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补肾活血汤含药血清对骨髓间充质干细胞成骨分化的影响
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摘要：【目的】探讨补肾活血汤促进骨髓间充质干细胞（BMSCs）体外成骨细胞分化的能力。【方法】用不同浓度的补肾活血汤含

药血清干预BMSCs，7 d后应用 4-硝基苯基磷酸二钠盐（PNPP）偶氮法测定碱性磷酸酶（ALP）活性，21 d后行茜素红染色

（ARS）观察钙盐沉积情况判定成骨能力，实时荧光定量聚合酶链反应（PCR）法检测Runx相关转录因子 2（Runx2）、骨钙素

（OCN）、骨桥蛋白（OPN）的基因表达以评估成骨能力。【结果】与空白血清组比较，补肾活血汤低、中、高剂量血清组BMSCs
的ALP活性、茜素红染色面积及Runx2、OCN、OPN基因表达水平均升高（P < 0.05或P < 0.01）。【结论】补肾活血汤可促进

BMSCs向成骨细胞分化，其机制可能与上调Runx-2、 OCN、OPN表达有关。
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Effect of Serum Containing Kidney-Nourishing Blood-Activating
Decoction on Osteogenic Differentiation of Bone Marrow

Mesenchymal Stem Cells in Vitro
YU Li-Juan1， LUO Yi-Wen2， XIONG Yun-Pu3， LIU Ya-Mei1

（1. Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou 510405 Guangdong，China；2. Affiliated Hospital of Orthopedics and
Traumatology of Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou 510240 Guangdong，China；3. Guangzhou Orthopedic

Hospital，Guangzhou 510045 Guangdong，China）
Abstract： Objective To explore the effects of Kidney- Nourishing Blood- Activating Decoction（KBD）on
osteoblastic differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells（BMSCs） in vitro. Methods BMSCs were
intervened with serum containing different concentrations of KBD，and then alkaline phosphatase（ALP）activity
was detected by 4-nitrophenylphosphate disodiumsalt（PNPP）azo method 7 days later， calcium deposition was
observed by alizarin red staining（ARS）21 days later to determine osteogenic differentiation ability，and the gene
expression levels of runx- related transcription factor 2（Runx2）， osteocalcin（OCN）， osteopontin（OPN）were
detected by real- time fluorescence quantitative polymerase chain reaction（PCR）to evaluate osteogenic ability.
Results Compared with the blank serum group，ALP activity，ARS staining area，and gene expression levels of
Runx2，OCN and OPN were increased in the serum containing various concentrations of KBD groups（P < 0.05 or
P < 0.01）. Conclusion KBD has an effect on promoting the differentiation of BMSCs into osteoblasts in vitro，

whose mechanism may be related to increasing Runx-2，OCN and OPN expression.
Keywords：Kidney-Nourishing Blood-Activating Decoction；drug-containing serum；bone marrow mesenchymal

stem cells（BMSCs）；osteogenic differentiation
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骨质疏松的老年群体发病率不断攀升，致骨

折风险大大增加[1]。骨质疏松性骨折防治的重点在

于促进骨重建，骨吸收和骨形成保持正平衡，维

持骨量。而骨重建的过程是由成骨细胞、破骨细

胞共同实施。成骨细胞功能与数量的异常可能是

导致骨质疏松的一个原因[2]。成骨细胞是由骨髓间

充质干细胞（BMSCs）分化而来，可以分泌细胞外基

质，促进骨形成。BMSCs因其多向分化潜能、低

免疫原性，已是骨组织修复工程中研究和应用最

多的干细胞来源[3]。因此，寻找可以促进成骨分化

的方法诱导BMSCs向成骨方向分化，是骨质疏松

症干预的一个重要研究方向。本研究采用补肾活

血汤体外干预BMSCs，观察其对成骨细胞定向分

化的调控作用，以期为该方应用于骨质疏松症等

骨代谢性疾病提供分子生物学依据，现将研究结

果报道如下。

1 材料与方法

1. 1 实验药物 补肾活血汤组成：熟地黄 18 g、
补骨脂 18 g、菟丝子 18 g、杜仲 6 g、肉苁蓉 6 g、
枸杞子 6 g、山萸肉 6 g、独活 6 g、当归 6 g、红花

3 g、没药6 g。上述药材均购于广州中医药大学骨

伤科医院中药房。将上述药材按剂量称取，传统

方法煎煮后，浓缩至含生药量0.9 g/mL，冷却后置

于4 ℃冰箱内保存备用。

1. 2 含药血清的制备 所有大鼠均由广州中医药

大学实验动物中心提供。实验环境合格证号：

44005900001722。动物质量合格证号：SCXK（粤）

2013-0020。将 20只 SD大鼠随机分为 4组，即空

白血清组，中药低、中、高剂量血清组，每组

5 只。中药低、中、高剂量血清组给予补肾活血汤

灌胃。其标准体质量 60 kg成人的临床每日常用剂

量为1.65 g/kg，大鼠给药剂量据此按照人与动物表

面积换算公式[4]所得，为 4.42 g·kg-1·d-1（设为中剂

量），高、低剂量分别为中剂量的2倍和1/2倍，即

8.84、2.21 g·kg-1·d-1。空白血清组给予相同体积生

理盐水灌胃。每天定时灌胃 1次，连续 7 d。于末

次给药 1 h后，腹腔麻醉，无菌条件下行心脏采

血，分离血清上清，0.22 μm 滤膜过滤除菌后

于-20 ℃冰箱中保存备用。

1. 3 主要试剂与仪器 胎牛血清、DMEM低糖培

养基、2.5 g/L胰蛋白酶（美国Coring公司）；茜素红

染色（ARS）剂、碱性磷酸酶（ALP）试剂盒（碧云天

生物技术有限公司）；PE标记的大鼠来源 CD34、
CD45、CD11、CD29、CD73 和 CD44 单克隆抗体

（美国 Invitrogen公司）；TRIzol试剂、RNA提取试

剂盒、SYBR Green Premix Ex Taq Ⅱ（日本 TaKaRa
公司）；聚合酶链反应（PCR）引物合成（上海生工公

司）。CKX31型倒置显微镜（日本Olympus公司）；

SCW-HS-840型超净工作台（苏州长春电子仪器

厂）；流式细胞仪（美国BD公司）；B16UU CO2培养

箱（德国 Heraues 公司）；酶标仪（美国 Thermo 公

司）；PCR仪（美国Bio-Rad公司）。

1. 4 BMSCs的分离与分组处理 取 4周龄 SD大

鼠，颈椎脱臼法处死，无菌条件下分离出股骨和

胫骨，置于 DMEM 低糖培养基中反复冲洗骨髓

腔，收集冲洗液，以 1 000 r/min离心 5 min。弃上

清液，加入含体积分数 10%热灭活胎牛血清的

DMEM完全培养基，于 37 ℃、体积分数 5% CO2、

完全饱和湿度条件下常规培养。每 2 d更换培养

基，细胞生长铺满培养瓶底80%后，2.5 g/L胰蛋白

酶消化传代，取 P3代细胞用于实验。分为中药

高、中、低剂量组和空白血清组，分别加入 10%
（体积分数，下同）对应剂量补肾活血汤含药血清。

1. 5 BMSCs表面抗原的鉴定 取P3代细胞，2.5 g/L
胰蛋白酶消化，以 1 000 r/min离心 5 min，磷酸盐

缓冲液（PBS）重悬细胞制成单细胞悬液，1×106个

细胞分装于离心管中。分别加入PE标记的CD34、
CD45、CD11、CD29、CD73和CD44抗体，室温避

光孵育30min，离心弃上清，加入400 μL PBS重悬为

单细胞悬液，利用流式细胞术进行BMSCs鉴定。

1. 6 4-硝基苯基磷酸二钠盐（PNPP）偶氮法定量

分析BMSCs的ALP活性 以 5×104个/mL的单细胞

悬液接种于96孔板，每孔100 mL，细胞贴壁后按

分组更换含药血清，每隔 2 d换液 1次，7 d后去

除细胞培养液。PBS洗 3次，加入体积分数 0.5%
Triton 置冰上裂解，离心后取上清，避光加入

PNPP（1 mg/mL），室温下孵育 1 h，应用酶标仪于

波长405 nm处检测光密度（OD）值。

1. 7 茜素红染色法观察钙盐沉积情况 以 5×104

个/mL 的单细胞悬液接种入 12 孔培养板，每孔

1 mL，细胞贴壁后按分组更换含药血清，每隔2 d
换液 1次。21 d后去除细胞培养液，用 PBS冲洗

细胞 3 次，室温下 40 g/L 多聚甲醛固定 20 min，
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图2 BMSCs细胞表面抗原表达

Figure 2 Expression of surface antigens in BMSCs

PBS 洗 2 次。茜素红（0.5%）常温下染色30 min，蒸

馏水冲洗2遍后干燥，封固，光镜下观察钙结节染

色情况，呈红色的为钙结节。随机选取5个镜下视

野拍照，使用 ImageJ图像处理软件分析结果。

1. 8 实时荧光定量PCR法检测BMSCs中成骨分化

相关基因 Runx2、 OCN、 OPN mRNA 表达 以

5×104个/mL的单细胞悬液接种入 12孔板，细胞贴

壁后按分组更换含药血清，每隔 2 d换液 1次，培

养21 d。TRIzol法提取细胞总RNA，用逆转录试剂

盒（PrimeScript™ RT Master Mix）将 RNA 反转录为

cDNA，用 SYBR Green Premix Ex TaqⅡ进行检测，

在 Quant StudioTM Real-Time PCR 系统中根据试剂

说明书设定反应参数（95 ℃ 5 min；循环：95 ℃
15 s，60 ℃ 30 s，共 35个循环）。成骨分化相关指

标引物序列如表 1所示。记录CT值，根据 2-ΔΔCT法

计算各目的基因的相对表达量。

1. 9 统计方法 采用SPSS 16.0统计软件进行数据

分析，所有计量资料以均数 ± 标准差（x ± s）表示。

多组间比较，若满足正态和方差齐性，采用单因

素方差分析（one-way ANOVA），若方差不齐，采

用Dunnett’s T3检验分析。以P < 0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2. 1 BMSCs的形态观察与鉴定 BMSCs的生长方

式为贴壁生长，镜下观察P3代细胞，多呈梭形或

纺锤形，胞浆丰富，集落生长，呈漩涡状，同向

排列，形态一致。见图1。流式细胞仪检测结果显

示，BMSCs 中 CD44、CD29、CD73 高表达，而

CD34、CD45、CD11低表达，表明获得的细胞符

合BMSCs的特点。见图2。

图1 BMSCs的形态学表现（×100）
Figure 1 Morphological features of BMSCs（×100）

表1 RT-PCR引物序列

Table 1 The RT-PCR primer sequences

基因

Runx2

OCN

OPN

GAPDH
（内参）

引物序列

forward：5’- CCGATGGGACCGTGGTT- 3’
reverse：5’- CAGCAGAGGCATTTCGTAGCT- 3’
forward：5’- GAGCTGCCCTGCACTGGGTG- 3’
reverse：5’- TGGCCCCAGACCTCTTCCCG- 3’
forward：5’- TCCAAGGAGTATAAGCAGCGGGCCA- 3’
reverse：5’- CTCTTAGGGTCTAGGACTAGCTTCT- 3’
forward：5’- GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG- 3’
reverse：5’- ACCACCCTGTTGCTGTAGCC- 3’

扩增长度
（bp）

75

184

200

131

2. 2 各组BMSCs的ALP活性比较 补肾活血汤含

药血清作用于BMSCs 7 d后，ALP活性检测结果显

示，各中药剂量血清组ALP活性较空白血清组明

显升高，差异均有统计学意义（P < 0.05 或 P <
0.01），且呈剂量依赖性。结果表明，补肾活血汤

能够提高BMSCs的ALP活性，促进成骨分化。具

体结果见图3。
2. 3 各组BMSCs钙结节情况比较 钙盐变化是骨

组织成骨潜能的标识之一。茜素红能与钙盐以鳌

和方式形成复合物，故用以识别组织细胞的钙盐

成分。通过茜红素染色生成的红色沉淀即为钙结

节。诱导 21 d后，光镜下观察空白血清组散见红

色沉淀物，量少，呈零星点状分布，而中药低、

中、高剂量血清组均可见明显的红色沉淀物，较

空白血清组明显增多，尤其是中药中、高剂量血

清组，染色程度深，且呈片状分布，见图 4。图 5
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结果显示，各中药剂量血清组茜素红染色面积较

空白血清组明显增加（P < 0.05或P < 0.01），且呈

剂量依赖性，结果表明，补肾活血汤可有效促进

BMSCs的骨向分化、矿化。

2. 4 各组BMSCs中成骨分化相关基因Runx2、OCN、
OPN表达比较 图 6结果显示，与空白血清组比

较，中药低、中、高剂量血清组BMSCs中Runx2、
OCN、OPN基因表达水平升高，差异均有统计学

意义（P < 0.05或P < 0.01），且呈剂量依赖性。

3 讨论

骨质疏松症是与年龄直接相关的疾病。“肾藏

精，主骨，生髓”，骨的营养有赖于肾中精气的滋

养，而肾中精气的盛衰与年龄相关，随着年龄的

增长，肾中精气由盛转衰，天癸由充盛到衰竭，

肾精不足以养骨，骨质退变疏松，伴随腰痛，行

动、机体功能障碍，腰膝酸软无力等症状，中医

学将这类证候归为“骨痿”。《内经》中提到“气

血以流，腠理以密，如是则骨气以精”，骨质疏松

局部精气不足，气血亏虚，血运渐缓，因此，血

瘀是骨质疏松症常见的病理改变。故骨质疏松症

呈现典型的虚实夹杂、本虚标实的特点。循证医

学及临床报道表明，运用补肾活血法可以加速骨

的修复，促进成骨，在防治骨质疏松症方面取得

较好的疗效[5]。本课题组临床治疗骨质疏松症、骨

折取得满意疗效的补肾活血汤 [6-7]，是补肾活血法

的代表方，出自《伤科大成》，方中：熟地黄、补

骨脂、菟丝子、杜仲、肉苁蓉、枸杞子、山萸

肉、独活补肾强腰膝，补益肾精以滋养骨髓，发

挥成骨功能；当归、红花、没药活血以通络，瘀

血去，新血得生，可为肾气补益及促进骨骼的生

长和修复营造良好的环境。

肾精源于先天，肾“主骨”“生髓”功能与干

细胞的成骨特性不谋而合，BMSCs在骨质疏松等

相关骨病修复中起到的治疗作用已被证实 [8-9]。骨

①P＜0.05， ②P＜0.01，与空白血清组比较

图3 各组BMSCs的ALP活性比较

Figure 3 Comparison of ALP activity in BMSCs of
various groups
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图5 各组BMSCs的茜素红染色面积比较

Figure 5 Comparison of ARS area of BMSCs in
various groups
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a. 空白血清组 b. 中药低剂量血清组

c. 中药中剂量血清组 d. 中药高剂量血清组

图4 各组BMSCs钙结节分布比较（茜素红染色，×100）
Figure 4 Comparison of distribution of calcium nodules

in BMSCs of various groups（by ARS，×100）
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质疏松症患者骨结构的损伤，与BMSCs成骨分化

作用减弱有关，植入的BMSCs能够在不同的局部

环境下分化为成骨细胞，在骨修复、骨形成阶段

合成新的骨基质，促进细胞外基质的矿化，发挥

成骨作用，完成骨修复[10]。对于骨质疏松和其他退

行性骨病的问题，药物控制内源性间充质干细胞

（MSCs）的数量和分化能力是一种潜在而有效的治

疗方法 [11]。中药复方成分复杂，无论何种方式给

药，入血的成分方能发挥药理作用，血清药理学

更接近药物在体内生物转化的过程，增加实验结

果的可信性，故本研究选择补肾活血汤含药血清

直接干预BMSCs，探讨其对BMSCs在成骨分化过

程中的作用。

ALP主要存在于骨组织中，是评价成骨能力的

金指标之一。在成骨诱导 7 d左右，ALP活性最

高，21 d左右，MSCs基本分化完成，出现钙化结

节。钙结节是细胞成骨分化的矿化指标，是分化

成熟的最直观的标志物。本研究结果显示，补肾

活血汤含药血清呈剂量依赖性地提高ALP活性，

茜素红钙结节染色也验证了补肾活血汤的骨向分

化作用，尤其是中药中、高剂量组呈现出较高的

骨向分化程度。

Runx2、OCN、OPN是临床研究中评价成骨能

力最常用的指标。Runx2是干细胞成骨分化的关键

转录因子，在未分化的MSCs中表达较少，在成骨

细胞中大量表达，Runx2基因突变小鼠表现为骨骼

缺失[12]。BMSCs可通过激活Runx2诱导不成熟骨细

胞向成熟的成骨细胞分化，且抑制向脂肪细胞和软

骨细胞分化，亦可经由Hedgehog和Wnt信号转导将

骨祖细胞直接分化为成骨细胞，涉及Runx2、OSX、
OPN、Smads等转录因子。Runx2可介导Hedgehog
通路上调OSX、OPN的表达，同时调节MSCs向前

体成骨细胞分化过程中所必须的非胶原蛋白（如

OCN）[13-16]。OPN由成骨细胞所分泌，主要介导细

胞与基质间的细胞粘附，可促进骨吸收，骨基质

矿化，是骨细胞进入矿化成熟阶段的标志，OCN
高表达标志着成骨细胞的分化成熟[17-18]。本研究结

果显示，中药低、中、高剂量血清组Runx2、OCN、
OPN基因表达量显著高于空白血清组，且随剂量

增加而增高，表明补肾活血汤可以增加BMSCs的
矿化率，促进成骨。

综上所述，补肾活血汤可以发挥体外成骨作

用，这可能是补肾活血汤临床抗骨质疏松症的机

制之一。今后将进一步加强其机理研究，以期为

临床应用补肾活血法治疗骨质疏松症提供理论依

据。
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图6 各组BMSCs 中成骨分化相关基因Runx2、OCN、OPN表达比较

Figure 6 Comparison of the expression levels of osteogenesis-related gene Runx2，OCN and OPN in BMSCs
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