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左归丸加减对雌激素缺乏骨丢失小鼠

)M#7R)2/J

亚群的影响

李$霞$王$丽$郭钰琪$周宪宾$张巧凤$姚成芳$姜国胜

摘要$目的$观察左归丸加减对雌激素缺乏骨丢失模型小鼠脾脏辅助性
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小鼠按随机数字表法随机分

为假手术组%卵巢切除模型组%左归丸加减!简称中药"小%中%大剂量组#共
=

组#每组
#"

只$ 中药组分别给

予中药小%中%大剂量!

7

!

!=

%

#$

!

="

%

!D

!

"" JRTJ

"#

#

天
#

次#

#

次约
"

!

= 0S

#连续用药
#!

周&同时假手术组

及模型组给予等量的生理盐水$ 采用酶联免疫吸附!

/IUV0/ 4GIT/W G00KI-L-21/IX FLLFV

#

ES(A<

"法

检测各组血清雌二醇!

E

!

"水平#双能
;

线骨密度仪检测股骨骨密度!

1-I/ 0GI/2F4 W/ILGXV

#

C+P

"#流式

细胞仪胞内外双染色法检测脾脏单个核细胞
)M#7R )2/J

亚群比例#

>)

#

Y&>

法检测脾脏单个核细胞

(S

#

#7<

%

)@B

#

!0>,<

表达$ 结果$与假手术组比较#模型组
E

!

%

C+P

均降低 !

Y Z"

!

"=

"#

)M#7

亚群比

例%

)M#7R)2/J

比值均升高 !

Y Z"

!

"=

"#

)2/J

亚群比例明显降低 !

Y Z"

!

"=

"#

(S

#

#7< 0>,<

表达明显升高

!

Y Z"

!

"=

"#

)@B

#

!0>,<

表达明显降低!

Y Z"

!

"=

"&与模型组比较#中药中%大剂量组
C+P

值明显升高

!

Y Z"

!

"=

"#

)M#7

亚群比例%

)M#7R)2/J

比值降低 !

Y Z"

!

"=

"%

)2/J

亚群比例升高 !

Y Z"

!

"=

"#

(S

#

#7<

0>,<

表达降低 !

Y Z"

!

"=

"及
)@B

#

!0>,<

表达升高 !

Y Z"

!

"=

"$ 相关性分析显示
C+P

与血清
E

!

水

平%

)2/J

亚群比例呈明显正相关 !

Y Z"

!

"=

"#与
)M#7

亚群比例呈明显负相关 !

Y Z"

!

"=

"&血清
E

!

水平与

)2/J

亚群比例呈明显正相关 !

Y Z"

!

"=

"#与
)M#7

亚群比例呈明显负相关 !

Y Z"

!

"=

"$ 结论$

)M#7R)2/J

亚群平衡状态与雌激素缺乏骨丢失存在相关性#左归丸加减能降低雌激素缺乏骨丢失小鼠
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$$随着社会人口老龄化!雌激素缺乏导致的骨代谢

疾病逐年增加'
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) 绝经后骨质疏松是常见的雌激素

缺乏骨丢失性疾病!由于女性绝经后雌激素水平急剧

下降!导致骨吸收大于骨形成!全身骨量减少!骨骼脆

性增加!极易发生骨折) 雌激素缺乏骨丢失性疾病严

重影响患者健康!也给家庭和社会带来沉重的经济负

担!其治疗日益受到关注) 正常骨代谢是成骨细胞与

破骨细胞参与的骨形成和骨吸收之间的动态平衡过

程!此过程受机体内分泌*免疫系统调节!形成内分

泌"免疫 "骨代谢调节网络!此网络失衡将导致多种

骨代谢性疾病发生'
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细胞是免疫调节的主体!
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%平衡

参与了维持机体免疫内环境稳定!其失衡状态参与了

多种代谢性疾病的发生与发展!但其在雌激素缺乏骨

丢失中的作用尚未明确!更缺乏药物靶向逆转

)M#7R)2/J

亚群失衡调节骨代谢的相关研究) 本研究

通过建立雌激素缺乏骨丢失小鼠动物模型!探讨雌激

素缺乏状态下
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亚群失衡与骨丢失的相关

性及左归丸加减的干预调节作用与机制!为临床治疗

提供新的靶点与实验依据)
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水合氯醛注射液按
#"" 0JRTJ

剂量腹腔注射麻醉!小鼠经腹腔行常规手术切除双侧

卵巢&

$"

只大鼠均造模成功!造模过程中无动物死亡)

同时
#"

只小鼠行假手术不切除卵巢!仅切除卵巢周

围与卵巢等大的脂肪组织)

=

$动物分组及干预方法$

$"

只
C<SCR&

卵巢

切除模型小鼠按随机数字表法分为模型组*左归丸加

减$简称中药%小*中*大剂量组!每组
#"

只!同时设假

手术组$不切除卵巢%

#"

只!共
=

组) 术后自由进食

水!中药小*中*大剂量组分别灌胃左归丸加减提取液

$

7

!

!=

*

#$

!

="

*

!D

!

"" JRTJ

%!相当于成人临床用量的

=

*

#"

*

!"

倍&

#

天
#

次!

#

次
"

!

= 0S

!连续灌胃
#!

周&

同时假手术*模型组灌胃等量的生理盐水!给药结束后

进行指标检测)

8

$标本采集$末次给药后
# M

小鼠眼球取血!颈

椎脱臼处死!分离血清!

ES(A<

法检测血清
E

!

水平&无

菌分离脾脏!

!""

目铜网研磨过滤!冷
YCA

冲洗!

BG

#

O-44

密度梯度离心法分离单个核细胞!分别用于流式

抗体标记与
>)

#

Y&>

检测&取右侧股骨!剔除软组织!

用于骨密度$

1-I/ 0GI/2F4 W/ILGXV

!

C+P

%检测)

7

$检测指标及检测方法

7

!

#

$血清
E

!

水平$采用
ES(A<

检测方法!按试

剂盒操作说明操作)

7

!

!

$股骨前后位
C+P

含量$采用双能
;

射线

骨密度仪测量小鼠股骨前后位
C+P

)

7

!

%

$脾脏
)M#7

亚群$

&P$

f

(S

#

#7<

f

%及
)2/J

亚群$

&P$

f

&P!=

f

B-c]%

f

%的比例$采用流式细胞

术胞内外双因子检测法) 收集脾脏单个核细胞!加入

大鼠血清!室温避光孵育
%" 0GI

&将外标抗体$

B()&

#

&P$

*

Y&=

#

&P!=

%按说明书分别加入到细胞悬液中!

$

&避光孵育
%" 0GI

&

#

*

YCA

洗
!

次&去上清!加入

#"" "S

固定液!

$

&避光孵育
%" 0GI

&

#

*

YCA

洗

#

次!加入
#"" "S

穿膜液重悬细胞!将内标抗体$

YE

#

(S

#

#7<

*

YE

#

B-c]%

%加入细胞悬液中!

$

&避光孵育

#! M

&加入
# 0S

穿膜液洗
#

次!去上清!

#

*

YCA

洗

!

次!

#

*

YCA

重悬细胞!转管!上机检测&采用
*GI

#

0GWG !

!

D

分析
)M#7

亚群$

&P$

f

(S

#

#7<

f

%及
)2/J

亚群$

&P$

f

&P!=

f

B-c]%

f

%比例)

7

!

$

$血清
E

!

*

C+P

*

)M#7

亚群及
)2/J

亚群相关

性分析$上述方法检测血清
E

!

水平*

C+P

*

)M#7

亚群

及
)2/J

亚群比例!采用
Y/F2L-I

相关性分析探讨血清

E

!

水平*

C+P

*

)M#7

亚群及
)2/J

亚群比例间相关性)

7

!

=

$

(S

#

#7<

*

)@B

#

!0>,<

转录水平$采用

>)

#

Y&>

检测法) 引物设计使用
Y2G0/2 =

!

"

软件&

>,<

提取#采用异硫氰酸胍一步法提取脾脏单个核细

胞总
0>,<

!紫外分光光度仪检测
<!8"R<!6"

比值!

验证
>,<

浓度和纯度&

>)

反应#采用
-4GJ- W)

为
>)

反应引物!取
!

!

= "J

总
>,<

按
>)

试剂盒说明书逆

转录合成
OP,<!" "S

&

Y&>

反应#总反应体系为

!= "S

!包含
>)

产物
= "S

!

#"

*

Y&> 1K[[/2 !

!

= "S

!

!= 00-4RS +J&4

!

! "S

!上*下游引物各
"

!

!= "S

$

!= ]0-S

%!

#" 00-4RS W,)Y "

!

= "S

!

)F` P,<

聚

合酶
"

!

= "S

!

PEY&

水
#$ "S

&反应条件为
D=

&预变

性
= 0GI

!

D$

&

# 0GI

!

=6

'

8"

&

# 0GI

!

7!

&

# 0GI

!

!8

个循环后!

7"

&延长
#" 0GI

)

#

!

= d

凝胶

$

EC

染色%水平电泳!采用
<4]MF

凝胶成像系统分析

分析图像#以
!

#

FOXGI

为内参照!计算目的基因与同步

!

#

FOXGI

灰度值比值作为相对表达量)

6

$统计学方法$应用
AYAA ##

!

=

软件进行统计

分析) 计量资料以
c

%

L

表示!采用单因素方差分析!两

组间比较采用
)K2T/V

法检验!数据间相关性用
Y/F2

#

L-I

相关性分析!相关系数$

2

值%为正!表示正相关!

2

值为负!表示负相关)

Y Z"

!

"=

为差异有统计学意义)

结$$果

#

$各组血清
E

!

水平及股骨
C+P

比较$表
!

%$与

假手术组比较!模型组
E

!

*

C+P

水平降低$

Y Z"

!

"=

%&与

模型组比较!中药各剂量组
E

!

水平差异无统计学意义

$

Y g"

!

"=

%!中药中*大剂量组
C+P

明显升高!差异有
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年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

!

,-./01/2 !"#$

!

3-45 %$

!

,-

!

##

表
!

%各组血清
E

!

及
C+P

水平比较$$

c

%

L

%

组别$$$

I

E

!

$

IJRS

%

C+P

$

JRO0

!

%

假手术$$

#" !8

+

$=

%

$

+

7= "

+

%"#

%

"

+

"6!

模型$$$

#"

8

+

!"

%

#

+

D!

!

"

+

!"8

%

"

+

"7"

!

中药小剂量
#" 8

+

#=

%

!

+

"8 "

+

!!=

%

"

+

"7!

中药中剂量
#" 8

+

$!

%

!

+

78

"

+

!=8

%

"

+

"6D

"

中药大剂量
#" 8

+

77

%

!

+

6"

"

+

!6=

%

"

+

"66

"

$$$$注#与假手术组比较!

!

Y

,

"

+

"=

&与模型组比较!

"

Y

,

"

+

"=

统计学意义$

Y Z"

!

"=

%!且呈药物剂量依赖性)

!

$各组小鼠脾脏单个核细胞
)M#7

*

)2/J

亚群及

)M#7R)2/J

比例比较$图
#

!表
%

%$与假手术组比较!

模型组小鼠
)M#7

亚群比例明显高$

Y Z"

!

"=

%!

)2/J

亚群比例明显降低$

Y Z"

!

"=

%!

)M#7R)2/J

比值明显

升高$

Y Z"

!

"=

%&与模型组比较!中药中*大剂量组小

鼠
)M#7

亚群比例明显降低!

)2/J

亚群比例明显升

高!

)M#7R)2/J

比值明显降低$

Y Z"

!

"=

%!且呈药物剂

表
%

%各组脾脏单个核细胞
)M#7

*

)2/J

亚群及

)M#7R)2/J

比例变化$$

c

%

L

%

组别
I )M#7

亚群
)2/J

亚群
)M#7R)2/J

假手术$$

#" !

+

=8

%

"

+

78 %

+

7=

%

"

+

8D "

+

7#

%

"

+

!%

模型$$$

#"

=

+

8#

%

"

+

DD

!

#

+

76

%

"

+

8%

!

%

+

#=

%

"

+

7=

!

中药小剂量
#" $

+

D6

%

"

+

7$ !

+

%8

%

"

+

7% !

+

##

%

"

+

=6

中药中剂量
#"

$

+

!!

%

"

+

77

"

!

+

6D

%

"

+

6=

"

#

+

$8

%

"

+

=$

"

中药大剂量
#"

%

+

="

%

"

+

8D

"

%

+

=7

%

"

+

7=

"

"

+

D6

%

"

+

%!

"

$$注#与假手术组比较!

!

Y

,

"

+

"=

&与模型组比较!

"

Y

,

"

+

"=

量依赖性)

%

$

E

!

*

C+P

及
)M#7R )2/J

亚群比例相关性

$图
!

%$相关性分析显示
E

!

水平与
C+P

及
)2/J

亚

群比例呈明显正相关$

2 h "

!

$$

!

Y Z "

!

"=

%!与
)M#7

亚群比例呈明显负相关 $

2 h

"

"

!

8#

!

Y Z "

!

"=

%&

C+P

与
)M#7

亚群比例呈明显负相关$

2 h

"

"

!

8%

!

Y Z"

!

"=

%!与
)2/J

亚群比例呈明显正相关 $

2 h

"

!

=6

!

Y Z"

!

"=

%)

$$注#

< eE

为各组
)M#7

亚群比例&

@ e '

为各组
)2/J

亚群比例&

<

为假手术组&

C

为模型组&

&

为中药小剂量组&

P

为中药中剂量

组&

E

为中药大剂量组&

B

为假手术组&

@

为模型组&

:

为中药小剂量组&

(

为中药中剂量组&

'

为中药大剂量组

图
#

%各组脾脏
)M#7

及
)2/J

亚群流式图
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年
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月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

!
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!

3-45 %$

!

,-

!

##

"!"&"%"

$$注#

<

为
C+P

与血清
E

!

水平相关性&

C

为
)M#7

亚群与血清
E

!

水平相关性&

&

为
)2/J

亚群与血清
E

!

水平相关性&

P

为
)M#7

亚

群与
C+P

相关性&

E

为
)2/J

亚群与与
C+P

相关性

图
!

%血清
E

!

与
C+P

及
)M#7R)2/J

亚群比例相关性图

$$

$

$各组脾脏单个核细胞
(S

#

#7<

及
)@B

#

!

0>,<

表达情况比较$图
%

!表
$

%$与假手术组比较!

模型组
(S

#

#7< 0>,<

水平升高$

Y Z "

!

"=

%!

)@B

#

!

0>,<

水平降低$

Y Z"

!

"=

%) 与模型组比较!中药中*

大剂量组
(S

#

#7< 0>,<

水平降低$

Y Z"

!

"=

%!

)@B

#

!

0>,<

水平升高$

Y Z"

!

"=

%!且呈药物剂量依赖性)

表
$

%各组
(S

#

#7<

及
)@B

#

!0>,<

相对灰度值比较$$

d

!

c

%

L

%

组别$$$

I (S

#

#7< 0>,< )@B

#

!0>,<

假手术$$

#" #$

+

D8

%

%

+

6$ #D

+

D%

%

=

+

6#

模型$$$

#"

%#

+

D6

%

8

+

D%

!

8

+

%$

%

!

+

D"

!

中药小剂量
#" !7

+

%$

%

=

+

$$ D

+

8D

%

!

+

D!

中药中剂量
#"

!!

+

DD

%

$

+

6$

"

#%

+

DD

%

$

+

==

"

中药大剂量
#"

#6

+

7=

%

$

+

8$

"

#D

+

#"

%

$

+

86

"

$$注#与假手术组比较!

!

Y

,

"

+

"=

&与模型组比较!

"

Y

,

"

+

"=

$$注#

<

为假手术组&

C

为模型组&

&

为中药小剂量组&

E

为中

药中剂量组&

B

为中药大剂量组

图
%

%各组脾脏
(S

#

#7<

及
)@B

#

!

电泳图

讨$$论

骨代谢是骨形成和骨吸收的动态平衡过程!内分

泌"免疫"骨代谢系统间形成复杂精细的调控网络!

调节骨代谢过程) 女性绝经后雌激素水平下降!骨丢

失速度明显加快) 雌激素是人体重要的性激素!

)

细

胞是机体免疫系统中重要的细胞群体!雌激素#

)

细

胞"骨代谢三者的关系成为本领域研究的热点'

$

!

=

(

)

)M#

*

)M!

是经典的
)

细胞亚群!

)M#R)M!

亚群平衡在

维持正常骨代谢中具有重要作用'

8

(

) 本研究的前期

研究已证实雌激素缺乏状态诱导
)M#R)M!

亚群向
)M#

偏移!促进溶骨性细胞因子产生!进而导致骨丢失'

7

(

)

近年来!两种新的
)

细胞亚群
)M#7

*

)2/J

相继发现!

使经典的
)M#R)M!

模式扩展为
)M#R)M!R)M#7R )2/J

模式'

6

(

)

)M#7R)2/J

亚群平衡在维持机体内环境稳

定*抵抗外源性微生物感染中发挥着重要作用!随着内

分泌"免疫"骨代谢系统研究不断深入!其在正常骨

代谢及骨代谢性疾病中的作用日益受到关注)

)M#7

和
)2/J

产生于同一前体细胞!分化过程受多

种相同诱导因子及转录因子调控)

)M#7

通过产生

(S

#

#7<

等细胞因子介导炎症反应!在机体防御病原微生

物感染中发挥重要作用!但其过度表达则可造成机体组

织损伤'

D

(

) 有研究报道雌激素缺乏状态能诱导分泌
(S

#

#7

的
)M#7

亚群!进而促进破骨细胞活化!提示
)M#7

在雌激素缺乏导致的骨丢失中扮演了重要角色'

#"

(

)

)2/J

高表达
&P!=

!

B-c]%

是其特异性核转录因子!

)2/J

通过产生
)@B

#

!

等细胞因子或通过细胞间直接

接触发挥免疫抑制与调节作用!能够通过抑制破骨细胞

功能减少骨丢失'

##

(

) 研究证实!雌激素通过促进
)2/J

亚群比例抑制破骨细胞分化!较少骨吸收'

!

(

) 本研究发
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月第
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卷第
##

期
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!
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!
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!

,-

!

##

现!去卵巢小鼠雌激素水平明显降低!同时
C+P

明显

下降!

E

!

水平与
C+P

呈明显正相关!证实雌激素缺乏

状态导致骨丢失) 同时!本研究发现!雌激素缺乏状态

下!

)M#7

亚群比例明显升高!

)2/J

亚群比例明显降低!

)M#7R)2/J

平衡向
)M#7

偏移!相关性分析显示
E

!

水

平及
C+P

均与
)M#7

亚群比例*

)M#7R)2/J

亚群比值

呈明显负相关!与
)2/J

亚群比例呈明显正相关!提示雌

激素缺乏诱导的
)M#7R)2/J

失衡可能在骨丢失中发挥

了重要作用!逆转
)M#7R)2/J

失衡有望成为减轻雌激素

缺乏骨丢失的有效靶点与途径)

目前西医治疗雌激素缺乏骨丢失相关疾病主要采

用雌激素替代疗法!但存在诱发子宫内膜癌*宫颈癌*

乳腺癌*代谢紊乱等不良反应&中医治疗从整体出发!

辨证论治!治疗骨代谢性疾病具有疗效确切*不良反应

小等独特优势!成为本领域研究的热点) 中医学认为

肾藏精!精生髓!髓养骨&绝经后女性肾气衰退!肾精亏

虚!骨髓失养) 因此!肾阴不足!髓失所养是雌激素缺

乏骨丢失的基本病机) 左归丸是滋阴补肾经典方剂!

本课题组依据补肾滋阴!益精添髓原则在左归丸基础

上加减组方!方中君药熟地滋肾益精&臣药山药*枸杞

子滋补肝肾&佐药杜仲*龙骨*牡蛎补肾壮骨*益精添

髓&使药甘草补中益气!调和诸药) 全方标本兼顾*攻

补兼施!共奏补肾益精*填髓壮骨之功!从而达到防治

雌激素缺乏骨丢失的目的) 本研究显示!左归丸加减

作用后雌激素缺乏小鼠骨丢失明显减轻!该方能明显

降低卵巢切除小鼠
)M#7

亚群比例*升高
)2/J

亚群比

例!降低
)M#7R)2/J

亚群比值!提示左归丸加减通过

逆转
)M#7R)2/J

亚群失衡状态减轻雌激素缺乏骨丢

失) 本研究发现左归丸加减能明显下调雌激素缺乏小

鼠
)M#7

亚群特征性细胞因子
(S

#

#7< 0>,<

转录水

平!上调
)2/J

亚群特征性细胞因子
)@B

#

!0>,<

转

录水平!提示干预
)M#7R)2/J

亚群特征性细胞因子转

录是该方逆转
)M#7R )2/J

亚群失衡的重要机制) 同

时结果显示!左归丸加减治疗后去卵巢小鼠血清
E

!

水

平无明显升高!证实该复方无明显雌激素样作用)

综上所述!雌激素缺乏骨丢失小鼠存在
)M#7R

)2/J

亚群失衡现象!提示
)M#7R)2/J

亚群失衡可能参

与了雌激素缺乏导致的骨丢失过程) 左归丸加减通过

干预
)M#7R)2/J

亚群特征性细胞因子转录水平!逆转

)M#7R)2/J

亚群失衡状态!这可能是该方减轻雌激素

缺乏导致骨丢失的关键机制) 本研究为进一步明确雌

激素缺乏骨丢失发病机制提供了新的思路!为临床治

疗提供了新的方法与途径!但左归丸加减逆转
)M#7R

)2/J

亚群失衡治疗雌激素缺乏导致骨丢失的确切靶

点与分子机制有待进一步深入探讨)
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