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骨疏康对卵巢切除大鼠骨质量及基因表达
的影响
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【摘要】　目的　为进一步探讨骨疏康防治骨质疏松的作用机理。方法　将 27只 3月龄 Wistar雌

性大鼠随机分为三组 :假手术组 (Sham)、卵巢切除组 (OVX)、骨疏康组 ( GSK)。给药后 12周同时处死。

取大鼠血、尿检测骨代谢生化指标 ,取股骨或腰椎测量骨密度、骨形态计量学参数、骨生物力学参数 ,取

股骨和胫骨 ,测定骨粘连蛋白 (ON) mRNA表达。结果　与 OVX组相比 , GSK组股骨及 L4 骨密度明显

增高 ,生物力学参数也有增加。GSK有抑制骨吸收作用。结论　GSK增加骨量和骨强度的作用。

【关键词】　去卵巢　　生物力学　　骨形态计量学　　中草药　　骨质疏松

Eeffect of Gushukang on bone quality and gene expression of osteonectin in ovariectomized rats. XU E Yan ,

BA O Fang , L I Dong , et al . Bone & Joint Diseases Center Beijing Institute of Traum atology & Or2
thopaedics ( Beijing 100035) .

【Abstract】　Objective 　To investigate the mechanisms of prevention and treatment of Gushukang on

osteoporosis. Methods　Ovariectomized(OVX)female Wistar rats(3 months old) were divided into three groups

randomly :sham group. OVX group and GSK group. Biochemical markers ,bone mineral density (BMD) ,bone

histomorphometry ,bone biomechanical properties and the expression of osteonectin (ON) mRNA of femur and

tibia were measured at the end of the experiment . Results　Compared with OVX rats , GSK significantly in2
creased BMD of femur and L4 ,also increased the mechanical properties of OVX rats. GSK inhibited bone re2
sorption. Conclusion　GSK increased bone mass and bone strength.
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Osteoporosis

　　骨疏康为纯中药制剂 ,是我国第一个获准治疗

骨质疏松症的中药[ (95)卫药准字 Z - 08 号 ]。在临

床研究中 ,骨疏康对骨质疏松症患者腰背痛治疗效

果非常显著 , 总有效率为 9213 % , 显效率达

7613 %[1 ]其防治原理主要是根据中医“肾主骨”的理

论 ,以补肾为主 ,结合活血化瘀[2 ]。本实验旨在运用

现代科学方法 ,如 :生化、骨形态计量学、骨密度测量

及骨生物力学等进一步深入探讨骨疏康防治骨质疏

松的作用机理 ,为其临床应用提供理论基础。

1　材料与方法

111　动物分组与模型制备 　3 月龄雌性 Wistar 大

鼠 ,体重 23116±16. 0g , (二级动物 ,医科院动物中心

动物合格证书号 :医动字第 01 - 3008 号) 。自然光

照 ,自由饮水、取食。饲料含钙 0. 32 % ,磷 0117 %。

饲养于北京市药检所动物室 (环境设施合格证号 :医

动字第 01 - 2074) 。

将 27只大鼠分为 3组 ,每组 9只 : (1)假手术组

(sham) :打开腹腔 ,找出卵巢但不切除 ; (2)卵巢切除

组 (OVX) :腹部双侧切除卵巢 ; (3)骨疏康组 ( GSK) :

OVX大鼠 ,以骨疏康一代冲剂 (215g生药/ kg体重/

天)灌胃 12周。

112　样品收集 　在处死大鼠前 12 天及前 1 天以

011ml/ 100g体重的剂量腹腔注射 0. 5 %荧光素水溶

液。处死前 1天用代谢笼收集 24h尿液。处死前眼

眶取血 ,收集血清 - 20℃保存。剥取下肢骨 ,液氮保

存 ,取腰椎 ,L2 - 3福尔马林液固定 ,L4 - 6浸于生理盐
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水中 , - 20℃保存。取子宫、胸腺、脾称重。

113　测定血尿各项生化指标　(1)血清碱性磷酸酶

(AL P) ,以磷酸苯二钠为底物 ,高铁氯化钾显色 ,

510nm比色 ; (2)血清及尿钙、磷、肌酐 ( Cr) ,用北京

中生生物技术公司试剂盒测定 ; ( 3) 血清骨钙素

(B GP) ,用丹麦 Osteometer A/ S公司酶标试剂盒测

定 ; (4)血清雌二醇 ( E2) ,用比利时 Biosource公司酶

标试剂盒测定。( 5) 血清抗酒石酸盐酸性磷酸酶

( TRAP) ,用北京化工厂试剂盒。

114　骨密度测定 　用浮力法分别测股骨与腰椎

(L4)体积 ,然后 105℃烤干至恒重 ,称重。干重与体

积之比即骨矿密度。

115　骨生物力学　参照崔伟等[3 ]方法 ,用左股骨在

流变仪 (英国 Stevens公司)上做三点弯曲实验测算

生物力学参数 ,加载速度 6mm/ min ,跨距 22mm。

116　骨形态计量学测定　用第 2 - 3腰椎制备不脱

钙切片 ,5μm切片用 1 %甲苯胺蓝染色 ,10μm切片不

染色作荧光观察 ,在德国 Option2Ⅲ RS多功能显微

镜下计数 ,用 Morphonet210 半自动图象分析仪计算

形态计量学参数 (参照郑丰裕等[4 ]方法) 。

117　骨粘连蛋白 (ON)基因表达水平测定 　参照

Chomczynsk等[5 ]方法 ,将右股骨和胫骨在液氮中研

磨成粉末状提取总 RNA。取 20μgRNA 倍比稀释 3

次 ,热变性后点于硝酸纤维素膜上。以 a - 32 p -

dCTP标记的 119 Kb Onc DNA片段 (承 Yong MF教

授赠送)为探针进行杂交。方法见“分子克隆实验指

南”[6 ] ,杂交温度 42℃。

118　统计处理　各组数据用均值±标准误 ( �x ±s�x )

表示 ,t 检验比较两组差异 : P < 0 . 05 差异显著 , P <

0 . 01差异极显著。

2　结果

211　血清与尿生化指标 　OVX组血清 E2 浓度较

Sham组显著降低 ( P < 0 . 01) ,血 Ca、P、B GP、AL P和

尿 Hop/ Cr、Ca/ Cr 等指标与 Sham 组无显著差异 ;

GSK组血 Ca、AL P显著高于 OVX组、Sham组 ( P <

0 . 01) ,血清 TRAP和尿 Hop/ Cr 明显低于 OVX组、

Sham组 ( P < 0 . 05) ,血清 E2水平显著低于 OVX组

和 Sham组 ,血清 B GP水平显著高于 Sham 组 ( P <

0 . 05) (见表 1) 。

表 1　血清及尿生化指标 ( �x ±s�x )

组别

血　　　　清 尿

Ca (mM) P(mM) E2 (pg/ ml)
BGP

(ng/ ml)

AL P

(u/ l)

TRAP

(u/ l)

Hop/ Cr

(mg/ g)

Ca/ Cr

(mg/ g)

Sham 2. 12±0. 08 1. 46±0. 13 94. 4±4. 7 12. 8±1. 4

OVX 2. 20±0. 12 1. 47±0. 29 87. 6±5. 6b 14. 1±0. 6

GSK 2. 57±0. 16bd 1. 51±0. 14 80. 0±3. 9bd 15. 0±1. 2a

L G 2. 84±0. 14bd 1. 54±0. 11 89. 3±4. 96 11. 8±1. 01d

2. 37±0. 19 13. 4±1. 54 20. 6±2. 46 0. 08±0. 02

2. 42±0. 30 15. 0±1. 57 16. 5±1. 41 0. 10±0. 02

4. 52±0. 38bd 8. 2±1. 30ac 14. 8±0. 53bc 0. 11±0. 01

3. 90±0. 27bd 9. 4±0. 58bd 19. 6±1. 40d 0. 12±0. 04

注 :与 Sham组比较 :a　P < 0 . 05 ,b　P < 0 . 01 ;

与 OVX组比较 :c 　P < 0 . 05 ,d 　P < 0 . 01。

2. 2　股骨与第四腰椎骨密度 　OVX组股骨与第四

腰椎 (L4)骨密度显著低于 Sham组 ( P < 0 . 01) ; GSK

组股骨与腰椎骨密度显著高于 OVX组 , GSK组腰椎

骨密度显著低于 Sham组 ( P < 0. 01) (见表 2) 。
表 2　股骨与第四腰椎骨密度值 ( �x ±s�x )

组别 股骨干重 (g)
股骨骨密度

(g/ cm3)
L 4干重 (g)

L 4骨密度

(g/ cm3)

Sham 0. 55±0. 04 1. 72±0. 04 0. 122±0. 003 1. 95±0. 05

OVX
0. 46

±0. 10a

1. 57

±0. 13a

0. 115

±0. 002b

1. 67

±0. 02b

GSK 0. 51±0. 04
1. 70

±0. 01c

0. 119

±0. 003c

1. 85

±0. 05bd

注 :与 Sham组比较 :a　P < 0 . 05 ,b　P < 0 . 01 ;

与 OV X 组比较 :c　P < 0 . 05 ,d　P < 0 . 01。

2. 3　骨生物力学参数 　OVX组股骨各项生物力学

参数均低于 Sham组 ,其中最大载荷、最大挠度、最大

应力值显著低于 Sham组 ( P < 0 . 05或 < 0. 01) ; GSK

组最大应变值显著高于 OVX组 ( P < 0 . 01) ,最大载

荷与最大应力值与 OVX组相似而显著低于 Sham组

( P < 0 . 01) (见表 3) 。
表 3　股骨生物力学参数 ( �x ±s�x )

组别
最大载荷

(N)

最大挠度

(mm)

最大应力

(MPa)
最大应变

变形位能

(N. mm)

Sham
116

±4. 2

0. 63

±0. 10

275

±10. 8

0. 018

±0. 001

16. 1

±0. 56

OVX
99

±3. 9b

0. 54

±0. 05a

245

±15. 2b

0. 017

±0. 001

15. 5

±1. 30

GSK
99

±3. 6b

0. 58

±0. 04

250

±9. 2b

0. 019

±0. 011d

16. 9

±1. 22

注 :与 Sham组比较 :a　P < 0 . 05 ,b　P < 0 . 01 ;

与 OVX组比较 :c　P < 0 . 05 ,d　P < 0 . 01。
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2. 4　腰椎形态计量学指标 　OVX组骨小梁相对体

积 ( TBV)与骨小梁相对宽度 (M TT)明显低于 Sham

组 ( P < 0 . 05) ,骨小梁吸收表面 ( RS)与骨小梁形成

表面 ( FS) 显著高于 Sham 组 ( P < 0 . 05 ) ; GSK组

TBV值显著高于 OVX组 ( P < 0 . 01) , RS明显低于

OVX组 ( P < 0 . 01 ) , FS 与 OVX 组相似明显高于

Sham组 ( P < 0 . 01) (见表 4) 。
表 4　第三腰椎骨形态计量学参数 ( �x ±s�x )

组别

骨小梁相

对体积

TBV ( %)

骨小梁相

对宽度

MTT(μm)

吸收表面

RS( %)

形成表面

FS( %)

矿化速率

MAR

(μm/ day)

Sham 37. 6±2. 3 39. 2±2. 6 5. 0±1. 4 6. 6±1. 5 2. 4±0. 2

OVX
26. 5

±1. 0b

38. 4

±2. 2

8. 8

±0. 4b

11. 5

±0. 5b

2. 8

±0. 2b

GSK
32. 3

±5. 2ad

40. 8

±10. 2

6. 2

±0. 2d

12. 0

±4. 3b

2. 3

±0. 1d

注 :与 Sham组比较 :a　P < 0 . 05 ,b　P < 0 . 01 ;

与 OVX组比较 :c　P < 0 . 05 ,d　P < 0 . 01。

215 　骨粘连蛋白 (ON) mRNA 表达水平 　以 ON

cDNA为探针 ,对大鼠股骨、胫骨总 RNA 作斑点杂

交 ,结果表明与 Sham组相比 ,OVX组 ON mRNA表

达略有降低 , GSK组无明显变化。

此外 OVX组子宫重量 0. 155 ±0. 02g明显低于

Sham组 (0. 819±0. 13g) ( P < 0 . 001) 。而 GSK组子

宫重量 0. 187±0. 02g明显高于 OVX组 ( P < 0 . 01) 。

3　讨论

　　去卵巢大鼠模型是目前公认的妇女绝经后骨质

疏松症动物模型。去卵巢大鼠所发生的骨丢失情况

与绝经后骨质疏松引起的骨丢失有许多共同之

处[7 ]。因此可用该模型对骨质疏松治疗和预防药物

的药效学进行初步评价。

从骨代谢生化指标测试结果可见 ,与 Sham组相

比 ,OVX大鼠模型组血清雌二醇浓度和子宫角重量

显著下降 ,证明去势手术成功 ;骨形成 (血 B GP、

AL P)与骨吸收 ( TRAP、尿 Ca/ Cr)生化指标均略升

高 ,说明该模型骨转换率有增高趋势 ,与绝经后妇女

骨代谢情况相似。GSK组骨形成指标值明显高于

OVX组或 Sham组 ,而骨吸收指标值明显下降或降

低 ,说明骨疏康可促进骨形成抑制骨吸收。

骨密度是评价骨质疏松疗效的关键指标。本实

验结果表明 OVX组大鼠股骨与腰椎骨密度明显低

于 Sham组 ,说明动物模型基本成功。与 OVX组相

比 ,GSK组骨密度均显著增高 ,但 GSK组腰椎骨密

度仍显著低于 Sham组 ,说明骨疏康可减缓大鼠卵巢

切除引起的骨丢失。

骨的生物力学性能是评价骨质量不可缺少的指

标。从本实验股骨三点弯曲实验获得的参数可以看

出 ,OVX组大鼠各项生物力学参数值均低于 Sham

组 ,说明大鼠卵巢切除后骨生物力学性能下降 ,骨折

危险性增加。与 OVX组相比 , GSK组各项力学参数

值均有一定程度的改善。

骨形态计量学是评价骨转换与骨结构的有效手

段。OVX组大鼠 TBV 与 M TT值的显著降低说明

卵巢切除引起骨丢失增加 ;RS、FS及 MAR值的升高

表明卵巢切除后大鼠骨吸收与骨形成均加快 ,与上

述生化指标的测试结果基本一致 ,说明卵巢切除大

鼠为高转换型骨代谢。与 OVX 组相比 , GSK 组

TBV值显著升高 ,说明 GSK有促进骨量恢复作用。

并且 GSK组的 RS 值明显低于 OVX组 ,而 FS 与

OVX组相近 ,说明骨疏康抑制骨吸收的作用明显。

骨粘连蛋白 (ON)是骨基质中主要的非胶原蛋

白之一 ,其生理作用尚不十分清楚。通常认为 ON

参与矿化起始 ,ON 对 Ⅰ型胶原和羟磷灰石 ( HA)具

有强亲和力 ,ON可促进 HA与 Ca2 +结合。免疫组化

检测发现 ,ON 在矿化和骨再建的组织中表达水平较

高 ,提示它可能参与骨再建作用的调节[8 ,9 ]。本研究

结果显示 ,去势后大鼠股骨中 ON - mRNA表达有所

下降 ,而骨疏康冲剂无明显恢复其表达的作用 ,说明

可能 ON并非参与骨疏康改善骨量的作用。
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