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中药坚骨液对卵巢切除后大鼠骨质疏松的影响 

冯 坤 高于范 张灵菊 刘月桂 

Effect of”Jiangu Ye on experimental osteoporosis 

Feng Kun，Gao Zilan，Zhang Lingln and Yaegui 

(I，uoyang Orthopedic—Traumato[ogical InstitutetHenan Province-Luoyang 471002．China／ 

Abstract In this study．the effect of JIANGU YE”(JOY)(1iquid for increasing bone density)on experimen 

tal osteoporosis observed in aged rat models of ovarian—hormone<Leficiency—induced bone loss． 

Sixty 1 2-month—old female rats weFe divided into three groups：the test，control and blank groups All animals 

of both test and control groups were ovariectomized but those of the blank sham operated The animals of the test 

group wPre given JGY through the stomach，while those of the control and blank given water． 

Three months later．all indices in the three groups~vere observed and analysed．The results showed：(1)bone 

density of vertebra I⋯ femu r and tibia in the test group significantly higher than in the control(P<0．05)；(2)re 

n／klr bone mineral density(BMC)and tibia bending ultimate strength of the test group significant[}"higher than in 

the control(P~-0 05；Pt二0 0j)land(3)unit—bone—volume content of tibia】organic and inorganic mat rix in the test 

group s gn f cant[v higher than in the contro](P<O 05)Some biochemical indices related to bone resorption were 

detected．The u rinary hydroxyproline of the test group wss significantly lower than that of the control but higher 

than that of the blank；in comparison with the contrnl，the plasma calcium level of the test group increased but the 

plasma phosphorus[eve[did no[change；the plasma ALP of the test group ascended but the ACP descended(P( 

0．O5) 

The results suggested that JGY could inhibit the bone resorption of rat models of ovarian—hormone——deficiency 

induced osteope>rosis and efficaciously prevent the bone loss and bone strength reduction． 

随着』、El老龄化的增长，骨质疏松症已成 

为威胁老年人特别是绝经后妇女健康的常见疾 

患，也是影响人们生活质量的严重社会问题。治 

疗骨质疏松症的药物有多种，但都存在一些问 

题，如长期使用时副作用大和价格昂贵等。传统 

医学认为，骨质疏橙症属“骨萎”症，临床已有不 

少用中药治疗骨质疏松的报遭，但对中药治疗 

骨质疏松进行详细的药效学研究却很少。我所 

根据多年筛选研究结果，研制了中药坚骨液制 

剂，用于实验性骨质疏松症的防治，取得良好效 

率丈为河南省科委重 攻关谭题资盘资助 

作者单位：471 002，州南宙济酮 骨研究所 

果。本文仅从生化方面作的报告。 

1 材料与方法 

1．1 动物及造模：l2月龄雌性W[star大鼠， 

购自中国医科院动物研究所繁殖厂，平均体重 

300g(280~a20g)。88只动物随机分成4组：造 

模空白组(简称空白组)，造模对照组(简称对照 

组)，雌激素治疗组(简称雌激素组)，中药坚骨 

液治疗组(简称中药组)。对照组、雌激素组和中 

药组动物按文献方法 。 摘除双侧卵巢，空白组 

做假手术(未切除卵巢)。 
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1．2 用药方法：手术1周后．中药组动物用中 

药坚骨液(由我所药物研究室提供．用淫羊霍、 

黄芪等几味中药经水提醇沉制备)灌胃，每次 

7ml／kg体重，每日2次。空白组、雌激素组和对 

照组动物用自来水灌胃。雌激素组动物隔日肌 

注苯甲酸雌二醇(h海第九制药厂生产)50 g。 

正常饲养4个月处死取样。 

1．3 取样：所有动物停药3天后取样 (1)尿： 

处死前取24小时全尿，测定 碌钙(Ca)、磷 

(P)、肌酐(cr)和羟脯氨酸(Hop)。(2)血浆：用 

戊巴比妥钠腹腔注射麻醉动物．取肝静脉血，肝 

素抗凝，置于冰水浴中，冷冻离心分离血浆，立 

即测定钙、磷、碱性磷酸酶(AI P)和酸性磷酸酶 

(ACP)。(3)骨标本：取股骨、L 、胫骨，剔尽附着 

的软组织，4 c保存。 

1．4 分析方法：(1)血生化分析：血浆钙采用邻 

甲酚酞络台酮法，反应温度25 C．波长570nm 

血浆磷采用磷钼酸法，反应温度25c，波长 

340rim。钙、磷试剂盒均为北京中生生物工程高 

技术公司产品 血浆ALP、ACP采用对硝基苯 

磷酸二钠基质测定法 ]，酶括性单位为金氏单 

位。 )尿生化分析：用碱性苦味酸盐法测定尿 

肌酐(Cr)；用GBHA显色法。j测定尿钙(Ca)； 

用氰氨T氧化法 测定尿羟脯氨酸(Hop) 

(3)骨样分析：按文献“ 方法，采用Archimedes 

原理测定骨标本体积后，室温真空干燥至恒重， 

用十万分之一分析天平称重，计算出骨密度。用 

双能X线骨密度仪测定股骨骨矿密度。用三点 

弯曲法测定胫骨中段弯曲极限强度。样品用氯 

仿：甲醇一2：1作溶剂．用soushx提取器回 

流脱脂48小时．真空干燥后称重 再用lo 三 

氯醋酸抽提脱脂骨的无帆盐，真空干燥脱钙骨． 

称重，即为骨有机质重量。用6N HCI 100 C消 

化骨有机质4小时。取一半消化液用改良El 

son法 测定氨基已糖，剩余一半在108 c条件 

下继续消化1 6小时，甩Newman 法测定羟脯 

氯酸。测定股骨骨密度后，干燥，准确称重 用 

电感藕合等离子体发射光谱法测定骨中无机元 

素含量。(4)分析仪器：HP8452A紫外可见分光 

光度计(美国)；RD 20IV高速冷冻离心机(日 

本)；DPX型双能X线骨密度仪(美国)；ICP— 

AE3电感藕合等离子体直读光普仪(美国)； 

Mettler H54AR十万分之一分析天平(瑞士)； 

测力计 (中国)。氯基 己糖标准试剂为 

ACTUER公司产品．羟晡氨酸标准试剂为中 

科院上海生化所产品。分析试剂均为分析纯。 

2 结果 

骨密度及骨强度：各组动物I 胫骨．股骨 

骨密度测定结果见表1 对照组均明显低于空 

白组(P<0．o1)，表明造模成功；中药组和雌激 

素组骨密度及骨强度均高于对照组(P< 

0．01)，表明中药坚骨液和雌激素对实验性骨质 

疏松有明显抑制作用。 

表l 各组动物骨密度和骨强度测定结果( ±s) 

拄与耐照组比较fP<O 05．P<o．01)J F表同 

血、尿样分析：空白组血浆钙、磷、ALP与 

对照组比较．差别均无显著意义(P>0．05)，血 

浆ACP活性低于对照组，有显著意义(尸< 

0．05)。中药组和雌激素组血浆钙高于对照组 

(P<0．05)，血浆磷高于对照组但无统计学意 

义(P>0．05)，血浆ALP活性低于对照组，但 

无统计学意义，血浆ACP活性明显低于对照 

组，有显著差别(尸<0．05)，见表2。对照组动物 

24小时尿肌酐、钙和羟脯氨酸量均高于其它三 

组(P<0．O1)，但钙／肌酐、羟脯氯酸／肌酐比值 
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仅与雌激素组有差别．结果觅表3 

表2 各组动物血浆生化指标测定结果( ± J 

骨基质：即单位体积中有机质和无机质含 

量，对照组胫骨中有机物和无机物含量均低于 

空白组(P<0．01．P<0 01)，雌激素和中药组 

含量均高于对照组(P<o 01)，而与空白组含 

量相近(P>0．05)；对照组L。椎体骨中有机质 

和无机质含量低于空白组(P<0．01 < 

0．o1)，中药组有机质含量与对照组无差别，无 

机质含量高于对照组而低于空白组．均有统计 

意义(P<0．01) 结果见表4。 

表4 各组动物骨有机质和无机质测定结果(z± ) 

羟脯氨酸和氨基己糖：对照组胫骨单位体 

积内羟脯氨酸含量与空白组、中药组相比均无 

统计学差别(P>O 01)；而对照组L椎体羟脯 

氨酸含量低于空白组、激光组与中药组，有统计 

学差别(P<0．o1)。胫骨氨基己糖测定结果表 

明，对照组低于空白组、激素组和中药组．仪与 

激素组和中药组有统计差别(P<0．01)；I 椎 

体氨基己糖含量测定结果是各组问均无差别 

(P>0 05)。结果见表5。 

衰5 各组动物骨羟脯氨酸和氨基己糖含量测定结果( ±s1 

毒 
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骨钙磷含量：对股骨钙、磷含量分析结果表 

明一x~Hff,组股骨单位体积内所测定钙、磷含量均 

显著低于空白组( <0．05)，用药组含量均显 

著高于对照组(P<o．05)而与空白组相近。结 

果见丧6。 

表6 骨中钙、磷元素的测定 =s) 

3 讨论 

妇女绝经或卵巢切除后，由于体内雌激素 

水平降低．而使骨代谢呈负平衡状态——骨吸 

收相对增强，骨量逐步丧失，形成骨质疏松 一。 

目前常用卵巢切除的办法造成具有类似骨质疏 

松骨丧失现象的雌性大鼠模型为研究对象来进 

行骨质疏松的研究。从本文测定的大鼠L 、胫 

骨、股骨骨密度结果来看，切除卵巢4个月后， 

动物骨胳已出现骨密度明显下降，对照组动物 

骨密度指标均低于窑白组，差别具有统计学意 

义．说明用这种方法建立的骨质疏松模型成功。 

骨强度是指骨组织抵抗破坏的能力。骨强度的 

大小与骨折发生的危险性相关 有人测定骨质 

疏松大鼠股骨皮质骨厚度和其抗弯力，发现造 

模动物骨皮质变薄，抗弯力降低。我们对大鼠胫 

骨进行强度测定，结果也表明，对照组大鼠胫骨 

强度极度下降．说明动物去势4十月已明显出 

现了骨力学性能改变．抗外力能力减退。雌激素 

和中药坚骨液对这种强度下降有明显的阻抑作 

用 

血钙受多种内分泌激素调节而处于平衡状 

虑。临床检查绝经妇女的血钙虽然有增加的倾 

向，但多在正常范围内波动。实验研究 也指 

出，去势不影响血钙的水平。本文报告有相同结 

果。雌激素能够促进肾畦I hydroxylase活性， 

增加肠道钙的吸收．使血钙略有上升。本文实验 

结果也表明，雌激素提高了模型动物的血钙水 

平 经中药坚骨液治疗后的去势动物血钙也有 

升高现象，基于本文骨密度和血浆ACP测定结 

果．我们认为可能是坚骨液一一方面提供r生物 

性可吸收性钙，另一力‘面叉促进=r肠钙吸收的 

结果，而不是骨吸收增强引起 体l 磷85 存 

在与骨中，其主要作用是促进骨基质的合成和 

骨矿沉积。血浆无机磷的水平影响骨吸收速率 

血磷的稳定是骨生长和矿化的必要条件 0。临 

床和实验研究都表明，雌激素水平低下对血磷 

影响不大 本文实骑结果也有相同的结论 成 

骨细胞含有丰富的碱性磷酸酶．后背在骨钙化 

区水解磷脂，释放的磷酸根与钙以沉淀的方式 

沉积在胶原骨架上。发生骨矿化作用。成骨活跃 

时成骨细胞分泌了大量碱性磷酸酶．部分参 

于骨的钙化．’一部分释放到血液中．使血中酶活 

性升高。血清(血浆)中约50 碱性磷酸酶来源 

于骨，另一半来源于肝，极少量的碱性磷酸酶来 

源于小肠和胎盘。血清(血浆)AI P活性可以反 

映成骨细胞活跃情况。临床研究表明，绝经后骨 

质疏松症妇女。血清碱性磷酸酶活性比正常妇 

女高40 。实验研究也证明，去势后动物血碱 

性磷酸酶活性升高“一。一般认为这种血AI P的 

升高是伴随着骨吸收亢进代而出现的代偿性骨 

形成增强引起的。所 ．采用破骨抑制疗法治疗 

绝经后骨质疏松时，患者血清(血浆)碱性磷酸 

酶活性下降，采用成骨疗法治疗时血碱性磷酸 

酶活性升高。有报道应用尼尔雌醇可 降低模 

鼠血碱性磷酸酶活性。但在本研究中发现，雌二 

醇对模鼠血碱性磷酸酶活性影响不大，但不明 

显。所以，坚骨液治疗骨质疏松症的机理是否与 

成骨刺激有关目前尚没有直接的证据 

酸性磷酸酶主要存在于骨、前列腺、红细 

胞、血小板和脾脏中。血清ACP活 远高于血 

浆是由于在凝血过程中血小板内ACP释放入 

血所致。因此．我们采用雌陛动物血浆，排除了 

前列腺、红细胞、血小板内ACP因索的影响，此 

时血浆ACP#要求豫r骨。骨性ACP由破骨 

细胞释放，在骨吸收时对骨基质的溶解起重要 

作用，当骨吸收活跃时。反映在血中酶活性升 

高。有材料表明。 ，绝经后妇女患者血清ACP 
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较正常人高，与尿钙(Ca)、尿羟脯氨酸(Hop)呈 

正相关。雌激素通过降低甲状旁腺激素水平刺 

激降钙素分泌来抑制骨吸收、降低ACP活性。 

本文结果也表明去势动物血浆酸性磷酸酶咀显 

增高，而经过雌激素和坚骨液治疗后动物酸性 

磷酸酶下降，说明中药坚骨液维持模鼠骨量的 

作用主要是通过抑制骨吸收而不是促进骨形成 

的方式来实现的。 

尿钙的测定对骨矿代谢的研究有很重要的 

价值。尿钙是肠道钙吸收、骨钙溶解、肾小球滤 

过和肾小管重吸收多种生理生化过程的最后结 

果。24小时尿钙测定对临床评价钙平衡有重要 

意义。但分析24小时尿钙时，饮食钙摄入量对 

测定值影响很大，因而临床24小时尿钙测定难 

以准确反映骨吸收的状态而不被应用。本文采 

取动物连续禁食方法收集24小时尿样进行分 

析，完全消除了饮食的影响，总尿钙基本上反映 

了骨吸收的状态。雌二醇通过抑制骨吸收降低 

了总尿钙。中药坚骨液治疗的动物尿钙排出量 

明显减少，表明坚骨液在抑制骨吸收上有明显 

的作用。 

有人研究绝经后骨质疏松妇女的尿羟脯氨 

酸与骨吸收率正相关 。雌激素通过抑制骨吸 

收使骨胶原水解降低，减少尿羟脯氨酸的排出 

量。根据本报告的数据统计结果，对照组动物 

24小时尿Hop量增加，说明造模后动物骨胶原 

分解加快，骨吸收增强。中药坚骨液同雌激素一 

样明显地抑制了模鼠的骨胶原分解，但作用强 

度弱于雌激素。 

许多研究表明。。。，临床检查骨质疏松患者 

的尿Ca／Cr、Hop／Cr值高于正常人．在动物实 

验中也发现同样规律 。引进肌酐指标的意义 

是校正尿量，但在本实验中发现，对照组尿总肌 

酐排出量高于其它组相近20 ，伴随尿Ca、 

Hop的升高，其cr也升高，这样就降低了Ca／ 

Cr、Hop／Cr指标在评价骨吸收时的准确性和 

灵敏性 除雌激素治疗组以外．空白组的正常动 

物及对维持骨量有明显作用的坚骨液组动物没 

有表现出在尿Ca／Cr、Hop,／Cr指标上与对照组 

的差别，这就提示我们，卵巢切除不仅引起内分 

泌失调，钙 磷及胶原代谢紊乱 而且对整个机 

体的吸收与排泄功能也有影响，在采用尿Ca／ 

Cr、Hop／Cr指标时应全面考查影响尿肌酐的 

日素，以准确敏感地评价骨代谢 

本文测定结果表明，造模后，动物骨基质量 

均明显下降 中药坚骨液能明显抑制模型动物 

胫骨、h的骨基质丧失，但作用强度低于雌激 

素。 

羟脯氨酸是骨胶原的生比标志物，在胶原 

中的含量约为l3．4 。测定羟脯氨酸的含量可 

计算出胶原的含量。骨有机质非胶原蛋白中以 

糖一蛋白质复台物为主，约占有机质的l0 ，与 

骨的钙化和形成有密切关系。测定样品中的氨 

基己糖可以观察糖蛋白复合物含量变化。本研 

究结果表明，造模对松质骨的胶原代谢、对密质 

骨的糖蛋白复合物影响较大，中药坚骨液也是 

在这里起到平衡或抑制作用，使造模动物骨胶 

原和糖蛋白复合物恢复到正常。详细的机制目 

前尚不清楚。 

骨无机物中钙、磷的量反映骨中羟基磷灰 

石的含量。破骨细胞首先移去矿物质，随后进行 

骨胶原分解。所以骨质疏松时表现为明显的骨 

矿溶解和骨钙含量下降。本实验中空白组动物 

股骨钙、磷含量严重降低，说明造模后动物出现 

骨矿丢失问题，而使用中药的动物没有出现严 

重的骨钙、磷丢失。雌激素和中药坚骨液能明显 

抑制骨矿的溶解和丢失。 
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临床资料表明．在骨质疏松患者中并发骨 

质增生较多见 骨质疏松是一种全身性骨代谢 

疾病--]．而骨质增生是由于劳损、应力以及骨代 

谢异常等多种原因 l起的骨骼疾病．二者具有 

同样的激素基础。老年^甲状旁腺分泌过盛，降 

钙素分泌也明显增加，前者促进骨破坏．后者促 

进骨形成 降钙素的分泌增加是对甲状旁腺分 

泌过盛的代偿．而骨质增生也是对骨质疏松的 
一 种代偿 我们的测定结果也证实Ir这一 

点，三个疾病组的碱性磷酸酶和尿钙、尿磷均高 

于对照组，骨质增生组和骨质疏松与增生并存 

组虽然存在着明显的失骨现象，但不如单纯骨 

质疏松组严重。碱性磷酸酶的增高，主要表现成 

骨细胞活跃而部分患者合并骨软化。我们认为 

骨质疏松和骨质增生都是骨代谢紊乱所致．骨 

质疏松是骨质增生的主要诱因之一．同时提示 

骨质增生的临床治疗应强调骨代谢的调整。 
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