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·论　著·
二仙汤对去卵巢大鼠骨质疏松的作用

年　华１，徐玲玲１，马明华２，张巧艳３，秦路平３，郑汉臣３
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药学院生药学教研室，上海２００４３３）

［摘要］　目的：研究二仙汤对去卵巢大鼠骨质疏松症的作用。方法：去卵巢诱导大鼠骨质疏松症，１２周后，取胫骨近端行不

脱钙制片进行骨组织形态计量学分析；双能Ｘ射线骨密度仪测量股骨骨密度。结果：二仙汤能显著增加骨小梁面积百分比和

骨小梁厚度（Ｐ＜０．０１），减少骨小梁分离度（Ｐ＜０．０５）；增加骨形成参数：矿化沉积率（ＭＡＲ）、骨形成率（ＢＦＲ／ＢＳ、ＢＦＲ／ＢＶ、

ＢＦＲ／ＴＶ）（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；减少破骨细胞数（Ｐ＜０．０１）且显著增加去卵巢大鼠股骨骨密度（Ｐ＜０．０５）。结论：二仙汤对

去卵巢大鼠骨质疏松有保护作用，主要是通过促进骨形成、抑制骨吸收、提高骨密度。
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　　绝经后骨质疏松症是一种影响中老年妇女身心

健康的代谢性骨疾病。其特征是骨量减少，骨组织

的显微结构改变，骨折的危险性增大。补肾健脾是

祖国医学防治此病的思路之一［１２］。近年来，在“肾

主骨”中医理论指导下，许多学者应用补肾壮骨法研

制出了疗效肯定、副作用小的中药制剂。二仙汤

（ＥＸＤ）是张伯讷教授２０世纪５０年代创制的著名方

剂，全方由仙茅、淫羊藿、黄柏、巴戟天、当归和知母

组成，主要用于治疗更年期综合征和延缓衰老［３］，在

骨质疏松症的防治方面也显示了较好的效果，临床

应用４０余年，疗效确切，载入多部中医方剂学著

作［４５］。本文通过去卵巢大鼠骨质疏松模型，用骨组

织形态计量学的方法和骨密度等方法，研究了二仙

汤对去卵巢大鼠骨质疏松的治疗作用，探讨其作用

机制，以期为临床更好的使用该药提供科学依据。

１　材料和方法

１．１　药品及试剂　钙黄绿素、盐酸四环素、Ｇｏｌｄ

ｎｅｒｓ染色试剂均购自Ｓｉｇｍａ（美国）；甲基丙烯酸甲

酯购自北京化工厂；邻苯二甲酸二丁酯购白天津市

化学试剂一厂；过氧化苯甲酰购自广州化学试剂厂；

氯胺Ｔ购自中国医药集团上海化学试剂公司；对二

甲替氨基苯甲醛购自广州化学试剂厂；尼尔雌醇：上
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海第十二制药厂。二仙汤为第二军医大学药学院生

药学教研室自制（淫羊藿、仙茅、巴戟天、黄柏、知母、

当归六味药材各２５０ｇ，沸水煎煮、浓缩后制成，相当

于１ｇ生药量／ｍｌ）。

１．２　仪器　低速锯（ＢｕｅｈｌｅｒＬＴＤＵＳＡ）；硬组织切

片机（德国Ｌｅｉｃａ２１５５）；碳化钨钢刀（德国 Ｌｅｉｃａ公

司产品）；自动化图像数字化分析仪包括光镜和荧光

显微镜（Ｎｉｋｏｎ，日本）；骨组织形态计量学测量软件

（ＫＳＳＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＣｏｎｓｕｌｔａｎｔｓ，ＵＴＵＳＡ）；双能Ｘ射

线骨密度仪（美国Ｌｕｎａｒ公司骨密度分析系统）

１．３　动物　３个月龄雌性ＳＤ大鼠，体质量２００～
２２０ｇ，由中国科学院上海实验动物中心提供（动物

合格证号：ＳＬ０５０２１６）。

１．４　实验方法　将大鼠随机分为５组，每组１０只，

包括假手术组（Ｓｈａｍ）、去卵巢组（ＯＶＸ）、尼尔雌醇

（ｎｙｌｅｓｔｒｉｏｌ）组、二仙汤组（ＥＸＤ，３ｇ／ｋｇ和６ｇ／ｋｇ）。

各组大鼠在２％戊巴比妥钠 （４０ｍｇ／ｋｇ）麻醉下，

背部肋下切开皮肤、肌肉，暴露腹腔，找出双侧卵巢，

Ｓｈａｍ 组保留，其余各组切除。术后所有动物在

２４～２８℃，通风良好的条件下饲养，每周称体质量１
次。治疗从术后第３天开始，Ｓｈａｍ 组和ＯＶＸ组灌

胃生理盐水，５ｍｌ／ｋｇ，每周６次；尼尔雌醇组灌胃

０．２ｇ／Ｌ的尼尔雌醇，５ｍｌ／ｋｇ（１ｍｇ／ｋｇ），每周１
次；二仙汤组灌胃汤剂，用量相当于３、６ｇ（生药量）／

ｋｇ，折算为成人剂量的６倍，每周６次，连续给药１２
周。所有大鼠在处死前第１４、１３天分别皮下注射盐

酸四环素２５ｍｇ／ｋｇ，作为第１次荧光标记；处死前

第４、３天分别皮下注射ｃａｌｃｅｉｎ１０ｍｇ／ｋｇ，作为第２
次荧光标记。给药１２周后，将大鼠断头处死。分别

剔除左侧股骨和右侧胫骨，剥离骨组织后分别保存。

１．５　骨密度及骨形态计量学检测

１．５．１　骨密度的检测　将分离肌肉组织后的大鼠

左侧股骨，用缓冲液纱布包裹后保存于－８０℃。检

测时采用小动物扫描模式于双能 Ｘ射线骨密度仪

检测大鼠股骨干骺端１０ｍｍ区域的骨密度（ＢＭＤ）。

１．５．２　骨形态计量学参数的检测　按文献［６７］的方

法，将大鼠右侧胫骨在切片机上用特制碳化钨钢刀

切成１０μｍ和５μｍ厚的切片。其中，１０μｍ切片用

于测量静态参数和反映骨形成的动态参数，５μｍ切

片经Ｇｏｌｄｎｅｒｓ染色后用于测量破骨细胞数量和破

骨细胞周长百分数等反映骨吸收的参数。用半自动

图像数字化分析仪，包括光镜和荧光显微镜、数字化

板、电脑和形态学程序“Ｓｔｅｒｅｏｌｏｇｙ”体视学软件（美

国），测量大鼠胫骨距骺线下１ｍｍ处至远端４ｍｍ
范围内的骨组织的各参数。其测算参数之含义和计

算公式见文献［８］。

１．６　统计学处理　数据用 珚ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ

１１．０统计软件行单因素方差分析。

２　结　果

２．１　对去卵巢大鼠胫骨干骺端静态骨形态计量学

参数的影响　由表１可见，ＯＶＸ组与Ｓｈａｍ 组比

较，骨量明显减少，如骨小梁面积百分数下降７７．８％
（Ｐ＜０．０１），骨小梁厚度下降３７．８％（Ｐ＜０．０５），骨

小梁数目下降６２％（Ｐ＜０．０５），骨小梁分离度增加

４．７倍（Ｐ＜０．０１）；６ｇ／ｋｇＥＸＤ与ＯＶＸ组比较，骨

量明显恢复，骨小梁面积百分数增加２９２％（Ｐ＜
０．０１），骨小梁厚度增加３０６％（Ｐ＜０．０１），骨小梁分

离度减少４８．９％（Ｐ＜０．０５），而骨小梁数目未见明

显改变，表现出明显的促进骨小梁生长的作用，同３

ｇ／ｋｇ组相比骨小梁面积百分数和骨小梁厚度都明

显增加（Ｐ＜０．０１）。尼尔雌醇能提高去卵巢大鼠骨

小梁面积百分数（Ｐ＜０．０５，表１）和骨小梁数目

（Ｐ＜０．０５），使骨小梁分离度减少（Ｐ＜０．０１），表现

出一定的骨保护作用。

表１　二仙汤对大鼠胫骨干骺端松质骨静态形态学参数的影响

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＥｒｘｉａｎｄｅｃｏｃｔｉｏｎｏｎｓｔａｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｐｒｏｘｉｍａｌｔｉｂｉａｌｃａｎｃｅｌｌｏｕｓｂｏｎｅｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｍｅｔｒｙｉｎｒａｔｓ
（ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｐｅｒｃｅｎｔｏｆｔｒａｂｅｃｕｌａｒ
ａｒｅａ（％）

Ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ
ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ（ｄ／μｍ）

Ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ
ｎｕｍｂｅｒ（ｍｍ－１）

Ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ
ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ（ｌ／μｍ）

Ｓｈａｍ ２３．９７±２．９４ ７０．１１±９．８４ ３．４１±０．３１ ２２２．３１±２２．８３

ＯＶＸ ５．３２±１．０９ ４３．６２±１．４１ １．３１±０．２２ １２６７．４１±１２７．６１
Ｎｙｌｅｓｔｒｉｏｌ＋ＯＶＸ １３．５７±２．２７ ５７．４２±４．８２ ２．４４±０．３１ ３７２．５２±５２．１４

３ｇ／ｋｇＥＸＤ＋ＯＶＸ ７．０５±３．３３ ５８．８４±５．０６ １．２５±０．５６ ６３２．５２±１１１．４１

６ｇ／ｋｇＥＸＤ＋ＯＶＸ ２０．８６±２．０３△△ １７６．９１±２９．４２△△ １．３２±０．２２ ６４７．６３±２０１．７２

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＯＶＸｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓ３ｇ／ｋｇＥＸＤｇｒｏｕｐ；ＥＸＤ：Ｅｒｘｉａｎｄｅｃｏｃｔｉｏｎ；ＯＶＸ：Ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ
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２．２　对去卵巢大鼠胫骨干骺端动态骨形态计量学

参数的影响　结果表明，同Ｓｈａｍ比较ＯＶＸ能使骨

形成参数明显增加，表现出明显的骨高转换现象。

如荧光标记周长百分率增加４７．６％（Ｐ＜０．０５，表

２），骨矿化沉积率（ＭＡＲ）增加５５％（Ｐ＜０．０５），骨

形成率／周长（ＢＦＲ／ＢＳ）增加１３８％（Ｐ＜０．０１），骨形

成率／小梁面积（ＢＦＲ／ＢＶ）增加１８４％（Ｐ＜０．０１），

骨形成率／组织参数（ＢＦＲ／ＴＶ）无显著差异；同去卵

巢组相比６ｇ／ｋｇ二仙汤能显著促进去卵巢后骨形

成参数的增加，ＭＡＲ、ＢＦＲ／ＢＳ、ＢＦＲ／ＢＶ、ＢＦＲ／ＴＶ
有显著性差异（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，表２），有明显的

促进骨形成的作用；同３ｇ／ｋｇ组相比骨形成作用更

强（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；３ｇ／ｋｇ二仙汤的骨矿化沉

积率和骨形成率较卵巢组低。尼尔雌醇则显著降低

去卵巢后骨形成的动态指标（表２）。

表２　二仙汤对大鼠胫骨干骺端松质骨动态形态学参数的影响

Ｔａｂ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＥｒｘｉａｎｄｅｃｏｃｔｉｏｎｏｎｄｙｎａｍｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｐｒｏｘｉｍａｌｔｉｂｉａｌｃａｎｃｅｌｌｏｕｓｂｏｎｅｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｍｅｔｒｙｉｎｒａｔｓ
（ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｐｅｒｃｅｎｔｏｆｌａｂｅｌ
ｐｅｒｉｍｅｔｅｒ（％）

Ｍｉｎｅｒａｌａｐｐｏｓｉｔｉｏｎ
ｒａｔｅ（μｍ·ｄ－１）

Ｂｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ／ＢＳ（％／ｙｅａｒ）

Ｂｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ／ＢＶ（％／ｙｅａｒ）

Ｂｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ／ＴＶ（％／ｙｅａｒ）

Ｓｈａｍ ２２．９１±２．１０ ０．７８±０．０８ １５．７１±４．１１ １４１．７１±５４．１２ ３２．９１±８．５９

ＯＶＸ ３３．８２±２．９１ １．２１±０．０８ ３７．４２±２．５２ ４０２．６１±４４．９３ ２４．７１±６．８１

Ｎｙｌｅｓｔｒｉｏｌ＋ＯＶＸ ２１．１１±３．７１ ０．７６±０．０３ １８．２３±４．０１ １９４．２２±４８．９１ ２６．６２±８．８２

３ｇ／ｋｇＥＸＤ＋ＯＶＸ ２８．４２±２．４５ ０．７７±０．０２ １６．７９±３．９１ ３２０．１１±６７．４１ ２１．３１±４．０１

６ｇ／ｋｇＥＸＤ＋ＯＶＸ ３５．８７±１．２３ １．６８±０．０１△ ５５．０±１．３１△△ ５１７．５３±３３．９１△ ４８．３５±７．２３△

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＯＶＸｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓ３ｇ／ｋｇＥＸＤｇｒｏｕｐ；ＢＳ：Ｂｏｎｅｓｕｒｆａｃｅ；ＢＶ：Ｂｏｎｅｖｏｌｕｍｅ；ＴＶ：Ｔｉｓｓｕｅａｒｅ

ａ；ＯＶＸ：Ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ；ＥＸＤ：Ｅｒｘｉａｎｄｅｃｏｃｔｉｏｎ

２．３　对去卵巢大鼠胫骨干骺端破骨细胞的影响　由

表３可见，同Ｓｈａｍ比较，去卵巢使骨吸收参数明显增

加（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）；二仙汤（６ｇ／ｋｇ）显著降低破

骨细胞数，抑制去卵巢引起的破骨细胞增殖过程（Ｐ＜
０．０１），对单位骨小梁周长的破骨细胞数无明显改变。

而３ｇ／ｋｇ对破骨细胞无显著影响。

表３　二仙汤对大鼠胫骨干骺端松质

骨破骨细胞参数的影响

Ｔａｂ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＥｒｘｉａｎｄｅｃｏｃｔｉｏｎｏｎ

ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｐｒｏｘｉｍａｌｔｉｂｉａｌ

ｃａｎｃｅｌｌｏｕｓｂｏｎｅｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｍｅｔｒｙｉｎｒａｔｓ
（ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｎｕｍｂｅｒ
（ｍｍ－２）

Ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｎｕｍｂｅｒ／
ｔｒａｂｅｃｕｌａｒｐｅｒｉｍｅｔｅｒ

Ｓｈａｍ ３．５２±１．８１ １４．２５±６．４４

ＯＶＸ １１．９５±１．５２ ３９．９６±１０．０８
Ｎｙｌｅｓｔｒｉｏｌ＋ＯＶＸ １０．２１±２．７１ ３４．９３±８．５９
３ｇ／ｋｇＥＸＤ＋ＯＶＸ ９．３２±１．３２ ３３．６５±７．５６
６ｇ／ｋｇＥＸＤ＋ＯＶＸ ４．５１±１．８１△△ ３２．７１±６．３２

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＯＶＸｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１

ｖｓ３ｇ／ｋｇＥＸＤｇｒｏｕｐ

２．４　对去卵巢大鼠股骨干骺端骨密度的影响　大鼠

去卵巢后，与Ｓｈａｍ组相比，股骨干骺端的平均骨密度

显著降低（Ｐ＜０．０５，图１）。而不同剂量的二仙汤均

可增加去卵巢大鼠的骨密度（Ｐ＜０．０５）；尼尔雌醇组

与去卵巢组相比具有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

图１　二仙汤对去卵巢大鼠股骨干骺端骨密度的影响

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＥｒｘｉａｎｄｅｃｏｃｔｉｏｎｏｎｂｏｎｅ
ｄｅｎｓｉｔｙｏｆｆｅｍｕｒｍｅｔａｐｈｙｓｉｓｏｆｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄｒａｔ

Ｐ＜０．０５ｖｓＯＶＸｇｒｏｕｐ；ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　用去卵巢大鼠建立骨质疏松模型来研究绝经后

妇女骨质疏松，已被广泛公认和采纳。我们用３个

月龄ＳＤ大鼠去卵巢１２周均可成功地建立骨质疏

松模型。本实验结果表明，去卵巢大鼠胫骨近端骨

结构发生了明显的变化，这些改变说明，机体为了抵

抗去卵巢后雌激素水平下降对骨骼的影响，刺激成
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骨细胞使之活动增强、数目增多，表现为荧光标记周

长百分率明显增加。同时，又使破骨作用增强，骨吸

收增加，表现为骨小梁数日减少、厚度变薄、间隙增

大。综合上述成骨与破骨两方面的影响，去卵巢的

结果是既有骨形成的增加，又有骨吸收的增强，但骨

吸收大于骨形成，出现高转换型骨质疏松。

　　尼尔雌醇为雌激素类抗骨质疏松类药物，由实

验结果可知它起效的作用机制主要是通过抑制骨高

转换过程（包括骨形成和骨吸收），并以抑制骨吸收

为主，纠正了骨代谢的负平衡，明显增加骨量。从而

达到抗骨质疏松效果，这同文献［９］报道的完全一致。

　　中医药治疗骨质疏松症多以补肾为主要治疗原

则，“肾主骨”，补肾即是强骨。二仙汤由淫羊藿、仙

茅、巴戟天等多味补肾中药组成。本实验中经骨组

织计量学研究发现，与ＯＶＸ比较，二仙汤（６ｇ／ｋｇ）

组有显著促进骨的形成和骨量增加的作用，静态学

参数上表现为骨小梁厚度和骨小梁面积百分比明显

增加，骨小梁分离度减少；动态学参数表现为能促进

去卵巢后骨形成参数：ＭＡＲ、ＢＦＲ／ＢＳ、ＢＦＲ／ＢＶ、

ＢＦＲ／ＴＶ等的增加；同时，二仙汤（６ｇ／ｋｇ）组降低去

卵巢后破骨细胞活性，使破骨细胞数明显减少，抑制

骨吸收过程。骨密度结果也显示，二仙汤（６ｇ／ｋｇ）

组可以阻止去卵巢引起的大鼠骨密度的降低过程，

提高骨密度、恢复骨骼结构。其抗骨质疏松的疗效

明显优于３ｇ／ｋｇ组。

　　我们首次从骨形成和骨吸收两方面报道了二仙

汤对去卵巢大鼠骨质疏松的治疗作用，本研究药物

的剂量就是参照临床用量而制定的，这也为寻找新

的治疗骨质疏松的药物和方法奠定了科学依据。

　　综上所述：大鼠去卵巢后由于雌激素不足，导致

骨吸收超过骨形成，出现高转换型骨质疏松。二仙

汤（６ｇ／ｋｇ）组可以促进骨形成，抑制骨吸收，维持骨

再建过程中骨代谢平衡，保持骨量的正常水平、提高

骨密度，从而起到抗骨质疏松的疗效和骨保护作用。
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　　本书适合中医临床各科医师、中医药院校师生、研究生参考阅读。本书按中药概况介绍和异病同治临证中药运用两大部

分进行撰写，便于广大读者查阅使用。
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