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金匮肾气丸联合葡萄糖酸钙对去势大鼠

骨质疏松的影响
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摘要：目的 观察金匮肾气丸联合葡萄糖酸钙对去卵巢大鼠骨质疏松的影响，探究其防治骨质疏松

的机制。方法将75只雌性大鼠随机分成空白对照组，模型组，葡萄糖酸钙组，金匮肾气丸组，金匮

肾气丸及葡萄糖酸钙联合用药组共5组，采用卵巢切除的方法制成骨质疏松动物模型，灌胃给药3个

月后进行血钙，磷，骨钙含量的测定和组织病理学的观察。结果模型组与空白对照组相比，去势大

鼠血清钙磷含量无明显变化，钙片组、金匮肾气丸组及联合组血钙，磷含量相比空白组也无明显差异；

去势大鼠骨钙含量较正常大鼠明显降低，钙片组，金匮肾气丸，以及联合组去势大鼠骨钙含量较模型

组明显改善，以联合组改善最明显(P<0．01)。组织病理学观察见：经钙片和金匮肾气丸治疗后骨皮

质可见蚕食样改变区域变小，骨小梁较细，排列较为一致。联合用药组骨皮质厚度基本正常，骨小梁

略变细，排列较整齐，骨小梁厚度基本正常。结论金匮肾气丸联合葡萄糖酸钙可以减少去卵巢骨质

疏松大鼠骨矿物质的丢失，对骨质疏松具有较好的防治作用。
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Abstract：Objective To investigate the effect of combined use of Jingui shenqi wan and calcium glueonate

on ovafiectomy—induced osteoporosis in rats，and to explore the mechanism of prevention and treatment of

osteoporosis．Methods Seventy five female rats were randomly divided into control group，model group。

calcium gluconate group，Jingui shenqi wan group，and Jingui shenqi wan plus calcium gluconate group．

Ovariectomy was performed to induce osteoporosis animal model．Drugs were intragastricly administered for 3

months． Serum calcium，phosphorus， bone calcium content， and histopathological were detected and

observed．Results Serum calcium and phosphorus in ovarieetomized rats had no significant change

compared to control group．Serum calcium and phosphorus in calcium gluconate group，Jingui shenqi wan

group，and Jingui shenqi wan plus calcium gluconate group had no significant change compared to control

group，either．Bone calcium content in ovariectomized rats significantly decreased compared to control rats．

Bone calcium content in calcium group，Jingui shenqi wan，and combination group was significantly

improved compared to control group。and the combination group improved significantly(P<0．01)．

Hi8topathological observation showed that in the cortical bone the encroached changes area was smaller，and

the bone trabecula were thinner and arranged consistently in calcium group and Jingui shenqi wan group．In

Jingui shenqi wan plus calcium gluconate group，the thickness of coRical bone was normal，and the bone

trabecula were slightly thinner and arranged more regularly．Conclusion Jingui shenqi wan plus calcium

gluconate treatment reduced the loss of bone minerals in ovariectomy-induce osteoporosis in rats，thus had

beneficial effect on prevention and treatment of osteoporosis．
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骨质疏松症(osteoporosis，OP)是一种骨科常见

病和多发病。本课题通过观察去势大鼠骨质疏松模

型在治疗前后血钙，磷，骨钙含量及组织病理学的变

化，研究金匮肾气丸联合葡萄糖酸钙对骨质疏松的

作用，并初步探讨其作用机制。

1材料和方法

1．1 动物

Wistar雌性清洁大鼠75只，4．5月龄，体重210

—2509。由南京中医药大学动物中心提供，合格证

号：SYXK(苏)2002-0053。

1．2药品与试剂

金匮肾气丸：河南省宛西制药股份有限公司，批

号071002；葡萄糖酸钙：上海黄海制药有限责任公

司，批号090403；钙离子检测试剂盒，磷离子检测试

剂盒，碱性磷酸酶检测试剂盒均为南京建成生物工

程有限公司产品。

1．3仪器

日立7060型全自动生化分析仪；放射免疫分析

仪及试剂：美国罗氏公司。

2 方法

2．1 骨质疏松动物模型建立及检测

取Wistar雌性清洁大鼠行卵巢切除手术，2％戊

巴比妥钠40 mg／kg体重腹腔注射麻醉，从背部腰椎

两侧行1 cm纵向切口，逐层剪开，找出完整双侧卵

巢，结扎，切除，止血，逐层缝合，另设假手术组麻醉、

消毒及手术方式同实验组，提拉卵巢但不切除，仅切

除卵巢周围少许脂肪组织⋯。术后大鼠分笼饲养3

d，每只动物腹腔注射青霉素40万单位，每日1次，连

续3 d。其中8只实验动物于造模后死亡，考虑与实验

过程中无菌操作不够规范有关，其余实验动物均存

活，上述8只死亡动物，随后即补充，造模后存活。

2．2动物分组及给药

将卵巢切除大鼠随机分成4组，分别设为模型

组，金匮肾气丸组(JK)，葡萄糖酸钙组(Ca)，金匮肾

气丸及葡萄糖酸钙联合应用组(JK+ca)。假手术

组作为生理盐水对照组，共为五组，每组15只。连

续灌胃给药3个月忙。。于末次给药后次日，各组大

鼠眶后静脉取血；取右股骨上段，分别以10％甲醛

固定；取左侧股骨，进行骨钙含量测定。

2．3血钙、磷含量测定

6l

各组大鼠眶后静脉取血，离心收获血清，以日立

7060型全自动生化分析仪测定血钙、磷含量。

2．4骨钙含量测定

左股骨剔除肌肉后，生理盐水冲去骨髓，在环流

空气高热箱120％烘干l h，应用固体物理密度仪自

动测量体积(cm3)，随后以三氯甲烷和甲醇(2：1)混

合脱脂72 h，120℃烘干6 h后接着置马福炉600

℃灰化6 h，从股骨的骨灰中取出30 mg～40 mg左

右，精密称定，用盐酸溶解后采用原子吸收分光光度

法测定。

2．5组织病理学观察

股骨标本中每组各取5个，置于10％甲醛中固

定12h后，经序列酒精脱水、EDTA脱钙、石蜡包埋、

沿股骨纵轴切片，每一个标本都在不同层面做三张

切片，行HE染色。光学显微镜下观察，并将各组标

本的骨小梁结构与破骨细胞活性等病理组织学改

变‘3|。

2．6统计学处理

实验数据用SPSSl2．0软件进行统计学处理分

析，测量值用均数±标准差(牙±s)表示，组间资料采

用单因素方差分析，以P<0．05作为显著性差异的

标准。

3 实验结果

3．1金匮肾气丸联合葡萄糖酸钙对去势大鼠血清

钙、磷含量的影响

结果见表1。模型组大鼠血钙、磷含量较正常

对照组未见明显变化，钙片组，金匮肾气丸组以及联

合组血钙、磷含量较模型组和正常对照组也无显著

性差异。

表1金匮肾气丸联合葡萄糖酸钙对去势大鼠

血清钙、磷含量的影响(孟4-s，t／．=6)

3．2金匮肾气丸联合葡萄糖酸钙对去势大鼠血清

骨钙含量的影响

结果见表2。模型组大鼠骨钙含量较对照组有

明显降低，钙片组和金匮丸组较模型组明显升高(P

<0．05)；联合组大鼠骨钙含量较模型组升高更明
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显(P<0．01)。

3．3金匮肾气丸联合葡萄糖酸钙对去势大鼠股骨

病理组织学改变的影响

病理组织学结果显示：正常对照组的胫骨骨松

质结构清楚，骨小梁结构均匀，整齐排列，骨小梁厚

度正常、骨皮质致密，边缘整齐(见图lA)；去卵巢

模型组大鼠胫骨病理切片显示骨小梁稀疏、断裂、排

列紊乱；并可见游离末端，骨皮质疏松，表面破骨细

胞活跃，局部呈蚕食样及葱皮样改变，骨髓腔扩大

(见图1B、C)；经钙片和金匮肾气丸治疗后骨皮质

可见蚕食样改变区域变小，偶见破骨细胞，骨小梁较

细，排列较为一致，未见明显异常(见图1 D、E)：联

合用药组骨皮质厚度基本正常，未见蚕食样及葱皮

样改变，未见破骨细胞，骨松质结构清楚，骨小梁略

变细，排列较整齐，骨小梁厚度基本正常(见图lF)。

表2金匮肾气丸联合葡萄糖酸钙对去势

大鼠血清骨钙含量的影响(i±s，，l：6)

注：与对照组比较：’P<0．05，”P<0．Ol；与模型组比较：6P<

0．05．66P<0．01

图l 实验各组去势大鼠股骨病理组织学改变(10×)

注：A正常对照组；B模型组；C模型组；D金匮肾气丸组；E葡萄糖酸钙组；F联合组
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4 讨论

中医认为“肾主骨”，如《素问·痿论》：“肾主身

之骨髓”；《素问·解精微论》：“髓者，骨之充也”；

《素问·六节脏象论》：“肾者，主蛰，封藏之本，精之

处也⋯⋯其充在骨。”肾精充足，则骨髓生化有源，

骨骼得到髓的充分滋养则坚固有力；若肾精虚少，则

骨髓化生乏源，骨骼得不到髓的滋养，便会出现骨胳

脆弱无力、疼痛等症，从而导致骨质疏松的发生。所

以，补肾是中医治疗骨质疏松症的主要治法之一。

近年来的研究表明，骨髓中RANKL／OPG的变化是

雌激素缺乏导致骨吸收的主要途径之一Hjl，补肾

中药能够在一定程度上抑制去卵巢大鼠骨髓细胞过

度表达TNF．d和RANKL，同时增加护骨素(OPG)

的表达怕1，并且能够明显降低骨质疏松模型大鼠下

丘脑组织中的骨形成蛋白(BMP_4)mRNA和蛋白

表达水平，明显增强信号转导分子Smad6 mRNA和

蛋白表达水平"1，达到防治骨质疏松的作用。

金匮肾气丸是经典的补肾方剂，由干地黄、山药、

山茱萸、泽泻、茯苓、牡丹皮、桂枝、制附子组成。本方

以方名取义，以肾为水火之脏，有调和阴阳之功，阳动

则气化，阴静则精生，阴阳协调以化生肾气Ho。方中

附子、干地黄一阴一阳，桂枝、丹皮一气一血，附子、丹

皮一热一寒，山茱萸、泽泻一补一泻，茯苓一固一利，

方中以地黄滋补肾阴，山茱萸补益肝阴，山药补益脾

阴，以泽泻泻肾浊而不伤肾气，丹皮主阴清肝，合泽泻

可降虚火，茯苓健脾而渗湿，利水而不伤正。诸药协

同，可调整肾肝脾三脏功能，有开有阖，寓泻于补，使

补而不腻，泻邪而不伤正一。。有研究说明，金匮’肾气

丸等补肾中药尤其是平补和补阳中药，能够上调维生

素D受体(VDR)蛋白表达，促进骨形成，具有预防骨

质疏松疾病的功能‘10o。钙制剂为治疗骨质疏松的基

础治疗用药，是骨质疏松症治疗中应用最广泛的药

物。但单纯补钙对骨量无影响，并不能降低骨折的发

生率，目前大多数学者主张将钙剂作为辅助治疗用药

与其他治疗药物联合使用。因此，本研究将金匮肾气

丸与葡萄糖酸钙联用，观察其对卵巢去势大鼠骨质疏

松的防治作用及机制。

在本实验中，通过病理组织学检查发现：模型组

可见骨小梁稀疏、断裂、排列紊乱，并可见游离末端，

骨皮质疏松，表面破骨细胞活跃，局部呈蚕食样及葱

皮样改变，骨髓腔扩大。经钙片和金匮肾气丸治疗

后骨皮质可见蚕食样改变区域变小，偶见破骨细胞，

骨小梁较细，排列较为一致，未见明显异常。联合用

63

药组骨皮质厚度基本正常，未见蚕食样及葱皮样改

变，未见破骨细胞，骨松质结构清楚，骨小梁略变细，

排列较整齐，骨小梁厚度基本正常。说明金匮肾气

丸联合葡萄糖酸钙能够明显改善去势大鼠骨组织结

构的病理变化，对骨质疏松具有更好的防治效果。

实验结果显示，各组大鼠的血钙、血磷含量无显

著差异，这可能是由于去卵巢后动物雌激素水平下

降，骨吸收过程加强，但同时破骨细胞活性的增强能

促使成骨细胞反应性地加强其功能活性，通过分泌

更多的促进成骨作用的细胞因子，加快骨组织的矿

化速度，从而建立破骨与成骨的新平衡。另外，去势

大鼠骨钙含量与正常对照组相比明显降低，钙片组，

金匮肾气丸组，金匮肾气丸联合钙片组去势大鼠骨

钙的含量较模型组明显升高，尤其以联合用药组升

高更明显，说明金匮肾气丸联合葡萄糖酸钙可减少

骨矿物质的丢失。因此，金匮肾气丸联合葡萄糖酸

钙能够改善机体钙磷代谢的失衡，减少骨矿物质的

丢失，既促进了骨的形成，又抑制了骨的破坏吸收，

恢复其原有的动态平衡，明显改善骨显微结构病理

变化，从而起到防治骨质疏松的作用。但是，由于时

间及经费的问题，本实验仅仅检测了血钙、磷、骨钙

含量和组织病理学的变化，探讨了金匮肾气丸联合

葡萄糖酸钙防治骨质疏松的部分机制，并不能完全

阐明其防治骨质疏松的机制，有待于深入研究。
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