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摘要： 目的　 考察骨宝丸对维甲酸诱导的骨质疏松小鼠 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫＬ 通路的影响。 方法　 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠灌胃给予维甲

酸 ３０ ｄ 建立骨质疏松模型， 灌胃给予骨宝丸 １􀆰 ５、 ３、 ６ ｇ ／ ｋｇ， 另设立正常组和模型组。 ＨＥ 染色观察股骨头病理结构

变化， 三点弯曲实验检测股骨最大值载荷和最大值弯曲应力， ＥＬＩＳＡ、 免疫组化法分别检测 ＯＰＧ、 ＲＡＮＫＬ 在外周血和

骨组织的表达。 结果　 骨宝丸各剂量对维甲酸致小鼠股骨头组织结构改变、 最大值弯曲应力和最大值载荷的减少均有

拮抗作用。 与正常组比较， 模型组小鼠血清和骨组织 ＲＡＮＫＬ 分泌升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 骨组织 ＯＰＧ 表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 骨补丸各剂量组小鼠血清和骨组织 ＲＡＮＫＬ 分泌降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 骨组织 ＯＰＧ 水平升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 结论　 骨宝丸对维甲酸诱导的骨质疏松小鼠 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫＬ 通路有调节作用， 可能是其防治骨质疏松的作用

机制。
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　 　 骨宝丸由熟地、 仙茅、 山萸肉等十多种中药组成， 具

有补肝肾、 强筋骨、 健脾胃、 益气血的功效， 是佛山市中

医院的院内制剂［１］ 。 三十余年临床应用结果表明骨宝丸对

骨质疏松、 骨折愈合迟缓、 股骨头无菌性坏死及肝肾亏损

诸症， 均 有 较 为 理 想 的 临 床 疗 效［１⁃４］ 。 骨 质 疏 松 症

（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ， ＯＰ） 是一种骨骼系统疾病， 常见于中老年

人， 特别是绝经后女性， 随着我国人口老龄化到来， 预测

我国骨质疏松患者约占世界 ５０％ ［５⁃６］ 。 骨质疏松形成的机

制之一是骨吸收与骨形成之间的动态失衡， 导致骨吸收大

于骨形成， 破坏了两者共同维持的骨质及骨量的平衡。
ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫＬ ／ ＲＡＮＫ 系统在骨吸收和骨形成的偶联中起着

关键性的作用， 其中核因子 κＢ 受体活化因子 （ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｆｏｒ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ， ＲＡＮＫ） 与其配体 ＲＡＮＫＬ
（ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｆｏｒ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ ｌｉｇａｎｄ， ＲＡＮＫＬ） 结

合具有促进破骨细胞分化及骨吸收的形成的作用； 而骨保

护素 （ ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ， ＯＰＧ） 则 与 ＲＡＮＫ 竞 争 性 结 合

ＲＡＮＫＬ， 从而抑制破骨细胞的分化和成熟， 诱导破骨细胞

凋亡［７⁃８］ 。 骨宝丸治疗骨质疏松疗效显著， 但是其相关作用

机制尚未完全清楚， 本研究考察骨宝丸对骨质疏松小鼠

ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫＬ 通路的影响， 从骨宝丸干预骨吸收的角度探

讨其潜在的作用机制， 为其在临床上进一步的推广和使用

提供科学依据。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ３０ 只， 体质量 （２０±
２） ｇ， 由广东省医学实验动物中心提供， 实验动物生产许

可证号为 ＳＣＸＫ （粤） ２０１３⁃０００２， 饲养于 ＳＰＦ 级动物实

验室。
１􀆰 ２　 药物　 骨宝丸 （粤药制字 Ｚ２００６００５２） 由淫羊藿、 龟

板胶、 鹿角胶、 熟地、 当归、 淮山药、 山茱萸肉、 杜仲、
川芎、 黄芪、 仙茅、 红参组成， 上述药材经清洗、 烘干、
粉碎后制备成糊丸 （小丸）， 小袋密封保存， 每袋 ６ ｇ。
ＴＬＣ 检测黄芪、 熟地黄、 当归、 川芎有效成分时， 可作为

该制剂质量控制标准［９］ 。
１􀆰 ３　 试剂与仪器 　 维甲酸 （大连美仑生物科技有限公

司）； 免疫组化二抗试剂盒 （美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司）； 兔来源的 ＯＰＧ 和 ＲＡＮＫＬ 一抗、 ＯＰＧ ＥＬＩＳＡ Ｋｉｔ

（北京博奥森生物技术有限公司）； ＲＡＮＫＬ ＥＬＩＳＡ Ｋｉｔ （武
汉华美生物工程有限公司）。 Ｌ５３５Ｒ 型台式冷冻离心机

（湖南湘仪实验室仪器开发有限公司）； Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＦＣ 酶标

仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； ＢＸ５３ 型倒置光学显微镜 （日本

Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）。
１􀆰 ４　 分组、 造模与给药　 小鼠随机分为正常组、模型组及

骨宝丸高剂量组（６ ｇ ／ ｋｇ）、中剂量组（３ ｇ ／ ｋｇ）、低剂量组

（１􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ），每组 ６ 只。 除正常组外，其余小鼠灌胃给予维

甲酸（１００ ｍｇ ／ ｋｇ），每天 １ 次，连续 ３０ ｄ；骨宝丸各剂量组小

鼠灌胃给予相应药液（骨宝丸研磨成粉状，加入水制成混悬

液，剂量 ０􀆰 ２ ｍＬ ／ １０ ｇ），每天 １ 次，连续 ３０ ｄ，按成人剂量的

１０ 倍剂量作为给药中剂量 （即 ３ ｇ ／ ｋｇ）， 同法得到高剂量

（６ ｇ ／ ｋｇ）、 低剂量 （１􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ）。
１􀆰 ５　 ＨＥ 染色　 将小鼠股骨置于 １０％ 中性甲醛溶液中固定

４８ ｈ， 脱钙液脱钙， 制作股骨头横切面的石蜡切片， 进行

ＨＥ 染色。
１􀆰 ６　 股骨生物力学检测　 将小鼠左侧股骨用 １０％ 中性甲醛

溶液固定， 委托广州元合生物科技有限公司进行三点弯曲

实验， 检测最大值载荷和最大值弯曲应力。
１􀆰 ７　 酶联免疫吸附实验 　 取小鼠外周血， 离心分离血清，
按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒方法检测血清中 ＯＰＧ、 ＲＡＮＫＬ 水平。
１􀆰 ８　 免疫组化　 按 “１􀆰 ５” 项下方法处理小鼠股骨后制作

石蜡切片， 采用免疫组化法检测骨组织 ＯＰＧ、 ＲＡＮＫＬ 分

泌。 为排除免疫组化的非特异性染色， 设置阴性对照组，
即采用磷酸盐缓冲液代替一抗溶液与该组织孵育， 其余操

作同各实验组。
１􀆰 ９　 统计学分析 　 采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ 软件作图， 并以其自带

的统计功能进行统计学处理， 计量资料以 （ ｘ± ｓ） 形式表

示， 组间比较采用方差分析 （Ｄｕｎｎｅｔｔ 法）。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差

异具有统计学意义。
２　 结果

２􀆰 １　 对小鼠股骨生物力学的影响　 与正常组比较， 模型组

小鼠最大值弯曲应力 （图 １Ａ）、 最大值载荷 （图 １Ｂ） 均降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 骨宝丸各剂量组

小鼠最大值弯曲应力、 最大值载荷均有不同程度升高， 以

中、 高剂量更明显 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 骨宝丸对小鼠股骨生物力学的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
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２􀆰 ２　 对小鼠股骨头组织结构的影响　 如图 ２ 所示， 模型组

小鼠股骨头体积缩小， 骨髓腔明显小于正常组， 骨髓内容

物减少， 这与肉眼观察到的股骨头变小、 股骨体色泽枯白

的情况一致； 与模型组比较， 肉眼观察到骨宝丸各剂量组

小鼠股骨头粗壮， 其中高剂量组与正常组无显著差异， 股

骨体显现隐隐的红润光泽， 而在显微镜下观察骨宝丸各剂

量组小鼠骨髓腔大于模型组， 骨髓内容物增加。

图 ２　 小鼠股骨头 ＨＥ 染色 （×１００）

２􀆰 ３　 对小鼠血清 ＯＰＧ、 ＲＡＮＫＬ 分泌的影响　 如图 ３Ａ～ ３Ｃ
所示， 与正常组比较， 模型组小鼠血清中 ＯＰＧ 水平较正常

组有降低的趋势， ＲＡＮＫＬ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 模型组小

鼠 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫＬ 比值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 骨

宝丸各剂量组小鼠血清 ＲＡＮＫＬ 水平降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 而

ＯＰＧ 水平较模型组有升高的趋势， 骨宝丸各剂量组小鼠

ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫＬ 比值升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 骨宝丸对小鼠血清 ＯＰＧ、 ＲＡＮＫＬ 分泌的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

２􀆰 ４　 对小鼠股骨组织 ＯＰＧ、 ＲＡＮＫＬ 分泌的影响 　 如图 ４
所示， 与正常组比较， 模型组小鼠股骨组织 ＯＰＧ 分泌减

少， ＲＡＮＫＬ 分泌增加； 与模型组比较， 骨宝丸高剂量组小

鼠股骨组织 ＯＰＧ 分泌增加， ＲＡＮＫＬ 分泌减少。

注： 红色箭头所指灰棕色处为组织分泌的 ＯＰＧ 或 ＲＡＮＫＬ。

图 ４　 骨宝丸对小鼠股骨组织 ＯＰＧ、 ＲＡＮＫＬ 分泌的影响 （×１００）

３　 讨论

本研究结果表明骨宝丸可以拮抗维甲酸诱导的小鼠股

骨最大值弯曲应力和最大值载荷减少以及骨髓组织微结构

的改变， 并且对小鼠血清和骨组织 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫＬ 有调节

作用。

骨质疏松的动物模型有多种造模方法， 其中维甲酸造

模具有简便、 成功率高、 动物无死亡等优势， 因此本研究

参考文献 ［８］ 选用维甲酸诱导小鼠制备骨质疏松模型。 骨

质疏松会导致机体骨生物力学发生显著改变， 例如骨的最

大值弯曲应力和最大值载荷降低， 这也是骨质疏松患者容

易出现骨折的重要原因。 本研究发现骨宝丸显著拮抗维甲

酸诱导小鼠股骨的最大值弯曲应力和最大值载荷的降低，

提示骨宝丸对小鼠骨质疏松有显著防治作用。 结果与文献

［８］ 报道骨宝丸显著增加去除卵巢的骨质疏松大鼠胫骨的
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抗弯程度和弹性模量、 刚性系数、 韧性系数相一致。 中医

理论认为 “肾主骨生髓”， 类似的补肾益精中药阿胶补肾健

骨方对去势骨质疏松症大鼠骨密度、 最大载荷和最大值弯

曲应力均有提高［１０］ ， 这提示骨宝丸治疗骨质疏松与其 “补
肾” 功能密切相关， 而本研究的 ＨＥ 染色结果还显示骨宝

丸可以显著增加骨质疏松小鼠骨髓内容物， 该结果为上述

观点提供了支持。
为了进一步谈探讨骨宝丸防治骨质疏松的作用机制，

考察了骨宝丸对维甲酸诱导骨质疏松小鼠 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫＬ 的

影响。 结果显示， 维甲酸诱导的骨质疏松小鼠血清和骨组

织 ＲＡＮＫＬ 分泌水平升高， 而 ＯＰＧ 在骨组织分泌水平降低、
在血清中有下降的趋势； 同时 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫＬ 的比值降低。
骨宝丸干预可以明显改善小鼠上述指标的变化， 即对维甲

酸诱导的骨质疏松小鼠 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫＬ 通路有显著调节作用。
骨骼是一个高重建的器官， 具有持续重塑周期， 其中骨形

成和骨吸收这组偶联处于动态更新、 共同维持骨质及骨量

的平衡。 研究表明 ＯＰＧ 基因剔除的小鼠表现为破骨细胞分

化活跃和骨吸收增强， 出现严重骨质疏松［１１⁃１３］ ； ＲＡＮＫＬ 可

促进破骨细胞分化， 增强成熟破骨细胞的活力， 阻止破骨

细胞凋亡， 是破骨细胞分化的关键刺激因子， 而 ＲＡＮＫ 在

破骨前体细胞或成熟破骨细胞表面高度表达， 是目前发现

的 ＲＡＮＫＬ 的唯一靶受体［１４⁃１５］ 。 体内骨量的改变和体外破骨

细胞的形成取决于 ＲＡＮＫＬ 与 ＯＰＧ 的比值， 即骨形成还是

骨吸收， 若 ＯＰＧ 基因表达高于 ＲＡＮＫＬ， 则破骨细胞形成受

抑制； 相反， 若 ＯＰＧ 基因表达低于 ＲＡＮＫＬ， 则破骨细胞形

成活跃［７］ 。 因此， 本实验结果提示， 骨宝丸防治骨质疏松

的机制可能与其调节 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫＬ 通路进而抑制过强的骨

吸收相关。
综合上述， 本研究结果表明骨宝丸对维甲酸诱导的骨

质疏松小鼠 ＯＰＧ ／ ＲＡＮＫＬ 通路有调节作用， 这可能是其防

治骨质疏松的作用机制之一。
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