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摘= =要：目的= =研究天山雪莲愈伤组织提取物（extract= from=callus=of=paussurea= involucrateI=bpf）对人成骨肉瘤细胞jdJSP

增殖及分化的影响，探讨 bpf 抗骨质疏松的作用及机制。方法= =以 jdJSP 为研究对象，采用 jqq 法和乳酸脱氢酶(iae)

法检测 bpf对成骨细胞增殖的影响，相关试剂盒检测碱性磷酸酶（Aim）活性和羟脯氨酸（eyp）水平，茜素红染色法观察

对矿化骨结节形成的影响；实时荧光定量 mCo（oqJmCo）检测骨保护素（lmd）和核因子JκB活化因子受体配体（oAkhi）

基因表达水平；testern=blotting法检测 lmdLoAkhi蛋白水平；检测 pPU特异性抑制剂 pBOMPRUM对 bpf作用于成骨细胞增

殖、分化、矿化以及 lmdLoAkhi表达的影响。结果= = bpf低于 NOR= μgLmi对成骨细胞无细胞毒性，PNKOR、SOKR= μgLmi对

成骨细胞生长有促进作用；bpf显著提高 Aim活性、eyp水平以及矿化骨结节形成；显著上调 jdJSP细胞 lmd= mokA水

平，下调 oAkhi=mokA水平，上调 lmdLoAkhi蛋白水平；pBOMPRUM显著抑制 bpf对成骨细胞增殖、Aim活性、矿化结

节形成的促进作用以及对胶原蛋白积累量和 lmdLoAkhi值的提高作用。结论= = bpf能够促进成骨细胞增殖、分化和矿化，

其机制可能与调节 lmd和 oAkhi基因表达有关，并且可能通过 pPU丝裂原活化蛋白激酶（jAmh）通路进行信号转导。=
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AbstractW=lbjective= = qo= investigate= the= effect= of= extract= from= callus= of= paussurea= involucrate EbpfF= on= the= proliferation= and=
differentiation=of=osteosarcoma=cells=jdJSP=and=explore=its=antiJosteoporosis=and=mechanismK=jethods= = rsing=human=osteosarcoma=

cells=jdJSP=for=the=studyI=the=effect= of= bpf= on= the= proliferation=was=detected=by=jqq=and=iae=methodsX= qhe=activity= of=alkaline=

phosphatase=activity=EAimF=and= the= level= of=hydroxyproline=EeypF=were= investigated= by= related= reagent= kitX= qhe= effect= of= bpf= on=

mineralized=nodules=was=observed=by=Alizarin=red=staining=and=quantified=by=CmCI=the=expression=of=lmdLoAkhi=was=measured=by=

oqJmCo=and=testern=blottingI=and= the=proliferationI=differentiationI=mineralizationI=and=lmdLoAkhi=expression= levels=of=jdJSP=

were=assayed=when=medium=contains=both=pPU=inhibitor=pBOMPRUM=and=bpfK=oesults= =jqq=and=iae=assay=showed=that=bpf= EY=NOR=

μgLmiF= was= nonJtoxic= to=jdJSPI= and= it= promoted= the= proliferation= at= the= concentration= of= PNKOR= and= SOKR= μgLmiX= bpf= could=

significantly=increase=the=Aim=activityI=eyp=contentI=and=amount=of=mineralized=nodulesX=At=the=mokA=levelI=bpf could=significantly=
upJregulate=lmd=expression=and=downJregulate=oAkhi=expressionX=At=the=protein=levelI=bpf=could=significantly=increase=the=ratio=of=

lmdLoAkhiX=pBOMPRUM=could=reverse=the=acceleration=of=bpf=on=the=proliferationI=differentiationI=mineralizationI=and=lmdLoAkhi=

expression=of=jdJSPK=Conclusion= = bpf=has=the= facilitating=effect=on=the=osteoblast=proliferationI=differentiationI=and=mineralizationX=

qhe=mechanism=may= be= associated=with= the= expression= of=lmd=and=oAkhiI= as=well= as= the= signal= transduction= pathway= of= pPU=

jitogenJactivated=potein=kinase=EjAmhFK=
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天山雪莲 paussurea= involucrata= EharK= et= hirKF=
pchK= JBipK=是我国稀有的传统名贵药材，具有补肾

活血、强筋骨、温肾助阳等功效xNz。由于天山雪莲

野生资源十分有限，其人工培育意义重大。李燕xOz

采用植物细胞培养的方法，选取天山雪莲离体组织

通过脱分化形成的愈伤组织作为继代种子，给予一

定条件进行继代培养而获得较大愈伤组织团块，其

化学成分与野生天山雪莲成分相似，有效成分主要

为黄酮类化合物和多糖。但关于天山雪莲愈伤组织

的药理作用研究尚未见报道。=

成骨细胞是承担骨重建的一类重要细胞，对维

持正常骨转换具有重要意义xPz。老年骨质疏松症主

要病理机制是成骨细胞的骨形成能力下降，从而导

致骨量低下、骨微结构损害、骨脆性增加，甚至发

生骨折xQJSz。用于骨质疏松研究的模型包括动物模型

和细胞模型，与动物模型比较，细胞模型由于样品

均一、可控性强、重复性好、通量高等特点，广泛

应用于药物筛选、活性评价等诸多研究；目前，用

于骨质疏松研究的主要细胞系有小鼠胚胎成骨细胞

jCPqPJbN、大鼠成骨肉瘤细胞 rjoJNMS、

olpNTLOKU和人成骨肉瘤细胞 elp=qbUR、jdJSP、

palpJO等，用于考察成骨细胞增殖、分化能力以及

功能表达。=

jdJSP来源于人成骨肉瘤细胞，不仅具有成骨

细胞的特点，容易培养，而且与人成骨细胞同源性

更高。因而，本实验以jdJSP为对象，探讨天山雪

莲愈伤组织提取物（extract=from=callus=of=paussurea=
involucrateI= bpf）对成骨细胞增殖、发育的影响及

作用机制，在细胞水平上为天山雪莲在抗骨质疏松

的药效学方面提供实验及理论依据，为 bpf的应用

及开发提供参考。=

N= =材料=

NKN= =细胞株=

人成骨肉瘤细胞jdJSP（hdOPN）购于南京凯

基生物科技发展有限公司。=

NKO= =试剂=

ajbj培养基、胰蛋白酶、胎牛血清（cBp），

美国 dibcoJBoi 生命技术有限公司；噻唑蓝

（jqq），美国 fnvitrogen有限公司；西吡氯铵（CmC）、

茜素红Jp（Aop）、二甲基亚砜（ajpl），美国

pigmaJAldrich 公司；碱性磷酸酶（Aim）、乳酸脱

氢酶（iae）、QJ羟脯氨酸（eyp）试剂盒，南京建

成生物技术有限公司；抗坏血酸、βJ甘油磷酸钠，

北京索莱宝科技有限公司；qrizol 试剂、琼脂糖，

美国 fnvitrogen 有限公司；oeverse= qranscriptase=

jJjis（okase=e），OSQNn，宝生物工程（大连）

有限公司；各种引物合成、实时荧光定量 mCo

（oqJmCo）中使用的酶，华大基因；pPU 特异性抑

制剂 pBOMPRUM，碧云天生物技术研究所。=

NKP= =药物=

bpf 由大连普瑞康生物技术有限公司提供。提

取方法：雪莲培养物干燥粉末中加入 PMB乙醇溶液，

固液比为 N∶NR，超声提取，温度为 UR=℃，每次提

取 SM=min，连续提取 O次，合并 O次所得液体，SM=

℃减压浓缩获得实验样品。以芦丁作为对照品，分

光光度计法检测 RMM= nm 波长下吸光度值，计算总

黄酮质量浓度，结果 bpf中含总黄酮为 SKNB，bpf

使用时用培养基稀释。=

NKQ= =仪器=

puJRMM 高压蒸气灭菌锅，日本 qljv 公司；

垂直层流洁净工作台，上海净化设备有限公司；

jAuf= dry= lyo真空冷冻干燥机，丹麦 eeto公司；

eera=cell=NRM二氧化碳培养箱，美国 qhermo公司；

fuTN 荧光显微镜，日本 llympus 公司；Biofuge=

ptratos 冷冻离心机，美国 qhermo 公司；sarioskan=

clash全波长扫描荧光酶标仪，美国 qhermo公司；

qakaraqmJSMMmCo 仪，宝生物工程（大连）有限公

司；全自动凝胶成像系统，pyngene公司；msac膜，

美国jillipore公司。=

O= =方法=

OKN= =细胞培养=

jdJSP细胞用含 NMB=cBp的 ajbj培养基，

在 RB=ClO、PT=℃细胞培养箱培养。待细胞完全融

合时，加入磷酸缓冲液（mBp）清洗 N～O 遍，用

MKORB胰酶消化，细胞开始出现皱缩，细胞间隙明

显即可倒掉胰酶，加入培养基吹打。以 N∶P传代比

继续在 OR=cmO培养瓶中培养。P～Q=d传代 N次，传

代 N～O次后即可用于后续实验。=

OKO= =jqq法测定细胞增殖=

取对数生长期、生长状态良好的jdJSP细胞，

以每孔 R=MMM个接种于 VS孔板中。培养 OQ=h后，给

药组加入 bpf（总黄酮质量浓度分别为 NRKSOR、

PNKOR、SOKR、NOR、ORM、RMM=μg/mL），对照组加入

等体积的培养基。药物作用 QU=h后弃去培养基，加

入 100 μL MTT 溶液（MKR=mgLmi）PT=℃孵育 Q=h。

小心吸弃上清液，每孔加入 150 μL DMSO 溶解紫色
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结晶甲瓒，混匀。使用酶标仪检测 RTM= nm 波长处

的吸光度（A）值，以 SPM=nm波长下 A值作为参照。=

OKP= = iae活性测定=

jdJSP细胞以每孔 R=MMM个接种于 VS孔板，OQ=

h后给药组加入 bpf（总黄酮质量浓度分别为 PNKOR、

SOKR、125 μg/mL），对照组加入等体积的培养基。继

续培养 QU=h，取上清液，测定 iae释放量，检测步

骤严格按照 iae试剂盒说明书操作。=

OKQ= = Aim活性测定=

jdJSP细胞以每孔 Q×NMR个接种于 S=cm培养

板，待细胞融合度达到 UMB时加入 bpf（分组及给

药情况同“OKP”项）。培养 QU= h后收集细胞，mBp

洗 O 遍，加入细胞裂解液涡旋破碎细胞，NQ= MMM=

rLmin、Q=℃离心 NR=min，取上清液，即为总蛋白，

置于冰上，严格按照 Aim 试剂盒说明书操作测定

Aim活性，检测波长为 ROM=nm。=

OKR= = f型胶原蛋白水平测定=

细胞处理及分组给药同“OKQ”项。培养 P=d后

收集细胞。每个处理组加入 N=mi=S=molLi=eCl，NNM=

℃水解 OKR=h后，真空冷冻干燥。用蒸馏水重新溶解

细胞水解产物，按照 eyp 检测试剂盒说明书测定

eyp 水平。以此来反映成骨细胞中 f 型胶原蛋白的

水平。=

OKS= = Aop染色鉴定骨矿化=

jdJSP细胞以每孔 O×NMR个接种于 S孔板，待

细胞融合度达到 UMB时，矿化组和给药组均加入含

50 μmol/L 抗坏血酸和 10 mmol/L βJ甘油磷酸钠的

ajbj培养基继续培养，给药操作同“OKP”项，对

照组加入等体积的培养基。每 O 天换液，每天观察

细胞状态。NU= d 后倒置显微镜观察可看到细胞融合

成片，并且有较多不透明的灶点，即为矿化结节。

用 mBp洗 O遍，VRB乙醇固定细胞 NM= min，蒸馏水

浸洗。洗净后，加入AopJtrisJeCl（QM=mmolLi，pe=

QKO），PT=℃染色 PM～SM=min。加入蒸馏水清洗 O～P

遍，将未结合的染料洗掉后室温下干燥，倒置显微

镜下观察照相。用 NMB=CmC溶液溶解结合的 Aop，

测定其在 RRM=nm下 A值，以定量钙沉积情况xTJVz。=

OKT= = oq-mCo 检测骨保护素（lmd）和核因子JκB

活化因子受体配体（oAkhi）mokA表达=

将jdJSP细胞以每孔 Q×NMR个接种于 S=cm培

养板，OQ= h后加入相应浓度 bpf（分组及给药情况

同“OKP”项）。QU= h 后消化收集细胞。使用 qrizol

法提取总 okA，使用 oeverse=qranscriptase=jJjis

（okase= e）将 okA逆转录合成 cakA。mCo扩增

引 物 序 列 及 反 应 条 件 ： lmd 上 游 引 物 为

R’JdCqAACCqCACCqqCdAdJP’， 下游 引物 为

R’JqdAqqddACCqddqqACCJP’；oAkhi上游引

物为 R’JdCCAdqdddAdAqdqqAdJP’，下游引物

为 R’JqqAdCqdCAAdqqqqCCCJP’；dAmae上游

引物为 R’JqACAqqqqdCqdAqdACqddJP’，下游

引物为 R’JqdAAqddqAddAdCqqdACqJP’。mCo

扩增反应条件：VQ=℃预变性 R=min后进入循环；VQ=

℃变性 PM=s，RR=℃复性 PM=s，TO=℃延伸 N=min，循

环 PR次；最后 TO=℃延伸 NM=min。扩增产物经 NB

琼脂糖凝胶电泳，akA条带的单位面积灰度用凝胶

成像仪测定，使用 fmage=g软件分析电泳条带灰度，

目的基因mokA水平以与参照基因dAmae的灰度

比值表示。=

OKU= =testern=blotting检测lmd和oAkhi蛋白表达=

将 jdJSP 细胞以每孔 U×NMR个接种于 NM= cm

培养板，融合达 UMB，给药组加入 bpf（总黄酮质

量浓度为 PNKOR、62.5 μg/mL），对照组加入等体积

的培养基。QU=h后胰酶消化收集细胞，加入细胞裂

解液提取总蛋白，BCA法测定蛋白浓度，提取液中

加入 R×pap上样缓冲液，煮沸变性 R=min，制备变

性聚丙烯凝胶，浓缩胶 RB，分离胶 NOB，上样，每

孔含 UM～100 μg 蛋白。转膜，将膜浸泡在 RB脱脂

牛奶中，PT=℃封闭 O=h；加一抗溶液，Q=℃孵育过

夜，第 O天 PT=℃室温热孵 N=h，用 qBpq液洗 P次，

每次 NM= min；加入对应的荧光二抗，室温孵育 QM=

min，用 qBpq 液避光洗 P 次，每次 NR= min，压片

NM=min，显影 R=min，定影 R=min。fmage=g软件分析

图片中条带灰度值。实验重复 P次。=

OKV= = pBOMPRUM对 bpf作用的影响=

分别按照“OKO”“OKQ”～“OKU”项方法接种培养

细胞，培养 OQ=h后弃培养基，对照组加入新鲜培养基，

pBOMPRUM 组和 bpf＋pBOMPRUM 组加入 10 μmol/L 

pBOMPRUM，作用 O=h后，bpf加药组和bpf＋pBOMPRUM

组均加入bpf（总黄酮质量浓度 62.5 μg/mL）继续培养。

分别按照“OKO”“OKQ”～“OKU”项方法检测各项指标。=

OKNM= =数据处理及统计分析=

所得数据以 ±x s表示，采用 pmpp= NTKM统计软

件lneJway=AklsA方差分析，组间比较采用 t检验。=

P= =结果=

PKN= =jd-SP细胞增殖和 iae活性=

如图 N 所示，bpf 总黄酮质量浓度低于 NOR=
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μg/mL 对jdJSP细胞没有细胞毒性，在 PNKOR、SOKR=

μg/mL 能够显著促进jdJSP细胞增殖（m＜MKMN）。
iae活性测定结果表明，PNKOR、62.5 μg/mL 的 bpf

能够显著降低jdJSP细胞 iae活性（m＜MKMN），分

别为对照组的（VMKQM±PKPM）B和（SUKQO±PKRT）B，

保护了细胞膜的完整性。而 125 μg/mL 的 bpf显著

升高 iae 活性，表明高质量浓度 bpf对 jdJSP细

胞膜具有破坏作用（m＜MKMN）。=
PKO= =jd-SP细胞Aim、f型胶原蛋白水平和钙沉积变化=

Aim作为成骨细胞分化的标志酶，其活性可以

反映成骨细胞的活性和状态。PNKOR、62.5 μg/mL 的

bpf作用于jdJSP细胞 QU=h后，Aim活性分别为对

照组的（NQNKMR±UKOU）B和（NSQKMO±NNKST）B，

均显著高于对照组（m＜MKMN）。结果见图 O。=

f 型胶原蛋白和钙的沉积均是影响骨基质矿化

的重要因素。eyp在胶原蛋白中占 NPKQB，而在弹

性蛋白中质量分数极少，其他蛋白中均不存在。因

此采用 eyp 水平来反映胶原蛋白的水平。药物作

用 jdJSP 细胞 TO= h 后，eyp 分别为对照组的

（NONKMQ±NKOM）B和（NPNKRP±MKTT）B，表明 bpf

处理jdJSP细胞后，f型胶原蛋白水平均显著高于

对照组（m＜MKMN）。结果见图 O。=
=
=

= = = = = = = = = = = = = = = = = = =

=
=

与对照组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN=
Gm=Y=MKMR= = GGm=Y=MKMN=vs=control=group=

图 N= = bpf对jd-SP细胞增殖和 iae活性的影响= E x±sI=n=Z=PF=
cigK=N= = bffect=of=bpf on=proliferation=and=iae=activity=of=jd-SP=cells=E x±sI=n=Z=PF=

= = = = =
对照= = = = = = = = = = = = = = = = = = = =矿化= = = = = = = = = = = = = = = = = bpf=PNKOR=mg·kg−N= = = = = = = = = = bpf=SOKR=mg·kg−N= = = = = = = = = = = bpf=NOR=mg·kg−N= =

= =

= = = = = = == = = = = =

= = = =
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与对照组比较：GGm＜MKMN；与矿化组比较：@@m＜MKMN=
GGm=Y=MKMN=vs=control=group；@@m=Y=MKMN=vs=mineralization=group=

图 O= = bpf对jd-SP细胞分化和矿化的影响= E x±sI=n=Z=PF=
cigK=O= =bffect=of=bpf=on=differentiation=and=mineralization=of=jd-SP=cells=E x±sI=n=Z=PF=
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加入抗坏血酸和 βJ甘油磷酸钠的矿化培养基培

养细胞 NU=d后，倒置相差显微镜观察，矿化组与 bpf

组（PNKOR、SOKR、125 μg/mL）均形成较多不透明的

结节。Aop 染色后不透明结节呈红色圆形或不规则

形状，中心颜色较深。与矿化组比较，bpf组形成的

矿化结节更多，Aop 染色后红色更鲜亮，表明 bpf

组增加了钙化区域。加入 NMB= CmC洗脱 Aop染色

液后，酶标仪检测 A值结果显示，PNKOR、62.5 μg/mL

的 bpf 处理组 A 值明显高于矿化组（m＜MKMN），表

明其形成更多的 Aop和钙的复合物，形成更多钙的

沉积，促进矿化基质的形成。结果见图 O。=

如图 O所示，125 μg/mL浓度的bpf处理jdJSP

细胞也形成矿化结节，但由于 bpf对jdJSP细胞的

毒性作用，抑制了 Aim活性、胶原蛋白形成和钙沉

积（m＜MKMN）。=
PKP= =jd-SP细胞 lmd和 oAkhi= mokA的表达

差异=

oqJmCo结果见图 P，PNKOR、SOKR、125 μg/mL 

bpf上调jdJSP细胞lmd=mokA的表达（m＜MKMR、
MKMN），并且均显著下调了 oAkhi= mokA的表达

（m＜MKMN）。表明 bpf促进 jdJSP细胞分化和矿化

的机制之一是调控 lmd和 oAkhi基因表达。=

PKQ= =jd-SP细胞 lmd与 oAkhi蛋白比值变化=

如图 Q 所示，与对照组相比，PNKOR、SOKR=

μg/mL 的 bpf能够显著提高 lmd与 oAkhi的比

值（m＜MKMN），其中 62.5 μg/mL=bpf对 lmdLoAkhi

值的影响较大，进一步证明 bpf对jdJSP细胞分化

的促进作用与 lmd和 oAkhi基因的表达有关。=
=

= = = = = = = = = = = =

= =

与对照组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN=
Gm=Y=MKMR= = GGm=Y=MKMN=vs=control=group=

图 P= = bpf对jd-SP细胞 lmd和 oAkhi=mokA表达的影响= E x±sI=n=Z=PF=
cigK=P= =bffect=of=bpf=on=expression=of=lmd=and=oAkhi=mokA=in=jd-SP=cells=E x±sI=n=Z=PF= =

=

= = = = = = =

=

与对照组比较：GGm＜MKMN=
GGm=Y=MKMN=vs=control=group=

图 Q= = bpf对jd-SP细胞lmd和oAkhi蛋白表达的影响=

E x±sI=n=Z=PF=
cigK= Q= =bffect= of=bpf= on= expression= of=lmd= and=oAkhi 

protein=in=jd-SP=cells=E x±sI=n=Z=PF=

PKR= = jd-SP细胞的 pPU=jAmh信号通路调控作用=

经过 pPU 特异性抑制剂 pBOMPRUM 干预处理，

如图 R所示，jdJSP细胞增殖、分化和矿化均无明

显变化，与对照组比较差异不显著（m＞MKMR）。与

对照组相比，加入 bpf（62.5 μg/mL）明显增强了

jdJSP细胞增殖、Aim活性、eyp水平以及矿化沉

积程度（m＜MKMN）；与 bpf组比较，bpf＋pBOMPRUM

组明显抑制了 bpf 对 jdJSP 细胞的增殖分化的诱

导作用，降低了 Aim 活性和 eyp 水平，并阻滞了

矿化结节的形成（m＜MKMN）。=
与 bpf单独处理组相比较，在 mokA水平上，

pBOMPRUM 与 bpf 共同作用，下调了 lmd= mokA

的表达（m＜MKMN），上调了 oAkhi=mokA的表达

（m＜MKMR）；在蛋白水平上，共同处理组抑制 lmd

蛋白的高表达，促进了 oAkhi 的表达，从而显著

降低了lmdLoAkhi值（m＜MKMN），结果见图 S。=

综上，细胞增殖、Aim 活性、f 型胶原蛋白水

平、矿化水平以及 lmd、oAkhi基因表达多个方

面表明 pPU 特异性抑制剂 pBOMPRUM 能够抑制 bpf

对成骨细胞 jdJSP 分化的促进作用，说明 bpf 对

jdJSP细胞的影响与 pPU=jAmh通路有关。
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=

= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =

=

= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =

=
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与对照组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN；与 bpf组比较：
△△m＜MKMN=

Gm=Y=MKMR= = GGm=Y=MKMN vs=control=groupX= △△m=Y=MKMN=vs=bpf=group=

图 R= = bpf和 pBOMPRUM对jd-SP细胞增殖、分化和矿化的影响= E x±sI=n=Z=PF=
cigK=R= =bffect=of=bpf=and=pBOMPRUM=on=proliferationI=differentiationI=and=mineralization=of=jd-SP=cells=E x±sI=n=Z=PF=

= = = = = = = = = =
=

=

= = = = = = = = = = = = =

与对照组比较：GGm＜MKMN；与 bpf组比较：
△m＜MKMR= = △△m＜MKMN= = =

GGm=Y=MKMN=vs=control=group；△m=Y=MKMR= = △△m=Y=MKMN=vs=bpf=group=

图 S= = bpf和 pBOMPRUM对jd-SP细胞 lmd和 oAkhi=mokA及蛋白表达的影响= E x±sI=n=Z=PF=
cigK=S= =bffect=of=bpf=and=pBOMPRUM=on=mokA=and=protein=expression=of=lmd=and=oAkhi=in=jd-SP=cells=E x±sI=n=Z=PF=

NOM=

NMM=

UM=

SM=

QM=

OM=

M=

=

=

NQM=

NOM=

NMM=

UM=

SM=

QM=
OM=

M=

=

=

对照= ========bpf= = pBOMPRUM= = bpfH=pBOMPRUM=

细
胞
存
活
率
B
=

NUM=
NSM=
NQM=
NOM=
NMM=
UM=
SM=
QM=
OM=
M=

=

对照= ========bpf= = pBOMPRUM= = bpfH=pBOMPRUM=

A
i
m
活
性
B
=

R=

Q=

P=

O=

N=

M=

=

=

e
yp

水
平
B
=

A
值
=

对照= ========bpf= = pBOMPRUM= = bpfH=pBOMPRUM= 对照= ========bpf= = pBOMPRUM= = bpfH=pBOMPRUM=

lmd=

oAkhi=

dAmae=

lmd=

oAkhi=

dAmae=

对照= ====bpf= = pBOMPRUM=bpfHpBOMPRUM=

=

对照= =====bpf= = pBOMPRUM= = bpfH=pBOMPRUM=

对照==bpf= = pB= = bpfH=pB= = = = = = =对照===bpf= = pB= = bpfH=pB=

OMPRUM= = OMPRUM= = = = = = = = = = = = = = = OMPRUM= = OMPRUM=
=

对照= ========bpf= = = pBOMPRUM= = bpfH=pBOMPRUM=

NKM=

MKU=

MKS=

MKQ=

MKO=

M=

=

=

m
o
k
A
相
对
表
达
量
=

l
md
Lo
A
k
mi
=

=

PM=

OR=

OM=

NR=

NM=

R=

M=

=

=

GG=

=

GG=

= GG=

=

GG=

= GG△△=

=

=

G△△=

=

=

GG=

=

GG=

=

GG=

=

△△=

=

=

△=

△△=

lmd=
oAkhi=
=

△△=

=

=

△△=

=

=

NMM=μm= NMM=μm= NMM=μm= NMM=μm=



·OVMS·= 中草药= = Chinese=qraditional=and=eerbal=arugs= =第 QS卷=第 NV期= OMNR年 NM月= =

= = = =

Q= =讨论=

世界卫生组织将骨健康系列问题疾病列为继心

脑血管疾病、癌症、糖尿病“三大杀手”外对人体

危害最广泛的问题。健康的骨骼通过持续的骨重塑

来维持，而这一动态平衡由介导骨吸收的破骨细胞

和介导骨形成的成骨细胞调节xNMJNNz。但是由于绝经

后雌激素缺乏、年龄增长或者疾病、药物等原因，

导致骨形成和骨吸收之间的动态平衡被打破。除了

适当的药物治疗之外，早期的骨骼强壮的维护和钙

质的积累才是预防骨骼病变的更有效措施。=

成骨细胞通过自身增殖、分化，诱导和调节细

胞外基质矿化，并控制骨重建过程。在骨形成过程

中，成骨细胞经历了成骨细胞增殖、细胞外基质成

熟、细胞外基质矿化和成骨细胞凋亡 Q个阶段。jqq

和 iae 活性检测结果表明 bpf 在低于 125 μg/mL

时对体外成骨样细胞没有毒性，且在 31.25 μg/mL

和 SOKRM= μg/mL 时具有显著促进细胞增殖的保护作

用。成骨细胞增殖晚期，开始出现分化，Aim是成

骨细胞分化的早期指标xNOz，Aim能够水解有机磷酸

酯，使局部 mlQ
P−浓度升高，启动钙化xNMz。实验发

现 bpf可显著提高成骨细胞 Aim活性。=

在骨形成阶段，成熟的成骨细胞合成和分泌 f

型胶原蛋白和各种非胶原蛋白，如骨钙素（lCk）、

骨桥蛋白（lmk）和骨唾液酸蛋白（Bpm）。实验结

果表明，bpf能够提高jdJSP细胞的eyp水平，即

提高 f型胶原蛋白的水平，胶原蛋白水平的提高，能

够使骨骼具有韧性和弹性，吸收外界能量；同时它

所形成的空间三维网状结构是矿化的前提xNPz；Aop

染色实验结果也证明，bpf 能够促进矿化结节的形

成，即促进钙的积累；这一结果表明 bpf 可增加骨

强度，帮助提高骨峰值，降低发生骨折的可能性。=

此外，成骨细胞还分泌lmd、oAkhi等细胞因

子，将破骨细胞的骨吸收偶联起来，调节破骨细胞的

分化和活性，在骨吸收过程中也起关键性作用xNQJNTz。

bpf通过上调 lmd的表达，降低 oAkhi的表达来

影响jdJSP细胞的分化和矿化。=

成骨细胞的生长和分化由受体酪氨酸激酶介

导，许多细胞外信号调节该激酶，其中大多数是激

活 oas丝裂原活化蛋白激酶（jAmhs）级联反应xNUz。

pPU=jAmh是jAmh信号转导途径的通道之一，pPU=

jAmh 是由各种环境刺激和因子引起的细胞反应

所激活，它能调节成骨细胞中 lmd 和/或 oAkhi

的表达xNVz。本实验用特异性阻断剂 pBOMPRUM 阻断

pPUjAmh 信号转导通路，发现对 bpf 介导的成骨

样细胞的增殖分化的促进作用以及对 lmdLoAkhi

表达的上调作用均有明显抑制，表明 bpf促进成骨

样细胞增殖、分化，促进骨形成可通过 pPU=jAmh

通路介导。由于阻断 pPU=jAmh通路并不能完全抑

制 bpf 促进成骨样细胞的分化作用，因此，bpf 可

能依赖 boh、cJgun=k端激酶 gkh等通路影响成骨

细胞，将有待于进一步研究。=

综上所述，bpf 在细胞水平上能够促进人成骨

样细胞jdJSP增殖分化以及骨基质的形成，表现出

抗骨质疏松作用，但是在细胞水平上，还可通过成

骨细胞和破骨细胞共培养模型，或三维培养模型进

一步评价。将 bpf作用于去势大鼠，发现其能够增

加去势大鼠骨钙浓度，显著增加骨密度xOMz，但是，

抗骨质疏松的功效评价仍需要整体水平的动物模型

实验，包括原发性、继发性及基因重组骨质疏松动

模型等，进一步探究其抗骨质疏松的临床意义。=
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