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维生素 Ｄ调控龟板提取物促骨髓间充质干细胞增殖分化的研究
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［摘　要］　目的　观察维生素Ｄ（ＶｉｔＤ）调控龟板提取物（ＰＴＥ）促进骨髓间充质干细胞（ＭＳＣｓ）增殖过程的作用及其机制。
方法　构建ＰＧＬ３Ｉｄ１启动子，转染大鼠ＭＳＣｓ，ＰＴＥ分别联合１０－６、１０－７、１０－８ｍｏｌ／Ｌ的ＶｉｔＤ作用于转染后的ＭＳＣｓ３６ｈ，利用荧光
素酶检测ＭＳＣｓ中Ｉｄ１启动子的水平。１、３、３０、１００μｇ／ｍＬＰＴＥ分别联合１０－７ｍｏｌ／ＬＶｉｔＤ作用于ＭＳＣｓ３６ｈ、３ｄ、７ｄ，ＲＴＰＣＲ检测
ＶＤＲ的表达。结果　ＰＴＥ促进了 ＭＳＣｓ中 Ｉｄ１的表达，联合应用 ＶｉｔＤ，Ｉｄ１的表达会降低，这种差异具有极显著性统计学意义
（Ｐ＜０．０１），且不同剂量ＶｉｔＤ之间比较差异也有极显著性统计学意义（Ｐ＜０．０１）。药物联合作用３６ｈ、３ｄ和７ｄ时，均不同程度抑
制了ＶＤＲ的表达；作用３６ｈ时ＶｉｔＤ联合大剂量ＰＴＥ时抑制作用显著，与不加ＰＴＥ组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；而作用
３ｄ和７ｄ时，ＶｉｔＤ联合大剂量ＰＴＥ时抑制作用更为明显；不同剂量ＰＴＥ联合ＶｉｔＤ作用相同时间，不同剂量之间ＶＤＲ的表达量差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而相同剂量ＰＴＥ联合ＶｉｔＤ作用不同时间，７ｄ与３６ｈ时ＶＤＲ表达量比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
结论　ＶｉｔＤ抑制了ＰＴＥ促ＭＳＣｓ的增殖作用，核受体ＶＤＲ可能是ＰＴＥ调控ＭＳＣｓ增殖和分化的一个药物作用靶点。
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ｏｆＰＴＥｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＶｉｔＤｆｏｒａｓａｍｅｄｕｒａｔｉｏｎ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆＶＤＲｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜０．０５）．Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，ｗｈｅｎ
ｓａｍｅｄｏｓｅｓｏｆＰＴＥｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＶｉｔＤｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｕｒａｔｉｏｎｓ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆＶＤＲｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｔ７ｄａｙｓａｎｄ３６ｈｏｕｒｓｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇ
ｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＭＳＣｓｗｈｉｃｈｐｒｏｍｏｔｅｄｂｙＰＴＥｗａｓｉｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙＶｉｔＤ，ａｎｄｔｈｅｎｕｃｌｅａｒｒｅｃｅｐｔｏｒＶＤＲ
ｍａｙｂｅｏｎｅｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｓｏｆｄｒｕｇａｃｔｉｏｎｆｏｒＰＴＥｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆＭＳＣｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｅｘｔｒａｃｔｓｏｆｐｌａｓｔｒｕｍｔｅｓｔｕｄｉｎｉｓ；ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｃｅｌｌ；ＶｉｔａｍｉｎＤ；ＶＤＲ

　　当今社会，由于环境和食物污染、车祸等原因造成
的组织损伤及疾病导致的器官损伤及衰竭越来越多，

严重影响了人们的生活质量。组织工程学是通过生化

材料来进行组织器官的修复、替换，避免自体再损伤及

对供体的免疫排斥。骨髓间充质干细胞（ｍｅｓｅｎ
ｃｌｃｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）是一种来源于骨髓基质的干
细胞，在不同的诱导条件下可以分化为多种类型的细

胞，是组织工程的理想种子细胞，在脊髓损伤、心衰、肝

肺损伤等疾病中发挥治疗作用［１５］。但其在损伤修复

过程中的作用机制目前尚不明确，需要进一步探讨。

ＤＮＡ结合抑制因子 １（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇ１，
Ｉｄ１），又称分化抑制因子 １，是螺旋环螺旋（ｈｅｌｉｘ
ｌｏｏｐｈｅｌｉｘ，ＨＬＨ）转录因子家族成员，通过与碱性 ＨＬＨ
结合，阻止蛋白与ＤＮＡ结合，促进细胞增殖，抑制其分
化。维生素 Ｄ（ｖｉｔａｍｉｎＤ，ＶｉｔＤ）在 ＭＳＣｓ的增殖和分
化过程中起重要的调控作用［６７］，其通过与维生素 Ｄ
受体（ｖｉｔａｍｉｎＤｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＶＤＲ）结合发挥作用。近年来
中药调控ＭＳＣｓ增殖和分化是组织工程研究的一个热
点，但其调控的分子机制尚不完全清楚。本文通过研究

ＶｉｔＤ对龟板调控ＭＳＣｓ增殖和分化的作用，探讨其作用
的分子机制。

１　材料与方法

１．１　动物及骨髓间充质干细胞的提取
４周龄ＳＤ大鼠，ＳＰＦ级，购自南京军区总医院实

验动物中心（许可证：ＳＬＸＫ（苏）２００３０００４）。颈椎脱
臼法处死大鼠，分离皮肤、肌肉，剪断股骨、胫骨，

Ｄｈａｎｋｓ液冲洗骨髓腔，用移液枪吹散骨髓，１．０７３ｇ／Ｌ
Ｐｅｒｃｏｌｌ液分离［８］。轻微吹散，接种于培养瓶，含１０％
ＦＢＳ的ＬＤＭＥＭ培养基、３７℃、５％饱和湿度ＣＯ２培养
箱培养。

１．２　龟板及其提取物的制备
龟板产地海南，购自广东汕头药材采购站。低温

粉碎，９５％乙醇渗滤法提取，石油醚：乙酸乙酯递增极
性溶剂洗脱，按一定浓度溶于二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），得
龟板提取物（ｐｌａｓｔｒｉｔｅｓｔｕｄｉｎｉｓｅｘｔｒａｃｔｓ，ＰＴＥ）溶液。
１．３　ＭＳＣｓ细胞的转染

ＭＳＣｓ接种于２４孔板，细胞融合６０％时，磷酸钙
共沉淀法转染细胞。转染质粒２μｇ，比例为：ＰＧＬ３Ｉｄ１
１．５μｇ＋ｐＲＬ０．５μｇ。质粒用去离子水溶解为２μＬ
（浓度为１ｇ／Ｌ），加入２ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２６．２５μＬ，定容至
５０μＬ，制备成磷酸钙 ＤＮＡ沉淀复合物。将复合物加
至５０ｍＬＨＢＳ离心管中，温育２０ｍｉｎ，逐滴滴加到细
胞上，温育２４ｈ，换液培养。
１．４　荧光素酶报告基因检测ＶｉｔＤ对ＰＴＥ促ＭＳＣｓ中

Ｉｄ１表达的影响
转染后ＭＳＣｓ细胞，分别应用１０－６、１０－７、１０－８ｍｏｌ／Ｌ

ＶｉｔＤ作用细胞。每个剂量组分药物组和对照组，药物
组联合应用３０μｇ／ｍＬ龟板提取物（ＰＴＥ＋），对照组单
独使用ＶｉｔＤ（ＰＴＥ），培养３６ｈ，荧光素酶报告基因检
测Ｉｄ１的表达。荧光素酶报告基因检测体系及方法参
照Ｐｒｏｍｅｇａ公司萤光素酶检测系统技术手册。
１．５　ＲＴＰＣＲ检测不同剂量 ＰＴＥ在不同时间点对核

受体通路的影响

ＭＳＣｓ接种２４孔板，培养２４ｈ，分别用浓度为１、
３、３０、１００μｇ／ｍＬ的龟板提取物联合１０－７ｍｏｌ／ＬＶｉｔＤ
作用ＭＳＣｓ３６ｈ、３ｄ、７ｄ，收集细胞，ＲＴＰＣＲ检测核受
体ＶＤＲ的表达（表１）。循环体系：９５℃ ５ｍｉｎ，２５个
循环（９４℃ ３０ｓ、６０℃５５ｓ、７２℃３０ｓ），７２℃５ｍｉｎ。
１％琼脂糖凝胶电泳分离，ＵＶ成像系统拍照分析。

表１　ＲＴＰＣＲ引物序列及产物长度

检测基因 　　　　　　　引物序列 产物长度（ｂｐ）

ＶＤＲ　　
Ｆｏｒｗａｒｄ：５’ＧＧＡＡＣＧＴＧＣＣＣＣＧＡＡＴＣＴＧＣ３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ：５’ＣＡＣＣＣＣＣＡＴＣＴＣＣＡＣＧＡＡＣＴＧ３’ ２０４３

ＧＡＤＰＨ　
Ｆｏｒｗａｒｄ：５’ＡＡＣＧＡＣＣＣＣＴＴＣＡＴＴＧＡＣ３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ：５’ＴＣＣＡＣＧＡＣＡＴＡＣＴＣＡＧＣＡＣ３’ １３０７
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１．６　不同剂量ＰＴＥ作用不同时间对核受体ＶＤＲ的影响
选取３１００μｇ／ｍＬ的龟板提取物联合１０－７ｍｏｌ／Ｌ

ＶｉｔＤ分别作用ＭＳＣｓ３６ｈ、３ｄ和７ｄ，收集细胞，ＲＴ
ＰＣＲ检测核受体ＶＤＲ的表达。
１．７　统计学分析

运用软件 ＳＰＳＳ２２．０进行统计学分析，两样本间
比较用ｔ检验，组间比较用 χ２分析。计量资料采用均
数±标准差（珋ｘ±ｓ）描述，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学
意义，Ｐ＜０．０１为差异具有极显著性统计学意义。

２　结果

２．１　不同剂量ＶｉｔＤ对Ｉｄ１启动子活性的影响
１０－６、１０－７、１０－８ｍｏｌ／ＬＶｉｔＤ联合３０μｇ／ｍＬＰＴＥ

作用ＭＳＣｓ细胞。ＰＴＥ促进了Ｉｄ１的表达（Ｐ＜０．０１），
联合应用 ＶｉｔＤ组 Ｉｄ１启动子表达明显降低，且随着
ＶｉｔＤ剂量的增加降低得越明显，与单独应用 ＰＴＥ比
较，差异具有显著性统计学意义（Ｐ＜０．０１），见图１、表２。
由于ＶｉｔＤ浓度从１０－７ｍｏｌ／Ｌ增加到１０－６ｍｏｌ／Ｌ时，两
者差异并不明显，因此选用１０－７ｍｏｌ／Ｌ作为 ＶｉｔＤ的
药物作用浓度。

：与ＶｉｔＤ相同剂量ＰＴＥ－比较，Ｐ＜０．０１；＃：与ＶｉｔＤ０ｍｏｌ／Ｌ
比较，Ｐ＜０．０１

图１　不同剂量ＶｉｔＤ对Ｉｄ１启动子活性的影响

２．２　不同剂量 ＰＴＥ联合应用 ＶｉｔＤ３６ｈ核受体 ＶＤＲ
的表达

ＰＴＥ联合应用ＶｉｔＤ作用ＭＳＣｓ细胞３６ｈ后，核受
体ＶＤＲ的表达受到了不同程度的影响，并随着 ＰＴＥ
用量的增加ＶＤＲ的表达量明显下降（图２）。ＰＴＥ剂
量分别为０、１、３、３０、１００μｇ／ｍＬ时，ＶＤＲ表达量分别
为１、（０．８６±０．０２）、（０．７２±０．２２）、（０．７４±０．２１）、

（０．３７±０．０８）。与 ＰＴＥ０μｇ／ｍＬ和 １μｇ／ｍＬ比较，
ＰＴＥ１００μｇ／ｍＬ组ＶＤＲ表达量明显减少，差异具有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。

ａ：ＲＴＰＣＲ；ｂ：不同剂量ＰＴＥ联合１０－７ｍｏｌ／ＬＶｉｔＤ作用３６ｈ核
受体ＶＤＲ的相对表达量；　：与ＰＴＥ０、１μｇ／ｍＬ比较，Ｐ＜０．０５
图２　不同剂量ＰＴＥ联合１０－７ｍｏｌ／ＬＶｉｔＤ作用３６ｈ对核受

体ＶＤＲ表达的影响

２．３　不同剂量 ＰＴＥ联合 ＶｉｔＤ作用３ｄ核受体 ＶＤＲ
的影响

ＰＴＥ联合应用ＶｉｔＤ作用 ＭＳＣｓ细胞３ｄ后，核受
体ＶＤＲ的表达受到不同程度的影响，随 ＰＴＥ的用量
增加，ＶＤＲ的表达量明显降低（图３）。ＰＴＥ剂量分别
为０、１、３、３０、１００μｇ／ｍＬ时，ＶＤＲ表达量分别为
１、（１．６３±０．０４）、（１．４３±０．０３）、（０．９６±０．２９）、
（０．６２±０．２５）。与ＰＴＥ０μｇ／ｍＬ和１μｇ／ｍＬ组比较，
ＰＴＥ１００μｇ／ｍＬ组ＶＤＲ表达量明显减少，差异具有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．４　ＰＴＥ联合ＶｉｔＤ作用７ｄ核受体ＶＤＲ的影响

ＰＴＥ联合应用ＶｉｔＤ作用 ＭＳＣｓ细胞７ｄ后，核受
体ＶＤＲ的表达受到不同程度的影响，不同剂量的ＰＴＥ
联合应用ＶＤＲ的表达量均明显降低（图４）。ＰＴＥ剂
量分别为０、１、３、３０、１００μｇ／ｍＬ时，ＶＤＲ表达量分别
为１、（０．４４±０．２５）、（０．６７±０．１７）、（０．６０±０．０４）、
（０．７０±０．００）。与ＰＴＥ０μｇ／ｍＬ比较，ＰＴＥ不同剂量组
ＶＤＲ表达量明显减少，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
与ＰＴＥ１μｇ／ｍＬ比较，ＰＴＥ３０、１００μｇ／ｍＬ组 ＶＤＲ表
达量明显减少，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表２　不同剂量ＶｉｔＤ时Ｉｄ１的表达量

组别　　　　　 ＶｉｔＤ０ｍｏｌ／Ｌ ＶｉｔＤ１０－６ｍｏｌ／Ｌ ＶｉｔＤ１０－７ｍｏｌ／Ｌ ＶｉｔＤ１０－８ｍｏｌ／Ｌ
ＰＴＥ０μｇ／ｍＬ组　 ７２．４±２．２ ５３．８±１６．２ ６５．８±７．５ ７０．５±２．９
ＰＴＥ３０μｇ／ｍＬ组 ９４．８±１１．３ ５２．９±３．０ 　３．３５±３．７＃ 　 ４．０８±１５．６＃

：与ＰＴＥ０μｇ／ｍＬ比较，Ｐ＜０．０１；＃：与ＶｉｔＤ０ｍｏｌ／Ｌ比较，Ｐ＜０．０１
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ａ：ＲＴＰＣＲ；ｂ：不同剂量 ＰＴＥ联合１０－７ｍｏｌ／ＬＶｉｔＤ作用３ｄ核
受体ＶＤＲ的相对表达量　：与ＰＴＥ０、１μｇ／ｍＬ比较，Ｐ＜０．０５
图３　不同剂量ＰＴＥ联合１０－７ｍｏｌ／ＬＶｉｔＤ作用３ｄ对核受体

ＶＤＲ表达的影响

ａ：ＲＴＰＣＲ；ｂ：不同剂量 ＰＴＥ联合１０－７ｍｏｌ／ＬＶｉｔＤ作用７ｄ对

核受体ＶＤＲ的相对表达量，Ｙ轴为不同剂量ＰＴＥ（＋）／ＰＴＥ（０）

的相对值　：与ＰＴＥ０μｇ／ｍＬ比较，Ｐ＜０．０５；＃：与ＰＴＥ１μｇ／ｍＬ
比较，Ｐ＜０．０５
图４　不同剂量ＰＴＥ联合１０－７ｍｏｌ／ＬＶｉｔＤ作用７ｄ对核受体

ＶＤＲ表达的影响

２．５　ＰＴＥ联合 ＶｉｔＤ作用不同的时间点对核受体
ＶＤＲ的影响
分别用浓度为 ３、１００μｇ／ｍＬ的 ＰＴＥ联合应用

ＶｉｔＤ作用ＭＳＣｓ细胞３６ｈ、３ｄ、７ｄ。３μｇ／ｍＬ的 ＰＴＥ
联合ＶｉｔＤ作用７２ｈ、３ｄ、７ｄ时，ＶＤＲ表达量分别为
（１．０１±０．００）、（１．０２±０．０１）、（０．８６±０．００），与药物
作用７２ｈ比较，ＰＴＥ作用７ｄ时ＶＤＲ的表达量明显降
低，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与不加药物时
ＶＤＲ的表达量（１±０．０２）比较，ＰＴＥ作用７ｄ时 ＶＤＲ
表达量明显降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
１００μｇ／ｍＬ的 ＰＴＥ联合 ＶｉｔＤ作用３６ｈ、３ｄ、７ｄ时，
ＶＤＲ表达量分别为（０．４３±０．０１）、（０．３２±０．０１）、
（０．３１±０．０２），与药物作用７２ｈ比较，药物作用３ｄ、

７ｄ时ＶＤＲ的表达量均明显降低，差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）；与不加药物时ＶＤＲ的表达量（１±０．０２）
比较，３６ｈ、３ｄ、７ｄ时ＶＤＲ表达量均明显降低，差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图５。

图５　不同剂量ＰＴＥ作用不同时间对核受体ＶＤＲ表达的影响

３　讨论

人体组织的损伤、缺损会导致人体的功能障碍，严

重影响患者生活质量。传统的治疗方法采用自体或他

体组织移植，但会造成自体的再损伤。由于他体移植

供体的来源有限，又要对抗由此带来的免疫排斥反应，

甚至是致命的并发症，导致供体缺乏现象更加严重。

“组织工程学”在８０年代提出，致力于发展生物材料修
复、替代人体器官损伤、缺损，主要用于骨骼缺损修复，

角膜、皮肤的体外培养等领域，为器官损伤缺损患者带

来了曙光［１］。

细胞是组织工程学的三要素之一，干细胞可以诱

导分化为体内多种类型的细胞，是组织工程广泛研究

和应用的一类细胞。目前干细胞疗法的研究广泛应用

在脊髓损伤修复、心衰治疗、肝肺脏器疾病治疗等方

面，为再生医学的发展提供了新的前景［２５，９］。ＭＳＣｓ是
来源于骨髓间质的一类干细胞，同样具有多向分化的

潜能。骨髓间充质干细胞来源于骨髓，提取简单，体外

培养易存活，通过移植骨髓间充质干细胞，可以提高卵

巢切除后大鼠骨质疏松的骨密度，促进骨再生［１０］。以

骨髓间充质干细胞为种子细胞，配合纤维蛋白胶做支

架材料，可以修复大鼠牙槽骨缺损［１１］。骨髓间充质干

细胞与血管紧张素受体 ＡＴ１相关的受体蛋白内源性
配体联合应用，可以减少缺血缺氧条件下细胞的凋亡，

提高血管内皮生长因子的表达，促进血管的再生［１２］。

但骨髓间充质干细胞数量少，体外培养传代后易老化，

因此探索安全有效促进其增殖就至关重要。

中医理论认为肾为先天之本，肾气充足则筋骨强

壮，骨壮齿坚。肾藏精，精生髓，髓养骨，肾精充足，骨

骼强健有力，因此补肾可以促进精髓的生长和骨骼的

强健。现代研究发现，补肾中药可以促进干细胞的增

殖和分化，补肾中药骨碎补、淫羊藿促进了骨髓间充质

干细胞的增殖和成软骨及成骨分化［１３１５］。龟板是临床

常用的补肾中药，入肝肾经，功效补肾健骨、滋阴潜阳。
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前期研究证实龟板可以促进 ＭＳＣｓ的增殖［１６１７］。龟板

在促ＭＳＣｓ增殖的过程中，升高了核受体 ＲＡＲ和 ＶＤＲ
的表达，对其他核受体 ＥＲ、ＧＲ、ＰＰＡＲδ、ＴＲα影响不
大［８］，因而ＲＡＲ和ＶＤＲ可能是龟板促ＭＳＣｓ增殖的药
理靶点。

核受体可以通过与 ＤＮＡ应答元件即特异性配体
结合，特异性地调控机体的生长发育、生殖和代谢等过

程。药物可以通过与特异性配体结合，竞争性升高或

降低核受体的表达，因此特异性配体可以成为药物作

用很好的靶点。ＶｉｔＤ是类固醇类激素，在配体１，２５
二羟基维生素Ｄ３的作用下，与 ＶＤＲ结合调节骨髓间
充质干细胞的增殖和成骨分化［６７］，对甲状腺未分化癌

肿瘤干细胞的增殖有抑制作用［１８］，并可促进毛发生

长，在毛发疾病治疗中有良好的应用前景［１９］。

ＤＮＡ结合抑制因子１，又称为分化抑制因子１，是
螺旋环螺旋蛋白家族成员，通过与碱性螺旋环螺旋
蛋白结合促进细胞增殖，抑制细胞分化。有研究发现，

Ｉｄ１在多种肿瘤细胞中表达增高，其高表达可能与肿瘤
细胞的耐药与侵袭性有关［２０２２］；沉默 Ｉｄ１基因，抑制了
卵巢癌细胞的生长［２３］。在正常细胞中，Ｉｄ１通过调控
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路，促进了内皮祖细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＥＰＣｓ）的增殖［２４］。

骨髓间充质干细胞提取简单，体外培养存活率高，

临床应用前景广泛。传统中药药材分布广泛，药效安

全，对骨髓间充质干细胞的作用明确，有良好的应用前

景。但中药作用于骨髓间充质干细胞药效复杂，药物

作用途径尚不完全明确，需要进一步的深入研究，为临

床应用奠定基础，更好地为临床服务。
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