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  [ 摘要]  目的: 研究补肾方对去势后雌鼠骨质疏松的治疗及其机制。方法: 80只雌性 SD大鼠分为 5组: 正常对照组、假

手术组、骨质疏松模型组、雌激素组、补肾方高、低剂量组。手术 12周后开始给药, 连续给药 12周, 放射免疫法检测血清雌激

素( E2) 、白细胞介素-6( IL-6) 、肿瘤坏死因子-α( TNF-α) 和胰岛素样生长因子-1( IGF-1) 含量, 观察股骨组织的病理变化。结

果: 模型组 E2 , IGF-1 含量下降; 补肾方低剂量组和雌激素组 E2 , IGF-1含量显著增加, IL-6和 TNF-α含量显著下降。补肾方低

剂量组与雌激素组比较差异无显著性。结论:补肾中药有明显抗去势大鼠骨质疏松的作用, 其机制可能与增加 E2 和 IGF-1、

降低 IL-6和 TNF-α水平有关,为临床应用补肾中药治疗绝经后骨质疏松提供依据。
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  骨质疏松症( Osteoporosis , OP) 是以骨量减少、

骨组织微结构退化为特征,致使骨的脆性增加以及

易发生骨折的一种全身骨骼疾病
[ 1 ] ,研究表明细胞

因子在骨代谢中起着重要作用。中医理论认为 OP

的发病与“肾虚”有关
[ 2]
。临床实践亦证实,运用补

肾中药防治骨质疏松疗效显著,但其机制尚有待深

入研究。本试验拟观察补肾方对去势雌性大鼠骨质

疏松的治疗作用及探讨其机制,为补肾方防治骨质

疏松提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物与分组 选用 6 月龄雌性健康 SD大鼠

80 只,清洁级,体重( 300 ±20) g,由郑州大学医学院

实验动物中心提供,动物合格证号 SCXK( 豫) 2009-

0001。大鼠随机分为正常组、假手术组和手术组,分

别为 20, 10, 50 只。去势术后 12 周,从正常和手术

组两组中各随机抽取 10 只大鼠,行骨密度检测。确

定造模成功后,再将手术组余下的 40 只大鼠随机分

为 4 组,模型组、雌激素组、补肾方高、低剂量组,每

组 10 只。

1.1.2 药物 补肾方由淫羊藿、补骨脂、骨碎补、菟

丝子、墨旱莲、女贞子、牛膝等药物( 各 10 g) 组成,由

深圳市三九现代中药有限公司制备成颗粒冲剂,配

制成含生药 2 g·mL - 1
药液,精滤灭菌,封闭备用。

1.1.3 试剂 血清雌激素( E2 ) 、白细胞介素-6( IL-

6) 、肿瘤坏死因子-α( TNF-α) 、胰岛素样生长因子-1

( IGF-1) 试剂盒均购自北方生物制品研究所。

1.1.4 仪器 Lunar双能 X 线骨密度仪, 美国 GE

公司; FA2004A型电子天平,上海精天电子仪器公

司 ; SN-695 型智能放射免疫测量仪, 上海光辐射仪

器有限公司; PRS-3 电子干燥箱 ,湖北应山国营电

子元件厂。722 分光光度计, 上海第三分析仪器

厂 ; U-CMAD3 型 OLYMPUS显微镜,日本 OLYMPUS

公司。

1.2 去势雌鼠模型制备及给药方法

1.2.1 模型制备  参考文献方法
[ 3]
制备模型。手

术前禁食 6 h, 3% 戊巴比妥钠 1 mL·kg
- 1

, ip 麻醉

后,俯位固定,背侧脊柱旁开 1 cm处无菌操作切开

皮肤,分离皮下和肌肉组织,找到并摘除双侧卵巢,

向腹腔内滴入青霉素注射液 ( 10 万 U·mL
- 1

) 数滴,

逐层缝合。术后分笼饲养,自行摄食饮水。每只 im

青霉素 5 万 U·d
- 1

, 共 3 d。假手术组于同样条件

下,在卵巢附近仅取出 1 块与卵巢大小相当的脂肪

组织,其余步骤同上。

1.2.2 给药方法  术后 12 周,分别从正常组和手

术组中随机各选取 10 只大鼠,进行骨密度测定。确

定骨质疏松模型成功后,再开始对各组进行连续 12

周 ig处理。正常组、假手术组、模型组均给予蒸馏
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水 10 mL·kg - 1 , ig, 1 次 /d;补肾方高、低剂量组分别

予补肾方 9. 6, 4. 8 g·kg
- 1

( 相当于临床剂量的 10

倍) ig 1 次 / d;雌激素组给予尼尔雌醇混悬液 0. 9 mg

·kg
- 1

, ig, 1 次 /周,连续 12 周。

1.3 观察指标和测定方法

1.3.1 血样品收集及血清指标测定  所有动物处

死前 8 h禁食,不禁水。摘单侧眼球取血,离心分离

血清,取上清液置于 - 20 ℃冰箱保存待测。放射免

疫法检测 E2, IL-6, TNF-α, IGF-1 的含量,按试剂盒

说明书操作进行。

1.3.2 大鼠股骨病理组织学观察  处死大鼠后,剥

离左侧股骨,将附着的肌肉和筋膜剔除干净, 10%福

尔马林固定,硝酸法脱钙,石蜡包埋, 切片取关节软

骨下松质骨区域,片厚 5 ～7 μm, HE染色。

1.4 统计学处理 计量资料用 珋x ±s表示, 组间比

较采用 t检验和方差分析。应用 SPSS11. 5 软件进

行统计分析。P <0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 补肾方对血清 E2 , IL-6, TNF-α, IGF-1 的影响

除补肾方高剂量组的大鼠治疗成活率过低,测

定结果( 原因有待分析) 研究没有统计学意义,其余

各治疗组均具有统计学意义( 表 1) 。
表 1补肾方对大鼠血清 E2, IL-6,TNF-α, IGF-1 含量的影响 ( 珋x±s , n =10) ng·mL - 1

组别 剂量 /g·kg - 1 E2 IL-6 TNF-а IGF-1

正常 - 0. 25 ±0. 41 0. 25 ±0. 55 255. 13 ±32. 01 16. 79 ±8. 96

假手术 - 0. 24 ±0. 912) 0. 31 ±0. 851) 275. 73 ±58. 011) 18. 90 ±6. 532)

模型 - 0. 12 ±0. 85 0. 53 ±0. 25 509. 83 ±71. 42 12. 52 ±4. 75

尼尔雌醇 9 ×10 - 4 0. 27 ±0. 72 2) 0. 23 ±0. 072) 362. 98 ±87. 921) 12. 49 ±5. 35

补肾方 4. 8 0. 26 ±0. 35 2) 0. 26 ±0. 182) 372. 49 ±62. 131) 15. 39 ±8. 591)

  注 :与模型组比较 1) P < 0. 05, 2) P < 0. 01。

试验结果显示:模型组与假手术组比较,血清 E2 显

著降低 ( P < 0. 01 ) , IL-6, TNF-а显著升高 ( P <

0. 05) , IGF-1 显著减少 ( P < 0. 01)。治疗 12 周后,

雌激素组与模型组比较, 血清 E2 显著升高 ( P <

0. 01) , IL-6, TNF-α显著减少( P < 0. 01, P < 0. 05) 。

补肾方组与模型组比较, 血清 E2 显著升高 ( P <

0. 01) , IL-6, TNF-α显著减少( P < 0. 01, P < 0. 05) ,

IGF-1 显著增加 ( P < 0. 05) 。两治疗组间无差异。

应用非参数 Spearman等级相关分析显示,补肾方组

E2 与 IGF-1 呈正相关( r =0. 38, P <0. 05) ; E2 与 IL-

6 呈负相关 ( r = - 0. 33, P < 0. 05) ; E2 与 TNF-α呈

负相关( r = - 0. 55, P <0. 01)。

2.2 去势雌鼠股骨病理组织学改变

正常组与假手术组:骨松质结构清楚,骨小梁粗

大饱满,结构均匀, 整齐排列并连接成网,形态结构

完整;骨髓腔相对较小,腔内造血细胞数量较多,有

少量脂肪细胞,无融合现象;骨皮质致密,边缘整齐。

模型组:骨小梁数目明显减少,形态结构不完整,变

细、扭曲、稀疏、断裂、可见游离末端,排列紊乱,大部

分不能连接成网状;骨小梁间隙增大,骨髓腔明显增

宽,腔内造血细胞数量减少,脂肪空泡多,有的融合

呈泡状,呈典型的骨质疏松改变。雌激素组:骨小梁

稍细,稀疏,数量增加,排列尚整齐并连接成网,部分

区域骨小梁间隙略增大, 骨髓腔内造血细胞数量较

多。补肾方组:骨皮质可见骨小梁较细, 稍稀疏,有

断裂,排列尚整齐并连接成网。部分区域骨小梁间

隙略增大,骨髓腔内造血细胞数量较多,见图 1。

图 1 大鼠股骨病理切片 ( HE, 10×10)

A. 假手术组 ; B. 模型组 ; C. 尼尔雌醇 0. 9 mg· kg - 1组 ;

D. 补肾方 4. 8 g· kg - 1组

3 讨论

绝经后妇女骨质疏松的病因除老龄化引起骨量

减少外,主要是由于体内雌激素水平下降, 其形成
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除与全身性调节激素有关外,还与细胞因子的影响

密切相关。雌激素在骨代谢平衡中起着重要的调节

作用,可直接抑制成骨细胞分泌 TNF-α和 IL-6。由

于去势雌鼠分泌血清 E2 功能丧失,体内血清 E2 水

平下降,解除或降低了 E2 对 IL-6, TNF-α的抑制作

用,从而使 TNF-α和 IL-6 水平增加,本试验结果与

文献报道结果一致
[ 4]
。经治疗后,与模型组比较,雌

激素组、补肾方组血清 E2 均显著升高 ( P < 0. 01) ,

TNF-α和 IL-6均显著减少 ( P < 0. 05)。相关性分析

结果显示,补肾方组 E2 与 TNF-α, E2 与 IL-6 均呈负

相关,提示补肾中药对去势雌鼠骨吸收有明显的拮

抗作用,其机制可能与补肾中药升高血清 E2、减少

TNF-α和 IL-6的表达有关。

胰岛素样生长因子-1( IGF-1) 是骨重建的重要

调节因子
[ 5]
。本试验结果显示,去势雌鼠血清 IGF-1

显著减少( P < 0. 01) ,绝经后 E2 水平降低, 加速骨

吸收和骨转换,引起 IGF-1 亦下降。治疗后, 补肾方

组血清 IGF-1 显著增加,说明补肾方可上调去势大

鼠血清 IGF-1 的水平。但雌激素组与模型组比较,

血清 IGF-1无显著性差异,与文献报道相近
[ 6 ]

,推测

可能雌激素替代治疗使骨吸收与骨形成达到新的平

衡。相关性分析显示,补肾中药组 E2 与 IGF-1 呈正

相关, E2 可能影响 IGF-1 的合成和分泌。补肾方可

能具有类雌激素样作用, 通过一定程度上调 E2 水

平,影响 IGF-1 的含量,从而发挥治疗绝经后骨质疏

松症的作用。

去势雌鼠股骨形态学改变结果显示:补肾方治

疗后,骨皮质可见骨小梁较细,排列较为一致。提示

补肾方可改善大鼠骨质疏松骨组织结构。

中医认为肾虚是骨质疏松的主要病机,补肾中

药治疗骨质疏松机制的研究是目前的热点。补肾方

由淫羊藿、补骨脂、骨碎补、菟丝子、墨旱莲、女贞子、

牛膝等药物组成,该方能显著改善去势雌鼠骨组织

结构,发挥其抗骨质疏松的作用。说明补肾中药具

有雌激素样作用,该方与雌激素疗效接近,且无雌激

素样副作用。其机制可能与补肾中药所含植物雌激

素与骨细胞雌激素受体结合,下调 TNF-α和 IL-6,上

调 IGF-1,抑制骨的破坏吸收,同时促进骨的形成,恢

复其原有的动态平衡有关,其详细机制有待进一步

研究。
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