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锁阳多糖对去卵巢大鼠骨质疏松的改善作用
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　　［摘要］　目的　观察锁阳多糖对去卵巢大鼠骨质疏松的作用并探讨其机制。方法　雌性ＳＤ大鼠
分为假手术组、造模组。术后２个月造模组分为模型组、阳性对照组、锁阳多糖治疗组，每组１０只。治
疗组灌胃给予锁阳多糖（２０、４０、８０ｍｇ／ｋｇ），阳性药组灌胃给予尼尔雌醇（１．５ｍｇ／ｋｇ），每日１次，连续
给药１２周。ＥＬＩＳＡ法检测血清雌二醇（Ｅ２）、骨钙素（ＢＧＰ）、降钙素（ＣＴ）及尿液脱氧吡啶啉（ＤＰＤ）的含
量，双能Ｘ线骨密度检测仪检测腰椎及股骨的骨矿物密度（ＢＭＤ），三点弯曲法测定胫骨生物力学，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大鼠股骨组织中骨保护素（ＯＰＧ）及核因子κＢ受体活化因子配体（ＲＡＮＫＬ）蛋白的表
达。结果　摘除卵巢后模型组大鼠血清中Ｅ２、ＣＴ显著下降（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），血清ＢＧＰ及尿液ＤＰＤ
含量则显著升高（Ｐ＜０．０１），中、高剂量锁阳多糖及尼尔雌醇能够显著升高血清 Ｅ２、ＣＴ含量（Ｐ＜
００５），降低血清ＢＧＰ及尿液ＤＰＤ含量（Ｐ＜０．０１）；锁阳多糖及尼尔雌醇能够逆转去卵巢大鼠腰椎和股
骨ＢＭＤ的降低（Ｐ＜０．０１），改善胫骨生物学特性中的最大载荷及最大应力降低的趋势（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１），并能增强ＯＰＧ蛋白表达（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），降低 ＲＡＮＫＬ蛋白表达（Ｐ＜０．０１），升高 ＯＰＧ／
ＲＡＮＫＬ比值（Ｐ＜０．０１）。结论　锁阳多糖有明显抗去卵巢大鼠骨质疏松的作用，其机制可能与其调节
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　　对绝经后骨质疏松（ｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌ，ＰＭＯ）的治疗
方法主要是雌激素和孕激素为主的激素替代疗法

（ＨＲＴ），但长期使用有一定副作用［１］。锁阳科植物锁

阳（ｃｙｎｏｍｏｒｉｕｍｓｏｎｇａｒｉｃｕｍｒｕｐｒ．）主要分布于我国西北
地区，具有补肾阳、益精血之效。研究表明，锁阳水煎

液对ＰＭＯ具有一定的防治作用，但尚缺乏其具体作用
物质基础的研究［２］。锁阳多糖（ｃｙｎｏｍｏｒｉｕｍｓｏｎｇａｒｉｃｕｍ
ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＣＳＰ）为锁阳的主要药理活性成分之一，
目前已在老年保健领域广泛应用［３］。本研究拟探讨

锁阳多糖防治去卵巢大鼠骨质疏作用及机制。

１　材料

１．１　实验动物
　　 ３月龄雌性 ＳＤ系大鼠，购自协和医学院医学实
验动物中心，合格证号：ＳＫＸＫ２０１３０００１４１。
１．２　药品及试剂
　　锁阳多糖购自陕西澳源生物技术有限公司，多糖
含量≥９７％。大鼠骨钙素（ＢＧＰ）及降钙素（ＣＴ）ＥＬＩＳＡ
试剂盒购自上海研谨生物科技有限公司，尼尔雌醇、雌

二醇（Ｅ２）及脱氧吡啶啉（ＤＰＤ）ＥＬＩＳＡ检测试剂盒购
自上海广锐生物科技有限公司，兔抗大鼠骨保护素

（ＯＰＧ）及核因子κＢ受体活化因子配体（ＲＡＮＫＬ）抗
体、βａｃｔｉｎ抗体购自武汉博士德生物工程有限公司。
１．３　实验设备
　　ＭｕｌｔｉｓｋａｎＭｋ３酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ美国），双能Ｘ线骨
密度检测仪（Ｌｕｎａｒ美国），微机控制电子式万能实验
机（ＣＭＴ４０００系列）（深圳市新三思材料检测有限公
司）。

１．４　方法
１．４．１　分组及处理　　选取６０只３月龄雌性 ＳＤ大
鼠，适应环境３ｄ后分假手术组和造模组。绝经后大
鼠骨质疏松动物模型根据文献［１］摘除大鼠双侧卵巢
复制，假手术组不摘除卵巢。术后２个月，造模组动物

分为模型组、阳性对照组、锁阳多糖治疗组。治疗组分

别灌胃给予２０、４０、８０ｍｇ／ｋｇ锁阳多糖，阳性对照组灌
胃给予尼尔雌醇１．５ｍｇ／ｋｇ，假手术组及模型组给予
同体积的蒸馏水，每日１次，连续给药１２周。药物浓
度设置参考文献［４］。
１．４．２　血液及尿液生化指标检测　　末次给药后大
鼠禁食不禁水过夜，收集大鼠 ２４ｈ总尿液量，４℃，
１５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，留取上清，分装，－２０℃保存
备用。麻醉动物取股动脉血，静置于 ３７℃温水中
２０ｍｉｎ后，离心（１５００ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ，４℃）分离取上
清液，分装，－２０℃保存备用。外周Ｅ２、ＢＧＰ、ＣＴ及尿
液中ＤＰＤ含量采用ＥＬＩＳＡ免疫学方法进行测定，检测
时根据试剂盒说明书进行。

１．４．３　骨密度ＢＭＤ和骨生物力学的测定　　动物处
死后取右股骨、第四腰椎骨、胫骨，剔尽软组织，以盐水

纱布包裹于－４℃冰箱保存备用。测定时骨组织自然
恢复至室温，使用双能 Ｘ线骨密度仪进行骨密度测
定；采用三点弯曲法测定胫骨骨生物力学，测定时跨度

２０ｍｍ，以１０ｍｍ／ｍｉｎ加载速率下压胫骨中段，直至胫
骨发生断裂，测出胫骨的最大载荷、最大应力。

１．４．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ蛋白表达　　
动物处死后取左股骨，剔尽软组织，分组密封于液氮中

冷冻数小时后，粉碎，加液氮充分研磨，根据骨组织蛋

白提取试剂盒说明书提取总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白质
的含量。实验时，规定上样量为 ５０μｇ，电泳结束后
ＰＶＤＦ膜于５％ 脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ缓冲液中封闭２ｈ，
置于含一抗（１∶１０００，兔抗鼠 ＯＰＧ，ＲＡＮＫＬ抗体）的
ＴＢＳＴ缓冲液中４℃过夜，加入二抗（１∶１０００；辣根过
氧化物酶标记）于室温下孵育 ２ｈ，增强化学发光法
（ＥＣＬ）进行显色反应，应用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件分
析条带的积分光密度（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙＩＯＤ）。
１．５　统计学分析
　　实验结果以 珋ｘ±ｓ表示，利用 ＳＰＳＳ１５．０统计软件
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分析。各组间进行单因素方差分析，各组间两两比较

采用ＬＳＤｔ检验。

２　结果

２．１　大鼠血清Ｅ２、ＢＧＰ、ＣＴ及尿液ＤＰＤ含量
　　如表１所示，与假手术组相比，模型组大鼠血清
Ｅ２、ＣＴ含量明显降低（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），ＢＧＰ、ＤＰＤ
含量明显升高（Ｐ＜０．０１）；给予中、高剂量的锁阳多糖
及尼尔雌醇治疗后 Ｅ２、ＣＴ含量明显升高（Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１），ＢＧＰ、ＤＰＤ含量明显降低（Ｐ＜０．０１）。小剂
量锁阳多糖能够升高Ｅ２的含量，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），但对ＢＧＰ、ＣＴ、ＤＰＤ的变化没有影响（Ｐ＞
０．０５）。
２．２　大鼠骨密度ＢＭＤ和骨生物力学测定
　　如表２所示，与假手术组相比，模型组大鼠腰椎、
右股骨的ＢＭＤ值均有降低（Ｐ＜０．０１），给予中、高剂
量的锁阳多糖及尼尔雌醇治疗后ＢＭＤ值逐渐升高，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１），各剂量锁阳多糖与尼
尔雌醇之间没有差异（Ｐ＞０．０５）。
　　如表３所示，与假手术组相比，模型组大鼠胫骨的
最大载荷及最大应力均显著下降（Ｐ＜０．０５），给予中、
高剂量的锁阳多糖及尼尔雌醇治疗后最大载荷及最大

应力有增高趋势，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１）。

表１　锁阳多糖对骨质疏松大鼠血清Ｅ２、ＢＧＰ、ＣＴ及
尿液ＤＰＤ含量的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 剂量 Ｅ２（ｎｇ／ｍＬ）ＢＧＰ（ｎｇ／ｍＬ）ＣＴ（ｎｇ／ｍＬ）ＤＰＤ（ｎｍｏｌ／Ｌ）

假手术组 － ２．４９±０．６１ ７．０９±０．７４ ８．０３±０．６７ ２１．５６±１．４５

模型组 － １．１４±０．０９ａ１１．９８±０．８６ｂ ５．６１±０．３９ｂ３９．６４±２．２９ｂ

尼尔雌醇组 １．５ｍｇ／ｋｇ２．３３±０．４９ｄ ７．２０±０．５６ｄ ７．８６±０．４９ｄ２２．３６±１．９４ｄ

ＣＳＰ低剂量组 ２０ｍｇ／ｋｇ １．８６±０．１２ｃ１１．０５±０．９３ ５．７８±０．５７ ３５．１２±２．３６

ＣＳＰ中剂量组 ４０ｍｇ／ｋｇ ２．０５±０．４２ｃ ８．２１±０．７４ｄ ６．２４±０．２０ｃ２９．６５±１．３６ｄ

ＣＳＰ高剂量组 ８０ｍｇ／ｋｇ ２．５４±０．２３ｄ ７．３９±０．８２ｄ ６．８６±０．３７ｄ２３．８７±２．１６ｄ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，
ｄ：Ｐ＜０．０１，与模型组比较

表２　锁阳多糖对骨质疏松大鼠骨密度ＢＭＤ的
影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

ＢＭＤ
组别 剂量

腰椎 股骨

假手术组 － １．０８±０．０８ ０．９１±０．１９
模型组 － ０．５７±０．１２ａ ０．４８±０．１２ａ

尼尔雌醇组 １．５ｍｇ／ｋｇ ０．６０±０．０８ｂ ０．５５±０．１０ｂ

ＣＳＰ低剂量组 ２０ｍｇ／ｋｇ ０．７８±０．１１ ０．７４±０．１５
ＣＳＰ中剂量组 ４０ｍｇ／ｋｇ ０．８８±０．１０ｂ ０．８０±０．１０ｂ

ＣＳＰ高剂量组 ８０ｍｇ／ｋｇ １．０７±０．１８ｂ ０．８７±０．１６ｂ

ａ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与模型组比较

表３　锁阳多糖对骨质疏松大鼠胫骨生物力学的
影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 剂量 最大载荷（Ｎ） 最大应力（ＭＰａ）
假手术组 － １５５．０１±１２．９２ １８９．２１±１２．３６
模型组 － １０２．３７±１０．４５ａ ９０．２６±９．３２ｂ

尼尔雌醇组 １．５ｍｇ／ｋｇ １３０．９９±１２．４７ｄ １７５．２４±１０．２３
ＣＳＰ低剂量组 ２０ｍｇ／ｋｇ １１２．７８±１０．３６ １１５．６７±１３．６９
ＣＳＰ中剂量组 ４０ｍｇ／ｋｇ １２４．３９±１１．２９ｄ １６９．７２±１５．３４ｃ

ＣＳＰ高剂量组 ８０ｍｇ／ｋｇ １３５．３０±１０．５６ｄ １８５．９７±１４．７５ｄ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，
ｄ：Ｐ＜０．０１，与模型组比较

２．３　大鼠股骨组织中ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ蛋白的表达
　　如图１所示，与假手术组相比，模型组大鼠左股骨
组织中的ＯＰＧ蛋白含量明显下降，ＲＡＮＫＬ蛋白含量
则明显升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组相比较，连续给药锁
阳多糖中剂量、高剂量及尼尔雌醇１２周均能明显升高
ＯＰＧ蛋白的表达水平，同时显著降低 ＲＡＮＫＬ蛋白的
表达（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。
　　如图１所示，与假手术组相比，模型组大鼠左股骨
组织中ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ蛋白表达比值下降，连续给药锁
阳多糖中、高剂量及尼尔雌醇１２周能明显升高 ＯＰＧ／
ＲＡＮＫＬ蛋白表达比值（Ｐ＜０．０１）。
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１：假手术组；２：模型组；３：ＣＳＰ２０ｍｇ／ｋｇ组；４：ＣＳＰ４０ｍｇ／ｋｇ
组；５：ＣＳＰ８０ｍｇ／ｋｇ组；６：尼尔雌醇组
ａ：Ｐ＜０．０１，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｃ：Ｐ＜０．０１，与模
型组比较

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果
图１　锁阳多糖对骨质疏松大鼠股骨组织中ＯＰＧ及ＲＡＮＫＬ

蛋白表达及ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ比值的影响

３　讨论

　　ＢＧＰ是由成骨细胞（ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ，ＯＢ）分化时分泌
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的一种非胶原蛋白质，能够促进骨组织矿物质沉积的

正常钙化过程，被认为是反映成骨细胞活性、骨转换和

骨形成的特异指标［５－６］。骨更新率越快，ＢＧＰ值越高，
反之降低。ＤＰＤ是骨的Ⅰ型胶原的分解产物，骨吸收
过程中，ＤＰＤ释放到血液中，直接以原形经肾脏排泄
到尿中，不受食物成分或药物的影响，其含量受破骨细

胞（ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ，ＯＣ）活力影响 ，是检测骨吸收的指标之
一［７］。本研究发现，与假手术组比较，去除卵巢之的

大鼠血清中 ＢＧＰ及尿液中 ＤＰＤ排泄量升高，说明模
型组大鼠的骨形成与骨吸收都明显增强，与临床上绝

经之后妇女所表现出的高骨转换状态一致［８－９］。给予

锁阳多糖治疗后，中高剂量锁阳多糖组血清ＢＧＰ及尿
液ＤＰＤ含量出现逆转趋势，并且锁阳多糖的逆转趋势
与尼尔雌醇类似。上述结果说明锁阳多糖具有类似与

雌激素的作用，通过降低去卵巢后骨质疏松大鼠破骨

细胞活性的升高，抑制高骨转换率来减少骨量的丢失

起到防治骨质疏松的作用。

　　ＣＴ由甲状腺Ｃ细胞产生，直接作用于破骨细胞前
体，具有抑制骨吸收，降低血钙、减少骨钙丢失的生理

作用。雌激素也是调节钙平衡的重要激素之一［１０］。

本研究发现摘除卵巢的大鼠血清Ｅ２及ＣＴ水平显著下
降，用锁阳多糖及外源性的雌激素尼尔雌醇治疗之后，

Ｅ２及ＣＴ水平回升，提示锁阳多糖能够通过增加Ｅ２、ＣＴ
水平，刺激成骨细胞的形成，调节成骨细胞的活性，从

而抑制骨吸收，促进骨生成。

　　本研究中，模型组大鼠的骨密度降低，骨的最大载
荷和最大应力降低，表明摘除卵巢后雌激素水平下降，

骨转换率增高，但是由于骨形成低于骨吸收导致使骨

量减少，构成骨的材料质量恶化，导致了生物力学性能

的下降。再给予锁阳多糖治疗后，能够有效地能提高

骨密度，改善骨质疏松症雌鼠的生物力学性能。研究

发现治疗组及尼尔雌醇组大鼠胫骨外在强度特性，即

最大载荷的值仍低于假手术组，而胫骨内在特性，即最

大应力的值不低于假手术组。说明锁阳多糖提高骨外

在强度特性（即降低骨脆性）的作用弱于提高骨内在

强度特性（即增加骨强度）的作用。类似现象在其他

药物研究中也有发现［１１］。

　　ＯＰＧ主要由 ＯＢ细胞产生，作为 ＲＡＮＫＬ的饵受
体［８］，通过竞争性地与ＲＡＮＫＬ结合，阻止破骨细胞的
成熟分化。ＯＰＧ／ＲＡＮＫ／ＲＡＮＫＬ系统调控破骨细胞分
化、成熟、凋亡，在骨代谢中具有重要作用［１２］。在本研

究中，锁阳多糖通过增加 ＯＰＧ蛋白的表达，抑制
ＲＡＮＫＬ蛋白的表达，从而增加ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ比值起到
防治骨质疏松的作用。

　　本研究结果提示，锁阳多糖有明显抗去卵巢大鼠
骨质疏松的作用，其机制可能是增加雌激素的分泌，刺

激成骨细胞的分化，增加 ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ比值抑制破骨
细胞活性，调节骨钙素水平以降低骨转换率，恢复骨形

成与骨吸收之间平衡，减少骨量丢失，同时增加骨密度

及提高胫骨生物力学性能，降低骨脆性及骨折风险。
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