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续断离子液体提取物质量和药效学评价

胡献跃，黄东纬，陈笑笑，刁银军

（金华职业技术学院，浙江 金华 ３２１０１６）
摘要：目的 建立续断离子液体提取物质量和药效学的评价方法。方法 采用紫外分光光度法测定续断离子液体提取物和续断壮骨胶

囊中总皂苷的含量，采用桨法测定川续断皂苷Ⅵ的溶出率，采用液相色谱－质谱法测定各成分的含量。以二甲基亚砜为空白对照，通过
成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１及破骨细胞 ＲＡＷ２６４．７生长影响，ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１细胞碱性磷酸酶（ＡＬＰ）活性影响、ＲＡＷ２６４．７细胞抗酒石酸酸性
磷酸酶（ＳｔｒＡＣＰ）活力影响等体外细胞试验，评价１．６５～２００．００μｇ／ｍＬ续断离子液体提取物的药效。结果 续断离子液体提取物中总

皂苷含量和川续断皂苷Ⅵ溶出率分别为 ８６．０１％和７７．８３％，均高于续断壮骨胶囊的７８．７４％和２５．６１％。与空白对照组比较，质量浓
度为６．２５～１００．００μｇ／ｍＬ的续断离子液体提取物可显著促进ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１细胞的生长，质量浓度为１２．５０～２００．００μｇ／ｍＬ的续断离子液体
提取物可显著抑制 ＲＡＷ２６４．７细胞的生长和 ＳｔｒＡＣＰ酶活力的表达（Ｐ＜０．０５），且呈浓度依赖关系；质量浓度为６．２５～２００．００μｇ／ｍＬ
的离子液体提取物虽可提高 ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１细胞 ＡＬＰ的活性，但差异不显著（Ｐ＞０．０５）。结论 续断离子液体提取物的质量优于续断壮

骨胶囊，具有促进成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１生长和抑制破骨细胞 ＲＡＷ２６４．７活性的双向作用。
关键词：续断；离子液体提取物；成骨细胞；破骨细胞；体外细胞试验；质量评价；药效学
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ｔｈａｎｔｈａｔｆｒｏｍＸｕｄｕａｎＺｈｕａｎｇｇｕＣａｐｓｕｌｅｓ，ｗｈｉｃｈｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｏｓｔｅｏｂｌａｓｔＭＣ３Ｔ３－Ｅ１ｃｅｌｌｓａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｏｓ
ｔｅｏｃｌａｓｔＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＤｉｐｓａｃｉＲａｄｉｘ；ｉｏｎｉｃｌｉｑｕｉｄｅｘｔｒａｃｔ；ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ；ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ；ｉｎｖｉｔｒｏｃｅｌｌｔｅｓｔ；ｑｕａｌｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎ；ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

历代本草将续断列为强筋骨、续折伤良药，其有效

成分续断皂苷可诱导大鼠骨髓间充质干细胞牗ＢＭＳＣ牘向
成骨细胞分化和矿化犤１犦，促进骨形成蛋白２（ＢＭＰ－２）表
达的同时，明显增高其下游关键磷酸化蛋白 ＳＭＡＤ１／
５／８，Ｐ３８，ＥＲＫ１／２的表达量犤２犦，还可明显上调成骨细胞

护骨因子（ＯＰＧ）／核因子 －κＢ牗ＮＦ－κＢ牘受体激活蛋白
配体（ＲＡＮＫＬ）的表达，通过调节成骨细胞的分泌因子
而调节破骨细胞的活化犤３犦，广泛用于治疗骨质疏松症。

续断提取工艺的不同会影响提取物的质量和药效，本研

究中采用高氯酸显色法、液相色谱－质谱（ＬＣ－ＭＳ）法和
体外释放法测定，评价了续断离子液体提取物与上市对

照药材间的质量差异；通过ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１细胞生长和碱性
磷酸酶（ＡＬＰ）活力测定，评价了续断离子液体提取物对
成骨细胞的作用；通过测定对破骨细胞ＲＡＷ２６４．７生长
和抗酒石酸酸性磷酸酶牗ＳｔｒＡＣＰ牘活力的抑制作用，评价
了续断离子液体提取物对破骨细胞的影响。现报道如下。

１ 仪器、试药与细胞

１．１ 仪器

ＫＱ－５００ＤＡ型超声波清洗器（昆山市超声仪器有
限公司）；ＬＣ－ＭＳ８０４５型液质联用仪牗日本岛津公司牘，
配有 ＵＶ２６００型紫外分光光度计；３１１１型 ＣＯ２水套培
养箱（美国热电公司）；ＭｉｃｒｏＢｅｔａ２４５０型液体闪烁计数
仪，Ｄ９６１９６２型细胞收集仪牗ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司牘，细胞收
集器为 ＦｉｌｔｅｒＭａｔｅＨａｒｖｅｓｔｅｒ；ＨＲ４０－Ⅱ－Ａ２型医用净化
工作台（青岛海尔特种电器有限公司）；５８１０Ｒ型低温离
心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；ＢＳ２１０Ｓ型电子天平（德国
Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司，精度为 ０．１ｍｇ）；ＣＫ４０－Ｆ２００型倒置显
微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；ＹＸＱ－２０８ＳＤ型电热蒸汽灭
菌器（嘉兴市中新医疗仪器有限公司）；ＲＣＺ－６Ｃ３型智
能溶出仪（天津天大公司）。

１．２ 试药

离子液体提取物（自制，批号分别为 ２０２００６３０，
２０２００７０２，２０２００７０５，分别含川续断皂苷Ⅵ ６８．４３％，
６９．２１％，６８．７２％）；续断壮骨胶囊（浙江迪耳药业有限
公司，批号为２０１９１００４，每粒含续断皂苷提取物０．２８ｇ）；
α－ＭＥＭ培养液（批号为 ２００５０６０３０３），磷酸盐缓冲液
（ＰＢＳ，批号为 ２００５０８０１０１），０．２５％胰蛋白酶（批号为
２００４２４０２０２），均购自浙江森瑞生物科技有限公司；超级
胎牛血清（杭州四季青生物工程材料有限公司，批号为

１９１１０５０１）；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，成都市科龙化工试剂
厂，分析纯）；氚－胸腺嘧啶核苷（３Ｈ－ＴｄＲ，中国同辐股
份有限公司，产品编号为 ＮＥＴ０２７Ｌ，批号为 ２０１８０７，浓
度为 １ｍｃｉ／ｍＬ，活度为 ３７Ｍｂｑ）；ＡＬＰ测试盒（货号为
Ａ０５９－１－１，批号为２０２００７２４），ＳｔｒＡＣＰ测试盒（货号为
Ａ０５８－１－１，批号为 ２０２００８０３），均购自南京建成生物
工程研究所；小鼠重组可溶性ＮＦ－κＢ受体活化因子配
体（ｓＲＡＮＫＬ，美国Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司，货号为３１５－１１Ｃ，批
号为０８１５６１２－Ａ２５１８）；１－丁基－３－甲基咪唑四氟硼
酸盐（犤Ｅｍｉｍ犦ＢＦ４，中科院兰州化学物理研究所，批号为
ＣＰ００８２２１６，含量≥９９％），异绿原酸 Ａ对照品（批号为
ＤＳＴ１９０９１８－０３６），异 绿 原 酸 Ｂ对 照 品 （批 号 为
ＤＳＴ１９１００８－０３７），异 绿 原 酸 Ｃ对 照 品 （批 号 为
ＤＳＴ１９０９０４－０３８），马 钱 苷 酸 对 照 品 （批 号 为
ＤＳＴ１９１０２５－０３３），绿原酸对照品（批号为ＤＳＴ１９０９０６），
咖啡酸对照品（批号为ＤＳＴ１９１０３０－０１３），马钱苷对照品
（批号为ＤＳＴ２００６２８－０３８），川续断皂苷乙对照品（批号
为 ＤＳＴ１９１２０２－５６），川续断皂苷Ⅵ对照品（批号为
ＤＳＴ１９１１２６－０４１），均购自成都德思特生物技术有限公
司，含量均高于９８．０％。
１．３ 细胞

小鼠单核细胞 ＲＡＷ２６４．７细胞株（破骨细胞），
ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１细胞株（成骨细胞），均由中国科学院干细
胞库提供。

２ 方法与结果

２．１ 续断总皂苷提取物制备

取续断药材１００ｇ，粉碎，过１０目筛，加入０．９０ｍｏｌ／Ｌ
的犤Ｅｍｉｍ犦ＢＦ４１０００ｍＬ，超声（功率为 ５００Ｗ，频率为
４０ｋＨｚ，下同）提取６０ｍｉｎ，滤过，取提取液，置旋转蒸发
仪中浓缩至２００ｍＬ，加入大孔树脂柱中，用１个柱体积
的水洗至近无色，用 ３个柱体积的 ２０％乙醇洗至淡黄
色，用 ６０％乙醇洗至近无色，６０％乙醇洗脱液旋转蒸
发（８０℃，－０．０８ＭＰａ）近干，刮下沉淀物，真空干燥
（６０℃，－０．０８ＭＰａ），得续断总皂苷提取物犤４－５犦。

２．２ 续断总皂苷提取物质量分析

２．２．１ 续断总皂苷含量测定

线性关系考察：取川续断皂苷Ⅵ对照品适量，精密
称定，加甲醇制成质量浓度为０．５ｍｇ／ｍＬ的溶液。精密
量取上述溶液０．２，０．４，０．６，０．８，１．０ｍＬ，分别置１０ｍＬ
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项目

总皂苷含量

续断皂苷Ⅵ溶出率

１
８６．７１
７６．８３

２
８５．４２
７９．４２

３
８５．９０
７７．２５

Ｘ
８６．０１
７７．８３

胶囊牗批号为２０１９１００４牘

７８．７４
２５．６１

待测成分

咖啡酸

马钱苷

马钱苷酸

绿原酸

异绿原酸 Ａ

前体离子

（ｍ／ｚ）

１７９．０２
４３５．１１
３７５．１３
３５３．１２
５１５．０３

产物离子

（ｍ／ｚ）

１３５．１３
２２７．１７
２１３．２５
１９１．０７
３５３．１８

碰撞能量

（ＣＥ）

１４
１４
１５
１４
１５

待测成分

异绿原酸 Ｂ
异绿原酸 Ｃ
川续断皂苷乙

川续断皂苷Ⅵ

前体离子

（ｍ／ｚ）

５１５．０５
５１５．０２
１０７３．４１
９７３．３５

产物离子

（ｍ／ｚ）

１７９．１４
３５３．２１
７４９．３３
６０３．４１

碰撞能量

（ＣＥ）

３０
１７
４５
４６

待测成分

咖啡酸

马钱苷

马钱苷酸

绿原酸

异绿原酸Ａ
异绿原酸Ｂ
异绿原酸Ｃ
川续断皂苷乙

川续断皂苷Ⅵ

回归方程

Ｙ１＝９．９３×１０６Ｘ１－７６７１８
Ｙ２＝１．３４×１０５Ｘ２＋１０３９３
Ｙ３＝２．３５×１０５Ｘ３－１４９．３２
Ｙ４＝４．７３×１０６Ｘ４－１０２８７７
Ｙ５＝１．１５×１０６Ｘ５－３６８６２９
Ｙ６＝７．８０×１０６Ｘ６＋４３５６８０
Ｙ７＝１．２７×１０６Ｘ７＋４６０４．７１
Ｙ８＝１．６３×１０５Ｘ８－６０８２．９４
Ｙ９＝１．６３×１０６Ｘ９＋５６８２２

ｒ
０．９９９６
０．９９９４
０．９９９４
０．９９９３
０．９９９１
０．９９９５
０．９９９３
０．９９９１
０．９９９２

时间

０ｍｉｎ
４．５ｍｉｎ
４．６ｍｉｎ

流动相 Ａ
１０
４０
９５

流动相Ｂ
９０
６０
５

时间

５．５ｍｉｎ
５．６ｍｉｎ
９．０ｍｉｎ

流动相 Ａ
９５
１０
１０

流动相Ｂ
５
９０
９０
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注：１为２０２００６３０，２为２０２００７０２，３为２０２００７０５。
Ｎｏｔｅ牶１牞２牞３ ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｅｂａｔｃｈ ｎｕｍｂｅｒｓｗｅｒｅ２０２００６３０牞

２０２００７０２ａｎｄ２０２００７０５牞ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

表１ 样品中总皂苷含量和川续断皂苷Ⅵ溶出率测定结果（％）
Ｔａｂ．１ Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｏｔａｌｓａｐｏｎｉｎｓａｎｄｔｈｅｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ

ａｓｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎⅥ ｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｓ牗％牘

注：ｍ／ｚ为质荷比。
Ｎｏｔｅ牶ｍ／ｚｉｓｔｈｅｍａｓｓ－ｔｏ－ｃｈａｒｇｅｒａｔｉｏ．

表３ 质谱条件参数

Ｔａｂ．３ Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

表４ 线性关系考察结果牗ｎ＝５牘
Ｔａｂ．４ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｔｅｓｔ（ｎ＝５）

表２ 流动相梯度洗脱程序牗％牘
Ｔａｂ．２ Ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｇｒａｍ ｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ（％）

具塞试管中，于６５℃水浴氮气流吹干甲醇，精密加入高氯
酸５ｍＬ，涡旋混合１ｍｉｎ，６５℃水浴加热２０ｍｉｎ，冰浴放
冷。于４０６ｎｍ波长处测定吸光度，以吸光度（Ｙ）为纵坐标、
溶液质量浓度（Ｘ，ｍｇ／ｍＬ）为横坐标进行线性回归，得回归
方程 Ｙ＝９．０１５Ｘ＋０．００３５（ｒ＝０．９９９１，ｎ＝５）。结果表明，
续断总皂苷质量浓度在０．０２～０．１０ｍｇ／ｍＬ范围内与吸
光度线性关系良好。

含量测定：取样品 ０．１ｇ，精密称定，置 ５０ｍＬ容量
瓶中，加甲醇适量，超声处理 ３０ｍｉｎ，放冷，加甲醇稀释
并定容，摇匀，过滤。精密量取续滤液３ｍＬ，置１０ｍＬ容量
瓶中，加甲醇稀释并定容，摇匀，精密量０．４ｍＬ，置１０ｍＬ
具塞试管中，按线性关系考察项下方法处理，计算总皂

苷的含量。结果见表１。

可见，续断离子液体提取物中总皂苷含量高于续断

壮骨胶囊，这可能是由于大孔树脂柱层析不仅除去了离

子液体成分，还利用了各成分的极性差异，将多糖等在

水和低浓度乙醇中溶解度较高的成分先行洗脱，而皂苷

类成分主要集中于 ６０％乙醇洗脱液中，从而使皂苷类
成分得到纯化。

２．２．２ 体外溶出度测定

漏槽试验：取续断壮骨胶囊 ２粒，置 ５０ｍＬ容量瓶
中，加水适量，超声３０ｍｉｎ，溶解，定容，滤过，测得漏槽
中溶剂的质量浓度为０．２２６ｍｇ／ｍＬ。

体外溶出度试验：取样品，照浆法测定体外溶出度。

以 １０００ｍＬ水为溶出介质，１００ｒ／ｍｉｎ旋转 ６０ｍｉｎ，取
溶液 １０ｍＬ，滤过，取续滤液，作为供试品溶液。另取
川续断皂苷Ⅵ对照品 ２０ｍｇ，加 ２０％甲醇溶解，定容至
１００ｍＬ，即得质量浓度为０．２ｍｇ／ｍＬ的对照品溶液。于
２１５ｎｍ波长处测定吸光度，按外标法计算含量。结果见
表 １。可见，续断壮骨胶囊中川续断皂苷Ⅵ的溶出率低
于续断离子液体提取样品，这是因为其多糖成分含量较

高，在水中迅速糊化，抑制水进一步渗透，使川续断皂苷

Ⅵ不能释放，造成溶出率较低。
２．２．３ 样品中９种成分含量测定

色谱条件：岛津 Ｃ１８柱（１５０ｍｍ×２．１ｍｍ，３μｍ）；
流动相：流动相Ａ为乙腈－甲醇溶液（６∶４，Ｖ／Ｖ），流动
相Ｂ为 ０．２％甲酸 －水溶液牗梯度洗脱程序见表２牘；流

速：０．４ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：４０℃；进样量：１０μＬ。
质谱条件：电喷雾离子源，负离子模式，多反应监测

（ＭＲＭ），雾化气、干燥气、加热气均为高纯氮，流量分别
为３，１０，１０Ｌ／ｍｉｎ；接口温度：３００℃；加热块温度：４００℃。通
过一级质谱全扫描确定前体离子，根据前体离子进行二级

质谱碎裂，确定相应的定性和定量离子，建立离子对，创建

ＭＲＭ方法。离子对选择及碰撞电压条件参数见表３。

线性关系考察：分别取异绿原酸Ａ，Ｂ，Ｃ及马钱苷酸、
咖啡酸、马钱苷、绿原酸、川续断皂苷乙、川续断皂苷Ⅵ
９种对照品各适量，用 ２０％甲醇配制成质量浓度为
０．１ｍｇ／ｍＬ的对照品贮备液。分别取上述对照品贮备溶
液各适量，加入 ２０％甲醇稀释成质量浓度为 ０．５，１．０，
２．０，４．０，６．０μｇ／ｍＬ的各适量系列单一对照品溶液，按上述
色谱／质谱条件进样测定。以峰面积（Ｙ）为纵坐标、对照品
溶液质量浓度（Ｘ，μｇ／ｍＬ）为横坐标进行线性回归。结果
见表４。表明各对照品溶液质量浓度在０．５～６．０μｇ／ｍＬ
范围内与峰面积线性关系良好。
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待测成分

咖啡酸

马钱苷

马钱苷酸

绿原酸

异绿原酸 Ａ

续断离子液体

提取物

１０．５１
０
０
６４．５４
８８．６８

续断壮骨

胶囊

４．４３
０
０
１８．２４
２９．６３

化合物

异绿原酸 Ｂ
异绿原酸 Ｃ
川续断皂苷乙

川续断皂苷Ⅵ

续断离子液体

提取物

１２．０７
３２．７２
７．３４

６８４．７４

续断壮骨

胶囊

４．７４
１２．２５
１０．２１
６０１．５３

表７ 续断皂苷对破骨细胞 ＲＡＷ２６４．７生长的影响（Ｘ±ｓ，ｃｐｍ，ｎ＝３）
Ｔａｂ．７ ＥｆｆｅｃｔｏｆａｓｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎⅥ ｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ（Ｘ±ｓ，ｃｐｍ，ｎ＝３）

制剂

续断离子液体提取物

续断壮骨胶囊

０μｇ／ｍＬ
２７１９．０±８９．６０

１．５６０μｇ／ｍＬ
２７２５．５±６４．２６
２８０１．５±７７．１２

３．１２５μｇ／ｍＬ
２８９８．０±１０１．７９
２６４３．０±６５．０７

６．２５０μｇ／ｍＬ
３０２７．５±６１．５２

２８３６．５±８２．６９

１２．５００μｇ／ｍＬ
３１６６．５±５８．６８

３０２３．５±１６９．０３

２５．０００μｇ／ｍＬ
３３８０．５±９４．０４

３２０９．０±８０．６４

５０．０００μｇ／ｍＬ
３８０１．５±１２９．４３

３５８２．０±９６．２３

１００．０００μｇ／ｍＬ
３６４６．５±９５．５２

３７６５．５±１６３．２８

２００．０００μｇ／ｍＬ
２７６４．５±８５．６１
２３９５．０±１３０．０７

表６ 续断皂苷对成骨细胞ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１生长的影响（Ｘ±ｓ，ｃｐｍ，ｎ＝３）
Ｔａｂ．６ ＥｆｆｅｃｔｏｆａｓｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎⅥ ｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｏｓｔｅｒｏｂｌａｓｔｓＭＣ３Ｔ３－Ｅ１ｃｅｌｌｓ（Ｘ±ｓ，ｃｐｍ，ｎ＝３）

注：与０μｇ／ｍＬ比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１。表７至表９同。
Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０μｇ／ｍＬ，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，ａｓｗｅｌｌａｓＴａｂ．７ｔｏＴａｂ．９．
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制剂

续断离子液体提取物

续断壮骨胶囊

０μｇ／ｍＬ
２２０１．３±５２．３８

１．５６０μｇ／ｍＬ
２２１１．５±６７．２３
２３１８．０±５３．７０

３．１２５μｇ／ｍＬ
２１６５．５±３０．４４
２２３８．０±６２．１９

６．２５０μｇ／ｍＬ
２０９６．０±８２．０３
２０４１．５±１６１．８７

１２．５００μｇ／ｍＬ
１９２３．０±４８．１４

２０１９．０±４９．４６

２５．０００μｇ／ｍＬ
１７７８．５±４４．５２

１９２８．５±１１８．１３

５０．０００μｇ／ｍＬ
１５９４．５±１１９．５１

１８０４．５±７１．３８

１００．０００μｇ／ｍＬ
１３８６．０±７９．１７

１４２３．０±７７．８２

２００．０００μｇ／ｍＬ
８８７．５±３６．０８

８２１．５±９５．５４

表５ 样品中９种成分含量测定结果牗ｍｇ／ｇ牘
Ｔａｂ．５ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｎｉｎｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｔｈｅ

ｓａｍｐｌｅ牗ｍｇ／ｇ牘

样品含量测定：取续断离子液体提取物牗批号为
２０２００６３０牘和续断壮骨胶囊牗批号为２０１９１００４牘各２０ｍｇ，
精密称定，加２０％甲醇适量，置１００ｍＬ容量瓶中，超声
溶解，加 ２０％甲醇定容，取 １ｍＬ，用 ２０％甲醇稀释至
５０ｍＬ，按色谱 ／质谱条件进样测定。结果见表 ５。可见，
续断离子液体提取物中有效成分川续断皂苷Ⅵ较续断
壮骨胶囊高１３．８３％。

２．３ 药效学试验

对 ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１及 ＲＡＷ２６４．７细胞生长的影响：取
对数生长期小鼠单核细胞 ＲＡＷ２６４．７细胞株及
ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１细胞株，分别制成５×１０４ｍＬ－１单细胞悬液，分
别取１００μＬ加入９６孔平底培养板中，３７℃及５％ＣＯ２条
件下培养２４ｈ后分别加入含不同质量浓度的续断离子
液体提取物 ／续断壮骨胶囊（１．５６～２００．００μｇ／ｍＬ）培
养液１００μＬ，每个浓度做３个复孔，空白对照组加入相
同体积的 ＤＭＳＯ，继续培养 ４８ｈ后分别加入含 ０．３μｃｉ
３Ｈ－ＴｄＲ的培养液５０μＬ，继续培养１６ｈ，收集细胞，测
定每个样品的脉冲数，用三孔的平均脉冲数评估各浓度

样品对破骨细胞ＲＡＷ２６４．７及成骨细胞ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１生
长的影响。结果见表６和表７。与空白对照组（０μｇ／ｍＬ）
比较，质量浓度为６．２５～１００．００μｇ／ｍＬ的续断离子液
体提取物可显著促进 ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１细胞生长，且呈量效
依赖关系（Ｐ＜０．０５），但高浓度（２００μｇ／ｍＬ）时促进作
用不明显，提示高浓度的续断皂苷可能存在一定细胞毒

性作用。显微镜下可见ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１细胞呈多角形，贴壁
生长，几乎无脱落，胞质饱满，相邻细胞生长融合成片，

药物作用后的细胞数量明显多于空白对照组，且续断离

子液体提取物的作用明显优于续断壮骨胶囊。由表７和
图 ２可见，与空白对照组（０μｇ／ｍＬ）比较，质量浓度
为 １２．５０～２００．００μｇ／ｍＬ的续断离子液体提取物可
显著抑制 ＲＡＷ２６４．７细胞生长，且呈量效依赖关系
（Ｐ＜０．０５）。显微镜下可见 ＲＡＷ２６４．７细胞呈多变形，
贴壁生长，部分细胞脱落，药物作用后的细胞数明显少

于空白对照组，且续断离子液体提取物对 ＲＡＷ２６４．７
细胞的抑制作用优于续断壮骨胶囊。

对成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１ＡＬＰ活性的影响：取对数
生长期的成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１细胞株，胰酶消化后吹
打成单个细胞悬液，配成浓度为５×１０４ｍＬ－１的细胞，接种
于 ２４孔板中，每孔 １ｍＬ，设 ２个复孔，置 ３７℃及 ５％
ＣＯ２培养箱中培养 ２４ｈ后分别加入含不同质量浓度的
续断离子液体提取物 ／续断壮骨胶囊培养液（６．２５～
２００．００μｇ／ｍＬ），置 ３７℃及 ５％ＣＯ２培养箱中，继续培
养 ４８ｈ，吸去上清液，ＰＢＳ洗涤 ２次，每孔加入 ４００μＬ
０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００以裂解细胞，冰浴 １０ｍｉｎ。取上清
液，用ＢＣＡ试剂盒测定裂解液中的蛋白质浓度，按试剂
盒操作方法测定ＡＬＰ的活性。结果见表８。可见，与空白
对照组比较，不同质量浓度的续断离子液体提取物及续

断壮骨胶囊均可提高ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１细胞ＡＬＰ的活性，但
差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

对破骨细胞 ＲＡＷ２６４．７ＳｔｒＡＣＰ活性的影响：取对
数生长期的破骨细胞 ＲＡＷ２６４．７细胞株，胰酶消化后
吹打成单个细胞悬液，制成５×１０４ｍＬ－１细胞悬液，接种
于２４孔板中，每孔 １ｍＬ，设 ２个复孔，置 ３７℃及 ５％
ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ，ＲＡＮＫＬ对照组每孔加入５０μＬ
无血清培养基配制的ＲＡＮＫＬ和１００μＬ无血清培养基，
试验组每孔加入以无血清培养基配制的 ＲＡＮＫＬ５０μＬ
和不同浓度的续断离子液体提取物 ／续断壮骨胶囊
（终浓度 ６．２５～２００．００μｇ／ｍＬ），ＲＡＮＫＬ的终浓度为
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表９ 续断皂苷对破骨细胞 ＲＡＷ２６４．７ＳｔｒＡＣＰ活性的影响（Ｘ±ｓ，Ｕ／ｇｐｒｏｔ，ｎ＝３）
Ｔａｂ．９ ＥｆｆｅｃｔｏｆａｓｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎⅥ ｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳｔｒＡＣＰｉｎｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ（Ｘ±ｓ，Ｕ／ｇｐｒｏｔ，ｎ＝３）

制剂

续断离子液体提取物

续断壮骨胶囊

０μｇ／ｍＬ
９８０．１８±１０３．６７

６．２５μｇ／ｍＬ
１１０１．１３±１１２．１０
１０２５．５９±１１２．３１

１２．５０μｇ／ｍＬ
１１０２．４２±１３１．６６
１１３７．８３±１０６．３９

２５．００μｇ／ｍＬ
１１８７．４５±１２４．３８
１０３７．３０±１１７．６７

５０．００μｇ／ｍＬ
１１３７．２６±１０５．６０
１０１４．０９±１２９．３８

１００．００μｇ／ｍＬ
１０３９．７３±９６．９６
１０９８．２７±１２４．４５

２００．００μｇ／ｍＬ
１０８５．４９±１１８．１０
１０９８．９２±１１７．８１

制剂

续断离子液体提取物

续断壮骨胶囊

０μｇ／ｍＬ
８３．４３±３．０４

６．２５μｇ／ｍＬ
８２．１４±３．５４
８０．４０±３．６６

１２．５０μｇ／ｍＬ
６９．０６±２．７７

７８．７１±２．７９

２５．００μｇ／ｍＬ
７１．３９±３．５４

８４．４０±３．２７

５０．００μｇ／ｍＬ
６２．７３±２．８９

８１．６６±２．８９

１００．００μｇ／ｍＬ
６３．６８±３．２１

５９．２３±２．６９

２００．００μｇ／ｍＬ
４６．０４±２．４５

５０．１８±３．２１

表８ 续断皂苷对成骨细胞ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１ＡＬＰ的影响（Ｘ±ｓ，Ｕ／ｇｐｒｏｔ，ｎ＝３）
Ｔａｂ．８ ＥｆｆｅｃｔｏｆａｓｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎⅥ ｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡＬＰｉｎｏｓｔｅｏｂｌａｓｔＭＣ３Ｔ３－Ｅ１ｃｅｌｌｓ（Ｘ±ｓ，Ｕ／ｇｐｒｏｔ，ｎ＝３）
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１００ｎｇ／ｍＬ。置３７℃及５％ＣＯ２培养箱中，继续培养４８ｈ，
吸去上清液，ＰＢＳ洗涤２次，每孔加入４００μＬ１％ＴｒｉｔｏｎＸ－
１００以裂解细胞，冰浴１０ｍｉｎ。取上清液，用 ＢＣＡ试剂盒
测定裂解液中的蛋白质浓度，按 ＳｔｒＡＣＰ试剂盒操作方
法测定ＳｔｒＡＣＰ的活性。结果见表 ９。可见，与 ０μｇ／ｍＬ
比较，质量浓度为 １２．５～２００．０μｇ／ｍＬ的续断离子液
体提取物可显著抑制 ＲＡＷ２６４．７细胞 ＳｔｒＡＣＰ酶的活
性（Ｐ＜０．０５）。
３ 讨论

骨质疏松症的发病机制为成骨细胞和破骨细胞失

衡，造成骨的形成低于骨的吸收犤６－７犦。续断提取物中主

要成分川续断皂苷Ⅵ可通过促进ＢＭＰ－２的生成，调节
ｃ－Ｊｕｎ的磷酸化，激活 ｃ－Ｊｕｎ氨基端激酶（ＪＮＫ）信号
通路，诱导ＢＭＳＣ向成骨细胞分化，增加骨形成和生长，
发挥治疗骨质疏松的作用犤８犦。且川续断皂苷Ⅵ能提高
β联蛋白（β－ｃａｔｅｎｉｎ）、Ｒｕｎｘ２及骨钙素的表达，从而激
活Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路，进而促进 ＢＭＳＣ的成骨
分化犤９犦。因此，续断提取物可通过多种细胞通路促进成

骨细胞的分化与增殖，发挥治疗骨质疏松的作用，但其

对破骨细胞的抑制作用仍有待进一步研究犤１０犦。

由表１可知，续断离子液体提取物中总皂苷含量较续
断壮骨胶囊高９．２３％，川续断皂苷Ⅵ溶出率高２０３．９０％，
提示续断离子液体提取物较续断壮骨胶囊药效更强。由

表６至表９可知，与空白对照组比较，续断离子液体提
取物和续断壮骨胶囊质量浓度均在２５～１００μｇ／ｍＬ范
围内可显著促进 ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１细胞生长（Ｐ＜０．０１）；当
续断离子液体提取物的质量浓度为 ２００μｇ／ｍＬ时，对
ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１细胞的增殖作用反而不明显，预示存在一
定的细胞毒性作用，临床使用时应注意给药剂量。但

２种提取物对ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１细胞ＡＬＰ活性的影响均不显
著（Ｐ＞０．０５），这可能是由于ＡＬＰ是成骨细胞早期分化
的标志物犤１犦，而本研究中成骨细胞处于生长阶段，故指

标变化不显著；２种提取物质量浓度大于 １２．５μｇ／ｍＬ
时均可显著抑制 ＲＡＷ２６４．７细胞生长，同时还抑制了
骨吸收的标志性指标 ＳｔｒＡＣＰ的表达犤１１犦，提示 ２种提取
物均有抑制破骨细胞生长的作用。

综上所述，续断离子液体提取物质量优于续断壮骨

胶囊，具有促进破骨细胞 ＲＡＷ２６４．７生长和抑制成骨
细胞ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１活性的双向作用。
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