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补肾填精中药对骨质疏松症模型大鼠股骨中

Smurfl信号转导蛋白表达影响的实验研究

邓洋洋 郑洪新 林庶茹 蒋宁 孙鑫

中图分类号：R681 文献标识码：A 文章编号：1006-7108(2011)04-0307-06

摘要：目的通过观察去卵巢骨质疏松症模型大鼠股骨中Smurfl的表达变化，探索骨质疏松症的发

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，同时应用补肾填精作用的

纳米钙补肾填精中药低、高剂量组，对模型大鼠给药干预12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；免疫组化

SABC法检测股骨中的Smurfl蛋白活性表达。结果与正常组相比较，模空组Smurfl阳性表达显著

下降，P<0．01；用药12周后，与模空组相比较，各用药组均可上调其表达情况，P<0．01。结论骨组

织中Smurfl阳性表达降低可能是骨质疏松症发生的机制之一，补肾填精中药可能通过改善和调控股

骨中Smurfl的表达，而起到防治骨质疏松症的作用。
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Abstract：Objective To explore the pathogenesis of osteoporosis by observation of the alteration of Smurtl

expression in rat femurs of ovariectomized osteopomsis model．Methods The osteoporosis rat model was

established using ovrieetomy method．The Nano-calcium Chinese medicine that has invigorating kidney for

consolidation semen function(high and low dose)was administered to modeled rats for 12 weeks．

Gushukang granule and Gaitianli tablets groups were as positive contr01．Normal control group，sham

operation group，and model contrel group were used．Buzhong yiqi decoction to invigorating spleen group was

for comparison．The expression of Smurfl proteins was measured using IHC method．Results Smuffl

protein positive expression in rats of model group decreased significantly，compared to that of normal control

group(P<0．01)．Smurfl protein expression in all dose groups increased，compared to that of the model

control group after a 12-week drug use(P<0．01)．Conclusion The decreasing of Smurfl protein

expression in the bone tissue may be one of the mechanisms of osteoporosis pathogenesis．The invigorating

kidney for consolidation semen Chinese medicine may prevent and treat osteoporosis by improving and

regulating the expression of Smurfl protein．
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骨质疏松症(osteoporosis，OP)是一种全身性骨

代谢性疾病，以骨量减少、骨显微结构退化为特征，

骨皮质和骨小梁变薄变小，骨脆性增加，易于发生骨
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·论著·

折。骨质疏松症是老年人致残和致死的常见疾病，

其并发症包括骨折、骨畸形和慢性疼痛⋯。从目前

的研究来看，有多种因素容易引发此病，具体的机理

还有待于更加充分的研究，本研究从泛素蛋白水解

酶复合体通路人手，选取通路中Smurfl作为观察指

标，来探究其与骨代谢的相关性，为阐明泛素蛋白水

解酶复合体通路在骨质疏松症中的发病机制提供实

验依据。
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1实验材料
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1．1实验动物

清洁级Wistar大鼠，雌性，169只。4～5月龄，购

于中国医学科学院实验动物中心。动物合格证书

号：SCSK京2005-0013。

1．2实验药品

实验药品：补肾填精中药(牡蛎、鹿茸)。

对照药物：骨疏康颗粒(辽宁康辰药业有限公

司，国药准字Z20033255，产品批号060907)；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H32025396，产品批号

FD041)；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)，实验药品：补肾填精、补钙壮骨中药(牡

蛎，鹿茸)。

1．3主要试剂

兔抗大鼠Smurfl一抗SC-25510(美国SANTA

CRUZ公司)，抗体稀释液(武汉博士德公司)，即用

型SABC免疫组化试剂盒SAl022(武汉博士德公

司)，即用型SABC免疫组化试剂盒SAl028(武汉博

士德公司)，DAB显色试剂盒ARl022(武汉博士德

公司)，多聚赖氨酸(武汉博士德公司)，0．1MPBS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)，水合氯醛注射液(上海中西制药有限公司)，过

氧化氢、甲醇、蔗糖、二甲苯、无水乙醇、EDTA等均

为国产分析纯。

1．4主要仪器设备

Milli．O Biocel超纯水机(法国，MILLIPORE)，

VXE380超低温冰箱(法国，Jouan)，EG一1150H包埋

机(德国，LEICA)，SM一2000R石蜡滑动式切片机(德

国，LEICA)。1110H展片机(德国，LEICA)，1120H

烘片机(德国，LEICA)，BX51反射光荧光观察显微

镜(日本，OLYMPUS，DPT0)，B12000数字图像分析

系统(成都泰盟公司)。DHG-9071A电热鼓风干燥

器(上海精宏实验设备有限公司)，101—1电热鼓风

干燥器(英骅市航天仪器厂)，DYMP-20A电脑压力

蒸汽灭菌器(沈阳盛达生物电子公司)，P2微量加样

器(法国，吉尔森)。

2 实验方法

2．1 实验动物模型的建立及分组

除正常组A外，大鼠经氯胺酮(1009／2m1)肌肉

注射麻醉，0．1mL／1009体重。麻醉后的大鼠从腰背

部脊柱两侧做纵行切口切开皮肤及肌肉，见到呈深

粉红色卵巢组织，提起后丝线结扎其周围相连组织，

将其完整切除，摘除两侧卵巢组织后逐层缝合，关闭

创口。其中假手术组B只行切口切开，并不摘除卵

巢组织，然后逐层缝合。术后给与青霉素肌肉注射，

连续注射3天。

术后6天将存活大鼠按体重分层随机分为6

组，即模型空白组C、补肾中药低剂量组D、补肾中

药高剂量组E、骨疏康组F、盖天力组G、补脾组H。

大鼠169只，在手术造模时，麻醉致死2只，术

后因创口感染死亡2只，不明原因死亡1只。至分

组前共有164只，按体重分层随机进行分组前称量

体重，剔除体重较大2只，最小1只。灌胃12周的

过程中，灌胃致死7只，不明原因死亡1只。标本采

集前共153只。大鼠共死亡13只，均未列入统计范

畴。

2．2给药，方法

术后7d开始给药，每13上午灌胃一次，上述

CDEFGH组每只大鼠每日用药量按成人每日用药量

的6．3倍计算，容积为0．875ml／1009体重。D组给

药量为1．31s／(kg·d)(鹿茸0．799／(kg·d)，牡蛎

钙0．525s／(kg·d))，E组给药量为2．119／(kg·

d)(鹿茸1．589／(kg·d)，牡蛎钙0．5259／(kg·

d))，F组：给药剂量为2．is／(kg·d)，G组：给药剂

量为0．04725s／(kg·d)，H组：给药剂量为8．49／

(kg·d)。ABC组以等量的生理盐水灌胃，连续12

周。实验期间，各组大鼠每周称重1次，并根据体重

变化调整给药剂量。

2．3实验标本制备

实验大鼠在最后一次灌胃后，禁食24 h，麻醉后

用消毒手术部位，采集标本。

股骨：右后肢股骨头部分，剔除附着的肌肉筋

膜，保留骨膜，置于4％多聚甲醛／O．01MPBS缓冲液

中固定48 h后，放入10％EDTA脱钙液中，每日更

换脱钙液，至大头针可轻轻刺进，约3周，制作成厚

度为5恤m的石蜡切片待免疫组化检测用。

2．4 Smurfl在股骨中的免疫组化的检测

①石蜡切片按常规经二甲苯I、Ⅱ和梯度乙醇

脱蜡。②组织切片置于装有新鲜配置的3％过氧化

氢溶液的玻璃容器中，于24。C 10 min以灭活内源性

酶。③热修复抗原：将附有组织切片的载玻片浸入

0．0lM枸橼酸盐抗原修复工作液的玻璃容器内，迅

速加热至沸腾，行抗原热修复5 min后取出，待自然
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冷却至室温后(约50 rain)．取出载琏片，PBS洗涤2

捉。④漓加5％BSA封闭藏，24℃20 rain．甩去多余

液体，不洗。⑤浦加稀释后的兔抗大鼠Smurfl一

抗，稀释度为1：50，崩人湿盒内，4。C球箱孵育过夜．

次日取出．PBS洗2 rain x 3次，吸去组织切片旁多

余缓冲赦。⑥满加生物素化山羊抗兔ke，37℃20

rain，PBS洗2 rain x3次，吸去组织切片旁多余缓冲

j匝⑦滴加试剂SABC，37。C2f1 rain，PBS潍5 min x4

次．吸去组织切片旁多余缓冲液。DAB显色：使用

DAB显色试剂盒。室温显色10 mln，蒸馏永洗涤2

次。@脱术梯度乙醇，每一缠5 rain。透明，二甲苯

I、Ⅱ各10min，中性树胶封片。显徽镜观察。其中

阴性对照用PBs代替一抗。其他步骤相同。

取各组免疫组化的片子2张，随机取15个视

野，BX51反射光荧光观察显礅镜拍照，BI-2000数字

图像分析系统进行灰度值分析(往：灰度值与阳性

染色程度成反比)。

3实验结果

^1各组大鼠股骨中的Smurfl免疫组化结果

1 1．1光镜下观察结果：正常组和假手术组$murfl

主要表达在大量的软骨细胞、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(见图

】、2)．与正常组比较，摸空组Smuffl主要表达在骨

小粱周围的软骨细胞，偶见骨小粱周围的骨细胞，其

中软骨细胞染色程度下降(见图3)。用药12周后．

与梗空组比较，实验低、高剂量组及各阳性对照组，

Smurfl主要表达在软骨细胞、骨细胞、骨基质中，其

中软骨细胞染色增强(见图4—8)。碉性对照组未

见棕黄色颗粒(见图9)。

燃
哥lⅢ常组＆目头Smurfl IHC(x40

3．I．2免疫组化图像灰度值分析结果

BI．2000数字图像分析系统分析切片灰度值，数

据采用SPSSl0 0统计软件进行趾理，多样本均数比

目5女dBⅡ☆*Smuffl[HC(x如
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裁渺

较采用单因素ONE·WAY ANOVA(方差分析)进行

分析，实验结果以均数±标准差(⋯)表示，P<
0 05为有统计学意义。

寰t Smudl在＆骨中裹镕(z±

#目《i目＆#P<0 05，仉P 0 OI．5E$n＆#’P‘

o 05，¨P《0 OI；；目}$№#。P<0∞，。。P<0 OI

h n自量直I．
d#*■f{#±目t“t女Mt*t$tx女*■*

目10 Smuffl在股目巾白勺免症自m平均蕊度值№轻

4 1泛索·蛋白水解酶复合体通路系统

泛素-蛋白水解酶复台体通路(ubiquitin．

p∞tea80mo pathway．UPP)是ATP依赖性的特异降

解胞内短命调控蛋白的主要途径，t要由三部分组

成：泛素(ubiquitin)、泛亲连接酶(ubiquitin-protein

liga*s)和26S蛋白水解酶复合体(pro[easomc)。

UPP对蛋白稳定性的调控被认为是调节细胞众多

生理事件的一种重要机制．如信号传导、细胞周期调

控等。UPP对靶蛋白的降解分为两个相对独立的

过程：靶蛋白的泛素化修饰，265蛋白水解酶复合

体识别并降解多聚泛素化标记的靶蛋白。

本状宴验研究的是泛紊连接酶中的Smudl。在

飘杂交实验发现非洲爪墙中与Smadl直接结合的

泛素连接酶，命名为Smuffl(Smad ubiquitination

m#mmoqfactorl)，具HECT结构域，是琵索连接酶

Hect家族新成员。Heet家族是泛豪连接酶的一个

主要的亚家族．靠近羧基端Heel结构域有一个保守

黼
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的半胱氨酸残基，它可与泛素形成硫酯键。Hect家

族的另一个结构域是ww结构域，因在一个大约

30个氨基酸残基的区域中含有两个高度保守的色

氨酸和一个保守的脯氨酸残基而得名。ww结构域

优先与底物蛋白富含脯氨酸的PPXY结构域结合，

不同的WW结构域有着不同的底物结合特异性。

爪蟾与人的Smuffl之间有9l％同源性，优先与

Smadl、5接头区域的PPXY结构域结合，并独立地

诱导Smadl、5泛素化和降解旧1。

4．2 TGF-p／Smad通路与骨质疏松症

骨质疏松症的发生和骨代谢过程的异常密切相

关，骨代谢的过程与两方面有关，即骨形成和骨吸

收，这一过程受众多细胞因子的调控，其中TGF超

家族中TGF．B是一种对骨有强大调节作用的生长

因子，能刺激骨细胞中DNA表达和重组，能刺激胶

原的合成，具有多种细胞活性和多种促细胞生长作

用，同时可抑制破骨细胞生成和成熟破骨细胞的活

性，从而抑制骨吸收的作用。本课题组任艳玲等实

验研究结果表明：去卵巢肾虚骨质疏松大鼠骨组织

中TGF．131的mRNA、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¨J。

’目前公认Smad通路是的介导TGF超家族细胞

内反应的主要通路。TGF．13／Smad通路(Smad

pathway)是将TGF超家族胞外信号从跨膜受体传递

到核内的重要通路。Smad蛋白的名称来源于

Drosophila mothers against dpp(Mad)和C．elegans

Sma的融合。根据Smad蛋白的结构和在信号转导

中的作用，可以分成三类：R—Smads(receptor-

regulated Smads)，包括介导BMP信号的Smadl、5、8

和介导TGF-Bs／activins信号的Smad2、3；Co-Smads

(common-mediator-Smads)，为Smad4； I-Smads

(inhibitory或antagonistic Smads)，包括Smad6、7。

Smad通路分以下几个步骤进行：活化的I型受体磷

酸化胞内R．Smads C．端的丝氨酸残基，磷酸化的R—

Smads从受体上的解离，与Co．Smads结合形成异源

二聚体，该复合物移位入核，与靶基因特定DNA序

列结合，并激活基因转录H】。

4．3 泛素一蛋白水解酶复合体通路中Smuffl对

Smad通路的调节

1999年，发现了降解R．Smads的泛素连接酶，

揭示了泛素一蛋白水解酶复合体通路具有调控

Smads降解的功能，从而证明Smad通路的关闭和调

节可以通过UPP实现¨1。已知TGF一13／Smad通路

3ll

在骨代谢过程中有重要的调节信号转导作用，而

UPP又可以调节TGF．B／Smad通路，所以UPP对

TGF—p／Smad通路的异常介导必然会对骨代谢有着

重要影响，所以本次实验主要研究UPP中的泛素连

接酶Smurfl。

本次实验结果表明，正常雌性大鼠股骨有

Smuffl表达。摘除卵巢后可影响股骨中Smurfl的

表达，其表达水平均下降，从而导致了TGF．p／Smad

通路的异常，进而影响了骨代谢，发生了骨质疏松

症。

4．4骨质疏松症动物模型的建立

绝经后骨质疏松的动物模型于1969年首先由

Saville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，如作用因素单一，

模型确认好，重复性好，实验结果可信度高，适用范

围广，有方便性、关联性、适应性三个特点，能很好的

模拟为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M】。

本次实验即采用去除雌性大鼠卵巢来复制骨质疏松

症模型。

4．5补肾填精法治疗骨质疏松症的疗效及作用

“补肾填精，补钙壮骨”之法防治骨质疏松症，

是郑洪新教授在中医引肾藏精，精生髓，髓生骨”的

理论指导、并基于临床研究实践而创立。

方中主药为鹿茸，取马鹿尚未骨化的幼角，具有

补肾生精，养血益阳，强筋健骨的作用。现代研究发

现，鹿茸具有增强机体免疫、抗衰老、加速创伤愈合、

促进骨质修补等功能。牡蛎归经于肝肾，据《海药

本草》记载：牡蛎“主男子遗精，虚劳乏损，补肾正

气，止盗汗，去烦热，能补养安神”。现代研究发现，

其成分主要含碳酸钙、磷酸钙及硫酸钙，并含有钙、

铁、锌等微量元素及多种氨基酸"]。将牡蛎应用纳

米技术研制成纳米微粒，并将鹿茸微粉与之混合，形

成具有补肾填精、补钙壮骨功效的纳米钙补肾中药

复方。

采用补肾填精法对骨质疏松症大鼠进行12周

防治，实验结果表明，该中药复方能上调Smurfl在

大鼠股骨中的表达，可能是通过调控UPP-Smad蛋

白信号网络调节机制，从而起到有效防治骨质疏松

症的作用。
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