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摘要#目的#探讨加味四君子汤对泼尼松干预的阿霉素肾病大鼠骨代谢的影响! 方法#制作大鼠阿霉
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%!结论#泼尼松能通过
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通路诱导骨质疏松! 加味四君子汤在降蛋白尿的同

时"可通过上述通路促进成骨细胞分化"抑制破骨细胞生成"从而减缓泼尼松诱导的骨质疏松的形成!
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##糖皮质激素是目前临床上治疗肾病综合征的主要

药物"但糖皮质激素长期或大量应用会导致骨质疏松

症' 骨质疏松症属中医学(骨痹)*(骨痿)*(腰背痛)

等范畴"+医精经义,曰(肾藏精"精生髓"髓生骨"故骨

者肾之所主也)"从理论上说明了肾和骨之间的密切

联系' 中医学将其发病机制概括为肾虚*脾亏*血瘀

等"治疗多采用益肾健脾*活血化瘀的方法-

#

.

' 加味

四君子汤是根据李学铭先生所拟(加味四君子汤)加

减而来"本方能降低患者尿蛋白"改善患者生活质

量-

!

.

"常用于治疗脾肾气虚型肾病' 笔者在长期临床

实践中发现加味四君子汤单用及配合激素应用临床效

果确切' 根据中医学(同病异治)理论"本实验以泼尼

松或加味四君子汤分别对阿霉素肾病大鼠模型干预治

疗"同时观察对蛋白尿及骨代谢的影响"选择了核因子

!O

受体活化因子配体$

SI5TH

%*骨保护素$

+MN

%*

抗酒石酸酸性磷酸酶$

(SI%M

%和骨钙素$

ONM

%

9

个
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测"从而验证其具体影响程度'
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动物实验中心鼠类实验室"清洁级' 动物使用符合福

建省医学实验动物管理委员会管理条例'
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S5I>J.

M3VJ

"$

(=T=S=

公司"

%.A0

#

C:#"7I

%&

;]F,1>K-(*

S( S0=L0B- T>-

试剂盒 $

(=T=S=

公司"

%.A0

#

CSS"$6I

%&

S=- cN=KAG cK1><01

$

(=T=S=

公司"

%.A0

#

C$6:!#!

%&盐酸阿霉素$浙江海正药业股份有

限公司%'

68""R=J-

实时荧光定量
M%S

仪 $美国

IO'

公司%&

;H

"

$##F

型酶标仪 $美国
O>. (0d

公

司%&

)0J-01B

"

/3.-

$美国
O>.

"

SIC

%&凝胶图像分析

仪$英国
Fa5N;5;

公司%'

9

#方法

9

!

#

#动物的造模*分组及给药方法#以随机数

字表将大鼠随机分为正常组*模型组*激素组*中药组*

中药加激素组"每组
#"

只"除正常组外"各组大鼠经

尾静脉一次性注射盐酸阿霉素
D

!

8 <LEdL

-

$

.

"正常组

经尾静脉一次性注射等量生理盐水' 造模
6

天后"对

大鼠进行
!9 G

尿蛋白定性"在
__

以上"提示造模成

功-

9

.

' 正常*模型组以每日生理盐水灌胃&激素组以

泼尼松
#" <LE

$

dL

!

A

% 灌胃&中药治疗组以中药

!" <HE

$

dL

!

A

%灌胃&中药加激素组以中药
!" <HE

$

dL

!

A

%灌胃"同时每日泼尼松
#" <LE

$

dL

!

A

% 灌

胃' 于第
!#

*

$8

天各组分批处死大鼠采血*取材' 在

预实验中"大鼠造模
6

天后开始出现尿蛋白"第
!#

*

$8

天模型组尿蛋白明显升高$

M U"

!

"8

%'

9

!

!

#观察项目及检测方法

9

!

!

!

#

#

!9 G

尿蛋白定量#以代谢笼收集
!9 G

尿液"以双缩脲比色法测
!9 G

尿蛋白'

9

!

!

!

!

#骨代谢生化指标测定#各组于第
!#

*

$8

天经腹主动脉采血
$ <H

"离心保留血清"以
;H'FI

法

测定各组
+MN

*

SI5TH

*

ONM

以及
(SI%M

水平'

9

!

!

!

$

#各组
+MN

*

SI5TH

*

ONM

及
(SI%M

的

<S5I

定量#

S0=3 -><0

"

M%S

#处死动物"立即取出

一侧胫骨"去除软组织和骨髓" '

7"

(保存' 采用
(1

"

>W.30

一步法提取组织总
S5I

' 在紫外分光光度仪上

测算出
S5I

浓度"采用
;]F,1>K-(* S( S0=L0B-

T>-

试剂盒将其逆转录为
,C5I

"使用
FaOS M10<>]

;] (=` "

试剂盒以
68"" F.Q-^=10 P!

!

"

!

8

进行荧

光扩增' 采用
FaOS N100B '

嵌合荧光法"引物设计

根据
N0B0/=Bd

序列"由宝生物$大连%工程有限公司

合成"检测基因的上*下游引物序列见表
#

' 反应条

件#

:8

(预变性
#" <>B

"

:8

(变性
$" J

"

D"

(延伸

# <>B

"

9"

个循环"

NIMCZ

作为内参照' 以正常组

<S5I

的表达量作为(

#

)"再根据校正值计算出其他

各组
<S5I

相对含量"进行组间相对量的比较'

表
#

%检测基因的引物序列和产物长度

基因 引物序列 长度$

/K

%

+MN

上游
8

$"

%(%I(%IN((NN(NNNII(NIINI

"

$

$

下游
8

$"

I%%(NN%IN%(((N%I%II((I

"

$

$

#"6

SI5TH

上游
8

$"

N%IN%I(%N%(%(N((%%(N(I

"

$

$

下游
8

$"

N%I(NIN(%INN(IN(N%((%(N(N

"

$

$

#D9

9

!

!

!

9

#各组
+MN

*

SI5TH

*

ONM

及
(SI%M

的

蛋白测定#

)0J-01B /3.-

#夹取胫骨组织
!"" <L

"在

液氮中研成粉末"加入
9"" #H

细胞裂解液迅速混匀"

抽取到
#

!

8 <H ;M

管内"在冰上裂解
$" <>B

'

9

("

#! """ 1

)

<>B

"离心
# G

"取出上清液置
;M

管内备用'

OI%

法进行蛋白质定量' 使蛋白变性以便于保存'

7" 2 #!9 <>B

进行电泳分离"切胶"在电压
#"" 2

下

合适时间内转膜"丽春红染色观察转移效果'

8

&脱脂

牛奶室温封闭
! G

"加入
#

*

# """

一抗"

9

(摇床过夜'

(OF(

洗膜
$

次"每次
8

%

#" <>B

' 然后加入
#

*

# """

辣根过氧化物酶标记的二抗"室温
# G

"

(OF(

洗膜

$

次'显影*定影后凝胶图像分析系统对胶片扫描"以

正常组的面积灰度值为
#""

&与干预组进行比较

分析'

9

!

$

#统计学方法#采用
FMFF #8

!

"

软件进行

统计处理"计量资料以
]

+

J

表示"各组数据进行正态

性和方差齐性检验"组间比较采用单因素方差分析"多

重比较采用
HFC

法"

M U"

!

"8

为差异有统计学意义'

结##果

#

#各组大鼠
!9 G

尿蛋白定量水平比较$表
!

%

与正常组比较"模型组第
6

*

!#

*

$8

天
!9 G

尿蛋白均

有不同程度增高$

M U"

!

"8

"

M U"

!

"#

%&与模型组同期
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!

#"

!!"#(%!

比较"激素组及中药加激素组
!9 G

尿蛋白均有不同程

度下降"差异有统计学意义$

M U"

!

"8

"

M U"

!

"#

%&并

随着治疗时间的延长"降低更明显$

M U "

!

"8

"

M U

"

!

"#

%&中药组治疗
$8

天"与模型组比较"差异亦有统

计学意义$

M U"

!

"8

%'

表
!

%各组
!9 G

尿蛋白定量水平比较#$

]

+

J

%

组别
B

!9 G

尿蛋白$

<L

)

!9 G

%

6

天
!#

天
$8

天

正常
#" $

,

#:

+

#

,

77 8

,

8:

+

#

,

D6 9

,

87

+

!

,

!!

模型
#"

#"

,

:9

+

D

,

:#

!

9"

,

:7

+

#8

,

$6

!!

D#

,

"9

+

#"

,

88

!!"

激素
#" #7

,

!6

+

#D

,

D8

#:

,

:D

+

8

,

$!

#

#!

,

9:

+

6

,

$8

##"

中药
#" #9

,

7!

+

9

,

#8 !8

,

!9

+

#7

,

:$

!!

,

#!

+

#9

,

D7

#

中药加激素
#" ##

,

6"

+

D

,

!:

!8

,

!#

+

#:

,

!9

#

#7

,

!6

+

9

,

D6

##"

##注#与正常组同期比较"

!

M

-

"

,

"8

"

!!

M U"

,

"#

&与模型组同期比

较"

#

M

-

"

,

"8

"

##

M U "

,

"#

&与本组
!#

天比较"

"

M

-

"

,

"8

"

""

M U

"

,

"#

!

#各组血清
(SI%M

*

+MN

*

SI5TH

及
ONM

表

达比较$表
$

%#与本组
!#

天比较"激素组
(SI%M

*

SI5TH

均明显升高$

M U"

!

"8

"

M U"

!

"#

%&与模型组

比较"第
!#

*

$8

天"激素组
(SI%M

*

SI5TH

均升高

$

M U "

!

"8

"

M U "

!

"#

%"

+MN

*

ONM

均降低 $

M U

"

!

"8

"

M U "

!

"#

%&与中药组同期比较" 激素组*中药

加激素组
+MN

均降低"

SI5TH

均升高$

M U "

!

"8

"

M U"

!

"#

%&且激素组
(SI%M

升高"

ONM

降低$

M U

"

!

"8

"

M U"

!

"#

%&与激素组同期比较"中药加激素组

+MN

*

ONM

升高$

M U"

!

"8

"

M U"

!

"#

%"

SI5TH

降低

$

M U"

!

"#

%&第
$8

天"

(SI%M

降低$

M U"

!

"#

%'

$

#各组骨组织
+MN

*

SI5TH <S5I

表达比较

$表
9

%#与正常组比较"模型组第
!#

天
+MN

*

SI5TH

<S5I

升高$

M U "

!

"8

"

M U "

!

"#

%"第
$8

天
+MN

*

SI5TH <S5I

降低$

M U"

!

"#

%' 与中药组同期比较"

激素组
+MN <S5I

降低$

M U"

!

"#

%"

SI5TH <S5I

升高 $

M U "

!

"8

%&中药加激素组
+MN <S5I

降

低$

M U"

!

"8

%'

9

#各组骨组织
+MN

*

SI5TH

蛋白的相对表达

比较$图
# b$

%#与本组
!#

天比较"激素组
+MN

降

低$

M U"

!

"8

%"

SI5TH

升高$

M U"

!

"8

%"中药加激素

表
9

%各组骨组织
+MN

*

SI5TH <S5I

表达比较#$

]

+

J

%

组别
B

时间
+MN <S5I SI5TH <S5I

正常
#" !#

天
#

,

"" #

,

""

$8

天
#

,

"" #

,

""

模型
#" !#

天
#

,

"!

+

"

,

!D

!

#

,

"$

+

"

,

"$

!!

$8

天
"

,

:6

+

"

,

!D

!!

"

,

:8

+

"

,

#$

!!

中药
#" !#

天
#

,

#7

+

"

,

!9 "

,

6:

+

"

,

!!

$8

天
#

,

#9

+

"

,

!$ "

,

7#

+

"

,

#$

激素
#" !#

天
"

,

D"

+

"

,

"6

##

#

,

!:

+

"

,

!!

#

$8

天
"

,

$8

+

"

,

!$

##

#

,

$8

+

"

,

#8

#

中药加激素
#" !#

天
"

,

6:

+

"

,

!9

#

#

,

"D

+

"

,

#6

$8

天
"

,

7!

+

"

,

!!

#

#

,

#!

+

"

,

##

##注#与正常组同期比较"

!

M

-

"

,

"8

"

!!

M U "

,

"#

&与中药组同期比

较"

#

M

-

"

,

"8

"

##

M U"

,

"#

##注#

#

为正常组&

!

为模型组&

$

为激素组&

9

为中药组&

8

为中药加激素组

图
#

%各组骨组织
!#

*

$8

天
+MN

*

SI5TH

蛋白表达电泳图

表
$

%各组血清
(SI%M

*

+MN

*

SI5TH

及
ONM

表达比较#$

]

+

J

%

组别
B

时间
(SI%M

$

KLE<H

%

+MN

$

BLE<H

%

SI5TH

$

KLE<H

%

ONM

$

BLE<H

%

正常
#" !#

天
$

,

""

+

"

,

#D #

,

!#

+

"

,

9$ #:

,

!!

+

#

,

"! 8

,

"8

+

"

,

!6

$8

天
!

,

:D

+

"

,

#: #

,

$$

+

"

,

8: #7

,

69

+

$

,

"$ 9

,

D6

+

"

,

"D

模型
#" !#

天
!

,

:$

+

"

,

!D #

,

!7

+

"

,

98 !#

,

!6

+

!

,

D$ 9

,

:"

+

"

,

#:

$8

天
!

,

:$

+

"

,

#D #

,

!9

+

"

,

9: !#

,

87

+

!

,

#7 9

,

7"

+

"

,

#:

中药
#" !#

天
!

,

:7

+

"

,

!D !

,

6#

+

"

,

7" #:

,

#8

+

$

,

8$ 9

,

:9

+

"

,

$9

$8

天
!

,

:!

+

"

,

!! !

,

77

+

"

,

D" #:

,

9D

+

$

,

6! 8

,

##

+

"

,

!"

激素
#" !#

天
$

,

6:

+

"

,

!"

#"

"

,

6#

+

"

,

#6

#""

8!

,

D8

+

$

,

87

##""

9

,

"!

+

"

,

"9

#"

$8

天
9

,

86

+

"

,

!8

!!##""

"

,

D8

+

"

,

!!

#""

DD

,

:"

+

8

,

88

!##""

$

,

$:

+

"

,

!"

##""

中药加激素
#" !#

天
$

,

9!

+

"

,

88

#

,

D"

+

"

,

"8

""$

9#

,

8$

+

8

,

:6

"$$

9

,

D7

+

"

,

#$

$

$8

天
$

,

#:

+

"

,

$8

$$

#

,

69

+

"

,

$7

""$

$7

,

9D

+

8

,

"8

""$$

9

,

6"

+

"

,

$8

$$

##注#与本组
!#

天比较"

!

M

-

"

,

"8

"

!!

M U"

,

"#

&与模型组同期比较"

#

M

-

"

,

"8

"

##

M U"

,

"#

&与中药组同期比较"

"

M

-

"

,

"8

"

""

M U"

,

"#

&与激

素组同期比较"

$

M

-

"

,

"8

"

$$

M U"

,

"#
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!

#"

##注#

I

为正常组&

O

为模型组&

%

为激素组&

C

为中药组&

;

为中

药加激素组&与本组
!#

天比较"

!

M U"

!

"8

"

!!

M U"

!

"#

&与模型组同

期比较"

#

M U "

!

"8

"

##

M U "

!

"#

&与中药组同期比较"

"

M U

"

!

"8

"

""

M U"

!

"#

&与激素组同期比较"

$

M U"

!

"8

"

$$

M U"

!

"#

&下

图同

图
!

%各组骨组织
+MN

蛋白的相对表达水平比较

图
$

%各组骨组织
SI5TH

蛋白的相对表达水平比较

组
SI5TH

降低$

M U"

!

"8

%' 与模型组同期比较"激素

组
+MN

降低$

M U"

!

"#

%"

SI5TH

升高$

M U"

!

"#

%' 与

中药组同期比较"激素组*中药加激素组
+MN

均降低

$

M U"

!

"#

%"

SI5TH

均升高$

M U"

!

"#

%&与激素组同期

比较" 中药加激素组
+MN

均升高 $

M U "

!

"#

%"

SI5TH

均降低$

M U"

!

"#

%'

讨##论

+MN

)

SI5TH

)

SI5T

系统是破骨细胞分化过程

中的一个重要信号传导通路"

SI5TH

的受体有位于

破骨细胞膜上的核激活因子受体$

SI5T

%和其假性

受体
+MN

-

8

.

'

+MN

和
SI5TH

均由成骨细胞产生"

SI5TH

与
SI5T

发生相互作用从而诱导破骨细胞

祖细胞的破骨细胞分化-

D

.

&

+MN

是一个分泌型的肿瘤

坏死因子受体家族受体"它能直接与成骨细胞
E

基质细

胞表面的
SI5TH

结合"竞争性抑制
SI5TH

介导的

破骨细胞分化-

8

.

"

+MN

的过表达促进前成骨细胞向成

熟的 成 骨 细 胞 分 化-

6

.

' 因 此"

+MN

*

SI5T

和

SI5TH

三者共同构成了成骨细胞和破骨细胞之间的

联系"生理上保持着骨代谢平衡'

ONM

由成骨细胞合

成分泌"是骨组织中非胶原性蛋白的主要成分"是反映

成骨细胞的活性特异性蛋白-

7

.

'

(SI%M

主要来源于

破骨细胞"是监测破骨细胞活性的特异性指标-

:

.

'

本实验中"大鼠造模
6

天后开始出现尿蛋白"第

!#

*

$8

天模型组尿蛋白明显升高$

M U"

!

"8

%"激素组*

中药组以及中药加激素组均较模型组低"其中激素组

最为明显$

M U"

!

"#

%' 那么这些不同的治疗对骨代谢

又起着怎样的影响呢/ 笔者在实验中同时也发现激素

组血清
(SI%M

*

SI5TH

增多*

+MN

*

ONM

减少"骨组

织
+MN

*

+MN <S5I

减少"

SI5TH

*

SI5TH <S5I

增多"

+MN

)

SI5TH

的降低"表明激素组破骨细胞分

化占优势"起抑制成骨细胞分化和促进破骨细胞生成

作用' 而中药组和中药加激素组血清
+MN

*

ONM

表

达均较激素组升高"

(SI%M

*

SI5TH

减少"骨组织

+MN

蛋白及
<S5I

较激素组增多"

SI5TH

蛋白及

<S5I

的表达较激素组减少"

+MN

)

SI5TH

的增高"

表明加味四君子汤能促进成骨细胞分化"从而加强成

骨作用"抑制破骨细胞分化" 在中药组和中药加激素

组成骨细胞分化占优势'

中药组和中药加激素组血清
+MN

*骨组织
+MN

蛋白及
<S5I

表达均高于激素组"血清
SI5TH

*骨

组织
SI5TH

蛋白及
<S5I

的表达均低于激素组"但

中药加激素组在提高血清
+MN

方面低于中药组$

M U

"

!

"8

%"在降低血清
SI5TH

方面低于中药组$

M U

"

!

"#

%' 在骨组织中"中药加激素组提高
+MN

蛋白及

<S5I

*降低
SI5TH

蛋白方面也都弱于中药组$

M U

"

!

"8

%' 而激素组*中药组以及中药加激素组于第
$8

天降蛋白尿无统计学意义' 因此"单纯中药治疗需时

较长"而中药加激素组在治疗蛋白尿和扭转泼尼松诱

导的破骨作用方面可能具有更为重要的地位"这需要

更进一步的研究'

四君子汤源自北宋+太平惠民和剂局方,"主治一切

阳虚气弱"脾衰肺损' 其在四君子汤基础上化裁出(加

味四君子汤)"常用于治疗脾肾气虚型肾病-

!

.

' 临床中

我们发现脾肾气虚型肾病多伴有血瘀"故在方中加入活

血化瘀药"全方以党参*白术*黄芪*山药补元气"实肺

脾&山萸肉*金樱子*桑寄生补肾气*强筋骨&茯苓*薏苡

仁*莲肉健脾渗湿&丹参*当归活血化瘀"补益与祛邪共

用"以补为主"祛邪为辅"共收益肾健脾*活血化瘀之效"

故对改善肾病有良好的效果' 同时方中山药能增加小

肠吸收功能"保证促进骨形成的营养物质充足&茯苓能

(泻膀胱"益脾胃)"增强脾肾功能"加强对钙*锌等的吸

收-

#"

.

&丹参作为能改善骨的脂质代谢和骨髓微循环的
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年
#"

月第
$$

卷第
#"

期
%&'()*

"

+,-./01 !"#$

"

2.34 $$

"

5.

!

#"

!!"'!%!

药物"能够改善血清钙离子浓度*刺激大鼠成骨细胞分

泌碱性磷酸酶"可对抗泼尼松对骨的生长抑制作用-

##

.

'

且中医药在治疗骨质疏松上"不仅要补肾"同时亦要注

重健脾"健脾药可间接促进肾脏对骨骼的作用-

#!

.

"且活

血药可改善骨小梁内微循环"促进骨骼对营养物质的吸

收"故本方对骨质疏松亦有治疗作用'

本实验结果表明"加味四君子汤不仅能明显降低

蛋白尿"并能通过降低
SI5TH

的表达来抑制破骨细

胞活性"这种趋势被检测的血清
(SI%M

*

ONM

的表达

所验证' 泼尼松虽能治疗肾病"同时会使骨组织和血

清中的
+MN

*

ONM

的表达下降"

SI5TH

*

(SI%M

的

表达升高"从而抑制成骨细胞分化和促进破骨细胞生

成"最终通过
+MNESI5THESI5T

通路诱导骨质疏

松' 加味四君子汤以补脾肾"活血作用为主"在降蛋白

尿的同时"可通过上述通路促进成骨细胞分化"抑制破

骨细胞生成"从能明显扭转这一趋势来减缓泼尼松诱

导的骨质疏松的形成'
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