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暋暋 正常骨代谢是成骨细胞棬斚斅棭与破骨细胞

棬斚斆棭参与的骨形成和骨吸收的动态平衡过程棳此
过程受内分泌暍免疫系统调节椈内分泌暘免疫暘骨

代谢网络失衡会导致多种骨代谢性疾病发生棳如成

骨不全暍骨质疏松症棬斚斝棭等棳严重危害患者健康暎
雌激素是人体重要的性激素棳研究发现绝经后骨质

疏松发病率随着年龄的增长而增高棳并与雌二醇水

平呈负相关椲棻椵暎斣细胞是机体免疫系统中重要的

细胞群体棳斣旇棻暍斣旇棽是经典的 斣细胞亚群棳生理条

件下棳机体的斣旇棻和斣旇棽细胞处于平衡状态棳如果

斣旇棻棷斣旇棽的极化发生偏移容易诱发病理改变椲棽椵暎
雌激素暘斣细胞暘骨代谢三者的关系成为本领域

研究的焦点问题暎我们前期研究证实骨密度与雌

激素水平及 斣细胞亚群相关细胞因子表达存在显

著相关性椲棾椵暎补肾经典方剂左归丸治疗骨代谢疾

病效果显著棳研究发现左归丸可明显改善 斣旇棻棷
斣旇棽的漂移状态棳显著提高 斣旇棽细胞因子斏斕灢棻棸
的表达棳逆转 斣旇棻优势椲棿椵暎本研究以逆转 斣旇棻棷
斣旇棽亚群偏移为切入点棳探讨雌激素缺乏导致的 斣
细胞亚群偏移与骨代谢的相关性棳阐释左归丸逆转

斣旇棻棷斣旇棽亚群偏移状态减轻雌激素缺乏骨丢失的

作用与机制棳为指导临床治疗提供实验依据暎
棻暋材料与方法

棻灡棻暋研究对象

选择棽棸棻棸年棻月至棽棸棻棽年棻棻月在山东中医

药大学附院查体的自然绝经妇女棾棸例棳年龄棿椀暙
椂椀岁棳平均棬椀椀灡椆棾暲椀灡椂棻棭岁棳绝经时间最长棻椄斸棳
最短棾斸棳随机分为绝经组与中药组棳各棻椀例暎选

取同期在妇科及骨科门诊查体的健康未绝经妇女

棻椀例棳年龄棽椀暙棿椀岁棳平均棬棾椀灡棾棸暲椂灡棽棽棭岁棳平
素月经规律棳身体健康棳未妊娠棳纳入未绝经组暎棾
组均排除其它影响骨代谢的疾病棳未用雌激素替代

治疗及其它治疗暎本研究经山东中医药大学附院

伦理委员会批准棳所有研究对象签署知情同意书暎
棻灡棽暋左归丸提取制备

采用水提暍醇溶法提取左归丸溶液棳左归丸由

熟地黄暍山药暍枸杞暍山茱萸暍鹿角胶暍龟板胶暍川牛

膝暍菟丝子按椄暶棿暶棿暶棿暶棿暶棿暶棿暶棾配伍棳煎煮

滤取药液棳加入烊化的龟板胶和鹿角胶棳水浴浓缩棳
依次加入椂椀棩暍椃椀棩暍椄椀棩乙醇棳沉淀过夜棳滤取上

清棳水浴减压法回收乙醇棳获取左归丸溶液暎
棻灡棾暋方法

棻灡棾灡棻暋 标本采集 暋 空腹采集研究对象静脉血

棿旐旍棳其中棻灡椀旐旍离心后取血清棳电化学发光法检

测血清雌二醇棬斉棽棭水平椈剩余棽灡椀旐旍采用 斉斈斣斄
抗凝棳斊旈斻旓旍旍密度梯度离心法分离单个核细胞棬斝斅灢
斖斆棭棳用于流式暍斪斿旙旚斿旘旑斺旍旓旚及斠斣灢斝斆斠检测暎
棻灡棾灡棽暋主要试剂暋斉棽 检测试剂盒购于德国罗氏

公司椈斖灢斖斕斨购于斊斿旘旐斿旑旚斸旙公司椈斠斘斄 抑制剂

购于上海生工生物有限公司 椈斏旓旑旓旐旟斻旈旑暍斝斖斄 购

于斢旈旂旐斸公司椈斈斉斝斆暍斍斏斣暍斕灢斍旍旑购于 斄斖斠斉斢灢
斆斚公司椈斊斅斢购于杭州四季青生物公司椈斠斝斖斏
斖斿斾旈旛旐棻椂棿棸购于 斍斏斅斆斚公司暎
棻灡棾灡棾暋流式细胞术检测暋分离静脉血制备单个核

细胞悬液棳斝斅斢洗棽遍棳用棻椂棿棸培养液调整细胞浓

度为棻暳棻棸椃棷旐旍棳接种于棽棿孔板棬棻旐旍棷孔棭棳分别加

入 斝斖斄棾棸旑旂棷旐旍暍斏旓旑旓旐旟斻旈旑棻毺旂棷旐旍暍斖旓旑斿旑旙旈旑
棻灡椃毺旂棷旐旍棳棾椃曟椀棩二氧化碳刺激培养棿旇后棳收集

培养细胞棳斝斅斄棬斝斅斢棲棸灡棻棩斘斸斘棾棲棸灡棻棩斅斢斄棭
洗两遍棳重悬于 斝斅斄 缓冲液棳按说明书加入 斆斈棿灢
斊斏斣斆和斆斈棾灢斆旟椀荧光抗体棳棿曟避光染色棾棸旐旈旑棳
斝斅斄清洗棾遍棳加入棻棸棸毺旍固定液棳棿曟棳避光固定

棾棸旐旈旑椈穿膜液清洗棻次棳重悬于棻棸棸毺旍穿膜液中棳
加入新鲜小鼠血清棽棸毺旍棷管棳棿曟棳避光封闭棾棸旐旈旑椈
分别加入斝斉标记的 斣斘斊灢毩暍斏斕灢棿荧光抗体棳室温

避光染色棻旇棳用穿膜液和斝斅斄各洗棻遍后重悬于

斝斅斄中棳用于流式细胞术胞内外因子的检测暎
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棻灡棾灡棿暋斪斿旙旚斿旘旑斺旍旓旚法检测斣细胞亚群特异性核

转录因子蛋白水平暋斠斏斝斄 裂解液裂解 斝斅斖斆蛋

白棳高速离心椇棻棽棸棸棸旂离心棾棸旐旈旑棳吸取上清蛋白棳
混匀棳沸水中煮棾旐旈旑棳取出棳棻棽棸棸棸旂离心棻旐旈旑棳取
上清椈电泳分离转膜椈棽椀旐旍斣斅斢洗膜椀旐旈旑棳室温棳
摇动椈置膜于棽椀旐旍封闭缓冲液中棻旇棳室温棳摇动棳
棻椀旐旍斣斅斢棷斣洗棾次棬椀旐旈旑棷斣棭椈加入棻暶棽椀棸稀释

的 斣灢斺斿旚暍斍斄斣斄棾一抗棳室温孵育棻旇棳缓慢摇动椈
棻椀旐旍斣斅斢棷斣洗棾次棬椀旐旈旑棷斣棭椈加入棻暶棻棸棸棸辣

根过氧化酶棬斎斠斝棭标记的二抗棳室温孵育棻旇棳缓慢

摇动棳棻椀旐旍斣斅斢棷斣洗棾次棬椀旐旈旑棷斣棭棳棻椀旐旍斣斅斢
洗棻次椈化学发光法检测蛋白表达暎
棻灡棾灡椀暋斠斣灢斝斆斠检测 斣 细胞亚群特征性细胞因

子转录水平暋斠斘斄 提取椇采用异硫氰酸胍一步法

提取 斝斅斖斆 总 旐斠斘斄棳紫 外 分 光 光 度 仪 检 测

斄棽椂棸棷斄棽椄棸比值棳验证 斠斘斄 浓度和纯度暎斠斣反

应椇采用 旓旍旈旂旓斾斣 为 斠斣 反应引物棳取棽灡椀毺旂总

斠斘斄按 斠斣 试 剂 盒 说 明 书 逆 转 录 合 成 斻斈斘斄
棽棸毺旍椈斝斆斠反应椇总反应体系为棽椀毺旍棳包含斠斣产物

椀毺旍棳棻棸暳斝斆斠斺旛旀旀斿旘棽灡椀毺旍棳棽椀旐斖 斖旂斆旍棽棽毺旍棳上
下 游 引 物 各 棸灡棽椀毺旍棬棽椀旔旐旓旍棭棳棻棸旐斖 斈斘斝斣
棸灡椀毺旍棳斣斸旕斈斘斄聚合酶棸灡椀毺旍棳斈斉斝斆水棻棿毺旍暎反

应条件为椆椀曟预变性椀旐旈旑棳椆棿曟 棻旐旈旑棳椀椄暙椂棸曟
棻旐旈旑棳椃棽曟 棻旐旈旑棳棽椂个循环后棳椃棸曟延长棻棸旐旈旑暎
棻灡椀棩凝胶棬斉斅染色棭水平电泳棳采用 斄旍旔旇斸凝胶

成像系统分析图像椇以毬灢斸斻旚旈旑为内参照棳计算目的

基因与同步毬灢斸斻旚旈旑灰度值比值作为相对表达量暎
棻灡棾灡椂暋腰椎骨矿物质密度棬斅斖斈棭测定暋研究对

象平躺在测量床上棳双能 斬 线骨密度仪测定研究

对象腰椎棽暙棿棬斕棽暙棿棭前后位斅斖斈暎
棻灡棿暋统计学方法

所有实验数据采用斢斝斢斢棻棻灡椀软件做统计学

处理棳计量资料以 暲 表示暎采用 斚旑斿 斪斸旟灢
斄斘斚斨斄方差分析棳两组间比较采用 斣旛旘旊斿旟法检

验棳数据间相关性用斝斿斸旘旙旓旑相关性分析暎
棽暋结果

棽灡棻暋血清斉棽 水平比较

未绝经组血清 斉棽 平均为棬椆棻灡棻棻暲棻棸灡棸棻棭旔旂棷
旐旍棳绝经组平均为棬棾棾灡椃棾暲椃灡棻棽棭旔旂棷旐旍棳中药组平

均为棬棾椃灡棸椆暲椂灡棽棾棭旔旂棷旐旍暎与未绝经组比较棳绝
经后妇女血清 斉棽 水平明显降低棬椊棻椄灡棸椆棽棳 椉
棸灡棸椀棭椈与绝经组比较棳中药组绝经妇女 斉棽 表达无

显著性差异棬椊棻灡棾椃棿棳 椌棸灡棸椀棭棳表明左归丸对

绝经妇女斉棽 表达无影响棳无明显雌激素样作用暎
见图棻暎

与未绝经组比较棳灣 椉棸灡棸椀椈与绝经组比较棳曶 椌棸灡棸椀
图棻暋血清斉棽 水平比较

棽灡棽暋腰椎斕棽暙棿斅斖斈比较

未绝经组 斕棽暙棿斅斖斈 平均为棬棻灡棽椄暲棸灡棸椃棭
旂棷斻旐棽棳绝经组平均为棬棸灡椄椃暲棸灡棻棿棭旂棷斻旐棽棳中药组

平均为棬棻灡棻棸暲棸灡棻椂棭旂棷斻旐棽暎与未绝经组相比棳绝
经后妇女腰椎 斅斖斈 明显降低棬椊棻棸灡椀椀椆棳 椉
棸灡棸椀棭椈与绝经组比较棳中药组绝经妇女腰椎 斅斖斈
明显升高棬椊棿灡棾棸棿棳 椉棸灡棸椀棭棳见图棽暎

与未绝经组比较棳灣 椉棸灡棸椀椈与绝经组比较棳曶 椉棸灡棸椀
图棽暋腰椎棽暙棿骨密度比较

棽灡棾暋斣旇棻棷斣旇棽亚群比例比较

与未绝经组相比棳绝经组 斣旇棻亚群比例明显

升高棬椊椀灡椃椂棸棳 椉棸灡棸椀棭棳斣旇棽亚群比例明显降

低棬椊棾灡椂棸椀棳 椉棸灡棸椀棭棳斣细胞向 斣旇棻亚群偏移暎
与绝经组相比棳中药组绝经妇女 斣旇棻亚群比例明

显降低棬椊棾灡棻棽椄棳 椉棸灡棸椀棭棳斣旇棽亚群比例明显

升高棬椊棽灡棿棽棿棳 椉棸灡棸椀棭暎见图棾暎

与未绝经组比较棳灣 椉棸灡棸椀椈与绝经组比较棳曶 椉棸灡棸椀
图棾暋斣旇棻棷斣旇棽亚群比例比较
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棽灡棿暋斉棽暍骨密度暍斣旇棻棷斣旇棽亚群比例相关性分析

相关性分析显示斉棽 表达与骨密度呈显著正相

关棬 椉棸灡棸椀棭椈骨密度与 斣旇棻亚群比例呈显著负相

关棬 椉棸灡棸椀棭棳与 斣旇棽亚群比例呈显著正相关棬
椉棸灡棸椀棭椈斉棽 表达与 斣旇棻亚群比例呈显著负相关

棬 椉棸灡棸椀棭棳与 斣旇棽亚群比例呈显著正相关棬 椉
棸灡棸椀棭棳见表棻暎

表棻暋斉棽暍斅斖斈与斣旇棻棷斣旇棽亚群比例的相关性分析

斣旇棻 斣旇棽 斅斖斈
斉棽 棴棸灡椀棾棻灣灣 棸灡棿椃棽灣灣 棸灡椂椄椀灣灣

斅斖斈 棴棸灡椃灣灣 棸灡棿椆棾灣灣 暘

暋暋灣灣相关性分析 椉棸灡棸棻

棽灡椀暋斣旇棻棷斣旇棽 亚群 特 异 性 核转 录 因 子 棬斣灢斺斿旚暍
斍斄斣斄灢棾棭蛋白表达比较

与未绝经组比较棳绝经组 斣旇棻亚群特异性核

转录因子棬斣灢斺斿旚棭蛋白表达明显升高棬椊棿灡棾棿棾棳
椉棸灡棸椀棭棳斣旇棽亚群特异性核转录因子棬斍斄斣斄灢棾棭
蛋白表达明显降低棬椊棿灡椃棽棻棳 椉棸灡棸椀棭椈与绝经

组比较棳中药组绝经妇女 斣灢斺斿旚蛋白表达明显降低

棬椊棾灡棸椄椂棳 椉棸灡棸椀棭棳斍斄斣斄灢棾蛋白表达明显升

高棬椊棾灡椀棾椀棳 椉棸灡棸椀棭暎见图棿暎

与未绝经组比较棳灣 椉棸灡棸椀椈与绝经组比较棳曶 椉棸灡棸椀
图棿暋斣灢斺斿旚暍斍斄斣斄灢棾蛋白表达比较

棽灡椂暋斣旇棻棷斣旇棽亚群特征性细胞因子棬斣斘斊灢毩暍斏斕灢
棿棭旐斠斘斄 表达比较

与未绝经妇女比较棳绝经后妇女 斣旇棻亚群特

征性细胞因子棬斣斘斊灢毩棭旐斠斘斄 相对灰度值明显升

高棬椊棿灡椀椀椃棳 椉棸灡棸椀棭棳斣旇棽亚群特征性细胞因

子棬斏斕灢棿棭旐斠斘斄相对灰度值明显降低棬椊棿灡椂椂椆棳
椉棸灡棸椀棭椈与绝经 妇女相 比棳中 药 组 绝 经 妇 女

斣斘斊灢毩旐斠斘斄相对灰度值明显降低棬椊棾灡棸椆棽棳
椉棸灡棸椀棭棳斏斕灢棿旐斠斘斄 相对灰度值明显升高棬椊
棿灡棽椀椃棳 椉棸灡棸椀棭暎见图椀暎

与未绝经组比较棳灣 椉棸灡棸椀椈与绝经组比较棳曶 椉棸灡棸椀
图椀暋斣斘斊灢毩暍斏斕灢棿旐斠斘斄表达比较

棾暋讨论

初始 斣细胞遇抗原刺激后在特异性核转录因

子与分化诱导因子作用下棳分化为不同亚群棳分泌

特征性细胞因子棳介导不同的免疫反应棳对骨代谢

发挥正向和负向调控作用暎斠斄斘斔斕是 斚斆分化

的关键调控因子棳其受体是位于 斚斆上的 斠斄斘斔棳
斠斄斘斔斕与 斠斄斘斔 结合棳启动 斚斆的分化暍成熟和

活化过程椲椀椵暎斣旇棻暍斣旇棽 是经典的 斣 细胞亚群暎
斣旇棻类细胞因子 斣斘斊灢毩被称为溶骨性细胞因子棳
是一种多功能的炎症介质棳可通过诱导 斚斅表达

斠斄斘斔斕棳间接促进 斚斆分化暍成熟棳也可直接促进

斠斄斘斔斕诱导的 斚斆形成和骨吸收椲椂椵暎斣旇棽类细

胞因子斏斕灢棿能抑制 斠斄斘斔斕诱导的生理性骨吸收

和病理情况下 斣斘斊灢毩诱导 斚斆生成棳体外研究显

示斏斕灢棿一定条件下能抑制破骨细胞前体向 斚斆分

化及抑制成熟斚斆的活性棳同时斏斕灢棿还抑制斚斆的

斠斄斘斔表达椲椃椵暎因此棳影响 斣细胞极化的因素均

可影响 斣细胞亚群细胞因子的表达棳从而影响骨

代谢暎随着对神经暘内分泌暘免疫网络研究的不

断深入棳发现雌激素对 斣 细胞亚群极化有重要调

节作用暎雌激素是重要的性激素棳斉棽 是女性和男

性雌激素主要来源暎衰老暍应激暍过度体力活动暍低
体重等状态均可出现雌激素缺乏棳导致 斚斝等骨代

谢疾病发生棳说明雌激素缺乏对骨代谢有重要影

响暎研究发现棳斣 细胞上存在雌激素受体棳雌激素

水平变化可直接影响 斣细胞增殖暍活化和极化棳雌
激素缺乏可诱导 斣细胞向 斣旇棻漂移棳导致 斣细胞

亚群失衡椲椄椵暎因此推断雌激素暘斣 细胞暘骨代谢

三者间有密切的联系暎临床上棳雌激素替代及免疫

调节疗法治疗骨代谢性疾病有确切疗效棳但存在诱

发子宫内膜癌暍宫颈癌暍乳腺癌暍代谢紊乱暍感染等

危险棳且不适用于男性骨代谢疾病患者暎因次棳寻
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斒斒旈旑旈旑旂斖斿斾斦旑旈旜棳斒旛旑斿棽棸棻棾棳斨旓旍灡棾椂棳斘旓棶棾

找能够逆转或改善雌激素缺乏诱导的 斣细胞亚群

极化暍纠正骨代谢失调棳又无雌激素样及免疫治疗

副作用的药物具有良好的应用前景暎
中医认为暟肾主骨生髓暠暎现代医学研究发现

中医暟肾暠的功能覆盖了神经暍内分泌暍免疫系统棳构
成了完整的人体调节网络棳肾虚可导致神经暘内分

泌暘免疫网络功能失调棳引起骨代谢疾病发生椲椆椵暎
以补肾法为原则治疗骨代谢疾病疗效确切暎研究

证实补肾中药能促进 斚斅增殖棳抑制 斚斆形成棳上
调骨组织斏型胶原和骨矿化相关蛋白表达棳减少尿

钙排泄棳升高大鼠骨密度椲棻棸椵暎补肾经典方剂左归

丸治疗 斚斝等骨代谢疾病效果显著棳可通过调节

斚斅中 斠斄斘斔斕表达实现对 斚斆的抑制椲棻棻椵暎中药

免疫药理研究证实左归丸能调节卵巢早衰雌激素

缺乏小鼠斆斈棿棲棷斆斈椄棲 亚群平衡棳改善卵巢早衰小

鼠免疫功能椲棻棽椵暎但尚未见对左归丸及其它补肾方

剂逆转或改善雌激素缺乏诱导的 斣细胞亚群极化

异常调节骨代谢的研究报道暎
本研究显示棳妇女绝经后血清 斉棽 水平与骨密

度均明显降低暍斣旇棻亚群比例升高暍斣旇棽亚群比例

降低椈血清斉棽 表达与骨密度呈正相关椈骨密度暍斉棽
表达与 斣旇棻亚群比例呈负相关棳与 斣旇棽亚群比例

呈正相关暎此结果进一步证实雌激素缺乏状态诱

导 斣旇棻棷斣旇棽亚群向 斣旇棻偏移棳且与骨密度降低关

系密切暎同时绝经妇女 斣灢斺斿旚蛋白表达暍斣斘斊灢毩
旐斠斘斄表达升高棳斍斄斣斄灢棾 蛋白表达暍斏斕灢棿 旐斠灢
斘斄表达降低棳表明雌激素缺乏状态下棳促进骨吸

收细胞因子表达升高棳导致骨密度下降暎绝经妇女

服用左归丸后棳血清斉棽 水平无明显变化棳表明左归

丸对机体无明显雌激素样作用椈骨密度暍斣旇棽亚群

比例升高棳斣旇棻亚群比例降低棳斣灢斺斿旚蛋白表达暍
斣斘斊灢毩旐斠斘斄表达降低棳斍斄斣斄灢棾蛋白表达暍斏斕灢棿
旐斠斘斄表达升高棳表明左归丸通过下调 斣灢斺斿旚蛋

白表达暍上调 斍斄斣斄灢棾蛋白表达棳诱导 斣 细胞向

斣旇棽亚群分化棳进而抑制 斣斘斊灢毩旐斠斘斄 与蛋白表

达暍促进斏斕灢棿旐斠斘斄 与蛋白表达棳抑制骨吸收棳升
高骨密度暎综合以上研究结果棳雌激素缺乏导致的

斣旇棻棷斣旇棽亚群向 斣旇棻偏移是骨丢失发生的原因椈

中药方剂左归丸通过干预 斣细胞亚群特异性核转

录因子表达棳逆转雌激素缺乏导致的 斣旇棻棷斣旇棽亚

群偏移棳抑制骨吸收细胞因子产生棳促进骨形成细

胞因子表达棳从而减少骨丢失棳促进骨形成暎
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