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文章亮点： 

1 在原有临床研究的基础上，从分子生物学水平探讨黄芪三仙汤治疗骨质疏松症的作用机制。 

2采用与仙灵骨葆胶囊进行实验对比，探讨黄芪三仙汤对成骨细胞护骨素和护骨素配体蛋白基因调节存

在正相关作用还是负相关作用。 

3通过探讨补肾活血方黄芪三仙汤的疗效机制，进一步阐明肾主骨生髓、补肾活血理论对治疗骨质疏松

症的指导意义。 
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摘要 

背景：长期临床研究表明黄芪三仙汤对骨质疏松症有一定的治疗作用，基础实验研究也表明黄芪三仙汤

能改善实验动物的生物力学指标。在此基础上实验拟从细胞分子水平上探讨黄芪三仙汤对成骨细胞的相

关作用。 

目的：观察黄芪三仙汤对体外培养成骨细胞护骨素、护骨素配体基因调节的作用，探讨黄芪三仙汤治疗

骨质疏松的作用机制。 

方法：制备黄芪三仙汤和仙灵骨葆胶囊含药血清及空白血清，对体外培养新生 SD大鼠成骨细胞进行干

预，应用细胞形态观察、MTT、Western blot 分析法及蛋白浓度测定法，观察各含药血清对体外培养成

骨细胞的增殖及成骨细胞护骨素、护骨素配体表达的影响。 

结果与结论：经药物干预后成骨细胞变为长梭形、条索状，融合成片，分界较为模糊，细胞生长较密集。

黄芪三仙汤可明显促进成骨细胞护骨素蛋白浓度的提高(P < 0.01)，同时也提高了护骨素配体蛋白浓度

(P < 0.01)，而护骨素/护骨素配体浓度比例水平明显升高(P < 0.01)。结果可见黄芪三仙汤可能是通过调

节成骨细胞分化调控因子护骨素、护骨素配体的表达来调节成骨细胞的增长，从而实现其对骨质疏松症

的治疗作用。 
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Abstract 

BACKGROUND: Long-term clinical research has demonstrated that Huangqi Sanxian decoction exerts a certain 

curative effect on osteoporosis. In addition, experimental studies have also showed that Huangqi Sanxian 

decoction can improve the biomechanical indexes in experimental animals. The present study aimed to 

investigate the effect of Huangqi Sanxian decoction on osteoblasts in the cellular level. 

OBJECTIVE: To observe the effects of Huangqi Sanxian decoction on gene regulation of osteoprotegerin and 

receptor activator of nuclear factor kappa B ligand in osteoblasts cultured in vitro and to investigate the action 

mechanism underlying the curative effect of Huangqi Sanxian decoction on osteoporosis. 

METHODS: Huangqi Sanxian decoction, Xianlinggubao capsule containing serum and blank serum were 

prepared to intervening osteoblasts from newborn Sprague-Dawley rats cultured in vitro. Cellular morphology was 

observed, and western blot analysis and determination of protein concentration were used to observe the effects 

of drug-containing serum on osteoblast proliferation, gene expression of osteoprotegerin and receptor activator of 

nuclear factor kappa B ligand in osteoblasts cultured in vitro.  

RESULTS AND CONCLUSION: After drug intervention, osteoblasts were spindle-shaped and trabs-shaped, 

which were concentrated and confluent with undefined boundary. Huangqi Sanxian decoction could increased 

the protein expression of osteoprotegerin in osteoblasts (P < 0.01), and also increased the protein expression of 

receptor activator of nuclear factor kappa B ligand (P < 0.01) to increase ratio of osteoprotegerin/receptor 

activator of nuclear factor kappa B ligand (P < 0.01). Huangqi Sanxian decoction can achieve the therapeutic 

effect on osteoporosis through regulating the expression of osteoprotegerin and receptor activator of nuclear 

factor kappa B ligand.  

Key Words: tissue construction; bone tissue construction; Huangqi Sanxian decoction; supplementing kidney 

and promoting blood circulation; osteoblasts; osteoprotegerin; osteoprotegerin ligand; osteoporosis; cell culture; 

osteoclasts; bone resorption; bone formation; provincial grants-supported paper; tissue construction-containing 

paper 
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0  引言 

 

骨质疏松是一种全身性的代谢性骨病, 以骨量减少、骨的微结构损伤为特征, 导致骨强

度下降、骨折危险性增加
[1]
。中医理论认为，骨质疏松症属于“骨痿”、“骨痹”的范围，其

发病的始动因素是肾精亏损。肾为先天之本，主藏精，主骨生髓，肾精充足则骨髓生化有源，

骨骼得到滋养而强劲有力；若肾精亏虚，则骨髓生化乏源，骨骼失养，骨矿物质含量下降，

就易发生骨质疏松症。 

 

根据骨质疏松症所呈现的临床症状及发病机制，临床采用具有补肾活血之功效的“黄芪三

仙汤”来治疗骨质疏松症。“黄芪三仙汤”是以仙茅、仙灵脾、肉苁蓉等温阳补肾，黄芪、当

归、田七等养血活血药物组合成方的一种汤剂。经过临床研究发现，“黄芪三仙汤”具有改善

患者肾虚症状积分，提高血清雌二醇水平，增加绝经后妇女的骨密度，抑制骨吸收的作用
[2-3]
。 

 

通过制备黄芪三仙汤和仙灵骨葆胶囊含药血清及空白血清对体外培养成骨细胞进行干

预实验，应用细胞形态观察、Western blot分析法及蛋白浓度测定法，探讨黄芪三仙汤对护

骨素及护骨素配体基因调节机制，从分子生物学角度进一步证实黄芪三仙汤对骨质疏松症的

治疗作用。 

 

1  材料和方法 

 

设计：分子生物学对比观察。 
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时间及地点：实验于2007年7月至2010年7月在广

东医学院肿瘤研究实验室完成。 

材料： 

实验动物：新生SD大鼠10只，体质量250-300 g左

右SD大鼠12只，雌雄各半，由广东医学院实验动物中

心提供。  

主要试剂： 

Main reagents: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

黄芪三仙汤的制备：黄芪三仙汤制剂—黄芪三仙胶囊

(黄芪、威灵仙、仙茅、仙灵脾、川芎、肉苁蓉、田三七、

地龙等)，由广东医学院药学院药剂实验室提供。称取黄

芪三仙胶囊药粉约9.0 g，用量筒量取蒸馏水100 mL，

将药粉溶解于蒸馏水中，加热搅拌，使药粉均匀分散在

蒸馏水中，留待灌胃。 

仙灵骨葆的制备：仙灵骨葆胶囊( 淫羊藿、续断、补

骨脂、地黄、丹参、知母等)，由贵州同济堂制药有限公

司生产，蒸馏水100 mL溶解约9.0 g药粉，留待灌胃。 

含药血清的制备
[4]
：取体质量250-300 g的SD大鼠12

只，雌雄各半，随机分为3组，每组4只，即空白组(蒸

馏水灌胃组)、仙灵骨葆组(仙灵骨葆灌胃组)、黄芪三仙

汤组(黄芪三仙汤灌胃组)，每只大鼠每次灌胃5 mL，    

3次/d，连续7 d。最后一次灌胃2 h后心脏取血，倾斜静

置4 h，3 000 r/min(离心半径约13 cm)离心15 min后收

集血清，56 ℃水浴灭活30 min，经0.22 μm滤膜过滤除

菌分装，-20 ℃保存备用。 

成骨细胞培养：参照文献[4-7]，并略作改进。取24 h

内新生的SD大鼠10只，在体积分数为75%的乙醇溶液

中浸泡一两分钟后，无菌条件下取颅盖骨，在PBS中剔

除软组织，冲洗2次后，置于0.1%Ⅰ型胶原酶中，同时

将骨片剪成1-3 mm
2
大小，室温振荡消化20 min后吸弃

Ⅰ型胶原酶；然后将颅盖骨加入0.1%Ⅰ型胶原酶和

0.25%的胰蛋白酶混合液中(0.1%Ⅰ型胶原酶∶0.25%

的胰蛋白酶=2∶1)，室温振荡消化30 min，吸取上清液，

加入等量含体积分数为10%小牛血清的DMEM培养基

终止消化后，1 500 r/min(离心半径约13 cm)离心     

10 min，弃掉溶液，加入含体积分数为20%小牛血清

DMEM培养基，用吹打管吹打，让细胞完全悬浮在溶液

中。重复以上步骤2次后，合并细胞悬液，调整细胞浓

度为10
8
 L

-1
，将细胞悬液吸到25 mL的培养瓶中于    

37 ℃，体积分数为5%CO2，饱和湿度下培养。细胞完

全贴壁后每2 d换液1次，待细胞长满后传代。传代时，

先用PBS冲洗2次，在0.25%胰蛋白酶中消化3-8 min，

倒置显微镜下观察细胞皱缩变圆时加入含体积分数为

10%小牛血清的DMEM培养基终止消化，用吸管吸培养

基吹打瓶底，使细胞悬浮于培养基中，调整细胞浓度为

10
8
 L

-1
后分装入25 mL的培养瓶中继续孵育。第3代成骨

细胞进行下一步实验。 

含药血清干预成骨细胞：取第3代成骨细胞，25 mL/

瓶，加入不同浓度的各组含药血清5 mL，放置培养箱中

孵育48 h后，进行其他定量分析。 

细胞形态学观察：每日通过倒置显微镜观察细胞的形

态，生长状况。 

MTT法测细胞增殖
[8-9]

：选用生长良好的第3代成骨细

胞，用0.25%胰酶消化制成单个细胞悬液，调整细胞浓

度为5.0×10
7
 L

-1
，接种到96孔培养板中，每孔接种    

100 μL细胞悬液。接种24 h后，用无血清的DMEM培养

液再培养24 h，再换用含各浓度黄芪三仙汤含药血清及

空白血清的DMEM培养液培养。于接种后第3，4，5天，

每孔加入MTT溶液(5 g/L)20 μL，37 ℃继续孵育4 h终止

培养，观察到各培养孔内有紫色结晶物出现，小心吸弃

孔内上清液。每孔加入150 μL 二甲基亚砜，振荡     

10 min，使结晶物充分溶解。选择490 nm波长，在酶联

免疫检测仪上测定各孔吸光度值，记录结果。 

Western blot分析法
[10-11]

：①选择第3代药物干预后的

成骨细胞，用裂解液裂解细胞，收集蛋白样品并测定蛋

白质浓度，计算含40 μg蛋白的溶液体积即为上样量。

②电泳：制备好4 mL 12%分离胶及1.5 mL 5%浓缩胶，

加样后接通电源，调节电压至100 V开始电泳，直至溴

酚蓝到达分离胶底部。③转膜(Transfer)：选用聚偏二氟

乙烯膜，使用Bio-Rad的标准湿式转膜装置，设定转膜

电流为400 mA，转膜时间为60 min。④封闭(Blocking)：

转膜完毕后，立即把蛋白膜放置到预先准备好的

Western洗涤液中，漂洗一两分钟，以洗去膜上的转膜

试剂 来源 

小牛血清 

DMEM培养基、胰蛋白酶、Ⅰ型胶

原酶、琼脂糖 

噻唑蓝、十二烷基肌氨酸钠、β-巯

基乙醇、十二烷基磺酸钠 

二甲基亚砜 

硫氰酸胍 

TritonX-100 

预览标准蛋白分子量marker 

聚偏二氟乙烯膜 

护骨素(N-20)，护骨素配体(N-19)

二抗及显色剂 

兰州荣华生物科技有限公司 

GiBco 

 

Sigma 

 

Bioml 

北京赛白盛基因技术公司 

北京夏斯生物公司 

美国 BIO-RAD 

上海西塘生物科技有限公司 

SANTA CRUZ 公司 
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液；加入脱脂奶粉封闭液在摇床上缓慢摇动，室温封闭

180 min后在4 ℃ 封闭过夜。⑤一抗孵育 (Primary 

antibody incubation)和二抗孵育(Secondary antibody 

inucubation)。⑥蛋白检测(Detection of proteins)：参考

显色剂说明书，给膜染色完成，观察结果。 

主要观察指标：①含药血清干预后成骨细胞增殖情

况。②含药血清干预后成骨细胞护骨素及护骨素配体蛋

白表达。 

统计学分析：采用SPSS 12.0软件进行统计学处理，

各组间数据比较用单因素方差分析。 

   

2  结果 

 

2.1  新生SD大鼠成骨细胞形态学变化  在倒置显微镜

下可以观察到，接种24 h后大部分细胞贴壁、伸展，初

时细胞形态多样化，呈多边形、梭形，胞浆丰富，为单

核，胞核大而清晰，呈圆形或卵圆形，含一两个核仁
[4]
。

培养3 d后，细胞伸出较多突起，突起相互连接，细胞

形态变为长梭形、条索状，融合成片，分界较为模糊。

传至3代后，细胞形态仍保持长梭形、条索状，细胞形

态变化不大，且各代增长速度较为接近。第3代成骨细

胞经含药血清处理后，细胞密集程度比较，见图1及表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

由图1及表1可见，黄芪三仙汤组、仙灵骨葆组与空

白组相比细胞数均明显增多(P < 0.01)；总体上看，黄

芪三仙汤组的细胞数增长多于仙灵骨葆组(P < 0.05)。 

 

2.2  不同浓度黄芪三仙汤含药血清干预后成骨细胞增

殖结果  从MTT分析结果可见黄芪三仙汤含药血清的

浓度在1%-10%之间有一个峰，说明黄芪三仙汤含药血

清的浓度在1%-10%适合成骨细胞的增长，见图2A。在

适合浓度范围中再选取浓度为2%，3%，4%，6%，8%，

12%浓度进行MTT分析，见图2B及表2。可见在加药后

24 h，黄芪三仙汤血药浓度为12%，6%，3%比血药浓

度为8%，4%，2%的细胞增殖明显增多(P < 0.01)，因

此选用12%，6%，3% 3个浓度作为实验的血药浓度。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  黄芪三仙汤血清、仙灵骨葆血清、空白血清干预第 3

代新生 SD大鼠成骨细胞后形态学变化(×100) 

Figure 1  Morphological changes in osteoblasts after Huangqi 

Sanxian decoction, Xianlingubao and blank serum 

intervened the third generation of newborn 

Sprague-Dawley rat osteoblasts (×100) 

注：A，C，E：加空白血清、仙灵骨葆血清、黄芪三仙汤血

清前，成骨细胞生长速度、细胞形态与前两代速度相似。 

B：加空白血清后，由于血清浓度没有原来培养基浓度高，

所以生长速度缓慢，但细胞形态良好。 

D，F：加仙灵骨葆血清、黄芪三仙汤血清后，细胞生长速度

略有增快，细胞依然能保持原有的形态。 

表 1  黄芪三仙汤血清、仙灵骨葆血清、空白血清对第 3代新

生 SD大鼠成骨细胞数量的影响 

Table 1  Effect of Huangqi Sanxian decoction, Xianlinggubao, 

and blank serum on the number of the third generation 

of osteoblasts from newborn Sprague-Dawley rats          

(x
_

±s, n=6)         

 

与空白组比较，a
P < 0.01；与仙灵骨葆组比较，b

P < 0.05。 

 

组别 成骨细胞(个/µm
2
) 

 

空白组 

 

0.033 7±0.027 7 

仙灵骨葆组  0.035 4±0.015 6
a
 

黄芪三仙汤组   0.036 3±0.020 3
ab

 

 

图 2  MTT法检测第 3代新生SD大鼠成骨细胞经不同浓度

黄芪三仙汤含药血清干预后 MTT法检测各孔吸光值 

Figure 2  MTT detection after the third generation of newborn 

Sprague-Dawley rat osteoblasts were intervened by 

different concentrations of Huangqi Sanxian 

decoction-containing serum 

A：可见含药血清浓度在 1%-10%适合成骨细胞的增长 

B：可见血清浓度为 12%，6%，3%时细胞增殖明显增多 
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2.3  Western blot分析法观察黄芪三仙汤对第3代SD

大鼠成骨细胞护骨素、护骨素配体蛋白表达的影响  见

图3。根据 Western blot分析法得出的结果观察到黄芪

三仙汤组、仙灵骨葆组均有护骨素、护骨素配体蛋白的

表达，而空白组此两种蛋白的表达不明显。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  不同浓度含药血清对第3代新生SD大鼠成骨细

胞护骨素蛋白表达的影响  仙灵骨葆组和黄芪三仙汤

组血药浓度3%，6%，12%与空白组血药浓度3%、6%、

12%相比，护骨素蛋白表达均有明显升高，且与空白

组相比差异有非常显著性意义(P < 0.01)，结果表明，

黄芪三仙汤含药血清、仙灵骨葆含药血清与正常血清

组相比，成骨细胞护骨素蛋白的表达明显增强。由此

可以说明黄芪三仙汤含药血清与仙灵骨葆含药血清可

能都是通过促进成骨细胞表达护骨素，使之与护骨素

配体的结合增多，从而抑制了护骨素配体的活性，进

而抑制破骨细胞的功能达到治疗骨质疏松的目的。黄

芪三仙汤组血药浓度3%，6%，12%与仙灵骨葆组血

药浓度3%，6%，12%相比，黄芪三仙汤组血清干预

成骨细胞后护骨素表达明显较仙灵骨葆组高        

(P < 0.01)，见表3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5  不同浓度含药血清对第3代新生SD大鼠成骨细胞

护骨素配体蛋白表达的影响  仙灵骨葆组和黄芪三仙

汤组血药浓度3%，6%，12%与空白组血药浓度3%，

6%，12%相比，护骨素配体蛋白浓度均有明显升高，

且与空白组相比有明显差异(P < 0.01)，由此可以说明

黄芪三仙汤含药血清和仙灵骨葆含药血清可能都不是

通过抑制成骨细胞表达护骨素配体，抑制破骨细胞的活

性，达到治疗骨质疏松的目的，见表4。 

表 2  不同浓度黄芪三仙汤含药血清促进第 3代新生 SD大鼠

成骨细胞的增殖作用 

Table 2  Effect of different concentrations of Huangqi Sanxian 

decoctin-containing serum on the proliferation of the 

third generation newborn Sprague-Dawley rat 

osteoblasts                             (x
_

±s, n=8)         

 

与血药浓度 2%比较，a
P < 0.01；与血药浓度 4%比较，b

P < 0.01；与血药

浓度 8%比较，c
P < 0.01。 

注：选择 3%，6%，12%作为实验血药浓度。 

 

黄芪三仙汤血药浓度(%) 吸光度(490 nm) 

 

 2 

 

0.357 0±0.165 7 

 3  0.362 7±0.166 5
a
 

 4 0.363 0±0.166 8 

 6  0.364 0±0.167 4
b
 

 8  0.364 8±0.167 6 

12  0.366 0±0.168 6
c
 

 

图 3  黄芪三仙汤对第 3代新生 SD大鼠成骨细胞护骨素、

护骨素配体蛋白表达的影响 

Figure 3  Effect of Huangqi Sanxian decoction on the protein 

expression of osteoprotegerin and receptor activator 

of nuclear factor kappa B ligand in the third 

generation of newborn Sprague-Dawley rat 

osteoblasts 

表 3  不同浓度含药血清干预后新生 SD大鼠成骨细胞护骨素

蛋白表达 

Table 3  Protein expression of osteoprotegerin in newborn 

Sprague-Dawley rat osteoblasts after the intervention 

with different concentrations of drug-containing serum                                            

(x
_

±s, n=8)         

 

与空白组血药浓度 3%比较，a
P < 0.01；与空白组血药浓度 6%比较，b

P < 

0.01；与空白组血药浓度 12%比较，c
P < 0.01；与仙灵骨葆组血药浓度

3%比较，d
P < 0.01；与仙灵骨葆组血药浓度 6%比较，e

P < 0.01；与仙

灵骨葆组血药浓度 12%比较，
f
P < 0.01。 

注：说明黄芪三仙汤含药血清与仙灵骨葆含药血清可能都是通过促进成骨

细胞表达护骨素，抑制了护骨素配体的活性，进而抑制破骨细胞的功能达

到治疗骨质疏松的目的，黄芪三仙汤效果优于仙灵骨葆。 

 

  组别          血药浓度  吸光度 

 

空白组 

 

 3% 

 

0.578 0±0.033 1 

 6% 0.605 0±0.065 9 

12% 0.633 0±0.076 9 

仙灵骨葆组  3%  0.801 0±0.017 6
a
 

 6%  0.899 0±0.026 1
b
 

12%  1.039 0±0.074 3
c
 

黄芪三仙汤组  3%   0.819 0±0.018 4
ad

 

 6%   0.922 0±0.015 2
be

 

12%  1.091 0±0.073 7
cf
 

 

注：黄芪三仙汤组、仙灵骨葆组均有护骨素、护骨素配体蛋白的

表达，而空白组此两种蛋白的表达不明显。 
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2.6  不同浓度含药血清对第3代新生SD大鼠成骨细胞

护骨素/护骨素配体蛋白表达比值的影响  见表5。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

由表5可见，黄芪三仙汤组、仙灵骨葆组比空白组

护骨素/护骨素配体比例水平明显升高(P < 0.01)，从而

得知黄芪三仙汤含药血清与仙灵骨葆含药血清可能都

是通过刺激成骨细胞表达护骨素，使之与护骨素配体的

结合增多，进而对破骨细胞产生抑制作用。黄芪三仙汤

组血药浓度3%、6%与对照组血药浓度3%、6%相比无

明显升高(P > 0.05)，黄芪三仙汤组血药浓度12%与仙

灵骨葆组血药浓度12%相比总体上有升高(P < 0.05)，

从而得知：黄芪三仙汤含药血清各浓度组护骨素/护骨素

配体水平与仙灵骨葆含药血清各浓度组差异不明显。 

 

3  讨论 

 

成骨细胞是来源于未分化间充质中的多潜能干细

胞，是由具有多种形态和功能特点的细胞亚群构成，参

与了骨的吸收、形成及改建。成骨细胞可分泌胰岛素样

生长因子、成纤维生长因子、转化生长因子、护骨素、

护骨素配体等因子影响了成骨细胞增殖、分化。骨保护

因子是一种缺乏跨膜结构域的分泌性糖蛋白，在骨骼，

护骨素主要由成骨细胞系和骨髓基质细胞产生。 

 

护骨素是一种可溶性的诱饵受体，其作用是结合或

中和可溶性的护骨素配基及成骨细胞/基质细胞结合的

护骨素配体，竞争性阻断护骨素配体与核激活因子受体

结合从而封闭成骨细胞诱导的破骨细胞前体分化、存活

与融合，抑制成熟破骨细胞活化 ,诱导破骨细胞的凋   

亡
[12]
。Kwan等

[13]
用鼠单克隆细胞测试护骨素作用时，

证实护骨素/护骨素配体在破骨细胞样细胞的骨吸收中

起强大的抑制作用，并且护骨素的生理活性具有以护骨

素配体依赖性。 

 

护骨素配体是一种跨膜蛋白，由成骨细胞和激活的

T细胞表达，是惟一能直接刺激破骨细胞发育和使之激

活的细胞因子，它与破骨细胞表面受体护骨素配体结

合，强有力的促进破骨细胞的形成、分化、成熟，并抑

制破骨细胞凋亡，延长其存活。护骨素配体可增强破骨

细胞运动能力并抑制破骨细胞的凋亡而间接抑制成骨

细胞骨形成功能
[14]
。 

 

护骨素/护骨素配体/核激活因子受体信号传导通路

直接影响了骨形成和骨吸收这两个骨代谢的基本过程，

以护骨素配体和护骨素比率的平衡在骨改建中起重要

的控制作用。通常情况下骨形成与骨吸收之间保持平

表 4  不同浓度含药血清干预后第 3代新生 SD大鼠成骨细胞

护骨素配体蛋白表达 

Table 4  Protein expression of receptor activator of nuclear 

factor kappa B ligand in newborn Sprague-Dawley rat 

osteoblasts after the intervention with different 

concentrations of drug-containing serum    (x
_

±s, n=8)         

 

与空白组血药浓度 3%比较，a
P < 0.01；与空白组血药浓度 6%比较，b

P < 

0.01；与空白组血药浓度 12%比较，c
P < 0.01；与仙灵骨葆组血药浓度 3%

比较，d
P < 0.05；与仙灵骨葆组血药浓度 6%比较，e

P < 0.05；与仙灵骨

葆组血药浓度 12%比较，f
P < 0.05。 

注：说明黄芪三仙汤含药血清和仙灵骨葆含药血清可能都不是通过抑制成

骨细胞表达护骨素配体，抑制破骨细胞的活性，达到治疗骨质疏松的目的。 

 

组别         血药浓度 吸光度 

 

空白组 

 

 3% 

 

0.478 0±0.033 1 

 6% 0.505 0±0.065 9 

12% 0.533 0±0.076 9 

仙灵骨葆组  3%  0.671 0±0.021 1
a
 

 6%  0.637 0±0.016 4
b
 

12%  0.605 0±0.028 3
c
 

黄芪三仙汤组  3%  0.651 0±0.041 2
ad

 

 6%  0.624 0±0.033 9
be

 

12%  0.577 0±0.066 5
cf
 

 

表 5  不同浓度含药血清干预后第 3代新生 SD大鼠成骨细胞

护骨素/护骨素配体蛋白表达比值 

Table 5  Ratio of osteoprotegerin to receptor activator of nuclear 

factor kappa B ligand in newborn Sprague-Dawley rat 

osteoblasts after the intervention with different 

concentrations of drug-containing serum   (x
_

±s, n=8)         

 

与空白组血药浓度 3%比较，a
P < 0.01；与空白组血药浓度 6%比较，b

P < 

0.01；与空白组血药浓度 12%比较，c
P < 0.01；与仙灵骨葆组血药浓度 12%

比较，d
P < 0.05。 

注：说明黄芪三仙汤含药血清与仙灵骨葆含药血清可能都是通过刺激成骨

细胞表达护骨素，使之与护骨素配体的结合增多，进而对破骨细胞产生抑

制作用。 

 

组别         血药浓度 吸光度 

 

空白组 

  

3% 

 

1.210 0±0.148 0 

 6% 1.201 0±0.284 0 

12% 1.391 0±0.298 0 

仙灵骨葆组  3% 1.195 0±0.037 2
a
 

 6% 1.413 0±0.057 8
b
 

12% 1.719 0±0.129 8
c
 

黄芪三仙汤组  3% 1.267 0±0.102 7
a
 

 6% 1.484 0±0.115 1
b
 

12% 1.910 0±0.172 5
cd
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衡，即成骨细胞与破骨细胞保持功能性偶联，但是当某

种原因使这种功能性偶联破坏，骨吸收超过骨形成，骨

量减少时，即可引起骨质疏松。成骨细胞和破骨细胞都

是骨代谢过程中的重要核心细胞，而成骨细胞不仅参与

骨形成，而且还参与破骨细胞性骨吸收的调节。有研究

表明，成骨细胞能表达护骨素配体，与破骨细胞的前体

细胞表面的核激活因子受体结合后，促进破骨细胞的分

化及骨吸收活性；成骨细胞又可分泌护骨素与护骨素配

体竞争性结合，阻止护骨素配体与核激活因子受体结

合，进而抑制其骨吸收活性
[15]
。 

 

实验采用Westernblot分析法与蛋白浓度检测技术，

对成骨细胞表达的护骨素、护骨素配体及护骨素/护骨素

配体比例水平进行了观察。通过实验表明，黄芪三仙汤

含药血清对护骨素/护骨素配体/核激活因子受体系统有

明显的激活作用，其主要途径可能是一方面促进成骨细

胞分泌护骨素，使之与护骨素配体的结合增多，进而使

破骨细胞活性降低；另一方面使护骨素配体与核激活因

子受体的结合率增加，更多地激活了破骨细胞，进而以

正反馈方式激活成骨细胞，更好地使破骨细胞完成了骨

的吸收功能，从而使骨形成和骨吸收达到新的动态平

衡，促进了成骨细胞主导骨形成的功能，改善了骨内的

微环境，达到了骨髓充足之效。由于黄芪三仙汤与仙灵

骨葆的护骨素/护骨素配体比例水平差异不大，从而可知

两药在对护骨素/护骨素配体/核激活因子受体重要信号

传导通路作用上具有相似的作用机制，两药都是通过调

节破骨细胞分化调控因子护骨素、护骨素配体的表达来

实现对骨质疏松症的治疗作用。 
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