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肉蓯蓉粗萃取物對成骨細胞活性影響初探 

研究生：黃心治 

指導老師：陳汶吉教授 

中國醫藥大學中醫學系碩士班 

骨質疏鬆症好發於停經後的婦女，常造成脊椎體、髖部與腕部骨折。

人類的骨骼約有百分之十持續的進行骨重塑作用，此一作用包括骨頭的

生成與溶蝕兩種作用，骨質疏鬆症即是此兩種作用失去平衡所造成。而

其中生成作用由成骨細胞所主導，本研究將探討中藥對於成骨細胞活性

的影響。 

本研究選定十二種常見補腎強筋骨中藥粗萃取物，並以 MC3T3-E1

成骨細胞株來探討。實驗分成兩部分，第一部份評估十二種中藥粗萃取

物對 MC3T3-E1 成骨細胞株的影響。第二部分選定其中有效藥物肉蓯蓉

並對其機轉做進一步的探討。 

結果顯示，肉蓯蓉能夠促進 MC3T3-E1 成骨細胞株的活性與加強礦

化作用，根據本研究的結果，肉蓯蓉粗萃取物可為骨質疏鬆症的治療提

供一個新的方向。 

 

關鍵詞：中藥、肉蓯蓉、成骨細胞、骨質疏鬆症 
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第一章 前言 

骨質疏鬆症是一種骨質流失所造成的全身性骨骼疾病。由於骨質的

流失造成骨折發生率增加。隨著年齡的增加與女性更年期之後，骨質疏

鬆的盛行率有上升的趨勢，依台灣健保資料庫統計，五十歲（含）以上

的男性有 1.63％，女性有 11.35％有骨質疏鬆的情形
1
。 

骨頭的代謝是由成骨細胞與破骨細胞不斷的進行進行骨重塑(bone 

remodeling)作用來進行，骨質疏鬆即是此一作用失去平衡所致
2
。現行臨

床治療停經後骨質疏鬆的藥物，主要以雙磷酸鹽類藥物為第一線用藥，

這類的藥物主要以抑制破骨細胞的活性來增加骨質密度，而這類藥物的

副作用有食道炎與下顎骨頭壞死等，且在價格上也相當得昂貴。另外在

臨床使用上尚無理想促進成骨細胞活性的藥物，考量到西藥的價格與副

作用，因此希望由傳統中醫藥中去篩選出有促進骨質增生與成骨細胞活

性的藥物。 

在傳統中醫的認知裡，“骨＂屬於中醫臟腑概念之中“腎＂的範疇
3
。根據此概念，在歷代典籍的文獻記載中，搜尋篩選補益藥之中屬於入

“腎＂且並有“填骨髓＂、“暖腰膝＂、“強筋骨＂、“去腰膝疼＂等

功用的藥物共十一種，分別是山藥、巴戟天、肉蓯蓉、淫羊藿、杜仲、

續斷、骨碎補、補骨脂、菟絲子、熟地黃、女貞子。另外在中醫常見補

腎方劑如六味地黃丸系列中常見的收澀藥物山茱萸，亦有入腎、暖腰膝

的作用，因此一併納入探討。本實驗希望能夠由這十二味藥物之中，找

出具有促進骨骼增生能力的藥物，並對其可能作用的機轉做現代醫學的

探討與分析，俾使促進中藥的發展與認知。
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第二章 文獻探討 

2.1 骨骼結構與生理 

    人體的骨骼主要是由無機鹽與有機物所構成的組織，無機鹽以磷

酸鈣為主要成分，而有機物則以膠原纖維為主。磷酸鈣提供骨骼支持

的強度，而膠原纖維能使骨骼具有韌性。骨骼中主要有三種細胞，分

別是成骨細胞(osteoblast)、骨細胞(osteocyte)與破骨細胞(osteoclast)。

其中成骨細胞由骨髓中的間葉細胞(mesenchymal stromal cell; MSC)

演化而來，屬於嗜鹼性單核細胞，其主要功能為負責基質的鈣化以形

成骨骼與分泌第 I 型膠原蛋白。成骨細胞分化成熟後，便在骨腔中形

成為骨細胞。破骨細胞屬於嗜酸性巨大多核細胞，由巨噬細胞分化融

合而來，主要功能為清除老舊的骨基質。 

    人體的骨骼在一生當中都不斷的進行骨吸收與骨合成的作用，此

一作用稱為骨重塑作用(bone remodeling)，可以使骨骼組織不斷的代

謝及更新。骨重塑作用可以調整骨頭的結構以應付機械性需求的改變，

且修復骨基質中的微小損害且避免老化的骨頭堆積，預防骨折的發生
4
。此外對於血漿中的鈣離子恆定也扮演了重要的角色

5
。在正常的成

人骨頭中，由破骨細胞與成骨細胞形成特殊的暫時性結構，稱之為

basic multicellular unit (BMU)。BMU 長約 1-2 mm，寬約 0.2-0.4 mm，

由一開始的破骨細胞與之後的成骨細胞，以及微血管、神經與相關組

織所構成
6
。一個 BMU 的週期大約是六到九個月，其中破骨細胞的生

命週期約兩週，而活化的成骨細胞作用則約為三個月
7
，而此一特殊

的單位結構便負責了骨重塑作用。骨重塑作用一開始在活化期

(activation phase)的時候，間質細胞(mesenchymal cells of the osteoblast 

lineage)受到刺激，進而活化 hematopoietic precursors cells 形成破骨細

胞，進入吸收期(resorption phase)。在吸收期，破骨細胞將該部位的

骨基質溶解吸收，之後破骨細胞凋亡，進入短暫的 reversal phase，此

時間質細胞會被活化為成骨細胞並進入形成期(formation phase)開始

形成骨頭(圖 2.1) 8
。 

    骨重塑作用受到許多因子的調控，有分為全身性與局部性的控制。

在全身的調節因子裡，包含了副甲狀腺素(parathyroid hormone; PTH)，
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Calcitriol 以及其他荷爾蒙如生長激素(growth hormone)，糖皮質激素

(glucocorticoids) ，甲狀腺素(thyroid hormones) 以及性激素(sex 

hormones) 等。其他因子如 insulin-like growth factors (IGFs) ，

prostaglandins ， tumor growth factor-beta (TGF-beta) ， bone 

morphogenetic proteins (BMP)與一些其他 cytokines 亦參與其中
5
。而

在局部微觀來看，骨重塑作用主要透過 RANK /receptor activator of 

NF-kappa B ligand (RANKL) /osteoprotegerin (OPG) system 來控制，當 

成骨前驅細胞受到了刺激後，產生 RANKL ，而後與在破骨前驅細

胞上的 RANK 結合後，刺激破骨前驅細胞分化與活化，開始骨重塑

作用(圖 2.2)9。另外研究亦發現在缺乏 OPG 的老鼠身上，會因大量的

破骨細胞所造成骨吸收作用，而產生嚴重的骨質疏鬆
10
。

 

圖 2.1 骨重塑作用 11 

骨重塑作用在吸收期由破骨細胞溶解老舊骨基質，爾後經過短

暫的 reversal phase 進入形成期，此時成骨細胞形成新的骨基

質。 
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圖 2.2 成骨細胞與破骨細胞關係圖
12
 

成骨細胞受到刺激產生 RANKL，進而與破骨前驅細胞 RANK 結

合並活化之，形成破骨細胞進行破骨作用。 

 

2.2 骨質疏鬆症 

    骨質疏鬆症(osteoporosis)的字義為多孔的骨頭(porous bones)，是

一種骨質流失所造成的全身性骨頭疾病，此疾病會降低骨頭的密度與

強度，使得骨頭變的脆弱而失去韌性，進而增加骨折發生的機率，尤

其是發生在手腕、脊椎與髖骨部位的骨折，而在此類的骨折中，較嚴

重的可能會造成死亡率的提高
13
。人類的骨頭終其一生都不斷的在進

行骨重塑作用，由破骨細胞清除老舊骨基質，接著成骨細胞形成新的

骨頭，當破骨細胞過度的活躍，或者成骨細胞形成骨頭的速度不夠的

時候，此時製造比不上流失的速度，便造成了骨質密度的降低，而當

骨質密度降低到低於正常年輕成人平均最大骨密度負一個標準差時，

稱之為 osteopenia，而根據世界衛生組織的定義，當骨質密度小於年

輕成人平均最大骨密度負 2.5 個標準差以下時便稱之為骨質疏鬆症
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(osteoporosis)，其發生原因可分為原發性(primary)與次發性(secondary)

兩種。其中原發性骨質疏鬆約佔百分之九十，主要發生在更年期之後

的女性，因為女性荷爾蒙的缺乏而造成大量的骨質流失，而次發性骨

質疏鬆則是因為其他疾病或者是藥物的使用如類固醇
14
等所造成。 

    在盛行率方面，在台灣近十年流行病統計調查結果顯示，六十五

歲以上，男性有百分之十二，女性有百分之十九已有一個以上脊椎體

壓迫性骨折。若依台灣平均壽命，女性有五分之一，而男性有三分之

一的機會在其一生會發生一次脊椎體、腕部或髖部骨折，此流行率與

美國白人相當，皆屬高流行區域
15
。此外根據健保申報資料分析統計，

在住院花費方面，平均每年每一人次住院花費均在 46,000-50,000 之

間
16
。 

在治療方面，現今治療骨質疏鬆的藥物主要以雙磷酸鹽類藥物

(bisphosphonates)為主，此類藥物主要作用為透過抑制破骨細胞的活

性來減少骨質的流失。而此類藥物的副作用包括有可能會造成顎骨的

壞死
17,18

、胃食道逆流與食道炎
19
。另外根據最新的健保規定（健保

審字第 0990082152 號），此類藥物限用於停經後婦女因骨質疏鬆症

（須經 DEXA 檢測 BMD 之 T score≦-2.5SD）引起脊椎或髖部骨折，

或因骨質疏少症(osteopenia)（經 DEXA 檢測 BMD 之-2.5SD＜Tscore

＜-1.0SD）引起脊椎或髖部 2 處或 2次（含）以上之骨折，如此才符

合給付規定。 

此外還有其他的治療藥物包括了也是抑制骨質吸收的藥物如

Oestrogens、Selective estrogen receptor modulator (SERM)、Calcitonin 
20
 ，其中賀爾蒙療法有可能會增加冠狀動脈疾病、乳癌、中風與肺拴

塞的機會
21
，SERM 對於預防老年人髖骨骨折的研究仍不明確，而

Calcitonin 目前研究只有針對預防脊椎椎體骨折
22
。另外副甲狀腺素

(parathyroid hormone; PTH)則是有刺激成骨細胞生長的作用，但在動

物試驗發現可能有增加 osteosarcoma 的機會
20
，因此臨床上並不建議

長期使用。 

因此，在中藥裡，尋找價格較低且有效而副作用少的預防藥物，

成為一項重要的任務。 
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2.3 成骨細胞相關蛋白 

﹙1﹚ 骨形成蛋白-2 (bone morphogenetic protein-2;BMP-2) 

    在 1965 年 Marshall R. Urist 發現在肌肉內植入脫鈣骨基質

會引發新的骨頭形成
23,24

，之後開始了關於骨形成蛋白的研究，

如今已經有大約二十種不同的成員被確認出來，此類蛋白屬於

transforming growth factor-β (TGF-β) superfamily，因其能夠誘導

骨頭與軟骨的形成而稱之（表.1）
25
。 

  其中，研究發現 BMP-2 在成骨細胞的分化、以及胚胎骨骼

發育與骨重塑作用中扮演了重要的角色
26,27

。有研究顯示，

BMP-2 可以增加年齡週數較大的老鼠其骨頭的形成
28,29

。此外

在基因方面的研究顯示，BMP-2 與骨質疏鬆以及骨質疏鬆所造

成的骨折有關
30,31

。 

 

表 2.1 骨形成蛋白
25
 

 

本圖表顯示骨形成蛋白的功能，基因位點，受體與 ligand 

inhibitors。 

 

﹙2﹚ 鹼性磷酸酶 (alkaline phosphatase; ALP) 

    ALP 是最常用來測量成骨細胞活性的生化指標
32
 。ALP

在人體有數種 isoform，分別由不同器官分泌到血清之中，其中
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主要有骨頭、肝臟、小腸與胎盤。其中血清中 bone-specific ALP

和成骨細胞的分化與活性有關。ALP 濃度升高可能代表著軟骨

病，Paget's disease，腎臟佝僂病，骨癌等疾病的發生
33
 。 

﹙3﹚ 骨橋蛋白 (osteopontin; OPN) 

    在 1979 年， Senger 等人描述了一種 secreted, 60-kDa 

transformation-specific phosphoprotein 後
34
，不久便發現了骨橋

蛋白的存在。骨橋蛋白是一種高度磷酸化的 sialoprotein，在牙

齒與骨骼中都可以發現其大量存在，且參與了許多生理反應
35
。

有研究顯示，骨細胞在受到機械性刺激之後，骨橋蛋白的表現

量會增加
36
。在骨重塑作用中，骨橋蛋白扮演了重要的角色，

從成骨細胞的分化到礦化都有此蛋白的表現，尤其在細胞分化

時，其基因表現量有明顯的增加
37,38

。雖然目前的研究指出，骨

橋蛋白能夠調節破骨細胞與成骨細胞的功能，但對於機轉仍尚

未完全了解
39
。 

    以上幾種蛋白，對於成骨細胞在造骨過程中，扮演了重要

的調控角色，因此可以測定這些蛋白的表現量來作為成骨細胞

分化與合成骨頭的生物指標。 

 

2.4 中醫對骨質疏鬆症之認識 

骨質疏鬆症乃是近代西方醫學所特有的名詞，在中醫古籍之中，

並無骨質疏鬆症此一名詞的記載，但如此並不表示在古代無此一疾病

之發生。以骨質疏鬆症常見的一些臨床表現，例如腰痛、腰酸、身高

變矮、骨折等症狀來看，在古籍也有大量相關症狀的描述，而就其臨

床表現，當屬“骨痹＂、“骨痿＂、“骨枯＂、“腰痛＂ 、“虛勞＂

等證範疇
40-42

。 

在傳統中醫理論裡，認為骨頭的生長與功能，是由中醫五臟裡的

“腎＂所負責調節
3
，而此一論述在《內經》中就有許多相關的記載，

如《素問‧宣明五氣篇》“腎主骨＂
3
，《素問‧陰陽應象大論》“腎

生骨髓＂
43
，《素問‧五臟生成篇》“腎之合，骨也＂

43
 ，《素問‧逆

調論篇》“腎者水也，而生於骨，腎不生，則髓不能滿＂
44
 ，《素問‧
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六節藏象論》“腎者，主蟄，封藏之本，精之處也，其華在髮，其充

在骨，為陰中之少陰，通於冬氣＂
43
，都說明了在中醫的理論中，“腎＂

和“骨＂兩者之間的關係相當密切。 

此外，在《素問‧上古天真論》中提到“女子……三七，腎氣平

均，故真牙生而長極；四七筋骨堅，髮長極，身體盛壯。丈夫……三

八，腎氣平均，筋骨勁強，故真牙生而長極；四八，筋骨隆盛，肌肉

滿壯……八八，則齒髮去，腎者主水，受五藏六府之精而藏之……今

五藏皆衰，筋骨解墮，天癸盡矣。故髮鬢白，身體重，行步不正＂
45
。

其中提到的女子四七筋骨堅，男子四八筋骨隆盛，亦與現代醫學中觀

察到人類骨質密度再 25 至 30 歲左右達到最高峰，而後逐漸降低，亦

有相似之處。 

而在病因表現方面，在《素問‧痿論篇》中有提到“腎主身之骨

髓……腎氣熱，則腰脊不舉，骨枯而髓減，發為骨痿＂
43
，《素問‧脈

要精微論篇》“腰者，腎之府，轉搖不能，腎將憊矣……骨者，髓之

府，不能久立，行則振掉，骨將憊矣＂
43
，《難經‧十四難》“損脈之

為病奈何……五損損於骨，骨痿不能起於床＂
46
，也說明了“腎＂與

“骨＂之間病因關係。 

根據近代的臨床調查研究亦顯示，腎虛證與停經後婦女骨質疏鬆

症有關
47,48

，因此可以推測腎虛是骨質疏鬆的主要病因
40,49

。而近代一

些研究亦發現，補腎藥物可以用於治療骨質疏鬆患者。綜觀骨質疏鬆

症與傳統中醫藥之間的關係，依據中醫傳統理論，希望能找出中藥裡

能夠促進成骨細胞活性來改善骨質疏鬆的藥物，並進一步探討其現代

相關機轉。 

 

2.5 相關補益藥之歷代中醫文獻探討與藥理研究 

    在中醫理論中，凡是能夠補充人體氣血不足，改善強化臟腑功能

的藥物，稱之為補虛藥
50
，骨質疏鬆症在臨床辯證論治上多屬於腎氣

不足，因此本實驗希望能由此類補虛藥物中，挑選出具有治療骨質疏

鬆，增強成骨細胞功能之潛力的藥物，因此在藥物的選擇上，選擇補

虛藥物中屬於入腎的藥物，且在歷代典籍中有提到可以“填骨髓＂、
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“暖腰膝＂、“強筋骨＂、“去腰膝疼＂的藥物，此外由於動物性藥

物在臨床上無法大量取得且價格高昂，故不納入實驗觀察對象。並排

除記載有毒之藥物，因此初步篩選出十二味中藥來做進一步的比較與

觀察。 

﹙1﹚ 山藥(Shanyao)50-52 

原名薯蕷，為薯蕷科多年生蔓生草本植物薯蕷 Dioscorea 

opposite Thunb. 的塊根。性味甘、平。歸脾、肺、腎經。成分

在塊莖含皂苷、黏液質、膽鹼、澱粉，還含止權素、多酚氧化

酶、維生素 C 等。黏液中含甘露聚糖、植酸。 

根據中醫典籍的記載，《名醫別錄》：“止腰痛，補虛勞羸

瘦＂。《日華子本草》：“助五臟、強筋骨＂。《本草綱目》：“益

腎氣，健脾胃＂。  

﹙2﹚ 巴戟天(Bajitian)50-52 

茜草科多年生藤本植物巴戟天 Morinda officinalis How. 的

根。性味辛、甘，微溫。歸腎經。成分有棕櫚酸、十九烷、β-

谷甾醇與蒽醌類化合物。 

根據中醫典籍的記載，《神農本草經》：“強筋骨，安五臟＂。

《本草備要》：“補腎益精，治五勞七傷＂。 

﹙3﹚ 肉蓯蓉(Roucongrong) 50-52
 

列當科寄生草本植物肉蓯蓉 Cistanche deserticola Y. C. Ma

帶鱗葉肉質莖，性味甘、鹹，溫，歸腎、大腸經。成分含有肉

蓯蓉苷、松果菊苷、類葉升麻苷、鵝掌楸苷、甜菜碱、β-谷

甾醇、甘露醇、胺基酸與多醣類等 53 

根據中醫典籍的記載，《名醫別錄》：“除膀胱邪氣，腰痛＂。

《日華子本草》：“潤五臟，長肌肉，暖腰膝＂。《本草備要》：

“補命門相火，滋潤五臟，益髓筋，治五勞七傷＂。 

﹙4﹚ 淫羊藿(Yinyanghuo)50-52 

小檗科多年生草本植物心葉淫羊藿 Epinmedium 

brevicornum Maxim.或箭葉淫羊藿 E. sagittatum(Sieb. et 

Zucc.) Maxim.。性味辛、甘，溫。歸肝、腎經。成分含淫羊藿
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苷及去甲淫羊藿苷等黃酮類物質，並含揮發油、固醇、生物鹼

等。 

根據中醫典籍的記載，《名醫別錄》：“堅筋骨＂。《日華子

本草》：“治一切風冷勞氣，補腰膝＂。 

﹙5﹚ 杜仲(Duzhong)50-52 

杜仲科落葉喬木植物杜仲 Eucommia ulmoides Oliv.的樹皮。

性味甘，溫。歸肝、腎經。成分含松脂醇二葡萄糖苷、桃葉珊

瑚苷、綠原酸、杜仲膠、杜仲苷、咖啡酸、鞣質、黃酮類化合

物與少量生物鹼。 

根據中醫典籍的記載，《神農本草經》：“主腰脊痛，補中

益精氣，堅筋骨＂。《名醫別錄》：“治腳中酸痛，不欲踐地＂

《日華子本草》：“治腎勞＂。《珍珠囊補遺藥性賦》：“杜仲堅

筋補損傷＂。《本草備要》：“腎充則骨強，能使筋骨相著，治

腰膝酸痛＂。 

﹙6﹚ 續斷(Xuduan)50-52 

川續斷科多年生草本植物續斷 Dipsacus asper Wall.的乾燥

根。性味苦、甘、辛、微溫。歸肝、腎經。成分含續斷鹼及揮

發油、維他命 E等。 

根據中醫典籍的記載，《神農本草經》：“續筋骨＂。《日華

子本草》：“助氣調血脈，補五勞七傷＂。《滇南本草》：“補肝，

強筋骨，走經絡，止經中痠痛＂。 

﹙7﹚ 骨碎補(Gusuibu)50-52 

水龍骨科多年生蕨類植物槲蕨Drynaria fortunei(Kunze) J.Sm.

的根莖。性味苦、溫。歸肝、腎經。成分有柚皮苷，骨碎補雙氫

黃酮苷，骨碎補酸等。 

根據中醫典籍的記載，《重修政和經史證類備用本草‧卷十

一‧骨碎補》引陳藏器云：“骨碎補本名猴薑。開元皇帝以其

主傷折、補骨碎，故作此名＂。《壽世保元》：“骨碎補溫，折

傷骨折＂。《本草述》：“治腰痛行痺，中風鶴膝風攣氣證＂。 

﹙8﹚ 補骨脂(Buguzhi)50-52 
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豆科一年生草本植物補骨脂 Psoralea corylifolia L.的成熟

果實。性味苦、辛，大溫。歸腎、脾經。成分有含黃酮類化合

物、香豆精類化合物以及補骨脂酚與揮發油等。 

根據中醫典籍的記載，《藥性本草》：“主男子腰疼，膝冷

囊濕＂。《開寶本草》：“主五勞七傷，風虛冷，骨髓傷敗＂。 

﹙9﹚ 菟絲子(Tusizi)50-52 

旋花科一年生寄生性蔓草菟絲子 Cuscuta chinensis Lam.的

成熟種子。性味辛、甘，平。歸肝、腎經。成分含樹脂樣配糖

體、大量澱粉酶、維生素 A等。 

根據中醫典籍的記載，《名醫別錄》：“養肌強陰，堅筋骨＂。

《藥性本草》：“治男子女人虛冷，添精益髓，去腰疼膝冷＂。 

﹙10﹚ 熟地黃(Shudihuang)50-52 

玄參科多年生草本植物地黃 Rehmannia glutinosa Libosch.

的根。性味甘，微溫。歸肝、腎經。成分含β-谷甾醇、甘露

醇、梓醇、地黃素、維生素 A 等。 

根據中醫典籍的記載，《珍珠囊》：“滋腎水，益真陰＂。

《本草綱目》：“填骨髓，長肌肉，生精血，補五臟……男子

五勞七傷＂。《本草從新》：“滋腎水，封填骨髓＂。 

﹙11﹚ 女貞子(Nuzhenzi)50-52 

木樨科常綠喬木植物女真 Ligustrum lucidum Ait.的成熟

果實。性味甘、苦，涼。歸肝、腎經。成分含齊墩果酸、乙

醯齊墩果酸、女貞子苷、亞油酸、亞麻仁酸、油酸、棕櫚酸

及甘露醇、葡萄糖等。 

根據中醫典籍的記載，《醫學摘粹．本草類要．補藥門》：

“入足少陰腎……強筋健骨＂。《本草再新》養陰益腎……治

腰腿疼＂。《本草綱目‧卷三十六‧冬青》：“強陰，健腰膝，

明目＂。《本草備要》：“益肝腎，……強腰膝，明耳目＂。 

﹙12﹚ 山茱萸(Shanzhuyu)50-52 

山茱萸科落葉小喬木植物山茱萸 Cornus officinalis Sieb. 

et Zucc.除去果核之果肉。性味酸、微溫。歸肝、腎經。成分
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含有山茱萸苷、皂苷、鞣質、沒食子酸、蘋果酸、維生素 A

等。 

根據中醫典籍的記載，《日華子本草》：“暖腰膝，助水

臟＂。《藥性本草》：“補腎氣《壽世保元》：“澀精益髓，腎

虛耳鳴，腰膝痛止＂。 
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第三章 材料與方法 

3.1 實驗材料 

（一）實驗藥材 

本實驗所使用的十二種中藥與相關資料，感謝由中國醫藥

大學中醫學院分子醫學研究室侯庭鏞教授提供，為 GMP 藥廠

（Sun Ten Pharmaceutical Co., Taipei, Taiwan 順天堂藥廠股份

有限公司）所製造的中藥粗萃取物，其基緣鑑定，以及 TLC 圖

譜或 HPLC 圖譜，皆依中華中藥典所載。 

 

（二）實驗細胞株(Cell line) : 

          老鼠成骨細胞株(mouse osteoblastic cell line; MC3T3-E1) 

由 ATCC 購買 

 

（三）實驗儀器:  

1. 細胞培養箱(Incubator)  

2. 多功能分光光度計(Multi-spectrophotometer)  

3. 即時聚合酶連鎖反應器(Applied Biosystems)  

 

（四）細胞培養(Cell Culture) :  

1. α-minimal essential medium (α-MEM) 

2. Fetal bovine serum, penicillin/streptomycin (P/S) 

3. 細胞培養皿(Gibco Inc, NY, EUSA) 

4. 0.5％trypsin-EDTA 

 

（五）即時聚合酶連鎖反應 (Real-time Polymerase Chain Reaction ; 

Real-time PCR):  

1. DEPC 

2. TRIzol 

3. RNA 轉 cDNA 系統 (Invitrogen, CA,USA) 

4. Isopropanol, Chloroform(J.T Baker, NJ, USA) 
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5. Oligo dt 

6. SYBR Green Supermix 

7. GAPDH primer 

8. SYBR Green Gene primer (MDBio Inc, Taiwan)(表 3.1) 

表 3.1Primer sequence 

m-OPN (F) 5' GATGC CACAG ATGAG GACCT C 

m-OPN (R) 5' CTGGG CAACA GGGAT GACAT 

BMP-2 (F) 5' ACACA GGGAC ACACC AACCA T 

BMP-2 (R) 5' TGTGA CCAGC TGTGT TCATC TTG 

m-ALP (F) 5' GTTGC CAAGC TGGGA AGAAC AC 

m-ALP (R) 5' CCCAC CCCGC TATTC CAAAC 

m-Beta actin (F) 5' TGGCA CCACA CCTTC TACAA TGAGC 

m-Beta actin (R) 5' GCACA GCTTC TCCTT AATGT CACGC 

 

（六）西方點墨法 (Western blotting) :  

1. Acrylamide 

2. BCATM protein assay kit (Pierce, IL, USA) 

3. 1.5M Tris buffer 

4. 0.5M Tris bufer  

5. PMSF  

6. RIPA buffer 

7. Na3VO4    

8. Aprotinin  

9. Leupetin    

10. NaF     

11. Tween20    

12. Glycine  

13. Tetramethylethylenediamine (TEMED) (Amresco Inc, Ohio, 

USA)  
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14. Ammonium Persulfate (AP)    

15. PVDF (Immobilon-p)  (Millipore, MA, USA)  

16. ECL, Western blot Develop& replenisher, Fix& replenisher, 

BioMax light Film (Kodak Inc, NY, USA)  

  

（七）抗體  (Antibody) :      

1.  p-p38, p-ERK, p-JNK, p-Akt, p-p65 (Cell signal, MA, 

USA)  

2.  p38, ERK, JNK, Akt, p65, β-actin, anti-mouse, anti-rabbit 

等抗體 (Santa cruz Biotechnology Inc,CA,USA)  

3. Gout anti-rabbit HRP 

 

（八）細胞轉染法 (Cell transfection) :    

1.  Lipofectamine 2000 (Invitrogen)  

2.  DN-ERK, DN-JNK, DN-p38, DN-Akt  

3.  Akt-inhibitor, U0126, SB203580, SP600125, PDTC, TPCK 

 

（九）細胞存活率測定方法 (MTT assay) 

1. 3-(4,5-cimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) 

(MTT) (Sigma-Aldrich, CA, USA)  

  

（十） 細胞移行實驗 (Cell migration assay):  

1. Transwell (Costar, NY ; pore size, 8-μm)  

  

（十一）礦化 (Mineralization):  

1. β-glycophosphate  

2. Vitamin C 

3. Ailzarin red stain 

4. Cetylpyridinium chloride (Sigma-Aldrich, CA,USA) 
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 3.2 實驗方法 

(一) 細胞培養 (Cell culture) : 

老鼠成骨細胞株 (mouse osteoblastic cell line; MC3T3-E1)

培養在 α-MEM 培養液中。將 α-MEM 加入 2.2 克的碳酸氫鈉

(Sodium bicarbonate)，以 1 N 鹽酸(HCL) 將 pH 調整至 7.4，再

以 0.22 μm 過濾器(filter)過濾。最後加入 10 %胎牛血清(fetal 

bovine serum)、100 μg/ml 盤尼西林/鏈黴素(P/S)。將 MC3T3-E1 

細胞培養在 37℃，5% CO2的培養箱(incubator)裡，約二到三天

繼代培養一次。 

細胞分盤，首先將培養皿中細胞培養液吸出，加入 10 毫

升的 phosphate buffered saline (PBS) (0.02 % KH2PO4、0.02 %KCl、

0.8 % NaCl、0.216 % EDTA )緩衝液沖洗二次，再加入 1 毫升

trypsin (含 0.05% trypsin、0.02% EDTA)，能幫助細胞脫離培養

皿底部。置於 37℃作用二到三分鐘，使細胞脫離培養皿，如尚

未完全脫離，可用手輕拍培養皿邊緣，以幫助細胞脫落。細胞

脫落後，以 10 毫升含血清的細胞培養液，將細胞懸浮液移至

15 毫升離心管中，於常溫離心 1500 rpm、5 分鐘，將上清液除

去。再加入適量細胞培養液，待均勻混合後，以 2x106 顆細胞

/10 公分培養皿為培養密度種入培養皿中。 

(二) 定量即時聚合酶連鎖反應 (Quantitative Real-time polymerase 

Chain Reaction; qPCR): 

定量 PCR 的原理是利用在進行 PCR 時，同步偵測 PCR 產

物，並利用偵測到的產物來回推樣品中原始的基因表現量。主

要可分為兩種方式，分別是 TaqMan probe 與 SYBR green。本研

究使用的是 SYBR Green 系統，其原理為將未鍵結到 DNA 上的

SYBR Green 螢光染劑微弱的螢光當作背景值，而結合到 DNA 

雙股螺旋的minor groove 上的SYBR green螢光值訊號會增強。

當螢光染劑開始鑲嵌在被放大的基因片段時，螢光值訊號也會

跟著相對的提高，若是 PCR 產物的濃度比較高，則可在較低

cycle 數時偵測到放大的螢光值；但是相對的，若 PCR 產物的
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濃度較低，便會在較高 cycle 數時才能偵測到放大的螢光值，

利用這樣的方法來做 DNA 的定量。 

我們將六孔培養皿中加入 500 μl 的 TRIzol，待細胞完全溶

解之後，吸取溶液至 1.5 ml 微量離心管中靜置 5 分鐘。此後加

入 100 μl 氯仿(chloroform)並劇烈振盪 1 分鐘，並在室溫下靜

置 3 分鐘。將微量離心管以 4℃、13,200 rpm 離心 15 分鐘後，

再將上清液吸取至新的 1.5 ml 微量離心管，並加入等量

isopropanol 混合靜置 10 分鐘。接著以 4℃、11,000 rpm 離心

十分鐘，此時可以看到 RNA pellet 沉澱在微量離心管的底部，

此時將上清液倒掉，，並加入 1ml 75 %過濾酒精，再以 4℃、

7,500 rpm 離心五分鐘。最後將酒精倒掉，在室溫下將微量離心

管風乾，加入 10-30 μl DEPC 水來回溶 RNA，並儲存於-80℃冰

箱。將萃取的 RNA pellet 取 1 μl ，並加入 99 μl 的 DEPC 水

後，用 Beckman DU-800 UV/Visible spectrophotometer 來測量

RNA 濃度，並注意使得 A260/280 數值介於 1.8~2.0 之間，以

確保 RNA 的純度及品質。 

使用 MMLV kit 將 RNA 轉成 cDNA，步驟如下所示： 

(1)於微量離心管中加入 1 μl oligo dT、1 μl 10 mM Dntp 與 1 μg 

RNA，並加入 DEPC 水至 20 μl，在混合後放入 PCR 機器

65℃ 五分鐘，使得 RNA denature 後再以 4℃ 1 分鐘。 

(2)之後加入 4 μl 5X First-strand buffer 與 2 μl 0.1M DTT 並放進

PCR 機器 37℃ 2 分鐘。 

(3)最後加入 1 μl MMLV，放入 PCR 機器 37℃ 50 分鐘，70℃ 15 

分鐘，此時產物即為 cDNA。將轉置完成的 cDNA 取 1 μl，

primer (F)及 primer (R) 各 0.5 μl，SYBR Green mix 5 μl，並

以 DEPC 水加至 20 μl。將樣本放置 Applied Biosystem 

StepOne 進行 10 分鐘 95℃、10 秒鐘 95℃、1 分鐘 60℃、

15 秒 95℃、1 分鐘 60℃共 45 個循環，之後所得相對值，

便是我們所求與控制組的相差倍數。 

(三) 細胞存活率測定方法 (MTT assay): 
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細胞存活率測定方法的原理是因為在活的細胞裡，其粒線

體內含有脫氫酵素(Dehydrogenase)，此酵素可以將黃色水溶性 

(3-(4,5)-dimethylthiahiazol-2-y1)-2,5-di-phenytetrazolium bromide 

(MTT) 的 tetrazolium ring 還原切斷，而形成藍色的沉澱物

formazone。而在死亡的細胞裡並不具有脫氫酵素，因此亦不能

形成藍色沉澱物 formazone。而我們最後再透過加入 DMSO 來

溶出藍色沉澱物 formazone，然後以 ELISA reader 570 nm 來測

量其吸光值，即可得知細胞存活率。 

將成骨細胞分盤至 96 孔盤中，每一孔洞的細胞數平均約為

5000 顆，等細胞於孔盤中貼附好之後，抽去原有之培養液，並

加入 serum-free 培養液。且分別加入不同濃度肉蓯蓉粗萃取物

培養四十八小時後，加入 MTT 三十分鐘、再抽除培養液。並在

每一孔洞加入 100 ml DMSO，然後使用 ELISA reader 570nm 來

測量吸光值。吸光值的計量方式是以生長百分比計算出不同濃

度的藥物對生長的影響。 

(四) 西方點墨法 (Western blotting) : 

西方點墨法的原理是利用抗原抗體免疫反應的方法，來偵

測我們想要觀察的某些特殊的蛋白質。方法為先將樣本混合物

經過 polyacrylamide 電泳分離出蛋白，然後轉印到硝酸纖維膜

上，接著以標記的抗體與之結合，再用顯影劑使之呈現在感光

底片上。 

成骨細胞經過 37℃培養箱培養之後，將培養液抽掉，並以

PBS 沖洗兩次後抽掉，再加入 RIPA buffer 120 μl 將細胞溶解之

後，置放冰上 30 分鐘。接著以刮勺取下移置到 1.5 ml 微量試

管中，以 4℃、13200 rpm 離心 15 分鐘後取上清液移置到新的

1.5 ml 微量試管中。此時取 10 μl 樣本來測量蛋白質含量，方

法是用分光光度計測定波長 570 nm 數值，經由蛋白標準液濃

度來換算樣本蛋白質之濃度。之後取 30 μg 等量蛋白質加入 5 

倍 sample buffer，並以電動乾浴槽加熱 5 分鐘，爾後注入 10% 

SDS-PAGE中分離蛋白質(以120 voltage電壓進行電泳一小時)。
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分離後將膠體取出並轉印紙(Polyvinylidene fluoride membrane ; 

PVDF membrane)放齊，緊接著在轉置槽中注滿 Transfer buffer 

後，在 4℃冰上以 400 毫安培電流轉印二小時。之後將轉印紙

置於含 5 % 脫脂奶粉由 TBS-T 配置成的 Blocking buffer 15 ml 

在室溫中搖晃 1 小時。再與 TBS-T 稀釋之一級抗體 10 ml 

p-Akt,p-p65, p-p38, p-JNK, p-ERK, Akt,p65, p38, JNK, ERK 於

4℃冰箱搖晃 1 小時至一天後，以 TBS-T 清洗四次，每次 15 分

鐘。緊接著再給與TBS-T 稀釋之二級抗體10 ml HRP-mouse and 

rabbit且於室溫中搖晃一小時後，同樣的以TBS-T 清洗四次後，

在暗房中加入 Enhanced chemiluminescence (ECL)顯像，用感光

底片感光至 Band 出現。 

(五) 礦化 (Mineralization): 

培養的成骨細胞礦物質堆積可以用 von Kossa stain 或 

Alizarin red stain 來作觀察。其中 von Kossa stain 是用銀離子與

phosphate 反應來觀察，而非直接與鈣結合染色。而 Alizarin red 

stain 可以直接對磷酸鈣沉積物做染色，因此本實驗以此染色法

觀察成骨細胞礦化的現象。 

將細胞培養到約九分滿，而約 2~3 天即更換培養液以及分

化劑(β-glycophosphate 10 mM 與 Vitamin C 50 μg/ml)，同時給予

不同濃度的肉蓯蓉粗萃取物刺激。約十四天之後，以 PBS 清洗

細胞，並以 10％福馬林固定 15 分鐘、PBS 清洗，接著以 Alizarin 

red stain 來進行避光染色超過 1 小時以上，再用滅菌水清洗。將

最後的細胞染色結果以照相系統拍照，再使用 10% 

cetylpyridinium chloride 溶下 Alizarin red，並用 ELISA reader 

550 nm 吸光值來進行測量。 

(六) 細胞移行實驗 (Migration assay) : 

細胞移行實驗是以 transwell (Costar, NY ; pore size, 8-μm) 

二十四孔盤為材料，在大約種植 2 10Ⅹ 4 的細胞量之後，將 200 

μl serum-free 培養液置於 transwell 的上層，並在下層加入不同

濃度的肉蓯蓉粗萃取物及 300 μl serum- free 培養液，置於 37℃、
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5% CO2 培養箱中培養二十四小時。最後利用福馬林固定十五

分鐘，接著以 0.05% crystal violet 染色十五分鐘。並以棉棒去

除膜上層的細胞，用 PBS 清洗之後，剩下移行到膜下層吸附的

細胞，此時以顯微鏡計數細胞總量，並將計得之量進行統計分

析。 

(七)傷口癒合實驗(Wound healing assay) : 

MC3T3-E1 細胞取得之後，培養在 6 well 的培養皿，每一格

well 的細胞數為 1×105 /ml，等到培養皿上的細胞成長到 80％到

90％滿之後，再加入肉蓯蓉培養 24 到 48 小時。利用無菌的 P-200 

pipette tip 在培養皿上水平刮出線性的直線，此時刮出來的直線

上細胞也跟著被移除，形成簡易的傷口模型，並且在培養皿的底

層以簽字筆畫出黑色直線做為記號，對於每次在作傷口癒合的分

析時可以藉由直線的相對位置，準確定位觀測在位置都在同視野。

之後放入培養箱中進行培養，每隔二十四小時及四十八小時利用

Nikon ECLIPSE Ti 倒立螢光顯微鏡（目鏡 CFWE10×/18；物鏡

E4×）觀察，並進行拍照。取得相片之後，利用軟體 NIS-Elements 

Basic Research 3.0 進行分析。其中要注意的是，因為從培養箱取

出之細胞培養皿，與室溫有溫差的存在，因此導致培養皿上蓋會

出現薄霧的現象，影響觀察。所以當薄霧出現的時候，可用手指

在上蓋摩擦，以減少溫差，降低薄霧形成並儘速完成觀察與拍

照。 

(八)ALP activity assay 

利用 p-Nitrophenyl phosphate 被鹼性磷酸酶分解後會變成最

大吸光值 405 nm 的 p-nitrophenol 的特性，藉由偵測吸光值來定

量鹼性磷酸酶的活性。 

將經過肉蓯蓉粗萃取物刺激二十四小時後，取其培養

MC3T3-E1 成骨細胞株之上清液，加入 100 λ p-Nitrophenyl 

phosphate，混合後以 ELISA reader 測量 405nm 之數據並量化之。 

(九) 冷光酵素 (Luciferase) 活性測定 

將已經過十六至十八小時轉染 NF-κB luciferase vector 的成
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骨細胞株，再加肉蓯蓉粗萃取物培養二十四小時後，抽掉培養

基，以 PBS 清洗兩次並抽出 PBS，接著加入 80 μL 的 Reporter 

lysis buffer，小心輕柔的將細胞充分打散並均勻的將細胞刮取至 

1.5 ml 離心管，並放置在冰上反應 10 分鐘，使得細胞完全被

打破而將蛋白質釋出。再以 13200 rpm 將離心管離心三分鐘之

後，取出 20 μL 之上清液，並加入 80 μL 的 luciferase substrate 

使之迅速均勻混合，並以冷光儀測定測其 luciferase 活性，讀

取冷光產量數值後，以百分率換算表示之。 

(十) 統計分析: 

本實驗的結果以 Sigma plot 統計軟體進行分析，實驗結果

以成對 t檢定(paired t-test)計算分析。數據結果以 mean± S.E. 表

示各項數值，p＜0.05 表示達到顯著性差異。 
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第四章 結果 

(一) 十二種中藥粗萃取物在不同體積比之下對成骨細胞活性影響 

BMP-2、ALP 與 OPN 的表現量與成骨細胞的活性有關，當

這些蛋白表現量增加時，表示成骨細胞活性也跟著增加，進而

影響細胞分化與礦化的能力，我們想要瞭解根據中醫理論所選

擇出來的十二種中藥，包括女貞子、肉蓯蓉、骨碎補、山藥、

淫羊藿、杜仲、補骨脂、菟絲子、山茱萸、續斷、巴戟天與熟

地黃等，其對成骨細胞的影響是如何，因此我們利用 qPCR 來

分析在經過十二種中藥粗萃取物刺激之後， MC3T3-E1 成骨細

胞株的 BMP-2、ALP 與 OPN 等生化指標的 mRNA 表現量。由

於一開始取得這些中藥粗萃取物之初，我們並不知道這些中藥

粗萃取物的濃度，於是我們便將這些中藥粗萃取物分別以 1：

100、1：500 與 1：1000 三種不同體積比來刺激 MC3T3-E1 成

骨細胞株，實驗初步結果顯示女貞子（圖 4.1）、肉蓯蓉（圖 4.2）、

骨碎補（圖 4.3）和山藥（圖 4.4）等四種中藥粗萃取物，隨著

體積比的不同，BMP-2、ALP 與 OPN 三種指標的表現量呈現一

致性的增加，且達到統計上顯著性差異，而其它進入初步篩選

的藥物如淫羊藿（圖 4.5）、杜仲（圖 4.6）、補骨脂（圖 4.7）、

菟絲子（圖 4.8）、山茱萸（圖 4.9）、續斷（圖 4.10）巴戟天（圖

4.11）與熟地（圖 4.12）等粗萃取物，其三種生化指標並無一

致性的增加現象。 

(二) 肉蓯蓉粗萃取物增加 ALP、BMP-2 與 OPN 的表現 

         在女貞子、肉蓯蓉、骨碎補與山藥等四種中藥粗萃取物之

中，選擇肉蓯蓉粗萃取物做進一步的探討，我們在取得肉蓯蓉

粗萃取物的乾重資料之後，換算出三種體積比的濃度由低而高

分別是 13、26 與 130 μg/ml，而細胞在不同濃度肉蓯蓉粗萃取

物的刺激下，隨著濃度的增加，ALP、BMP-2 與 OPN 三者皆呈

現增加的趨勢（圖 4.13）。 

(三) 肉蓯蓉粗萃取物增加成骨細胞的礦化，而非細胞增生和移行 

         在骨重塑作用中，骨細胞必須移行到需要成骨的部位來進
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行礦化作用，因此我們希望知道肉蓯蓉萃取物是否會加強成骨

細胞的移行聚集反應，進而強化成骨作用，因此利用 Migration 

assay 與 Wound healing assay 來分析 MC3T3-E1 細胞株的移行情

況。在 Migration assay 中發現，給予不同濃度的肉蓯蓉粗萃取

物（0, 6.5, 13, 18.5, 26, 130 μg/ml）刺激，移行的情況並沒有明

顯的增加（圖 4.14Ａ）。此外在 Wound healing assay 中，以不同

濃度的肉蓯蓉粗萃取物（6.5, 13, 26, 130 μg/ml）刺激 MC3T3-E1

成骨細胞株，經過 24 與 48 小時後，觀察到並不會增加細胞的

移行（圖 4.14C、圖 4.14D）。 

此外我們想要瞭解，肉蓯蓉的粗萃取物，是否會促進成骨

細胞的增生，於是我們利用 MTT assay 來分析 MC3T3-E1 細胞

株的增生表現，在經由不同濃度的肉蓯蓉粗萃取物

（0,6.5,13,18.5,26,130 μg/ml）刺激後，細胞增生的現象並無明

顯的增加（圖 4.14B）。 

在造骨的過程之中，成骨細胞必須經由礦化的過程，才能

夠使得骨頭硬化，在給予 MC3T3-E1 細胞株不同濃度的肉蓯蓉

粗萃取物（ 0, 6.5, 13, 18.5, 26, 130 μg/ml ）與分化劑

(β-glycophosphate 10 mM 及 Vitamin C 50μg/ml)之後，利用

Alizarin red stain 進行分析，同時並測量 ALP 活性。由實驗結果

發現，ALP 活性隨著肉蓯蓉粗萃取物濃度的增加有增強的趨勢

（圖 4.15A），而成骨細胞的礦化能力亦隨著肉蓯蓉粗萃取物之

濃度增加而有增強的現象，在肉蓯蓉粗萃取物濃度 130μg/ml 的

刺激下，礦化反應最具明顯（圖 4.15B），且達到顯著性差異（p

＜0.05）。 

(四) ERK、JNK 和 p38 參與在肉蓯蓉粗萃取物的訊息傳導路徑中 

MAPKs(mitogen-activated protein kinase) 包 含 了

extracellular signal-related kinase（ERK）、c-Jun N-terminal kinase

（JNK）和 p38 三個成員 54。之前的研究顯示，活化 MAPK 

pathway 會刺激成骨細胞的 osteocalcin mRNA 表現 55，p38 在成

骨細胞的分化裡扮演了重要的角色 56，此外 ERK、JNK 也在成
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骨細胞分化中扮演重要角色 57,58。我們以 Western blot 進行分析

發現，再給予肉蓯蓉粗萃取物刺激之後，發現 p-ERK（圖 4.16A）

與 p-JNK（圖 4.17A）在十五分鐘， p-p38（圖 4.18A）在十分

鐘左右開始有增強的現象出現，而 ERK、JNK 與 p38 在各時間

點均無增強的現象，表示成骨細胞在受到肉蓯蓉萃取物的刺激

之後，細胞內的 ERK、JNK 與 p38 的磷酸化會增加。 

此外我們以 qPCR 進行分析，當我們分別給予三種 MAP 

kinase 的抑制劑 U0126（圖 4.16B）、SP600125（圖 4.17B）、

SB203580（圖 4.18B）三十分鐘之後，再以肉蓯蓉粗萃取物刺

激，可以發現不管是 ALP、BMP-2 與 OPN 基因的表現量都有

大幅降低的現象，此外若轉染 DN-ERK（圖 4.16C）、DN-JNK

（圖 4.17C）與 DN-p38（圖 4.18C）之後，也可發現 ALP、BMP-2

與 OPN 基因的表現量也有明顯被減少，且達到顯著性差異（p

＜0.05）。 

(五) Akt 參與肉蓯蓉粗萃取物的訊息傳導路徑中 

有研究顯示，Akt 參與了成骨細胞的分化與骨頭的形成 59。

我們以 Western blot 進行分析發現，再給予肉蓯蓉粗萃取物刺激

之後，p-Akt 在三十分鐘左右有增強的現象，而β-actin 無明顯

的變化（圖 4.19A），表示成骨細胞在受到肉蓯蓉粗萃取物的刺

激之後，細胞內的 Akt 磷酸化會增加。 

接著我們使用 qPCR 進行分析。當我們給予 Akt inhibitor

三十分鐘後，再以肉蓯蓉粗萃取物刺激，可以發現不管是 ALP、

BMP-2 與 OPN 基因的表現量都有大幅降低的現象（圖 4.19B），

此外若轉染 DN-Akt，也可發現 ALP、BMP-2 與 OPN 基因的表

現量也有明顯被減少（圖 4.19C），且達到顯著性差異（p＜

0.05）。 

(六) NF-κB 參與在肉蓯蓉粗萃取物的訊息傳導路徑中 

在哺乳類動物裡，NF-κB 由 RelA (p65)，p50，p52，RelB

與 c-Rel 等五個成員所組成 60,61。Western blot 顯示，MC3T3-E1

細胞株經過肉蓯蓉粗萃取物的刺激之後， p-p65 在十分鐘左右
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開始有增強的趨勢（圖 4.20A），顯示了肉蓯蓉粗萃取物活化了

p65 磷酸化表現。此外我們發現以肉蓯蓉粗萃取物刺激的

MC3T3-E1 細胞株，其 ALP、BMP-2 與 OPN 基因的表現量都

有增加，而在使用 NF-κB 抑制劑 PDTC 與 TPCK 後，這些基因

的表現量都有明顯的減少（圖 4.20B），且達到顯著性差異（p

＜0.05）。 

(七) 肉蓯蓉粗萃取物透過 Akt、MAPK、NF-κB 影響成骨細胞礦化 

         我們在礦化反應操作時，於每次加入肉蓯蓉粗萃取物（26 

μg/ml）之前三十分鐘先加入抑制劑，Akt inhibitor、U0126、

SP600125、SB203580、PDTC 以及 TPCK，最後觀察到礦化的

現象皆有明顯的被抑制（圖 4.21A），且於量化後可發現（圖

4.21B），抑制的情況皆達到顯著性差異（p＜0.05）。此外我們測

試了 ALP activity，當加入抑制劑之後的 MC3T3-E1 細胞株，其

ALP activity 都有明顯的減少（圖 4.21C），且達到顯著性差異（p

＜0.05）。 

(八) 肉蓯蓉粗萃取物刺激使成骨細胞 NF-κB 活性增加 

         當細胞受到刺激之後，會活化許多蛋白，最後影響到 NF-κB，

使得 p65 轉位進入細胞核之後，增加 ALP、BMP-2 與 OPN 基

因的表現，進而強化造骨功能。 

我們將 MC3T3-E1 成骨細胞株轉染 NF-κB luciferase vector

當作 NF-κB 活化的指標。我們發現經過肉蓯蓉粗萃取物刺激的

細胞在二十四小之後，NF-κB luciferase 活性有增強的趨勢。此

外若同時再給予 Akt-inhibitor、U0126、SB203580、SP600125、

PDTC 與 TPCK 等抑制劑之後，此一活化現象即被減低（圖 22A），

且達到顯著性差異（p＜0.05）。此外我們將細胞轉染 DN-Akt、

DN-JNK、DN-ERK 與 p38 之後，給予肉蓯蓉粗萃取物刺激，亦

發現 NF-κB luciferase 活性也有減少的現象（圖 22B），且達到

顯著性差異（p＜0.05）。 
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圖 4.1 女貞子粗萃取物刺激成骨細胞後，以 qPCR 測量得 ALP、BMP-2

與 OPN 之變化(＊p＜0.05, compared with control) 

 
圖 4.2 肉蓯蓉粗萃取物刺激成骨細胞後，以 qPCR 測量得 ALP、BMP-2

與 OPN 之變化(＊p＜0.05, compared with control) 
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圖 4.3 骨碎補粗萃取物刺激成骨細胞後，以 qPCR 測量得 ALP、BMP-2

與 OPN 之變化(＊p＜0.05, compared with control) 

 

圖 4.4 山藥粗萃取物刺激成骨細胞後，以 qPCR 測量得 ALP、BMP-2

與 OPN 之變化(＊p＜0.05, compared with control) 
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圖 4.5 淫羊藿粗萃取物刺激成骨細胞後，以 qPCR 測量得 ALP、BMP-2

與 OPN 之變化(＊p＜0.05, compared with control) 

 
圖 4.6 杜仲粗萃取物刺激成骨細胞後，以 qPCR 測量得 ALP、BMP-2

與 OPN 之變化(＊p＜0.05, compared with control) 
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圖 4.7 補骨脂粗萃取物刺激成骨細胞後，以 qPCR 測量得 ALP、BMP-2

與 OPN 之變化(＊p＜0.05, compared with control) 

 
圖 4.8 菟絲子粗萃取物刺激成骨細胞後，以 qPCR 測量得 ALP、BMP-2

與 OPN 之變化(＊p＜0.05, compared with control) 
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圖 4.9 山茱萸粗萃取物刺激成骨細胞後，以 qPCR 測量得 ALP、BMP-2

與 OPN 之變化(＊p＜0.05, compared with control) 

 

圖 4.10 續斷粗萃取物刺激成骨細胞後，以 qPCR 測量得 ALP、BMP-2

與 OPN 之變化(＊p＜0.05, compared with control) 
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圖 4.11巴戟天粗萃取物刺激成骨細胞後，以 qPCR測量得ALP、BMP-2

與 OPN 之變化(＊p＜0.05, compared with control) 

 

圖4.12熟地黃粗萃取物刺激成骨細胞後，以qPCR測量得ALP、BMP-2

與 OPN 之變化(＊p＜0.05, compared with control) 
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圖 4.13 不同濃度下肉蓯蓉粗萃取物對成骨細胞活性指標之影響 

肉蓯蓉粗萃取物刺激成骨細胞後，以 qPCR 測量得 ALP、BMP-2 與

OPN 之變化(＊p＜0.05, compared with control) 



 33

 

圖 4.14 肉蓯蓉粗萃取物不影響成骨細胞增生或移行能力

(A)Migration assay 測量不同濃度之肉蓯蓉粗萃取物刺激下成骨細胞

的移行能力(B)MTT assay 測量不同濃度之肉蓯蓉粗萃取物刺激下成

骨細胞的增生率(C)(D)Wound healing assay 測量不同濃度之肉蓯蓉粗

萃取物刺激下，在不同時間點觀察成骨細胞的移行能力，並量化之。 
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圖 4.15 肉蓯蓉粗萃取物增強成骨細胞礦化能力(A)不同濃度肉蓯蓉粗

萃取物刺激成骨細胞所影響之 ALP 活性(B)成骨細胞在不同濃度之肉

蓯蓉粗萃取物刺激下的礦化反應。(＊p＜0.05, compared with control) 
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圖 4.16肉蓯蓉粗萃取物透過ERK影響細胞活性 (A) Western blot檢視

不同時間點，肉蓯蓉粗萃取物對成骨細胞 p-ERK 與 ERK 之影響(B)

以 qPCR 測量加入 ERK 抑制劑 U0126 之後，ALP、BMP-2 與 OPN

基因表現量變化 (C)以 qPCR 測量將成骨細胞轉染 DN-ERK 之後，

ALP、BMP-2 與 OPN 基因表現量變化(＊p＜0.05, compared with control；
＃p＜0.05, compared with treatment) 
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圖 4.17 肉蓯蓉粗萃取物透過 JNK 影響細胞活性 (A) Western blot 檢

視不同時間點，肉蓯蓉粗萃取物對成骨細胞 p-JNK 與 JNK 之影響(B)

以 qPCR 測量加入 JNK 抑制劑 SP600125 之後，ALP、BMP-2 與 OPN

基因表現量變化 (C) 以 qPCR 測量將成骨細胞轉染 DN-JNK 之後，

ALP、BMP-2 與 OPN 基因表現量變化(＊p＜0.05, compared with control；
＃p＜0.05, compared with treatment) 
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圖 4.18 肉蓯蓉粗萃取物透過 p38 影響細胞活性 (A) Western blot 檢視

不同時間點，肉蓯蓉粗萃取物對成骨細胞 p-p38 與 p38 之影響(B)以

qPCR 測量加入 p38 抑制劑 SB203580 之後，ALP、BMP-2 與 OPN 基

因表現量變化 (C)以 qPCR測量將成骨細胞轉染DN-p38之後，ALP、

BMP-2 與 OPN 基因表現量變化(＊p＜0.05, compared with control；＃p

＜0.05, compared with treatment) 
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圖 4.19 肉蓯蓉粗萃取物透過 Akt 影響細胞活性 (A) Western blot 檢視

不同時間點，肉蓯蓉粗萃取物對成骨細胞 p-Akt 與 Akt 之影響(B)以

qPCR 測量加入 AKT 抑制劑之後，ALP、BMP-2 與 OPN 基因表現量

變化 (C)以 qPCR 測量將成骨細胞轉染 DN-Akt 之後，ALP、BMP-2

與 OPN 基因表現量變化(＊p＜0.05, compared with control；＃p＜0.05, 

compared with treatment) 



 39

 
圖 4.20 NF-κB 家族之 p65 參與肉蓯蓉粗萃取物之活化路徑 (A) 

Western blot 檢視不同時間點，肉蓯蓉粗萃取物對成骨細胞 p-p65 與

p65之影響(B)以 qPCR測量加入NF-κB抑制劑 PDTC與TPCK之後，

ALP、BMP-2 與 OPN 基因表現量變化(＊p＜0.05, compared with control；
＃p＜0.05, compared with treatment) 
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圖 4.21 抑制劑對成骨細胞礦化與 ALP 活性之影響 (A)( B) 以肉蓯蓉

粗萃取物刺激成骨細胞並加入抑制劑之後，成骨細胞礦化反應(C) 以

肉蓯蓉粗萃取物刺激成骨細胞並加入抑制劑之後，成骨細胞 ALP 

activity 反應 (＊p＜0.05, compared with control；＃p＜0.05, compared 

with treatment) 
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圖 4.22 轉錄因子 NF-κB 參與成骨細胞活化路徑  (A) 以 NF-κB 

luciferase assay 測量成骨細胞經肉蓯蓉粗萃取物刺激並加入抑制劑之

後，成骨細胞之反應 (B) 以 NF-κB luciferase assay 測量成骨細胞經肉

蓯蓉粗萃取物刺激之後，轉染隱性變異質體，成骨細胞之反應。(＊p

＜0.05, compared with control；＃p＜0.05, compared with treatment) 
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第五章 討論 

骨質疏鬆症是由於成骨細胞與破骨細胞之間的作用失去平衡所

造成的，現今西醫的治療方式為以抑制破骨細胞作用的雙磷酸鹽類藥

物為主，這一類的藥物常造成一些副作用如胃酸逆流或食道炎，更甚

者還有下顎骨壞死等副作用產生，因此隨著人口年齡結構老化的影響，

尋找安全且較無副作用，而價格合理的藥物，是一個重要的議題。在

傳統中醫裡，常使用一些補腎方劑如六味地黃丸等複方藥物來治療骨

質疏鬆症 62,63，亦有動物實驗顯示傳統補腎方劑能夠減緩骨質疏鬆的

現象
64
。本實驗希望能透過中醫的理論，並從歷代典籍的回顧中，找

出能夠治療骨質疏鬆的藥物，且希望此藥物能夠作用在成骨細胞，加

強造骨機能。因此依據中醫“腎主骨＂的概念，在傳統中藥裡，以以

大陸中藥學教材 52裡的補虛藥為主，初步排除動物性藥物與記載有毒

藥物，選定了十一種藥物，分別是山藥、巴戟天、肉蓯蓉、淫羊藿、

杜仲、續斷、骨碎補、補骨脂、菟絲子、熟地與女貞子，這十一種中

藥在古書記載有強筋骨、暖腰膝、止腰痛等類似功能的入腎藥物，而

在傳統的補腎方劑如六味地黃丸、左歸丸、右歸丸與濟生腎氣丸等組

方中常見的中藥山茱萸，雖然在此書中歸類為收澀藥物，但查其典籍

記載，如《日華子本草》“暖腰膝，助水臟＂ 《壽世保元》 “澀精

益髓，腎虛耳鳴，腰膝痛止＂，可能對成骨細胞有潛在的作用，因此

在此放入一併比較探討。因此本實驗第一階段選用了上述十二種藥物，

並針對其對成骨細胞的活性指標 ALP、OPN 與 BMP-2 的表現之影響

來做藥物篩選。 

實驗初步篩選結果發現，骨碎補、山藥、女貞子與肉蓯蓉等四種

中藥粗萃取物對成骨細胞的生化指標 ALP、BMP-2 與 OPN 有劑量依

存關係，隨著濃度增加，三種生化指標皆有上升的趨勢，因此我們希

望由四種藥物中選定一種藥物作進一步的探討。 

關於探討骨碎補 65-71、女貞子 72與山藥 73等藥物與骨頭之間的影

響與關係已有許多研究，肉蓯蓉在傳統中醫裡提到，有助腎補陽、潤

腸通便的功效。在臨床應用上可以用於治療陽痿、不孕、腰膝冷痛與

筋骨無力等，此外還有潤腸的作用，可用於治療腸燥津枯的便秘 52。
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現代藥理研究指出肉蓯蓉粗萃取物有抗發炎的作用 74 與加強學習記

憶的功效 75，而肉蓯蓉與成骨細胞的研究並不多且不明確，因此我們

選定肉蓯蓉粗萃取物來做進一步的探討。 

如何促進成骨細胞來增強造骨作用，主要透過增加成骨細胞的數

目，或者是增強成骨細胞功能來達到造骨的目的。前者可以透過 MTT 

assay 來測量細胞 proliferation 的速度，而後者可以透過礦化作用來觀

察。根據本實驗發現，在老鼠成骨細胞株中，肉蓯蓉粗萃取物對於成

骨細胞的 proliferation 與 migration 皆無明顯的影響。而在礦化方面，

依本篇的實驗結果可知，肉蓯蓉粗萃取物對於促進礦化的形成的確是

有幫助。 

之前的研究指出，成骨細胞中 p38、ERK、JNK 與 Akt 活化之後，

會促進其細胞活性。在本實驗中，我們發現將成骨細胞以肉蓯蓉粗萃

取物刺激之後，其 p38、ERK、JNK 與 Akt 均有活化的現象，且在加

入抑制劑或以轉染作用給予隱性變異質體之後，其生化指標與礦化作

用皆有被抑制的現象，此結果顯示，肉蓯蓉粗萃取物是透過 MAPK

與 Akt 等路徑來影響其細胞功能。 

本篇實驗可以初步瞭解肉蓯蓉粗萃取物以及其他進入篩選的中

藥粗萃取物對於成骨細胞之影響，此外肉蓯蓉粗萃取物可以增加成骨

細胞的礦化能力。 

骨質疏鬆症已是一種對中老年人與停經後婦女極具影響的流行

病，而昂貴的治療藥物與其副作用，促使我們希望由傳統中醫藥裡找

出有效的治療藥物。探討骨質疏鬆症的相關機轉與尋找有效的中藥治

療藥物，已是目前重要的研究方向。相信本研究可讓骨質疏鬆的研究

者不管對於肉蓯蓉粗萃取物或其他進入篩選評估之中藥有更深入的

瞭解與認識。 
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第六章 結論 

綜合以上本篇所完成的實驗可知，在老鼠成骨細胞中給予肉蓯蓉

粗萃取物，可以藉由活化 ERK、JNK、p38、Akt 等蛋白，促使轉錄

因子 p65 作用，使得 BMP-2、ALP 與 OPN 的表現量增加。此外能促

進成骨細胞礦化程度之提升，但是對於細胞的移行和增生能力並無明

顯效果。 
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附錄 

中藥 乾重(mg/ml) 

山藥 31 

巴戟天 32 

肉蓯蓉 13 

淫羊藿 21 

杜仲 7 

續斷 16 

骨碎補 17 

補骨脂 15 

菟絲子 24 

熟地黃 14 

女貞子 34 

山茱萸 37 

感謝由侯庭鏞教授所提供之十二種中藥粗萃取物乾重資料
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Effects of Cistanche deserticola crude extract on the activity of osteoblast 

Name: Hsin-Chih Huang 

Major Professor's Name: Wen-Chi Chen 

Graduate Institute of Chinese Medicine 

Osteoporosis frequently occurs in women after menopause, often 

caused fracture of vertebral body, hip and wrist. About ten percent of 

human bone role in the effect of bone remodeling includes both bone 

formation and dissolution. Osteoporosis took place by the unbalance of 

these two effects. Osteoblasts make bone formation and in this study we 

explore Chinese herbal medicine for the activity of osteoblast. 

Our study used twelve selected common Bushen chinese herbal 

medicine crude extracts and MC3T3-E1 osteoblast cell line. Our research 

divided into two parts. The first part was to evaluate the effect of the 

twelve Bushen chinese herbal medicine crude extracts on MC3T3-E1 

osteoblast cell line. Then we selected one of the effective drugs C. 

deserticola to make more advanced study. Our results revealed C. 

deserticola promote cell activity and mineralization in MC3T3-E1 

osteoblast cell line. According to the results of this study, C. deserticola 

extracts provide a new direction for the treatment of osteoporosis. 

 

Key words: Chinese herbal medicine, Cistanche deserticola, osteoblast, 

osteoporosis 
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