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摘　要　目的：观察益骨口服液对去势大鼠骨质疏松症外周血清炎性因子的影响。方法：将８０只ＳＤ大鼠随机分４组，第１组（益

骨口服液组）、第２组（密盖息组）、第３组（益骨口服液＋密盖息组）、第４组（生理盐水对照组），每组各２０只；造模后，分别予益

骨口服液、密盖息、益骨口服液＋密盖息、生理盐水等不同药物灌胃，运用 ＥＬＩＳＡ技术于治疗后第１０天、第３０天、第６０天、第９０

天四个时点测定血清炎症因子 ＣＯＸ２、ＰＧＥ２、ｃＡＭＰ的含量。结果：数据经过重复测量的方差分析，均存在分组效应（Ｐ＝０．０００、

Ｐ＝０．０００、Ｐ＝０．０００）和时间效应（Ｐ＝０．０００、Ｐ＝０．０００、Ｐ＝０．０００），第１组在不同时间点对血清 ＣＯＸ２、ＰＧＥ２、ｃＡＭＰ含量的比

较，差异有统计学意义（Ｐ＝０．０２６、Ｐ＝０．０３９、Ｐ＝０．０３１），在治疗后第１０天，第１组与第４组两组间，差异无统计学意义（Ｐ＝

０．０７５、Ｐ＝０．０５３、Ｐ＝０．０５６），在治疗后第３０天，第１组与第４组两组间比较，差异有统计学意义（Ｐ＝０．０３５、Ｐ＝０．０４３、Ｐ＝

０．０２１），在第６０、９０天，两组间比较，差异有统计学意义（Ｐ＝０．０００、Ｐ＝０．０００、Ｐ＝０．０００），在第１０天、３０天、６０天、９０天，第１组

与第２、３组比较均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论：益骨口服液能降低去势大鼠外周血清中ＣＯＸ２和ＰＧＥ２，ｃＡＭＰ的含量，对去

势大鼠骨质疏松疼痛具有一定抑制作用，在一定程度上，这是其治疗骨质疏松疼痛的作用机制之一。
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　　骨质疏松症的主要病机在于“肾虚”与“血瘀”，
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前期我们已研究表明益骨汤促进 ＯＢ的增殖作用，为
探索益骨口服液对骨质疏松症多重效应的研究，根据

中医“不荣则痛”、“不通则痛”的理论结合现代药理

·７·　中医正骨２０１２年１１月第２４卷第１１期　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（总８０７）　　　
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研究思路，为了解该复方的镇痛作用，自２０１１年７月
至２０１１年１２月，我们运用ＥＬＩＳＡ技术测定血清疼痛
炎性因子ＣＯＸ２、ＰＧＥ２、ｃＡＭＰ的含量变化，旨在观察
益骨口服液对骨质疏松疼痛的效应。

１　材料与方法
１．１　实验药物和实验器材　①益骨口服液：由浙江
省中医院中药房提供，由补骨脂、骨碎补、当归、丹参、

怀山药等药物组成，制成浓缩水提液，含生药量１．０
ｇ·ｍＬ－１，用于大鼠灌胃治疗。②氯氨酮：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。③大鼠环磷酸腺苷（ｃＡＭＰ）酶联免疫检
测试剂盒：美国Ｒ＆Ｄ公司。④大鼠环氧合酶２（ＣＯＸ
２）酶联免疫检测试剂盒：美国 Ｒ＆Ｄ公司。⑤大鼠前
列腺素Ｅ２（ＰＧＥ２）酶联免疫检测试剂盒：美国Ｒ＆Ｄ公
司。⑥微量移液器：京君龙实验仪器北京有限公司。
１．２　实验动物　５月龄雌性 ＳＤ大鼠 ８０只，体重
（２００±１０）ｇ；由浙江中医药大学动物实验中心提供，
实验动物合格证号：ＳＣＸＫ（沪）２００８００１６，简单随机方
法分为４组，第１组（益骨口服液组）、第２组（密盖息
组）、第３组（益骨口服液 ＋密盖息组）、第４组（生理
盐水对照组），每组各２０只。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，光照与黑暗时间为每
１２ｈ交替。
１．３　去势大鼠动物模型的建立　以氯胺酮按 ０．１
ｇ·ｋｇ－１腹腔麻醉后，行双侧卵巢切除手术，术后３ｄ
肌肉注射青霉素４×１０Ｕ，预防感染。饲养１２周后，
完成去卵巢骨质疏松症动物模型。

１．４　饲养与给药　造模术后将 ＳＤ大鼠以常规饲料
喂养１２周，第１３周起开始给药：第１组给予灌胃益骨
口服液１０ｍＬ·ｋｇ－１（含生药量１．０ｇ·ｍＬ－１），每天２

次，作为治疗组；第 ２组予肌肉注射密钙息 １．０４
Ｕ·ｋｇ－１肌肉注射，每周治疗２次，作为骨质疏松疼痛
密钙息组；第３组给予益骨口服液灌胃１０ｍＬ·ｋｇ－１

加肌注密钙息针（用量用法同上组），作为益骨口服液

加密钙息组；第４组给予单纯生理盐水灌胃作为骨质
疏松症疼痛组。于治疗第１０天、第３０天、第６０天、
第９０天４个时点，每组各处死５只大鼠。
１．５　血清中炎性因子含量检测　采用ＥＬＩＳＡ双抗体
夹心法，严格按照说明书操作规程，经过加样、温育、

洗涤、加酶、显色、测吸光度，绘制吸光度一标准品浓

度的标准曲线，根据样品吸光度值计算 ＰＧＥ２、ｃＡＭＰ、
ＣＯＸ２含量。
１．６　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件包分别
对数据进行重复测量的方差分析法，多重比较采用最

小显著差数法（ＬＳＤ），结果以 ｘ±ｓ表示，Ｐ＜０．０５为
有统计学意义。

２　结　果
２．１　血清中ＣＯＸ２含量变化　４组分别在５个不同
时间点对血清中ＣＯＸ２含量进行重复测量并行方差
分析，结果显示其间存在分组效应（Ｆ＝３．１５３，Ｐ＝
０．０００）和时间效应（Ｆ＝４．０２５，Ｐ＝０．０００）；第１组不
同时间点血清 ＣＯＸ２含量比较，差异有统计学意义
（Ｐ＝０．０２６），治疗前各组之间差异无统计学意义
（Ｐ＝０．０６７）；治疗后第１０天，第１组与第４组两组间
比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．０７５）；治疗后在第３０
天，第１组与第 ４组相比，差异有统计学意义（Ｐ＝
０．０３５）；第６０、９０天两组间比较，差异有统计学意义
（Ｐ＝０．０００）；第１０、３０、６０、９０天，第１组与第２、３组
比较，差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；以上说明
益骨口服液能降低去势大鼠血清中 ＣＯＸ２的含量
（表１）。

表１　４组不同时间点对去势大鼠骨质疏松症血清中ＣＯＸ２含量的影响　ｎｇ·ｍＬ－１

组别 例数 用药前 １０ｄ ３０ｄ ６０ｄ ９０ｄ
第１组 ２０ ５．４３±０．７９ ５．１６±０．６２ ４．２８９±０．７３１） ３．６７±０．０７５２） ３．２１±０．５５２）

第２组 ２０ ５．６３±０．７４ ４．６８±０．４５ ４．５９０±０．６４ ４．２６±０．９１１） ３．９２±０．８６２）

第３组 ２０ ５．７６±０．６４ ４．１５±０．５７１） ３．８００±０．６０１） ３．２２±０．６７２）３） ２．７２±０．４６２）３）

第４组 ２０ ５．４３±０．８３ ５．６０±０．７１３） ５．４１０±０．５６３） ５．７０±０．６３３） ５．７４±０．６７４）

注　同一时间点上与第４组比较，１）Ｐ＜０．０５，２）Ｐ＜０．０１；同一时间点上与第２组比较，３）Ｐ＜０．０５，４）Ｐ＜０．０１

２．２　血清ＰＧＥ２含量变化　４组分别在５个不同时
间点对血清 ＰＧＥ２含量进行重复测量并行方差分析，
结果显示其间存在分组效应（Ｆ＝３１６．３１，Ｐ＝０．０００）
和时间效应（Ｆ＝４１４．４５，Ｐ＝０．０００）；第１组在不同

时间点血清ＰＧＥ２含量的比较，差异有统计学意义（Ｐ
＝０．０３９）；治疗前各组之间比较，差异无统计学意义
（Ｐ＝０．０８２）；治疗后第１０天，第１组与第４组两组比
较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．０５３）；治疗后第３０天，
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第１组与第 ４组比较，差异有统计学意义（Ｐ＝
０．０４３）；第６０、９０天两组间比较，差异有显著性统计
学意义（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；第１０、３０、６０、９０天，
第１组与第２、３组比较，差异均无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）；说明益骨口服液能降低去势大鼠血清中ＰＧＥ２
的含量（表２）。
２．３　血清中ｃＡＭＰ含量变化　４组分别在５个不同
时间点对血清中 ｃＡＭＰ含量进行重复测量并行方差
分析，结果显示其间存在分组效应（Ｆ＝７４．５１，Ｐ＝
０．０００）和时间效应（Ｆ＝１１２．１５，Ｐ＝０．０００）；第１组

不同时间点血清 ＰＧＥ２含量比较，差异有统计学意义
（Ｐ＝０．０３１）；治疗前各组间比较，差异无统计学意义
（Ｐ＝０．０７５）；治疗后第１０天，第１组与第４组两组比
较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．０５６）；治疗后第３０天，
第１组与第 ４组比较，差异有统计学意义（Ｐ＝
０．０２１）；第６０、９０天两组间比较，差异有显著统计学
意义（Ｐ＝０．０００）；第１０、３０、６０、９０天，第１组与第２、
３组比较，差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；说明益骨
口服液能降低去势大鼠血清中ｃＡＭＰ的含量（表３）。

表２　４组不同时间点对去势大鼠骨质疏松症血清中ＰＧＥ２含量的影响　ｎｇ·ｍＬ－１

组别 例（只） 用药前 １０天 ３０天 ６０天 ９０天

第１组 ２０ ６２２．４８±６．６０ ５９０．２４±６．８９ ５６３．０４±９．５６１） ５１０．５４±７．８０２） ４８０．５４±６．７０２）

第２组 ２０ ６３１．４２±８．４３ ５９１．１２±１３．７４ ５７０．８６±４．１５ ５５４．１２±６．７７１） ５１４．１２±６．７

第３组 ２０ ６２９．４２±８．４３ ５４１．３２±５．８３１） ４９４．２０±７．０９２） ４５４．０６±８．３６２）４） ４１８．２０±８．３９２）４）

第４组 ２０ ６１６．４８±７．９０ ６１３．５４±１３．８６ ６３４．３６±１２．６５３） ６３６．２２±１４．８４３） ６２４．１２±１２．５４４）

　注　同一时间点上与第４组比较，１）Ｐ＜０．０５，２）Ｐ＜０．０１；同一时间点上与第２组比较，３）Ｐ＜０．０５，４）Ｐ＜０．０１

表３　４组不同时间点对去势大鼠骨质疏松症血清中ｃＡＭＰ含量的影响　ｎｍｏｌ·Ｌ－１

组别 例（只） 用药前 １０ｄ ３０ｄ ６０ｄ ９０ｄ

第１组 ２０ １２１．３６±３．８３ １０７．６６±５．７７ ９５．６８±３．８４１） ８３．８８±２．５１２） ６９．３８±３．８１２）

第２组 ２０ １２３．９２±５．９４ １１５．０６±４．７３ １０５．５８±３．３７ ９８．７４±６．０２１） ８８．７４±６．０２１）

第３组 ２０ １２５．９２±４．６４ ９７．６０±２．６５１） ８８．０６±４．１１１） ７９．７８±２．５３２） ６５．７０±３．２５２）３）

第４组 ２０ １２６．２６±４．４４ １２３．９６±５．０９ １２１．７４±５．０３ １２６．９４±７．７２３） １３０．５４±６．４０４）

　注　同一时间点上与第４组比较，１）Ｐ＜０．０５，２）Ｐ＜０．０１；同一时间点上与第２组比较，３）Ｐ＜０．０５，４）Ｐ＜０．０１

３　讨　论
疼痛和骨折是骨质疏松症的两大临床表现，本病

病变部位主要在腰背四肢及关节，与肾、肝、脾密切

相关，累及气血、筋骨，以肝脾肾亏、气血不足为本，

以风寒湿痹阻、瘀血阻络为标的骨骼疾病，中医归属

为骨痹，骨萎范畴［１］，认为骨质疏松症因气血不通则

痛，不荣则痛；而现代医学认为骨质疏松致痛的机制

无外乎是伤害性刺激因子、痛相关物质、神经冲动、传

导途径和中枢感受等环节，致痛过程中伴随多种免疫

活性细胞的活化及细胞因子、炎症介质的共同参

与［２］，虽然目前国内外文献对骨质疏松致痛的机理未

见统一的报道，但能证实引起炎性因子促进骨质疏松

的诱发，疼痛的加剧［３］。其中 ｃＡＭＰ、ＣＯＸ２和 ＰＧＥ
等相关一些炎性因子在骨质疏松疼痛的形成有重要

的调节作用，通过实验表明这些炎性因子的增加，能

引起骨显微结构以及骨密度的变化，促进局部骨质疏

松的发生和发展［４］。

ＰＧＥ２类物质被认为是具有生物活性的重要炎

症介质，参与疼痛的调制，可通过血管扩张，诱导 Ｔ
细胞产生破骨细胞活化因子，激活破骨细胞，引起骨

质破坏与吸收，骨小梁变薄变细，形态的改变进而

刺激神经导致疼痛［５］；ｃＡＭＰ被公认为是细胞内重
要的第二信使，药物作用于体内产生的生物效应都

是通过它介导的。也有研究表明 ｃＡＭＰ升高可引起
感觉神经元过度兴奋和痛觉过敏［６］；ＣＯＸ２可作为
一种诱导酶，可促进前列腺素的增加，进一步导致疼

痛的诱发，实验证实 ＣＯＸ２可增加血管通透性，引
起组织水肿，降低对神经的刺激阈值而产生对疼痛

的敏感增加［７］。

本研究探讨了益骨口服液对去势大鼠骨质疏松

症外周血清炎性因子的影响，已有研究证实药物抗骨

质疏松治疗周期至少３个月［８］，我们设计本实验进一

步研究益骨口服液是否通过９０ｄ内血清炎症因子指
标也发生变化，因此我们设计１０、３０、６０、９０ｄ４个时
间点与治疗前进行比较，所设计每次观察周期比同类

实验研究周期长［９］，避免重复测量导致的滞留效应，
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最后实验结果显示：４组通过５次不同时间点测量对
去势大鼠血清分泌的 ＣＯＸ２、ＰＧＥ２，ｃＡＭＰ含量，数据
经重复测量的方差分析，均存在分组效应（Ｐ＝
０．０００）和时间效应（Ｐ＝０．０００），在第 １０、３０、６０、９０
天后予益骨口服液组，密盖息组，益骨口服液 ＋密盖
息组与生理盐水对照组相比，益骨口服液组去势大鼠

其血清分泌的ＣＯＸ２、ＰＧＥ２，ｃＡＭＰ显著降低，说明益
骨口服液对去势大鼠骨质疏松疼痛具有一定抑制作

用，可通过抑制去势大鼠血清中 ＣＯＸ２、ＰＧＥ２，ｃＡＭＰ
的含量，从而减轻疼痛，这是其治疗骨质疏松疼痛的

作用机制之一。

目前，关于骨质疏松症中医辨证规律研究不多，

今后如何深入研究探寻益骨口服液对原发性骨质疏

松症的多重效应与中医辨证规律之间的关系，以往

大量实验主要以肾虚为主进行研究，而下一步我们

可通过宏观血流量与微观瘀血情况的检测，另辟蹊

径，从血瘀证型角度来探讨参与骨质疏松发病机制

的因素。
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·通　知·

全国水针刀三氧消融术尸体解剖研修班及中华筋骨三针法学习班通知

水针刀三氧消溶术及筋骨针法是由中国骨伤微创水针刀学术委员会会长、张仲景国医学院教授、广东省中医院主任导师吴

汉卿教授在水针刀疗法的基础上，结合三氧治疗仪所研发的新技术，研制发明的多用系列筋骨针具已获国家专利，并创立了十

大筋骨针法（已编入骨伤教材），出版了《中华筋骨三针疗法》。该项技术的培训班已举办１８０余期，来自国内包括台湾、香港等
地区及国外（马来西亚、新加坡、韩国）的万余名医生学习、掌握了该技术。为满足广大医师要求，现继续举办以下研修、学习班：

水针刀三氧融盘术及尸体解剖研修班：由吴汉卿教授主要传授：水针刀新针法治疗骨伤颈肩腰腿痛病、水针刀三氧融盘术。

应用水针刀法结合新鲜尸体详细讲解三针法安全入路法、配合独特松解液及椎间孔扩张术、侧隐窝分离术。新颖的三针法理

论、独特的十大针法、结合尸体刀法入路、水针刀挂图，有专科医院手术病人治疗，同时讲解影像诊断，保证每位学员能够独立操

作。临床上可治疗腰椎间盘突出症，对颈肩腰腿痛患者具有较好的疗效。

中华筋骨三针法学习班：中华筋骨三针法是吴汉卿教授在水针刀针法九针疗法基础上，根据人体生物力学，提出了人体软

组织立体三角平衡学说，创立了平衡三针法。该班传授筋骨三针法原理、三针定位法、十大针法技巧。该法主要治疗：颈椎病、

颈１横突综合症、颈７棘突综合症、肩关节周围炎、肌筋膜炎、腰椎间盘突出症、股骨头坏死症、膝关节骨关节炎、神经痛、类风湿
性关节炎、脊柱相关病等。

脊柱九病区药磁线植入技术：传授独特的脊背九大诊疗区，临床应用水针刀分离、磁线留置并配合整脊手法，快速治疗脊柱

相关病，如颈源性心脏病、颈性咽炎、面瘫、三叉神经痛、癫痫病、慢性支气管炎、哮喘、胃炎、胃溃疡、结肠炎、生殖疾病等。

其他：参加学习班者将授予国家级中医药Ⅰ类继续教育学分（项目编号：３９０２０６００６）

　　开学时间：每月１日开课，需提前２日报到
报到地址：河南省南阳市仲景路与天山路口（水针刀专科医院）
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