
补肾中药对人成骨细胞钙离子摄取和钙化能力的影响  

    根据中医“肾主骨”理论，既往从整体和骨组织水平的研究认为补肾中药可以通过调节下丘脑-垂体-多

个靶腺轴的功能，促进肠钙吸收，调节体内微量元素的平衡，改善骨的内部结构等机制防治骨质疏松[1]

[2]， 但其他对人成骨细胞钙离子摄取和钙化能力影响的机制尚不清楚。本实验选取补肾复方中药中常见的

几种作为研究对象，从细胞学水平观察补肾中药对人成骨细胞钙代谢的影响，为“肾主骨”理论提供客观依

据。 

    

1  材料和方法 

    1.1  主要设备、试剂及人成骨细胞的培养 

    Olympus倒置显微镜， CO
2
培养箱(奥地利，Nu3500E)，流式细胞仪(美国Alibur Becton Dickinson公

司)。补肾中药由鹿茸、骨碎补等药按君臣佐使配伍而成，所用药材购于南方医科大学南方医院中药房，并经

中药鉴定。达尔伯克必需基本培养液(DMEM)、胎牛血清购于Gibco公司，胰蛋白酶、Ⅰ型胶原酶、Fluo-

3/AM、RNA酶购于Sigma公司。 

    无菌条件下取需要接受自体骨移植患者少量的髂骨松质骨，D-Hank液冲洗3次，剪成1 mm3大小碎片。多

次冲洗，直至骨碎片变白。用0.25%胰蛋白酶消化45 min，去除首次消化所得的悬液，再加入2 mg/mlⅠ型胶

原酶消化30 min。弃消化液，冲洗。然后加入含有2 mg/mlⅠ型胶原酶的DMEM培养液中消化4 h，滤网过滤

后，1 000 r/min离心10 min，收集细胞，在含有10%胎牛血清的DMEM培养液中培养传代。 

    1.2  补肾中药血清制备和实验分组 

    用前将药材按补肾中药配方混匀，煎煮，醇沉提取，高温消毒后，配制成高7.08 g(含生药，下同)/ml、

中3.54 g/ml、低浓度1.77 g/ml中药入瓶封装待用。取SD雄性大鼠(200±20 g)每组各5只，以高、中、低不

同浓度中药灌胃给药，灌服相应药液2次/d，共3 d。对照组灌服等量生理盐水，连续3 d。末次灌胃后第2天

在无菌条件下抽取分离大鼠血清，标记，-20 ℃保存待用。 

    实验共分为4组：分别采用含高浓度补肾中药血清的DMEM完全培养液(高浓度补肾中药组)、含中浓度补肾

中药血清的DMEM完全培养液(中浓度补肾中药组)、含低浓度补肾中药血清的DMEM完全培养液(低浓度补肾中药

组)以及对照组血清的DMEM完全培养液进行成骨细胞培养，然后进行相应指标检测。 

    1.3  检测指标 

    1.3.1  成骨细胞增殖的测定   第3代成骨细胞采用不同浓度补肾中药血清培养3 d后，0.25%胰蛋白酶

消化，制成细胞悬液，滤网过滤。用体积分数为70%冷乙醇固定30 min，PBS冲洗2次，加入RNA酶37 ℃消化

30 min，PBS冲洗2次，再加入碘化丙啶4 ℃孵育30 min。用流式细胞仪进行细胞周期分析，打印DNA含量分

布组方图，自动拟合出细胞周期各时相比例，以增殖指数(proliferation index， PI)表示补肾中药血清对

成骨细胞分裂增殖的影响。PI=(S期细胞数+G
2
期细胞数/M期细胞数)/(G

0
期细胞数/G

1
期细胞数+S期细胞数+G

2

期细胞数/M期细胞数)×100%。 
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    1.3.2  成骨细胞钙离子摄取能力的测定   第3代成骨细胞0.25%胰蛋白酶消化，制成细胞悬液，计数细

胞，在样本管内加入200 ml 8 mmol Fluo-3/AM 37 ℃避光孵育30 min后，过滤至试管，然后加入不同浓度

补肾中药血清培养10 min，以正常成骨细胞为对照。用流式细胞仪检测胞内Ca2+阳性百分比和荧光值的变

化，以反映成骨细胞胞内游离Ca2+含量的变化。 

    1.3.3  成骨细胞钙化结节形成的测定   取第3代成骨细胞，以1×106密度接种于12孔塑料培养板(f24 

mm)内，培养4 h待细胞贴壁后，更换DMEM培养液(内含50 mg/ml抗坏血酸和10 mmol/L b-甘油磷酸钠)，每2

天更换培养液1次，共培养14 d。培养完成后进行Von-Kossa染色。用有格涤纶薄膜(0.2 mm×0.2 mm)贴附于

培养板底部，低倍显微镜下采用双盲法作钙化结节计数。 

    1.4  统计学方法 

    结果以 ±s表示，采用SPSS 8.0软件包进行统计学处理，GLM-General Factorial ANOVA作均数的显

著性检验。 

    

2  结果 

    2.1  成骨细胞的培养及鉴定 

    72 h后成骨细胞逐渐贴壁生长，可见细胞呈梭形或鳞片状生长。1周后，细胞开始呈现成骨细胞形态，主

要以长梭形细胞为主。约2~4周细胞融合成单层可作传代培养。经Gomori钙-钴法染色，中性红复染后，碱性

磷酸酶染色阳性的成骨细胞基质呈棕黑色(图1)。培养液中加入VitC，β-甘油磷酸钠后细胞迅速呈复层生长，

并有钙化结形成。培养28 d经Von-Kossa染色，显微镜下观察为黑色结节(图2)。 

    图1  Gomori钙-钴法染色可见成骨细胞胞质内大量分布的黑色颗粒状物质 (Gomori染色，原放大倍
数：×200) 

    Fig.1  Dark granules in the cytoplasm of the osteoblast (Gomori staining, original 
magnification:×200) 



    图2  Von-Kossa染色见成骨细胞基质旁多个形态不一的黑色结节(Gomori染色，原放大倍数：×
250)

    Fig.2  Black nodules adjacent to the cellular matrix of the osteoblast (von Kossa 
staining, original magnification:×250) 

    2.2  补肾中药血清对人成骨细胞增殖的影响 

    流式细胞仪检测结果(表1)显示：经高、中、低浓度补肾中药血清培养72 h的成骨细胞，G0/G1期细胞减

少，S期细胞显著增加，细胞增殖指数均有增高。提示高、中、低3种不同浓度的补肾中药血清可提高成骨细

胞增殖、分化能力。 

    2.3  补肾中药血清对人成骨细胞钙离子摄取能力的影响 

    流式细胞仪检测结果(表2)显示，经高、中、低不同浓度补肾中药血清处理30 min的成骨细胞，其胞内

Ca2+含量均明显高于对照组，其差异有显著性意义。 



    2.4  补肾中药血清对人成骨细胞矿化功能的影响 

    成骨细胞培养28 d后，细胞基质中可见多个大小不等、形态不一的黑色结节。经高、中、低不同浓度补

肾中药血清处理28d的成骨细胞，其形成的黑色结节相对较对照组多。其中，高浓度补肾中药血清明显增加钙

化结节的数量，与对照组钙化结节数量相比，差异有显著性意义(P<0.05)(表2)。 

    

3  讨论 

    随着社会老龄化的发展，骨质疏松及其造成的合并症越来越普遍。促使对骨质疏松发病机制的阐明及防

治药物的开发成为当务之急。由于目前药物治疗中尚存在诸如内分泌紊乱、癌变、疗效不确定、受生理因素限

制、长期副作用等，而中药具有副作用少，疗效肯定等优点。因此，近年来围绕补肾中药治疗骨质疏松的研究

成为热点。 

    成骨细胞的钙转换功能是骨代谢的重要环节，其机理比较复杂，与成骨细胞的增殖、有机质形成和钙化

能力密切相关。应用体外培养的成骨细胞可直接测定细胞对钙离子的摄取和释放情况。已知细胞内Ca2+浓度的

增减、波动可导致胞内Ca2+信号的产生和终止。静息状态下成骨细胞内Ca2+相对稳定，在某些外界因素刺激

下，细胞膜结构中的Ca2+通道可以开放，使细胞内Ca2+内流而产生Ca2+信号。Ca2+作为胞内第二信使，参与成

骨细胞的信号传递，调节细胞的反应，调控转录、翻译等基因活动 [3][4][5]。研究证明，各种激素、细胞

因子等生物活性物质作用于靶细胞受体中的激酶活化及随后产生的生物学反应都是通过Ca2+实现[6][7]。

Fluo-3/AM是一种荧光染料，可与细胞内Ca2+结合，流式细胞仪可反映成骨细胞胞内Ca2+荧光强度的变化。经

电脑自动分析系统可拟合出成骨细胞胞内的荧光强度，从而得出Ca2+浓度的变化曲线。本实验结果显示，在成

骨细胞培养液中加入高、中、低不同浓度补肾中药血清后，成骨细胞胞内Ca2+浓度均有明显瞬时升高。提示补

肾中药可明显刺激成骨细胞膜上相应的受体，导致Ca2+内流，使细胞激活。成骨细胞胞膜上哪些受体对补肾中

药起反应尚需进一步研究。 

    本实验还利用流式细胞技术能快速、定量检测和分选单细胞的特点，来检测不同浓度补肾中药血清对成

骨细胞增殖情况。检测结果显示，对照组大部分细胞都休止在G
1
期，S期和G

2
期细胞所占比例减少，表明DNA合

成较少，细胞增殖基本处于静止状态。加入补肾中药血清后成骨细胞S期和G
2
期比例增大，DNA合成增加，细

胞增殖活动旺盛，说明补肾中药血清刺激处于静止状态的成骨细胞向增殖状态转化。成骨细胞在体外适宜环境

下,以膜内成骨的方式形成骨结节,骨结节中间的成骨细胞钙化坏死后形成钙化灶,由周围的成骨细胞爬行长

入,并被自身分泌的骨基质所包埋呈骨细胞样改变[2]。本结果显示，补肾中药刺激可以加快成骨细胞的分化

增殖速度，但低、中浓度血清并不能显著增加钙化结节形成的数目。只有高浓度血清可明显刺激钙化结节形

成，是否钙化结节的形成与补肾中药血清的浓度呈相关性，有待实验进一步验证。 

    综上所述，补肾药物作用成骨细胞，可导致胞膜Ca2+通道反复快速而短暂地开放，细胞在胞外Ca2+内流

产生的Ca2+信号介导下激活，通过细胞生物学调控系统，迅速而灵敏地调节基因活动，引起非特异性转录。同

时促进成骨细胞增殖，增加成骨细胞活性，以发挥补肾药物的防治骨质疏松的作用。 
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