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二至丸提取物干预去势骨质疏松雌性模型大鼠的骨重建特点

李  平，林  煜，陈  翔，刘振涛，肖莉莉，林学义，华  鹏

文题释义：

二至丸：明代名医王三才在其著作《医便》中第一次记载了补益肝肾，滋阴止血的二至丸，该方由女贞子及墨旱莲配伍而成。

摘要

背景：研究表明二至丸可改善去势大鼠的骨密度、骨影区、骨矿物质含量以及血清雌二醇水平，但未对其可能的机制进行探讨。

目的：二至丸干预去势骨质疏松雌性模型大鼠的骨重建特点。

方法：建立绝经后骨质疏松症大鼠模型，采用6，9，12 g/(kg·d)二至丸提取物灌胃，灌胃每日1次。各组于术后第13周开始给药，分别于第

16，20，24周取材。通过苏木精-伊红染色观察骨组织形态，Motic 6.0光镜图像分析系统测量骨小梁百分比，骨密度仪测定大鼠右侧胫骨

骨密度，采用qPCR检测第一腰椎骨组织中骨保护素、细胞核因子κB受体活化因子配体、抗酒石酸酸性磷酸酶和骨钙素 mRNA表达水平。

结果与结论：相对同期模型大鼠，各剂量二至丸组大鼠的骨小梁形态结构较好，骨小梁数量、骨密度及骨组织骨保护素水平增加，而骨钙

素、细胞核因子κB受体活化因子配体、抗酒石酸酸性磷酸酶mRNA水平降低(P < 0.05)，并均呈剂量依赖性。上述数据证实，二至丸醇提物

可通过改善去势大鼠高转化型骨质疏松状态，促进骨保护素表达，同时抑制细胞核因子κB受体活化因子配体表达进，而发挥到抑制破骨细

胞活性的作用，最终促进去势骨质疏松雌性模型大鼠的骨重建。
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Abstract
BACKGROUND: Some studies have shown that Erzhi Pill can improve the bone density, bone shadow area, bone mineral content and serum estradiol level of 
ovariectomized rats, but the possible mechanism has not been explored.
OBJECTIVE: To investigate the effect of Erzhi Pill on bone remodeling in an ovariectomized rat model of osteoporosis.
METHODS: A rat model of post-menopausal osteoporosis was established, and the extracts of Erzhi Pills of 6, 9, and 12 g/kg per day were administered 
intragastrically. Administration in each group began at the 13th week after surgery, and the samples were taken at 16, 20, and 24 weeks after surgery. The bone 
tissue morphology was observed by hematoxylin-eosin staining, the percentage of trabecular bone was measured by Motic 6.0 system, and the bone density 
of the rat right tibial bone was detected by a bone densitometer. Expressions of osteoprotegerin, nuclear factor κB receptor activating factor ligand (RANKL), 
tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) and osteocalcin mRNAs in the first lumbar vertebrae were detected by qPCR.  

https://doi.org/10.3969/j.issn.

2095-4344.2975

投稿日期：2019-11-21   

送审日期：2019-12-16

采用日期：2020-03-13  

在线日期：2020-07-31

中图分类号： 

R453；R362；R364

文章编号： 

2095-4344(2021)02-00191-05

文献标识码：A 

厦门大学附属福州第二医院骨科，福建省福州市   350007
第一作者：李平，男，1974 年生，汉族，副主任医师。

通讯作者：林煜，博士，主治医师，讲师，厦门大学附属福州第二医院骨科，福建省福州市   350007 
https://orcid.org/0000-0002-8957-4777 ( 李平 ) 
基金资助：福建省自然科学基金 (2017J01332)，项目负责人：林煜

引用本文：李平，林煜，陈翔，刘振涛，肖莉莉，林学义，华鹏 . 二至丸提取物干预去势骨质疏松雌性模型大鼠的骨重建特点 [J].
中国组织工程研究，2021，25(2):191-195. 

研究原著

文章快速阅读：

文章特点—

△实验以去势雌性 SD 大鼠为实

验对象，在二至丸醇提液干

预下，观察骨小梁、骨密度、

骨保护素、RANKL、抗酒石

酸盐酸性磷酸酶和骨钙素等

指标的表达变化；

△二至丸醇提物改善了去势大

鼠高转换型骨质疏松状态，

促进骨保护素表达的同时抑

制 RANKL 表达进而达到抑制

破骨细胞活性的作用，最终

起到改善去势大鼠骨质量的

目的。

观察指标：
(1) 苏木精 - 伊红染色观察骨

组织形态，图像分析系统

测量骨小梁百分比；
(2) 骨密度仪测定大鼠右侧胫

骨骨密度；
(3)qPCR 及 Western blot 检 测

相关基因及蛋白表达水平。

→

→

假手术组 骨质疏松模型组

模型组 高剂量二至丸组中剂量二至丸组 低剂量二至丸组

结论：
(1) 二至丸可以改善大鼠组织疏松

程度；
(2) 二至丸促进骨保护素表达的同

时抑制 RANKL 表达进而达到抑

制破骨细胞活性的作用；
(3) 二至丸可改善大鼠骨代谢水

平，促进骨重建。

文章快速阅读：
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0    引言  Introduction
当前骨质疏松症已成为全球人口所要面临的重要健康问

题，世界拥有庞大的骨质疏松症群体，全球每年因骨质疏松

并发骨折的人数达到 900 万人，而至 2050 年骨折发生率会

增加至 240%-310%[1-2]
，而绝经后骨质疏松症患者又在其中占

据 75% 左右
[3]
。有统计显示：至 2016 年中国绝经后骨质疏

松症在老年人口中的患病率高达 36%[4]
。已知当成骨细胞功

能不断减低并且破骨细胞功能持续增强，骨吸收速率超过骨

形成速率便导致骨量流失 , 因此骨重建和骨塑建是 2 个既对

立又统一的过程，如何保持一定程度的骨稳态是防治骨质疏

松的重要问题。目前认为绝经后雌激素下降导致的破骨细胞

分化大于成骨细胞的分化 , 致使骨稳态被破坏，是导致绝经

后骨质疏松发生的重要因素
[5]
。而破骨细胞的分化受到多种

细胞因子和机体自身分泌激素的调控。研究证实集落抗酒石

酸酸性磷酸酶 (tartrate-resistant acidphosphatase，TRACP)、
细胞核因子 κB 受体活化因子配体 (RANK ligand，RANKL) 为破

骨细胞分化所必需的细胞因子。RANKL 与破骨细胞膜上受体

RANK结合，激活下游信号分子调控破骨细胞的分化
[6-7]

。此外，

成骨细胞的活化因子骨保护素和骨钙素也参与破骨细胞分化

的调控
[8-10]

。因此，探索成骨细胞和破骨细胞在骨质疏松的

作用机制，对建立骨质疏松症临床治疗策略至关重要。

明代名医王三才在其著作《医便》中首次记载了补益

肝肾、滋阴止血的二至丸，该方由女贞子及墨旱莲配伍而成。

二至丸中的女贞子及墨旱莲主要含有黄酮类、萜类及苯醇类

等成分以及挥发油和甾体类等物质，可以发挥类雌激素的作

用
[11-13]

。课题组以往相关实验发现，二至丸可改善去势大鼠

的骨密度、骨影区、骨矿物质含量及血清雌二醇水平
[14-16]

。

因此文章旨在以去势雌性 SD 大鼠为实验对象，在二至丸醇

提液干预下，通过形态学及 qPCR 等相关技术方法，检测骨

小梁、骨密度、骨保护素、RANKL、TRACP 和骨钙素等指标

的表达变化，从 RANKL/RANK/ 骨保护素系统角度进一步探

求二至丸对去势大鼠骨代谢水平影响，进而探究二至丸有效

成分发挥作用的可能机制，为探寻绝经后骨质疏松症的中药

治疗提供理论依据。

1    材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   随机对照动物实验。

1.2   时间及地点   于 2017 年 3 月至 2018 年 6 月在福建中医

研究院学实验室完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   从上海斯莱克实验动物有限责任公司购置

健康 6 月龄 SPF 级雌性 SD 大鼠 150 只，体质量 (300±20) g，

许可证号：SCXK( 沪 )2012-0002。所有大鼠在福建中医药动

物实验中心鼠类实验室进行饲养和灌胃等实验操作。实验方

案经厦门大学附属福州第二医院实验伦理委员会批准，批准

号：201605021。
1.3.2   药物   二至丸根据《中国药典》中的药物剂量

[14]
，通

过体表面积计算方法估算实验动物的用药量。女贞子及墨旱

莲饮片购于福建中医药大学国医堂，由福建中医药大学附属

第二人民医院药剂科制备。

药物制备方法：将墨旱莲和女贞子等剂量混合，通过体

积分数 75% 乙醇对生药回流提取 3 次，提取时间为 2 h/ 次，

随后将醇提物浓缩干燥备用。

1.4   实验方法

1.4.1   分组、造模、灌胃及取材

分组：将 SD 大鼠 150 只随机分成假手术组 30 只和去

势组 120 只，去势组再随机分成模型组、低剂量二至丸组、

中剂量二至丸组及高剂量二至丸组，每组 30 只。

造模：用体积分数 2% 戊巴比妥钠进行麻醉。其中去势

组大鼠于麻醉后，取腹部正中切口，寻找双侧卵巢予以结扎

切除，术毕予以切口缝合，擦拭切口周围血迹
[8]
。假手术组

除未切除卵巢外其他操作步骤同去势组。造模成功评价标准：

去势组骨密度呈现不同程度的降低，胫骨近端骨小梁数量逐

渐减少，排布疏散，出现骨小梁断裂，且骨小梁孔隙变大即

为造模成功。

RESULTS AND CONCLUSION: The trabecular bone had a better morphological structure, and the number of trabeculae, bone miner density, and bone tissue 
osteoprotegerin level were significantly increased in a dose-depended manner after treatment with Erzhi Pill, whereas the mRNA levels of RANKL and TRAP 
decreased in a dose-depended manner after treatment with Erzhi Pill (P < 0.05). Therefore, the alcohol extract of Erzhi Pill can improve the status of high-
transformation osteoporosis in ovariectomized rats, promote the expression of osteoprotegerin and inhibit the expression of RANKL, so as to inhibit the activity 
of osteoclasts and ultimately improve the bone remodeling in female osteoporotic rats.
Key words: Erzhi Pills; postmenopausal osteoporosis; rat; castration; osteocalcin; osteoprotegerin; bone morphology; bone remodeling

Funding: the Natural Science Foundation of Fujian Province, No. 2017J01332 (to LY)
How to cite this article: Li P, Lin Y, Chen X, Liu Zt, Xiao Ll, Lin Xy, Hua P. Characteristics of bone remodeling in female ovariectomized rat models of 
osteoporosis undergoing Erzhi Pill extract intervention. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2021;25(2):191-195. 

组织工程实验动物造模过程的相关问题：

造模目的 观察二至丸干预去势骨质疏松雌性模型大鼠的骨重建的影响

选择动物的条件 ① SD 大鼠 150 只；②鼠龄 6 个月；③体质量 (300±20) g；  

④雌性

模型与所研究疾

病的关系

骨密度、骨影区、骨矿物质含量以及血清雌二醇水平

动物来源及品系 SD 大鼠由上海斯莱克实验动物有限责任公司提供

造模技术描述 大鼠于麻醉后，取腹部正中切口，寻找双侧卵巢予以结扎切除，

建立大鼠绝经后骨质疏松症模型

动物数量及分组

方法

SD 大鼠 150 只随机分成假手术组 30 只和去势组 120 只，去势

组再随机分成模型组、低剂量二至丸组、中剂量二至丸组及

高剂量二至丸组，每组 30 只

造模后观察指标 ①左侧胫骨苏木精 - 伊红染色观察；②右侧胫骨骨密度；

③ qRT-PCR 检测大鼠第一腰椎骨组织中骨保护素、RANKL、

TRACP 和骨钙素 mRNA 表达

造模后动物处理 分别于灌胃后第 16，20，24 周各组随机取 10 只大鼠，麻醉

后取血清、腰椎和胫骨作指标检测

伦理委员会批准 实验方案经厦门大学附属福州第二医院动物实验伦理委员会

批准 ( 批准号：201605021)
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灌胃：药物灌胃剂量根据人和动物体表面积折算的等效

剂量换算，并根据每周称重结果修改灌胃剂量。低、中、高

剂量二至丸组：给予二至丸醇提物 6，9，12 g/(kg•d) 灌胃。

各剂量二至丸组药物均溶解于生理盐水 2 mL 后灌胃。假手

术组及模型组均用 2 mL生理盐水灌胃，每日 1次，持续 12周。

取材：分别于灌胃后第 16，20，24 周各组随机取 10 只

大鼠，麻醉后取血清、腰椎和胫骨作指标检测。所有大鼠均

饲养于 SPF 级学校动物实验中心，每 5 只 1 组饲养于鼠笼。

1.4.2   骨组织形态学检测   取材后的左侧胫骨通过脱钙处理

后进行苏木精 -伊红染色，并对骨组织形态学进行观察分析。

通过 Motic Med 6.0 数码医学图像分析系统，选取苏木精 -

伊红染色切片中骨骺线下方 4 mm 范围内骨松质区域进行计

算，并统计骨小梁面积百分比 [ 骨小梁面积百分比 = 测量框

内骨小梁面积 / 测量框总面积 )×100%]。       
1.4.3   骨密度测定   通过双能 X射线 4 500 W 骨密度仪 ( 美国

Hologic 公司 ) 检测取材后大鼠右侧胫骨骨密度。

1.4.4   qPCR 法检测骨代谢指标   将取材后的大鼠第一腰椎通

过液氮研磨，Trizol 法提取 RNA，qPCR 法检测其中骨保护

素、RANKL、TRACP 和骨钙素 mRNA 的表达。用 1 μg RNA 液

体按照试剂盒组分比例置于冰上配制 RT 反应液 (20 μL 反应

体系 )：Total RNA 1 μg/ 浓度，5×PrimeScriptTM Buffer (for Real 
Time) 6 μL，Oligo dT Primer 1.5 μL，PrimeScriptTM RT Enzyme 
Mix Ⅰ 1.5 μL，最后将 DEPC 水配至 20 μL，在 9600DNA 扩增

仪美国 PE 公司上按试剂盒说明书进行反转录反应，后所得

的 cDNA 置于 -20 ℃冰箱中储存备用。PCR 引物由上海生物

工程技术有限公司合成，见表 1。q-PCR 步骤按照大连宝生

公司 SYBR Premix Ex TaqTM PCR Kit 步骤行进操作，各目的基因

的表达量用 2-∆∆Ct 法计算得出结果。

1.5   主要观察指标   各组 qPCR 法检测骨代谢指标 mRNA 表

达、骨密度及骨组织形态学变化。

1.6   统计学分析   实验数据用 SPSS 22.0 软件分析，所有数据

均进行正态性分布检验和方差齐性检验，计量资料以 x-±s 表
示，组间数据比较采取单因素方差分析和 LSD 检验，P < 0.05

差异有显著性意义。

2    结果  Results 
2.1   实验动物数量分析   实验选用 SD 大鼠 150 只，实验过

程中各组均无脱失，全部进入结果分析。

2.2   各组骨密度变化   与同期假手术组对比，去势组骨密度呈

现不同程度的降低，其中各期模型组及灌胃 24 周低剂量二至

丸组骨密度下降程度最大 (P < 0.05)。组间比较显示，与同期模

型组比较，各二至丸用药组骨密度均有不同程度升高，其中以

中、高剂量二至丸组升高程度最大 (P < 0.05)，见表 2。

2.3   各组骨形态学检测结果变化   胫骨近端骨组织采用苏木

精 - 伊红染色后骨小梁呈现粉红色，骨髓细胞呈现蓝紫色。

假手术组：各期骨小梁形态完整，排布均匀、致密。模型组：

时随着手术后间，模型组骨小梁数量逐渐减少，排布疏散，

出现骨小梁断裂，且骨小梁孔隙变大。与模型组对比，同期

各剂量二至丸组骨小梁数量有所增多，且相对完整，但均不

及假手术组，见图 1 及表 3。

骨小梁百分比结果显示，各去势组骨小梁百分比与假

手术组对比呈现不同程度减少 (P < 0.05)。组间比较显示，与

同期模型组对比，各剂量二至丸组均有不同程度升高，其中

除灌胃 16，20 周低剂量二至丸组外，其他各组结果均升高     

(P < 0.05)，见表 3。
2.4   各组骨代谢指标 mRNA 的表达   qPCR 检测结果发现，与

同期假手术组对比，各去势组骨保护素 mRNA 均呈现不同程

度下降 (P < 0.05)。与同期的模型组比较显示，各剂量二至丸

组骨保护素 mRNA 水平有升高，除灌胃 16 周低剂量二至丸

组外均有显著性差异 (P < 0.05)；同期各剂量二至丸组比较显

示，随着二至丸药物浓度的增加大鼠骨保护素 mRNA 也随之

升高，其中高剂量二至丸组与低、中剂量二至丸组比升高最

为明显 (P < 0.05)，见表 4。

与同期假手术组对比，各去势组 RANKL，TRACP及骨

钙素 mRNA 水平均呈现不同程度提高 (P < 0.05)。与同期的

模型组对比显示，各剂量二至丸组 RANKL，TRACP及骨钙

素 mRNA 水平均有不同程度下降 (P < 0.05)；同期各剂量二

至丸组对比显示，随着二至丸药物浓度的增加大鼠 RANKL，
TRACP及骨钙素 mRNA 也呈现不同程度降低，见表 5-7。

表 1 ｜引物序列
Table 1 ｜ Primer sequences

基因 序列 (5’-3’) 片段长度 (bp)

骨钙素 正义： TGA CAC CCT AGT GCA  ACA  G
反义： CGG AGT CCT TTC AGT CTT  AC

204

TRACP 正义：CCT CTG AGC GCC ATC AGC TA
反义：TAT GCC GAC ACA CGA ACG CT

231

RANKL 正义：TGG AGA GCG AAG ACA CAG A
反义：CAA CCT TAC CCT TAG AGA CC

195

GAPDH 正义：GCG ACT GTC ACG GAT GCG ACT
反义：ATA GTC ATC GAT ACG CGA GCA

189

表注：TRACP：集落抗酒石酸酸性磷酸酶；RANKL：细胞核因子 κB 受体活化

因子配体

表 2 ｜各组胫骨近端骨密度                      (x-±s，n=10，g/cm2)
Table 2 ｜ Bone mineral density of the proximal tibia in each group

组别 灌胃后 16 周  灌胃后 20 周    灌胃后 24 周

假手术组 0.228±0.023a 0.230±0.013a 0.231±0.019ac

模型组 0.208±0.021b 0.203±0.018b 0.198±0.012bde

低剂量二至丸组 0.211±0.021 0.213±0.016 0.213±0.010
中剂量二至丸组 0.212±0.017 0.215±0.022 0.217±0.012ab

高剂量二至丸组 0.215±0.019 0.219±0.011 0.220±0.016ab

表注：与同期模型组比较，
aP < 0.05；与同期假手术组比较，

bP < 0.05；与同

期低剂量二至丸组比较，
cP < 0.05；与同期中剂量二至丸组比较，

dP < 0.05；
与同期高剂量二至丸组比较，

eP < 0.05

表 3 ｜胫骨近端骨小梁面积比                       (x-±s，n=10，%)
Table 3 ｜ Area ratio of proximal tibial trabecular bone

组别 灌胃后 16 周  灌胃后 20 周    灌胃后 24 周

假手术组 31.53±1.23acde 31.66±0.45acde 31.97±1.33acde

模型组 15.22±0.41bde 15.03±1.37bde 14.79±0.52bcde

低剂量二至丸组 16.09±0.74bde 16.85±0.81be 17.42±1.47abde

中剂量二至丸组 18.95±0.98abc 19.32±1.18ab 19.88±0.9abc

高剂量二至丸组 19.71±0.45abce 20.30±1.75abc 21.13±0.56abc

表注：与同期模型组比较，
aP < 0.05；与同期假手术组比较，

bP < 0.05；与同

期低剂量二至丸组比较，
cP < 0.05；与同期中剂量二至丸组比较，

dP < 0.05；
与同期高剂量二至丸组比较，

eP < 0.05
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3    讨论 Discussion
骨稳态是指破骨细胞和成骨细胞的功能和活性处于平衡

的状态，而人体的骨骼代谢是一个动态的过程，当骨骼损伤

时，通过骨形成和骨吸收来重建骨骼，以确保机体结构的完

整性及骨骼质量的平衡
[16-18]

。绝经后骨质疏松症是目前中老

年女患者常见性疾病，其主要原因是由于绝经后雌激素水平

突然降低引起骨代谢紊乱最终导致骨吸收速率超过骨形成速

率，破坏了骨稳态。

目前骨保护素 /RANKL/RANK 系统是已发现的能同时调控

成骨细胞和破骨细胞分化过程的重要通路，对维持骨稳态起

到重要作用
[13]
。骨保护素及 RANKL 均可由成骨细胞表达，其

中 RANKL 可与 RANK 结合，进而促进破骨细胞活性，加强骨

吸收，抑制破骨细胞凋亡，而骨保护素可阻断 RANKL 的上述

作用。一般情况下人体的骨重建处于平衡状态，骨保护素与

RANKL 在此过程中就扮演杠杆作用。而雌激素可刺激机体对

骨保护素的表达，当绝经后骨质疏松症发生时，人体雌激素

明显下降，因而骨保护素随之减少，骨保护素与 RANKL 的比

值发生明显改变，最终导致破骨细胞活性及骨吸收的增强。

另外，TRACP 是由破骨细胞分泌，能够特异性地反映破骨细

胞活性，是辅助评价绝经后骨质疏松症的指标之一。骨钙素

则由成骨细胞分泌，可很好地评价骨形成能力
[19-21]

。在绝经

后骨质疏松症模型成立后，苏木精 - 伊红染色显示：模型组

骨密度、骨小梁面积百分比与同期假手术组对比有不同程度

的下降；模型组的骨小梁出现严重的破坏，呈现疏松、断裂

的现象。而通过此次 qPCR 结果显示，模型组较同期假手术组

骨保护素 mRNA 水平明显降低，而 RANKL，TRACP及骨钙素

mRNA 水平均呈现不同程度提高。由于绝经后骨质疏松症表现

为高转换状态
[22]
，其主要表现为成骨细胞与破骨细胞活性均

明显提高，但成骨细胞活性任大于破骨细胞活性。结合上述

的结果，可推断，由于去势大鼠机体的雌激素水平迅速下降，

机体呈现出高转化型骨质疏松表现，故 RANKL、TRACP及骨

钙素 mRNA 水平出现明显升高，而骨保护素 mRNA 水平未见

明显升高考虑是由于雌激素水平的急剧下降引起的。

具有补益肝肾、滋阴止血功效的二至丸，该方由女贞

子及墨旱莲配伍而成，该方主治因绝经后“天癸竭”“肝肾

阴虚”引起的腰细酸软、骨萎。而现代药理研究显示：构成

二至丸的女贞子及墨旱莲含有酪醇和墩果酸等有效成分
[23]
，

而这些成分可以促进维生素 D3 生成，进而加强钙的摄取，

降低钙的排泄，增强骨骼的密度
[24-25]

。二至丸含有的萜类可

抑制破骨细胞样多核细胞的生成，同时激活骨保护素和骨钙

 

图注：图 A-E 为灌胃后 16 周假手术组、模型组及低、中、高剂量二至

丸组胫骨组织形态；F-J 为灌胃后 20 周假手术组、模型组及低、中、高

剂量二至丸组胫骨组织形态；K-O 为灌胃后 24 周假手术组、模型组及低、

中、高剂量二至丸组胫骨组织形态

图 1 ｜各组近端骨小梁组织变化 ( 苏木精 -伊红染色，×40)
Figure 1 ｜ Changes of proximal trabecular bone tissues in each group 

(hematoxylin-eosin staining, ×40)
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E F HG

I J K L

M N O

表 4 ｜二至丸骨保护素 mRNA 表达                 (x-±s，n=10，2-∆∆Ct)
Table 4 ｜ Osteoprotegerin mRNA expression after treatment with Erzhi 
Pills

组别 灌胃后 16 周  灌胃后 20 周    灌胃后 24 周

假手术组 1.382±0.013acde 1.412±0.015acde 1.462±0.012acde

模型组 1be 0.985±0.014bce 0.985±0.014bce

低剂量二至丸组 1.013±0.026be 1.032±0.011abde 1.115±0.023abe

中剂量二至丸组 1.021±0.018abe 1.107±0.017abce 1.116±0.014abe

高剂量二至丸组 1.055±0.016abcd 1.127±0.012abcd 1.204±0.011abcd

表注：与同期模型组比较，
aP < 0.05；与同期假手术组比较，

bP < 0.05；
与同期低剂量二至丸组比较，

cP < 0.05；与同期中剂量二至丸组比较，
dP < 0.05；与同期高剂量二至丸组比较，

eP < 0.05

表5 ｜二至丸干预后各组大鼠RANKL mRNA表达       (x-±s，n=10，2-∆∆Ct)
Table 5 ｜ RANKL mRNA expression in rats after treatment with Erzhi Pills

组别 灌胃后 16 周  灌胃后 20 周    灌胃后 24 周

假手术组 0.635±0.015acde 0.625±0.017acde 0.633±0.021acde

模型组 1bde 0.985±0.014bde 1.004±0 .012bcde

低剂量二至丸组 0.938±0.016abe 0.911±0.021abe 0.895±0.019ade

中剂量二至丸组 0.927± 0.018ab 0.907±0.009ac 0.865±0.013a

高剂量二至丸组 0.912±0.019abc 0.882±0.016abcd 0.854±0.011abc

表注：与同期模型组比较，
aP < 0.05；与同期假手术组比较，

bP < 0.05；
与同期低剂量二至丸组比较，

cP < 0.05；与同期中剂量二至丸组比较，
dP < 0.05；与同期高剂量二至丸组比较，

eP < 0.05

表6 ｜二至丸干预后各组大鼠TRACP mRNA表达       (x-±s，n=10，2-∆∆Ct)
Table 6 ｜ TRACP mRNA expression in rats after treatment with Erzhi Pills

组别 灌胃后 16 周  灌胃后 20 周    灌胃后 24 周

假手术组 0.772±0.020acde 0.783±0.016acde 0.779±0.025acde

模型组 1bde 1.085±0.020bce 1.074±0.016bcde

低剂量二至丸组 0.912±0.012abe    0.902±0.018abe 0.884±0.012ade

中剂量二至丸组 0.906± 0.018ab  0.877±0.012ac 0.855±0.016abc

高剂量二至丸组 0.894±0.013abc 0.872±0.016abcd 0.832± 0.021abc

表注：与同期模型组比较，
aP < 0.05；与同期假手术组比较，

bP < 0.05；
与同期低剂量二至丸组比较，

cP < 0.05；与同期中剂量二至丸组比较，
dP < 0.05；与同期高剂量二至丸组比较，

eP < 0.05

表7 ｜二至丸干预后各组大鼠骨钙素 mRNA表达       (x-±s，n=10，2-∆∆Ct)
Table 7 ｜ Osteocalcin mRNA expression in rats after treatment with Erzhi 
Pills

组别 灌胃后 16 周  灌胃后 20 周    灌胃后 24 周

假手术组 1acde 1.012±0.015acde 1.019± 0.016acde

模型组 1.323± 0.019bed 1.328±0.014bce 1.346±0.012bcde

低剂量二至丸组 1.221±0.026abde    1.212± 0.016abe 1.205±0.015abde

中剂量二至丸组 1.208±0.018ab 1.187±0.017abc 1.166±0.011abce

高剂量二至丸组 1.127± 0.011abc 1.112±0.020abc 1.104±0.013abcd

表注：与同期模型组比较，
aP < 0.05；与同期假手术组比较，

bP < 0.05；
与同期低剂量二至丸组比较，

cP < 0.05；与同期中剂量二至丸组比较，
dP < 0.05；与同期高剂量二至丸组比较，

eP < 0.05
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素，并刺激成骨细胞使其分化与成熟
[26-28]

，其含有的黄酮类

化合物与雌二醇的结构类似，可发挥类似雌激素样功能
[29]
。

通过课题实验发现，模型组骨密度及骨小梁面积百分比与同

期假手术组对比有不同程度的下降；苏木精 -伊红染色显示，

模型组的骨小梁出现严重的破坏，呈现疏松、断裂的现象。

与同期模型组比较显示，各剂量二至丸组骨密度、骨小梁面

积百分比均呈现不同程度提高，尤以中、高剂量二至丸组改

善最为明显；苏木精 - 伊红染色结果显示，与同期模型组比

较，各剂量二至丸组骨小梁形态相对完整，断裂、不连续现

象有所改善。目前形态学及骨密度检测是评价骨质疏松最有

效的指标，因此根据实验结果可明确二至丸醇提物能有效改

善去势大鼠骨质疏松状态。 另一方面，与同期模型组比较，

各剂量二至丸组骨保护素 mRNA 水平均有明显升高，且随着

二至丸浓度的升高骨保护素 mRNA 水平也随之升高；同时各

剂量二至丸组 RANKL，TRACP及骨钙素 mRNA 水平则呈现不

同程度的降低，且也随着二至丸浓度的升高 RANKL，TRACP

及骨钙素 mRNA 水平出现下降。结合上述实验结果可推断，

二至丸醇提物可能通过类雌激素的有效成分改善去势大鼠低

雌激素水平的状态 , 继而促进骨保护素 mRNA 水平的升高，

而 RANKL，TRACP及骨钙素 mRNA 水平则表明成骨细胞与破

骨细胞活性得到抑制，说明二至丸醇提物能有效改善去势大

鼠高转化型骨质疏松状态。

综上所述，二至丸醇提物可通过改善去势大鼠高转换型

骨质疏松状态，促进骨保护素表达的同时抑制 RANKL 表达进

而达到抑制破骨细胞活性的作用，最终起到改善去势大鼠骨

质量的目的。
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