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摘要 木豆素是从天然植物木豆叶中提取的单体化合物 结构类似乙烯雌酚 ∀本文观察木豆素及 种木豆叶提

取物总成分 222和 2对人的类成骨细胞  ≥ ×∞成骨功能 !间质矿化及体外破骨细胞分化的影

响 ∀以木豆叶提取物作用于细胞  观察细胞增殖 !  2脯氨酸掺入量及碱性磷酸酶活性 用抗酒石酸酸性磷酸酶

× °染色法观察体外破骨细胞形成 作用于细胞  用茜素红染色法观察细胞间质矿化 ∀结果表明 作用于细

胞  后 木豆素可促进细胞增殖 在  ≅ 


# 
时细胞数增加 1 


 2脯氨酸掺入量增加 1 ∀ 2

和 2还可明显增加碱性磷酸酶活性 ∀长时程作用后 2和 2可明显增加成骨细胞间质矿化程度 ∀木豆素

 ≅ 


# 

对破骨细胞形成有明显的抑制作用 抑制率为 1 2 ≅ 


# 


的抑制率为

1 ∀木豆素及木豆叶提取物都具有刺激成骨细胞骨形成 !促进细胞间质矿化及抑制破骨细胞形成的活性 提示

木豆素在骨细胞上有类雌激素样作用 具有抗骨质疏松新药的研究前景 ∀
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Κεψ ωορδσ: ¬ Χαϕανυσ χαϕαν      



  豆科木豆属植物木豆 Χαϕανυσ χαϕαν 的化

学特点及药理学作用早在二十多年前已有研究 ≈


但对其类雌激素样作用方面的研究未见报道 ∀本实

验室前期研究发现 将木豆叶芪类提取物总成分用

于去卵巢骨丢失大鼠模型中 可在不影响血清雌激

素水平 !不刺激子宫增生的条件下 降低血清 ƒ≥

和 含量 并明显抑制大鼠股骨干骺端的骨丢失 

对股骨的作用与小剂量的雌激素接近 ≈ ∀在整体

动物模型上 显示出良好的天然植物雌激素样生物

活性 ≈ ∀

本研究取木豆叶的多个活性化合物组分及单体

成分木豆素 在体外培养的人类成骨细胞系 ≥

×∞和分离的骨髓细胞中 从骨形成和骨吸收两方

面观察其促成骨作用和抑制破骨细胞形成的作用 

以揭示其在整体模型动物中改善骨小梁结构的作用

机制 ∀

材料与方法

木豆素及总成分的提取和鉴定  本研究共观察

了 种木豆叶提取物的作用 ∀其中 木豆素为单体

化合物 2为广西红花木豆叶总成分 2为广

西黄花木豆叶总成分 2为海南黄花木豆叶总成

分 2为广西白花木豆叶总成分 ∀分别将木豆叶

原料粉碎 乙醇加热回流提取 减压浓缩得绿色

醇膏 用硅胶拌样 干燥 !脱脂 氯仿洗脱 使芪类总

成分含量为 
≈ ∀木豆素的提取 将已用硅胶

拌样后的绿色醇膏凉干研细 先后以石油醚和二氯

甲烷连续洗脱得洗脱液 以少量冷二氯甲烷搅拌过

滤 所得滤饼即为木豆素 ≤   白色结晶 熔点

 ∗  ε ∀

药品与试剂  人的骨髓肉瘤细胞株 ≥ ×∞

具有成骨细胞特征 由美国旧金山大学提供 ∀

 ≤. 培养基 破骨细胞培养基 ⁄ ∞ 为

√公司产品 ∀国产胎牛血清由中国医学科

学院基础医学细胞中心提供 ∀ Β2雌二醇 ≥

公司 以无水乙醇配成  # 

冰箱  ε 保存 ∀

临用前以培养基稀释至所需浓度 ∀   ⁄

ƒ∏公司 大鼠集落细胞刺激因子  2≤≥ƒ

°×公司  ××≥公司 抗酒石酸酸

性磷酸酶 × °试剂盒 中国医学科学院血液研

究所 碱性磷酸酶 °试剂盒 北京北化康泰临

床试剂有限公司 

 2脯氨酸 中国原子能研究

院 ∀

ΜΤΤ法检测 ΗΟΣ ΤΕ85细胞增殖  以细胞数

 ≅ 
接种于 孔板中 每孔  Λ细胞液 

 ≤. 培养基中加入  去固醇胎牛血清

≤≥2ƒ≤≥≈ ∀  后 加入 Β2雌二醇  ≅ 


# 

或木豆叶提取物  ≅ 


 ≅ 

或

 ≅ 


# 

∀继续培养  后 每孔加入

 ××溶液  # 

  Λ ε 继续孵育  ∀

终止培养 小心吸弃孔内培养上清液 ∀每孔加入二

甲基亚砜 ⁄ ≥分析纯  Λ振荡  ∀以

 波长测定各孔吸收度值 ∀

  3
Η 2脯氨酸掺入法检测胶原蛋白形成  以细胞

数  ≅ 
接种于 孔板中 每孔  Λ细胞液 

 后加入 Β2雌二醇  ≅ 


# 

或木豆

叶提取物  ≅ 

 ≅ 

或  ≅ 


# 



 后加入 
 2脯氨酸 1 ≅ 


 后以 1

# 


°≥ 1洗细胞 遍 ∀每孔加入 1

# 


  静止  后 吸出孔中液

体加入闪烁杯中 再加入闪烁液  用液体闪烁

计数仪检测放射量 ∀

细胞碱性磷酸酶活性的检测  以细胞数  ≅


接种于 孔板中 每孔  Λ细胞液 ∀  后

加入 Β2雌二醇  ≅ 


# 

或木豆叶提取

物  ≅ 

 ≅ 

或  ≅ 


# 

∀  后

弃上清液 以生理盐水冲洗细胞 次 ∀用细胞刮擦

器取下细胞 超声破膜 每次  共 次   ≅ γ
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离心   ε ∀按照碱性磷酸酶检测试剂盒操

作 ∀用分光光度计测量吸收度值 按照标准曲线转

化为金氏单位 考马斯亮蓝法测定样本蛋白量 实验

结果以 # 

表示 ∀

茜素红染色观察骨矿化 ≈  以细胞数  ≅ 


接种于 孔板中 加入 Β2雌二醇  ≅ 


# 

或木豆叶提取物  ≅ 


  ≅ 

或

 ≅ 


# 

∀空白对照组加入等量培养液 ∀

每组 孔 连续给药  ∀去培养基 用福尔马林 2

甲醇 2水 ΒΒ1 ϖ/ϖ/ϖ固定  ∀ °≥洗 次后 

茜素红  ≥  1染色  用去离

子水洗净 晾干 ∀显微镜下观察照相 ∀

破骨细胞体外分离及诱导分化 ≈  取 • 

大鼠 体重  ∗  拉颈处死 ∀ 乙醇浸泡

 无菌取股骨 分离周围组织 切断股骨两端

骨骺 用  无菌注射器吸取 ⁄2液  冲

洗骨髓腔 离心收集冲洗液 ∀室温   # 


离心  用 ⁄2液冲洗 次细胞 ∀细胞稀释

成  ≅ 
 # 


以 ⁄ ∞ 诱导培养基 ≈

ƒ≤≥ 1 # 


 2≤≥ƒ  ≅ 


# 


  ⁄ 置 孔板中培养 ∀每  ∗  换液

次 ∀加入 Β2雌二醇  ≅ 


# 

或木豆

叶提取物  ≅ 

 ≅ 

或  ≅ 


# 

∀

每组 孔 ∀给药  后 细胞固定 抗酒石酸酸性磷

酸酶 × °染色 按试剂盒步骤操作 并照相 ∀

破骨细胞计数以 × °阳性 !胞核 个以上为

标准细胞 ∀每孔随机选取 个视野 将破骨细胞数

目相加 计算每组 孔细胞数的平均值与标准差 ∀

统计学方法  所有计量资料的实验结果均以

ξ ? σ表示 ∀组间比较采用 ≥°≥≥统计软件进行 τ检

验 ∀

结果

1  木豆叶提取物对 ΗΟΣ ΤΕ85成骨细胞功能的影

响

1. 1  细胞增殖 (ΜΤΤ )  Β雌二醇  ≅ 


# 

!木豆素和木豆叶提取物  ≅ 


  ≅


或  ≅ 


# 


作用于细胞  Β2雌

二醇不刺激细胞增殖 而木豆叶各提取物均可不同

程度地促进成骨细胞增殖 ∀其中 木豆素 ! 2!

2和 2均可促进成骨细胞的增殖 与对照组相

比 增加  ∗  表 ∀

1. 2  胶原蛋白形成  Β2雌二醇可明显促进脯氨

酸掺入 与对照组相比增加  ∀木豆叶各提取物

中 除 2外 其他成分均能使 
 2脯氨酸掺入明显

增加 ∀其中 木豆素组的细胞掺入量增加  ∀

表明这些提取物均能显著刺激细胞的胶原蛋白形

成 ∀

Ταβλε 1  ∞¬Χαϕανυσ χαϕαν   

 2

° √  ≥ ×∞ 

∏ ⁄#   ×× Α   2° °#  

≤ 1 ? 1   ?  1 ? 1

∞  ≅  #  1 ? 1   ? 3 3 1 ? 1

≤  ≅  1 ? 13   ? 3 3 1 ? 1

 ≅  1 ? 13   ? 3 3 1 ? 1

 ≅  1 ? 1   ? 3 3 1 ? 1

2  ≅  1 ? 13   ? 3 3 1 ? 1

 ≅  1 ? 13   ? 3 3 1 ? 1

 ≅  1 ? 1   ? 3 3 1 ? 1

2  ≅  1 ? 1   ?  1 ? 1

 ≅  1 ? 13   ?  1 ? 13

 ≅  1 ? 13 3   ?  1 ? 13 3

2  ≅  1 ? 13   ?  1 ? 1

 ≅  1 ? 13   ?  1 ? 1

 ≅  1 ? 13 3   ? 3 1 ? 1

2  ≅  1 ? 13   ?  1 ? 13

 ≅  1 ? 13   ?  1 ? 13 3

 ≅  1 ? 13 3   ? 3 1 ? 13 3

ν   ξ ? σ 3 Π  1 3 3 Π  1 ϖσ ∞  Β2∞ 2 ∞≤≤  ∏¬√

2 ∞≤≤   ∏¬√ 2 ∞≤≤    √ 2 ∞≤≤ 

 ∏¬√
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1 . 3  碱性磷酸酶活性  Β2雌二醇作用后 与对照

组相比 碱性磷酸酶活性无明显差异 而  ≅ 


# 


2组碱性磷酸酶的活性增加  ∀提

示 2可明显促进 ≥ ×∞细胞的成骨作用 表

∀木豆素则无明显的作用 ∀

综合以上 个指标可以看出 木豆素及木豆叶

提取物均对 个以上指标有显著作用 即可明显促

进 ≥ ×∞细胞的成骨作用 ∀

2  木豆叶提取物对骨矿化的影响

茜素红能特异性地与细胞间质中的矿化组织相

结合而呈现红色 因此能够通过比较染色区域的矿

化面积观察各组提取物对成骨细胞间质矿化的影

响 ∀长时程作用 给药  后 与空白对照组比

较 木豆叶提取物 2和 2的矿化程度明显增

大 与 Β2雌二醇组接近 木豆素的作用弱于这两

种提取物 ∀表明木豆叶提取物 2和 2能明显

促进 ≥ ×∞成骨细胞间质矿化 图 ∀

3  木豆叶提取物对破骨细胞形成的影响

新鲜分离的骨髓细胞呈小圆形 数量很多 排列

紧密 !均匀 ∀加入分化刺激培养基的 破骨细胞

形成最多 细胞形状为圆形 !椭圆形 !梭形及不规则

形状 胞核达  ∗ 个 有的出现伪足 图 ∀

× °染色计数可见 与对照组相比 Β2雌二

醇组破骨细胞数量明显减少 抑制率为 1 ∀

多个木豆叶提取物的高剂量组其破骨细胞数量均明

显减少 抑制率为 1 ∗ 1 ∀其中 2作

用最明显 个剂量组的抑制率分别为 1 

1和 1 表 ∀木豆素在  ≅ 


#


时 抑制率为 1 Π  1显示该单体

化合物也具有良好的作用 ∀

Ταβλε2  ∞¬Χαϕανυσχαϕαν   

√    ≤  

2× °

∏ ⁄#  ≤ 

≤  1 ? 1  

∞  ≅  #  1 ? 13 3 1

≤  ≅  1 ? 1 1

 ≅  1 ? 13 1

 ≅  1 ? 13 1

2  ≅  1 ? 1 1

 ≅  1 ? 13 3 1

 ≅  1 ? 13 3 1

2  ≅  1 ? 13 1

2  ≅  1 ? 1 1

2  ≅  1 ? 1 1

ν   ξ ? σ 3 Π  1 3 3 Π  1 ϖσ  ≤

∏ √  

 ∏ ≅ 

Φιγυρε 1     ¬Χαϕανυσ χαϕαν      ∏

  ≥ ×∞  ≅   ≥  ≤∏  2  ≅ 


# 

 ≤ 2  ≅ 


# 


 ⁄ ∞  ≅ 


# 
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Φιγυρε 2  ∞¬Χαϕανυσχαϕαν   √ ≤  × ≅ 


# 


√  ≅   ≥¬  ≅ 


# 


 √  × ° 

 ≅  ≤ × °2√ ≅  ⁄ ≤× °  ≅  ∞ ∞  ≅ 


# 



× °  ≅  ƒ 2  ≅ 


# 

 × °  ≅ 

讨论

研究结果表明 药物刺激  后 木豆素 !2

和 2对于细胞增殖 !碱性磷酸酶活性的促进作用

与 Β2雌二醇类似 ∀另外 从成骨细胞间质矿化实

验可以看出 2和 2 ≅ 


# 

作用

 后 其矿化组织比对照组明显扩大 ∀这可能是

它们增强成骨细胞多种功能的综合体现 提示木豆

叶提取物对成骨细胞骨形成有明显的促进作用 ≈ ∀

本研究采用大鼠骨髓细胞诱导培养方法 观察

木豆叶提取物对骨髓干细胞向破骨细胞分化过程的

作用 ∀结果显示 给予木豆叶提取物能够直接减少

破骨细胞的数量 ∀当然 本研究对破骨细胞的研究

还是初步的 至于木豆素及其他提取物对破骨细胞

活性的影响还有待于以后的实验验证 ∀

本实验室前期的动物实验结果显示 在去卵巢

骨丢失大鼠中 木豆叶提取物可以在不提高血清雌

二醇水平 !不引起子宫内膜增生的情况下 明显改善

由于雌激素缺乏所导致的骨丢失 ∀结合本研究的结

果可以推测 木豆叶提取物对抗雌激素缺乏性骨丢

失的作用部分是通过促进成骨细胞功能 !抑制破骨

细胞形成来实现的 ∀本研究中 木豆素的类雌激素

作用提示其具有可以开发成为抗骨质疏松新药的潜

力 ∀

Ρ εφερενχεσ

≈ ≤ ⁄  ≠     ≥∏ 

 Χαϕανυσ χαϕαν  ≈ ≤ ×⁄∏中草

药    

≈ ≥∏  ≠ ∏≥ ∞

 ∏∏∏∏ √2∏

≈  ≥ 中国医学科
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学院学报    

≈ ⁄∏∞  ∞   ∞

√     √ ¬

√    ∏  

 ≈  ≥    

  

≈ ∏±  ∏      ≥∏ ∏

Χαϕανυσ χαϕαν  ¬  ≥222∏

≈ ≤ ×° 中成药  

  

≈ ≥∏  •     ∞÷ •  

  ≥ √   ° 

∏ 2   ×∞ ≈  

°≥   

≈ ≥∏  ≠∏≠  ≠  2 Β2

 

≤ ∏2

∏   ∏ 2  

×∞ ≈  ° ≥ 药学学报  

  

≈ ÷ • ƒ ≤  ×≥  ∏∏ 

∏    

≈ ∏ √ ≥× 华中科技大学学

报    

#会  讯 #

国际口服药物缓 控释技术发展研讨会即将在沪召开

由中国工程院医药卫生学部 !中国药学会 !美国药学会共同主办的上海国际口服药物缓 控释技术发展研讨会将于

年 月  ∗ 日在上海光大会展中心国际大酒店召开 ∀大会将邀请来自美国 !加拿大工业界及学术界的国际知名药

物制剂专家做大会报告 报告内容理论和实例并重 ∀会议将就药物口服缓 控释制剂研发的最新技术和进展展开全面深入

的讨论 涉及口服缓 控释的制剂设计及与之相关的材料和工艺的选择 !计算机辅助设计 !药品质量监管和评估 !骨架型口

服缓 控释制剂 !包衣型缓 控释制剂 !微丸型缓 控释制剂等相关内容 ∀

有关参会事宜 请联系 

中商国际旅行社

联系人 张建中 !彭春利 电话     传真    

∞2    

中国药学会国际交流部

联系人 葛军华 !刘春光 电话    传真    

∞2    

通讯地址 北京市朝阳区建外大街四号 建外 ≥ 九号楼 层 邮政编码  

##郑元元等 木豆叶提取物对人的类成骨细胞 ×∞成骨功能和体外破骨细胞分化的影响




