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补肾中药防治原发性骨质疏松症的细胞学研究
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摘要 为了比较补肾复方对成骨细胞����
、

破骨细胞 ����的

药效异同
，

用 ��� 法测定 ��增殖能力
，

骨陷窝计数定量评定

��骨吸收活性
。

结果
，

金匾肾气丸
、

补肾益精方
、

知柏地黄丸
、

西 药倍 美 力 对 �� 增 殖 的平 均 影 响率 分 别 为 ���
�

��
、

���
·

��
、

��
·

��
、

��
·

��
�
对骨陷窝数的平均影响率分别为

��
·

��
、

��
�

��
、

��
�

��
、

��
�

��
。

表明平补阴阳药既促进 ��增

殖又抑制 �� 活性
，

加重温阳药促 ��增殖作用加强
，

加重养阴

药的作用则相反
，

养阴并加入泻火药则对 �� 活性和 ��增殖

均表现为抑制
。

主题词 骨质疏松�预防和控制 补肾药�治疗应用 骨和骨

组织�细胞学

按中医学
“
肾主骨

”
的理论

，

已有诸多用补肾中药

防治原发性骨质疏松症的实验或临床研究��，
’ 〕 。

中医学

理论中的肾有肾阴肾阳之分
。

我们通过证型调查
，

认为

绝大部分原发性骨质疏松症患者属 肾虚而偏于 肾阴

虚
，

结合考虑高龄人群的群体状态
，

制订了以补肾阴为

主
，

兼顾补肾阳
，

并佐以益气活血的补肾益精方
，

临床

和实验显示此方能增加骨量
、

改善骨结构
、

提高骨强

度
。

为了解补肾中药对于原发性骨质疏松症相关的成

骨细胞����
、

破骨细胞����活性的影响
，

作者用含药

血清方法观察了补肾益精方及温肾阳代表方金厦肾气

丸
、

滋阴泻火代表方知柏地黄丸干预离体培养的成骨

细胞和破骨细胞
，

今报告研究的初步结果
。

� 材料与方法

�
�

� 主要试剂和仪器
�

��� 和 �
��������培养基

、

胎牛血清�����
、

小牛血清�����为 ����� 公司产品
，

胰蛋 白酶为 ����� 公司产品
，
�型胶原酶为 �����

公

司产品
，

戊二醛
、

甲苯胺蓝为 �
、

����� 公司产品
，

��

孔培 养板 为 ������
公 司产 品 ����型分光 光度计

，

���������型锯式切片机
，
������型超声波清洗仪

，

�������� 型光学显微镜
，

日立 �一 ��� 型扫描电镜
。

�
�

� 成骨细胞分离与培养
�

参照文献���
，

取 �日龄 ��

大鼠�由上海医科大学放射医学研究所实验动物中心

提 供
，

沪 医实验动物合格证号 ���
，

���乙醇浸 泡

基金项目
�

国家
“
九五

”
攻关项目基金资助�����������

� 上海中医药大学附属曙光医院骨伤科
，
上海市普安路 ���号

��������

� 浙江中医学院
� 上海市中医药研究院骨伤科研究所

收稿 日期
�����一��一 ���修回日期

�����一 ��一 ��

�����
，

揭去头皮
，

取出头盖骨
，

剔净附着的结缔组织
，

���冲洗 �遍
，

用 �
�

���胰蛋白酶预消化 �����
，

再用

�
�

�� �型胶原酶消化
，

��℃振 荡
、

�� 次�分
、

�� � �

次
，

离心 �������
、

�����
。

细胞经 ���洗后
，

加入含

���的 ���一��� 培养液中
，
��℃ 、

����
�

环境中

培养
，

次 日换液
，

以后每 �一�天换液 �次
。

�
�

� 破骨细胞分离与培养
�

参照文献 〔卜
�

气取 � 日龄

�� 大鼠�来源同上�
，

拉颈处死
，

���酒精浸泡 ����
，

无菌分离四肢长骨
，

剔净软组织
，

用 �
�������� 培养

液 清洗 �次
，

然后于 �
��������全培养液 �含 ���

���
、

���拼����硫 酸链 霉 素
、

�������青 霉 素钠
，

���� ��中
，

用解剖刀纵向剖开骨干
，

将骨质内表面刮

入培养液
，

再以圆头吸管吹打骨碎片 ���
� ，

静置 ���
，

吸取上层细胞悬液均匀接种于预置有象牙薄片的 ��

孔培 养板 中
，
��℃ 、

����
�

环境 中培 养 �����
，

以

��������� 培养液冲去未贴壁的细胞
，

更换全培养液

至每孔 ���
，

继续培养
，
�天更换 �次培养液

。

�
�

� 大 鼠血清制备
�

参照文献��一 �〕 ，

取正常 �� 大鼠

�来源同上�
，

每组 �� 只
，

体重 ���士�鲍
，

雌雄各半
。

按

体表面积方法计算动物等效给药量
，

补肾益精方�何首

乌
、

石解
、

淫羊霍
、

黄蔑
、

骨碎补等�胶囊�上海中医药大

学附属曙光医院制剂室提供
，

批号 �������
，

金匾肾气

丸 �兰州佛慈药厂产品
，

批号 �������
，

知柏地黄丸�兰

州佛慈药厂产品
，

批号 �������
，

倍美力 �美国惠氏一

艾尔斯特公司艾尔斯特大药厂产品
，

批号 ��������分

别以生理盐水溶解
，

连续 �次�间隔 ���灌胃
，

末次灌

胃后 �� 采血
，

制备含药血清
。

动物以 �
�

�写氨基甲酸

乙醋 �广州化学试剂 厂产 品�腹腔注射��
�

������麻

醉
，

无 菌 条 件 下 颈 动 脉 放 血
，
�℃离 心 �������

、

�����
，

抽取血清
，
��℃ 、

����� 灭活
，
经 �

�

��拜� 滤膜

抽虑除菌
，

分装
，
一��℃保存备用

。

同等条件下制备正

常大鼠血清和生理盐水灌胃对照血清
。

�
，

� ��� 法测定成骨细胞增殖
�

细胞以 �� ����孔

接种于 �� 孔培养板内
，

第 �天更换为含有加药血清或

对照血清的培养液
，

培养 �天后
，
���冲洗

，

更换无血

清的 ��� 培养液
，

同时加入 ���
，

孵育 �� 后加入

���终止反应
，

在波长 ����� 处读取 ��值
。

�
�

� 骨吸收陷窝观察与计数
�

参照文献闹培养 �� 后

更换为加有含药血清或对照血清的培养液
，

培养至第
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表 �

组别 标本数

含药血清对成骨细胞增殖能力的影响��� 值
，
牙土 ��

��值

第 �批次 第 �批次
一

第 �批次

对照血清

倍美力

补
’
肾益精方

金暇肾气丸

知柏地黄丸

�
�

���士�
�

���

�
�

���士�
�

���△试
�

�

���士�
�

����球

�
�

���士 �
�

���� 减

�
�

���士�
�

���� 淡

�
�

���士 �
�

���

�
�

���士�
�

���淡

�
�

���士 �
�

���△
�

�

���士�
�

���� 试

�
�

���士�
�

���� 减

�
�

���士�
�

���

�
�

���士�
�

���军

�
�

���士�
�

����

�
�

���士�
�

���减

�
�

���士 �
�

���� 洲

与对照血清组比较
，
� 尸� 。 �

��
，△尸� 。

�

�� �
与补肾益精方组比较

，
叉尸� 。 �

��

表 � 含药血清培养象牙片上吸收陷窝计数结果�个�片
，
王士 ��

组别 标本数
吸收陷窝数

第 �批次 第 �批次 第 �批次 第 �批次

对照血清 � ���
�

�士 ��
�

�
’

���
�

�士 ��
�

�

倍美力 � ��
�

�士 ��
�

�▲ �
�

�士 �
�

��

补肾益精方 � ��
�

�士 �
�

�� ��
�

�士 ��
�

��

金魔肾气丸 � ��
�

�土��
�

�‘ ��
�

�士 一�
�

�并 淡

知柏地黄丸 � ��
�

�士 ��
�

�� ��
�

�士 ��
�

�碑

与对照血清组 比较
，
� 尸��

�

��
，△尸��

�

��
�
与补肾益精方组比较

，

冤尸��
�

��
，▲尸���

��

���
�

�士 ��
�

�

���
�

�士��
�

�△
��

�

�士 ��
�

�△

���
�

�士 ��
�

�

��
�

�士 ��
�

��

���
�

�士 ��
�

�

��
�

�士 �
�

��

��
�

�士 ��
�

��

��
�

�士 ��
�

�△
��

�

�士 �
�

��

�天
，

取 出所有象牙薄片
，
�

�

��戊二醛固定 ����
，

于

�
�

�������
，

氢氧化钱中超声波清洗 ���� 火 �次
，

系列

梯度酒精脱水
，

自然晾干
，
��甲苯胺蓝染液室温染色

�一 ����
，

蒸馏水清洗
，

于光镜 ��� 倍下对整张象牙薄

片上的吸收陷窝计数
，

结果以陷窝数�片表示
。

然后对

同一张象牙薄片再经超声波清洗 ����� � �次
，

常规

处理后进行扫描电镜观察
。

�
�

� 统计学处理
�

所有数据输入 ����� 表
，

进行两样

本等方差双侧 �检验
，

可信区间为 ���
。

� 结果

�
�

� 对成骨细胞增殖的影响
�

表 �示
，

��� 法测定 �

批实验结果趋同
，

金匾肾气丸有恒定的促进成骨细胞

增殖作用
，

补肾益精方也显示能促进增殖
，

知柏地黄丸

则表现为明显的抑制作用
，

西药倍美力也略显对
，

增殖

有所抑制
。

如果将对照血清组的 �� 值作为 ����
，

那么
，

倍

美力
、

补肾益精方
、

金匾肾气丸
、

知柏地黄丸对成骨细

胞 增 殖 的 平 均 影 响 率 分 别 为 ��
�

��
、

���
�

��
、

���
�

��
、

��
�

��
。

�� � 对破骨细胞活性的影响
�

表 �示
，

计数骨吸收陷

窝
，
�批次实验结果呈一致趋势

。

知柏地黄丸组的骨吸

收陷窝减少极其明显
，

补肾益精方组的骨吸收陷窝减

少也很明显
，

但稍逊于知柏地黄丸组
，

金曦肾气丸组不

如前二组
，

倍美力组则介乎前二组与后一组之间
，

也显

示明显地减少 了骨吸收陷窝数
。

如果将对照血清组的陷窝数作为 ����
，

那么
，

倍

美力
、

补肾益精方
、

金匾肾气丸
、

知柏地黄丸对破骨细

胞 骨 吸 收 陷窝 数 的 平 均 影 响 率 分 别 为 ��
�

��
、

��
�

��
、
��

�

��
、

��
�

��
。

� 讨论

原发性骨质疏松症在发病年龄段开始的很长一段

时间里是以骨吸收明显增加为特征的高转换类型
，

临

床应用的有效西药主要作用往往是抑制骨吸收明显
，

促进骨形成的药物较少且效果不尽如人意
。

因此有些

学者评价中药的作用时
，

寄希望于促进骨形成
。

本研

究从细胞学角度观察
，

倍美力有明显的抑制破骨细胞

活性的作用
，

而对成骨细胞也略显抑制作用 �补肾中药

的复方中补阳的金匾肾气丸或如补肾益精方中或含有

淫羊霍
、

骨碎补等补阳药的复方都显示有促进成骨细

胞增殖的作用
�另一方面

，

养阴药如补肾益精方含何首

乌
、

石解等一定数量养阴药的复方都显示有抑制破骨

细胞活性的作用
。

而若处方中含知母
、

黄柏等养阴为主

而兼具泻火作用的药物就明显表现出对破骨细胞活性

的抑制
，

同时也抑制成骨细胞的增殖
。

我们的工作初步

揭示
，

平补阴阳的补骨药表现为温和的促进成骨细胞

增殖作用和一定的抑制破骨细胞的作用
，

加重补阳药

则对成骨细胞的促进增殖加强
，

对破骨细胞的活性抑

制减弱 �加重养阴药的作用相反
，

即对成骨细胞促进增

殖的作用有所减弱
，

而对破骨细胞活性的抑制作用加

强 �养阴而同时加入泻火药则明显增强对破骨细胞活

性的抑制
，

甚至对成骨细胞增殖也由促进减弱而成为

抑制
。

补肾中药只是一个笼统的
“
法

”

－治疗原则的概

念
，

以上所提到的养阴
、

补阳
、

泻火等也同样如此
，

同一

类的不同中药在作用上还有差异
。

从 目前中药防治原

发性骨质疏松症的大趋势来看
，

一种趋势是辨证基础
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上的复方
，

一种是单味中药中的单体或一定纯度的单

体
。

如何体现中医药的传统特点
，

我们认为小复方更能

表达中医特色
，

从以上研究结果看
，

在这一趋势方面似

乎应有一个以平补阴阳为基本内容的通用方
。

另外
，

在

高转换型的典型的绝经后骨质疏松症宜强化养阴乃至

泻火药物
，

尤其是这一时期中有明显的阴虚火旺症状

者
，

抑制活跃的骨吸收
，

同时也适当抑制业已增强的骨

形成
。

而步入更老的年龄段则宜增加补阳药
，
因为高龄

患者多属低转换型骨质疏松症
，

中医辨证也往往阳虚

不足更加明显
，

要以促进骨形成为主
，

对本身并不活跃

的骨吸收不必有太多的抑制
。

肾主骨是中医学中肾作用的一个方面
，

中医学的

肾是一个十分广泛的含义
，

涉及多个系统多个器官
，

骨

质疏松可以看作是全身衰老过程在骨骼系统的表现
。

我们测定用于研究防治老年性痴呆的补肾药物的实验

动物骨骼
，

也得到可以提高皮质骨和松质骨的骨密度

和增强骨强度的结果
，

因此中药防治骨质疏松症在骨

骼系统可以在骨吸收和骨形成两方面体现调整作用
，

对全身则是在整体调治背景上的多靶点发挥作用
。

这

是中药的优势和特色
，

也提示中药在原发性骨质疏松

症防治方面具有良好前景
。

志谢 本研究的细胞培养技术学习得到上海医科大学放射医

学研究所王洪复教授
、

金慰芳副教授的指导和高建军的帮助
，

特此致谢
。
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