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电针对去卵巢大鼠骨形成及骨吸收活性的影响
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摘要：目的研究电针刺对去卵巢骨质疏松模型大鼠的全身骨密度(BMD)、骨矿物含量(BMC)及其血清对体外培养成骨细

胞的骨形成因子骨钙素(OPG)和骨吸收因子(RANKL)蛋白表达的影响。方法 选取SPF级2月龄SD雌性大鼠40只，随机

分为空白组、电针组、药物组和模型组，每组10只。其中空白组不做任何处理，后3组采用手术方法切除双侧卵巢。饲养3个

月后，骨密度检测结果显示造模成功。随后药物组大鼠灌胃服用戊酸雌二醇3个疗程，电针组大鼠采用针刺后通电治疗3个

疗程并服用药物组相同体积的蒸馏水，模型组服用相应体积的蒸馏水，空白组常规饲养。各组大鼠于SPF级实验室处理3个

月后，双能X射线骨密度仪检测全身骨密度和骨矿含量。随后，水合氯醛麻醉各组大鼠，心脏采血，各组血液分别经滤网过

滤、56℃水浴处理后加入体外培养的大鼠成骨细胞培养液中，处理3d后多聚甲醛固定成骨细胞，采用免疫细胞化学染色法检

测成骨细胞内OPG、RANKL蛋白的表达量。结果与空白组相比，模型组大鼠BMD，BMC显著降低(P<0．05)，服用药物或

针刺处理后，BMD和BMC显著增高(P<0．05)，与模型组相比差异具有统计学意义。各组大鼠血清处理成骨细胞后，模型组

骨形成指标OPG蛋白表达量较低，经药物或针刺后，OPG蛋白表达量显著升高(P<0．01)。此外，模型组骨吸收指标RANKL

的表达量较高，经药物和针刺处理后，RANKL蛋白表达量显著下降(P<0．01)。结论针刺能有效升高大鼠BMD和BMC，同

时针刺处理后的大鼠血清具有很好的促进骨形成和抑制骨吸收的能力。
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Abstract：Objective To observe the effect of electroacupuncture on bone mineral density(BMD)and bone mineral content

(BMC)in ovariectomized rats，and on the expression of OPG and RANKL in cultured osteoblasts in vitro．Methods Forty 2一

month—old female SPF—grade SD rats were selected and were randomly divided to blank group，electroacupuncture group，Western

medicine group，and model group，with 10 rats in each group．Rats were bilaterally ovariectomized except in the blank group．The

model was established in 3 months according to the BMD results．Rats in the western group were then administrated with estradiol

valerate by means of intragastrical administration for 3 course． Rats in the electroacupuncture group were treated with acupuncture

and intragastrical administration of same volume of distilled water for 3 month．Rats in the model group were administrated with

distilled water for 3 month．Rats in the blank group were fed normally．After 3 months in the SPF laboratory，BMD and BMC were

detected using dual energy X—ray absorptiometry．The rats of all the groups were anesthetized with chloral hydrate and blood were

collected from the heart．The blood was mesh filtered and dealt with 56。C water bath．Then it was added in the cultured

osteoblasts．The osteoblasts were fixed with paraformaldehyde after 3 days．The protein expression of OPG and RANKL in the

osteoblasts were detected using immunofluorescence cytochemistry．Results Comparing to those in the blank group，BMD and

BMC in the model groups decreased significantly(P<0．05)．After the medicine or acupuncture treatment，BMD and BMC

increased significantly，comparing to those in the model group(P<0．0 1)．The protein expression of OPG was low in the

osteoblasts cultured with the model group serum．It increased after the medicine or acupuncture treatment(P<0．01)．The

expression
of RANKL was the highest in the model group．After the treatment，it decreased in the western group and the
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electroacupuncture group(P<0．01)．Conclusion The treatment of electroacupuncture increases BMD and BMC in rats．After

the treatment with elec仃oacupuncture，the rat seium has good capacity of increasing bone formation and decreasing bone resorption．

Key words：Electroacupuncture；Osteoporosis；BMD；BMC；OPG；RANKL

目前，骨质疏松症的发病率逐年上升，且以其严

重的临床症状引起医学界的广泛关注‘1⋯。医学界

专业研究人员致力于探索有效的治疗方法来攻克这

一临床难题，主要通过探索西医西药、中医中药的作

用机制，寻求最能缓解患者临床症状，解除病痛的治

疗方法。针灸以独特的治疗优势被广大患者接受，

能有效缓解患者的症状j4’51。为此，临床科研人员

开始对针灸治疗骨质疏松症的效果及其机理进行研

究¨’“。本文研究了电针刺对去卵巢大鼠的全身骨

密度及其骨形成和骨吸收活性进行了研究，为电针

刺治疗骨质疏松症的效果及其机理的研究提供帮

助。

1材料和方法

1．1材料与仪器

电针(上海华谊医用仪器有限公司)；双能x线

骨密度测定仪(美国GE公司)；戊酸雌二醇片(拜耳

医药保健有限公司，批号：199A3)；兔IgG．免疫组化

试剂盒SABC即用型(博士德生物工程有限公司，批

号：11C31C SAl022)；OPG(abl83910，批号：

GRl54990—29)；RANKL(ab9957，批号：GR262704—

1)；大鼠成骨细胞专用培养基(武汉普诺赛生命科

技有限公司，批号：CM．R091)；PBS液(北京雷根生

物技术有限公司，批号：011l／A16)；通用细胞冻存

液(北京雷根生物技术有限公司，批号：0111A16)；

过氧化物酶阻断液(博士德生物工程有限公司，批

号：11C17808)；DAB显色试剂盒(博士德生物技术

有限公司，批号：11 B23C22)；载玻片(中国制造，批

号：7105)；显微镜盖玻片(中国制造，批号：

10212020C)；针灸针(苏州医疗用品厂，qb0．35 mm

×13 mm)。

1．2方法

1．2．1骨质疏松症模型大鼠的制备方法：选取SPF

级2月龄SD雌性大鼠40只，随机分为空白组、模型

组、药物组和电针组，后3组采用手术方法切除双侧

卵巢。将大鼠以0．3 mL／100 g的10％水合氯醛溶

液腹腔注射麻醉，在其最末肋骨下一横指且旁开脊

柱有一小的隆起处，并剃去此处鼠毛，铺无菌洞巾，

以碘酊消毒。切开皮肤、背部肌肉、腹膜，以小镊子

轻轻将白色发亮脂肪团拉出切口外，分离脂肪团，便

可见到粉色菜花样卵巢。先将卵巢下端输卵管用丝

线结扎，然后摘除卵巢。切口缝合后，对皮，碘酊消

毒，同法摘除另一侧卵巢，造成骨质疏松症模型大

鼠。造模后饲养13 W，检测骨密度和骨矿物含量。

1．2．2动物分组：空白组：不予任何处理，常规饲

养。模型组：灌服与药物组同体积的蒸馏水，常规饲

养。药物组：按照1 mL／100 g标准灌胃给予0．02

mg／mL戊酸雌二醇水溶液(大鼠给药剂量按照人与

大鼠体表面积比值折算而得)∞’⋯，1次／1 d，连续治

疗5 d，间隔2 d。20 dl疗程，治疗3疗程。电针组：

“三阴交”穴位于后肢内踝尖直上10 mm，直刺5

mm；“足三里”穴位于膝关节下侧，腓骨小头下缘5

mm处，直刺5 mm；“脾俞”穴位于第十一胸椎棘突

下旁开1．5寸，直刺5 mm；“肾俞”穴位于第2腰椎

棘突下旁开1．5寸，直刺5 mm。以大鼠脚趾中指和

同身寸法确定旁开位置和针刺深度剃去背部鼠毛，

应用针具及穴位常规消毒后，用30号0．5寸不锈钢

毫针快速刺入皮下一定深度，接人电针，频率为2

Hz，断续波¨虬”1，刺激强度1．0 mA，以局部见肌肉

轻微收缩为佳，每次15 min，同时灌服与药物组同体

积的蒸馏水。1次／1 d，连续治疗5 d，间隔2 d。20

d1疗程，治疗3疗程。

1．2．3全身骨密度检测：治疗3个月后，采用腹腔

注射10％水合氯醛麻醉各组大鼠。待至大鼠处于

全身迷醉状态下(用拇指和食指掐其尾端，如果大

鼠没有甩尾动作，显示达到最佳测定时段)，将其依

次置于骨密度测定仪器。将大鼠置于测定板上，使

四肢，尾部全部集中于测定板上，使头部，躯体和尾

部处于测定板的纵端中线上，避免偏移，并使全身处

于伸展状态。扫描全身，采用计算机显示大鼠全身

骨影像，保存扫描图片，抄录检测数据¨3’”1。

1．2．4 大鼠成骨细胞的体外培养：将乳鼠置于

75％酒精中浸泡处死，无菌条件下取其颅骨并去除

骨膜及结缔组织，PBS清洗3次；将骨片剪碎(大小

约1 mm×1 mm×1 mm)，转移至培养瓶中，0．25％

胰酶消化2次(37℃，每次10 min)，弃去上清液，

0．1％的Ⅱ型胶原酶消化10 min，弃上清；再用

0．1％的Ⅱ型胶原酶消化4次(37℃，每次20 min)．

收集合并上清液，加入5 mL含血清的培养基中止

酶消化，150目滤网过滤3次，1 000 r／min离心10
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rain；弃上清，加入培养基(仅．MEM培养基，内含

10％PBS)，吹打均匀并计数。原代细胞悬液以3×

104／mL接种于大皿(Nunc)中培养，每皿10 mL，37

℃、5％CO：和饱和湿度的条件下培养，每3 d换液

1次。待细胞铺满80％培养皿后进行爬片培养。

1．2．5成骨细胞的血清处理方法：采用10％水合

氯醛(0．03 mL／100 g)麻醉各组大鼠，待大鼠麻醉充

分后，用5 mL真空采血针对准心脏部位扎取一定量

血清，冷置1 h，离心(2 500 r／min，25 rain)，弃去沉

淀物，保留上层血清。将上层血清采用56。C水浴灭

活30 min，并用0．22 um的滤网抽滤除菌。将各组

制备血清依10％的比例加入爬片培养的成骨细胞3

d后，4％多聚甲醛固定10 min。采用免疫细胞化学

染色法处理各组细胞爬片，并通过图像分析处理软

件选取恰当视野，提取灰度值，结果采用积分光密度

(IOD)表示。

1．2．6 免疫细胞化学染色方法：各组成骨细胞经

4％多聚甲醛固定10 rain后，PBS清洗3次(每次3

rain)，0．1％Triton X-100透膜10 min，清洗3次后

加入30％H：0：灭活内源性过氧化物酶。蒸馏水清

洗3次，加入BSA封闭20 min，清洗后加入OPG和

RANKL一抗(1：500稀释)，40C过夜处理。PBS清

洗3次(每次3 min)，滴加生物素化二抗，37％孵育

20 min，PBS清洗3次(每次3 rain)，滴加SABC试

剂并37℃孵育20 rain，PBS清洗3次(每次3 min)。

使用DAB显色后流水清洗，乙醇梯度脱水，树脂封

片，拍照采集照片。通过图像分析处理软件选取恰

当视野，采用Image—Pro Plus 6．0扫描光密度

(IOD)。

1．3统计学处理

采用SPSSl9．0统计学软件进行分析，各组数据

均以均数加减标准差(元±s)表示。数据结果采用单

因素方差分析(one-way ANOVA)，方差齐采用其项

下的LSD检验，方差不齐采用Tamhane’S检验，P<

0．05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2．1大鼠全身骨密度BMD检测结果

如表1所示，与空白组相比，模型组骨密度显著

降低(P<0．05)，说明去卵巢骨质疏松大鼠模型建

立成功。经过药物或针刺处理后，骨密度显著升高，

与模型组相比具有统计学意义(P<0．01)。

2．2 大鼠全身骨矿物含量BMC检测结果

如表2所示，与空白组相比，模型组骨矿物含量
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显著降低(P<0．05)，说明去卵巢骨质疏松大鼠模

型建立成功。经过药物或针刺处理后，骨矿物含量

显著升高，与模型组相比具有统计学意义(P<

0．01)。

表1各组大鼠全身BMD比较(x±s)

Table 1 Comparison of the whole body BMD in rats(i-4-S)

注：+与空白组比较，P<0．05，差异具有统计学意义。

”与模型组比较，P<0．Ol，差异具有统计学意义。

表2各组大鼠全身BMC含量的比较(i±s)

Table 2 Comparison of the whole body

BMC in rats(冤±s)

注：与空白组比较，8 P<0．05；与模型组比较，”P<0．01

2．3大鼠血清处理后成骨细胞OPG蛋白表达结果

如图1、2所示，空白组OPG表达量最高，模型

组最低，经过药物或针刺处理后，OPG表达显著升

高，与模型组相比具有统计学意义(P<0．01)。

空白懑鬻毫鬟i警》譬 穰型缀

电针组 药物组

图1大鼠血清处理后成骨细胞OPG蛋白表达

Fig．1 The expression of osteoblasts OPG protein after

processing of rat serum

2．4大鼠血清处理后成骨细胞RANKL蛋白表达

结果

如图3、4所示，空白组RANKL表达量最低，模

型组最高，经过药物或针刺处理后，RANKL表达显
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空白组 模型组 电针组 药物组

图2大鼠血清处理后成骨细胞OPG蛋白表达

与模型组比较，”P<0 01

Fig．2 The expression of osteoblasts OPG protein after

processing of rat serum

著下降，与模型组相比具有统计学意义(P<0．01)。
。

0 叠l¨¨l j∞o镛甓％j q§ 碓

璺包组 i。i《|j墓笺i《鬻：l鬻s漫《；§§霉 耋

电针组 药物组

图3大鼠血清处理后成骨细胞RANKL蛋白表达

Fig．3 The expression of osteoblasts RANKL protein after

processing of rat serum

3 讨论

以往一系列实验。1“18。都对骨质疏松大鼠有关

于骨质变化的各项指标进行了详细的研究，结果均

表明：针灸在骨质疏松症的预防或是治疗方面均能

起到良好改善作用。本实验结果提示：针刺治疗骨

质疏松症可能是通过调控成骨细胞内OPG、RANKL

蛋白的表达，从而调节OPG—RANKL—RANK信号通

路，以此调节破骨细胞骨破坏和成骨细胞骨重建系

统的平衡，达到预防和治疗骨质疏松症的效果，亦进

一步证实临床上采用针灸治疗多种原因导致的骨质

疏松症均能取得良好效果的实践经验。

中医认为，肾主骨生髓，脾主四肢肌肉，肝主筋。

30000

25000

20000

坌l 5000

10000

5000

0

空白组 模型组 电针组 药物组

图4大鼠血清处理后成骨细胞RANKL蛋白表达

与模型组比较，”P<0．0l

Fig．4 The expression of osteoblasts RANK protein

after processing of rat serum

如《素问·六节脏象论》记载“肾者，封藏之本，精之

处也，其华在发，其充在骨。”可见，肾中精气能够化

生为营养物质，润养全身骨骼，保证骨骼的正常生长

代谢。同时，肾中精气的后天充养有赖于后天脾胃

的不断补充才能延续生命。如《素问·生气通天论》

云“是故谨和五味，则骨正筋柔，气血以流，胰理以

密，如是则骨气以精，谨道如法，长有天命。”再者，

中医理论认为肝气的条达、顺畅有助于脾胃的正常

运化，从而腐熟水谷等精微物质，不断补充、滋养先

天之脏。如《素问·上古天真论》云“肝气衰则筋不

能动”；《经脉别论》日“食气人胃，散精于肝，淫气于

筋”。所以本研究依据动物实验针灸学选取了与肝

脾肾三脏联系最为密切的穴位，同时设立阳性药物

组与之作对比。研究结果进一步证实了以往研究结

果：药物和电针治疗去卵巢大鼠骨质疏松症均能取

得疗效，但是单纯电针和药物疗效相比，前者略微较

后者好。该研究为针灸学术界再添一项具有说服力

的结果，亦能更好地为临床采用针灸推拿治疗骨质

疏松症提供事实依据。同时，希望该研究领域的研

究人员能更一步深入探索运用针灸骨质疏松症的实

质性内容m-21]。
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显示颌骨来源的BMSCs能够形成不均质的矿化物

沉积和纤维样组织穿通，再生类牙周膜／牙骨质复合

体样结构的能力较股骨来源的BMSCs相对较强，这

证实了BMSCs分化潜能的区域性，颌骨来源的

BMSCs倾向于向颌面部组织细胞分化，更有利于牙

源性组织工程的应用。在矿物质的诱导下骨质疏松

状态的股骨来源的BMSCs的成骨活性有所降低，移

植6w未见显著的矿物质沉积，仅有大量的无序的

成纤维组织的再生，但在同等骨条件下其颌骨来源

的BMSCs依然表现出一定的成骨分化能力；细胞实

验也提示健康和去卵巢骨质疏松大鼠的骨髓间充质

干细胞培养未见形态学的显著差异；但BMSCs的增

殖实验发现接种初期去卵巢骨质疏松大鼠与健康状

态下的细胞增殖速度无显著性差异，随培养时间的

延长，各类BMSCs的增殖活性均出现显著差异性，

骨质疏松状态下干细胞的活性显著弱于健康组，但

骨质疏松状态下颌骨来源的干细胞后期的增殖能力

虽然较健康组有所减弱，但明显强于股骨来源的

BMSCs，本组结果部分印证了上述研究，但这是否提

示骨质疏松状态下颌骨来源的BMSCs的生物学活

性受影响的程度相对较小，尚待进一步探讨。
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