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左归丸对绝经后骨质疏松妇女
Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ亚群偏移的影响

谢宝华１ 　 赵　 霖２ 　 朱肖肖２ 　 尹训强２ 　 周宪宾２ 　 李　 霞２Δ

（１济宁医学院基础医学院，济宁２７２０６７；２山东省医学科学院，济南２５００６２）

　 　 摘　 要　 目的　 探讨左归丸对绝经后妇女骨密度和Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ亚群偏移的影响及其机制。方法 　 选择
２０１６年１月至２０１７年１１月在山东中医药大学附属医院查体妇女共４５例纳入未绝经组、绝经组和左归丸组各
１５例为研究对象，电化学发光法检测血清雌二醇（Ｅ２）水平，双能Ｘ线骨密度仪测定第２ ～ ４腰椎（Ｌ２４）前后位骨
密度（ＢＭＤ），流式细胞术检测血清Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ亚群比例，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ法检测血清Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ亚群特异性核转录
因子（ＲＯＲγｔ、Ｆｏｘｐ３）蛋白表达水平，ＲＴＰＣＲ法检测血清Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ亚群特征性细胞因子（ＩＬ１７ＡｍＲＮＡ、ＩＬ
１０ｍＲＮＡ）表达水平。结果　 与未绝经组比较，绝经组血清Ｅ２ 水平及ＢＭＤ均明显降低，Ｔｈ１７亚群比例明显升
高，Ｔｒｅｇ亚群比例明显降低，差异具有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５），Ｔ细胞向Ｔｈ１７亚群偏移；左归丸治疗后，与绝经组
比较，左归丸组ＢＭＤ明显升高，Ｔｈ１７亚群比例明显降低，Ｔｒｅｇ亚群比例明显升高，Ｔ细胞向Ｔｒｅｇ亚群偏移，
ＲＯＲγｔ蛋白表达明显降低，Ｆｏｘｐ３蛋白表达明显升高，ＩＬ１７ＡｍＲＮＡ表达降低，ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达升高，差异具有统
计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５），血清Ｅ２表达无显著性差异（Ｐ ＞ ０． ０５）；相关性分析表明，ＢＭＤ与Ｔｈ１７亚群水平呈显著负
相关（Ｐ ＜ ０． ０５），与Ｔｒｅｇ亚群水平呈显著正相关（Ｐ ＜ ０． ０５）。结论 　 女性绝经后骨密度降低与Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ亚群
向Ｔｈ１７偏移有密切关系，左归丸能调节Ｔ细胞亚群特异性核转录因子表达，诱导Ｔｒｅｇ亚群分化，逆转Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ
亚群失衡状态，提高骨密度。
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　 　 骨质疏松症（ＯＰ）是绝经后女性常见的骨代谢
性疾病，我国５０岁以上女性骨质疏松症患病率为
２０． ７％ ［１］。研究表明绝经后骨质疏松症与雌激素
水平降低密切相关［２］，临床上雌激素替代疗法治
疗绝经后骨质疏松有明确疗效，但长期使用可能会
导致中风、静脉栓塞等风险增加，且存在诱发肿瘤
的风险［３］。左归丸是补肾滋阴经典方剂，治疗骨
质疏松症取得良好临床疗效，但其作用机制尚不明
确［４］。Ｔ细胞是重要的免疫细胞，Ｔ细胞亚群相关
细胞因子表达与雌激素水平存在显著相关性［５］。
我们前期研究发现左归丸能调节Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２亚群平
衡改善雌激素缺乏导致的骨密度下降［６］，但Ｔｈ１７ ／
Ｔｒｅｇ亚群在本病中的作用尚缺乏临床研究。本研
究通过观察女性绝经前后雌激素水平、骨密度和静
脉血Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ亚群变化，从免疫学角度探讨女性
绝经后骨量丢失的发病机制，阐释左归丸调节
Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ亚群平衡治疗绝经后骨质疏松症的机
制，为指导临床用药提供依据。
１　 资料与方法
１． １　 一般资料

选择２０１６年１月至２０１７年１１月在山东中医
药大学附属医院查体妇女４５例，其中健康未绝经
妇女１５例为未绝经组，自然绝经妇女３０例。未绝
经组妇女，年龄２５ ～ ３５岁，平均（３１． ２ ± ２． ６）岁，
平素身体健康，月经规律，未妊娠，纳入未绝经组。
自然绝经妇女，年龄在５５ ～ ６５岁，平均（６０． ３ ± ３．
８）岁，绝经时间均在２年以上，随机分为绝经组与
左归丸组各１５例，２组一般资料比较差异无明显
统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）。所有研究对象均被详细
询问病史，没有影响骨代谢的其它疾病，未用雌激
素替代治疗，并签署知情同意书。本研究已经通过

山东中医药大学附属医院伦理委员会的批准。
１． ２　 主要试剂及仪器

雌二醇ＥＬＩＳＡ试剂盒购于德国罗氏公司；人
外周血淋巴细胞分离液购于ＴＢＤ ｓｃｉｅｎｃｅｓ公司；
ＲＴＰＣＲ试剂（ＭＭＬＶ、ｄＮＴＰ、ＲＮＡ酶抑制剂等）购
于生工生物工程（上海）有限公司；ＰＭＡ、Ｉｏｎｏｍｙｃｉｎ
购于Ｓｉｇｍａ公司；氯仿、无水乙醇、异丙醇购于天津
市广成化学试剂有限公司；ＩＬ１７Ａ、ＩＬ１０、βａｃｔｉｎ
引物购于上海博尚生物技术有限公司，引物序列见
表１。

表１　 ＰＣＲ引物序列及长度
　 基因 　 　 序列 产物长度
ＩＬ１７Ａ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＴＣＣＡＣＣＧＣＡＡＴＧＡＡＧＡＣＣ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＡＣＧＡＡＧＣＡＧＴＴＴＧＧＧＡＣ
４２０ｂｐ

ＩＬ１０ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＧＧＧＣＡＣＣＣＡＧＴＣＴＧＡＧＡＡＣＡ
Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＧＧＣＣＴＴＧＣＴＣＴＴＧＴＴＴＴＣＡＣ

３５１ｂｐ

βａｃｔｉｎ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＴＧＧＧＧＣＧＣＣＣＣＡＧＧＣＡＣＣ
Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＡＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＣＡ

５００ｂｐ

１． ３　 方法
１． ３． １　 用药方法　 左归丸组绝经妇女予左归丸
（河南省宛西制药股份有限公司，国药准字
Ｚ４１０２０６９６）９ｇ ／次，每日２次，口服。２周为１疗
程，连服２个疗程后，空腹抽取静脉血。
１． ３． ２　 标本采集　 取研究对象空腹静脉血４ｍｌ，
其中２． ５ｍｌ采用ＥＤＴＡ抗凝，Ｆｉｃｏｌｌ密度梯度离心
法分离外周血单个核细胞，用于流式细胞术、Ｗｅｓｔ
ｅｎ ｂｌｏｔ及ＲＴＰＣＲ检测，１． ５ｍｌ离心后取血清用于
电化学发光法检测血清雌二醇（Ｅ２）水平，
１． ３． ３　 流式细胞术　 收集外周血单个核细胞，１ ×
ＰＢＳ洗２遍，去上清，调整细胞浓度为１ × １０６ 个／
ｍｌ，细胞重悬于１００μｌ １ × ＰＢＳ，将抗体按说明书加
到细胞悬液中，４℃避光孵育３０ｍｉｎ，１ ×穿膜Ｂｕｆｆｅｒ
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洗１遍，１ × ＰＢＳ洗１遍，去上清，２００ｍｌ １ × ＰＢＳ重
悬细胞，转管上机检测。
１． ３． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 ＲＩＰＡ裂解液裂解外周血单
个核细胞３０ｍｉｎ，离心１２０００ｒ ／ ｍｉｎ，取上清蛋白，混
合摇匀，沸水煮３ｍｉｎ，取出，电泳分离转膜；２５ｍｌ
ＴＢＳ洗膜５ｍｉｎ，室温下摇动；置膜在２５ｍｌ封闭缓
冲液中１ｈ，室温下摇动，１５ｍｌ ＴＢＳ ／ Ｔ洗３次（５ｍｉｎ ／
Ｔ），加入１∶ ２５０稀释的ＲＯＲγｔ、Ｆｏｘｐ３一抗，室温下
孵育１ｈ，缓慢摇动，１５ｍｌ ＴＢＳ ／ Ｔ洗３次（５ｍｉｎ ／ Ｔ）；
加入１∶ １０００辣根过氧化酶（ＨＲＰ）标记的二抗，室
温孵育１ｈ，摇动，１５ｍｌ ＴＢＳ ／ Ｔ洗３次（５ｍｉｎ ／ Ｔ），
１５ｍｌ ＴＢＳ洗１次；化学发光法测蛋白表达。
１． ３． ５　 ＲＴＰＣＲ　 外周血单个核细胞ｍＲＮＡ提取、
ＲＴ反应及ＰＣＲ反应参考文献［５］报道。采用Ａｌｐｈａ
凝胶成像系统分析图像。
１． ３． ６　 腰椎ＢＭＤ（骨矿物质密度）测定　 双能Ｘ
线骨密度仪测定研究对象腰椎２４（Ｌ２４）前后位
ＢＭＤ。
１． ４　 统计学方法

应用ＳＰＳＳ１１． ５软件进行统计分析。计量资料
以珋ｘ ± ｓ表示，采用Ｏｎｅ ＷａｙＡＮＯＶＡ方差分析，两
组间比较采用Ｔｕｒｋｅｙ法检验，数据间相关性用
Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析。各组数据以Ｐ ＜ ０． ０５表示
差异有统计学意义。
２　 结果
２． １　 各组血清Ｅ２及腰椎ＢＭＤ水平

与未绝经组比较，绝经组血清Ｅ２和ＢＭＤ表达
明显降低（Ｐ ＜ ０． ０５）；与绝经组比较，左归丸组Ｅ２
表达无明显差异（Ｐ ＞ ０． ０５），ＢＭＤ水平明显升高
（Ｐ ＜ ０． ０５），提示左归丸能提高绝经妇女的骨密
度，且对绝经妇女Ｅ２表达无影响，无明显雌激素样
作用，见表２。

表２　 各组Ｅ２及ＢＭＤ水平比较（珋ｘ ± ｓ）
组别 ｎ Ｅ２ ／ ｎｇ·Ｌ －１ ＢＭＤ ／ ｇ·ｃｍ －２

未绝经组 １５ ９１． １１ ± １０． ０１ １． ２８ ± ０． ０７　

绝经组　 １５ ３３． ７３ ± ７． １２ ０． ８７ ± ０． １４

左归丸组 １５ ３７． ０９ ± ６． ２３ １． １０ ± ０． １６△

Ｆ值 ２４５． ９８２ ３８． ８０９

Ｐ ０． ０００ ０． ０００

　 　 注：与未绝经组相比较，Ｐ ＜ ０． ０５；与绝经组比较，△Ｐ ＜ ０． ０５

２． ２　 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ亚群水平
与未绝经组相比，绝经组Ｔｈ１７亚群比例显著

升高，Ｔｒｅｇ亚群比例降低（Ｐ ＜ ０． ０５），Ｔ细胞向
Ｔｈ１７亚群偏移。与绝经组相比，左归丸组Ｔｈ１７亚
群比例显著降低，Ｔｒｅｇ亚群比例升高，差异具有统
计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５），见表３。

表３　 各组Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ亚群比例比较（％，珋ｘ ± ｓ ）
组别 ｎ Ｔｈ１７ Ｔｒｅｇ

未绝经组 １５ ３． ６５ ± １． ６４ ３． ７４ ± ０． ７１

绝经组　 １５ ５． ４９ ± １． ０４ １． ９２ ± ０． ６８

左归丸组 １５ ４． ２３ ± ０． ９４△ ３． １７ ± ０． ８３△

Ｆ值 ８． ５６７ ２３． ４７０

Ｐ ０． ００１ ０． ０００

　 　 注：与未绝经组相比较，Ｐ ＜ ０． ０５；与绝经组比较，△Ｐ ＜ ０． ０５

２． ３　 Ｅ２、骨密度、Ｔ细胞亚群比例相关性
相关性分析显示，Ｅ２ 表达与骨密度呈正相关

（Ｐ ＜ ０． ０５）；骨密度与Ｔｈ１７亚群比例呈负相关（Ｐ
＜ ０． ０５），与Ｔｒｅｇ亚群比例呈正相关（Ｐ ＜ ０． ０５）；
Ｅ２表达与Ｔｈ１７亚群比例呈负相关（Ｐ ＜ ０． ０５），与
Ｔｒｅｇ亚群比例呈正相关（Ｐ ＜ ０． ０５），见表４。

表４　 Ｅ２、ＢＭＤ与Ｔ细胞亚群比例的相关性分析
指标 Ｅ２与

ＢＭＤ
Ｅ２与
Ｔｈ１７

Ｅ２与
Ｔｒｅｇ

ＢＭＤ与
Ｔｈ１７

ＢＭＤ与
Ｔｒｅｇ

ｒ值 ０． ６８５ － ０． ４５１ ０． ５５９ － ０． ４７４ ０． ６８５

Ｐ ０． ０００ ０． ００２ ０． ０００ ０． ００１ ０． ０００

２． ４　 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ亚群特异性核转录因子（ＲＯＲγｔ、
Ｆｏｘｐ３）蛋白表达水平

与未绝经组比较，绝经组Ｔｈ１７亚群特异性核
转录因子ＲＯＲγｔ蛋白表达明显升高（Ｐ ＜ ０． ０５），
Ｔｒｅｇ亚群特异性核转录因子Ｆｏｘｐ３蛋白表达明显
降低（Ｐ ＜ ０． ０５）；与绝经组比较，左归丸组ＲＯＲγｔ
蛋白表达明显降低（Ｐ ＜ ０． ０５），Ｆｏｘｐ３蛋白表达明
显升高（Ｐ ＜ ０． ０５），见表５。

表５　 各组间ＲＯＲγｔ、Ｆｏｘｐ３蛋白表达比较（珋ｘ ± ｓ）
组别 ｎ ＲＯＲγｔ Ｆｏｘｐ３

未绝经组 １５ ３８． ６４ ± ９． ３３ ２２． ０７ ± ９． ２４

绝经组　 １５ ５０． ６１ ± ９． １１ １１． ８６ ± ５． ３９

左归丸组 １５ ４２． １０ ± ８． ８９△ １９． ９６ ± ４． ５６△

Ｆ值 ６． ８５２ ９． ６７６

Ｐ ０． ００３ ０． ０００

　 　 注：与未绝经组相比较，Ｐ ＜ ０． ０５；与绝经组比较，△Ｐ ＜ ０． ０５
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２． ５　 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ亚群特征性细胞因子ＩＬ１７Ａ、ＩＬ１０
ｍＲＮＡ表达水平

与未绝经组比较，绝经组Ｔｈ１７亚群特征性细
胞因子ＩＬ１７Ａ ｍＲＮＡ表达明显升高，Ｔｒｅｇ亚群特
征性细胞因子ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达明显降低，差异具
有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）；与绝经组相比，左归丸
组ＩＬ１７Ａ ｍＲＮＡ水平明显降低，ＩＬ１０ ｍＲＮＡ水平
明显升高，差异具有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。见
表６。

表６　 各组间ＩＬ１７ＡｍＲＮＡ、ＩＬ１０ｍＲＮＡ
相对灰度值比较（珋ｘ ± ｓ）

组别 ｎ ＩＬ１７ＡｍＲＮＡ ＩＬ１０ｍＲＮＡ

未绝经组 １５ ２０． ２５ ± ９． ２５ １５． ８７ ± ７． ６４

绝经组　 １５ ３１． ９９ ± ９． ０１ ８． ２７ ± ５． ２５

左归丸组 １５ ２３． ９０ ± ７． ４０△ １３． ４６ ± ４． ３５△

Ｆ值 ７． ３４１ ６． ４８７

Ｐ ０． ００２ ０． ００４

　 　 注：与未绝经组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；与绝经组比较，△Ｐ ＜ ０． ０５

３　 讨论
在骨代谢过程中，成骨细胞（ＯＢ）参与骨的形

成，破骨细胞（ＯＣ）参与骨的吸收，这一动态平衡被
打破就会导致骨代谢疾病如骨质疏松症的发生。
研究表明骨代谢受内分泌系统、免疫系统的调节，
三者共享细胞因子、转录因子、受体及信号分子等
多种调控分子［７８］。雌激素是人体重要的内分泌激
素，绝经后女性雌激素水平明显降低，Ｔ细胞是重
要的免疫调节细胞，雌激素、Ｔ细胞、骨代谢三者之
间的关系成为本领域研究的热点。

初始Ｔ细胞接受抗原刺激而活化，分化为不
同的Ｔ细胞亚群分泌特征性细胞因子主导不同的
免疫反应。Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ是最新发现的Ｔ细胞亚群，
产生于同一种前体细胞ＣＤ４ ＋ Ｔ细胞，在维持破骨
细胞成骨细胞平衡中发挥重要作用。Ｔｈ１７是初
始Ｔ细胞在ＩＬ６和ＩＬ２３的刺激下分化而成的辅
助性Ｔ细胞，主要分泌ＩＬ１７、ＩＬ２２等促炎症因子，
ＲＯＲγｔ是其重要的转录因子，在自身免疫中起重要
的作用；Ｔｒｅｇ是调节性Ｔ细胞，在肿瘤、移植耐受
甚至是病原体感染等免疫反应调节中起重要作用。
Ｔｈ１７和Ｔｒｅｇ通过分泌ＯＣ分化关键调控因子对骨
代谢发挥正向和负向调控作用。研究表明，Ｔｈ１７

亚群分泌的ＩＬ１７Ａ能触发局部炎症反应并产生
ＴＮＦα等炎性细胞因子，促进ＯＣ形成，导致骨质
流失［９］。相关临床研究显示，Ｔｈ１７细胞分泌的ＩＬ
１７与绝经后骨质疏松的发生关系密切［１０］。Ｔｒｅｇ
亚群分泌的ＴＧＦβ抑制ＯＣ生成，促进ＯＣ凋
亡［１１］。Ｔｈ１７和Ｔｒｅｇ共享趋化因子受体，在一定的
条件下可互相转化［１２］。Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ亚群的极化状
态会导致骨代谢异常，而体内雌激素水平会影响Ｔ
细胞亚群的极化状态。雌激素是人体重要的性激
素，参与人体多种器官的发育和免疫调节，雌激素
缺乏对骨代谢有重要影响。Ｃｅｎｃｉ等［１３］研究认为
Ｔ细胞上具有雌激素受体，雌激素缺乏会引起Ｔ细
胞亚群极化，从而影响骨代谢。本文结果显示，女
性绝经后血清Ｅ２水平与腰椎ＢＭＤ均明显降低、血
清Ｅ２表达与腰椎ＢＭＤ呈正相关；Ｔｈ１７亚群比例
升高、Ｔｒｅｇ亚群比例降低；血清Ｅ２表达、腰椎ＢＭＤ
与Ｔｈ１７亚群比例呈负相关，与Ｔｒｅｇ亚群比例呈正
相关，并发现女性绝经后ＲＯＲγｔ蛋白表达、ＩＬ
１７ＡｍＲＮＡ表达升高，Ｆｏｘｐ３蛋白表达、ＩＬ１０ｍＲＮＡ
表达降低，提示Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ亚群偏移参与了雌激素
缺乏导致的骨丢失。

临床研究证明雌激素治疗女性绝经后骨质疏
松疗效明确，但会增加女性患雌激素依赖性疾病如
子宫内膜癌、乳腺癌等的风险［１４１５］。中药治疗骨
质疏松症能明显改善症状，且副作用小［１］。中医
学中骨质疏松症属“骨痿”“骨痹”的范畴。《素问
·痿论》指出：“肾主身之骨髓”。研究证实补肾中
药能通过激活Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号传导通路中骨组织的
ＳＨＨ和ＧＬｉ１，抑制骨吸收，促进骨形成，提高去卵
巢大鼠的骨密度［１６］。左归丸是补肾经典方剂，实
验表明左归丸能改善骨质疏松症模型动物骨代谢
相关指标，对促进骨形成，抑制骨吸收有积极作
用［１７］。本文结果显示绝经后妇女服用左归丸后，
骨密度明显增高且血清Ｅ２ 水平无明显变化，提示
左归丸治疗骨质疏松有效且无明显雌激素样作用；
ＲＯＲγｔ蛋白表达明显降低和Ｆｏｘｐ３蛋白表达明显
升高，表明左归丸能下调Ｔｈ１７亚群特异性核转录
因子蛋白表达，上调Ｔｒｅｇ亚群特异性核转录因子
蛋白表达，诱导Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ亚群向Ｔｒｅｇ偏移，抑制
溶骨性细胞因子的产生，从而减少骨丢失。

本文结果显示，绝经后女性雌激素水平降低促
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进骨吸收细胞因子的表达，诱导Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ亚群向
Ｔｈ１７偏移，左归丸能逆转Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ亚群失衡状
态，减少骨丢失，增加骨密度，从而减轻绝经后妇女
骨质疏松的症状。本文结果进一步揭示了Ｔｈ１７ ／
Ｔｒｅｇ亚群偏移对绝经后骨质增生症的影响，阐释了
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疫学机制，为指导绝经后骨质疏松症的临床中药治
疗提供了新的依据。
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