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!基础研究!

补肾通络方促进骨质疏松症大鼠骨形成机制
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摘要"目的"探讨补肾通络方干预绝经后骨质疏松症骨形成机制" 方法"将
9!

只大鼠采用去卵巢方式

制备骨质疏松症动物模型#随机分为模型组$阿仑膦酸钠组$氟化钠组$补肾组$通络组$补肾通络组等
:

组#另设

假手术组#每组
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只#分别予生理盐水%

8 ?IGJB
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&$补肾方
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&$通络方%
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$ BGJB

&$补肾通络方%
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&灌胃
9"

天#

#

次
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P
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$
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$

*=QR=/- 632R

分别检测骨组织
!
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D,R=-@- ?O5M

及蛋白表达"

结果"与假手术组比较#模型组
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&" 与模型组比较#阿仑膦酸钠组$补肾组$补肾通络组
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&'补肾组$通络组及补肾通络组血清
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!
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&" 结论"补

肾通络方增加
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表达#促进骨形成#逆转绝经后骨质疏松症骨量丢失#方中两类中药配伍具有协同

效应"

关键词"补肾通络方' 骨质疏松症' 骨形成'
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""绝经后骨质疏松症是骨代谢障碍所致的一种全身

性骨骼疾病!其病理特征是骨量减少和骨微结构退化!

骨脆性明显增加!极易发生骨折!甚至导致死亡!严重危

害绝经后妇女身心健康和生活质量'
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信号通路的关

键分子!在成骨细胞介导的骨形成过程中发挥至关重要

的作用'
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!
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表达

减少密切相关!成骨细胞
!

$

D,R=-@-

表达水平下降将导

致成骨细胞数量减少和骨形成障碍'
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)

补肾通络方是治疗绝经后骨质疏松症的临床验

方) 该方中补肾中药能增加
!

$

D,R=-@-

蛋白表达!刺

激成骨细胞增殖!促进骨形成'

8

#

$

(

) 而通络中药能否

具有上述作用和机制!两类中药是否存在协同增效的

配伍效应!目前尚缺乏实验证据) 本研究建立去卵巢

骨质疏松症大鼠模型!通过观察骨密度*骨微形态*血

清相关因子以及骨形成关键因子
!

$

D,R=-@-

等指标!

探讨补肾通络方及两类中药对绝经后骨质疏松症骨形

成的干预机制)

材料与方法
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"动物"

:

月龄
LE

系
LNV

级雌性大鼠

#"K

只!体重
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%

%!" B

!购于扬州大学比较医学中

心!许可证号#

L&P7

$苏%

!"#!

#

"""K

) 实验动物于

南京中医药大学翰林学院动物实验室饲养
#

周!温度

!"

%

!!

&!自由进水和饮食) 动物实验经南京中医

药大学伦理委员会批准!
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!"#8###:
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"药物"补肾方#淫羊藿
#! B

"骨碎补
#! B

续断
#! B

"茯苓
$ B

"白芍
$ B

"甘草
: B

) 通络方#

蜈蚣
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"全蝎
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) 补肾通络方#淫羊藿
#! B

"骨碎

补
#! B

"续断
#! B

"蜈蚣
8 B

"全蝎
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"茯苓
$ B

白芍
$ B

"甘草
: B

) 上述中药由南京药业股份有限公

司生产!经南京中医药大学中药鉴定学教研室刘圣金副

教授鉴定为道地药材) 制剂由南京中医药大学附属医

院制剂室完成!各方分别加水浸泡
! T

!水煎煮
!

次!每

次
K" ?@-

!合并两次提取液!减压回收溶剂浓缩至
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"模型制备及干预方法"大鼠分为假手术组和

手术组$将
#"K

只大鼠编号!将末位数为
#

和
!

的抽

取合为一组!作为假手术组!剩余为手术组%!分别为

!!

只和
;!

只) 模型制备参照闵文等'

$

(方法) 全部

动物按照
%"" ?BGJB

水合氯醛腹腔麻醉) 用碘伏行
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皮肤消毒后!用手术剪刀沿后正中线切开皮肤!切口长

约
! D?

) 于肋弓下脊柱旁开
# D?

处切开肌肉!打开

后腹膜) 找到位于肾脏后下方的脂肪团!将卵巢轻柔

提出!并分离周围脂肪组织!结扎双侧卵巢下方的输卵

管*血管) 切除双侧卵巢!放入固定液固定) 然后逐层

缝合!在每侧手术部位注射青霉素
# ?I

) 假手术组仅

切除双侧卵巢旁部分脂肪!余处理同实验组) 术后腹腔

注射青霉素钠盐
8

万
(YG\

!连续
%

天) 术后
9"

天从两

组分 别 随 机 选
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只 大 鼠! 用
9a

水 合 氯 醛

$

%"" ?BGJB

%进行腹腔麻醉!待麻醉生效后!取右侧股

骨!去除附着肌肉和结缔组织!采用双能
P

射线骨密度

仪进行检测!以验证造模是否成功!经检测模型组造模

成功率
#""a

) 检测后剩余假手术组
#!

只和手术组
9!

只!手术组重新编号!随机分为模型组*阿仑膦酸钠组*

氟化钠*补肾组*通络组*补肾通络组
:

组!每组
#!

只)

假手术组及模型组给予
8 ?IGJB

生理盐水!给药剂量按

照人与大鼠体表面积比折算!补肾组*通络组*补肾通络

组分别给予
8

!
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*
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相应药物水提液'

$

(

!阿

仑膦酸钠组与氟化钠组分别给予
#

*
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相应药物

溶解液) 每天灌胃
#

次!共
9"

天)

8

"检测指标及方法"观察并记录各组大鼠体重*

精神状态*毛发*活动*饮食饮水*大小便等) 给药结束

后!动物空腹
#! T

!采用
9 a

水合氯醛$

%"" ?BGJB

%

进行腹腔麻醉) 待麻醉生效后!用
8 ?I

一次性注射

器从大鼠腹主动脉抽取血液!转入血液采集管!并标记

及记录) 取出大鼠
I%

椎体以及股骨!剔除软组织及

骨膜!以
K

&预冷生理盐水冲洗干净后!用锡箔纸包裹

并标记!放入#

;"

&冰箱中冻存'

$

(

)

8

!

#

"血清总碱性磷酸酶*抗酒石酸酸性磷酸酶

检测"采用
>I(LM

检测血清总碱性磷酸酶$

R2R,3 ,3

$

J,3@-= WT2QWT,R,Q=

!

)MIN

%*血清抗酒石酸酸性磷

酸 酶 $

R,/R/,R=

$

/=Q@QR,-R ,D@\ WT2QWT,R,Q=

!

)OMN

%) 采用
8 ?I

注射器腹主动脉取血
K ?I

!转

入
8 ?I

离心管中!

K

&静置过夜!后用移液枪小心吸

出血清转入
#

!

8 ?I

离心管中待用!若保存!置于

#

!"

&冰箱)

8

!

!

"骨密度及骨微结构检测"采用双能
P

线吸

收法测定股骨颈骨密度 $

^2-= ?@-=/,3 \=-Q@R0

!

6+E

%!采用
+@D/2

$

&)

观察骨微结构)

8

!

%

"

O)

$

N&O

检测骨组织
!

$

D,R=-@- ?O5M

表

达"按
#"

%

!" ?B

加入
%"" "I

裂解液
OI

抽提骨组

织总
O5M

) 取
O5M

样品!分别测定样品在波长

!:" -?

和
!;" -?

的吸光值确定
O5M

质量)

O5M

浓度
b M

!:"

(稀释倍数 (

"

!

"K BGI

!

M

!:"G!;"

在
#

!

;

%

!

!

#

视为抽提的
O5M

的纯度符合实验要求) 取
! "B

总
O5M

!用逆转录试剂盒逆转录后
N&O

反应检测
!

$

D,R=-@- ?O5M

!

N&O

反应条件#

$8

& (

#8 ?@-

!

$8

& (

%" Q

!

:"

& (

%" Q

!

K"

个循环!以
!

$

,DR@-

为

内参照) 反应结束后!数据以
!

#

#&R

(

#""a

来分析)

8

!

K

"

*=QR=/- 632R

法检测骨组织
!

$

D,R=-@-

蛋

白表达"用液氮将骨组织研磨至粉末状!将粉末转入

预冷的离心管!按
"

!

: BG?I

的比例加入裂解液剧烈

震荡!以使组织充分裂解)

% """ / G?@-

离心!取上清

得到骨组织蛋白) 通过
6&M

法测得其浓度) 依据所

得蛋白浓度调整煮样的浓度!然后!

#! a

分离胶中加

入
%" "B

样品) 接着将分离的蛋白转到
N1EV

膜上&

室温封闭
! T

&一抗
K

&过夜!次日
#`)6L)

洗
%

次!

每次
#" ?@-

&然后室温孵育二抗
! T

) 再洗涤后!通过

超敏发光液看到免疫反应条带并且使用
6@2

$

O,\

软

件定量) 计算公式#$

!

$

D,R=-@-G!

$

,DR@-

% (

#""a

)

:

"统计学方法"采用
LNLL #9

!

"

统计软件!数

据以
`

)

Q

表示!组间比较!方差齐多重检验采用单因素

方差分析!组间两两比较采用
E.-D,-

'

Q R

检验!方差不

齐采用秩和检验!

N S"

!

"8

为差异有统计学意义)

结""果

#

"各组大鼠一般状态比较"与假手术组比较!造

模后模型组大鼠皮毛欠光滑!其他一般状况$精神状

态*活动*饮食饮水*大小便% 均未见明显异常) 与模

型组比较!给药
9"

天后!各给药组大鼠精神状态*活

动*饮食饮水*大小便均无差异)

!

"各组大鼠体重变化比较$图
#

%"与假手术组

比较!模型组大鼠干预前后体重均明显增加 $

N S

"

!

"8

%) 与模型组比较!各给药组大鼠体重均无明显

变化$

N c"

!

"8

%)

""注#

5&

为假手术组&

F&

为模型组&

MI

为阿仑膦酸钠组&

5MV

为氟化钠组&

6L

为补肾组&

)I

为通络组&

6L)I

为补肾通

络组&图
!

*

8

*

:

*

9

*

;

同&与假手术组比较!

!

N S"

!

"8

图
#

#各组大鼠干预前后体重比较
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""

%

"各组大鼠血清
)MIN

及
)OMN

水平比较

$图
!

%"与假手术组比较!模型组大鼠血清
)MIN

水平

降低$

N S"

!

"8

%!血清
)OMN

水平升高$

N S"

!

"8

%) 与

模型组比较!阿仑膦酸钠组*补肾组*补肾通络组
)MIN

血清升高$

N S"

!

"#

!

N S"

!

"8

%&补肾组*通络组及补肾

通络组血清
)OMN

水平降低$

N S"

!

"8

%) 与通络组比

较!补肾通络组血清
)MIN

水平升高 $

N S"

!

"8

%!血清

)OMN

水平降低$

N S"

!

"8

%)

""注#与假手术组比较!

!

N S "

!

"8

&与模型组比较!

"

N S"

!

"8

!

""

N S"

!

"#

&与通络组比较!

#

N S"

!

"8

图
!

#各组大鼠血清
)MIN

及
)OMN

水平比较

K

"各组大鼠骨微形态和
6+E

比较$图
%

#

8

%"

与假手术组比较!模型组大鼠骨量明显丢失!骨质形态

结构破坏!

6+E

降低$

N S"

!

"#

%) 与模型组比较!各

给药组骨量提升!骨微结构改善!

6+E

升高 $

N S

"

!

"#

!

N S"

!

"8

%) 与补肾组*通络组比较!补肾通络组

""注#

M

为假手术组&

6

为模型组&

&

为阿仑膦酸钠组&

E

为氟化

钠组&

>

为补肾组&

V

为通络组&

[

为补肾通络组&图
K

同

图
%

#股骨
+@D/2

$

&)

扫描二维图

图
K

#股骨
+@D/2

$

&)

扫描三维重建图

""注#与假手术组比较!

!

N S "

!

"#

& 与模型组比较!

"

N S"

!

"8

!

""

N S"

!

"#

&与补肾通络组比较!

#

N S"

!

"8

图
8

#各组
6+E

比较

6+E

升高$

N S"

!

"8

%)

8

"各组大鼠骨组织
!

$

D,R=-@- ?O5M

表达比较

$图
:

*

9

%"与假手术组比较!模型组大鼠骨组织
!

$

D,R=-@- ?O5M

表达水平降低$

N S"

!

"#

%) 与模型组

比较!各给药组
!

$

D,R=-@- ?O5M

表达升高 $

N S

"

!

"#

!

N S"

!

"8

%) 通络组比较!补肾通络组
!

$

D,R=

$

-@- ?O5M

表达升高$

N S"

!

"8

%)

图
:

#各组溶解曲线比较

""注#与假手术组比较!

!

N S "

!

"#

&与模型组比较!

"

N S"

!

"8

!

""

N S"

!

"#

&与补肾通络组比较!

#

N S"

!

"8

图
9

#各组
!

$

D,R=-@- ?O5M

表达比较

:

"各组大鼠骨组织
!

$

D,R=-@-

蛋白表达比较

$图
;

%"与假手术组比较!模型组大鼠骨组织
!

$

D,R=

$
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蛋白表达水平降低$

N S "

!

"#

%) 与模型组比较!

各给药组
!

$

D,R=-@-

蛋白表达升高$

N S "

!

"#

!

N S

"

!

"8

%) 与补肾组*通络组比较!补肾通络组
!

$

D,R=

$

-@-

蛋白表达升高$

N S"

!

"8

%)

""注#与假手术组比较!

!

N S "

!

"#

&与模型组比较!

"

N S"

!

"8

!

""

N S"

!

"#

&与补肾通络组比较!

#

N S"

!

"8

图
;

#各组
!

$

D,R=-@-

蛋白表达比较

讨""论

中医学认为!肾主骨生髓!骨的生长退化与肾密切

相关) +肾虚则骨枯髓减,直接指明!肾虚是骨质疏松症

的基本病机'

#"

(

) 现代研究证实!肾虚是导致骨质疏松

症之类衰老和增龄疾病的根本病理因素'

##

#

#K

(

) 骨质疏

松症还具有久痛*久病的络病特质) 骨质疏松症多发老

年人群!肾精亏虚!气血不畅!骨络失养!引起+不荣则

痛,&身体机能衰退!易受外邪侵袭!继生痰瘀阻滞骨络!

导致+不通则痛,) 因此!络阻是肾虚导致的重要继发病

机!通络是补肾治疗骨质疏松症的必要补充)

去卵巢后雌性大鼠骨密度降低!证明造模成功)

实验发现!模型组大鼠体重明显高于假手术组!可能

与雌激素减少引起的内分泌紊乱密切相关'

#8

!

#:

(

) 模

型大鼠血清
)MIN

*

)OMN

水平分别明显降低和升

高!较好地模拟了绝经后骨质疏松症患者骨形成障

碍和骨吸收亢进的异常骨代谢状态!双能
P

线和
+@

$

D/2

$

&)

也直观反映出骨量丢失和骨微结构病变) 补

肾通络方是基于
N+FN

+肾虚络阻,核心病机深入认

识拟定的临床验方'

;

(

!由淫羊藿*骨碎补*续断*蜈

蚣*全蝎*茯苓*白芍*甘草等中药组成) 该方以补肾

壮骨功效明显的淫羊藿*骨碎补*续断为主药!配伍

蜈蚣*全蝎等虫类通络中药) 从干预的结果可以看

出!补肾方*通络方*补肾通络方与阳性对照药物一

致!对模型大鼠骨重建失衡都有明确的纠正作用!均

能有效逆转骨量丢失和修复骨微结构) 与补肾方*

通络方相比!补肾通络方作用更为明显) 补肾组*补

肾通络组血清
)MIN

水平提升证实了其促进的骨形

成的积极作用)

!

$

D,R=-@-

是骨形成的直接和关键调节因子!其

表达水平和骨形成呈正相关)

!

$

D,R=-@-

表达降低将

导致血清
)MIN

增加!骨密度降低以及骨微形态结构

显著变化'

K

(

!导致骨质疏松症发生) 该机制在本研究

中再次得到证实) 补肾方*通络方*补肾通络方均能提

升去卵巢骨质疏松症大鼠骨组织
!

$

D,R=-@- ?O5M

和蛋白表达水平!而补肾通络方对
!

$

D,R=-@- ?O5M

和蛋白表达水平的提升作用明显优于补肾方和通络

方!这也从分子水平证实和解释了补肾通络方中两类

中药配伍的协同效应!对临床治疗绝经后骨质疏松症

具有重要的指导意义)

本研究明确了通络法及虫类中药提升骨组织
!

$

D,R=-@-

表达水平和促进骨形成的效应机制!为其临

床运用提供了实验依据!拓展了骨质疏松症+从肾论

治,的传统思路) 但由于实验设计局限!补肾中药*通

络中药的配伍比例及其治疗骨质疏松症的量效关系有

待深入研究)
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