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［摘要］ 目的 探讨左归丸治疗骨质疏松症的可能作用机理。 方法 将 60 只雌性 SD大鼠随机分为空白对
照组、假手术组、模型组、西药组、左归丸组各 12 只。模型组、西药组和左归丸组大鼠行双侧卵巢切除术
以制作骨质疏松症模型。造模后左归丸组给予左归丸 0. 968 g /100 g 灌胃，西药组给予戊酸雌二醇片
0. 018 mg /100 g灌胃，空白对照组、假手术组和模型组给予纯净水 1 ml /100 g 灌胃。每日 1 次，每周连续给
药 6 次，休息 1 天，共给药 3 个月。给药结束后检测各组大鼠腰椎骨密度，股骨最大载荷、弯曲强度、弹性
模量，肝组织中铁离子水平及铁调素蛋白表达，胫骨骨髓中骨保护素 ( OPG) 及细胞核因子 κB 受体活化因
子配体 ( ＲANKL) 蛋白表达。 结果 与假手术组比较，模型组大鼠腰椎骨密度及股骨最大载荷、弯曲强
度、弹性模量水平均降低; 肝组织中铁离子水平升高，铁调素蛋白降低; 胫骨骨髓中 OPG 蛋白表达降低，
ＲANKL蛋白表达增高 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。与模型组比较，左归丸组和西药组大鼠腰椎骨密度及股骨的
最大载荷、弯曲强度、弹性模量升高，肝组织铁离子水平降低，铁调素蛋白表达升高; 胫骨骨髓中 OPG 蛋
白表达升高，ＲANKL蛋白表达下降 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。 结论 左归丸可提高肝脏分泌铁调素水平，
进而对 OPG /ＲANKL信号通路进行调节，最终降低破骨细胞活性，减少骨量丢失，保护骨组织，这可能是其
治疗骨质疏松症的作用机理之一。
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骨质疏松症属于中医学 “骨痹” “骨痿”范
畴。肾为先天之本，藏精、主骨、生髓，因此，
“肾主骨”是中医药防治骨质疏松症的重要理论基
础。在中医肾主骨理论的指导下，临床采用补肾为
主的治法治疗骨质疏松症均取得了较好的疗

效［1 － 3］。我们既往研究表明，作为补肾法代表方剂
的左归丸对去卵巢所致的大鼠骨质疏松症具有良好

的治疗作用［4 － 6］。近年研究发现，铁过载在骨质疏
松症的发生中起着重要作用［7 － 9］。因此，本研究从
左归丸对铁过载的调节作用这一角度，探讨左归丸

治疗骨质疏松症的可能作用机理。

1 材料与方法

1. 1 动物
健康雌性 SPF 级 SD 大鼠 60 只，12 周龄，体

质量 ( 240 ± 20 ) g，由中国人民解放军军事医学
科学院实验动物中心提供，实验动物许可证号:

SCXK- ( 军) 2012-0004，在中国中医科学院中医
基础理论研究所实验动物中心屏障环境内饲养。
1. 2 药物
左归丸组成: 熟地黄 24 g，山药 12 g，山萸肉

12 g，枸杞子 12 g，菟丝子 12 g，川牛膝 9 g，鹿角
胶 12 g，龟甲胶 12 g，常规水煎制备成含药量为
0. 968 g生药 /ml 溶液; 戊酸雌二醇片: 拜耳医药
保健有限公司广州分公司产品，批号: 175A，规
格: 1 mg /片，使用时将药片研碎后用纯净水配制
成浓度为 0. 018 mg /ml的混悬液。
1. 3 主要试剂及仪器
戊巴比妥钠 ( 德国 MEＲCK 公司，批号:

20131206 ) ; 兔 多 克 隆 铁 调 素 抗 体 ( 批 号:
GＲ122753-11 ) 、兔 多 克 隆 OPG 抗 体 ( 批 号:
GＲ187782-2 ) 、兔多克隆 ＲANKL 抗体 ( 批号:
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GＲ10701-10) 、山羊抗兔 IgG H＆L 抗体 ( 批号:
GＲ188916-14) ，均为美国 Abcam 公司产品; DAB
显色试剂盒 ( 美国 Cell Signaling Technology 公司，
批号: 0002) ; 普鲁士蓝染色试剂盒 ( 北京索莱宝
科技有限公司，批号: 20160823) 。

CＲYOTOME FSE冰冻切片机、Finesse ME +全
自动石蜡切片机，美国 Thermo 公司; DM6000B 显
微镜、Qwin Pro V3. 5. 0 图像分析系统，德国 Leica
公司; Osteocore-3 Digital 2D 骨密度仪 ( 双能 X
线) ，法国 Medilink公司; ＲGWT-4005 微机控制电
子万能试验机，深圳瑞格尔仪器有限公司。
1. 4 动物分组及干预方法

60 只 SD大鼠按随机数字表法分为空白对照组
12 只，假手术组 12 只，造模组 36 只。所有大鼠
适应性喂养 1 周后，对造模组大鼠施以双侧卵巢切
除手术制作骨质疏松症模型［10］。假手术组大鼠仅
切除卵巢周围脂肪组织，不摘除卵巢。造模完成
后，将造模组大鼠按随机数字表法分成模型组、西
药组、左归丸组，每组 12只。左归丸组大鼠给予左
归丸 0. 968 g /100 g灌胃; 西药组大鼠给予戊酸雌二
醇片 0. 018mg /100 g 灌胃; 空白对照组、假手术组
和模型组大鼠灌服纯净水 1ml /100 g。每日灌胃 1
次，每周连续给药 6次，休息 1天，共给药 3个月。
1. 5 观察指标及方法
1. 5. 1 骨密度检测 给药结束后将大鼠处死，取
脊椎骨，用生理盐水浸湿的纱布包裹，置于 － 80℃
冰箱，用于骨密度检测。采用 Osteocore3 Digital 2D
骨密度仪，检测各组大鼠腰椎 1-6 ( L1-L6 ) 的骨
密度。
1. 5. 2 肝脏铁离子及铁调素蛋白检测 取肝组织，
制作石蜡切片。采用普鲁士蓝染色 ( 核固红法) ，
按照说明书对肝组织铁离子水平进行检测，以普鲁

士蓝着色面积百分比表示。采用免疫组化法检测肝
组织中铁调素蛋白，按照试剂盒说明书步骤操作。
1. 5. 3 骨生物力学指标检测 取左侧股骨，剔除
骨骼表面附着的软组织，用生理盐水浸湿的纱布包

裹，放于 － 80℃冰箱保存，用于骨生物力学检测。
应用微机控制电子万能试验机，检测股骨最大载

荷、弯曲强度、弹性模量骨生物力学参数。
1. 5. 4 胫骨骨髓中骨保护素 ( OPG) 及细胞核因
子 κB受体活化因子配体 ( ＲANKL) 蛋白检测 取
右侧胫骨，脱钙后，制作冰冻切片，采用免疫组化

法检测胫骨骨髓中 OPG、ＲANKL蛋白。
1. 6 统计学方法
采用 SPSS 20. 0 统计软件进行统计学处理。计

量数据以均数 ±标准差 ( 珋x ± s) 表示，正态分布且
方差齐性的数据采用单因素方差分析，组间两两比

较，采用 LSD 检验; 方差不齐的则采用其项下的
Dunnett's T3 检验。非正态分布数据采用非参数检
验。检验水准 α = 0. 05。

2 结果

2. 1 各组大鼠腰椎骨密度比较
表 1 示，假手术组和空白对照组大鼠腰椎骨密

度差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) ; 与假手术组比
较，模型组、西药组和左归丸组大鼠腰椎骨密度均
降低 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ; 与模型组比较，西
药组和左归丸组大鼠腰椎骨密度显著增高 ( P ＜
0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。

表 1 各组大鼠腰椎骨密度比较 ( g /cm2，珋x ± s)

组别 鼠数 骨密度

空白对照组 12 0. 3472 ± 0. 0369
假手术组 12 0. 3523 ± 0. 0361
模型组 12 0. 2174 ± 0. 0262＊＊

西药组 12 0. 2984 ± 0. 0251＊△△

左归丸组 12 0. 2590 ± 0. 0267＊＊△

注: 与假手术组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与模型组

比较，△P ＜ 0. 05，△△P ＜ 0. 01

2. 2 各组大鼠肝组织中铁离子水平和铁调素蛋白
比较

表 2 示，假手术组和空白对照组大鼠肝组织中
铁离子水平和铁调素蛋白差异无统计学意义 ( P ＞
0. 05) ; 与假手术组比较，模型组、西药组和左归
丸组大鼠肝组织中铁离子水平升高，铁调素蛋白降

低 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ; 与模型组比较，西药
组、左归丸组大鼠肝组织中铁离子水平降低，铁调
素蛋白升高 ( P ＜ 0. 01) 。

表 2 各组大鼠肝组织中铁离子水平和铁调素
蛋白比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数 铁离子水平 ( % ) 铁调素 ( IOD)

空白对照组 12 2. 83 ± 0. 93 4883. 13 ± 705. 57
假手术组 12 2. 63 ± 0. 73 5006. 58 ± 735. 70
模型组 12 6. 21 ± 1. 47＊＊ 1842. 78 ± 306. 95＊＊

西药组 12 3. 91 ± 0. 71＊＊△ 3963. 02 ± 503. 32＊△

左归丸组 12 4. 49 ± 0. 97＊＊△ 3551. 02 ± 490. 31＊＊△

注: 与假手术组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与模型组

比较，△P ＜ 0. 01

2. 3 各组大鼠股骨最大载荷、弯曲强度、弹性模
量比较

表 3 示，假手术组和空白对照组大鼠股骨最大
载荷、弯曲强度、弹性模量差异无统计学意义
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表 3 各组大鼠股骨最大载荷、弯曲强度、弹性模量比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数 最大载荷 ( N) 弯曲强度 ( MPa) 弹性模量 ( GPa)

空白对照组 12 142. 37 ± 15. 93 194. 79 ± 21. 62 5. 74 ± 1. 13
假手术组 12 137. 32 ± 15. 29 188. 52 ± 25. 52 5. 62 ± 1. 08
模型组 12 102. 85 ± 11. 18＊＊ 127. 28 ± 22. 43＊＊ 3. 44 ± 0. 96＊＊

西药组 12 125. 47 ± 9. 13＊△ 175. 20 ± 25. 81△ 5. 37 ± 1. 01△

左归丸组 12 119. 56 ± 22. 70＊＊△ 162. 38 ± 32. 79＊△ 5. 07 ± 1. 02△

注: 与假手术组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与模型组比较，△P ＜ 0. 01

( P ＞ 0. 05) ; 模型组大鼠股骨的最大载荷、弯曲强
度、弹性模量水平均显著低于假手术组 ( P ＜
0. 01) ; 与模型组比较，西药组、左归丸组大鼠股
骨最大载荷、弯曲强度、弹性模量水平都显著升高
( P ＜ 0. 01) ，且西药组大鼠股骨的弯曲强度和弹性
模量以及左归丸组大鼠股骨的弹性模量与假手术组

比较差异均无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) ; 但左归丸
组大鼠股骨的最大载荷和弯曲强度以及西药组大鼠

股骨的最大载荷仍明显低于假手术组 ( P ＜ 0. 05 或
P ＜ 0. 01) 。
2. 4 各组大鼠胫骨骨髓中 OPG、ＲANKL蛋白表达
比较

表 4示，假手术组和空白对照组大鼠胫骨骨髓
中 OPG、ＲANKL蛋白表达差异无统计学意义 ( P ＞
0. 05) ; 与假手术组比较，模型组、西药组和左归
丸组大鼠的胫骨骨髓中 OPG 蛋白表达降低，
ＲANKL蛋白表达升高 ( P ＜ 0. 01 ) ; 与模型组比
较，西药组、左归丸组 OPG 蛋白表达增高，
ＲANKL蛋白表达降低 ( P ＜ 0. 01) 。

表 4 各组大鼠胫骨骨髓中 OPG、ＲANKL蛋白
表达比较 ( IOD，珋x ± s)

组别 鼠数 OPG ＲANKL

空白对照组 12 2802. 65 ± 487. 93 972. 84 ± 209. 27
假手术组 12 2962. 46 ± 534. 29 1058. 10 ± 233. 61
模型组 12 1149. 31 ± 305. 23* 2979. 33 ± 502. 98*

西药组 12 2565. 61 ± 448. 60＊△ 1509. 32 ± 320. 33＊△

左归丸组 12 2178. 23 ± 475. 92＊△ 1980. 94 ± 358. 16＊△

注: OPG，骨保护素; ＲANKL，细胞核因子 κB 受体活化因子
配体; 与假手术组比较，* P ＜ 0. 01; 与模型组比较，△P ＜ 0. 01

3 讨论

中医学认为，骨骼的生长、营养、功能与肾密
切相关。肾为先天之本，藏精、主骨生髓。肾精充
实方能骨髓充盈，骨化生有源故而强劲有力。若肾
精亏虚则骨髓空虚，骨失濡养故而脆弱无力。因
此，补肾法作为中医治疗骨质疏松症的主要方法。
左归丸是中医补肾法的代表方剂，具有滋阴补肾、
填精益髓之效。临床研究证实，加味左归丸治疗肾

阴虚型绝经后骨质疏松症，发现该方可显著提高骨

密度，减轻患者疼痛程度，改善腰膝酸软等临床症

状［11 － 12］。本研究结果表明，左归丸组大鼠的腰椎
骨密度以及股骨的最大载荷、弯曲强度、弹性模量
水平均较模型组明显增高，说明左归丸对去卵巢所

致的大鼠骨质疏松症有明显治疗作用。
近年研究发现，铁过载与骨质疏松症发生密切

相关。铁过载可提高破骨细胞活性，促进骨吸收，
加速骨量丢失，最终形成骨质疏松症［13 － 15］。Wein-
berg等［16］研究认为，铁过载影响骨代谢的机制在
于铁能抑制垂体前叶分泌促性腺激素 ( 黄体生成

素和卵泡刺激素) ，这导致了性激素的合成和分泌

减少。铁调素是维持机体铁稳态、纠正铁过载的关
键物质，研究证实，铁调素基因敲除小鼠的心脏和

肝脏等组织会出现严重铁沉积［17］，这说明铁调素

基因缺陷或表达下调会导致铁过载。本研究结果显
示，左归丸组较模型组大鼠肝组织中铁离子水平下

降，铁调素水平上升，说明去卵巢后大鼠铁调素分

泌减少，出现了铁过载，经过左归丸治疗后肝细胞

分泌铁调素增多，一定程度上纠正了铁过载状态。
OPG /ＲANKL是非常重要的骨代谢调控通路，是机
体众多因子调节骨代谢的最终环节。研究发现，用
铁调素干预小鼠成骨细胞株后，OPG 及骨钙素表
达量明显增多［18］。本研究亦显示，左归丸组的
OPG蛋白表达较模型组增高，而 ＲANKL 蛋白表达
水平下降。综上所述，切除大鼠卵巢可使肝脏分泌
铁调素减少，从而出现铁过载，左归丸则可纠正这

种铁过载现象，可能是通过对 OPG /ＲANKL信号通
路进行调节，最终降低破骨细胞活性，减少骨量丢

失，保护骨组织。
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Effects of Zuogui Pills ( 左归丸) on Iron Overload in Osteoporosis Model Ｒats
LIU Meijie1，WU Jiaying2，LI Yan1，WANG Shaojun1，ZHAO Hongyan1，LIU Hong1，PAN Jinghua1，
ZHANG Zhiguo2，WANG Wenlai2，JU Dahong1

( 1． Medical Experimental Center，China Academy of Chinese Medical Sciences，Beijing，100700; 2． Institute of Basic Theory of Tra-
ditional Chinese Medicine，China Academy of Chinese Medical Sciences)
ABSTＲACT Objective To explore the possible mechanism of Zuogui Pills ( 左归丸) in the treatment of osteopo-
rosis． Methods Sixty female Sprague-Dawley rats were randomly divided into control group，sham operation
group，model group，western medicine group and Zuogui Pills group，with 12 rats in each． Ｒats in the model group，
western medicine group，and Zuogui Pills group were subjected to bilateral oophorectomy to establish osteoporosis
model． After modeling，Zuogui Pills group was given Zuogui Pills 0. 968 g /100 g gavage，and western medicine group
was given 0. 018 mg /100 g gavage estradiol valerate tablets． Blank control group，sham operation group and model
group were given purified water 1 ml /100 g gavage． Once a day，6 days in every week for 3 months． The lumbar ver-
tebral bone density，femur maximum load，flexural strength，elastic modulus，iron ion levels and hepcidin protein ex-
pression in rat liver，osteoprotegerin ( OPG) and receptor activator of nuclear factor kappa-Β ligand ( ＲANKL) in tib-
ia bone marrow were measured after medication finished． Ｒesults Compared with the sham operation group，the
bone mineral density and femur maximum load，flexural strength，and elastic modulus of the lumbar vertebrae in the
model group were decreased． The level of iron in the hepatic tissue was increased and Hepcidin protein was de-
creased． The expression of OPG protein in the tibia bone marrow was decreased，and ＲANKL protein expression in-
creased ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ． Compared with the model group，the lumbar bone mineral density and femur maxi-
mum load，flexural strength，and elastic modulus of the Zuogui Pills group and the western medicine group increased．
The iron ion level in the liver tissue decreased，and Hepcidin protein expression increased． OPG protein expression in
the tibia bone marrow was increased，and ＲANKL protein expression decreased ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ． Conclu-
sion Zuogui Pills can increase the level of Hepcidin secreted by the liver，then regulate the OPG /ＲANKL signaling
pathway，ultimately reduce osteoclast activity，reduce bone loss and protect bone tissue． This may be one of the
mechanism in treating osteoporosis．
Keywords osteoporosis; Zuogui Pills; hepcidin; iron overload; bone mineral density; the kidney governs the bone
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