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[摘 要] 目的：本研究旨在深入探讨伤科益肾壮骨丸如何通过其独特的药理作用机制来促进或

改善骨形成过程。方法：将 SD 大鼠均衡分配至七组：正常对照组、生理盐水对照组及五个药

物干预组（单味补阳-固本壮骨胶囊、复方补阳-伤科益肾壮骨丸、复方平补－补肾益精方、复方

补阴-知柏地黄丸、西药对照-萌格旺）。各组血清含相应药物，分别处理 16月龄大鼠的成骨细

胞。随后，运用免疫组织化学技术精准测定这些处理后的成骨细胞中维生素 D受体（VDR）与

核心结合因子α1（Cbfa1）蛋白的表达水平，以探讨各药物对骨代谢关键调控因子的影响。结

果：在大鼠成骨细胞的研究中，单味补肾阳组、复方补肾阳组、复方平补组及西药对照组均显

著促进了维生素 D受体（VDR）与核心结合因子α1（Cbfa1）蛋白的表达。相比之下，复方补

肾阴组则明显抑制了 VDR与 Cbfa1蛋白的表达，揭示了不同中药配方对骨代谢调控机制的差异

性影响。结论：伤科益肾壮骨丸的补阳与平补剂型，可能通过上调成骨细胞中维生素D受体（VDR）
与核心结合因子α1（Cbfa1）的蛋白表达，有效促进骨形成过程，体现其治疗骨伤科疾病的机制。
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Abstract: Objective: To investigate how Shangke Yishen Zhuanggu Pill promotes bone
formation.Methods: SD rats were divided into seven groups: normal control, saline control, and five drug
groups. Osteoblasts from 16-month-old rats were treated with drug-containing sera. VDR and Cbfa1
protein expression was measured by immunohistochemistry.Results: Yang-tonifying, compound
yang-tonifying, balanced tonifying, and western medicine groups significantly increased VDR and
Cbfa1 expression. The yin-tonifying group inhibited their expression.Conclusion: Shangke Yishen
Zhuanggu Pill promotes bone formation by upregulating VDR and Cbfa1 expression in osteoblasts.
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引言

骨代谢作为维持骨骼健康与生命活力的基石，其核心在

于复杂的骨重建过程。这一过程精妙地调节着骨组织的动态

平衡，确保其不断更新与强化[1]。此过程精密调控，依赖于

一系列协同作用的细胞群体，包括专司骨质溶解的破骨细胞、

负责新骨生成的成骨细胞、维持骨稳态的骨细胞，以及作为

骨细胞来源的骨祖细胞。这些细胞在精密的信号网络调控下，

共同维系着骨骼系统的完整与活力[2]。研究深入探索了骨形

成过程的复杂调控机制，其中细胞核内蛋白如维生素 D受体

（VDR）与核心结合因子α1（Cbfa1）被证实为骨形成的关

键调控因子。本研究聚焦于老龄大鼠的成骨细胞，通过检测

伤科益肾壮骨丸对这些重要蛋白表达的影响，旨在揭示该药

物对骨形成机制的潜在作用[3]。此项研究不仅深化了对伤科

益肾壮骨丸药效机制的理解，还为其在防治骨质疏松症方面

的应用提供了科学依据，为骨骼健康维护贡献新的治疗策略。

1 材料与方法

1.1 主要仪器和试剂

表 1 主要仪器和试剂

仪器和试剂 来源信息

DMEN/HamF 12 Gibco- BRL, Grand Island, NY
胰蛋白酶 PROMEGA, 1:250

新生小牛血清 杭州四季青

青霉素 上海第二制药厂，100 U/ml
链霉素 上海第二制药厂，100ug/m

D-Hanks平衡液，SABC免疫组化

试剂盒
武汉博士德公司

I抗：羊抗大鼠 Santa Cruz, Biotechnoloy, Inc



临床医学前沿论坛
第 3 卷◆第 9 期◆版本 1.0◆2025 年

文章类型：论文 | 刊号（ISSN）：2972-4457(P) / 2972-452X(O)

Copyright © This work is licensed under a Commons Attibution-Non Commercial 4.0 International License.

Frontier Forum of Clinical Medicine

2

1.2 研究方法

1.2.1 成骨细胞的培养参照有关文献

本研究选取 16月龄 SD大鼠作为研究对象，首先通过腹

腔注射 0.3%戊巴比妥钠溶液（剂量为 10ml/kg）实现无痛麻

醉。在严格的无菌操作环境下，从大鼠体内取出双侧股骨的

远端与近端部分，细致剔除附着的骨膜及周围结缔组织[4]。

随后，使用无菌磷酸盐缓冲液（PBS）对骨组织进行三次彻

底的冲洗，确保去除残留的血液与杂质。之后，将清洁的骨

组织精细剪切成约 1mm³大小的微小骨粒，并再次利用 PBS

进行多次冲洗，直至骨粒表面呈现纯白色，表明已充分去除

了可能影响后续培养的成分[5]。最后将这些处理好的骨粒均

匀分布于含有 20%灭活新生牛血清的DMEM/F12（1:1混合）培

养基中，采用翻转培养技术，在设定为 37℃、含 5%CO₂ 的恒

温培养箱中进行细胞培养，以模拟体内生理条件，促进成骨

细胞的生长与分化。

1.2.2 成骨细胞功能鉴定

当成骨细胞在培养瓶中生长至汇合度达 80%时，采用

0.25%胰酶消化液进行消化处理。随后，以 3×10⁵/ml 的细胞

密度，将细胞接种至 6孔板中继续培养。在培养过程中，每

两天更换一次培养液，以维持细胞的良好生长状态。同时，

定期观察并检测矿化结节的染色情况，以评估成骨细胞的矿

化能力。

1.2.3 研究分组及含药血清制备

本研究选用了健康 6月龄 SD大鼠共 70只，体重范围严

格控制在（270±20）g内，性别分布均衡，雌雄各异，全部

由权威的研究动物供应机构——上海中医药大学研究动物

中心提供。研究设计将这批大鼠通过随机化方法分为七大组

别，具体为：正常对照组、生理盐水对照组、单味补阳药物

组、复方补阳药物组、复方平补药物组、复方补阴药物组，

以及西药阳性对照组。这样的分组旨在全面比较不同药物对

SD大鼠生理机能的影响，确保研究结果的客观性与科学性。

表 2 研究分组及含药血清制备

研究分

组

含药血清制

备
主要成分

单味补

阳组
固本壮骨粉

续断，由浙江迪耳药业有限公司生产，

批号：021012
复方补

阳组

伤科益肾壮

骨丸

熟地黄、山药等，荆州市中医医院自制

药，批号：鄂药制药 Z20210327
复方平

补组
补肾益精方

牡蛎、何首乌等，由上海中医药大学附

属曙光医院制剂室生产，批号：010521
复方补

阴组
知柏地黄丸

知母、黄柏等，由兰州佛慈药厂生产，

批号：019804
西药对

照组
萌格旺 日本帝人株式会社生产，批号：5699

采血时，首先采用 1.1%氨基甲酸乙酯以 1.1g/kg体重的

剂量腹腔注射麻醉大鼠。随后，在严格的无菌操作下，通过

腹主动脉采集血液样本。采集的血液在 4℃条件下以 3000转

/分钟的转速离心 20分钟，分离上清液。接着，将上清液置

于 56℃环境中灭活 30分钟，再通过 0.22微米滤膜过滤以去

除微生物。处理后的血液样本分装后，储存于-30℃冰箱中，

以备后续研究使用。

1.2.4 含药血清对成骨细胞的干预

待细胞生长至汇合度约 60%时，更换为无血清培养液继

续培养 24小时。之后，向培养体系中加入含药血清（浓度

为 10%），并继续培养 3天，以观察药物对细胞生长及功能

的影响。

1.3 统计学方法

计量资料以均值±标准差（x̄±s）表示，数据输入计算

机分析系统后，利用 SPSS 11.0软件，通过 One-Way ANOVA

方法进行统计分析。

2 结果与分析

2.1 成骨细胞形态学的观察

在相差显微镜下观察，细胞悬液中的细胞形态多样，呈

圆形且大小不一。经过 24小时的培养液更换后，部分细胞

开始贴附于培养底物，形态逐渐转变为椭圆形或梭形。随着

时间推移，这些贴壁细胞进一步生长，胞体显著增大，并伸

出较长的突起。当细胞增殖并相互接触时，它们汇聚成层，

整体呈现出长梭形的集落形态。因此，如图 1成骨细胞形态

学的观察所示：

图 1 成骨细胞形态观察（×100）

2.2 矿化结节染色

成骨细胞培养 20天后，培养皿中可观察到明显的橘红

色矿化结节生成。如图 2的矿化结节染色如下：

图 2 矿化结节染色（×100）

2.3 对 VDR、Cbfa1 蛋白表达的影响

与正常组相比，研究结果显示单味补阳组、复方补阳组、

复方平补组及西药对照组均显著增强了VDR与Cbfal蛋白的
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表达；而复方补阴组则明显抑制了 VDR与 Cbfal 蛋白的表达

水平。因此，表 3所示：

表 3 各组大鼠成骨细胞 VDR、Cbfal 蛋白测定比较（x±s）

组别
VDR
(n) VDR 灰度值 Cbfal (n) Cbfal 灰度值

正常组 6 1395.77 ± 337.06 4 1058.45 ±
214.54

生理盐

水组
6 1272.63 ± 133.00 4 1187.71 ±

329.82

单味补

阳组
6 2510.12 ±

288.99*△# 4 2699.23 ±

330.56*#0

复方补
阳组

6 2837.62 ±
328.00*△# 4 3813.61 ±

554.08

复方平
补组

6 1927.38 ±
417.02*A# 4 1273.53 ±

404.65

复方补

阴组
6 1360.14 ± 302.82 4 939.46 ± 135.41

西药对

照组
6 3480.71 ±

647.63*△ 4 3886.30 ±

774.55*

注：与正常组、生理盐水组比较，*P<0.05；与复方养阴

组比较，△P<0.05；与西药对照组比较，#P<0.05；与复方补

阳组比较，OP<0.05。

3 讨论

3.1 骨重建是涉及成骨细胞与破骨细胞紧密合作的复杂

生理生化过程。成骨细胞在这一过程中历经细胞增殖、细胞

外基质成熟、基质矿化及凋亡四大关键阶段。此复杂流程受

多重因素精细调控，以最终决定骨形成的成效。研究表明，

包括甲状旁腺激素、降钙素及性激素在内的多种全身激素，

均能在不同阶段影响成骨细胞的发展及功能。尤为引人注目

的是，随着维生素 D在骨代谢管理中的应用日益广泛，其作

为骨形成调控中的关键角色逐渐显现，深刻影响着成骨细胞

的各项活动，对维持骨骼健康具有不可忽视的作用。

3.2 维生素 D，传统上被视为维持钙平衡的基本营养素，

现经深入研究揭示其作为类固醇激素家族成员的多重生理

功能。它不仅调节体内矿物质平衡，还深刻影响骨骼微环境，

调控骨细胞功能。尤为关键的是，1,25(OH)₂ D₃ 作为维生

素 D的活性代谢产物，对成熟细胞展现出显著作用，进一步

强化了维生素 D在生理调控中的核心地位。

3.3 现有研究已明确维生素 D对骨健康的积极影响，它

能促进骨形成并降低骨折风险。体内研究显示，给大鼠补充

1,25(OH)₂ D₃ 后，无论时间长短，均能促进成骨细胞增殖。

此外，成骨细胞分化增生过程中释放的多种细胞外基质蛋白

受 1,25(OH)₂ D₃ 调控，包括 I 型胶原、金属蛋白酶及骨唾

液蛋白等，同时影响成骨细胞的矿化与凋亡过程。学者们普

遍认为，1,25(OH)₂ D₃ 通过其受体介导的基因途径，即维

生素 D受体（VDR），实现对成骨细胞功能的调控。

3.4 结果显示，西药萌格旺组显著提升 VDR蛋白表达，

这归因于 1,25(OH)₂ D₃ 能上调其自身受体的表达，而萌格

旺作为 1,25(OH)₂ D₃ 的同系物，同样具有此功效。值得注

意的是，萌格旺上调 Cbfa1蛋白表达的效果更显著于 VDR，

揭示了成骨细胞对Cbfa1的高敏感性及维生素D在骨质疏松

防治中的多靶点作用。相比之下，中药伤科益肾壮骨丸系列

（固本壮骨胶囊、伤科益肾壮骨丸、补肾益精方）亦能上调

VDR和 Cbfa1蛋白表达，可能通过促进成骨细胞增殖、活化

VDR和 Cbfa1蛋白实现。而知柏地黄丸则下调两者表达，这

与其抑制成骨细胞增殖进而抑制 VDR和 Cbfa1 蛋白表达的

特性相关。

4 总结

综上所述，伤科益肾壮骨丸中的补阳及平补两种方剂，

其预防骨质疏松的功效显著，这主要得益于它们能够上调

VDR和 Cbfa1蛋白的表达。通过这一机制，这些方剂有效促

进了成骨细胞的活性与增殖，进而推动了骨基质的形成与矿

化，增强了骨骼的结构与强度。此发现不仅揭示了伤科益肾

壮骨丸在骨质疏松防治中的独特作用机制，更为该类药物在

临床上的广泛应用提供了坚实的理论基础与科学依据。未来，

可进一步深入研究其具体作用路径与分子机制，以优化治疗

方案，更好地服务于骨质疏松患者的健康需求。
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