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健骨颗粒对骨质疏松模型大鼠垂体- 肾上
腺轴的影响
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  摘要  目的:从垂体- 肾上腺轴角度探讨健骨颗粒治疗Ñ型原发性骨质疏松症的作用机制。方法:

通过切除 SD 大鼠双侧卵巢建立Ñ型原发性骨质疏松模型 ,随机分成 3 组, 分别喂服健骨颗粒、骨松宝

和生理盐水。用药 12 周后处死取材, 检测血清皮质醇(COR)浓度, 取脑垂体行 ACTH 细胞免疫化学染

色( S- P法)并形态计量,肾上腺行 HE 染色。结果:切除卵巢 12 周后大鼠出现骨质疏松,血清 COR 浓

度以及垂体 ACTH 阳性细胞数和染色面积均明显高于假手术组(行腹部切口, 但不切除卵巢)。用药 12

周后健骨颗粒组血清 COR水平、垂体 ACTH 阳性细胞数和染色面积均较生理盐水组降低或减少。结

论:补肾健脾中药健骨颗粒可有效调节去卵巢骨质疏松模型大鼠垂体- 肾上腺轴的病理变化和功能状

态,抑制雌激素水平降低后的异常骨吸收。
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Abstr act  Objective: To investigate the effect of Jiangu granule on the primary osteoporosis( POP) in the

view of the pituitary2adrenal gland axis. Methods: POP animal model type I was made by ovariectomized in SD

rats, Which were randomly divided into Jiangu granule group, Gusongbao group and saline group. The animals

were killed at 12 weeks after treatment. The levels of serum COR were measured. The ACTH cells in pituitary

were stained with immunocytochemical met hod and observed with morphometry. The adrenal gland was

stained with HE. Results: Osteoporosis occur red at 12 weeks after ovariectomy. The level of the serum COR

and the number of the positive ACTH cells were higher than sham2operation group. After 12 weeks of treat2

ment, the levels of the serum COR and t he numbers of the posit ive ACTH cells in Jiangu granule groups were

lower than the saline group. Conclusion: Jiangu granule can adjust the functional statement of the pituitary2a2

drenal gland axis of ovar iectomized rats by means of / invigorating the kidney and spleen0and inhibit the abnor2

mal bone resorption after ovariectomy.
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  随着世界人口老龄化的提前到来,骨质疏松症

以及由它引发的骨折发生率迅速增加。虽然骨质疏

松症发生与多种因素有关, 但内分泌功能紊乱是其

重要的发病机制之一。垂体- 肾上腺轴是机体重要

的内分泌调控通道, 皮质类固醇激素对骨形成和骨

吸收起重要作用。纯中药制剂健骨颗粒以/肾主骨0

理论为原则,从补肾健脾入手组方用药。前期实验

研究表明:该药能明显改善Ñ型原发性骨质疏松模

型大鼠的骨代谢状况, 有效防治实验性Ñ型骨质疏

松症[1, 2]。为进一步探讨健骨颗粒治疗骨质疏松的

作用机制,本实验将运用放射免疫学、免疫细胞化学

染色和计算机图像分析等技术, 观察去卵巢模型大

鼠中药治疗前后垂体、肾上腺形态结构变化, 并结合

血清中相应激素浓度的改变, 阐明健骨颗粒对模鼠

垂体- 肾上腺轴功能的影响, 既为临床新药开发提

供理论依据, 也有助于人们对中医药治疗骨质疏松

症机制的了解和认识。
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1  材料和方法

111  实验药物  健骨颗粒由煅狗骨、淫羊藿、党参

等中药组成,原药材从福建省医药公司统一购进, 由

本院中试车间加工制备, 每克颗粒含原生药 219 g。

骨松宝颗粒由贵州富华药业有限责任公司生产(黔

卫药准字号第 100079号)。

112  实验动物处理  50只 6月龄 SD雌性大鼠(由

上海西普尔 - 必凯实验动物有限公司提供) , 体重

350~ 400 g。适应性喂养 1周后,随机分成模型组 40

只(行腹部切口, 切除双侧卵巢)和假手术组 10 只

(行腹部切口,但不切除卵巢)。手术后 12周模型组

和假手术组各处死 10只, 经骨密度及形态学指标检

测确定模型成立[2]。剩余 30只模鼠再随机分成健

骨颗粒组、骨松宝组和生理盐水组, 分别喂服健骨颗

粒2 g# kg- 1#d- 1、骨松宝 115 g# kg- 1#d- 1和生理盐

水2 ml#kg- 1#d - 1。统一于术后 13周起灌胃(即模

型成立后给药) , 每天 1 次, 所有颗粒制剂均溶于水

后灌服, 实验大鼠均在相同条件下自由摄食饮水。

于灌药 12周后处死取材。颈动脉取血,离心留取上

清液, - 20 e 冰箱内冻存待测。取大鼠脑垂体、肾上

腺等标本,分别以 Bouin. s液和 10%甲醛固定。

113  检测指标和方法  血清皮质醇 (COR)浓度运

用放射免疫分析法(RIA)测定, 操作步骤根据使用说

明书,试剂盒由中国原子能科学研究院同位素所提

供;垂体 ACTH 细胞运用免疫细胞化学方法染色( S2

P法) ,试剂盒由福州迈新生物技术开发公司提供, 运

用Leica Q550型真彩色图像分析仪进行定量分析,

在光学显微镜下( @100) 随机选取脑垂体远侧部 8

个视野,每视野面积 200Lm@200 Lm,计算阳性细胞

数及阳性染色面积。肾上腺行常规石蜡切片 HE 染

色,光镜观察。

114  统计学处理  运用 SPSS 软件包进行数据分

析,参数值用均数 ? 标准差( �x ? s)表示,测定结果分

别作组间比较 t 检验。

2  结果

211  垂体 ACTH 细胞免疫化学染色及形态计量结

果  光镜下可见: ACTH 细胞散在分布于整个垂体

前叶, 呈圆形、卵圆形、三角形、多角形星形或不规则

形,核周细胞质中有阳性颗粒,且细胞内阳性颗粒密

集地沿胞膜下分布。模型组 ACTH 细胞较密集, 细

胞体积较大,呈多角形或卵圆形,染色较深(图 1) , 而

假手术组 ACTH 细胞分布较稀疏,散在分布,细胞体

积较小, 染色较浅 (图 2)。形态计量显示模型组

ACTH 细胞阳性反应数及阳性染色面积均显著高于

假手术组( P< 0101,见表 1)。健骨颗粒组 ACTH 细

胞较生理盐水组稀疏, 染色浅(图 3, 4) , ACTH 细胞

阳性染色面积低于生理盐水组, 有统计学意义( P <

0105) (见表 1) ,而两用药组无明显差异。
表 1 ACTH 细胞免疫细胞化学形态定量及

   血清 COR 含量测定结果(�x ? s)

Tab11  Results of determina tions of ACTH cell

with immunocytochemistry and morphometry and COR in serum

组别    阳性细胞数(个) ) 阳性染色面积(Lm2) COR( ng/ ml)

模型组 1741250? 241182# 18921371? 2971917# 43163? 9186#

假手术组 831125? 81543 13891648? 2581461 25132? 4180

健骨颗粒组 1341125? 171521* 12861184? 2531692v 33124? 3113*

骨松宝组 1191375? 141422* 13311654? 2661379 36144? 5153*

生理盐水组 1731500? 211125 1555135? 1861607 51169? 3121

  注:模型组与假手术组比较, # P < 0101;健骨颗粒组、骨松宝组

与生理盐水组比较, * P < 0101, v P< 0105。

212  血清 COR 含量检测结果  卵巢摘除后大鼠血

清 COR 含量明显升高, 与假手术组比较, 统计学意

义显著( P < 0101)。用药后健骨颗粒组和骨松宝组

的血清 COR浓度均明显下降,与同期生理盐水组比

有明显差异(P < 0101)。从数字上看,健骨颗粒组血

清 COR浓度低于骨松宝组,但无统计学意义。

213  肾上腺常规形态学观察结果  大鼠肾上腺束

状带模型组较假手术组明显增宽, 细胞呈低柱状增

生变大(见图 5, 6)。术后 24周, 健骨颗粒组与骨松

宝组束状带均有所萎缩,肾上腺皮质变薄, 而生理盐

水组束状带仍增宽明显,类脂质颗粒及小脂滴增加,

在切片上呈泡沫状。

3  讨论

  中医理论认为绝经后骨质疏松症发生的病理基

础是肾亏脾虚,健骨颗粒正是针对/肾亏脾虚0这一

病机处方用药, 意在补肾健脾, 强筋壮骨。众所周

知,中医/肾0的生理功能较为广泛,其中与内分泌系

统关系密切。近年来, 通过对/肾虚0实质的研究证

实, /肾虚0与下丘脑- 垂体- 多个靶腺系统功能紊

乱以及肾上腺、甲状腺、性腺等退行性改变有关[3]。

现代医学研究表明, 绝经后骨质疏松症的发生主要

是由于雌激素水平的下降或缺乏所致, 但卵巢功能

不足或丧失引起骨质疏松的详细病理机制却仍然不

甚明了,而且近年来有研究表明雌激素减少并非是

引起绝经后骨质疏松的唯一因素[ 4] , 该病的发生与

体内多种激素浓度变化密切相关。

血清皮质醇(COR)是人体肾上腺皮质束状带分

泌的一种糖皮质激素, 它是维持人体生命活动的重
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要激素之一。血清皮质醇含量的测定是了解肾上腺

皮质功能的一项重要参数, 而皮质醇的分泌受垂体

前叶促肾上腺皮质激素细胞(ACTH 细胞)的调控,

ACTH 的释放能刺激肾上腺皮质增生, 促进肾上腺

皮质的功能活动。皮质类固醇激素可通过降低骨形

成和促进骨吸收两个方面对骨代谢起作用。皮质类

固醇可促进蛋白质分解, 使骨基质的蛋白合成障碍,

因此影响骨形成。Chen等[ 5]发现骨细胞内有皮质类

固醇的受体存在, 皮质类固醇可直接作用于骨细胞

而发挥作用。Reid[6]的多项研究表明,将灵长类的骨

细胞置于皮质类固醇的培养液中, 对细胞生长及

RNA的合成等均有抑制作用, 故认为皮质类固醇可

影响成骨细胞功能、抑制其增殖及衍化为骨细胞。

过多的皮质类固醇还能抑制肠道对钙的吸收, 增加

尿钙排泄, 使血钙水平降低, 继发甲状旁腺激素

( PTH)的分泌和释放增加,从而使骨吸收加强[ 7]。

本实验结果显示, 卵巢摘除后 12 周, 大鼠垂体

ACTH 细胞数、阳性染色面积均明显高于假手术组

(P < 0101) ,模型组肾上腺束状带明显增宽, 细胞增

生、细胞体积大多数呈低柱状, 大鼠血清 COR 含量

亦明显高于假手术组, 两组相比有明显统计学意义

(P < 0101)。揭示去势后随着机体雌激素水平的下

降,垂体 ACTH 细胞功能明显活跃, 进而刺激肾上腺

皮质细胞的增生,细胞功能也明显活跃,皮质类固醇

激素分泌增加, 抑制骨形成,增加骨吸收, 出现骨质

疏松。通过这一现象, 我们推测机体的雌激素水平

对垂体- 肾上腺轴有一定的抑制作用,当切除卵巢

雌激素水平下降时, 垂体- 肾上腺轴的抑制作用解

除,因此出现明显的功能活跃状态。用药 12周后,

健骨颗粒组和骨松宝组垂体 ACTH 细胞数目和阳性

染色面积均明显下降, 血清 COR 浓度亦显著降低

(与肾上腺 HE 染色结果相一致) ,与同期生理盐水组

相比均有明显统计学意义( P < 0101)。两用药组相

比,从数字上看,健骨颗粒组的 ACTH 细胞阳性染色

面积和血清 COR浓度均较骨松宝组低,但无明显统

计学差异。揭示健骨颗粒一方面通过补肾健脾的整

体调节,有效控制骨质疏松模型大鼠因去势而出现

的垂体- 肾上腺轴功能亢奋的病理态势, 另一方面

可能由于健骨颗粒含有植物类雌激素样物质, 以代

偿因卵巢切除而引起的雌激素水平的降低, 从而抑

制垂体- 肾上腺轴的亢奋状态, 具体包括抑制垂

ACTH 细胞的增生和活性, 限制肾上腺皮质束状带

细胞的增殖和功能, 减少 COR 的合成和分泌, 降低

血清 COR浓度, 从而改善皮质类固醇激素对骨代谢

的副作用, 促进骨形成, 减少骨吸收, 达到治疗骨质

疏松的目的。

综上所述, ¹机体雌激素水平对垂体- 肾上腺

轴有一定的抑制作用; º垂体- 肾上腺轴功能亢进,

类固醇激素分泌增加, 是卵巢切除大鼠产生骨质疏

松复杂机制的一个不可忽视环节; »健骨颗粒可通

过/补肾健脾0有效调节去卵巢骨质疏松模型大鼠垂

体- 肾上腺轴的病理变化和功能状态, 使 ACTH 细

胞功能、血清 COR 水平趋于正常, 这可能是该药有

效治疗骨质疏松症的重要机制之一。

(本文图 1- 6见后插页 2)
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