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中医中药·
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左归丸、右归丸对去卵巢骨质疏松大鼠神经肽CGRP、
SP、VIP、NPY的影响

杨锋+ 杨利学 李小群 李彦民

陕西中医药大学附属医院，陕西成阳712000
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摘要：目的观察补肾药左归丸、右归丸对去卵巢骨质疏松大鼠神经肽的影响，阐明补肾法治疗骨质疏松症的神经调节机制。

方法 建立去卵巢骨质疏松模型，分别采用ELISA、免疫组化以及PCR观察补肾药干预后骨组织及骨髓问充质干细胞中神经

肽cGRP、SP、VIP、NPY的变化。结果 切除卵巢后大鼠骨组织及骨髓间充质干细胞中神经肽CGRP、sP、VIP、NPY的水平明

显下降。补肾药干预后cGRP、SP、VIP、NPY的水平明显上升，但仍低于假手术组。结论 补肾药可以提高骨质疏松大鼠神经

肽CGRP、SP、VIP、NPY，这可能是补肾药治疗骨质疏松症的机制之一。

关键词：中医中药；骨质疏松；神经肽

Effect of Zuogui and Yougui pills on neuropeptide CGRP，SP，VIP，and NPY in osteoporodc rats

after oVariectomy
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Abs仃act：0bjective To observe the effect of Zuogui aⅡd Yougui pills on tlle neuropeptides in oVariectomy-induced ostcopomtic

rats，柚d to clari毋the neural rcgulation mech锄ism of l【idney tonic medicine in tlle n℃atment of osteopomsis．Methods

Oste叩omsis model was established by oVariectomy．The ch龃ge of neuropeptides CGRP，SP，VIP，柚d NPY in the bone and bone

marrow mesenchymal stem cells was obser、red using ELISA，immunohistochemis仃y，and PCR metllod after l【idney tonic medicine

intcn，enti∞．Results Aftcr oVariectomy，tIle leVels of鹋uropeptides CGRP，SP，VIP，and NPY in the bo∞tissue锄d bo∽

m枷w mesenchymal stem cells declined obViously．A脏r me intervention of kidney tonic medicine，tlle levels of CGRP，SP，VIP，

and NPY increased obViously， but were still lower tllan ttlose in sh锄operation gmup．Conclusion Kidney tonic medicine

impmVes neuropeptides CGRP，SP，VIP，柚d NPY in osteopomtic rats．It may be one of the mechanisms ofⅡ∞缸ng Osteoporosis．

Key words：Chinese medicine；0steoporosis；Neuropeptides

神经系统调控骨的发育、修复的研究日益增多，

业已证实神经肽降钙素基因相关肽(calcitonin gene

related peptide，CGRP)、P物质(substance P，SP)、血

管活性肠肽(vasoactive intestinal polypeptide，VIP)、

神经肽Y(neuropeptide Y，NPY)与其受体构成神经

肽网络介导了神经系统与骨组织问信号的传导，影

响着骨的各种代谢变化，但它们与绝经后骨质疏松

基金项目：国家自然科学基金项目(81102610，81473711)；陕西

省中医管理局科研项目(13·Jcol4)；陕西省科技计划项目

(2015S耶72)

·通讯作者：杨锋，E—mail：ya“gfengdudu@163．com

症(osteoporosis，OP)关系以及补肾中药调控机制的

相关研究仍较少。左、右归丸均出自《景岳全书》，

是补肾阴和补肾阳的代表方剂。左归丸由六味地黄

丸化裁而成，去“三泻”(泽泻，茯苓，丹皮)，加入枸

杞、龟板胶、牛膝加强滋补肾阴之力；又加入鹿角胶、

菟丝子温润之品补阳益阴，阳中求阴。右归丸是将

左归丸去掉部分滋阴药龟板胶和牛膝，再增加几种

辛温补阳药附子、杜仲、肉桂、当归而成。即张介宾

所谓：“善补阴者，必于阳中求阴，则阴得阳升而泉

源不竭。善补阳者，必于阴中求阳，则阳得阴助而生

化无穷”之义。中医在“肾主骨”理论指导下应用

左、右归丸治疗骨质疏松症取得了较好的疗效。本
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文拟采用去卵巢方法诱导OP，分别观察雌激素缺乏

状态下模型OP大鼠骨组织及骨髓间充质干细胞中

神经肽cGRP、sP、VIP、NPY及它们受体的分布与表

达变化，并观察左、右归丸对神经肽的干预作用，进

一步阐明补肾中药复方的整体调节机理。

1材料和方法

1．1 材料

选择SPF级sD大鼠60只，雌性8月龄，体重

200±20 g，购自西安交通大学动物实验中心(陕动

质2013492)。DMEM(L)(Gibco，invitrogen，USA)、

胎牛血清(FBs，Gibco，invitrogen，usA)、Total RNA

提取试剂盒(Promega)、RT—PCR Kit(invitrogen，

uSA)、mRNA引物(华大基因)、胰蛋白酶(Gibco，

USA)、C02孵箱(thermo，USA)

1-2方法

1．2．1实验动物的分组：动物称重后随机分组，将

60只大鼠随机分为4组，假手术组，模型组，左归丸

组、右归丸组，每组15只。

1．2．2造模方法：模型组采用手术切除双侧卵巢的

方法诱导OP模型，称重，麻醉后固定，术区消毒，取

大鼠下腹部正中沿腹白线纵行切口约1 cm，打开腹

腔，查找卵巢，结扎后切除两侧卵巢后缝合，假手术

组开腹后切除少量脂肪保留卵巢。骨密度检测：造

模12 w应用双能x线骨密度仪检测大鼠的骨密度，

3％戊巴比妥钠麻醉，双能x线骨密度仪(美国

Hologic公司制造，Discovery ASYm0409型)检测，

采用，J、、动物骨密度分析软件分析。测定的部位选择

腰椎、股骨近侧干骺端。药物干预12 w后用同样方

法测量各组骨密度。

1．2．3给药方法：左归丸组成：熟地黄24 g、山萸肉

12 g、枸杞子12 g、菟丝子12 g、鹿角胶12 g、龟甲胶

12 g、山药12 g、牛膝9 g。右归丸处方组成：熟地24

g、山萸肉9 g、枸杞子9 g、当归9 g、菟丝子12 g、鹿

角胶12 g、山药12 g、杜仲12 g、附子6 g、肉桂6 g。

分别加水煎制，并根据“人与动物体表面积折算等

效剂量比率表”计算临床等效剂量，左、右归丸组每

天两次灌胃给药，每次1 mL，连续灌胃12 w周治

疗。模型组和假手术组给予等量的蒸馏水。

1．2．4 BMSCs的分离、培养：采用全骨髓培养法取

SD大鼠骨髓冲洗液，第2代培养细胞进行流式细胞

仪检测，结果显示细胞均一性较好，其中CD，。、cD

。，表达呈阴性，而CD。。、cDⅢ表达呈阳性，阳性率分

别为93．136％和93．182％，提示培养所得细胞为主

要是骨髓间质干细胞(BMsCs)，非造血性细胞。用

细胞计数板作有核细胞计数，调整细胞浓度为5×

104／mL，以备实验之用。

1．2．5 骨组织中cGRP、SP、VIP、NPY表达量的检

测：取左侧股骨近端相同部位的骨组织，称重，研磨

器液氮中匀浆，ELIsA检测CGRP、sP、VIP、NPY的

表达量，采用免疫组化法观察骨组织中cGRP、sP、

VIP、NPY肽能神经分布。

1．2．6 BMSCs中CGRP、sP、VIP、NPY受体mRNA

的表达检测：采用realtime荧光定量RT—PCR检测，

骨组织称重，研磨器液氮中匀浆，TRIzOL法提取总

RNA；根据GenBank注册的大鼠基因序列，利用软

件Primer Premier 5．0设计CGRP、sP、VIP、NPY的

荧光定量PcR引物；提取的RNA浓度测定；引物的

合成；逆转录；定量PcR实验。

表1基因引物序列

TabIe 1 Primer sequences of the genes

1．3统计学处理

数据录入与处理采用SPSSl8．0统计软件包，数

据以露±s表示，计数资料采用秩和检验，计量资料

和对照组比较用￡检验，组间比较采用方差分析，采
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用双侧检验，检验水准：d=0．05。

2 结果

模型组与假手术组比较，有非常显著性差异，

说明造模成功。左、右归丸组与模型组比较有统计

学差异，左归丸与右归丸组比较无统计学差异。说

明补肾药左归丸和右归丸可以提高去卵巢大鼠的骨

密度，见表2。

ELIsA测定各组大鼠骨组织中神经肽CGRP、

sP、VIP、NPY结果显示，模型组大鼠神经肽水平明

显下降，与假手术组比较有统计学意义。左归丸和

右归丸组神经肽水平较模型组显著上升，与模型组

比较有统计学意义。左归丸与右归丸组比较无统计

学差异。见表3。

表2各组大鼠骨密度测定结果(i±s，g／cm2)

Table 2 Results of bone mineraI density

in each group(露±5，g／cm2)

763

注：与假手术组比较，’P(0．001；与模型组比较，+P<0．00l

与左归丸组比较，7P>O．05

表3各组大鼠神经肽测定结果(i±s)

Table 3 Results of neuropeptides in each gmup(i±s)

注：与假手术组比较，’P<0．OOl；与模型组比较，‘P<O．00l；与左归丸组比较，9．P>0．05

去卵巢骨质疏松大鼠骨组织中CGRP、SP、VIP、

NPY肽能神经分布明显减少，左、右归丸干预后

CGRP、sP、VIP、NPY肽能神经分布与模型组比较显

著增加。见图1、2、3、4。

模型组与假手术组比较，有非常显著性差异，

说明去卵巢模型大鼠神经肽水平显著下调。左、右

归丸组与模型组比较有统计学差异，左归丸与右归

丸组比较无统计学差异。说明补肾药左归丸和右归

丸可以上调去卵巢大鼠的神经肽基因表达水平。见

表4。

表4 BMScs中CGRP、SP、VIP、NPY mRNA的表达

Table 4 mRNA expression of CGRP，SP，VIP，and NPY in BMSCs

组另U(gro“p) cGRP SP vIP NPY

假手术组

(sham operation)

模型组

(model gmup)

左归丸组

(zuogui pill gm“p)

右归丸组

<Y“gul pill group)

1．068±O．032丫 0．105±0．034T 0．067±O．004’ 0．074±0．00l
7

1．735±O．071+ O．20l±0．025’ 0．130±O．066’ O．108±O．007‘

1．698±0．QSS‘7 O．214±O．023‘7 O．127±O．049+9 O，lll±O．002·V

注：与假手术组比较，’P<0．OOl；与模型组比较，’P<O．ool；与左归丸组比较，7P>O．05
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觏襟
图l 骨细胞CGRP蛋白×200

A假手术组弱阳性表达；B模型组弱阳性表达；c左归丸组阳性表达；D右归丸组阳性表达

Fig．1 Expression of CCRP protein，×200

A． Weak positiVe elpressjon in sham operatio”gm“p，B．Weak posjtive elpression in model gm“p，C．Positive

elpressjon in Zuogui pill group，D． PosⅢVe e。pression in Yougui p川gro“p

赣溪
ji‘’—眵一 c

5

D

图2 SP蛋白表达×200

A假手术组弱阳性表达；B模型组弱阳性表达；c左归丸组阳性表达；D右归丸组阳性表达

Fig．2 Expression of SP protein， ×200

A． Weak positive e。pression in sham operatio“gm“p，B． Weak positivP elpression in model gmup，C． Po sitive

elpression in Zuogui pill gm“p，D． PositiVe elpress；on in Yo“gui pill gro“p

A

瓣谬燕
图3 VIP蛋白表达×200

A假手术组弱阳性表达；B模型组弱阳性表达；c左归丸组阳性表达；D右归丸组阳性表达

Fig．3 Expression of VIP protein， ×200

A． Weak positive expression jn sham operatio“gro“p，B．Weak positive e。pression in model gro“p，C． Positive

e。pression in Zuogui pill group，D． PosmVe elpression in Yougui pill group

A 黔霪l震撼。■旗筏
图4 NPY蛋白表达×200

A假手术组弱阳性表达；B模型组弱阳性表达；c左归丸组阳性表达；D fi归丸组阳性表达

Fig．4 E。pression of NPY protein，×200

A．Weak positive exp他ssion in sh锄叩emtion gmup，B．Weal【positiVe既p他88ion in model妒叫p，C．P08itiV。

expression in Zuogui pilI gmup，D．Positive expIes8ion in Yougui piU gmup

神经系统对骨组织内环境调节是多层次、多元

和复杂的，CGRP、sP、VIP、NPY作为骨代谢调节中

重要的神经肽及营养因子，在骨吸收和骨形成耦联

机制中发挥了极其重要的作用，特别是近年来对神

经源性骨质疏松、神经损伤后骨折愈合和异位骨化

等深入研究，逐步认识到神经化因素对骨代谢影响

的重要性，并提出神经一内分泌一骨的轴线调节理

论¨．21。骨组织cGRP、sP、VIP、NPY的降低与骨质

疏松的形成存在着一定的联系。神经肽的减少可能

导致其促进骨形成功能的减弱，进一步刺激骨质疏

、弱．叠零矗m未吨≮蕊斛

瀵¨鬻滞懿
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松的形成，这可能是骨质疏松形成的机制之一¨1。

中医药在“肾主骨”理论指导下应用补肾药物

治疗骨质疏松症取得了较好的疗效。而随着中医肾

本质研究的不断深入，已经认识到肾虚与衰老具有

相同的神经内分泌免疫网络功能低下的特征，而补

肾药可以恢复此网络功能。“。同时，更具创新性的

研究表明肾所藏之精可相应于胚胎干细胞及它分化

为各种组织器官的成体干细胞。干细胞具有先天之

精的属性∞一。补肾药对干细胞神经肽基因表达的

的调控更有助于对肾本质的理解。左、右归丸对肾

虚证所取得的疗效与其减轻下丘脑-垂体-靶腺的功

能损害及修复其功能相关"1。

基于以上研究成果，本研究选择左、右归丸来干

预去卵巢骨质疏松大鼠，观察补肾药对神经肽网络

以及干细胞中神经肽基因表达的影响，力图更进一

步探索“肾主骨”理论的科学内涵。研究结果表明

切除卵巢后大鼠骨组织以及骨髓间充质干细胞中神

经肽水平与假手术组比较明显下降，这表明神经肽

的缺乏是骨质疏松症发生的原因之一。我们在“肾

主骨”理论指导下应用补肾经典名方左、右归丸干

预骨质疏松症模型，则干预后神经肽水平显著上升，

但仍未达到假手术组的水平，左、右归丸两组之间神

经肽水平无明显差异。证明了补肾中药左、右归丸

可以作用于神经内分泌轴，从而调节骨代谢。无论

滋肾阴还是补肾阳药物均具有调控神经肽网络的作

用。大量研究也证实补肾药物可以通过神经．内分

泌一免疫(NEI)网络来调节骨代谢‘81。至于左归丸

和右归丸调控神经系统与骨组织间信号传导的通路

有无不同，仍需进一步研究。补肾药通过提高骨量、

调节骨代谢等环节治疗骨质疏松症的疗效已得到证

实，本研究结果初步证明补肾药左归丸、右归丸可以

提高骨质疏松模型大鼠的神经肽水平，但其通过神

经肽网络调控骨代谢的机制仍需深入研究。
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