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摘要　目的：探讨葛根素对成骨细胞增殖及骨形态发生蛋白的影响。方法：采用血清药理学方法制备葛根素含药血清，分
为葛根素组、阳性对照组和阴性对照组。从ＳＤ大鼠乳鼠颅骨获取成骨细胞，分别用含药血清培养分离得到的成骨细胞。
采用ＣＣＫ８检测成骨细胞增殖、酶联免疫吸附试验检测骨形态发生蛋白２（ＢＭＰ２）的表达；采用微量酶标法检测碱性磷
酸酶的活性。结果药物作用２４、４８和７２ｈ后，葛根素组Ｄ值显著高于阴性对照组（Ｐ＜００５），且显著低于阳性对照组（Ｐ
＜００５）。随着时间的增加，葛根素组和阳性对照组Ｄ值在药物作用４８ｈ达到最高，至７２ｈ后有下降趋势。药物作用３ｄ
和７ｄ后，葛根素组ＢＭＰ２表达水平均显著高于阴性对照组（Ｐ＜００５），且显著低于阳性对照组（Ｐ＜００５）。药物作用３
ｄ和７ｄ后，葛根素组ＢＭＰ２表达水平均显著高于阴性对照组（Ｐ＜００５），且显著低于阳性对照组（Ｐ＜００５）。药物作用
３ｄ和７ｄ后，葛根素组碱性磷酸酶活性均显著高于阴性对照组（Ｐ＜００５），且显著低于阳性对照组（Ｐ＜００５）。结论葛
根素可能通过诱导ＢＭＰ２表达促进增殖，活化碱性磷酸酶活性促进生物矿化。
关键词　骨质疏松症；葛根素；成骨细胞；增殖；骨形态发生蛋白２
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　　骨质疏松症（Ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＯＰ）是一种常见病，
主要表现为骨量的减少，使患者骨折的危险性不断

的增加，在老年人和绝经期妇女中尤为常见［１］。ＯＰ
主要包括原发性骨质疏松症、继发性骨质疏松症和

特发性骨质疏松症３类［２］。成骨细胞在骨形成过程

中具有重要作用，具有相关物质的分泌、基质的合成

和骨组织矿化的作用［３］。当成骨细胞增殖分化程度

降低或受抑制时，容易发生 ＯＰ。既往研究显示，葛

根素具有促进成骨细胞增殖的作用，然而其确切的

机制还不十分清楚［４５］。鉴于此，本研究观察葛根素

对大鼠成骨细胞增殖和骨形态发生蛋白２（ＢＭＰ２）
表达水平的影响，旨在为葛根素临床应用提供理论

依据。

１　材料与方法
１１　实验动物及分组　雄性 ＳＤ大鼠３０只，体重
１６０～１８０ｇ（上海实验动物中心提供）。普通饲养环
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境，随机分为葛根素组、阳性对照组和阴性对照组

（生理盐水组），每组１０只。出生１～３ｄ的ＳＤ乳鼠
１０只。
１２　主要试剂　αＭＥＭ培养基、胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ
公司）；磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ液，美国 ｓｉｇｍａ公司）；
２５ｇ／Ｌ胰酶（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；青霉素、链霉素
液（碧云天生物技术研究所）；细胞增殖毒性检测试
剂盒（ＣＣＫ８，上海邦奕生物科技有限公司）；碱性磷
酸酶测试盒（碧云天生物技术研究所）；大鼠 ＢＭＰ２
酶联免疫分析试剂盒（上海和序生物科技有限公

司）。

１３　主要实验仪器　Ｓｙｎｅｒｇｙ２多功能酶标仪（美国
伯腾仪器有限公司）；超净工作台（ＡＩＲＴＥＣＨ，苏州
净化设备有限公司）；紫外分光光度计（上海第三分

析仪器厂）；ＢＳ２２３Ｓ型电子天平（北京赛多利斯仪器
系列有限公司）；台式低温高速冷冻离心机（太仓市

医疗械厂）。

１４　实验药物及含药血清　葛根素为本实验室制
备产品，经 ＨＰＬＣ验证纯度在９９９％以上。４０只雄
性ＳＤ大鼠适应性饲养３ｄ后，葛根素组、阳性对照
组和阴性对照组分别灌胃给药，２次／ｄ，连续 ５ｄ。
第５天末次给药１ｈ后，腹腔注射１０ｍｇ／Ｌ戊巴比妥
钠，采集腹主动脉血，４℃放置２ｈ后离心（１０００ｒ／
ｍｉｎ×１０ｍｉｎ），分离血清。混合同组老鼠所制备的
血清，灭活（５６℃，３０ｍｉｎ），０２２μｍ滤膜过滤后储
存于－２０℃冰箱。按人大鼠体表面积比值法折算
计算大鼠葛根素给药剂量。

１５　大鼠成骨细胞的获取　１）准备实验用品：包括
眼科剪、一次性培养板、培养基、消化瓶（２０ｍＬ）、细
胞筛、消化液、冰块。２）取１０只出生１～３ｄ的 ＳＤ
乳鼠，７５％医用乙醇浸泡后放入洁净操作台。取出
颅骨，放入冰冷的ＤＨａｎｋｓ液中，剔除附着的结缔组
织，ＰＢＳ清洗３次，放入 αＭＥＭ培养基。３）将颅骨
用小剪刀剪为０５～１０ｍｍ３大小，加入５ｍＬ２５
ｇ／Ｌ胰酶消化。４）将磁转子放入消化瓶内，３７℃孵
箱消化２０ｍｉｎ，弃掉上清液。５）继续将５ｍＬ消化液
加入到消化瓶中，３７℃孵箱消化２０ｍｉｎ，弃掉上清
液，加入含有１０％的小牛血清的培养基终止消化。
６）合并消化液，用２００目细胞筛过滤离心（１０００ｒ／
ｍｉｎ×５ｍｉｎ），弃上清。加入含体积分数１％双抗的
αＭＥＭ培养基和体积分数１２％胎牛血清重悬细胞，
吸管吹打，洗涤沉淀，离心（１０００ｒ／ｍｉｎ×５ｍｉｎ），弃
上清。接种后３７℃孵箱培养，２４ｈ后换液。７）取出
培养瓶，悬浮液于５０ｍＬ离心管中进行细胞计数。

８）按实验需求，采用１∶３进行传代培养。将２～５代
细胞用于实验。

１６　成骨细胞的鉴定
１６１　形态观察　培养２４ｈ后，在倒置显微镜下
观察其生长状态及形态。

１６２　苏木精伊红（ＨＥ）染色　采用 ＨＥ染色法，
ＢＭＰ２鉴定心肌细胞。１）将洁净载玻片消毒后，事
先将用多聚赖氨酸处理过的盖玻片置于培养板内，

将心肌细胞接种于培养板进行培养。２）培养７２ｈ
后，取出盖玻片，４℃ＰＢＳ冲洗３次。４％多聚甲醛固
定２０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３次。蒸馏水清洗３次。３）加
入１０％山羊血清，３７℃孵育３０ｍｉｎ，去除多余血清，
加入一抗（兔抗１∶１００），ＰＢＳ清洗３次。４）加入生
物素标记的二抗（山羊抗兔），３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ
清洗３次。５）加入辣根过氧化物酶标记链酶卵白
素，３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗３次。６）ＤＡＢ显色２
～５ｍｉｎ。７）自来水冲洗终止染色。７０％～８０％～
９５％～１００％的乙醇逐级脱水，各５ｍｉｎ。８）中性树
胶封片，晾干后拍照并保存。９）荧光显微镜下拍摄
图片。

１７　ＣＣＫ８检测成骨细胞增殖　取３～４代生长良
好的细胞，２５ｇ／Ｌ胰酶消化后，用含体积分数１％
双抗的αＭＥＭ培养基和体积分数１２％胎牛血清重
悬细胞，按１×１０６／Ｌ接种于６孔板中，２４ｈ后更换
为含体积分数为１０％的葛根素组、阳性对照组含药
血清及和阴性对照组血清培养细胞，７ｄ后收集细
胞，取上清检测碱性磷酸酶，严格按说明书操作，于

酶标仪４５０ｎｍ波长处测定吸光度。
１８　ＢＭＰ２检测　取３～４代生长良好的细胞，２５
ｇ／Ｌ胰酶消化后，用含体积分数１％双抗的 αＭＥＭ
培养基和体积分数１２％胎牛血清重悬细胞，按１×
１０６／Ｌ接种于６孔板中，２４ｈ后更换为含体积分数为
１０％的葛根素组、阳性对照组含药血清及和阴性对
照组血清培养细胞，７ｄ后收集细胞，于培养的第３
天、７天收集上清，取上清 ＢＭＰ２表达水平，严格按
说明书操作。

１９　碱性磷酸酶活性检测　取３～４代生长良好的
细胞，２５ｇ／Ｌ胰酶消化后，用含体积分数１％双抗
的αＭＥＭ培养基和体积分数１２％胎牛血清重悬细
胞，按１×１０６／Ｌ接种于６孔板中，２４ｈ后更换为含
体积分数为１０％的葛根素组、阳性对照组含药血清
及和阴性对照组血清培养细胞，７ｄ后收集细胞，于
培养的第３天、７天收集上清，取上清检测碱性磷酸
酶活性检测，严格按说明书操作，于酶标仪４９０ｎｍ
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波长处测定吸光度。

１１０　统计学方法　统计分析所有资料采用 ＳＰＳＳ
１９０统计软件进行分析处理。计量资料采用均数
±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。组间比较应用单因素方差分
析，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　成骨细胞的鉴定　ＢＭＰ２是成骨细胞特异性
表达蛋白，图２为 ＢＭＰ２单克隆抗体染色的结果。
经免疫细胞化学染色后，成骨细胞形态均呈短梭形、

三角形或多边形，核仁清晰，核蓝紫色，细胞质出现

棕黄色颗粒，为阳性反应。

图１　成骨细胞免疫细胞化学鉴定（×１００）

２２　成骨细胞增殖　药物作用２４、４８和７２ｈ后，葛
根素组Ａ值显著高于阴性对照组（Ｐ＜００５），且显
著低于阳性对照组（Ｐ＜００５）。随着时间的增加，
葛根素组和阳性对照组 Ａ值在药物作用４８ｈ达到
最高，至７２ｈ后有下降趋势。

图２　葛根素含药血清对大鼠成骨细胞增殖的影响

２３　ＢＭＰ２表达水平　药物作用３ｄ和７ｄ后，葛
根素组ＢＭＰ２表达水平均显著高于阴性对照组（Ｐ
＜００５），且显著低于阳性对照组（Ｐ＜００５）。见图
３。
２４　碱性磷酸酶活性　药物作用３ｄ和７ｄ后，葛
根素组碱性磷酸酶活性均显著高于阴性对照组（Ｐ
＜００５），且显著低于阳性对照组（Ｐ＜００５）。见图
４。

图３　葛根素含药血清对大鼠成骨细胞
　　ＢＭＰ２表达水平的影响

　　注：与阴性对照组比较，Ｐ＜００５；与阳性对照组比

较，△Ｐ＜００５

图４　葛根素含药血清对大鼠成骨细胞碱性
　　磷酸酶活性的影响

　　注：与阴性对照组比较，Ｐ＜００５；与阳性对照组比

较，△Ｐ＜００５

３　讨论
葛根素一种从中药葛根中提取的异黄酮化合

物，属于植物雌激素，具有保护缺血心肌、扩张血管、

改善心脑血管等作用［６］。既往大量研究表明，葛根

素具有促进成骨细胞增殖的作用，可显著提高碱性

磷酸酶的活性［７８］。绝经后ＯＰ是ＯＰ的重要类型之
一，雌激素替代疗法在其治疗过程中具有重要作用，

但由于该类药物存在乳房胀痛、阴道出血、子宫内膜

增生等严重不良反应限制了其进一步临床应用［９］。

植物雌激素在具备良好的骨细胞保护作用前提下，

不良反应轻，是一种最具潜力的雌激素替代药物。

本研究采用 ＣＣＫ８比色法检测葛根素对大鼠
成骨细胞增殖作用的影响，数据显示，药物作用２４、
４８和７２ｈ后，葛根素组 Ａ值显著高于阴性对照组
（Ｐ＜００５），且显著低于阳性对照组（Ｐ＜００５），表
明葛根素对成骨细胞的增殖作用具有促进作用。同

时，既往研究表明，高药物浓度的葛根素可能对成骨

细胞存在一定的细胞毒作用［１０］。本研究发现，随着
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时间的增加，葛根素组和阳性对照组 Ａ值在药物作
用４８ｈ达到最高，至７２ｈ后有下降趋势，推测可能
也是由于随着时间的延长，葛根素可能会抑制成骨

细胞的增殖，或是产生了细胞毒作用。张莹莹等［１１］

报道称，葛根素干预成骨细胞后期碱性磷酸酶活性

明显增加，表明葛根素具有促进成骨细胞增值和生

物矿化的作用。孙玉敏等［１２］报道称葛根素对成骨

细胞的增殖促进作用呈剂量依赖性，且作用具有双

向性。本文结果与以上报道相似。因此，葛根素对成

骨细胞的增殖作用具有促进作用是有双向作用的。

葛根素化学名为４，７二羟基８βＤ吡喃葡萄糖
醛基异黄酮，是葛根提取物的主要成分之一。既往

研究对其促进成骨细胞增殖作用的机理展开了研

究，认为葛根素能调节成骨特异转录因子，够诱导一

氧化氮和骨形态发生蛋白２的合成，促进核因子κＢ
受体和骨保护素活化，从而发挥促进成骨细胞增殖

的作用［１３１４］。本组数据显示，药物作用 ３ｄ和 ７ｄ
后，葛根素组ＢＭＰ２表达水平均显著高于阴性对照
组（Ｐ＜００５），且显著低于阳性对照组（Ｐ＜００５）；
药物作用３ｄ和７ｄ后，葛根素组碱性磷酸酶活性均
显著高于阴性对照组（Ｐ＜００５），且显著低于阳性
对照组（Ｐ＜００５），表明葛根素可能通过诱导 ＢＭＰ
２表达促进增殖，活化碱性磷酸酶活性促进生物矿
化。ＢＭＰ２是骨形态发生蛋白中重要的一种，属于
转化生长因子β家族。在骨组织形成过程中，ＢＭＰ
２通过旁分泌和自分泌的方式在细胞间传递信息，
从而起到调节成骨细胞增殖的作用［１５１６］。碱性磷酸

酶是一种成骨细胞分化的特异性标志物，可反映成

骨细胞矿化功能。成骨细胞通过分泌钙盐结晶体和

碱性磷酸酶到细胞外基质中，高含量的碱性磷酸酶

水平促进基质钙化［１７］。

综上所述，葛根素可能通过诱导 ＢＭＰ２表达促
进增殖，活化碱性磷酸酶活性促进生物矿化。但这

一作用呈剂量依赖性，高浓度葛根素可能对成骨细

胞具有细胞毒作用，从而抑制其增殖。
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