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� �  摘要!� 目的: 观察维生素 D受体 ( VDR )、核心结合因子 �1( Cbf�1) mRNA在大鼠成骨细胞 ( OB)

中的表达, 研究固本壮骨胶囊、金匮肾气丸、补肾益精方、知柏地黄丸四种补肾中药对大鼠成骨细胞

VDR、Cbf�1mRNA表达的影响,探讨补肾中药促进骨形成的新机制。方法: 6月龄大鼠成骨细胞被分离,

采用组织块翻转方法培养。通过倒置显微镜观察细胞形态, 矿化结节染色对成骨细胞加以鉴定。采用

RT�PCR方法检测成骨细胞 VDR、Cbf�1mRNA表达。结果: RT�PCR结果表明, 在大鼠成骨细胞中, 固本

壮骨胶囊、金匮肾气丸、西药萌格旺上调 VDR、Cbf�1mRNA表达; 知柏地黄丸下调 VDR、Cbf�1mRNA表

达、补肾益精方对于 VDR、Cb f�1mRNA表达的影响存在着差异。结论:固本壮骨胶囊和金匮肾气丸上调

成骨细胞 VDR、Cbf�1mRNA表达,可促进骨形成;知柏地黄丸下调 VDR、Cbf�1mRNA表达, 有抑制或是

降低骨形成的作用。
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ABSTRACT� Objec tive: To investiga te the effec ts o f reinforcingK idney Ch inese herba lmed ic ine such as

Guben�Zhuanggu(固本壮骨 ), J ingu i�Shenq i(金匮肾气 ), Bushen�Y ijing (补肾益精 ), Zhibai�D ihuang (知柏

地黄 ) on expression of VDR, Cb f�1mRNA and explore the underly ing m echanism s. Methods: Osteob last o f 6�

m onth�age rats w as iso lated and cu ltured by the tissue�fragm ent�m ig ra ting�g row th m ethod. B io log ica l charac teris�
tic w as observ ed by phase�contrast m icroscope, m inera lizing nodule stain ing technique and electrom icro scope.

The expression o fVDR, Cbf�1mRNA w as de tected by RT�PCR. R esu lts: RT�PCR show ed thatGuben�Zhuanggu

capsule, J ingu i�Shenq i p ill up�regu lated the express ion wh ich w as the sam e as Bone�one and Zhiba i�D ihuang

p ill dow n�regulated the express ion of VDR, Cbf�1mRNA in rat osteob last, but the expression was d ifferent in

Bushen�Yijing decoction. Conc lu sion: Guben�Zhuanggu capsule and J ingu i�Shenq i p ill promo ted bone forma tion

by up�regu la ting the expression of VDR, Cbf�1mRNA but Zh ibai�D ihuang p ill inh ib ited the bone fo rm ation by

dow n�regu lating the expression.
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� � 一般认为, 骨代谢是维持骨组织不断更新, 保持生命活

力的基本过程 ,这一过程是依靠骨重建 ( Bone rem ode ling )完

成的。骨质疏松症骨丢失的潜在机制是骨重建过程的失

调。研究证实骨形成过程可受到多种因素的影响, 目前发

现与骨形成相关的细胞核内蛋白如维生素 D受体、核心结

合因子等对骨形成有重要的影响。本实验以大鼠成骨细胞

为研究对象, 探讨补肾中药对成骨细胞内核蛋白维生素 D

受体 ( V itam in D receptor, VDR )、核心结合因子 �1 ( Cbf�1 )

的影响 ,以期进一步提高补肾中药在骨质疏松症防治中的

有效性。

1� 材料和方法
1�1� 主要仪器和试剂 � PCR扩增仪,紫外分光光度计 ( Beck�

man,德国 ), H 6- 1微型电泳槽 (上海精益有机玻璃制品仪器

厂 ), 紫外成像分析系统、Tanon G IS 凝胶图像处理系统

3�70版 (上海天能科技有限公司 ), DM EM /H am F12 ( G ibco,

G rand Island, NY ) ,胰蛋白酶 ( P rom ega, 1∀250),新生小牛血清

(杭州四季青 ) ,青霉素 (上海第二制药厂, 100 U /m l), 链霉素

(上海第二制药厂, 100 �g /m l) , D�H anks平衡液。
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1� 2� 实验方法

1� 2�1� 成骨细胞的培养 � 取 6月龄 SD大鼠, 雌雄各半, 用

0� 3%戊巴比妥钠腹腔麻醉 ( 1 m l/100 g ), 麻醉后在无菌条件

下取双侧股骨两端, 剔除骨膜和周围结缔组织, 无菌 PBS液

反复冲洗 3次, 剪成约 1 mm3大小的骨粒, PBS液反复冲洗至

骨粒呈白色, 将骨粒均匀接种于含 20% 灭活新生牛血清

DM EM /H am F12( 1∀1)培养液的培养瓶中, 用翻转培养法培

养于 37 # 、5% CO2培养箱中。 2周后换液, 以后每隔 2 d换

1次培养液, 细胞生长融合达 80% 时, 用 0�25% 胰蛋白酶消

化传代, 以 1�6 ∃ 104个 / cm2细胞密度接种于 25 cm2培养瓶

中。实验用第 2代培养的细胞。

1� 2�2� 成骨细胞功能鉴定 � 成骨细胞汇合达 80% 后, 用

0� 25%胰蛋白酶消化液消化, 以 3 ∃ 105 个 /m l密度接种于

6孔板中,每隔 2 d换液,矿化结节染色观察。

1� 2�3� 实验分组及含药血清制备 � 取正常 6月龄 SD大鼠,共

70只,体质量为 ( 270 % 20) g, 雌雄各半,由上海中医药大学实

验动物中心提供。将 SD大鼠随机分为 7组:正常组、生理盐水

组、单味补阳组、复方补阳组、复方平补组、复方补阴组和西药

对照组。单味补阳组予固本壮骨粉 (主要成分是续断, 由浙江

迪耳药业有限公司生产,批号 021012); 复方补阳组予金匮肾

气丸 (主要成分是熟地黄、山药等, 由兰州佛慈药厂生产, 批号

019604); 复方平补组予补肾益精方 (主要成分是牡蛎、何首乌

等,由上海中医药大学附属曙光医院制剂室生产, 批号

010521); 复方补阴组予知柏地黄丸 (主要成分是知母、黄柏等,

由兰州佛慈药厂生产, 批号 019804)和西药对照组予萌格旺

(由日本帝人株氏会社生产, 批号 5699)。根据临床用药的等

效剂量,按照体表面积折算动物的给药剂量, 给予大鼠灌胃。

于首次灌胃后间隔 2 h后再次给药,并于末次给药后 1 h采血。

采血方法是以 1� 1%氨基甲酸乙酯腹腔注射 ( 1�1 m l/kg )麻醉,

无菌条件下,腹主动脉取血, 4 # 、3 000 r /m in离心 20 m in,取上

清, 56 # 、30 m in灭活,经 0�22 �m滤膜抽滤除菌,分装, - 30 #

保存备用。需加以说明的是正常组为直接取血,而生理盐水组

经 2次给予生理盐水灌胃后取血。

1� 2�4� 含药血清对成骨细胞的干预 � 当细胞汇合达 60% ,

换无血清培养液培养细胞 24 h后, 加入含药血清 (浓度为

10% )再继续培养 3 d。

1� 2�5� VDR、Cbf�1基因表达的检测 � 采用逆转录聚合酶链
反应 ( RT�PCR )方法, T rizo l法提取细胞总 mRNA: VDR引物

Sense: 5��CAACCAGTCTTTCACCATG�3�; An tisense: 5��GCT�
TCATGCTATTCTCGG�3�(大小 416 bp); Cbf�1引物 Sense: 5��

GGTGGTCTGAGCTGGGATAC�3�; Antisense: 5��TAGGGTCAAT�
GACACGACCA�3�(大小 205 bp ); GAPDH 引物 Sense: 5��

AGCTGGTCATCAATGGGAG�3�; Antisense: 5��TCAGATGCCT�
GCTTCATCAC�3�(大小 214 bp)。

VDR的扩增条件为 94 # 预变性 5 m in; 94 # 变性 30 s,

55 # 退火 1 m in, 72 # 延伸 2 m in, 共循环 35次;最后 72 # 延

伸 7 m in; Cbf�1扩增条件为 94 # 预变性 5 m in; 94 # 变性30 s,

60 # 退火 30 m in,共循环 30次;最后 72 # 延伸 1 m in; GAPDH

基因 cDNA扩增条件为 94 # 预变性 10 m in; 94 # 变性 30 s,

55 # 退火 1 m in,共循环 35次; 72 # 延伸 2 m in。产物在 1� 2%

琼脂糖凝胶上电泳,应用图像分析仪对扩增条带的光密度进行

测定,并计算该基因与 GAPDH基因的光密度比值。

2� 结果

2�1� 形态学的观察 � 大鼠骨组织块 24 h可贴壁, 并见游离

的小圆形细胞, 3~ 5 d后骨粒边缘可见少量呈梭形、三角形的

细胞移出。随着培养时间的延长, 游移出的细胞呈三角形等

形态。体积较小, 胞体饱满, 胞浆向外伸展, 继而相邻细胞彼

此贴靠或两者突起相连。

2�2� 矿化结节染色 � 大鼠成骨细胞培养 15 d后可见橘红色

的矿化结节形成。

2�3� 补肾中药对成骨细胞 VDR、Cbf�1基因表达的影响 � 电

泳图见图 1- 3。对图 1 - 3进行扫描分析, 计算待测基因

GAPDH与基因 PCR产物电泳条带的吸光面积积分比值, 评

定 VDR、Cbf�1基因的表达水平 (见表 1)。与正常组相比, 固

本壮骨组、金匮肾气丸组和萌格旺组具有上调成骨细胞

VDRmRNA表达的趋势; 补肾益精方组 、知柏地黄丸组下调

VDRmRNA表达的趋势。与正常组相比,固本壮骨组、金匮肾

气丸组、补肾益精方组和萌格旺组具有上调成骨细胞

Cbf�1mRNA表达的趋势; 知柏地黄丸组有下调 Cbf�1mRNA

表达的趋势。

图 1� VDR RT�PCR结果: 泳道 1正常组、2生理盐水组、3固本壮骨

组、4金匮肾气丸组、5补肾益精方组、6知柏地黄丸组、7萌格旺组

Fig�1� Resu lt ofVDR RT�PCR: Left beltw asm arker, belts 1 w ere norm al

group, 2 con trol group, 3 Guben�Z huanggu group, 4 Jingu i�Shenqi group, 5

B ushen�Yijing group, 6 Zh iba i�D ihuang group, 7 Bone�one group

图 2� Cb f�1 RT�PCR结果:泳道 1、2、3、4、5、6、7分别代表正常组、生

理盐水组、固本壮骨组、金匮肾气丸组、补肾益精方组、知柏地黄丸组、

萌格旺组

Fig�2� Resu lt of C bf�1 RT�PCR: Lef t belt w as marker, belts 1 w ere n or�

m al group, 2 con trol group, 3 Gu ben�Zhuanggu group, 4 Jingu i�Sh enqi

group, 5 Bu shen�Yijing group, 6 Z hiba i�D ihuang group, 7 Bone�on e group
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表 1� 补肾中药干预后 VDRmRNA与 Cbf�1mRNA的相对表达量

Tab�1� The expression of re inforc ing K idney Ch inese m ed icine herba l on VDRmRNA

and Cbf�1mRNA con ten ts of osteob last

项目

Item

正常组

N orm al group

生理盐水组

Con trol group

固本壮骨组

Guben�Zhuanggu

金匮肾气丸组

J ingui�S hen qi

补肾益精方组

B ush en�Yijing

知柏地黄丸组

Zh iba i�D ihuang

萌格旺组

Bone�one

VDRmRNA 0�648 1 0�637 1 0�687 0 0�715 4 0�617 3 0�597 4 0�756 2

C bf�1mRNA 0�756 9 0�845 2 0�851 0 1�063 6 0�802 2 0�708 1 0�851 2

图 3� GAPDH RT�PCR结果:泳道 1、2、3、4、5、6、7分别代表正常组、

生理盐水组、固本壮骨组、金匮肾气丸组、补肾益精方组、知柏地黄丸

组、萌格旺组

F ig�3� Resu lt ofGAPDH RT�PCR: Lef tb eltw asm ark er, b elts 1 w ere nor�

m al group, 2 contro l group, 3 G uben�Zhuangg u group, 4 J ingui�S henqi

group, 5 B ush en�Yij ing group, 6 Zh iba i�D ihuang group, 7 Bon e�one group

3� 讨论
维生素 D一直被认为是一种基本营养素, 是钙平衡的

重要调节因子。但随着研究的深入 , 发现维生素 D属于类

固醇激素家族, 具有多种生理功能 , 如维持体内矿环境稳

定 ,调节骨的微环境, 影响骨细胞的功能, 调控甲状旁腺激

素的产生等 [ 1]。其中 1, 25�( OH ) 2D3 是维生素 D最具活性

的代谢产物 , 主要作用于成熟的细胞 [ 2]。目前研究已证

实 , 维生素 D可促进骨形成 , 降低骨折危险因素 [ 3]。除此

以外, 1, 25�( OH ) 2D 3还可调控 & 型胶原、金属蛋白酶等

成骨细胞胞外基质成分 [ 4] , 以及影响成骨细胞的矿化、凋

亡等。学者们普遍认为 , 1, 25�( OH ) 2D 3之所以能够调控

成骨细胞的功能 , 主要是通过受体介导的基因途径即 VDR

起作用的 [ 5]。

随着生物医学的发展, 人们对骨形成机制的探索也逐渐

深入。研究发现, 除了内分泌调控机制外, 转录机制在骨形成

调控中的重要性也不容忽视。已证实, 成骨细胞内核心结合

因子家族 Cbf�在成骨细胞发育、分化和骨形成过程中起着至

关重要的作用, 尤其是其中的 Cbf�1为成骨细胞特异性转录

激活因子。Ducy等 [ 6]利用只在出生以后分化的成骨细胞中

过度表达的 Cbf�1DNA结合区的转基因小鼠进行研究后, 证

明了 Cbf�1除调节成骨细胞分化外, 还控制出生后骨骼的形

成和发育过程。

� � 近年来, 中医药在骨质疏松防治中取得了显著的进展。

中医药防治骨质疏松症的主要机制是促进骨形成, 降低或

是减缓骨吸收 , 但究竟是如何促进骨形成 , 降低骨吸收 , 还

不太清楚。本实验将含药血清方法与现代分子生物学技术

结合, 对其进行探讨。本研究的结果表明 , 西药萌格旺组能

明显上调 VDRmRNA表达, 其原因是由于 1, 25�( OH ) 2D3具

有上调自身受体表达的能力 ,萌格旺是 1, 25�( OH ) 2 D3同系

物, 因此具有促进 VDR表达的功能。同时实验也显示萌格

旺上调 Cbf�1mRNA表达的能力要高于上调 VDR的表达,这

不仅说明成骨细胞中 Cb f�1敏感性较高, 而且也证明了维生

素 D在骨质疏松防治中所具有的多靶点作用效应。补肾中

药中, 固本壮骨胶囊、金匮肾气丸之所以与萌格旺具有相似

的作用 ,即上调 VDR和 Cbf�1mRNA表达 , 可能与补阳中药

具有促进成骨细胞增殖, 激活 VDR和 Cb f�1基因有关; 知柏

地黄丸下调 VDR和 Cbf�1mRNA表达, 与补阴中药抑制成骨

细胞增殖有关; 补肾益精方在调控 VDR和 Cb f�1mRNA表达

方面却存在着明显的差异, 其差异的原因还需进一步的研

究。

综上所述, 补肾中药中的补阳中药之所以能够具有预防

骨质疏松疾病的功能, 与其上调 VDR和 Cb f�1mRNA表达有

关,从而促进骨形成,这将为拓展补肾中药在骨质疏松防治领

域的应用奠定了良好的理论基础。
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