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治疗绝经后骨质疏松症的作用机制

章胜权１，王煦程２，叶福生３，袁文华４

（１．杭州市富阳中医骨伤医院，浙江　杭州　３１１４００；２．浙江中医药大学，浙江　杭州　３１００５３；
３．浙江萧山医院，浙江　杭州　３１１２００；４．浙江省中医院，浙江　杭州　３１０００６）

摘　要　目的：从脂代谢角度探讨补肾活血方治疗绝经后骨质疏松症（ｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＰＭＯＰ）的作用机制。方法：将

１５只９周龄ＳＰＦ级健康雌性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠随机分为３组，每组５只。模型组和补肾活血方组小鼠结扎两侧输卵管后，剪去卵巢

进行ＰＭＯＰ造模；假手术组小鼠结扎两侧输卵管后剪除卵巢旁部分脂肪组织。从造模术后第２天开始，补肾活血方组使用折合生

药浓度为１．５ｇ·ｍＬ－１的补肾活血方浓缩剂灌胃，每次０．４ｍＬ，每天１次；假手术组和模型组小鼠以等量生理盐水灌胃。３组小鼠

均每天灌胃１次，连续灌胃８周。药物干预结束后第２天，将所有小鼠脱颈处死，取股骨远端进行观察。以 Ｍｉｃｒｏ－ＣＴ进行骨组

织微结构观察，通过阿尔新蓝－苏木素染色观察髓腔中脂肪空泡数量，通过免疫组织化学染色观察骨组织中脂肪酸结合蛋白４

（ｆａｔｔｙａｃｉｄ－ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ４，ＦＡＢＰ４）表达情况。结果：①一般情况。实验期间小鼠饮食、精神状况正常，活动规律，至处死前无小

鼠死亡。②骨组织微结构观察结果。Ｍｉｃｒｏ－ＣＴ图像显示，与假手术组相比，模型组小鼠股骨骨密度明显降低，骨小梁减少；补肾

活血方组小鼠的股骨骨密度和骨小梁数量与假手术组相当。假手术组、模型组、补肾活血方组小鼠的股骨骨密度比较，差异有统

计学意义［（０．０３３±０．００９）ｇ·ｃｍ－３，（０．００３±０．００１）ｇ·ｃｍ－３，（０．０２２±０．００９）ｇ·ｃｍ－３，Ｆ＝１４．２４０，Ｐ＝０．００５］；模型组的股骨

骨密度低于假手术组和补肾活血方组（Ｐ＝０．０４６，Ｐ＝０．０５０）；补肾活血方组和假手术组的股骨骨密度比较，差异无统计学意义

（Ｐ＝０．２０３）。③髓腔中脂肪空泡数量观察结果。阿尔新蓝 －苏木素染色结果显示，模型组髓腔内脂肪空泡数量较假手术组增

加；补肾活血方组髓腔内脂肪空泡数量少于模型组，与假手术组接近。④骨组织中 ＦＡＢＰ４表达情况检测结果。假手术组、模型

组、补肾活血方组股骨组织中的 ＦＡＢＰ４含量比较，差异有统计学意义［（１．２８７±０．０１５）％，（１１．８９７±０．７０３）％，（０．９９０±

０．１６２）％，Ｆ＝８００．２００，Ｐ＝０．０００］。模型组的 ＦＡＢＰ４含量高于假手术组和补肾活血方组（Ｐ＝０．００１；Ｐ＝０．００１），假手术组的

ＦＡＢＰ４含量高于补肾活血方组（Ｐ＝０．０３４）。结论：通过调控 ＦＡＢＰ４表达，抑制骨髓间充质干细胞向脂肪细胞分化，可能是补肾

活血方治疗ＰＭＯＰ的作用机制之一。
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ＢＳＨＸＦｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．００１；Ｐ＝０．００１），ａｎｄｗａｓｌｏｗｅｓｔｉｎＢＳＨＸＦｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０３４）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＢＳＨＸＦｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆ

ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｉｎｔｏａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｔｈｒｏｕｇｈｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦＡＢＰ４，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｏｎｅｏｆｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｆｏｒ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＰＭＯＰ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌ；ＢｕｓｈｅｎＨｕｏｘｕｅＦａｎｇ；ｌｉｐｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；ｍｉｃｅ；ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　　绝经后女性人群中骨质疏松症的发生率较高，并
且很多绝经后女性有明显的骨量减少［１］，而绝经后骨

质疏松症（ｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＰＭＯＰ）导致的
骨质疏松性骨折会给患者和家庭造成严重负担。骨

质疏松症与中医学中的“骨痿”最为相似［２］。中医学

理论认为，该病是由肾精亏虚、骨骼失养、脉络不畅、

瘀血阻络所致，治疗当以补肾填精活血为主。依据上

述病机和治则，临床常选用补肾活血方治疗该病［３］。

补肾活血方的药物组成复杂，目前该方治疗 ＰＭＯＰ的
作用机制尚不完全明确。研究表明，骨质疏松症和脂

代谢之间的关系密切［４－５］。为此，我们进行了此次实

验，拟从脂代谢角度探讨补肾活血方治疗 ＰＭＯＰ的作
用机制，现总结报告如下。

１　材料与仪器
１．１　实验动物　９周龄 ＳＰＦ级健康雌性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ
小鼠１５只，体质量１８～２０ｇ，购自上海西普尔 －必凯
实验动物有限公司，实验动物生产许可证号：ＳＣＸＫ
（沪）２０１３－００１６。实验方案通过浙江中医药大学动
物实验伦理委员会批准。

１．２　主要试剂　补肾活血方药物组成包括熟地黄
９ｇ、杜仲４ｇ、炮附片６ｇ、枸杞子９ｇ、山萸肉６ｇ、红花
３ｇ、山药６ｇ、肉桂６ｇ、桃仁６ｇ、炙甘草３ｇ，所有药物

均购自浙江中医药大学中药饮片有限公司，委托浙江

省中医院制剂中心提取浓缩；熟地黄、杜仲、炮附片、

枸杞子、山萸肉、红花、山药、炙甘草以１２倍量纯净水
回流提取３次，肉桂、桃仁以１０倍量６０％乙醇浸泡提
取３次，将水提物、醇提物充分混合后，浓缩至每毫升
含生药３ｇ，小鼠用药量按体表面积折算为等效剂量。
４％组织细胞固定液、柠檬酸钠缓冲液（北京索莱宝科
技有限公司），苏木素、硫酸铝铵、碘酸钠、甘油、阿利

新蓝（美国Ｓｉｇｍａ公司），ＰＢＳ磷酸盐缓冲液（北京博
奥森生物技术有限公司）。

１．３　主要设备　ＶＩＰ５ｊｒ脱水机（日本樱花公司），
ＡＰ２８０－２包埋机、ＨＭ３５５Ｓ石蜡切片机（德国 Ｍｉｃｒｏｍ
公司），ＺｅｉｓｓＡｘｉｏＳｃｏｐｅＡ１显微镜及显微拍摄系统
（德国蔡司公司），Ｓｋｙｓｃａｎ１１７Ｍｉｃｒｏ－ＣＴ（比利时布鲁
克林公司）。

２　方　法
２．１　动物分组及造模　将１５只小鼠随机分为假手
术组、模型组和补肾活血方组，每组５只，适应性喂养
１周后进行造模。按０．００９ｍｇ·ｇ－１给小鼠腹腔注射
０．３％戊巴比妥钠进行麻醉，剔除术区毛发。模型组
和补肾活血方组小鼠结扎两侧输卵管后，剪去卵巢；

假手术组小鼠结扎两侧输卵管后剪除卵巢旁部分脂
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肪组织。术后将小鼠置于３７℃环境中约２０ｍｉｎ进行
复温，具体时间以小鼠恢复排便或行动为准。

２．２　药物干预　从造模术后第２天开始，补肾活血
方组使用折合生药浓度为１．５ｇ·ｍＬ－１的补肾活血方
浓缩剂灌胃，每次０．４ｍＬ；假手术组和模型组小鼠以
等量生理盐水灌胃。３组小鼠均每天灌胃１次，连续
灌胃８周。
２．３　实验指标检测　药物干预结束后第２天，将所
有小鼠腹腔过量注射０．３％戊巴比妥钠麻醉后脱颈
处死，取股骨远端进行观察分析。

２．３．１　骨组织微结构观察　采用 Ｍｉｃｒｏ－ＣＴ对小鼠
的股骨远端进行扫描，设置参数：管电压９０ｋＶ，管电
流４５０ｍＡ，分辨率 ９μｍ。以股骨远端骺线距近端
５０层为起点，计量１００层，使用 Ｎ－Ｒｅｃｏｎ软件进行
三维图像重建，观察骨组织的微结构变化情况，并通

过ＣＴ－ＡＮ软件分析股骨骨密度。
２．３．２　髓腔中脂肪空泡数量观察　将股骨远端组织
置于１４％ＥＤＴＡ溶液中脱钙１５ｄ，脱水后石蜡包埋切
片，切片厚度 ０．５μｍ。选取部分切片进行阿尔新
蓝－苏木素染色后，在光镜下观察各组小鼠股骨髓腔
中脂肪空泡数量。

２．３．３　骨组织中脂肪酸结合蛋白４表达情况检测　
取部分骨组织切片脱蜡复水后，使用０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１

柠檬酸钠在６０℃下浸泡４ｈ进行抗原修复。以内源
性过氧化物酶阻断剂室温孵育３０ｍｉｎ后，使用１０％
山羊血清进行封闭。滴加以 ＰＢＳ缓冲液稀释的脂肪
酸结合蛋白４（ｆａｔｔｙａｃｉｄ－ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ４，ＦＡＢＰ４）抗
体（ＦＡＢＰ４抗体∶ＰＢＳ缓冲液＝１∶３００）后于４℃过夜。
次日复温后滴加酶标山羊抗兔ＩｇＧ聚合物，二氨基联
苯胺显色５ｍｉｎ，苏木素复染，然后依次经过１％盐酸
酒精分化、脱水、透明处理后以中性树脂封片。显微

镜下观察骨组织中 ＦＡＢＰ４的表达情况，采集图像后
使用Ｉｍａｇｅ－ＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件对图像中 ＦＡＢＰ４的表
达比例进行分析。

２．４　数据统计　采用 ＳＰＳＳ２６．０软件进行数据统计
分析。３组小鼠股骨骨密度、股骨组织中ＦＡＢＰ４含量
的组间总体比较均采用方差分析，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　一般情况　实验期间小鼠饮食、精神状况正常，
活动规律，至处死前无小鼠死亡。

３．２　骨组织微结构观察结果　Ｍｉｃｒｏ－ＣＴ图像显示，
与假手术组相比，模型组小鼠股骨骨密度明显降低，骨

小梁减少；补肾活血方组小鼠的股骨骨密度和骨小梁

数量与假手术组相当（图１）。假手术组、模型组、补肾
活血方组小鼠的股骨骨密度比较，差异有统计学意义

［（０．０３３±０．００９）ｇ·ｃｍ－３，（０．００３±０．００１）ｇ·ｃｍ－３，
（０．０２２±０．００９）ｇ·ｃｍ－３，Ｆ＝１４．２４０，Ｐ＝０．００５］；模
型组的股骨骨密度低于假手术组和补肾活血方组

（Ｐ＝０．０４６，Ｐ＝０．０５０）；补肾活血方组和假手术组的
股骨骨密度比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．２０３）。

图１　３组小鼠股骨远端Ｍｉｃｒｏ－ＣＴ图像

３．３　髓腔中脂肪空泡数量观察结果　阿尔新蓝 －苏
木素染色结果显示，模型组髓腔内脂肪空泡数量较假

手术组增加；补肾活血方组髓腔内脂肪空泡数量少于

模型组，与假手术组接近（图２）。
３．４　骨组织中 ＦＡＢＰ４表达情况检测结果　假手术
组、模型组、补肾活血方组股骨组织中的 ＦＡＢＰ４含量
比较，差异有统计学意义［（１．２８７±０．０１５）％，
（１１．８９７±０．７０３）％，（０．９９０±０．１６２）％，Ｆ＝８００．２００，Ｐ＝
０．０００］。模型组的ＦＡＢＰ４含量高于假手术组和补肾
活血方组（Ｐ＝０．００１；Ｐ＝０．００１），假手术组的 ＦＡＢＰ４
含量高于补肾活血方组（Ｐ＝０．０３４）。见图３。

４　讨　论
骨髓脂肪细胞被认为是骨髓微环境的重要组成

部分，由骨髓间充质干细胞分化而来［６］。脂质是一种

与骨质疏松关系密切的生物大分子［７］，骨质疏松症患

者的骨髓脂肪组织较健康人群明显增加［８］。Ｆａｚｅｌｉ

等［９］的研究发现，绝经后女性骨小梁周围脂肪空泡数

量明显上升。Ｍｕｒｕｇａｎａｎｄａｎ等［１０－１１］的研究证实，脂

肪细胞与骨细胞的发育和功能关系密切，能够影响骨
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图２　３组小鼠股骨远端组织阿尔新蓝－苏木素染色结果（×１０）

图３　３组小鼠股骨远端组织免疫组织化学染色结果（×２０）

重塑过程；脂肪细胞分泌的可溶性细胞因子会影响成

骨细胞分化以及骨吸收功能。

ＦＡＢＰ４作为一种脂肪酸结合蛋白，是调节脂肪
酸运输和脂质代谢的关键因子［１２］，能够调控骨髓间

充质干细胞向脂肪细胞分化与脂滴形成［１３］，在动脉

粥样硬化、乳腺癌、糖尿病等多种疾病的发生发展中

起重要作用［１４－１６］。而且，ＦＡＢＰ４也被认为与骨质疏
松症的发生密切相关［１７］。Ｓｏｎｇ等［１８］的研究表明，

抑制 ＦＡＢＰ４的表达能够减少去卵巢小鼠的骨量
丢失。

补肾活血方是由经典古方右归饮加减而成，其中

熟地黄、枸杞子、山茱萸、山药可补肾阴，杜仲、附子、

肉桂善补肾阳，桃仁、红花是活血化瘀的经典药物，甘

草调和诸药。相关研究表明，补肾活血方能够通过干

预Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路影响成骨细胞分化［１９］。

Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路作为骨质疏松症的经典通
路，能够调节内源性骨形成［２０］，而且对 Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅ
ｎｉｎ信号通路的干预也能影响ＦＡＢＰ４表达［２１］。

本研究的结果提示，通过调控 ＦＡＢＰ４表达，抑制
骨髓间充质干细胞向脂肪细胞分化，可能是补肾活血

方治疗ＰＭＯＰ的作用机制之一。
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·简　讯·

《中医正骨》２０２２年广告业务范围及收费标准
■医疗、科研、教学单位及药械生产营销企业介绍 ■用于骨伤科医疗、科研、教学的器械设备介绍

■用于骨伤科医疗、科研、教学的中西药物及中间体介绍 ■各种形式的骨伤科讯息，如书刊征订、招生启事、会议通知等

刊登位置 印刷规格 版面 每期收费标准（元） 半年收费标准（元） 全年收费标准（元）

封二 大１６开彩色铜版纸印刷 全版 １２６００ ７５０００ １５００００
封三 大１６开彩色铜版纸印刷 全版 １１０００ ６７０００ １３４０００
封底 大１６开彩色铜版纸印刷 全版 １４０００ ８４０００ １６８０００
前插页 大１６开彩色铜版纸印刷 全版 ９８００ ５８５００ １１７０００
后插页 大１６开彩色铜版纸印刷 全版 ８４００ ５００００ １０００００
内文插页 大１６开彩色铜版纸印刷 全版 ８４００ ５００００ １０００００

内文图文
大１６开黑白铜版纸印刷 全版 ４２００ ２５０００ ５００００
大１６开黑白铜版纸印刷 １／２版 ２５００ １５０００ ３００００

内文文字
大１６开黑白铜版纸印刷 全版 ４２００ ２５０００ ５００００
大１６开黑白铜版纸印刷 １／２版 ２５００ １５０００ ３００００
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