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摘要：目的 探索肾虚骨质疏松症的病理机制，研究补肾中药对肾虚骨质疏松大鼠防治作用的机理。

方法 实验采用去双侧卵巢的方法，建立肾虚骨质疏松症模型。补肾中药复方（高、中、低）剂量对实

验大鼠治疗 ’% 周，以骨疏康颗粒、盖天力牡蛎钙作为阳性对照药，并设正常对照组和模型空白组。用

>C:9D> 法、E/FG/H0 印迹法检测肾虚骨质疏松症大鼠下丘脑组织中 789:;、<)*=# )>?@ 和蛋白表达。

结果 !与正常组比较，模型空白组大鼠下丘脑组织中的 789:; )>?@ 和蛋白表达水平明显增强；

<)*=# )>?@ 和蛋白表达水平明显降低。"与模型空白组比较，补肾中药组对模型大鼠下丘脑组织中

的 789:; )>?@ 和蛋白表达明显降低；而 <)*=# )>?@ 和蛋白表达明显增强。结论 肾虚骨质疏松症

的病理机制为肾精不足，骨髓、脑髓失养，表现在下丘脑:垂体:靶腺轴的调控失常，包括下丘脑组织的

细胞因子及其信号传导通路的异常。
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人均寿命的提高，老龄化社会的到来，骨质疏松

症人数逐年增加。中医理论认为“肾主骨，主生长发

育”，骨生长发育强劲、衰弱与肾精盛衰关系密切，故

骨质疏松症病机多属肾虚，防治多用补肾法。本实

验研究根据“肾藏精，精生髓，髓充于骨，汇聚为脑”

即肾:髓海（脑髓）:骨（骨髓）密切相关的理论，从体

内实验方面，以去卵巢所致肾虚骨质疏松症大鼠的

下丘脑组织中骨形成蛋白（789:;）及其信号转导分
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子 !"#$% 作为观察指标，在分子生物学水平上揭示

肾虚 骨 质 疏 松 发 病 机 制 和 中 医 药 补 肾 防 治 作 用

机理。

! 材料和方法

!"! 实验动物与分组

雌性 &’()#* 大鼠 +,- 只（,./ 月龄，未曾交配），

体重 0,- 1 02-3，购自中国医科大学实验动物中心，

合格证号：!456（辽）0--78---9 号。按体重分层，随

机分组，除正常组 +/ 只以外，余者进行造模处理。

双侧卵巢切除术后 +- $ 将存活者按体重分层随机

分为 % 组（每组 +/ 只），即模型空白组、实验中药低

剂量组、实验中药中剂量组、实验中药高剂量组、骨

疏康颗粒组、盖天力牡蛎钙组，同步进行平行对照

研究。

!"# 模型的建立方法与评价

造模方法经腹腔注射盐酸氯胺酮麻醉后，从背

部切除双侧卵巢。术后常规肌肉注射青霉素，连续

7 $。造模后，+7 周后处死。取左后肢股骨，测定股

骨的骨密度。

!"$ 动物给药及其方法

补肾中药由鹿茸、牡蛎等中药组成。动物给药：

阳性对照药和实验中药中剂量组按人体给药剂量的

%.7 倍计算。实验中药低剂量组给药量为每日 -.2
3·:3; +；实验中药中剂量组为 0.+ 3·:3; +；实验中药

高剂量组为 %.7 3·:3; +；骨疏康颗粒组（辽宁康辰药

业有限公司）为 0.+ 3·:3; +；盖天力牡蛎钙组（东盛

科技 启 东 盖 天 力 制 药 股 份 有 限 公 司）为 -.--%7
3·:3; +；模型空白组灌胃给予等体积的生理盐水。

造模后 +- $ 开始灌胃给药，每天 + 次，连续给药 +0
周后处死。

!"% 主要仪器及试剂

5<87%型双能 5 线骨密度仪（美国，=><?@=A），

BC87+ 恒温水浴振荡仪（日本，@D@D>C>），D<+E00
低温高速离心机（法国，FGH#I），BJG"’)*# K4< 扩增仪

（德国），ALL8%B 型稳压稳流电泳仪（北京，北京六一

仪器厂），4M’"J N"#3’* //-- 凝胶电泳成像分析系统

（美国，@OPM# NIIG)’QM），DJOOJ8R BJGQ’O 超纯水机（法

国，DN??NK><S），4K!8+ 型细胞超声粉碎仪（上海，

上海超声波仪器厂），T’J$GOPM AN@59- 型匀浆机（德

国，T’J$GOPM），ALL8! EB 型电泳仪（北京），-.2/ ""
垂直板电泳槽（BJG<@A）AAL8! ,-B 型水浴式转印

电泳槽（北京，北京六一仪器厂），200 型分光光度计

（上海，上海精密科学仪器有限公司），C*JUGO（加拿大

BJG B#(JQ NIQ. 进 口 分 装 ），C#6#<# <=@ K4< 6J)
（@DV）V’*.7.- 试剂盒（C#6#<# 公司）。

!"& 指标测定

动物处死后，取左后肢股骨测定骨密度，取下丘

脑，置于 C*JUGO 液中或组织冰冻，; 2- W保存。

!"&"! 大鼠左后肢股骨骨密度测定：取左后肢股

骨，使用 =><?@=A 公司 5<87% 型双能 5 线骨密度

仪，采用小动物骨密度测定软件（CM’ !"#OO !HXY’Q)
!QGH) !Q#I），测定股骨的骨密度。扫描宽度 +/ Q"，

长度可任意调节，扫描速度 ,- ""Z(’Q，分辨率为 +.-
[ +.- ""。

!"&"# 大鼠下丘脑的 BDK8,、!"#$% "<=@ 表达检

测：<C8K4< 法："总 <=@ 的提取和反转录反应：取

下丘脑组织，用 C<N\>? 提取下丘脑组织内 <=@，核

酸蛋白分析仪鉴定总 <=@ 纯度和浓度，重复 7 次，

总 <=@ 的 @0%- I"Z0E- I" 均在 +.E 1 0.- 之间，计

算样品总 <=@ 浓度，根据测定值调整 <=@ 标本浓

度为 +#?Z#?。取 +#? 总 <=@ 逆转录为 QA=@，然

后进 行 K4< 反 应。$ K4< 反 应：BDK8, 引 物 由

C#6#<# 公司合成，其上下游引物序列分别为 7]8@^^
@^C ^C4 @4@ @44 ^@^@8/]，7]8C4C CC@ 44@ 4^^
@44 C^C8/]，扩增的基因片段长度为 0,/ XP，%8#Q)JI
为内 对 照。其 上 下 游 引 物 序 列 分 别 为 -+8/] ^44
@@4 4^C ^@@ @C^，-08/]44@ ^^@ C@^ @^4 4@4
4@@，扩增的基因片段长度为 /,-XP。!"#$% 引物由

C#6#<# 公司合成，其上下游引物序列分别为 7]8@^^
@@4 C4^ ^4^ @@4 C4^8/]，7]8@^^ @@C ^@4 4@^
C^C 4@4 4^48/]，扩增的基因片段长度为 ,/+ XP。

%8#Q)JI 为内对照，其上下游引物序列分别为 -+8/]
^44 @@4 4^C ^@@ @C^，-08/]44@ ^^@ C@^ @^4
4@4 4@@，扩增的基因片段长度为 /,- XP。

每个逆转录产物均进行 BDK8,，!"#$% 和%8#Q)JI
的扩增。按下列组成配制 K4< 反应液：D34O0（0/
""GOZ?）+./#?，/ [ <=@ K4< BH__’* /#?，灭菌蒸馏

水 +0.9#?，上下游引物各 +#?（0/ P"GOZ#?），C#6#<#
C#‘CD（/ aZ#?）-.+0/#?；将反应液加入到逆转录结

束后的 K4< 反应管中，内装有 /#? QA=@，轻轻混

匀。总反应体积为 0/#?。反应条件为：9, W预变

性 0 "JI。9, W变性 7- (，/E W 退火 7- ( + 个循环，

20 W 延伸 +.- "JI，7- 次循环。20 W 延伸 E "JI，+
个循环，; 0- W保存。以%8#Q)JI 作为内对照，退火

温度 为 /+ W，上 下 游 引 物 各 + #?（0/ P"GOZ#?），

C#6#<# C#‘（/ aZ#?）-.+0/#?，灭菌蒸馏水 +/.9#?，

其余扩增条件不变。用 4M’"J N"#3’* //-- 凝胶电泳
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的作用［!］。通过补肾补骨汤对去势大鼠骨代谢影响

的动物实验研究，发现对 "# 大鼠 ! 项指标（骨密度、

骨形态、$ 型胶原）的维持具有明显的效果，而且在

体外可明显地抑制破骨细胞分化因子的表达和促进

护骨因子的表达；提示补肾中药可减少骨质疏松大

鼠的骨丢失，提高骨骼抵抗外力冲击的能力，能有效

防治骨质疏松，避免骨折的发生［%］。

!"! 关于下丘脑 &’()% 及其 "*+,- 的基因和蛋白

表达

骨形 成 蛋 白（./01 */234/5101671 32/6170，简 称

&’(）家族属于转化生长因子!（89:)!）超家族，最初

从牛的骨基质提取出来，在活体内可诱导异位成骨。

但近年来的研究表明，&’(; 还是生长发育的调控分

子。近年来的研究显示，&’(; 家族包括 <= 种以上

的成员，&’(; 除了在硬组织的发育和再生中发挥重

要作用外，在生殖、心、肾、造血系统等的发育以及病

变中也发挥着调控作用［>)?］。其中 &’()% 具有诱导

异位成骨，促进骨折愈合的能力。实验研究发现

&’()% 诱导骨髓基质细胞向成骨细胞分化的作用可

能是其促进骨形成、治疗相关骨骼疾病的作用机制

之一［@］。

"*+,- 蛋白是 89:)!细胞内信号转导的负调控

蛋白（A067)"*+,;）［B=］，是细胞内 $ 型受体丝氨酸C苏
氨酸激酶的拮抗蛋白，能与活化 89:)!"型受体牢

固结合，阻止 D)"*+,;（D1E136/2 +E67F761, "*+,;）的磷

酸化，从而自动反馈调节 89:)!对靶基因的转录。

"*+,- 由 &’(; 诱导产生，抑制 89:)!和 &’( 的信

号转导。此外，"*+,- 还可抑制 "*+,% 与 D)"*+,; 的

结合，从而抑制信号转导［BB］。

在检索文献中，尚未见到骨质疏松症有关下丘

脑组织 &’()%、"*+,- *DGA 和蛋白表达的报道。

本研 究 通 过 观 察 去 势 大 鼠 中 骨 形 成 蛋 白)%
（&’()% *DGA）、"*+,- 在下丘脑中表达的变化，初

步探讨 &’()% *DGA、"*+,- 在骨质疏松发病过程中

的意义。结果表明，下丘脑组织 &’()% *DGA 和蛋

白表达，模型空白组明显增强；而下丘脑组织 "*+,-
*DGA 表达和蛋白表达明显降低。从而揭示肾虚骨

质疏松症的病理机制，肾精不足，骨髓、脑髓失养，表

现在下丘脑)垂体)靶腺轴的调控失常，包括下丘脑

组织的细胞因子及其信号传导通路的异常。

在本实验研究中，将雌性大鼠切除双侧卵巢造

成骨质疏松，模拟女性由于雌激素缺乏而引起的骨

质疏松症的临床特征。由于切除卵巢导致性激素水

平急剧下降，在局部，对骨重建相关的 &’()%、"*+,;
的基因蛋白表达出现降低C升高的异常变化；而在整

体，可能由于性激素分泌过少而致对下丘脑的反馈

抑制减少，反而出现下丘脑组织的 &’()%、"*+,; 基

因蛋白表达的异常变化，下丘脑可能通过释放过多

的 &’(;，以及影响信号转导通路，而调控神经)内分

泌网络。这种实验结果耐人寻味，令人思索。内分

泌激素的反馈调控机制与中医阴阳相互关系，即阴

阳二气在运动变化中“此消彼长，此长彼消”颇相一

致，可能解释人体生命活动的复杂现象。今后将进

一步深入研究，以期能有更新的发现，更好地阐述肾

虚骨质疏松症的病理机制和补肾中药的调控作用。

综上所述，由于在骨发生和形成过程中 &’()%
对各种骨细胞的作用有很大的差异，所以很有必要

探讨 &’()% 与 "*+,- 等信号蛋白及转录因子作用的

特异性，这将有助于将来调节 "*+,- 的活性和转录

因子对基因表达的影响来治疗骨质疏松症方面的

疾病。
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