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摘  要 

目的：初步探讨玛咖醇提取物(MAE)对大鼠骨髓间充质干细胞(BMSCs)向成骨细胞分化的影响。方法：

黑玛咖用乙醇浸泡后旋转蒸发制备玛咖醇提取物浸膏。分离SD大鼠的股骨和胫骨利用全骨髓贴壁方法在

体外培养BMSCs，通过细胞表面标志鉴定细胞；细胞传代培养至第3代，将浸膏用成骨诱导培养基稀释

为不同浓度(0、1.25、2.5、5、10 mg/ml)作用于BMSCs，以不含药物的培养基作为空白对照，采用CCK-8
法检测MAE对BMSCs增殖与毒性，利用茜素红染色观察钙化结节形成的数量，评价MAE对BMSCs成骨分

化的影响。结果：MAE浸膏1 g相当于原材料5 g；大鼠BMSCs流式鉴定结果为CD45：4.53%，CD44：
71.4%，CD90+：85.6%，细胞纯度较好；MAE对BMSCs的IC50是8.445 mg/ml，且MAE呈剂量依赖性

抑制细胞增殖，药物浓度为2.5 mg/ml时细胞增殖最为明显，此时茜素红染色强度最强。结论：MAE能
够诱导大鼠BMSCs向成骨细胞分化，且最佳作用浓度为2.5 mg/ml。 
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Abstract 
Objective: To investigate the effect of maca alcohol extract on osteogenic differentiation of rat 
bone marrow mesenchymal stem cells. Methods: Black maca was soaked in ethanol and then ro-
tary evaporation was used to prepare maca alcohol extract (MAE). The bone marrow mesenchym-
al stem cells (BMSCs) were isolated from femur and tibia of SD rats. BMSCs were cultured in vitro 
by whole bone marrow adherent method and identified by cell surface markers. The cells were 
subcultured to the third generation, and MAE was diluted into different concentrations (0, 1.25, 
2.5, 5, 10 mg/mL) in osteogenic induction medium to treat BMSCs. The drug-free medium was 
used as blank control, and the proliferation and toxicity of MAE on BMSCs were detected by CCK-8 
method. Alizarin red staining was used to observe the number of calcified nodules and evaluate 
the effect of MAE on osteogenic differentiation of BMSCs. Results: 1 g MAE was equivalent to 5 g 
raw material; flow cytometric identification results were CD45: 4.53%, CD44: 71.4%, CD90+: 
85.6%, the cell purity was good; the IC50 of stem cells was 8.445 mg/ml, and the MAE inhibits cell 
proliferation in a dose-dependent manner. The cell proliferation was most obvious when the drug 
concentration was 2.5 mg/ml. At this time, the intensity of Alizarin Red staining was the strongest. 
Conclusion: MAE can promote BMSCs to differentiate into osteoblasts, and the optimal concentra-
tion is 2.5 mg/ml. 
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1. 前言 

骨质疏松症(osteoporosis, OP)是一种进行性全身性骨骼疾病，其主要特征为骨量降低、骨组织微结构

恶化和骨孔隙增加，导致骨脆性增加[1]。前期无明显临床表现，随着骨量进一步的丢失，患病者会出现

腰背酸软疼痛，脊柱变形，严重者可发生骨折而致残，易发群体主要包括绝经后妇女以及中老年人[2]。
根据流行病学调查显示：在我国，50 岁以上人群患有骨质疏松的总发病率为 19.2%，而其中 65 岁以上女

性发病率高达 51.6%，因此骨质疏松症成为急需解决的影响中老年人健康的问题。对于此病的治疗目前

临床首先药物治疗，但是抗骨质疏松的药物有许多不良反应，例如降钙素导致的恶心呕吐，双磷酸盐长

期使用易发生反流性食管炎，停药后还会导致骨质降解率升高和骨量减少[3]。于此开发安全有效用于预

防和治疗骨质疏松症的新型药物十分必要。 
玛咖属于十字花科植物，原产南美洲安第斯山脉，是传统的保健食品，除含有多种营养成分外，还

含有玛咖酰胺、玛咖烯、芥子油苷及其衍生物、固醇等多种活性物质。研究表明，玛咖具有改善性功能、
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提高生育能力、抗骨质疏松等多种功效，且毒性小、食用安全[4] [5]。目前关于玛咖醇提取物对骨髓间充

质干细胞的研究较少，现以大鼠骨髓间充质干细胞(Bone marrow derived mesenchymal stem cells, BMSCs)
为研究对象，初步观察玛咖醇提取物(Maca alcohol extract, MAE)对体外培养的BMSCs向成骨分化的影响。 

2. 材料和方法 

2.1. MAE 的制备 

本研究采用丽江黑玛咖(标本编号 20200623)，由昆明医科大学药学院陆露研究员鉴定为黑玛咖，将

其制备成玛咖粉，称取适量的玛咖粉，按物料比 1:10 (玛咖:乙醇)加入 95%乙醇搅拌浸泡 48 h，随后经过

滤后收集上清液，剩余残渣用同等体积的 95%乙醇继续搅拌浸泡 48 h，过滤后混合两次收集的上清液。

使用旋转蒸发仪制备 MAE 浸膏，待液体变粘稠鼓泡，停止旋蒸，加入少量甲醇除去水分，甲醇旋蒸完

后收集浸膏，室温放置一夜后 4℃保存备用。 

2.2. SD 大鼠 BMSCs 的原代提取培养与细胞表面标志物鉴定 

选取昆明医科大学实验动物部提供的 SPF 级健康雄性大鼠，体重为 80~100 g。首先麻醉处死，于 75%
乙醇中浸泡 10 min 后转移至超净台工作，在无菌的条件下取出大鼠两只后腿的股骨与胫骨，剔除附着在

表面的多余组织并用 PBS 冲洗干净。将骨干两端的骨骺剪断随后暴露脊髓腔，用 5 ml 注射器吸取 DMEM
培养基轻轻冲洗脊髓腔，直至骨组织变得透明且里面无骨髓组织。将含有骨髓的培养基收集后吹匀，1000 
r/min 离心 5 min。倒弃上清，加入 1 ml 含有 15%胎牛血清的 DMEM 培养基进行重悬，每只大鼠所提取

的细胞接种在 1 个 T75 细胞培养瓶中并与环境控制在 37℃、5% CO2、饱和湿度条件下培养。48 h 进行换

液，以后每次 3 天进行后换液，细胞长满后进行传代，或者按照 9:1 (血清：DMSO)进行冻存，后续实验

选择第 3~4 代细胞。以上动物实验操作符合动物实验伦理规范，并经昆明医科大学动物实验伦理审查委

员会批准。 
将培养至第 3 代细胞加入胰酶消化，离心后收集转移至流式管中加入标记抗体，孵箱孵育 30 min，

再次离心收集细胞用 4℃预冷 PBS 充分吹打漂洗。按照流式说明书加入 PE 标记的 CD45、FITC 标记的

CD44、Cy5.5 标记的 CD90 抗体，同时设立 3 个空白对照(PBS 代替)，于 37℃、5% CO2避光条件孵育 30 
min，充分清洗后上机进行流式检测鉴定。 

2.3. 实验分组及给药 

将第 3 代大鼠 BMSCs 接种至 6 孔板，待细胞生长至 70%~80%时进行药物干预。实验分为①：完全

培养基(10% FBS + DMEM 培养基 + 双抗)；②：成骨诱导培养基(① + (10−8 mol/L 地塞米松、50 mg/L
抗坏血酸以及 10 mmol/L β-甘油磷酸钠)；③：② + 1.25 mg/ml MAE；④：② + 2.5 mg/ml MAE；⑤：② 
+ 5 mg/ml MAE；⑤：② + 10 mg/ml MAE。按照分组每 3 天更换培养基。 

2.4. CCK-8 法检测 MAE 对大鼠 BMSCs 增殖与毒性 

取生长状态良好的第 3 代 BMSCs 每孔 100 µl 按照 1 × 104个/孔接种至 96 孔板中，每组设 6 个副孔，

并在加液四周空白孔中补充生理盐水避免边缘效应，每 3 天依据分组换液 1 次。按照培养时间 1、3、5、
7、9 天共接种 5 块板，在每次培养时间点后每孔加入 10 µl CCK-8 溶液，37℃孵箱孵育 2 h 后使用酶标

仪在波长 450 nm 检测吸光度观察药物对细胞的增殖影响。分析细胞毒性时以相同分组以及细胞浓度接种

至 96 孔板中，培养 24 h 后更换不同培养基，继续培养 72 h 后加入 10 µl CCK-8，孵箱孵育 2 h 后酶标仪

450 nm 波长下检测吸光度计算细胞毒性 IC50。 
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2.5. 茜素红染色 

在 6 孔板中加入适量 0.1%明胶覆盖培养皿，超净台放置 30 min 后弃去明胶。将第 3 代细胞按照 2 × 
104个/ml 接种至附有明胶的培养皿中，每孔共 2 ml。当细胞融合度达到 60%~70%时，根据不同分组更换

不同培养基，以后每 3 天换液一次，诱导 2 周后吸走六孔板中的液体，用 PBS 清洗 2 次，每孔加入 2 ml 
4%中性甲醛溶液，固定 30 min 后 PBS 冲洗，每孔中加入 1 ml 茜素红染色 5 min，弃去液体，将培养板

用 PBS 冲洗干净置于显微镜下观察。 

2.6. 统计学方法 

本次实验数据均采用 SPSS22.0 统计分析软件进行统计学分析，计量资料均以均数 ± 标准差表示。 

3. 结果 

3.1. MEA 浸膏 

将制备的 MAE 浸膏称重，用玛咖粉原重量/浸膏重量计算出 1 g 醇提取物相当于 5 g 原药材，浸膏如

图 1 所示。 
 

 
(a) 丽江黑玛咖                       (b) 玛咖粉                   (c) 玛咖醇提取物 

Figure 1. Black maca morphology and MAE 
图 1. 黑玛咖形态及其玛咖醇提取物 

3.2. 大鼠 BMSCs 形态学观察以及表型鉴定 

如图 2 所示，利用全骨髓贴壁法提取分离培养结果：大鼠 BMSCs 原代培养 48 h 换液前观察到悬浮

细胞数量多，成团率高。除去非贴壁的细胞，可见零散的贴壁细胞，细胞形态多为小圆形、扁平以及梭

形。培养 2~3 天后可观察到部分集落形成，梭状细胞变多，随后每天观察到梭状集落细胞比例增多，8~10
天后集落增长快，细胞逐渐变大融合成片。传至第 2 代时，细胞主要以梭状细胞生长为主，但依然有少

许不规则细胞存在。到第 3 代时细胞形态统一为梭状细胞，细胞核明显，大量细胞汇集时呈平行排列或

旋涡样生长并紧密堆积在一起。 
第 3 代大鼠 BMSCs 通过流式细胞仪检测 CD45、CD44 以及 CD90 的表达情况。结果如图 3 所示：

CD45 的阳性率仅为 4.53%，而 CD44 和 CD90 阳性率分别为 71.4%和 85.6%，这些抗体阳性率表达均符

合 BMSCs 特性，表明本实验所用大鼠 BMSCs 符合规定。 

3.3. CCK-8 法检测 MAE 对大鼠 BMSCs 增殖与毒性 

不同浓度 MAE 与对照组进行比较均可促进大鼠 BMSCs 增殖，其中在第 5 天为增殖高峰，如图 4 所

示：随着时间的变化，各个组均使 BMSCs 不同程度地增殖其中在第 5 天为增殖高峰，当药物浓度 ≤ 2.5 
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mg/ml 时，随着 MAE 浓度的增加，大鼠 BMSCs 增殖能力增强；当药物浓度 > 2.5 mg/ml 时，随 MAE
浓度增加，细胞增殖作用降低。当 MAE 浓度为 2.5 mg/ml 时，细胞增殖作用最强，且根据吸光度计算出

IC50 = 8.445 mg/ml。因此，当 MAE 浓度为 2.5 mg/ml 是该药物作用在大鼠 BMSCs 促进增殖的最佳浓度。 
 

 
Figure 2. Morphological characteristics of BMSCs in SD rats 
图 2. SD 大鼠 BMSCs 的形态特征 

 

 
Figure 3. Flow cytometry identification 
图 3. 流式细胞鉴定 BMSCs 
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(a)                                                       (b) 

Figure 4. (a) Effects of MAE on BMSCs proliferation at different time points; (b) Effect of MAE on BMSCs proliferation in 
SD rats 
图 4. (a) 不同浓度 MAE 对 BMSCs 不同时间点增殖影响；(b) MAE 对 SD 大鼠 BMSCs 增殖的影响 

3.4. MEA 对大鼠 BMSCs 成骨分化的影响 

将不同浓度的 MEA 作用于第 3 代大鼠 BMSCs 培养至 14 天后进行茜素红染色，观察钙化结节形成

情况评价 BMSCs 成骨分化情况。如图 5 所示经染色钙化结节主要呈橘红，在 DMEM 完培组中无茜素红

染色结节；而随着成骨诱导液中 MEA 浓度增加，当浓度 ≤ 2.5 mg/ml，橘红色钙化结节颜色逐渐加深变

多且体积增大，当浓度 > 2.5 mg/ml，橘红色钙化结节减少且颜色变浅。结果发现，当浓度为 2.5 mg/ml
时，钙化结节颜色最深，数量最多，与细胞增殖结果一致，表明 2.5 mg/ml MEA 能够明显促进 BMSCs
成骨分化。 

 

 
Figure 5. Effect of MAE on BMSCs osteogenic differentiation (alizarin red staining) 
图 5. 不同浓度 MAE 对 BMSCs 成骨分化的影响(茜素红染色) 
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4. 讨论 

骨质疏松是以骨量减少以及损害性破坏骨组织微结构为特征的全身性系统性骨骼疾病，据 2015 年的

统计该病居于我国常见疾病发病率中第五位，且骨质疏松的发病率具有逐年上升的趋势，与此同时在治

疗骨质疏松时需要消耗巨大的公共保健资源[6]。目前临床治疗所使用的西药副作用明显，给患者的身心

带来伤病以外更大的伤害。BMSCs 具有多向分化的特性，体外条件可经定向诱导分化为脂肪细胞、成骨

细胞以及软骨细胞等多种组织细胞，因此 BMSCs 已经成为组织工程中治疗骨折和骨损伤的种子细胞[7] 
[8]。利用 BMSCs 的贴壁性，通过定期更换培养基除去血细胞、白细胞等悬浮细胞，该方法操作简单，

为 BMSCs 原代提取的经典方法。 
玛咖含有玛咖酰胺、玛咖烯、芥子油等多种活性物质[9]。经动物以及人体实验研究证实，玛咖具有

改善性功能、抗疲劳、减少前列腺增生、抗骨质疏松等多种药理作用[10]。有研究表明，水提取物中玛咖

烯和玛咖酰胺类物质与玛咖粉基本相当，且有效物质有所上升，其中醇提取物中玛咖烯和玛咖酰胺类物

质略多于水提取物[11]。因此本实验将玛咖醇提取物作用于大鼠 BMSCs，初步探明 MAE 是否能促进大

鼠 BMSCs 向成骨细胞分化，考虑其抗骨质疏松活性以及是否可以作为抗骨质疏松药开发，同时为后续进

一步实验提供 MAE 的最佳浓度。 
在本次实验中，我们首先采用 95%乙醇作为溶剂，将玛咖粉浸泡后滤液浓缩成 MAE 浸膏备用。随

后采用全骨髓贴壁法提取分离大鼠 BMSCs。通过定期换液以及传代不断纯化细胞，在第 3 代通过流式细

胞表型鉴定发现本研究原代培养的大鼠骨髓间充质干细胞中CD45阳性率为4.53%，CD44阳性率为 71.4%，

CD90 阳性率 85.6%，符合 BMSCs 特征且纯度较高。同时通过显微镜观察到通过间断性换液到第 3 代时，

细胞集落成片且基本呈单一梭形状，说明采用全骨髓贴壁法可分离出纯度好、细胞生物学稳定性以及活

性好的 BMSCs，证实本实验中所用大鼠骨髓间充质干细胞提取分离培养成功。 
目前尚无文献报道 MAE 是否对大鼠骨髓间充质干细胞有增殖与毒性作用，故先进行 MAE 对细胞的

增殖毒性试验，通过存活率计算出半数抑制浓度(IC50)，IC50为细胞存活量为对照样本一半时的药物浓度，

半数抑制浓度越高，说明药物的细胞毒性越低。CCK-8 检测法是比 MTT 比色法检测线性范围更广，灵

敏度更高，它的颜色深浅与细胞的增殖成正比，反之与毒性成反比。本实验通过设置不同浓度的 MAE
作用于大鼠 BMSCs，根据实验结果可知 MAE 对大鼠 BMSCs 增殖抑制 IC50为 8.445 mg/ml，所以实验所

选药物浓度应在 8.445 mg/ml 以下。同时在不同浓度组别 MAE 对 BMSCs 不同时间点增殖影响中发现，

成骨诱导液中 MAE 的浓度为 2.5 mg/ml 对 BMSCs 增殖促进最为明显。 
钙化结节的形成是由于成骨细胞在细胞外基质分泌胶原和钙盐结合，此指标是鉴定成骨细胞分化的

重要指标，茜素红溶液与成骨细胞中的钙离子螯合形成橘色复合物，复合物的数量以及颜色的深浅可以

鉴定大鼠 BMSCs 是否向成骨细胞分化[12]。在本实验中，茜素红染色结果观察到与空白对照相比，当成

骨诱导液中 MAE 浓度为 2.5 mg/ml 时，呈橘红色的钙化结节数量多且颜色深。基于以上结果，本研究初

步发现体外细胞水平 MAE 能促进大鼠 BMSCs 向成骨细胞分化，有一定的抗骨质疏松的潜力，但 MAE
促进 BMSCs 成骨分化的具体作用机制如何，尚需进一步深入研究。 
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