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Abstract 

BACKGROUND: Studies have shown that there is a close relationship between skeletal muscle and osteoporosis. Apoptosis is a 

main reason of skeletal muscle aging, which may be mediated by the proteins of caspase family. 

OBJECTIVE: To study the mechanism of the prescription for tonifying kidney and strengthening spleen on preventing and treating 

osteoporosis and observe the regulation of the prescription on caspase-3 and caspase-8 expression in skeletal muscle of 

ovariectomized rats. 

METHODS: Forty-eight female non-pregnant SD rats (6 months) were randomly and evenly divided into four groups: control, 

ovariectomized, estrogen and traditional Chinese herb. After establishing model, the rats of traditional Chinese herb group were 

intragastrically administered with the prescription for tonifying kidney and strengthening spleen (2.979 g/kg). The rats of estrogen 

group received an intragastric administration of estradiol valerate (0.104 mg/kg). The rats of the other groups were intragastrically 

given distilled water, once a day.  

RESULTS AND CONCLUSION: Dual energy X-ray absorptiometry results showed that compared with control group, bone 

mineral density (BMD) and bone mineral content (BMC) in rat left femur were significantly lower in the model group (P < 0.01). The 

BMD was significantly greater in the estrogen and traditional Chinese herb groups than in the model group (P < 0.05) and the BMD 

and BMC were similar between the estrogen and traditional Chinese herb groups (P > 0.05). Enzyme linked immunosorbent assay 

results showed that compared with the control group, caspase-3 and caspase-8 expression in the skeletal muscle was significantly 

increased in the model group (P < 0.05); caspase-3 expression was significantly decreased in the traditional Chinese herb group 

(P < 0.05), and caspase-8 expression was significantly decreased in the estrogen group (P < 0.05). These findings suggest that 

the prescription for tonifying kidney and strengthening spleen exhibits obvious therapeutic effects on ovariectomy-induced 

osteoporosis, can increase bone mineral density and obviously decrease caspase-3 expression, but it can not markedly decrease 

caspase-8 expression. This indicates that the prescription does not inhibit apoptosis by death receptor signal pathway. 
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摘要 

背景：骨骼肌与骨质疏松症关系密切，导致其衰退的主要原因是细胞的凋亡，这种凋亡可能是 Caspase家族蛋白所介导的。 

目的：探讨补肾健脾方对去势大鼠骨骼肌 caspase-3和 caspase-8调控作用。 

方法：SD大鼠 48只等随机分为对照组、模型组、中药组、西药组，后 3组大鼠摘除双侧卵巢建立骨质疏松模型，对照组仅

切除周围少量脂肪组织。造模 2周后，中药组给予补肾健脾方(2.979 g/kg)灌胃，西药组给予戊酸雌二醇片(0.104 mg/kg)灌

胃，模型组和对照组给予蒸馏水灌胃，1次/d。 

结果与结论：①干预 12周后，双能 X线骨密度仪测量发现，相比于对照组，模型组大鼠左侧股骨的骨密度值和骨矿含量均

明显降低(P < 0.01)；而中药组和西药组的骨密度值均高于模型组(P < 0.05)，且 2组骨密度值和骨矿含量接近(P > 0.05)。②

酶标免疫分析显示，与对照组相比，模型组骨骼肌中 Caspase-3和 Caspase-8表达水平明显上升(P < 0.05)。中药能显著降

低大鼠骨骼肌中 Caspase-3的表达水平(P < 0.05)，而西药能显著减低 Caspase-8表达水平(P < 0.05)。③说明补肾健脾方

对卵巢切除所致的骨质疏松症有明显的治疗作用，能明显提高骨密度，而且能显著减低 Caspase-3的水平，但不能显著减低

Caspase-8水平，显示补肾健脾方不是通过死亡受体途径去抑制细胞凋亡的。 

关键词：补肾健脾方；去势大鼠；半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶；骨骼肌；骨质疏松 
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0  引言 

 

据统计，至2008年止，中国骨质疏松症患

者约为6 944万，随着人口不断老龄化，50岁以

上人群低骨量和骨质疏松症的患病率还会增  

加
[1]
。因此，骨质疏松症的防治现状不容乐观。

研究表明骨骼肌肉系统的退行性改变会造成骨

量减少，进而引起运动能力下降、步行缓慢、

骨脆性增大、易骨折，最终导致老年人生活质

量的下降
[2-3]
。补肾健脾活血等法则已成为中医

药治疗骨质疏松症的原则之一，其中的补肾健

脾方已证实具有治疗骨质疏松症及调控骨质疏

松症骨骼肌线粒体的作用，方中以补骨脂补肾

助阳壮骨为君药。辅之肉苁蓉、淫羊藿、菟丝

子加强其补肾壮阳之功为臣药，同时配以黄芪
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补中益气；丹参、当归活血通络；熟地、白芍

滋阴益精，此外，方中黄芪、当归合用补气生

血，可助菟丝子、熟地、白芍补精血之力，大

枣可助黄芪健脾益气之功
[4-6]
。现代研究表明

淫羊藿、补骨脂等补肾中药中含有黄酮类物

质，具有植物雌激素的作用特点
[7-9]
。本次实

验通过对Caspase-3和 Caspase-8变化的研

究，观察补肾健脾方对去势大鼠骨骼肌调控的

影响。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机分组设计对照动物实验。 

时间及地点：于2010-08/2011-03在广州

中医药大学动物中心和广东省骨科矫形技术及

植入材料重点实验室共同完成。 

材料： 

实验动物：选用6月龄健康雌性未孕SD大鼠

48只，体质量(309.17±26.31) g，购自广东省医

学实验动物中心(合格证编号：0069773)。所有

SD大鼠均喂养在恒温、恒湿的清洁环境中，环

境温度为(25±1) ℃，湿度为70%，每天12 h光

照/黑暗，任意进食饲养者提供的大鼠标准饲料

和自来水。 

药物：补肾健脾法拟方，主要由淫羊藿、补

骨脂、丹参、黄芪等10味中药组成，该方所含

生药量为1.43 kg/L，由广州中医药大学附属骨

伤科医院制剂室提供。 

戊酸雌二醇片，由拜耳医药保健有限公司

广州分公司提供(国药准字J20080036，批号：

177A12)。 

方法： 

分组：将大鼠随机分为对照组、模型组、中

药组和西药组，各12只。 

造模：模型组、中药组和西药组用10%水合

氯醛溶液按3.3 mL/kg腹腔注射大鼠，完全麻醉

后采用背侧入路双侧卵巢摘除手术造模
[10-11]
；

对照组仅切除周围少量脂肪组织。术后分笼饲

养。 

干预：造模2周后，中药组和西药组根据人

与动物及各类动物间药物剂量换算方法计   

算
[12]
，分别以2.979 g/kg补肾健脾法拟方和

0.104 mg/kg戊酸雌二醇片灌胃，每日灌胃1次。

对照组、模型组灌服10 mL/kg蒸馏水。 

取材：干预12周后，麻醉处死大鼠，取出左

侧大腿股直肌组织，立即放入液氮罐，再转放

入-80 ℃冰箱中保存备用，同时完整分离出左

侧全段股骨，放4 ℃冰箱，备用。 

离体股骨骨密度和骨矿含量测量：应用双能X

线骨密度仪(美国HOLOGIC公司)对各组大鼠

左侧股骨进行离体骨密度和骨矿含量测     

量
[13-14]

。 

股直肌组织Caspase-3和Caspase-8表达水平

测量：使用上海研吉生物科技有限公司提供的

试剂盒，采用双抗体夹心酶标免疫分析法测定

股直肌组织中Caspase-3和Caspase-8表达水

平。 

主要观察指标：大鼠离体股骨骨密度和骨

矿含量及骨直肌组织中Caspase-3和 Caspase-

8表达水平。 

统计学分析：用SPSS 16.0软件行单因素

方差分析及t 检验，结果用x
_

±s表示。 

   

2  结果 

 

2.1  实验动物数量分析  实验过程中，对照组

因麻醉过量死亡1只，模型组死亡2只，中药组

死亡3只，西药组死亡2只，死亡原因均为灌胃

不当误入肺部或肠胃胀气致死。最后对照组11

只、模型组10只、中药组9只、西药组10只进

入结果分析。 

2.2  各组大鼠离体股骨骨密度和骨矿含量    

治疗12周后，模型组的骨密度值低于对照组    

(P < 0.05)；说明骨质疏松症模型造模成功。中

药组和西药组的骨密度值均高于模型组      

(P < 0.05)，且2组骨密度值和骨矿含量接近   

(P > 0.05)，见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  各组大鼠股直肌组织 Caspase-3 和 

Caspase-8 表 达 水 平   模型组骨骼肌中

Caspase-3和Caspase-8表达水平明显上升   

(P < 0.05)。中药能显著降低大鼠骨骼肌中

Caspase-3的表达水平(P < 0.05)， 而西药能

显著减低Caspase-8表达水平(P < 0.05)，见

表2。 

表 1  各组股骨全段骨矿含量和骨密度值 
Table 1  Bone mineral content and bone mineral 

density of femur in each group        (x
_

±s) 

a
P < 0.05, vs. model group 

Group n 
Bone mineral 

content (g) 

Bone mineral 

density (g/m
2
) 

 

Control 

 

11

 

0.676 3±0.074 1
a

 

0.330 2±0.016 1
a
 

Model 10 0.487 0±0.039 5 0.263 8±0.017 3 

Traditional 

Chinese herb

 9 0.516 7±0.048 7 0.276 7±0.011 5
a
 

Estrogen 10 0.505 0±0.027 2 0.276 7±0.009 0
a
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3  讨论 

 

中国是世界上老龄人口最多的国家，2000年第5次

全国人口普查数据：全国65岁以上老年人口达8 811万，

占总人口的6.98%，而2006年中国人口中65岁以上人口

为11 309万，占总人口8.5%，与第5次全国人口普查相

比，上升了1.52%
[15]
。因此，治疗治疗骨质疏松症这种

衰老疾病刻不容缓。 

在目前治疗骨质疏松药物中，绝大部分为抑制破骨

细胞活性的药物，缺乏刺激成骨细胞活性或既刺激成骨

又抑制破骨的药物。中医中药在此方面具有不可比拟的

优势。在本次的研究中，对离体骨进行骨密度检测，发

现中药组能提高骨密度值，进一步说明，补肾健脾方可

以用来防治骨质疏松症。 

在既往的骨质疏松症研究中，多是集中于骨“质”、

骨“量”和改善症状方面。而肌肉改变与骨质疏松的关

系的研究较少，主要集中在肌力和肌量这两方面。而老

年人骨骼肌肉系统的退行性改变会造成骨量减少，进而

引起运动能力下降、步行缓慢、骨脆性增大、易骨折，

最终导致老年人生活质量的下降。国外学者研究后指出

肌力决定骨结构和骨量，老年人的肌力呈衰退状态，骨

强度大于肌力，骨骼处于相对失用状态，骨以失用性再

建为主，骨转换加快，骨吸收大于骨形成，骨量减少，

从而引起骨质疏松，而肌肉组织质量与骨密度有密切相

关，并证实肌肉协调性紊乱或平衡性障碍导致的摔倒是

骨质疏松骨折的主要诱因
[16-17]
。 

Dixon等
[3]
发现低握力与骨密度有密切关系，并能增

加髋部和腰部的骨折发生率。Calbet等
[18]
研究发现，专

业足球运动员左腿肌肉重量与其股骨颈骨密度、骨矿含

量相关，左腿肌肉含量越大，骨矿含量、骨密度越高，

两者呈直线回归关系。这与中医的脾主运化理论相似，

中医认为脾的运化功能是否正常，必然影响肌肉的功能。

若脾气健旺，输送营养充足，则肌肉丰满，四肢轻劲，

灵活有力。反之，若脾失健运，营养缺乏，则可导致四

肢倦怠无力，甚至肌肉萎软。这种生理功能与线粒体的

功能特点有很多共通之处其氧化磷酸化产能过程与脾主

运化功能相吻合，刘友章等
[19]
认为线粒体功能的正常与

否，直接决定了细胞所在的器官、系统(五脏六腑)直至

个体的生理功能强弱。但是这些均没有阐明其内在的机

制。 

现在认为，肌肉衰退的主要原因是细胞的凋亡，这

种凋亡与凋亡途径中Caspase家族有密切相关。半胱氨

酸天冬氨酸特异性蛋白酶具有半胱氨酸激活位点和底物

裂解位点。大量的研究表明Caspase家族是细胞凋亡的

核心成分，在细胞凋亡中起到重要作用
[20-21]
。这种凋亡

的过程是由Caspases 家族成员介导的蛋白酶级联反应

过程，即凋亡信号首先活化启动型Caspase 在细胞死亡

途径中首先被激活，然后通过逐级活化再激活执行型

Caspase，最后作用于底物蛋白，使蛋白分解引起凋亡。

Caspases-8属于启动型蛋白酶，主要定位于线粒体，少

量存于胞质和细胞核中，是死亡受体途径的关键因子
[22]
，

位于Caspase 级联反应的最上游，能在其他蛋白辅助因

子的参与下发生自我活化并激活下游的Caspase-3。因

此Caspase-8的形成控制着Caspase级联发生的时机。

国外的研究表明Caspase-8几乎能激活所有凋亡级联反

应下游的Caspase而诱发凋亡
[23-25]
。 

Kim等
[26]
研究认为 Caspase-2 和Caspase-8的激

活是 SSa诱导人结肠癌细胞凋亡的关键步骤。

Caspases-3是凋亡途径中执行型蛋白酶，其编码产物为

32α和32β两型，其可读框均由831个核苷酸组成，编码

277个氨基酸
[27]
。正常状况下，胞质中的Caspase-3无活

性，以caspase-3前体形式存在，但当收到凋亡信号后，

可以诱导细胞凋亡。Caspases-3不论在外源性凋亡途

径，还是在内源性凋亡途径中均是关键执行者，这2种凋

亡途径均需经过Caspases-3的激活，才能诱导细胞的凋

亡。 

Zehendner等
[28]
发现在急性脑缺血中，Caspase-3

被迅速激活，紧密连接蛋白的断裂也随之启动，实验肯

定了Caspase-3在此过程中的重要作用。焦先婷等
[29]
认

为过量铜可导致体外培养大鼠原代皮质神经元发生凋

亡，Caspase-3、Caspase-8 和Caspase-9 级联反应在

铜诱导皮质神经元凋亡过程中发挥重要调控作用。 

在本研究中，Caspase-3在模型组中的含量是最多

的，经过药物干预后，Caspase-3水平减少，其中以中

药组的最为显著。这说明了补肾健脾方能减少去势大鼠

骨骼肌中的Caspase-3水平，从而达到抑制骨骼肌细胞

凋亡的作用。Caspase-8同样在模型组中的水平最多，

经过药物干预后，均能减低其水平，但是以西药组显著。

分析，补肾健脾方能显著减低Caspase-3的水平，但不

能显著减低Caspase-8水平，而雌激素的作用跟此相反。

说明补肾健脾方有可能不是通过死亡受体途径去抑制细

胞的凋亡的，至于是通过何种的途径去抑制细胞的凋亡，

有待进一步的研究。 

表 2  大鼠股直肌中 caspase-3 和 caspase-8 的表达
Table 2  Expression of caspase-3 and caspase-8 of rectus 

femoris muscle                       (x
_

±s, pmol/L)

a

P < 0.05, vs. model group 

Group n Caspase-3 Caspase-8 

 

Control 

 

11 

 

7.83±4.25
a

 

 

10.58±4.96
a

 

Model 10 11.52±3.22 17.24±4.09 

Traditional Chinese herb  9 7.77±4.17
a

 13.37±5.66 

Estrogen 10 9.23±4.19 9.94±4.37
a
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础上，有望为中医中药从“肾主骨、脾主肌”角度防治骨质

疏松提供可靠的科学依据。 


