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菟丝子含药血清对大鼠肢芽细胞、骨形成

蛋白２及Ⅱ型胶原表达的影响

刘星１，李啸红２，王燕１，邹聪聪２

（遵义医学院珠海校区 １．生物化学与细胞分子生物学教研室；２．人体解剖与组织胚胎学教研室，广东 珠海 ５１９０４１）

摘要：目的　探讨菟丝子含药血清对ＳＤ大鼠胚胎肢芽细胞增殖与分化、细胞中骨形成蛋白２（ＢＭＰ２）ｍＲＮＡ表
达、Ⅱ型胶原ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响。方法　采用中药血清药理学方法制备高、中、低剂量（４０、２０、１０ｇ／ｋｇ）菟
丝子含药血清和正常血清。取Ｅ１５后肢芽制成细胞悬液，接种到细胞培养板中，分别加入高、中、低剂量菟丝子含
药血清和正常血清，作为高、中、低剂量组和阴性对照组。体外培养７２ｈ，ＭＴＴ法检测肢芽细胞的增殖，阿利新蓝
染色检测肢芽细胞的分化，ＲＴＰＣＲ法检测肢芽细胞中ＢＭＰ２、Ⅱ型胶原ｍＲＮＡ的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测Ⅱ型
胶原蛋白的表达。结果　低、中剂量组细胞增殖较快，吸光度值高于阴性对照组（Ｐ＜０．０５）；中剂量组软骨细胞集
落数多于阴性对照组（Ｐ＜０．０５），高剂量组软骨细胞集落数低于阴性对照组（Ｐ＜０．０５）；低、中剂量组ＢＭＰ２ｍＲＮＡ
表达水平高于阴性对照组（Ｐ＜０．０５），高剂量组ＢＭＰ２ｍＲＮＡ低于阴性对照组（Ｐ＜０．０５）；各剂量组Ⅱ型胶原ｍＲＮＡ
和蛋白的表达水平均高于阴性对照组（Ｐ＜０．０５）。结论　不同剂量菟丝子含药血清均可促进肢芽细胞的增殖和Ⅱ型
胶原ｍＲＮＡ及蛋白的表达；高剂量菟丝子含药血清可下调ＢＭＰ２ｍＲＮＡ的表达水平，抑制肢芽细胞的分化。
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　　菟丝子是传统医学中常用的保胎、安胎良药，其
成分十分复杂，所含的黄酮类物质可表现出雌激素

样活性［１］。研究表明，某些植物中具有雌激素样作

用的黄酮类物质，如染料木黄酮、茴香精油等，具有

胚胎发育毒性［２３］。高剂量菟丝子含药血清对大鼠

胚胎肢芽的软骨发育有一定抑制作用［４］。

骨形态发生蛋白２（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ
２，ＢＭＰ２）是转化生长因子β超家族成员之一，可
在胚胎发育期间促使四肢的形成，主要参与软骨和

骨的发育，在促进骨形成和诱导成骨细胞分化中具

有重要作用［５］。Ⅱ型胶原是软骨细胞的特征性表
型，由软骨细胞分泌合成，主要分布在软骨组织中，

是软骨基质的主要成分，占细胞外基质干重的９０％
以上，它的出现和分布变化可真实反映软骨组织的

形成过程［６］。本研究通过对ＢＭＰ２ｍＲＮＡ、Ⅱ型胶
原ｍＲＮＡ和蛋白的表达进行检测，以探讨菟丝子含
药血清对肢芽细胞增殖与分化的影响机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠，雌鼠体质量
（２２０±２０）ｇ，雄鼠体质量（２４０±２０）ｇ，由广东省医
学实验动物中心提供。实验动物许可证号：ＳＣＸＫ
（粤）２００８０００２。动物饲料为 ＳＰＦ级鼠灭菌饲料，
购自广东省医学实验动物中心。

１．１．２　主要试剂与仪器　菟丝子购自安徽维涛中
药饮片科技有限公司（许可证编号：皖２０１００１４６；国
家ＧＭＰ证书编号：皖 Ｋ０２９５）；ＨａｍＦ１２培养基、
０．２５％胰酶、ＭＴＴ均购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；内参蛋
白（ＧＡＰＤＨ）多克隆抗体购自杭州贤至生物有限公
司；Ⅱ型胶原多克隆抗体购自武汉博士德生物工程
有限公司；逆转录酶 ＭＭＬＶ、ＤＮＡ酶购自宝生物
工程（大连）有限公司；Ｔｒｉｚｏｌ购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司；引物由上海生物工程有限公司合成。

冷冻离心机为德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ产品；酶标仪为
美国ＢｉｏＴＥＫ公司产品；ＰＣＲ仪、凝胶成像仪为美
国ＢｉｏＲａｄ公司产品；倒置显微镜为德国莱卡公司
产品；电泳槽和电泳仪购自北京六一仪器厂。

１．２　方法
１．２．１　菟丝子含药血清和肢芽细胞悬液的制备
１．２．１．１　菟丝子含药血清的制备　按照常规方

法［４］，将正常血清及高、中、低剂量（４０、２０、１０ｇ／ｋｇ）
菟丝子含药血清经０．２２μｍ滤膜过滤除菌，－２０℃
保存备用。

１．２．１．２　肢芽细胞悬液的制备　参照文献［７］，取
Ｅ１５后肢芽，ＤＨａｎｋｓ液清洗数遍后充分剪碎，
０．２５％胰酶 ３７℃水浴中消化 １０～１５ｍｉｎ，Ｈａｍｓ
Ｆ１２全培养基终止消化，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃
上清，加入培养液吹打混匀制成肢芽细胞悬液，２００
目细胞筛过滤，台盼蓝染色，计数细胞存活率在

９０％以上，调整细胞浓度至２×１０７个／ｍＬ备用。
１．２．２　肢芽细胞增殖与分化实验
１．２．２．１　肢芽细胞增殖实验　参照文献［８］，取肢
芽细胞悬液，按１０μＬ／孔加入到９６孔培养板，分别
加入高、中、低剂量菟丝子含药血清和正常血清，作

为高、中、低剂量组和阴性对照组，每组１０个复孔。
细胞贴壁后，按组分别加入０．２ｍＬ含有１０％含药
血清的ＨａｍｓＦ１２全培养基。继续培养７２ｈ，每孔
加入新鲜配制的ＭＴＴ液（５ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ，３７℃继
续孵育４ｈ。弃尽培养液，加入０．１５ｍＬＤＭＳＯ，振
摇１０～１５ｍｉｎ，待细胞中蓝紫色结晶充分溶解后，测
吸光度Ａ４９０值。
１．２．２．２　肢芽细胞分化实验（微团培养）　取肢芽
细胞悬液，按２０μＬ／孔加入到２４孔培养板。分组
同１．２．２．１，每组６个复孔。细胞贴壁后，按组分别
加入０．５ｍＬ含有１０％含药血清的 ＨａｍｓＦ１２全培
养基。继续培养７２ｈ，弃尽培养液，２．５％戊二醛固
定０．５ｈ，ＰＢＳ清洗，０．５％阿利新兰染液０．５ｍＬ染
色４ｈ。蒸馏水清洗后自然风干，计数每孔中软骨细
胞集落数。

１．２．３　ＲＴＰＣＲ法检测肢芽细胞中 ＢＭＰ２和Ⅱ型
胶原ｍＲＮＡ的表达　取肢芽细胞悬液，按０．５ｍＬ／
孔加入到６孔培养板，分组同１．２．２．１。ＣＯ２培养
箱中孵育１２ｈ后，弃培养液，每孔重新加入３ｍＬ含
有１０％含药血清的 ＨａｍｓＦ１２全培养基，继续培养
７２ｈ。每孔加入０．８ｍＬＴｒｉｚｏｌ裂解肢芽细胞，低温
下提取总ＲＮＡ，经浓度和纯度测定后，取 Ａ２６０／２８０值
为１．８～２．０的 ＲＮＡ样品，进行琼脂糖凝胶电泳。
取未降解的ＲＮＡ样品按逆转录试剂盒说明书进行
逆转录，获得ｃＤＮＡ。取适量 ｃＤＮＡ模板，按２０μＬ
反应体系加入引物、Ｔａｑ酶等进行 ＰＣＲ扩增。引物
序列见表 １。ＰＣＲ扩增条件：９４℃预变性 ４ｍｉｎ，
９４℃变性３０ｓ，５６℃退火３２ｓ，７２℃延伸４５ｓ，３２个
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循环，７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１．５％琼脂糖凝胶
电泳后于凝胶成像仪中成像并分析，以各组对应的

βａｃｔｉｎ电泳条带为标准条带，计算目的基因的相对
表达量。

表１　 ＲＴＰＣＲ引物序列
基因名称 上游引物（５’→３’） 下游引物（３’→５’） 产物长度（ｂｐ）
βａｃｔｉｎ ＡＧＣＣＡＴＧＴＡＣＧＴＡＧＣＡＧＣＣＡ ＣＴＣＴＣＡＧＣＴＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴ ２２８
ＢＭＰ２ ＴＧＧＡＡＧＴＧＧＣＣＣＡＴＴＴＡＧＡＧ ＴＧＡＣＧＣＴＴＴＴＣＴＣＧＴＴＴＧＴＧ ４３２
ＣｏｌｌａｇｅｎＩＩ ＧＧＣＴＣＣＣＡＧＡＡＣＡＴＣＡＣＣＴＡ ＣＴＴＧＣＣＣＣＡＣＴＴＡＣＣＡＧＴＧＴ ７９８

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法检测各组肢芽细胞中
ＢＭＰ２和Ⅱ型胶原蛋白的表达　细胞前期处理同
１．２．３，加入蛋白抽提试剂低温提取总蛋白，ＢＣＡ法
测定浓度后，加入 ５×ＳＤＳ上样缓冲液，混匀后
１００℃变性５ｍｉｎ。各样品按总蛋白含量５０μｇ上
样，１０％聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白。电泳结束
后，转移至ＰＶＤＦ膜上，用０．５％ＢＳＡ封闭液室温封
闭１ｈ，４℃孵育一抗过夜，ＴＢＳＴ清洗数遍后孵育
ＨＲＰ标记的二抗，室温摇床孵育２ｈ。ＴＢＳＴ清洗后
加入ＥＣＬ化学发光剂，入暗室曝光洗片。于凝胶成
像系统下成像并分析，得出 ＧＡＰＤＨ和目的蛋白条
带灰度值比。

１．３　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１３．０软件，数据以
珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　菟丝子含药血清对肢芽细胞增殖与分化的影
响　见表２。与阴性对照组相比，低、中剂量组 Ａ４９０
值较大，肢芽细胞增殖较快（Ｐ＜０．０５）。中剂量组
所形成的软骨细胞集落最多，高剂量组所形成的集

落数最少，与阴性对照组所形成的集落数相比，差异

有统计学意义（Ｐ均＜０．０５）。
表２　菟丝子含药血清对肢芽细胞增殖与分化的影响（珋ｘ±ｓ）
组别 Ａ４９０值　 集落数（个）

阴性对照组 ０．２１５±０．０３１ １７１．３３±２１．４２

高剂量组 ０．２２０±０．０３１ １３７．６７±１２．０４

中剂量组 ０．２４１±０．０２６ ２２７．１７±４１．３７

低剂量组 ０．２４２±０．０３１ １７６．８３±２１．９１
　　Ｐ＜０．０５ｖｓ阴性对照组。

２．２　菟丝子含药血清对肢芽细胞中 ＢＭＰ２ｍＲＮＡ
和蛋白表达的影响　见图１。低、中剂量组 ＢＭＰ２
ｍＲＮＡ的表达水平高于阴性对照组（Ｐ＜０．０５），而
高剂量组ＢＭＰ２ｍＲＮＡ的表达水平低于阴性对照
组（Ｐ＜０．０５）。由于 ＢＭＰ２蛋白分子量小，在肢芽
细胞中含量较低，经多次实验未能检测到蛋白表达

的清晰条带。

图１　菟丝子含药血清对ＢＭＰ２ｍＲＮＡ表达的影响
Ｐ＜０．０５ｖｓ阴性对照组。

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣｕｓｃｕｔａｃｈｉｎｅｎｓｉｓＬａｍｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍｏｎ
ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＭＰ２ｍＲＮＡ
Ｐ＜０．０５ｖｓｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

２．３　菟丝子含药血清对肢芽细胞中 ＩＩ型胶原
ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响　见图２。低剂量组 ＩＩ型
胶原 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平最高，中、高剂量组的
ＩＩ型胶原ｍＲＮＡ和蛋白表达水平较高，各组与阴性
对照组比较差异有统计学意义（Ｐ均＜０．０５）。

图２　菟丝子含药血清对ＩＩ型胶原ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响
Ｐ＜０．０５ｖｓ阴性对照组。

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣｕｓｃｕｔａｃｈｉｎｅｎｓｉｓＬａｍｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍｏｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＣｏｌｌａｇｅｎＩＩｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ
Ｐ＜０．０５ｖｓｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

３　讨　论

中药在临床上大多以复方的形式进行配药，其
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化学成分十分复杂，在体内的药理作用具有多靶点、

多层次的特点，同时干扰因素也较多。以含药血清代

替中药粗提物进行实验，不但可反映原药或代谢产物

的药理作用，还能反映药物通过诱导机体内源性成分

而产生其他活性成分的药理作用，更真实地模拟药物

与机体之间的相互作用［９］。本研究采用菟丝子含药

血清作为受试物加入到离体反应系统中，模拟体内

菟丝子及代谢产物等的活性成分与细胞之间相互作

用的微环境，从而客观反映菟丝子的药效。

菟丝子含药血清对骨髓间充质干细胞和成骨细

胞的增殖有一定促进作用，可明显上调骨髓间充质

干细胞中ＢＭＰ２ｍＲＮＡ的表达［１０１１］。本研究结果

发现，各剂量菟丝子含药血清均促进了肢芽细胞的

增殖，其中低、中剂量（分别相当于临床剂量的 ３３
倍和６６倍）菟丝子含药血清可明显诱导肢芽细胞
向软骨细胞分化，并上调 ＢＭＰ２ｍＲＮＡ的表达，说
明菟丝子含药血清可表现出雌激素样活性。高剂量

（相当于临床用药剂量１３３倍）却明显抑制肢芽细
胞向软骨细胞分化，ＢＭＰ２ｍＲＮＡ的表达水平明显
低于阴性对照组。这可能是导致前期实验结果中高

剂量组前肢芽的软骨面积小、发育分化差的原因，提

示高剂量菟丝子含药血清不但对肢芽整体的发育有

影响，还对肢芽细胞的分化有一定抑制作用，与

ＢＭＰ２ｍＲＮＡ的表达水平下调密切相关。由此可
知，高剂量菟丝子含药血清可表现出潜在的胚胎发

育毒性作用。

有文献报道，弱雌激素金雀异黄素能刺激胚胎

肢芽软骨细胞Ⅱ型胶原ｍＲＮＡ表达，并随着金雀异
黄素浓度的增加，软骨细胞胞浆Ⅱ型胶原ｍＲＮＡ表
达水平也随之提高［１２］。菟丝子含药血清具有雌激

素样活性，因此，各剂量组菟丝子含药血清均明显提

高了Ⅱ型胶原 ｍＲＮＡ和蛋白的表达水平。同时，
ＢＭＰ２可诱导软骨细胞分化，促使细胞外基质形
成，并促进软骨细胞分泌合成Ⅱ型胶原，可使体外培
养的软骨细胞长期维持其表型，使已丢失软骨表型

的反分化软骨细胞继续向软骨细胞表型方向分

化［１３］。由此可知，低和中剂量组细胞分化较好及细

胞中Ⅱ型胶原ｍＲＮＡ和蛋白表达的提高，与其促进
了ＢＭＰ２ｍＲＮＡ的表达密切相关。高剂量明显抑
制了ＢＭＰ２ｍＲＮＡ的表达，而Ⅱ型胶原 ｍＲＮＡ和
蛋白表达水平明显高于阴性对照组，这可能与其含

有的多糖成分较多有关［１４］。

综上所述，低、中剂量菟丝子含药血清对胚胎肢

芽细胞的增殖和分化具有一定的促进作用，与其能

明显提高 ＢＭＰ２ｍＲＮＡ、Ⅱ型胶原 ｍＲＮＡ和蛋白

表达水平密切相关。而高剂量菟丝子含药血清可通

过下调ＢＭＰ２ｍＲＮＡ的表达水平来抑制肢芽细胞
向软骨细胞方向分化，存在潜在的胚胎发育毒性。

因此，在临床用药时应严格控制菟丝子含药血清剂

量，以保证孕妇合理安全用药。
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