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滋补肾阴方与温补肾阳方对卵巢切除所致

骨质疏松大鼠AB6’和AB6&活性的影响!

鞠大宏 吕爱平 张春英 吴 皓 贾红伟 张丽坤

摘要 目的：对比观察滋补肾阴方与温补肾阳方对卵巢切除所致骨质疏松大鼠白细胞介素6’（AB6’）和

白细胞介素6&（AB6&）活性的影响。方法：将%%只雌性大鼠随机分为正常对照组、假手术组、卵巢切除组、滋

阴组和补阳组。于卵巢切除’周后，给大鼠灌胃给药，连续给药2个月。采用骨组织形态计量学方法对大鼠

胫骨进行形态计量；分别采用小鼠胸腺细胞检测法和AB6&依赖株细胞增殖反应检测法测定AB6’和AB6&的

活性。结果：卵巢切除2个月后，大鼠胫骨骨小梁体积百分比（*CDE）明显降低，骨小梁吸收表面百分比

（*F?E）和骨小梁形成表面百分比（*/?E）皆显著增高。同时，AB6’和AB6&活性亦显著增高。给大鼠灌服

滋补肾阴方和温补肾阳方后，均能使上述指标发生逆转，但程度有所不同，温补肾阳方的效果要明显优于滋

补肾阴方。结论：温补肾阳方对AB6’、AB6&活性的抑制作用明显强于滋补肾阴方，这是其对卵巢切除所致大

鼠骨质疏松的预防作用之所以优于滋补肾阴方的机理之一。
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大量的研究表明，白细胞介素6’（AB6’）、白细胞介

素6&（AB6&）是强有力的骨吸收刺激因子〔’"2〕，在绝经后

骨质疏松发生过程中起着非常重要的作用。我们以往

的研究发现，滋补肾阴方和温补肾阳方对卵巢切除所

致的大鼠骨质疏松均有一定的治疗作用〔$，%〕。那么，它

们治疗作用之间是否存在差异？若有，产生这种差异

的机理何在？为此，本实验在对比观察这两方对卵巢

切除所致大鼠骨质疏松作用的基础上，着重对比观察

它们对AB6’和AB6&活性的影响。

材料与方法

’ 动 物 选 用 雌 性 V8SP0Q大 鼠%%只，体 重

.((".$(>。由中国医学科学院动物研究所提供，本所
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动物室饲养。适应性喂养!周后，用于实验。

! 分组及模型制作 将""只大鼠随机分为"
组，即正常对照组（#$只）、假手术组（#$只）、卵巢切除

组（%&’组，##只）、滋阴组（#!只）、补阳组（#!只）。

除正常对照组及假手术组外，按文献〔(〕的方法摘除大

鼠双侧卵巢。滋阴组和补阳组在卵巢摘除#周后，开

始给大鼠灌服给药。滋阴组给大鼠灌服按左归丸（滋

补肾阴方）配方制成的水煎剂，生药含量为#)$"*／+,，

每天灌服$)-+,／#$$*体重（相当于服生药$)-."*／

#$$*体重）；补阳组给大鼠灌服自拟的温补肾阳方水

煎剂，方药主要由鹿角胶、淫羊藿等组成，生药含量为

$)-/*／+,，每天灌服$)-+,／#$$*体重（相当于服生药

$)"(0*／#$$*体重），以上给药，#天#次，连续0天，休

息#天后，再连续灌服0天，如此至.个月止；假手术

组手术同模型制作，只是切除小块脂肪组织，但不摘除

卵巢；%&’组、假手术组和正常对照组给大鼠灌服等

容积的蒸馏水。在给药.个月后，将各组大鼠迅速断

头处死，立即无菌取脾，用于123#、1230活性的测定。

剥离胫骨，用-$4乙醇固定，用于骨组织形态计量学

指标的测定。

. 观察项目及检测方法

.)# 骨组织形态计量学指标的测定 取大鼠左

侧胫骨近端#／.，去除软组织，并磨去左右两侧部分皮

质。按照刘绍泉方法〔0〕进行塑料包埋。在5678967:3
;<=*!$($切片机（德国产）上，用钨钢刀切出"!+的纵

向不脱钙骨切片。将切片先置于甲基丙烯酸甲酯中

!9，二甲苯中两次各#9，溶掉树脂，梯度乙醇脱水，进

行甲苯胺蓝染色。按照章明放方法〔-〕进行形态计量：

骨小梁体积百分比（>?&4）：骨小梁体积占被测骨髓

腔总体积的百分比，是骨量水平的主要标志；骨小梁吸

收表面百分比（>5@4）：不规则、凹凸不平的骨小梁表

面占骨小梁表面的百分比；骨小梁形成表面百分比

（>A@4）：有成骨细胞被覆的类骨质表面占骨小梁表

面的百分比。

.)! 123#和1230活性的测定 无菌取脾，用

!$$目不锈钢网分离脾单个核细胞，溶解红细胞，离心

去上清，用5BC1#0($液重复离心洗涤两次（#"$$D／

+7=，#$+7=，共!次）。用含#$4胎牛血清、#$$E／+,
青 霉 素、#$$!*／+,链 霉 素、2B@#$!*／+,的 5BC1
#0($培养液调细胞浓度为!F#$0／+,，加入!(孔培养

板，每孔!+,。置.-G，"4H%!培养箱（>%I1JK，日

本）(/9，收集上清，L!$G冻存待测。

.)!)# 123#活性检测 采用小鼠胸腺细胞检测

法〔/〕。拉颈处死小鼠，取胸腺置含5BC1#0($全培养

基中。将胸腺剪碎，无菌纱布过滤，制成单个核细胞悬

液，离心去上清。用MN=OPQ液#"$$D／+7=，!$+7=离心

洗涤细胞!次，然后悬于"4胎牛血清的5BC1#0($
中，使细胞浓度为#)"F#$0／+,。将诱生上清/倍稀

释后加入R0孔培养板中，每孔#$$!,，设.个复孔，并

包括阴性对照，培养液对照及有丝分裂原对照。将

HS=K混 入 细 胞 悬 液，分 别 加 至R0孔 板 中，每 孔

#$$!,，HS=K 终 浓 度 为#!*／+,。 将 培 养 板 置"4
H%!，.-G孵 育0/9； 加 入 C>>（"+*／+,， 溶 于

$)$#+S,／2，TM-)(的B?@）!$!,，继续培养至-!9。

轻轻 吸 弃 培 养 上 清#"$!,，每 孔 加 入 二 甲 基 亚 砜

（UC@%）#$$!,。 微 量 混 合 器 震 荡 .$+7=， 静 置

#$+7=，酶标仪（@2>）(R!=+处测%U值，以表示

123#活性。

.)!)! 1230活性检测 采用1230依赖株细胞增

殖反应测定法〔R〕。取传代培养的->U# 细胞株，以大

量MN=OPQ液洗两遍（#-"$D／+7=，!$+7=，共!次）。用

含"4胎牛血清的5BC1#0($调细胞浓度至/F#$(／

+,，加入R0孔平底培养板中，每孔R$!,。取/倍稀释

的诱生上清#$!,（已做过预试，以/倍稀释的培养上清

检测较为敏感）加入含->U#细胞的培养板中，每个标

本设.个 复 孔，并 设 阴 性 对 照 和 阳 性 对 照 孔。"4
H%!，.-G培养0/9，加入C>>!$!,（"+*／+,），继续培

养(9，轻轻吸取上清/$!,，每孔加入UC@%#$$!,。微

量混合器震荡.$+7=，静置#$+7=，酶标仪(R!=+处测

%U值，以表示1230活性水平。

( 统计学方法 实验结果皆以!!V"表示，采用

方差分析（KW%&K），组间两两比较采用#检验。

结 果

# 滋补肾阴方与温补肾阳方对去卵巢大鼠胫骨

>?&4、>5@4和>A@4的影响 见表#。%&’组与

假手术组比较，作为胫骨小梁骨量标志的>?&4显著

降低。与%&’组比较，滋阴组和补阳组的>?&4均

明显增加，而与假手术组比较，滋阴组明显降低，补阳

组差异无显著性。与滋阴组比较，补阳组的>?&4明

显增高。%&’组与假手术组比较，代表骨吸收参数的

>5@4和代表骨形成参数的>A@4均显著增加。滋阴

组和补阳组与%&’组比较，>5@4、>A@4均显著降

低；但与假手术组比较，滋阴组的均明显增高，而补阳

组则 无 显 著 性 变 化。 与 滋 阴 组 比 较，补 阳 组 的

>5@4、>A@4皆明显降低。

! 滋补肾阴方与温补肾阳方对去卵巢大鼠123#
和1230活性的影响 %&’组与假手术组比较，123#、
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表! 各组大鼠胫骨!"#$、!%&$和!’&$的变化 （!!("）

组别 # !"#（$） !%&（$） !’&（$）

正常对照 )* +),--(.,/* .,*0(),-1 2,+-(1,+*
假手术 )* 12,2+(0,3- .,11(),-. 3,+-(1,+3
4#5 )) )0,20(+,3)"" 2,20(1,)*"" )2,)3(.,0*""
滋阴 )1 11,0.(/,+."# /,/2(1,*2"# )+,*+(1,+-"##
补阳 )1 13,.0(-,1*##$ .,/.(),23##$ )*,1.(+,*)##$

注：与假手术组比较，"$%*,*0，""$%*,*)；与4#5组比较，#$

%*,*0，##$%*,*)；与滋阴组比较，$$%*,*0，$$$%*,*)

678/活性均显著增高。滋阴组和补阳组与4#5组比

较，678)、678/活性均显著降低；而与假手术组比较，滋

阴组均明显增高，补阳组则无显著性变化。补阳组的

678)、678/活性较滋阴组均明显降低。见图)、1。

假手术组与正常对照组比较，以上各项指标均未

发生显著性变化，从而排除了手术本身对实验的影响。

注：与 假 手 术 组 比 较，""$%*,*)；与 4#5 组 比 较，#$%

*,*0，##$%*,*)；与滋阴组比较，$$%*,*0，$$$%*,*)；图1同

讨 论

骨质疏松症是中老年人，尤其是绝经后妇女的一

种常见病、多发病，属于中医学的“骨痹”或“骨痿”范

畴。中医学理论认为，肾藏精生髓主骨，肾精充实，则

骨髓化生有源，骨得其养，则坚固有力；若肾精亏虚，则

骨髓化生乏源，骨失其养，就会出现骨脆易折，腰背疼

痛等症，这也就是现代医学所说的骨质疏松症。由于

肾精亏虚是骨质疏松症发生的根本，所以对其的防治

就应以补肾为基本大法。已有大量的临床报道，用补

肾法治疗骨质疏松症，不仅能明显地改善肾虚症状，而

且还能使骨密度明显提高〔)*，))〕。补肾法包涵有温补肾

阳和滋补肾阴两法。本实验结果显示，大鼠切除卵巢

+个月后，大鼠胫骨!"#$显著降低，!%&$和!’&$
皆显著增高，表明卵巢切除所造成的是一种骨吸收大

于骨形成的高转换型骨质疏松模型。这一结果与大量

的国内外文献报道相一致〔)1，)+〕。给大鼠灌服滋补肾阴

方和温补肾阳方+个月后，均能使上述指标发生逆转。

温补肾阳方与滋补肾阴方相比，前者的效果要明显优

于后者。

本实验结果显示，大鼠切除卵巢后，678)和678/
活性均明显增高，提示雌激素对678)和678/的活性

具有抑制作用。已有许多实验证实了这一点〔).，)0〕。

9:;<:;=等〔)/〕观察了卵巢切除妇女外周血单个核细胞

678)和678/水平的变化，发现也都明显提高。此外，

有人发现卵巢切除也能使骨髓基质细胞678)和678/
分泌增加〔)，1〕。这些因雌激素水平下降所致的678)和

678/活性或含量的增高对于骨代谢有着极为重要的

影响。因为678)和678/是强有力的骨吸收刺激因

子，大量的体内外实验均证明了一点。>;?@:A等〔)〕发

现在给4#5大鼠皮下注射678)受体拮抗剂（678:BC）

能有效地防止因雌激素缺乏所致的骨量减少；D;:EC
等〔1〕也发现给小鼠注射678/单克隆抗体可有效地阻

止 因 雌 激 素 含 量 减 少 所 致 的 破 骨 细 胞 的 增 多。

FCG=:CHCI等〔+〕通过体外研究发现，678)与678/可协

同刺激破骨细胞聚集，并且使已被.0JC标记的胎鼠骨

释放出.0JC和诱发骨质的吸收。678/可促进骨吸收

的主要机理是刺激破骨细胞前体细胞的生成和分化，

并能使破骨细胞的活性增强，数量增多〔1〕。有研究表

明，在成骨细胞上有678)受体〔)-〕，678)与其受体结合

而对其发生作用，使成骨细胞分泌678/、集落刺激因

子、前列腺素K1（L9K1）等因子，以旁分泌的形式对破

骨细胞产生作用。678/和集落刺激因子可促进破骨

细胞的前体细胞分化成熟，并提高已成熟的破骨细胞
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的活性；!"#$可协同%&’(促进骨的吸收〔$，()，(*〕。在正

常情况下，雌激素除了本身对骨吸收有抑制作用外，还

对%&’(、%&’+等骨吸收刺激因子也有一定的抑制作

用，从而使骨吸收与骨形成维持在相对的平衡状态，使

骨进行着正常的代谢。雌激素缺乏就可使这些抑制遭

到一定程度的解除，使%&’(、%&’+等骨吸收刺激因子

的活性异常增高，由此造成骨的过度吸收，骨量的大量

丢失，进而导致骨质疏松的发生。

本实验结果显示，温补肾阳方和滋补肾阴方皆能

使,-.大鼠%&’(和%&’+的活性显著降低，但程度上

有所不同。前者的效果要明显优于后者。这是温补肾

阳方对卵巢切除所致大鼠骨质疏松症的预防作用之所

以优于滋补肾阴方的机理之一。
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（收稿：$VV$[VR[VM 修回：$VV$[(([VR）

第七次全国中西医结合虚证与老年病学术会议征文通知

根据中国中西医结合学会$VVK年学术活动计划安排，拟于$VVK年)月中旬在甘肃省敦煌市召开第七次全国中西医结合虚证

与老年病学术会议，现将征文事宜通知如下。

( 征文内容 （(）虚证、老年病及内科的中医、西医、中西医结合基础研究、临床报道、药物研究、实验研究。（$）虚证、老年病

及内科的疑难病例研究和报告。（K）虚证、老年病及内科的名老中医经验整理。（J）虚证、老年病及内科的古今文献研究。（M）虚

证、老年病及内科的临床护理经验总结。

$ 征文要求 （(）来稿必须实事求是，有科学性。论文请加盖单位公章。（$）全文一般在MVVV字以内，摘要)VV字以内。“摘

要”应以目的、方法、结果、结论顺序表达，包括标题、署名、单位、邮政编码，单独打印一页。请寄全文、摘要各(份和录入的K\M寸

磁盘（用=;B<录入）(张。请自留底稿，恕不退稿。（K）截稿日期：$VVK年M月KV日（以邮戳为准）。（J）论文请寄：甘肃省兰州市七

里河区安西路KM)号，甘肃省中医院老年病科，刘国安、李妍怡，邮政编码：RKVVMV，联系电话：V*K(—$KKM$((—$$K(，KK$M$)V。

·R)$·中国中西医结合杂志$VVK年J月第$K卷第J期?:%UWS，YEB03$VVK，-;3$K，Z;AJ
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