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摘要：目的 观察淫羊藿在醋酸泼尼松所致的肾阳虚雄性 <= 大鼠肾脏和股骨骨形态发生蛋白67

（$4567）的表达，探讨淫羊藿的抗骨质疏松机制中 $4567 的作用。方法 % 月龄雄性 <= 大鼠 !# 只，

随机分为正常组、肾阳虚模型组和淫羊藿组，灌胃给药 ;" > 后，)?@<: 检测血清 $4567 含量，8A65B8
检测肾脏和股骨 $4567 *8C: 的表达，免疫组化检测肾脏和股骨 $4567 的表达部位及数量。结果

醋酸泼尼松致肾阳虚大鼠血清 $4567 含量下降（! D "9"’），肾脏和股骨 $4567 *8C: 和 $4567 的表达

亦明显下降（! D "9"’），淫羊藿能提高血清 $4567 的含量（! D "9"’），并在 *8C: 水平（! D "9"’）和蛋

白水平上增加肾脏（! D "9"’）和股骨 $4567 的表达。结论 醋酸泼尼松可导致肾脏和股骨 $4567 表

达的减少，淫羊藿可通过上调肾脏和股骨中 $4567 的表达，增加诱导成骨作用，修复骨组织损伤，肾

脏可能通过 $4567 的血循传送途径调控骨骼疾病。
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临床上接受糖皮质激素治疗的慢性疾病患者

中，最终有 %"Y Z ’"Y发展为骨质疏松。长期服用

糖皮质激素，可致肾虚衰，精髓空虚，骨骼失养，而发

骨痿（骨质疏松）［&］。$4567 是 $45 家族中重要成

员，是多效性细胞因子，与骨骼及肾脏疾病密切相

关。淫羊藿是一种补肾壮阳中药，有显著的防治骨

质疏松的作用。本实验观察淫羊藿对醋酸泼尼松所

致的肾阳虚雄性 <= 大鼠肾脏和股骨 $4567 的表

达，探 讨 淫 羊 藿 的 抗 骨 质 疏 松 机 制 中 $4567 的

作用。
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! 材料和方法

!"! 药品的提取及配制

淫羊藿生药材（湛江市药材公司）用水浸泡后煎

煮 !"# $，重复 % 次，合并滤液浓缩至 ! & 生药’()。

取醋酸泼尼松原料（广东仙居制药股份有限公司）

*%+ (& 于研钵中，加入 ! () 吐温,-+ 试剂进行研磨，

再用蒸馏水稀释定容至 #++ ()。

!"# 主要试剂

大鼠 ./0,1 定量 2)345 试剂盒（上海西唐生物

科技有 限 公 司）；67389: 试 剂（ 3;<=>?9&@; 公 司）；9;@
A>@B 76,0C7 试剂盒（D=E&@; 公司）；./0,1 多克隆抗

体（4E;>E C:F8 公司），AB@G=H=G=>I 4,0 超敏鼠组织免疫

组化试剂盒（福建迈新公司）；J5. 显色剂（福建迈

新公司）。

!"$ 动物模型的制备与分组

* 月龄雄性 4J 大鼠 %K 只［由广东医学院实验

动物中心提供，合格证号：4CLM 粤 %++K,+++-，清洁

级，体重（*%+"#N O %+ &）］，随机分为 * 组：正常组［蒸

馏水 # ()’（P&·Q）R 蒸馏水 # ()’（P&·Q）］；肾阳虚模

型组（简称模型组）［醋酸泼尼松 *"% (&’（P&·Q）R 蒸

馏水 # ()’（P&·Q）］；淫羊藿组［醋酸泼尼松 *"% (&’
（P&·Q）R 淫羊藿 # &’（P&·Q）］；均采用灌胃给药方式，

连续 N+ Q。

!"% 2)345 方法检测血清 ./0,1 含量

用 *S戊巴比妥钠（!"# ()’P&）腹腔注射麻醉，

右心室抽血，分离血清，按照 ./0,1 定量 2)345 试剂

盒说明书进行操作，画出标准曲线，通过标本的 TJ
值在标准曲线上计算出样品中 ./0,1 含量。

!"& 76,0C7 方法检测肾脏和股骨中 ./0,1 (7U5
的表达

快速取出肾脏和股骨后置于液氮中保存。每只

大鼠取出肾组织 !++ (&，加入 ! () 6?=89: 试剂冰上

匀浆；取出股骨，置室温下 # (=;，再放回液氮中，反

复冻融 # V - 次［%］，于液氮下将股骨研磨至粉末，取

骨粉 !++ (&，加入 ! () 6?=89: 试剂。按照 6?=89: 试剂

说明书提取 7U5，鉴定 7U5 的纯度及完整性（调整

浓度为 !!&’!)）。

引物由上海生物工程公司合成，用甘油醛,*,磷
酸脱氢酶（W50JX）为内参照。大鼠 ./0,1 基因的

引物序列参照 &@;@YE;P 和文献［*，K］，./0,1 引物上游

#Z,5W5CWCC555W55CC55W5W,*Z，下 游 #Z,WC6,
W6CW6CW55W65W5WW5,*Z，扩 增 片 段 *%* YB；

W50JX 引 物 上 游 #Z,CC56WW5W55WWC6WWWW,*Z，

下 游 #Z,C555W66W6C56WW56W5CC,*Z，扩 增 片 段

!N# YB。参照 D=E&@; 9;@,A>@B 76,0C7 M=> 说明书进行

实验操作。

76,0C7 反应条件："逆转录：*+ (=;，#+[；#聚

合酶链反应的激活步骤：!# (=;，N#[；$* 步循环：

变性：+"# (=;，NK[；退火：! (=;，\![；延伸：! (=;，

1%[；循环次数：*# 次；%最后延伸：!+ (=;，1%[。

空白对照用 +"!SJ20C 处理水代替 7U5 样品进行

同条件的 76,0C7。

目的基因和 W50JX 的 0C7 产物于 %S琼脂糖

凝胶电泳后，应用凝胶图像处理系统及 .E;QAGE; 程

序对图片行总灰度扫描，用目的基因与 W50JX 的

76,0C7 产物总灰度比值进行半定量分析。

!"’ 免疫组化检测肾脏和股骨中 ./0,1 的表达

大鼠肾脏和股骨用 KS多聚甲醛固定 %K $ 后，

肾脏常规石蜡包埋，#!( 切片；股骨用 !#S 2J65
液（BX 值 ] 1"%）K [脱钙，隔日换液，直到以 #S草

酸钠标定到脱钙终点为止，常规石蜡包埋，#!( 切

片。按照 AB@G=H=G=>I 4,0 超敏鼠组织免疫组化试剂盒

说明书检测肾脏和脱钙股骨中 ./0,1 的表达。

结果判断：每一批免疫组化均设有用 0.4 代替

一抗的对照片。观察切片至少 * 个具有代表性高倍

视野，根据镜下观察的棕黄色阳性信号面积判断结

果：阳性细胞 ^ #S为阴性表达（ _ ）；#S V **"*S为

弱阳 性 表 达（ R ）；**"KS V \\"1S 为 中 阳 性 表 达

（ R R ）；‘ \\"-S为强阳性表达（ R R R ）。

!"( 统计学处理

计量资料采用（!! O "）表示，数据统计使用 4>E>E
-"+ 软件进行 4UMa 分析；等级资料采用有序多分类

的 :9&=A>=G 回归方法和多样本秩和检验，以 # ^ +"+#
表示有统计学意义。

# 结果

#"! 一般状况

造模大鼠糖皮质激素灌胃期间相继出现精神萎

顿、少动闭眼、弓背蜷缩、喜扎堆、畏寒喜暖、体毛枯

疏、阴囊皱缩、睾丸回升、尾部苍白、肛周污秽等症。

#"# 血清 ./0,1 变化，见表 !
表 ! 大鼠血清 ./0,1 含量（!! O "）

组别 大鼠数（$） ./0,1（B&’()）

正常组 \ %1\bN! O Nb%\

模型组 \ %#1b1\ O !#bK1

淫羊藿组 \ %-\b*# O !%bN*"

注：与模型组比较，"# ^ +"+#
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实验过程中少量标本溶血，故以每组 ! 只进行

统计。血清 "#$%& 含量 ’ 组间比较有统计学意义

（! ( )*))+,），方差齐（! ( )*!-’），两两比较：淫羊

藿组与模型组有统计学意义（! . )*)-），而正常组

与模型组、正常组与淫羊藿组均无统计学意义（! .
)*)-）。

!"# 肾脏和股骨 "#$%& /012 的表达

提取的 012 用分光光度计测得 3!) 4/ 和 35)
4/ 波 长 67 值，肾 脏 012 673!) 86735) 为（,*9-) :
)*)!9），股骨 012 673!) 86735) 为（,*99- : )*)-’），与

012 673!) 86735)要求值 3*) 接近。肾脏和股骨 "#$%
& /012 和 ;2$7< /012 扩增产物琼脂糖凝胶电泳

条带灰度比值：见表 3。本实验过程中有动物意外

死亡或其他因素导致标本缺失，故每组以 - 只进行

统计。灰度比值显示：!大鼠肾脏 "#$%& /012 的

表达组间有统计学意义（ ! . )*),），方差齐（ ! (
)*95!），两两比较：正常组与模型组有统计学意义

（! . )*),），淫羊藿组与模型组有统计学意义（! .
)*),）。"大鼠股骨 "#$%& /012 的表达组间具有

统计学意义（! ( )*)),），方差齐（! ( )*-9,），两两

比较：正常组与模型组有统计学意义（ ! ( )*)),），

淫羊藿组与模型组有统计学意义（! ( )*)),）。

表 ! 肾脏和股骨 "#$%& 与 ;2$7< /012 0=%$>0
产物电泳条带灰度比值（!" : #）

组别
大鼠数

（$）

肾脏 "#$%&8;2$7<
/012 灰度比值

股骨 "#$%&8;2$7<
/012 灰度比值

正常组 - ) ?99) : )?,)’" )?59) : )?)-)"

模型组 - ) ?!,9 : )?,)! ) ?+5) : )?)5&

淫羊藿组 - , ?)-+ : )?)9&" ,?)’! : )?)&)""

注：与模型组比较，"! . )*)-，"" ! . )*),

肾脏 0=%$>0 产物琼脂糖凝胶电泳图像见图 ,，

股骨 0=%$>0 产物琼脂糖凝胶电泳图像见图 3。

!"$ 肾脏和股骨 "#$%& 的表达

正常组大鼠肾脏 "#$%& 表达的免疫组化显示：

"#$%& 为胞浆表达，呈棕黄色颗粒状或泥沙状，主要

在肾髓质及皮、髓交界处的肾小管、髓袢升支厚壁

段、远曲小管、集合管细胞表达，髓质间质细胞也有

少量表达。并且在肾小球足突细胞、肾小球脏层和

壁层的上皮细胞与毛细血管内皮细胞均有表达，系

膜细胞表达很微量。各组大鼠肾脏不同部位 "#$%&
阳性表达的结果见表 ’，本实验过程中由于喂养时

期较长，动物意外死亡或其他因素导致标本缺失，故

图 % 肾脏 "#$%& /012 与 ;2$7< /012

0=%$>0 产物琼脂糖凝胶电泳图

注：#：#@ABCA，由上至下依次为 ,))) DE F ,)) DE

, 正常组；3 模型组；’ 淫羊藿组；+ 空白对照

图 ! 股骨 "#$%& /012 与 ;2$7< /012

0=%$>0 产物琼脂糖凝胶电泳图

注：#：#@ABCA，由上至下依次为 ,))) F ,)) DE

, 空白对照；3 正常组；’ 模型组；+ 淫羊藿组

每组以 - 只进行统计。

肾脏 "#$%& 免疫组化阳性表达中正常组与模

型组有统计学意义（! . )*),），淫羊藿组与模型组

有统计学意义（! . )*),），淫羊藿组与正常组无统

计学意义（! ( )*5,3）。各表达部位中肾髓质和肾

小球有统计学意义（! . )*),），肾髓质和皮髓交界

有统计学意义（! . )*),），皮髓交界和肾小球有统

计学意义（! ( )*)’,）。

正常组大鼠股骨 "#$%& 表达的免疫组化显示：

"#$%& 为胞浆表达，呈棕黄色颗粒状，主要在骨髓的

间充质细胞和骨小梁周围的骨母细胞表达。股骨

"#$%& 免疫组化阳性表达秩次：正常组为 5)*)，模型
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组为 !"#$，淫羊藿组为 %&#$，各组间有显著统计学

意义（! ’ $#$&$），两两比较：正常组与模型组有统

计学意义（! ( $#$%）。

表 ! 各组大鼠肾脏不同部位 )*+," 阳性表达的结果

组别
大鼠数

（"）

肾髓质 肾皮髓交界 肾小球

- . .. ... - . .. ... - . .. ...

正常组 % $ / $ & / / ! $ / & $ $

模型组 % / 0 0 $ 0 ! $ $ & / $ $

淫羊藿组 % $ $ $ & $ ! 0 $ $ % $ $

! 讨论

外源性糖皮质激素造成下丘脑,垂体,肾上腺皮

质轴抑制可模拟肾阳虚，因此，大剂量外源性糖皮质

激素制造肾阳虚动物模型是较经典的造模方法［%］。

本研究造模大鼠糖皮质激素灌胃期间相继出现少动

闭眼、弓背蜷缩等症状，符合中医“肾阳虚”证的特

点，而肾阳虚可导致骨痿（骨质疏松）。大剂量糖皮

质激素使钙磷代谢紊乱，继发性甲状旁腺功能亢进，

促使骨吸收加强，并抑制下丘脑,垂体,性腺轴，促进

骨髓基质细胞向脂肪细胞转化而抑制其向成骨细胞

转化，影响成骨细胞、骨细胞和破骨细胞功能及其调

节因子，使骨形成减少，骨吸收增多［1，"］；此外，大剂

量糖皮质激素还可引起微脂肪栓，骨髓微循环障碍

和供血不足，导致股骨骨质疏松和股骨头无菌性坏

死［2］。骨质疏松症患者存在骨基质 )*+3 减少或

)*+3 抗体增加，通过测定 )*+3 抗体滴度，发现骨

质疏松症为一种自身免疫失调性疾病，即 )*+3 抗

体的产生阻碍了骨形成。

)*+3 是骨重建和修复的必要诱导因子，由成骨

细胞和骨髓基质细胞产生，主要分布于骨胶原纤维、

骨膜、骨髓基质，并且主要与骨基质结合，很少释放

到骨外。)*+," 是 )*+3 家族中诱导成骨作用较强

成员之一，广泛分布于胚胎的心、脑、肾、骨骼等组织

中，对多种器官的形成和发育进行调控，并可通过胎

盘屏障发挥调节作用［4］。)*+," 在成骨部位高表

达，具有高效骨诱导活性，可诱导间充质细胞向成

骨、软骨细胞分化，进而产生新生骨，修复和重建骨、

软骨缺损。)*+," 还可增加碱性磷酸酶、5 型胶原和

骨钙素合成，促进细胞外基质矿化。血液中的 )*+,
" 大多是由肾脏分泌的 )*+," 以内分泌方式入血获

得，6789:;<9: 等［/$］在大鼠循环血液中检测到浓度为

$#/ = $#% >?@AB 的 )*+,"。肾脏产生的 )*+," 能通

过血循环对远隔组织如骨组织的发育和修复产生作

用，随着年龄的增长，血清 )*+," 水平会呈下降趋

势，这是老年性骨质疏松的发病机理之一。

本实验中模型组大鼠血清 )*+," 含量明显下

降，可能是由于长期大剂量糖皮质激素可导致肾虚

和微脂肪栓影响肾功能，使肾小球、集合管萎缩，而

肾脏 )*+," 的表达与肾小管萎缩、血管改变呈负相

关［//］，因此肾脏 )*+," 表达减少，导致血液中 )*+,
" 减少，进而使骨组织中外源性 )*+," 减少，抑制骨

形成。模型组 )*+," ACDE 和 )*+," 的表达量低于

正常组。可能是由于长期大剂量给予糖皮质激素可

直接抑制成骨细胞功能，而成骨细胞是 )*+," 产生

来源之一，因而骨组织中 )*+," 表达量减少，从而

进一步使得骨基质中未分化的间充质细胞向前成骨

细胞分化减少，导致骨量减少。糖皮质激素还可以

提高 )*+3 抑制物（如卵泡抑素）编码基因的表达，

通过旁路途径来抑制 )*+3 信号引起骨质疏松［//］。

本研究发现醋酸泼尼松可导致肾阳虚、肾脏和

股骨 )*+," ACDE 和 )*+," 表 达 减 少，并 且 血 清

)*+," 含量明显下降。这说明糖皮质激素引起的骨

质疏松很可能与肾脏、骨组织中的 )*+," 表达减少

有关，是其发病机制之一。

淫羊藿组 )*+," ACDE 的表达高于模型组（!
( $#$%），但淫羊藿组股骨 )*+," 的表达与模型组相

比无统计学意义，可能是由于股骨脱钙时间过长，标

本抗原性易丢失，并且 )*+," ACDE 翻译时或翻译

后修饰等作用影响 )*+," 的表达，但淫羊藿组股骨

)*+," 的表达有较模型组增加的趋势。以上结果提

示淫羊藿能提高股骨 )*+," ACDE 和 )*+," 的表

达，促进骨组织的修复，拮抗糖皮质激素的骨损害。

肾阳虚大鼠存在神经,内分泌,免疫网络不同程度上

的功能和病理改变，淫羊藿对下丘脑,垂体,性腺轴

有直接调控作用［/0］，抑制破骨细胞的活性，促进成

骨细胞增加，抑制骨量丢失，提高股骨重量和基质表

观面密度，改善骨密度，拮抗骨质疏松。淫羊藿还可
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激活 !"# $%# $&’( 酶，降低红细胞聚集性及降低全

血黏度，抑制血管平滑肌细胞外 )"* # 内流［+,］，阻断

交感神经节，扩张外周血管，增加外周血流量，改善

骨组织的结构与功能。

我们的研究表明淫羊藿可以提高肾脏 -.($/
01!& 和 -.($/ 的表达，血液中 -.($/ 含量增加，并

作用于骨组织，上调骨组织 -.($/ 01!& 和 -.($/
的表达，发挥其诱导成骨作用，增加骨形成，对抗糖

皮质激素所引起骨损害，这可能是淫羊藿治疗骨质

疏松的作用机制之一。

-.($/ 被认为是“肾主骨”理论的物质基础之

一，在本实验中肾脏、血液和股骨中 -.($/ 呈同步

变化，我们推测肾脏可能通过 -.($/ 的血循传送途

径远程调控骨骼，这为“肾主骨”理论提供了实验依

据，并为临床上研究肾性骨病及老年性骨质疏松症

的发病机制及基因治疗开创了新思路。
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