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·基础研究·

两种中药制剂对大鼠骨质疏松模型的影响

陶琳 1a，王克强 1b，王玫 2a，梁军 1a，刘振兴 2b

（1. 济南市第二妇幼保健院 1a: 药剂科，1b: 器械科，山东济南 271199；2. 山东第一医科大学附属人民医院 2a: 药剂科，

2b: 创伤骨科，山东济南 271199）

摘要：［目的］探讨两种中药制剂，即右归和补益，对骨质疏松症模型大鼠骨代谢、骨生物力学的影响。［方法］ 48 只雌

性 Wistar 大鼠随机分为假手术组、模型组、右归组和补益组，每组 12 只。假手术组动物不切除两侧卵巢，仅将卵巢周围的脂

肪切除；其他动物切除双侧卵巢。术后 2 周所有动物每日上午灌胃 1 次，连续灌胃 12 周，右归组和补益组分别给予相应中药

汤剂，药量为每次 0.875 ml /100 g；假手术组、模型组以等量的 0.9%氯化钠溶液。12 周后，采集血液和 24 h 内尿液，取左侧

股骨进行骨密度及骨生物力学测试。［结果］模型组尿 Ca/Cr [(0.6±0.3) vs (0.4±0.1), P<0.05] 和尿 P/Cr [(0.7±0.2) vs (0.5±0.1), P<
0.05] 显著高于假手术组；补益组 Ca/Cr [(0.3±0.1) vs (0.5±0.2 ) vs (0.4±0.1), P<0.05] 和 P/Cr [(0.3±0.2) vs (0.6±0.3 ) vs (0.5±0.1), P<
0.05] 显著低于右归组和假手术组。模型组 ALP 水平显著高于假手术组、补益组和右归组 [(193.4±9.2) U/L vs (128.6±10.4 ) U/L vs

(110.4±9.8) U/L vs (128.9±8.5) U/L, P<0.05]；而模型组的 PINP [(186.5±20.3) pg/ml vs (238.9±18.6) pg/ml vs (235.9±18.6) pg/ml vs
(207.6±21.1) pg/ml, P<0.05] 和 BMP-2 [(10.5±0.1) pg/ml vs (15.8±0.2) pg/ml vs (15.7±0.3) pg/ml vs (13.2±0.4) pg/ml, P<0.05] 显著低于其

他三组。补益组 ALP 水平显著低于其他组，而 PINP、BMP-2 浓度高于模型组和右归组（P<0.05），与假手术组差异无统计学

意义（P>0.05）。补益组骨密度、最大载荷、最大位移显著高于模型组、右归组（P<0.05），与假手术组差异无统计学意义（P>
0.05）。［结论］补肾健脾、益精填髓法具有对抗骨质疏松的效果。
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Effect of two Chinese herbal preparations on osteoporosis model in rats // TAO Lin1a, WANG Ke-qiang1b, WANG Mei2a, LIANG
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Abstract: [Objective] To explore the effect of two Chinese herbal preparations, the Yougui and Buyi on bone metabolism and bone

biomechanics in the osteoporosis model of rats. [Methods] A total of 48 Wistar female rats were randomly divided into the sham group, mod⁃
el group, Yougui group and Buyi group, with 12 rats in each group. The rats in the sham group had the fat around the ovaries resected only
without ovariectomy, while all those in the remaining groups underwent ovariectomy. Two weeks after surgery, all animals were given intra⁃
gastrically once a day for 12 weeks, the Yougui group and Buyi group received corresponding TCM preparations with dosage of 0.875 ml /
100 g/once time, respectively, whereas the sham group and model group were given 0.9% normal saline in the equal volume. After another
12 weeks, urine within 24 h and blood were collected for bone metabolism assay, and the left femur was taken for bone density and bone bio⁃
mechanics tests. [Results] The model group was significantly higher than the sham group in terms of urine Ca/Cr [(0.6±0.3) vs (0.4± 0.1), P<
0.05] and urine P/Cr [(0.7±0.2) vs (0.5±0.1), P<0.05]. However, the Buyi group proved significantly superior to the Yougui group and model
group in terms of Ca/Cr [(0.3±0.1) vs (0.5±0.2) vs (0.4±0.1), P<0.05] and P/Cr [(0.3±0.2) vs (0.6±0.3) vs (0.5± 0.1), P<0.05]. The model
group was significantly higher in term of ALP level [(193.4±9.2) U/L vs (128.6±10.4) U/L vs (110.4±9.8) U/L vs (128.9±8.5) U/L, P<0.05],
whereas significantly lower in PINP [(186.5±20.3) pg/ml vs (238.9±18.6) pg/ml vs (235.9±18.6) pg/ml vs (207.6±21.1) pg/ml, P<0.05] and
BMP-2 [(10.5±0.1) pg/ml vs (15.8±0.2) pg/ml vs (15.7±0.3) pg/ml vs (13.2±0.4) pg/ml, P<0.05] than the sham group, Buyi group and Yougui
group. The Buyi group had significantly lower ALP level, while significantly higher PINP and BMP-2 than the model group and Yougui
group (P<0.05), whereas without significant differences with the sham group (P>0.05). Moreover, the Buyi group proved significantly superi⁃
or to the model group and Yougui group in terms of bone mineral density, maximum load and maximum displacement (P<0.05), without sig⁃
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nificant differences with the sham group (P>0.05). [Conclusion] In this study, the Buyi preparation of Chinese herbal does presents the ef⁃
fect of anti-osteoporosis.

Key words: osteoporosis, Buyi preparation, Yougui preparation, markers of bone metabolism, biomechanics

骨质疏松症是最常见的骨系统疾病之一，与骨折

风险增加有关，并给患者带来许多并发症。随着年龄

的增长，这种疾病的患病率越来越高，已成为老年人

的严重问题［1］。目前针对骨质疏松的治疗药物主要为

双膦酸盐类药物、雌激素、维生素 D 及钙剂等，以

抑制破骨细胞活性，减少骨破坏，并促进骨形成［2］。

但其副作用也随之突显，特别是双膦酸盐类药物引起

的骨痛、颌骨坏死、肾损害等［3］。中医药正逐步成为

治疗骨质疏松症的主要方向［4］。

补肾益精是中医学中防治骨质疏松症的一个重要

原则［5］，右归丸出自明代张景岳《景岳全书》新方八

阵方，近年来在骨质疏松的防治方面获得深入研

究［6，7］，可改善骨代谢及临床症状，通过调节 TGF-β
及 AMPK/mTOR 等转导通路，改善骨密度及骨代谢

情况［8，9］。但右归丸为温补肾阳之方，性偏燥热。本

院在右归丸的基础上，结合现代人脾虚湿盛的体质体

征，添加参苓白术散中党参、白术、薏苡仁等健脾利

湿，炙龟板、紫河车、阿胶等益精填髓，取得良好临

床疗效。本研究通过摘除卵巢大鼠建立骨质疏松症模

型，探究补肾健脾、益精填髓方抗骨疏治疗对大鼠骨

代谢指标、骨密度及生物力学参数的影响，现报道如

下。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组

48 只清洁级 Wistar 大鼠，雌性，体重 （200±
50） g，4~5 个月龄，未曾交配。购自江苏省试验动

物研究中心，许可证号 SCXK（苏） 2016-00012。按

照随机分组方法，48 只大鼠分为假手术组、模型

组、补益组和右归组，每组 12 只。

1.2 药物制备

补肾健脾益精填髓灌味剂（补益）：按大鼠每百

克体重 1 g 药量计算。熟地 0.252 g、山药 0.126 g、
菟丝子 0.126 g、山茱萸 0.090 g、枸杞 0.090 g、杜仲

0.126 g、当归 0.090 g、肉桂 0.126 g、制附子 0.126
g、紫河车 0.126 g、阿胶 0.126 g、党参 0.200 g、白

术 0.126 g、薏苡仁 0.126 g、砂仁 0.090 g（上述药物

均为颗粒剂，购于山东第一医科大学附属人民医院药

房）；炙龟板 0.128 g、鹿角胶 0.126 g（山东第一医科

大学附属人民医院药房）打碎、烊化，混合上述颗粒

剂，加 20 ml 水既得。

右归丸灌味剂（右归）：按大鼠每百克体重 1 g
药量计算。熟地 0.252 g、山药 0.126 g、菟丝子

0.126 g、山茱萸 0.090 g、枸杞 0.090 g、杜仲 0.126
g、当归 0.090 g、肉桂 0.126 g、制附子 0.126 g（上

述药物均为颗粒剂，购于山东第一医科大学附属人民

医院药房）；鹿角胶 0.126 g（山东第一医科大学附属

人民医院药房）打碎、烊化，混合上述颗粒剂，加

20 ml 水既得。

1.3 手术处理

腹腔注射戊巴比妥钠麻醉，消毒无菌下在腹部双

侧切开皮肤，假手术组动物不切除两侧卵巢，仅将卵

巢周围的脂肪切除；其他动物切除双侧卵巢。

1.4 药物干预

术后 2 周所有动物每日上午灌胃 1 次，连续灌胃

12 周。补益组和右归组按每只大鼠每日用药量为成

人用药量的 6.3 倍计算，大鼠胃容量为 0.875 ml /100
g。假手术组、模型组以等量的 0.9%氯化钠溶液灌

胃。

1.5 检测指标

1.5.1 尿液标志物检测

最后 1 次灌胃干预后，每只大鼠单独关入收集笼

内，收集前 24 h 尿液。检测尿钙（Ca）、尿磷（P）
浓度，并用尿 Cr 校正尿液浓缩或稀释对结果的影响。

1.5.2 血液标志物检测

连续灌胃 12 周后，静脉麻醉状态下剖腹，抽取

主动脉取血，3 000 r/min 离心 15 min，取上清血

浆，-20℃保存。全自动生化分析仪检测血清中碱性

磷酸酶、钙、磷、Ⅰ型前胶原氨基末端肽（PINP）、

BMP-2 蛋白［10, 11］。

1.5.3 骨密度检测

连续灌胃 12 周后，1%戊巴比妥钠麻醉，剥离股

骨，PBS 溶液进行清洗，放入无菌 EP 管中，做好标

记冷藏保存。在室温下平衡 5 min，双能线骨密度测

定仪对股骨上端和全部股骨骨密度进行测定。

1.5.4 生物力学检测

采用小动物骨骼强度测定仪（济南益延科技发展

有限公司）对股骨样本进行三点测试，将两侧支架间

距调整为 2.5 cm，固定股骨两端，进行扭转刚度实
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验。同样固定股骨后用载荷机头对骨干中间以 2 mm/
min 的速度进行三点弯曲试验，并自动记录计算出最

大位移、强度、刚度等［12］。

1.6 统计学方法

采用 SPSS 20.0 统计学软件进行数据分析，计量

资料以 x̄ ±s表示，资料呈正态分布时，采用单因素方

差分析，两两比较采用 LSD法；资料呈非正态分布

时，采用秩和检验。P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 动物一般情况

手术组大鼠切口愈合良好，未出现出血、感染。

所有大鼠实验期间饮食、饮水正常，无死亡大鼠。模

型组大鼠毛发干枯、怠惰思卧、身体蜷曲、肢冷。补

益组及右归组大鼠毛法光亮、精神佳。实验前各组间

体重差异无统计学意义（P>0.05）。处死时，各组大

鼠体重均显著大于实验前 （P<0.05），其中假手术

组、模型组、右归组均显著低于补益组（P<0.05）。

见表 1。

表 1 四组动物体重（g， x̄ ±s，n=12）与比较

Table 1 Comparison of animal body weight among four groups (g, x̄ ±s, n=12)
指标

实验前

处死时

P 值

假手术组

258.3±16.8
364.6±14.5

<0.001

模型组

257.4±15.7
365.6±15.4

<0.001

补益组

258.8±11.9
415.7±15.3

<0.001

右归组

256.1±15.7
379.3±14.2

<0.001

P 值

0.992
<0.001

2.2 尿液标志物检测

尿液检测结果见表 2，模型组尿 Ca/Cr、尿 P/Cr
显著高于假手术组（P<0.05）。右归组 Ca/Cr、P/Cr 与
假手术组的差异无统计学意义（P>0.05）。补益组 Ca/
Cr、P/Cr 显著低于右归组和假手术组（P<0.05）。
2.3 血液标志物检测

血液检测结果见表 2，各组大鼠血 Ca、P 浓度比

较，差异无统计学意义（P>0.05），模型组 ALP 水平

显著高于其他组 （P<0.05）。右归组、假手术组的

ALP 水平差异无统计学意义（P>0.05）。但补益组的

ALP 水平显著低于其他组（P<0.05）。
除假手术组，其他组 PINP、BMP-2 均有不同程

度下降。模型组 PINP、BMP-2 显著低于其他各组

（P<0.05）。补益组 PINP、BMP-2 浓度显著高于右归

组（P<0.05），而与假手术组差异无统计学意义（P>
0.05）。

表 2 四组动物检测结果（ x̄ ±s，n=12）与比较

Table 2 Comparison of urine and blood assay consequences among four groups ( x̄±s, n=12)
指标

尿液检测

Ca/Cr
P/Cr

血液检测

s-Ca (mmol/L)
s-P (mmol/L)
ALP (U/L)
PINP (pg/ml)
BMP-2 (pg/ml)

假手术组

0.4±0.1
0.5±0.1

2.4±0.1
76.4±6.1

128.6±10.4
238.9±18.6

15.8±0.2

模型组

0.6±0.3
0.7±0.2

2.4±0.2
76.4±5.2

193.4±9.2
186.5±20.3

10.5±0.1

补益组

0.3±0.1
0.3±0.2

2.4±0.3
76.2±6.5

110.4±9.8
235.9±18.6

15.7±0.3

右归组

0.5±0.2
0.6±0.3

2.3±0.2
77.4±5.6
128.9±8.5

207.6±21.1
13.2±0.4

P 值

0.043

<0.001

0.577
0.931
<0.001

<0.001

<0.001

2.4 骨密度与生物力学检测

骨密度与生物力学检测检测结果见表 3。模型组

的骨密度、最大载荷、最大位移及刚度显著低于其他

组（P<0.05）。补益组骨密度、最大载荷、最大位移

显著高于模型组、右归组（P<0.05），而与假手术组

差异无统计学意义（P>0.05）。假手术组、右归组、

补益组的刚度差异无统计学意义（P>0.05）。
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3 讨 论

骨质疏松症属中医学“骨痿”、“骨枯”的范畴。

在中医理论中肾虚是骨质疏松发生的根本原因。《素

问·痿论》“肾主身之骨髓……骨枯而髓减，发为骨

痿”，“肾者水脏也，今水不胜火，则骨枯而髓虚，故

足不任身，发为骨痿”，故大部分中药治疗骨质疏松

集中于补肾壮骨方剂，如李智奎等［13］应用补肾活血

方治疗绝经后骨质疏松，结果表明可降低 CRP、
TNF-α 及 IL-6、10 的表达，同时抑制 ALP、骨钙蛋

白、N 端骨钙素，提高 N 端骨钙素水平，改善骨代

谢平衡。现代研究也发现一些补肾壮骨中药不仅能够

抑制破骨细胞活性，而且部分药物中存在植物类雌激

素——黄酮类化合物，发挥雌二醇作用。如淫羊

藿［14］、芹菜素［15］、骨碎补等［16］。但近年来研究发

现，肠道微生态与骨代谢存在显著相关性［17］，肠道

菌群的代谢产物——短链脂肪酸（SCFAs）通过降低

肠腔内的 pH 值，增加钙在大鼠结肠段的吸收［18］。该

研究印证了中医理论中关于“脾主运化”论述，“脾

为后天之本”，主四肢肌肉。若脾胃亏虚，水谷精微

化生不足，肌肉得不到水谷精微的充养，而肾失所

藏，肾精不足，筋骨失养，则骨骼与肌肉协调性下降

而骨痿不用［19］。本研究中右归丸为基础方药，补肾

壮骨，结合参苓白术散方义中的党参、白术、薏苡仁

等健脾，发挥调整肠道微生物环境的作用，最后添加

大补精血的炙龟板、紫河车、阿胶等益精填髓，该方

是中西医理论结合的基础组方，以脾肾两脏亏虚为切

入点，取得良好临床效果。

研究结果显示，实验结束时，虽然各组大鼠血

Ca、P 差异无统计学意义 （P>0.05），但补益组 Ca/
Cr、P/Cr 显著低于其他组 （P<0.05），而右归组 Ca/
Cr、P/Cr 与假手术组比较差异无统计学意义 （P>
0.05）。这可能与补益组中添加健脾中药对肠道菌群

的调节有关［20］。进一步研究显示补益组大鼠 PINP、
BMP-2 水平显著高于模型组、右归组（P<0.05），而

与假手术组无显著差异无统计学意义 （P>0.05）。

BMP-2 是参与调控骨形成过程中的重要途径之一，

其中 BMP-2 诱导成骨活性最强，是经典 BMPs /
Smad 通路的重要配体，不仅能诱导未分化的骨间质

细胞经过趋化期、分化期、骨质形成及重塑期 4 个环

节，而且在异位骨/ 软骨形成过程中促进软骨内骨

化［21］。叶大林等［22］将小鼠的 BMP-2 基因敲除，发

现其成骨细胞的功能以及骨骼发育均存在缺陷。本研

究中补益组大鼠的 BMP-2 水平显著升高，提示补肾

健脾、益精填髓法能够显著促进 BMP-2 蛋白的分

泌，从而调控骨细胞的增殖和分化，促进骨的正常和

修复。PINP 是原胶原聚合形成 I 型胶原过程中，去

除下来的羧基端附加肽段，反映成骨细胞合成骨胶原

的能力，为监测成骨细胞活力和骨形成的重要指

标［23］。补益组 PINP、BMP-2 水平的增加，可能是由

于有效的中药成分作为一种良性的刺激，使 BMP-2
与细胞膜上的受体 BMPRⅠ、Ⅱ结合成复合物，被自

身磷酸化所激活后，将信息传递到细胞核，通过对相

关物质加以转录促进骨髓基质细胞分化成成骨细胞，

增强了成骨细胞活性［24］。

对各组大鼠骨密度和生物力学指标分析结果显

示，模型组的骨密度、最大载荷、最大位移及刚度显

著低于其他组别（P<0.05），而补益组的骨密度、最

大载荷、最大位移显著高于右归组（P<0.05），与假

手术组无显著差异。这反映了补益组在改善骨代谢、

防止矿物质丢失方面的作用效果。柴爽等［25］研究补

肾、健脾、活血方剂干预骨质疏松症大鼠模型，亦发

现其在改善大鼠骨密度方面能够取得满意的效果。

综上所述，补肾健脾、益精填髓法具有对抗骨质

疏松的效果，且作用机制可能与其调整肠道微生态环

境，减少骨矿物质丢失，上调骨组织中 BMP-2 表

达，增加成骨细胞活性有关。
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