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骨痿愈方通过调节OPG/RANKL治疗绝经后骨质疏松
的动物实验及机制研究
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【摘 要】目的 通过动物实验探究骨痿愈方治疗绝经后骨质疏松的有效性及其作用机制。方法 将40只12周龄 无特定病原体（specific-

pathogen Free ，SPF）级雌性 SD大鼠随机分为假手术组（Sham）、模型组（OVX）、对照组（AS）、骨痿愈方组（GWY）。构建去卵巢骨质疏松症模

型，骨痿愈方组予以骨痿愈方浓缩液灌胃；对照组予以阿仑膦酸钠灌胃；假手术组和模型组予以生理盐水灌胃。8周后处死动物，检测各组血

清中钙、磷及骨源性碱性磷酸酶（bone alkaline phosphatase，BALP）、OPG、RANKL含量；Micro-CT检测各组L3椎体以评估骨密度变化。 结果

①血清检测：4组中Ca、P、BALP、OPG、RANKL 及OPG/RANKL差异均具有统计学意义（P < 0.05）。与 Sham组比较，OVX 组、AS组和GWY组

Ca、P、BALP降低（P < 0.05），OVX组OPG降低（P < 0.05），RANKL升高（P < 0.05），OPG/RANKL降低（P < 0.05）；与OVX组比较，AS组和GWY组

Ca、P、BALP增加（P < 0.05），AS组和GWY组OPG升高（P < 0.05），RANKL降低（P < 0.05），OPG/RANKL升高（P < 0.05）；②骨密度：各组BMD、

BV/TV、Tb.Th、Tb.N、Tb.Sp差异均具有统计学意义（P < 0.05）。与 Sham组相比，AS组、GWY组腰椎BMD、BV/TV、Tb.Th、Tb.N显著降低（P <
0.05），Tb.Sp提高（P < 0.05）。与OVX组相比较，GWY组、AS组腰椎BMD、BV/TV、Tb.Th、Tb.N增加（P < 0.05），Tb.Sp下降（P < 0.05）。 结论 骨

痿愈方可通过调控OPG/RANKL信号通路治疗绝经后骨质疏松。
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Animal experiment and mechanism study of Guweiyu decoction for treating
postmenopausal osteoporosis by regulating OPG/RANKL pathway
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【Abstract】Objective To investigate the effectiveness and mechanism of Guweiyu decoction in treating postmenopausal osteopo⁃
rosis through animal experiments. Methods The 12-week-old female SD rats with specific pathogen-free（SPF）status were randomly
divided into the sham operation group，model group，control group，and Guweiyu decoction group. A osteoporosis model was constructed，
and the Guweiyu decoction group was given a concatenated Guweiyu decoction gavage；the control group was given sodium alendronate
gavage；and the sham operation group and model group were given physiological saline gavage. After 8 weeks，the animals were sacri⁃
ficed，and the serum levels of calcium，phosphorus，and bone alkaline phosphatase（BALP）were measured in each group. Micro-CT
was used to evaluate the bone density changes in the L3 vertebrae of each group. Results ①Serum detection: There were significant sta⁃
tistical differences in the content of Ca，P，BALP，OPG，RANKL，and OPG/RANKL among the four groups（P < 0.05）. Compared with
the Sham group，the content of Ca，P，and BALP in the OVX group，AS group，and GWY group decreased（P < 0.05），and OPG content
in the OVX group decreased（P < 0.05），RANKL content increased（P < 0.05），and OPG/RANKL content decreased（P < 0.05）；com⁃
pared with the OVX group，the content of Ca，P，and BALP in the AS group and GWY group increased（P < 0.05），OPG content in the
AS group and GWY group increased（P < 0.05），RANKL content decreased（P < 0.05），and OPG/RANKL content increased（P <
0.05）. ②Bone density: The BMD，BV/TV，Tb.Th，Tb.N，and Tb.Sp of each group had significant statistical differences（P < 0.05）. Com⁃
pared with the Sham group，the lumbar BMD，BV/TV，Tb.Th，and Tb.N of the AS group and GWY group significantly decreased（P <
0.05），and Tb.Sp improved（P < 0.05）. Compared with the OVX group，the lumbar BMD，BV/TV，Tb.Th，and Tb.N of the GWY group
and AS group increased（P < 0.05），and Tb.Sp decreased（P < 0.05）. Conclusion Guweiyu decoction might be able to treat postmeno⁃
pausal osteoporosis by regulating OPG/RANKL signaling pathway.
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绝经后骨质疏松症[1]（postmenopausal osteoporosis，
PMOP）指绝经后妇女卵巢功能减弱，雌激素水平骤减，

导致破骨细胞功能增强，影响骨代谢及骨重建，最终引

起骨量流失、骨微结构/矿化不良、骨强度下降为特征

的骨骼代谢性疾病。随着经济发展PMOP的患病率仍

将持续上升，也将产生巨额的医疗费用。国际骨质疏

松基金会在2020年报告中指出，绝经后的美国女性中

54%存在骨量降低，30%确诊PMOP[2]。而我国流行病

学调查显示在 50岁以上女性中有超过一半患有

PMOP，到 2050年骨质疏松患者预计将达到 2.12亿[3]；
PMOP的发病与妇女绝经后卵巢功能减弱导致的雌激

素分泌水平骤降密切相关，加之生活习惯、环境等多种

因素的相互作用，直接或间接地影响了骨代谢，造成骨

量丢失，导致了骨质疏松症的发生发展[4]。
目前防治PMOP的原则是提升骨量、减缓骨丢失、

缓解临床症状、预防骨折等并发症的发生，通过适当补

充雌激素、钙剂和维生素、调整生活方式、改善饮食结

构、适当运动等治疗和干预方式抑制骨吸收，促进骨形

成。常用的有双磷酸盐、选择性雌激素受体调节剂，两

者均能提高骨密度（bone mineral density，BMD）、改善

骨细微结构[4-5]。但研究表明雌激素的长期应用可能

会导致子宫内膜癌及乳腺癌的发病率增高，美国食品

药品监督管理局已不推荐其作为PMOP的一线用药[6]。
双磷酸盐类药物能够特异性抑制骨吸收、减少骨流失、

增加BMD，但也会引起胃肠道及流感样症状。面对西

药防治骨质疏松存在副作用的现象，我国大多数学者

把研究重点放在中医药抗骨质疏松方面。骨痿愈方是

我科治疗 PMOP的经验方，在临床使用中取得了较好

的疗效。本方基于“肾主骨”理论，结合中老年妇女多

虚多瘀的体质特点，在六味地黄丸的基础上，增加了补

益肝肾、活血行气、化瘀通络等临床经验用药，使全方

具有补益肝肾、填髓壮骨、活络止痛的功效。

临床研究[7]表明骨痿愈方联合用碳酸钙D3片及阿

仑膦酸钠联合骨痿愈方的中西医结合治疗更有助于改

善 PMOP患者的症状体征、增强骨密度，且安全性良

好，但其具体的作用机制尚不明确。本研究以去卵巢

骨质疏松症模型大鼠为研究对象，通过检测大鼠骨密

度和骨微结构形态变化，血清钙、磷、骨碱性磷酸酶、

OPG、RANKL的水平变化，从OPG/RANKL信号通路探

讨骨痿愈方对PMOP的治疗效果。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 40只雌性12周龄无特殊病原体级SD
大鼠，体重（200 ± 20）g，购于西南医科大学动物实验中

心，动物许可证号[SYXK（川）2018 - 065]；饲养在西南

医科大学中西医结合学院动物研究中心，湿度 40% ~

60%，室温 20℃ ~ 25 ℃，自由饮食（SPF级大鼠维持饲

料，购买自西南医科大学动物实验中心）。本研究通过

西 南 医 科 大 学 动 物 伦 理 委 员 会 批 准（编 号 ：

SWMU20210031）。
1.1.2 实验药物 中药方剂采用骨痿愈方，药材由西南

医科大学附属中医医院中药房提供。骨痿愈方配方

为：熟地黄、淫羊藿、山萸肉、肉苁蓉、山药各10 g，盐杜

仲、烫骨碎补、烫狗脊各8 g，醋龟甲、茯苓、盐泽泻、酒川

芎、牡丹皮各6 g，鸡血藤8 g，鹿衔草10 g，炒莱菔子5 g，
川牛膝8 g。对照组药物采用阿仑膦酸钠片（主要成分

为阿仑膦酸钠，化学名称为二膦酸单钠盐三水合物，上

海信谊延安药业有限公司，国药准字H20010619）。
1.1.3 试剂与仪器 大鼠BALP、OPG、RANKL ELISA试

剂盒（无锡市东林科技发展有限责任公司，中国），血清

Ca、P 检测试剂盒（信裕生物，中国）；Micro- CT
（SIEMENS，德国），高速冷冻离心机（蜀科，中国），Syn⁃
ergy2 酶标仪（宝特，美国），Mini-PROTEAN®Tetra电
泳仪（Biorad，美国）。

1.2 模型制备与给药

1.2.1 分组与模型制备 将40只SPF级雌性SD大鼠随

机分为假手术组（sham operation group，Sham）、模型组

（ovariectomy，OVX）、骨痿愈方组（guweiyu decoction，
GWY）和对照组即阿伦膦酸钠组（alenophosphate，AS），

每组 10只。分笼饲养，5只/笼，常规进食进水，适应性

喂养一周。去卵巢大鼠模型[8]制备方法：大鼠禁饮禁食

24 h后麻醉，俯卧位，备皮后消毒，沿背部后正中线作

纵向切口，长约1.0 ~ 1.5 cm，摘除双侧卵巢。假手术组

开腹后只切卵巢附近白色脂肪组织。术后予青霉素

（20 × 104 IU/kg）腹腔注射3 d以防感染，常规饲养8周。

1.2.2 给药方法 每付骨痿愈方采用传统方法煎煮两

次后浓缩成 50 mL保存，每片阿仑膦酸钠加生理盐水

制成50 mL混悬液备用。骨痿愈方浓缩煎剂和阿仑膦

酸钠的大鼠用量按照Meeh-Rubner氏公式，根据人与

大鼠体表面积进行换算，等效剂量为 0.103 付（片）/
kgd-1，则根据制备液浓度得到，造模8周后骨痿愈方组

和阿仑膦酸钠组的灌胃量为0.5 mL/（100 g·d-1）；Sham
组与 OVX组予以生理盐水灌胃，灌胃量为 0.5 mL/
（100 g·d-1）。连续灌胃8周，期间常规饲养，自由饮食。

1.3 检测指标与方法

1.3.1 钙磷离子、BALP 及 OPG 、RANKL 的检测 将

收集到的抗凝血清送到西南医科大学附属中医医院检

验科，血清Ca、P浓度检测采用Beckmancoulterau 5800
自动生化仪；血清 BALP、OPG、RANK浓度使用 Syn⁃
ergy2多功能酶标仪进行ELISA检测，取450 nm波长处

的OD值，计算浓度。

1.3.2 L3 椎体 BMD 检测及骨微结构检测 在Micro-
CT扫描仪校准后，将L3椎体沿长轴固定，设置曝光时
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间200 ms，分辨率为9 μm，扫描方向为L3椎体长轴，扫

描得到HDR格式图像，通过配套软件 Inveon Research
WorkplASe进行处理，选取L3椎体中部 50层图像的区

域为松质骨感兴趣区域进行分析处理，相关参数包括

BMD、骨体积分数（bone volume per tissue volume，BV/
TV）、骨小梁厚度（trabecular thickness，Tb.Th）、骨小梁

数量（trabecular number，Tb.N）和骨小梁分离度（tra⁃
becular separation，Tb.Sp）。
1.3 统计学方法

采用GraphPad Prism 9软件进行统计学分析和作

图。计量资料以均数 ±标准差（x̄ ± s）表示，对所有连

续变量进行正态性检验，采用单因素方差分析（One-
way ANOVA）进行四组间差异分析，事后组间两两比较

采用Tukey检验。以P < 0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠血清中钙磷离子及BALP的含量

干预 8周后，对各组大鼠血清Ca、P、BALP含量进

行统计分析，结果如图 1及表 1所示：四组大鼠血清中

Ca、P、BALP含量间差异均具有统计学意义（P < 0.05）。

进一步采用两两分析，结果显示：OVX 组、AS组和

GWY组血清Ca、P、BALP含量与 Sham组相比，均明显

降低（P < 0.05）；AS组和GWY组血清Ca、P、BALP含量

较OVX组明显增加（P < 0.05），但AS组与GWY组组间

差异无统计学意义（P > 0.05）。
表1 各组大鼠血清Ca、P、BALP的含量（n = 10）

Table 1 Content of Ca，P，and BALP in the serum of rats in each group
（n = 10）

组别

Sham 组

OVX 组

AS 组

GWY 组

F

P

Ca（mmol/L）

2.49 ± 0.07

2.06 ± 0.10a

2.25 ± 0.07ab

2.26 ± 0.05ab

50.22

< 0.0001

P（mmol/L）

2.59 ± 0.04

2. 12 ± 0.04a

2.29 ± 0.05ab

2.25 ± 0.07ab

119.5

< 0.0001

BALP（U/L）

57. 15 ± 5.79

36.39 ± 7.37a

52. 13 ± 5.25b

50.30 ± 5.33b

21.95

< 0.0001

注：a表示与Sham组相比，P < 0.05；b表示与OVX组相比，P < 0.05。

图1 各组大鼠血清Ca、P、BALP的含量
Figure 1 Content of Ca，P，and BALP in the serum of rats in each group

注：#表示与Sham组相比，P < 0.05；##表示与OVX组相比，P < 0.05。

2.2 各组血清OPG 、RANKL含量

干预 8周后，对各组大鼠血清OPG 、RANKL含量

进行统计分析，结果如图 2、表 2所示，各组血清OPG、
RANKL含量及OPG/RANKL间的差异均具有统计学意

义（P < 0.05）。进一步经两两分析结果显示，与 Sham
组比较，OVX组血清 OPG含量显著降低（P < 0.05），

RANKL含量显著升高（P < 0.05），OPG/RANKL含量显

著降低（P < 0.05）；与 OVX组比较，AS组和 GWY组

OPG含量显著升高（P < 0.05），RANKL含量显著降低

（P < 0.05），OPG/RANKL含量显著升高（P < 0.05）。
2.3 各组大鼠BMD检测及腰椎骨微结构情况

干预 8周后，对各组大鼠BMD、BV/TV、Tb.Th、Tb.
N、Tb.Sp进行统计分析，结果如表 3、图 3所示，各组

BMD、BV/TV、Tb.Th、Tb.N、Tb.Sp差异均具有统计学意

义（P < 0.05）。进一步经两两分析结果显示，与 Sham
组相比，AS组、GWY组腰椎BMD、BV/TV、Tb.Th、Tb.N
显著降低（P < 0.05），Tb.Sp提高（P < 0.05）。与OVX组

相比较，GWY组、AS组腰椎BMD、BV/TV、Tb.Th、Tb.N
增加（P < 0.05），Tb.Sp下降（P < 0.05）。

表2 各组大鼠血清OPG、RANKL 含量及其比值（n = 10）
Table 2 Contents and ratios of OPG and RANKL in serum of rats in dif⁃

ferent groups（n = 10）
组别

Sham组

OVX组

AS组

GWY组

F

P

OPG（ng/L）

502.61 ± 26.07

416.52 ± 24.76a

489.35 ± 28.55b

481.35 ± 25.62b

14.92

< 0.0001

RANKL（pmol/L）

98.02 ± 5.58

120.88 ± 7.04a

106.97 ± 7.52ab

103.93 ± 8.94b

17.30

< 0.0001

OPG/RANKL

5.13 ± 0.10

3.45 ± 0.26a

4.56 ± 0.28ab

4.64 ± 0.25ab

89.50

< 0.0001

注：a 表示与 Sham 组相比，P < 0.05；b 表示与 OVX 组相比，

P < 0.05。

3 讨论

本研究结果显示，骨痿愈方改善了去卵巢大鼠血

清Ca、P、BALP含量，提高了腰椎骨密度、改善骨微结

构形态，增强成骨细胞活性以促进骨形成，同时可提高

OPG表达、降低RANKL表达，上调OPG/RANKL因子的

比例，通过激活OPG/RANK/RANKL信号通路以抑制骨

吸收，促进骨形成，重塑骨代谢平衡而改善骨质疏松。

A B C
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图2 各组大鼠血清 OPG、RANKL 含量及其比值
Figure 2 Contents and ratios of OPG and RANKL in serum of rats in different groups

注：#表示与Sham组相比，P < 0.05；##表示与OVX组相比，P < 0.05。

表3 各组大鼠腰椎骨密度及骨微结构参数比较（n = 10）
Table 3 Comparison of lumbar bone density and bone microstructure parameters of rats in different groups（n = 10）

组别

Sham组

OVX组

AS组

GWY组

F

P

BMD（g/cm2）

0.44 ± 0.03

0.20 ± 0.02a

0.30 ± 0.01ab

0.29 ± 0.01ab

198.8

< 0.0001

BV/TV（%）

45.95 ± 2.90

22.82 ± 2.02a

31.39 ± 2.07ab

29.25 ± 2.64ab

161.0

< 0.0001

Tb.Th（μm）

57.28 ± 4.54

40.01 ± 3.15a

49.11 ± 3.14ab

47.58 ± 3.23ab

39.37

< 0.0001

Tb.N（1/mm）

5.21 ± 0.37

2.79 ± 0.25a

4.48 ± 0.29ab

4.25 ± 0.23ab

122.2

< 0.0001

Tb.Sp（μm）

172.49 ± 19.11

307.65 ± 22.22a

248.01 ± 22.37ab

260.06 ± 21.79ab

68.31

< 0.0001

注：a表示与Sham组相比，P < 0.05；b表示与OVX组相比，P < 0.05。

图3 各组大鼠腰椎Micro-CT检测结果
Figure 3 Micro-CT examination results of lumbar spine in rats from different groups

注：#表示与Sham组相比，P < 0.05；##表示与OVX组相比，P < 0.05。

安洪[9]曾发表专家述评表示骨质疏松的药物治疗必须

个体化，并采取推荐的健康生活方式。肾虚血瘀是

PMOP的主要病因病机，肾精亏虚，骨髓化生无源致骨

枯髓减，必然导致骨痿的发生；而中老年妇女形体、气

血渐衰，血行不畅，易致瘀血留滞经脉，进而加重骨痿

的发展。骨痿愈方在六味地黄丸的基础上，增加了补

益肝肾、活血行气、化瘀通络等临床经验用药，共奏补

益肝肾、填髓壮骨、活络止痛之功，此与 PMOP的中医

病因病机要点巧妙相符。现代研究也证实了单味中

药、中药复方及与常规西药联合应用可协同性地提高

PMOP患者的骨密度、改善临床症状[10]。
临床研究发现，骨碎补总黄酮能够通过提高骨密

度和改善骨结构等方式来治疗卵巢切除所致的骨质疏

松[11-12]，六味地黄丸经数百年医家临床应用，疗效确

切，是治疗肾虚型骨痿的代表方药[13]。同时研究证实

六味地黄丸可通过多成分、多靶点、多通路调节骨代

谢、细胞增殖分化、炎症反应等以防治骨质疏松[14-15]；
秧荣昆等[16]研究表明，杜仲能通过补肾改善去卵巢大

鼠的钙磷代谢，以及激活OPG/RANK/RANKL通路而改

善骨代谢、调节骨重建，从而防治PMOP；淫羊藿苷可通
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过改善雌激素功能障碍、调节OPG/RANK/RANKL信号

通路促进成骨细胞生长、改善骨代谢、重塑平衡而治疗

PMOP[17-18]；川芎提取物可促进类成骨细胞UMR106分
化与增殖，促进骨形成，防止骨丢失[19]；肉苁蓉苷A可

通过影响Wnt/β-catenin信号通路调控成骨细胞自噬

促进分化与矿化，促进骨形成而发挥抗骨质疏松的作

用[20]；龟甲可通过抑制 NF-κB通路及激活 Wnt/β-
Catenin信号通路发挥抗炎、促进成骨分化而抗骨质疏

松[21-22]。王丹等[23]基于数据挖掘研究中药治疗股骨头

坏死和骨质疏松“异病同治”的用药规律与机理，结果

表明股骨头坏死和骨质疏松的临床治疗中都常应用补

虚药和活血化瘀药，骨质疏松则会应用熟地黄、黄芪和

山药以益气养阴。

骨保护素（OPG）作为一种可溶性糖蛋白，在成骨

细胞、骨髓基质细胞等细胞膜上高表达，可抑制破骨细

胞分化、增殖及吸收活性[24-25]。鲁林等[26]研究结果表

明，骨碎补总黄酮对去卵巢骨质疏松大鼠股骨组织中

OPG和BMP-2表达的影响显著升高。RANK是存在于

破骨前体细胞、破骨细胞细胞膜上的一种 I型跨膜蛋

白，也是目前已知的RANKL唯一受体；RANKL则是一

种存在于成骨细胞、骨膜细胞及淋巴细胞膜上的Ⅱ型

跨膜蛋白，RANKL与RANK因子结合，可直接促进破

骨细胞的增殖与分化，增强骨吸收活性[27]。作为

RANKL的天然抑制剂，OPG更易与RANK结合[28]，有效

减弱RANKL和RANK的相互作用，进而抑制破骨细胞

的增殖与分化，促进破骨细胞的凋亡，抑制骨吸收[29]。
因此，当增高OPG水平或上调OPG/RANKL信号因子

的比例，可抑制破骨细胞的分化成熟及增殖，降低破骨

细胞吸收活性，使骨形成大于骨吸收，骨代谢呈正平

衡；反之，骨吸收大于骨形成，骨代谢处于负平衡，骨质

疏松加重。所以，OPG/RANK/RANKL信号通路在维持

人体的骨代谢平衡中发挥了极其重要的作用，治疗骨

质疏松的关键在于有效恢复OPG/RANK/RANKL信号

通路调控因子的正常表达。

4 结论

本研究通过动物实验证实骨痿愈方能通过调控

OPG/RANKL信号通路治疗绝经后骨质疏松，为骨痿愈

方的临床应用及推广提供了有价值的实验依据。
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