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发现SQDS是P13一K的抑制剂。这和其他证据[6~8]

均表明，SQDS具有生物学活性。SQDS抑制P13一K

的活性，因此抑制了P13一K介导的信号转导通路而

发挥作用。SQDS既具有槲皮素的作用，又增加其水

溶性，达到结构改造的目的。

本实验进一步阐明了SQDS的作用机制，这为

今后将SQDS应用于临床提供了一定的实验依据。

本实验结果还提示重组人P13一K pllO口催化亚基可

作为一种较为简便地筛选和开发有效的P13一K抑

制剂的分子靶点。
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塞隆骨提取物对体外大鼠成骨样细胞ROSl7／2．8的影响
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摘 要：目的 研究塞隆骨提取物对体外培养大鼠成骨样细胞ROSl7／2．8代谢功能的调节作用，从而在细胞水平

上阐述塞隆骨防治骨质疏松的作用机制及药效成分的筛选。方法 采用超临界萃取法制备塞隆骨的脂、醇、水提液

及水煎提取液，用MTT法测定塞隆骨脂、醇、水提液及水煎液对成骨样细胞的增殖作用；测定碱性磷酸酶(ALP)

活性，观察上述提取液对细胞分化的影响。结果 10 mg／mL塞隆骨脂提液和水提液对大鼠成骨样细胞ROSl7／

2．8有显著的增殖作用(P<o．01)；ALP检测结果显示，10 mg／mL脂提液能极显著增强成骨样细胞内ALP活性

(P<o．01)，1．0、0．1 mg／mL能提高ALP活性(P<0．05)；10 mg／mL水提液能使ALP活性升高(P<0．05)。结

论塞隆骨脂和水提取液中分别存在有较高活性的促成骨样细胞增殖、分化的物质，可作为虎骨的替代中药。
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Effect of Sailong bone extracts on rat osteoblastoid cells ROS1 7／2．8 in vitro
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Abstract：Objective To investigate the modulation of Sailong bone extracts on rat osteoblastoid cells

ROSl7／2．8 in vitro so as to clarify the mechanism of osteoporosis prevention and active component screen—

ing of Salong bone．Methods Sailong bone fat～soluble extract，Sailong bone ethanol extract and Sailong
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bone aqueous extract were extracted with super critical fluid extraction(SCFE)，and Sailong bone boiling—

water component was extracted with distilled water directly．MTT assay was applied tO determine the pro一

1iferation of the cell promoted by four Sailong bone extracts at different doses．Differentiating effects of the

extracts with different concentrations on the cell were evaluated by the examinations of alkali phosphate

(ALP)activity．Results Sailong bone fat—soluble and aqueous extract(each 1 0 mg／mL)could significant一

1Y improve the proliferation of rat osteoblastoid cells ROSl7／2．8(P<0．01)．Sailong bone fat—soluble ex

tract(10 mg／mL)significantly enhanced ALP activity(P<0．01)．Fat—soluble extract(1．0，0．1 mg／mL)
could improve the ALP activitiy(P<O．05)．Aqueous extract(10 mg／mL)could improve the ALP activity

(P<0．05)．Conclusion In the Sailong bone fat—soluble extract and Sailong bone aqueous extract，there

are some components promoting the proliferation and differentiation of osteoblast，and Sailong bone can be

the substitute of the bone of tiger as a C：hinese materia medica．

Key words：Sailong bone；osteoblastoid cells；proliferation；differentiation

高原鼢鼠，藏名塞隆，是青藏高原特有动物，其

风干全骨——塞隆骨是国家一类动物新药材。塞隆

骨性微温、味辛成，入肝肾经，主要功能为祛风除湿

散寒、舒筋活络、强筋健骨及增强机体抵抗力，有机

化学、无机元素和药理学作用与传统名贵中药材虎

骨(已禁用)类似[1矗]。虎骨入药已有上千年历史，在

治疗骨代谢疾病中应用相当广泛，因此对塞隆骨进

行骨代谢疾病的药理作用的探讨及有效成分的筛

选，以塞隆骨代替虎骨入药，使因禁止使用虎骨而停

止的传统中成药生产得以恢复，挽回国家经济损失

是很有价值和意义的。

骨质疏松症是以骨量减少、骨的微观结构退化

为特征的，致使骨的脆性增加以及易于发生骨折的

一种全身性骨骼疾病[3]。随着人口日趋老龄化，骨质

疏松已列为三大老年人疾病之一，严重威胁我国老

年人健康。研究报道塞隆骨对骨质疏松大鼠的骨密

度、骨灰分、骨钙水平以及骨组织形态学均有明显的

改善作用[4]，但其作用机制尚不明了。成骨细胞是骨

组织中的重要细胞，其增殖与分化是骨形成、发育、

修复的关键[5]。本实验以大鼠成骨样细胞RoSl7／

2．8为细胞膜型，通过MTT法和碱性磷酸酶

(ALP)活性检测分析塞隆骨不同的提取组分对大

鼠成骨细胞代谢功能的影响，为研究塞隆骨能否取

代虎骨防治骨质疏松提供实验依据。

1材料

1．1药材制备：供本试验用的高原鼢鼠，于2003年

5～6月采自四川省阿坝洲若尔盖县。样本为成鼠，

随机取样。将选择的样鼠剥皮剔肉，取其骨骼，风干。

用去离子水冲洗干净，在60℃恒温箱中烘干，经粉

碎过30～60目筛制成骨粉，备用。

1．2细胞：大鼠成骨样细胞ROSl7／2．8，由四川I大

学医学院病原生物学教研室提供。

1．3 主要试剂：DMEM培养基、胎牛血清(FBS)、

胰蛋白酶(Gibco)，5 mg／mL MTT液(Sigma)，

ALP试剂盒(Roche，美国)。

2 方法

2．1塞隆骨各提取物的制备

2．1．1 脂溶物提取：用MF一37K一380型超临界

萃取仪(德阳二重四创科技有限公司)分2次提取，

每次装200 g粉碎骨粉于提取桶中，在压力35～40

MPa、温度40。C、CO。流量20 L／h条件下连续提取

4 h，得率2．5％，获骨粉脂溶部分。

2．1．2醇溶物提取：超临界萃取后的残渣用75％

乙醇在沸水浴上回流提取，每次回流2 h，待提取液

冷却后抽滤，分离清液，重复3次；合并提取液，减压

蒸馏回收乙醇，浓缩至含生药1 g／mL，得率

1．64％，获骨粉醇溶液。

2．t．3 水溶物提取：75％乙醇提取残渣用蒸馏水

在沸水浴上回流提取，每次2 h，待提取液冷却后用

纱布滤过其渣质，重复3次，合并3次的提取液，减

压蒸去水分，浓缩至含生药1 g／mL，得率为

1．42％，获骨粉水溶性成分。

2．1．4水煎液提取：塞隆骨制备好的骨粉直接用蒸

馏水提取，每次2 h，重复3次，合并3次的提取液，

减压浓缩至含生药1 g／mL，得率为2．75％，获骨粉

水煎部分。

2，2大鼠成骨样细胞ROSl7／2．8的培养：大鼠成

骨样细胞ROSl7／2．8于含10％FBS的DMEM培

养基中，37 cC、5％CO。恒温培养箱内培养。在培养

瓶中长满至单层后，用0．1％EDTA、0．25％oo胰酶

消化传代。传代培养的细胞在实验前一天换液，实验

时用0．1％EDTA、0．25％胰酶消化1～2 min，加

10％FBS的DMEM细胞培养液将细胞浓度调为

1．0×104／mL，以每孔200肚L加入96孔细胞培养
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板中。培养24 h后，弃去原培养液，换成无血清

DMEM培养液，培养24 h。

2．3实验分组：脂提液试验组；醇提液试验组；水提

液试验组；水煎液试验组；正常对照组。

2．4细胞增殖测定：用MTT法[61检测成骨样细胞

增殖情况，确定所需药物作用于成骨样细胞的适合

浓度。弃掉96孔板中的培养液，加入180弘L培养

基和20 pL各组药物，每个浓度组复孑L为6个。培

养24、72 h后，弃掉孔内液体，各孑L细胞用0．01

mol／L pH7．4的PBS洗涤2次，加入200弘L无血

清DMEM培养液和20 pL MTT液，37℃孵育4

h；移去MTT溶液，每孔加入200 pL二甲基亚砜

(DMSO)，微量振荡仪振荡3 min，待沉淀完全溶解

后，用酶联免疫检测仪(Bio—Rad，美国)测A。。。值。

弃掉96孔板中的培养液，每TLJJH入培养基180

弘L及不同质量浓度的提取液(用DMEM稀释)20

肛L，使最终每孑L水煎液的质量浓度为10、5．0、2．5、

1．2、0．6、0．3 mg／mL。每个药物浓度及对照组均作

平行孔6孔。其余操作步骤同上。

2．5 ALP活性测定：96孔板每孔接种1．0×104／

mL成骨样细胞ROSl7／2．8，分别加入不同质量浓

度塞隆骨脂提液、水提液，使其终质量浓度为100、

10、1．0、0．1 mg／mL，每个药物组均作平行孔6孔。

分别培养1、3、6 d后，用PBS冲洗3次，每孔加入

0．25 mI．0．1％Triton X一100裂解液。10 min后，收

集每孔溶液，按试剂盒要求测定ALP活性。

2．6统计学处理：数据均以z±S表示；组间差异用

t检验。

3结果与分析

3．1筛选药物质量浓度的确定：从表1得知，塞隆

骨水煎液对大鼠成骨样细胞ROSl7／2．8的生长没

有抑制作用。各组之间对成骨样细胞的增殖作用差

异显著(P<O．05)，其中10 mg／mL组与其他质量

浓度组和空白对照组比较，有明显的促进细胞增殖

作用。而塞隆骨水煎液含有骨粉脂、醇、水提取物的

全成分，因此选用塞隆骨水煎液作为药物质量浓度

筛选物是可行的。本实验选用10 mg／mL作为筛选

药效成分的样品质量浓度。

3．2塞隆骨脂、醇、水提物及水煎液对大鼠成骨样

细胞ROSl7／2．8增殖的影响：从图1可以看出：与

对照组比，在培养2 d时10 mg／mL塞隆骨脂提液

对大鼠成骨样细胞RoSl7／2．8有极显著的增殖作

用(P<o．01)；10 mg／mL塞隆骨水提液对大鼠成

骨样细胞ROS 1 7／2．8有显著的增殖作用(P<

表1 塞隆骨水煎液对成骨细胞增殖的影响(x士s，n一6)

Table 1 Effect of Sailong bone aqueous decoction on proli-

feration of osteobIastoid cells(卫±S，n一6)

组问比较：’P<o．05(以质量浓度最低组为参比组)

”P<0．05 group vs group(10west concentration group is con

sidered as contr01)
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1～4—100、10、1．0、0·1 mg／mL脂提液

5～8一i00、10、1．O、0．1 mg／mL水提液

1--4—100，10，1．0，0．1 mg／mL fat—soluble extract

5--8—100，10，1．0，0．1 mg／mL aqueous extract

图2脂提液和水提液对成骨样细胞ALP

活性的影响(；±s，n一6)

Fig．2 Effect of fat—soluble and aqueous extrats on ALP

activity of osteoblastoid cells(；±s，n一6)

0．05)；水提物各浓度组与对照组相比，均无促进

ALP活性的作用。

4讨论

近年来的动物实验、细胞培养和流行病学研究

都显示了多聚不饱和脂肪酸以及镁、锌、锰、铜、氟、

锶等多种微量元素在骨质疏松症的治疗和预防中的

价值。根据文献报道塞隆骨含有铜、锌、铁、锰、镁、硒

等生命活动必需微量元素[7’8]，而且塞隆骨脂肪油含

有多种不饱和脂肪酸，可见从塞隆骨中分离促成骨

样细胞增殖和分化的生物活性物质，有其I|缶床实践

及生物学理论基础。

ALP为成骨细胞所分泌的一种酶蛋白，特异性

很高，它主要分布于细胞膜的钙结合转运蛋白，促进

细胞成熟、钙化[9]。结合细胞增殖率可有效反映成骨

细胞的代谢功能[10。。研究证明，ALP活性是成骨细

胞功能及分化程度的指标，其活性的高低可反映成

骨细胞的成熟状态[1“。目前，有关塞隆骨的研究集

中在治疗风湿性关节炎的方面，海平等艮1的研究表

明，塞隆骨对大鼠佐剂性关节炎原发病变和继发性

病变尾结节有明显的预防和治疗作用，同剂量的塞

隆骨相当虎骨作用强度。徐立等n23观察中华鼢鼠骨

提取物对多种炎症模型的影响，结果表明其具有抗

炎镇痛作用。但对塞隆骨在治疗骨质疏松方面的研

究还不够深入。本实验从细胞水平上对其作用机制

进行了探讨，选用大鼠ROSl7／2．8成骨样细胞与

塞隆骨不同提取物进行复合培养后，发现塞隆骨的

脂、水提液具有促进成骨样细胞增殖与分化的作用。

细胞培养2 d后，其脂提液促增殖的最佳质量浓度

为10 mg／mL，细胞培养6 d促分化的最佳质量浓

度亦为10 mg／mL，2 d后水提液促增殖的最佳质量

浓度为10 mg／mL；3 d促分化的最佳质量浓度亦为

10 mg／mL。提示在塞隆骨水相和脂相提取物中分

别存在较高活性的促成骨细胞增殖、分化的物质，它

们可能与塞隆骨中的微量元素和不饱和脂肪酸有

关，具有进一步研发成抗骨质疏松或骨质吸收新药

的前景，也从细胞水平上为塞隆骨作为虎骨替代品

提供了理论依据，证实了塞隆骨可作为虎骨治疗骨

质疏松的替代品；同时，本实验也为塞隆骨下一步进

行治疗骨质疏松药物的有效成分分离、纯化提供了

依据，以及进一步探讨骨相关基因表达打下了基础。
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