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摘要：目的 通过观察去卵巢骨质疏松症模型大鼠股骨中 7)*8’9& 在细胞中的表达，探索肾虚骨质

疏松症的发病机理。方法 实验采用切除大鼠双侧卵巢的方法复制骨质疏松症模型，同时应用益肾

填精作用的纳米钙补肾中药低、高剂量组，对模型大鼠给药干预 ’% 周，用骨疏康颗粒剂、盖天力作为

阳性对照组，以及正常对照组、假手术对照组和模型空白组，并与补脾中药补中益气汤作比较；应用双

能 @ 线骨密度仪检测离体股骨的骨密度；A( 染色光镜下观察股骨形态；免疫组化 7=BC 法检测股骨

中的 7)*8’9& 蛋白活性表达。结果 与正常组比较，模空组大鼠股骨头的骨密度显著降低，! D "<"’；

与模空组比较，用药 ’% 周之后各用药组均可提高模型大鼠股骨的骨密度值；A( 染色光镜下观察各组

大鼠右侧股骨头病理切片，模空组骨髓腔增大，骨小梁断裂，各用药组可见骨髓腔较小，形态结构较完

整；与正常组相比较，模空组 7)*8’9& 阳性表达显著下降，! D "<"’；用药 ’% 周后，与模空组相比较，各

用药组均可上调其表达情况，! D "<"’。结论 骨组织中 7)*8’9& 阳性表达降低可能是骨质疏松症发

生的机制之一，纳米钙补肾填精中药可能通过改善和调控股骨中 7)*8’9& 的表达，而起到防治肾虚骨

质疏松症的作用。
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骨质疏松症（&.#5&-&’&.".，CE）为影响人们健康

生存的常见疾病，是以骨量减少和骨组织显微结构

退行性改变为特征，致使骨脆性增加，易发骨折的一

种全身代谢性骨骼疾病。女性由于峰骨量较低及绝

经后的雌激素水平降低，发病率是男性的 F 倍［2］。

在我国老年女性发病率高达 G01HIJ，已成为严重

的社会问题［K］。本研究探讨 8()629: 蛋白在去卵巢

大鼠骨组织中的表达，为阐明其在绝经后骨质疏松

症中的发病机制提供实验依据。

/ 材料和方法

/0/ 材料

/0/0/ 实验动物

清洁级 L".#)’ 大鼠，雌性，2MG 只，H N : 月龄，购

于中国医学科学院实验动物中心。动物合格证书

号：8O8P 京 K00:B002F。

/0/01 主要药品及试剂

纳米钙益肾填精中药（牡蛎，鹿茸）。骨疏康颗

粒：辽宁康辰药业有限公司，国药准字 QK00FFK::，产

品批号 0M0G0R；盖天力片（牡蛎碳酸钙咀嚼片）：东盛

科技 启 动 盖 天 力 制 药 股 份 有 限 公 司，国 药 准 字

SFK0K:FGM，产品批号 TU0H2；补中益气汤：黄芪，人

参，当归，白术，陈皮，升麻，柴胡，炙甘草，由辽宁中

医药大学附属医院药房提供。

兔抗大鼠 8()629: 一抗 V42FGH（武汉博士德公

司），抗体稀释液（武汉博士德公司），即用型 84VO
免疫组化试剂盒 8420KK（武汉博士德公司），即用型

84VO 免疫组化试剂盒 8420KI（武汉博士德公司），

U4V 显色试剂盒 4W20KK（武汉博士德公司），多聚赖

氨酸（武汉博士德公司），012XEV8 缓冲液（武汉博士

德公司），枸橼酸盐（武汉博士德公司），免疫组化笔

（北京中衫金桥生物技术有限公司），过氧化氢、甲

醇、二甲苯、无水乙醇、YU>4 等均为国产分析纯。

/0/02 主要仪器

双能 Z 线骨密度分析仪：美国 [,%)’ 公司，型号

-’&6"+?；8XK000W 石蜡滑动式切片机（德国，[YDO4），

2220S 展片机（德国，[YDO4），22K0S 烘片机（德国，

[YDO4），US\BG0R24 电热鼓风干燥器（上海精宏实

验设备有限公司），VZ:2 反射光荧光观察显微镜（日

本，C[]XE^8，UER0），VDBK000 数字图像分析系统（成

都泰盟公司）。

/01 方法

/010/ 动物模型的建立

按体重分层随机分组，正常组 2M 只，余者进行

造模处理。除正常组外，大鼠经氯胺酮（200 +9K (*）
肌肉注射麻醉，012 (*9200 + 体重。将麻醉后的大鼠

以俯卧位姿势固定于自制的手术台上，从腰背部脊

柱两侧做纵行切口切开皮肤及肌肉，摘除两侧卵巢

组织后逐层缝合，关闭创口。其中假手术组只行切

口切开，并不摘除卵巢组织，然后逐层缝合。术后给

予青霉素（I0 万单位：H (* 生理盐水）肌肉注射，01H
(*9K:0 +，连续注射 F 6。

/0101 动物分组及给药方法

术后 R 6 将存活大鼠按体重分层随机分为 M
组，即模型空白组、补肾中药低剂量组、补肾中药高

剂量组、骨疏康组、盖天力组、补脾组。

动物分组 F 6 后开始给药，每日上午灌胃 2 次，

正常组、假手术组、模型空白组以等量的生理盐水灌

胃，连续 2K 周。实验期间，各组大鼠每周称重 2 次，

并根据体重变化调整给药剂量。实验存活大鼠在最

后 2 次灌胃后，禁食 KH $。经 20J水合氯醛注射麻

醉（01F (*9200 + 体重），麻醉后用碘伏消毒手术部

位，采集标本。

/0102 大鼠离体股骨骨密度（VXU）测定

取大鼠左后肢股骨，剔除附着的肌肉筋膜，保留

骨膜，生理盐水冲洗后，用塑料保鲜袋装好，应用双

能 Z 线骨密度分析仪，美国 [,%)’ 公司，及其所附带

的“>$5 8()** 8,@_57# 87&,# 87)%”软件，测定大鼠离体

股骨的骨密度（+97(K）。骨密度值采用单位面积内

的骨矿物质含量表示（+97(K）。

/0103 实验动物股骨头的石蜡病理切片制作

右后肢股骨头部分，剔除附着的肌肉筋膜，保留

骨膜，置于 20J多聚甲醛90102X EV8 缓冲液中固定

HI $ 后，放入 20J YU>4 脱钙液中，每日更换脱钙

液，至大头针可轻轻刺进，约 F 周。然后经乙醇逐级

脱水，石蜡包埋后进行切片，切片厚度为 :!(，SY
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染色后光镜下观察。

!"#"$ !"#$%&’ 在股骨中的免疫组化的检测

!石蜡切片按常规经二甲苯"、#和梯度乙醇

脱蜡至水。$组织切片置于装有新鲜配置的 ()过

氧化氢溶液的玻璃容器中，于 *+,%- "./ 以灭活内

源性酶。蒸馏水洗 ( 次，吸去组织切片旁多余液体。

%滴加 ’)0!1 封闭液，*+,*- "./，甩去多余液体，

不洗。&滴加稀释后的兔抗大鼠一抗，稀释度为 % 2
’-，放入湿盒内，+ ,冰箱孵育过夜，次日取出，30!
洗 * "./ 4 ( 次，吸去组织切片旁多余缓冲液。’滴

加生物素化山羊抗兔 567，(8,*- "./，30! 洗 * "./
4 ( 次，吸去组织切片旁多余缓冲液。(滴加试剂

!109，(8,*- "./，30! 洗 ’ "./ 4 + 次，吸去组织切

片旁多余缓冲液。):10 显色：使用 :10 显色试剂

盒（1;%-**）。室温显色 %- "./，蒸馏水洗涤 * 次。

*脱水梯度乙醇，每一级 ’ "./。透明，二甲苯"、#
各 %- "./，中性树胶封片。显微镜观察。+其中阴

性对照用 30! 代替一抗。其他步骤相同。

取各组免疫组化的片子 * 张，随机取 %’ 个视

野，05<*--- 数字图像分析系统进行灰度值分析。

!"#"% 统计学处理

实验数据采用 !3!! %-=- 统计软件进行处理，多

样本均数比较采用单因素 >?@<A1B 1?>C1（方差

分析）进行分析，实验结果以均数 D 标准差（!! D "）
表示。# E -=-’ 为有统计学意义。

# 结果

#"! 实验动物左后肢离体股骨头骨密度比较

与正常组相比，各组大鼠骨密度均下降，其中模

空组、低剂量组、骨疏康组、补脾组差异有显著性，#
E -=-%，假手术组、高剂量组、盖天力组，无统计学意

义，# F -=-’。用药 %* 周后，与模空组比较，高剂量

组差异有显著性，# E -=-%，低剂量组、盖天力组、骨

疏康组有统计学意义，# E -=-’。实验组间比较，高

剂量组高于低剂量组，# E -=-’，高剂量组高于骨疏

康组、补脾组，差异有显著性，# E -=-%，见表 %。

表 ! 各组大鼠左后肢离体股骨头骨密度比较（!! D "）

组 别 $ 股骨头骨密度（6&G"*）

正常组 %’ -H%I+(( D -H-%+II""

假手术组 %8 -H%’’J* D -H-%%(J""

模空组 *% -H%+8-- D -H-%-(’##$

低剂量组 *% -H%’%JI D -H-%*J’##%

高剂量组 *- -H%I-K’ D -H-%’K(""&

骨疏康组 *- -H%+J(’ D -H-%+J(##%%

盖天力组 %K -H%’IK’ D -H--88J"

补脾组 %K -H%+*%% D -H-%%*8##&%%$

注：与正常组比较，# # E -=-’；与正常组比较，## # E -=-%；与假

手术组比较，$ # E -=-’；与假手术组比较，$$ # E -=-%；与模空组比

较，" # E -=-’；与模空组比较，"" # E -=-%；与低剂量组比较，& # E

-=-’；与低剂量组比较，&& # E -=-%；与高剂量组比较，% # E -=-’；与

高剂量组比较，%% # E -=-%

#"# 实验动物股骨头的病理切片结果（图 %）

光镜下观察股骨头切片显示，正常组可见骨髓

腔相对较小骨小梁粗壮，形态结构完整，骨小梁表面

可见单行排列的成骨细胞，胞质嗜弱碱性。

1 正常组；0 假手术组；9 模空组；: 低剂量组；@ 高剂量组；L 骨疏康组；7 盖天力组；M 补脾组

图 ! 正常组股骨头 M@（ 4 +-）
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假手术组和正常组相类似，骨外膜可见骨原细

胞和较多的软骨细胞。模空组骨髓腔增大，骨小梁断

裂。可见骨小梁厚度增宽，结构较模空组紧密，骨髓

腔缩小，骨外膜可见骨原细胞，和大量的软骨细胞。

!"# 各组大鼠股骨中的 !"#$%&’ 免疫组化结果

!"#"$ 光镜下观察结果（图 (）：正常组和假手术组

!"#$%&’ 主要表达在骨外膜的骨原细胞和软骨细胞、

骨基质，其胞质胞核均有阳性染色，呈深棕黄色弥漫

成片。与正常组比较，模空组 !"#$%&’ 主要表达在骨

小梁周围的骨细胞、间充质细胞、软骨细胞，其中软

骨细胞染色程度下降。用药 %( 周后，与模空组比较，

实验低、高剂量组及各阳性对照组，!"#$%&’ 表达范

围未变，在骨小梁周围的骨细胞、骨基质、软骨细胞，

但软骨细胞染色增强。阴性对照组未见棕黄色颗粒。

) 正常组；* 假手术组；+ 模空组；, 低剂量组；- 高剂量组；. 骨疏康组；/ 盖天力组；0 补脾组；1 阴性对照

图 ! 各组股骨光镜下观察 10+（ 2 34）

!"#"! 免疫组化图像灰度值分析结果：*15(444 数

字图像分析系统分析切片灰度值，数据采用 !6!!
%474 统计软件进行处理，多样本均数比较采用单因

素 89-5:); )98<)（方差分析）进行分析，实验结

果以均数 = 标准差（!! = "）表示。# > 474’ 为有统计

学意义。见表 (。

表 ! !"#$%&’ 在股骨中的表达（!! = "）

组 别 视野数 平均灰度

正常组 %’ %(?@4443 = 3@3%4A""

假手术组 %’ %(B@(B?C = C@B4BB""

模空组 %’ %33@C3(% = ’@’4?B##$$

低剂量组 %’ %(A@%CAD = ’@%A’%""

高剂量组 %’ %(A@4%3? = 3@’’?3""

骨疏康组 %’ %C4@(3?C = 3@3?D4""

盖天力组 %’ %(A@D43? = 3@??%3""

补脾组 %’ %C%@?CD( = 3@D%%3""

注：与模空组比较：" # > 474’，"" # > 474%；与正常组比较：# #

> 474’，## # > 474%；与假手术比较：$ # > 474’，$$ # > 474%

# 讨论

#"$ 绝经后骨质疏松症

绝经后骨质疏松症（6EFG"HIEJ#KF#L 8FGHEJEMEFNF，
6O86），是原发性骨质疏松症中的!型，主要由于妇

女更年期雌激素水平下降，破骨细胞活性增加，骨吸

收强于骨形成的过程，呈高转换型骨代谢，使骨量减

少，骨的显微结构异常。绝经后骨质疏松的动物模

型于 %BDB 年首先由 !#PNLLH 用大鼠建立，后经反复证

实，现在去势雌鼠骨质疏松模型已成为标准化的公

认的绝经后骨质疏松症经典病理模型。此模型常选

用雌性动物去除双侧卵巢建立。这种模型有很多优

点，能很好的模拟出绝经后所表现出来的骨量丢失

与骨结构的一系列变化，故美国国立卫生研究院、世

界卫生组织都推荐用此模型来作为研究骨质疏松的

最佳模型［C］。本实验采用手术摘除双侧卵巢的大
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鼠，实验研究发现在大鼠摘除双侧卵巢 !" 周后，离

体股骨头骨密度显著降低，#$ 染色显微镜下观察

发现骨组织的微细结构受损，提示发生骨质疏松改

变，实验造模成功。

!"# 肾主骨理论

中医认为肾藏精，主生长、发育、生殖，在体合

骨，主骨生髓。骨的生长发育都有赖于肾中精气的

充盈。《医经精义》指出：“肾藏精，精生髓，髓养骨，

故骨者，肾之合也，髓者，精之所生也，精足则髓足，

髓在骨内，髓足则骨强。”充分说明骨髓的生长、发

育、修复等，均有赖于肾精滋润与濡养。现代研究发

现：肾主骨，其实质主要是指肾脏 !!羟化酶的活性

及肾脏对钙磷代谢的调控，肾对钙、磷代谢具有调节

作用，其调节机制是通过肾小管加强对钙的重吸收，

并从尿内排出大量的磷，以维持血浆内钙、磷的动态

平衡，这种排磷保钙的生理调节功能，可适应骨骼的

生长发育和骨损伤修复的需要，当这种调节功能发

生障碍时，可因体内钙的大量丢失、骨骼钙的不断减

少，而导致骨质疏松症［%］。此外，“肾”对骨代谢的复

杂调控网络还包括对下丘脑&垂体&性腺轴不同环

节、不同层面功能的概括，也包括骨骼组织局部微环

境各种调节因子的功能［’］。

本实验研究采用海洋生物中药———牡蛎，应用

纳米技术研制成纳米钙，颗粒微小，更容易被人体吸

收，并将补肾填精之中药鹿茸微粉与之混合，形成具

有补肾填精、补钙壮骨功效的纳米钙补肾中药复方，

达到防治肾虚骨质疏松症的目的。

!"! ()*+!,’ 在骨质疏松症中的调控

骨代谢的过程主要为骨吸收与骨形成，其过程

受众多生长因子、信号转导分子和转录因子的调节。

其中 -./&"超家族（ 01*23451)627 715809 4*:051&"，-./&

"）在骨细胞增殖、分化和凋亡过程中起着重要的作

用［;］，其家族成员包括转化生长因子&"和骨形态发

生蛋白（<52= )51>957=2=06: >150=62，<?@）等。任艳玲

等［A］实验研究结果表明：去卵巢肾虚骨质疏松大鼠

骨组织中 -./&"! 的 )BCD、蛋白表达水平的下调，

以及成骨细胞对其反应性降低可能是肾虚骨质疏松

症发生的重要机制之一。通过研究转化生长因子超

家族及其信号通路，可以进一步揭示骨质疏松症的

内在机制。目前已知，<?@ 和 -./&"发挥作用是通

过跨膜的两个丝氨酸和苏氨酸激酶受体复合体和细

胞内 ()*+3 通路（()*+ >*098*E）介导。而目前发现

哺乳动物 ()*+3 有 F 种（()*+! G ()*+F）。根据其结

构和 功 能 的 不 同 分 为 三 类：第 一 类 是 B&()*+3
（B=:=>051&*:06H60=+ ()*+3）包括 ()*+!，()*+I，()*+"，

()*+’，()*+F；第 二 类 J5&()*+3（ J5)52()*+3）即

()*+%,K@J%（+=L=0=+ 62 >*2:1=*06: :*1:625)*%）；第三类

为 D206&()*+3 包括 ()*+;、()*+A。B&()*+3 分 子 J
端末含有特征性丝氨酸基序（((M( )5064），该基序后

两个丝氨酸可被活化的#型 受 体 磷 酸 化，而 J5&
()*+3 和 D206&()*+3 无此序列，不能被#型受体磷酸

化［F］。

在细胞浆内受 <?@ 受体调节的 B&()*+3 有：

()*+!、()*+’ 和 ()*+F。磷酸化的 B&()*+3 又和公

共 ()*+（:5))52()*+）&()*+% 结合成 B&()*+&()*+%
复合 体。此 复 合 体 进 入 细 胞 核 后 联 合 其 他 一 些

KCD 结合因子一起调节下游因子的转录，促使细胞

向成骨细胞转化［N］。

本研究发现，正常大鼠骨组织中存在有丰富的

()*+!,’ 蛋白的表达，主要表达在骨外膜的骨原细胞

和软骨细胞；而在摘除大鼠卵巢 !" 周后，()*+!,’ 蛋

白表达显著下降。结果表明 ()*+!,’ 蛋白可能在绝

经后骨质疏松症形成中起重要作用。益肾填精，补

钙壮骨中药可改善和调控摘除卵巢对大鼠股骨中

()*+!,’ 的影响，这可能是其防治骨质疏松症的机制

之一。
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