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基金项目#上海市浦江计划资助项目 $

74

!

#"8'#9"%$""

%&上海高校创新团队 $第二期%建设项目&上海市自然科学基金资助项目

$

74

!

"%:;#9$!"""

%&上海市浦东新区卫生系统重点学科群建设项目$

7468*:<=>!"##

"

"#

%

作者单位#

#6

上海中医药大学康复医学院康复基础教研室$上海
!"#!"$

%&

!6

上海市光华中西医结合医院类风关内科$上海
!"""?!

%&

$6

上海

中医药大学基础医学院实验中医学教研室$上海
!"#!"$

%

通讯作者#冯#伟!

)-5

#

"!#

"

?#$!$"!?

!

@

$

0AB5

#

CDEBFE-2GH4/0AB56I40

JK(

#

#"

!

LMM#N&'(+

!

!"#$

!

"%

!

#!!#

淫羊藿苷对
!

型胶原诱导型关节炎大鼠骨破坏及

血清
;O7PQNK8R

的干预作用

刘益杰#

#冯#伟#

#何东仪!

#汪巧巧$

摘要#目的#观察淫羊藿苷对
!

型胶原诱导型关节炎!

I455AE-F

$

BFSTI-S A2/H2B/BU

"

&(O

#大鼠血清破

骨细胞分化因子!

2-I-./42 AI/BVA/42 4C 7W"X

$

5BEAFS

"

;O7PQ

#和护骨素!

4U/-4.24/-E-2BF

"

K8R

#的影响

及对骨破坏的保护作用$ 方法#除正常组!

Y

只#外"其余大鼠用牛
!

型胶原和完全弗氏佐剂注射诱导建立

&(O

大鼠模型$ 选取关节炎指数!

A2/H2B/BU BFS-<

"

O(

#

!M

分的
&(O

大鼠
!9

只"根据其
O(

评分分为模型

组%甲氨喋呤组和淫羊藿苷组"每组
Y

只$ 正常组和模型组给予生理盐水灌胃"甲氨喋呤组给予甲氨喋呤每

周
? 0EN=E

灌胃"淫羊藿苷组给予淫羊藿苷
!" 0EN

!

=E

&

S

#灌胃"均连续给药
9

周$ 每周记录大鼠
O(

评

分$ 给药结束后"

Z@

染色观察踝关节组织形态学变化'

[

射线检查足趾骨质破坏与骨质疏松情况'

@Q(,O

法测定血清
;O7PQ

%

K8R

水平$ 结果#给药
9

周后"与模型组比较"淫羊藿苷组
O(

评分%

QA2U-F

评分%血

清
;O7PQ

水平及
;O7PQNK8R

比值明显降低"

K8R

水平明显升高"差异均有统计学意义!

8 \"

!

"?

"

8 \

"

!

"#

#'甲氨喋呤组上述指标均降低"差异无统计学意义!

8 ]"

!

"?

#$

Z@

染色示淫羊藿苷组关节滑膜增生%

炎症细胞浸润与软骨面破坏程度明显减轻$ 结论#淫羊藿苷能缓解或减轻
&(O

大鼠骨破坏程度"其作用机

制可能与降低
&(O

大鼠血清
;O7PQ

水平"提高
K8R

浓度进而降低
;O7PQNK8R

比例有关$

关键词#淫羊藿苷'胶原诱导型关节炎'破骨细胞分化因子'护骨素'骨破坏

@CC-I/ 4C (IA2BBF 4F X4F- J-U/2TI/B4F AFS ,-2T0 ;O7PQNK8R Q-V-5U BF )^.- ! &455AE-F

$

BFSTI-S

O2/H2B/BU ;A/U

#

Q(_ `B

$

aB-

#

!

W@7R *-B

#

!

Z@ J4FE

$

^B

!

!

AFS *O7R bBA4

$

>BA4

$

#

# XAUBI +-SBIBF- J-.A2/

$

0-F/ 4C ;-HA1B5B/A/B4F

!

;-HA1B5B/A/B4F &455-E-

!

,HAFEHAB _FBV-2UB/^ 4C )2ASB/B4FA5 &HBF-U- +-SBIBF-

!

,HAFE

$

HAB

$

!"#!"$

%!

&HBFA

&

! (F/-2FA5 +-SBIBF- J-.A2/0-F/ 4C ;H-T0A/454E^

!

,HAFEHAB RTAFEHTA Z4U.B/A5 4C

(F/-E2A/-S )2ASB/B4FA5 AFS *-U/-2F +-SBIBF-

!

,HAFEHAB

$

!"""?!

%!

&HBFA

&

$ J-.A2/0-F/ 4C QA142A/42^

)&+

!

XAUBI +-SBIA5 &455-E-

!

,HAFEHAB _FBV-2UB/^ 4C )2ASB/B4FA5 &HBF-U- +-SBIBF-

!

,HAFEHAB

$

!"#!"$

%!

&HBFA

OX,);O&)

#

K1a-I/BV-

#

)4 41U-2V- /H- -CC-I/ 4C (IA2BBF

$

(&O

%

4F U-2T0 2-I-./42 AI/BVA/42 4C

7W"X

$

5BEAFS

$

;O7PQ

%

N4U/-4.24/-E-2BF

$

K8R

%

.24STI/B4F AFS 14F- S-U/2TI/B4F BF /^.- ! I455AE-F

$

BF

$

STI-S A2/H2B/BU

$

&(O

%

2A/U 6 +-/H4SU

#

)H- &(O 2A/ 04S-5 DAU -U/A15BUH-S BF A55 2A/U

!

-<I-./ /H4U- BF /H-

F420A5 E24T.

$

F cY

%

TUBFE 14VBF- /^.- ! I455AE-F AFS I40.5-/- W2-TFS

%

U ASaTVAF/6 )4/A55^ !9 &(O 2A/U

DB/H A2/H2B/BU BFS-<

$

O(

%

! M D-2- U-5-I/-S AFS SBVBS-S BF/4 /H- 04S-5 E24T.

!

/H- 0-/H4/2-<A/-

$

+)[

%

E24T.

!

AFS /H- (&O E24T. AII42SBFE /4 /H- O( UI42-

!

Y BF -AIH E24T.6 7420A5 UA5BF- DAU EBV-F /4 2A/U BF

/H- F420A5 E24T. AFS /H- 04S-5 E24T. 1^ EAU/24EAVAE-6 +)[ A/ /H- D--=5^ S4U- 4C ? 0EN=E DAU EBV-F /4

2A/U BF /H- +)[ E24T.6 (&O A/ /H- SAB5^ S4U- 4C !" 0EN=E DAU EBV-F /4 2A/U BF /H- (&O E24T.6 O55 0-SBIA/B4F

5AU/-S C42 9 D--=U6 )H- O( UI42-U D-2- 2-I42S-S 4FI- A D--=6 ZBU/4042.H454EBI IHAFE-U 4C /H- AF=5-

a4BF/ D-2- 41U-2V-S 1^ Z@ U/ABFBFE6 )H- 14F- S-U/2TI/B4F AFS /H- 4U/-4.424UBU 4C /H- C44/ .HA5AF< D-2-

S-/-I/-S 1^ [

$

2A^ 6 ,-2T0 5-V-5U 4C ;O7PQ AFS K8R D-2- S-/-20BF-S 1^ -Fd^0-

$

5BF=-S B00TF4U421-F/
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AUUA^

$

@Q(,O

%

6 ;-UT5/U

#

OC/-2 9

$

D--= BF/-2V-F/B4F

!

DH-F I40.A2-S DB/H /H- 04S-5 E24T.

!

O( UI42- AFS

QA2U-F UI42- D-2- UBEFBCBIAF/5^ 54D-2

!

/H- U-2T0 ;O7PQ I4FI-F/2A/B4F AFS /H- ;O7PQNK8R 2A/B4 41VB

$

4TU5^ S-I2-AU-S

!

DHB5- /H- U-2T0 K8R I4FI-F/2A/B4F 41VB4TU5^ BFI2-AU-S BF /H- &(O E24T.

$

8 \"

!

"?

!

8 \

"

!

"#

%

6 (F /H- +)[ E24T.

!

/H- AC42-UABS BFSBI-U S-I2-AU-S

!

1T/ DB/H4T/ U/A/BU/BIA5 SBCC-2-FI-

$

8 ]"

!

"?

%

6

;-UT5/U 4C Z@ U/ABFBFE BFSBIA/-S /HA/ H^.-2.5AUBA 4C a4BF/ U^F4VBT0

!

BFCB5/2A/B4F 4C BFC5A00A/42^ I-55U

!

AFS

/H- S-E2-- 4C A2/BIT5A2 IA2/B5AE- S-U/2TI/B4F D-2- 41VB4TU5^ A55-VBA/-S BF /H- (&O E24T.6 &4FI5TUB4F

#

(&O

I4T5S A55-VBA/- 42 5-UU-F /H- S-E2-- 4C A2/BIT5A2 IA2/B5AE- S-U/2TI/B4F BF &(O 2A/U

!

AFS B/U 0-IHAFBU0 0BEH/

1- AUU4IBA/-S DB/H 2-STIBFE U-2T0 5-V-5U 4C ;O7PQ AFS -5-VA/BFE 5-V-5U 4C K8R

!

/HTU CT2/H-2 S-I2-AUBFE

/H- 2A/B4 4C ;O7PQNK8R6

P@`*K;J,

#

(IA2BBF

&

I455AE-F

$

BFSTI-S A2/H2B/BU

&

2-I-./42 AI/BVA/42 4C 7W"X

$

5BEAFS

&

4U/-4.24/-E-2BF

&

4U/-4I5AU/4E-F-UBU

##类风湿关节炎$

2H-T0A/4BS A2/H2B/BU

!

;O

%是一

种以关节滑膜炎症为特征'以骨破坏为最终转归的慢

性自身免疫性疾病!破骨细胞$

4U/-4I5AU/

!

K&

%在其

骨质破坏的病理机制中发挥重要作用(

#

)

* 破骨细胞

分化因子 $

2-I-./42 AI/BVA/42 4C 7W"X

$

5BEAFS

!

;O7PQ

%和护骨素$

4U/-4.24/-E-2BF

!

K8R

%是调控

K&

激活'分化及其骨吸收活性的核心因子* 前者通

过与破骨细胞分化因子受体$

2-I-./42 AI/BVA/42 4C

7W"X

!

;O7P

%结合来刺激
K&

的分化!增强其活性!

并抑制其凋亡&后者可以竞争性结合
;O7PQ

!从而阻

断
;O7PQ

与其受体
;O7P

的结合!进而负性调节

K&

的分化'增殖和活性!

;O7PQN;O7PNK8R

环路

是调节骨代谢的重要途径(

!

)

* 淫羊藿苷是传统补阳

类中药淫羊藿的主要有效成分* 笔者前期研究证实淫

羊藿苷能抑制
(Q

$

##

刺激类风湿关节炎成纤维滑膜细

胞 $

2H-T0A/4BS A2/H2B/BU U^F4VBA5 CB12415AU/U

!

;O,WU

%的增殖!下调其培养上清中肿瘤坏死因子
$

$

)7W

$

$

%和
;O7PQ

的含量(

$

)

* 本研究采用
!

型胶

原诱导型关节炎$

I455AE-F

$

BFSTI-S A2/H2B/BU

!

&(O

%

大鼠为研究对象!从组织病理学和放射学角度观察淫

羊藿苷对
&(O

大鼠骨破坏的保护作用!并分析大鼠血

清
;O7PQNK8R

变化!为其临床用于
;O

防治提供实

验依据*

材料与方法

#

#动物#清洁级
*BU/A2

雌性大鼠
9"

只!体重

$

#!"

&

#"

%

E

!购自上海斯莱克实验动物有限公司!动

物合格证号#

,&[P

$沪% "

!""L

"

"""?

!饲养环境为

上海中医药大学实验动物中心
,8W

级动物房*

!

#药物'试剂及仪器#淫羊藿苷$南京泽朗生物

有限责任公司!批号#

:Q"%"%#!

!纯度
!%Ye

%!甲氨

蝶呤注射液(

+)[

!批号#

"%"?"9

!上海医药$集团%有

限公司)* 牛
!

型胶原$

&H4FS2-<

公司!美国%'弗氏

完全佐剂$

,BE0A

公司!美国%'冰醋酸$北京化学试剂

公司%!

;O7PQ

'

K8R @Q(,O =B/

$

&TUA1B4

!中国%*

低温高速台式离心机$

@..-FS42C

!

?Y"9;

型%'酶标

仪$

XB4

$

)-=

!

@Q[Y""

型%*

$

#分组'造模及给药#将牛
!

型胶原溶解于

"

!

"? 045NQ

乙酸!与等体积弗氏完全佐剂充分乳化

$冰上操作%!配制成胶原乳剂!使胶原终浓度为

! 0EN0Q

*初次免疫于大鼠尾根部
! f$ I0

处皮下注

射
#"" %Q

胶原乳剂!

#

周后加强免疫于大鼠臀背部脊

柱两侧皮下分点注射初次免疫半量胶原乳剂* 正常组

$

Y

只%注射等量生理盐水*

激发免疫后
#

周!

&(O

模型大鼠出现不同程度关节

肿胀* 筛选关节炎指数$

A2/H2B/BU BFS-<

!

O(

%评分
!M

分者!根据其
O(

评分分为模型组'甲氨喋呤组和淫羊藿

苷组!每组
Y

只* 正常组和模型组给予生理盐水
$ 0QN

$

=E

"

S

%灌胃!甲氨喋呤组给予每周
+)[ ? 0EN=E

(

9

)

灌胃!淫羊藿苷组给予淫羊藿苷
!" 0EN

$

=E

"

S

%

(

?

)灌

胃!均连续给药
9

周后处死大鼠并取材*

9

#观察指标及检测方法

9

!

#

#

O(

评分#参照文献(

M

)方法对
&(O

大鼠足

趾肿胀程度进行
O(

评分* 评价标准为#

"

分#无关节

炎&

#

分#有红色斑点或轻度肿胀&

!

分#关节部位中度

肿胀&

$

分#严重肿胀&

9

分#严重肿胀且不能负重* 每

只大鼠四肢评分相加得到该大鼠
O(

评分!总分为
"

'

#M

分!每周记录
#

次*

9

!

!

#

Z@

染色观察大鼠踝关节软骨组织形态学

变化#取各组大鼠右后肢置于
#"e

中性福尔马林溶

液中固定
#"

天!隔
$

天换液* 固定结束后!

#"e

@J)O

溶液脱钙
!

个月&后经脱水'包埋'切片!

Z@

常

规染色!观察各组大鼠踝关节关节软骨的破坏情况*

9

!

$

#大鼠足趾关节
[

线放射学检查#给药结束
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%

"!""$#"

后!自胫骨近端分离大鼠左侧后肢!

[

线$电压
$" =3

!

电流
$" 0O

!曝光时间
9 0U

%检查其足趾骨质改变情

况!参照
QA2U-F

评分标准(

L

)对大鼠足趾关节骨质破

坏情况进行评分!评分标准为#

"

分#正常&

#

分#轻度

异常!包括关节周围软组织肿胀!骨质疏松和$或%轻

微关节间隙狭窄&

!

分#明确的早期异常!包括明显骨

质侵蚀改变!有或没有关节间隙的狭窄&

$

分#轻度关

节破坏!伴关节间隙狭窄
\

正常的
?"e

&

9

分#重度关

节破坏!关节间隙狭窄
!

正常的
?"e

!但未消失&

?

分#多个关节残毁!关节间隙消失*

QA2U-F

评分由

放射科医生和骨伤科医生一同参与*

9

!

9

#

@Q(,O

法测定大鼠血清
;O7PQ

'

K8R

水

平#给药结束后!以
"

!

# 0QN#"" E $e

戊巴比妥钠腹

腔麻醉大鼠!经腹主动脉取不抗凝血液约
9 0Q

!

9

(

静置过夜后于
9

('

$ """ 2 N0BF

离心
!" 0BF

!仔细收

集上清! "

!"

(保存*

@Q(,O

法测定血清
;O7PQ

'

K8R

浓度*

?

#统计学方法#应用
,8,, #Y

!

"

统计软件进

行分析* 计量资料以
<

&

U

表示!多组比较采用单因素

方差分析!组间两两比较采用
Q,J

法*

8 \"

!

"?

为差

异有统计学意义*

结##果

#

#各组大鼠
O(

评分比较$图
#

%#激发免疫
#

周

后!开始干预前!正常组足趾及踝部无红'肿'溃破等现

象!

O(

评分为
"

&模型组大鼠出现不同程度急性关节炎

足趾肿胀症状!

O(

评分为$

##

!

YY

&

!

!

Y"

%分!与正常

组比较!差异有统计学意义$

8 \ "

!

"#

%!提示造模成

功* 给药
9

周后!模型组
O(

评分为$

#"

!

#$

&

!

!

M9

%

分!甲氨喋呤组
O(

评分为$

Y

!

L?

&

$

!

!Y

%分!淫羊藿苷

组为$

L

!

#$

&

!

!

L"

%分!其中淫羊藿苷组与模型组比

较!差异有统计学意义$

8 \"

!

"?

%*

##注#与模型组同期比较!

"

8 \"

!

"?

图
#

#各组大鼠
O(

评分比较

!

#各组大鼠踝关节软骨组织形态学比较$图
!

%

Z@

染色结果显示!正常组踝关节软骨面平滑!潮线清

晰!未见明显滑膜增生'炎症细胞浸润&模型组大鼠踝

关节关节面破坏严重!大量炎症细胞浸润吞噬软骨面

及软骨下骨&甲氨喋呤组踝关节部分关节软骨破坏!部

分潮线清晰!少量炎症细胞浸润&淫羊藿苷组关节软骨

轻度破坏!轻度滑膜增生与炎症细胞浸润!潮线基本

可见*

##注#

O

为正常组&

X

为模型组&

&

为甲氨喋呤组&

J

为淫羊藿

苷组&图
$

同&

X

图箭头示严重踝关节软骨面侵蚀和炎症细胞浸

润&

J

图箭头示关节软骨面骨破坏和炎症细胞浸润情况明显缓解

图
!

#各组大鼠踝关节软骨组织形态学比较#$

Z@

! )

!""

%

$

#各组大鼠足趾关节放射学检查结果$图
$

%及

QA2U-F

评分比较#各组大鼠
[

线片示#正常组左后

踝关节'足趾关节未见明显骨质疏松及骨质破坏!关节

关系较为清晰!

QA2U-F

评分为
"

&模型组大鼠见明显

关节结构模糊'间隙消失!关节破坏融合!见明显骨质

破坏和疏松!

QA2U-F

评分为$

9

!

$Y

&

"

!

L9

%分!明显高

于正常组$

8 \"

!

"?

%&甲氨喋呤组大鼠骨质疏松和破

坏较模型组缓解程度不明显! 关节结构和关节间隙多

图
$

#各组大鼠足趾关节
[

线片比较
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模糊欠清晰!

QA2U-F

评分为$

$

!

YY

&

#

!

!M

%分!较模型

组降低$

8 ]"

!

"?

%&淫羊藿苷组骨质疏松'骨破坏程度

缓解明显!关节间隙较模型组大鼠关节间隙清晰!部分

大鼠
[

线示仅有足趾关节不同程度关节破坏'骨质疏

松!踝关节
[

线表现接近正常组!淫羊藿苷组
QA2U-F

评分为$

$

!

!?

&

"

!

L#

%分!较模型组和甲氨喋呤组均明

显降低$

8 \"

!

"?

%*

9

# 各 组 大 鼠 血 清
;O7PQ

'

K8R

水 平 及

;O7PQNK8R

比值比较$表
#

%#给药
9

周后!模型组

大鼠血清
;O7PQ

'

K8R

水平及
;O7PQNK8R

比值均

较正常组明显升高$

8 \ "

!

"#

!

8 \ "

!

"?

%* 与模型组

比较!甲氨喋呤组血清
;O7PQ

'

K8R

水平及
;O7PQN

K8R

比值降低!差异无统计学意义$

8 ]"

!

"?

%&淫羊

藿苷组血清
;O7PQ

水平及
;O7PQNK8R

比值明显

降低!

K8R

水平明显升高!差异均有统计学意义$

8 \

"

!

"?

!

8 \"

!

"#

%*

表
#

#各组大鼠血清
;O7PQ

'

K8R

水平及

;O7PQNK8R

比值比较#$
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&

U

%

组别
F

;O7PQ

$

.EN0Q

%

K8R

$

.EN0Q

%

;O7PQNK8R

正常
Y ##?

*

?"

&

?

*

!L M!!

*

MY

&

!#

*

99 "

*

#%

模型
Y

!!"

*

%L

&

9#

*

LM

""

Y!L

*

"!

&

#"%

*

!!

"
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""
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Y !"M

*

!L

&

99

*
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Y

#9"

*

%!

&

$"

*

%#

#

# ##L

*

#Y

&

#YM

*

L9

#

"

*

#$

##$

##注#与正常组比较!
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&与模型组比较!
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##

8 \"
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&与甲氨喋呤组比较!

$
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;O

患者骨破坏导致骨折风险增高!如何在
;O

早期有效地延缓或抑制骨破坏的进程和发生是临床防

治
;O

重点之一*

K&

的过度增殖活化是引起骨侵蚀

和破坏的直接原因!

;O7PQN;O7PNK8R

系统是调控

K&

骨吸收活性的核心环节!其动态平衡维持正常骨

代谢平衡*

;O

患者及动物模型血液和关节滑液

;O7PQ

水平增高!

K8R

水平降低(

Y

!

%

)

* 本研究中模

型组
&(O

大鼠血清
;O7PQ

'

K8R

水平均较正常组明

显升高!但
;O7PQ

升高幅度大于
K8R

!

;O7PQN

K8R

比值明显高于正常组!提示该阶段模型大鼠虽然

诱导骨破坏的关键因子占主导地位!但是伴有骨保护

因素的升高!对此将进一步深入探索和观察*

淫羊藿具有补肾壮阳'祛风除湿!强健筋骨等功

效* 衣蕾等(

#"

)以淫羊藿等补肾活血祛风中药联合甲

氨蝶呤治疗
;O MM

例!用药
$

个月后患者
;O

相关临

床症状和类风湿因子等实验室指标均显著改善* 淫羊

藿苷是淫羊藿的主要有效成分!具有调节骨代谢和免

疫功能的作用* 有研究表明!淫羊藿苷可以显著促进

人成骨细胞的增殖!增加碱性磷酸酶的活性和钙化结

节的数量!提高骨形态发生蛋白 "

! 0;7O

水平(

##

)

&

抑制去卵巢小鼠骨质丢失!增强胫骨
K8RN;O7PQ

比

例(

#!

)

* 淫羊藿苷能减少巨噬细胞集落刺激因子和

;O7PQ

诱导小鼠骨髓源性
K&

的吸收陷窝数及面

积!减少
)2AI.

染色阳性多核细胞数(

#$

)

&可以诱导兔

K&

凋亡!并抑制其骨吸收活性(

#9

)

* 同时!淫羊藿苷

能保护软骨细胞免受炎症因子
)7W

$

$

的损伤(

#?

)

!抑

制
)

淋巴细胞的活化进而促进免疫反应(

#M

)

!表现为免

疫抑制的负向调节作用* 病理状态下
;O,WU

肿瘤样

异常增生及其分泌的炎症细胞因子!为炎症免疫和关

节软骨的破坏提供微环境&

;O,WU

释 放 大 量

;O7PQ

!促进破骨细胞前体细胞向具有骨吸收活性的

K&

分化(

#L

)

* 笔者前期研究证实淫羊藿苷能抑制

;O,WU

分泌
)7W

$

$

和
;O7PQ

的含量(

$

)

* 本实验以

淫羊藿苷连续干预
&(O

大鼠
9

周后!踝关节
Z@

染色'

足趾
[

射线
QA2U-F

评分结果均显示大鼠足趾局部炎

症肿胀程度'炎症细胞浸润情况及关节骨破坏程度均

得到缓解* 进一步分析证实淫羊藿苷能降低血清

;O7PQ

水平!升高血清
K8R

水平!提示淫羊藿苷能

改善或抑制
&(O

大鼠骨破坏程度!而这种作用可能具

有双向性#一方面抑制和延缓骨破坏的发生!另一方面

提高其成骨能力*

综上所述!淫羊藿苷对
&(O

大鼠骨破坏具有保护

作用!其可能机制是通过抑制
;O7PQ

分泌'提高

K8R

分泌进而降低
;O7PQNK8R

比值!有待进一步

深入研究*
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