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［摘要］ 目的：探讨骨康片治疗原发性骨质疏松症的机理，为临床应用提供依据。方法：将 6 月龄健康雌性 SD 大鼠随机分为

4 组，分别为假手术组、去势模型组、骨康片组、仙灵骨葆片组，每组 10 只。除假手术组外，其他各组建立去卵巢大鼠骨质疏松

症模型。从模型建立第 4 天开始，假手术组和去势模型组给予等容量氯化钠注射液 10 mL/（kg·d） 灌胃，骨康片组按 2.5 g/（kg·d）
灌胃骨康片，仙灵骨葆片组按 2.5 g/（kg·d） 灌胃仙灵骨葆片。给药 3 月后，检测尿脱氧吡啶酚 （DPD） 和肌酐 （Cr） 的变化，检

测骨组织形态计量学指标，RT-PCR 法检测骨钙素 （BGP） mRNA 表达变化。结果：与假手术组比较，去势模型组大鼠 DPD 显著

升高，DPD/Cr 的比值也显著升高，骨小梁平均宽度和成骨细胞数显著降低，骨小梁平均间距显著增大，破骨细胞数显著增多，

BGP mRNA 表达显著降低，差异均有统计学意义 （P ＜ 0.05）。与去势模型组比较，骨康片组和仙灵骨葆片组大鼠 DPD 显著降低，

DPD/Cr 的比值也显著降低，骨小梁平均宽度和成骨细胞数显著升高，骨小梁平均间距显著降低，破骨细胞数显著减少，BGP
mRNA 表达显著升高，差异均有统计学意义 （P ＜ 0.05）。结论：骨康片能够明显改善去势大鼠的骨结构及骨代谢指标，它能够抑

制骨吸收，促进骨形成，对骨质疏松症有明显的防治作用。
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Experimental Study of Gukang Tablets for Primary Osteoporosis
XIN Xiangui，LI Jiao，ZANG Xuehong，LIU Yuming

Abstract：Objective：To discuss the mechanism of Gukang tablets in treating primary os teoporos is for providing the
bas is for clinical application. Methods： Selected s ix- month- old healthy female rats， and divided them into sham
operation group，ovariectomy model group，Gukang tablets group，and Xianling Gubao tablets group with 10 cases in
each randomly. Except for the sham operation group，other groups es tablished ovariectomized rat os teoporos is model.
From the fourth day of modeling，the sham operation group and the ovariectomy model group were given 10 mL/(kg·d)
sodium chloride injection by gavage. The Gukang tablets group was given 2.5 g/(kg·d) Gukang tablets by gavage. The
Xianling Gubao tablets group was given 2.5 g/(kg·d) Xianling Gubao tablets by gavage. After three months of medication，

detected changes of deoxypyridinoline (DPD)，Creatinine (Cr) and bone his tomorphometry indexes，and observed changes
of bone gla protein(BGP) express ion of mRNA with reverse transcription - polymerase chain reaction(RT- PCR) method.
Results：Comparing with those in the sham operation group，DPD and the ratio of DPD/Cr in the ovariectomy model
group were increased s ignificantly， mean width of trabecular bone and number of os teoblas ts were decreased
obvious ly，mean spacing of trabecular bone and the number of os teoclas ts were increased s ignificantly，BGP express ion
of mRNA were decreased s ignificantly，the differences all being s ignificant(P＜0.05).Comparing with those in ovariectomy
model group，DPD and the ration of DPD/Cr in Gukang tablets group and Xianling Gubao tablets group were decreased
s ignificantly，mean width of trabecular bone and number of os teoblas ts were increased obvious ly，mean spacing of
trabecular bone and the number of os teoclas ts were decreased s ignificantly，BGP express ion of mRNA were increased
s ignificantly， the differences all being s ignificant (P＜0.05). Conclus ion：Gukang tablets can improve bone s tructure and
bone metabolic index effectively in that it can inhibit bone resorption， promote bone formation， and has obvious
preventive and therapeutic effects on os teoporos is .

Keywords： Osteoporos is； Ovariectomized rats； Bone his tomorphomet； Deoxypyridinoline (DPD)； Bone gla protein
(BGP)；Animal experiment；Rats
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原发性骨质疏松症(os teoporos is，OP)是指骨组织骨量减

少，骨的脆性增加及骨折危险性增高的全身骨骼系统代谢性骨

病[1]，是老年人的一种常见病和多发病。这一隐袭性疾病最易

发生于妇女，绝经后妇女由于卵巢功能低下，雌激素分泌减

少，破骨细胞的骨吸收作用超过了成骨细胞骨形成作用，中医

属骨痿、骨痹范畴。探讨本病的有效防治方法是国内外医学界

高度关注的问题。
1 材料与方法

1.1 实验动物 6 月龄未经产健康雌性 SD 大鼠 40 只，清洁

级，山东大 学 实 验 动 物 中 心 提 供 ， 合 格 证 号 ：SCXK(鲁 )
20050015，平均体质量(260±20)g。各组大鼠分笼饲养，饲

养环境通风良好，湿度温度恒定，自由饮水摄食，饲料由山东

大学动物饲养中心提供的大鼠配方饲料。
1.2 骨质疏松模型的建立 将 6 月龄健康雌性 SD 大鼠随机

分为 4 组，分别为假手术组、去势模型组、骨康片组、仙灵

骨葆片组，每组 10 只。动物适应性饲养 1 周，之后对正常组

仅切开腹腔后缝合，对其余各组进行造模。10% 水合氯醛

0.3 mL/100 g 腹腔注射麻醉，于腹正中线切开皮肤，逐层分

离皮下组织及肌肉筋膜进入腹腔，于双侧肾下极处找到卵巢，

结扎并切除双侧卵巢，术后所有大鼠肌注青霉素 1 次(8 万单

位 / 只)，以预防感染。术后连续三天做阴道细胞涂片，经证

实卵巢切除完全，去卵巢大鼠骨质疏松模型成功建立。术后各

组大鼠分笼饲养，饲养环境通风良好，湿度温度恒定，自由饮

水摄食。
1.3 试验药物与试剂 骨康片是山东中医药高等专科学校附

属医院外科传统协定方，由山东省莱阳生物化学制药厂制备。
仙灵骨葆片，贵州同济堂制药有限公司(批准文号：国药准字

Z20025357)。大鼠脱氧吡啶酚 / 脱氧吡啶啉 ELISA 试剂盒，

购自上海易利生物科技有限公司；SYBR Green I 荧光染料(罗
氏公司)。PCR 引物由宝生物工程(大连)有限公司合成。
1.4 给药方法 从模型建立第 4 天开始，假手术组和去势模

型组给予等容量氯化钠注射液 10 mL/(kg·d)灌胃。骨康片组按

2.5 g/(kg·d)灌胃骨康片(用量是成年人临床口服用量)；仙灵骨

葆片组按 2.5 g/(kg·d)灌胃仙灵骨葆片[2]。所有动物均自由摄

水、摄食。3 个月后取材检测。
1.5 尿样的收集与检测 实验结束前 1 天，无菌条件下从膀

胱抽取尿液，2 000 转 / 分，离心 20 分钟左右，仔细收集上

清。用酶联免疫吸附法(ELISA 法)测定尿中脱氧吡啶酚(DPD)
的量，用全自动生化分析仪测定尿中肌酐(Cr)的量。
1.6 骨组织形态计量学检测 采用颈椎脱位快速处死大鼠。
完整剔取大鼠股骨下 1/3 段，10% 福尔马林固定 24 h，经

EDTA脱钙，常规包埋、切片和 HE 染色。
1.7 大鼠骨钙素 （BGP） mRNA 表达水平检测 根据已知大

鼠骨钙素蛋白基因序列及引物设计原则，利用软件 primer
5.0 和 Oligo 6 设计实时定量 PCR 引物，目的片段长度 166

bp，引物序列：BGP 上游：5′- TGCTCACTCTGCTGGCCCTG
A- 3′；BGP 下 游 ：5′ - TAGGGGGCTGGGGCTCCAAGT- 3′。
GAPDH 作为内参进行对照，目的片段长度 89 bp，引物序列：

上 游 ： 5′ - ATGATTCTACCCACGGCAAG- 3′ ； 下 游 ： 5′
- CTGGAAGATGGTGATGGGTT- 3′。PCR 反应条件：94℃变

性 30 s，60℃退火 15 s，72℃延伸 1 min，35 个循环后 72℃
终末延伸 5 min，降温至 4℃取出，电泳后测光密度值。使用

总 RNA 提取试剂盒从大鼠骨组织中提取总 RNA，用 Oligo
(dT)为引物按说明书进行逆转录反应，合成 cDNA 第 1 条链作

为进行下一步 PCR 的模板。以上述大鼠骨组织进行逆转录反

应合成 cDNA 第 1 条链，以此 cDNA 为模板进行实时定量

RT- PCR。
1.8 统计学方法 应用 SPSS13.0 软件进行统计分析，计量

资料以(x±s)表示，各组间比较用单因素方差分析，以 α=
0.05 作为检验水准。
2 结果

2.1 各组大鼠尿脱氧吡啶酚 （DPD） 和肌酐结果比较 见表

1。与 假 手 术 组 比 较 ， 去 势 模 型 组 大 鼠 DPD 显 著 升 高 ，

DPD/Cr 的比值也显著升高，差异均有统计学意义(P＜0.05)。
与去势模型组比较，骨康片组和仙灵骨葆片组大鼠 DPD 显著

降低，DPD/Cr 的比值也显著降低，差异均有统计学意义(P＜
0.05)。

表 1 各组大鼠尿脱氧吡啶酚 (DPD) 和肌酐结果比较(x±s)

与假手术组比较，①P ＜ 0.05；与去势模型组比较，②P ＜
0.05

2.2 各组大鼠骨组织 HE 染色结果 见图 1。假手术组：骨小

梁粗壮、饱满、排列整齐并连接成网，间隙较小，着色较深，

形态结构完整，骨小梁密度、面积正常，骨髓腔相对较小，腔

内造血细胞数量较多。去势模型组：骨小梁变细，骨皮质变

薄，形态结构性差，有断裂，小梁间间隙增大，骨密度和面积

减少，腔内造血细胞数量减少，脂肪空泡多，呈典型的骨质疏

松改变，说明造模成功，成骨细胞减少，破骨细胞增多。骨康

片组：骨皮质无明显变薄，骨小梁无明显变细，且小梁连接性

尚可，部分区域骨小梁间隙略增大，其面积无明显减少，髓腔

内造血细胞数量较多，破骨细胞减少。仙灵骨葆片组：其骨微

结构改善明显，与正常组接近，骨小梁致密、均匀，相互交织

成网状，其面积无明显减少，髓腔内造血细胞数量较多，破骨

细胞减少。
2.3 各组大鼠骨组织形态计量学指标比较 见表 2。与假手

组 别

假手术组

去势模型组

骨康片组

仙灵骨葆片组

n
10
10
10
10

DPD(nmol/L)
128.005±12.564
193.987±25.321①

113.426±16.578②

112.556±20.125②

Cr(mmol/L)
62.356±8.756
63.525±10.256
66.125±7.896
65.356±6.598

DPD/Cr
2.051±0.162
3.042±0.236①

1.721±0.681②

1.723±0.537②
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术组比较，去势模型组大鼠骨小梁平均宽度和成骨细胞数显著

降低，骨小梁平均间距显著增大，破骨细胞数显著增多，差异

均有统计学意义(P＜0.05)。与去势模型组比较，骨康片组和仙

灵骨葆片组大鼠骨小梁平均宽度和成骨细胞数显著升高，骨小

梁平均间距显著降低，破骨细胞数显著减少，差异均有统计学

意义(P＜0.05)。

图 1 各组大鼠骨组织 HE 染色图片 (×400)

假手术组 去势模型组 骨康片组 仙灵骨葆片组

表 2 各组大鼠骨组织形态计量学指标比较(x±s)
组 别

假手术组

去势模型组

骨康片组

仙灵骨葆片组

n
10
10
10
10

骨小梁平均宽度(μm)
71.3±9.63
53.64±10.32①

74.18±11 .45②

74.32±10.52②

骨小梁平均间距(μm)
83.38±3.96
106.23±4.86①

81.27±7.02②

80.98±6.67②

成骨细胞数(个 /mm2)
9.426±1 .645
8.1 56±1 .366①

12.353±1 .025②

12.445±1 .035②

破骨细胞数(个 /mm2)
0.759±0.423
2.250±0.402①

0.769±0.321②

0.745±0.522②

与假手术组比较，①P ＜ 0.05；与去势模型组比较，②P ＜ 0.05

2.4 各组大鼠骨组织 BGP mRNA 表达水平比较 见表 3。与

假手术组比较，去势模型组大鼠 BGP mRNA 表达显著降低，

差异有统计学意义(P＜0.05)。与去势模型组比较，骨康片组和

仙灵骨葆片组 BGP mRNA表达显著升高，差异均有统计学意

义(P＜0.05)。

表 3 各组大鼠骨组织 BGP mRNA 表达水平比较(x±s)

与假手术组比较，①P ＜ 0.05；与去势模型组比较，②P ＜
0.05

3 讨论

骨质疏松症患者多有下丘脑一垂体一性腺轴功能减退，导

致性腺激素分泌减少，骨吸收增强，成骨细胞功能下降，单位

体积内骨组织减少，最终导致骨质疏松。绝经早期骨量的快速

丢失，以及雌激素替代疗法对绝经后骨质疏松症的防治效果，

均提示雌激素降低是绝经后骨质疏松的主要病因[3]。绝经后的

妇女容易发生骨质疏松，主要因素是内分泌失衡，特别是雌激

素水平的下降。绝经后卵巢功能衰退，体内雌激素水平降低，

首先引起维生素 D 的生成与活性降低，从而干扰肠道内的钙

吸收；其次，骨失去了雌激素的保护作用，对甲状旁腺激素的

敏感性增强，骨吸收增多。骨吸收指标脱氧吡啶酚(DPD)仅见

于细胞外Ⅰ型胶原蛋白中，主要转换部位在骨，DPD 几乎仅

在骨中存在。DPD 作为破骨细胞降解的副产品在尿中排泄。
为了消除由于尿量增多或减少引起的尿稀释及尿浓缩而导致

DPD 数值偏差，测定尿 DPD 的同时，须检测尿 Cr 的浓度进

行校正，并以 DPD/Cr 作为骨吸收的客观指标。实验中模型组

DPD/Cr 升高，说明通过卵巢切除，人为造成大鼠卵巢功能破

坏，雌激素水平下降，骨吸收代谢明显加强，骨丢失率显著上

升，导致骨质疏松的发生。骨康片治疗组 DPD/Cr 骨代谢指标

明显降低，说明骨康片通过抑制骨转换率，减少骨的吸收，提

高骨密度。
骨形态计量学指标是评价骨转换与骨结构的最直接最客观

的指标[4～5]。本研究以切除雌性大鼠双侧卵巢的方法复制骨质

疏松模型大鼠，运用骨形态计量的方法测定各组动物的骨形态

计量学指标，观察骨康片对去卵巢大鼠骨形态计量学指标的影

响。研究结果显示，模型组大鼠去卵巢后骨小梁平均宽度、成

骨细胞个数均有明显下降，骨康片组大鼠的上述指标经治疗均

明显升高，说明骨的内部结构得到很好的恢复。
骨钙素是成骨细胞合成并分泌的，比较稳定，不受骨吸收

因素的影响。通过骨钙素可以了解成骨细胞功能，特别是新形

成的成骨细胞的活动状态。因此，骨钙素是一种特异和敏感的

骨形成指标。实验结果表明，与去势模型组比较，骨康片组及

仙灵骨葆片组骨钙素 mRNA 表达水平升高，提示骨康片能通

过刺激骨髓微环境中成骨活性基因的表达，诱导成骨细胞分

化，促进骨形成。
骨的形成由成骨细胞完成，骨的吸收受破骨细胞控制。大

组 别

假手术组

去势模型组

骨康片组

仙灵骨葆片组

n
10
10
10
10

BGPmRNA
1.214±0.085
0.847±0.112①

1.186±0.175②

1.171±0.132②
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鼠去卵巢后，成骨细胞数明显减少而破骨细胞数明显增多，经

骨康片治疗后成骨细胞数升高，同时破骨细胞数降低，由此认

为，骨康片既能抑制骨的吸收，又能刺激衍化增生成骨细胞，

产生较多的骨基质，使骨代谢转为正态平衡，在有效的维持骨

量的同时，还能使已丢失的骨质得到一定程度的恢复。
中药骨康片可明显改善骨质疏松模型大鼠的骨计量学指

标，对去卵巢大鼠骨质疏松具有治疗作用。骨康片的抗骨质疏

松作用与其抑制骨的吸收、促进骨的形成、逆转骨的代谢平衡

有关。骨康片组尿脱氧吡啶酚水平较去势模型组显著降低，骨

钙素 mRNA 表达水平升高，反应出骨康片中的中药成分有发

挥类雌激素样作用，与仙灵骨葆片类似，抑制骨吸收，降低骨

转换率，促进骨形成，增加了骨密度，在相关的临床试验中也

验证了这点[6]。骨康片是依据肾主骨的基本理论，应用补肾壮

骨、活血止痛方法，标本兼治，迅速改善临床症状，增加骨密

度，防治骨质疏松症。
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