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摘 要：目的：观察 4 种补肾中药淫羊藿、补骨脂、女贞子、何首乌有效成分淫羊藿苷、补骨脂素、
齐墩果酸、二苯乙烯苷正交配伍，两种非补肾中药川芎、黄芪有效成分川芎嗪、黄芪甲苷，对大鼠骨髓

间充质干细胞（BMSCs）的调控作用。方法：65 只 SD 大鼠随机分为正常对照组、阳性转化液对照组、补
肾配伍组（1 组、2 组、3 组、4 组、5 组、6 组、7 组、8 组、9 组）、非补肾药对照组（黄芪甲苷组、川芎嗪
组）。补肾配伍组、非补肾药对照组予灌胃给药，每日 1 次，连续 3 天。正常对照组、阳性转化液对照组
予等剂量生理盐水灌胃。灌胃第 3 天，大鼠处死后取各组含药血清培养骨髓间充质干细胞 6、12、18
天；ELISA 法分别定量检测 6、12、18 天骨形态发生蛋白 2（Bmp2）活性表达及含量，评价成骨细胞分化
程度。用实时定量 PCR 法检测含药血清培养骨髓间充质干细胞第 18 天 Bmp2、Smad1、Smad4 mRNA 表
达。结果：补肾配伍药可提高体外培养骨髓间充质干细胞 Bmp2 的活性表达及含量，在 12 天达到高峰
值。补肾配伍组能上调 Bmp2、Smad1、Smad4 的 mRNA 表达。结论：补肾中药有效成分配伍能促进骨髓
间充质干细胞分化为成骨细胞 ,其机制可能与上调 Bmp2、Smad1、Smad4 mRNA 表达量及 Bmp2 的活性
及含量有关。
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骨髓间充质干细胞（Bone Marrow Stem Cells，
BMSCs）是来源于骨髓基质中的一种间充质细胞，又
称为骨髓基质干细胞，具有多向分化潜能。在特定

条件下经诱导后，可向成骨细胞分化 [1]。BMSC 增
殖，尤其是定向分化功能发生障碍时，将直接影响

成骨细胞的生成，被视为骨质疏松发生的重要机制

之一 [2]。
前期研究发现补肾中药有效成分淫羊藿苷、补

骨脂素、齐墩果酸可能从增加 BMSCs 细胞外基质、
促进生长因子相关信号通路、增加蛋白质合成等方

面发挥促进 BMSCs 成骨分化的作用 [3]。本研究即在
此基础之上，观察补肾中药淫羊藿、补骨脂及其有

效成分淫羊藿苷、补骨脂素偏于温补肾阳的作用；

女贞子和何首乌及其有效成分齐墩果酸、二苯乙烯

苷偏于滋补肾阴的作用。4 药成分配伍可能对骨形
态发生蛋白 2（Bone Morphogenetic Protein，Bmp2）/
Smad1、Smad4 信号通路 BMSCs 成骨分化具有影响，
从基因水平揭示其可能的作用机制，为临床运用补
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肾中药治疗骨质疏松症提供理论依据。血清药理学

概念是 1988 年由日本学者田代真一基于“人体胃
肠道中寄生菌群可通过水解苷类物质以获得能量

来源，中药生物活性成分可能是中药经过菌群代谢

之后的产物”这一理论而提出的 [4]。
因中药成分复杂，逐一研究难度较大，而且本

次研究为成分配伍，尚无前例可鉴，所以研究采用

中药血清药理学方法，采用含药血清对体外培养骨

髓间充质干细胞，观察其成骨分化的影响。

1 材料与方法

1.1 动物

6 周龄雌性 SPF 级 SD 大鼠 65 只，体质量
（200依10）g，购自北京维通利华实验动物技术有限
公司，合格证号：SCXK（京）2012-0001。
1.2 实验药品和配制

淫羊藿苷（批号：110737-200415）、补骨脂素
（批号：110739-201115）、齐墩果酸（批号：110709-
200505）、黄芪甲苷（批号：110781-200613）均购自中
国药品生物制品检定所。二苯乙烯苷 （批号：

FY16430226）、川芎嗪（批号：ZL20120302CXQ）购自
南京泽朗医药科技有限公司。上述单体用研钵研

磨，分别混悬于生理盐水中，制成 4 mg·mL-1悬液。
培养液配制：淤基础培养液：DMEM +10 mL·

dL-1胎牛血清（含 100 U·mL-1青、链霉素）。于成骨
诱导液:DMEM + 10 mL·dL-1胎牛血清（含 100 U·
mL-1青、链霉素）+0.1 mol·L-1地塞米松+ 50 g·mL-1

维生素 C+10 mmol·L-1 B-甘油磷酸钠。用于阳性转
化液对照组。

1.3 仪器和试剂

胎牛血清（Fetal Bovine Serum，FBS），0.25%胰
蛋白酶，Hank’s 液 [赛业（广州）生物科技有限公
司 ]，DMEM（HyClone）；SANYO-MDF-382N-80益超
低温冰箱（日本 Sanyo 公司），3111 型二氧化碳培养
箱（美国），CK40-F2 型倒置式生物显微镜（日本），
1287 型生物安全柜（美国），DHG-9241A 型电热恒
温干燥箱（上海精宏实验设备有限公司），PCR 扩增
仪，酶联免疫分析仪。

1.4 方法

1.4.1 动物分组及用药

65 只大鼠按随机数字表随机分为 13 组，正常
对照组、阳性转化液对照组（转化液组）、补肾配伍

组（正交设计 9 组），非补肾中药对照组（黄芪甲苷
组、川芎嗪组）。补肾配伍组按正交设计分高、中、低

剂量，低剂量 10 mg·kg-1，中剂量 20 mg·kg-1，高剂
量 40 mg·kg-1，非补肾中药对照组按 20 mg·kg-1 体
质量分别给予灌胃，连续 3 天。正常对照组、阳性
转化液对照组（转化液组）给予 1 mL/100 g 体质量
生理盐水灌胃。正交设计方案：4 因素 3 水平正交
设计 L9（34）。见表 1。
1.4.2 含药血清的制备

大鼠末次灌胃 1 h 后麻醉取血。大鼠经 10%水
合氯醛腹腔注射麻醉（3 mL·kg-1），行腹主动脉采血
并制备血清，灭活后冻存。使用前用 DMEM 液稀释
成体积分数为 10%的含药血清。
1.4.3 骨髓间充质干细胞培养

骨髓间充质干细胞（购自广州赛业有限公司），

采用胰蛋白酶消化法进行大鼠的骨髓间充质干细

胞的传代。

1.4.4 Bmp2活性检测
Bmp2 活性检测（ELISA 法）按照 Bmp2 测定试

剂盒的说明书进行操作。

1.4.5 Bmp2、Smad1、Smad4 mRNA 检测
对骨髓间充质干细胞诱导分化 18 天，采用实

时荧光定量 PCR 方法。提取总 RNA，进行两步法扩
增。PCR 反应体系为 20 滋L，扩增仪中 95益 30 s，再
扩增（95益 5 s，60益 34 s，72益25 s），40 个循环，
72益延伸 10 min。用 ABI7500 软件自动进行绝对定
量分析，以每一样体所含目的基因的拷贝数和其 茁-
actin 内参基因的拷贝数的比值表示目的基因的表
达量。根据 NCBI/Genebank 公布的各基因相应
mRNA 序列，自行设计引物，引物序列见表 2。
1.5 统计分析

采用 SPSS 10.0 统计分析软件处理，数据以均
数依标准差（x依s）表示，各组数据间的比较采用正交
试验多指标分析及单因素方差分析的检验方法，P约
0.05 为差异有显著性意义。

表 1 因素水平表（mg·kg-1）

水平 A淫羊藿苷 B补骨脂素 C齐墩果酸 D二苯乙烯苷
1 10 10 10 10
2 20 20 20 20
3 40 40 40 40

1095



世界科学技术—中医药现代化绎中医研究

也World Science and Technology/Modernization of Traditional Chinese Medicine and Materia Medica页

2 结果

2.1 Bmp2 活性及含量
检测含药血清在第 6、12、18 天 Bmp2 的活性

及含量，其活性及含量在第 12 天达到了高峰值。
其结果显示：与正常对照组比较，补肾中药配伍

共 9 组、阳性转化液对照组（转化液组）、非补肾
中药组 Bmp2 的活性及含量显著增加（P<0 .01）；
与阳性转化液对照组比较，补肾中药配伍组中第

5 组、6 组 Bmp2 的活性及含量显著增加 （P <

0 .01）；与非补肾中药组比较，补肾中药配伍组
（除第 1 组、2 组）Bmp2 的活性及含量显著增高
（P<0 .01）；补肾中药配伍组之间比较，第 6 组
Bmp2 的活性及含量显著高于其它组（P<0 .01）。
见表 3。
2.2 对成骨细胞 Bmp2 mRNA 表达的影响

检测的目的基因和内参基因溶解曲线，可见一

个特性峰，表明引物特异性好。基因扩增曲线呈“S”
型，说明扩增效率较高，见图 1、图 2。

与正常对照组比较，补肾中药配伍第 5 组、6

表 2 Real-Time PCR 引物序列
引物名称 序列 分子量

茁-actin F：5’-ACCAACTGGGACG-3’ 205 bp
R：5’-AGGCATACAGGGAC-3’

Bmp2 F：5’-GGACTGCGGTCTCCTAAA -3’ 191 bp
R：5’-CAGCCTCAACTCAAACTCG -3’

Smad4 F：5’-CACTATGAGCGGGTTGT-3’ 137 bp
R：5’-TGTCCTTCCGTGGGTAA-3’

Smad1 F：5'　GCAGCACCTACCCTCAC- 3' 306 bp
R：5'　AACCATCCACCAACACG-3'

表 3 6、12、18 天各组 Bmp2 活性值的表达(x依s，pg·mL-1）

组别 6天 12天 18天
正常对照组 0.31依0.04 0.27依0.01 0.45依0.07
转化液组 1.12依0.47淫 0.92依0.14淫 0.98依0.03淫

1组 0.55依0.07裕 0.58依0.03淫裕 0.56依0.60裕

2组 0.50依0.08裕 0.59依0.05淫裕 0.51依0.05裕

3组 0.56依0.05淫淫裕 0.62依0.09淫裕 0.49依0.09裕

4组 0.65依0.06裕吟 0.71依0.08淫裕 0.60依0.09裕吟吟

5组 0.87依0.14淫裕裕吟银翌绎绎 0.98依0.10淫吟银翌绎 0.77依0.15淫裕吟银翌绎

6组 0.82依0.13淫裕吟吟银翌翌 1.23依0.24淫裕吟银翌绎茵 0.62依0.14淫裕翌茵茵

7组 0.49依0.02裕茵荫 0.66依0.03淫裕茵荫 0.64依0.16淫裕银银翌茵茵

8组 0.64依0.09淫裕茵茵 0.77依0.07淫吟银翌翌茵荫 0.53依0.04裕茵

9组 1.03依0.11淫银翌绎殷音 0.90依0.05淫吟银翌绎荫殷音音 0.70依0.03淫裕吟吟银银翌翌音音

黄芪甲苷组 0.49依0.02裕茵荫 0.53依0.03淫裕绎绎茵荫音阴 0.39依0.04裕吟银银绎茵荫殷音阴

川芎嗪组 0.31依0.02裕吟吟翌翌绎茵荫音阴 0.31依0.03裕吟银翌绎茵荫殷音阴姻 0.39依0.04裕吟吟绎茵荫殷音阴

注：与正常对照组比较，淫P约0.05，淫淫P约0.01；与阳性对照组比较，裕P约0.05，裕裕P约0.01；与补肾中药配伍 1组比较，吟P约0.05，吟吟P约0.01；与
补肾中药配伍 2组比较，银P约0.05，银银P约0.01；与补肾中药配伍 3组比较，翌P约0.05，翌翌P约0.01；与补肾中药配伍 4组比较，绎P约0.05，绎绎
P约0.01；与补肾中药配伍 5组比较，茵P约0.05，茵茵P约0.01；与补肾中药配伍 6组比较，荫P约0.05；与补肾中药配伍 7组比较，殷P约0.05；与
补肾中药配伍 8组比较，音P约0.05，音音P约0.01；与补肾中药配伍 9组比较，阴P约0.05；与非补肾中药黄芪甲苷组比较，姻P约0.05。下同。
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图 1 成骨细胞 Bmp2 扩增曲线

组，非补肾中药黄芪甲苷组表达水平明显上调（P<
0.05）；与阳性转化液对照组比较，补肾中药配伍组
第 5 组、6 组，非补肾中药黄芪甲苷组表达水平明显
上调（P<0.01）；与非补肾中药川芎嗪组比较，补肾
中药配伍组第 5、6 组 Bmp2 mRNA 表达水平显著上
调（P<0.01）；补肾中药配伍组之间比较，第 5 组
Bmp2 mRNA 表达水平显著上调（P<0.01）。见表 4。
2.3 对成骨细胞 Smad1 mRNA 表达的影响

检测的目的基因和内参基因溶解曲线，可见一

个特性峰，表明引物特异性好。基因扩增曲线呈“S”
型，说明扩增效率较高，见图 3、图 4。

与正常对照组比较，补肾中药配伍组第 3 组、4
组、8 组和黄芪甲苷组 Smad1 mRNA 表达水平明显
上调（P<0.05）；与阳性转化液对照组比较，补肾中药
配伍组第 8 组、黄芪甲苷组 Smad1 mRNA 表达水平
显著上调（P<0.01）；与非补肾中药川芎嗪组比较，补
肾中药配伍组第 4组、8 组，黄芪甲苷组 Smad1 mR原

NA表达水平显著上调（P<0.01）；补肾中药配伍组
之间比较，第 8 组 Smad1 mRNA 表达水平显著上调
（P<0.01）。见表 4。
2.4 对成骨细胞 Smad4 mRNA 表达的影响

检测的目的基因和内参基因溶解曲线可见一

个特性峰，表明引物特异性好。基因扩增曲线呈“S”
型，说明扩增效率较高，见图 5、图 6。

与正常对照组比较，补肾中药配伍组 4 组和阳
性转化液对照组 Smad4 mRNA 表达水平显著上调
（P<0.01）；与非补肾中药川芎嗪组比较，补肾中药
配伍组第 1 组、4 组、5 组、7 组，阳性转化液对照
组、黄芪甲苷组 Smad4 mRNA 表达水平显著上调
（P<0.01）；补肾中药配伍组之间比较，第 4 组
Smad4 mRNA 表达水平显著上调（P<0.01）。见表 4。
2.5 结果及方差分析

由表 5、表 6 分析结果可知淫羊藿苷（A）为主
要因素，依据直观分析法结合表 3，各药物的主次为

A >C >B >D，而且 B2 >B1 >B3，
C1>C3>C2，D3>D1>D2，所以对
于主要因素淫羊藿苷（A）取中
剂量水平，对于次要因素补骨脂

素（B），B1 和 B2 差异较小，根
据实际成本，综合比较取低剂

量，从而得到最佳试验方案淫羊

藿苷中剂量、补骨脂素低剂量、

齐墩果酸中剂量、二苯乙烯苷高

剂量即补肾配伍第 4 组。
3 讨论

3.1 4 种补肾中药有效成分促
进骨代谢的研究现状

淫羊藿苷是小檗科淫羊藿

属植物淫羊藿茎叶中提取的总

黄酮的主要有效成分。现代药理

学研究证明，淫羊藿苷具有抗肿

瘤、增强免疫功能、改善心脑血

管功能、调节内分泌、促进成骨

等功能。该成分在体外可促进骨

髓间充质干细胞向成骨细胞的

增殖和分化。殷晓雪等 [5]将人骨
髓基质干细胞定向诱导分化为

成骨细胞，MTT 法检测发现淫图 2 成骨细胞 Bmp2 溶解曲线
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表 4 各组 Bmp2、Smad1、Smad4 基因表达水平（x依s，滋g·滋L-1）

组别 Bmp2 Smad1 Smad4
正常对照组 1.11依0.53 1.00依0.04 1.01依0.15
转化液组 0.25依0.05 2.35依0.79 1.86依0.27淫

1组 0.82依0.23 2.53依1.00 1.26依0.03裕

2组 0.90依0.69 0.25依0.09裕裕吟吟 0.52依0.06淫裕吟

3组 1.50依1.33 3.14依0.50淫淫银 1.09依0.14裕银

4组 1.49依0.04 4.29依0.19淫银 1.63依0.16淫银翌

5组 4.63依1.98淫裕吟银翌绎 1.82依0.55l绎绎 1.17依0.10裕银绎

6组 3.90依2.49淫淫裕吟银翌翌绎绎 0.08依0.07裕裕吟吟翌绎 0.91依0.24裕绎

7组 1.27依0.42茵荫荫 1.15依0.51绎 1.30依0.15裕银

8组 1.31依1.20茵荫荫 6.8依3.00淫裕吟银翌绎绎茵荫殷 1.02依0.16裕银绎

9组 0.72依0.44茵荫 2.38依0.41银银荫荫音 0.97依0.32裕银绎

黄芪甲苷组 4.84依3.34淫裕吟银翌绎 16.35依2.45淫裕吟银翌绎茵荫殷音阴 1.38依0.29裕银荫

川芎嗪组 0.54依0.25茵荫姻 1.33依1.12绎音姻 0.69依0.04裕吟绎茵殷姻

羊藿苷对人成骨细胞增殖有显

著促进作用，其作用可能与其

升高人成骨细胞 Bmp2 mRNA
的表达有关。淫羊藿苷对于成

骨细胞的作用机制尚未完全明

了，现有的研究表明淫羊藿苷

与促进成骨细胞胞内信号转导

因子、细胞因子和某些转录因

子有关，其能够通过诱导 Bmp2
和 一 氧 化 氮 的 合 成 ， 上 调

Smad4、核心结合因子 琢1（Cb原
fa1/Runx2）和骨保护素的基因表
达，下调细胞核因子 资B 受体活
化因子配体（Receptor Activator
of Nuclear Factor -资B Ligand，
RANKL）的基因表达，达到促进
成骨细胞增殖和分化，增加骨

形成的作用 [6~8]。Huang J 等 [9]采
用 MTT 和 3H-TdR 掺入法研究
了淫羊藿苷及其两个主要的代

谢产物淫羊藿次苷（Icariside，I原
CA）和淫羊藿素（Icaritin）对大
鼠成骨细胞的影响，发现三者

均能促进成骨细胞的增殖和分

化，且呈浓度依赖性，淫羊藿次

图 3 成骨细胞 Smad1 扩增曲线

图 4 成骨细胞 Smad1 溶解曲线
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苷和淫羊藿素的促增殖作用优

于淫羊藿苷，说明口服是正确的

给药方式。邹节明等 [10]采用放射
性同位素示踪技术比较研究 I原
CA 在单一状态及复方状态下在
小鼠体内的动态分布，发现 ICA
在两种状态下，在动物体内的动

力学行为均符合开放型二室模

型。并且复方状态时，复方中的

其他成分对 ICA 有促进吸收和
分布，延迟消除，长时间保持体

内药量，提高其生物利用度等协

同增效作用。

补骨脂素是补骨脂的有效

成分，属于一种香豆素类化合

物。临床可用于骨质疏松症、皮

肤病等多种疾病的治疗。研究报

道补骨脂素对体外培养的成骨

细胞具有促增殖和分化的作用，

其发挥促成骨作用的机制可能

与植物雌激素样作用有关 [11，12]。
齐墩果酸（Oleanolic Acid，

OA）是女贞子的有效成分之一，
属于不饱和三萜化合物，具有消

炎、护肝肾、解毒，降糖、降脂，调

图 5 成骨细胞 Smad4 扩增曲线

图 6 成骨细胞 Smad4 溶解曲线

表 5 正交试验结果（n=3）
序号

因素 Bmp2 活性
/pg·mL-1

B mRNA
/滋g·mL-1

Smad1 mRNA
/滋g·mL-1

Sma mRNA
/滋g·mL-1 综合评价A B C D

1 1 1 1 1 0.58 0.82 2.53 1.26 24.12
2 1 2 2 2 0.59 0.9 0.25 0.52 21.19
3 1 3 3 3 0.62 1.5 3.14 1.09 25.28
4 2 1 2 3 0.71 1.49 4.29 1.63 27.05
5 2 2 3 1 0.98 4.63 1.82 1.17 27.53
6 2 3 1 2 1.23 3.9 0.08 0.91 25.05
7 3 1 3 1 0.66 1.27 1.15 1.3 23.26
8 3 2 1 3 0.77 1.31 6.8 1.02 28.78
9 3 3 2 1 0.9 0.72 2.38 0.97 24.75
K1 23.53 24.81 25.99 25.47
K2 26.54 25.84 24.33 23.17
K3 25.6 25.03 25.36 27.04
Sj 3.013 1.025 1.655 3.871
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节免疫和抗氧化的作用。齐墩果酸临床常应用于骨

质疏松的治疗，但尚未有确切的研究报道。收载于

《部颁标准》中药成分中的祛风止痛片，以它的有效

成分齐墩果酸的含量来控制质量、稳定疗效 [13]。动
物实验证明，OA 在剂量下未发现任何毒副作用，大
白鼠连续用药 50 天，尿中酮类固醇水平与对照组
无差异，OA 急性中毒实验，测得小白鼠一次皮下给
药的 LD50为 340 mg·kg-1，大白鼠分别口服 1 g·kg-1

及静脉滴注 500 mg·kg-1，未见中毒和死亡，亚急性
毒性试验中，大白鼠每日按 180 mg·kg-1剂量连续
口服 10 天及 100 mg·kg-1 连服 50 天，停药后镜检
结果与对照组相似，心、肝、脾、肾、肾上腺、睾丸、

胃、十二脂肠、小肠、子宫、膀胱等脏器未发现明显

病变 [14]。
二苯乙烯苷是何首乌中特有的生物活性成分，

目前已经成为何首乌药材的专属性指标，具有降血

脂、抑制肿瘤、抗氧化清除自由基的功能，作为抗衰

老指标的成分极具研究价值。王春英等 [15]首次建立
了用 HPLC 法测定血浆中二苯乙烯苷含量，采用此
法研究了何首乌中二苯乙烯苷在小鼠及兔体内的

药代动力学行为，结果表明，静脉注射给药后药代

动力学行为符合二室开放模型，同时发现二苯乙烯

苷进入体内后很快消除，并转化为与原形药物紫外

吸收光谱非常相似的代谢物，逐渐进行消除，提出

在体内发挥药效的可能是二苯乙烯苷的代谢物。孙

江浩等 [16] 对二苯乙烯苷单体成分在大鼠体内的药
动学进行研究，采用 RP-HPLC 法测定大鼠血浆及
组织匀浆中二苯乙烯苷的浓度，发现大鼠腹腔注射

100、50 mg·kg-1二苯乙烯苷后药动学均符合一室模
型。大鼠腹腔注射二苯乙烯苷后 30 min，各组织二
苯乙烯苷浓度即达高峰，单位组织中以心、肾、肝分

布较高；肺、胃、脾、肠次之；睾丸、脑组织中分布较

少。实验中发现大鼠体内存在一明显的代谢物峰，

其保留时间与小鼠体内的代谢物二苯乙烯苷的葡

萄糖醛酸结合物峰保留时间一致，推测其为二苯乙

烯苷的葡萄糖醛酸结合物。

3.2 Bmp2 及其 Smad 信号转导通路与成骨分化
BMP 属于转化生长因子（TGF-茁）超家族成员，

是一种多功能生长因子，其中 Bmp2 是重要的骨形
成调节因子 [17]。Bmp2 可以加速 BMSCs 向成骨细胞
分化，有研究证明其作用机制可能为 Bmp2 表达量
增加，能引起或激活成骨相关基因 mRNA 表达，从
而使 BMSCs 向成骨方向分化，表现为 ALP 活性增
强，I 型胶原、BGP表达增加，矿化结节形成 [18]。实验
证实，不表达 Bmp2 的前体成骨细胞不具有分化的
能力，若加入外源性的重组 Bmp2 或将 Bmp2 基因转
染入这种细胞后，可促进其向成骨细胞分化 [19]。
Bmp2 可通过激活其下游信号转导分子 Smads 调节
成骨基因转录而发挥其成骨作用 [20]。

迄今为止在哺乳动物已经分离鉴定的 Smad 蛋
白有 9 种，用 Smad1~9 表示。Smad 蛋白可分为 3
类：受体调节型 Smads（R-Smad）：Smad1、5、8 参与
BMPs 信号转导；共同介导型 Smads（Co-Smad）：
Smad4 为 TGF-茁 信号转导过程中共同需要的介
质；抑制型 Smads （砖 -Smad）：Smad -6 优先抑制
BMP 信号转导；Smad7 抑制 TGF-茁 和 BMP 信号转
导。Smad1、5 通过与 Smad4 相互结合进入细胞核
内通过激活和诱导成骨细胞特异性转录因子 Cb原
fal 的功能与表达，转导 Bmp2 的信号，刺激成骨细
胞分化 [21]。
3.3 补肾中药有效成分配伍对 Bmp2/Smad1、Smad4
信号通路对 BMSCs 成骨分化的影响
3.3.1 补肾中药有效成分配伍对 Bmp2 的影响

本研究表明骨髓间充质干细胞向成骨细胞分

化的过程中存在 Bmp2 的基因和蛋白表达。补肾配
伍组能显著上调 Bmp2 的基因和蛋白表达，这可能
是其促进骨髓间充质干细胞向成骨细胞分化的机

制之一。以补肾中药配伍组第 5 组、第 6 组 Bmp2 蛋
白和基因表达的上调最为显著，正交设计分析其中

淫羊藿苷为主要因素，体现出淫羊藿苷对 Bmp2 的
靶向性，与以往的研究中结论一致。

3.3.2 补肾中药有效成分配伍对 Smad1 的影响
本研究表明骨髓间充质干细胞向成骨细胞分

化的过程中存在 Smad1 的基因表达。补肾配伍组能

表 6 方差分析表

方差来源 离差平方和 自由度 F P

A 14.249 2 8.152 淫
B 1.748 2 1.000
C 4.185 2 2.394
D 2.746 2 3.013

误差（e） 1.75 2 -
注：淫P约0.05。
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显著上调 Smad1 的基因表达，可能是其促进骨髓间
充质干细胞向成骨细胞分化的机制之一。补肾中药

配伍组之间比较，第 8 组表达水平上调显著。
3.3.3 补肾中药有效成分配伍对 Smad4 的影响

本研究表明骨髓间充质干细胞向成骨细胞分

化的过程中存在 Smad4 的基因表达。补肾配伍组能
显著上调 Smad4 的基因表达，可能是其促进骨髓间
充质干细胞向成骨细胞分化的机制之一。补肾中药

配伍组中第 4 组 Smad4 mRNA 表达水平明显上调，
正交设计分析其主要因素为补骨脂素。

综上所述，采用正交设计多指标试验分析综合

平衡法，从而得到最佳试验方案淫羊藿苷中剂量、

补骨脂素高剂量、齐墩果酸低剂量、二苯乙烯苷中

剂量即补肾配伍第 6 组。在前期研究中，对细胞上
清液采用 ELISA 法检测 ALP 和 BGP 的含量，各组
比较的结果也显示补肾配伍第 6 组的显著改变，也
可进一步验证最佳试验方案。

3.4 补肾成分配伍与非补肾中药对诱导 BMSCs 成
骨分化机制的比较

本研究表明黄芪甲苷组和川芎嗪组能促进骨

髓间充质干细胞的增殖及成骨细胞的分化，可能与

其明显上调 Bmp2、Smad1 mRNA 表达量有关。而补
肾中药在 Bmp2 的活性及含量、Smad4 mRNA 表达
量方面明显优于黄芪甲苷组和川芎嗪组，体现出不

同功效中药对成骨分化过程中靶向的差异。作为补

气药物的黄芪和血之气药的川芎促进骨髓间充质

干细胞的增殖及成骨细胞的分化，与骨代谢过程密

切相关，可能与中医“气能生精，精生髓，髓养骨”等

理论有关。

4 结论

本研究基于中医“肾藏精，精生髓，髓养骨”的

理论与干细胞及其微环境相关性的科学假说而设

计。研究结果显示，补肾中药有效成分配伍能有效

促进骨髓间充质干细胞增殖及向成骨细胞的分

化，其机制可能与提高 Bmp2 的含量及上调 Bmp2、
Smad1、Smad4 基因表达水平，从而促进 BMSCs 向
成骨方向分化有关。成骨细胞增殖分化与多种细

胞因子及其信号通路有关，补肾中药不同成分也

显示出其靶向的区别，采用血清药理学的方法与

直接进行体外实验其效应机制是否相同尚待进一

步深入研究。
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Orthogonal Compatibility of Icariin, Psoralen, Oleanolic Acid, Stilbene Glucoside on Regulation of Bmp2,
Smad1, and Smad 4 Induced Osteogenic Differentiation of BMSCs

Gao Lu1, Zheng Hongxin1, ChenYijing1, Zong Zhihong2, Lin Shuru1

(1. Basic Medical College , Liaoning University of Traditional Chinese Medicine , Shenyang 110032, China;
2. Basic Medical College , China Medical University, Shenyang 110001, China)

Abstract: This study was aimed to observe four kinds of kidney-tonification medicine, which were Epimedium, pso鄄
ralen, Ligustrum lucidum, Polygonum with the active ingredient of icariin, psoralen, oleanolic acid, stilbene glucoside
and their orthogonal compatibility. There were two kinds of non-kidney tonification medicine, which were Chuanx鄄
iong and astragalus with the active ingredient of TMP and astragaloside. The observation was made on the regulatory
role of rat bone marrow stem cells (BMSCs). A total of 65 SD rats were randomly divided into the normal control
group, positive transformed control group, kidney-tonification compatibility group (including Group 1, Group 2, Group
3, Group 4, Group 5, Group 6, Group 7, Group 8, and Group 9), non-kidney tonification medicine control group (in鄄
cluding TMP group and astragaloside group). Intragastric administration of medication was given to the kidney-tonifi鄄
cation compatibility group and the non -kidney tonification medicine control group, once a day for 3 consecutive
days. Intragastric administration of equal amount of normal saline was given to the normal control group and the posi鄄
tive transformed control group. On the third day of intragastric administration, rats in each group were sacrificed.
Serum containing medication was used in the culture of BMSCs for 6, 12, or 18 days. ELISA method was used to
quantitatively detect the expression activity and content of BMP2 on the 6th, 12th, or 18th day, in order to evaluate the
degree of bone cell differentiation degree. Real-time quantitative PCR method was used for detection of expression of
Bmp2, Smad1, Smad4 mRNA in serum containing medication in the culture of BMSCs on the 18th day. The results
showed that the kidney-tonification compatibility can improve the expression activity and content of BMP2 culture in
vitro, with the peak on the 12th day. The kidney -tonification compatibility groups can upregulate expressions of
Bmp2, Smad1, Smad4 mRNA. It was concluded that the active ingredient compatibility of kidney -tonification
medicine can promote BMSCs. Its mechanism may be related to the upregulation of expression of Bmp2, Smad1,
Smad4 mRNA, and the activity and content of Bmp2.
Keywords: Kidney -tonification medicine, bone marrow stem cells, osteoblast, bone morphogenetic protein 2,
Smad1, Smad4
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