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·论著·

在有氧运动的基础上服用补肾壮骨颗粒对改善去势大

鼠骨质疏松症病情的协同效果
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摘要：目的探讨有氧运动与补肾壮骨颗粒综合疗法治疗绝经后骨质疏松症(postmenopausal osteoporosis，PMOP)的疗效及机

理，为有效防治PMOP提供理论依据。方法采用去势大鼠模型，分为假手术组(n=10)、模型组(n=10)、阳性组(n=10)、

有氧运动组(n=10)、补。肾壮骨颗粒组(n=10)和联合组(rt=10)，去势后2 W运用有氧运动、补肾壮骨颗粒以及二者联合等干

预方法防治大鼠发生的骨质疏松。连续12 W检测各组大鼠骨组织生物力学，同时采用实时荧光定量PCR技术检测骨代谢相

关指标表达。结果与假手术组相比，模型组大鼠的左股骨最大负荷、左胫骨最大负荷和第四腰椎结构强度均显著降低(P<

0．05)。与模型组相比，阳性组、有氧运动组、补肾壮骨颗粒组和联合组的左股骨最大负荷、左胫骨最大负荷和第四腰椎结构强度

均显著提高(P<0．05)。荧光定量PCR结果显示，与模型组相比，阳性组、有氧运动组、补肾壮骨颗粒组和联合组的RANKL和

OPG均显著提高(P<0．05)，而RANKL／OPG显著降低(P<0．05)。与阳性组相比，联合干预组的RANKL和OPG均显著提高(P

<0．05)，而RANKL／OPG显著降低(P<0．05)。结论 补肾壮骨颗粒和运动的综合性治疗策略能通过降低骨组织中OPG／

RANKL比值，进而抑制破骨细胞的活性来改善去势大鼠骨质疏松症病情，其疗效要优于单纯运动及补肾壮骨颗粒。
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The synergistic effect of aerobic exercise combined with the nourishing kidney and strengthening

bone granule on rats with emasculation-induced osteoporosis
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Abstract：Objective To determine the efficacy and the mechanism of aerobic exercise combined with the nourishing kidney and

strengthening bone granule for the treatment of postmenopausal osteoporosis(PMOP)，in order tO provide a theoretical basis for

improving the prevention and treatment of PMOP．Methods A total of 60 female rats were randomly divided into sham operation

group，model group，positive control group，nourishing kidney and strengthening bone granule group，exercise group，and

combined treatment group．Each group contained 10 rats．The duration of drug administration was 12 weeks．The changes of bone

histomorphometry of rats in different groups were observed．The expression of bone metabolism—related protein was detected using

real-time PCR．Results Compared with the sham group，the maximal loading of the left femur，the left tibia，and the structure

strength of the fourth lumbar vertebra in the model group significantly decreased(P<0．05)．Compared with the model group，the

maximal loading of the left femur，the left tibia，and the structure strength of the fourth lumbar vertebra in the positive group，the

aerobic exercise group，the nourishing kidney and strengthening bone granule group，and the combination group significantly

increased(P<0．05)．Compared with the model group，RANKL and OPG in the positive group，the aerobic exercise group，the

nourishing kidney and strengthening bone granule group，and the combination group significantly increased(P<0．05)，while the

RANKL／OPG significantly decreased(P<0．05)．Compared with the positive group，RANKL and OPG in the combined

intervention
group significantly increased(P<0．05)，and RANKL／OPG significantly decreased(P<0．05)．Conclusion The

}通讯作者：商宇红，Email：shangyuhong@263．net

万方数据



主笪量亟煎坠銎查!!!!生!旦箜望鲞笙!塑!!!!!Q!!!!P!翌!!生些!!!!：!!!!!!型!：1 735

combination of physical exercise and the nourishing kidney and strengthening bone granule is more effective for the treatment of

postmenopausal osteoporosis than exercise or the use of nourishing kidney and strengthening bone granule alone，The mechanism is

through the decrease of OPG／RANKL，resulting in the inhibition of osteoclast activity．

Key words：Nourishing kidney and strengthening bone granule；Aerobic exercise；Postmenopausal osteoporosis；Synergistic effect

骨质疏松(osteoporosis，OP)是一类由于骨质吸

收增强导致单位体积内骨组织量减少，继而出现以

骨微结构破坏为特点的代谢性骨病变¨·2|。目前，

OP已跃居世界常见疾病的第7位，由此引起的医疗

和社会负担已成为全球公共卫生关注的热点问题。

其中，绝经后骨质疏松症(postmenopausal

osteoporosis，PMOP)在原发性OP中占有很大比例，

其发生与雌激素缺乏密切相关’3’“。目前采用补充

钙剂、维生素D，、雌激素替代治疗和选择性雌激素

受体调节剂等药物治疗PMOP疗效并不理想，普遍

存在药物价格昂贵、钙吸收较差和骨脆性增加等弊

端。因此，进一步探索抗骨吸收药物的潜在靶标对

于治疗PMOP具有巨大潜力，其中骨保护素

(osteoprotegerin，OPG)／核因子KB受体活化因子配

体(receptor activator of nuclear factor-KB ligand，

RANKL)系统作为调节破骨细胞分化成熟和生物活

性的最终因子，更是极具开发前景”1。

PMOP在我国中医学中属“骨痿”范畴，中医认

为其发生与肾精不足有关，如《内经》日“肾主骨”，

妇女绝精后肾气渐衰，久之肾阴亏虚，骨髓化生乏

源，骨失所养，故而出现骨脆易折等症状∞1。因此，

补肾填精壮骨是治疗PMOP的根本大法。补肾壮骨

颗粒是中医治疗PMOP的经验方，具有较好的疗效。

基于此，本研究利用去卵巢大鼠模拟PMOP模型，观

察在适当规律有氧运动的基础上服用补肾壮骨颗粒

对改善骨质疏松症病情的效果，同时采用实时荧光

定量PCR(qRT—PCR)技术检测OPG／RANKL是否

发生变化，为防治PMOP开辟新的选择方向。

1材料和方法

1．1实验动物、药物、试剂及仪器

健康sD雌性大鼠购自本地动物实验中心，体

质量(200±20)g。补肾壮骨颗粒由青海省西宁市

第一人民医院提供(主要成分：淫羊藿、鹿角胶、龟

板胶、生地、骨碎补、肉桂、山药、茯苓、三棱、水蛭)，

盐酸雷洛昔芬片购于江苏恒瑞医药股份有限公司，

注射用青霉素钠购于开封豫港制药有限公司。

TRlzol四试剂、cDNA第一链合成试剂盒和micro

RNA SYRB Green实时荧光定量试剂盒购于北京全

是金生物技术有限公司，三氯甲烷、异丙醇、无水乙

醇购自国药集团化学试剂有限公司，DEPC试剂购

自Sigma公司，Rotor—Gene 3000 Real．time PCR仪器

购自QIAGEN公司，5417R小型台式高速冷冻离心

机购自Eppendorf公司，小动物骨骼强度仪购自北京

冀诺泰科技发展有限公司。

1．2动物模型建立和分组

60只大鼠中选出10只作为假手术组，其余大

鼠施行去势手术，具体操作如下¨1：大鼠经常规腹

腔注射2％戊巴比妥钠麻醉后，仰卧固定，在无菌操

作下以第13肋远端脊柱旁纵行切开，逐层分离，找

到卵巢，将卵巢完整摘除(确保无残留)，然后逐层

缝合。伤口用碘酒外擦，并于术后第2d起每只大鼠

肌注青霉素，连续3d，3万U／d，以预防术后感染。

假手术组除了保留卵巢并且只对包裹卵巢的脂肪进

行-d,块切除外，其余操作与去势手术组相同。正

常喂养2 W后，施行去势手术的大鼠随机分为模型

组(n=10)、阳性组(n=10)、有氧运动组(／Z=10)、

补肾壮骨颗粒组(／'t=10)和联合组(n=10)。

1．3给药方法

分组后，各组大鼠每天上午灌胃给药，每日1

次，连续给药12w，具体给药方案为：①阳性组以剂

量为6．25 mg／kg灌胃雷洛昔芬片(相当于临床等效

剂量)；②补肾壮骨颗粒组以剂量为1．66 g／kg灌胃

补肾壮骨颗粒(相当于临床等效剂量)；③有氧运动

组每日灌胃等量蒸馏水，并参考文献方案¨。和结合

预实验的实际情况，采用递增负荷进行跑步训练。

设计的运动负荷为适应性跑步3 d，跑台倾斜度为

0。，起始运动时间由20 min／d开始逐渐递增10 min，

一直增加到60 min／d，运动强度为12 m／min。正式

跑步每周训练6 d，跑台倾斜度调整为5。，运动强度为

18 m／min，运动时间为60 min，持续运动12 W；④联合

组每日灌胃与补肾壮骨颗粒组相同剂量的药物并进

行与有氧运动组相同运动量的跑步训练；⑤假手术

组、模型组每日灌胃等量蒸馏水。每周称量1次各组

大鼠体重，并根据体重结果调整给药剂量。

1．4末次给药后动物处理

最后一次大鼠进行各种干预后，将所有大鼠断

头处死，迅速取下大鼠两侧股骨，剥除其附着在骨上
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的肌肉和软组织。左侧用生理盐水浸泡的湿纱布包

裹置于一20℃保存，用于骨组织生物力学检测；右侧

用生理盐水冲洗骨髓，用锡箔纸包裹后放人液氮罐

过夜，行qRT—PCR检测。

1．5骨组织生物力学检测

从一20。C冰箱中取出股骨，室温自然解冻，将修

剪后股骨组织块放置于YLS一16小动物骨骼强度测

定仪的模具之间，参照说明测定骨组织最大负荷、骨

结构强度。

1．6 Real．time PCR

①RNA的提取：称取大鼠右侧股骨200 mg，敲

碎并研磨成粉末，按照TRIzol⑧试剂(Invitrogen life

technologies)说明书的步骤，加入3倍体积的TRIzol

试剂与粉末混合，置于冰沙中，依法提取出标本中的

总RNA，通过紫外分光光度计法测定总RNA的纯

度和浓度，以及凝胶电泳法鉴定RNA的完整性。②

逆转录和实时荧光定量PCR(qPCR)：逆转录反应需

参照试剂盒说明书进行，反应条件为：16cc，30 min；

42℃，42 min；85℃，5 rain。结束后立即1 ILL cDNA

产物进行PCR反应。目的基因的引物设计是根据

GeneBank提供的mRNA序列由上海生工合成，见表

1所示。PCR反应程序为：95℃预变性3 min，94。C

变性14 S，61℃退火延伸58 S，共42个循环，最后

72℃延伸5 min。反应结束后确认Real Time PCR

的扩增曲线和融解曲线，进行PCR定量时制作标准

曲线等。为减小因RNA浓度定量误差和RNA逆转

录效率误差等的影响，将三次独立实验后所得数据

用2’A“‘公式进行分析¨。，计算公式为：ACt值=目

的基因Ct值一内参基因ct值，AACt=ACt实验一

ACt对照。用计算得到的值判定标本中目的miRNA

的表达量。

1．7统计学处理

应用spssl3．0软件对数据进行分析，计量资料

采用牙±s的方式表达，组间均数比较采用单因素方

差分析，多组间的两两比较采用LSD—t分析，P<

0．05认为差异有统计学意义。

表1 目的基因的引物设计

Table 1 Primer design of the target genes

2 结果

2．1大鼠一般情况

在整个实验过程中，各组大鼠体重均有所增加，

实验结束时，各组体重为：假手术组(418．32±

36．84)g、模型组(436．73±29．65)g、阳性组

(426．15±32．40)g、补肾壮骨颗粒组(422．51±

21．04)g、有氧运动组(412．37±18．62)g、联合干预

组(435．09±31．43)g，各组大鼠平均体重无明显差

异(P>0．05)。

2．2大鼠股骨生物力学指标变化

与假手术组相比，模型组大鼠的左股骨最大负

荷、左胫骨最大负荷和第四腰椎结构强度均显著降

低(P<0．05)，表明大鼠去势骨质疏松模型建造成

功。与模型组相比，阳性组、有氧运动组、补肾壮骨

颗粒组和联合组的左股骨最大负荷、左胫骨最大负

荷和第四腰椎结构强度均显著提高(P<0．05)。与

阳性组相比，联合干预组的左股骨最大负荷和第四

腰椎结构强度均显著提高(P<0．05)。与有氧运动

组相比，阳性组、补。肾壮骨颗粒组和联合干预组的左

股骨最大负荷、左胫骨最大负荷和第四腰椎结构强

度均显著提高(P<0．05)。见表2所示。

表2各组大鼠股骨生物力学指标变化情况(kg，i±s)

Table 2 The changes of biomechanical indexes of the femur in each group(kg，i±s)

注：与假手术组比较，’P<0 05；与模型组比较。。P<0．05；与阳性组比较，5P<0 05；与有氧运动组比较，6P<0．05

Note：Compared with the sham．operated group，‘P<0．05；eompared with the model group，’P<0．05 compared with the positive group；compared

with the aerobic exercise group．6 P<0．05
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2．3 PCR产物鉴定 纯，见图1所示。

各产物的熔解曲线仅有1个峰，说明为产物较
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Fig．1 The amplification curve and melting curve of genes

2．4骨代谢相关基因表达情况

荧光定量PCR对骨代谢相关基因RANKL、OPG

mRNA表达进行定量分析，结果显示，与假手术组相

比，模型组大鼠的RANKL和RANKL／OPG均显著

提高(P<0．05)，而OPG则显著降低(P<0．05)。

与模型组相比，阳性组、有氧运动组、补肾壮骨颗粒

737

组和联合组的RANKL和OPG均显著提高(P<

0．05)，而RANKL／OPG显著降低(P<0．05)。与阳

性组相比，联合干预组的RANKL和OPG均显著提

高(P<0．05)，而RANKL／OPG显著降低(P<

0．05)。见表3所示。

一：g_】t竺一o^彳一o^Io、10^一

一∽o一-o【loL

o>一l’，一一u^一

一∽oIl^√己。一o，一o~ILo^一
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表3各组骨代谢相关基因表达情况

Table 3 The expression of bone metabolism related genes in each group

注：与假手术组比较，‘P<0．05；与模型组比较，8P<0．05；与阳性组比较，8P<0．05；与有氧运动组比较，6P<0 05

Note：Compared with the sham—operated group，’P<0．05；compared with the model group，4P<0．05 compared with the positive group；compared

with the aerobic exereise group．6 P<0．05

3 讨论

PMOP作为一种全球性的慢性疾病正悄无声息

在中老年女性人群中蔓延，被称为中老年人的隐性

杀手，调查显示50岁及以上女性OP的患病率约为

男性的2．5～3．5倍，尤其绝经后激素水平急剧下

降，PMOP发病率显著升高，并且胸腰椎、髋骨、四肢

等骨折患病率约为男性的1．5倍，骨折的发生极大

降低中老年人的生活质量，并且长期卧床可能诱发

其他疾病给患者生命安全造成严重威胁。8’9。。目

前，PMOP的治疗策略与其他原因所致OP大致相

同，然而采用补充雌激素、骨吸收抑制剂、钙剂和维

生素D，等针对发病的病理环节的传统治疗策略，虽

然具有一定的治疗效果，但并不能满足大多数患

者¨”J。因此，进一步筛选开发出安全高效的抗

PMOP新药物是现代医学的重要课题。

传统中药治疗PMOP着重调动内因、辨证论治，

具有标本兼治、整体观念等优点，最终达到纠正机体

激素失衡和负钙平衡的功效。中医认为，肾为先天

之本，主藏精，其盛衰与骨髓的生长发育和强劲衰弱

密切相关_“。绝经后妇女血海无盈，骨髓生源不

足，不能濡养骨骼，发为“骨痿”。正如《素问·痿论

篇第四十四》日：“肾主身之骨髓，腰脊不举，骨枯而

髓减，发为骨痿”。因此，补肾填精壮骨是中医治疗

PMOP的根本大法。补肾壮骨颗粒是根据邓伟民教

授创意的经验方采用现代提取工艺手段分别从淫羊

藿、鹿角胶、龟板胶、生地、骨碎补、肉桂、山药、茯苓、

三棱、水蛭等10味中药提取有效成分组合构成，方

中淫羊藿、鹿角胶、龟板胶温肾壮阳、强筋骨、益精养

血、温通经脉；肉桂、生地、骨碎补散寒止痛、强骨温

筋、益阴生津；茯苓、山药健脾和胃益肾；三棱、水蛭

专治血瘀经闭、血脉不调。诸药合用共奏补肾壮骨、

活血祛瘀功效，由于其疗效显著，目前临床上已被广

泛应用于0P治疗，如陈东等。1纠临床观察证实补。肾

壮骨方长期服用能明显提高及稳定老年性骨质疏松

症患者骨矿含量、骨密度水平，降低新骨折率；又如

邓伟民等u纠通过5年观察发现补肾壮骨冲剂长期

服用能明显提高及稳定老年性骨质疏松症患者骨矿

含量、骨密度水平，降低新骨折率。

适当的规律运动是目前治疗骨质疏松症的重要

方法，对于绝经后骨质疏松症而言，运动所产生的力

学刺激能引起细胞骨架形态的改变进而活化或抑制

细胞内的生物信号改变，可以发挥等同于补充雌激

素的作用，有助于提高骨密度，减少钙质流失⋯1。

基于此，本研究中我们观察了在有氧运动的基础上

服用补肾壮骨颗粒对改善去势大鼠骨质疏松症病情

的协同效果，结果显示联合干预组的左股骨最大负

荷和第四腰椎结构强度均显著高于阳性组、有氧运

动组、补肾壮骨颗粒组，提示结合补肾壮骨颗粒和有

氧运动的综合性治疗策略对于改善去势大鼠骨质疏

松症病情更明显，二者联合应用具有明显的协同作

用，可能由于二者作用机制不完全相同，将二者联合

治疗PMOP具有互补功效。

正常情况下，骨吸收和骨形成之间维持动态平

衡，其平衡打破与众多骨疾病发病密切相关。其中，

由成骨细胞分泌的OPG、RANKL是调节破骨细胞分

化成熟和生物活性的最终调节因子，在维持骨吸收

和骨形成之间平衡中发挥重要调节作用。研究发

现，敲除小鼠OPG基因可使小鼠出现严重的骨质疏

松，而敲除RANKL基因可使骨密度提高|1“。因此，

OPG／RANKL比值常被用来评价破骨细胞的活性。

本研究采用实时荧光定量PCR技术检测有氧运动

联合补肾壮骨颗粒的治疗策略是否对OPG、RANKL

产生影响，结果显示联合干预组的RANKL／OPG显

著低于阳性组、有氧运动组、补肾壮骨颗粒组，提示

二者联合干预可发挥明显的协同作用可能与抑制破
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骨细胞的活性作用有关，从而有效改善去势大鼠骨

质疏松症状，促进骨形成。然而，关于有氧运动联合

补肾壮骨颗粒如何调节OPG、RANKL的表达水平仍

有待继续深入研究。

本实验结果表明，补肾壮骨颗粒结合有氧运动

的综合性治疗策略对于改善去势大鼠骨质疏松症病

情更明显，二者联合应用具有明显的协同作用，可能

主要通过降低骨组织中OPG／RANKL比值，从而抑

制破骨细胞的活性实现。本研究为临床上治疗

PMOP选择治疗策略提供了一定理论依据。
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