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枸杞多糖含药血清对MC3T3-E1细胞内Ca2+及Ⅰ型胶原蛋白合成的影响*★ 
马  锋，高  俊，王一农，沈  军，马敬祖 

Effects of serum containing Lycium barbarum polysaccharides on the intracellular Ca2+ 

concentration and the expression of collagen type Ⅰ in MC3T3-E1 cells in vitro    

Ma Feng, Gao Jun, Wang Yi-nong, Shen Jun, Ma Jing-zu 

Abstract 
BACKGROUND: Previous experiments have shown that Lycium barbarum polysaccharide has a remarkable therapeutic effect 
on osteoporosis in adult castrated female rats. 
OBJECTIVE: To explore the effects of rat serum containing Lycium barbarum polysaccharides on the intracellular Ca2+ 

concentration and the expression of collagen type Ⅰ in osteoblastic MC3T3-E1 cells in vitro. 
METHODS: The rat serum containing 5%, 10% and 20% Lycium barbarum polysaccharide was added into the media of 
osteoblastic MC3T3-E1 cells, respectively. Blank serum with 20% volume concentration was added into the control group. 
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide viability analysis was utilized to investigate the cell proliferation. The 
intracellular Ca2+ concentration was determined by laser scanning confocal microscope. The expression of collagen type  was Ⅰ

examined by immunocytochemical technique. 
RESULTS AND CONCLUSION: Compared with control group, the rat serum containing 5% and 10% Lycium barbarum 
polysaccharides significantly promoted the proliferation of osteoblastic MC3T3-E1 cells (P < 0.05, P < 0.01). Rat serum 
containing 10% and 20% Lycium barbarum polysaccharides increased the intracellular Ca2+ concentration and the expression of 
collagen typeⅠin osteoblastic MC3T3-E1 cells (P < 0.05, P < 0.01). These findings indicate that rat serum containing Lycium 
barbarum polysaccharides may prevent and heal osteoporosis by affecting the intracellular Ca2+ concentration and the 
expression of collagen type .Ⅰ  
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摘要 
背景：前期实验发现枸杞多糖对成年去势雌性大鼠骨质疏松有明显的骨质改善作用。 
目的：观察含枸杞多糖大鼠血清对成骨细胞株 MC3T3-E1 细胞内 Ca2+

及Ⅰ型胶原蛋白合成的影响。 
方法：将 20%空白血清(对照组)，5%，10%，20%含枸杞多糖血清分别加入成骨细胞株 MC3T3-E1 细胞培养液中，通过

MTT 法测定细胞增殖，激光扫描共聚焦显微镜测定胞内游离钙离子浓度，免疫细胞化学方法检测Ⅰ型胶原蛋白表达。 
结果与结论：与对照组比较，5%，10%含枸杞多糖血清可明显促进成骨细胞株 MC3T3-E1 细胞增殖(P < 0.05，P < 0.01)；
10%，20%含枸杞多糖血清组成骨样细胞株 MC3T3-E1 内细胞内 Ca2+

水平及Ⅰ型胶原蛋白合成明显升高(P < 0.05，P < 
0.01)。说明含枸杞多糖血清可能通过影响细胞内 Ca2+

水平及Ⅰ型胶原蛋白合成防治骨质疏松症。 
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0  引言 
 

成骨细胞不仅参与骨形成，而且参与破骨

细胞对骨吸收的调节，抑制破骨细胞分化成为

成熟的多核破骨细胞，并能促使其凋亡失去破

骨的功能，从而使骨吸收得到抑制[1]。机体正常

时，成骨细胞与破骨细胞保持功能性偶联，由

于某种原因使这种功能性偶联破坏，骨吸收超

过骨形成，即可引起骨质疏松[2-4]。Ⅰ型胶原是

体外培养成骨细胞所分泌的特异性胶原蛋白，

所形成的网状结构也是成骨细胞矿化功能实现

的前提，钙离子作为第二信使在细胞内外信号

传递的过程中也发挥着极其重要的作用，细胞

内钙离子浓度的变化可能正是反映这种联系的

关键，两者是成骨细胞骨形成能力的重要指标。

枸杞子来源于茄科植物——宁夏回族自治区特

色枸杞的干燥成熟果实，具有滋肝补肾、益精

明目之功。枸杞多糖为枸杞的主要活性成分，

具有免疫调节、抗衰老、降血糖、抗疲劳、保

护生殖系统、抗缺氧等功能[5]。本课题组前期实

验发现枸杞多糖对成年去势雌性大鼠骨质疏松

有明显的骨质改善作用，但缺少细胞水平的研  
究[6]。 

本文通过观察含枸杞多糖大鼠血清对成骨

细胞株MC3T3-E1细胞内Ca2+及Ⅰ型胶原蛋白

合成的影响，认识枸杞多糖促进骨形成的可能

作用机制。 
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1  材料和方法 

 
设计：单一样本观察实验。 
时间及地点：于2009-06/2010-10在宁夏医科大学

中心实验室完成。 
材料： 
实验动物：12月龄雄性SD大鼠20只，体质量

280~320 g，由宁夏医学院实验动物中心提供。实验过

程中对动物处置符合2006年科学技术部发布的《关于善

待实验动物的指导性意见》[7]。 
枸杞多糖：枸杞多糖是从枸杞中提取而得的一种水溶

性多糖。已明确该多糖系蛋白多糖，由阿拉伯糖、葡萄

糖、半乳糖、甘露糖、木糖、鼠李糖6种中性单糖一阿

拉伯糖 (ARA)成分组成。分子式为CH2OH(CHOH)3 

CHO。由宁夏启元药业提供 (纯度99.99%，批号：

H2202365)。 
主要试剂与仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 
细胞株的培养：将小鼠成骨细胞株MC3T3-E1培养于

含体积分数10%胎牛血清DMEM培养基，置培养箱内体

积分数5%CO2、37℃培养，2 d换液1次，三四天传代1
次，细胞长至铺满瓶底约90%时进行实验。 

含药动物血清的制备：将20只SD大鼠随机分为2组：

给药组灌胃给予枸杞多糖 80 mg/(kg•d)；对照组灌服相

同体积的生理盐水；2次/d，共3 d，最后一次给药后1 h
在乙醚麻醉下经腹主动脉采血，室温静置3 h后置4 ℃冰

箱过夜，2 500 r/min离心20 min，取血清，同组合并后，

在56 ℃灭活30 min，0.22 μm滤膜过滤除菌后，-20 ℃
保存备用。 

细胞培养实验分组：将细胞以2×104/孔接种于96孔板

中，培养24 h后，按实验分组更换新鲜培养液进行药物

干预。①对照组：培养液内加入空白血清，空白血清与

完全培养液按体积比为2.0 8.0∶ 配制。 5%② 枸杞多糖血

清组：培养液内加入枸杞多糖血清，枸杞多糖血清与

DMEM完全培养液按体积比为0.5 9.5∶ 配制。 10%③ 枸

杞多糖血清组：培养液内加入枸杞多糖血清，枸杞多糖

血清与DMEM完全培养液按体积比例为1.0 9.0∶ 配制。

20%④ 枸杞多糖血清组，培养液内加入枸杞多糖血清，

枸杞多糖血清与  DMEM完全培养液按体积比为

2.0 8.0∶ 配制，每组药物浓度均设10个平行孔。 
细胞增殖效应：干预72 h后，各孔培养细胞用PBS洗

1遍，每孔加100 μL DMEM培养液，同时加入10 μL 
0.5%MTT，继续培养4 h后，弃培养液，加100 μL DMSO
溶解甲躜，在酶标仪上测定波长470 nm处的A值。 

细胞内游离钙离子浓度的测定：干预6 d后，参考文献

[8]进行细胞内游离钙离子浓度的测定。 
免疫细胞化学方法检测Ⅰ型胶原蛋白表达：将成骨细胞

以3×106 L-1浓度植入事先置有盖玻片(盖玻片经多聚赖

氨酸处理)的6孔板中，每孔2 mL，用含体积分数10% 
FBS的DMEM培养24 h。按实验分组更换新鲜培养液进

行药物干预培养6 d后，爬有细胞的盖玻片经PBS清洗，

5%丙酮固定，H2O2去除内源性过氧化物酶，加一抗   
37 ℃ 2 h，加二抗作用，DAB显色，苏木精复染细胞核，

中性树胶封固。光镜下观察，棕黄色为阳性细胞，每组

各随机取片3张，每张玻片随机取10个视野，经LEICAQ 
5501W病理分析软件分析显示，灰度值越低蛋白含量越

高。 
主要观察指标：①成骨细胞增殖情况。②成骨细胞

内游离钙离子浓度及Ⅰ型胶原蛋白表达。 
统计学分析：数据以x

_

±s表示，使用SPSS 11.0统计

软件处理，多个样本均数的比较用方差分析。 
   

2  结果 
 
2.1  含枸杞多糖血清对成骨细胞增殖的影响  对照

组、5%，10%，20%含枸杞多糖血清组成骨细胞A值分

别为0.404 0±0.013 2，0.478 0±0.0385，0.452 0±   
0.039 2，0.422 0±0.025 8。 

与对照组比较，在 10% 含枸杞多糖血清组

MC3T3-E1细胞明显增殖 (P < 0.05)；5%含枸杞多糖血

清组MC3T3-E1细胞增殖更明显(P < 0.01)；20%含枸杞

多糖血清未观察到促成骨细胞增殖效应(P > 0.05)。 
2.2  含枸杞多糖血清对成骨细胞内游离钙离子及Ⅰ型

胶原蛋白表达影响   
游离钙离子：与对照组比较，在10%，20%含枸杞多

糖血清组MC3T3-E1细胞内游离钙离子浓度明显增加   
(P < 0.05)，见表1。 

Ⅰ型胶原蛋白：成骨细胞MC3T3-E1经枸杞多糖血清

刺激6 d后，Ⅰ型胶原蛋白灰度值明显降低：20%含枸

杞多糖血清组灰度值较对照组降低13.5%(P < 0.01)，
10%含枸杞多糖血清组灰度值较对照组降低10.3%       
(P < 0.05)，见表1。 

试剂及仪器 来源 

小鼠 MC3T3-E1 成骨细胞株 
兔抗人 Collagenα1(Ⅰ)的多克隆抗

体 IgG 
生物素化的山羊抗兔的多克隆抗体

IgG 和显色剂 DAB 
Fluo-3/AM 
CO2培养箱 
DG5031 型酶标仪 
 
倒置显微镜  

ATCC 
美国 Santa cruz 生物 
技术公司 

北京中山生物技术 
有限公司 

美国分子探针公司 
美国 Nuaire 
华东电子集团医疗装备 
有限责任公司 

上海光学仪器六厂 
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3  讨论 
 
MC3T3-E1是从小鼠颅盖骨细胞中建株的成骨细

胞，具有碱性磷酸酶活性、Ⅰ型胶原合成和基质钙化等

成骨细胞的生物学特性，常作为骨代谢研究的细胞模  
型[9]，MC3T3-E1细胞株已成为研究药物对成骨细胞影

响的有价值的体外细胞模型。成骨细胞是骨形成的主要

功能细胞，成骨细胞一定数量的增殖，才能产生丰富的

骨胶原和分泌钙离子，并通过钙化形成骨细胞，以维持

骨组织的生理代谢。成骨细胞在维持正常的骨量，防止

骨质疏松症发生过程中起着重要作用。通过刺激成骨细

胞增殖，促进骨组织形成是治疗骨质疏松症的主要方法

之一。本实验MTT法检测结果表明：MC3T3-E1细胞在

5%、10%含枸杞多糖血清中培养72 h后明显增殖，提

示含枸杞多糖血清对成骨细胞增殖有促进作用。钙离子

作为第二信使在细胞内外信号传递的过程中也发挥着

极其重要的作用，细胞内钙离子浓度的变化可能正是反

映这种联系的关键，细胞内钙离子升高激活包括钙调素

在内的各种钙结合蛋白，将刺激信息传递给细胞内多种

酶反应系统或功能蛋白，细胞生物活性增强。本实验结

果表明，枸杞多糖含药血清可提高细胞内的Ca2+浓度，

其同时促进成骨细胞增殖，有力证明了细胞内钙不仅作

为第二信使参与细胞内外的信号传导，同时也极有可能

作为多种调控机制的靶效应而反映成骨细胞的活性。初

步证明了枸杞多糖可使成骨细胞Ca2+通道开放，导致成

骨细胞内Ca2+内流增多，成骨细胞内钙离子浓度增高，

从而提高成骨细胞生物学活性。 
Ⅰ型胶原是体外培养成骨细胞所分泌的特异性胶

原蛋白，所形成的网状结构是成骨细胞矿化功能实现的

前提，也是反映成骨细胞骨形成能力的重要指标[10]。Ⅰ

型胶原蛋白经矿化后为骨骼提供支架，成骨细胞主要功

能是合成和分泌有机类骨基质(主要由Ⅰ型胶原构成)，

调节骨质矿化，可作为成骨细胞成熟后功能活动的标志

性产物[11]。早期的观点认为细胞外基质只是起支持作

用，近年来发现成骨细胞的胞外基质，以Ⅰ型胶原为主，

在细胞的生长分化方面起着重要的作用[12]。Ⅰ型胶原通

过其a1链上的特定位点与细胞表面的整合素受体结合，

促进细胞的分化。当培养液中缺乏Ⅰ型胶原合成必需的

抗坏血酸，或者加入胶原合成抑制剂时，小鼠MC3T3-E1
细胞不能完成分化及矿化过程[13-14]。 

成骨细胞分泌的Ⅰ型胶原和细胞的增殖、分化、矿

化等各个阶段都有一定的作用[15]。体外环境中Ⅰ型胶原

含量的高低与成骨细胞骨形成能力的强弱表达一致，Ⅰ

型胶原蛋白表达量高提示成骨细胞骨形成能力较强，反

之较弱 [16]。Stein等 [17]认为成骨细胞分泌的胶原量在

8~10 d时为最高，2周后下降明显。本实验选择培养6 d
的成骨细胞测定其分泌Ⅰ型胶原蛋白的量符合体外培

养成骨细胞的生物学特点，也有助于客观评价中药的作

用效果。Suzawa等[18]发现在胶原大量堆积的地方，有

骨发生蛋白2、骨发生蛋白4的表达，MC3T3-E1细胞上

存有骨发生蛋白 AⅠ 、骨发生蛋白Ⅱ受体，骨发生蛋白

AⅠ 受体的表达缺少，使骨发生蛋白2/4的信号表达受到

明显的抑制。细胞的分化是骨发生蛋白、Ⅰ型胶原、整

合素等多因素的协调作用的结果。因此，Ⅰ型胶原的表

达对成骨细胞功能的评价具有重要意义。本实验显示，

较高浓度的能够提高Ⅰ型胶原蛋白的表达，且剂量越大

Ⅰ型胶原蛋白的表达越高，具有一定的量效关系。说明

宁夏回族自治区特色枸杞的主要成分枸杞多糖在骨质

疏松预防领域有很广的应用价值，其作用机制还尚待进

一步探讨。 
致谢：感谢表弟金栋在实验实施及资料收集中所做

的贡献。 
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