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·基础研究·

二至丸抑制绝经后骨质疏松大鼠骨代谢紊乱的

作用机制研究

梁文娜，李西海，胡柳，丁珊珊，康洁，王洋，沈建英，李灿东

（福建中医药大学，福建　福州　３５０１２２）

摘　要　目的：探讨二至丸抑制绝经后骨质疏松大鼠骨代谢紊乱的作用机制。方法：２月龄雌性清洁级 ＳＤ大鼠６０只，采用随机

数字表随机分为假手术组１５只与手术组４５只。假手术组在双侧卵巢周围切除少许脂肪组织，手术组摘除双侧卵巢建立绝经后

骨质疏松症大鼠模型。造模后２周，再将手术组大鼠随机分为模型组、二至丸组与雌二醇组，每组１５只。二至丸组和雌二醇组大

鼠，分别用二至丸混悬液和戊酸雌二醇片混悬液灌胃；假手术组和模型组大鼠，用生理盐水灌胃；每日１次，连续灌胃１２周。药物

干预结束后，采用ＥＬＩＳＡ法检测大鼠血清中骨代谢标记物骨特异性碱性磷酸酶（ｂｏｎｅａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈｏｔａｓｅ，ＢＡＬＰ）、抗酒石酸酸性

磷酸酶－５ｂ（ｔａｒｔｒａｔｅ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ－５ｂ，ＴＲＡＣＰ－５ｂ）、基质金属蛋白酶 －９（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－９，ＭＭＰ－９）、组

织蛋白酶Ｋ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎＫ，Ｃａｔｈ－Ｋ）含量；并每组随机取３只大鼠的Ｌ５椎体，以４％多聚甲醛固定，行骨密度（ｂｏｎｅｍｉｎｅｒａｌｄｅｎｓｉｔｙ，

ＢＭＤ）及组织学检测；每组其余１２只大鼠Ｌ５腰椎以液氮保存，行骨代谢标记物 ｍＲＮＡ表达的检测。并对各组检测结果进行比

较。结果：①ＢＭＤ检测结果。药物干预１２周后，４组间腰椎 ＢＭＤ检测结果比较，差异有统计学意义［（０．１６±０．０２）ｇ·ｃｍ－２，

（０．１０±０．０３）ｇ·ｃｍ－２，（０．１３±０．０２）ｇ·ｃｍ－２，（０．１４±０．０２）ｇ·ｃｍ－２；Ｆ＝５．８００，Ｐ＝０．００５］；假手术组、二至丸组与雌二醇组高

于模型组（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０２４，Ｐ＝０．０１０）；假手术组与二至丸组、雌二醇组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．１２３，Ｐ＝０．２３６）；二

至丸组与雌二醇组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．７０１）。②组织学检测结果。药物干预１２周后，假手术组腰椎骨小梁致密，分

布均匀，排列规则，表面光滑，交织成网状，骨小梁间隙均匀。模型组腰椎骨小梁变细、分布稀疏、散乱、不连续，表面粗糙，完整性

差，出现碎片、断裂等。二至丸组与雌二醇组腰椎骨小梁变细，数量减少，分布稀疏，排列较规则。４组间骨小梁面积百分比比较，

差异有统计学意义［（２３．２５±５．３２）％，（１１．８２±３．８７）％，（１７．１０±３．８３）％，（１８．０８±２．５９）％；Ｆ＝８．１４４，Ｐ＝０．００１］；模型组、二

至丸组与雌二醇组低于假手术组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０１５，Ｐ＝０．０３８）；二至丸组与雌二醇组高于模型组（Ｐ＝０．０３４，Ｐ＝０．０１４）；二

至丸组与雌二醇组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．６７７）。③骨代谢标记物血清含量检测结果。药物干预１２周后，４组间血清

ＢＡＬＰ含量比较，差异有统计学意义［（５８．１４±９．０４）单位·Ｌ－１，（４０．９１±６．４７）单位·Ｌ－１，（５１．１３±７．８８）单位·Ｌ－１，（５２．２３±

７．４１）单位·Ｌ－１；Ｆ＝５．２３９，Ｐ＝０．００８］；假手术组、二至丸组与雌二醇组高于模型组（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０３４，Ｐ＝０．０１２）；假手术组

与二至丸组、雌二醇组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．１３３，Ｐ＝０．２８６）；二至丸组与雌二醇组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝

０．６４５）。４组间血清ＴＲＡＣＰ－５ｂ含量比较，差异有统计学意义［（０．７１±０．１３）ｐｇ·ｍＬ－１，（０．９８±０．２２）ｐｇ·ｍＬ－１，（０．７９±

０．０９）ｐｇ·ｍＬ－１，（０．７７±０．０７）ｐｇ·ｍＬ－１；Ｆ＝３．８７４，Ｐ＝０．０２５］；假手术组、二至丸组与雌二醇组低于模型组（Ｐ＝０．００４，Ｐ＝

０．０３８，Ｐ＝０．０２２）；假手术组与二至丸组、雌二醇组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．３２０，Ｐ＝０．４５９）；二至丸组与雌二醇组比较，差

异无统计学意义（Ｐ＝０．７９５）。４组间血清 ＭＭＰ－９含量比较，差异有统计学意义［（１．６３±０．２３）ｐｇ·ｍＬ－１，（２．０１±

０．３５）ｐｇ·ｍＬ－１，（１．６４±０．２５）ｐｇ·ｍＬ－１，（１．５８±０．１８）ｐｇ·ｍＬ－１；Ｆ＝３．５０７，Ｐ＝０．０３４］；假手术组、二至丸组与雌二醇组低于模

型组（Ｐ＝０．０２１，Ｐ＝０．０２３，Ｐ＝０．００９）；假手术组与二至丸组、雌二醇组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．９７２，Ｐ＝０．６９９）；二至丸

组与雌二醇组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．６７３）。４组间血清 Ｃａｔｈ－Ｋ含量比较，差异有统计学意义［（２．５５±

０．４０）ｐｇ·ｍＬ－１，（４．０６±０．８７）ｐｇ·ｍＬ－１，（３．０７±０．７７）ｐｇ·ｍＬ－１，（２．７３±０．６９）ｐｇ·ｍＬ－１；Ｆ＝５．５３９，Ｐ＝０．００６］；假手术组、二

至丸组与雌二醇组低于模型组（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０２４，Ｐ＝０．００４）；假手术组与二至丸组、雌二醇组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝

０．２１７，Ｐ＝０．６７１）；二至丸组与雌二醇组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．４０８）。④骨代谢标记物ｍＲＮＡ表达检测结果。药物干预

１２周后，４组间 ＢＡＬＰｍＲＮＡ表达比较，差异有统计学意义［（１．０１±０．０４），（０．６２±０．１０），（０．７８±０．１３），（０．８３±０．１３）；Ｆ＝

１４．４８２，Ｐ＝０．０００］；模型组、二至丸组与雌二醇组低于假手术组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００７）；二至丸组与雌二醇组高于模型

组（Ｐ＝０．０１５，Ｐ＝０．００２），二至丸组与雌二醇组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．３８５）。４组间 ＴＲＡＣＰ－５ｂｍＲＮＡ表达比较，差异
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有统计学意义［（０．９８±０．０４），（２．０５±０．４１），（１．６７±０．２６），（１．５０±０．２１）；Ｆ＝１６．５７４，Ｐ＝０．０００］；模型组、二至丸组与雌二醇

组高于假手术组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００３）；二至丸组与雌二醇组低于模型组（Ｐ＝０．０２４，Ｐ＝０．００２）；二至丸组与雌二醇

组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．２８２）。４组间 ＭＭＰ－９ｍＲＮＡ表达比较，差异有统计学意义［（１．００±０．０６），（１．８６±０．１７），

（１．５１±０．３２），（１．４５±０．３５）；Ｆ＝１１．６８４，Ｐ＝０．０００］；模型组、二至丸组与雌二醇组高于假手术组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝

０．００７）；二至丸组与雌二醇组低于模型组（Ｐ＝０．０２８，Ｐ＝０．０１０）；二至丸组与雌二醇组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．６４３）。４

组间Ｃａｔｈ－ＫｍＲＮＡ表达比较，差异有统计学意义［（０．９９±０．０３），（２．５２±０．５７），（１．８５±０．２７），（１．７４±０．５４）；Ｆ＝１３．５４３，Ｐ＝

０．０００］；模型组、二至丸组与雌二醇组高于假手术组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００５）；二至丸组与雌二醇组低于模型组（Ｐ＝

０．０１１，Ｐ＝０．００４）；二至丸组与雌二醇组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．６６３）。结论：对于绝经后骨质疏松模型大鼠，二至丸和戊

酸雌二醇片均可增加其骨密度和骨小梁数量；作用机制可能是通过促进ＢＡＬＰ表达、抑制ＴＲＡＣＰ－５ｂ、ＭＭＰ－９与Ｃａｔｈ－Ｋ表达，

从而抑制骨代谢紊乱；两种药物的作用相当。

关键词　骨质疏松，绝经后；大鼠；二至丸；骨密度；骨特异性碱性磷酸酶；抗酒石酸酸性磷酸酶５ｂ；基质金属蛋
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　　绝经后骨质疏松症（ｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，
ＰＭＯＰ）是绝经后女性因体内卵巢功能下降，骨吸收－

骨形成偶联过程失衡，导致骨量丢失、骨强度下降、骨

脆性增加的代谢性骨病［１－２］。近年来，随着人口的老

龄化，ＰＭＯＰ的发病率呈逐渐上升趋势，ＰＭＯＰ的防治

已成为医学界关注的焦点问题之一［３］。ＰＭＯＰ属中

医学“骨痿”的范畴，主要病因病机为肾虚髓亏、骨髓

生化乏源［４－５］。补肾经典方二至丸（女贞子、墨旱莲）

具有滋阴补肾、益精凉血之效，可抑制骨量减少、改善

骨小梁三维结构、增加骨结构强度与力学强度［６］。笔
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者建立绝经后骨质疏松大鼠模型，观察二至丸对骨代

谢的影响，探讨二至丸抑制骨代谢紊乱的作用机制，

现报告如下。

１　材料与仪器
１．１　实验动物　清洁级 ＳＤ大鼠 ６０只，雌性，２月
龄，体质量１４０～１６０ｇ，购自上海斯莱克实验动物有
限责任公司，合格证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１２－０００２。在福
建中医药大学实验动物中心饲养。饲养条件：温度

２０～２６℃，相对湿度４０％ ～７０％，１２ｈ明暗循环，自
由饮水。实验方案由福建中医药大学医学伦理委员

会审查批准。

１．２　药物与试剂　二至丸（江西国药有限责任公司，
批准文号：国药准字 Ｚ３６０２０７９４），戊酸雌二醇片（拜
耳医药保健有限公司广州分公司，批准文号：国药准

字Ｊ２０１３０００９），苏木素－伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎａｎｄｅｏｓｉｎ，
ＨＥ）染色试剂盒（北京索莱宝科技有限公司），乙二胺
四乙酸二钠（国药集团化学试剂有限公司），甘油醛－
３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙ
ｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）、骨特异性碱性磷酸酶（ｂｏｎｅａｌｋａ
ｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈｏｔａｓｅ，ＢＡＬＰ）、抗酒石酸酸性磷酸酶 －５ｂ
（ｔａｒｔｒａｔｅ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ－５ｂ，ＴＲＡＣＰ－
５ｂ）、基质金属蛋白酶 －９（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－
９，ＭＭＰ－９）、组织蛋白酶 Ｋ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎＫ，Ｃａｔｈ－Ｋ）
ＥＬＩＳＡ试剂盒（上海西唐生物科技有限公司），ＴＲｉｚｏｌ
试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），反转录试剂盒、荧光定量试剂
盒（ＴａＫａＲａ公司）。
１．３　实验仪器　ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＷｉ双能 Ｘ线骨密度仪
（Ｈｏｌｏｇｉｃ公司），光学显微镜 （Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），
ＲＭ２２３５石蜡切片机（Ｌｅｉｃａ公司），７９００ＨＴ－ＴＬＤＡ实
时荧光定量ＰＣＲ仪（ＡＢＩ公司）。

２　方　法
２．１　分组与造模　适应性喂养１周后，６０只大鼠采
用随机数字表随机分为假手术组１５只与手术组４５
只。１０％水合氯醛溶液０．３ｍＬ·１００ｇ－１腹腔注射麻
醉后，假手术组在双侧卵巢周围切除少许脂肪组织，

手术组摘除双侧卵巢建立 ＰＭＯＰ动物模型［７］。造模

后２周，再采用随机数字表将手术组大鼠随机分为模
型组、二至丸组与雌二醇组，每组１５只。
２．２　药物干预　造模后２周，用人和动物药物等效
剂量换算公式，以成人临床用药剂量计算动物用药剂

量［８］。用生理盐水将二至丸配制成９０ｍｇ·ｍＬ－１的

混悬液，将戊酸雌二醇片配制成１０μｇ·ｍＬ－１的混悬

液。按照１ｍＬ·１００ｇ－１的剂量，二至丸组和雌二醇
组大鼠，分别用二至丸混悬液和戊酸雌二醇片混悬液

灌胃；假手术组和模型组大鼠，用生理盐水灌胃；每日

１次，连续灌胃１２周。
２．３　实验指标检测　药物干预结束后，１０％水合氯
醛溶液０．３ｍＬ·１００ｇ－１腹腔注射麻醉，每只大鼠用
含１％肝素钠的抗凝管腹主动脉采血１０ｍＬ，低温离
心１５ｍｉｎ（离心半径１５ｃｍ，转速３０００ｒ·ｍｉｎ－１），取

上层血清，－２０℃保存，进行血清骨代谢标记物含量

检测。采血后，取出大鼠 Ｌ５腰椎。每组随机取３只

大鼠的 Ｌ５腰椎以 ４％多聚甲醛固定，进行骨密度
（ｂｏｎｅｍｉｎｅｒａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＢＭＤ）及组织学检测；每组其余

１２只大鼠 Ｌ５腰椎以液氮保存，进行骨代谢标记物
ｍＲＮＡ表达的检测。
２．３．１　骨密度检测　采用 ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＷｉ双能 Ｘ线骨
密度仪，检测大鼠Ｌ５腰椎骨密度。

２．３．２　组织学检测　Ｌ５腰椎常规固定、脱水、包埋、
切片，ＨＥ染色，光学显微镜下观察骨组织形态结构的
变化。并采用ＭｏｔｉｃＭｅｄ６．０数码医学图像系统，计
算骨小梁面积百分比（骨小梁面积百分比＝测量框内
骨小梁面积÷测量框总面积×１００％）。
２．３．３　骨代谢标记物血清含量检测　采用ＥＬＩＳＡ法
检测血清中ＢＡＬＰ、ＴＲＡＣＰ－５ｂ、ＭＭＰ－９、Ｃａｔｈ－Ｋ含
量，具体检测方法按照Ｅｌｉｓａ试剂盒说明进行。
２．３．４　骨代谢标记物ｍＲＮＡ表达检测　采用实时荧
光定量ＰＣＲ检测。液氮研磨腰椎骨组织，ＴＲＩｚｏｌ法提
取总ＲＮＡ，定量后取１μｇＲＮＡ逆转录成 ｃＤＮＡ。根
据ＧｅｎＢａｎｋ基因序列设计引物（上海生物工程技术服
务有限公司）。ＢＡＬＰＦｏｒｗａｒｄ：５′－ＣＡＴＣＣＴＧＴＡ
ＴＧＧＣＡＡＴＧＧＧ－３′，Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′－ＣＡＴＣＣＴＧＴＡＴ
ＧＧＣＡＡＴＧＧＧ－３′，２１６ｂｐ；ＴＲＡＰ－５ｂＦｏｒｗａｒｄ：５′－
ＡＡＣＴＴＧＣＧＡＣＣＡＴＴＧＴＴＡ－３′，Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′－ＧＧＧ
ＧＡＣＣＴＴＴＣＧＴＴＧＡＴＧＴ－３′，２４５ｂｐ；ＭＭＰ－９Ｆｏｒ
ｗａｒｄ：５′－ＴＣＣＣＣＡＧＡＧＣＧＴＴＡＣＴＣＧＣＴ－３′，Ｒｅ
ｖｅｒｓｅ：５′－ＡＣＣＴＧＧＴＴＣＡＣＣＣＧＧＴＴＧＴＧ－３′，１４４
ｂｐ；Ｃａｔｈ－ＫＦｏｒｗａｒｄ：５′－ＧＣＡＧＣＡＧＡＡＴＧＧＡＧＧ
ＣＡＴＴＧ－３′，Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′－ＴＴＣＡＧＧＧＣＴＴＴＣＴＣＧ
ＴＴＣＣＣ－３′，１４１ｂｐ；ＧＡＰＤＨＦｏｒｗａｒｄ：５′－ＡＴＴＧＴＣ
ＡＧＣＡＡＴＧＣＡＴＣＣＴＧ－３′，Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′－ＡＴＧＧＡＣ
ＴＧＴＧＧＴＣＡＴＧＡＧＣＣ－３′，１０２ｂｐ。ＳＹＢＲＧＲＥＥＮ
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ＰＣＲ反应体系 ２０μＬ，ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ Ⅱ
（２×）１０μＬ，ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅＩＩ（５０×）０．４μＬ，
ｃＤＮＡ模板２μＬ，焦碳酸二乙酯水６μＬ，上下游引物
各０．８μＬ。采用２－△△ＣＴ计算法，以ＧＡＰＤＨ为内
参计算目的基因的表达。

２．４　数据统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件对
所得数据进行处理。４组腰椎 ＢＭＤ、骨小梁面积百
分比、血清骨代谢标记物含量、腰椎骨代谢标记物

ｍＲＮＡ表达的组间总体比较均采用单因素方差分
析，组间两两比较均采用 ＬＳＤ－ｔ检验。检验水准

α＝０．０５。

３　结　果
３．１　ＢＭＤ检测结果　药物干预１２周后，４组间腰椎
ＢＭＤ检测结果比较，差异有统计学意义；假手术组、
二至丸组与雌二醇组高于模型组（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝
０．０２４，Ｐ＝０．０１０）；假手术组与二至丸组、雌二醇组比
较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．１２３，Ｐ＝０．２３６）；二至
丸组与雌二醇组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝
０．７０１）。见表１。

表１　４组去卵巢骨质疏松模型大鼠腰椎骨密度

组别 样本量（只） 骨密度（ｘ±ｓ，ｇ·ｃｍ－２）
假手术组 ３ ０．１６±０．０２
模型组 ３ ０．１０±０．０３
二至丸组 ３ ０．１３±０．０２
雌二醇组 ３ ０．１４±０．０２
Ｆ值 ５．８００
Ｐ值 ０．００５

３．２　组织学检测结果　药物干预１２周后，假手术组
腰椎骨小梁致密，分布均匀，排列规则，表面光滑，交

织成网状，骨小梁间隙均匀［图１（１）］。模型组腰椎
骨小梁变细、分布稀疏、散乱、不连续，表面粗糙，完整

性差，出现碎片、断裂等［图１（２）］。二至丸组与雌二
醇组腰椎骨小梁变细，数量减少，分布稀疏，排列较规

则［图１（３）、图１（４）］。４组间骨小梁面积百分比比
较，差异有统计学意义；模型组、二至丸组与雌二醇组

低于假手术组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０１５，Ｐ＝０．０３８）；二
至丸组与雌二醇组高于模型组（Ｐ＝０．０３４，Ｐ＝０．
０１４）；二至丸组与雌二醇组比较，差异无统计学意义
（Ｐ＝０．６７７）。见表２。

图１　４组绝经后骨质疏松模型大鼠腰椎骨小梁形态（ＨＥ染色　×１００）
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表２　４组绝经后骨质疏松模型大鼠腰椎骨小梁面积百分比

组别 样本量（只） 腰椎骨小梁面积百分比（ｘ±ｓ）
假手术组 ３ （２３．２５±５．３２）％
模型组 ３ （１１．８２±３．８７）％
二至丸组 ３ （１７．１０±３．８３）％
雌二醇组 ３ （１８．０８±２．５９）％
Ｆ值 ８．１４４
Ｐ值 ０．００１

３．３　骨代谢标记物血清含量检测结果　药物干预１２
周后，４组间血清 ＢＡＬＰ含量比较，差异有统计学意
义；假手术组、二至丸组与雌二醇组高于模型组（Ｐ＝
０．００１，Ｐ＝０．０３４，Ｐ＝０．０１２）；假手术组与二至丸组、
雌二醇组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．１３３，Ｐ＝
０．２８６）；二至丸组与雌二醇组比较，差异无统计学意
义（Ｐ＝０．６４５）。４组间血清 ＴＲＡＣＰ－５ｂ含量比较，
差异有统计学意义；假手术组、二至丸组与雌二醇组

低于模型组（Ｐ＝０．００４，Ｐ＝０．０３８，Ｐ＝０．０２２）；假手
术组与二至丸组、雌二醇组比较，差异无统计学意义

（Ｐ＝０．３２０，Ｐ＝０．４５９）；二至丸组与雌二醇组比较，
差异无统计学意义（Ｐ＝０．７９５）。４组间血清 ＭＭＰ－
９含量比较，差异有统计学意义；假手术组、二至丸组
与雌二醇组低于模型组（Ｐ＝０．０２１，Ｐ＝０．０２３，Ｐ＝
０．００９）；假手术组与二至丸组、雌二醇组比较，差异无
统计学意义（Ｐ＝０．９７２，Ｐ＝０．６９９）；二至丸组与雌二醇
组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．６７３）。４组间血清
Ｃａｔｈ－Ｋ含量比较，差异有统计学意义；假手术组、二至

丸组与雌二醇组低于模型组（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０２４，Ｐ＝
０．００４）；假手术组与二至丸组、雌二醇组比较，差异无
统计学意义（Ｐ＝０．２１７，Ｐ＝０．６７１）；二至丸组与雌二醇
组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．４０８）。见表３。
３．４　骨代谢标记物ｍＲＮＡ表达检测结果　药物干预
１２周后，４组间ＢＡＬＰｍＲＮＡ表达比较，差异有统计学
意义；模型组、二至丸组与雌二醇组低于假手术组

（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００７）；二至丸组与雌二
醇组高于模型组（Ｐ＝０．０１５，Ｐ＝０．００２），二至丸组与
雌二醇组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．３８５）。４组
间ＴＲＡＣＰ－５ｂｍＲＮＡ表达比较，差异有统计学意义；
模型组、二至丸组与雌二醇组高于假手术组（Ｐ＝
０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００３）；二至丸组与雌二醇组
低于模型组（Ｐ＝０．０２４，Ｐ＝０．００２）；二至丸组与雌二
醇组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．２８２）。４组间
ＭＭＰ－９ｍＲＮＡ表达比较，差异有统计学意义；模型
组、二至丸组与雌二醇组高于假手术组（Ｐ＝０．０００，
Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００７）；二至丸组与雌二醇组低于模
型组（Ｐ＝０．０２８，Ｐ＝０．０１０）；二至丸组与雌二醇组比
较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．６４３）。４组间 Ｃａｔｈ－
ＫｍＲＮＡ表达比较，差异有统计学意义；模型组、二至
丸组与雌二醇组高于假手术组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．００２，Ｐ＝０．００５）；二至丸组与雌二醇组低于模型组
（Ｐ＝０．０１１，Ｐ＝０．００４）；二至丸组与雌二醇组比较，
差异无统计学意义（Ｐ＝０．６６３）。见表４。

表３　４组绝经后骨质疏松模型大鼠血清骨代谢标记物含量

组别 样本量（只）
骨特异性碱性磷酸酶

（ｘ±ｓ，单位·Ｌ－１）
抗酒石酸酸性磷酸酶－５ｂ
（ｘ±ｓ，ｐｇ·ｍＬ－１）

基质金属蛋白酶－９
（ｘ±ｓ，ｐｇ·ｍＬ－１）

组织蛋白酶Ｋ
（±ｓ，ｐｇ·ｍＬ－１）

假手术组 １５ ５８．１４±９．０４ ０．７１±０．１３ １．６３±０．２３ ２．５５±０．４０
模型组 １５ ４０．９１±６．４７ ０．９８±０．２２ ２．０１±０．３５ ４．０６±０．８７
二至丸组 １５ ５１．１３±７．８８ ０．７９±０．０９ １．６４±０．２５ ３．０７±０．７７
雌二醇组 １５ ５３．２３±７．４１ ０．７７±０．０７ １．５８±０．１８ ２．７３±０．６９
Ｆ值 ５．２３９ ３．８７４ ３．５０７ ５．５３９
Ｐ值 ０．００８ ０．０２５ ０．０３４ ０．００６

表４　４组绝经后骨质疏松模型大鼠腰椎骨代谢标记物ｍＲＮＡ表达　ｘ±ｓ

组别 样本量（只） 骨特异性碱性磷酸酶 抗酒石酸酸性磷酸酶－５ｂ 基质金属蛋白酶－９ 组织蛋白酶Ｋ
假手术组 １２ １．０１±０．０４ ０．９８±０．０４ １．００±０．０６ ０．９９±０．０３
模型组 １２ ０．６２±０．１０ ２．０５±０．４１ １．８６±０．１７ ２．５２±０．５７
二至丸组 １２ ０．７８±０．１３ １．６７±０．２６ １．５１±０．３２ １．８５±０．２７
雌二醇组 １２ ０．８３±０．１３ １．５０±０．２１ １．４５±０．３５ １．７４±０．５４
Ｆ值 １４．４８２ １６．５７４ １１．６８４ １３．５４３
Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

表中数据为以甘油醛－３－磷酸脱氢酶为参照，将其表达量当作１，计算出的各检测指标的相对表达量
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４　讨　论
生理情况下，骨代谢周期反映了骨吸收与骨形成

的动态平衡状态［９］。骨吸收是骨基质降解的过程，主

要受破骨细胞调控；骨形成是骨基质合成与矿化的过

程，主要受成骨细胞调控［１０］。骨重建的稳态主要依

赖于破骨细胞骨吸收 －成骨细胞骨形成之间偶联的
动态平衡，从而维持骨量的稳态［１１］。若破骨细胞骨

吸收相对增强或成骨细胞骨形成相对减弱，则出现骨

吸收大于骨形成的病理现象，引发骨量的丢失［１２］。

女性绝经后，卵巢功能衰退引起内源性雌激素分

泌减少与骨细胞表面的雌激素受体数量下降，导致骨

吸收－骨形成偶联失衡，出现破骨细胞活性增强，骨
小梁吸收加快，吸收陷窝加深；成骨细胞活性相对减

弱，骨形成速度减慢，导致不可逆的骨丢失，并出现骨

小梁变薄与间隙增宽、骨体积减少、骨小梁连接破坏

等病理现象［１３－１４］。骨质量与 ＢＭＤ是综合决定骨强
度的关键因素，骨质量由骨的显微结构、代谢转换、矿

化程度与骨基质的特性决定；ＢＭＤ是以单位面积或
单位体积的骨量来表示［１５］。

骨代谢标志物体现骨代谢的水平与特点，也是评

估骨质量的关键指标，骨吸收与骨形成标志物的比率

变化可以间接体现 ＢＭＤ变化。ＢＡＬＰ反映成骨细胞
的功能，来源于成骨细胞，是评价骨形成与骨转换的

常用代谢指标［１６］。成骨细胞和前成骨细胞的活性，

与血清ＢＡＬＰ水平呈线性关系，提示 ＢＡＬＰ可作为骨
形成的特异性指标。骨吸收过程中，破骨细胞附着于

骨表面，形成相对封闭的骨吸收微环境，释放

ＴＲＡＣＰ、ＭＭＰｓ与半胱氨酸蛋白酶等基质降解酶，吸
收骨质。ＴＲＡＣＰ分为 ＴＲＡＣＰ－５ａ和 ＴＲＡＣＰ－５ｂ两
种亚型，骨吸收过程中破骨细胞释放的 ＴＲＡＣＰ－５ｂ，
是破骨细胞数量及功能活性的有效标志物［１７］。在骨

吸收过程中，破骨细胞释放大量 ＴＲＡＣＰ－５ｂ，血清
ＴＲＡＣＰ－５ｂ含量变化，可间接体现破骨细胞活性与
骨吸收状态，提示 ＴＲＡＣＰ－５ｂ是破骨细胞活性与骨
吸收状态的特异性指标之一。ＭＭＰ－９是 ＭＭＰｓ基
因家族中的一员，主要在破骨细胞与骨髓单核细胞中

表达，参与破骨细胞的发育和募集过程［１８］。ＭＭＰ－９
在破骨细胞中可呈特异性高表达，具有降解细胞外基

质的功能，在破骨细胞迁移、侵蚀与锚着过程中发挥

重要的调控作用［１９］。Ｃａｔｈ－Ｋ是一种半胱氨酸蛋白
酶，选择性的大量表达于破骨细胞，具有较强的溶骨

活性，其生理作用底物是骨基质中 Ｉ型胶原蛋白，
Ｃａｔｈ－Ｋ还能降解骨基质中骨桥接素与骨连接素，是
一个调控骨吸收的关键降解酶［２０－２１］。

本研究结果表明，对于绝经后骨质疏松模型大

鼠，二至丸和戊酸雌二醇片均可增加其骨密度和骨小

梁数量；作用机制可能是通过促进 ＢＡＬＰ表达、抑制
ＴＲＡＣＰ－５ｂ、ＭＭＰ－９与 Ｃａｔｈ－Ｋ表达，从而抑制骨
代谢紊乱；两种药物的作用相当。
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