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摘要 目的
.
应用体外培养骨髓间充质细胞

,

在细胞和分子水平观察补骨合剂对细胞分化的影响
,

探讨补骨合剂治疗骨质疏松症的机制
。

方法
.

分离 /0 大鼠骨髓间充质细胞
,

通过形态学
、

碱性磷酸酶
、

细胞内骨钙素
、

转化生长因子 几基因表达等指标
,

对重组人骨形态发生蛋白 (∗
1 2侣夕田( −诱导下的骨髓

间充质细胞向成骨细胞分化的程度进行探讨
。

结果
.
一定浓度的补骨合剂可促进分化中的骨髓间充质

细胞分泌碱性磷酸酶和骨钙素
,

增强 月仍3几 的活性
,

促进分化中的骨髓间充质细胞表达转化生长因子

42 ,

补骨合剂的这种促进骨髓间充质细胞分化作用与密钙息基本相同
。

结论
.

补骨合剂不仅可以增强

1225∀ 64 7 的活性
,

促进分化中的骨髓间充质细胞表达转化生长因子 俘 
,

大量分泌 工型胶原
,

以利于钙盐

沉积 ,还可以促进
.

85 3 9. 诱导的骨髓间充质细胞分泌碱性磷酸酶和骨钙素
,

促进骨髓间充质细胞向成

骨细胞表型分化
,

从而促进钙
、

磷在骨表面沉积
。

关键词 骨质疏松 , 骨髓细胞 , 成骨细胞 , 转化生长因子 月
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骨质疏松症是骨伤科临床常见病
、

多发病
。

随

着老龄社会的到来
,

其发病率呈明显上升趋势
。

目

前对该症的治疗仍缺乏理想药物
。

随着临床研究和

基金项目.

福建省卫生厅资助项目〔(++ (
一

( + −

通讯作者
.

李楠 ς? 2. + % ∋ 
一
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一

Χ Β22 卜气ϑ Π Μ ϑ ΠΠ 】66Κς ⊥ 8#
:

Ψ

≅ 飞ΒΑ2
∃

Β 比≅

实验研究的逐步深人
,

中医的
“

肾主骨
”

理论和
“

补肾

壮骨
”

治疗原则
,

以及中医药治疗骨质疏松症的临床

效果均引起了广泛关注
。

近  + 年来
,

随着分子生物

学的不断发展
,

人们对骨质疏松症也有了进一步的

认识
。

骨髓2可充质细胞 ∗Χ
Β 11# Δ /:

1#Χ
Β 2 Γ ?22Ε

,

3/Θ −

的分化及其调控在骨质疏松发生的病理机制
、

预防

和治疗中起着重要作用
。

但迄今为止
,

影响 3/Θ 分
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化的 因素仍不 明确
。

本研 究将通 过碱性磷酸酶

∗Τ ϑ 9−比活性
、

细胞内骨钙素检测 及 Ζ ς
一

9ΘΖ 法观

察补骨合剂对重组人骨形态发生蛋 白 ( ∗
1

85 39[ −诱

导下的 3/Θ 表达转化生长 因子 月
, ∗

‘

佑印
 −Χ Ζ ∀ Τ

的影响
,

探讨补骨合剂 ∗
/:8? ≅ ΑΒ ΕΦ ?2? :# ≅ 8 ? 1 ΩΕ Χ ΑΗ

Ψ

:; 1 ? ,

/ /223 −在 3 /Θ 分化过程中的作用
。

 实验方法与步骤

 
∃

 取材  月龄 %  〕大 鼠的股骨和胫骨
,

切去髓

软骨
,

暴露骨髓腔
,

注射器 吸取含 巧 α 新生牛血清

∗∀ ?Δ Ω# Χ ΘΒ 2>/?
1 ; Χ

,

∀ Θ/
∃

美国 Ξ ? 2# ≅ ?
公司 −的

Β Ψ

3Π 3 ∗美国 Ξ Γ 2#≅
?
公司 −反复冲洗

、

离心
,

制成细胞

悬液
,

调整有核细胞数为 ( Η  + % β Χ 2接种于 ( %+ Χ 2

培养瓶中
,

置二氧化碳培养箱中培养
。

至细胞融合

成单层
,

用 +
∃

(% α 胰蛋白酶消化传代
。

取二代细胞
,

调整细胞浓度为 % 又  + %

βΧ 2
,

进行实验
。

 
∃

( 条件培养液  % α ∀ ∗戈的 ΒΨ 州∴Π 3 培养液  ++ 耐

中加入
1

85 39[
∗美国 Ζ χ 0 公 司 −( + + ≅ Λ βΧ 2

、

俘甘油

磷酸钠 ∗美国 /Α脚
Β
公司 − +

Ρ
2几

,

_ ℃ 保存
。

 
∃

) Τ ϑ9 染色 δ# Χ# 1Α 钙钻法
、

矿化结节染色 Ι#
≅

] # Ε Ε Β
改良法川 以 ( Χ 2厅ϑ接种于 ε 孔培养板

,

第

( 天换液时每孔加入条件培养液
,

同时分别加入补骨

合剂  ++ 拌Λ βΧ 2
,

密钙息 %+ Χ ;加2
。

ε < 后进行 Τ ϑ9
染色

,

(& < 后进行矿化结节染色
。

 + + 倍倒置显微镜

下随机选取视野进行照像
。

 
∃

_ Τ ϑ9 比活性测定 以  Χ 2厅ϑ接种于 (_ 孔培

养板
,

第 ( 天换条件培养液
,

同时分别加人
.
补骨合

剂 %
、

 +
、

% +
、

 + +
、

% + + 咫βΧ 2
,

密 钙 息  +
、

% +
、

 + + Χ Ν βΧ 2
。

ε < 后按 Τ ϑ9 试剂盒 ∗南京建成生物工

程研究所 −说明书进行测定
。

 
∃

% 细胞内骨钙素∗5δ 9−含量测定 以 ( Χ 2β 瓶接

种于 (% Χ 2培养瓶
,

第 ( 天换条件培养液
,

同时加人
.

对照组培养液中仅加入含血清培养基
,

诱导组中加

人条件培养基
,

补骨合剂组分别为 %
、

 +
、

%+
、

 + +
、

% + + “Λ βΧ 2
,

密钙息 组 分别 为 (+
、

% +
、

 + + Χ Ν βΧ 2
。

 & < 后按 5 δ 9 试剂盒 ∗中国原子能科学研究院 −说

明书进行测定
。

 
∃

ε 补骨合剂促进
1

比39.
诱导 3/Θ 表达

尹

ΣΘΣ民

Χ Ζ ∀ Τ 的测定 以 % Χ 2β瓶接种于 %+ Χ 2培养瓶
,

第

( 天换液时将细胞分为 _ 组
.
对照组仅加培养液 ,诱

导组加条件培养液
,

补骨合剂组分为 %
、

 +
、

%+
、

 + +
、

% + + 拜Λ βΧ 2组 , 密钙息组分为 % +
、

 + +
、

( + +  2 2: ,βΧ  
。

) < 后一步法提取总 Ζ ∀ Τ
,

进行 Ζ飞
, 一

9Θ Ζ
。

其中

ς ∗)Σ月 
. % + _ΘΘΤ ΘΘς 〔钱−Τ Τ δ Τ Θ ΘΤ ς Θ δ Τ Θ

,

& _  ς ∗钱了> 2
、

ΘΘΘδ Τ Τ >δ ς Θ 6
,

δ ΤΘ δ ,

归
一

ΒΓ :Α ≅ .  &% δ Τ δ
Ρ

∗二ΘΤ 6
,

ΘΘ6
、

∗ΥΤ ΘΘΘς δ Τ Τ δ
,

_ % ∋ΘΤ」
,

Θ 7、ΘΤΤ 6
、

∗Μ芜Τ δ 6
、

∗〕∗月
,

Τ Θ δ
。

总反应体积 % + 拜2
,

% % ℃ ) + Χ Α≅
,

∋ _ ℃ ) Χ Α≅
,

∋ _ ℃ ) + 秒
、

% + ℃ ) + 秒
、

! ( ℃ ) + 秒
,

共 ) + 个循环
,

! ( ℃ ! Χ Α≅
,

_ ℃ 保存
,

( α 琼脂糖凝胶电泳
,

56 =
Ψ

Ζ Τ 6〕凝胶成像系统观察结果
。

应用 5 6=
一

Ζ Τ 6−公司

;
Β ≅ : Α:Β :Α# ≅

软件 ;
Β ≅ :Α: # ≅ ? 比较基 因 ς δΣ

一

日
. 、

日
一

ΒΓ :Α ≅ 的相对表达量
。

( 结果

(
∃

 Τ ϑ6
〕

染色 δ# Χ# 1Α 钙钻法观察
1

比3 9[
诱导

的 几3/Θ 中成片状的 Τ ϑ4 染色呈灰黑色颗粒或块

状沉淀阳性着色∗图  −
,

补骨合剂组的 Σ[3/Θ 中成

片状的 Τ ϑ9 染色呈强 阳性着色∗图 ( −
,

密钙息组的

几3/Θ 中成片状的 Τ ϑ9 呈阳性着色 ∗图 ) −
。

(
∃

( 矿化结节染色 Ι#
≅ ] # ΕΕ Β 改 良法观察

1

出3 9[

诱导下的 几3/Θ 细胞浆中散在的矿化结节呈黑色

颗粒样沉着∗图 _ −
。

(
∃

) Τ ϑ9 比活性测定结果 补骨合剂
、

密钙息各浓

度组 Τ ϑ9 比活性均高于对照组
。

补骨合剂组 Τϑ6
“

比活性随着药物浓度增加而升高
,

至  ++ 拼Λ βΧ 2时达

到最大效应 ∗尸 φ +
∃

+ % − , 而密钙息组 %+ Χ Ν βΧ 2时

Τ ϑ9 比活性最高
。

其中补骨合剂  + +
、

%++ 拼Λ βΧ γ

组
、

密钙息 %+ Χ Ν β2    组与对照组相 比具有显著的差

异∗9 φ +
∃

+ % −
,

见表  
。

表  不同浓度药液对 氏篮〔 Τ ϑ】
〕

比活性的影响

ςΒ Ω
∃

 Ζ ?Ε ; 2:/ # > Τ ϑ9 ΒΓ :ΑΙ Α: Α≅ < Α>>? 代≅:

Γ #≅ Γ? ≅Α 1Β :Α #≅ Λ 1# ;
声

组别

对照组

∗拌Λ β2    −

补骨合剂组

∗η Λ β6 工< −

药物浓度
Τϑ9 比活性

∗Ν β Χ Λ
,

Υ 士 、−

+
∃

! ε  ∋ 士+
∃

 _ & ε

密钙息组

∗≅  Ν β≅
  −

+
∃

! ε ) ) 士+
∃

(  + )

+
∃

! ε ) ! 士 + +  ∋  

 
∃

+ + + ( 士 +
∃

+ & ( ε

 
∃

  (ε 土 +
,

+ ( ∋ % 关

 
∃

 +  ) 士 +
∃

+ % ) %
关

+
∃

& ! & ! 士+
∃

 + _ %

 
∃

 ( ) ( 士+
∃

+  & ε
关

+
∃

∋% ! ) 士+
∃

+ ε ε _

% +%+2+∗−%++ +%+ ++

注
.

与对照组比较
, ι

尸 φ +
∃

+%
。

(
∃

_ 细胞内骨钙素 ∗5δ 9−含量测定结果 诱导组
、

补骨合剂组和密钙息组细胞 内 5 δ 6
〕

含量与对照组相

比均具有非常显著差 异 ∗尸 φ +
∃

+ −
。

补骨合剂  +
、

% +
、

 + +
、

% + + 拼Λ βΧ 2组
、

密钙息 % +
、

 + + Χ Ν βΧ 2组 与

诱导组 相 比具有非常显著差异 ∗尸 φ +
∃

+  −
。

其 中
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Γ8Α
≅ 。 Κ #1: 8# 鱼止坠坦旦坚廷互 卫笙坦_

,

Ι # 2
∃

 !
,

∀=
∃

 +

 + + “Λ βΧ  补骨合剂组
、

%+ Χ Ν β1≅ 2密钙息组分别达

到本组的最大效应
,

见表 (
。

表 ( 不同浓度药液对 3岌二内 5 δ 9含: 的影响

ςΒ Ω
∃

( Ζ ?Ε ; 2:Ε #> 5 δ 9 Α≅ 山>>? 1? ≅Α Γ # ≅ Γ? ≅ :1 Β :Α#≅ 即℃; 哪

% +%+ ++%++ +%+ ++

组别

对照组

∗拌Λ β 8业−

诱导组

∗肛Λ β 1Α < −

补骨合剂组

∗拌∋
( β ≅ 22−

药物浓度 仪二9∗呀 β  + ε , 厉 士 . −

(
∃

( ! %∋ 士+
∃

) _ ) )

)
∃

)( _ ( 士 +
∃

(  + )
关

‘ ‘ 了!

密钙息组

∀#  ∃ # %&

∋
(

∋) ∗) 土+
(

∋ , )
关

∋
(

, ∋ , − 士+
(

− . . / 关 0

)
(

.) 1 ) 士+
(

− − . + 2 0

/
(

) ) ) 士+
(

) /− −
2

并

)
(
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于骨髓间充质干细胞可以向成骨细胞
、

成纤维细胞
、

成软骨细胞和脂肪细胞等多个方向分化
,

故间充质

细胞中只有一部分是能自发分化为成骨细胞系的骨

祖细胞
,

其在体外的分化很大程度上依赖于培养条

件
。

故摸索 345 最佳体外培养条件使 345 多量
、

稳定地向成骨细胞系分化
,

对骨组织的形成具有重

要意义
。

培养条件包括培养液的选择
、

培养时间及

影响细胞分化
、

增殖物质的加人
。

常规 345 的培养

采用能使细胞生长速度较快
、

易于贴壁的
6 一3 7 3 培

养液
,

− ) 8 贝占壁改为在培养液中加人不同浓度的
9 8:3 ;< 和 .+ ..

训
。.几 件=;

,

结果显示细胞形态的

变化
、

培养所需时间等与其他文献报道的结果相近
。

其中条件培养液中加人
9

8: 3 ><可增加细胞 内? ≅>

注
Α
与对照组比较

, 斋 尸 Β +
(

+. Χ 与诱导组比较
, 、 井尸 Β +

(

+.
。

−
(

/ 补骨合剂促进
9

8: 3 > Α
诱导 345 表达 Δ = Ε俘

.

# 只Φ? 的测定结果 诱导组 Δ = Ε日
, Γ识Φ? 的表达

高于对照组
,

而补骨合剂
、

密钙息各组 卫Χ Ε日
. Γ .Η Φ?

的表达均高于诱导组
。

补骨合剂组在低浓度范畴内

随剂量的增高而表达逐渐增强
,

至 /+ 雌角Ι 时达到

最大效应
,

继续提高浓度则 Δ =邢
ϑ Γ很Φ? 表现呈下

降趋势 Χ .++ Γ . ∃# %密钙息组达到本组的最大效应
,

见表 ∋
。

∋ 讨论

∋
(

. 3 45 向成骨细胞分化条件 345 在体外成骨

的条件与其他来源的成骨细胞相比有其特殊性
。

由

表 ∋ 不同处理组 3义Κ内 Δ = Ε >
ϑ %%%Η Φ ? 的相对表达Λ

Δ6 Μ
(

∋ 〔Μ # ;69 ΝΟΠ Γ ΠΘ Ρ Σ ;吧, 对 Τ Υ6 Γ ΛΝ Λς Π Θ

Δ =确
川丑Φ ? 田旧Π Γ Ω ΙΝ ΘΘΡ 代Γ Λ ΞΠΓ ΞΡΓ Λ96 ΛΝ ΠΓ Ω9 Π Υ >Ο

组别 浓度 .工Χ印
ϑ Γ
识Φ ?

对照组

∀陀八
Γ %&

诱导组

∀ 拌Ω ∃、ΔΙ &
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∀ 拜Ω ∃Γ . .&
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的活性
,

骨钙素和胶原蛋白的含量
、

俘
一

δ9 能为细胞

提供磷酸根
,

其作用机制是 δ9 在培养液中迅速被

Τ ϑ 9 水解
,

产生大量磷酸根
,

为成骨细胞的矿化沉积

提供条件 ∴(γ
,

因此
185 3田( 和 4

一

δ9 可作为促进 3/Θ
体外成骨的主要成分

。

)
∃

( ς δ Σ4
2
在 3/Θ 分化中的作用 ς δ Σ月 广泛存

在于正常组织中
,

尤其以骨组织中含量最为丰富
,

其

中以 ς δ Σ月
 
为主

。

ς δ Σ归的生物学活性十分广泛
,

几乎作用于所有细胞
。

大量研究表明 ς δ Σ俘对于骨

质再生起关键作用 ∴)γ
。

ς δ Σ日参与胚胎骨的形成和

生长
,

在骨形成的早期
,

新生的软骨内和骨膜中分别

有 ς δ Σ日
 和 ς δ Σ民的表达

。

在骨系细胞中主要表

现为促进间质来源的细胞 0∀ Τ 合成及增殖 ∴_ 〕
,

可明

显促进细胞外基质的合成
,

刺激胶原
、

骨连接素 ∗#Ε
Ψ

:?# ≅ ?Γ :Α ≅
−和骨桥蛋 白合成

,

增加骨基质沉积率
。

ς ∗万日在人骨中的量随年龄的增加而减少
。

)
∃

) 补骨合剂促进
1

85 39[ 诱导 3/Θ 分化的作用

Τϑ 4 比活性测定结果显 示
.  ++

、

%++ 拌Λ βΧ 2补骨

合剂
、

%+ Χ Ν β1    密钙息与对照组相比具有显著差

异
,

提示补骨合剂与密钙息均可促进分化中的 3 /Θ

分泌 Τ ϑ 9 ,同时细胞内骨钙素含量测定显示
.
补骨合

剂与密钙息同样能够非常显著地促进细胞分泌骨钙

素
。

通过对 3 /Θ 形态学观察
、

Τ ϑ9 比活性测定和

5δ 9含量测定
,

均可 以说明经传代培养的细胞已经

具有与成骨细胞相似的形态及生长特点
,

并且在分

化过程中
,

补骨合剂具有与密钙息相同的作用
,

即促

进 3/Θ 分泌 Τ ϑ9 和骨钙素
,

促进 3/Θ 向成骨细胞

分化
。

但补骨合剂的作用机制是通过增强
1853 6、

活性还是直接作用于靶细胞需要进一步的观察
。

Ζ ς
一

9ΘΖ 结果显示
. 1

85 酬∴9 (
能诱导 3/Θ 表达

ς δΣ 日 
,

且一定浓度的补骨合剂和密钙息均可促进

由
.

比酬田
( 诱导的这种作用

,

其中%+ 滩为爪 补骨合剂

和  ++
6222 Κβ 8立密钙息均达本组最大效应

,

且%+ 咫β6过

补骨合剂的 ς δ Σ月 表达量略高于  ++ Χ Ν βγ 1≅ 2密钙

息
。

由此可见
,

补骨合剂可以增强
1

85 ∀ ∴9 (
的活性

,

促进分化 中的 3/Θ 表达 ς δ Σ日
 ,

从而使分化的

3/Θ 具有了成骨细胞的功能
,

大量分泌 工型胶原
,

以利于钙盐沉积
。

补骨合剂的这种作用与密钙息基

本相同
。

综上所述
, 1

85 39[ 能够最大限度的诱导 3/Θ
表达 ς δ Σ月

, ≅
识 ∀Τ

,

从而能够有效的提高 3 /Θ 中

ς δ Σ日
 
的活性

。

%+ 拜Λ βΧ  的补骨合剂可以最有效的

促进这种作用
,

使 ς δ Σ俘
 
能够有效地发挥促进细胞

外基质合成
,

刺激胶原
、

骨连接素和骨桥蛋白合成
,

增加骨基质沉积率的作用
,

同时补骨合剂还可促进

分化中的 3/Θ 分泌 Τ ϑ9 和骨钙素
,

从而加速 3/Θ
向成骨细胞分化

。

补骨合剂的这种促进 3/Θ 分化

作用与密钙息作用原理基本相同
。

然而
.

85 3 9[ 在

正常人体内的产生机制还不明确
,

可以通过 9Θ Ζ 等

方法进一步扩增其片段
,

探讨其在体内的产生机制
。
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