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·论著·

绝经后骨质疏松症肾阴虚证的免疫蛋白相关研究
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摘要：目的探讨绝经后骨质疏松症肾阴虚证与LRGl、SRC蛋白表达变化的关联性。方法 随机选择绝经后骨质疏松症患

者，中医辨证肾阴虚证组25例，30例健康绝经后妇女为对照组，Western—blot法检测外周血LRGl、SRC的蛋白表达。结果 肾

阴虚证组LRGl蛋白表达水平(1．2391 4-1．5860)高于对照组(0．8033±0．7485)，有升高趋势，差异无统计学意义(Z=-0．085，

P=0．933)，肾阴虚证组SRC蛋白表达水平(0．7873±0．6275)与对照组(0．3712±0．4064)比较，差异有统计学意义(Z=一

2．874，P=0．004)。结论 骨质疏松症肾阴虚证与SRC蛋白表达升高相关联。

关键词：中医中药；绝经后骨质疏松症；肾阴虚证；免疫蛋白质类

Analysis of immunoprotein expression in postmenopausal osteoporosis patients with Kidney Yin

deficiency
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Abstract：Objective To investigate the protein expression of LRGI and SRC in postmenopausal osteoporosis patients with

Kidney Yin deficiency．Methods Postmenopausal osteoporosis patients were randomly selected．Thirty women with normal bone

mineral density acted as controls，and 25 women with Kidney Yin deficiency syndrome group were the study group．The protein

expression of LRGl and SRC in peripheral blood was detected by Western—blot method．Results The expression level of LRGl

protein in Kidney Yin deficiency group(1．2391+1．5860)was higher than that of the control group(0．8033+0．7485)，but the

trend of increase did not reach statistical significance level(Z=一0．085，P=0．933)．The expression level of SRC protein was

significantly higher in Kidney Yin deficiency patients(0．7873+0．6275)than the controls(0．37 12+0．4064)(Z=一2．874，P=

0．004)．Conclusion Osteoporosis patients with Kidney Yin deficiency have increased expression of SRC protein．

Key words：Traditional Chinese medicine；Postmenopausal osteoporosis；Kidney Yin deficiency；Immunoproteins

骨质疏松症目前已成为世界牲问题。随着我国

老年人口的增加，骨质疏松症发病率也在不断增加。

骨质疏松症是以骨量减少、骨的微观结构退化为特

征，导致骨的脆性增加以及易于发生骨折的一种全

身性骨骼疾病。骨质疏松在任何年龄均可发病，但

常见于老年人，尤其是绝经后的老年女性。最近研

究提出了“骨免疫学”的观点，认为在骨质疏松症的

发生发展过程中，免疫系统和免疫因素起了重要的

基金项目：国家自然科学基金(81 302995)；福建省科技厅省属

公益类科研院所基本科研专项(2014R1035-4)；福建省卫生计生委
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调节作用。11。雌激素水平下降是导致绝经后骨质

疏松症发病的重要原因之一，其关键在于雌激素减

少引起相应的免疫功能增强，促进细胞的激活和增

殖，引起体内免疫应答因子的变化，导致骨偶联失

衡，从而引发骨重建失衡_。。

中医学尽管没有绝经后骨质疏松症的病名，究

其病因病机，将骨质疏松症归属为“骨痿”、“骨痹”、

“骨枯”等范畴，主要是由于肾精不足、骨失滋养导

致的全身骨骼慢性退行性疾病。3。。对于其病理变

化、临床症状及体征等的描述，古代医籍中亦有相关

描述。“骨痿”始见于《黄帝内经》。宋代医家窦材

的《扁鹊心书》提出的骨痿病与骨质疏松症非常相

似：“此由肾气虚惫，肾主骨，肾水既涸，则诸骨皆
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枯，渐至短缩，治迟则死””。。临床以。肾阴虚证为主

要常见’5 o。课题组前期采用以药测证的方式，发现

六味地黄丸治疗绝经后骨质疏松症(postmenopausal

osteoporosis，PMOP)肾阴虚证免疫机制与其调控

JAK／STAT信号通路相关’61，通过JAK／STAT信号

通路芯片筛选出相关免疫基因：富亮氨酸d2糖蛋

白1(1eucine—rich—alpha一2一glycoproteinl，LRGl)、酪

氨酸激酶蛋白SRC(SRC non—receptor tyrosine

kinase，SRC)。本课题采用Western．blot技术检测

PMOP。肾阴虚证患者LRGl、SRC蛋白，旨在从蛋白

水平探讨PMOP肾阴虚证与LRGl、SRC参与的功

能之间的关系，并为后续深入研究PMOP肾阴虚证

的分子机制提供科学依据。

1材料与方法

1．1研究对象

2013年8月至2016年4月在福建省中医药研

究院骨科门诊就诊的福州地区常住、汉族绝经后妇

女中随机选择PMOP受试者，问卷方式调查受试者

生活方式和健康状况等情况，血常规、尿常规、肝胆

胰腺肾B超和心电图检查排除严重疾病者，肝、肾

功能检测正常。用双能x线骨密度仪检测正位腰

椎(L2-4)和左侧股骨颈、大转子和Ward’S区骨密

度。中医辨证：PMOP肾阴虚证25例，健康绝经后

妇女25名。

1．1．1诊断标准：①骨质疏松症诊断标准：参照

《中国入骨质疏松症建议诊断标准(第二稿)》‘“；②

中医证候诊断标准：参照全国中西医结合虚证与老

年病研究专业委员会1986年制定的《中医虚证辨证

参考标准》¨’。

1．1．2纳入标准：①符合骨质疏松症诊断标准者；

②符合中医证候诊断标准者；③自愿作为受试对象，

签署知情同意书。

1．1．3排除标准：①不符合上述西医诊断及中医辩

证标准；②有甲状旁腺功能亢进、骨软化症、类风湿

性关节炎、多发性骨髓瘤等继发性骨质疏松症及其

它严重合并症者，或晚期畸形、残废、丧失劳动力者；

③继发性骨质疏松症者；④合并有心血管、脑血管、

肝、肾和造血系统等严重疾病者；⑤近3个月内采用

激素替代治疗(hormone replacement therapy，HRT)

和服用降钙素(如：密钙息和益钙宁)，近6个月内

有连续15d应用双膦酸盐者等。

1．2试剂

Anti—LRGl抗体购买于abcam公司；Anti-SRC

抗体购买于abcam公司；二抗购于Thermo scientific

公司：ECL化学发光工作液购买于Thermo scientific

公司；PVDF膜购买于lnvitrogen公司；人外周血淋

巴细胞分离液购买于北京索莱宝科技有限公司。

1．3仪器

双能x射线骨密度仪(法国MEDILINK公司)，

PowerPac电泳仪(BioRAD公司)，L一530低速离心机

(湖南湘仪实验室仪器开发有限公司)，NanoDrop

2000分光光度计(Thermo Scientific公司)，多色荧

光、化学发光凝胶成像系统(ProteinSimple公司)。

1．4研究方法

1．4．1外周血白细胞：真空采血管取外周血，淋巴

细胞分离液分离白细胞。

1．4．2骨密度测定方法：采用法国MEDILINK公司

Osteocore型双能x线骨密度仪(精度：<1％)检测

患者腰椎正位(L2_4)、股骨颈、大转子和Ward’S区

骨密度(g／cm2)。

1．4．3 Western—blot检测：将细胞进行消化离心后

以预冷的PBS清洗细胞两次，转至EP管离心弃上

清后加入适量蛋白裂解液及1％体积的蛋白酶抑制

剂，冰上裂解30 min，4℃、12000 r／min离心15 min

得到总蛋白。测蛋白浓度，取总蛋白150 Izg，10％

聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后转移到PVDF膜上，5％

脱脂牛奶封闭2 h后加一定比例稀释的一抗，4℃孵

育过夜后TBST室温摇床洗膜3×10 min，加入相应

稀释的二抗，室温孵育2 h，TBST室温摇床洗膜3 X

10 min，加ECL发光试剂后凝胶成像显色，B—acting

为内参，采用超敏ECL化学发光试剂盒并用凝胶成

像系统检测结果，对条带进行统计分析。

1．5统计学处理

采用SPSS 16．0软件进行数据分析，计量资料

以均数4-标准差(x±s)表示。满足正态分布，组间

比较采用t检验，非正态分布，组间比较用Wilcoxon

检验，双侧检验，P<0．05表示差异有统计学意义。

2 结果

2．1研究对象基础资料

PMOP肾阴虚证组与健康对照组受试者的年

龄、初潮年龄、绝经年龄、怀孕次数，经Wilcoxon检

验，组问差异没有统计学意义。体重指数(body

mass index，BMI)经t检验，组间差异没有统计学意

义。见表1。
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表1研究对象基础资料比较(i±s)

Table 1 The comparison of two groups’basic characteristics(x±s)

2．2 骨质疏松症肾阴虚证与健康对照组LRGl、

SRC蛋白表达水平的比较(表2)

表2两组LRGl、SRC蛋白表达水平比较(x±s)

Table 2 The comparison of two groups in their LRGl and

SRC protein expression level(i±s)

注：一表不与健屎对照组比较，经Wilcoxon检验，P<0．01。

内参3-acting的Western Blot表达较为一致(图

1)，PMOP肾阴虚证组SRC表达水平明显高于健康

对照组(Wilcoxon检验，Z=一2．874，P=0．004)，差

异有统计学意义。

傅2麇爵i照绢 {，M川，肾刚胜证蛔

R0l。一⋯一一_№l。一一j8K1)

’I{L__忡黼___脚删_攀蝴__静相一⋯KD

图1 Wffs[elm 1)lot榆测各组生I'1表达

Fig．1 Detecting the expression of proteins in eactl group

by Western blot

3 讨论

中医证候实质的研究，其目的就是要用现代医

学理论揭示中医证理论中蕴藏的科学内涵。阐明中

医诊断和治疗各种证及其相关疾病的微观机制，近

年学者们提出了利用基因组学、蛋白质组学研究证

候的设想，通过分子水平描绘中医证候本质的全貌，

就分子水平而言，证候不一，基因、蛋白表达也不一

样。本研究结合临床辩证分型，对PMOP肾阴虚证

进行研究，通过基因芯片分析，对mRNA生物学标

志物筛选，然而有文献报道mRNA与蛋白质常常表

达不一致p。，因此细胞中mRNA的水平并不能全面

代表蛋白质表达水平。蛋白质复杂的翻译后修饰、

蛋白质的亚细胞定位或迁移无法从mRNA水平来

判断，蛋白质是生物生理功能的直接执行者，对其研

究能够有助于发现生命在生理或病理条件下的变化

规律，所以从蛋白质水平来探讨骨质疏松的发病机

制，阐明其变化机制可以更深入地研究PMOP肾阴

虚证的发生机制。⋯‘1⋯。现代医学认为，正常骨代谢

周期，其骨吸收和骨形成维持在一种动态平衡状态。

破骨细胞的骨吸收活动和成骨细胞的骨形成活动相

互偶联，不断进行着骨重建。一旦偶联被打破，平衡

失衡，破骨细胞的骨吸收活动相对增强或成骨细胞

的骨形成活动相对减弱，骨吸收大于骨形成发生骨

质丢失，导致骨质疏松。本试验在前期芯片结果中，

发现六味地黄丸治疗绝经后骨质疏松症肾阴虚证，

在治疗前后，SRC、LRGl基因的表达变化明显，提示

六味地黄丸治疗PMOP肾阴虚与SRC、LRGl相关，

由于芯片存在样本量低，容易存在假阳性和假阴性

结果，笔者采用Western．blot技术扩大样本，从蛋白

质水平进行验证讨论。

LRGl是富亮氨酸仅2糖蛋白1，Serada等。1副研

究表明LRG与炎症发生相关，LRG可以作为自身免

疫疾病活动中的血清生物标志物，在实验结果中，变

化趋势升高，差异没有统计学意义。SRC在肾阴虚

证组与健康对照组比较中，变化显著，差异有统计学

意义。SRC基因是第一个被发现的具有诱导细胞发

生转化的病毒原癌基因，属于非受体型酪氨酸激酶

家族成员，在细胞外信号分子激活及信号转导通路

中发挥重要作用。SRC蛋白主要以两种形式存在：

病毒癌基因表达蛋白v—SRC和细胞癌基因表达蛋

白c—SRC，它们共同表达60KDa蛋白。近年的研究

发现，c—SRC蛋白高度活化或过量表达可促进骨质

疏松症的发生和发展。人SRC基因位于20号染色

体q12—13，全长1608 bp，相对分子量约为60000，蛋

白编码536个氨基酸，由14个外显子和13个内含

子组成114]。SRC的表达在成熟细胞中可引起多种

生理功能发生改变。SRC的高表达与骨质疏松发生

密切相关，而有研究表明SRC抑制剂对骨质疏松患

者有效““，然而有研究报道小鼠SRC基因敲除可

引起骨质疏松症的发生。研究结果表明，SRC在正

常破骨细胞分化及信号传导中发挥相关的生理功

能”⋯，在体内SRC要保持一定的平衡，才能使成骨

细胞与破骨细胞保持平衡。
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综上所述，本研究发现LRGl在两组蛋白表达

差异，肾阴虚组有升高趋势，差异无统计学意义，提

示LRGl有可能是在mRNA水平上进行调控，在转

录、翻译成蛋白质经过加工、修饰，蛋白质的变化趋

势与基因不一致，具体的相关机制有待进一步探讨。

在蛋白水平观察了SRC在PMOP肾阴虚证的表达

状态，SRC蛋白表达在PMOP肾阴虚证高于健康对

照组，提示SRC的蛋白表达可能参与PMOP肾阴虚

证发生的过程，然而本部分研究只是从现象上阐述

了SRC在PMOP肾阴虚证中的变化，下一步研究将

继续探索SRC在骨代谢中的功能和调控机制，为深

入理解PMOP的发病机理和探索新的治疗方法提供

依据。相信随着SRC与绝经后妇女骨质疏松症肾

阴虚证关系研究的深入，会对其作用机制有进一步

的认识，并最终为中医药治疗绝经后骨质疏松基因

治疗和药物的研制开发提供新的思路。
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