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中药骨康方对体外培养大鼠成骨细胞骨架

保护作用的初步实验研究
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摘要　目的：探讨在离心力作用下中药骨康方对大鼠成骨细胞微丝结构的保护与修复作用。方法：选用成年新西兰白兔，
分２组分别灌服中药骨康方及戊酸雌二醇，制备中药骨康方和雌激素的含药血清。原代培养大鼠成骨细胞，制备细胞爬
片，分为中药骨康方血清培养组（中药组），雌激素血清培养组（西药组）、不含药血清组（对照组）以及空白组。中药组、西

药组及对照组３组细胞分别在２４０ｇ、２００ｇ离心力下离心４ｍｉｎ，空白组不离心，离心后培养２４ｈ以多聚甲醛固定各组细
胞，鬼笔环肽荧光染色后，于共聚焦显微镜下观察。每张细胞爬片随机取５个视野，每个视野５～７个细胞，计算平均荧光
值，并作统计学计算，Ｐ＜００５为有统计学意义。结果：不同离心力作用下，中药组、西药组细胞与对照组细胞比较荧光强
度明显较强，且差异有统计学意义（Ｐ＜０００１）。中药组与西药组中，２４０ｇ离心力与２００ｇ离心力相比，前者细胞微丝荧
光强度显著减弱（Ｐ＜０００１）；中药组与西药组相比，２００ｇ时，中药组细胞微丝荧光强度强于西药组细胞，有统计学意义
（Ｐ＜０００１）；２４０ｇ时，西药组细胞微丝荧光强度强于中药组细胞，且有统计学意义（Ｐ＜０００１）。结论：离心力作用下，中
药骨康方含药血清对大鼠成骨细胞的微丝结构由保护和修复作用，但随着离心力的加大，该作用有限。
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　　成骨细胞在继续分化为骨细胞并修复重建骨结
构的过程会收到环境中力学刺激的影响，而成骨细

胞如何感应到力学作用并转化为信号影响其自身的

增殖和相关蛋白表达是如今的一个研究点。目前有
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研究对机械应力作用于成骨细胞后，细胞骨架的变

化进行了观察，发现静压力使细胞间隙发生改变，而

流体剪切力则直接影响胞质微丝排列，从而使细胞

骨架异常，发生细胞皱缩和形态改变［１２］。周期性应

力对骨质疏松的成骨细胞有增粗微丝改善细胞骨架

的作用。但是离心力对细胞骨架主要是破坏作用，

而中药骨康方能否对这种破坏作用起到保护效果，

以及其机制为何是本研究探讨的内容。

１　资料与方法
１１　一般资料　戊酸雌二醇（拜耳医药保健有限公
司，中国），中药骨康方提取液（含生药量 １４３ｇ／
ｍＬ，广州中医药大学附属骨伤科医院制剂室），药物
组成为：补骨脂，制淫羊藿，熟地黄，肉苁蓉，当归，大

枣，黄芪，白芍，菟丝子；小牛血清（浙江天杭生物科

技有限公司），高糖 ＤＭＥＭ培养基（Ｈｙｃｌｏｎ公司，美
国），鬼笔环肽（ＦＩＴＣＰｈａｌｌｏｉｄｉｎ，Ｓｉｇｍａ），共聚焦显微
镜（Ｚｅｉｓｓ公司，德国），低温高速离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司，德国），二氧化碳培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ公司，美国）。
１２　方法
１２１　含药血清制备　将４只健康新西兰兔随机
分为２组，每组２只，分为中药观察组和西药对照
组。观察组灌服中药骨康方，对照组灌服戊酸雌二

醇，灌胃给药容积为１０ｍＬ／ｋｇ。用药量以成人的用
量推算动物用量，根据人与动物及各类动物间药物

剂量换算方法计算［６］。成人按６０ｋｇ计算，每天口
服２８６ｇ中药复方，以此推算：兔中药复方用量 ＝
２３０×２８６×６０－１ｇ×ｋｇ－１＝１０９６ｇ×ｋｇ－１；成人按
６０ｋｇ计算，每天口服１ｍｇ戊酸雌二醇，以此推算：
兔戊酸雌二醇用量 ＝２３０×１×６０－１ｍｇ×ｋｇ－１＝
００３８ｍｇ×ｋｇ－１。所用药物以蒸馏水定容至所需浓
度，灌胃１次／ｄ，连续灌胃７ｄ。２组大白免连续灌
胃１周，最后一次灌胃后２ｈ，分别行心脏采血，将获
得的全血置于含抗凝剂的试管中，５～１０ｍｉｎ后，于
３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，吸取上清，即获取含药血
清，再灭活，抽滤除菌，置－２０℃保存备用。
１２２　ＳＤ大鼠成骨细胞培养　１周龄 ＳＤ大鼠的
乳鼠２０只，雌雄不限，处死后常规消毒。无菌条件
下取乳鼠头盖骨，去掉肌肉及结缔组织，用含双抗的

磷酸缓冲液（ＰｈｏｓｐｈａｔｅＢｕｆｆｅｒＳｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）漂洗后
剪碎，加入０１％ ＥＤＴＡ与０２５％胰蛋白酶（Ｔｙｐｓｉｎ，
ＴＮＥ），于３７℃下消化３０ｍｉｎ。加入含血清的培养
基ＤＭＥＭ中止消化，弃去上清液，加入０１％的 Ｉ型
胶原酶，继续于３７℃下消化１ｈ。取消化后的混悬
液离心，弃上清，加入２０％小牛血清的高糖 ＤＭＥＭ

培养基，反复吹打使细胞分散均匀。以 １０５个／ｍＬ
接种于培养瓶内，３７℃，饱和湿度，５％ＣＯ２条件下
培养，隔天换液。选择３代成骨细胞，分别以不同含
药血清做预处理培养，分为中药骨康方血清培养组

（中药组）、雌激素血清培养组（西药组）以及空白

组：分别加入 １０％中药组兔血清的高糖 ＤＭＥＭ、
１０％西药组兔血清的高糖 ＤＭＥＭ以及１０％小牛血
清高糖ＤＭＥＭ，培养３～５ｄ，待细胞达到８０％融合
后，用０２５％胰蛋白酶和０１％ＥＤＴＡ混合液消化传
代，接种于盖玻片上制成细胞爬片。

１２３　不同离心力对细胞骨架作用观察　中药组、
西药组以及对照组的细胞爬片培养２ｄ后，分别于
２４０ｇ和２００ｇ离心力下离心，离心时间４ｍｉｎ；空白
组细胞爬片不加药物亦不离心处理。离心后的细胞

继续培养２４ｈ，各组细胞爬片以多聚甲醛固定细胞。
１２４　成骨细胞牵引后激光共聚焦显微镜下肌动
蛋白细胞骨架的原位表达　固定后的细胞爬片经
ＰＢＳ漂洗后，加入鬼笔环肽，５μｇ／ｍＬ，避光，于３７℃
下孵育３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗片两次，避光，以 ＰＩ２０μｇ／ｍＬ
复染３０ｍｉｎ，５０％甘油封片。激光共聚焦显微镜
（ＬＳＭ７０，德国 Ｚｅｉｓｓ）下观察，选择波长为 ４８８ｎｍ。
随机取５个视野，每个视野读取荧光强度并计算平
均值。

１２５　统计学分析　细胞骨架的荧光强度值计算
（珋ｘ±ｓ），利用 ＳＰＳＳ１００软件进行 ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ
方差分析，Ｐ＜００５表示具有统计学意义。
２　结果

共聚焦荧光显微镜下观察，荧光染色后的细胞

骨架。２４０ｇ离心力作用后，对照组与含药血清培养
的中药组及西药组比较，前者微丝松散、紊乱，细胞

出现皱缩、翻卷，荧光强度明显较弱（图１）；而２４０ｇ
离心力作用后，中药组与西药组成骨细胞的微丝松

散程度相似，形态略皱缩，荧光强度差异不大。２００
ｇ受力细胞中，中药组与西药组成骨细胞的微丝保
持较完整，形态正常，２组在荧光显微镜下细胞形态
差别不大；未用药的对照组细胞在受离心力作用后，

细胞皱缩翻卷明显，细胞骨架荧光暗淡、紊乱（图

２）。与不受力的空白对照组相比，中药组２００ｇ和
西药组２００ｇ的细胞形态与正常贴壁细胞相同。

每组荧光染色细胞爬片在镜下随机取 ５个视
野，每个视野读取５～７个细胞的荧光强度平均值，
结果计算ｓ，具体结果见表１。中药组与西药组之间
进行比较，并与未用药的对照组比较发现：不同离心

力作用下，含药血清培养的２组细胞与未用药对照
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组细胞，其荧光强度明显较强，且差异有统计学意义

（Ｐ＜０００１）。含药血清培养的 ２组细胞中，２４０ｇ
受力与２００ｇ受力相比，前者细胞微丝荧光强度显
著减弱（Ｐ＜０００１）；中药组与西药组相比，在２００ｇ
时，中药组细胞微丝的荧光强度强于西药组细胞，有

统计学意义（Ｐ＜０００１），但２４０ｇ时，西药组细胞微
丝荧光强度强于中药组细胞，且有统计学意义（Ｐ＜
０００１）。

表１　中西药物组在不同转速离心后的细胞骨架
荧光值读数比较（ｓ）

荧光值／ 中药组 西药组 对照组

２００ｇ ９０８０±３０ ７０３０±１０４ １１９７±３７９
２４０ｇ ３１１３±１８１ ４６８５±１５１ １２２４±４２４

Ｐ值
＜０００１

（组间比较）

＜０００１
（组间比较）

＜０００１
（与药物组比较）

　　注：西药组荧光强度数值与中药组相比差异有统计学意义（Ｐ

＜０００１）。

图１
　　注：２４０ｇ离心力作用后，共聚焦显微镜下大鼠成骨细胞
肌动蛋白荧光染色。图１Ａ，西药组，可见完整细胞形态及清
晰肌动蛋白荧光；图 １Ｂ，中药组，细胞形态较完整，略有皱
缩；图１Ｃ，对照组，细胞荧光微弱，形态皱缩，脱落。

图２
　　注：２００ｇ离心力作用后，共聚焦显微镜下大鼠成骨细胞
肌动蛋白荧光染色。图２Ａ，西药组，细胞形态完整清晰，生
长良好；图２Ｂ，中药组，细胞形态完整，荧光清晰，细胞生长
紧密无脱落和稀疏；图１Ｃ，对照组，细胞形态皱缩，稀疏，荧
光微弱，并有脱落现象。

３　讨论
力学刺激在骨的发生以及成骨细胞修复骨组织

损伤都有重要的作用。在周期性的机械应变力、太

空微重力等环境下，骨细胞骨架可以发生重排，机械

力对细胞的成长分化有重要作用［３５］。静压力和剪

切力对成骨细胞骨架的调节作用不同，静压力作用

下的细胞形态变化微弱，但剪切力可以使细胞内微

丝成束重排，细胞变形脱落［２］，陈伟辉等［１］发现在流

体剪切力作用后，受力的大鼠成骨细胞株出现皱缩、

脱落和微丝解聚消散。而离心力对细胞内微丝系统

有类似剪切力的效果。陈国平等［６］观察到在离心力

作用下，成骨细胞的微丝结构出现解聚，去除刺激后

可以缓慢恢复。关键等发现［７］，离心力对 ＭＣ３Ｔ３成
骨细胞株的刺激可导致 Ｒｕｎｘ２的 ｍＲＮＡ表达增加；
Ｌｉ等［８］对成骨样细胞施加离心力１０ｍｉｎ后检测到
Ｒｕｎｘ２／ＣｂｆａｌｍＲＮＡ表达水平有短暂地增加改变，认
为成骨细胞通过多种复杂途径响应机械力学刺激。

Ｆｉｔｚｇｅｒａｌｄ等［９］认为对 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞加载３×ｇ到
２８７×ｇ离心力都会引起特定基因的 ｍＲＮＡ表达增
加。机械力学刺激对细胞的多种影响最终体现在细

胞骨架的改变上，机械应力作用下，在细胞表面的信

号通路相关蛋白觉察到应力刺激信号后，通过细胞

骨架介导下游（ＤｏｗｎＳｔｒｅａｍ）反应［１０１１］，从而调节成

骨细胞增殖和分化，影响骨改建。

中药对于治疗骨病及关节炎性反应已有悠久历

史，目前也有许多研究者针对中药治疗骨病的药物

作用机制进行研究。有研究报道，骨康方可以调高

成骨细胞保护素和核内因子 ａ１ｍＲＮＡ的表达水平，
从而促进骨保护蛋白的表达分泌［１２］，而该方在大鼠

骨质疏松模型的研究中也表现出可以调高骨密度的

作用［１３］。成骨细胞在未受力时，纤维束粗大而分布

均匀，应力纤维清晰可见，受力后，大多数细胞的纤

维束变得纤细而稀疏，分布不均匀，方向性变差，并

且随加力时间延长而更加明显［１４］。通过共聚焦荧

光显微镜对细胞骨架进行观察，可以了解在机械力

作用后细胞骨架的变化。总荧光强度、绿色荧光强

度随加力时间延长均显著降低，这说明微丝结构在

机械牵张下发生了解聚和重排。肌动蛋白 Ｆａｃｔｉｎ
是微丝的主要成分，其重排和解聚的动态变化，可以

反映部分细胞的功能状况，尤其是细胞结构的状况。

以含药血清体外培养细胞并观察药物对细胞的影响

是常用的实验研究手段［１２，１５１６］。本研究采用中药骨

康方汤剂喂食大鼠后制备同种动物系的含药血清，

并通过荧光染色观察 Ｆａｃｔｉｎ的变化，从而研究含药
血清对大鼠 ＭＳＣ细胞骨架的保护和修复作用。经
骨康方含药血清培养的大鼠 ＭＳＣ细胞在经过离心
力作用后，细胞骨架微丝系统能获得一定程度的保

护和修复，其效果与雌激素含药血清培养的细胞类

似，在２００ｇ离心力时，甚至优于雌激素含药血清的
保护作用。但随着离心力的加大，该保护作用有限，

到２４０ｇ时，该保护作用弱与雌激素含药血清的效
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果，细胞还是会出现骨架微丝系统紊乱的现象。但

与完全无含药血清的对照组细胞相比，实验组细胞

骨架被破坏程度小，且在停止离心力作用并培养１ｄ
后，可以得到恢复。

目前已知常用的治疗骨质疏松的药物包括雌激

素，阿仑膦酸钠等，此类药物对成骨细胞骨架有修复

和保护的作用［１７］。中药骨康方也是用于骨质疏松

防治的中药方剂，有实验研究［１８２０］证明中药骨康方

对骨代谢既可抑制骨吸收，又可促进骨形成，从而改

善骨的质量。临床研究发现对于骨质疏松的患者采

用该方治疗后，骨密度有明显增加［２０］。根据本研究

的结果，中药骨康方在成骨细胞受到外力刺激，对细

胞微丝等结构系统产生破坏作用后，该方也显示出

了保护和修复的作用。此修复与保护效果为骨质疏

松的防治也提示了一条新的路径。
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