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红曲对去卵巢大鼠 BMP 2表达及成骨细胞
增殖影响的实验研究
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摘要 目的:研究红曲对去卵巢大鼠 BMP 2 表达及成骨细胞增殖的影响。方法: 取 12 周龄的雌性

Wistar大鼠 40 只,其中 30 只打开腹腔去除双侧卵巢, 逐层缝合, 另 10 只予以单纯打开腹腔不切除卵

巢。将大鼠分为 A组(模型组)、B组(治疗组)、C组(阳性对照组)、D 组(假手术组) ,饲养 12 周后,分别

予以生理盐水、红曲水提液、 D3 水溶液及生理盐水灌胃。灌胃 12 周后, 活杀各组动物, 取右胫骨上端

做病理切片,通过 HE 染色对成骨细胞等进行观察比较、BMP 2 免疫组化染色观察。结果: 经过12周的

红曲水提液灌胃治疗,成骨细胞数量明显增加, 而且通过免疫组化染色发现有 BMP 2 的棕色深染,阳性

细胞比例明显高于模型组。结论:红曲可促进成骨细胞增殖、分化, 推测其治疗骨质疏松症的机制可能

是通过提高 BMP 2 的表达来实现的。
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Abstract Objective: To study the effects of Hongqu on BMP 2 expression and osteoblastic proliferation in

ovar iectomized ( OVX) rats.Methods: Laparotomy w ere done in 40 female W istar r ats with 12 weeks age, a

mong them, ovaries of 30 rats were cut off, the others did not deal anything . They were div ided into four

g roups: Model, ther apy, positiv e contr ol and sham operation group ( group A , B, C, D) . Saline, Hongqu extr ac

tant, D3 aqueous solution, saline were g iven respectively during 12 weeks after operation. All r ats w er e killed

at 12 w eeks after administration. The prox imal end of t he right tibia w er e cut for pathological section, and os

teoblasts were observ ed with HE staining and BMP 2 expression in bone tissue by immunohistochemistry

staining .Results:Compared with group A , the expression of BMP 2 and the number of osteoblasts were significantly

increased in group B. Conclusion:Hongqu obviously increased the number of osteoblasts in OVX rats. The results

showed that high expression of BMP 2 may be an important therapeutic mechanisms in osteoporosis.
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近年来随着人口的老龄化, 骨质疏松症( Osteo

porosis, OP)已成为社会的主要健康问题之一, 随着

OP 患者明显增加, 其症状有明显加重的趋势, 常伴

随高脂血症、高血压等。目前,在防治高脂血症和骨

质疏松症这两类疾病时, 许多老年人同时服用调脂

药和抗骨质疏松制剂。为了提高老年人的生活质

量、推迟衰老进程、延年益寿和节约医药费开支, 我

们有必要寻找一种既能调脂、又能防治骨质疏松的

理想药物。国外有文献报道他汀类调脂药物能够防

治 OP。红曲是一味传统中药材, 其代谢产物为洛伐

他汀,其调脂作用已非常明确。为验证其是否同他

汀类药物一样能够提高 BMP 2的表达, 从而达到治

疗 OP 的目的,我们进行了以下实验。

1 材料与方法

1 1 实验药物  红曲水提液: 由浙江中医学院附

属医院中药房提供, 含生药 0 625 g / ml。! D3胶

丸:以色列梯瓦制药工业有限公司生产,批号( 95)卫

药准字 J 10号, 使用时配制成浓度 0 005 g/ ml的

水溶液。 ∀ 氯胺酮: 上海第一生化药业有限公司生

产,批号沪卫药准字( 1995)第 001064号。
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1 2 实验动物 取 12 周龄的雌性 Wistar 大鼠

40只, 体重约 280 g。由浙江中医学院实验动物中

心提供。大鼠分 8 笼予以常规饲料喂养, 自由饮

水。饲养室保持良好通风, 控制室温在( 21 # 1) ∃ ,

湿度 63%, 噪音< 55分贝, 光照与黑暗时间12 h交

替。

1 3 动物造模 腹腔注射氯胺酮( 5 mg/ 100 g )麻

醉条件下,打开大鼠腹腔去除双侧卵巢, 逐层缝合;

正常对照组(假手术组)仅予以单纯剖腹后立即关

闭。造模的前 3 d,肌注青霉素 4 % 10
4
U/只, 预防

感染。

1 4 饲养及给药 将上述 Wistar 大鼠 40只, 随机

分为A、B、C、D 4组,每组 10只。A组为模型组, 切

除双侧卵巢; B组为红曲治疗组, 切除双侧卵巢并予

以中药红曲治疗; C 组为阳性对照组,切除双侧卵巢

并予以西药 D3 治疗; D组为正常对照组 (假手术

组)。造模后, 将大鼠分 8 笼予以常规饲料喂养

12周,第 13 周起开始给药。正常对照组、模型组每

天以生理盐水 10 ml/ kg 灌胃; 红曲组每天以红曲水

提液 10 ml/ kg灌胃; 阳性对照组每天以 D3胶丸水

溶液 10 ml/ kg 灌胃。整个灌胃过程持续 12周。

1 5 观察指标 取大鼠右胫骨经 10%的甲醛固定,

蒸馏水冲洗后, 置入 5%乙二胺四乙酸( EDTA)液中

脱钙 10~ 15 d。脱钙成功后取材(右胫骨上端纵横

两个切面) ,冲水 24 h, 烘干,石蜡包埋, 4 m 厚连续

切片,行 S- P 法免疫组化染色及 HE染色。S- P 染

色法流程: 石蜡切片常规脱蜡脱水; 3%过氧化氢孵

育 5~ 10 m in;蒸馏水冲洗, PBS浸泡 5 min; 滴加封

闭用正常血清工作液, 室温孵育 10~ 15 min,倾去;

滴加 1&50抗 BMP 单克隆抗体( BM P- M c Ab) ,为小

鼠 IgG2a, 4 ∃ 过夜; PBS 冲洗, 3 min % 3次;滴加生物

素标记羊抗小鼠 IgG, 37 ∃ 孵育 10~ 15 min; PBS 冲

洗, 3 min % 3次;滴加辣根酶标记链霉卵白素工作液

( S - A/HRP) , 37 ∃ 孵育 10 ~ 15 min; PBS 冲洗,

3 m in % 3次; 显色剂( DAB)显色; 自来水冲洗, 苏木

素复染,中性树胶封片。BMP 2阳性物定位于细胞

浆,呈棕黄色。结果判断: 计算 200 个细胞, 阳性细

胞小于 5%为( - ) ; 5% ~ 25%为( + ) ; 26% ~ 50%为

( + + ) ;大于 50%为( + + + )。HE 染色观察成骨细

胞并计数( 100倍光镜下计数 10个视野的成骨细胞,

取其均数)。

1 6 统计学方法 采用 SPSS 10 0统计软件包进

行统计。各组数据采用  x # s 表示, 各组数据间比较

用 t 检验,计数资料采用  2 检验。以 P< 0 05为显

著性差异, P< 0 01为非常显著性差异。

2 结果

2 1 红曲对去卵巢大鼠的 BMP 2 表达的影响

表 1表明,红曲治疗组去卵巢大鼠右胫骨上端,免疫

组化染色出现胞浆棕黄色深染的结果, ( - )为 0只,

(+ ) 为 6 只, ( + + ) 为 4 只, 阳性率高于模型组

(  
2
= 5 952, P < 0 05)和正常对照组(  

2
= 4 267,

P< 0 05) ,与阳性对照组之间差异无显著性。

表 1 红曲水提液对去卵巢大鼠骨中 BMP 2含量的

影响(灌胃三个月) (只)

Tab. 1 The effects of Hongqu on BMP 2 contains in bone of

ovariectomized rats ( sacrificed at 3 months) ( Cases)

组别

Groups

阳性细胞

< 5%

Positive

cells< 5%

阳性细胞在

5% ~ 25%

之间

Posit ive

cell in

5% ~ 25%

阳性细胞在

26% ~ 50%

之间

Posit ive

cell in

26% ~ 50%

阳性率

Positive

rate

A 6 4 0 40%

B 0 6 4 100%

C 0 5 5 100%

D 5 3 2 50%

2 2 红曲对去卵巢大鼠成骨细胞数量的影响 HE

染色观察成骨细胞并计数,经统计学处理, 红曲治疗

组成骨细胞数量为 30 10 # 12 51, 阳性对照组为

28 70 # 11 98, 正常对照组为24 90 # 9 31, 模型组

为16 10 # 6 01。红曲治疗组、正常对照组与模型组

比较, P< 0 05, 阳性对照组与模型组比较, P <

0 01,表明红曲治疗组、阳性对照组、正常对照组的

成骨细胞数量均多于模型组; 红曲治疗组、阳性对照

组、正常对照组之间的差异无显著性( P> 0 05)。

3 讨论

红曲是一味传统中药材, 为曲霉科真菌紫色红

曲霉寄生在粳米上而成的红曲米,具有活血化瘀、健

脾消食之功效。现代药理认为红曲中含有强效的血

脂调节剂洛伐他汀, 其调脂作用已非常明确, 且副作

用明显小于他汀类药物。他汀类药物是目前国内外

流行用于降低胆固醇、预防心血管疾病的药物[ 1, 2] ,

其作用机制是抑制 HMG CoA还原酶来降低肝脏胆

固醇的合成[ 3]。

近年来,国内外都有文献报道服用他汀类药物

调脂的同时, 可增加患者的骨密度, 修复骨的显微结

构,使骨强度得以加强, 从而降低骨折的危险, 因此

26 中国骨伤 2005年 1月第 18卷第 1期 China J Orthop & Trauma, Jan. 2005, Vol. 18, No. 1



可能正是人们一直在积极寻找的有助于骨重建的因

子[ 4]。宋纯理等[ 5]通过体外培养成年小鼠的成骨细

胞进行研究,结果发现洛伐他汀作用 72 h后,成骨细

胞胞浆内 BMP 2表达水平增高, 认为 BMP 2是有效

刺激成骨的细胞因子, 不仅可以促进成骨细胞及其

前体细胞的增殖,还促进成骨细胞的分化,甚至还促

进肌细胞的前体细胞系分化为成骨细胞而抑制肌细

胞的分化。Mundy 等[ 6]通过实验研究发现经辛伐他

汀处理的人类 MG 63 成骨细胞株培养上清液中,

BMP 2 的产量增加了 27 倍。BMP 为一酸性多肽,

分子量为 20 000左右, 主要存在于兔、牛、猴等动物

及人的骨基质、牙基质中。张子军等[ 7]研究发现, 内

源性 BMP 2主要来源于骨端坏死吸收和间充质细胞

分泌两种途径, 在骨缺损区存在 BMP 浓度梯度, 能

诱导间充质细胞分化成骨祖细胞进而形成成骨细

胞,从而加速骨的形成。BMP 2已被公认是成骨细

胞的转化促进因子[ 8, 9] ,成骨细胞在体内各种调控因

素的调节下发展而来, BM P 2是主要调控因素之一。

成骨细胞内 BMP 2表达增高,细胞自分泌 BMP 2增

多,成骨细胞以自分泌的方式调节其自身的增殖、分

化及代谢
[ 10]

, 还可合成、分泌 20余种胶原与非胶原

蛋白质和一些骨代谢局部调节因子, 在骨重建中生

成类骨质, 修补破骨细胞骨吸收形成的陷窝, 促进类

骨质矿化, 因而对骨组织的生长发育、损伤修复、骨

代谢平衡与骨量维持等起着关键作用。成骨细胞功

能减退导致新骨形成量减少, 对骨吸收陷窝的修补

能力减弱, 造成骨小梁变细、薄弱、穿孔,皮质骨出现

多孔性改变,从而引起骨质疏松症的发生[ 11]。

本实验发现, 经过 12 周的红曲水提液灌胃治

疗,通过免疫组化染色发现在胞浆中有 BMP 2 的棕

色深染, 染色程度明显高于模型组与正常对照组

( P< 0 05)。HE染色可见红曲治疗组与阳性对照组

的成骨细胞数量均明显增加。表明红曲能明显增加

骨中 BMP 2的表达, 推测其途径可能为红曲能促进

间充质细胞分泌 BMP 2,并促使其向成骨细胞转化,

从而加速骨形成,具有治疗 OP 的作用。
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