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骨质疏松症（ＯＰ）是一种以骨体积减少、骨小梁退
化、骨力学性能下降和骨折易感性为特征的全身性疾

病犤１犦。目前，临床治疗 ＯＰ的药物有雌激素类药物、钙剂
维生素 Ｄ、磷酸盐、氟化物等，均有副作用，限制了临床

芪芎通络胶囊对小鼠骨质疏松的改善作用及机制研究

王鹏程 １，唐 渊 ２△

（１．广东省珠海市口腔医院，广东 珠海 ５１９０００； ２．中国人民解放军陆军军医大学药学院，重庆 ４０００３８）
摘要：目的 探讨芪芎通络胶囊对维甲酸导致小鼠骨质疏松的改善作用及作用机制。方法 按随机数字表法将 ４８只昆明小鼠分为

６组，每组８只。除对照组犤Ａ组，给予等体积０．５％羧甲基纤维素钠牗ＣＭＣ－Ｎａ牘犦外，其余各组小鼠均于每天７：００给予维甲酸１０５ｍｇ／ｋｇ，
持续１４ｄ造模。造模成功后，每天 ９：００继续给予上述剂量维甲酸，１８：００仙灵骨葆组（Ｃ组）小鼠灌胃给予仙灵骨葆胶囊 １．５ｇ／ｋｇ，芪
芎通络胶囊高、中、低剂量组（Ｄ１，Ｄ２，Ｄ３组）给予按生药量计为 １．８，０．９，０．４５ｇ／ｋｇ的治疗，Ａ组和模型组（Ｂ组）小鼠均给予等体积的

０．５％ＣＭＣ－Ｎａ。称取小鼠初始体质量和末期体质量，称取胸腺、肝、脾质量，计算脏器指数；测量小鼠股骨湿重、干重、长度和直径；采用
试剂盒检测血清钙、血清磷浓度；应用 ＱｕａｎｔｕｍＦＸ型小动物 ＣＴ检测股骨密度；计算免疫组化检测股骨中 ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ蛋白比值的变
化。结果 与Ａ组相比，Ｂ组小鼠体质量、股骨湿重、股骨干重、血清钙含量、骨密度均显著降低（Ｐ＜０．０５），血清磷含量显著升高（Ｐ＜０．０５）；与

Ｂ组相比，各给药组小鼠体质量有升高趋势，Ｃ组和 Ｄ１组小鼠股骨湿重、干重、血清钙含量和骨密度显著升高（Ｐ＜０．０５），Ｃ组和 Ｄ２，Ｄ１
组小鼠血清磷含量显著降低（Ｐ＜０．０５）；免疫组化结果显示，Ｂ组小鼠 ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ蛋白比值显著降低（Ｐ＜０．０５），Ｃ组和 Ｄ１组，Ｄ２
组，Ｄ３组小鼠 ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ蛋白比值显著升高（Ｐ＜０．０５）。结论 芪芎通络胶囊对维甲酸导致的小鼠骨质疏松有改善作用，其作用机

制可能与升高 ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ蛋白表达比值有关。
关键词：芪芎通络胶囊；维甲酸；骨质疏松；ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ蛋白比值；小鼠
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的使用犤２－４犦。中医认为，ＯＰ是由肝血虚和肾气虚导致的
并发症犤５－６犦，故补肾补血是中医治疗ＯＰ的主要方法。芪
芎通络胶囊有益气活血、化痰通络功效，主要用于治疗

气虚血瘀痰阻证，症见半身不遂、口舌歪斜、言语蹇涩或

不语、偏身麻木、眩晕等，同时具有改善 ＯＰ的作用。骨
保护素（ＯＰＧ）存在于骨组织中，其表达水平降低，可减
少骨组织形成，引起严重的 ＯＰ。核因子 κＢ受体激活剂
配体（ＲＡＮＫＬ）促进破骨细胞前体细胞增殖、分化成破
骨细胞，并增强其骨吸收活性；阻断 ＲＡＮＫ基因表达，
则可抑制破骨细胞活性，改善ＯＰ的形成犤７犦。口服维甲酸

可促进破骨细胞形成，使得骨吸收大于骨形成，形成维

甲酸性 ＯＰ，其是动物实验中常用的 ＯＰ模型犤８－９犦。本研

究中采用维甲酸灌胃方式制备小鼠ＯＰ模型，研究芪芎
通络胶囊对维甲酸导致小鼠 ＯＰ的改善作用及作用机
制，为临床治疗ＯＰ提供实验依据。现报道如下。
１ 材料与方法

１．１ 材料
仪器：ＴＩ－Ｕ型正置显微镜牗尼康映象仪器销售

＜中国 ＞有限公司牘；ＭｉｃｒｏＣＴ（上海徕卡仪器有限公
司）；６８０型酶标仪（伯乐生命医学产品＜上海 ＞有限公
司）；Ｓ７２２０－Ｂ型组织切片机（沈阳恒松科技有限公
司）；５８１０Ｒ型离心机（艾本德中国有限公司）；ＣＰ２２５Ｄ
型电子天平牗德国赛多利斯集团，精度为０．０１ｍｇ牘。

试药：维甲酸（上海生工生物有限公司，批号为

Ａ５０６７２８）；仙灵骨葆胶囊（国药集团同济堂制药有限公
司，批号为Ａ１４００１２２６０４１）；芪芎通络胶囊（吉林万通药
业股份有限公司，批号为１４０００２１９６２３）；血清钙检测试
剂盒（批号为Ｃ００４－３－１），血清磷检测试剂盒（批号为
Ｃ００６－１－１），均购自南京建成生物工程研究所；ＯＰＧ
抗体（北京博奥森生物技术公司，批号为ｂｓ－２０６２４Ｒ）；
ＲＡＮＫＬ抗体（ＣｅｌｌＳｉｎｇａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，批号为３９５９）。

动物：清洁级雌性昆明小鼠，９周龄，购自中国人民
解放军陆军军医大学实验动物中心（动物使用合格证号

为 １１０３２２１９１１００３３８４）。饲养条件为温度（２４±１）℃，相
对湿度４５％～６５％，光照１２ｈ黑暗１２ｈ，适应性饲养３ｄ
后开展实验，期间小鼠自由进食和饮水。

１．２ 方法
１．２．１ 分组、造模及给药

将 ４８只小鼠随机分为对照组（Ａ组）、模型组（Ｂ
组）、仙灵骨葆组（Ｃ组）和芪芎通络胶囊高、中、低剂量
组（Ｄ１组，Ｄ２组，Ｄ３组），每组 ８只。由于中药粉末和维
甲酸不易溶于水，采用０．５％羧甲基纤维素钠牗ＣＭＣ－Ｎａ牘
配置成混悬液。除 Ａ组外，各组小鼠于每天 ９：００给予
１０５ｍｇ／ｋｇ维甲酸灌胃，１４ｄ后用ＱｕａｎｔｕｍＦＸ型小动物
ＣＴ测定小鼠骨密度，确定造模是否成功。Ａ组每天９：００

继续给予上述剂量维甲酸，Ｃ组１８：００灌胃给予仙灵骨
葆胶囊１．５ｇ／ｋｇ，Ｄ１组，Ｄ２组，Ｄ３组分别给予芪芎通络
胶囊高、中、低剂量（按生药量计为１．８，０．９，０．４５ｇ／ｋｇ）
治疗，Ａ组和 Ｂ组小鼠给予等体积的 ０．５％ ＣＭＣ－Ｎａ，
持续１４ｄ。实验开始时和结束时，称定动物的体质量。
１．２．２ 股骨计量学指标

取左侧股骨，去除附着的软组织，测定股骨计量学

指标。股骨湿重和干重：用电子天平称量股骨湿重和干

重（ｍｇ）；股骨长度：用游标卡尺测量股骨长度（ｍｍ）；股
骨直径：分别于股骨的近端１／３点、中点、远端１／３点，
用游标卡尺量取最大外径及最小外径，取６个值的平均
值，得股骨直径（ｍｍ）。
１．２．３ 血清钙、磷分析和脏器指数

实验结束时摘眼球取血，以 １０００ｇ离心 １５ｍｉｎ，
分离血清，按试剂盒说明书操作，检测血清钙、血清磷的

含量。取血完成后处死小鼠，取肝、脾、胸腺，并称定质

量，计算脏器指数。脏器指数（ｍｇ／ｇ）＝脏器质量（ｍｇ）／
体质量（ｇ）。
１．２．４ 骨密度分析

取小鼠股骨，用 ４％多聚甲醛固定，运用 ＭｉｃｒｏＣＴ
扫描股骨，采用Ｍａｔｅｒｉａｌｉｓｅ软件计算骨密度。
１．２．５ 免疫组化分析

取左侧股骨，用４％多聚甲醛固定，制备石蜡切片，
进行免疫组化实验，以ＤＡＢ显色呈棕黄色为阳性，采用
ｉｍａｇｅＪ软件进行灰度值分析。
１．３ 统计学处理

采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７软件分析。数据以 Ｘ±ｓ表
示，两组间比较采用 ｔ检验，组间比较采用单因素方差
分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ 体质量和脏器指数
实验末期，与Ａ组相比，Ｂ组动物体质量、胸腺指数

和肝脏指数均显著降低（Ｐ＜０．０５）。与 Ｂ组相比，Ｃ组、
Ｄ１组、Ｄ２组、Ｄ３组的实验末期体质量和肝脏指数均呈
升高趋势，且Ｃ组和Ｄ１组胸腺指数显著升高（Ｐ＜０．０５），
Ｃ组和Ｄ１组的脾脏指数呈下降趋势。详见表１。
２．２ 股骨指标

与Ａ组相比，Ｂ组小鼠股骨湿重和股骨干重均显著
降低（Ｐ＜０．０５），股骨长度和股骨直径呈降低趋势。与
Ｂ组比较，Ｃ组、Ｄ１组、Ｄ２组、Ｄ３组股骨湿重和干重显著
增加（Ｐ＜０．０５），股骨长度和股骨直径有增加趋势。详
见表２。
２．３ 血清钙、磷分析

与Ａ组相比，Ｂ组小鼠血清钙含量显著降低（Ｐ＜０．０５），
血清磷含量显著升高（Ｐ＜０．０５）。与 Ｂ组相比，Ｃ组血
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组别

Ａ组

Ｂ组

Ｃ组

Ｄ１组

Ｄ２组

Ｄ３组

剂量

（ｇ／ｋｇ）

１．５
１．８
０．９
０．４５

实验初体

质量（ｇ）

２６．７±１．６
２７．３±１．８
２６．８±１．８
２６．４±０．９
２７．３±１．５
２７．７±１．５

实验末体

质量（ｇ）

３１±１．９
２１．１±２．４＃

２３．７±１．２
２３．７１±１．７
２４．１±１．２
２３．１±１．１

胸腺指数

（ｍｇ／ｇ）

０．７２±０．０９
０．５８±０．１１＃

０．７３±０．１２

０．８０±０．１２

０．５３±０．１１
０．５８±０．１６

肝脏指数

（ｍｇ／ｇ）

５９．５６±３．０８
５３．１３±５．９０＃

６１．５９±６．４１
５７．３６±２．５８
５５．２２±４．０４
５５．６５±５．９０

脾脏指数

（ｍｇ／ｇ）

４．４０±０．７６
５．４４±０．５４
４．６９±１．０５
４．９９±１．１２
５．９４±０．６０
５．５５±１．３１

组别

Ａ组
Ｂ组
Ｃ组
Ｄ１组
Ｄ２组
Ｄ３组

剂量（ｇ／ｋｇ）

１．５
１．８
０．９
０．４５

股骨湿重（ｍｇ）

５５．５６±０．８１
４７．６７±１．０９＃

５５．３３±０．４８

５４．９７±０．４５

５４．０３±０．６４

５３．８８±０．５７

股骨干重（ｍｇ）

３５．５８±０．５３
２８．５９±０．９９＃

３３．５７±０．３０

３３．００±０．３０

３３．５４±０．４２

３３．６９±１．１６

股骨长度（ｍｍ）

１３．３４±０．３４
１２．９６±０．１９
１３．４５±０．５２
１３．１５±０．２４
１２．９９±０．９９
１３．１０±０．４２

股骨直径（ｍｍ）

１．７８±０．０８
１．５１±０．１８
１．７７±０．０９
１．７９±０．１０
１．８０±０．０９
１．６４±０．０８

组别

Ａ组

Ｂ组
Ｃ组

Ｄ１组

Ｄ２组

Ｄ３组

剂量（ｇ／ｋｇ）

１．５
１．８
０．９
０．４５

血清钙（ｍｍｏｌ／Ｌ）

１．２５±０．０４
０．８６±０．０５＃

１．３２±０．０５

１．５９±０．０７

１．１６±０．０３
１．１７±０．０１

血清磷（ｍｍｏｌ／Ｌ）

１．４７±０．０２
２．０３±０．０７＃

１．６２±０．０４

１．６３±０．１１

１．６４±０．０３

１．９２±０．１１

表１ 各组小鼠体质量和脏器指数比较（Ｘ±ｓ，ｎ＝８）

注：与 Ａ组比较，＃Ｐ＜０．０５；与 Ｂ组比较，Ｐ＜０．０５。表２、表

３和图１同。

表２ 各组小鼠股骨指标比较（Ｘ±ｓ，ｎ＝８）

ＯＰＧ

ＲＡＮＫＬ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ

Ａ．Ａ组 Ｂ．Ｂ组 Ｃ．Ｃ组（１．５ｇ／ｋｇ） Ｄ．Ｄ１组（１．８ｇ／ｋｇ） Ｅ．Ｄ２组（０．９ｇ／ｋｇ） Ｆ．Ｄ３组（０．４５ｇ／ｋｇ）

图３ 骨组织中ＯＰＧ和ＲＡＮＫＬ蛋白表达情况

表３ 各组小鼠血清钙、血清磷含量比较（Ｘ±ｓ，ｎ＝８）

图１ 小鼠骨密度检测

０．４０

０．３５

０．３０

０．２５

０．２０

０．１５

０．１０

０．０５

０

Ｂ组Ａ组

Ｄ２
组
牗０．
９ｇ
／ｋｇ
牘

Ｄ１
组
牗１．
８ｇ
／ｋｇ
牘

Ｃ组
牗１．
５ｇ
／ｋｇ
牘

Ｄ３
组
牗０．
４５
ｇ／
ｋｇ
牘
组别

＃





ＢＭＤ／ｇ·ｃｍ－３

Ｂ组Ａ组

Ｄ２
组
牗０．
９ｇ
／ｋｇ
牘

Ｄ１
组
牗１．
８ｇ
／ｋｇ
牘

Ｃ组
牗１．
５ｇ
／ｋｇ
牘

Ｄ３
组
牗０．
４５
ｇ／
ｋｇ
牘
组别

＃＃

ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ蛋白表达比值
１．２

１．０

０．８

０．６

０．４

０．２

０

注：与Ａ组比较，＃＃Ｐ＜０．０１；与Ｂ组比值，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１。
图２ 骨组织中ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ蛋白表达比值




清钙含量显著升高（Ｐ＜０．０５），血清磷含量显著下降
（Ｐ＜０．０５）；Ｄ１组血清钙含量显著升高（Ｐ＜０．０５），Ｄ１组、
Ｄ２组、Ｄ３组血清磷含量显著降低（Ｐ＜０．０５牘。详见表３。

２．４ 骨密度
与Ａ组相比，Ｂ组小鼠的骨密度显著降低（Ｐ＜０．０５）；

与 Ｂ组相比，Ｃ组和 Ｄ１组骨密度显著升高（Ｐ＜０．０５）。
Ｄ２组和Ｄ３组骨密度呈升高趋势。详见图１。

２．５ 对骨组织中ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ蛋白表达比值的影响
ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ蛋白的表达比值改变是影响骨质疏

松症的重要作用机制之一。ＯＰＧ主要表达在破骨细胞
的细胞膜、细胞质或细胞核上，ＲＡＮＫＬ主要表达在细胞
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膜表面，免疫组化检测以ＤＡＢ显色呈棕黄色。与Ａ组相
比，Ｂ组小鼠股骨中ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ蛋白的表达比值显著
下降（Ｐ＜０．０５）；与 Ｂ组相比，Ｃ组、Ｄ１组、Ｄ２组，Ｄ３组
股骨中ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ蛋白的表达比值显著升高（Ｐ＜０．０５）。
详见图２和图３。
３ 讨论

ＯＰ常发生在老年人群体中，其主要特征为骨骼强
度降低，导致骨折复发率增加犤９犦。研究发现，地黄、淫羊藿、

黄芪、丹参、知母、补骨脂、吴茱萸等中药不仅单味使用具

有抗绝经期ＯＰ的作用，配伍使用也有一定疗效犤１０－１１犦。维

甲酸可损伤性腺功能，减少雌激素分泌，使破骨细胞数

量增加，骨吸收增加，骨量丢失，造成骨密度下降，可用

于制备典型的动物 ＯＰ模型犤１２犦。本研究结果显示，维甲

酸造模后小鼠的体质量、骨密度及血清钙含量均显著下

降，血清磷含量升高，ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ蛋白表达比值明显
下降。Ｄ１组、Ｄ２组、Ｄ３组，尤其 Ｄ１组对模型小鼠 ＯＰ相
关指标具有明显改善作用，可发挥抗ＯＰ作用。

ＯＰＧ和 ＲＡＮＫＬ信号通路是破骨细胞的重要调控
通路，其表达比例是影响骨吸收的重要因素。骨组织中

ＯＰＧ的过度表达可增加破骨细胞的生成量，减少骨组
织形成，引起 ＯＰ犤１３犦。ＲＡＮＫＬ与破骨细胞前体细胞表面
ＲＡＮＫ上的ＴＲＡＦ６特异性结合后，激活ＮＦ结合转录因
子、ｃ－Ｊｕｎ氨基末端激酶，活化 Ｔ细胞核因子、蛋白激
酶 Ｂ等，促进破骨细胞前体细胞增殖、分化成破骨细
胞，增强其骨吸收活性犤１４犦。ＯＰＧ下调和ＲＡＮＫＬ上调，将
促进破骨细胞骨吸收活性，导致 ＯＰ犤１５犦。本研究结果显
示，芪芎通络胶囊能上调股骨组织中ＯＰＧ蛋白表达，下
调 ＲＡＮＫＬ蛋白表达，可抑制破骨细胞的活性，导致骨
吸收减少，减缓骨密度的降低，减少钙质流失，发挥抗

ＯＰ作用。
芪芎通络胶囊是中药复方制剂，由黄芪、三七、川

芎、 莶草、胆南星５味中药组方，具有益气活血、化痰
通络功效，主要用于轻中度动脉粥样硬化性血栓性脑梗

死气虚血瘀痰阻证。方中，黄芪补气血、健脾胃，常用来

治疗骨痛和腰膝酸软，可改善钙的吸收，其所含黄芪甲

苷可上调 ＯＰ模型鼠血清中 ＯＰＧ蛋白的表达、降低
ＲＡＮＫＬ蛋白的表达；三七中有效成分三七总皂苷临床
广泛用于骨折的愈合、软组织的损伤及骨关节的损伤

等，可促进成骨细胞增殖、上调骨组织中ＯＰＧ蛋白的表
达；川芎可有效治疗甲状腺功能亢进性 ＯＰ，与丹参合
用，能升高ＯＰ模型鼠血清钙含量，增加股骨骨密度犤１６犦。

莶草、胆南星入肝经，具有补血作用； 莶草入肾经，

具有强筋骨作用。

本研究结果表明，芪芎通络胶囊可能通过上调

ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ蛋白比值，调节血清钙、血清、磷含量，改
善骨密度状况，发挥抗 ＯＰ作用，但仍有待在不同种属
动物、不同ＯＰ模型中作进一步研究。
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