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摘要　选择克隆化成骨细胞株——M C 3T 32E1细胞,采用细胞培养方法,观察细胞内DNA 合成与碱性

磷酸酶 (AL Pase)活性,了解丹参对体外培养的成骨细胞生长、分化与代谢的影响。研究结果显示,丹参

明显增强M C 3T 32E1细胞内AL Pase活性, 510 m göm l浓度时,丹参对M C 3T 32E1细胞内碱性磷酸酶

活性影响最大,比对照组增强约 135%。丹参这种促进作用只限于分化晚期的M C 3T 32E1细胞,而对分

化早期细胞内碱性磷酸酶活性产生抑制作用。其次,这种作用还与药物作用时间有关。但是,丹参对各生

长分化期的M C 3T 32E1细胞内DNA 合成均无影响。本研究结果表明,丹参有明显增强体外培养分化晚

期的M C 3T 32E1细胞内碱性磷酸酶活性的作用,这种作用不是通过促进细胞增殖,而是改善细胞功能

实现的,并且受丹参药物浓度与作用时间的影响,说明丹参可能在促进正畸牙齿移动中新生牙槽骨形成

方面发挥作用。
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　　骨组织改建受多种因素的影响,如活性型

维生素 D 3 1 125 (OH ) 2D 3 、甲状旁腺素

(PTH )、降钙素、性激素、前列腺素 E (PGE s)、

转化生长因子 (T GF2Β)、骨形成蛋白 (BM P)及

胰岛素样生长因子 ( IGF s)等 1 的影响。关于这

些激素影响骨组织改建的作用机理已有很多研

究。近年来已发现中药丹参具有加速正畸牙齿

移动的作用,组织学研究表明,注射丹参可以促

进张力侧牙槽骨生长,图像分析结果显示,注射

丹参可以增加移动牙牙周膜内毛细血管数目与

血管面积 2 。但关于丹参促进骨改建作用的细

胞生物学基础尚不清楚。本研究选择克隆化成

骨细胞- M C 3T 32E1为对象,采用细胞培养方

法, 通过观察细胞内DNA 合成与碱性磷酸酶

活性,了解丹参对体外培养的成骨细胞生长、分

化与代谢的影响。从细胞生物学基础上进一步

认识中药丹参影响骨组织改建的作用机理。

1　材料和方法

1. 1　材料

纯化丹参注射液由上海新港制药厂提供。Α2M EM

培养液由美国西格玛化学公司提供,日本 ICN 生物制

品公司提供胎牛血清 (FBS)。

1. 2　细胞培养

选用克隆化的小鼠成骨细胞- M C 3T 32E1 进行

实验。将细胞种入 24 孔培养板中 (每孔 3×104 个细

胞) ,在含 10% FBS的 Α2M EM 培养液中进行预培养数

天, 将细胞放入 CO 2 孵箱进行培养 (37℃, 5% CO 2,

95%空气)。预培养结束后,将细胞换入含 013% FBS并

含不同浓度的纯化丹参的 Α2M EM 培养液中继续培

养,观察丹参对培养细胞的作用。

1. 3　碱性磷酸酶 (AL Pase)活性检测

培养结束时,倒弃原培养液,用012%N on idetP240

2 m l固定细胞,细胞经超声破碎后,加 160 Λl 1 mo löL

T ris2HC l 液于 200 Λl 样品液中, 采用 L ow ry 法

(1954) 3 检测AL Pase活性。

1. 4　细胞内DNA 及蛋白质合成检测

本研究通过检测细胞内游离的3H 2胸腺嘧啶含量
了解DNA 合成量。培养结束后,用 110 ΛC iöm l的3H 2

·401· 华西口腔医学杂志 1996年 5月第 14卷第 2期



胸腺嘧啶的标记细胞, 然后细胞经 PBS 洗涤和 5%三

氯醋酸 (TCA )及乙醚2乙醇混合液 (1∶3)固定,最后加

入 1 mo löL N aOH 溶解。用液体闪烁计数仪检测细胞

内游离的3H 2胸腺嘧啶的放射活性。细胞内蛋白质合成
的测定,采用B radfo rd (1976) 4 方法,细胞经 (CBB )液

染色后,用显微分光光度计在 595 nm 波长下检测。

1. 5　统计学分析

全部数据经W ilcoxon’s秩和分析法进行统计处

理,统计图或表中,以每组 (4孔)均值与标准差表示。

2　结　　果

研究结果表明,纯化丹参明显增强M C 3T 32E1细

胞内碱性磷酸酶活性,不同浓度丹参对碱性磷酸酶活

性的影响不尽一致, 510 m göm l丹参对碱性磷酸酶活

性影响最大,比对照组强约 135% ,见图 1。其次,细胞

的生长分化阶段不同。其丹参的作用也完全不同。丹参

可以明显增强晚期M C 3T 32E1细胞内碱性磷酸酶活

性,但抑制分化早期细胞碱性磷酸酶活性,见图 2。丹参

对各生长分化期M C 3T 32E1细胞内DNA 合成均无影

响,见附表。此外,丹参对成骨细胞内碱性磷酸酶活性

的影响还存在时间依赖性,作用 96 h 后实验组碱性磷

酸酶活性比对照组高 200% ,见图 3。

附表　丹参对M C 3T3-E 1细胞D NA 合成的影响

预培养时间 (d)
　对照组　　　　　实验组　

x±s　　　　　x±s

2 　　357. 58±10. 98 　　345. 31±16. 833

4 233. 94±11. 13 221. 25± 9. 943

6 197. 70±12. 58 198. 42±10. 103

8 133. 93± 7. 27 129. 72± 9. 113

16 20. 20± 1. 39 21. 81± 1. 443

丹参浓度为 5. 0 m göm l(3 P > 0. 05)

图 1　不同浓度丹参对M C 3T 32E1细胞内碱性
磷酸酶活性的影响

丹参作用时间为 72 h (3 3 P < 0101)

图 3　不同作用时间下,丹参对M C 3T 32E1细胞内

碱性磷酸酶活性的影响

丹参浓度为 510 m göm l(3 3 P < 0101)

3　讨　　论

3. 1　关于M C 3T 32E1细胞株的生物学特性

该细胞株是 1981 年日本学者 Kadam a 等

由新生C57 BL ö6小鼠颅顶骨中分离培养所建

立的一株成骨细胞株 5 ,该细胞株具备体外培

养成骨细胞的各种生物学特性,包括碱性磷酸

酶活性、É型胶原合成和基质矿化等,是一株良

好的体外培养成骨细胞株 6～ 10。

3. 2　不同分化阶段细胞对丹参的反应

本研究结果表明,丹参明显增强分化晚期

成骨细胞内碱性磷酸酶活性,但对分化早期成

骨细胞内碱性磷酸酶活性则有明显抑制作用,

说明成骨细胞的不同分化阶段 对丹参存在不
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同反应。Ku rihara 等 11 报道, 1. 25 (OH ) 2D 3对

分化早期的M C 3T 32E1细胞内碱性磷酸酶活

性有增强作用,但对分化晚期的细胞内碱性磷

酸酶活性无影响。M ajeska 和Rodan 12 曾报道,

1. 25 (OH ) 2D 3 对体外培养成骨细胞内碱性磷

酸酶活性的影响依赖于细胞的分化阶段,对分

化早期细胞,可以增强细胞内碱性磷酸酶活性,

而对分化晚期细胞, 则降低碱性磷酸酶活性。

O zaw a 1 研究表明, 持续的压力具有抑制分化

早期成骨细胞内碱性磷酸酶活性的作用,但对

分化晚期成骨细胞内碱性磷酸酶活性无影响。

以上研究表明分化阶段不同的成骨细胞具有不

同的生物学特性。这可能是导致丹参对不同分

化阶段的M C 3T 32E1细胞产生相反作用的主

要原因,但仍需进一步研究证实。

3. 3　丹参对M C 3T 32E1细胞影响的机理

本研究结果表明,丹参对分化早期和晚期

的M C 3T 32E1 细胞的DNA 与蛋白质合成均

无影响,说明丹参增强碱性磷酸酶活性,不是通

过促进细胞增殖,而是通过增强细胞的功能,可

以预测丹参促进新骨生成的作用机理,可能是

增强了成骨细胞本身的功能与活性。研究表明,

前列腺素 (PGs) 13 ,甲状旁腺素 14 等增强成骨

细胞内碱性磷酸酶活性是通过细胞内环一磷酸

腺苷调节的,丹参如何增强成骨细胞内碱性磷

酸酶活性,还有待进一步研究。

3. 4　丹参生物效应的影响因素

浓度的影响:实验结果表明,丹参对体外培

养的M C 3T 32E1细胞内碱性磷酸酶活性的影

响与丹参浓度有密切关系, 015 m göm l浓度时,

已出现促进作用, 随浓度增加, 作用增强, 到

510 m göm l浓度时,作用最强,说明丹参的有效

浓度为 015～ 510 m göm l。

作用时间的影响: 丹参对M C 3T 32E1 细

胞的作用在加入 48 h 后才显示出来, 96 h 时达

到较高水平,这种时间依赖性可能与细胞代谢

过程有关。

4　参考文献

1 O zaw a H , Im am ura K, A be E, et al. Effect of con2

t inuously app lied comp ressive p ressure on mouse o s2

teob last2like cells (M C 3T 32E1 ) in vitro. J Cell

Physio, 1990; 142∶177

2 D ing Y, Chen H , Xu RS. Effects of Salvia M ilt io r2

rh iza Bunge (SM B ) on vascu larized reaction of peri2

odontium during o rthodontic too th movem ent. A b2

stracts of 52th A nnual M eeting of Japanese O r2

thodontic Sociaty. 1993∶109

3 L ow ry OH , Robert N R , W u M L , et al. T he quati2

tat ive h istochem istry of brain. Ê . Enzym e m easure2

m ent. J B io l Chem , 1954; 207∶19

4 B radfo rd MM. A rap id and sensit ive m ethod fo r the

quantitat ies of p ro tein u tilizing the p rincip le of p ro2

tein2dye binding. J A nal B iochem , 1976; 72∶248

5 Kodam a H , Am agai Y, Sudo H , et al. E stab lish2

m ent of a clonal o steogenic cell line from new bo rn

mouse calvaria. J O ral B io l, 1981; 23∶899

6 Suda H , Kodam a H , Yam agai Y, et al. In vitro dif2

feren tiat ion and calcification in a new clone o s2

teogenic cell line derived from new bo rn mouse cal2

varia. J Cell B io l, 1983; 96∶191

7 H ata R , Ho ri H , N agai Y, et al. Selective inh ib it ion

of type I co llagen synthesis in o steob lastic cells by

ep iderm al grow th facto r. Endocrino logy, 1984; 115

∶867

8 N akaton i Y, T suno iM , H akeda Y, et al. Effects of

paro thyro id ho rmone on cAM P p roduction and alka2

line pho sphatase activity in o steob lastic clone M C

3T 32E1 cells. J B iochem B iophy Res Comm un,

1984; 123∶894

9 M o ss DW. In p rincip les and p ractice of diagno stic

enzymo logy. In: W ilk inson JH ed. N ew Yo rk:

Yearbook M edical Publishers Inc, 399～ 422

10 Po sen S, Co rn ish C, Kleerekoper M. In m etab lic

bone disease (A vio li LV , Krane SM. eds ). N ew

Yo rk: A cdem ic P ress Inc, V o l. 1∶141～ 181

11 Kurihara N , Ish izuka S, Kiyok iM , et al. Effects of

1. 252D ihydroxyvitam in D 3 on o steoblastic M C 3T 32

E1 cells. Endocrino logy, 1986; 118 (3)∶940

12 M ajeska RJ , Rodan GA. T he effect of 1. 252(OH ) 2

D 3 on alkaline pho sphatase activity in o steob lastic

o steo sarcom a cells. J B io l Chem , 1982; 257∶3362

13 H akeda Y, H iram atsu M , Kurihara N , et al. Induc2

t ive effects of po staglandins on alkaline pho sphatase

in o steob lastic cell2clone M C 3T 32E1. J B iochem ,

1985; 97∶97

·601· 华西口腔医学杂志 1996年 5月第 14卷第 2期



14 N akatan i Y, T suno iM , H akeda Y, et al. Effects of

parathyro id ho rmone on cAM P p roduction and alka2

line pho sphatase activity in o steob lastic clone M C

　 　

　 3T 32E1 cells. B iochem B iophy Comm unication,

1984; 123 (3)∶894

(1995- 08- 15收稿)

Effects of Sa lv ia M ilt iorrh iza Bunge (SM B) on AL Pa se Activ ity

and D NA Syn thes is of O steobla st L ike Cells-M C3T3-E1
D ing Y in

D ep a rtm en t of O rthod on tics, F acu lty of D en tistry , the F ou rth M ilita ry M ed ica l U n iversity

S. Som a, T. T akanoyam am o to, S. M atsum o to, et a l

D ep a rtm en t of O rthod on tics, F acu lty of D en tistry , O saka U n iversity , J ap an

Abstract
T he au tho rs p reviously found that SM B cou ld increase the rate of remodel of periodon tium and accelerate the

o rthodon tic too th movem en t in rabb its. To understand the ro le of SM B on the m etabo lism of cells in remodeling of

peridon tium , au tho rs studied the effects of SM B on DNA syn thesis and alkaline pho sphatase (AL Pase) act ivity of

the cloned o steob last like cells2M C 3T 32E1. T he cells w ere cu ltu red in a2M EM w ith 0. 3% of fetal bovine serum

and treated w ith SM B at the concen trat ion of 0. 1 m göm l～ 10. 0 m göm l. T here w as no difference in DNA syn thesis

betw een the group s in differen t do sage of SM B and the group of con tro l. O n the o ther hand, SM B increased AL 2
Pase act ivity in a do se2dependen t fash ion in m ult ilayer stage of cells, and up to m ax im um at the level of 5. 0 m gö

m l, in w h ich concen trat ion AL Pase act ivity w as abou t 135% greater than that of con tro l. How ever, AL Pase act iv2
ity w as inh ib ited in mono layer stage of cells by the addit ion of SM B. T hese resu lts suggest that SM B has the st im 2
u lat ing effect on the pheno type of o steob last2like cells in vitro, and m ay p lay an impo rtan t ro le on accelerat ing the

remodel of bone in vivo as w ell.

Key words:　salvia m ilt io rrh iza bunge　　cell cu ltu re　　M C3T 3_ E1　　alkaline pho sphatase　　DNA

先天性上下牙槽粘连分离术一例报告

李翠平　刘志良　刘淑兰

　　患儿女性, 足月顺产, 24 h, 河北省曲阳县东河流

乡人。患儿出生后被发现上下牙槽粘连, 不能开口吮

乳,不能开口啼哭,于 1995年 10月 8日收入院。检查

未见其它先天性畸形,一般状况尚可。其母智力低下,

妊娠期间未用任何药物。父母非近亲婚配,家族中无同

病患者。

全身检查未见异常。口腔颌面外科检查见新生儿

貌,面部对称无畸形。口内上下牙槽粘连,有吸吮反射,

啼哭时不能开口。左侧磨牙区有 018 cm 水平裂隙,用

外科探针可经此裂隙探入口腔内,其余上下牙龈均粘

连,口腔粘膜色泽正常。

入院后立即在无麻醉下行上下牙槽分离术, 术中

仅见软组织粘连, 以钝性分离为主, 必要时轻度锐剥

离。分离顺利,无出血。患儿哭闹时开口度 115 cm ,观

察 24 h,牙龈无出血,能吮乳,出院。
(1995- 05- 24收稿)
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