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摘要： 目的　 探究左归丸对雌激素剥夺诱导的骨质疏松症模型小鼠骨代谢的机制。 方法　 通过卵巢摘除剥夺雌激素的

方法建立骨质疏松症小鼠模型， 成膜后采用左归丸干预治疗。 采用免疫组织化学法测定各组小鼠胫骨近心端 ＥＲα、
ＥＲβ 的表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法测定小鼠股骨中 ＥＲα、 ＥＲβ 的蛋白表达情况。 并通过雌激素受体阻断剂 ＩＣＩ１８２７８０ 验证左

归丸通过增加雌激素受体表达调节骨代谢。 结果　 免疫组化实验显示， 与模型组比较， 左归丸高、 中剂量组的小鼠

ＥＲα 表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 左归丸高剂量组小鼠 ＥＲβ 的表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验显示， 与模型组比

较， 左归丸高、 中、 低剂量组均可使 ＥＲα 表达量升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 左归丸各剂量组对 ＥＲβ 的影响均没有显

著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； ＩＣＩ１８２７８０ 可阻断左归丸对骨代谢的影响。 结论　 左归丸不能增加骨质疏松症模型小鼠体内的雌

激素水平， 但能通过增加雌激素受体的表达进而影响骨代谢。
关键词： 左归丸； 骨质疏松症； 骨代谢； ＥＲ
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　 　 骨质疏松症是一种常见的全身系统性的骨骼退行性

病变， 多发生在老 年 群 体， 尤 其 是 绝 经 后 的 老 年 女

性 ［１］ 。 随着老龄人口的增多， 骨质疏松症的发病率出现

了逐年攀升的趋势， 引起了社会和医学领域的广泛关

注。 骨质疏松症的产生有多方因素， 包括性激素的减

少、 钙离子的流失、 身体各器官机能的减退、 内分泌的

失调以及其他疾病和药物诱导等因素。 该病严重影响着

中老年人甚至年轻人的身体健康与生活质量， 给社会造

成极大的负担。 因此， 急需找到预防和治疗这类疾病的

有效措施。
补肾法是根据传统中医理论制定的临床预防和治疗骨

病的基本治则， 中医学认为 “肾在体为骨， 骨乃肾所主”，
故 “肾主骨” 理论是研究人员选则用药的主要理论依

据［２⁃３］ 。 本课题选用补肾古方左归丸， 该方是由熟地、 山

药、 山茱萸、 枸杞、 菟丝子、 川牛膝、 龟板胶、 鹿角胶、
八味中药组成， 其功效为滋阴补肾， 填精益髓， 且诸多实

验研究证实， 其对骨质疏松症， 生殖、 内分泌、 免疫系统、
神经系统等均有保护作用［４⁃５］ 。 本研究采用雌激素剥夺的方

法建立绝经后骨质疏松小鼠模型［６］ ， 探究左归丸通过雌激

素 ／雌激素受体途径影响骨代谢的机制， 为临床上采用补肾

法治疗骨质疏松症提供实验依据， 同时也为骨质疏松症的

治疗提供新的思路和方向。
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１　 材料

１􀆰 １　 动物 　 清洁级未孕雌性小鼠 ７２ 只， Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 品系，
８～１０ 周龄， 由黑龙江中医药大学 ＧＬＰ 实验中心提供， 实

验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （黑） ２０１３⁃０００４。
１􀆰 ２　 仪器与试剂

１􀆰 ２􀆰 １　 仪器　 ＭＵＴＩＳＫＡＮＭＫ３ 型酶标仪、 －８０ ℃冰箱 （美
国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； ＣＴ１５ＲＥ 型 ４ ℃低温离心

机 （日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司）； ＰＨ 计 （上海仪电科学仪器股份

有限公司）； 制冰机 （常熟市雪科电器有限公司）； ＳＶＣ⁃
１０００ 型全自动交流稳压器 （浙江常安集团有限公司）； 制

胶工具、 电泳仪、 多层滤纸、 凝胶成像仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ
公司）； 半干转膜电泳仪、 移液器 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）。
１􀆰 ２􀆰 ２　 试剂 　 小鼠雌二醇 （Ｅ２） 酶联免疫检测试剂盒

（南京 建 成 生 物 工 程 研 究 所 ）； ＲＩＰＡ 裂 解 液 （ 货 号

Ｐ００１３Ｂ）、 ＰＭＳＦ （货号 ＳＴ５０６）、 超敏 ＥＣＬ 发光液 （货号

Ｐ０ ０１８ Ａ） （上海碧云天生物技术有限公司）； ＢＣＡ 蛋白定

量试剂盒 （货号 ＰＣ００２０）、 ４ ×蛋白上样缓冲液 （货号

Ｐ１０１５）、 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶配制试剂盒 （货号 Ｐ１３００） （北京

索莱 宝 科 技 有 限 公 司）； ５ × ＳＤＳ ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ （ 货 号

Ｓ０１３７）、 Ｗｅｓｔｅｒｎ 一抗稀释液 （货号 Ｍ３００１）、 Ｗｅｓｔｅｒｎ 二抗

稀释液 （货号 Ｍ３１０１） （哈尔滨海基生物科技有限公司）；
乙二胺四乙酸 ［福晨 （天津） 化学试剂有限公司］； 十二

烷基 硫 酸 钠、 吐 温 ８０、 甘 氨 酸、 Ｔｒｉｓ⁃ＨＣＬ、 Ｔｒｉｓ⁃ｂａｓｅ、
ＴＲＩＳ、 Ｂａｓｅ （天津市光复精细化工研究所）； ＰＢＳ 缓冲液、
枸橼酸盐缓冲液 （武汉塞维尔生物科技有限公司）； 甲醇

（天津市富宇精细化工有限公司）； 脱脂奶粉 （内蒙古伊利

实业集团股份有限公司）； ＰＶＤＦ 膜、 预染蛋白 Ｍａｒｋｅ （货
号 ２６６１６） （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； 聚合 ＨＲＰ
标记抗兔 ｌｇＧ （货号 ＳＶ０００２） （武汉博士德生物工程有限

公司）； ＥＲα Ａｎｔｉｂｏｄｙ （货号 ＡＦ６０５８） （美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公

司）； ＥＲβ Ａｎｔｉｂｏｄｙ （货号 ｂｓ⁃０１１６Ｒ）、 鼠抗 β⁃ａｃｔｉｎ 单克隆

抗体 （货号 ｂｓ⁃００６１Ｒ） （北京博奥森生物技术有限公司）；
ＤＡＢ 显色试剂盒 （货号 ＷＬＡ０２２ａ） （沈阳万类生物科技有

限公司）。
１􀆰 ２􀆰 ３　 水煎液制备及剂量确定 　 左归丸组方药材熟地

２０ ｇ、 枸杞 １０ ｇ、 牛膝 ７􀆰 ５ ｇ、 山茱萸 １０ ｇ、 鹿角胶 １０ ｇ、
山药 １０ ｇ、 龟板胶 １０ ｇ、 菟丝子 １０ ｇ， 均购自哈药集团世

一堂中药饮片有限责任公司， 经黑龙江中医药大学王振月

教授鉴定为正品， 制成水煎液， 方法为取出鹿角胶和龟板

胶， 其余药材用自来水浸泡 ３０ ｍｉｎ 后煎制 ２ 次， 合并药

液， 加入打成粉的鹿角胶和龟板胶进行炀化处理， 搅拌均

匀后浓缩成固定体积的贮备液。 阳性对照药采用戊酸雌二

醇片 （补佳乐） （批号 ２１４ Ａ） ［拜耳医药 （上海） 有限公

司］。 成人日用量 １ ｍｇ， 换算成小鼠为每天 ０􀆰 １３ ｍｇ ／ ｋｇ，
小鼠每天灌胃容量为 ０􀆰 ０１ ｍＬ ／ ｇ， 雌二醇溶液含药量为

０􀆰 ０１３ ｍｇ ／ ｍＬ， 配制好后置于 ４ ℃冰箱中贮存备用。 氟维司

群 ＩＣＩ８２７８０ （货号 １２９４５３⁃６１⁃８） （美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ 公司）。 成

人的临床用量为每个月肌内注射 ２５０ ｍｇ， 换算成小鼠给药

剂量为每个月 ３２ ｍｇ ／ ｋｇ， 本实验按照 ２ 倍成人剂量给药，
即 ６４ ｍｇ ／ ｋｇ。
２　 方法

２􀆰 １　 分组、 建模及取材　 采用双侧卵巢摘除的方法制备骨

质疏松症小鼠模型， 造模 １ 个月后随机分模型组， 雌二醇

组， 左归丸高、 中、 低剂量组， 阻断剂组， 每组 １２ 只， 按

０􀆰 ０１ ｍＬ ／ ｇ 体质量灌胃给药， 左归丸成人临床服用的剂量

为 ９ ｇ ／次， 每 天 ２ 次， 换 算 成 小 鼠 给 药 剂 量 为 每 天

２􀆰 ３４ ｇ ／ ｋｇ， 灌胃容量为 ０􀆰 ０１ ｍＬ ／ ｇ。 左归丸高、 中、 低剂

量组 小 鼠 分 别 灌 胃 给 予 质 量 浓 度 为 ０􀆰 ９３６、 ０􀆰 ４６８、
０􀆰 ２３４ ｍｇ ／ ｍＬ的左归丸水煎液，假手术组、模型组小鼠灌胃

给予等容量生理盐水，雌二醇组小鼠灌胃给予 ０􀆰 ０１３ ｍｇ ／ ｍＬ
相应溶液， 阻断剂组肌肉注射 ６４ ｍｇ ／ ｋｇ ＩＣＩ１８２７８０ 后按照

左归丸高剂量组剂量给药， 各组均连续给药 ８ 周。
给药 ８ 周后， 小鼠称定体质量， 摘取眼球取血， 室温

下静置 ３０ ｍｉｎ， ４ ℃、 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上层血

清， 置于－８０ ℃冰箱中保存备用， 取血后取出胫骨、 股骨、
Ｌ４⁃６ 段腰椎骨， 胫骨置于 ４ ℃冰箱中， 用 ４％ 多聚甲醛固

定 ４８ ｈ； 股骨迅速放置于液氮中速冻后， 移至－８０ ℃冰箱

中； Ｌ４⁃６ 段腰椎骨用浸生理盐水的纱布包裹， 置于－８０ ℃
冰箱中保存， 备用。
２􀆰 ２　 胫骨组织中 ＥＲ 表达　 取出固定的小鼠胫骨组织， 放

入 ＥＤＴＡ 溶液中进行脱钙处理， 用常规方法 （脱水、 透明、
浸蜡） 石蜡包埋， 切片 （厚度 ４ μｍ）， 采用免疫组织化学

法检测小鼠胫骨近心端 ＥＲα、 ＥＲβ 的表达。
２􀆰 ３　 股骨组织中 ＥＲ 蛋白表达 　 取出冻存的小鼠股骨组

织， 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测小鼠股骨中 ＥＲα、 ＥＲβ 蛋白

表达。
２􀆰 ４　 雌激素受体阻断剂对左归丸骨代谢作用的干预作用　
ＩＣＩ１８２７８０ 干预后， 测定小鼠骨密度、 骨代谢相关因子、
ＥＲα 蛋白表达， 具体实验方法如前期报道所述［１］ 。
２􀆰 ５　 统计学分析 　 通过 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 图像处理软件

测量免疫反应阳性物质的面积及积分光密度 （ＩＯＤ 值）， 计

算平均积分光密度 （ＭＯＤ）， 公式时平均积分光密度＝积分

光密度 ／面积， 每张图片取 ４～５ 个视野。 通过 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软

件进行处理， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间差异性比较采用单

因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 左归丸对小鼠胫骨中 ＥＲ 表达的影响　 电子显微镜下

观察到雌激素受体阳性表达呈棕黄色或黄褐色的颗粒， 胞

质和胞核均有表达， 蛋白表达量越多， 颜色越深， 见图

１Ａ～１Ｂ。 模型组小鼠胫骨骨松质部分 ＥＲα、 ＥＲβ 表达均低

于假手术组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 雌二醇组及左归

丸高、 中剂量组小鼠 ＥＲα 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１），
雌二醇组及左归丸高剂量组小鼠 ＥＲβ 表达升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 见图 １Ｃ。
３􀆰 ２　 蛋白质免疫印迹实验 　 图 ２ 显示， 模型组小鼠股骨

ＥＲα、 ＥＲβ 蛋白表达低于假手术组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明卵巢摘
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注： 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组小鼠胫骨骨松质 ＥＲ 表达 （免疫组化 ＤＡＢ 染色， ×４００）

除后雌激素水平下降， 雌激素受体表达减少； 与模型组小鼠

比较， 雌二醇组及左归丸高、 中、 低剂量组均可使小鼠 ＥＲα
表达增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 雌二醇组小鼠 ＥＲβ 表达升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 但左归丸各剂量组无明显差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
３􀆰 ３　 雌激素受体阻断剂对左归丸骨代谢作用的影响　 表 １

显示， 与左归丸组比较， 左归丸＋阻断剂组小鼠骨密度减

少 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， ＡＬＰ、 ＳｔｒＡＣＰ 活性及 ＯＣ 水平升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 图 ３ 显示， 与左归丸组比较， 左归丸＋阻
断剂组小鼠 ＥＲα 受体减少， 其灰度比值与左归丸组比较，
差异具有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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注： 与假手术组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组小鼠股骨 ＥＲα、 ＥＲβ蛋白表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝１２）

表 １　 ＩＣＩ１８２７８０ 干预后各组小鼠骨密度及骨代谢相关因子水平 （ｘ±ｓ， ｎ＝１２）
组别 ＢＭＤ ／ （ｇ·ｃｍ－２） ＡＬＰ ／ （金氏单位·１００ ｍＬ－１） ｓｔｒＡＣＰ ／ （Ｕ·Ｌ－１） ＯＣ ／ （ｎｇ·ｍＬ－１）

模型组 ０􀆰 ０８０±０􀆰 ００２ ２６􀆰 １４６±５􀆰 ３７８ ５０􀆰 ９８６±４􀆰 ０４０ ４􀆰 ６９７±０􀆰 ５１６
左归丸组 ０􀆰 １０５±０􀆰 ００３∗∗ １６􀆰 ７７１±１􀆰 ４８８∗ ３４􀆰 ９７１±３􀆰 ７５７∗∗ ２􀆰 ０７５±０􀆰 ５９１∗∗

左归丸＋阻断剂组 ０􀆰 ０８５±０􀆰 ００４＃＃ ２５􀆰 ８９１±５􀆰 ３３１＃ ４８􀆰 ３９０±７􀆰 ６５７＃＃ ４􀆰 ４４１±０􀆰 ７９４＃＃

　 　 注：与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与左归丸组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

注： 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与左归丸组比较，＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 ＩＣＩ１８２７８０ 干预后各组小鼠股骨 ＥＲα表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝１２）

４　 讨论

绝经后骨质疏松症的致病原因主要是雌激素的撤退，
在中医学上认为绝经前后的诸多症状及内分泌失衡的病机

均为肾虚， 故补肾成为了治疗的根本所在［７⁃８］ 。 雌激素作为

一种重要的内源性激素， 在体内的变化影响着很多生理代

谢过程， 包括生殖系统、 中枢神经系统、 心血管系统、 免

疫系统、 骨骼等［９⁃１０］ 。 本研究前部分实验结果已经证明左

归丸对雌激素剥夺导致的骨损伤具有保护作用［１１］ 。 因此为

了探究左归丸对骨质疏松症的保护作用的机制， 本实验分

析左归丸对雌激素及雌激素受体的影响。
前期研究检测了左归丸水煎液对于骨质疏松症模型小

鼠血清中的雌激素水平的影响， 采用酶联免疫吸附法测定

了各组小鼠血清中雌二醇的水平， 结果证明左归丸水煎液

的各剂量组均不能使卵巢摘除小鼠血清中雌激素水平升高，
这说明了左归丸对骨组织的雌激素样作用并不是通过增加

体内的雌激素水平而实现的［１２］ 。 本研究检测了左归丸对卵

巢摘除小鼠雌激素受体表达的影响， 通过免疫组织化学方

法测定 ＥＲα 和 ＥＲβ 在胫骨近心端骨松质上的表达情况，
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分析各组平均累计光密度值， 结果表明左归丸对 ＥＲα 和

ＥＲβ 的表达均有明显的影响。 同时利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术分

析了 ＥＲα 和 ＥＲβ 在股骨中的表达， 统计各电泳条带的灰

度结果， 表明左归丸能够增加 ＥＲα 的表达， 对 ＥＲβ 无明

显影响。 这个结果预示着左归丸水煎液对骨组织的作用很

可能是通过增加 ＥＲα 表达实现的。
为了验证左归丸对骨质疏松症模型小鼠的骨保护作用

机制是通过增加雌激素受体的表达而实现的， 选择

ＩＣＩ８２７８０ 进行干预研究。 ＩＣＩ１８２７８０， 是一种非特异性的雌

激素受体阻断剂， 他不同于其他的抗雌激素药物具有类雌

激素样作用 （如他莫昔芬）， 所以可以规避很多雌激素过

量导致的风险［１３］ 。
据先前研究 ＩＣＩ１８２７８０ 能够完全阻断淫羊藿素、 去甲

基肉毒碱［１４］ 和獐芽菜苷［１５］ 对骨细胞的增殖和分化作用。
本研究实验结果同样证明， 当给小鼠注射 ＩＣＩ１８２７８０ 后再

给予左归丸水煎液进行治疗后与左归丸给药组比较， 小鼠

骨组织中的 ＥＲα 表达降低， 小鼠腰椎的骨密度下降， 血清

中骨代谢相关因子 ＡＬＰ、 ＳｔｒＡＣＰ 和 ＯＣ 升高， 即左归丸对

骨的保护作用被阻断。
总之， 本研究的实验结果表明左归丸可通过增加小鼠

骨骼上 ＥＲα 的表达而实现调节骨代谢的作用， 为临床上左

归丸治疗绝经后骨质疏松症提供理论支持， 也为阐明 “肾
主骨” 理论的研究提供实验依据。
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