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摘 要 目的：考察杜仲壮骨丸（DZ）对小鼠骨质疏松的改善作用。方法：将72只KM小鼠随机分为空白对照组（生理盐水）、模型

组（生理盐水）、阳性对照组（仙灵骨葆胶囊，0.50 g/kg）和DZ高、中、低剂量组（1.90、0.95、0.48 g/kg，记为DZ-H、DZ-M、DZ-L组），每

组12只。除空白对照组外，其余各组小鼠均 ig维甲酸复制骨质疏松模型，并同时 ig相应药物，每天1次，连续14 d。末次给药后，

测定小鼠体质量；摘眼球取血测定血清钙、血清磷含量；取肝、脾、胸腺测定脏器指数；取左侧股骨测定骨湿质量、干质量、长度和直

径；取右侧股骨测定骨小梁面积百分比、骨小梁宽度及数目。结果：与空白对照组比较，模型组小鼠体质量降低；血清钙、血清磷含

量增加；肝指数、脾指数升高，胸腺指数降低；股骨湿、干质量及直径减少；骨小梁面积百分比降低，骨小梁宽度及数目减少，差异均

有统计学意义（P＜0.05或P＜0.01）。与模型组比较，各给药组小鼠血清钙含量减少，阳性对照组和DZ-M、DZ-L组小鼠血清磷含

量减少；阳性对照组和DZ-M、DZ-L组小鼠胸腺指数升高，阳性对照组小鼠肝脏指数降低；阳性对照组小鼠的股骨湿质量及DZ-M

组小鼠股骨干、湿质量和直径均增加；阳性对照组和DZ-H、DZ-M组小鼠股骨骨小梁百分比升高，骨小梁宽度及骨小梁数目均增

加，且DZ-L组小鼠骨小梁数目增加，以上差异均有统计学意义（P＜0.05或P＜0.01）。结论：DZ对维甲酸致小鼠骨质疏松具有一

定的改善作用。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate improvement effect of Duzhong zhuanggu（DZ）pills on retinoic acid-induced osteopo-

rosis in mice. METHODS：72 KM mice were randomized into blank control group（normal saline），model group（normal saline），
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维甲酸（Retinoic acid）是一种免疫抑制剂，由于其具

有抑制骨合成的作用，近年来常被用来建立动物骨质疏

松模型[1]。杜仲壮骨丸（DZ）是贵阳德昌祥药业有限公

司独家专利品种（国药准字号为Z52020210），临床主要

用于治疗风湿痹痛、筋骨无力等症。本品临床应用多

年，具有坚实的临床基础，但由于处方中含有豹骨和寻

骨风2味药材，其中豹骨属于濒危保护动物药材，寻骨风

由于含有马兜铃酸，长期大量应用可引起一定程度的肾

损害。因此，本课题组在对这2味药材进行减去或替代

（即去掉豹骨，另用肿节风代替寻骨风，然后按照原制备

工艺制备）研究的基础上，采用维甲酸致小鼠骨质疏松，

观察改进后的DZ对小鼠骨质疏松的改善作用，以扩大

其临床适应证。

1 材料

1.1 仪器

752紫外光栅分光光度计（上海第三分析仪器厂）；

TGL-12GB-C台式高速离心机（上海安亭科学仪器厂）；

BX51T-PHD-J11系统相差显微镜（日本奥林巴斯公司）；

多功能真彩色细胞图像分析管理系统（美国Media Cy-

bernetics公司）。

1.2 药品与试剂

DZ（贵阳德昌祥药业有限公司，批号：20130906，规

格：0.19 g/丸）；仙灵骨葆胶囊（贵州同济堂制药有限公

司，批号：20130217，规格：每粒 0.5 g）；维甲酸原料药

（全反式，重庆华邦制药股份有限公司，批号：20130425）；

血清钙、磷试剂盒（南京建成生物工程研究所，批号：

20140327、20140329）。

1.3 动物

SPF级KM小鼠 72只，♀♂各半，体质量 24～28 g，

由贵阳医学院实验动物中心提供 [动物合格证号：SCXK

（黔）2012-001]。

2 方法

2.1 分组、造模与给药

将 72只 KM 小鼠随机分成 6组，分别为空白对照

组、模型组、阳性对照组（仙灵骨葆胶囊，0.50 g/kg，相当

于人临床用量的10倍剂量）和杜仲壮骨丸高、中、低剂量

组（1.90、0.95、0.48 g/kg，分别相当于人临床用量的 20、

10、5倍剂量，分别记为DZ-H、DZ-M、DZ-L组），每组 12

只。除空白对照组外，其余各组小鼠每天上午按 105

mg/kg剂量 ig维甲酸相应溶液1次，连续14 d，复制骨质

疏松模型[2]。造模同时，各给药组小鼠每天下午 ig相应

药物，给药体积均为 0.2 mL/10 g（均以生理盐水为溶

剂），每天1次，连续14 d；空白对照组和模型组小鼠 ig等

体积生理盐水。实验过程中每周称小鼠体质量1次。

2.2 标本采集及指标检测

参考文献[3-6]中方法进行标本采集与指标检测。

2.2.1 血清钙、血清磷含量及重要脏器指数 于实验第

15天摘眼球取血，以 1 000×g离心 15 min，分离血清，按

照试剂盒说明书操作，检测血清钙、血清磷含量。取血

完成后处死小鼠，取肝、脾、胸腺，称质量，计算脏器指

数：脏器指数（mg/g）＝脏器质量（mg）/体质量（g）。

2.2.2 骨小梁面积百分比、骨小梁宽度及数目 取右侧

股骨，中性福尔马林浸泡，常规脱钙，切片，苏木精-伊红

（HE）染色后，通过多功能真彩色细胞图像分析管理系

统对骨小梁面积百分比、骨小梁宽度及骨小梁数目进行

分析。

2.2.3 股骨计量学指标 取左侧股骨，除净附着的软组

织，测定股骨计量学指标。（1）股骨湿质量：用电子天平

称量，得股骨湿质量（mg）；（2）股骨长度：用游标卡尺进

行测量，得股骨长度（mm）；（3）股骨直径：分别于股骨的

0.48 g/kg，DZ-H，DZ-M，DZ-L groups），with 12 mice in each group. Except for blank control group，other groups were given ret-

inoic acid intragastrically to induce osteoporosis model，and given relevant medicine intragastrically once a day，for 14 days. After

last administration，body weight of mice was determined；the blood sample was collected from eyeball to determine the contents of

serum calcium and phosphor；liver，spleen and thymus gland were collected to determine organ index；left femur was collected to

determine bone wet weight，bone dry weight，length and diameter；right femur was collected to determine the area percentage，

width and number of bone trabecula. RESULTS：Compared with blank control group，the body weight of mice in model group

were decreased；the contents of serum calcium and phosphorus were increased；liver indexes and spleen indexes were increased，

while thymus indexes were decreased；bone wet weight，bone dry weight，length and diameter were decreased；area percentage，

width and number of trabecular were decreased，with statistical significance（P＜0.05 or P＜0.01）. Compared with model group，

the contents of serum calcium were decreased in treatment groups，and the contents of serum phosphorus were decreased in positive

control group，DZ-M and DZ-L groups. Thymus indexes were increased in positive control group，DZ-M and DZ-L groups，while

liver indexes were decreased in positive control group；femur wet weight of positive control group as well as femur dry and wet

weight，diameters of DZ-M were all increased. The percentage，width and number of bone trabecula were increased in positive con-

trol group，DZ-H and DZ-M group，and the number of bone trabecula was increased in DZ-L group，with statistical significance

（P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：DZ pills have improvement effect on osteoporosis induced by retinoic acid in mice.

KEYWORDS Duzhong zhuanggu pills；Retinoic acid；Osteoporosis model；Mice；Metrology index of femur
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近端1/3点、中点、远端1/3点，用游标卡尺量取最大外径

及最小外径，取6个值的平均值，得股骨直径（mm）；（4）

股骨干质量：将股骨在80 ℃条件下烘干至恒质量，得股

骨干质量（mg）。

2.3 统计学方法

采用SPSS 17.0 软件进行数据分析。实验数据采用

x±s表示，组间两两比较采用 t检验。P＜0.05表示差异

有统计学意义。

3 结果

3.1 DZ 对骨质疏松模型小鼠血清钙、血清磷含量的

影响

与空白对照组比较，模型组小鼠血清钙、血清磷含

量增加（P＜0.05）；与模型组比较，各给药组小鼠血清

钙、血清磷含量均不同程度地降低，除DZ-H组小鼠血清

磷含量降低不显著外，其余各组差异均有统计学意义

（P＜0.05或P＜0.01），结果见表1。

表1 各组小鼠血清钙、血清磷含量测定结果（x±±s，n＝

10）

Tab 1 The serum calcium and serum phosphorus con-

tent of mice in each group（x±±s，n＝10）

组别
空白对照组
模型组
阳性对照组
DZ-H组
DZ-M组
DZ-L组

剂量，g/kg

0.50

1.90

0.95

0.48

血清钙，mmol/L

1.964±0.305

2.439±0.674＊

1.994±0.254#

1.984±0.368#

1.998±0.182#

2.031±0.125#

血清磷，mmol/L

2.778±0.756

3.663±0.895＊

2.778±0.399##

3.173±0.771

3.034±0.707#

2.977±0.562#

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05，
##P＜0.01

3.2 DZ对骨质疏松模型小鼠体质量及重要脏器指数的

影响

与空白对照组比较，模型组小鼠体质量、胸腺指数

降低（P＜0.05或 P＜0.01），肝指数和脾指数升高（P＜

0.05）；与模型组比较，阳性对照组和 DZ-M、DZ-L 组小

鼠胸腺指数升高（P＜0.05或P＜0.01），阳性对照组小鼠

肝指数降低（P＜0.05），结果见表2。

3.3 DZ对骨质疏松模型小鼠股骨骨小梁的影响

与空白对照组比较，模型组小鼠股骨骨小梁面积百

分比降低（P＜0.01），骨小梁宽度和数目减少（P＜0.01）；

与模型组比较，各给药组上述指标均得到不同程度改

善，除DZ-L组小鼠股骨骨小梁面积百分比和骨小梁宽

度变化不显著外，其余各组上述指标差异均有统计学意

义（P＜0.05或P＜0.01）。结果见图1、表3。

3.4 DZ对骨质疏松模型小鼠股骨计量学指标的影响

与空白对照组比较，模型组小鼠股骨湿质量、干质

量降低（P＜0.05或P＜0.01），股骨直径减少（P＜0.05），

表2 各组小鼠体质量及胸、肝、脾指数测定结果（x±±s，

n＝12）

Tab 2 The wight and thymus，liver and spleen index-

es of mice in each group（x±±s，n＝12）

组别
空白对照组
模型组
阳性对照组
DZ-H组
DZ-M组
DZ-L组

剂量，g/kg

0.50

1.90

0.95

0.48

体质量，g

33.3±2.9

29.9±3.9＊

29.8±3.7

28.9±3.3

28.7±3.8

30.2±4.1

胸腺指数，mg/g

3.8±0.7

2.9±0.5＊＊

3.4±0.6#

3.1±0.6

3.5±1.0#

3.3±0.6#

肝指数，mg/g

43.5±4.0

47.8±4.3＊

43.9±6.1#

44.9±5.6

46.6±4.6

48.6±5.5

脾指数，mg/g

3.2±0.5

3.9±0.9＊

3.4±0.7

3.5±0.9

3.7±0.8

3.9±0.8

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜

0.05

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；vs. model gro-

up，#P＜0.05

图1 各组小鼠股骨病理切片图（HE染色，×100）

Fig 1 Pathological sections of femour of mice in each

group（HE staining，×100）

空白对照组 模型组 阳性对照组

DZ-H组 DZ-M组 DZ-L组

表 3 各组小鼠股骨骨小梁面积百分比、骨小梁宽度及

数目测定结果（x±±s，n＝8）

Tab 3 The area percentage，width and number of

bone trabecula of femur of mice in each group

（x±±s，n＝8）

组别
空白对照组
模型组
阳性对照组
DZ-H组
DZ-M组
DZ-L组

剂量，g/kg

0.50

1.90

0.95

0.48

骨小梁面积百分比，％
31.8±8.1

5.1±1.4＊＊

17.9±7.1##

20.7±9.8##

15.8±6.1##

5.1±1.7

骨小梁宽度，μm

41.7±9.9

10.3±2.8＊＊

25.2±7.7##

28.7±16.8##

14.9±4.8#

12.8±8.2

骨小梁数目，个/mm

8.8±1.8

2.3±0.7＊＊

5.3±1.2##

6.1±1.6##

5.4±1.7##

3.3±0.9#

注：与空白对照组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01

Note：vs. blank control group，＊ ＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01
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股骨长度无显著变化（P＞0.05）；与模型组比较，阳性对

照组和DZ-M组小鼠股骨湿质量增加（P＜0.05），DZ-M

组小鼠股骨干质量和股骨直径增加（P＜0.05）。结果见

表4。

表4 各组小鼠股骨计量学指标测定结果（x±±s，n＝12）

Tab 4 The metrology index of femur in mice in each

group（x±±s，n＝12）

组别
空白对照组
模型组
阳性对照组
DZ-H组
DZ-M组
DZ-L组

剂量，g/kg

0.50

1.90

0.95

0.48

股骨湿质量，mg

56.0±5.9

48.5±6.4＊＊

54.0±8.0#

50.5±5.5

54.2±7.7#

49.8±5.5

股骨干质量，mg

36.2±6.5

30.8±4.6＊

33.5±6.0

33.2±6.6

35.1±6.1#

32.3±5.4

股骨长度，mm

13.3±0.5

13.1±0.4

13.3±0.6

13.3±0.8

13.2±0.5

13.4±0.6

股骨直径，mm

1.77±0.09

1.66±0.13＊

1.74±0.13

1.72±0.09

1.74±0.09#

1.66±0.13

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜

0.05

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；vs. model gro-

up，#P＜0.05

4 讨论

骨质疏松是一种骨代谢性疾病，表现为骨密度降

低，骨矿元素含量减少，骨小梁变细、数目变少，骨脆性

增加，骨折危险性加大等。现代医学认为，骨质疏松是

机体在生理老化基础上由遗传及环境等多种因素共同

作用的结果，骨质疏松产生的主要原因是雌激素缺乏和

钙摄入量不足，以致骨吸收大于骨形成[7]。中医学认为，

骨质疏松属于中医“骨痿”“骨痹”范畴，其发生首先当责

之于肾虚精亏，多采用补肾填精壮骨之法治疗[8-9]。在进

行维甲酸致骨质疏松动物研究时，多选择钙剂、维生素

D等作为阳性对照药物，但也有研究者选择中成药（如

仙灵骨葆胶囊）[10]，且仙灵骨葆胶囊已成为临床上治疗

骨质疏松的重要中成药。

小鼠按 105 mg/kg剂量连续给予维甲酸 14 d后，与

空白对照组比较，模型组小鼠体质量、胸腺指数显著降

低，这提示维甲酸对小鼠有一定的免疫抑制作用；股骨

干、湿质量均显著减轻，股骨直径显著减少，这提示维甲

酸对于小鼠骨生长具有明显抑制作用；血清钙、血清磷

含量升高，这提示维甲酸可诱导骨代谢活跃、骨转换率

升高；股骨病理检测发现模型组小鼠股骨骨小梁稀疏、

变细、断裂、排列紊乱，骨小梁面积百分比、宽度、数目均

减少，这进一步表明其可抑制骨形成，最终导致骨质疏

松。给予DZ后，小鼠体质量虽未见明显恢复，但重要脏

器指数却得到不同程度改善，股骨干、湿质量及股骨直

径均增加，血清钙、磷含量显著降低，骨小梁面积百分

比、宽度、数目均增加，这提示DZ能够有效地增强免疫，

促进骨生长趋于正常，抑制血钙、血磷流失，促进骨钙、

骨磷吸收，对于骨质疏松具有明显的改善作用。

本研究结果发现DZ-H组小鼠的指标变化不如中、

低剂量组，其原因可能是高剂量组给药剂量较大，药物

吸收不完全，或者是因剂量较大，药物成分间相互影响

所致。在实验中，因每组均有个别血清样本出现溶血或

血量过少的情况，故每组均随机选择10个血液样本进行

血清钙、磷的测定；病理检测则每组随机选择8个样本进

行检测。

综上所述，DZ ig 给药后对维甲酸致小鼠实验性骨

质疏松有明显的改善作用，但其具体作用机制还有待进

一步研究。
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