
主垦量重煎丛銎查!!!!生!旦筮!!鲞筮!塑垦!垫!Q!!塑E!望!：堕笪!!!!：!!!!!：坠：!

塑!!i!!!!!!堑!!!!!：!!里堑璺趔!!!：!!里：!!!堕!!!：!!!!么：!!!!：!塑!!!!!：!Q!!：!!：!!!

骨碎补总黄酮对去卵巢大鼠骨组织

Cbfa]【mRNA表达的影响

刘天舒 李章华 陈友浩 柳铭金林
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摘要：目的观察成骨细胞转录因子Cbfal在去卵巢骨质疏松(0steoporosis，OP)大鼠的表达，探讨骨

碎补总黄酮调节骨代谢的作用机制。方法36只Wistar雌性大鼠随机均分为假手术组、模型组和药

物组，术后2、4、6、8周检测血液雌二醇(E：)水平，进行股骨和腰椎骨密度测量、组织学观察和Cbfal

mRNA表达。结果 在每个时间点3组大鼠雌二醇水平均存在显著性差异(P<0．05)，假手术组>

模型组>对照组；比较股骨及腰椎骨密度，假手术组>模型组(P<0．05)在每一个检测的时间点，药

物组在术后2周和术后8周低于假手术组(P<0．05)，在术后6周和术后8周高于模型组(P<

0．05)，其余时间点无显著性差异。组织学检查示模型组骨组织内骨小梁减少，稀疏，间隔增大，药物

组该表现较少，而假手术组骨组织内未见该现象。模型组与药物组cbfal mRNA表达在术后4周均

低于假手术组(P<O．05)，在术后6周和术后8周，假手术组>药物组>模型组(P<0．05)。结论

实验结果表明雌激素减少能导致大鼠cbfal表达降低，而骨碎补总黄酮能上调cbfal表达水平，促使

骨髓间质干细胞向成骨细胞分化发挥其防治0P作用。

关键词：骨质疏松症；去卵巢；骨碎补总黄酮
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Abstr翱ct： 0bjective To investigate the expression of osteoblastic transfectional factor Cbfal in

ovariectomized osteoporosis (0P) rats， and to explore the mechanism of regulatory ef亿ct of dIynaria

navonoids on bone metabolism． Methods Thirty—six Wistar female rats were randomly divided into the

sh咖-operated group，tlle model gIDup，and the dIug group． Semm estradiol(E2)1evel was determined on

2，4，6，and 8 weeks after the operation． Bone mineral densities of the femur and the lumbar vertebrae were

measured．Histological observation and Cbfal mRNA expression were performed． Results Semm E2 leVeI

of the rats among the 3 groups had a significant difhrence on each time point， the sham-operated group>

dmg group>model group(P<0．05)． Bone mineml densities of the femur and the lumbar venebrae in the

sham·operated group were higher than those in the model gIDup on aU time points exzmined(P<0．05)．

Those in the dnlg group were 10wer than in the sham·operated group on 2 8nd 8 weeks，but higher than in the

model group on 6 and 8 weeks after the oper8tion(P<O．05)． No significant dif!fIerence was found at other

time points．The histological sections showed tllat tIle trabecular bone lossed with parce and larger distance in

bones of the model group． This was not obvious in the drug group， and wa8 not seen in the sham—operated

group． The expression of Cbfal mRNA in the model group and the dmg group was lower than that in the

sham-operated group on 4 weeks after the operation(P<0．05)． The expres8ion on 6 and 8 week8 after the
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operation showed the sham—operated group>drug group>model group(P<O．05)． Conclusion The

results of this study showed that esn．ogen deficiency resulted in reduced Cbfal gene expression in rats．

Drynaria n8vonoids up—regulated the leveI of Cbfal gene expression， and exerted 0P prevention and

treatnlent ef结cts by stimula“ng osteoblast differen“ation by bone marrow mesenchymal stem ceUs．

Key words： 08teoporosis； 0variectomy； Drynaria flavonoids

骨质疏松症是常见的骨代谢性疾病，以骨量减

少、骨的微观结构退化为特征的，致使骨脆性增加而

易于发生骨折的一种全身代谢性骨骼疾病⋯。美

国国立卫生研究院(National Institutes of Health，

NIH)定义骨质疏松(osteoporosis，0P)是一种以骨强

度受损，骨组织显微结构退化(松质骨骨小梁变细、

断裂、数目减少；皮质骨多孔，变薄)和骨折危险性

增加的骨骼疾病，骨强度是骨密度和骨质量的综合

反映¨1。OP包括原发性和继发性两类，其中继发性

由某些疾病导致，其发生率约占0P发生率的10％；

原发性骨质疏松是随年龄增长而发生，与激素分泌

减少相关，约占90％，其中绝经后骨质疏松

(postmen叩ausal osteoporosis，PM0)最为常见。其发

生的原因是由于体内雌激素减少造成骨的代谢紊

乱，致使骨吸收超过骨形成，出现骨重建平衡失调与

骨转换加快，致骨组织内骨矿含量低下，骨组织微细

结构破坏，最终导致骨脆性增加，易发生骨折。

cbfal是骨发育过程中调节骨髓间充质于细胞向成

骨细胞分化和成熟的关键因子"1，其表达受多种细

胞因子、激素、药物的调控，对于成骨细胞和破骨细

胞均有效应，故在骨形成和骨吸收过程中起重要作

用。深入研究OP发展过程中cbfal表达变化，将有

助于进一步在基因水平认识OP的发病机制，并寻

找新的OP治疗靶点。

骨碎补总黄酮是由水龙骨科植物槲蕨

(Drynariafonunei(kunze)J．SM．)的干燥根茎中提取

的有效成分，其活性成分为柚皮柑等二氢黄酮类化

合物。我国中医学认为“肾主骨”，肾与骨的生理及

病理有着密切关系。骨碎补总黄酮功用补肾活血、

止血，始记载于《雷公炮炙论》，主治肾虚腰痛，跌打

闪挫，骨伤，风湿痹痛。国内已有实验从骨密度和骨

组织形态剂量学方面证明骨碎补总黄酮能对大鼠卵

巢切除所致的骨质疏松症具有明显治疗作用H1，也

有研究表明骨碎补总黄酮能通过一些细胞因子如骨

形态发生蛋白(bone morphogenetic proteins，BMPs)

诱导骨组织形成∞1。本实验采用逆转录PCR的方

法观察骨碎补总黄酮对去卵巢OP大鼠骨组织

Cbfal mRNA表达变化，探讨骨碎补总黄酮改善0P

骨代谢的可能机制。

1材料与方法

1．1实验动物

sPF级wistar雌性3月龄大鼠36只，体重170

±109，由湖北省疾病预防控制中心实验动物中心提

供，合格证号为鄂检证字第00008977，00009353，

00009648，00009950。饲养于武汉大学人民医院实

验动物中心(AFP级标准)，各组动物均饲养于聚乙

烯笼内，每笼3只，室温控制在18cc～20℃，环境温

度为(25±1)℃，湿度为70％，自由摄食与饮水。

1．2主要设备及试剂

主要设备：Lambda 25型紫外分光光度计，9600

型PCR扩增仪(美国PE公司)，凝胶成像处理系统

(法国VILBER LOLJRMA公司)，双能x线骨密度

检测仪(美国Lunar公司)。

受试药物：骨碎补总黄酮(由北京歧黄制药有

限公司提供)，使用时加蒸馏水配成一定浓度溶液

(0．47∥L)灌胃¨川，批准文号：国药准字号

Z20030007，生产批号100104。 o

主要试剂：血清雌二醇(estradiol，E2)放射免疫

测定试剂盒(上海西唐生物科技有限公司)，逆转录

试剂盒RevertA纠”First Strand cDNA Synthesis Kit

(Fe珊entas公司(MBI))，Triz01试剂(invitrogen公

司)，Cbfal及B-actin的PCR引物(上海英骏生物技

术公司)，Marker，2×Taq PcR MasterMix(TIANGEN

生化科技公司)。

1．3实验分组

36只wistar大鼠随机均分成假手术组、模型组

和药物组，每组12只。假手术组：开腹后切除小块

卵巢周围脂肪组织。模型组：切除双侧卵巢，不给

药。药物组：切除双侧卵巢，参考文献予以90mg／kg

-d浓度给药‘6’¨，每日8点准时灌胃给药一次，给

药总时间为8周。

1．4实验方法

1．4．1造模与取材：无菌操作下作1cm下腹部正

中切口，分离皮肤筋膜及腹腔脏器，显露双侧卵巢。

假手术组切除双侧卵巢旁近卵巢质量大小脂肪组织
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一小块；模型组和药物组切除双侧卵巢。分层缝合

腹腔。手术过程顺利，未见大鼠死亡。术后药物组

按体重灌服强骨胶囊水溶液，假手术组和模型组按

相同比例灌服蒸馏水。术后自由饮食水，分别于术

后2，4，6，8周，对各实验组中随机取出3只大鼠进

行骨密度(bone mineral density，BMD)检测，测定后

活杀动物，腹主动脉取血，离心取血清，置于一80℃

低温冰箱中保存，待用；同时迅速取出一侧股骨，一

80℃储存备用，取另一侧股骨及第一腰椎，固定于

10％甲醛液中留作骨组织切片(Manson三色染色

法)，剩余股骨存于冻存管中备提取总RNA。

1．4．2 骨密度(BMD)测定：用3％戊巴比妥钠

(0．1ml／1009)腹腔麻醉大鼠，四肢展开平置于双能

x线骨密度检测仪(美国Lunar公司)平台上，应用

小动物检测软件测定大鼠后肢股骨及腰椎的骨密

度。

1．4．3 血清雌二醇(E，)测定：采用放射免疫法

(RIA)检测大鼠血清中的雌二醇，按试剂盒说明书

进行操作。将标准品、待测样本加入到预先包被大

鼠雌激素单克隆抗体透明酶标包被板中，温育足够

时间后，依次加入底物A、B，底物(TMB)在辣根过

氧化物酶(HRP)催化下转化为蓝色产物，在酸的作

用下变成黄色，颜色的深浅与样品中E：浓度呈正相

关，450nm波长下测定OD值，根据标准品和样品的

OD值，计算样本中E：含量。试剂盒由上海西唐生

物科技有限公司提供。

1．4．4组织学检查：常规石蜡切片脱蜡至水，蒸馏

水洗，weigert氏铁苏木素染色5min，盐酸酒精分化，

温水返蓝，流水冲洗3min，蒸馏水稍洗，变色酸2R

亮绿复合液5min，倾去余液，l％冰醋酸分化lmin，

常规脱水透明，中性树胶封片。

1．4．5 骨组织总RNA提取：活体骨组织约100mg

取出后立即置于盛有液氮的研钵内，咬碎并研磨成

粉末状，移人匀浆器中，加入TRIzOL试剂1ml，冷冻

匀浆后，将匀浆液移入EP管内，加入氯仿0．2ml，混

匀15s，室温静置5min，4℃12 000×g离心15 min，

取上清加入等体积异丙醇，室温下静置10 min，4℃

12 000×g离心10 min，弃上清，留沉淀，75％冷乙醇

振荡洗涤，4℃7 500×g离心5 min，弃上清，在空

气中干燥，加入DEPc溶解RNA至20斗l，一80℃保

存备用或立即进行后续实验。

1．4．6 RNA完整性及浓度检测：各个样本各取5斗1

RNA置于l％琼脂糖凝胶电泳，泳毕在紫外灯下观

察比较灰度：28s和18S条带明亮，清晰，且28S亮
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度在18S亮度2倍以上，证明RNA质量较好。紫外

分光光度计检测RNA的浓度及纯度，A：∞／A：。。在

1．8—2．1之间，据A：。。值算得浓度，后加入DEPC将

浓度调整一致。

1．4．7引物设计及合成：GenBank数据库中获得基

因序列，采用Primer Exp ression 5．0软件进行引物

序列设计。Cbfal引物序列：上游引物5’一

CGTCCACCTGTTCCAAAGTT一3 7； 下游弓I 物 5’一

GGcATTGcCArI'-I．rrrCAGm’．3’；其基因扩增片段长
度为285bp。p．actin引物序列：上游引物5’．

CACGATGGAGGGGCCGGACTCATC-3’；下游引物5’一

TAAAGACCTCTATGCCAACACAGT-3’；其基因扩增

片段长度为240bp。

1．4．8逆转录合成cDNA：按照逆转录试剂盒操作

说明书操作。模板RNA补充适量DEPC水，加入引

物0l培o(dT)。。轻轻混匀、离心，70℃加热5 min，即

刻冰浴；加入RNasin、dNTPs、M—MLV逆转录酶，轻

轻混匀、离心；42℃下孵育60 min；70℃加热10 min，

终止反应。一20℃保存备用。

1．4．9 PCR检测：Cbfal mRNA表达几口酶、cDNA、

NTP、引物等试剂在PCR管中短暂混匀。PCR反应

条件为95℃4min；95℃30s，58℃30s，72℃30s，35

个循环后16℃延伸10min。完毕后取5¨l PCR产

物，1．5％琼脂糖凝胶电泳，紫外凝胶成像分析系统

扫描条带光密度，获得每例样品目的片段扩增条带

平均灰度值。目的片段mRNA相对表达水平为目

的片段扩增条带的光密度积分与内参照B．actin扩

增条带的光密度积分的比值。

1．5统计学方法

采用SPSSl7．0统计软件进行数据分析。实验

数据均以均数±标准差(±s)表示，组间比较采用

成组资料配对￡检验。

2 结果

2．1一般情况

整个实验过程中未有实验动物死亡，最终纳入

结果分析的大鼠数量是36只。各组大鼠手术切口

愈合良好，无出血、感染、溃疡等。所有大鼠未见拒

食、分泌物增多、呼吸困难、胀气、腹泻、眼球突出等

异常症状。各组大鼠体重随时间增加略增重，对照

组体重相对较低，空白组体重最高，各组之间未见显

著性差异(P>0．05)。

2．2血清雌激素(E：)水平检测

去势后，在术后2，4，6，8周四个所测时间点，三

万方数据



组宴验大鼠的血清E，浓度均有显著性差异(P<

O 05)，浓度大小依次为假手术组>药物组)模型

组。并且随术后时间增加，大鼠去卵巢后E，水平有

递减趋势．药物组E：承平明显高于模型组(P(

0 05)，但低于假手木组(P<0 05)。结果如表1。

$l各m大鼠*测*《=g(E，)m+

(⋯，n=3，pmol／】-)
4Ⅻ $■2w$口4w $目6w }目g一

目}}《1003 7±∞川19 3：3l 3 10，D 0±l，8 9ⅢI±¨7

#女m 351 3t，6 0‘287 3i”5。21s 3i，3 8’ 195±8r

自∞m ∞j 3±w 8“632 3±54 0“瞄7±27 r+568±3I 2“

＆．5＆}$m№#．’<0 05目4《m＆#‘P删
2．3骨密度测定

骨质疏橙是一个仝身骨组织的变化过程。各组

太鼠所测股骨骨密度与腰椎骨密度结果基本吻合。

去势后2周，无论股骨骨密度还是腰椎骨密度，模型

组均低于假手术组(P(0 05)，且随时间推移．差异

越大。药物组在术后2周与模型组无显著性差异

(P>0 05)，低于假手术纽(P(0 05)，随时间推移

至术后8周，股骨骨密度与腰椎骨密度均高于模型

组(P<0 05)．低于假手术组(P(0 05)。结果如

表2．3。

l 2各组大鼠M∞*R*日镕度(⋯n=3，∥硼
目Ⅻ $目2w $目4w }目“ }■8v

Ⅷ}$Ⅲ0 208±0 006 O 2∞±0⋯洲㈣210i0蛳
*!m 0192±o 00‘’0187±O槲。ol 83±o∞r oI”±o∞r

自*Ⅲ 0196±0∞r 0199±O 0∞0∞l±o㈣199±o∞r
＆：5自}$nE#．。P<O∞．目*!日＆#‘P<O∞

襄3各m大H*《*《椎骨密度

(⋯．R=3，∥cm2)
mq $目2w }目4_ #R“ }■8一

口}{m o 228±0⋯224±0⋯2¨i0∞，O z18±O∞6

#日日 nl”±o 0D5。O 20l±0 010’0l¨±0∞1。0】“㈣。
*#目 0 2¨±0 005。0 212i0噼0 212t0∞5‘0洲002。

＆：々*}}目m#’Pto∞，S#■m＆#’p(n∞

z4组织学检测结果

在整个实验过程中．假手术组大鼠骨组织切片

观察未见骨小梁密度有明显改变，骨小桀完整，无断

裂，新生骨组织少；模型组大鼠随着时间延长骨小粱

密度逐渐减少．断裂的骨小梁增多，新生骨组织增

多；而药物组大鼠骨小粱断裂的数量明显少于模型

组大鼠，骨密度也明显高于模型组，可见少量新生骨

组织。Ⅻ目l⋯，

目1$目8周＆骨m*"H(10 x

＆：a：#dⅢ；b：H}$m c：*≈Ⅲ

寰4*m★H cml平均灰＆值／B哪恤

}日灰口《(⋯．n=3)

＆5自}{目№#‘P(o 05；#ⅢⅢm#P(0 05

2 5 RT-PcR检馒I cbhl mRN^表达

随时间推移，假手术组大鼠cbhl表达基本平

稳，模型组与药物组呈递障趋势。去势后2周．兰组

实验大鼠cbhl表达相互间无明显差异(P>

0 05)；术后第4周，模型组盈药物组低于假手术组

(P(O 05)，两者相互阃无明显差异(P)O 05)；术

后6周丑8周，模型组厦药物组低于假手术组(P<

O 05)，同时药物组高于模型组(P<0 05)。结果如

图2、表4。

3讨论

成骨细胞多由骨髓问充质干细胞(BMscs)分

化而来．cbhl是这一分化过程中的关键转录日

子‘“。用基因剔除方{去剔除cbhl基因(cbhI一／

一)的太鼠体内成骨细胞完全抑制，均不能软骨内

成骨和膜内成骨”1，而杂合子基因(cbhl+／一)仍

可存活，骨骼系统形态缺陷，表现出和人的锁骨颅骨

发育异常(cleIdoc⋯al dy叩Iasla，ccD)综合征相似

的临床症状。zhe口g等”⋯将携带cbhl／o以基因的

腺病毒质粒所转导的Mscs植入BALB／c小鼠5mm

生㈣㈣㈣堕芸m击嚣堕m篡生㈣㈣㈣堕m眦|兰生㈣㈣洲蔫豢
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直径颅骨缺损处．4周后植人组85％缺损处骨性闭

台，相反，对照组无骨性闭合。在前成骨细胞

Mc3啊一EI或非成骨细胞(如成肌细胞)中过表达

c‰l，可诱导成骨细胞特异性标志物——I型腔原

al、骨钙索等的表达”⋯。在成熟成骨细胞用反义寡

核苷酸或小干扰RNA阻断cbM，可使I型腔原、骨

钙紊、碱性磷酸酶等表达下降，阻止成骨过程。可见

cbhl对于成骨细胞分化及维持其功能有着重要功

能。本研究中药物组及模型组在造横成功后cbhl

表达均低于假手术组(P<O 05)，而药物组表达量

卫高于模型组(P(0 05)．说明骨碎朴总黄酮能蜉

促进cbhl的表达；而通过骨密度检溯和骨组织切

片检查，发现cbhl表达在本研究中与骨质疏橙程

度呈负相关，能够防止骨量丢失，对骨组织有保护作

用。但是cbbl的表达对骨吸收的影响并不是单一

的正相关。uu等⋯在成骨细艟巾过袁达cbbl反

而抑毒I成骨细胞成熟井造成骨量减少，因而，维持

cbhl在一个合适浓度有助于促进成骨细胞表达．

防袷0P。

雌激紊对于正常的骨重建是非常重要的．绝经

后妇女和切除卵巢的动物试验导致的0P均是由于

雌激素的缺乏引起⋯。许多研究都证实在软骨细

胞、成骨细胞和破骨细胞3种细胞上均存在ERq和

B，雌澈索与成骨细胞内的受体结合后．促使其分泌

胶原酶、释放细胞园子及生长因子等进行骨重建，表

明了雌澈素对骨代谢有直接的调节作用。研究发现

ERnKO(ERa基因敲除)鼠的殷骨长度短于正常对

照组，尤其在雌性小鼠中更加明显”“，但是ER8KO

鼠的股骨长度却无明显变化：两种ER亚型基固均

敲腺(DERK0)鼠的股骨长度也变短”“。同时发现

ERnK0鼠的BMD低于对照组；而ERBKO鼠的

BMD高于对照组”1．认为可能是雌激素通过ERa

作用刺激成骨细胞的活性，而通过ERB的作用抻制

成骨细胞的活性．但其具体作用机制目前仍不清楚。

骨碎补总黄酮具有补肾、强骨、止痛的功能。药

理实验表明”“．其可以增加骨密度，提高骨骼抗外

力．调节血钙、甲状旁腺素、碱性磷酸酶水平，促进骨

形成，抑制骨吸收，临床用于治疗骨质疏橙、腰背疼

痛等症。谢雁鸣等””利用骨碎补总黄酮溶液灌胃

去势大鼠，发现药物组大鼠骨密度比去势大鼠骨密

度高(P<O 05)，与假手术组无显著性差异(P>

0 05)，与本研究结果吻合。近有乖J用细胞杂交基

因研究骨碎补总黄酮对雌激素受体的作用，发现低

剂量的骨碎补总黄酮对雌激素受体的影响不显著．

但高剂量对雌激煮的两种受体均有显著韵辙括作

用”“。因此骨碎补总黄酮可能是通过影响雌激素

受体的活性，而达到治疗0P等骨科疾病的疗效。

zhou等”“发现雌激素可以阻断以MP依桢的PKA

途径，增加cbkl表达．躐少骨丢失。笔者推测骨碎

补总黄酮抗OP的机制可能与之相关。

本实验比较去卵巢大鼠cbhl的表达与假手术

组的cbh】表达差异，并通过对于大鼠的雌澈煮．骨

密度检测．组织学切片证明cbhl的较高表达具有

抑制OP的效应，井证实骨碎补总黄酮可以上诃

cbhl的表达。然而，本实验只是观寨了cbhI的基

因变化．并未能对cbnl表达做定量检澍．得出

cbhl表达在大鼠体内的相对利于骨形成的浓度．

并月骨碎补总黄酮上调cbhl表达的机制也有待进

一步研究。
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