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牛膝提取物对大鼠骨髓间充质干细胞向髓核样细胞增殖与分化的影响

岳宗进! !于!露! !刘汝银! !冯仲锴! !王新立! !王西彬! !鲁!花
"河南中医药大学第二附属医院! 河南 郑州 .+%%%#$

收稿日期! #%"’(%&(%’

作者简介! 岳宗进 ""*)*%#& 男& 从事颈肩腰腿痛方面的治疗和研究’ 345! "&+*’%)/%."& 2(6785! "#&n@<=G8<B:4>D8<7$?@6

摘要# 目的!研究牛膝提取物对大鼠骨髓间充质干细胞向髓核样细胞增殖与分化的影响’ 方法!分离培养原代大鼠骨
髓间充质干细胞后& 流式细胞仪检测细胞表面标记物& 分成对照组和牛膝提取物组 ""%( &%( +% !=K6U#’ 培养". I
后& N33法检测细胞增殖& 流式细胞仪检测细胞凋亡& 阿利新蓝法检测葡糖胺聚糖含有量& 实时定量聚合酶链反应
"-475(H864bM-#( 免疫印迹 "Y4DH4‘< J5@H# 检测细胞中 V@9(*( #型胶原 "M@5##( 聚集蛋白聚糖 "T==‘4?7<# 水平’
V[-3" 抑制剂 "尼克酰胺# 处理细胞& N33法检测细胞增殖& -3(bM-和免疫蛋白印迹检测 V[-3"( V@9(* 水平’
结果!骨髓间充质干细胞表面M1*% 和M1.. 呈阳性表达& 而M1.+ 和M1&. 呈阴性表达’ 与对照组比较& 牛膝提取物
可显著促进骨髓间充质干细胞细胞增殖& 抑制细胞凋亡& 上调细胞葡糖胺聚糖含有量及 V@9(*( M@5#( T==‘4?7<水平&
以上差异均有统计学意义 "!W%L%+#& 并呈剂量依赖效应’ 另外& 尼克酰胺可抑制牛膝提取物诱导的骨髓间充质干
细胞细胞增殖和 V@9(* 表达升高’ 结论!牛膝提取物可通过上调 V[-3" 水平来促进骨髓间充质干细胞向髓核样细胞增
殖与分化’
关键词! 牛膝提取物$ 骨髓间充质干细胞$ 髓核样细胞$ 增殖$ 分化
中图分类号! -*//!!!!!文献标志码! T!!!!!文章编号! "%%"("+#’"#%"’#"#(#/&+(%+
)*"!"%L&*/*KG$8DD<$"%%"("+#’L#%"’L"#L%%+

@55-!&0*5!"&?*#$%&+/@+A8$%#%#8>#A+) -X&.$!&*#&2-3.*4"5-.$&"*#$#))"55-.-#1
&"$&"*#*5.$&6*#-%$..*P %-0-#!2,%$40&-% !-440"#&* #O!4-O03O43*0O01
4"[-!-440

\X2,@<=(G8<& !\XU:& !U[X-:(B8<& !S2OR,A@<=(P78& !YTOR08<(58& !YTOR08(J8<& !UXZ:7
"6&3$3%’.7 U’4C05*(?))0(0*537 5’U3.*. 1.023+405-’)8&0.3439370%0.3& V&3./P&’> TQ;;;:& 8&0.*#

F@GHB<’+! ?%&-+*.5&04A073.5*5*3D*70@49H‘7?H$ J@<467‘‘@C64D4<?AB675DH46?455D$ <:?54:D;:5;@D:D(
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!!腰椎间盘突出是由椎间盘退变引起的一种骨科
常见病+", & 腰椎间盘退变源于髓核组织退变& 主

要特点为髓核细胞凋亡( 细胞数量减少( 髓核含水
量( 蛋白多糖含有量减少等+#, ’ 骨髓间充质干细
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胞具有多向分化潜能以及自我更新能力& 是细胞移
植治疗椎间盘退变中最有前景的种子细胞+&, & 但
如何诱导其向髓核样细胞分化并发挥其修复作用还
鲜有报道’ 牛膝为苋科多年生草本植物& 又称怀牛
膝& 具有补肝肾( 强筋骨( 逐瘀通经的功效+., &
由其根部提取的有效成分皂苷具有诱导骨髓基质干
细胞成骨分化的功能++, & 故本实验旨在检测牛膝
提取物诱导骨髓间充质干细胞向髓核样细胞分化的
生物活性及相关分子机制& 为探索椎间盘退变的生
物学治疗奠定基础’
(I材料

牛膝提取物 "牛膝饮片购于国大药房& 批号
#%"+"%%"& 经河南中医药大学第二附属医院专家鉴
定为正品& 参照文献 +/, 方法提取#’ 健康 . 周
龄 V1大鼠 #% 只& VbS级& 批号 V\0] "豫 #
#%"/(%%%#& 由河南省实验动物中心提供’ 1N2N
培养基 "批号 /%%(.."b#( 双抗 "含 "%% XK6U青
霉素( "%% !=K6U双链素#( 胎牛血清 "批号 "%%(
+%%# "美国 R468<8公司#$ N33( 二甲基亚砜
"1NVl#( 尼克酰胺 "OTN# "美国 V8=67公司#$
S[3M标记的鼠抗 M1&.( M1..( M1.+( M1*% 单克
隆抗体 "美国 V7<H7M‘:n公司#$ 鼠抗#型胶原
"批号7J"’+.&%#( T==‘4?7< "批号7J&))’#( V@9(*
多克隆抗体 "批号 7J)/**) #( "(7?H8< "批号
7J/#)/# 鼠抗单克隆抗体 "英国TJ?76公司#$ 羊
抗鼠二抗 "Z-b# "批号 ""#.&’& 北京中杉金桥生
物技术有限公司#$ eMT试剂盒 "批号 b%%"%#(
T<<498< d(S[3MKb[凋亡试剂盒 "批号 M"%/#& 上
海碧云天生物技术有限公司#’
JI方法
#L"!干细胞分离培养! #!戊巴比妥钠麻醉大鼠
后& 置于 )+!乙醇中消毒 "% 68<& 取股骨和胫骨&
beV清洗& 露出骨髓腔吸取骨髓后& 用添加双抗的
1N2N培养液反复吹打& 制成单细胞悬液& 离心
后弃上清& 重悬后接种于培养瓶中 "细胞密度 " o
"%. K孔#& 置于 &) g( +! Ml# 孵箱中培养& 隔天
观察细胞状态& .’ A 后更换培养基’ 待细胞铺满
培养瓶底( 密度长至 ’%!融合时& 按 " h# 比例进
行传代培养& 取第 & 代干细胞用于后续实验’ 所有
步骤均在无菌条件下操作’
#L#!干细胞鉴定!取生长良好的干细胞& %L#+!
胰酶消化& . g( " %%% ‘K68< 离心 + 68<& beV 清
洗细胞 & 次& 各管依次加入 S[3M标记的单克隆抗
体 M1&.( M1..( M1.+( M1*%& 同时每管样品设

立同型阴性对照’ 避光冰上孵育 .+ 68<& beV 洗涤
细胞 & 次& +%% !UbeV 重悬细胞& 流式细胞仪进
行检测分析’
#L&!干细胞诱导分化!取生长良好的干细胞&
%L#+!胰酶消化& 以 + o"%) K孔细胞密度接种于 /
孔板中& 待细胞至 )%!融合& 分 . 组进行诱导’
分别用加入不同质量浓度牛膝提取物 "%( "%(
&%( +% !=K6U# 的 1N2N培养液诱导 &( )( "%(
". I& 每天在倒置显微镜下观察细胞生长情况’
#L.!干细胞活性检测! 收集经不同质量浓度牛膝
提取物诱导 ". I的干细胞& 以 + o"%& K孔细胞密度
接种于 */ 孔板内培养 #. A& 待细胞达 )%!融合后
每孔加入 #% !UN33溶液& 孵育 . A& 弃上清液&
加入 "%% !U1NVl& 振荡后& 酶标仪检测 .*% <6
波长下吸光度 "?.*% #’ 然后& 将生长良好的干细
胞接种于 */ 孔板中& 分为对照组( 牛膝提取物
"+% !=K6U# 组( 牛 膝 提 取 物 Q尼 克 酰 胺
"#% 66@5KU# 组& 处理 ". I 后& 按照上述步骤检
测细胞活性’
#L+!干细胞凋亡检测! 收集经不同质量浓度牛膝
提取物诱导 ". I 的干细胞& beV 洗涤 # 次& 结合
缓冲液将细胞重悬& 参照凋亡试剂盒说明书加入
T<<498< d(S[3M和b[进行标记& 检测细胞凋亡率’
#L/!干细胞中葡糖胺聚糖含有量检测! 收集经牛
膝提取物诱导 &( )( "%( ". I 后的干细胞& 超速
离心提取葡萄糖胺聚糖& 以蒸馏水为空白对照& 硫
酸软骨素为对照品& 阿利新蓝法+),测定各组细胞
上清液中葡糖胺聚糖含有量’
#L)!6-OT表达检测! 收集经不同质量浓度牛膝
提取物诱导 ". I的干细胞& 3‘8n@5法提取-OT& 检
测其纯度和完整性’ 参照逆转录试剂盒说明书合成
?1OT& 并进行bM-检测& 引物由上海生工生物工
程公司合成& 序列为 V@9(*& 正向 +m(RTM33M(
MRMRTMR3RRTM(&m& 反向 +m(MTR3TMM3RMMRM(
MMTTM(&m#$ M@5#& 正向 +m(RRMTT3TRMTRR3(
3MTMR3TMT(&m& 反 向 +m(MRT3TTMTR3M33RM(
MMMTM33(&m#$ T==‘4?7<& 正 向 +m(3M3TMMRM3(
RMRTRR3RT3(&m& 反向 +m(3R3TT3RRTTMTMRT3(
RMM333(&m#$ V[-3"& 正 向 +m(3RRMTTTRRTR(
MTRT33TR3TRR(&m& 反向 +m(M3RMMTMTTRTTM(
3TRTRRT3TTRT(&m$ "(7?H8<& 正 向 +m(3R33TM(
MTTM3RRRTMRTMT(&m& 反 向 +m(RRRR3R33(
RTTRR3M3MTTT(&m’
#L’!蛋白含有量检测! 收集经牛膝提取物诱导
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". I的骨髓间充质干细胞& 提取细胞总蛋白后&
eMT测定蛋白浓度& 经 V1V(bTR2电泳( 转膜(
脱脂奶粉封闭后& . g下 V[-3"( M@5#( T==‘4?7<(
V@9(*( "(7?H8< "均为 " h&%% # 一抗孵育过夜&
beV3洗膜& 二抗 "均为 " h&%%# 室温孵育 " A&
beV3洗膜& 2MU发光& 压片& 显影& 检测蛋白含
有量’ 取生长良好的干细胞接种于 / 孔板中& 分为
对照组( 牛膝提取物 "+% !=K6U# 组( 牛膝提取
物Q尼克酰胺 "#% 66@5KU# 组& 处理 ". I后提取
细胞总蛋白& 按照上述方法检测 V@9(* 蛋白表达’

#L*!统计学分析! 通过 VbVV "+L% 软件进行处理&
组间差异采用5检验( 单因素方差分析& 多重比较
采用 UV1(5检验’ 以 !W%L%+ 为差异有统计学
意义’
KI结果
&L"!干细胞鉴定!图 " 显示& 分离培养的第 & 代
干细胞均一表达 M1*%( M1..& 阳性率分别达到
*’L&.!( **L#"!$ M1.+( M1&. 呈阴性& 阳性率
分别仅为 #L.)!& &L+/!& 证实所分离的细胞为
骨髓间充质干细胞’

图 (I干细胞表面标志物表达
L"/M(I+O.5$!-%$.[-.-X3.-00"*#0*50&-%!-440

&L#!干细胞形态观察!图 # 显示& 传代干细胞贴
壁后逐渐显现出梭形( 纺锤形& 进而形成呈集落生
长区$ 牛膝提取物诱导 ) I时& 细胞形态由梭形向
多角形转变& 带有多个凸起& 核周可见黑色颗粒$
诱导 ". I 时& 多数细胞变成多边形& 核周颗粒明
显& 细胞表型十分接近髓核样细胞’

注! Te2为牛膝提取物

图 JI干细胞形态观察
L"/MJI?*.32*4*/, *60-.N$&"*#*50&-%!-440

&L&!对干细胞增殖与凋亡的影响!图 & 显示& 与
对照组比较& 牛膝提取物组干细胞活性显著上升
"!W%L%+#& 凋亡率显著降低 "!W%L%+#& 并呈
剂量依赖效应’
&L.!对干细胞分化的诱导作用!图 . 显示& 随着
牛膝提取物诱导干细胞时间延长& 细胞上清液中葡

糖胺聚糖含有量逐渐增加& 并呈剂量依赖效应$ 与
对照组比较& 诱导 ". I 后牛膝提取物组 M@5#(
T==‘4?7<( V@9(* 蛋白及 6-OT表达均显著上调
"!W%L%+#’
&L+!对干细胞增殖与分化的促进作用!图 + 显示&
与对照组比较& 牛膝提取物组 V[-3"( V@9(* 6-OT
及蛋白表达显著上调 "!W%L%+#& 干细胞活性显
著提高 "!W%L%+#& 而加入尼克酰胺 " V[-3" 抑
制剂# 后均显著降低 "!W%L%+#’
QI讨论

腰椎间盘突出症是指腰椎间盘退变的基础上
纤维环破裂髓核突出& 进而压迫和刺激神经根所
引起的一系列症状和体征+#, & 椎间盘退变首先表
现为髓核细胞的病变& 表现为细胞数量减少& 进
而减少细胞外基质蛋白聚糖和#型胶原等物质&
进一步造成含水量降低( 椎间盘功能的损伤+’, ’
中药对该类疾病治疗已有丰富的临床经验& 而且
安全性较高& 适合长期使用& 值得进一步探究和
推广’

目前& 骨髓间充质干细胞已经作为种子细胞用
于组织工程& 其优点在于取材方便& 在体外能维持
分化潜能& 无任何排斥反应& 髓核细胞为类软骨细
胞& 而软骨细胞表型的改变有赖于机械性刺激( 加
入生长因子等细胞外环境的变化+*, & 但采用骨髓
间充质干细胞治疗椎间盘退变的关键问题是如何将
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注! Te2为牛膝提取物’ 与对照组 "% !=K6U# 比较&!!W%L%+

图 KI提取物对干细胞增殖与凋亡的影响
L"/MKI@55-!&0*5-X&.$!&*#&2-3.*4"5-.$&"*#$#)$3*3&*0"0*50&-%!-440

注! Te2为牛膝提取物’ 与对照组比较&!!W%L%+

图 QI提取物对干细胞分化的诱导作用
L"/MQI>#)O!&"*#-55-!&*5-X&.$!&*#0&-%!-44)"55-.-#&"$&"*#

其诱导分化为髓核样细胞而发挥其修复作用’ 研究
证实& 在3RS("" 诱导下骨髓间充质干细胞可分化
成髓核样细胞& 并且对椎间盘损伤动物模型使用诱
导后的干细胞后& 退变组织恢复了再生+"%, $ 李淑
洁等+"",报道& 牛膝提取物能促进软骨细胞增殖&
上调软骨#型胶原 "M@5## 表达& 修复软骨损
伤$ 本实验发现& 牛膝提取物作用于骨髓间充质干
细胞 ". I 后& 其细胞形态发生明显改变& 随着培
养天数延长& 其外形逐渐接近髓核细胞& 同时可通
过促进骨髓间充质干细胞增殖& 并抑制其凋亡’

V@9(* 已被证实为软骨细胞表型的主要调控
者+"#, & M@5#与T==‘4?7<是软骨细胞的特征性表面
标志& 细胞外基质中葡糖胺聚糖含有量可作为判断
体外培养扩增软骨细胞分泌基质功能的可靠依据&

故本实验选择四者作为骨髓间充质干细胞向髓核样
细胞分化的特征指标’ 研究表明& 牛膝多糖可上调
软骨细胞M@5#表达& 从而促进软骨细胞增殖+"&, $
本实验发现& 牛膝提取物可显著提高骨髓间充质干
细胞中葡糖胺聚糖含有量及M@5#( T==‘4?7<( V@9(
* 水平’

沉默信息调节因子 # 同源蛋白 " "V[-3"# 为
细胞核去乙酰化酶& 能调节细胞增殖与分化( 衰
老( 能量代谢等决定细胞命运的功能+"., & 可通过
脱乙酰化 "(?7H4H<8< 来调控骨髓间充质干细胞分
化+"+, ’ 大量研究证明& 中药有效成分可通过调节
V[-3" 来发挥对疾病的治疗作用+"/("), $ 本实验发
现& 牛膝提取物可显著提高骨髓间充质干细胞
V[-3" 水平& 而尼克酰胺 "V[-3" 抑制剂# 抑制了

’&/#
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注! Te2为牛膝提取物& OTN为尼克酰胺’ 与对照组比较&!!W

%L%+$ 与牛膝提取物组比较&k!W%L%+

图 YI提取物对细胞增殖与分化的促进作用
L"/MYI8.*%*&"*#-55-!&0*5-X&.$!&*#!-443.*4"5-.$&"*#

$#))"55-.-#&"$&"*#

细胞增殖与分化& 表明在该过程中 V[-3" 发挥了重
要作用’

综上所述& 牛膝提取物可通过上调 V[-3" 来促
进骨髓间充质干细胞增殖并抑制其凋亡& 上调髓核
样细胞表征蛋白 M@5#( T==‘4?7<( V@9(* 水平& 但
其相关分子机制还需进一步研究’ 本实验通过研究
牛膝提取物对骨髓间充质干细胞增殖与分化的影
响& 为中药治疗腰椎间盘突出提供了实验依据’
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