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淫羊藿苷和仙茅苷协 同抑制破骨细胞的形成 、分化和骨吸收功能

郭 元晖 、 薛黎 明 、 聂 燕 、 汪 滢 ，
赵 路

，
秦路平 ，

张 巧艳 俞 媛 第二军 医 大学 药 学院 ， 上 海

福建中 医 药大学 药学 院 福建 福州

摘要 目 的 研 究淫羊 奮苷 和 仙 茅 苷 配伍 抑 制 破 骨细 胞形 成 、 分 化 和 骨 吸 收 的 相 互 作 用 关 系 方 法 用

和地塞 米松
；
或人 巨噬细 胞集落 刺激 因子 （ 和 核 因 子 受体 活 化因 子配体 （ 诱导 骨髓单核

细胞使 其分化 为破骨细胞抗酒石 酸 酸性磷 酸酶 （ 染色进行 阳性破骨细胞鉴定 ； 磷酸苯二钠 法测 定 抗酒 石酸酸性磷酸酶

活性
；
将破骨细胞和 骨片共 同培 养 ， 以计算机图 像分析测定骨 吸收 陷 窝 的 面积

；
以 和 罗 丹 明 鬼 笔环肽 染 色 ， 激

光共聚焦显微镜观察破骨细胞肌动 蛋 白环 （ 的 形 态 ；用 分析细胞骨架 相关蛋 白 的 表达 。 结 果 淫羊

藿苷和 仙 茅苷在 浓 度 下可协同 抑 制破骨细胞 的 形 成 、降低抗酒 石酸酸性磷酸酶的 活性 ，减少破骨细胞在 骨片 上

形 成的骨吸收陷 窝面积 ， 抑制 破骨细 胞骨架 环 的 构建 及 其调控 因 子 和 灶性 黏 附激酶 （

的表达 ， 结论 淫 羊 藿 苷 和仙 茅苷协同 抑 制 破骨细胞性的 骨吸 收 ， 为药对淫 羊藿仙茅 的配伍提供 了实验依据 。

关键 词 淫羊藿苷 ；仙 茅 苷
；
破骨细胞

；
细胞骨架

；
协同 作用
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前言

骨质疏松症是老年人以 及绝经后妇女 的常见病 。

中 医理论认为
“

肾主骨
，
肾虚 则骨萎

”

，
骨质疏松的发

生主要 由 肾虚所致 。 淫羊 藿仙 茅是 中 医 临床常 用

基金项 目 国家 然 科学基金 项 丨 丨 （ ； 第 二军医大 学大

学 生创新 基金 项 目 （

作者简介 郭 元晖 （
， 男 本 科在读

作者简介 俞 媛

的温补肾阳 的药对 。 淫羊藿为 小檗科 多年 生草本

植物淫 羊奮 及 同 属 多

种植物的干燥地上部分 ，具有温肾壮阳 ，
强筋骨 ，祛风

湿的功效 。 仙茅为石蒜科多年生草 本植物仙 茅

的干燥根莲
，具有补肾助 阳 ，

益精血 ， 强筋骨和行血消肿 的作用 。 淫羊藿和仙茅配

伍 ， 相须为用 ， 相得益彰 ，补肾壮 阳 ， 强筋健骨 ，祛风除

湿功力增强 。 在临 床上 ，
该药对常 用 于肾 阳 亏 虚 、命

门 火衰之 阳痿 、不孕 ， 绝经前 后诸症 （ 如 更 年 期综合

症 、骨质疏松症等 ）
及 肾 阳虚之风寒痹痛等方面 。 防
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治骨质疏松的 中 药复方 ， 如二仙汤 、
黄芪 三仙 汤等都

含有药对淫羊藿仙茅 。 淫羊藿苷为淫羊藿的主要活

性成分 能特异性地提高下丘脑促肾上腺皮质激素释

放激素的表达 发挥下丘脑作为调控 中 心调节神经 内

分泌免疫网络功能的作用 ， 能增加 骨形成 ， 抑制骨吸

收 ，减少骨质的丢失
⑴

。 仙茅苷为仙茅的主要 活性成

分 ，能够增加成骨细胞的增殖 和碱性磷酸酶活性 ，降

低破骨细胞的形成分化 、
抗酒石酸酸性磷酸酶的活性

和骨吸收作用
⑷

。 本课题 以 由骨髓单核细胞诱导 的

破骨细胞为模型 通过观察淫 羊藿苷 、 仙茅苷及其组

合物对破骨细胞形成 、
分化 、细胞骨架构建和相关蛋

白表达的影响
，
探讨二者协同抑制破骨细胞骨吸收和

细胞骨架构建的作用及机制 为药对淫羊藿和 仙茅配

伍防治骨质疏松症和 中 医
“

补 肾健骨
”

理论提供了实

验依据 。

材料和仪器

实 验 药 物与 试 剂 胰蛋 白 酶 、 型胶原酶 、特

级胎牛血清 、 培养基均 为美 国 公司 产

品
； ， 、地塞米松 、 萘酚

磷酸钠 、六偶氮副 品红 、 、罗 丹明 鬼 笔

环肽均购 自 美 国 公司
；

和 购 自

美国 公 司
；

、 甲 苯胺

蓝为 生工生物工程 （ 上海 ） 有 限公司产 品 ； 对 硝基苯

酚磷酸二钠 、
对硝基苯酚 、

乙二醇单 甲醚
、
酒石酸钾

钠等均 为国 产分析纯试剂 。 和 抗

体购于 公 司 （ 美 国 ） 。 淫羊 藿苷 （

和仙茅苷 （ 购 自 中 国 药品生

物制 品鉴定所 。

仪 器 双人单面净化工作 台 （ ， 苏

州净化有 限公司
；

恒温培 养箱 （ ，
日

本 生 物 医 学 电 器 公 司
；
倒 置 相 差 显 微 镜

日 本 公 司 ；
％ 孔 培 养板 ， 美 国

公司 。

动 物 新生 的 大鼠 ， 由第二军医大

学实验动物 中心 提供 。

方法

破骨细 胞的 培养及鉴定 与成骨细胞共培养

诱导骨髓细胞分化为 破骨细胞 ： 参照 刘 祖德等 的方

法
，
分离培养新生 大 鼠颅盖骨成骨 细胞 。 选取

的新生 大 鼠 ， 脱颈椎处死
，

的乙 醇浸

泡 在无 菌条 件 下分离 胫 骨 ， 用 含

、 地塞 米 松

及 胎牛 血清的 培 养基冲洗 骨髓腔
，
将

骨髓 内 的 细胞 冲 出
， 用 缓 冲液洗细胞 次 ， 即

得新鲜 的骨髓细胞
』

。 将新 生大 鼠颅盖骨成骨细

胞和骨髓细胞共 同悬 浮 于 含 的
，

、 。 地塞米松和 胎

牛血清的 培养基 中 ， 使成骨细胞 的浓度 为

细 胞 骨髓单核 细胞 的 浓度 为 细

胞 将细胞悬液接种于预先放置灭菌的玻片或骨

片 的 孔培养板 中 ， 每孔 于

培养箱 中培养 ， 每 换液
一次 ， 后 ， 破骨细胞分

化成熟 。

和 诱导骨髓细胞分化为破骨细

胞 ： 取新鲜骨髓细胞 ，
用 含 和 胎

牛血清的 培养基悬浮 、培养 ， 后 收

集未贴壁细胞 ， 用 含 的 的培养基进

行培养 ， 后 换 含 和

的 培养基培养 骨髓单核细胞分

化为成熟破骨细胞 。 以抗酒石酸酸性磷酸酶染色和

骨吸收 陷窝形成对破骨细胞进行鉴定 。

玻 片 与 骨 片 的 制 备和 处理 将 盖玻片 用玻璃

刀分切成 大小 ， 浸 酸过夜 ， 自 来 水

冲洗 次
，
蒸馏水洗 遍

，
烤箱烘干 高压消毒灭菌

后备用 。 用锯齿切 片 机将 象牙骨切 成 厚 的

骨片
，
再修剪成 大小 ， 浸泡于

乙醇 中 保存 。 临用前 ， 超声处理 蒸馏水

清洗 次
，置于 乙醇浸泡 ， 无菌条件下晾

干
，
用前放于 孔板 中 紫外线照射消毒 。

破骨细胞 染 色 将成骨细胞和 骨 髓细

胞悬液接种于放有盖玻 片 的 孔培养板上培养

进行 染色 。 方法如下 ： 将 孔板 内 细胞用

戊二醛 固定 蒸馏水漂洗 次后

放人 染色液 （ 醋酸缓 冲液 与

六偶 氮副品 红溶液 混合 ，
调 值为 再加

萘 酚 磷酸盐 ， 加 人酒 石 酸 钾钠

， 过滤备用 ） ， 孵育 蒸馏水冲洗 次
，

经 乙醇梯度脱 水
，

二 甲 苯透化
，
甘 油 明 胶封片

，
光学

显微镜下观察 。

成 熟 的破 骨细 胞计 数 将成骨细胞 和 新鲜 收

集的骨髓细胞共 同悬 浮 于 含 的 ，

、 地 塞米松和 胎

牛血清的 培养 基 中 ，使成骨细胞的浓度为

细胞 骨髓单核细胞 为 细 胞 接

种 于放有无菌玻 片 的 孔板 内
，
每孔

， 于

培养箱 中培养 后 ，换加药物 ： 阴 性

对照组加不 含药物 的破骨细 胞诱导培养基
，
其余各

组分别 加入终浓度 为 的 含药培养基

淫羊藿苷 ， 仙 茅 苷 乙 ， 淫羊藿苷 仙 茅苷 ） ，
每

换液一次 。 培养 后光镜下 观察 ， 并 以 细 胞核
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，

图 淫羊藿 苷 、 仙 茅苷及其组 合物对破 骨细胞形成

的影 响 （
《 与 对 照 相 比较 （

淫 羊 藿 苷和 仙 茅苷协 同 抑 制 破骨 细 胞抗 酒 石

酸 酸 性 磷 酸 酶 的 活 性 抗 酒 石 酸 酸 性 磷 酸 酶

是破骨 细胞 的标 志酶 ， 其 活性 强 弱 反 映 了

破骨细胞 的 骨吸 收能力 。 如 图 所示
，

“

淫羊藿苷 、仙 茅 苷及其组 合物 处理 成熟破骨细 胞

，其抗酒石 酸酸性磷酸酶 （ 的活 性分别 降

低为 对照 的 和 ，
淫羊藿苷 和

仙茅苷 的相 互作用指数 值 为 ， 表 明 二者可协

同抑 制破骨细胞抗酒石 酸酸性磷酸酶 的 活性

图 淫 羊藿苷 、仙 茅 苷 及其 组合 物 对破骨 细胞分化

的 影 响 （ 与对 照 相 比较 （

丨

，

的药物各设 个 复孔 。 采 用单 因 素 方差 分 析 ， 组 间

差异采 用 法 进行 比较 ， 检验 水 准

根据金氏 公式评估 淫羊 藿苷 和 仙 茅苷 间 的 相 互 作

用
，
按照

、
，计算 值 值

在 时
，表示两药 间为 相互

■

办同 作用

结果

淫 羊 藿 苷 和仙 茅苷协 同 抑制 破骨 细胞 的 形 成

破骨细 胞 的 数 目 和活性 与 其骨 吸 收作 用 直接相

关 。 正常破骨细胞形态均
一

， 为 大而 圆 的多 核细胞 ，

胞浆 中 有 大小不 等 的 空泡 ， 细胞分布 均 勻 、致 密 ， 轮

廓清晰 。 经淫羊藿苷 、仙茅苷处理后 ， 破骨细胞的数

目 减 少 ， 细胞液泡 、核等结 构不太清晰 淫羊藿苷和

仙 茅苷共同 处理后 ，细胞 数 目 显 著减少 ，
形 态皱缩

，

大小不
一

，
无破骨 细胞的 形态特 征 。 阳 性破骨细胞

计数结果表 明 ， 淫羊藿苷 、 仙 茅苷及

其组合物处理 后 ， 破骨细胞的 数 目 分别是对照

的 、 和 ，
二者 的 相 互作 用 指数

值为
，
表 明 二者可协 同抑 制 破 骨细胞 的 形成 。

结果 见图

、

作 为 破骨细胞标志 ， 对 成熟的 多 核破骨细胞进

行计数 。

破 骨 细 胞抗 酒 石 酸 酸性磷酸 酶 （ 的 活

性测 定 将成骨细胞和新鲜收集 的骨髓细胞共同悬

浮于含 的

地 塞米 松和 胎牛血 清的 培养基

中
， 使成骨细胞 的浓度 为 细胞 骨髓单核

细胞为 细胞 接种 于 孔板 内 ， 每孔

… ， 于 培养箱 中培养 后换新鲜

的破骨 细 胞诱导培养基 ， 以后每 换液一次 ， 培养

后破骨细胞分化成熟 ， 换 加药物 ：
阴性 对照组加

不 含药物的 破骨细胞诱 导培养基 ， 其余 各组 分 别加

人终浓 度 为
‘’

的含药 培养基 （ 淫羊藿

苷 ， 仙茅苷 ，淫羊藿苷 仙 茅苷 ） ， 培养 后 测 定

的 活 性
，
以 对 硝 基 苯 酚 溶 液 作 标 准 曲 线 ，

活性用 每孔的破骨细 胞生成的对 硝基苯 酚 的

数表示

骨吸收 陷 窝 染 色 将 成骨细 胞和新鲜 收 集 的

骨髓细 胞共 同 悬 浮 于含 丨 的

地 塞 米 松 和 胎 牛

血清的 培养基 中 ， 使成骨细胞的 浓度 为

细胞 骨髓单核细胞 为 细 胞 接种

于放有 无 菌骨 片 的 孔 板 内 ， 每孔 … 于

： 培养箱 中培养 ， 后 换加药物 ： 阴性

对照组加 不 含药物 的 破骨细胞诱导 培养基 ，
其余各

组分别加 人终浓度 为 的 含药培 养基

淫羊藿苷 ，仙 茅苷 乙 ， 淫羊 藿苷 仙茅苷 ） ， 每

换液一次 。 培养 后对骨 片 的 骨吸收 陷 窝进行

甲苯胺蓝染色 ： 弃上 清 ， 清洗 遍 ， 用 戊

二醛 固定 氢 氧化氨 中 超 声清洗

次
，
系列 酒精脱水 ， 自 然 晾 干 ， 甲 苯胺蓝

染 液室温染 色 ， 蒸馏 水清洗 后 ， 中性 树胶封

片 ，
光镜 倍下 观察 ， 同时采集骨片的 骨吸收 陷窝

图 像 。 计算机图 像处理 系统测定每个骨 片上 个

随机视野 内 骨吸收陷 窝 的面积

肌动 蛋 白 环 （ 染 色 及 细 胞 骨 架 相

关 蛋 白 表达 的 分析 和 诱导 骨髓单

核细胞 ， 后分 化 为 成熟破骨 细胞 。 分 别 加 人终

浓 度为
—

的 含药培养基 （淫羊帮苷 ， 仙

茅苷 乙
，
淫 羊藿苷 仙 茅苷 ） 处理破骨细胞 以

罗丹明 鬼笔环肽和 对 环 和细

胞核进行染 色 ， 激 光共聚 焦显 微镜进 行观察 用

的淫羊 藿苷 、仙 茅 苷及 其组合物 处理

破骨细 胞 以 分析破骨细胞骨架构

建相关蛋 白 和 的表达 。

统计 学 分析 所有实验均重复 次
，
每种 浓 度

藉

皿

靈

藝



对照 ；

图 淫 羊藿苷 、仙 茅 苷及 其组合 物 对 破骨细胞 骨 吸 收 陷 窝

形成 的 影响
（

与 对照 相 比较 （

淫羊 藿 苷和 仙 茅 苷协 同 抑 制 破骨 细 胞 骨 架

环 的 形成 如 图 所示 ， 和 诱 导

骨髓单核细胞 形 成 的破骨细胞具有破骨细胞 的 典 咽

特征 ，呈 圆形或类圆 形 ，具有 多个细胞核 、 足 体 和

环 。 淫羊藿苷和仙茅苷单 独 处理 后 ， 破骨

细胞伪足 消失 ， 环 变细
；
二 者共 同 作 用 后 ， 破

骨细胞核皱缩 ， 足体 消失 ’ 环 变细 或 不 明 显

显示 出 明 显的 凋 亡特 征

对照 淫羊 苷

仙茅苷 淫羊 苷 仙茅苷

图 淫羊 藿苷 、 仙 茅苷及其组 合 物 对破骨

细 胞 环 形成 的 影 响

淫羊 藿 并和 仙 茅 苷协 同 抑制 破骨 细胞 骨 架 相

关 蛋 白 的 表达 破骨 细胞足 体 和 环 的形 成

淫羊 藿 苷和 仙 茅 苷协 同 抑 制 破 骨 细 胞 的 骨 吸

收 作 用 如图 所示 ，将破骨细胞 和骨 片 共同 培养

破 骨细 胞通过骨吸收作用 ， 在骨 片 上 形成吸收陷 窝

用 淫羊藿 苷 、 仙 茅 苷 及其组 合物处

理破骨细胞 】
，
破骨细胞在骨片 形 成的 吸收陷

窝面 积 显 著 减 少
，
分 别 降 低 为 对 照 的 、

和 ，
淫羊藿 苷 和仙茅苷 的 相 作 用指

数为 。 表明 淫羊藿 苷 和 仙茅 昔 可协 同 抑 制 破

骨细胞 的骨吸收作用

受 和 蛋 白 的调控 如 图 所不
，

淫 羊藿苷 和 仙茅苷单 独作用可在
一定 程度上降低破

骨细 胞 的 表达 ， 但不影响 的表达

淫 羊藿苷 和 仙 茅苷共 同 作 用后 ， 和

的 表达 均显 著降 低 ，表 明淫羊藿 苷 和 仙 茅苷通过

调控 和 的 表达 ， 协同 抑 制 破骨细

胞骨架
‘ 环的形 成

对照 淫羊霣苷 仙茅苷 淫羊 苷 仙茅苷

■ ■ 淫 節 ■ 山糾
：歸 丨

图 淫羊 藿苷 、仙 茅 式及其组 合 物 对破骨

细 胞骨 架 形成相 关 蛋 白 表 达的 影响

讨论

本研究结 果 显示淫羊藿 苷 和仙茅苷可协同 减少

破骨细胞 的 数 目 、降低杭酒石 酸酸性磷酸酶的 活性 ，

减少破骨细胞在骨片 上形 成 的骨吸收 陷 窝的数 目 和

面积 抑 制破骨细胞 环 的构 建及 其调控蛋 白

和 的 表达 ， 这些 为 药对淫羊藿仙

茅防治骨质疏松症的作 用 提供 了 科学依据

破骨细 胞 （ ， 是 负 责骨 吸 收 的
一

种 特殊类 型 的 多 核 巨 细 胞 ， 来 源 于骨髓 造 血 系 统

中的 单核 巨 噬细胞 系 在 骨髓 微 环境 内 ， 单 核的

破骨细胞 前体 细胞 融 合 成 多 核 细 胞 ，
分化 成 有 骨

吸收功能的 破骨细 胞
“

破骨细胞通 过足 体 和 细

胞骨架 环附 着 在骨的 表 面 ， 细 胞膜褶 皱 化 ，

分泌酸性 物 质 ， 为 各 种 酶 类降 解骨 基质 提供 酸 性

环境 破骨细胞具有极性 ， 可 移 行 ， 在与 骨 片 共同

培养 时 ， 在其 表 面 形 成 大 小 不 等 、形状 各 异 的 吸收

陷 窝 吸收 陷 窝的 数 目 和 面积直 接 反 映破骨 细 胞

骨吸收的 能 力 。 观察吸 收 陷 窝 的 形态 、 大小 、 数 冃

和 面积 可 以 反 映药 物 对 破骨 细 胞 的 作 用 程度
“

本研究表 明 在
‘ ’

的 浓 度 的淫 羊奮苷

和 仙茅 沣共 同 作 用 下破骨 细胞 在骨 片 ： 形 成 的 吸

药学实践彔志 年 月 日 第 卷第 明
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收陷 窝 的 面积减少 为对照 的
，
显 示 出 显著

的协 同抑 制骨吸 收作用 。

破骨细胞有 丰 富 的胞浆 内 酶系统 ，
在前体 细胞

向 成熟破骨细胞分 化 的过程 中 ， 产生一 系列 的 标志

性蛋 白 酶参与 骨骼 的 吸收 。 抗酒石酸酸性磷酸酶

是酸性磷

酸酶的同工酶 ，
为破骨细胞所特有 ， 位于微粒体 中 ，

被认 为是破骨细胞 的标志酶 ， 参 与 骨基质 中磷灰石

底 物的降解 ，其活性直接反 映破骨细胞 的骨吸 收能

力 。 本实验利用成骨细胞和 新生 的大 鼠

长骨骨髓细胞培养诱 导破骨 细 胞 ， 采用 染 色

和活性测 定观察药物对破骨细 胞形 成和 分化 的 影

响
， 结果表明淫羊藿苷 和 仙茅苷协同抑 制 破骨细胞

的形成和分化 。

破骨细 胞通过形成足体进行粘附 、迁移及骨 质

吸收 。 足 体 由 聚合肌动蛋 白 （ 致密 区和 肌动

蛋 白 云组成 。 破骨细胞进行骨吸收 时 ， 形成一个 富

含 的缝 合 区锚定 在骨上 ， 分泌质子和 蛋 白

酶 ， 溶解和 降解骨基质 。 因此 ， 抑 制 聚 合肌动蛋

白 的构建 ，
可 以减弱破骨细胞与骨组织的锚

定 和在骨组织表而 的附着 ， 减少骨吸收 。 本研究发

现淫羊藿苷或仙茅苷单独作用破骨 细 胞后 ，
破骨细

胞 的 环萎缩 ，
伪足 变 细或者消 失 ；

二者联合

作用 时 ，
破骨 细胞 环和足体消 失 ，

显示 出 协

同抑制 破骨 细胞骨架聚 合肌动 蛋 白环 （ 环 ）

构建的作用 。

破骨细胞 环 和 足体 的形成受

和 蛋 白 的调控 。 通过

调控 肌动 肌球蛋 白 细胞骨架影 响细胞移 动 、细胞基

质黏附 、基 质重 塑 和 细胞 迁 移
…

。 灶性 黏附激酶

家族是破骨细胞中高度表达的
一类 蛋 白

，
在破

骨细胞 的黏附 和运动能力 的调控中扮演着重要 的角

色 。 当 的磷酸化受抑制 时 ， 肌动 蛋 白 环

的形成受 到抑制 ，
影响破骨细胞在骨基质表

面 的附着 和破骨细胞 的骨吸收作用 。 本研究结果显

示淫羊藿苷 或仙 茅苷 单独作 用 时 ， 破 骨 细 胞

的 表 达没有 显著 的 变化 ， 的表达 有 所

下降
；

二者 联合作 用 时 ， 破 骨 细 胞 和

的表达显 著下 降 ，
显示 出 淫羊藿苷和 仙 茅苷协

同抑 制破骨细 胞 和 的 表达 ， 从 而

抑 制骨吸收的作用特点 。

在 中 医药 临 床 实 践 中 ， 淫 羊 藿 和 仙 茅 常 相 须

配伍治疗 肾 阳 虚 及其引 起 的骨质疏松症 。 除 了 淫

羊藿仙茅 的 主 要 成分 淫 羊 藿苷 和 仙 茅苷 外 ， 淫 羊

藿 中 尚 含有 淫 羊藿次苷 、 宝藿苷和 朝藿定等 多 种

黄酮类成分 ， 仙 茅 中 也含有 苔黑 酚苷类 、皂苷类 和

木脂素类成 分 ， 这些 成分有 的 对骨 代谢有
一定 的

调 节作用 。 本课题 观察 了 淫羊藿苷和仙茅苷在抑

制 骨吸收 中 的 相 互作用 ， 虽 然对 解 释药对 淫 羊藿

仙茅配伍 的 机制 有一定 的 局 限 性 ，但 在
一定 程度

上也说 明 了 药对 淫 羊藿仙茅配伍 的合理性 。 有 关

药对淫羊藿仙 茅配 伍机制 的 全 面 、深 人阐 释 则 有

待于进一步 的研究 。
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