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补肾宁心方对小鼠绝经后骨质疏松的影响
王玉东6 李大金 王文君 朱 影

摘要 目的 探讨补肾宁心方防治绝经后骨质疏松的作用。方法 建立BALB／c小鼠绝经后骨质疏松

模型，灌服补肾宁心方浓缩液(简称补肾方组)，并以17 l|3一雌二醇为阳性对照(简称E2组)，以生理盐水为阴

性对照(简称模型组)。12周后处死，取血测Th，／Th，型细胞因子；取椎骨(L3—4)和左股骨测骨密度

(BMD)；取右股骨行骨组织形态计量分析；胫骨提取总RNA，半定量RT—PCR分析护骨素(oPG)的mRNA

表达。计算子宫对体重的比值，并行子宫组织切片观察。结果 补肾方组的IFN一7水平较模型组明显升高

(P<0．01)，而IL一4水平低于模型组(P<0．05)。补肾方组与E，组小鼠的BMD均改善，骨小梁面积增加，

OPG mRNA表达增加；但补肾方组小鼠的子宫明显小于E，组(P<0．05)，与模型组比较差异无显著性。结

论补肾方能够选择性地防治绝经后骨质疏松，对子宫无或仅有轻微的刺激作用。其机制可能与调节Th．／

Th，的偏移及提高oPG的表达，抑制破骨细胞的活性有关。
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Abstract objective To investigate the preventive and therapeutic effect of Bushen Ningxin decoction

(BSNX)on postmenopausal osteoporosis． Methods The BALB／c female mice postmenopausal osteoporosis

model was established．The model mice were treated by BSNX，with 1 713一estradiol(E2)and normal saline as

positive and negative control，respectively． AU mice were sac“ficed after 12 weeks’ treatment， the serum cy—

tokines Thl／Th2，bone mineral density(BMD)of vertebrae(L3—4)and left femur were determined，and mo卜

phological quantitative analysis of bone tissue of right femurs was performed and osteoprotegerin(OPG)mRNA

expression in tibia was detected by semi—quantitative RT—PCR．The ratio in weight of uterus to body was calcu—

lated，and uterine slice was gotten for histolo百cal observation． Results As compared with the negative control

group，the level of interferon一7(IFN一7)was significantly increased(P<0．01)and interleukin一4(IL一4)de—

creased(P<0．05)in the BSNX treated group．The BMD of mice were improved，area of bone trabecuIa and

OPG mRNA expression were increased in the BSNX treated and E2 treated group(P<0．01)．But the uterus in

the former was significantly smaller than that in the latter(P<0．0 1)，while it was not significantly different to

that in the negative control group． Conclusion BSNX can selectively prevent and cure the postmenopausal os—

teoporosis， it has no or slight stimulation on uterus． The mechanism may relate with its effects in regulating the

deViation of Thl／Th2，enhancing the OPG expression and inhibiting the activity of osteoclasts．
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本研究通过观察补肾宁心方(简称补肾方)对绝经

后骨质疏松(postmenopausal osteoporosis，PMOP)小鼠

的骨和子宫的作用，及其对Thl／Th2型细胞因子的调

控和护骨素(osteoprotegerin，OPG)表达的影响，以探

讨该方选择性防治绝经后骨质疏松的作用。
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材料与方法

1 动物8～9月龄雌性BALB／c小鼠40只，体

重18～21 g(中国科学院动物中心提供，合格证号

003)，按清洁级标准饲养。小鼠可以自由进食和饮水，

光照1 2h／天。各组小鼠的体重、妊娠和生育史等无

差异。

2 药物与试剂补肾宁心方由仙灵脾、当归、知

母、补骨脂、菟丝子、枸杞子、生地、酸枣仁、知母、黄柏、

甘草组成，制成浓缩液，每毫升含生药2 g，上海顺天堂

国药店提供；17 p一雌二醇(17 p—estradi01分子量

272．4)：购于Sigma公司，配成浓度为1×10。5 mol／L

的液体；IL一4、IFN一7的ELISA试剂盒为BD公司产

品；TRIzOL为Invitrogen产品；氯胺酮为华美公司

产品。

3 方法

3．1 PMoP小鼠模型的建立 小鼠用1 mg／ml

氯胺酮(100 mg／kg)腹腔注射麻醉，从背部切除双侧

卵巢(模型)或手术过程相同但不切除卵巢(假手术)；8

周后，各组同时随机取两只小鼠的腰椎和股骨，以病理

形态学确定PMOP模型的建立，排除手术的影响。

3．2实验分组40只小鼠随机分4组，每组10

只，即假手术组、模型组、E2组和补肾方组；E2组和补

肾方组分别于手术后第7天每天给17 B一雌二醇0．5

ml，补肾方组同时灌服补肾宁心方浓缩液0．5 m1，假

手术组和模型组则给予同体积生理盐水。灌药3个月

后，称量小鼠体重，颈椎脱臼法处死小鼠，心脏取血，分

离血清，存于一20℃待测；子宫称重，并确认卵巢完全

切除。分别取腰椎、股骨和胫骨行以下测定。

3．3 BMD测定 用美国Lunar公司DPX—L型

号的双能x线骨密度检测仪，采用小动物骨密度测定

软件，测定腰椎骨(L3—4)和左股骨的骨密度。

3．4 细胞因子(IFN一7和IL一4)测定 采用

ELISA法。一次性同时测定标准品和各组450 nm处

的OD值，根据标准品oD值求出拟合曲线后计算各

组IFN一7、IL一4的含量。

3．5骨组织形态计量分析取腰椎(L1—2)中

间和右股骨近端骨组织标本，去净软组织。椎体标本

取横切面，股骨标本取纵切面，常规HE染色。委托未

参与实验的病理医师以双盲法进行图像分析(1eica软

件)，每个切片随机测3个视野，测量骨小梁面积。

3．6 oPG RT—PCR半定量分析 将小鼠胫骨储

存于液氮中，取干骺端在液氮中匀浆，用TRIzOL提

取总RNA，用Robust RT—PCR kit(FINNZYMES公司

的F一580)根据说明进行反应。cDNA合成：42℃30

min，94℃2 min；PCR反应：94℃30 s，55℃30 s，72℃1

min，35个循环；延伸：72℃7 min，总体系50”l。PCR

产物于1．5％琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下观察照相并

扫描光密度(Alpha immager2200软件)。PCR引物由

上海博亚公司合成，序列如下：

OPG sense 5’一CATGTAG(ja：ATGAGGTa强G(胤：一3’

Anti—sense 5’一T(诮AGGTCGGTGTGAACGG戌mGGC一3’
(55℃)[1]

8一actin senSe 59一GGGCACAGTGTGGGTGA(>39

anti—sense 59一CTGGCACCACACCTTCTAC一39

(55℃)‘2 3

3．7检测小鼠子宫情况完整取出子宫，分离净

脂肪组织，称量子宫湿重并行子宫组织切片，计算子宫

(mg)／体重(g)的值。

4统计学方法所有数据输入SPSS 11．0分析，

组间比较用f检验，OPG mRNA的比较用方差分析。

结 果

1 补肾方对股骨、椎骨BMD的影响 见表1。

与模型组比较，假手术组股骨、椎骨和椎骨加股骨的

BMD平均值均显著上升(P<0．01)，说明模型成功建

立；E，组上述3项显著改善(P<0．05，P<0．01)；补

肾方组小鼠椎骨及椎骨加股骨的BMD平均值显著改

善(P<0．05)。补肾方组与E2组比较差异无显著性。

表1 各组小鼠BMD测定结果比较 (g／cm2，孟±s)

注：与模型组比较，+P<O．05，“P<0．01

2 补肾方对PMOP小鼠血清IFN一7、IL一4的影

响见表2。与模型组比较，E2组小鼠IFN一7含量显

著升高(P<0．05)，补肾方组小鼠IFN一7含量升高

(P<0．01)，IL一4含量下降(P<0．05)。

表2 各组小鼠血清IFN一7、IL一4测定结果

比较 (ng／L，j±s)

注：与模型组比较，”P<0．05．“P<O．叭

3 补。肾方对小鼠胫骨OPG mRNA表达、腰椎和股

骨骨小梁面积的影响见表3。与模型组比较，补肾方

组和砬组OPG mRNA表达水平提高(P<0．05，P<

0．01)，腰椎、股骨的骨小梁面积均增加(P<0．05，P<
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O．01)，补肾方组与E2组比较差异无显著性。

表3 各组小鼠胫骨OPG mRNA及椎骨、

股骨骨小梁面积测定结果比较 (孟±s)

注：与模型组比较，。P<0．05，”P<0．01

4补肾方对子宫的作用 见表4。与假手术组

比较，模型组和补肾方组小鼠子宫重量下降(P<

0．05，P<0．01)，E2组小鼠子宫重量增加(P<0．01)；

与模型组比较，E2组小鼠子宫及子宫重量／体重的比

值显著升高(P<0．05)；与E：组比较，补肾方组小鼠

上述两项指标均显著下降(P<0．05)。

表4 各组小鼠子宫重及子宫重／体重比结果比较(j±s)

注：与假手术组比较，+P<0．05，”P<O．01；与模型组比较，

6P<0．01；与E2组比较，‘P<0．05

5各组小鼠子宫组织学观察见图l。子宫切

片HE染色后，低倍镜(×20)下观察见：补肾方组与模

型组可见柱状上皮萎缩变薄，腺体数量减少，柱状上

皮、内膜间质和肌细胞中细胞核与胞质的比例下降，缺

少有丝分裂。而E2组柱状上皮增厚；腺体数量增加；

柱状上皮、内膜间质和肌细胞中细胞核与胞质的比例

升高，增生活跃。

讨 论

绝经后骨质疏松症属于中医学中“骨痹”、“骨痿”

范畴，主要病因病机是肾虚。补肾方以仙灵脾、菟丝

子、枸杞子平补肾中精气为君药；当归、骨碎补活血补

肾，生地、知母滋阴降火为臣药；酸枣仁宁心安神为佐；

黄柏、甘草引诸药人肾经，共奏补肾壮骨之功。

衰老时T淋巴细胞免疫功能减退，表现为CD28+

T细胞减少，Thl(IFN一了)下降，Th2(IL一4、IL一10)升高，

Th，／rh2比值降低∞’。绝经后妇女激素替代治疗

(HRT)可以逆转降低的NK细胞毒活性，但不能逆转

T细胞亚群或降低的IFN一了H’。我们研究发现，与模

型组比较，补肾方能上调IFN一7的分泌，而降低IL一4

的水平，从而整体上调整Th】／Th2的偏移，起到增强T

细胞免疫功能，延缓衰老的作用。

oPG属于可溶性肿瘤坏死因子(TNF)受体超家

族成员，通过结合RANKL(NF—KB受体激动子的配

体，位于成骨细胞)阻断其与RANK(NF—KB受体激动

子，位于破骨细胞)的结合，从而有效地抑制RANKL—

RANK介导的破骨细胞分化成熟，实现对破骨细胞功

能的抑制，以及调控骨量的作用。许多调控破骨细胞

分化的信号都是间接地控制成骨细胞RANKL或其

oPG产物来实现的H3。我们已经证实了补肾方对小

鼠成骨细胞的增殖和抗凋亡作用¨’。同时，补肾方能

够提高oPG mRNA的表达，从而抑制破骨细胞的活

性¨。。与模型组比较，补肾方组不但骨密度改善了，而

且骨小梁变粗，面积增加。

目前美国已经将雌激素列为致癌药物。我们的结

果也证实，雌激素虽能有效地预防绝经后骨密度的降

低，但同时也明显地促进子宫内膜增生，在一定程度上

提示了雌激素导致内膜癌的作用，这对于绝经后妇女

是不适宜的。补肾方能防治绝经后骨质疏松而对子宫

A B C

注：A为模型组；B为补肾方组；C为E：组

图1 各组小鼠子宫切片HE染色后光镜下(×20)观察
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无或仅有轻微的增生作用，其机制与促进成骨细胞增

殖，提高oPG的表达及调节Thl／Th2的偏移有关。
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益心安胃汤治疗功能性消化不良55例
李存德

2001年8月一2003年8月，笔者用自拟益心安胃汤治疗

功能性消化不良55例，并与用吗丁啉治疗的60例作对照，现

报告如下。

临床资料所有患者均符合文献诊断(潘国宇．现代肠胃

病学．北京：科学出版社，1994：935—936)。患者有上腹部痛或

不适，腹胀、早饱、嗳气、恶心呕吐等症状，并持续12周以上。

全部病例均经胃镜检查病理证实为正常。排除：内镜下见糜

烂、溃疡及肿瘤等器质性病变者及有肝、胆、胰、糖尿病、甲亢等

器质性疾病者。115例均为本院门诊患者，按抽签法随机分为

两组，治疗组55例，男23例，女32例；年龄16～76岁，平均

(43．8±18．4)岁；病程5个月～8年，平均(2．20±1．05)年。对

照组60例，男27例，女33例；年龄18～69岁，平均(41．6±

15．4)岁；病程4个月～10年，平均(2．10±0．93)年。两组资料

比较差异无显著性，具有可比性。

治疗方法 两组均用乳酸菌素片(每片0．4 g，远达药业集

团哈尔滨一洲制药有限公司产品)3片，每天3次嚼服，雷尼替

丁(每粒0．15 g，杭州民生制药厂生产)1粒，每天2次口服；幽

门螺杆菌阳性者(快速尿素酶试验)加服阿莫西林胶囊(每粒

0．25 g，华北制药集团制剂有限公司产品)2粒，每天3次口服

(青霉素过敏者除外)作为基础治疗。治疗组加服益心安胃汤，

基本方：熟地15 g 当归10 g 茯苓10 g 远志10 g 党

参15 g 白术10 g 柴胡10 g 川芎10 g 郁金10 g 枳

壳10 g 法半夏8 g 黄连10 g 干姜3 g。随症加减：脾胃

虚寒加熟附子、肉桂；返酸加煅瓦楞；瘀结偏重加桃仁、红花；胃

阴不足加麦冬、沙参、玉竹；每天1剂水煎分两次服。对照组加

服吗丁啉(西安杨森产品)每次10 mg，每天3次饭前服。两组

作者单位：河南省鹤壁市鹤煤集团总医院(河南458000)

均服1个月后评定疗效。测定指标：治疗前后进行血、尿常规

及肝肾功能检查，治疗过程中每周记录症状变化及不良反应。

统计学方法：计数资料用x2检验、计量资料用f检验。

结 果

1 疗效评定标准(自拟) 症状积分法：根据患者治疗前

后1周的主要症状表现，分度评价6个主症(腹胀、餐后早饱、

暖气、恶心呕吐、上腹痛、反酸烧心)，每一症状按轻、中、重分别

计分1、3、5分，无症状计0分，轻度为偶尔有症状，中度为症状

较常出现，重度为每日均有症状。疗效指数=(治疗前症状积

分一治疗后症状积分)／治疗前症状积分×100％。疗效指数>

75％为治愈，30％～75％为有效，<30％为无效。

2 临床疗效治疗组55例，治愈36例(65．5％)，有效

17例(30．9％)，无效2例(3．6％)，总有效率为96．4％。对照

组60例，治愈21例(35．0％)，有效24例(40．0％)，无效15例

(25．0％)，总有效率为75．0％。治愈率及总有效率两组比较

差异均有显著性(P<O．05)。

3 两组治疗前后症状积分情况治疗组治疗前为(22．5±

4．1)分，治疗后为(5．4±1．7)分(P<0．05)；对照组分别为

(21．9±4．0)分、(10．1±2．6)分(P<0．05)。治疗后积分治疗

组明显低于对照组(P<0．05)。

4 不良反应治疗组治疗过程中未发现任何不良反应。

讨论功能性消化不良属中医学胃脘痛、痞证范畴，为

脾胃气阴不足、肝脏疏泄失常。益心安胃汤基于此病机而设，

方中熟地、当归、茯苓、远志、川芎补心血安心神；党参、白术、茯

苓健脾益气养胃；柴胡、郁金、枳壳疏肝理气解郁；半夏、干姜、

黄连辛通苦降，使中焦气机得以升降，能和胃降逆除痞，全方共

奏补心安神疏肝健脾和胃降逆之功效。

(收稿：2005一01一08 修回：2005一08—10)
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