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仙灵骨葆对骨质疏松大鼠 OPG/RANK/RANKL 表达的影响 *
冯建书 付 强△ 闫世杰 张乐明 王江泳 周晓彬 王海涛

（石家庄市第三医院骨科 河北 石家庄 050011）

摘要 目的：观察仙灵骨葆治疗骨质疏松模型大鼠后，对大鼠体内 OPG/RANKL/RANK 表达的影响。方法：卵巢摘除法建立 SD 大

鼠骨质疏松模型，设立假手术组、对照组（单纯去卵巢组）、雌激素组（给予 17β- 雌二醇）和治疗组（给予仙灵骨葆）。术后 1 周开始

给药，给药 12 周后检测各组大鼠股骨骨密度，ELISA 法检测血清中 OPG/RANKL 含量，RT-PCR 检测骨组织中 OPG/RANK/RAN-
KL mRNA 表达，免疫组化检测骨组织中 RANK 的表达。结果：对照组大鼠骨密度显著低于假手术组；治疗组和雌激素组大鼠 O-
PG 表达显著高于对照组，RANK 及 RANKL 的表达显著低于对照组。结论：采用卵巢摘除法成功建立大鼠骨质疏松模型；仙灵骨

葆可促进骨质疏松大鼠 OPG 的表达，并抑制 RANK 及 RANKL 的表达，对骨质疏松模型大鼠有治疗作用。
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ABSTRACT Objective：To investigate the impact of Xianlinggubao treatment on OPG/RANKL/RANK expression in osteoporosis
rats. Methods: SD rat model of osteoporosis was established by ovariectomy and divided into four groups: the sham operation group, the
control group (OVX simply), the estrogen group (given 17β-estradiol) and treatment group (given Xianlinggubao). The rats were
administered one week after surgery. After 12 weeks dosing, all rats had their bone mineral density detected. The OPG/RANKL content
in serum were detected by ELISA, and the OPG/RANKL/RANK mRNA expression in bone tissue were detected by RT-PCR, and the
RANK expression in bone tissue were detected by immunohistochemical assay. Results: The bone mineral density in control group was
significantly lower than the sham operation group; The OPG expression in treatment/estrogen group were significantly higher than the
control group; The RANK and RANKL expression in treatment/estrogen group were significantly lower than the control group.
Conclusion: A rat model of osteoporosis was successfully established by the ovariectomy method; Xianlinggubao can promote the
expression of OPG and inhibit the expression of RANK/RANKL in osteoporosis rats. It has a therapeutic role in the rat model of
osteoporosis.
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前言

骨质疏松（osteoporosis，OP）是多种原因引起的，以单位体

积内骨组织量减少为特点的代谢性骨病变。以骨骼疼痛、易于

骨折为特征，病理解剖可见骨小梁变细、断裂、稀疏萎缩，骨皮

质多孔、变薄[1-3]。如今，骨质疏松症己经成为一种多发病和常见

病，尤其是在老年人群中，严重影响他们的健康和生活质量。我

国作为世界人口大国，是老年人口最多的国家，同时也是骨质

疏松和潜在骨质疏松症患者最多的国家，因此研究和防治骨质

疏松对我国有着非同寻常的意义[4]。仙灵骨葆是主要由淫羊藿、
续断、补骨脂、知母、丹参等组成的补肾壮骨的中成药，临床上

用来治疗骨质疏松取得了一定的疗效[5]，但对其具体的作用机

制尚无完整的认识，为此，本研究拟探讨仙灵骨葆治疗骨质疏

松模型大鼠后，对大鼠体内骨质疏松致病相关分子 [6] 护骨素

（osteoprotegerin，OPG）、核因子 κ B 受体活化因子（receptor ac
tivator of nuclear factor-κ B，RANK） 以及核因子 κ B 受体活化

因子配体 （receptor activator of nuclear factor-κ B ligand，RAN-
KL）表达的影响，为明确仙灵骨葆治疗骨质疏松的机制提供实

验证据。

1 材料与方法

1.1 实验动物及药材
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Primers Sequence Amplification fragment length

OPG (＋) 5'- TCCTGGCACCTACCTAATACAGCA -3' 117bp

OPG (－) 5'- CTACACTCTCGGCATTCACTTTGG -3'

RANK (＋) 5'- ACGTGGACCCTTGCCCCAGT -3' 161bp

RANK (－) 5'- ACTGGCCACCAGGGGAGCTT -3'

RANKL (＋) 5'- AGCCTTTCAAGGGGCCGTGC -3' 104bp

RANKL (－) 5'- GGGCCACATCGAGCCACGAA -3'

β-actin(＋) 5'-CGGGAAATCGTGCGTGACAT-3' 310bp

β-actin(－) 5'-GAACTTTGGGGGATGCTCGC-3'

表 1 OPG/RANK/RANKL PCR 引物序列及相应产物长度

Table 1 The PCR primers of OPG/RANK/RANKL and the length of corresponding products

健康 12 周龄雌性 SD 大鼠 40 只，体重（260±15）g ，由河

北医学大学实验动物中心提供。随机分为假手术组（A 组）、卵
巢切除对照组（B 组）、仙灵骨葆治疗组（C 组）以及雌激素治疗

组（D 组），每组 10 只。仙灵骨葆胶囊（贵州同济堂制药有限公

司）；17β- 雌二醇（Sigma 公司）。
1. 2 研究方法

1.2.1 主要仪器 和 试 剂 Reverse Transcription System A3500
（Promega 公 司），Trizol Reagent （Promega 公 司），Taq DNA
Polymerase（TaKaRa 公司）；大鼠核因子 κ B 受体活化因子配基

（RANKL）及大鼠骨保护素（OPG）ELISA 试剂盒（R&D 公司），

兔抗大鼠 RANK 单克隆抗体（R&D 公司），ABC 免疫组化试剂

盒（Bioscience 公司）。
PCR 仪 BIO-RAD mylyder（BIO-RAD 公司），凝胶电泳仪

dyy-10c （北京六一），G-BOX 凝胶成像系统 （Gene 公司）；

BIO-RAD imark 酶标仪 （BIO-RAD 公司）；OLYMPUS bx53 显

微镜 （OLYMPUS 公司）；Norland-XR 36 双能 X 线骨密度测量

仪（DEXA 公司）。
1.2.2 实验方法 所有 SD 大鼠在 1%戊巴比妥钠（40mg/kg）腹

腔注射麻醉后，按以下方案处理，A 组：沿大鼠背侧后方髂骨嵴

上 2 cm、脊柱旁 1cm 处做长约 1cm 的纵行切口，暴露腹腔，轻

轻提起卵巢后放回原位，然后逐层关闭伤口；B、C、D 组：同样

方法暴露腹腔并切除双侧卵巢，丝线结扎残端。各组大鼠术后，

每只给予青霉素钠盐 5 万单位 / 天，连续 3 天，术后正常喂养 2

周，一般情况良好后开始给药。给药方案：A 组、B 组每日给予

2 mL 双蒸水灌胃；C 组根据人鼠剂量换算标准，每日按仙灵骨

葆 250 mg/kg，溶于 2 mL 双蒸水形成悬浊液后灌胃；D 组将

17β- 雌二醇溶于无水乙醇中，按 30 μg/kg 用微量注射器行皮

下注射，每日一次。
连续给药 12 周后，麻醉下心脏取血，收集血清，-70℃保存

备用；处死各组大鼠，无菌采集左侧股骨头抽提总 RNA；另取

右侧完整股骨标本，生理盐水冲洗后置 10% 中性甲醛固定，

4℃保存备用。
1.2.3 指标测定 骨密度测定：取各组股骨标本应用双能 X 线

骨密度测量仪，采用小物体扫描模式测定股骨全长骨密度（to-
tal femur bone mineral density，tBMD）。

组织学观察：将 A、B 组股骨标本节段用 10%中性甲醛缓

冲固定液在 4℃下固定 48 h，10% EDTANa2 缓冲液脱钙，梯度

乙醇脱水，二甲苯透明化，纵向石蜡包埋，5 μm 连续切片后 HE
染色，封片，镜下观察。

mRNA 表达检测：将采集到的股骨头标本钳碎，置于盛有

1mL Trizol 的研磨器中仔细研碎，孵育 5 min 后按常规方法抽

提组织中的总 RNA，按照 A3500 试剂盒说明将 RNA 逆转录为

cDNA，已得到的 cDNA 为模板进行 PCR 扩增，扩增引物见表

1。扩增后通过凝胶成像，以 β-actin 的 mRNA 为参照，计算

OPG/RANK/RANKL mRNA 的相对表达量。

OPG/ RANKL 蛋白表达检测：参照相关 ELISA 试剂盒说

明操作，每份血清都设复孔。
RANK 蛋白表达检测：取脱钙后大鼠股骨石蜡切片，脱蜡，

抗原修复后，按照免疫组化试剂盒的说明操作，结果判定标准

按照即阳性细胞数比例分为级，最终结果记录将中阳性及强阳

性标本记录为 MRP 蛋白表达阳性，计算阳性率。
1.3 统计学分析

所得计量数据均采用均数±标准差 (X±S) 表示，用

SPSS17.0 软件处理数据，多组间均数比较采用方差分析，检验

水准 α=0.05，当 P<0.05 时认为有统计学意义。

2 结果

2.1 骨密度及组织学切片结果

各组股骨全长骨密度检测结果见表 1，以卵巢切除对照组

所测得的骨密度值最低，且与假手术组的差异具有统计学意

义。雌激素治疗组所测得的骨密度值最高，但是与假手术组的

差异无统计学意义，仙灵骨葆治疗组所得骨密度与假手术组和

雌激素治疗组均无统计学差异。
假手术组及卵巢切除对照组股骨组织切片 HE 染色结果

见图 1，假手术组骨小梁结构正常（图 1A），骨皮质致密均一

（图 1B）；卵巢切除对照组骨小梁结构紊乱（图 1C），骨皮质变

薄，结构疏松（图 1D），以上结果提示去卵巢大鼠骨质疏松模型

构建成功。
2.2 仙灵骨葆对 OPG/RANK/RANKL mRNA 表达的影响

各组股骨组织中 OPG/RANK/RANKL mRNA 的表达情况

（表 3）。与假手术组相比较，卵巢切除对照组的 OPG 表达降
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注：*P<0.05，与 A 组比较；#P<0.05，与 B 组比较。
Note:*P<0.05,vs group A;#P<0.05,vs group B.

注：*P<0.05，与 A 组比较；#P<0.05，与 B 组比较。
Note:*P<0.05,vs group A;#P<0.05, vs group B.

Groups N OPG RANK RANKL

The sham operation group（A） 10 0.698±0.013 0.368±0.010 0.770±0.024

The control group (OVX simply)（B） 10 0.401±0.012* 0.416±0.021 0.997±0.031*

Treatment group (given XLGB)（C） 10 0.592±0.009*# 0.389±0.017 0.879±0.018*#

The estrogen group (given 17β-estradiol)（D） 10 0.624±0.005*# 0.373±0.024 0.853±0.025*#

表 3 各组 OPG/RANK/RANKL 的 mRNA 表达

Table 3 The mRNA expression of OPG/RANK/RANKL in the four groups

图 1 股骨石蜡切片 HE 染色结果图

Fig.1 HE staining results of femur paraffin sections

Groups N Tbmd

The sham operation group（A） 10 0.198± 0.009

The control group (OVX simply)（B） 10 0.191± 0.005*

Treatment group (given XLGB)（C） 10 0.196±0.008

The estrogen group (given 17β-estradiol)（D） 10 0.202± 0.005

表 2 各组给药治疗的骨密度

Table 2 The bone mineral density of each group

低、RANKL 表达增加，差异具有统计学意义；仙灵骨葆治疗组

组的 OPG 表达低于假手术组但高于卵巢切除对照组，RANKL
的表达高于假手术组但低于卵巢切除对照组，差异均有统计学

意义。其变化趋势与雌激素治疗组一致且仙灵骨葆治疗组与雌

激素治疗组之间差异无统计学意义；RANK 的 mRNA 表达在

各组之间无统计学差异。

2.3 仙灵骨葆对 OPG/RANK/RANKL 蛋白表达的影响

各组血清中 OPG/RANKL 的表达情况见表 4。与假手术组

相比较，卵巢切除对照组血清中的 OPG 含量降低、RANKL 含

量增加，差异具有统计学意义；仙灵骨葆治疗组血清中的 OPG

含量显著高于卵巢切除对照组，与假手术组、雌激素治疗组无

统计学差异；仙灵骨葆治疗组血清中的 RANKL 含量高于假手

术组但低于卵巢切除对照组，差异均有统计学意义，其变化趋

势与雌激素治疗组一致。

Groups N OPG（ng/mL） RANKL（pg/mL）

The sham operation group（A） 10 1.54±0.41 12.05±6.21

The control group (OVX simply)（B） 10 0.36±0.35* 83.01±14.54*

Treatment group (given XLGB)（C） 10 1.59±0.91# 26.32±9.18*#

The estrogen group (given 17β-estradiol)（D） 10 1.64±1.05# 25.81±7.74*#

表 4 各组血清中 OPG/RANKL 蛋白的表达

Table 4 The serum expression of OPG/RANKL in the four groups
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图 2 免疫组化检测 RANK 蛋白表达结果×400

Fig. 2 The immunohistochemical results of RANK×400

各组骨组织中 RANK 的免疫组化检测结果见图 2。假手术

组中 RANK 阳性细胞率最高（图 1A），仙灵骨葆治疗组 RANK
阳性细胞率最低（图 1C），但其差异与卵巢切除对照组（图 1B）

以及雌激素治疗组（图 1D）之间无统计学差异。

3 讨论

骨质疏松的发生是一个复杂的过程，已有的研究证实，有

多种刺激因素的作用和众多调节因子的参与骨质疏松的发病

机制，在这些因素的相互作用和共同影响下最终导致骨质疏松

的发生[7-10]。OPG/RANKL/RANK 系统是近年来发现的与骨质

疏松发生密切相关的调节系统，OPG/RANKL/RANK 系统可影

响破骨细胞的功能，特别是 OPG/RANKL 比率的改变可以直接

影响破骨细胞的增殖和分化，从而进一步影响骨代谢[11-14]。OPG
的增加可抑制破骨细胞的分化，而 RANKL 的增加则会促使破

骨细胞的增殖分化，且两者都通过与 RANK 结合后发挥相应

生物学效应。OPG/RANKL 比率的改变是显示破骨细胞活化增

殖的最直接指标，当其比率下降时则会促进破骨细胞的增殖分

化，从而导致骨质疏松的发生[15-17]。
仙灵骨葆主要由淫羊藿、补骨脂、续断、地黄等成分组成，

已有的研究证实其对绝经后所引起的骨质疏松症有一定疗效
[5]，同时有研究显示淫羊藿甙可以上调 OPG 的基因表达[18]，但

仙灵骨葆对骨质疏松模型大鼠 OPG/RANKL/RANK 系统的全

面影响尚未见报道。我们的结果显示：仙灵骨葆对骨质疏松模

型大鼠具有显著的治疗效果，可在 mRNA 水平和蛋白水平促

进 OPG 的表达，同时抑制 /RANKL 的表达，去卵巢骨质疏松模

型大鼠采用仙灵骨葆治疗后，其 OPG/RANKL/RANK 系统表

达的改变与雌激素治疗组无统计学差异。
我们的结果还显示，本次研究中采用去卵巢的方法成功构

建了骨质疏松大鼠模型，该方法确立较早，结果明确[19]。除此方

法之外，构建骨质疏松大鼠模型还可采用糖皮质激素造模法、
维 A 酸造模法、制动造模法、甲状旁腺切除造模法等方式。本

研究中所探讨的仙灵骨葆对骨质疏松的治疗作用，临床主要是

应用于治疗绝经后出现骨质疏松妇女，因而选择去卵巢造模的

方式更为合理。
综上，仙灵骨葆在去卵巢骨质疏松模型大鼠中具有确切的

治疗作用，这种效应可能是通过改变该模型大鼠 OPG/RANKL
的表达而实现的，但仙灵骨葆调控 OPG/RANKL 表达的具体机

制尚需要深入探讨。
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