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龟板提取物对骨髓间充质干细胞中分化抑制蛋白 1 表达的影响 
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摘  要：目的  观察不同剂量的龟板提取物对骨髓间充质干细胞中分化抑制蛋白 1（inhibitor of differentiation 1，Id1）的作

用。方法  将构建成功的 PGL3-Id1 启动子用磷酸钙共沉淀法转染大鼠骨髓间充质干细胞，龟板提取物分别作用于转染后的

骨髓间充质干细胞 12、24、36 h，选取作用最为明显的 36 h，每组分别加入 0、1、3、30、100 μg/mL 龟板提取物，药物作

用 36 h 后收集细胞分别应用萤光素酶报告基因系统、RT-PCR 和 Western blotting 检测 Id1 的表达。结果  早期、小剂量龟板

提取物对 Id1 的影响不大；随着时间和剂量的增加，Id1 的表达水平也逐渐升高。结论  龟板提取物促进了骨髓间充质干细

胞中 Id1 的表达，剂量越大，作用时间越长，促进作用越明显。 
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Effect of Plastrum Testudinis extracts on expression of inhibitor of differentiation 
1 in bone marrow derived mesenchymal stem cells 
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Abstract: Objective  To observe the effect of different dosages of Plastrum Testudinis extracts (PTE) on the expression of inhibitor 
of differentiation 1 (Id1) in bone marrow derived mesenchymal stem cells (MSCs). Methods  The PGL3-Id1 promoter was 
established and the MSCs were transfected with PGL3-Id1 promoter by calcium phosphate co-precipitation method. The transfected 
cells were treated with PTE for 12, 24, and 36 h, respectively. Different dosages (0, 1, 3, 30, and 100 μg/mL) of PTE were added into 
samples of 36 h group. After 36 h treatment, the cells were collected and luciferase activity measurement, RT-PCR, and Western 
blotting methods were used to detect the expression of Id1. Results  The activity of short-term and low dose PTE was not substantial, 
along with the doses or time increasing, the expression of Id1 in bone marrow derived MSCs increased. Conclusion  PTE increases the 
expression of Id1 in MSCs, and the activity is more significant with the dose and time increases. 
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分化抑制因子 1（inhibitor of differentiation 1，
Id1）通过与碱性 HLH 蛋白结合而抑制 bHLH 与

DNA 及其他组织特异性 bHLH 转录因子结合，抑制

细胞分化，故又称为 DNA 结合抑制因子 1[1]。Id1
的表达受骨形态发生蛋白 4（bone morphogenetic 
protein 4, BMP4）的调控，是 BMP4 的下游靶基因[2]。

前期研究发现，龟板有效成分通过抑制 BMP4 的表

达促进骨髓间充质干细胞（mesenchymal stem cells，
MSCs）的增殖[3]，本课题组在前期研究的基础上进

一步证实龟板提取物通过调控 Id1 的表达促进

MSCs 的增殖，为龟板提取物的进一步研究开发提

供参考。 
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1  材料与方法 
1.1  试剂和动物 

本实验在广州中医药大学解剖实验室和南京大

学医药生物国家重点实验室完成。Id1 启动子已由

前期实验构建成功[4]；龟板提取物的制备方法见参

考文献 [5] 。 Yeast Extract 为英国进口（批号

212750）；PEG8000（批号 0159）、LiCl、CaCl2 为

Amresco 进口分装；Hepes 为 Gibco 公司产品（批

号 15630-106）；Dual-Luciferase Assay System 为

Promega 公司产品，柱离心式胶回收试剂盒购自上

海申能博彩公司；NaCl、异丙醇、无水乙醇、氯仿

等其他试剂都为国产分析纯。 
实验动物：SD 大鼠，SPF 级，4 周龄，体质量

100～120 g，由南京军区总医院实验动物中心提供。

许可证号为 SLXK（苏）2003-0004。 
细胞培养试剂：MSCs 细胞由大鼠骨髓中提取、

培养、纯化。DMEM 培养基为 Hyclone 公司产品（批

号SH30022.01B），胎牛血清为Hyclone公司产品（批

号 SV30087.02）；L-谷氨酰胺、胰蛋白酶、青链霉

素混合液购自南京基天公司。 
1.2  MSCs 细胞的分离、扩增与鉴定[4] 

将大鼠股、胫骨骨髓冲出，重悬于 1.073 g/mL 
Percoll 液中，900 r/min 离心 30 min，计数细胞，按

1×106/cm2 密度接种，37 ℃、5%饱和湿度的 CO2

孵箱培养，培养液为含 10% FBS 的 L-DMEM。培

养至Ⅲ代 MSCs，做 Brdu、CD44 免疫组化及免疫

双重染色鉴定 MSCs。将 MSCs 以 1×106/cm2密度

接种至 24 孔板，做细胞转染。 
1.3  磷酸钙共沉淀法转染 MSCs 细胞[4] 

Ⅲ代 MSCs 以 1×106/cm2 密度接种于 24 孔板，

培养 24～48 h 后磷酸钙共沉淀法进行转染。磷酸钙

DNA 沉淀复合物的制备：每孔总质粒 2 μg（质量浓

度为 1 μg/μL），加入 2 mol/L CaCl2 6.25 μL，去离子

水定容 50 μL，将制备好的上述溶液逐滴加至 50 mL 
HBS 离心管中，温育 15～30 min，把 DNA 复合物

逐滴加到细胞上，加 0.5 mL 培液。转染 18～24 h 换

液加药处理。转染质粒比例为：PGL3-basic（1.5 μg）＋

pRL（0.5 μg）、PGL3-Id1（1.5 μg）＋pRL（0.5 μg）。 
1.4  Id1 活性和 PTE 作用的检测 

Ⅲ代 MSCs 细胞以 1×106/cm2 密度接种于 24
孔板，分别转染 PGL3-basic（1.5 μg）＋pRL（0.5 μg）
和 PGL3-Id1（1.5 μg）＋pRL（0.5 μg）。细胞转染

后，Id1 组加入 30 μg/mL PTE 作用 36 h，其余各组

正常培养 36 h，每组设 3 个复孔，收集细胞，萤光

素酶报告基因检测 Id1 启动子的活性。 
1.5  确定药物有效作用时间 

转染 Id1 的 MSCs 细胞，0、3、30 μg/mL PTE
分别作用于 MSCs 细胞 12、24、36 h，每组设 3 个

复孔，收集细胞，萤光素酶报告基因检测 Id1 启动

子的活性。 
1.6  检测不同剂量 PTE 的作用 

0、1、3、30、100 μg/mL PTE 分别作用于转染

Id1 的 MSCs 细胞 36 h，每组设 3 个复孔，药物作

用 36 h 后，收集细胞分别用萤光素酶报告基因、

Western blotting 和 RT-PCR 检测 Id1 的活性。 
1.7  萤光素酶报告基因检测 

参照 Promega 公司萤光素酶检测系统技术手册

操作，技术手册号码：TB281（英文版）、CTB281
（中文版）。 
1.8  逆转录 PCR 

扩增条件：95 ℃ 5 min，（94 ℃ 30 s，60 ℃ 50 
s，72 ℃ 30 s）23 个循环，72 ℃ 3 min，4 ℃ 保
持。扩增产物经过 1%琼脂糖凝胶电泳，结果应用

UV 成像系统拍照。 

表 1  RT-PCR 引物序列及产物长度 
Table 1  Primer sequences and product length 

for RT-PCR 

基因 引物序列 产物长度/ bp

GADPH Forward: 5’ AACGACCCCTTCATTGAC 3’ 

Reverse: 5’ TCCACGACATACTCAGCAC 3’ 

1 307 

Id1 Forward: 5’ CAGGACGGCGGGCGAAGTGGTG 3’ 

Reverse: 5’AAGATGCGGTCGTCGGCTGGAACA3’

924 

 
1.9  Western blotting 

0、1、3、30、100 μg/mL PTE 分别作用于转染

Id1 的 MSCs 细胞 36 h，每组设 3 个复孔，药物作

用 36 h 后，分别提取细胞蛋白，5% SDS-PAGE 变

性电泳后，转移到 PVDF 膜，牛奶封闭 2 h，洗膜

后加入兔抗 Id1 抗体（一抗，1∶1 000 稀释），室温

37 ℃孵育 1 h，洗膜，加入 HRP 偶联的羊抗兔 IgG
抗体（二抗，1∶5 000 稀释），37 ℃孵育 2 h 后洗

膜，化学发光试剂盒显色。 
2  结果 
2.1  PTE 对 PGL3-Id1 启动子活性的影响。 

PGL3-Id1 组 Id1 活性明显高于 PGL3-basic 组，

PTE 组活性最高，见图 1。 



  Drug Evaluation Research  第 36 卷 第 5 期  2013 年 10 月 - 348 - 

2.2  不同剂量PTE分别作用不同时间对PGL3-Id1
启动子活性的影响。 

PTE 作用早期（12、24 h），不同剂量的 PTE
对 Id1 启动子的表达无明显的影响；药物作用 36 h
时，30、100 μg/mL PTE 对 Id1 启动子的表达有不

同程度的促进作用，呈现剂量相关性增高。见图 2。 
2.3  萤光素酶报告基因检测不同剂量 PTE 作用 36 
h 对 PGL3-Id1 启动子活性的影响。 

随 PTE 剂量的增加，Id1 的表达水平逐渐增高。

见图 3。 
2.4  RT-PCR 检测不同剂量 PTE 作用 36 h 对 Id1
蛋白表达的影响。 

随 PTE 剂量的增加，Id1 蛋白表达水平逐渐增

强。见图 4。 
2.5  Western blotting 检测不同剂量 PTE 作用 36 h
对 Id1 蛋白表达的影响。 

随 PTE 剂量的增加，Id1 蛋白表达水平逐渐增

强。见图 5。 
 

 

图 1  不同质粒转染 MSCs 细胞 
Fig. 1  Different plasmids transfected MSCs 

 

 

图 2  不同时间点 PTE 对 Id1 启动子活性的影响 
Fig. 2  Effects of PTE on activity of Id1 promotor 

in different time points 

 

图 3  萤光素酶报告基因检测不同剂量的 PTE 对 Id1 活性 
的影响 

Fig. 3  Effects of PTE with different doses on activity  
of Id1 by luciferase reporter gene 
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图 4  RT-PCR 检测不同剂量的 PTE 对 Id1 活性的影响 
Fig. 4  Effects of PTE with different doses on activity  

of Id1 by RT-PCR 
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图 5  Western blotting 检测不同剂量 PTE 对 Id1 活性 
的影响 

Fig. 5  Effects of PTE with different doses on activity  
of Id1 by Western blotting 
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3  讨论 
中医学认为，肾为“先天之本”、“主发育，主

骨，生髓”，直接关系着机体的强弱，并调控机体的

生长、发育和生殖。因此，人体的生长发育和肾在

生理和病理上都有密切关系，临床上广泛应用补肾

方药来治疗一切先天和后天不足的相关疾病。 
龟板是龟的腹甲，《中药学》记载其性甘、咸、

寒，归肝、肾、心经，有滋阴潜阳、益肾健骨、固

经止血、养血补心之功效，在补肾中药中应用广泛。

《日用本草》讲其“治腰膝酸软，不能久立”，《本草

蒙筌》言其“专补阴衰，善滋肾损”[6]。 
MSCs 是 Friendenstein 等[7]在骨髓贴壁细胞中

发现的，能产生表现型和基因型与自己完全相同的

子细胞，在一定的诱导条件下可以向多种不同类型

的细胞转化，因而具有广泛的应用前景。但 MSCs
在骨髓中数量较少，传代培养时易衰老和凋亡，其

应用受到了一定的限制。 
本课题组在对龟板和 MSCs 的研究中发现，龟

板能促进移植入脊髓损伤模型大鼠体内的 MSCs 的
存活和增殖[8]，龟板含药血清和龟板组分及配伍可

以浓度相关地促进 MSCs 的增殖[9-10]，龟板成分脂

肪酸和脂肪酸甲酯对 MSCs 有增殖作用[11-12]。进一

步的研究发现，龟板提取物通过 BMP4 信号通路抑

制 MSCs 的分化[13]。 
目前认为，真核生物细胞分化都与降低其细胞

增殖相关联。Id1 蛋白作为分化抑制蛋白不仅抑制

细胞分化，还参与到细胞周期的调控中，促进细胞

增殖。有研究表明，Id1 基因表达受 BMP-2/4/7 等

多种信号传导途径调控[2, 14]。 
本实验在前期实验的基础上，研究龟板提取物

对 Id1 蛋白的影响，从而推断龟板提取物促 MSCs
增殖的调控机制。实验结果表明，转染 Id1 启动子

的 MSCs 中 Id1 高表达，加入龟板提取物后，Id1
的表达进一步增高（图 1），说明龟板提取物促进了

骨髓间充质干细胞中 Id1 的表达。为了进一步确定

龟板提取物对 Id1 的影响作用，选取了早期（12 h）、
中期（24 h）、晚期（36 h）3 个时间点，发现龟板

早期对 Id1 的影响作用较小，作用时间越长，龟板

对 Id1 的影响作用越明显（图 2）。作为调控增殖分

化的蛋白，Id1 的表达增强，反映了细胞的增殖，这

也与本课题组的早期研究相呼应[9-13]。选取 36 h 时

间点，萤光素酶报告基因系统、RT-PCR 和 Western 
blotting 均显示：小剂量时，龟板提取物对 Id1 的表

达作用不明显；随着剂量的增大，对 Id1 的促进作

用也越来越明显（图 3～5）。Id1 蛋白的表达，促进

了细胞的增殖[15]，对维持骨髓间充质干细胞的活性

起到了一定的作用。 
中医中药是传承下来的优秀的文化遗产，在某

些疾病尤其是疑难杂症的诊疗中显示出了较显著的

疗效。中医的诊疗体系不同于西医，中医体系建立

在整体观念和辨证论治基础上，本身缺乏形态学的

支撑，加之其理论多以文言文的形式保存，较为晦

涩难懂，其应用也因不同医者领悟不同而有所差异，

因此其发展受到了很大的限制[16-17]。在新时代背景

下如何与国际接轨也成为一个考验中医中药发展的

重要问题。本实验在中医理论的指导下，运用现代

技术方法研究中药的药理作用，为中医中药的发展

提供新的理论支撑。 
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