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【摘要】 目的 观察复方中药补肾健脾活血方对绝经后骨质疏松症大鼠模型骨组织中肿瘤坏死因

子
。
75 46

:;
(
9表达的影响

。

方法 将 ;8 只大鼠随机分为正常组
、

假手术组
、

模型组
、

中药对照组
、

西药对

照组
、

补肾健脾活血方大
、

小剂量组共 < 组
,

采用卵巢切除的方法建造绝经后骨质疏松症动物模型
,

灌药

=� > 后取腰椎骨用免疫组化的方法检测 5 4 6
一 (
的表达

。

结果 补肾健脾活血方能明显减少 5 46?
(

表

达的阳性细胞数
,

其作用强于单纯补肾中药和西药治疗
,

并且与剂量呈正相关
。

结论 补肾健脾活血方

通过影响细胞因子 5 46
≅
(
的表达来减少骨吸收

。

【关键词】 补肾健脾活血方 & 骨质疏松症
,

绝经后 & 肿瘤坏死因子
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一 (

9

肿瘤坏死因子 (7 5 4 6
一

(9 是强有力的骨吸收刺

激剂
,

本实验采用免疫组织化学方法
,

用 5 4 6
一(
单克

隆抗体对实验大鼠腰椎松质骨组织中 5 46
一。
的表达

水平进行检测
,

观察补肾健脾活血方对大鼠腰椎松

质骨组织中 5 4 6
一(
表达的影响

。

∀ 材料与方法

∀
3

∀ 实验动物 # 个月龄 Ω ∀〕雌性大鼠 !8 只
,

体重

�Ω �一  �� =
,

购自华中科技大学同济医学院实验动物

中心
。

∀
3

� 药物及制备 7% 9补肾健脾活血方由人参
、

鹿

角霜
、

骨碎补
、

补骨脂
、

淫羊蕾
、

山药
、

白术
、

当归
、

丹

参
、

山植等组成
,

由湖北中医学院附属医院制剂室水

煎浓缩成 ∀ Υ ∀ 浓度
,

即每毫升药液中生药含量为 ∀ =
。

7�9 中成药仙灵骨葆胶囊 7黔卫药准字 ∀ ��∀ = 9
,

贵州

仙灵药业有限公司生产
,

批号为 � � � # ∀=
。

7 9 西药尼

尔雌醇片 7京卫药准字 = 第 � 8 号 9
,

北京四环制药

二厂生产
,

批号为 � � � ! � <
。

∀
3

 模型的建立 对实验大鼠用  [戊巴比妥钠按

每公斤体重 8� Π Ο 作腹腔内注射麻醉
,

俯卧位固定

于大鼠夹板上
,

常规消毒
,

取脊柱两旁切 口
,

无菌操

作下进 入腹腔
,

将双侧卵巢游离并切除
,

止血缝合
,

伤 口用马应龙痔疮软膏外擦预防感染
。

术后大鼠均

自由饮水
,

标准饲料常规喂养 =� >
,

造成实验性大鼠

骨质疏松症模型
。

∀
3

8 分组及给药 !8 只大鼠随机分成 < 组
Υ 正 常

组
、

假手术组
、

模型组
、

中药对照组
、

西药对 照组
、

补
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肾健脾活血方大剂量组7简称大剂量组 9和补肾健脾

活血方小剂量组7简称小剂量组 9
,

每组 ∀� 只
。

假手

术组大鼠在与造模相同的麻醉和切 口条件下
,

切除

腹腔内左右各一块脂肪作假手术
。

正常组为空 白对

照组
,

相同条件下喂养
,

不作特殊处理
。

其余 Ω 组均

按上述造模方法造成骨质疏松症动物模型
。

7注
Υ
实

验过程中模型组
、

假手术组和西药对照组大鼠各死

亡 ∀ 只
,

不列人统计范畴
。

9

术后 =∀ > 开始灌胃给药
,

大剂量组按 8
3

� =乃−−
Ο 将补肾健脾活血方浓缩液灌胃给药 ∀ 次 ]> &小剂量

组按 ∀
3

� =乃�� = 灌胃给药 ∀ 次 ]> & 中药对照组仙灵

骨葆按人鼠体重换算等效剂量灌胃 ∀ 次 ]> & 西药组

尼尔雌醇按人鼠体重换算剂量灌胃 ∀ 次刁司
,

每周其

余 # > 灌等量生理盐水 &共 =� >
。

正常组
、

模型组和

假手术组给予等容量生理盐水灌胃
,

次数和疗程相

同
。

∀
3

Ω 标本制备 实验大鼠处死后
,

取下 场 腰椎
,

按

文献〔‘〕方法置 ∀� [ 中性福尔马林中在 8 ℃温度下浸

泡 8 ! Δ
,

用骨刀切取 Ω
≅

Γ ;
≅

Γ  
≅ 小块

,

加

人 ∀� [ 乙二氨四乙酸 7Α ⊥ 5 2
,

ΤΦ<
3

�9 脱钙
,

温度保

持 8 ℃
,

每周换脱钙液 ∀ 次
。

待用手捏松质骨柔软

有弹性时停止脱钙7约需  � 一 8� >9
,

石蜡包埋
,

制备

8 拌Π 切片
。

∀
3

# 免疫组化方法 切片脱蜡后
,

分别经 甲醇双氧

水封闭内源性酶
,

正常羊血清封闭非特异性染色
。

最后按常规 2Χ ∃ 法进行免疫组化处理
,

即切片经一

抗处理过夜后依次经生物素化二抗
、

2 Χ ∃ 复合物处

理 % Δ
,

⊥ 2 Χ 显色
,

用 .ΧΛ 缓冲液替代一抗作为阴性

对照
。

7抗体和试剂均由武汉博士德生物工程有限

公司提供 9
。

每张切片计数 ∀� 个高倍视野的阳性细

胞数
,

取其均数
。

∀
。

< 统计学处理 组间数据比较采用 6 检验
。

结果

表 ∀ 各组间 5 46
3

( 阳性细胞数的比较7个
] ∀开9

组别 动物数 5 46? ( 阳性细胞数

正常组 ∀ � � !
3

8 士 ∀#
3

!

假手术组 ∀ ∀ � !
3

 士∀ <
3

�

模型组 ∋ ! 
3

Ω 士 �
3

∀‘血

中药对照组 ∀�  <
3

� 士��
3

�△△

西药对照组 ∀∀  =
3

# 士�∀
3

�△。

大剂量组 ∀� � =
3

∀ 士∀#
3

Ω△△
赞 � 口

小剂量组 ∀�  !
3

Ω 上� �
3

#△△

注 Υ

与正常组相比么▲尸_ �
3

�∀ &与模型组相比△△尸 _ �
3

�∀ &与中

药对照组相比
, 尸_ �

3

� Ω &与西药对照组相比 − Τ _ �
3

� Ω &
与小剂量组

相比口尸_ �
3

� Ω

各组间 5 4 6
一(
阳性细胞数的比较 7见表 ∀9

。

假

手术组和正常组相 比
,

5 4 6
一( 阳性细胞数无显著性

差异7尸 ⎯ �
3

�Ω 9 &模型组和正常组相 比
,

阳性细胞数

有非常显著性升高 7尸 _ �
3

�∀ 9 & 中药对照组
、

西药对

照组
、

小剂量组和模型组相比
,

5 4Α (
阳性细胞数有

非常显著性降低 7尸 _ �
3

�∀ 9 & 大剂量组和模型组相

比
,

5 4 6
一 ( 阳性细胞数有非常显著性 降低 7尸 _

�
3

� ∀9 &大剂量组和中药对照组
、

西药对照组
、

小剂量

组相 比
,

5 4 6
一( 阳性细胞数也有显著性降低 7. _

�
3

� Ω 9
,

说明补肾健脾活血方对 5 4 6
一 (
阳性细胞数的

降低作用强于单纯补肾中药治疗和西药雌激素治

疗
,

且与剂量呈正相关
。

免疫组织化学观察可见厂+4 6
一 ( 阳性表达主要

分布在骨小梁周边的成骨细胞和骨髓基质细胞
,

在

胞浆中表达为强阳性
,

而骨基质中成熟骨细胞表达

阴性 &成骨细胞染色明显深于骨髓基质细胞
。

正常

组和假手术组中骨小梁周边和骨髓腔中 5 4 6? ( 阳性

细胞数明显减少
,

染色较淡
。

 讨论

目前绝经后骨质疏松症的西药治疗中备受关注

的方法是雌激素替代治疗
。

但雌激替代治疗有导致

乳房胀痛
、

阴道出血的副作用
,

且有增加乳腺癌和子

宫内膜癌的危险性
,

同时雌激素治疗是否具有确切

疗效以及其使用需维持多长时间也是有待解决的问

题
,

所以对其临床应用尚存疑虑川
。

因此研究绝经

后骨质疏松症的中医药治疗十分必要
。

补肾健脾活血方是我们多年临床经验的总结
,

其药物组成有
Υ
人参

、

鹿角霜
、

淫羊霍
、

骨碎补
、

补骨

脂
、

山药
、

白术
、

当归
、

丹参
、

山植等
。

方中以人参大

补元气
、

健脾养胃
,

鹿角霜益肾助阳活血
,

两药合为

君药 & 又以骨碎补
、

补骨脂和淫羊蕾补肾壮骨
,

山药
、

白术健脾养胃
,

五味合为臣药 & 以当归
、

丹参
、

山植活

血通络
,

共为佐使之药
。

有关实验研究表明
,

补肾中

药具有调节雌激素水平
,

增强雌激素受体活性的作

用
,

从而可促进成骨细胞的骨形成
,

抑制破骨细胞的

骨吸收
,

使骨质疏松症丢失骨量得到一定程度的恢

复
。

如鹿角霜
、

骨碎补
、

补骨脂等中药可益精气
、

补

腰膝
,

据报道其可抑制大鼠实验性骨质疏松症的发

展
,

使钙化骨形成增加「 〕
。

现代临床与实验研究认

为
,

中医学的
“

脾 胃
”

不仅属于消化
、

吸收
、

营养代谢

系统
,

同时也涉及植物神经系统
、

内分泌系统
、

血液

系统等的功能
,

而且通过健脾养胃可调整这些系统

的功能
。

健脾 中药可以加强消化系统的功能
,

改善
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∀#
,

4 −
3

!

肠道吸收
,

有利于营养物质的摄取和利用
,

而且很多

健脾药本身就含有多种氨基酸及微量元素锌等川
,

因而有利于骨形成
。

某些健脾药如人参
、

山药
、

甘草

等有雌激素样作用困
。

补 肾健脾活血方中的活血药

物当归
、

丹参
、

山檀等在改善全身血液循环 的同时
,

骨的血流状态也得到改善
,

从而使骨的营养增多
,

物

质代谢增强
,

骨基质的合成及骨的矿化活动增强〔
“」

。

这些活血药物 既可针对血癖症状如腰背疼痛治疗
,

又可兼顾补肾健脾药物补而不滞的作用
,

山碴既可

活血
,

又可健脾养胃
。

04 6
一(
是一种 ∀< Ζ > (

的细胞因子
,

在骨质疏松

症中发挥重要作用
。

5 4 6
一 (
作用于破骨细胞形成的

所有阶段
,

可刺激破骨前体细胞的增殖和分化
,

增加

破骨细胞形成
,

增强成熟破骨细胞活性
,

刺激成骨细

胞分泌 ∃ς
一

∃Λ 6
、

0α
一

#
、

0α
一

∀∀
、

Τ β Α Κ 等因子而间接刺

激骨吸收
,

增加 ςς.
一

∀
、

ςς.
一

�
、

ςς 0
〕一

= 等金属蛋

白酶的产生 χ <
一

‘� Ρ
。

∀
,

4 6
一。
也可抑制成骨细胞碱性磷

酸酶的生成
,

抑制骨形成和钙化
。

2 %%%∋ %( ∋ ∋
等红

‘,〕将

转基 因 高水 平 表 达 可 溶 5 4 6 受 体 7;5 4 6Ψ
0 ?

6 ϑ %Ο场9的小鼠和对照组小鼠卵巢切除
,

发现高水平

表达的 Λ5 4 6Ψ 0 一

6ϑ %Ο偏 融合蛋 白可中和 5 46 的生

物学作用
,

防止卵巢切除后 的骨丢失
。

研究表明
,

5 46
一。 对破骨细胞形成的刺激作用可被雌激素 肠

或 0α
一

# 中和性抗体所抑制
,

由此证明 5 4 6
一(
通过

0α
一

# 介导促进骨吸收
,

同时也表明 场 有抑制 5 46
一。

的作用「‘8 δ
。

5 4 6
一。
作 用 于 成 骨 细胞

,

使 其 0α
?

%Π Ψ 4 2 水平及 0α
一

∀ 分泌增加
,

因此 5 46 (
也可通

过 %α
一

∀ 中介发挥破骨作用 χ‘Ω〕
。

本实验结果表明
,

5 4 6
一(
在去卵巢大鼠骨组织

中表达明显增多
,

直接地证实了 5 46
一(

参与骨质疏

松症的发病过程
。

从免疫组化观察可知
,

5 卜6
一 ( 主

要分布在骨小梁周边 的成骨细胞以及骨髓基质细

胞
。

说明 5 4 6
一( 可由成骨细胞产生

,

这与以往报道

的成骨细胞是许多影响骨吸收局部及全身因素的初

始作用细胞这一观点相同
。

实验结果还表明
,

骨髓

基质细胞中 5 4 6
一( 阳性 细胞数增多

,

一般认为破骨

细胞来源于骨髓的造血干细胞
,

成骨细胞来源于骨

髓的基质干细胞
,

骨髓微环境对成骨细胞和破骨细

胞的生长和发育起极其重要作用
。

骨髓微环境中
,

5 4 6
一(
增多可调节骨吸收与骨形成

。

本实验的大剂

量组 5 4 6
一( 阳性表达明显减少

,

说明补肾健脾活血

方抑制了骨组织中 5 46? (
的表达

,

从而抑制了破骨

细胞的骨吸收
,

发挥了治疗骨质疏松症作用
。

而且

大剂量组的此种治疗作用优越于 中药对照组
、

西药

对照组和小剂量组
。
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