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骨康胶囊组方药物对成骨细胞 ＳａＯＳ２增殖分化及矿
化的影响
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［摘　要］目的：研究骨康胶囊组方药物续断、三七、芭蕉根对体外培养人成骨细胞 ＳａＯＳ２增殖、分化和矿化
的影响。方法：以不含药培养基培养ＳａＯＳ２作为对照组，给药组ＳａＯＳ２分别用１、１０、１００、２００、４００、８００ｍｇ／Ｌ续
断、芭蕉根及三七水提物作用，ＭＴＴ法测定ＳａＯＳ２细胞增殖情况，磷酸苯二钠比色法检测碱性磷酸酶（ＡＬＰ）活
性，ＥＬＩＳＡ法检测钙离子和骨钙素（ＯＴＣ）的分泌以及用茜素红染色法测定成骨细胞矿化结节数。结果：与对照
组比较，续断各浓度水提物可显著促进ＳａＯＳ２细胞的增殖、增强ＡＬＰ活性且对细胞Ｃａ２＋的分泌有促进作用（Ｐ
＜００５或Ｐ＜００１），浓度为１００、２００ｍｇ／Ｌ的续断水提物对ＳａＯＳ２细胞分泌ＯＴＣ能力及对细胞的矿化有促进
作用（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）；三七水提物除了浓度为２００ｍｇ／Ｌ时有明显促进ＯＴＣ分泌的作用（Ｐ＜００５）外，浓
度为１０、１００ｍｇ／Ｌ的三七水提物及各浓度的芭蕉根水提物对成骨细胞增殖、分化和矿化作用均不明显（Ｐ＞
００５）。结论：骨康胶囊治疗骨质疏松作用可能与其组方续断的促进成骨细胞的增殖、分化及矿化的作用有关。
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　　成骨细胞（ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ，ＯＢ）是骨组织中的重要
细胞，起源于具有多向分化潜能的骨髓间质细胞，

主要作用是负责骨基质的合成、分泌，参与骨矿化。

体外培养的成骨细胞是进行抗骨质疏松新药筛选

和药效学评价的重要模型［１－３］。骨康胶囊是由补

骨脂、续断、三七、芭蕉根、酢浆草组方而成的中药

复方制剂，治疗骨质疏松有较好疗效，且补骨脂是

治疗骨质疏松症的常用药物，为历代医家广泛应用

于各类补肾健骨方，有调节骨转化，促进成骨细胞

增殖等活性［４－５］。本实验室前期研究发现骨康胶

囊中的补骨脂和酢浆草成分对体外培养的成骨细

胞的增殖、分化和矿化有促进作用［６－７］，为进一步

了解骨康胶囊的促骨形成作用机制，本实验以骨康

胶囊处方中的其他三味药材续断、三七和芭蕉根为

研究对象，以成骨细胞的增殖、分化和矿化为指标，

观察组方中的单味药材对成骨细胞ＳａＯＳ２增殖、分
化和矿化的影响，为骨康胶囊的组方优化提供参考。

１　材料与方法

１１　材料
１１１　细胞与试剂　ＳａＯＳ２人成骨肉瘤细胞株
购自武汉普诺赛科技生物有限公司，ＭｃＣｏｙ’ｓ５ａ
培养基购自上海生工生物工程股份有限公司，胎牛

血清、胰蛋白酶、青 －链霉素，购自美国 Ｇｉｂｃｏ公
司，碱性磷酸酶（ＡＬＰ）检测试剂盒购自南京建成生
物科技有限公司，ＴｒｉｔｏｎＸ１００、噻唑蓝（ＭＴＴ）购自
Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司，ＢＣＡ蛋白定量试剂盒、哺乳动物蛋白
抽提试剂盒均购自中国康为世纪公司，茜素红购自

ｓｉｇｍａ公司，人骨钙素（ＯＴＣ）ＥＬＩＳＡ试剂盒、人钙离
子（Ｃａ２＋）ＥＬＩＳＡ试剂盒均购自上海蓝基公司。

１１２　仪器　ＥＬ２０４电子天平（上海梅特勒 －托
利多仪器有限公司），ＣＯ２细胞培养箱（美国 Ｔｈｅｒ
ｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），ＴＳ１００Ｆ荧光倒置显微镜（日
本Ｎｉｋｏｎ公司），Ａｌｌｅｇｒａ６４Ｒ冷冻高速离心机（美
国Ｂｅｃｋｍａｎ公司），６８０型酶标仪（ＢｉｏＲａｄ公司）。
１２　方法
１２１　细胞培养　人成骨肉瘤细胞 ＳａＯＳ２用含
体积分数 １０％胎牛血清、１％青霉素 －链霉素的
ＭｃＣｏｙ＇ｓ５ａ培养基，在３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中培
养，将细胞分为对照组及芭蕉根、续断、三七给药

组，在ＳａＯＳ２细胞增殖实验中，给药组分别以１、
１０、１００、２００、４００和 ８００ｍｇ／Ｌ芭蕉根、续断、三七
作用于ＳａＯＳ２细胞，对照组加入不含药培养基。
１２２　药物配制　芭蕉根、续断、三七提取物由贵
州维康子帆药业股份有限公司提供，用 ＤＭＳＯ配
制成含芭蕉根、续断、三七生药量为１ｇ／ｍＬ的溶
液，于－２０℃保存备用，实验时用培养基稀释至相
应的终浓度（ＤＭＳＯ含量小于５‰）。
１２３　ＳａＯＳ２细胞增殖检测　采用 ＭＴＴ法。取
对数生长期各组 ＳａＯＳ２细胞接种于９６孔板，１×
１０４个／孔，每组５孔，培养２４ｈ后换液；继续培养
４８ｈ后，加入ＭＴＴ液２０μＬ，继续培养４ｈ；弃去培
养液后加ＤＭＳＯ１００μＬ／孔，于４９０ｎｍ波长检测各
组吸光度值。

１２４　ＳａＯＳ２细胞 ＡＬＰ活性测定　取对数生长
期的ＳａＯＳ２细胞接种于２４孔板，１０×１０４个／孔。
培养２４ｈ后，各给药组更换为含生药浓度的终浓
度分别为１０、１００及２００ｍｇ／Ｌ的培养基，对照组为
不含药培养基，每个浓度５孔；继续培养４８ｈ后，
弃上清培养液，培养板用 ＰＢＳ清洗２遍，每孔加入
２００μＬ０１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００，于冰上裂解１０ｍｉｎ，取
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上清液，用 ＡＬＰ试剂盒测定细胞 ＡＬＰ活性，并用
ＢＣＡ试剂盒测定细胞裂解液中的蛋白质含量。用
碱性磷酸酶／蛋白总浓度表示ＡＬＰ的活性。
１２５　ＳａＯＳ２细胞Ｃａ２＋和ＯＴＣ检测　采用ＥＬＩＳＡ
法。取对数生长期的ＳａＯＳ２细胞接种于２４孔板，
１０×１０４个／孔；培养２４ｈ后，更换为各组含药培养
基，药物浓度同１２５，每组５孔；培养４８ｈ后弃培
养液，用ＰＢＳ洗涤２次，加入哺乳动物蛋白抽提试
剂２００μＬ，冰浴 １０ｍｉｎ。取上清液按人钙离子
ＥＬＩＳＡ试剂盒和人骨钙素 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明分别
测定细胞Ｃａ２＋和ＯＴＣ含量。
１２６　ＳａＯＳ２细胞矿化结节数测定　采用茜素
红染色法。取对数生长期的 ＳａＯＳ２细胞接种于
２４孔板，３０×１０４个／孔，培养２４ｈ后，更换为各组
含药培养基，药物浓度同１２５，每组５孔，隔天更
换一次培养基，连续观察２周，待形成大量的矿化
结节后，弃培养液，加 ＰＢＳ清洗２遍，９５％乙醇固
定１０ｍｉｎ，蒸馏水洗涤３次后，加 ｐＨ８３的０１％
茜素红ＴｒｉｓＨｃＬ染色３０ｍｉｎ，蒸馏水洗涤、干燥，
最后于显微镜下观察各孔矿化结节的数目。

１３　统计学方法
所有数据采用ＳＰＳＳ１８０软件进行处理，结果

用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用单因素
方差分析和 ｔ检验。Ｐ＜００５表示差异有统计学
意义。

２　结果

２１　ＳａＯＳ２细胞增殖
与对照组比较，芭蕉根水提物浓度在１～８００ｍｇ／

Ｌ时ＳａＯＳ２细胞增殖活性无明显变化（Ｐ＞００５）。

续断水提物浓度在１０～２００ｍｇ／Ｌ时能显著增高
ＳａＯＳ２细胞增殖活性（Ｐ＜００１），浓度为２００ｍｇ／
Ｌ时，增殖促进作用达最大，浓度至８００ｍｇ／Ｌ时，
ＳａＯＳ２细胞的增殖被明显抑制（Ｐ＜００１）。三七
水提物浓度在１～４００ｍｇ／Ｌ时对ＳａＯＳ２细胞增殖
活性无明显影响（Ｐ＞００５），浓度至８００ｍｇ／Ｌ时，
ＳａＯＳ２细胞的增殖被明显抑制（Ｐ＜００１）。见表１。

表１　骨康胶囊组方中续断、芭蕉根及三七对
ＳａＯＳ２细胞增殖的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝５）

Ｔａｂ．１　ＴｈｅＥｆｆｅｃｔｓｏｆＤｉｐｓａｃｕｓａｓｐｅｒ，Ｐａｎａｘ
ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇａｎｄＭｕｓａｂａｓｊｏｏＳｉｅｂ

ｏｎＳａｏｓ２ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

组别
细胞增殖（％）

续断 芭蕉根 三七

对照组 １００００±０５３　１００００±０５３１００００±０５３
１ｍｇ／Ｌ组 ９９８８±０３３ ９９９９±０７５１０１５４±０９８
１０ｍｇ／Ｌ组 １０６００±０６４（１）１０００１±０１５ ９８３５±０７４
１００ｍｇ／Ｌ组 １１５４３１±０６７（１）１０００１±０５１ ９９８８±０５７
２００ｍｇ／Ｌ组 １１８３９±０５６（１） ９８８９±０４６１０１７８±０７４
４００ｍｇ／Ｌ组 １０５３９±０５６（１）１０００９±０６７ ９９０３±０６６
８００ｍｇ／Ｌ组 ９４１１±０６５（１） ９７０１±０５３ ９１７８±０７４（１）

（１）与对照组比较，Ｐ＜００１

２２　ＳａＯＳ２细胞ＡＬＰ活性
由ＭＴＴ检测结果可知，续断及三七水提物组

ＳａＯＳ２细胞的增殖随着药物浓度的增大而受到明
显抑制，故以 １０、１００和 ２００ｍｇ／Ｌ为各实验组的
低、中、高浓度，检测 ＳａＯＳ２细胞 ＡＬＰ活性，结果
显示，与对照组比较，续断水提物组的低、中、高浓

度能提高 ＡＬＰ水平（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１），芭蕉
根、三七水提物的低、中、高浓度对 ＳａＯＳ２细胞
ＡＬＰ水平无明显影响（Ｐ＞００５）。见图１。

（１）与对照组比较，Ｐ＜００１

图１　骨康胶囊组方中不同浓度续断、芭蕉根及三七对ＳａＯＳ２细胞ＡＬＰ活性的影响
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅＥｆｆｅｃｔｓｏｆＤｉｐｓａｃｕｓａｓｐｅｒ，ＰａｎａｘｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇａｎｄＭｕｓａｂａｓｊｏｏＳｉｅｂ

ｏｎＡＬＰａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳａｏｓ２ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
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２３　ＳａＯＳ２细胞Ｃａ２＋和ＯＴＣ
Ｃａ２＋检测结果表明，与对照组比较，各浓度的

续断水提物对 ＳａＯＳ２细胞 Ｃａ２＋的分泌有非常明
显的促进作用（Ｐ＜００１），芭蕉根、三七水提物的
低、中、高浓度对ＳａＯＳ２细胞钙离子分泌均无明显
影响（Ｐ＞００５），见表 ２。ＯＴＣ检测结果表明，与
对照组比较，续断水提物低浓度组对 ＳａＯＳ２细胞
ＯＴＣ分泌无明显影响，中、高浓度组可增加 ＳａＯＳ２
细胞 ＯＴＣ分泌（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１）；三七水提
物低、中浓度组对ＯＴＣ分泌无明显影响，高浓度有
明显促进 ＯＴＣ分泌的作用（Ｐ＜００５）；芭蕉根水
提物各浓度对ＯＴＣ分泌无明显变化，见表３。

表２　骨康胶囊组方中不同浓度续断、芭蕉根及三
七对ＳａＯＳ２细胞Ｃａ２＋分泌的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝５）
Ｔａｂ．２　ＴｈｅＥｆｆｅｃｔｓｏｆＤｉｐｓａｃｕｓａｓｐｅｒ，Ｐａｎａｘ

ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇａｎｄＭｕｓａｂａｓｊｏｏＳｉｅｂ
ｏｎＣａ２＋ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ

组别
Ｃａ２＋（μｇ／Ｌ）

续断 芭蕉根 三七

对照组 ２５２５±１４７ 　２５２５±１４７ ２５２５±１４７
１０ｍｇ／Ｌ组 ８０５９±６９７（１） ２３８１±２７５ ２５４９±２７３
１００ｍｇ／Ｌ组 １７８６６±６４３（１） ２４１５±１６７ ２６１１±２４１
２００ｍｇ／Ｌ组 １４０７２±５８１（１） ２６０４±１９８ ２８２６±３１０
（１）与对照组比较，Ｐ＜００１

表３　骨康胶囊组方中不同浓度续断、芭蕉根及三
七对ＳａＯＳ２细胞ＯＴＣ分泌的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝５）
Ｔａｂ．３　ＴｈｅＥｆｆｅｃｔｓｏｆＤｉｐｓａｃｕｓａｓｐｅｒ，Ｐａｎａｘ

ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇａｎｄＭｕｓａｂａｓｊｏｏＳｉｅｂ
ｏｎＯＴＣｓｅｃｒｅｔｉｏｎ

组别
ＯＴＣ（μｇ／Ｌ）

续断 　芭蕉根 三七

对照组 １１４１±０６３ 　１１４１±０６３ １１４１±０６３
１０ｍｇ／Ｌ组 １３５８±０７５ １０９８±０６３ １１５０±０４９
１００ｍｇ／Ｌ组 １４５８±０６９（１） １１７８±０５７ １２３６±０６１
２００ｍｇ／Ｌ组 １５３２±０７６（２） １２７８±０４８ １４２９±０４４（１）

与对照组比较，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１

２４　ＳａＯＳ２细胞矿化结节数
培养２周后，各给药组细胞矿化结节染色结果

呈阳性。与对照组比较，续断水提物中、高浓度组

的矿化结节数目明显高于对照组（Ｐ＜００５），而续
断水提物低浓度组和三七、芭蕉根水提物的各浓度

组对矿化结节数目形成无明显影响（Ｐ＞００５）。
见表４。

表４　骨康胶囊组方中不同浓度续断、芭蕉根及三
七对ＳａＯＳ２细胞矿化结节形成的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝５）
Ｔａｂ．４　ＴｈｅＥｆｆｅｃｔｓｏｆＤｉｐｓａｃｕｓａｓｐｅｒ，Ｐａｎａｘ

ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇａｎｄＭｕｓａｂａｓｊｏｏＳｉｅｂ
ｏｎＣａ２＋ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ

组别
矿化结节数（ｎ）

续断 　芭蕉根 三七

对照组 ４２０±０６０ 　４２０±０６０ ４２０±０６０
１０ｍｇ／Ｌ ６０８±０４９ ３８０±０３６ ５５０±０６６
１００ｍｇ／Ｌ ８９２±０５８（１） ４８０±０５５ ４３６±０４５
２００ｍｇ／Ｌ １０１０±０３７（１） ３９１±０４６ ６００±０７４
（１）与对照组比较，Ｐ＜００５

３　讨论

中药复方是传统中医朴素的系统思想的产物，

通过不同药物之间的配伍产生不同的疗效，且各药

物的剂量不同，也有可能会表现出不同的药效。因

此，在组方优化过程中，探明复方药物中某一药效

起作用的主要药物显得尤为重要。

ＭＴＴ法表明，在浓度小于８００ｍｇ／Ｌ时，续断水
提物对成骨细胞增殖有很明显的促进作用，而芭蕉

根与三七水提物作用不明显；而较高浓度（８００ｍｇ／
Ｌ）时，各给药组ＳａＯＳ２细胞的增殖被明显抑制，说
明各给药组高浓度对于成骨细胞可能具有一定的

毒性。这可能是因为高浓度的药材水提物中，对细

胞产生毒性的有关成分含量也有所增加。

ＡＬＰ是主要分布于细胞膜的钙结合转运蛋白，
与细胞成熟及骨的钙化作用密切相关，被认为是细

胞外基质成熟的早期标志；ＯＴＣ是由成骨细胞合
成和分泌的一种活性多肽，是骨质钙化必需的因

子，起到维持骨组织正常矿化的作用［８－９］。因此，

ＡＬＰ和ＯＴＣ分别是成骨细胞早期和中期分化的标
志物［１０］。与对照组比较，续断水提物各浓度均能

显著增加ＡＬＰ的活性，且能有效的促进 ＯＴＣ的分
泌，与程志安等［１１］的研究结果一致；三七水提物除

了高浓度对成骨细胞ＯＴＣ的分泌有明显的促进作
用外，其余浓度对 ＡＬＰ活性及 ＯＴＣ的分泌作用与
对照组相比差异均无统计学意义，而吴丽萍等［１２］

的研究表明三七总甙可促进成骨细胞的增殖和分

化，这可能是由于三七水提物中的三七总甙含量不

高所致。类似的，在细胞Ｃａ２＋分泌的检测中，续断
水提物各浓度对 Ｃａ２＋分泌有明显的促进作用，而
三七、芭蕉根水提物与对照组相比无明显差异。矿
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化结节的形成是成骨细胞分化的最后阶段，包括胶

原的沉积和基质的矿化两个步骤。被认为是成骨

细胞分化成熟的晚期标志［１３］。培养２周后，各给
药组矿化结节染色结果呈阳性；与对照组比较，除

芭蕉根水提物外，各组均有增加成骨细胞矿化结节

的趋势。

综上所述，骨康胶囊组方中的续断可以显著促

进体外培养的成骨细胞 ＳａＯＳ２的增殖、分化和矿
化。结合之前的研究，提示续断、补骨脂和酢浆草

可能为骨康胶囊促成骨细胞骨形成的主要作用药

物，而三七及芭蕉根在骨康胶囊抗骨质疏松中的作

用有待进一步研究。
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