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黄芪含药血清对衰老骨髓间充质干细胞
CYP24A1，CYP27B1 mRNA 和蛋白的影响
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［摘要］ 目的：通过探讨不同浓度黄芪含药血清对衰老骨髓间充质干细胞（BMSCs）成骨分化过程中 24-羟基化酶

（CYP24A1），1α羟化酶（CYP27B1）mRNA 及蛋白表达的影响，初步探讨其治疗原发性骨质疏松症作用机制。方法：将 SD 大

鼠随机分为 6 组，正常组、模型组、黄芪含药血清低、中、高质量分数组（20%，40%，60%），维生素 D 组。细胞增殖毒性检测

（CCK-8）法检测不同浓度黄芪含药血清对衰老 BMSCs 成骨分化细胞存活率的影响；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time

PCR），蛋白免疫印迹法（Western blot）检测不同浓度黄芪含药血清对衰老 BMSCs成骨分化细胞 CYP24A1，CYP27B1 mRNA 和

蛋白的表达情况。结果：CCK-8 法显示，与正常组比较，模型组 BMSCs成骨分化细胞经 D-半乳糖诱导后细胞增殖存活率显著

降低（P<0.01）；与模型组比较，黄芪含药血清中、高质量分数组及维生素 D 组均可在不同程度上提高衰老 BMSCs 成骨分化细

胞增殖存活率（P<0.01）；Real-time PCR 和 Western blot结果显示，与正常组比较，模型组 CYP27B1 mRNA 和蛋白相对表达量显

著降低，CYP24A1 mRNA 和蛋白相对表达量显著升高（P<0.01）；与模型组比较，黄芪高质量分数组均可升高 CYP27B1 mRNA

和蛋白相对表达量（P<0.01），降低 CYP24A1 mRNA 和蛋白相对表达量（P<0.01），呈质量分数依赖性。结论：不同浓度黄芪含

药血清可治疗骨质疏松症，其机制可能与调节衰老骨髓间充质干细胞成骨分化过程中 CYP24A1，CYP27B1 mRNA 及蛋白表

达水平有关。
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［Abstract］ Objective： To investigate the effects of different concentrations of Astragali Radix

containing serum on the expression of 24-hydroxylase（CYP24A1），1α-OHase（CYP27B1）mRNA and protein in

rat bone marrow mesenchymal stem cells（BMSCs），and to explore the mechanism of primary osteoporosis

（OP）. Method：The experiment was divided into 6 groups，like normal group，model group，low ，middle and
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high dose group of Astragali Radix containing serum（20%，40%，60%），Vitamin D group. Cell proliferation

toxicity assay（CCK-8）was used to detect the effect of different concentrations of Astragali Radix containing

serum on survival rate of aging BMSCs.Real-time quantitative PCR（Real-time PCR）and Western blot was used

to detect the expression of CYP24A1 CYP27B1 mRNA and protein in senile BMSCs osteogenic differentiation

cells by different concentrations of Astragali Radix containing serum. Result：Compared with normal group，the

proliferation and survival rate of BMSCs osteoblasts induced by D-galactose in model group was significantly

lower than that in normal group（P<0.01）. Compared with model group，medium and high dose groups and

Vitamin D group could improve the proliferation and differentiation of aging BMSCs into osteoblasts in different

degrees（P<0.01）. The relative expression of CYP27B1 mRNA and protein in model group was significantly

lower than that in normal group，while the relative expression of CYP24A1 mRNA and protein in model group

was significantly higher than that in normal group. Compared with model group，high dose Astragali Radix

containing serum group could increase the relative expression of CYP27B1 mRNA and protein，and decrease the

relative expression of CYP24A1 mRNA and protein in a dose-dependent manner（P<0.01）. Conclusion： The

mechanism of different concentrations of Astragali Radix containing serum in the treatment of osteoporosis may

be related to the regulation of CYP24A1，CYP27B1 mRNA and protein in the osteogenic differentiation of aging

BMSCs.

［Key words］ bone marrow mesenchymal stem cells（BMSCs）； Astragali Radix containing serum；
osteoporosis；24-hydroxylase（CYP24A1）；1α-OHase（CYP27B1）

骨质疏松症（OP）是一种常见的骨骼疾病，常以

骨量丢失、骨骼矿化异常、骨吸收与骨合成失衡、易

发生全身骨折为主要特征［1］。随着我国人口向老龄

化逐渐发展，OP 已严重影响生活质量、威胁人类健

康。骨髓间充质干细胞（BMSCs）是一种主要存在

于人体骨髓的多潜能成体干细胞，能够在特定环境

下能向成骨细胞转化，主要由转化期、细胞增殖期、

细胞聚集分泌期以及细胞外基质钙化期这几个阶

段构成［2-3］。当 BMSCs 向成骨分化的能力下降时，

会造成成骨细胞的不足，从而出现骨形成下降，最

终导致 OP 的发生。维生素 D 为脂溶性维生素，在

骨质疏松中起重要作用［4］，其不仅可增加骨矿化防

止骨丢失、优化骨重建、增加肌力、降低骨折风险，

还对 BMSCs 在骨形成中的转化具有加速作用［5］。

研究表明，可通过调节维生素 D 活化、失活关键酶

24-羟基化酶（CYP24A1），1α羟化酶（CYP27B1）表
达量达到治疗骨质疏松的目的［6］。中药黄芪具有补

肾益气、益卫固表之功效，也可一定程度改善骨质

疏松的相关症状［7］。研究发现，黄芪散含药血清随

着质量分数增大，可提高 BMSCs 向成骨分化的能

力［8］。并且黄芪可通过调节骨质疏松模型大鼠维生

素 D 水平发挥抗骨质疏松作用［9］。因此，本研究拟

通过黄芪高、中、低质量分数含药血清与维生素 D

对衰老 BMSCs 中 CYP24A1，CYP27B1 mRNA 和蛋

白的影响初步探讨补肾中药黄芪防治骨质疏松症

的机制，为中药治疗原发性骨质疏松症（退行性骨

质疏松）的临床实践提供理论依据。

1 材料

1.1 动物和细胞 SPF 级雄性 SD 大鼠 48 只，体质

量（180±20）g，购自长沙市天勤生物技术有限公司，

合格证号 SCXK（湘）2014-0011，动物实验获得贵州

中医药大学动物伦理委员会批准；BMSCs 购买于中

国科学院上海细胞库，批号 190201-2。
1.2 药物 黄芪购自贵州同济堂药房连锁有限公

司，黄芪药材经贵州中医药大学生药学教研室孙庆

文教授鉴定为正品。黄芪烘干后称取 1 kg，加入蒸

馏水 10 L，浸泡 30 min 后煎煮，煮沸后文火煎煮 1 h，

用纱布过滤药物，药渣 8 L 的蒸馏水，煎煮 1 h，过滤

药液，合并 2 次药液，以 3 000 r·min-1，离心 10 min，

用旋转蒸发仪浓缩药液，生药含量为 1.0 g·mL-1，过

滤除菌，置于 4 ℃冰箱中备用。

1.3 试剂 D-半乳糖，细胞增殖毒性检测（CCK-8）
试剂盒（北京索莱宝科技有限公司，批号分别为

210E052，1016k021）；胎牛血清（美国 Gibco 公司，批

号 1828728）；DMEM 培养基（美国 Hyclon 公司，批

号 AC10232461）；OriCellTMSD 大鼠 BMSCs 成骨诱

导分化培养基试剂盒（广州赛业生物科技有限公

司，批号 T180428G001）；trizol 总 RNA 提取试剂（美

国 Invitrogen 公司，批号 17596-026）；PrimeScript RT

reagent Kit，SYBR Premix Ex Taq Ⅱ Kit（大连宝生
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物工程有限公司，批号分别为 RR047A，RR820A）；
组织蛋白抽提试剂盒，BCA 蛋白定量试剂盒，ECL

高灵敏度化学发光检测试剂盒（康为世纪生物科技

有限公司，批号分别为 04108，40326，30330）；β -肌

动蛋白（β -actin）抗体（美国 Santa Cruz 公司，批号

85116）；CYP24A1 抗 体（英 国 Abcam 公 司 ，批 号

B6376）；CYP27B1 抗体（北京博奥森生物有限公司，

批号 GR846521-1）。
1.4 仪 器 MCO-175 型 二 氧 化 碳 培 养 箱（日 本

Sanyo 公司）；CKX-41 型显微镜（日本 Olympus 公

司）；PIKORed 96 型实时荧光定量 PCR（Real-time

PCR）仪（美国 Thermo Fisher 公司）；EPS-300 型电泳

仪（上海天能科技有限公司）；Mini-PROTEAN Tetra

Electrophoresis System 型蛋白电泳槽，Mini Trans-

Blot 型蛋白转印系统和 ChemiDocTM XRS+型化学发

光凝胶成像系统（美国 Bio-Rad 公司）。
2 方法

2.1 制备黄芪含药血清 将 48 只正常健康的雄性

SD 大鼠，随机分为黄芪煎剂组和空白血清组，每组

24 只。黄芪煎剂组按照 2015 年版《中国药典》规定

黄芪临床用药质量分数及《实验动物方法学》（第三

版）换 算 大 鼠 用 量 为 10 g·kg-1，药 物 质 量 浓 度

1 g·mL-1，空白血清组以等量生理盐水灌胃，给药前

禁食 8 h，2 次/d，连续给药 7 d，最后 1 次给药后 2 h，

乙醚麻醉，腹主动脉采血，37 ℃温孵 30 min 后，离心

分离血清。同组血清合并，经 56 ℃，30 min 灭活，

0.22 μm 微 孔 滤 膜 过 滤 除 菌 制 得 100% 含 药 血

清，-20 ℃保存备用。黄芪高、中、低质量分数含药

血清是通过空白血清与 100% 含药血清按比例分别

进行稀释制得：低质量分数含药血清（空白血清 -含

药血清 -培养基 16∶4∶80），中质量分数含药血清（空

白血清 -含药血清 -培养基 12∶8∶80），高质量分数含

药血清（空白血清-含药血清-培养基 8∶12∶80），各组

培养液中血清比例均为 20%，含药血清浓度＝含药

血清比例/（空白血清比例+含药血清比例）。
2.2 BMSCs 细 胞 培 养 及 D- 半 乳 糖 诱 导 的 衰 老

BMSCs 模型建立 BMSCs 单层贴壁生长在含有

10% 胎牛血清的 DMEM 基础培养基中，置于 37 ℃，

5% CO2 培 养 箱 中 传 代 培 养 。 将 第 3 代 细 胞 以

1×105个/mL 接种于 6 孔板后改用成骨分化诱导液进

行成骨分化诱导［10］，每 2 d 更换 1 次诱导液。分为正

常组（空白血清），模型组（0.03 g·L-1，D-半乳糖），模
型+黄芪低质量分数组（20% 含药血清），模型+黄芪

含药血清中质量分数组（40% 含药血清），模型+黄

芪含药血清高质量分数组（60% 含药血清），模型+

维生素 D 组（1×10-8 mol·L-1）。药物干预后在培养

12，24，48，72 h，7，14 d 后收集细胞标本。

2.3 CCK-8 法检测衰老 BMSCs 的细胞存活率 在

96 孔板中配置 100 µL 的 BMSCs细胞悬液（1×103个/

孔），将培养板在 37 ℃，5% CO2 的培养箱预培养

24 h。吸弃原培养液，向培养板中加入 100 µL 含不

同浓度 D-半乳糖的成骨诱导分化培养基。在培养

箱孵育 7 d（隔天换液）。向每孔加入 CCK-8 溶液

10 µL。将培养板在培养箱内孵育 1~4 h。用酶标仪

测定在 450 nm 处的吸光度 A，计算细胞存活率。实

验重复 3 次，计算平均值。

2.4 Real-time PCR 检 测 CYP27B1，CYP24A1

mRNA 的表达 收集上述分组细胞，采用 trizol法提

取总 RNA，制得 RNA 母液 100 μL；检测 RNA 纯度

和浓度确定在 D260/D280 在 1.80~2.00，根据 cDNA

反转录试剂盒要求步骤进行逆转录。PCR 扩增以

β-actin 为内参照。引物设计为美国 Invitrogen 公司，

PCR 反应体系为 20 μL，内参引物为 β-actin，上游引

物 序 列 5'-GAAGATCAAGATCATTGCTCCT-3'，下

游引物序列 5'-TACTCCTGCTTGCTGATCCA-3'，片

段 长 度 111 bp；CYP24A1 上 游 引 物 序 列 5'-

TGGATGAGCTGTGCGATGA-3'，下游引物序列 5'-

TGCTTTCAAAGGACCACTTGTTC-3'，片 段 长 度

75 bp； CYP27B1 上 游 引 物 序 列 5'-

CAGGTGCTCTTCCAGTCAAA-3'，下 游 引 物 序 列

5'-AAAGGATCCTGGTTCTGTGG-3'，片 段 长 度

253 bp。逆转录合成的 cDNA 进行 PCR 扩增。PCR

反应条件为预变性 95 ℃ 30 s，变性 95 ℃ 5 s，退火

温度 55 ℃ 30 s，延伸 72 ℃ 30 s，循环次数 45 个。分

别用目的基因引物和内参基因引物进行扩增，同时

在 60~99 ℃进行融解曲线分析，仪器自动绘制出对

应的内参基因标准曲线和目的基因的标准曲线。

Real-time PCR 实验重复 3 次，每次 3 个复孔，根据

PCR 原始数据 Ct值，根据 Real-time PCR 原始数据 Ct

值，计算相对定量值。

2.5 Western blot 检测 CYP27B1，CYP24A1 蛋白的

表达 收集上述分组细胞，按细胞蛋白提取试剂盒

说明进行 BMSCs 细胞蛋白提取，冰上孵育 20 min

后 1 万 r·min-1 离心 20 min，收集上清，用 BCA 试剂

盒，指标 BSA 标准曲线，用酶标仪测定 562 nm 处吸

光值 A，计算蛋白含量。将制备好的蛋白样品加入

10% 的凝胶中电泳，转膜，于封闭液中封闭后，加入

CYP24A1 一抗（1∶100），CYP27B1 一抗（1∶500）4 ℃
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过夜，TBST 洗膜，加入 HRP 标记二抗（1∶200）孵育，

TBST 洗膜 3 次，每次 5 min。在反应盒内加入高灵

敏度化学发光检测试剂盒 A 液及 B 液各 1 mL，混

匀，放入 PDF 膜，ECL 化学发光显影曝光，采用 Gel-

Pro analyzer4 软件分析结果。

2.6 统计学分析 采用 SPSS 19.0 统计软件，实验

中各计量参数均以 x̄ ± s 形式表示，多组间数据采用

单因素方差分析比较，组间两两比较采用 LSD 检

验，以 P<0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 对 D-半乳糖诱导的衰老 BMSCs 成骨分化细胞

存活率的影响 与正常组比较，模型组 BMSCs成骨

分化细胞经 D-半乳糖诱导 12，24，48，72 h，7，14 d 后

细胞增殖存活率显著降低 ，差异有统计学意义

（P<0.01）；与模型组比较，黄芪含药血清中、高质量

分数组及维生素 D 组均可在不同程度上提高衰老

BMSCs 成骨分化细胞增殖存活率（P<0.01）。见

表 1，2。

3.2 对 D-半乳糖诱导的衰老 BMSCs 成骨分化细胞

中 CYP27B1，CYP24A1 mRNA 的影响 与正常组

比较，模型组 CYP27B1 mRNA 表达显著降低（P<

0.01），CYP24A1 mRNA 表达明显升高（P<0.05）；与
模型组比较，黄芪含药血清各质量分数组均可显著

升高 CYP27B1 mRNA 表达（P<0.01），且呈质量分数

依赖性；黄芪含药血清各质量分数组均可降低

CYP24A1 mRNA 相对表达量，以黄芪含药血清高质

量分数组较为显著（P<0.01）。维生素 D 组亦可显著

提高 D-半乳糖诱导大鼠衰老 BMSCs 成骨分化细胞

CYP27B1 mRNA 的表达（P<0.01），但对 CYP24A1

mRNA 相对表达量无明显影响。见表 3。

3.3 对 D-半乳糖诱导的衰老 BMSCs 成骨分化细胞

中 CYP27B1，CYP24A1 蛋白表达的影响 与正常

组比较，模型组 CYP27B1 蛋白表达明显降低（P<

0.05），CYP24A1 蛋白表达显著升高（P<0.01）；与模

型组比较，黄芪含药血清中、高质量分数组均可显

著升高 CYP27B1 蛋白表达（P<0.01），且呈质量分数

依赖性；黄芪含药血清高质量分数组可显著降低

CYP24A1 蛋白表达（P<0.01）。见图 1，表 4。

表 1 黄芪含药血清对 D-半乳糖诱导的衰老 BMSCs成骨分化细胞 12，24，48 h存活率的影响（n=3）

Table 1 Effect of Astragali Radix containing serum on survival rate of aging BMSCs osteoblasts induced by D-galactose for 12，24，48 h

（n=3）

组别

正常

模型

黄芪含药血清

维生素 D

质量

分数/%

-
-
20

40

60

1005）

12 h

A（ x̄ ± s）
0.125 0±0.001 7

0.083 7±0.004 92）

0.105 0±0.004 42,4）

0.116 0±0.006 61,4）

0.126 0±0.001 74）

0.122 7±0.001 24）

存活率/%

100.00

48.97

75.31

88.89

101.23

97.12

24 h

A（ x̄ ± s）
0.232 0±0.003 5

0.130 7±0.012 52）

0.154 3±0.012 32,3）

0.178 0±0.008 92,4）

0.199 3±0.019 62,4）

0.203 7±0.012 11,4）

存活率/%

100.00

46.10

58.69

71.28

82.62

84.93

48 h

A（ x̄ ± s）
0.288 3±0.006 7

0.173 3±0.015 72）

0.207 3±0.017 42,3）

0.236 0±0.010 62,4）

0.268 3±0.016 94）

0.248 7±0.019 52,4）

存活率/%

100.00

52.93

66.85

78.58

91.81

83.77

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01；5）表示浓度单位为 nmol·L-1（表 2~4 同）。

表 2 黄芪含药血清对 D-半乳糖诱导的衰老 BMSCs成骨分化细胞 72 h，7，14 d存活率的影响（n=3）

Table 2 Effect of Astragali Radix containing serum on survival rate of aging BMSCs osteoblasts induced by D-galactose for 72 h，7，14 d

（n=3）

组别

正常

模型

黄芪含药血清

维生素 D

质量分数/%

-
-
20

40

60

1005）

72 h

A（ x̄ ± s）
0.503 0±0.011 5

0.298 3±0.033 12）

0.361 7±0.040 22）

0.439 3±0.051 74）

0.453 7±0.044 74）

0.432 7±0.017 81,4）

存活率/%

100.00

55.41

69.21

86.13

89.25

84.68

7 d

A（ x̄ ± s）
1.558 0±0.110 5

0.927 3±0.043 42）

1.200 0±0.077 82,4）

1.275 7±0.075 22,4）

1.362 0±0.048 72,4）

1.251 0±0.077 12,4）

存活率/%

100.00

58.34

76.35

81.35

87.05

79.72

14 d

A（ x̄ ± s）
2.132 0±0.120 2

1.043 0±0.093 12）

1.594 3±0.147 62,4）

1.915 3±0.020 81,4）

1.936 0±0.131 01,4）

1.827 3±0.068 12,4）

存活率/%

100.00

47.84

74.25

89.62

90.61

85.41
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4 讨论

BMSCs 是一种主要起源于中胚层，在骨组织修

复中的重要种子细胞，其具有自我更新和多向分化

能力，在体外能向成骨细胞、成软骨细胞、成脂肪细

胞分化［11］；研究发现，BMSCs 随着年龄的增加也在

发生改变，是影响退行性疾病骨重建的重要因素之

一。退行性骨质疏松是随着年龄增长而引起的以

骨吸收大于骨生成为特征的进行性代谢性疾病，其

患者 BMSCs中的骨脂分化失常，以成脂肪分化能力

增强、成骨分化能力减弱为主要表现［12］，是导致骨

量下降、骨骼矿化异常、骨吸收与骨合成失衡、易发

生全身骨折的关键因素。衰老的 BMSCs 通常也会

出现一系列增龄性变化，如数量减少、凋亡水平升

高、增殖能力下降、成骨能力下降、成脂能力升高

等，进而造成骨代谢失常，最终形成退行性骨质疏

松［13］。BMSCs在治疗骨质疏松方面已有大量研究，

但其衰老供体的细胞及培养在临床上研究尚少［14］。

因此，调控衰老 BMSCs向成骨分化的过程对防治退

行性骨质疏松具有重要意义。

维生素 D 作为一种脂溶性维生素，在骨骼和矿

物质代谢过程中起关键作用，既可促进钙、磷代谢，

也对骨细胞产生直接作用［15-16］。人体可通过食物获

取或皮肤合成维生素 D。其中皮肤通过阳光照射后

其 7-脱氢胆固醇生成维生素 D 前体，再与维生素 D

结合蛋白的 α-球蛋白特异性结合迅速进入肝脏，在

肝细胞内质网和线粒体中经 25-羟化酶（CYP27A1）
作用转化为 25-羟维生素 D3［25（OH）D3］，再于肾脏

经维生素 D 活化酶 CYP27B1 作用转换为 1，25-二羟

维生素 D3［1，25（OH）2D3］。1，25（OH）2D3发挥生物

学效应后，通过维生素 D 灭活关键酶 CYP24A1 在肝

脏和小肠中转化为 1，24，25（OH）2D3 而失活［17］。而

1，25（OH）2D3 作为维生素 D 主要活性形式，与维生

素 D 受体（维生素 DR）结合产生相应的生物学效

应［18］。研究发现，维生素 D 缺乏或维生素 DR 缺陷

会增加骨质疏松的风险［19］。血清中 25（OH）D3水平

也与骨质疏松程度呈正相关，并且可为临床诊断骨

质疏松提供参考，其含量可作为衡量维生素 D 营养

状况的标准［20］。骨质疏松患者多伴有维生素 D 不

足，补充普通维生素 D 治疗可增加其血清 25（OH）
D3，25（OH）2D3 水平，有益骨骼；对于肾脏器质性损

害的患者，因其 CYP27B1 水平低下无法被激活或受

到抑制应合理补充活性维生素 D［21］。

中医将退行性骨质疏松归属于“骨痹”“骨痿”

“肾虚腰痛”等范畴，中医认为肾藏精且主骨生髓，

髓藏于骨腔滋养骨骼，骨的生长发育依赖于肾中精

气的滋养与温煦。肾为先天之本，肾精充足，骨有

滋养而强健有力；肾精亏虚，骨失充养则骨骼脆弱

无力，易于发生骨折致骨质疏松［22］。因此退行性骨

质疏松与中医肾虚具有密切联系。黄芪为豆科黄

耆属植物，具有补益肾气、固表生肌之功效。研究

发现，黄芪及其复方含药血清可通过抑制大鼠系膜

细胞增殖，达到延缓肾脏病进展、保护肾脏的功

表 3 黄芪含药血清对 D-半乳糖诱导大鼠衰老 BMSCs CYP27B1，

CYP24A1 mRNA表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of Astragali Radix containing serum on expression

of BMSCs CYP27B1 and CYP24A1 mRNA in aging rats induced

by D-galactose（x̄± s，n=3）

组别

正常

模型

黄芪含药血清

维生素 D

质量

分数/%

-
-
20

40

60

1005）

CYP27B1

1.000±0.026

0.374±0.0212）

0.630±0.0192,4）

0.977±0.0474）

1.222±0.0542,4）

0.665±0.0262,4）

CYP24A1

1.000±0.032

1.258±0.0161）

1.162±0.012

1.058±0.043

0.893±0.0134）

1.235±0.195

A.正常组；B.模型组；C.黄芪含药血清低质量分数组；D.黄芪含药血

清中质量分数组；E.黄芪含药血清高质量分数组；F.维生素 D 组

图 1 D-半乳糖诱导大鼠衰老 BMSCs细胞 CYP27B1，CYP24A1蛋

白表达电泳

Fig. 1 Electrophoresis of CYP27B1，CYP24A1 protein expression

in aging BMSCs cells induced by D-galactose

表 4 黄芪含药血清对 D-半乳糖诱导大鼠衰老 BMSCs CYP27B1，

CYP24A1蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of Astragali Radix containing serum on expression

of BMSCs CYP27B1 and CYP24A1 proteins in aging rats induced

by D-galactose（x̄± s，n=3）

组别

正常

模型

黄芪含药血清

维生素 D

质量分数/%

-
-
20

40

60

1005）

CYP27B1/β-actin

0.457±0.155

0.158±0.0511）

0.376±0.117

0.637±0.1334）

0.848±0.1482,4）

0.369±0.121

CYP24A1/β-actin

0.309±0.025

0.617±0.1682）

0.562±0.1351）

0.499±0.015

0.330±0.0304）

0.602±0.1292）
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效［23］。 黄 芪 多 糖 可 有 效 保 护 受 X 射 线 辐 射 的

BMSCs 向成骨细胞分化的潜能，使其钙结节面积增

加从而有效缓解骨质疏松［24］。动物实验研究显示，

运用黄芪散作用于骨质疏松大鼠，可明显提高其胫

骨松质骨骨量、增强骨小梁结构［25］。黄芪配伍熟地

能够增加去卵巢骨质疏松大鼠骨密度、促进骨形

成，使骨结构得到改善，对骨质疏松的治疗具有一

定作用［26］。课题组前期实验研究发现，黄芪有效化

学成分黄芪多糖治疗骨质疏松症其机制与提高成

骨细胞活性及调节维生素 D 相关基因与蛋白表达

相关［5，27］。本研究通过黄芪干预衰老 BMSCs 成骨

分化细胞模型，通过比较不同浓度黄芪含药血清与

维 生 素 D 对 衰 老 BMSCs 向 成 骨 分 化 过 程 中

CYP24A1，CYP27B1 的 影 响 探 讨 补 肾 中 药 抗

BMSCs衰老及防治骨质疏松症的机制。

本实验结果显示，黄芪含药血清中、高质量分

数组可显著提高衰老 BMSCs 成骨分化细胞增殖存

活率，并可显著升高 CYP27B1 mRNA 和蛋白相对

表达量，且呈质量分数依赖性；黄芪含药血清高质

量分数组可显著降低 CYP24A1 mRNA 和蛋白相对

表达量。由此推测，黄芪对衰老 BMSCs向成骨细胞

分化的调控可能是基于调节维生素 D 中两个关键

酶 CYP24A1，CYP27B1 来实现的，其可能是防治骨

质疏松的作用靶点。综上，本研究发现黄芪在衰老

BMSCs 向成骨细胞分化过程中可能是通过上调

CYP27B1，下调 CYP24A1 的表达来有效改善骨质

疏松的症状，为中药治疗原发性骨质疏松症的临床

应用提供理论依据。
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