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摘要 目的:研究活血补肾中药丹仙康骨胶囊对体外培养成骨细胞 VEGF 活性的影响,进一步探

讨丹仙康骨胶囊抗骨坏死的作用机制。方法: 应用 RT - PCR 及流式细胞仪检测观察不同剂量丹仙康

骨胶囊对成骨细胞 VEGF mRNA 的表达与 VEGF 的生成的影响。结果: 丹仙康骨胶囊可以促进成骨细

胞 VEGF mRNA 的表达与 VEGF 的生成,并呈剂量依赖性。结论: 丹仙康骨胶囊促进成骨细胞 VEGF

mRNA 的表达与 VEGF 的生成可能是其抗骨坏死的作用机制之一。
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Abstract Objective: To investigate the effects of Danxian Kanggu capsules extr acted from tr aditional Chi

nese medicine on the vascular endo thelial grow th factor expression and product ion by osteoblats, and explore

t he mechanism of anti osteonecr osis of Danx ian Kanggu capsules. Methods: Osteoblasts derived from fetal r ats

w ere used in this study. VEGF mRNA expression, intracellular product ion induced by Danx ian Kanggu cap

sules were measured by RT PCR and flow cy tometry . Results:Danxian Kanggu capsules could significantly in

crease vascular endothelial gr owth factor expression and production in osteoblats in a dose dependent manner.

Conclusion:The anti ost eonecrosis effect of Danxian Kanggu capsules may be through its increasable effect on

vascular endot helial g rowth factor expression and product ion in osteoblasts.
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丹仙康骨胶囊是一种治疗股骨头缺血坏死的经

验方苗药制剂, 具有 祛淤生新, 活血补肾!的功效。

临床与实验研究已证实该制剂具有促进毛细血管再

生,加速骨坏死修复的作用[ 1]。血管内皮生长因子

( VEGF)是目前已知的对血管生成具有调节作用的

细胞生长因子中最为重要的一种, 在骨组织的生长、

发育与修复过程中均起着重要作用。丹仙康骨胶囊

的抗骨坏死作用是否通过影响 VEGF 来完成, 本研

究以新生 SD大鼠颅骨成骨细胞为研究对象,观察了

丹仙康骨胶囊对成骨细胞 VEGF 活性的影响。

1 材料和方法

1 1 细胞培养及鉴定 按照本实验室建立的二次

胶原酶消化分离培养方法,取出生 24 h内的新生 SD

大鼠 8只(同济医学院动物中心提供) , 置入 75%酒

精中浸泡消毒 10 min,无菌操作下完整取出颅盖骨。

将颅骨置于盛有 PBS缓冲液的培养皿中, 搔刮骨面

至粗糙,并用 PBS液冲洗 3次。后将颅骨放入 10 ml

0 1% ∀型胶原酶消化液( ∀型胶原酶 Sigma 产品,

用 PBS液释稀配成)的小瓶中室温静置30 min, 以清

除骨髓和少许残留纤维组织。用 PBS 液洗涤 3次

后,把颅骨移入另一盛有 10 m l 0 1% ∀型胶原酶消
化液的小瓶中,再将颅骨剪成碎片,并于37 # 振荡消
化 20 min。用吸管吹打数次后收集细胞悬液, 并移

入无菌离心管中, 在 1000 r/ min下离心10 r/ min弃

上清。用 5 m l含 20%胎牛血清 DM EM(内含 5 mM

抗坏血酸、- 甘油磷酸钠,均购自 Sigma 公司)。用

培养液将沉淀的细胞团吹打混悬均匀, 接种于培养

瓶。在二代细胞培养中, 将无菌盖玻片置入培养瓶

中,待细胞 80%汇合时,取出生长细胞盖玻片,放入
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4 # PBS液冲洗, 冷丙酮固定 10 min, 采用钙- 钴

法[ 2]对培养的成骨细胞进行碱性磷酸酶( ALP)染色

鉴定。

1 2 药物 丹仙康骨胶囊由丹参、仙灵脾、骨碎补、

红花等药组成。由贵阳中医学院药厂提供, 取其内

容物制成每毫升生药 3 g 水溶液, 灭菌分装封瓶。

1 3 RNA 提取 采用T RIZOL ( Gibco)按产品说明

书提取细胞总 RNA, 即 TRIZOL 裂解细胞, 加入氯

仿,均匀, 离心后取水相, 异苯醇沉淀, 75% 乙醇洗

涤, 真空干燥。260 nm 波长测光密度。所提 RNA

的A260/ 280均在 1 8~ 2 0之间。

1 4 逆转录- 聚合酶链反应( RT - PCR) 5 g

RNA经 AMV 逆转录酶及 Oligd T 引物( Promega 公

司) 42 # 60 min 逆转录成 cDNA。随后进行 PCR。

目的基因 VEGF 引物序列为[ 3] : 正链引物 5 CCT G

GTGGACATCT TCCAGGAGTACC 3 ; 负链引物 5

GAAGCT CAT CT CTCCTATGT GCTGGC 3 , 抗增产

物大小为 196 bp, 该对引物可识别所有 VEGF 异构

体,并跨过内含子,从而可排除基因组 DNA 的影响。

PCR反应体系为25 l,酶和脱氧核苷三磷酸( dNT P)

为 Promega产品,变性、退火与延伸条件分别为95 #

1 m in、60 # 1 min、72 # 1 min,共 35个循环确保抗

增产物处于对数增长期( GeneAmp System, Biometra

公司)。以 - act in为内参照(产物大小为 250 bp)。

用未经逆转录 RNA 及双蒸水作空白对照。抗增产

物 3%琼脂糖溴化乙锭进行电泳分离, 紫外灯下观

察, 利用计算机 DNA 定量系统对VEGF 和 act in条

带进行象素值测定, 并算出二者比值。

1 5 成骨细胞内 VEGF 测定 利用流式细胞仪检

测细胞内的 VEGF 的变化。细胞经胰蛋白酶消化,

吹打成单个细胞, 1%的多聚甲醇固定,皂素破膜, 兔

抗鼠 VEGF 单克隆抗体(武汉博士德公司)孵育,洗 2

次,羊抗兔单克隆抗体(武汉博士德公司)避光孵育,

洗 3次, 过网筛,流式细胞仪检测其平均荧光强度的

变化。

1 6 统计学分析 所有计量数据均以  x ∃ s 表示,

采用 SPSS 10 0软件包进行 t 检验, P < 0 05 表示

差异显著, P < 0 01表示差异非常显著。

2 结果

2 1 成骨细胞鉴定 钙- 钴法染色呈强阳性, 墨褐

色表示酶含量多。

2 2 丹仙康骨胶囊对成骨细胞 VEGF mRNA 表达

的影响 细胞在 10% FCS的 DMEM 培养液中生长

至 80%溶合,去血清 24 h,分别加入不同剂量的丹仙

康骨胶囊液( 10, 20, 40 mg / ml)孵育 48 h。丹仙康骨

胶囊能显著增加( P < 0 01, n = 3)成骨细胞 VEGF

mRNA的表达,其作用呈剂量依赖性(见图 1)。

2 3 丹仙康骨胶囊对成骨细胞内 VEGF 生成的影

响 细胞在 10% FCS 的 DMEM 培养液中生长至

80%溶合,去血清 24 h,分别加入不同剂量的丹仙康

骨胶囊液( 10、20、40 mg/ ml)孵育 48 h 后, 收集细胞

用流式细胞仪检测细胞内 VEGF 的含量, 以荧光强

度( MFI)表示含量的多少。结果丹仙康骨胶囊液刺

激 48 h,与对照组比较荧光曲线右移, 平均荧光强度

( MFI)增加, 表明丹仙康骨胶囊能显著增加 ( P <

0 05~ 0 01, n = 3)成骨细胞内 VEGF 的生成, 其作

用呈剂量依赖性(见图 2)。

3 讨论

股骨头缺血坏死的修复是一个复杂的组织学变

化过程,血管生成在骨坏死的修复中起着十分重要
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的作用。丹仙康骨胶囊以活血补肾为主,临床与实

验均证明其具有明显的抗骨坏死作用[ 1]。

VEGF 又称血管通透因子, 是一种肝素结合型

的同源二聚体蛋白,由于剪接方式的不同,人 VEGF

有多种形式存在, 即 VEGF165、121、189、206; 鼠

VEGF 比人的少一个氨基酸。众多资料[ 3, 4] 表明

VEGF 对正常组织细胞的生长、发育及修复过程中

血管的生成均起重要作用。VEGF 基因缺陷的鼠胚

胎,由于血管生成障碍而死亡。任何组织的修复均

离不开血管的生成, 骨组织也一样。VEGF 在骨组

织的新陈代谢中也起着十分重要的作用, 对成骨细

胞与破骨细胞均能影响。在软骨化骨中,肥大软骨

细胞高表达 VEGF 时, 毛细血管也随着长入[ 3, 4]。

M art ine等
[ 5]
发现, 鼠成骨细胞在分化过程中存在

VEGF 及其受体表达, 具有促进成骨细胞分化作用

的 IGF 1可刺激提高 VEGF 及其受体的表达水平。

定向钙化性的 1 25 羟 VD3与促进成骨的 TGF 、

FGF等均能上调 VEGF 在成骨细胞上的表达
[ 6]
。

VEGF 也能调节成骨细胞的分化, 把 VEGF 掺入培

养的胎牛成骨细胞中, 能诱导其迁移、PTH 依赖性

cAM P堆积与 ALP 的增多[ 7]。在基因缺陷的骨硬化

症鼠注入 VEGF 可诱导破骨细胞的聚集
[ 8]
。Mari

等[ 9]报道 VEGF 能直接促进破骨细胞性骨吸取与成

熟破骨细胞的生存。实验中发现 VEGF 能使胎兔破

骨细胞在牙片上产生的骨陷窝面积增大, 破骨细胞

存在 VEGF 受体表达, 同时在促进破骨细胞分化时

还激活了 NF Kb ( RANRL ) 的受体。由此可见,

VEGF 可能通过自分泌与旁分泌方式作用于成骨细

胞与破骨细胞, 从而调节血管的生成, 在骨组织的再

生、修复过程中发挥非常重要的作用。

本研究结果发现, 丹仙康骨胶囊具有明显促进

成骨细胞 VEGF 的表达和生成, 并呈剂量依赖性。

联系 VEGF 在调节成骨细胞、破骨细胞的活性以及

其血管生成方面的作用, 结合早期丹仙康骨胶囊抗

股骨头坏死的临床与实验结果, 认为丹仙康骨胶囊

促进成骨细胞 VEGF 的表达和生成可能是改善血管

生成、促进骨坏死修复的作用机制之一。至于对破

骨细胞有无作用还有待于进一步研究。
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