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右归饮联合盐酸雷洛昔芬给药治疗小鼠骨质疏松症
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摘  要：目的  观察右归饮和盐酸雷洛昔芬联合给药对骨质疏松模型小鼠的治疗作用，并研究其作用机制。方法  将 C57BL/6
雌性小鼠切除卵巢制备骨质疏松模型，手术 12周后将小鼠随机分为 4组：模型组、右归饮（0.1 g/只）组、盐酸雷洛昔芬（10 
mg/kg）组和联合给药（右归饮 0.1 g/只与盐酸雷洛昔芬 10 mg/kg联合给药）组，另设假手术组，连续 7周每天 ig给药 1次。

给药结束后，将动物处死，Micro-CT测定骨密度和骨组织微形态，并测定骨形态计量指标——骨体积分数（BV/TV）、骨表

面积/骨体积（BS/BV）、骨小梁的平均厚度（Tb.Th）、骨小梁数量（Tb.N）、骨小梁分离度（Tb.Sp）；试剂盒法测定血清中

I型胶原氨基端（P1NP）、胶原羧基端（CTx）水平；分离并培养骨髓间充质干细胞，体外培养 7 d，CCK-8法测定细胞增殖

率，试剂盒法检测分化相关指标碱性磷酸酶（ALP）水平。结果  与模型组比较，右归饮组、盐酸雷洛昔芬组和联合给药组

的骨密度、BV/TV、Tb.Th、Tb.N显著升高，BS/BV和 Tb.Sp显著降低（P＜0.05）；与盐酸雷洛昔芬组比较，联合给药组的

BV/TV、Tb.Th、Tb.N显著升高，BS/BV和 Tb.Sp显著降低（P＜0.05）。联合给药组 P1NP水平、细胞增殖率均显著高于其

他各组（P＜0.05、0.01）。ALP水平显著高于假手术组、模型组、盐酸雷洛昔芬组，显著低于右归饮组（P＜0.01）。结论  在

给药时间相同的前提下，右归饮和盐酸雷洛昔芬联合给药比单独给药更有效地抑制小鼠骨丢失，通过促进细胞的增殖和分化

提高骨形成能力，达到增加骨密度、治疗骨质疏松的效果。
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Abstract: Objective  To observe the effect of Yougui Drink (YGD) and raloxifene hydrochloride (RH) combined administration on 
mice with osteoporosis for investigating the mechanisms, so as to provide experimental basis for the treatment of osteoporosis. 
Methods  The osteoporosis models were simulated by removal of the ovary in C57BL/6 mice. The mice were randomly divide into 
four groups after 12 weeks of surgery: model, YGD (0.1 g/per mouse), RH (10 mg/kg) and combined administration (YGD 0.1 g/per 
mouse and RH 10 mg/kg), and sham-operated group. All the mice were killed after 7 weeks of daily ig administration. Bone mineral 
density (BMD) and the bone microtomographic histomorphometry were assessed by Micro-CT, and the bone histomorphometry index: 
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bone volume/total volume (BV/TV), bone surface area/bone volume (BS/BV), trabecular thickness (Tb.Th), trabecular number 
(Tb.N), and trabecular separation (Tb.Sp) were detected. Next, the levels of P1NP and CTx in serum were assessed. Finally, the 
isolated bone mesenchymal stem cells (BMSCs) were cultured for 7 d in vitro for assessing the cell proliferation by CCK-8 method 
and the ability of osteogenic differentiation by quantative analysis of alkaline phosphatase (ALP). Results Compared with model 
group, BMD, BV/TV, Tb.Th and Tb.N of YGD group, RH group and combined administration group significantly increased, BS/BV 
and Tb.Sp decreased significantly (P < 0.05); Compared with RH group, BV/TV, Tb.Th, Tb.N in combined treatment group increased 
significantly, BS/BV and Tb.Sp decreased significantly (P < 0.05). The P1NP level and cell proliferation rate of the combined drug 
group were much higher than those in the other groups (P < 0.05, 0.01). The ALP level was much higher than that in sham group, 
model group and RH group,but much lower than that of YGD group (P < 0.01). Conclusion  YGD combined with RH were more 
effective to attenuate bone loss of the mice than single dose of YGD and RH, by promoting cell proliferation and differentiation to 
improve the ability of bone formation, thus increasing the bone density and the treatment effect of osteoporosis. 
Key words: Yougui Drink; raloxifene hydrochloride; bone mesenchymal stem cells; bone loss; osteoporosis; cell proliferation; differentiation 

骨质疏松症是由于骨密度降低和骨组织微结

构退化使骨脆性增加，从而导致骨折的一种骨骼

疾病 [1-2]。骨质疏松症是一种多因素疾病，是常见

病、多发病。研究表明，在未来 50年，骨质疏松患

者的数量大约会增加 3～4倍[3]。而在 2012年，国

际骨质疏松基金会指出，平均每 3秒在全世界会发

生 1 例由于骨质疏松而导致的骨折[4]。近年来，中

医药治疗骨质疏松症临床及实验研究是一个普遍情

况，右归饮是记载在《景岳全书》中的传统中药复

方。右归饮在多个临床研究中被证实抑制骨丢失，

缓解症状，对骨质疏松症有良好的疗效[5-8]，但是传

统的中药见效比较慢[9]。研究表明，盐酸雷洛昔芬

也可以治疗骨质疏松症[10]。基于前期研究成果，本

课题拟通过右归饮和盐酸雷洛昔芬联合给药抑制骨

丢失，提高治疗骨质疏松症的疗效；并通过体外实

验探索其作用机制。

1 材料 
1.1  药物及主要试剂 

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，最终含生药0.5 g/mL，
由北京同仁堂制备。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%）；α-MEM
培养基（美国Hyclone公司）；胎牛血清、青链霉素

双抗（美国Gibco公司）；β-甘油-2-磷酸（β-GP）、
Triton™ X-100、L-抗坏血酸、地塞米松（Sigma）；
碱性磷酸酶（ALP）测试盒（酶标仪法，南京建成

生物工程研究所）；CCK-8（同仁化学，日本）；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）、胶原羧基端（CTx）

试剂盒（ELISA公司）。

1.2  主要仪器 
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 M 1 000多功能连续波长酶标仪

（瑞士）。

1.3  动物

4周龄C57BL/6雌性小鼠45只，体质量（20±1）
g，购自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  盐酸雷洛昔芬溶液的配制 

取盐酸雷洛昔芬溶于 DMSO 中，再与吐温 80
混合，随后加入生理盐水将其稀释，最终使其成为

澄清透明的溶液，在此过程中用超声辅助溶解（配

置的溶液中 DMSO的含量少于 0.1%）。 
2.2  建立骨质疏松模型 

在无菌条件下，取出 36只小鼠的双侧卵巢，将

去卵巢的小鼠放在笼内，术后一周 sc给予小鼠青霉

素钠，所有动物在实验室同等条件下饲养 12周。随

机将小鼠分为 5组，每组 9只：假手术组，小鼠未

取卵巢，ig生理盐水；模型组，ig生理盐水；右归

饮组，ig右归饮 0.2 mL（生药量 0.5 g/mL，给药量

相当于生药 0.1 g/只，剂量设置依据文献[11]）；盐酸

雷洛昔芬组，ig盐酸雷洛昔芬溶液（10 mg/kg）[12]。
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联合给药组：ig右归饮和盐酸雷洛昔芬溶液，剂量

同单给药组。每天给药 1次，连续 7周。 
2.3  小鼠股骨与胫骨的取材及骨髓间充质干细胞

的分离培养

连续给药 7周后，眼球取血，脱颈处死小鼠，

剔除毛和肌肉，分离出双侧股骨、胫骨。将其中一

侧胫骨和股骨，用 10%福尔马林固定，做Micro-CT，
测定骨形态计量指标：骨体积分数（ bone 
volume/total volume，BV/TV）、骨表面积/骨体积

（bone surface area/bone volume，BS/BV）、骨小梁的

平均厚度（trabecular thickness，Tb.Th）、骨小梁数

量（ trabecular number，Tb.N）、骨小梁分离度

（trabecular separation，Tb.Sp）。另一侧胫骨和股骨，

用 75%的酒精浸泡后，无菌操作，剪除双侧骨端，

用 1 mL的注射器吸取 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，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天给细胞换液弃除非

贴壁细胞，而后隔天换液[13]。每日在倒置显微镜下观

察细胞生长状况和形态变化。

将通过眼球取出的血放在装有肝素钠的 EP 管

中，5 000 r/min离心 5 min，取离心后的上清，放在

－80 ℃冻存，每组 9 只小鼠的血清使用试剂盒测定

血清中P1NP和CTx的水平，每个样本平行测定3次。 
2.4  CCK-8增殖实验 

当细胞生长至对数期，以每孔 2 000个铺到 96
孔板中，最外面一圈孔里，每孔加入 200 μL磷酸缓

冲液（PBS）。接种当天记为第 0天，取 0、1、2、
3、4、5、6、7 d中相同的时间点，每孔加入 10 μL
的 CCK-8试剂。在细胞培养箱内孵育 2.5 h后，置

于 450 nm读取 A值，计算细胞增殖率，绘制增殖

曲线。

增殖率＝（每天测定 A值－第 0天测定 A值）/第 0天

测定 A值 

2.5  ALP定量 
当细胞生长至对数期，以每孔 8×105个铺到 6

孔板中，使用含有 10 mmol/L β-GP、0.05 mol/L L-
抗坏血栓和 10 nmol/L地塞米松的 α-MEM培养基，

隔天换液。每日在倒置显微镜下观察细胞生长状况

和形态变化。7 d 后，将 6 孔板中的培养基移除，

PBS洗 3次，每孔加入 200 μL的 100 % tritonX100
并在室温下放置 10 min，用细胞刮将每孔的细胞刮

下，并分别将每孔的细胞悬液放在 1.5 mL的 EP管
中，将细胞破碎后，4 ℃、12 000 r/min离心 30 min，
离心后的上清移至 EP 管中并放在冰上。用试剂盒

测定总蛋白（BCA）浓度、进行 ALP定量。 
2.6  统计学方法 

数据均用 x s± 表示，各组间结果采用 SPSS 
17.0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  Micro-CT及骨形态计量测定结果 

Micro-CT 图片结果见图 1，定量数据见表 1，
结果显示，模型组的骨密度较假手术组显著降低，

 
图 1 各组骨的冠状面（A）和骨的横截面立体图（B） 

Fig. 1  Coronal planeof tibias microarchitecture (A); free-space diagram of tibias microarchitecture of in transverse plane 
(B) in five groups 

A 

B 

假手术 模型  右归饮 0.1 g·只−1   盐酸雷洛昔芬 10 mg·kg−1    联合用药 
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表 1  各组之间骨相关参数测定指标（ ±s, n = 9） 
Table 1  Related parameters of bone among groups ( ±s, n = 9) 

组别 剂量 骨密度/(g·cm−3) BV/TV/% BS/BV/mm−1 Tb.Th/mm−1 Tb.N/mm−1 Tb.Sp/mm 
假手术 — 1.191±0.015 0.103±0.008 69.09±0.629 0.029±0.001 3.563±0.310 0.253±0.023 
模型 — 1.109±0.016* 0.046±0.019* 82.50±11.78* 0.023±0.003* 2.335±0.288* 0.407±0.057* 
右归饮 0.1 g·只−1 1.195±0.030# 0.110±0.013# 62.56±3.045# 0.032±0.002# 3.700±0.287# 0.236±0.021# 
盐酸雷洛昔芬 10 mg·kg−1 1.188±0.035# 0.096±0.037# 73.16±5.045 0.028±0.003# 2.939±0.630 0.297±0.072# 
联合给药 0.1 g·只−1 + 10 

mg·kg−1 
1.208±0.044# 0.141±0.013*#& 54.08±4.628*#& 0.034±0.002*#& 4.115±0.118#& 0.209±0.009#&

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与盐酸雷洛昔芬组比较：&P＜0.05 
*P < 0.05 vs sham group; #P < 0.05 vs model group; &P < 0.05 vs RH group 

差异具有统计学意义（P＜0.05）。右归饮组、盐酸

雷洛昔芬组和联合给药组的骨密度与模型组比较均

显著升高（P＜0.05），其他各组之间骨密度差异均

无统计学意义。

模型组的骨形态计量测定的各项指标（BV/TV、
BS/BV、Tb.Th、Tb.N和 Tb.Sp）与假手术组比较均

差异显著（P＜0.05）。联合给药组的 BV/TV、Tb.Th
较假手术组、模型组和盐酸雷洛昔芬组显著升高，

差异有统计学意义（P＜0.05）；联合给药组的 Tb.N
与模型组和盐酸雷洛昔芬组比较显著升高（P＜
0.05）。而对于 BS/BV 和 Tb.Sp 测量指标，联合给

药组与模型组和盐酸雷洛昔芬组比较显著降低，差

异有统计学意义（P＜0.05）。此外，联合给药组的

BV/TV、Tb.Th、Tb.N 参数略高于右归饮组，而

BS/BV和 Tb.Sp则略低于右归饮组，但是两组间差

异无统计学意义。结果见表 1。 
3.2  血清的测定结果 

假手术组、右归饮组、盐酸雷洛昔芬组和联合

给药组血清中 P1NP 水平均较模型组显著升高，差

异有统计学意义（P＜0.05）。联合给药组血清中

P1NP 水平较假手术组、右归饮组和盐酸雷洛昔芬

组升高，显著差异（P＜0.05）。此外，右归饮组血

清中 P1NP 水平与盐酸雷洛昔芬组比较明显升高，

差异显著（P＜0.05）。 
假手术组、右归饮组、盐酸雷洛昔芬组和联合

给药组血清中 CTx水平较均较模型组明显降低，差

异显著（P＜0.05）。但是联合给药组血清中 CTx水
平较假手术组、右归饮组和盐酸雷洛昔芬组升高，

差异显著（P＜0.05）。此外，右归饮组血清中 CTx
水平与盐酸雷洛昔芬组比较升高，差异显著（P＜
0.05）。结果见表 2。 
3.3  细胞增殖与分化的测定结果 

CCK-8细胞增殖实验结果显示，从第 2天开始， 

表 2  各组之间血清测定指标（ ±s, n = 9） 
Table 2  Biochemical markers in serum among groups 

( ±s, n = 9) 

组别 剂量 P1NP/（ng·mL−1） CTx/（ng·mL−1） 
假手术 — 146.80±25.32 1.195±0.017 
模型 — 44.73±7.46* 1.388±0.067* 
盐酸雷洛 

  昔芬 

10 mg·kg−1 101.60±21.34*# 1.108±0.016*# 

右归饮 0.1 g·只−1 189.60±24.89*#& 1.124±0.027*#&

联合给药 0.1 g·只−1 + 
10 mg·kg−1 

241.10±19.54*#￥& 1.289±0.035*#￥&

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与右归饮

组比较：
￥P＜0.05；与盐酸雷洛昔芬组比较：&P＜0.05 

*P < 0.05 vs sham group; #P < 0.05 vs model group; ￥P < 0.05 vs 
YGY group; &P < 0.05 vs RH group 

部分组别之间细胞增殖率差异显著（图中仅标注第 7
天的显著性差异）。与假手术组比较，模型组增殖率

显著降低（P＜0.01）；联合给药组的细胞增殖率较其

他各组（假手术组、模型组、右归饮组和盐酸雷洛

昔芬组）均显著增加，差异有统计学意义（P＜0.01）。
此外，与其他各组比较，右归饮组的间充质干细胞

增长缓慢（P＜0.01），仅是略微增长（图 2A）。 
ALP的定量结果可以表明细胞的分化情况。结

果显示，模型组较假手术组显著降低，差异有统计

学意义（P＜0.01）；联合给药组与模型组、盐酸雷

洛昔芬组比较，明显升高，差异显著（P＜0.01）；
但是和右归饮组比较，联合给药组显著降低，差异

有统计学意义（P＜0.01）（图 2B）。 
4  讨论 

骨质疏松症通常被认为是由年龄、激素、免疫、

营养等诸多因素交互影响的复杂结果；由于早期并

没有明显的症状，被称为“无声无息的流行病”，在

中老年人中发病是比较普遍的[14]。 
研究表明，右归饮可以促进去势大鼠的成骨能

x
x

x

x
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与假手术组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01；与右归饮组比较：
￥￥P＜0.01；与盐酸雷洛昔芬组比较：&&P＜0.01 

**P < 0.01 vs sham group; ##P < 0.01 vs model group; ￥￥P < 0.01 vs YGY group; &&P < 0.01 vs RH group 

图 2  各组间充质干细胞增殖情况（A）；各组成骨细胞分化（ALP/BCA）情况（B）（ ±s, n = 9） 
Fig. 2  Conditions of cell proliferation (A); osteogenic differentiation (ALP/BCA) (B) of BMSCs among groups ( ±s, n = 9) 

力，并且与 omega3 多不饱和脂肪酸联合应用可以

抑制去卵巢大鼠骨丢失[15-16]。盐酸雷洛昔芬可以提

高绝经后骨质疏松妇女腰椎和髋部的骨密度，并降

低骨转化和总胆固醇与低密度脂蛋白胆固醇[17]。既

往研究表明，右归饮和盐酸雷洛昔芬单独使用治疗

骨质疏松是有效的，本研究将二者联合给药治疗骨

质疏松症，结果表明，联合给药可以有效地增加去

势小鼠的骨密度，抑制其骨丢失。

本实验通过去除卵巢的方法建立了雌激素缺乏

型骨质疏松的小鼠模型，Micro-CT和骨形态计量指

标测定结果表明，模型组和假手术组组间差异均有

统计学意义；右归饮组和盐酸雷洛昔芬组的骨密度、

骨形态计量指标与模型组比较也有显著性差异，表

明骨质疏松造模成功。

联合给药提高骨密度并有效地抑制去势小鼠的

骨丢失，为探讨其作用机理，本研究对各组给药 7
周小鼠的血清和提取的间充质干细胞进行体外实

验。骨重建和骨吸收之间骨转换生化标志为骨质疏

松症及骨折危险性的预测提供重要信息，提高骨形

成或抑制骨吸收可以减少骨量下降，有效的预防骨

质疏松症并降低骨折风险[18-19]。血清中P1NP和CTx
分别是骨形成和骨吸收的标志[20]。本研究结果显

示，右归饮组主要在骨形成方面占优势，且右归饮

并不能很好的抑制骨吸收，表明右归饮主要是通过

骨形成途径来增加骨密度，与之前的研究一致[21]。

此外，文献表明[22]，盐酸雷洛昔芬组通过抑制骨吸

收的途径治疗骨质疏松症，与本研究结果一致。然

而，本研究结果显示，联合给药组增加骨密度的方

式主要通过骨形成途径，在抑制骨吸收上并没有什

么效果。

骨髓间充质干细胞体外培养、在适当诱导条件

下，可以分化为成骨细胞，有很强的成骨能力，常

作为研究骨组织的种子细胞[23]。本研究于给药 7周
的小鼠分离并培养间充质干细胞，测定各组细胞的

增殖及分化能力。ALP 从不成熟的成骨细胞中分

泌，是成骨细胞的标志酶之一，主要作用是水解有

机磷酸酶，被认为是成骨早期分化的标志[24-26]。结

果显示，右归饮组的细胞有所增长，但是和其他给

药组比较增长缓慢，ALP表达量最高，表明右归饮

通过提高细胞的分化促进骨形成。此外，联合给药

组的细胞增长速度最快，且在细胞分化方面也有一

定的促进作用，表明联合给药组从细胞的增殖和分

化两方面促进骨形成。

本次实验在右归饮和盐酸雷洛昔芬均在临床上

发挥显著效果的基础上，以两者联合给药观察对骨

质疏松小鼠的治疗作用并进一步探讨其作用机制，

以了解其作用途径。结果显示，联合给药可以增加

去势小鼠骨密度，提高血清中 P1NP 水平，并促进

骨髓间充质干细胞的增殖和成骨细胞的分化。在给

药时间相同的前提下，右归饮和盐酸雷洛昔芬联合

给药比单独给药更有效地抑制小鼠骨丢失，通过促

进细胞的增殖和分化提高骨形成能力，从而达到增

加骨密度、治疗骨质疏松的效果，其具体分子机制。

仍需进一步深入研究。
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