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补肾复方对去卵巢大鼠 ＭＥＫ１、ＥＲＫ２ 基因表达的调控
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摘要： 目的　研究补肾中药复方（鹿茸、牡蛎、淫羊藿）对去卵巢骨质疏松症大鼠的影响，探讨肾虚骨质疏松症的病理机制，为
中医药防治骨质疏松症提供实验依据。 方法　采用摘除雌性大鼠双侧卵巢的方法复制骨质疏松症模型，以正常组作为标准
对照，模型组作为空白对照，盖天力组作为阳性对照，补肾中药复方低、中、高剂量组作为实验组。 各用药组灌胃给药 １２ 周。
采用腹主动脉取血法采集大鼠血清测定血骨钙素（ＢＧＰ）和抗酒石酸酸性磷酸酶（ＴＲＡＣＰ），并用 ＤＥＸＡ 骨密度仪检测左侧股
骨骨密度；右侧股骨匀浆提取骨组织中的 Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ，ＲＴ-Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＰＣＲ，检测 ＭＥＫ１ 及 ＥＲＫ２ 的 ｍＲＮＡ 表达水平。 结果　模
型组 ＢＧＰ 水平显著低于正常组（P ＜０畅０１），ＴＲＡＰ 水平较正常组显著升高 （P ＜０畅０１）；正常组和补肾中药复方组的股骨骨密
度均高于模型组（P ＜０畅０５）；ＥＲＫ２ ｍＲＮＡ相对表达量明显高于模型组 （P ＜０畅０１），ＭＥＫ１ｍＲＮＡ 相对表达量明显低于模型组
（P ＜０畅０１）。 结论　补肾中药复方具有防治去卵巢大鼠骨质疏松的作用，其机制与调控 ＭＥＫ１、ＥＲＫ２基因表达有关。
关键词： 骨质疏松症；补肾中药；骨组织
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Abstract： Objective　To investigate the effect of the kidney-tonifying traditional Chinese medicine （ velvet， oysters， and
epimedium） on osteoporosis in ovariectomized rats， and to explore the pathogenesis of osteoporosis with kidney-deficiency， in order
to provide experimental evidence for Chinese medicine in the prevention and treatment of osteoporosis．Methods 　 The
osteoporosis model was established using bilateral ovariectomy in female rats．The normal control group was set as a standard
control．The model group was set as blank control．The Gaitianli group was set as a positive control．The low， medium， and high
dose of traditional Chinese medicine for kidney-tonifying groups were set as experimental groups．Rats in each treatment group were
gavaged for １２ weeks．Blood was collected from the abdominal aorta， and the serum levels of osteocalcin （BGP） and tartrate-
resistant acid phosphatase （TRACP） were detected．The bone mineral density （BMD） of the left femur was detected using DEXA．
The total RNA of the right femur bone tissue homogenate was extracted and the mRNA expression levels of MEK１ and ERK２ were
detected using RT-real time PCR．Results　The serum BGP level in model group was significantly lower than that in the normal
group （P ＜０畅０１）， while the serum TRAP level increased significantly compared with that in the normal group （P ＜０畅０１）．BMD
of the femur in the normal group and the kidney-tonifying traditional Chinese medicine group was significantly higher than that in the
model group （P ＜０畅０５）．The relative expression level of ERK２ mRNA was significantly higher than that in the model group （P ＜
０畅０１）， while the relative expression level of MEK１ mRNA was significantly lower than that in the model group （P ＜０畅０１）．
Conclusion 　The kidney-tonifying traditional Chinese medicine plays a role in the prevention and treatment of osteoporosis in
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ovariectomized rats．Its mechanism may be related to the regulation of MEK１ and ERK２ gene expression．
Key words： Osteoporosis； Kidney-tonifying traditional Chinese medicine； Bone tissue

　　骨质疏松症是常见的骨代谢疾病，分为原发性、
继发性和特发性 ３ 类。 以骨量减少、骨组织结构破
坏、骨脆性增加和易发生骨折为特征的疾病，是老年
人的多发病，随着人口的老龄化，日益受到人们的重
视

［１］ 。 绝经后骨质疏松症属于原发性骨质疏松症，
是更年期妇女的常见全身性骨代谢疾病，体内雌激
素水平下降是其重要病因。 目前，对于绝经后骨质
疏松症，中医药预防和治疗相关研究进展较快，中医
学认为，骨质疏松症与肾虚、脾虚、血瘀有着密切的
关系，其中肾虚是绝经后骨质疏松症的主要原
因

［２］ 。 本实验应用补肾中药复方（鹿茸、牡蛎、淫羊
藿）低、中、高剂量组，探讨补肾中药防治骨质疏松
症的的机理，为开发中药防治骨质疏松症提供实验
依据。

1　材料和方法
1畅1　主要仪器与试剂

ＤＥＸＡ 骨密度 （ＢＭＤ） 仪 （美国 ＧＥ-Ｌｕｎａｒ）；实
时荧光定量 ＰＣＲ 仪 （ＡＢＩ，ＵＳＡ）；多功能酶标仪
ＩＮＦＩＮＩＴＥ Ｍ２００（奥地利 ＴＥＣＡＮ）；血骨钙素试剂盒、
抗酒石酸酸性磷酸酶测定试剂盒酶联免疫试剂盒

（ＲＢ 公司）；ＲＮＡｉｓｏ Ｒｅａｇｅｎｔ、反转录试剂盒、 Ｔａｑ
ＤＮＡ 聚合酶，Ｅａｓｙ Ｄｉｌｕｔｉｏｎ 稀释液均购自 ＴａＫａＲａ
公司；引物自行设计合成。 　
1畅2　实验药品及制备

实验药品：补肾中药复方：淫羊藿提取物，马鹿
鹿茸（辽宁清原鹿场），冻干，脱毛，切片，粉碎，过 ８０
目筛。 牡蛎（长山岛大连湾牡蛎），洗净，晒干，应用
纳米技术制备，平均粒径 ７２０ ｕｍ。 中药复方制备：
淫羊藿提取物、鹿茸微粉与牡蛎微粒，混合即得。 对
照药物：盖天力片：东盛科技启东盖天力制药股份有
限公司，国药准字 Ｈ３２０２５３９６，产品批号 ＡＪ１９２。
1畅3　实验动物及模型建立

实验选用 ＳＰＦ级 ＳＤ 雌性大鼠 ９２ 只，体重 ２５０
±５０ ｇ，４ ～５月龄，未曾交配，由北京维通利华实验
动物技术有限公司提供（实验动物质量合格证明
号：１１００１７０６５９）。 造模方法：除正常组外，大鼠经
１０％ 水合氯醛 （３ ｍｌ／ｋｇ）肌肉注射麻醉，将麻醉后
大鼠以俯卧位固定，从腰背部脊柱两侧纵行切口切
开皮肤及肌肉，摘除两侧卵巢组织后逐层缝合，关闭
创口。 术后 ３日，常规给予青霉素预防感染。

1畅4　动物分组与给药
按随机数字表分出正常组（９只）。 其余大鼠手

术：假手术组 １４只，腰背部脊柱两侧纵行切口缝合，
不摘除卵巢组织；去卵巢组 ７３ 只。 术后 ７ｄ将去卵
巢组存活者按体重随机分为 ５ 组（每组 １４ 只左
右）：模型组（１３ 只，切除卵巢后不给予补肾中药复
方），补肾中药复方低、中、高剂量组（切除卵巢后给
予补肾中药复方低、中、高剂量灌胃），盖天力组（１３
只，切除卵巢后给予盖天力灌胃）。
术后 ７ｄ各组动物分别给予以下灌胃处理：正常

组、假手术组自由饮水，模型组均给予 ０畅９％氯化钠
注射液 ０畅８７５ ｍｌ／１００ ｇ 体重；补肾中药复方低剂量
组给药量 ０畅２２７ ｇ／（ｋｇ· ｄ）；补肾中药复方中剂量组
给药量 ０畅９０８ ｇ／（ｋｇ· ｄ）；补肾中药复方高剂量组给
药量 ０畅４５４ ｇ／（ｋｇ· ｄ），各组灌胃 １２ 周。 标本采集
与保存：灌胃处理 １２周 后采集标本。 血液采集：腹
主动脉取血法采集大鼠血液，离心后收集上清， －８０
℃冰箱保存。 骨骼标本采集：在无菌条件下迅速剥
取其双侧股骨，剔尽软组织，左侧股骨用 ０畅９％ 氯

化钠注射液浸湿的纱布包裹，右侧股骨加入 ｔｒｉｚｏｌ
－８０ ℃冰箱保存，待测骨密度。
1畅5　血生化指标测定

采用 ＥＬＡＳＡ 方法在酶标仪上测定血清骨钙素
（ＢＧＰ）和抗酒石酸酸性磷酸酶（ＴＲＡＰ）水平，具体
操作均按照试剂盒说明书完成。
1畅6　骨密度检测

各组大鼠在灌胃处理 １２ 周后用 １０％水合氯醛
（３ ｍｌ／ｋｇ） 肌肉注射麻醉，待其呈稳定麻醉状态，置
于 ＤＥＸＡ 骨密度仪测定的左侧股骨骨密度值。
1畅7　ＲＴ-Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分析

将冷冻的右侧股骨迅速研磨后提取骨组织中的

总 ＲＮＡ， ＲＴ-Ｒｅａｌ ＴｉｍｅＰＣＲ 方法检测 ＭＥＫ１ 及
ＥＲＫ２ｍＲＮＡ 的表达水平。 总 ＲＮＡ 的提取采用
ＴＲＩｚｏｌ 一步法，紫外分光光度计检测浓度，并用 １％
甲醛变性琼脂糖电泳检测其完整性，调整总 ＲＮＡ
的浓度至 ５００ ｎｇ／μＬ，取 ２ μＬ将其逆转录为 ｃＤＮＡ。
逆转录体系、ＰＣＲ 扩增体系及反应条件均参照试剂
盒中的说明书设定，以标本中所提取的高浓度 ＲＮＡ
逆转录得到的 ｃＤＮＡ作为标准品，经 １０ 倍梯度比例
稀释后，进行 ＰＣＲ 反应制备标准曲线。 反应结束
后，根据自动生成的标准曲线，计算出待测样本中管
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家基因和目的基因的准确含量。 以同一样本中，目
的基因与管家基因含量的比值作为评价目的基因表

达水平的指标。 所用引物根据 ＧｅｎＢａｎｋ 所发布的
序列自行设计并合成（表 １）。

表 1　Ｒｅａｌ-Ｔｉｍｅ ＰＣＲ引物序列及扩增产物长度
Table 1　Ｒｅａｌ-ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

基因

Ｇｅｎｅ
ＰＣＲ 引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

扩增长度（ｂｐ）
Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ（ｂｐ）

ＧＡＰＤＨ 上游：５’-ＣＧＴＡＴＣＧＧＡＣＧＣＣＴＧＧＴＴ-３’ １２４ｂｐ
　 Ｆ：５’-ＣＧＴＡＴＣＧＧＡＣＧＣＣＴＧＧＴＴ-３’
下游：５’-ＣＧＴＧＧＧＴＡＧＡＧＴＣＡＴＡＣＴＧＧＡＡＣ-３’
　 Ｒ：５’-ＣＧＴＧＧＧＴＡＧＡＧＴＣＡＴＡＣＴＧＧＡＡＣ-３’

ＭＥＫ１ 崓上游：５’-ＧＴＣＧＧＡＣＡＴＣＴＧＧＡＧＣＡＴ-３’ １０９ｂｐ
　 Ｆ：５’-ＧＴＣＧＧＡＣＡＴＣＴＧＧＡＧＣＡＴ-３’
下游：５’-ＣＡＣＣＴＧＧＣＡＴＣＣＡＡＡＣＡ-３’
　 Ｒ：５’-ＣＡＣＣＴＧＧＣＡＴＣＣＡＡＡＣＡ-３’

ＥＲＫ２ 垐上游：５’-ＴＣＣＣＡＡＡＴＧＣＴＧＡＣＴＣＣＡＡＡＧ-３ �９１ｂｐ
　 Ｆ：５’-ＴＣＣＣＡＡＡＴＧＣＴＧＡＣＴＣＣＡＡＡＧ-３’
下游：５’-ＧＣＣＡＧＡＧＣＣＴＧＴＴＣＡＡＣＴＴＣＡ-３’
　 Ｒ：５’-ＧＣＣＡＧＡＧＣＣＴＧＴＴＣＡＡＣＴＴＣＡ-３’

1畅8　统计学分析
测定结果均以 珋x ±s表示，采用 ＳＰＳＳ１０畅０ 软件

处理数据，单因素方差分析，P ＜０畅０５ 为差异有统计
学意义。

2　结果
2畅1　各组大鼠离体股骨骨密度的比较

与正常组相比，模空组的股骨骨密度明显低于
正常组（P ＜０畅０１），骨质疏松症模型成功复制。 用
药 １２ 周后，与模空组比较可显著上调股骨骨密度水
平（P ＜０畅０５）。 实验组间比较，低、高剂量组高于盖
天力组（P ＜０畅０５），但低、高剂量组间差异无统计学
意义，见表 ２。
2畅2　各组大鼠骨代谢生化指标的比较

与正常组、假手术组比较，模空组 ＢＧＰ 水平明
显降低 （P ＜０畅０１），说明模型组骨形成明显下降；
补肾复方低、中、高剂量组与盖天力组用药 １２周后，
与模空组比较可显著上调 ＢＧＰ水平（P ＜０畅０１），但
组间差异无统计学意义；与正常组、假手术组比较，
模空组的 ＴＲＡＰ 水平显著升高 （P ＜０畅０１），说明模
型组骨吸收明显增强。 补肾复方低、中、高剂量组与
盖天力组用药 １２ 周后，与模空组比较可显著降低
ＴＲＡＰ水平（P ＜０畅０１），实验组间比较，高剂量组低
于低剂量组、盖天力组（P ＜０畅０１），高剂量组低于中
剂量组（P ＜０畅０５），见表 ３。

表 2　各组大鼠左后肢离体股骨骨密度测定结果（珋x 北s）
Table 2　Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＢＭＤ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｒａｔ ｌｅｆｔ

ｈｉｎｄ ｆｅｍｕｒ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （珋x ±s）

组别
Ｇｒｏｕｐ

数量
Ｎ

股骨骨密度（ ｇ／ｃｍ２ ）
Ｆｅｍｕｒ Ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ（ ｇ／ｃｍ２ ）

正常组
ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ９ 亮０ 寣寣畅１２６８ ±０ 挝畅００９０ ｅｆｍｎ

假手术组
ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ １４ 照０ 寣寣畅１２２２ ±０ 挝畅００８９ ｅｆ

模空组
ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ １３ 照０ 寣寣畅１０９０ ±０ 挝畅００８８ ａｂｃｄｇｈｉｊｋｌｎ

低剂量组
ｌｏｗ-ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １４ 照０ 寣寣畅１２３８ ±０ 挝畅００７９ ｅｆｎ

中剂量组
ｍｉｄｄｌｅ-ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ １５ 照０ 寣寣畅１２３０ ±０ 挝畅００８６ ｅｆ

高剂量组
ｈｉｇｈ-ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １４ 照０ 寣寣畅１２５２ ±０ 挝畅００８２ ｅｆｎ

盖天力组
Ｇａｉｔｉａｎｌｉ ｇｒｏｕｐ １３ 照０ 寣寣畅１１７３ ±０ 挝畅００５４ ａｂｆｈｌ

　　注：与正常组比较，ａP ＜０畅０１，ｂP ＜０畅０５；与假手术组比较，ｃP ＜

０畅０１，ｄP ＜０畅０５；与模空组比较，ｅP ＜０畅０１， ｆP ＜０畅０５；与低剂量组比

较，ｇP ＜０畅０１，ｈP ＜０畅０５；与中剂量组比较，ｉP ＜０畅０１，ｊP ＜０畅０５；与高

剂量组比较，ｋP ＜０畅０１， ｌP ＜０畅０５；与盖天力组比较，ｍP ＜０畅０１，ｎP ＜

０畅０５。

Ｎｏｔｅ： Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ，ａ P ＜０畅０１，ｂ P ＜０畅０５；

ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ，ｃ P ＜０畅０１ ｄ，P ＜０畅０５；Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ，ｅP ＜０畅０１，ｆP ＜０畅０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌｏｗ-ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ，ｇP
＜０畅０１，ｈP ＜０畅０５；Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ， ｉP ＜０畅０１， ｊP
＜０畅０５； ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈ-ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ，ｋ P ＜０畅０１， ｌ P ＜０畅０５；

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｇａｉｔｉａｎｌｉ ｇｒｏｕｐ，ｍP ＜０畅０１，ｎP ＜０畅０５
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表 3　各组大鼠骨代谢生化指标测定结果（珋x ±s，n ＝１１）
Table 3　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｒａｔｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （珋x ±s， n ＝１１）

组别

Ｇｒｏｕｐ
骨钙素

ＢＧＰ（ｎｇ／ｍｌ）
抗酒石酸酸性磷酸（ｎｇ／ｍＬ）

ＴＲＡＣＰ（ｎｇ／ｍＬ）
正常组

ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ １６８   畅６０９２ ±３５ 妸畅７４２２ ｃｄｅｆｇｈｉｊｋｌｍｎ ５１ mm畅４６７４ ±２ �畅７５６７ ｃｄｅｆｇｈｉｊｋｌｍｎ

假手术组

ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ １４５   畅７６２３ ±２４ 妸畅０４６９ ａｂｅｆｇｈｉｊｋｌｍｎ ７４ EE畅８４１７ ±１５ �畅６５３９ ａｂｅｆｇｈｉｊｍｎ

模空组

ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ７５ HH畅２９１５ ±８ 妸畅５２８７ ａｂｃｄｇｈｉｊｋｌｍｎ ３５３ EE畅０６３２ ±２８ �畅４４７７ ａｂｃｄｇｈｉｊｋｌｍｎ

低剂量组

ｌｏｗ-ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ １１１ HH畅３２６５ ±９ 妸畅９２１５ ａｂｃｄｅｆ １３１ EE畅５０８７ ±１０ �畅２１４６ ａｂｃｄｅｆｉｊｋｌｍｎ

中剂量组

ｍｉｄｄｌｅ-ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ １１３   畅９４４７ ±１８ 妸畅３１４６ ａｂｃｄｅｆ ９９ mm畅８３６０ ±８ �畅０２７８ ａｂｃｄｅｆｇｈｌｍｎ

高剂量组

ｈｉｇｈ-ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ １２０   畅３８２３ ±１６ 妸畅０１６９ ａｂｃｄｅｆ ８４ EE畅８０４６ ±１０ �畅３８９１ ａｂｅｆｇｈｊｍｎ

盖天力组

Ｇａｉｔｉａｎｌｉ ｇｒｏｕｐ １１９ HH畅３２７６ ±８ 妸畅０８００ ａｂｃｄｅｆ １５６ EE畅４７４８ ±１３ �畅９９２８ ａｂｃｄｅｆｇｈｉｊｋｌ

　　注：同表 ２。

Ｎｏｔｅ： ｓａｍｅ ｔｏ Ｔａｂｌｅ ２
2畅3　各组大鼠股骨 ＭＥＫ１、ＥＲＫ２ｍＲＮＡ 表达分析

ＲＴ-Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 测定结果，与正常组比较，
模空组的 ＭＥＫ１ ｍＲＮＡ 相对表达量明显增加；用药
１２ 周后，与模空组比较，高剂量组的 ＭＥＫ１ 的
ｍＲＮＡ 相对表达量明显降低（P ＜０畅０１）。 与正常组

比较， 模空组的 ＥＲＫ２ ｍＲＮＡ 相对表达量明显降低
（P ＜０畅０１），用药 １２ 周后，与模空组比较，低、中剂
量组的 ＥＲＫ２ ｍＲＮＡ 相对表达量增加，但无统计学
意义。 见表 ４。

表 4　各组大鼠股骨 ＭＥＫ１、ＥＲＫ２ｍＲＮＡ相对表达量比较（珋x ±s，n ＝１１）
Table 4　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＥＫ１ ａｎｄ ＥＲＫ２ ｍＲＮＡ ｉｎ ｒａｔ ｆｅｍｕｒ ａｍｏｎｇ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （珋x ±s， n ＝１１）

组别

Ｇｒｏｕｐ
ＭＥＫ１ｍＲＮＡ 相对表达量

ＭＥＫ１ｍＲＮＡ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ＥＲＫ２ｍＲＮＡ 相对表达量

ＥＲＫ２ｍＲＮＡ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
正常组

ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ １ jj畅１９９２ ±０ �畅７６８８ １ SS畅０４０３ ±０ 晻畅３５０９ ｄｅｆｊｋｌｍｎ

假手术组

ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ １ jj畅０６７６ ±０ �畅３９５０ ｆ ０ SS畅２４６２ ±０ 晻畅２８７３ ａ

模空组

ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ ２ jj畅６９４２ ±１ �畅８４９９ ｄｌ ０ SS畅１０１７ ±０ 晻畅１１６１ ａｂ

低剂量组

ｌｏｗ-ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ １ jj畅３９９４ ±０ �畅９７２８ ０ SS畅６８１５ ±０ 晻畅７４６０

中剂量组

ｍｉｄｄｌｅ-ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ １ jj畅９０５７ ±１ �畅０２９４ ０ SS畅１８１８ ±０ 晻畅１６６９ ａ

高剂量组

ｈｉｇｈ-ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ０ jj畅８９６８ ±１ �畅２６９３ ｆｎ ０ SS畅０２２７ ±０ 晻畅０１８９ ａｂ

盖天力组

Ｇａｉｔｉａｎｌｉ ｇｒｏｕｐ ２ jj畅６５０４ ±０ �畅８３９５ ｌ ０ SS畅０２４９ ±０ 晻畅００９３ ａｂ

　　注：同表 ２。

Ｎｏｔｅ： ｓａｍｅ ｔｏ Ｔａｂｌｅ ２
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3　讨论
绝经后骨质疏松症主要以骨吸收增强、骨量丢

失、骨质疏松性骨折的发生率上升为主要特征［３］ 。
１９６９ 年由 Ｓａｖｉｌｌｅ 首先用大鼠切除卵巢建立骨质疏
松动物模型，目前切除卵巢的雌大鼠骨质疏松模型
已成为绝经后骨质疏松症经典动物模型

［４］ 。 １９９４
年，沈霖、杜靖远发表“肾虚骨质疏松症动物模型的
复制及相关指标测定”论文，认为绝经后骨质疏松
症动物模型与中医学由于肾中精气亏虚“七七，天
癸竭，地道不通”而绝经的病理机制相同，因此可以
作为肾虚骨质疏松症动物模型

［５］ 。
3畅1　补肾复方防治绝经后骨质疏松症的疗效机制

中医药防治绝经后骨质疏松症的文献很多，应
用补肾复方的研究占 ９０％以上。 韦大文等用淫羊
藿、补骨脂、骨碎补、菟丝子、墨旱莲、女贞子、牛膝等
药物组成的补肾方（低剂量） 连续给药 １２ 周后，去
势雌性大鼠血清雌二醇和胰岛素样生长因子-１
（ＩＧＦ-１） 含量显著增加、白细胞介素-６（ ＩＬ-６） 和肿
瘤坏死因子-α（ＴＮＦ-α） 含量显著下降，该补肾方具
明显抗去势大鼠骨质疏松的作用

［６］ 。 葛全胜等应
用食饵性高脂血症大鼠进行实验时发现，主要由熟
地黄、鹿茸、水蛭、川芎、地龙、补骨脂等组成的降脂
壮骨中药灌胃 ８ 周，可显著增强骨组织中 ＥＲ
ｍＲＮＡ 和蛋白质表达，促进骨形态发生蛋白 ２
（ＢＭＰ-２） 表达，ＢＭＰ-２ 是成骨细胞转化促进因子，
在调控骨形成、调控成骨细胞产生骨钙蛋白和碱性
磷酸酶、促进成骨细胞分化中有关键作用［７］ 。 用牡
蛎钙补肾中药血清研究对大鼠成骨细胞中骨形成蛋

白-４诱导成骨信号转导机制的调控作用。 结果证
明牡蛎钙补肾中药血清可以提高成骨细胞中 ＢＭＰ-
４ 和 Ｓｍａｄ５ 基因表达、降低 Ｓｍａｄ６ 基因表达，是其
防治骨质疏松症的重要机制之一

［８］ 。
3畅2　ＭＥＫ／Ｅｒｋ 通路及其补肾中药的调节作用

现已知丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ，Ｍｉｔｏｇｅｎ-
ａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｋｉｎａｓｅｓ） 信号转导途径是细胞外信
号引起细胞核内反应的通路之一， 可参与细胞的增
殖、分化、凋亡等多种生理过程 ［９］ 。 Ｒａｓ／Ｒａｆ／
ＭＥＫ／Ｅｒｋ 通路是 ＭＡＰＫ（Ｍｉｔｏｇｅｎ-ａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｋｉｎａｓｅｓ） 众多通路中的一个。 ＭＥＫ （ＭＡＰＫ／Ｅｒｋ
ｋｉｎａｓｅ） 即为其中重要的一员。 其作用是磷酸化并
激活下游底物 ＭＡＰＫ， ＭＡＰＫ 是一类丝／苏氨酸蛋
白激酶， Ｅｒｋ （Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ ） 即
为其中重要的一员， ＭＡＰＫ 的作用是磷酸化并激活

多种下游底物， 因此可以引发多种细胞反应。
Ｊａｉｓｗａｌ 等发现在诱导成人 ＢＭＳＣｓ 向成骨细胞分化
时有 ＥＲＫ１／２的激活， ＥＲＫ１／２ 阻断剂 ＰＤ９８０５９ 能
剂量依赖性的阻断其向骨组织的分化， 并且出现向
脂肪组织分化的增强

［１０］ 。 Ｐｕｍｉｇｌｉａ 等 用 ＭＥＫ 的
特 异 抑 制 子 ＰＤ９８０５９５ 阻滞 ＭＥＫ 进行的研究发
现 ＮＧＦ 可使 ＴＲＫ 细胞（表达 ＮＧＦ 受体 ｔｒｋＡ 的
ＮＩＨ３Ｔ３ 细胞系） 的 Ｅｒｋ 持久激活和 ｐ２１ｃｉｐ１ 表达，
并使细胞阻滞于 Ｇ１ 期［１１］ 。
蒿长英等发现左归丸含药血清对 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１ 细

胞 ＥＲＫ１／２ 蛋白的磷酸化作用，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比，ＺＧ
（Ｌ）能明显诱导 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１ 细胞 ＥＲＫ１／２ 蛋白的磷
酸化，且强于 ＢＭＬ 组（P ＜０畅０１）。 加入 ＰＤ９８０５９
后，ＺＧ （ Ｌ） 组和 ＢＭＬ 组较未加 ＰＤ９８０５９ 组对
ＥＲＫ１／２ 蛋白磷酸化的诱导作用明显减弱 （P ＜
０畅０５）［１２］ 。 本实验通过 ＲＴ-ＲｅａｌＴｉｍｅ ＰＣＲ 发现补肾
中药复方降低了抑制成骨的 ＭＥＫ１，提高了促进成
骨分化的 ＥＲＫ２的 ｍＲＮＡ的表达量。
本实验模拟绝经后骨质疏松症模型，从动物实

验角度研究补肾中药复方对去卵巢大鼠骨质疏松的

影响。 骨密度检测是诊断骨质疏松症的可靠指标。
动物实验中，常通过测定实验动物的全身、股骨及腰
椎骨密度判定其是否发生骨质疏松

［１３］ 。 骨密度测
定结果表明：模空组的骨密度水平明显低于正常组。
同时，检测骨形成和骨吸收平衡失调的相关指标，骨
钙素是有分化成熟的成骨细胞所分泌的，也被认为
是成骨细胞分化和增殖的标志

［１４］ ，抗酒石酸酸性磷
酸酶为骨吸收和破骨细胞活性的标志物，是骨吸收
的特异性指标

［１５］ 。 本研究结果，模空组的血清骨钙
素显著降低，而抗酒石酸酸性磷酸酶明显增高，结果
表明骨质疏松模型成功。 药物干预 １２周后，补肾中
药复方低、高剂量组可以显著提高去卵巢大鼠的骨
密度，并且补肾中药复方既可以促进骨形成，又可以
抑制骨吸收，体现出多靶向的调节作用。
本实验采用补肾中药复方防治骨质疏松症，方

中鹿茸为君，具有生精补髓，强筋健骨的作用。 淫羊
藿为臣，补肾壮阳，祛风除湿。 牡蛎为佐使，归肝肾
经，具有补肾正气，止盗汗，去烦热，补养安神的作
用，现代研究发现其主要成分为碳酸钙、磷酸钙及硫
酸钙，并含有钙、铁、锌等元素。 本实验从术后 ７ｄ开
始给药，体现了中医“治未病”的思想，即未病先防。
本实验从动物实验角度验证补肾中药复方对去

卵巢大鼠骨质疏松的疗效，并进一步阐明其机制与
　　 （下转第 ４８４页）
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的长度、形状、羟基磷灰石涂层范围以及弹性模量等
因素都有密切的关系。
在本研究中，ＡＢＧ柄周围骨密度变化趋势比较

大的是 １、７ 区，其次是 ２、５、６ 区，几乎无变化的是
３、４区；而 ＳＥＣＵＲ-ＦＩＴ ＨＡ 在 １、２、６、７ 区均有明显
的变化趋势，３、５区次之，无明显变化的是 ４ 区。 这
说明解剖型假体同直柄假体相比较，骨密度改变的
范围和区域相对较大。 ＡＢＧ 柄和 ＳＥＣＵＲ-ＦＩＴ ＨＡ
柄均采用钛 ６-铝 ４ 钒锻合金材质，钛合金同钴铬钼
合金相比较，弹性模量更接近骨组织，应力遮挡作用
也有所改善，但仍存在一定的应力传导作用。 ＡＢＧ
柄依据股骨近端的解剖形态设计，同 ＳＥＣＵＲ-ＦＩＴ
ＨＡ直柄假体比较，能够减少股骨近端的应力遮挡
作用，而降低近端骨量丢失；ＡＢＧ 柄为近端固定假
体，ＳＥＣＵＲ-ＦＩＴ ＨＡ柄在设计上是远端固定假体，因
此两者骨密度改变的区域有所不同；由于 ＳＥＣＵＲ-
ＦＩＴ ＨＡ柄最短长度为 １１０ ｍｍ，ＡＢＧ柄最短假体长
度为 １００ ｍｍ，ＳＥＣＵＲ-ＦＩＴ ＨＡ柄周围骨量丢失范围
也比 ＡＢＧ柄大，总丢失量也相对多。
总之，ＡＢＧ 柄同 ＳＥＣＵＲ-ＦＩＴ ＨＡ 相比较，术后

１２个月 ＡＢＧ 柄周围骨量丢失较少，受应力遮挡作
用影响相对较小。
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提高 ＥＲＫ２ｍＲＮＡ的表达，降低 ＭＥＫ１ｍＲＮＡ的表达
相关。 提示补肾中药复方可以通过调节 ＭＡＰＫ 信
号通路的某些环节，抑制破骨和促进成骨作用来改
善骨质疏松骨组织的病变，而起到防治原发性骨质
疏松的作用，为中医药防治绝经后骨质疏松症提供
实验依据。
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