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摘　要　目的：观察骨碎补总黄酮对去卵巢大鼠骨组织Ⅰ型胶原表达及骨代谢的影响。方法：雌性ＳＤ大鼠４０只，月龄１０个月，

随机分为实验组、空白对照组、模型组和阳性对照组，每组１０只。除空白对照组外，其余各组均切除双侧卵巢制作骨质疏松模型。

造模后第８天开始药物干预，实验组予以骨碎补总黄酮浓缩液２ｍＬ灌胃，阳性对照组予以倍美力混悬剂２ｍＬ灌胃；空白对照组

和模型组予以生理盐水２ｍＬ灌胃；均每日１次。药物干预６个月后，比较各组大鼠骨密度、尿脱氧吡啶啉／尿肌酐比值、Ⅰ型胶原

氨基末端肽／尿肌酐比值及血清Ⅰ型前胶原氨基端前肽含量；并检测各组大鼠骨组织中Ⅰ型胶原ｍＲＮＡ的表达。结果：药物干预

６个月后，各组大鼠间骨密度值比较，差异有统计学意义［（０．２８７±０．０１７）ｇ·ｃｍ－２，（０．３６２±０．０３１）ｇ·ｃｍ－２，（０．２０７±０．００８）ｇ

·ｃｍ－２，（０．２９１±０．０１５）ｇ·ｃｍ－２；Ｆ＝１０４．３１７，Ｐ＝０．０００）］；实验组低于空白对照组（Ｐ＝０．０００），高于模型组（Ｐ＝０．０００），但与

阳性对照组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．５８４）；空白对照组高于模型组和阳性对照组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；模型组低于阳性

对照组（Ｐ＝０．０００）。各组间尿脱氧吡啶啉／尿肌酐比值（３．３８１±０．２０２，２．４６２±０．３１０，４．５２６±０．２４３，３．２３２±０．１９１）、Ⅰ型胶原

氨基末端肽／尿肌酐比值（１０．９０１±１．２６５，８．６３８±１．０３６，１３．３９２±１．９５９，１０．５１６±１．３６２）及血清Ⅰ型前胶原氨基端前肽含量

［（２３２．０８１±２８．４５２）μｇ·ｍＬ－１，（１８４．４４３±１９．２５０）μｇ·ｍＬ－１，（２８３．２６２±３３．６２８）μｇ·ｍＬ－１，（２３８．８６１±２６．６８５）μｇ·ｍＬ－１］比

较，差异均有统计学意义（Ｆ＝１２４．８４１，Ｐ＝０．０００；Ｆ＝１８．２７７，Ｐ＝０．０００；Ｆ＝２１．６４８，Ｐ＝０．０００）；实验组高于空白对照组，差异均

有统计学意义（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；实验组低于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．００２）；实验

组与阳性对照组比较，差异均无统计学意义（Ｐ＝０．１０７，Ｐ＝０．５２１，Ｐ＝０．５８９）；空白对照组低于模型组和阳性对照组，差异有统计

学意义（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．０００）；模型组高于阳性对照组，差异均有统计学意义（Ｐ＝０．

０００，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００４）。空白对照组大鼠骨组织Ⅰ型胶原ｍＲＮＡ表达最强；模型组大鼠骨组织Ⅰ型胶原ｍＲＮＡ表达呈阴性或

低表达；实验组大鼠骨组织Ⅰ型胶原ｍＲＮＡ表达水平与阳性对照组接近，较模型组强。结论：骨碎补总黄酮能增强去卵巢大鼠骨

组织Ⅰ型胶原的表达，降低骨转换率，增加骨密度；这可能是骨碎补总黄酮防治骨质疏松症的机制之一。

关键词　骨碎补　骨质疏松，绝经后　胶原Ⅰ型　骨密度　大鼠　动物实验
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０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．０００）．Ｔｈｅｖａｌｕｅｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎ

ｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００４）．Ｓｔｒｏｎｇ－ｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＯＬ－ⅠｍＲＮＡｉｎｂｏｎｅｔｉｓｓｕｅｓｗａｓｆｏｕｎｄｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎ

ｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｗｈｉｌｅｎｅｇａｔｉｖｅｏｒｌｏｗｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＯＬ－ⅠｍＲＮＡｗａｓｆｏｕｎｄｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｍｉｌａｒｔｏｔｈｅ

ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｓｕｒｐａｓｓｅｄｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｉｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＯＬ－ⅠｍＲＮＡｉｎｂｏｎｅｔｉｓｓｕｅｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｄｒｙｎａｒｉａｆｏｒｔｕ

ｎｅｉｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｃａｎｅｎｈａｎｃｅｔｈｅＣＯＬ－Ⅰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｂｏｎｅｔｉｓｓｕｅｓｏｆｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄｒａｔｓａｎｄｒｅｄｕｃｅｔｈｅｂｏｎｅｔｕｒｎｏｖｅｒｒａｔｅａｎｄｉｎ

ｃｒｅａｓｅｔｈｅｂｏｎｅｄｅｎｓｉｔｙ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｏｎｅｏｆｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｆｏｒｄｒｙｎａｒｉａｆｏｒｔｕｎｅｉｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｉｎｔｈｅｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎｏｆｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｄｒｙｎａｒｉａｆｏｒｔｕｎｅｉ；Ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌ；ＣｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅠ；Ｂｏｎｅｄｅｎｓｉｔｙ；Ｒａｔｓ；Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　　骨质疏松症以骨强度下降、骨折风险增加为特
征，是一种严重危害中老年人健康的全身骨代谢疾

病［１］。Ⅰ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅠ，ＣＯＬ－Ⅰ）是骨组
织中主要的有机成份，可直接影响骨的生物力学特

性［２］。骨碎补总黄酮具有增加去卵巢大鼠骨密度、改

善骨组织形态、抑制破骨细胞形成和骨吸收的作

用［３－４］，且骨碎补总黄酮能提高骨胶原中脯氨酸的羟

化程度，从而使骨胶原的结构更牢固［５］。本研究观察

骨碎补总黄酮对去卵巢大鼠骨组织 ＣＯＬ－Ⅰ表达及
骨代谢的影响，进一步探讨骨碎补总黄酮防治骨质疏

松症的作用机制，为临床应用提供依据，现总结报告

如下。

１　材　料
１．１　实验动物　清洁级ＳＤ大鼠４０只，均为雌性，月
龄１０个月，体质量（１８０±１０）ｇ；由上海斯莱克实验动
物有限责任公司提供，许可证号 ＳＣＸＫ（沪）２００３－
０００３。实验在浙江中医药大学实验动物中心进行，标
准饲料常规饲养。

１．２　实验药物及试剂　骨碎补总黄酮，购自北京岐
黄制药有限公司，由浙江省台州医院药剂科制备成

０．０１ｇ·ｍＬ－１的浓缩液；结合雌激素片（培美力），爱
尔兰惠氏制药有限公司生产，批号０７０６０１２，由浙江省
台州医院药剂科制备成０．０１７ｍｇ·２ｍＬ－１的混悬液。
Ｔｒｉｚｏｌ裂解液（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），焦炭酸二乙酯

（美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司），Ｍ－Ｍｕｌｖ逆转录酶（立陶宛
ＭＢＩＦｅｒｍｅｎｔｓ公司），ＴａｑＤＮＡ聚合酶（上海捷瑞生物
工程有限公司），引物（上海基康生物技术有限公

司），脱氧吡啶啉（ｄｅｏｘｙｐｙｒｉｄｉｎｏｌｉｎｅ，ＤＰＤ）、Ⅰ型胶原
氨基末端肽（Ｎ－ｔｅｌｏｐｅｐｔｉｄｅｏｆｔｙｐｅⅠｃｏｌｌａｇｅｎ，ＮＴｘ）、

Ⅰ型前胶原氨基端前肽（ａｍｉｎｏ－ｔｅｒｍｉｎａｌｐｒｏｐｅｐｔｉｄｅｏｆ
ｔｙｐｅⅠ ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎ，ＰＩＮＰ）及ＥＬＩＳＡ试剂盒（美国ＡＤＬ
公司）。

２　方　法
２．１　分组与造模方法　ＳＤ大鼠４０只，随机分为实
验组、空白对照组、模型组和阳性对照组，每组１０只。
２％戊巴比妥钠注射液腹腔注射麻醉后，采用背部入
路，空白对照组切除腹部少许脂肪，其余３组均切除
双侧卵巢造模。

２．２　药物干预方法　造模后第８天，各组大鼠开始
给药，大鼠每日用药量采用人与动物体表面积计算法

计算（单位体质量大鼠用药量约为成人剂量的 ２５
倍）。实验组，骨碎补总黄酮浓缩液２ｍＬ灌胃；阳性
对照组，倍美力混悬液２ｍＬ灌胃；空白对照组和模型
组，生理盐水２ｍＬ灌胃；每日１次。
２．３　骨密度及骨代谢指标检测方法　药物干预６个
月后，应用Ｎｏｒｌａｎｄ－ＸＲ３６双能Ｘ线骨密度仪检测各
组大鼠左侧股骨骨密度（ｂｏｎｅｍｉｎｅｒａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＢＭＤ）。
各组大鼠在最后１次干预后留存２４ｈ总尿液量；每只
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大鼠抽取外周血２ｍＬ，离心（转速２０００ｒ·ｍｉｎ－１，离
心半径１５．６５ｃｍ）１０ｍｉｎ，分离血清。按照 ＥＬＩＳＡ试
剂盒说明书检测尿 ＤＰＤ、ＮＴｘ和血清 ＰＩＮＰ，全自动生
化仪检测尿肌酐（ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ，Ｃｒｅ）；以 ＤＰＤ、ＮＴｘ检测
值与 Ｃｒｅ检测值的比值，校正尿液浓缩或稀释对
ＤＰＤ、ＮＴｘ检测结果的影响。
２．４　大鼠骨组织总ＲＮＡ提取方法　处死各组大鼠，
收集新鲜胫骨，液氮速冻后，研磨成粉。每只大鼠取

１００ｍｇ骨粉分别加入试管后，加入 Ｔｒｉｚｏｌ裂解液
１ｍＬ，充分裂解，室温静置５ｍｉｎ；每管加入２００μＬ氯
仿，静置３ｍｉｎ；４℃离心（１２０００ｒ·ｍｉｎ－１，离心半径
９．８ｃｍ）１５ｍｉｎ；吸出上清液，转移至新的离心管。加
入等量异丙醇，轻轻颠倒混匀；４℃离心（１２０００
ｒ·ｍｉｎ－１，离心半径９．８ｃｍ）１５ｍｉｎ，弃上清液，扣于
纸上控干后，加入７０％乙醇溶液１ｍＬ，－２０℃冰箱过
夜。取出试管轻轻颠倒混匀，４℃离心（１２０００
ｒ·ｍｉｎ－１，离心半径９．８ｃｍ）１５ｍｉｎ，弃上清液，风干
后，加入焦炭酸二乙酯处理水２０μＬ。经核酸分析仪
定量后，选取Ａ２６０／Ａ２８０比值位于１．８～２．０之间的
总ＲＮＡ，作为反转录扩增模板。
２．５　ＣＯＬ－ⅠｍＲＮＡ表达的检测方法　取抽提的总
ＲＮＡ２μｇ，加入随机引物及 Ｍ－ＭｕＬＶ逆转录酶合成
ｃＤＮＡ链。取 ｃＤＮＡ０．１μｇ，加入 Ｂｕｆｆｅｒ缓冲液 ２．５

μＬ、２５ｍＭ·Ｌ－１的氯化镁溶液１μＬ，１０ｍＭ·Ｌ－１的
脱氧核糖核苷三磷酸溶液０．５μＬ、２０ｐｍｏｌ·μＬ－１的
上下游引物各０．５μＬ、５单位·μＬ－１的ＴａｑＤＮＡ聚合
酶０．５μＬ，灭菌双蒸水补充至２５μＬ。ＰＣＲ仪进行扩
增，β－ａｃｔｉｎ作为内参。ＰＣＲ扩增条件：预变性９５℃
２ｍｉｎ，变性９４℃４５ｓ，退火５２．０℃４５ｓ，延伸７２℃
１ｍｉｎ，最后延伸１０ｍｉｎ。循环２８次，最后７２℃延伸
１０ｍｉｎ，４℃保存。大鼠ＣＯＬ－Ⅰ基因上游引物为５’

－ＴＡＣＡＧＣＡＣＧＣＴＴＧＴＧＧＡＴＧ－３’；下游引物为５’－
ＴＴＧＡＧＴＴＴＧＧＧＴＴＧＴＴＧＧＴＣ－３’，扩增产物为 ２５９
ｂｐ；大鼠 β－ａｃｔｉｎ上游引物为５’－ＡＡＣＣＣＴＡＡＧＧＣ
ＣＡＡＣＣＧＴＧＡＡＡＡＧ－３’，下游引物为５’－ＴＣＡＴＧＡＧ
－ＧＴＡＧＴＣＴＧＴＣＡＧＧＴ－３’，扩增产物为 ２４１ｂｐ。
１．８％琼脂糖凝胶电泳４５ｍｉｎ，电压５Ｖ·ｃｍ－１。
２．６　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件处理数
据；各组大鼠骨密度、尿 ＤＰＤ和 ＮＴｘ及血清 ＰＩＮＰ含
量的组间比较采用单因素方差分析；组间两两比较采

用ｑ检验；检验水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　各组大鼠骨密度和骨代谢指标的比较　药物干
预６个月后，各组大鼠间ＢＭＤ值比较，差异有统计学
意义（Ｆ＝１０４．３１７，Ｐ＝０．０００）；实验组低于空白对照
组（Ｐ＝０．０００），高于模型组（Ｐ＝０．０００），但与阳性对
照组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．５８４）；空白对照
组高于模型组和阳性对照组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；
模型组低于阳性对照组（Ｐ＝０．０００）。各组间尿
ＤＰＤ／Ｃｒｅ比值、ＮＴｘ／Ｃｒｅ比值及血清 ＰＩＮＰ含量比较，
差异均有统计学意义（Ｆ＝１２４．８４１，Ｐ＝０．０００；Ｆ＝
１８．２７７，Ｐ＝０．０００；Ｆ＝２１．６４８，Ｐ＝０．０００）；实验组高
于空白对照组，差异均有统计学意义（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．０００，Ｐ＝０．０００）；实验组低于模型组，差异均有统计
学意义（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．００２）；实验组与
阳性对照组比较，差异均无统计学意义（Ｐ＝０．１０７，
Ｐ＝０．５２１，Ｐ＝０．５８９）；空白对照组低于模型组和阳
性对照组，差异均有统计学意义（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．０００）；
模型组高于阳性对照组，差异均有统计学意义（Ｐ＝
０．０００，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００４）。见表１。

表１　药物干预６个月后各组大鼠骨密度和骨代谢指标的比较

组别 ＢＭＤ（ｇ·ｃｍ－２） ＤＰＤ／Ｃｒｅ（ｎｍｏｌ／ｍｍｏｌ） ＮＴｘ／Ｃｒｅ（ｎｍｏｌ／ｍｍｏｌ） ＰＩＮＰ（μｇ·ｍＬ－１）
实验组 ０．２８７±０．０１７ ３．３８１±０．２０２ １０．９０１±１．２６５ ２３２．０８１±２８．４５２

空白对照组 ０．３６２±０．０３１ ２．４６２±０．３１０ ８．６３８±１．０３６ １８４．４４３±１９．２５０

模型组 ０．２０７±０．００８ ４．５２６±０．２４３ １３．３９２±１．９５９ ２８３．２６２±３３．６２８

阳性对照组 ０．２９１±０．０１５ ３．２３２±０．１９１ １０．５１６±１．３６２ ２３８．８６１±２６．６８５

３．２　各组大鼠ＣＯＬ－Ⅰ表达强度的比较　ＰＣＲ扩增

结果显示，空白对照组大鼠骨组织ＣＯＬ－ⅠｍＲＮＡ表

达最强；模型组大鼠骨组织 ＣＯＬ－ＩｍＲＮＡ表达呈阴

性或低表达；实验组大鼠骨组织ＣＯＬ－ⅠｍＲＮＡ表达

水平与阳性对照组接近，较模型组强（图１）。

４　讨　论
ＣＯＬ－Ⅰ和骨矿化之间有着密切联系，机体吸收

的钙离子和焦磷酸裂解的磷离子合成羟磷灰石转运
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图１　各组大鼠骨组织ＣＯＬ－ⅠｍＲＮＡＰＣＲ扩增电泳图

到骨胶原间，按一定的电荷极性排列、沉积，从而完成

骨质的正常矿化。研究［６－８］发现 ＣＯＬ－Ⅰ通过其 α１
链上的特定位点和细胞表面的整合素受体结合，可促

进细胞的分化，对成骨细胞的生长、分化起着重要的

作用。因此，ＣＯＬ－Ⅰ已成为骨质疏松症防治研究的
热点之一［９－１１］。骨重建包括骨吸收、骨形成及静止期

３个阶段，骨吸收和骨形成的速率称为骨转换率，Ⅰ
型骨质疏松症患者骨转换异常加快，骨小梁变细、断

裂，造成骨量丢失和骨强度降低。ＣＯＬ－Ⅰ的代谢产
物ＰＩＮＰ及骨代谢指标 ＤＰＤ和 ＮＴｘ是反映 ＣＯＬ－Ⅰ
合成和骨吸收的敏感指标［１２－１３］。中药骨碎补是临床

常用的治疗骨质疏松症的药物，骨碎补总黄酮是骨碎

补有效成分的提取物，用于雌激素水平较低者，可产

生弱雌激素样作用，与成骨细胞内的雌激素受体蛋白

结合，增强成骨细胞的活性，抑制破骨细胞的生长，预

防骨质疏松症的发生［１４］。本研究中，去卵巢大鼠骨

质疏松症模型经骨碎补总黄酮干预后骨代谢指标明

显降低，说明骨碎补总黄酮能明显降低异常升高的骨

转换率，抑制骨吸收，这可能是骨碎补总黄酮可增加

骨质疏松大鼠骨密度的主要原因。

本研究结果表明，骨碎补总黄酮能增强去卵巢大

鼠骨组织ＣＯＬ－Ⅰ的表达，降低骨转换率，增加骨密度；
这可能是骨碎补总黄酮防治骨质疏松症的机制之一。
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·通　知·

关于启用《科技期刊学术不端文献检测系统（ＡＭＬＣ）》的通知

为了保证学术论文的真实性和原创性，杜绝学术论文抄袭、剽窃、伪造、篡改、不当署名、一稿多投等现象的发生，本着对本

刊论文作者和读者负责的态度，《中医正骨》编辑部于２０１０年４月开始启用《科技期刊学术不端文献检测系统（ＡＭＬＣ）》。该系
统以《中国学术文献网络出版总库》为全文比对数据库，本刊编辑使用该系统对所有来稿的文字复制情况进行检测，检测结果包

括与已发表论文比对后的文字复制比率，所涉及论文的题目、作者、发表期刊和发表时间。按规定文字复制比超过２０％的来稿
即视为存在学术不端行为的可能，经人工比对后才能进入下一个审稿程序，特此提醒广大作者，注意所投稿件的原创性与真实

性。特此通知。
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