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盘龙七片调节骨保护素/核因子κB受体活化因子
配体信号通路对去卵巢骨质疏松大鼠的影响
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[摘要] 目的:探讨盘龙七片对去卵巢骨质疏松大鼠骨保护素(OPG)/核因子κB受体活化因子配体

(RANKL)信号通路的影响。方法:75只雌性SD大鼠随机分为假手术组、模型组、阳性药物对照组

(17β-雌二醇,1mg/kg)、盘龙七片低剂量组(0.26g/kg)、盘龙七片高剂量组(1.29g/kg),每组15只,
除假手术组外,其余各组大鼠建立去卵巢骨质疏松模型,分组给予相应药物处理后,苏木精-伊红(HE)
染色法染色观察各组大鼠股骨并成像;通过双能X线骨密度分析仪对大鼠离体股骨密度进行检测;

ELISA测定血清β-胶原降解产物(β-CTX)和骨碱性磷酸酶(BALP)水平;WesternBlot测定左侧胫骨

OPG、RANKL蛋白相对表达水平。结果:模型组左侧股骨远端骨小梁稀疏、结构不完整、明显变薄、排

列紊乱;盘龙七片低剂量组左侧股骨远端骨小梁有所改善,盘龙七片高剂量组与阳性药物组左侧股骨远

端骨小梁形态结构明显改善。与假手术组相比,模型组大鼠BMC、最大载荷与弹性模量、BALP水平及

OPG蛋白表达水平显著降低,差异有统计学意义(P<0.05),血清中β-CTX水平及RANKL蛋白水平

显著升高,差异有统计学意义(P<0.05);与模型组相比,盘龙七片低、高剂量组及阳性药物组大鼠

BMC、最大载荷与弹性模量、BALP水平及 OPG蛋白表达水平显著升高,差异有统计学意义(P<
0.05),血清中β-CTX水平及RANKL蛋白水平显著降低,差异有统计学意义(P<0.05)。结论:盘龙

七片可能通过抑制RANKL水平,上调OPG表达,改善去卵巢大鼠的骨质疏松症状。
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Abstract Objective:ToinvestigatetheefficacyofPanlongqitabletonosteoprotegerin(OPG)/receptoractivatorofnuclear
factor-κBligand(RANKL)signalingpathwayinovariectomizedosteoporosisrats.Methods:Atotalof75femaleSDrats
wererandomlydividedintoshamoperationgroup,modelgroup,positivedrugcontrolgroup(17β-estradiol,1mg/kg),

Panlongqitabletlow-dosegroup(0.26g/kg)andPanlongqitablethigh-dosegroup(1.29g/kg),with15ratsineach

group.Exceptingtheshamoperationgroup,ovariectomizedosteoporosismodelswereestablishedinothergroups.After
treatmentwithcorrespondingdrugsingroups,thefemurswereobservedandimagedbyHematoxylinEosinstaining
(HE).ThedensityoffemurwasdetectedbydualenergyX-rayabsorptiometry.Theexpressionsofβ-cross-linkedc-te-
lopeptideoftypeⅠcollagen(β-CTX)andbonealkalinephosphatase(BALP)inserumweredetectedbyELISA,andthe
relatedexpressionlevelofOPG/RANKLproteininlefttibiawasmeasuredbyWesternBlot.Results:Thetrabecularbones
ofthedistalfemurontheleftsideinthemodelgroupweresparse,structurallyincomplete,obviouslythinnedanddisorder-
lyarranged.Thetrabecularboneoftheleftdistalfemurinthelow-dosetabletgroupwasimproved,andthetrabecular

bonemorphologyandstructureoftheleftdistalfemurinthe
high-dosePanlongqitabletgroupandthepositivedruggroup
weresignificantlyimproved.Comparedwiththeshamopera-
tiongroup,BMC,maximumloadandelasticmodulus,BALP
levelsandOPGproteinexpressionlevelsinthemodelgroup
weresignificantlyreduced(P<0.05),andβ-CTXlevelsand
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RANKLproteinlevelsinserumweresignificantlyincreased(P<0.05).Comparedwiththemodelgroup,theBMC,maxi-
mumloadandelasticmodulus,BALPlevelandOPGproteinexpressionlevelofPanlongqitabletlow,highdosegroupand

positivedruggroupincreasedsignificantly(P<0.05).Theβ-CTXlevelandRANKLproteinlevelinserumweresignifi-
cantlyreduced(P<0.05).Conclusion:PanlongqitabletmayinhibitthelevelofRANKLandup-regulatetheexpressionof
OPGtoimprovetheosteoporosisofovariectomizedrats.
Keywords: Panlongqitablet;osteoporosis;osteoprotegerin;receptoractivatorofnuclearfactor-κBligand

  骨质疏松症(Osteoporosis,OP)是一种全身性骨

代谢疾病[1],其主要特征是骨量减少、骨组织细微结构

退化、骨强度降低,其潜在机制是骨骼吸收与骨骼成骨

之间的不平衡,表现为骨脆性及骨折危险性增加[2]。
研究表明绝经后骨质疏松症(PostmenopausalOsteo-
porosis,PMOP)是骨质疏松症最常见的一种[3],绝经

后老年女性的骨质疏松发病率高达49%,常因轻度暴

力或非创伤因素而导致脆性骨折。骨保护素(Osteo-
protegerin,OPG)、核 因 子-κB 受 体 活 化 因 子 配 体

(ReceptorActivatorofNuclearFactor-κBLigand,

RANKL)是重要的信号转导蛋白,OPG/RANKL信

号通路在骨代谢的骨吸收过程中起着至关重要的作

用,能影响破骨细胞在骨重构中生成、分化、成熟和功

能的激活[4-5]。盘龙七片是一种中成药,临床上对不同

的骨科疾病具有明显的临床疗效,调节骨代谢,改善骨

科疾病[6-7]。中医学认为骨质疏松症的发病与“血瘀”
有关,并将其归于“骨痹”“骨痿”等范畴[8]。盘龙七片

有活血化瘀、通经活络、强筋壮骨的作用,恰好切中“骨
痹”之要害[9]。已有研究发现,盘龙七片在对骨质疏松

性椎体压缩骨折患者术后恢复的治疗过程中具有显著

作用[10]。因此,本研究通过建立去卵巢大鼠模型探究

盘龙七片对去卵巢骨质疏松大鼠的药效作用以及对股

骨组织中OPG/RANKL信号通路的影响。

1 材料与方法

1.1 动物

实验所用大鼠购自北京维通利华实验动物技术有

限公司提供,75只雌性SD(SpragueDawley)大鼠,4
个月龄,SPF级,体质量(338.26±20.48)g,所有大鼠

均在动物房中饲养,保持动物房环境及鼠笼清洁、通
风,12h的光/暗周期,温度(24±2)℃,相对湿度为

58%±2%,自由获取饲料和饮水。

1.2 主要试剂及仪器

盘龙七片(国药准字Z61020050,陕西盘龙药业集

团股份有限公司),苏木精伊红(HE)染色试剂盒(货号

E677218-0200,上海碧云天生物技术有限公司),BCA
蛋白定量试剂盒(货号P0768,购自美国Pierce公司),
兔抗β-actin、鼠抗RANKL单克隆抗体、兔抗OPG多

克隆抗体(货号分别为ab239607和ab73400,购自

Abcam公司)等。

美 国 Bio-Rad 公 司 042BR11787 电 泳 仪、Im-
agequantLAS4000凝胶成像系统(GECo.,美国);上
海桂戈科学仪器有限公司GUIGO-99-IID超声波组织

粉仪器;双能X线骨密度分析仪(美国NORLAND公

司);光学显微镜(NikonEclipse80i,日本);MX-0580-
骨科生物力学测试仪(中国上海衡翼精密仪器有限公

司)等。

1.3 方法

1.3.1 动物分组与模型制备 实验动物随机分为5
组:假手术组、模型组、阳性药物组、低剂量组、高剂量

组,每组15只。参考文献[11]制备大鼠骨质疏松症动

物模型,具体方法:3%戊巴比妥钠按照大鼠体质量比

例3mg/kg腹腔注射麻醉,俯卧位,备皮,酒精消毒手

术区皮肤。已灭菌手术刀沿背部后正中线作一个1.5
~2.0cm的纵形切口,找到肾脏后下方乳白色发亮的

脂肪团,轻柔提出棕黄色的卵巢,结扎双侧卵巢的输卵

管、血管,切除卵巢,检查有无渗血将伤口逐层缝合。
假手术组大鼠只切卵巢附近脂肪组织。术后注意保

温,肌肉注射青霉素抗炎。术后12周用双能X线骨

密度仪测定股骨的骨矿含量(BMC),确保除假手术组

外的4组大鼠已成功构建骨质疏松大鼠模型。

1.3.2 给药处理 造模完成24h后,假手术、模型组

皮下注射10mL/kg0.9%生理盐水,阳性药组(1mg/

kg)每天皮下注射10mL/kg17β-雌二醇(0.1mg/

mL);盘龙七片换算设置低(0.26g/kg)、高剂量组

(1.29g/kg),并用生理盐水配置为0.026,0.129g/

mL混悬液以10mL/kg的剂量灌胃给药,1次/d,持
续给药8周。

1.3.3 大鼠存活情况 实验进行过程中,各组大鼠存

在不同数量的死亡,最后,假手术组纳入实验15只,模
型组13只,阳性药物组14只,低剂量组14只,高剂量

组15只。

1.3.4 样本采集 骨密度测完后,用酒精和碘伏消毒

手术部位,开腹,腹主动脉采血,1500r/min离心

15min,取上层血清,取出大鼠左后肢股骨,灭菌后

-70℃保存。

1.3.5 骨密度测定 各组大鼠左后肢离体股骨平置

于双能X线骨密度平台上测定左股骨部位骨矿含

量。
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1.3.6 骨生物力学检测 左侧股骨放在生物力学万

能实验机上,压头以2mm/min速度下降,直至股骨断

裂。采集数据并绘制载荷-变形曲线,测得最大挠度、
弹性载荷、弹性挠度,计算出最大载荷和弹性模量。

1.3.7 HE染色 左侧股骨远端用含10%福尔马林

的乙二胺四乙酸溶液(EDTA)脱钙4周后石蜡包埋。将

石蜡包埋的股骨组织切成4μm切片的标本进行HE染

色。用光学显微镜对染色的股骨进行观察和成像。

1.3.8 血清中骨代谢标志物β-CTX、BALP浓度 
ELISA法检测各组动物血清中血清β-胶原降解产物

(β-CTX)、骨碱性磷酸酶(Bonealkalinephosphatase,

BALP)含量等指标,具体操作按试剂盒说明书进行。

1.3.9 蛋白免疫印迹法(WesternBlot)检测 OPG、

RANKL蛋白表达量 用裂解缓冲液从左侧股骨组织

中提取总蛋白。用BCA蛋白检测试剂盒检测蛋白浓

度。蛋白质和负载缓冲液的混合物在95℃下煮沸变

性6min。使用SDS-PAGE电泳分离10μL总蛋白,
转移到聚偏氟乙烯(PVDF,0.45μm)膜中。膜用3%
牛血清白蛋白封闭1h后,分别与一抗 RANKL、

OPG、β-actin(1∶1000)室温下孵育4℃过夜。然后,
清洗加入二抗室温孵育1h。条带用电化学发光试剂

显影,并用凝胶记录系统拍照,用ImageJ软件检测和

分析所有蛋白条带灰度。

1.4 统计学方法

以SPSS23.0软件对实验数据进行统计分析,计
量资料以x±s表示,组间比较进行单因素方差分析,
两组间比较行SNK-q检验,P<0.05差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 盘龙七片对去卵巢大鼠骨密度的影响

各且大鼠左后肢离体股骨骨密度比较见表1,与
假手术组相比,模型组大鼠BMC显著降低,差异有统

计学意义(P<0.05);与模型组相比,阳性药物组、低
剂量组、高剂量组BMC含量明显升高,差异有统计学

意义(P<0.05);与阳性药物组相比,低剂量组BMC
较低,差异有统计学意义(P<0.05),高剂量组BMC
较高,差异有统计学意义(P<0.05)。

表1 各组大鼠左后肢离体股骨骨密度比较(x±s)

组别 鼠数 BMC/(g·cm-2)
假手术组 15 0.42±0.03
模型组 13 0.28±0.021)

阳性药物组 14 0.35±0.031)2)

低剂量组 14 0.32±0.021)2)3)

高剂量组 15 0.39±0.032)3)4)

F 60.638
P <0.001

注:1)与假手术组相比,P<0.05;2)与模型组相比,P<0.05;

3)与阳性药物组相比,P<0.05;4)与低剂量组相比,P<0.05。

2.2 盘龙七片对去卵巢大鼠骨生物力学特性的影响

各组大鼠左后肢离体股骨生物力学特性比较见表

2,与假手术组相比,模型组最大载荷与弹性模量均显

著下降,差异有统计学意义(P<0.05);与模型组相

比,阳性药物组、低剂量组、高剂量组最大载荷与弹性

模量明显升高,差异有统计学意义(P<0.05);与阳性

药物组相比,低剂量组最大载荷与弹性模量较低,差异

有统计学意义(P<0.05),高剂量组最大载荷与弹性

模量较高,差异有统计学意义(P<0.05)。
表2 各组大鼠左后肢离体股骨生物力学特性比较(x±s)

组别 鼠数 最大载荷/MPa 弹性模量/MPa
假手术组 15 144.12±0.16 19.68±0.22
模型组 13 85.84±0.091) 13.55±0.341)

阳性药物组 14 115.78±0.191)2) 17.48±0.281)2)

低剂量组 14 94.38±0.181)2)3) 15.63±0.311)2)3)

高剂量组 15 126.15±0.142)3)4) 18.82±0.272)3)4)

F 321348.064 1048.433
P <0.001 <0.001

注:1)与假手术组相比,P<0.05;2)与模型组相比,P<0.05;3)与阳性药物组相比,P<0.05;4)与低剂量组相比,P<0.05。

2.3 盘龙七片对去卵巢大鼠骨组织形态的影响

HE染色检测大鼠左股骨病理损伤见图1。与假

手术组相比,模型组左侧股骨远端骨小梁稀疏、结构不

完整、明显变薄、排列紊乱,存在大量空骨陷窝,骨小梁

连通性丧失,骨小梁间隙增宽;与模型组相比,低剂量

组左侧股骨远端骨小梁有所改善,阳性药物组与高剂

量组左侧股骨远端骨小梁形态结构明显改善,骨小梁

结构完整,空骨陷窝减少,骨小梁排列更加整齐,高质

量组恢复效果最好。

2.4 盘龙七片对去卵巢大鼠骨代谢的影响

盘龙七片对去卵巢大鼠骨代谢的影响见表3,与
假手术组相比,模型组大鼠血清中β-CTX水平显著上

升、BALP水平显著下降,差异有统计学意义(P<
0.05);与模型组相比,阳性药物组、低剂量组、高剂量

组大鼠血清中β-CTX水平显著下降、BALP水平显著

上升,差异有统计学意义(P<0.05);与阳性药物组相
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比,低剂量组大鼠血清中β-CTX水平较高、BALP水

平显著较低,差异有统计学意义(P<0.05),高剂量组

大鼠血清中β-CTX水平较低、BALP水平显著较高,
差异有统计学意义(P<0.05)。

图1 HE染色检测大鼠左股骨病理损伤(×200)

表3 盘龙七片对去卵巢大鼠骨代谢的影响(x±s)

组别 鼠数 β-CTX/(ng·mL-1) BALP/(ng·mL-1)
假手术组 15 13.68±1.34 23.58±3.52
模型组 13 26.88±3.121) 11.46±2.431)

阳性药物组 14 19.56±2.151)2) 18.86±3.141)2)

低剂量组 14 22.39±3.281)2)3) 15.84±2.251)2)3)

高剂量组 15 16.14±2.322)3)4) 21.52±3.552)3)4)

F 59.413 39.271
P <0.001 <0.001

注:1)与假手术组相比,P<0.05;2)与模型组相比,P<0.05;3)与阳性药物组相比,P<0.05;4)与低剂量组相比,P<0.05。

2.5 盘龙七片对去卵巢大鼠骨组织中OPG/RANKL
通路蛋白表达的影响

各组大鼠骨组织中OPG及RANKL蛋白表达见

图2和表4。与假手术组相比,模型组大鼠骨组织

OPG蛋白表达水平显著下降,差异有统计学意义

(P<0.05),RANKL蛋白水平显著上调,差异有统计

学意义(P<0.05);与模型组相比,阳性药物组、低剂

量组、高剂量组大鼠骨组织 OPG蛋白表达水平显著

上升,差异有统计学意义(P<0.05),RANKL蛋白水

平显著下降(P<0.05);与阳性药物组相比,低剂量组

大鼠骨组织OPG蛋白表达水平较低,高剂量组较高,
差异有统计学意义(P<0.05),低剂量组大鼠骨组织

RANKL蛋白表达水平较高,高剂量组较低,差异有统

计学意义(P<0.05)。

图2 各组大鼠骨组织中OPG及RANKL
蛋白表达 WesternBlot图

表4 各组大鼠骨组织中OPG及RANKL蛋白表达水平(x±s)

组别 鼠数 OPG/β-actin RANKL/β-actin
假手术组 15 0.96±0.15 0.32±0.14
模型组 13 0.42±0.181) 0.85±0.131)

阳性药物组 14 0.76±0.151)2) 0.49±0.131)2)

低剂量组 14 0.62±0.131)2)3) 0.64±0.121)2)3)

高剂量组 15 0.91±0.122)3)4) 0.35±0.152)3)4)

F值 31.806 36.649
P <0.001 <0.001

注:1)与假手术组相比,P<0.05;2)与模型组相比,P<0.05;3)与阳性药物组相比,P<0.05;4)与低剂量组相比,P<0.05。

3 讨论

绝经后骨质疏松症病理机制复杂,尚无有效、安全

的治疗方法[12]。西药主要采用骨吸收抑制剂(雌激

素)、骨形成和骨矿化促进剂等治疗手段。但这些药物

长期服用会引发一系列不良反应,如血栓形成、冠心病

及乳腺癌等[13]。中医药的方法治疗骨科疾病是医药

领域研究的热点内容[11,14]。盘龙七片由盘龙七、川
乌、草乌、当归、杜仲、秦艽、铁棒锤、红花、五加皮、牛

膝、过山龙、丹参等29味中药组成。其中,盘龙七、川
乌、草乌具有温阳柔筋,通络除痹的效用[15]。当归的

主要成分(当归多糖)可促进间充质干细胞增殖和成骨

细胞分化,明显改善骨质疏松症[16]。杜仲提取物可减

轻醋酸铅引起的大鼠骨质流失[17],改善加速衰老的小

鼠模型中的骨质疏松症[18]。羟基红花黄A是红花中

的一种主要活性成分,可促进骨矿化和抑制骨吸收,逆
转糖皮质激素诱导的骨质疏松症[19]。
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本研究建立去卵巢动物模型,首先探讨盘龙七片

对骨质疏松大鼠骨密度的影响,结果显示模型组大鼠

BMC、最大载荷与弹性模量显著降低,HE染色结果显

示,模型组左侧股骨远端骨小梁稀疏、结构不完整、明
显变薄、排列紊乱,说明去卵巢后骨组织明显受损严

重,与李永贤等[2]构建去卵巢大鼠模型后骨组织组织

结构染色结果相一致,表明骨质疏松大鼠模型建立成

功。给予盘龙七片治疗后,大鼠BMC含量、最大载荷

与弹性模量明显升高,低剂量组左侧股骨远端骨小梁

有所改善,阳性药组与高剂量组左侧股骨远端骨小梁

形态结构均明显改善,且高质量组恢复效果最好,说明

盘龙七片能显著提高骨密度,提示盘龙七片有利于缓

解大鼠的骨质疏松状况。
成骨细胞和破骨细胞在调节骨重建和维持骨形成

和骨吸收的平衡中起主导作用[20],成骨细胞合成和分

泌的BALP是骨形成特异性标志物,β-CTX常被作为

骨吸收重要标志物[21]。本研究结果表明模型组大鼠

较假手术组血清中β-CTX水平显著上升,BALP水平

显著下降,说明去卵巢后β-CTX分泌增加,BALP表

达降低,使得大鼠骨代谢平衡向骨吸收偏移。给予治

疗后,阳性药物组、低剂量组、高剂量组较模型组大鼠

血清中β-CTX水平显著下降、BALP水平显著上升且

高剂量组大鼠血清中β-CTX水平最低、BALP水平最

高,说明盘龙七片能促进BALP表达,抑制β-CTX合

成,调节骨代谢平衡。
PMOP是由于体内卵巢功能降低,引起骨偶联过程

RANKL和OPG蛋白分泌失衡,骨吸收超过骨形成,从而

导致净骨量减少,骨脆性增加,骨强度降低。研究表明多

数中西药对去卵巢后骨质疏松大鼠的治疗机理都与

OPG/RANKL通路有关[22]。吴彬等[23]研究发现雌马酚

能有效改善去卵巢后大鼠骨质疏松症,可能与其能上调

OPG而抑制RANKL分泌有关。颜春鲁等[11]发现地黄

饮子可能通过调控OPG/RANKL/RANK信号通路发挥

抗去卵巢大鼠骨质疏松的作用。本研究中,去卵巢后模

型组大鼠骨组织OPG蛋白表达水平较假手术组显著下

降,RANKL蛋白水平显著上调,RANKL与OPG之间失

衡,从而导致大鼠骨形成与骨吸收失衡,发生骨质疏松。
给予盘龙七片治疗后,阳性药物组、低剂量组、高剂量组

大鼠骨组织较模型组 OPG蛋白表达水平显著上升,
RANKL蛋白水平显著下降且高剂量组大鼠骨组织OPG
蛋白表达水平最高,RANKL蛋白表达水平最低,说明盘

龙七片能够上调骨保护相关蛋白合成,促进骨形成作用,
且效果优于阳性药物,提示盘龙七片可能通过调控OPG/
RANKL通路改善去卵巢大鼠的骨质疏松。

综上 所 述,RANKL/OPG 信 号 通 路 激 活 与

PMOP病理过程有密切关系,盘龙七片可能通过抑制

RANKL表达,促进OPG表达,促进骨形成,抑制骨吸

收,进而减轻骨质疏松程度,可能为临床上利用盘龙七

片对PMOP治疗提供了理论参考,但盘龙七片调控

OPG/RANKL信号通路的具体机制仍需进一步探究。
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急性痛风性关节炎具有方法多样、有效低毒的优点,单
独或联合运用中药内服外治、针灸、推拿等都能取得满

意的疗效。近几年的相关文献系统评价也表明:中药

外敷法治疗痛风性关节炎,疗效肯定,使用方便,不良

反应少,受到临床广泛研究并运用[19]。综上所述,采
用六黄散外敷联合四妙散口服能有效治疗急性痛风性

关节炎,经治疗后患者疼痛明显减轻、肿胀消退,临床

疗效显著,且该治疗方法可以有效降低患者的多项炎

症指标,药物使用安全性良好,值得临床推广与应用。
另外,本研究样本数量较少,病例采集有一定的区域限

制,有待日后进一步改进。
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