
244

史垦量亟堕坠苤查!!!!生!旦箜!!鲞箜!塑 !堕!!Q!!!!P!!!!：!!!型!翌!!!!!!!!!!：型!：!

．P．．．u．．．b．．．．1．i．．s．．h．．．．e．．．d．．．．．o．．．n．．．1．．i．．n．．．e．

·药物研究·

补肾、健脾、活血法对去卵巢致骨质疏松症大鼠骨骼、
骨骼肌IKB(x含量影响的对比研究

金成日1 姜奥2杨芳“

1．辽宁中医药大学附属第四医院，辽宁沈阳110100

2．沈阳市第五人民医院，‘辽宁沈阳110023

3．辽宁中医药大学，辽宁沈阳110847

中图分类号：R25 文献标识码：A 文章编号：1006—7108(2017)02—0244—04

摘要：目的 观察补肾、健脾、活血法对去卵巢致骨质疏松症大鼠骨骼、骨骼肌IrBa含量变化的影响，探讨中医防治骨质疏松

症的作用机制。方法将SD雌性大鼠随机分为正常组、模型组、补肾组、健脾组、活血组。采用酶联免疫吸附(ELISA)法测定

大鼠骨骼、骨骼肌IKBct含量变化。结果 ①与正常组比较，模型组大鼠骨骼的IKBot含量显著降低(P<0．01)；与模型组比较，

补肾组、健脾组、活血组大鼠骨骼的IKBct含量明显升高(P<0．01)，其中补肾组升高程度比较明显，其次为健脾组。②与正常

组比较，模型组大鼠骨骼肌的IKBd含量显著降低(P<0．01)；与模型组比较，补。肾组、健脾组、活血组大鼠骨骼肌的IxBet含量

均有升高，但与模型组比较无统计学意义。结论①骨质疏松症大鼠骨骼、骨骼肌的IxBa含量均降低，提示骨质疏松症发生

可能与骨骼、骨骼肌协调性下降有关。②补肾法和健脾法提高骨质疏松症大鼠的骨骼、骨骼肌IKBct含量，对骨质疏松症具有

一定的防治作用。③补肾法是防治骨质疏松症的基本治法，健脾法是辅助补肾法治疗骨质疏松症的一个重要治法。
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Abstract：Objective To observe the effect of tonifying kidney，invigorating the spleen，and promoting blood circulation on the

protein expression of IKBa in bone and skeletal muscle tissues of the rats with ovariectomy—induced osteoporosis，and tO explored the

mechanism of TCM in the prevention and treatment of osteoporosis．Methods Rats were randomly divided into normal control

group，model control group，tonifying kidney group，invigorating the spleen group，and promoting blood circulation group．The

protein expression of IKBct was determined with ELISA method．Results (1)Compared with that in normal control group，the

content of IxBa enzyme in bone tissues of model control group decreased(尸<0．01)．Compared with that in model control group，

the content of IKBct enzyme in bone tissues of tonifying kidney group and invigorating the spleen group increased．(2)Compared

with that in normal control group，the content of IKB(x enzyme in skeletal muscle tissues of model control group decreased(P<

0．0 1)．and the content of IKBd enzyme in skeletal muscle tissues of tonifying kidney group and invigorating the spleen group

increased，but there was no statistics difference compared with model control group．Conclusion (1)IKBct decreases in both bone

and skeletal muscle in osteoporosis rats，indication that osteoporosis may be related to the disharmony of bone and skeletal muscle．

(2)The method of tonifying kidney and invigorating the spleen have certain preventive effect on osteoporosis by regulating the

protein expression of IKBot in bone and skeletal muscle．(3)The method of tonifying kidney is fundamental in prevention and
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treatment of osteoporosis，while the method of invigorating the spleen is also an important complimentary treatment．

Key words：Chinese medicine；Osteoporosis；IKB仪；Tonifying kidney；Invigorating the spleen；Promoting blood circulation

骨质疏松症(osteoporosis，OP)是以骨组织显微

结构受损，骨矿成分和骨基质等比例不断减少，骨质

变薄，骨小梁数量减少，骨脆性增加和骨折危险度升

高的一种全身骨代谢障碍的疾病，是中老年人群最

常见的骨骼疾病。2001年美国国立卫生研究院

(NIH)提出的“骨质疏松症”的定义为，以骨强度下

降、骨折风险增加为特征的骨骼系统疾病。随着我

国人口老龄化日趋明显，骨质疏松症必将成为老龄

化社会需面对的公共健康问题。

目前，针对骨质疏松症的中医研究多是基于

“肾藏精主骨”理论论述其病因病机，而从“脾主四

肢肌肉”探讨其病因病机的较少。本实验研究采用

分子生物学实验方法，以骨质疏松症大鼠的骨骼、骨

骼肌IKBot为检测指标，观察骨骼肌收缩与骨骼协调

性对骨质疏松症形成的影响，同时探讨中医不同治

法对骨质疏松症的防治效果和作用机制的异同。

1材料和方法

1．1主要仪器设备

Infinite M200多功能酶标仪、MRl822低温高速

离心机。

1．2主要试剂

IKB ol试剂盒(AMEKO公司)内含：96微孔板、

一抗液、样品稀释液、酶标抗体液、底物稀释液、洗涤

液。

1．3实验动物

选用清洁级Wistar大鼠60只，雌性且未曾交

配，体重(200±50)g，4～5月龄。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

号：1100170659。

术前将大鼠按照随机分组的方法分为正常组

(8只)、手术组(52只)。采用摘除大鼠双侧卵巢的

方法致骨质疏松症模型。术后7d将手术组存活的

大鼠随机分为4组(每组8只)，即：模型组、补肾方

组、健脾方组和活血方组。

1．4药品

补肾组选用左归丸，制备方法：按大鼠每千克

体重一日药量计算，熟地2．52 g、山药1．26 g、枸杞

子1．26 g、山茱萸1．26 g、川牛膝1．26 g、菟丝子

1．26 g、鹿角胶(河南老君堂制药有限公司，国药准

字241020792)1．26 g，龟板胶(河南老君堂制药有
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限公司，国药准字241020792)1．269打碎、烊化，混

合上述颗粒剂，加20 mL水。健脾组选用补中益气

颗粒(北京汉典制药有限公司)。活血组选用身痛

逐瘀汤(辽宁中医药大学药厂)。

1．5实验方法

1．5．1造模：用10％水合氯醛将通过肌肉注射麻

醉大鼠，麻醉后的大鼠采用俯卧位姿势固定于自制

的手术台上，从腰背部脊柱两侧作纵行切口切开皮

肤及肌肉，摘除两侧卵巢组织后逐层缝合，关闭创

口。正常组不手术。

1．5．2给药：术后第7 d开始给药，每日上午灌胃1

次，连续灌胃12 W。补肾组、健脾组和活血组的大

鼠，每Ft用药量按成人用药量的6．3倍计算，大鼠胃

容量为0．875 mL／100 g。正常组和模型组以等量生

理盐水注射灌胃。灌胃期间，每周一对大鼠称重1

次，按照体重调整给药剂量。

1．5．3取材：第12周大鼠灌胃结束，禁食24 h后

取材。用10％水合氯醛将大鼠肌肉注射麻醉后取

材。无菌条件下取大鼠右后肢腓肠肌的白肌部分和

左后肢的全股骨，放入高压灭菌的EP管内，做好标

记后放人一70℃冰箱保存备用。

1．6检测指标及方法

用ELISA方法检测实验大鼠骨骼、骨骼肌IKBot

含量，用酶联仪在450 llm波长依序测量各孔的吸光

度(OD值)，绘制标准曲线，计算样品的实际浓度。

具体操作方法按试剂盒说明书进行。

1．7统计学处理

采用SPSSl8．0软件进行数据处理，组间比较选

用单因素方差分析(ONE．Way ANOVA)进行统计分

析，结果以均数±标准差(面±s)表示，以P<0．05

为差异有统计学意义。

2 结果

与正常组比较，模型组大鼠离体股骨上1／3骨

密度极显著降低(P<0．01)；与模型组比较，各治疗

组大鼠股骨上1／3骨密度均有不同程度的升高(P

<0．01)，其中以补肾中药组升高最为显著(表1)。

与正常组比较，模型组大鼠骨骼的IKBot含量显

著降低(P<0．01)；与模型组比较，补肾组、健脾组、

活血组大鼠骨骼的IKBa含量明显升高(P<0．01)，

其中补肾组升高程度比较明显，其次为健脾组(表
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2)。

与正常组比较，模型组大鼠骨骼肌的IKBd含量

显著降低(P<0．01)；与模型组比较，补肾组、健脾

组、活血组大鼠骨骼肌的IKBot含量均有升高，但与

模型组比较无统计学意义(表3)。

表1各组大鼠离体股骨上1／3骨密度值

的比较(互±s，g／am3)

Table 1 Comparison of BMD of upper 1／3 of the fetours

among rats of each group(面±s，gc／cm3)

注：与正常组比较，+P<0．叭；与模空组比较，‘P<0．01

表2各组大鼠骨组织IKBct含量(面±s，mg／L)

Table 2 IKBot content in bone tissue

in each group(面±s，mg／L)

注：与正常组比较，+P<0．01；与模型组比较，‘P<0．01

表3各组大鼠骨骼肌IxBa含量(孟±s，mg／L)

Table 3 IrBct content in skeletal muscle in

each group(i±s，mg／L)

注：与正常组比较，+P<0．01；与模空组比较，‘P<0．Ol

3 讨论

3．1 “脾肾相关”与骨骼、肌肉的关系

中医学认为肾为先天之本，“肾在体合骨”，指

骨的生长发育，有赖于骨髓的充盈及其所提供的营

养，肾精充足，骨髓生化有源，骨骼得到髓的滋养，才

能坚固有力。若肾精不足，骨髓生化乏源，骨骼失去

营养，而骨质脆弱无力。清代医家唐容川在《医经

精义》中说到：“肾藏精，精生髓，髓生骨，故骨者，肾

之所合也；髓者，肾精所生，精足则髓足；髓在骨内，

髓足者则骨强”。人到了中老年时期，肾中精气开

始逐渐亏虚，骨髓化源不足，骨骼失去滋养而骨质脆

弱疏松，容易出现骨质脆弱、腰膝酸软、易于骨折等

症状，因此中老年人群易发原发性骨质疏松症。女

性至七七后，任脉虚、太冲脉衰少、天癸竭，肾精不足

而不能维持骨骼的正常功能，因此绝经后的女性也

易发骨质疏松症。因此，肾虚是骨质疏松症发病的

根本原因，补肾方法是临床治疗该病的根本方法。

中医学认为脾为后天之本，主四肢肌肉，为气血

生化之源。脾对骨骼的生长也具有一定的作用，若

脾失健运，四肢肌肉得不到充分的营养，同时肾失所

藏，后天之精又不得以补充，肾精不足，筋骨失养，则

骨痿不用。在《素问·生气通天论》中提到：“是故谨

和五味，骨正筋柔，气血以流，腠理以密，如是则骨气

以精，谨道如法，长有天命。”《灵枢·本神》也提到：

“脾气虚则四肢不用”。“金元四大家”之李东垣在

《脾胃论》中亦提到“大抵脾胃虚弱，阳气不能生长，

是春夏之令不行，五脏之气不生。脾胃则下流乘肾，

⋯⋯则骨乏无力，是为骨痿。令人骨髓空虚，足不能

履地，是阴气重叠，此阴盛阳虚之症。”可见，“脾肾

相关”而肌肉和骨骼的关系十分密切。

3．2 IxBoL含量的变化对骨质疏松症影响

核因子Kappa B(NF-KB)是一种能与免疫球蛋

白K轻链基因增强子KB序列特异结合并调节K轻

链转录的核蛋白因子。NF—KB可以参与细胞生长、

分化及炎症反应等基因表达调控，在很多常见的情

况下出现NF—KB的异常激活或抑制，如肿瘤、糖尿

病、动脉粥样硬化等’1’31。NF—KB在基因的调节表

达的功能是多方面的，NF—KB二聚体与其NF—KB抑

制因子(IKB)家族的成员结合，以无活性的三聚体

形式存在于胞浆中。经典的IKB家族成员有IKBo(、

IKB[3、IKBe。IKBoL主要通过经典旁路途径调节Rel／

p50异源二聚体。

成骨细胞增殖分化的抑制或成骨细胞凋亡进程

的加速，能使骨形成少于骨吸收从而导致OP的发

生，而NF-KB信号通路在成骨细胞的增殖分化和凋

亡过程中都有着重要的作用。研究Ho表明导致骨

质疏松症NF—KB异常活化的途径有：①正常情况

下，雌激素与雌激素受体结合能抑制NF．KB的表

达，在去卵巢所致的OP模型中，由于缺乏足够的雌

激素与雌激素受体结合导致NF．KB的异常活化”3；

②OP时，T细胞和其他细胞高度表达炎症细胞因

子，能促进成骨细胞中NF．KB活化，活化的NF—KB

同时能促进TNF-仪、IL．6、IL．1的转录，使其表达增

加，NF—KB与炎症细胞因子形成一个循环放大的过
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程∞。。大量NF．KB的活化，使骨形成受抑制，导致

OP发生。

3．3 中医不同治法对骨质疏松症大鼠骨骼、骨骼肌

IxBot含量影响的比较研究

从本实验结果来看，与模型组比较，经中医不同

治法治疗的骨质疏松症大鼠骨骼的IxBct含量明显

升高，其中补肾组升高程度比较明显，其次为健脾

组；说明补肾和健脾方法，通过提高骨骼的IKBcc含

量可以抑制NF—KB异常活化，减缓成骨细胞的凋亡

过程，使骨形成多于骨吸收，有效的防治骨质疏松

症。经中医不同治法治疗的骨质疏松症大鼠骨骼肌

的IxBct含量虽然与与模型组比较无统计学意义，但

可以看到补肾组和健脾组有升高的趋势，说明补肾

和健脾方法，通过提高骨骼肌的IKBot含量可以抑制

NF．KB表达，从而提高肌肉的能量。

从上述结果来看，补肾和健脾方法，通过提高骨

骼、骨骼肌的IxBot含量，提高骨骼和肌肉的协调性，

从而有效的防治骨质疏松症，说明提示补肾方法是

临床治疗骨质疏松症的根本方法。健脾方法是辅助

补肾方法治疗骨质疏松症的一个重要治法。
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