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温阳补肾方对去卵巢大鼠骨密度及骨标志物的影响

刘　菊，梅群超，谢先龙，张　瑶，陈　辉
（华中科技大学同济医学院附属中西医结合医院老年病科，湖北　武汉　４３００２２）

摘要：　目的　探讨温阳补肾方对去卵巢大鼠骨密度及骨标志物的影响。方法　取３月龄健康雌性 ＳＤ大鼠４０
只，随机分为正常组、对照组、模型组和治疗组，每组１０只。正常组大鼠行假手术，其余３组大鼠行双侧卵巢摘除术，
术后３０ｄ开始治疗，治疗组大鼠灌胃给予温阳补肾方，对照组大鼠给予戊酸雌二醇，治疗组及对照组大鼠各自按
１ｍＬ·１００ｇ－１体质量灌胃；正常组和模型组大鼠每日按体质量给予同等剂量的生理盐水。于给药治疗１２周后测定
血清中骨原交联水平及Ⅰ型胶原Ｎ端前肽（ＰＩＮＰ）、碱性磷酸酶（ＡＫＰ）、钙和磷的水平；骨密度测量仪测骨密度。结果
　与正常组比较，模型组大鼠ＰＩＮＰ水平明显升高，骨原交联水平下降，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；与模型组比
较，治疗组大鼠骨原交联水平升高，ＰＩＮＰ水平降低，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。与对照组比较，模型组大鼠血
清ＡＫＰ水平降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。与模型组比较，治疗组大鼠血清ＡＫＰ水平升高，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）。与对照组和正常组比较，模型组大鼠骨密度明显下降（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，治疗组大鼠骨密度明显
升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　温阳补肾方能提高血清中 ＡＫＰ的水平，增加骨密度，抑制骨吸收，促进
骨形成，具有防治骨质疏松症的作用。
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　　骨质疏松症是以骨量减少、骨微观结构退化为
特征，致使骨的脆性增加并易于发生骨折的一种全

身性骨骼疾病［１］，是绝经后妇女的常见病。骨质疏

松症及其严重后果骨折已成为威胁中老年人健康的

主要问题，随着我国人口老龄化的加剧，骨质疏松症

·６２４·
　第３１卷　第６期
２０１４年６月

　　　　　　　　　　　 新乡医学院学报

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＸｉｎｘｉａｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
　　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３１　Ｎｏ．６　

Ｊｕｎｅ２０１４



防治所面临的问题越来越严峻［２］。我国现代医学

研究发现，妇女绝经后由于卵巢功能衰退，雌激素水

平急剧下降，体内骨代谢失去平衡，骨吸收活动加

速，骨无机盐丢失增加，而成骨细胞功能则代偿性增

强，呈现高转换型骨代谢，骨吸收大于骨形成，全身

骨量逐渐减少，骨骼脆性增加，最终导致骨质疏松症

发生。西医治疗骨质疏松仍未取得令人满意的效

果，近年来从天然药物中寻找更安全有效的抗骨质

疏松中药制剂已成为研究热点［３］，为此本实验通过

去卵巢手术，建立大鼠绝经后骨质疏松动物模型，研

究温阳补肾方对去卵巢骨质疏松大鼠体内雌激素和

骨代谢生物化学指标的影响，以探索一条防治骨质

疏松的有效途径并初步探讨其作用机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物　健康纯种无特定病原（ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｐａｔｈｏｇｅｎｆｒｅｅ，ＳＰＦ）级３月龄 ＳＤ雌性大鼠４０只，体
质量为（２００±１５）ｇ，由湖北省实验动物研究中心提
供，动物合格证编号：４２０００６００００００６９。饲养在 ＳＰＦ
屏障笼内，每笼 ４只，自由饮水，室内保持２０～
２５℃，湿度为６０％，饮水为蒸馏水，饲料经过辐照灭
活处理，饮水和饲料均可由大鼠自行摄取。４０只大
鼠随机分为正常组、对照组、模型组和治疗组，每组

１０只。
１．２　实验药物　温阳补肾方由淫羊藿、盐杜仲、附
子、当归 、肉桂、盐补骨脂、巴戟肉、肉苁蓉、菟丝子、

甘草、丹参、牛膝组成，生药由武汉市中西医结合医

院门诊中药房提供，并由武汉市中西医结合医院中

心实验室（国家３级实验室）制作成药液（煎剂），按
成人与动物服用剂量换算，使每１ｍＬ药液含１ｇ原
药材，每２周配制１次，４℃冰箱保存。戊酸雌二醇
片（ＤＥＬＰＨＡＲＭ ＬｉｌｌｅＳＡＳ法国杜芬药厂，批号：
２５３Ａ）配制成０．０２ｇ·Ｌ－１水溶液。以上药液配制
后冷藏备用。

１．３　实验仪器和试剂　采用酶联免疫吸附测定法
测定骨原交联、Ｉ型胶原Ｎ端前肽（ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅＩ
Ｎｔｅｒｍｉｎａｌｐｒｏｐｅｐｔｉｄｅ，ＰＩＮＰ），全自动生物化学分析
仪测定血液生物化学指标。

１．４　实验方法　正常组大鼠行假手术，其余３组大
鼠行双侧卵巢摘除术。将各组大鼠用质量分数

１０％水合氯醛按３ｍＬ·ｋｇ－１腹腔注射麻醉，腹位固
定。消毒后，取最末肋骨下、距脊柱外侧约２ｃｍ交
叉处剪开一长约２．０ｃｍ的切口，钝性分离（经筋膜、
肌层）逐层进入腹腔，可见乳白色脂肪组织，轻轻将

之提出腹腔，即可见被之包裹的粉红色“桑葚样”卵

巢，除正常组行假手术仅切除卵巢附近的一小块脂

肪组织外，其他３组结扎及剪断双侧卵巢组织，检查
无渗血，将脂肪组织和子宫角送回腹腔内，同法摘除

另一侧卵巢，分２层间断缝合关闭腹腔并缝合皮肤，
络合碘切口消毒。待麻醉苏醒后常规饲养，自由饮

水摄食３０ｄ，并注意观察大鼠食欲、精神状态等，每
周测１次体质量。３０ｄ后治疗组大鼠灌胃给予温阳
补肾方，对照组大鼠给予戊酸雌二醇片灌胃，给药剂

量为１ｍＬ·１００ｇ－１体质量，正常组和模型组大鼠每
日按体质量给予同等剂量的生理盐水。给药 １２周
后，测体质量，将各组大鼠用质量分数１０％水合氯
醛按３ｍＬ·ｋｇ－１腹腔注射麻醉，四肢展开平置于双
能Ｘ线吸收测量仪平台上，通过计算机 ｅｎＣｏｒｅ２００７
小动物软件系统测定全身骨矿物质密度（ｂｏｎｅｍｉｎ
ｅｒａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＢＭＤ）。由华中科技大学附属协和医院
核医学科检测。测定大鼠ＢＭＤ后腹主动脉采血，检
测血清骨原交联、ＰＩＮＰ水平、血清碱性磷酸酶（ａｌｋａ
ｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＫＰ）、钙（Ｃａ）、磷（Ｐ）含量。由武
汉市第一医院检验中心检测。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行数
据处理，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间
比较采用方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　温阳补肾方对大鼠血清骨原交联、ＡＫＰ、Ｃａ、Ｐ
水平的影响　结果见表１。与正常组比较，模型组
和治疗组大鼠 ＰＩＮＰ水平明显升高；模型组骨原交
联水平下降，治疗组骨原交联水平升高差异均有统

计学意义（Ｐ＜０．０１）。与模型组大鼠比较，治疗组
大鼠骨原交联水平升高，ＰＩＮＰ水平降低，差异均有
统计学意义（Ｐ＜０．０１）；对照组和治疗组大鼠血清
ＡＫＰ水平升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。治
疗组的 ＰＩＮＰ、骨原交联及 ＡＫＰ水平与对照组比较
差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。４组大鼠血清
Ｃａ、Ｐ水平比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。

表１　温阳补肾方对大鼠骨原交联、ＰＩＮＰ、ＡＫＰ、Ｃａ、Ｐ的影响
Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＷｅｎｙａｎｇｂｕｓｈｅｎｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｎｔｈｅｂｏｎｅｏｒｉｇｉｎａｌｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ，ＰＩＮＰ，ＡＫＰ，ＣａａｎｄＰｉｎｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄｒａｔｓ

（珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＰＩＮＰ／（μｇ·Ｌ－１） 骨原交联／（μｇ·Ｌ－１） ＡＫＰ／（ＩＵ·Ｌ－１） Ｃａ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） Ｐ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
正常组 １０ ５．２７３±０．６０４ ０．６９２±０．０４３ ９５．２５±１３．７６ ２．６１±０．１０ １．３４±０．２５
对照组 １０ ５．３０３±０．５４７ ０．６８５±０．０５１ １０４．３７±３５．９５ｂ ２．４８±０．１５ ０．９６±０．２３
模型组 １０ ５．９８４±０．６４７ａ ０．５１８±０．０４６ａ ７８．３５±２４．４９ ２．０６±０．０８ １．２３±０．３２
治疗组 １０ ５．２８８±０．３９９ａｂ ０．７０７±０．０６９ａｂ １２３．２５±３９．１７ｂ ２．５９±０．１１ １．０８±０．２５

　　注：与正常组比较ａＰ＜０．０１；与模型组比较ｂＰ＜０．０１。
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２．２　温阳补肾方对大鼠 ＢＭＤ的影响　结果见表
２。与模型组比较，治疗组、对照组和正常组大鼠
ＢＭＤ明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。治疗
组与对照组大鼠ＢＭＤ比较，差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。
表２　４组大鼠ＢＭＤ水平变化
Ｔａｂ．２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＢＭＤｏｆｒａｔｓｉｎｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ
全身ＢＭＤ／
（ｇ·ｃｍ－２）

腰椎ＢＭＤ／
（ｇ·ｃｍ－２）

右股骨ＢＭＤ／
（ｇ·ｃｍ－２）

正常组 １０ ０．１５７±０．００１ａ ０．２３８±０．０１２ａ ０．１８４±０．００１ａ

对照组 １０ ０．１５４±０．００２ａ ０．２２９±０．００１ａ ０．１７６±０．００１ａ

模型组 １０ ０．１４４±０．００３ ０．１９９±０．００２ ０．１５９±０．００１
治疗组 １０ ０．１６５±０．００６ａ ０．２４７±０．０１１ａ ０．１８１±０．００９ａ

　　注：与模型组比较ａＰ＜０．０５。

３　讨论

中医学无骨质疏松症这一病名，但根据其肢体软

弱无力、身高缩短、脊柱畸形（驼背或脊柱侧凸）等临

床表现来判定，多将其归属为“骨痿”范畴。根据肾藏

精，主骨生髓的理论，对骨质疏松的治疗主要以补肾

中药为主，而在补肾药中又以补益药中的补阳药物为

最多［４］。本研究温阳补肾方中淫羊藿、杜仲、补骨脂

补肾助阳益精，坚骨强筋；杜仲，性甘、温，归肝、肾经，

具有补肝肾、强筋骨之功效。巴戟天、肉苁蓉、牛膝、

丹参、当归活血补肝，填精益髓，甘草益气调和诸药，

共奏温阳补肾活血、强筋壮骨之功。

现代医药研究发现淫羊藿、补骨脂等补肾中药中

含有异黄酮类物质，具有类雌激素样作用，可促进成

骨细胞增殖及增强其活性并抑制破骨细胞，调节白细

胞介素６等细胞因子，从而促进骨形成，抑制骨吸
收［５７］。有研究发现，淫羊藿苷可强烈促进骨髓源基

质细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｓｔｒｏｍａｃｅｌｌ，ＢＭＳＣｓ）的成
骨性分化［８９］，表现在可显著提高 ＡＫＰ的活性，促进
骨钙素的表达和钙盐沉积，促进骨组织的修复，抑制

骨量丢失，提高股骨质量和基质表面密度，拮抗骨质

疏松。

血清ＡＫＰ被认为是成骨细胞分化的早期标志
物，是反映成骨细胞活性的重要指标。其主要由成骨

细胞产生，含量丰富，参与骨代谢的调节，其活性的强

弱间接反映了成骨细胞的活动情况［１０］。本研究治疗

组大鼠血清ＡＫＰ水平明显升高，提示骨转换及骨形
成增加。４组大鼠血清Ｃａ、Ｐ水平变化差异无统计学
意义，可能与Ｃａ、Ｐ代谢受多种因素影响有关。

Ⅰ型胶原由成骨细胞以原胶原的形式分泌，在
基质中被迅速裂解，脱下Ｎ末端肽与Ｃ末端肽成为
成熟Ⅰ型胶原。骨胶原的过度降解或合成减少均可
引起骨弹性和韧性降低，骨盐失去依附，溶解增多，

极易导致骨质疏松。本研究中与正常组比较，模型

组大鼠ＰＩＮＰ水平明显升高，骨原交联水平下降；与
模型组比较，治疗组能提高骨原交联水平，降低

ＰＩＮＰ水平；与对照组比较，血清骨原交联、ＰＩＮＰ水
平差异无统计学意义。

大量研究证实，卵巢摘除可造成骨吸收大于骨

形成的高转换型骨质疏松模型，其与人类绝经后骨

质疏松症相似［１１］。本实验结果显示，与未摘除卵巢

的正常组比较，模型组大鼠 ＢＭＤ降低，说明摘除卵
巢建立骨质疏松动物模型成功。与模型组比较，治

疗组及对照组大鼠ＢＭＤ水平显著提高，说明温阳补
肾方及雌激素具有显著提高大鼠 ＢＭＤ的作用。治
疗组与对照组大鼠ＢＭＤ比较差异无统计学意义，说
明温阳补肾方具有雌激素的作用特点，即可表现为

雌激素样作用，进而治疗骨质疏松症。

ＢＭＤ是目前用于骨质疏松症诊断及骨折危险
度评价最重要、最客观的检测指标，ＢＭＤ变化是判
定骨质疏松骨丢失率及药物疗效的重要客观依据。

本实验结果显示，模型组大鼠股骨的ＢＭＤ较正常组
明显降低，提示去卵巢能明显引起大鼠骨质疏松症

的发生；而治疗组大鼠 ＢＭＤ明显高于模型组，作用
与雌激素组接近，提示温阳补肾方丸能够对抗去卵

巢引起的雌性大鼠的骨丢失，增加ＢＭＤ。
本研究证明去势大鼠的 ＢＭＤ均有不同程度的

升高，与模型组比较差异有统计学意义，说明温阳补

肾方有一定的补肾壮骨功能，抑制骨吸收，促进骨形

成，能够延缓骨质疏松的发展，作为中医药治疗的一

种新方法有广泛的应用价值。
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