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龟板脂肪酸调控鼠骨髓间质干细胞增殖作用
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摘 要 为了解龟板浸膏中对鼠骨髓间质干细胞体外增殖起促进作用的化学成分，用石油醚提取促进鼠骨髓间充质干细胞

增殖的龟板有效部位，用 T==比色法及流式细胞仪研究了提取物调控鼠骨髓间充质干细胞活性，采用 OFJTE技术研究了石油
醚提取物的化学成分。初步结果表明，石油醚提取物能明显促进干细胞增殖，其主要成分是脂肪酸、甾醇和甾酮，且十八烷

酸、十六烷酸和甾酮能起调控鼠骨髓间充质干细胞活性。龟板浸膏中，脂肪酸起调控鼠骨髓间充质干细胞增殖作用，这为龟

板浸膏促进鼠骨髓间充质干细胞增殖又不引起干细胞过度生长的分子机制提供实验依据，也为中医药调控干细胞的研究提

供重要的参考。
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有机小分子在促进干细胞增殖与分化方面的显

著作用引起人们广泛关注［& X G］。F((@70等人首次报
道合成的吲哚脂肪醇类化合物调控神经干细胞的分

化作用显著［!］；Q-;-0 O等人报道了含氮杂环小分子

化合物能在体外定向诱导成体干细胞和胚胎干细胞

向成骨方向和神经方向分化［&］。

近几年来，中医药在调控干细胞增殖与分化方

面成为研究热点。三七总皂甙能促进离体胎鼠皮层



神经干细胞存活、增殖、分化和自我更新［!］；补阳还

五汤能促进大鼠局灶性脑缺血后内源性神经干细胞

增殖［"］；人参二醇皂苷对鼠骨髓造血干细胞有明显

的刺激增殖作用［#］；鹿茸多肽能促进胎鼠脑神经干

细胞向神经元分化［$］；参芪液在体外可以诱导成人

骨髓间充质干细胞（%&’( )*++&, )(-(’./0)*1 -2()
.(11-，%3345-）分化为神经元样细胞［6］；黄芪在体外
可以诱导成人及大鼠 %3345- 分化为神经元样细
胞［78，77］；黄体酮、黄连素、阿魏酸钠可体外定向诱导

大鼠 %3345- 分化为神经元样细胞［79，7:］；能促进干
细胞增殖分化的中药还有龟板、丹参、黄芩苷等。

龟板是传统中药，始载于《神农本草经》，列为

中品。具有补心肾，滋阴降火，潜阻退虚热等功效。

近年来，将龟板提取后，找到了促进干细胞增殖的龟

板有效部位（简称龟板浸膏）。龟板浸膏能促进鼠

%3345-的体外增殖［7;］，促进大鼠骨髓损伤后及局
灶性脑缺血后神经干细胞增殖［7! < 7#］，增强 %3345-
移殖后分化为神经元；也可以在体外诱导成年大鼠

%3345-分化为神经元样细胞［7$］，经过较长时间诱
导后 %3345-还可能向成骨方向分化。
龟板浸膏促进 %3345-增殖又不引起 %3345-

过度生长的分子机制极具研究价值。它不仅有利于

在体外对干细胞的扩增进行时间和程度的控制，获

得足够量的组织工程种子细胞或在体移殖物，而且

还可能调控干细腻同步进入细胞周期以提高基因转

染效率，甚至可能调节体内干细胞或其他具有增殖

潜力的细胞完成损伤组织的修复，有望为人类进一

步战胜顽疾，保障健康、延续生命开辟新的途径。

龟板浸膏促进鼠 %3345-的体外增殖的化学成
份是什么，成为我们感兴趣的研究目标。龟板浸膏

用石油醚提取后，用 3==比色法和流式细胞仪研究
了提取物调控大鼠 %3345-活性，采用 >5?34技术
研究了石油醚提取物的化学成分。初步结果表明，

石油醚提取物能明显促进干细胞增殖，其主要成分

是脂肪酸、甾醇和甾酮，且十八烷酸、十六烷酸能起

调控鼠骨髓间充质干细胞活性。

! 材料和方法
! "! 仪器和试剂

=+*.( @4A 型气相色谱?质谱联用仪（美国
BC’’CD*’ EF5公司生产），GHE54 IJ?35J型流式细胞
分析仪（美国 5KLJ=GM公司生产），十八烷酸、十六
烷酸、胆甾醇、甾酮均为色谱纯，购于日本东京 =5E
公司；其它试剂均为分析纯。龟板浸膏由广东中医

药大学提供。

! "# 样品的制备
称取龟板浸膏 9D，用 9!8)J 石油醚加热回流

9;/后，分出提取物，自然挥发干后，分别称取 :8)D
提取物提供做促进鼠 %3345- 的体外增殖的实验，
称取 78)D 用二氯甲烷定容后提供做 >5?34分析。
!$% &’’ 法测 (&&)*+ 增殖
用 3==法测 %3345- 增殖，所得数据用均数 N

标准差（!! N "）表示，采用 4H44 统计软件进行统计
分析。实验对象为取自大鼠的 %3345-，样品用
@34K 作溶剂，实验分为对照组（加 @34K 溶剂和细
胞）和样品组（加样品的 @34K 溶液及细胞）。将骨
髓间充质干细胞以（7 O 78$）PJ 密度接种于用 6" 孔
培养板中，:#Q、!R5K9孵箱中培养至细胞贴壁，加

入各实验组，每一浓度重复 !孔。:#Q、!R5K9孵箱

中培养 #9/，每孔加入 3== 98!J，继续培养 ;/。吸
弃培养基，加入 @34K 7!8!J。用酶标仪检测各组细
胞的 ;68’) 吸光值，以 ;68’) 的吸光值代表细胞活
力，并以 8!DP!J药物（加 @34K溶剂和细胞）作为对
照组。

!$, 用流式细胞仪测 (&&)*+ 活性
将 %3345- 用 HS4（磷酸盐缓冲盐水）清洗 9

遍，样品加胰蛋白酶，用甲醇固定 ! )C’，离心过滤，
再用 HS4 洗涤。每毫升的 HS4 加入中和液（含
MF*-(）;8!D，轻轻混匀，室温放置 78 )C’，每毫升加
碘化丙锭染料 ;8!D，轻轻混匀，于 :#Q 下孵化
:8)C’，上机应用 GHE54 IJ?35J 流式细胞仪进行检
测，激发光为 ;68’)。细胞增殖指数 HE代表了细胞
群体中增殖期细胞的数量，在一定程度上可反映细

胞的增殖状态。

! "- .*/&)实验条件
色谱 条 件：@S?! 石 英 毛 细 管 柱（ :8) O

8T9!))），载气为氦气，柱前压 !8UH，进样口温度为
9$8Q。升温程序："8Q（不保留），以 $QP)C’ 升至
9$8Q，保留 98)C’。质谱条件：GE 源，离子源温度
9!8Q，轰击电子能量 #8(V，电子倍增器电压 7T#UV，
质量扫描范围 9$ W !88*)X。联结：直接式。

# 结果与讨论
#$! &’’法测 (&&)*+ 活性
用 3==法测定 %3345-增殖活性（#$ 值）见图

7，两个浓度的 #$ 值与对照组之间比较均有统计学
意义（ % Y 8T8!）。样品组低、高浓度分别为 8T#!

!DP!J、;T!!DP!J。结果显示对照组 #$ 值为 8T7#9 N
8T8:9；对于石油醚提取物样品组，8T#!!DP!J样品组
#$ 值为 8T!;9 N 8T8!9，;T!!DP!J 样品组 #$ 值为
8T:;! N 8T8""，如图 7 所示，样品组在 8T#!!DP!J 浓
度时 %3345-增殖效果佳于 ;T!!DP!J浓度时，表明
样品组调控 %3345-增殖与浓度并不呈依赖关系。
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! "! 流式细胞仪测 #$$%&’ 活性
为了证实 !"" 结果的准确性，我们又采用流式

细胞仪检测。经流式细胞仪分析测试的对照组及样

品组 #!!$%& 活性见图 ’，分析结果见表 (。)*+*
阳性对照组浓度为 ’,-./01，样品组浓度为 2,

!./01。由表 ( 可见，与空白对照组及 #*+* 阳性对
照组相比，样品组 +,/+( 期比例降低，$ 期比例增
高，这表明在该浓度时样品组促进 #!!$%& 增殖效
果显著。与 !"" 比色法的结果一致。

图 ( !""法测石油醚提取物 #!!$%& 活性
*3.4 ( #!!$%& 56738379 :; <=7>:?=@0 5=7A=> =B7>5673:- #9 !""

图 ’ 流式细胞法测 #!!$%& 活性实验数据图
*3.4 ’ !$%& 56738379 #9 ;?:C 697:0=7>9

5：6:-7>:? .>:@<；#：#*+* .>:@<；6：&50<?= .>:@<4

表 ( 对照组及样品组 #$$%&’ 活性（)）
*+#,- ( #$$%&’ +./010/2 34 .35/63, 76389

+5: ’+;9,- 76389（)）
+>:@<& +,/+( +’/! $
%:-7>:? 2,DEF , 2DG’
#*+* FHDIE , (’DJJ
$50<?= F(DJG , (FDIH

!<= 化学组分与调控 #$$%&’ 增殖的关系
龟板提取物化学成分除了含有胶质、钙盐、脂

肪、角蛋白及磷酯化合物，还有一些其他的化学物

质。通过对龟板的乙醇浸出物和水的浸出物进行游

离氨基酸和水解后氨基酸及微量元素等化学成分分

析，发现龟板含十七种氨基酸及锌铁等人体必需微

量元素；孙苏亚等人研究了从黄喉拟水龟龟板中分

离出的三种甾类化合物胆甾醇、十二烯酸胆甾醇酯

和甾醇KJK烯KGK酮［(2］；他们还用 +%K!$ 法研究了龟
板中的脂肪酸类化合物［’,］；姜大成等人从龟甲滋阴

活性方面入手，用柱色谱和气相色谱分离并鉴定出

具有滋阴活性的成分是十六烷酸胆甾醇酯和胆甾

醇［’(］。龟板浸膏提取物中究竟是哪些物质起到促

进 #!!$%& 增殖作用，至今未见报道。龟板浸膏用
石油醚提取，采用 !"" 法和流式细胞仪研究了龟板
浸膏石油醚提取物调控 #!!$%& 增殖作用，用 +%K
!$ 技术研究提取物的化学成分。

石油醚提取物样品组 +%K!$ 分析初步结果见
表 ’。

表 ! 石油醚提取物的化学组份
*+#,- ! &>-;0.+, .3;935-5/’ 34 9-/63,-8; +-/>-6 -?/6+./035

%:0<:-=-7& !:?=6@?5> ;:>0@?5 !:?=6@?5> C=3.A7 %:-7=-7/L
"=7>5M=65-:36 563M %(JN’FO’ ’’F (D’J
-KN=B5M=65-:36 563M %(ENG’O’ ’IE I,DIJ
O675M=65-:36 563M %(FNGEO’ ’FJ (EDIJ

O675M=6K2K=-:36 563M %(FNGJO’ ’F’ G,D’H
%A:?=&7=>:? %’HNJEO GFE ,DJG

%A:?=&7KJK=-KGK:-= %’HNJJO GFJ ,DG(

石油醚提取物化学成分主要是脂肪酸、胆甾醇

和甾酮，含量最高的一种脂肪酸是十六烷酸

（I,DIJL），含 量 较 高 的 还 有 2K十 八 碳 烯 酸
（G,D’HL）、十八烷酸（(EDIJL）。
根据 +%K!$ 的分析结果，买来九个物质作为标

准品，其中包括十六烷酸（$K’）、十八烷酸（$KI）、胆
甾醇（$KH）、甾酮（$K2）。通过 !"" 法对标准品的
#!!$%&活性测试，结果见图 G，十六烷酸在 ,D(I

!./!1和 (DI!./!1浓度时均能促进 #!!$%&增殖，且
增殖效果显著；十八烷酸和甾酮在 ,D(I!./!1低浓
度时也能明显促进 #!!$%& 增殖，在 (DI!./!1 浓度
时反而不能促进 #!!$%& 增殖。这初步表明，脂肪
酸和甾酮可能起到调控 #!!$%& 增殖的作用，而且

(G,(张越华等：龟板脂肪酸调控鼠骨髓间质干细胞增殖作用



只有在浓度不太高时才会促进 !""#$% 增殖，浓度
过高可能反而会抑制 !""#$% 增殖。这一结果与龟
板浸膏促进 !""#$% 增殖又不引起 !""#$% 过度生
长的结论一致。

图 & "’’法测标准品 !""#$% 活性
()*+ & !""#$% ,-.)/).0 12 -3).43)15 !0 "’’

! 结论
初步结果表明，龟板浸膏中起到调控鼠

!""#$% 增殖作用的物质可能是脂肪酸、甾酮等物
质，而且促进干细胞增殖不是单个分子的作用，而是

多个分子协同作用的结果。相同浓度下，既有起促

进增殖作用的物质，也有起抑制作用的物质，这为龟

板浸膏促进 !""#$% 增殖又不引起 !""#$% 过度生
长的分子机制提供实验依据，也为中医药调控干细

胞的研究提供重要的参考。
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()34!8! %+014#$ +9 *"!1!+$+56 #4. :’#5! &4#$6838（中国体视学与
图像分析），@AAB，-（@）：MN E N&F

［ L］ V)8 HU（刘柏炎），$,) Q9（蔡光先），V)5 V（林琳），!" #$ + P3)<4
%.8?0 15 .>4 4224-. 12 !80)5* >8,5G8 .,5* 15 5483,= %.4< -4==% ,2.43
21-,= -434!3,= )%->4<), )5 3,.%+ ()34!8! %+014#$ +9 ($343,#$
;!)#<3$3"#"3+4（中国临床康复），@AAB，.（@@）：BC&@ E BC&&F

［ M］ Y)8 UP（牛泱平），$>45 9J（陈小红），#15* H7（宋必卫），!" #$ +
K224-. 12 P:# ,5? P’# 15 .>4 W=1=)243,.)15 12 <18%4 >,4<1W1<)4.)-
%.4<ZW31*45).,3 -4==% 34 73"1+ + ()34!8! =)#1’#,+$+53,#$ 20$$!"34（中
国药理学通报），@AAB，)/（66）：6&6L E 6&6MF

［ N］ $>45 :（陈东），"45* 9’（孟晓婷），V)8 I"（刘佳梅），!" #$ +
K224-. 12 /4=/4. ,5.=4. W1=0W4W.)?4（[RP）15 ?)224345.),.)15 12 3,.
!3,)5T?43)/4? %.4< -4==% 34 73"1+ + &,"# &4#"+’3,# *343,#（解剖学
报），@AAB，!0（&）：@BA E @B&F

［ D］ U,1 9V（姚晓黎），V)8 7H（刘卫彬），V)8 ’U（柳太云），!" #$ +
J8<,5 <4%45->0<,= %.4< -4==% ?)224345.),.4 )5.1 548315T=)\4 -4==%
G).> %>45])04+ ()34 % /!17 -!4" >38（中国神经精神疾病杂志），
@AAB，!/（&）：@66 E @6@F

［6A］ U8 ;（余勤），V18 U（罗依），:15* ;（董勤），!" #$ + KXW43)<45.
%.8?0 15 ?)224345.),.)15 12 ,?8=. >8<,5 <4%45->0<,= %.4< -4==%
（"#$）)5.1 548315 =)\4 -4==% G).> ,%.3,*,=4+ ()34 % ?’!15 -!.（中
华急诊医学杂志），@AAB，(!（6@）：N@L E N@DF

［66］ :15* 99（董晓先），V)8 IH（刘金保），:15* U9（董燕湘），!"
#$ + "4%45->0<,= %.4< -4==% )5?8-4? G).> ,%.3,*,=4 ?)224345.),.4 )5.1
548315T=)\4 -4==%+ ()34# %+014#$ +9 -+.!1’ -!.3,34!（中国现代医
学杂志），@AAB，(+（6D）：6D E @@F

［6@］ 9),5* P（项平），V) JH（李海标）+ ^,. <4%45->0<,= %.4< -4==%
?)224345.),.4 )5.1 548315T=)\4 -4==% )5?8-4? !0 !43!43)54+ ()34!8!
%+014#$ +9 =#")+@)683+$+56（中国病理生理杂志），@AAB，)/（6）：C6
E C&F

［6&］ 7,5* U（汪泱），:45* S(（邓志锋），V,) 9V（赖贤良），!" #$ +
:)224345.),.)15 3,. !154 <,331G <4%45->0<,= %.4< -4==% )5.1 548315%
)5?8-4? !0 %1?)8< 2438=,.4+ ()34!8! A1#.3"3+4#$ &4. B!1<#$ >1058
（中草药），@AAB，!0（&）：@DA E @D@F

［6B］ S>18 IJ（周健洪），$>45 :(（陈东风），V) J（黎晖），!" #$ +
K224-.% 12 %834< -15.,)5)5* -,3,W,X 4. W=,%.38< .4%.8?)5)% 15 34T 73"1+
W=1=)243,.)15 12 3,. <4%45->0<,= %.4< -4==%+ %+014#$ +9 C0#45D)+0
E4317!183"6 +9 A1#.3"3+4#$ ()34!8! -!.3,34!（广州中医药大学学
报），@AAC，))（6）：&C E &NF

［6C］ $>45 :(（陈东风），:8 #J（杜少辉），V) U7（李伊为），!" #$ +
K224-. 12 .13.1)%4 %>4== 15 4XW34%%)15 12 54%.)5 21==1G)5* 21-,= -434!3,=
)%->4<), 34W4328.)15+ ()34!8! %+014#$ +9 &4#"+’6（解剖学杂志），
@AA@，)0（B）：&6C E &6NF

［6L］ $>45 :(（陈东风），:8 #J（杜少辉），V) U7（李伊为），!" #$ +
K224-. 12 W=,%.38< .4%.8?)5)% 15 5483,= %.4< -4== ,2.43 21-,= -434!3,=
)%->4<),+ %+014#$ +9 C0#45D)+0 E4317!183"6 +9 A1#.3"3+4#$ ()34!8!
-!.3,34!（广州中医药大学学报），@AA6，(.（B）：&@N E &&6F

［6M］ V) U7（李伊为），$8) 9I（崔晓军），$>45 :(（陈东风），!" #$ +
K224-. 12 .13.1)%4% %>4== 15 5483,= %.4< -4== 21==1G)5* )5_83)4? %W)5,=
-13? + ()34!8! %+014#$ +9 /!01+#4#"+’6（神经解剖学杂志），@AA&，
(-（&）：&@6 E &@BF

［6N］ $>45 :(（陈东风），:8 #J（杜少辉），V) U7（李伊为），!" #$ +
:4T73"1+ )5?8-.)15 12 <4%45->0<,= %.4< -4==% ?)224345.),.)15 )5.1
548315% )5 ,?8=. 3,.% !0 %834< -15.,)5)5* -,3,W,X 4. W=,%.38<
.4%.8?)5)%+ %+014#$ +9 C0#45D)+0 E4317!183"6 +9 A1#.3"3+4#$ ()34!8!
-!.3,34!（广州中医药大学学报），@AA&，)/（&）：@@B E @@LF

［6D］ #85 #U（孙苏亚），V) ("（李发美）+ %1=,.)15 ,5? )?45.)2)-,.)15 12
.>344 %.431)? -1<W185?% 231< <,834<0% <8.)-% W=,%.315+ ()34#
%+014#$ +9 ()34!8! -#"!13# -!.3,#（中国中药杂志），@AAA，)0
（&）：6LC E 6LLF

［@A］ #85 #U（孙苏亚），V) ("（李发美）+ ’>4 ,5,=0%)% 12 2,..0 ,-)?% )5
.13.1)%4 W=,%.315 !0 Q$T"#+ ()34!8! %+014#$ +9 =)#1’#,!0"3,#$
&4#$6838（药物分析杂志），6DDD，(-（L）：BAL E BADF

［@6］ I),5* :$（姜大成），7,5* U#（王永生），98 U"（许彦梅）+ ’>4
%.8?)4% 15 .>4 ->4<)-,= -1<W1545.% 12 .38.=4!,-\+ ()34# %+014#$ +9
()34!8! -#"!13# -!.3,#（中国中药杂志），@AA@，),（L）：B&C E
B&LF

@&A6 ()34!8! %+014#$ +9 23+"!,)4+$+56 生物工程学报 @AAM，[1=F@&，Y1FL




