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右归饮对去势雌性小鼠骨质疏松的治疗作用 
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摘  要：目的  探讨右归饮对去势雌性小鼠骨质疏松的影响，并对其作用机制进行研究。方法  将 C57BL/6 雌性小鼠去卵

巢手术模拟骨质疏松症，饲养 12 周后，分别分为假手术组、模型组、雷洛昔芬组、右归饮组，每组各 9 只，模型组、假手

术组 ig 生理盐水，右归饮组 ig 右归饮溶液。雷洛昔芬组 ig 盐酸雷洛昔芬溶液 10 mg/kg。每天每只均给药 0.2 mL，连续给药

5 周，眼球取血，测定血清中生化指标和钙、磷水平；将动物处死，测定骨形态计量指标和做 Micro-CT。分离并培养骨内

间充质干细胞，测定细胞的增殖和分化。结果  与模型组比较，右归饮组的骨密度、骨体积分数、骨小梁平均厚度、骨小梁

数量均显著升高，骨表面积/骨体积和骨小梁分离度均显著降低，差异具有统计学意义（P＜0.05）。右归饮组 I 型胶原氨基端

前肽（P1NP）水平较模型组显著升高（P＜0.05），胶原羧基端（CTx）水平比模型组略高一点，差异均无统计学意义。右归

饮组钙、磷水平与模型组各指标之间的差异均无统计学意义。与模型组比较，右归饮组细胞呈增长趋势，但增长率较其他组

相对较低（P＜0.01），倍数变化显著升高（P＜0.01）。结论  右归饮对去势雌性小鼠骨质疏松有治疗作用，可能是通过促进

间充质干细胞分化成成骨细胞，从而刺激骨形成，达到有效抑制小鼠骨的丢失。 
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Therapeutic effect of Yougui Drink on osteoporosis in ovariectomized female mice 
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Abstract: Objective  To explore the therapeutic effect of Yougui Drink on osteoporosis in ovariectomized female mice and study its 
mechanisms. Methods  The osteoporosis was mimicked by excising the ovary of C57BL/6 mice. After 12 weeks, random allocation 
was taken to averagely divide into Sham, model, raloxifene, and Yougui Drink e groups, and each group had 9 mice. Rats in the 
control group and model group were given the same volume of normal saline. Rats in Yougui Drink group were given Yougui Drink. 
Rats in raloxifene group were ig administered with Raloxifene Hydrochloride 10 mg/kg. All animals were given the volume 0.2 mL, 
1 time/d, and treated for 5 weeks. The blood samples were taken from the eyeball, and serum biochemical indexes and levels of 
calcium and phosphorus were assessed. Mice were killed, and bone histomorphometry were assessed by Micro-CT. Bone 
mesenchymal stem cells were isolated and cultured and cell proliferation and  ability of osteogenic differentiation were assessed. 
Results  Compared with model group, systemic manifestations score, bone mineral density, bone volume fraction, the mean 
trabecular thickness, trabecular number in the Yougui Drink group were significantly increased, but bone surface area / bone volume  
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and trabecular separation were significantly decreased (P < 0.05). The levels of P1NP in the Yougui Drink group were significantly 
increased (P < 0.05), but the CTx levels were slightly higher than those in the model group, the differences were not statistically 
significant. There were no significant differences on levels of calcium and phosphorus between the Yougui Drink group and the 
model group. Compared with the model group, the cells in the Yougui Drink group were increased, but the growth rates were lower 
than those in the other groups (P < 0.01), and the changes of multiples were significantly higher (P < 0.01). Conclusion  Yougui 
Drink can treat osteoporosis in ovariectomized female mice, which may promote the differentiation of mesenchymal stem cells into 
osteoblasts, thereby stimulate bone formation, and effectively inhibit bone loss in mice. 
Key words: Yougui Drink; raloxifene hydrochloride; osteoporosis; bone mesenchymal stem cells; Micro-CT 
 

骨质疏松症为全身性骨骼疾病，其特征为骨量

降低和骨组织微结构退化，从而导致骨脆性增加，

且易于发生骨折[1-2]。随着平均寿命的延长，骨质疏

松症已经是一种常见病，多发病。中医理论认为“肾

主骨生髓”，骨质疏松症属于“骨萎”或“骨痹”的

范畴，是由肾精亏虚、骨骼失养所致，以肾虚为其

主要病机，故通过补肾来治疗骨质疏松症可能有显

著的疗效[3-4]。右归饮是传统中药中的经典复方，在

《景岳全书》中记载，主要功效是温补肾阳。右归饮

对肾阳虚型小鼠有治疗作用[5-6]。本实验采用右归饮

治疗具有骨质疏松症特征的小鼠，抑制小鼠的骨丢

失，并探讨右归饮对骨的影响及其作用机制。 
1  仪器与材料 

Mettler Toledo AL204 分析天平（梅特勒–托利

多仪器有限公司）；U3000 高效液相色谱仪（戴安有

限公司）；KQ3200DB 型数控超声波清洗器（昆山

市超声仪器有限公司）；PURELAB Classic 综合纯水

仪（英国 Elga 公司）；RJ-TGL-16C 型高速台式离心

机（无锡市瑞江分析仪器有限公司）；CO2 孵育箱（三

洋）；CKX31 型倒置显微镜[奥林巴斯（中国）投资

有限公司]；Tecan M1000多功能连续波长酶标仪（瑞

士）。 
盐酸雷洛昔芬（武汉顶辉化工有限公司，批号

16070901，质量分数 99.2%），水为去离子水，其余

试剂均为分析纯。α-MEM 培养基（美国 Hyclone
公司，货号 AC10248328），胎牛血清（美国 Gibco
公司，货号 1688857），青链霉素双抗（北京索莱宝

科技有限公司，批号 20170417），Triton X-100 
（Sigma 公司，货号 SLBP3359V），碱性磷酸酶测试

盒（酶标仪法）（南京建成生物工程研究所，批号

20161115），CCK-8（日本同仁化学，货号 KN658），
β-GP 甘油-2-磷酸（Sigma 公司，货号 SLBN8622V），

L-抗坏血酸（Sigma 公司，质量分数≥95%，货号

SLBR8316V），地塞米松（Sigma 公司，质量分数≥

97%，货号 WXBC0965V），96 孔无菌培养板和 6

孔无菌培养板（美国 Corning 公司）。I 型胶原氨基

端前肽（P1NP）试剂盒（ELISA 公司，货号

L161201258），胶原羧基端（CTx）试剂盒（ELISA
公司，货号 L161228043），总蛋白试剂盒（Thermo
公司，货号 23227）。 

右归饮全方由熟地 30 g、山药 6 g、山茱萸 3 g、
杜仲 6 g、枸杞 6 g、甘草 4.5 g、肉桂 4.5 g 和制附

子 6 g 组成，肉桂先提取挥发油，其余药物按照传

统方法煎煮，再加入肉桂挥发油， 终含生药 0.5 
g/mL，由北京同仁堂药店提供。 

雌性 C57BL/6 小鼠 36 只，体质量（20±1）g，
购自军事医学科学院实验动物中心，批准号 SLXD- 
2016081019，实验动物使用许可证号 CYXK（京）

2017-0020。 
2  方法 
2.1  建立骨质疏松模型[4] 

清洁级 4 周龄 C57BL/6 小鼠 36 只在无菌条件

下，用 5%氯胺酮注射液腹腔麻醉后，取腹侧入路，

将双侧卵巢切除后关腹，放在电热毯上。小鼠苏醒

后，随机放在笼内，在切除卵巢手术后连续 1 周用

青霉素钠给小鼠进行肌肉注射。所有动物在实验室

同等条件下饲养 12 周。 
2.2  动物分组和给药 

小鼠去卵巢手术饲养 12 周后，分别分为假手术

组、模型组、雷洛昔芬组、右归饮组，每组各 9 只，

模型组、假手术组 ig 生理盐水。右归饮组 ig 右归

饮溶液（根据前期摸索和实验情况，给药量相当于

生药0.1 g/只）。雷洛昔芬组 ig盐酸雷洛昔芬溶液（取

3 g 盐酸雷洛昔芬溶于 10 μL DMSO 中，再与 0.5 mL
聚山梨酯 80 混合，超声辅助溶解，加入生理盐水稀

释到 10 mL，得澄清透明溶液）10 mg/kg[7]。每天每

只均给药 0.2 mL，连续给药 5 周。 
2.3  骨形态和生化指标测定 

小鼠连续给药 5 周后眼球取血，脱颈处死，剔

除毛和肌肉，分离出双侧股骨、胫骨。取出每只小
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鼠其中一侧胫骨和股骨，用 10%福尔马林浸泡固定，

测定骨形态计量指标和做 Micro-CT（德国西门子公

司 Inveon MM system）。 
将通过眼球取出的血放在装有肝素钠的 EP 管

中，在 5 000 r/min 离心 5 min，取离心后的上清，

放在−80 ℃条件下冻存，使用试剂盒测试血清中

P1NP 和 CTx 水平，采用 iCAP 6000 等离子体发射

光谱仪（美国赛默飞世尔科技公司）测定血清中钙

磷水平。 
2.4  骨髓缘性间充质干细胞的分离培养 

小鼠连续给药 5 周后，脱颈处死，剔除腿部的

毛和肌肉，分离出双侧股骨、胫骨。取每只小鼠另

一侧胫骨和股骨，剪除双侧骨端，用 1 mL 注射器

吸取 α-MEM 培养基冲洗髓腔，将骨内的细胞吹到

直径为 35 mm 的平皿中，从两端反复吹 4～5 次，

至骨组织变白。用含 20% FBS 的 α-MEM 培养基，

置 37 ℃，5 % CO2、饱和湿度培养箱内培养 24 h，
第 2 天细胞换液，弃除非贴壁细胞，然后隔天换液。

每天在倒置显微镜下观察细胞生长状况。 
2.5  体外细胞增殖 

当细胞生长到对数期时，将取出的间充质干细

胞铺到 96 孔板中，每孔加入含 2 000 个细胞的细胞

悬液 100 μL，在 96 孔板 外面一圈孔里，每孔加

入 PBS 200 μL。取 0、1、2、3、4、5、6、7 d 中相

同的时间点，每天检测前，每孔加入 CCK-8 试剂

10 μL。在细胞培养箱内孵育 2.5 h。在 450 nm 测定

吸光度（A）值。根据每天获得的数据绘制细胞增

殖曲线，计算增长率。 
增长率＝（每天测定 A 值－0 d 测定 A 值）/0 d 测定 A 值 

2.6  体外细胞分化 
当细胞生长到对数期时，将取出的间充质干细

胞铺到 6 孔板中，每孔含有 8×105个细胞。使用的

α-MEM 培养基中有 10 mmol/L β-GP，0.05 mol/L L-
抗坏血栓和 10 nmol/L 地塞米松，然后隔天换液。

每天在倒置显微镜下观察细胞生长状况和形态变

化。在 7 d 后，将 6 孔板中的培养基移除，用 PBS
洗 3 次，每孔加入 200 μL 的 100% Triton X100 并在

室温下放置 10 min，用细胞刮刮下每孔的细胞，并

分别将每孔的细胞悬液放在 1.5 mL EP 管中，将细

胞破碎后在 4 ℃的温度下 12 000 r/min 离心 30 min，
将离心后的上清移置新的 1.5 mL EP 管中，并放在

冰上。用试剂盒测定总蛋白浓度，并进行 ALP 定量。 
倍数变化＝（各组 ALP 活性/总蛋白的数值）/（模型组

ALP 活性/总蛋白的数值） 

2.7  统计学分析 
结果采用⎯x±s 表示，组间均使用 SPSS 20.0 统

计学软件的单因素方差分析进行显著性差异比较。 
3  结果 
3.1  右归饮对骨质疏松小鼠的骨形态计量和

Micro-CT 的影响 
与假手术组比较，模型组的骨密度均显著降低

（P＜0.05），说明将小鼠切除卵巢后，小鼠有骨丢失

的情况发生，符合骨质疏松患者的特征。右归饮组

和雷洛昔芬组的骨密度较模型组均显著升高（P＜
0.05）。与模型组比较，右归饮组的骨形态计量指标

骨体积分数、骨小梁平均厚度、骨小梁数量均显著

升高，骨表面积/骨体积和骨小梁分离度均显著降

低，差异具有统计学意义（P＜0.05），见表 1。 
 

表 1  右归饮对骨质疏松小鼠的骨密度和骨形态计量指标的影响（⎯x ± s，n = 9） 
Table 1  Effect of Yougui Drink on bone mineral density and bone histomorphometry index of osteoporosis mice (⎯x ± s, n = 9 ) 

组别 剂量 骨密度/(g·cm−3) 骨体积分数/%
骨表面积/骨体

积/(mm−1) 

骨小梁平均厚

度/mm 

骨小梁数量/ 

(mm−1) 

骨小梁分离 

度/mm 

假手术 — 1.189±0.016 0.115±0.01 65.859±1.85 0.030±0.001 3.770±0.223 0.236±0.016 

模型 — 1.135±0.031* 0.054±0.025* 88.001±14.28* 0.023±0.004* 2.222±0.749* 0.475±0.200*

雷洛昔芬 10 mg·kg−1 1.187±0.06# 0.096±0.07# 70.522±8.57# 0.029±0.03# 3.291±0.51# 0.283±0.010#

右归饮 0.1 g 1.207±0.014# 0.119±0.017# 61.384±2.724# 0.032±0.002# 3.648±0.28# 0.243±0.024#

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05 
*P < 0.05 vs sham group; #P < 0.05 vs model group 

在骨的冠状面中，可以清楚看到模型组中的骨

量明显较其他组少，右归饮组的骨量较模型组有所

增加。由于小鼠的骨较小，所以采用小鼠骨横截面

构建三维立体图形，模型组中的骨量同样较少，右

归饮组的骨量有所增加，与从骨的冠状面看到的结

果相一致，见图 1。 
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图 1  各组大鼠骨的冠状面和横截面立体图 
Fig.1  Coronal and cross-sectional stereogram of the bones 

in each group of rats 

3.2  右归饮对骨质疏松小鼠骨形成和再吸收影响 
血清中对于骨形成和骨再吸收的测定是通过测

定 P1NP 和 CTx 水平来评估。模型组的 P1NP 水平

较假手术组显著下降，差异具有显著性（P＜0.05）；
右归饮组、雷洛昔芬组的 P1NP 水平较模型组显著

升高（P＜0.05）。模型组中血清 CTx 水平较假手术

组略有升高，右归饮组的 CTx 比模型组略高一点，

而雷洛昔芬组较模型组略低一些，各组间差异均无

统计学意义。结果见表 2。 

表 2  右归饮对骨质疏松小鼠的 P1NP 和 CTx 水平的影响 
（⎯x ± s，n = 9） 

Table 2  Effect of Yougui Drink on P1NP and CTx levels in 
serum of osteoporosis mice (⎯x ± s, n = 9 ) 

组别 剂量 P1NP/(ng·mL−1) CTx/(ng·mL−1)

假手术 — 240.34±12.59 1.76±0.17 

模型 — 96.76±5.43* 1.99±0.14 

雷洛昔芬 10 mg·kg−1 163.64±16.51# 1.70±0.13 

右归饮 0.1 g 242.20±20.96# 2.01±0.30 

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05 
*P < 0.05 vs sham group; #P < 0.05 vs model group 

3.3  右归饮对骨质疏松小鼠血生化指标的影响 

模型组血清中钙水平与假手术组间的差异有统

计学意义（P＜0.05）。雷洛昔芬组的钙、磷水平较

模型组均显著降低（P＜0.05），但右归饮组钙、磷

水平与模型组各指标之间的差异均无统计学意义，

结果见表 3。 
3.4  右归饮对骨质疏松小鼠体外细胞增殖和分化影响 

细胞的增殖情况通过 CCK-8 试验来测定，而分

化则是通过对 ALP 定量来表现的。在细胞增殖方

面，与假手术组比较，模型组细胞增长率差异有统

计学意义（P＜0.01）。与模型组比较，右归饮组细

胞呈增长趋势，但增长率较其他组相对较低（P＜
0.01）；雷洛昔芬组细胞增长相对较快。见图 2。 

表 3  右归饮对骨质疏松小鼠血生化指标的影响 （⎯x ± s，
n = 9） 

Table 3  Effect of Yougui Drink on blood biochemical 
markers in osteoporosis mice (⎯x ± s, n = 9 ) 

组别 剂量 Ca/(mmol·L−1) P/(mmol·L−1) 

假手术 — 3.40±0.17 2.43±0.08 

模型 — 3.20±0.03* 2.33±0.08 

雷洛昔芬 10 mg·kg−1 2.99±0.02# 2.02±0.11# 

右归饮 0.1 g 3.32±0.06 2.39±0.06 

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05 
*P < 0.05 vs sham group; #P < 0.05 vs model group 

 
与模型组比较：##P＜0.01 
##P < 0.01 vs model group 

图 2  右归饮对骨质疏松小鼠细胞增殖的影响（⎯x ± s，n = 9） 
Fig. 2  Effect of Yougui Drink on cell proliferation in 

osteoporosis mice (⎯x ± s, n = 9 ) 

ALP 定量的测定结果可以看出细胞分化能力。

模型组 ALP 活性/总蛋白的数值为 0.002 8，计算各

组倍数变化。与模型组比较，雷洛昔芬组、右归饮

组倍数变化均显著升高（P＜0.01），见表 4。 

表 4  右归饮对骨质疏松小鼠倍数变化的影响（⎯x ± s，n = 9） 
Table 4  Effect of Yougui Drink on ALP /BCA in osteoporosis 

mice (⎯x ± s, n = 9 ) 

组别 剂量 倍数变化 

假手术 — 1.21±0.19 

模型 — 1.00±0.00 

雷洛昔芬 10 mg·kg−1 1.64±0.073## 

右归饮 0.1 g 3.59±0.147## 
*P＜0.05；与模型组比较：##P＜0.01 
##P < 0.01 vs model group 
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4  讨论 
右归饮是《景岳全书》中的一个经典传统复方。

中医认为“肾主骨生髓”，右归饮的主要功效是温补

肾阳。研究表明，右归饮对小鼠肾阳虚模型有一定

治疗作用[5]。肾功能在骨骼代谢调节中起重要作用，

肾功能受损患者的骨密度较肾功能正常人的骨密度

有所降低[8]。 
为探讨右归饮对骨的作用影响和机制，本研究

对去势小鼠给药 5 周后进行体内外研究。右归饮组

的小鼠骨密度及微结构均有改善，显著提高了小鼠

血清中 P1NP 水平，且促进间充质干细胞的分化，

表明右归饮可有效抑制骨丢失。 
研究结果表明，右归饮组的骨形态计量测定指

标骨体积分数、骨小梁平均厚度和骨小梁数量均高

于模型组，骨表面积/骨体积和骨小梁分离度均低于

模型组，且两组间的差异有统计学意义（P＜0.05），
表明右归饮对小鼠骨丢失有抑制作用。与文献报道

结果一致[9-10]。P1NP 和 CTx 分别是骨形成和骨吸

收的标志。右归饮组血清中 P1NP 水平较模型组显

著升高，而 CTx 的水平也很高，由结果推测右归饮

主要是促进骨形成而并非抑制骨吸收。周华等[11]研

究表明右归饮通过调节体内激素水平、BMP-2 的表

达来刺激骨的形成，与实验结果一致，表明右归饮

是可以实现促进骨形成。血生化指标钙磷水平的比

例过低，对骨生成有不利影响[12]。右归饮组的钙磷

水平较模型组略有升高，但差异无显著性。对于右

归饮如何促进骨形成，本研究进行了体外间充质干

细胞的增殖和分化实验。ALP 是从不成熟的成骨细

胞中分泌出来的，被认为是间充质干细胞初期分化

成成骨细胞的标志。右归饮组的间充质干细胞有所

增长，但是增长的速度较其他组都显著降低，也许

是右归饮的浓度较低，使细胞增殖不明显。但是右

归饮组的 ALP 表达显著高于其他组，由结果推测右

归饮可能主要是通过促进间充质干细胞分化为成骨

细胞来促进骨形成。 
综上所述，右归饮可能是通过促进间充质干细

胞分化成成骨细胞，从而刺激骨形成，达到有效抑

制小鼠骨丢失的作用效果，对骨质疏松症有一定的

治疗作用，为临床治疗提供依据，具有较大的社会

经济价值和广泛的应用前景。 
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