽提 E ,%7，将

有机相 ?>M水浴，使甲醇、氯仿挥发后，用三酰甘油

试剂盒在全自动生化分析仪上测定三酰甘油含量，

部分细胞固定后直接油红染色，观察阳性细胞形成
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情况（见图 !）。

图 ! 地塞米松诱导 "# $ 后 %&’’()*+ ! 免疫组化阳性细胞

（,-. 显色，苏木素复染，/ #00）

"#!#$ 统计学处理：用 1211 #030 软件进行处理，数

据用!! 4 " 表示，组间比较采用 # 检验。

% 结果

%#" 补 肾 方 剂 与 地 塞 米 松 对 51%6 增 殖 的 影 响

（表 #）

表 " 补肾方剂与地塞米松对 51%6 增殖的影响（!! 4 "）

分组 $
光吸收值（#，"，7 $）

7 $ 8 $ #! $
- 7 03#99 4 030## 03"0# 4 030!7" 03""7 4 030:""

. 7 03#!: 4 030#" 03"## 4 030"#" 03"7! 4 030"7"

% 7 03":7 4 030#" 039!! 4 030"# #3"7" 4 030"7

注：与对照组比较" % ; 030:，-：地塞米松组，.：地塞米松加补

肾方剂组，%：对照组

显微镜下观察发现，- 组 51%6 增殖减慢，部分

细胞由长梭型变成多边形。5<< 检测显示该组 5<<
值低于对照组（% 组），且差异有统计学意义（ % ;
030:），但 . 组与 - 组之间差异无显著性。提示地塞

米松可抑制 51%6 的增殖，而补肾方剂不能干预地

塞米松对 5-%6 的抑制作用。

%#% 补肾方剂与地塞米松对 51%6 碱性磷酸酶的影

响（表 "）

表 % 补肾方剂与地塞米松对 51%6 碱性

磷酸酶的影响（!! 4 "）

分组 $
-=2（>?@#0! 细胞）

7 $ 8 $ #! $
- 7 03#7! 4 03"## #3"0# 4 #30!7" 73### 4 #3""7"

. 7 03#!# 4 03"7: #3""7 4 030"#" 93"7! 4 "30"7"

% 7 03#!# 4 03"7: 03:7" 4 030:# 73"7! 4 #30!:

注：" % ; 030:，-：地塞米松组，.：地塞米松加补肾方剂组，%：对

照组

于培养 8、#!、"# $ 分别测定 -、. 和 % 组培养细

胞内 碱 性 磷 酸 酶 活 性。结 果 显 示，第 #! $，. 组

51%6 细胞内的碱性磷酸酶活性明显高于 - 组和 %
组（% ; 030:）。

%#& 补肾方剂与地塞米松对 51%6 三酰甘油含量的

影响（表 7）

表 & 补肾方剂与地塞米松对 51%6
三酰甘油含量的影响（!! 4 "）

分组 $
三酰甘油（">&’@#0

! 细胞）（8，#!，"# $）

7 $ 8 $ #! $
- 7 03#7! 4 03"## 03"0# 4 #30!7 #3### 4 #3""7"

. 7 03#!# 4 03"7: 03""7 4 030"# 030#! 4 #30"7
% 7 03#!7 4 03#"7 03#:7 4 0307! 030#A 4 #307"

注：" % ; 030:，-：地塞米松组，.：地塞米松加补肾方剂组，%：对

照组

于培养 8、#!、"# $ 分别测定各组细胞内三酰甘

油含量，结果显示，- 组 51%6B 细胞内三酰甘油含

量增加，而 . 组 51%6 细胞内三酰甘油含量与 % 组

差异无显著性（% ; 030:）。

& 讨论

骨质疏松症是以骨量减少、骨的微观结构退化

为特征，致使骨的脆性增加以及易于发生骨折的一

种全身性骨骼疾病，常并发骨折，甚至股骨头无菌性

坏死。长期、大剂量使用皮质类固醇激素可导致骨

质疏松症，其发病率仅次于绝经后及老年性骨质疏

松症而居第 7 位［7］。

近年来有研究证实，在各种类型的骨质疏松症

患者中，骨髓中的脂肪增多与松质骨骨量减少总是

相伴出现，骨髓中的脂肪细胞与松质骨的骨量成反

比［!］，有一套复杂的机制调控骨髓基质细胞的分化

方向，例如结合在糖皮质激素受体上的配体可调节

骨髓基质细胞向成骨和成脂分化。有研究表明，糖

皮质激素能够诱导骨髓间充质干细胞分化为脂肪细

胞，同时减少其向成骨细胞的分化［:，9］。脂肪细胞的

特点是能够合成并储存三酰甘油，因此本实验以检

测三酰甘油含量作为鉴定脂肪细胞的方法；碱性磷

酸酶是骨形成所必需的酶，在体外钙化中起关键性

的作用，它的活性检测是鉴定成骨细胞的主要方法。

本实验选用的补肾方剂中淫羊藿、黄芪、杜仲、

补骨脂和骨碎补均为补肾主药，根据“肾主骨”的理

论，在治疗骨质疏松症中起重要作用。研究表明［8］，

淫羊藿可以促进成骨细胞增殖分化，与上调 .52C"
基因的表达有关。淫羊藿主要成分可以逆转糖皮质

激素的促成脂肪作用。且黄芪味甘，性温，可补气升

阳。有文献报道［D］，黄芪中的多糖在体外对成骨细

胞的增殖与分化也可能发挥着双向调节作用。现代

药理学研究证实［A］，黄芪与当归有调节体液及细胞

免疫作用。杜仲叶醇提取物可阻止 ,5 合并去势大

D8: 中国骨质疏松杂志 "008 年 D 月第 #7 卷第 D 期 %EF+ G H6I*&J&K&6，-L)L6I "008，M&’ #7，N&3D



鼠骨丢失，并具有类雌激素样作用［!"］。补骨脂对新

生大鼠成骨细胞的增殖有显著促进作用［!!］。骨碎

补促进骨髓基质细胞在体外向成骨细胞分化，说明

该药含有诱导骨髓基质细胞向成骨细胞分化的成

分［!#］。本实验结果显示，由上述药组合而成的补肾

方剂，具有促进 $%&’ 向成骨分化和抑制其向脂肪

细胞分化的作用，表明补肾方剂具有进一步的临床

应用开发价值。
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［ T ］ 刘尚全，杨颖，周丽斌，等 ( 淫羊藿苷逆转地塞米松抑制成骨

细胞分化及其机制 ( 中华内分泌代谢杂志，#"")，##（.）：#!+,

##! (
［ + ］ 金慰芳，朱文菁，王洪复，等 ( 补肾中药 QX7&% 对培养成骨细

胞增殖、分化及矿化功能的影响 ( 中国骨质疏松杂志，#""!，T
（+）：*,!! (

［ * ］ 殷晓雪，陈仲强，党耕町，等 ( 淫羊藿苷对人成骨细胞增殖与

分化的影响 (中国中药杂志，#""P，."：#+*,#*! (
［!"］ 张立，葛焕琦，白立纬，等 (杜仲叶醇防治糖尿病合并去势大鼠

骨质疏松症的实验研究 ( 中国老年学杂志，#"".，#.：.T",.T# (
［!!］ 林举择，陈升恺，罗家栋 ( 补骨脂注射液对体外培养大鼠成骨

细胞增殖的影响 ( 中医正骨，#""-，!)（)）：),* (
［!#］ 徐展望，张建新，谭国庆，等 ( 中药骨碎补提取液对兔骨髓基

质细胞体外成骨分化的影响 ( 中医正骨，#"")，!+（)）：!P,!T (
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［#!］ 伍贤平，廖二元，黄干，等 ( 女性腰椎峰值骨量与骨骼大小的

关系 ( 中华内分泌代谢杂志，#"".，!*：.+",.+. (
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