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摘　要　目的：探讨虎潜丸治疗骨质疏松症的作用机制。方法：雌性ＳＤ大鼠４０只，体质量１８０～２２０ｇ，中位数２００ｇ，随机分为虎

潜丸组、雌激素组、模型组、假手术组，每组１０只。虎潜丸组、雌激素组、模型组切除双侧卵巢造模。７ｄ后，虎潜丸组予以虎潜丸

水煎液灌胃，雌激素组予以尼尔雌醇混悬液灌胃，模型组、假手术组予以蒸馏水灌胃；每１００ｇ体质量０．８７５ｍＬ，每日灌胃１次，连

续干预１２周。比较各组大鼠椎骨骨密度及椎骨、肾组织中转化生长因子β１的表达。结果：虎潜丸组和雌激素组各有１只大鼠死

亡，共纳入研究３８只。干预１２周后，各组大鼠椎骨骨密度值比较，差异有统计学意义［（０．２１０±０．０２８）ｇ·ｃｍ－２，（０．２０５±

０．０３０）ｇ·ｃｍ－２，（０．１７１±０．０３６）ｇ·ｃｍ－２，（０．２０５±０．０３４）ｇ·ｃｍ－２；Ｆ＝７．５６１，Ｐ＝０．００１］；虎潜丸组、雌激素组、假手术组均高于

模型组（Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０１３）；虎潜丸组与雌激素组、假手术组相比，差异均无统计学意义（Ｐ＝０．４５９，Ｐ＝０．２２４）；雌

激素组与假手术组相比，差异无统计学意义（Ｐ＝０．２３１）。各组大鼠椎骨转化生长因子 β１灰度值比较，差异无统计学意义

（１６９．０６０±５．５４５，１６７．４２０±６．２３８，１６２．４００±３．８８２，１６８．１３０±７．８９９；Ｆ＝２．１７６，Ｐ＝０．１０９）。各组大鼠肾组织转化生长因子 β１

光密度值比较，差异有统计学意义（１７２．６００±５．０１９，１５８．２００±８．０３８，１５５．１３０±４．５４２，１５７．５７０±５．５２４；Ｆ＝１５．５６８，Ｐ＝０．０００）；

虎潜丸组高于雌激素组、模型组和假手术组（Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００）；雌激素组与模型组、假手术组比较，差异均无统计

学意义（Ｐ＝０．４７８，Ｐ＝０．４９０）；假手术组高于模型组（Ｐ＝０．０３８）。结论：虎潜丸可增加大鼠腰椎椎骨骨密度，上调肾组织中转化

生长因子β１的表达，可能是其治疗骨质疏松症的机制之一。
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　　骨质疏松症是中老年人的常见病、多发病，临床
主要表现为疼痛、脊柱后凸、身长缩短等，甚者可并发

骨折［１］。虎潜丸药方出自元代朱震亨的《丹溪心

法》，是滋阴降火、强壮筋骨的经典方，主要用于治疗

肝肾阴虚、精血不足所致筋骨软弱、行走无力等症状。

虎潜丸临床用于治疗骨质疏松症取得了良好的疗

效［２］。本研究通过观察虎潜丸对去卵巢大鼠骨质疏松

模型椎骨骨密度（ｂｏｎｅｍｉｎｅｒａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＢＭＤ）及椎骨、
肾组织中转化生长因子 β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
ｂｅｔａ１，ＴＧＦ－β１）表达的影响，探讨虎潜丸治疗骨质疏松
症可能的作用机制，为该药的临床应用提供依据。

１　材料与仪器
１．１　实验动物　ＳＤ大鼠４０只，雌性，３月龄，体质量
１８０～２２０ｇ，中位数２００ｇ；购自湖南斯莱克景达实验动
物有限公司，实验动物合格证号ＳＣＸＫ（湘）２０１１－０００３。
１．２　实验药物及主要试剂　虎潜丸水煎液，含生药
０．５ｇ·ｍＬ－１，湖南中医药大学第二附属医院药剂科
提供，药物组成：黄柏（酒炒）２４０ｇ、龟甲（酒炙）
１２０ｇ、知母（酒炒）６０ｇ、熟地黄６０ｇ、陈皮６０ｇ、白芍
６０ｇ、锁阳４５ｇ、狗骨（酒炙）３０ｇ、干姜１５ｇ。尼尔雌
醇片，上海华联制药有限公司生产（国药准字

Ｈ３１０２１６４６），蒸馏水制配成０．５ｍｇ·ｍＬ－１的混悬液。
ＴＧＦ－β１抗体，武汉博士德生物有限公司生产。
１．３　实验仪器　ＯＳＴＥＯＣＯＲＥ型双能 Ｘ线骨密度诊
断仪（法国ＭＥＤＬＩＮＫ公司），ＪＹ３００２型电子天平（上
海精密科学仪器有限公司），ＬＥＩＣＡＤＭＬＢ２型双目
显微镜（德国 ＬＥＩＣＡ公司），Ｓｈａｎｄｏｎ３２５型石蜡切片
机（英国 Ｓｈａｎｄｏｎ公司），ＤＮＰ－９１６２型电热恒温培养
箱（上海精宏实验设备有限公司），ＭｏｔｉｃＢ５显微摄像
系统（麦克奥迪实业集团公司），ＣＭＩＡＳ医学图像分
析系统（北京航空航天大学）。

２　方　法
２．１　分组和造模方法　ＳＤ大鼠４０只，随机分为虎
潜丸组、雌激素组、模型组、假手术组，每组 １０只。
２％戊巴比妥钠腹腔注射（４ｍｇ·ｋｇ－１）麻醉后，背部
及肋弓下缘备皮，络合碘消毒，在脊柱旁开０．５ｃｍ和
肋弓下缘０．５ｃｍ的交点处切开皮肤，进入腹腔［３］。

假手术组切除腹膜后的少许脂肪组织，其余各组均切

除双侧卵巢。术后青霉素生理盐水１．５ｍＬ（４００００
单位·ｍＬ－１）腹腔注射，每日１次，共用３ｄ。
２．２　药物干预方法　术后７ｄ，各组大鼠开始给药。
大鼠每日用药量为成人每日用药量的 ６．３倍，即每
１００ｇ体质量０．８７５ｍＬ［４］。虎潜丸组予以虎潜丸水
煎液灌胃，雌激素组予以尼尔雌醇混悬液灌胃，模型

组、假手术组予以蒸馏水灌胃；每日灌胃１次，连续干
预１２周。各组大鼠均每周称体质量１次，并根据体
质量变化调整给药量。

２．３　标本采集方法　最后１次灌胃后禁食２４ｈ，采用
腹主动脉放血法处死全部大鼠，取出第５腰椎及双侧
肾脏，剥离干净，置４％多聚甲醛溶液中固定４８～７２ｈ。
２．４　观察指标测定方法
２．４．１　椎骨ＢＭＤ检测方法　将第５腰椎椎骨标本沿
长轴固定于双能Ｘ线ＢＭＤ分析仪扫描测试台上，选择
小动物扫描模式。扫描完成后，计算、记录ＢＭＤ值。
２．４．２　椎骨及肾组织中ＴＧＦ－β１检测方法　采用免
疫组化法检测椎骨及肾组织中 ＴＧＦ－β１的表达。将
在４％多聚甲醛溶液中固定４８～７２ｈ的椎骨及肾脏
标本浸入４％乙二胺四乙酸溶液中，室温脱钙４周，每
周换液 １次。脱钙完成后，冰冻切片（切片厚度 １０

μｍ），并贴片于包被有多聚赖氨酸的载玻片上，室温
放置１ｈ，－２０℃丙酮固定１０ｍｉｎ，磷酸缓冲液洗涤３
次，３％Ｈ２Ｏ２封闭１０ｍｉｎ，磷酸缓冲液冲洗２次，加山
羊工作血清封闭１０ｍｉｎ，滴加按 １∶２００比例稀释的
ＴＧＦ－β１抗体，３７℃孵育１ｈ，磷酸缓冲液冲洗，按说
明加入免疫组化试剂盒中的二抗工作液，室温放置

１０ｍｉｎ，磷酸缓冲液冲洗，增敏二氨基联苯胺显色。
分析图像，记录视野内阳性细胞的平均灰度值或平均

光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。
２．５　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件处理数
据，各组大鼠椎骨 ＢＭＤ值、ＴＧＦ－β１灰度值及肾组织
ＴＧＦ－β１ＯＤ值的组间比较采用单因素方差分析，组间
两两比较采用ＬＳＤ－ｔ检验；检验水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　各组大鼠椎骨及肾组织 ＴＧＦ－β１免疫组化染
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色结果　虎潜丸组和雌激素组各有１只大鼠死亡，
共纳入研究３８只。药物干预１２周后，各组大鼠椎

骨及肾组织中 ＴＧＦ－β１免疫组化染色结果见图 １、
图２。

图１　干预１２周后各组大鼠椎骨ＴＧＦ－β１免疫组化染色结果　（×４０）

图２　干预１２周后各组大鼠肾组织ＴＧＦ－β１免疫组化染色结果　（×４０）

３．２　各组大鼠椎骨 ＢＭＤ值及椎骨、肾组织中 ＴＧＦ－

β１表达的比较结果　干预 １２周后，各组大鼠椎骨
ＢＭＤ值比较，差异有统计学意义；虎潜丸组、雌激素
组、假手术组均高于模型组（Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００２，
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Ｐ＝０．０１３）；虎潜丸组与雌激素组、假手术组相比，差异
均无统计学意义（Ｐ＝０．４５９，Ｐ＝０．２２４）；雌激素组与假
手术组相比，差异无统计学意义（Ｐ＝０．２３１）。各组大
鼠椎骨ＴＧＦ－β１灰度值比较，差异无统计学意义。各
组大鼠肾组织ＴＧＦ－β１ＯＤ值比较，差异有统计学意义；
虎潜丸组高于雌激素组、模型组和假手术组（Ｐ＝
０．０００；Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００）；雌激素组与模型组、假手
术组比较，差异均无统计学意义（Ｐ＝０．４７８，Ｐ＝
０．４９０）；假手术组高于模型组（Ｐ＝０．０３８）。见表１。

表１　各组大鼠椎骨ＢＭＤ值、ＴＧＦ－β１灰度值及

肾组织ＴＧＦ－β１ＯＤ值的组间比较

组别
椎骨ＢＭＤ
（ｇ·ｃｍ－２）

椎骨ＴＧＦ－β１
灰度值

肾组织ＴＧＦ－β１
ＯＤ值

虎潜丸组 ０．２１０±０．０２８ １６９．０６０±５．５４５ １７２．６００±５．０１９
雌激素组 ０．２０５±０．０３０ １６７．４２０±６．２３８ １５８．２００±８．０３８
模型组 ０．１７１±０．０３６ １６２．４００±３．８８２ １５５．１３０±４．５４２
假手术组 ０．２０５±０．０３４ １６８．１３０±７．８９９ １５７．５７０±５．５２４
Ｆ值
Ｐ值

７．５６１ ２．１７６ １５．５６８
０．００１ ０．１０９ ０．０００

４　讨　论
骨质疏松症属中医学“骨痿”“骨枯”“腰痛”等范

畴。《素问·宣明五气篇》曰：“肾主骨”。《素问·痿

论》曰：“肾气热，则腰脊不举，骨枯而髓减，发为骨

瘘”“肾者水藏也，今水不胜火，则骨枯而髓虚，故足不

任身，发为骨痿”。虎潜丸方中重用黄柏，配以知母以

泻火清热；熟地黄、龟甲、白芍滋阴养血；狗骨强壮筋

骨；锁阳温阳益精；干姜、陈皮温中健脾、理气和胃。

诸药合用，共奏滋阴降火、强壮筋骨之功。

虎潜丸治疗骨质疏松症的作用机制尚不明确。

刘静仪等［２］认为补肾类中药具有类激素样作用，可通

过调节下丘脑－垂体 －性腺轴的功能而防治骨质疏
松，虎潜丸加减可用于肾虚型骨质疏松症的治疗。李

洪成等［５］的研究表明虎潜丸增加肾虚证患者的

ＢＭＤ，可能与其可调节皮质醇的分泌水平有关。任艳
玲等［６］的研究表明，补肾健脾类中药的药物血清可上

调成骨细胞中ＴＧＦ－β１的信号转导分子Ｓｍａｄ２ｍＲＮＡ
和蛋白的表达水平，促进成骨细胞的增长与分化。

本研究结果表明，虎潜丸可增加大鼠腰椎椎骨

ＢＭＤ，上调肾组织中 ＴＧＦ－β１的表达，可能是其治疗
骨质疏松症的机制之一，但具体作用机制尚不明确，

有待进一步研究。
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