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补肾方药对骨质疏松大鼠骨中 LIM矿化 

蛋白 1表达的影响 

刘紊彩 李桃 李恩 

·药物研究 · 

【摘要】 目的 探讨补肾方药预防糖皮质激素诱导大鼠骨质疏松发生的机理。方法 通过肌 

肉注射地塞米松造成骨质疏松模型，观察朴肾中药对骨密度的影响．从骨骼中提取 mRNA，采用 RT- 

pcR方法对LIM矿化蛋白(LMp-I)进行半定量。结果 病理组大鼠的骨密度及骨骼中LMP-I的表达 

明显降低(P(0．05)，而补肾方药组的骨密度及LMP-1的表达明显高于地塞米橙组(P(0．05)。结 

论 地塞米松抑{右I LMP-1在骨骷的表达，而朴肾方药可通过提高LMP-1在骨的表达而预防骨质疏橙 

的发生。 

【关量词】 地塞米橙； LMP-1 mRNA； 骨质疏松； 补肾方药 
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糖皮质激素在临床上应用非常广泛，如系统性 

红斑狼疮、皮肤病、类风湿关节炎、肾病、哮喘、器官 

移植等疾病的治疗。长期大剂量使用糖皮质激素的 

主要副作用之一就是骨质疏松症” 。对其诱发骨 

质疏橙症的机理已进行了广泛而深入的研究，它可 

抑制成骨细胞的分化而影响其发挥成熟成骨细胞的 

功能 ，从而减少骨形成。由于 “n．11 、Isl一1 、 

Mec．3 3种蛋白的c末端含有相似的结构，即半胱 

氮酸和组氨酸重复出现而形成的锌指结构，因此将 

具有相似结构的蛋白叫做 L[M功能域蛋白。LIM功 

能域是一种能与锌结合的结构，介导特异的蛋自与 

蛋白间的相互作用 ，在与细胞生长、分化有关的多种 

蛋白中出现” 。LMP一1是 LIM家旗成员之一 ，LMP-1 

作者单位：050017 石家庄．河北医科大学生物化学敷研室(荆 

柬彩、李恩)，附属第三医晓骨科研究所(李桃) 

在骨骼中表达，它是成骨细胞分化过程中必不可少 

的正调节因子，生理剂量的地塞米松可使 LMP-1的 

表达增强 。大剂量的地塞米橙有可能通过影响 

LMP-1的表达而抑制成骨细胞的分化从而导致骨质 

疏松。我室研制的补肾方药可促进戚骨细胞的分 

化，起到防治骨质疏松的作用 ，此作用是否是通 

过对抗地塞米橙对 LMP-1的抑制而实现的，本文就 

这些问题进行了初步探讨。 

材料和方法 

一

、材料 

1．中药：中药组方为熟地黄、山萸肉、山药、淫 

羊藿、茯苓 、泽泻等，邯郸药厂制造。 

2．动物：6月龄雌性 Wigtar大 鼠 36只，体重 

250～320 g，购自天津市医学实验动物开发中心。 

二、实验方法 
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1．动物喂养：将 36只大鼠随机分为 3组，正常 

对照组 12只 ，肌肉注射生理盐水 ，地塞米松模 型组 

和中药组各 12只，肌肉注射地塞米松(南京第三制 

药厂生产，剂量 0 1 mgtl00 g体重)，同时正常组灌 

胃蒸馏水，中药组灌 胃补肾方药(0 32 g／100 g体 

重)。喂以正常饲料，自由饮水，室温为 20～25℃。 

l2周后，禁食、禁水 24 h，留尿，于一20℃存放备用， 

股动脉放血处死动物，留取血清，于 一70~C存放备 

用，取3只动物的椎骨及右侧股骨做病理切片，其余 

右侧股骨及胫骨做骨密度检测，左侧股骨用于提取 

总 RNA。 

2．观察指标：血清及尿钙、血清碱性磷酸酶 

(ALP)按试剂盒说明测定试剂盒由北京化工厂提 

供，无机磷、肌酐测定试剂盒由石家庄试剂公司提 

供，血清骨钙素(BGP)、雌二醇(E2)用放射免疫法测 

定，试剂盒由中国医学科学技术中心提供，放免测定 

仪为 F1—603井型 闪烁探头(三六一厂生产)。骨 

密度用双光能 x线骨密度仪测定 (美国 Lunar公 

司)。骨组织病理切片由本校组胚教研室制作 。 

3．总 RNA的提取：从 骨干骺 端取样提 RNA。 

所用方法为异硫氢酸胍．酚．氯仿一步法，0D260t 

OD280鉴定纯度，1％琼脂糖凝胶电泳鉴定完整性。 

异硫氨酸胍为Serva产品，琼脂糖为 Sigma产品。 

4．反转录反应 ：反转录体系中加入 5×buffer、 

dNTP、RNasin、Amy、mRNA等混匀，42℃水浴 45 II1in， 

95℃灭活 5 min。反转录酶、Randon Primer、RNasin、 

dNTPS由北京鼎国生物工程公司提供。 

5．PCR反应：反 应体 系中加入反转录产物、 

TagDNA聚合酶(Promega分装)、上游引物、下游引 

物。对8．actin及 LMP-1进行扩增，口．actin扩增条件： 

95℃变性 3 min；94℃变性 1 min、59℃退火 1 min、 

72℃复性 1 min；72℃复性 5 min。33次循环。LMP．1 

扩增条件：95℃变性 3 min；94~C变性 45 8、58~C退火 

45 8、72℃复 性 45 s；72℃复 性 6 min。33次循环 。 

PCR循环仪 (EquiBio)由美 国生产。PCR产物于 

1．5％的琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下摄影，扫描分析 

结果。PCR引物由上海生物工程公司合成。 

B-actin上游 5 TCCTAGCACCATGAAGATC 3， 

(190 bp)下游 5 CAG 3 

LMP．1上游 5 CCACGTATGAGCACCTCCTC 3 

(260 bp)下游 5 CACAGCTACATACAGGTFI'AI3"G 

结 果 

1．大鼠血、尿生化指标的变化：DEX组大鼠血 

清钙 、磷、雌二醇与正常组 比较无差异 (P>0．05)． 

DEX组血清ALP较正常组明显升高(P<0．05)，血 

清 BGP降低(P<0．05)，而中药组的血清 BGP较 

DEX组明显升高 (P<0．05)。结果见表 1。DEX组 

尿钙／肌酐与正常组相比明显升高(P<0．05)，尿磷／ 

肌酐、羟脯氨酸，肌酐则降低(P<0．05)，中药组的尿 

钙／肌酐较 DEX组降低(P<0．05)，尿磷／肌酐、羟脯 

氨酸／肌酐则升高(P<0．05)。结果见表2。 

衰 1 太鼠血钙、磷、ALP、BGP、雌二酵的变化( ± ) 

注：与正常组 比较 *P《0∞ ， P《0．01，与 DEX组 比较 P《0 05 

衰2 大鼠24 h尿钙，肌酐、尿磷，肌酐、 

羟脯氨酸／肌酐的变化(i± ) 

注：与正常组比较 *P《0 05；与 DEX组比较#P(0．05 

2．补肾方药及糖皮质激素对大鼠骨密度、体重 

的影响：DEX组的胫骨骨密度、股骨骨密度、体重与 

正常组比较都显著降低(P<0．05)。而中药组的胫 

骨骨密度、股骨骨密度都较 DEX组明显升高(P< 

0．05)，体重则无明显改变(P>0．05)。结果见表3。 

衰3 太鼠骨密度、体重的变化(j± ) 

注：与正常组 比较 *P《0．05；与 DEX组比较 #P《0 05 

3．大鼠股骨、椎骨组织病理改变：DEX组股骨 

及椎骨的骨小梁稀疏变薄，骨髓腔扩大，部分区域可 

见骨小粱断裂，且可见大量的脂肪细胞，而中药组与 
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DEX组比较，股骨及椎骨的骨小梁明显宽厚，数 目 

也显著增加，未见骨小梁断裂，少见脂肪细胞。 

4．朴肾方药与 LMP-1表达的影响 

(1) actin的表达在 25到 40次之间都呈指数 

增长，40次以后达到平台期，所以B．actin选择 35次 

循环。LMP-1的表达在25到 35次之间都呈指数增 

长，35次以后达到平台期，所以 LMP-1选择 33次循 

环 。结果见图 1 3。 

循耳 【t 

图 1 不同循环次数时 ~-actin和 LMP．I的表达 

1 2 3 4 5 6 

田2 不同循环次数时 ~actin的表达 

1泳道为Madder，2、3,4、5、6泳道分别为 

20、 、3O、35、40攻 O-Ⅱ n循环 

1 2 3 4 5 6 

图3 不同循环次数时 LMP一1的表达 

】泳道为 bh~rker．2、3、4、5、6泳道分别为 

20、25、30、35、4o提 LMP-1循环 

(2)朴肾方药对 LMP-I表达的影响：将 PCR产 

物于 1．5％的琼脂糖凝胶上电泳后可以看出，DEX 

组的 LMP．1的表达明显降低，与正常组相比有显著 

差异(P<0．O1)。中药治疗组的 LMP．1的表达较 

DEX组显著升高(P<0．O1)。结果见图 4—6及表 

4。 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

围4 不同组别 ~-aclin的表达 

泳道为 bh~rker．2、5、8泳道为DEX组的 ~aclla，31619泳道为 

正常组的 Ⅱ n．4、7、l0泳遭为中药组的#-actln 

图5 不同组别 LMP-I的表达 

1泳道为 Marker．2、5、8泳道为 DEX组的 LMP-I．3、6、9泳道 为 

正常组的 LMP-I．4、7、10泳遭 为中 药组的 LMP-I 

18s 

28s ■ 
田 6 RNA 

寰 4 各组大鼠骨骼中 LMP-1的表达量 

组尉 LMp-I mRNA 

正 常组 

DEX组 

中药组 

注：与正常组比较 *P<0 01：与 DEX组 比较 #P<0 0 

讨 论 

1．地塞米松诱导的大鼠骨质疏松模型的建立 

本实验中DEX组大鼠血清碱性磷酸酶明显升 

高，但这并不能说明地塞米松能够促进骨形成，因为 

实验中所测得碱性磷酸酶来源于多个脏器，地塞米 

松对肝脏、小肠等的副作用而使血清中的碱性磷酸 

瑚 瑚 姗 瑚 搴： 。 

●蚜琳 5喜 

瑚 

O  O  0  

± ± ± 

!  " 虹 

1  O  0  
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酶升高，DEX组大鼠血清骨钙素明显降低，尿钙，肌 

酐明显升高，说明地塞米松能够促进骨矿物质分解， 

使钙从骨骼流失增加，骨代谢紊乱，骨小粱稀疏变 

薄、断裂、骨髓腔扩大、脂肪细胞增加，骨密度降低， 

说明地塞米松 已成功诱导出大鼠骨质疏松模型。 

2．地塞米松对 LNP-I表达的抑制作用 

LIM功能域是具有半胱氨酸和组氨酸结构组件 

的保守序列，含有两个锌指结构⋯ ，介导蛋白之间 

的相互作用 。Ia~IP-I是 LIN蛋白家族的成员之 

一

．L1VIP．1以不同的水平在成年大鼠的肾脏、心脏、 

脑、肺及骨骼肌表达，也在胎鼠骨表达。小鼠及人的 

Ia~IP-1的cDNA也已克隆出来。Ia~IP-I是成骨细胞 

分化过程中不可缺少的正调节因子，是一种细胞内 

的非分泌蛋白，体外实验发现 ，如果用反义寡核苷酸 

阻断 L1VIP．1 mllNA的翻译，那么成骨细胞的分化就 

受到阻碍，相反当它过渡表达时可通过促使其他可 

溶因子的分泌而诱导成骨细胞的分化，如调节成骨 

细胞转录因子核结合因子 ~t-1(ebfa1)及骨形态发生 

蛋白2(BNP．2)的转录，但其确切的作用机理尚不清 

楚，总之它在骨形成过程中的软骨骨化这一步骤起 

重要作用 。LMP．1是成骨细胞分化必不可少的调节 

因子 J，较低浓度的地塞米松(1nM)可明显刺激成 

骨细胞的分化，并促进 L1VIP-I的表达。大剂量糖皮 

质激素可抑制成骨细胞的分化，而过量糖皮质激素 

抑制成骨细胞的增殖与分化，使成熟的、具有分泌基 

质功能的成骨细胞及支撑破骨细胞产生的成骨细胞 

数目减少 ，本实验发现大量应用地塞米松降低 

Ia~IP-I在骨骼中的表达，有可能进一步抑制成骨细 

胞的分化 ，使骨形成减少而引起骨质琉松。 

3．补肾方药对 Ia~IP．1表达的影响 

糖皮质激素常用来建造大鼠肾阳虚模型 。 

本实验中给大鼠肌肉注射地塞米松，实验初期大鼠 

无明显变化，但随着地塞米松的使用时间的延长，大 

鼠逐渐出现肌肉消瘦、肢体倦怠、体重减轻、毛色枯 

黄易落等肾脾阳虚的症候表现。在“肾为先天之本， 

主骨生髓，脾为后天之本，主四肢肌肉”中医理论的 

指导下，根据中医“不治已病治未病”的原则，我室研 

制了补肾方药来预防糖皮质激素诱导的骨质琉松 

症。运用现代医学手段对此方已进行了较深入的研 

究，已证明它能促进成骨细胞的分化 ’ 。本实验 

结果提示补肾方药可提高 L1VIP-1在骨骼的表达，所 

以该方药可能通过提高 L1VIP-1的表达促进成骨细 

胞的分化，对抗糖皮质激素对成骨细胞分化的抑制 

作用，这是补肾方药补肾牡阳、对糖皮质激素诱发的 

骨质疏松起到标本兼治的机理之一。有关 Ia~IP-1 

的作用及补肾方药的作用机理仍需进一步研究。 
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