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补肾化痰方对去势骨质疏松模型大鼠 Th17/Treg

平衡机制的影响
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［摘要］ 目的：研究补肾化痰方在防治绝经后骨质疏松症中对免疫 T 细胞亚群辅助性 T 细胞 17（Th17）/调节性 T 细胞

（Treg）平衡的影响。方法：6 月龄 SD 雌性大鼠 60 只，按随机数字表分为假手术组，模型组，戊酸雌二醇组（0.184 mg·kg-1），补肾

化痰方低、中、高剂量组（4.7，9.4，18.8 g·kg-1），除假手术组外，其他组均采用手术切除卵巢，制作绝经后骨质疏松症模型。术后

1 周灌胃给药，模型组和假手术组以等体积的生理盐水灌胃，1 次/d，灌胃 12 周后取材。运用微计算机断层扫描技术（Micro

CT）检测大鼠骨量及骨微结构；采用酶联免疫吸附测定（ELISA）检测血清中叉头框蛋白 p3（Foxp3），维甲酸相关核孤受体 γt

（RORγt）含量；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测骨组织中 Foxp3，RORγt mRNA 表达，蛋白免疫印迹法

（Western blot）检测骨组织中 Foxp3，RORγt蛋白表达量；运用流式细胞抗原检测，分析并比较各组 Th17，Treg 细胞的数量。结

果：与假手术组比较，模型组大鼠骨量降低、骨小梁显著减少（P<0.01）；骨微结构破坏，血清中 Foxp3 浓度显著降低，RORγt 浓

度显著升高（P<0.01），骨组织中 Foxp3 mRNA 及蛋白表达降低，RORγt mRNA 及蛋白表达显著升高（P<0.01），骨组织中 Treg 细

胞数量减少（P<0.01），Th17 细胞数量增加，且 Th17/Treg 值显著升高（P<0.01）；与模型组比较，各给药组骨量明显增加（P<0.05，

P<0.01），血清中 Foxp3 浓度升高，RORγt 浓度显著降低（P<0.01），骨组织中 Foxp3 mRNA 及蛋白表达明显升高（P<0.05，P<

0.01），但低剂量组 mRNA 差异无统计学意义，RORγt mRNA 及蛋白表达明显降低（P<0.05，P<0.01），骨组织中 Treg 细胞数明显

升高，Th17 细胞数量明显降低（P<0.05，P<0.01），且 Th17/Treg 显著降低（P<0.01）。结论：补肾化痰方可以提高去卵巢大鼠骨

量，改善骨微结构，并使骨组织中 Treg 细胞数量增加而 Th17 细胞数量减少。进而推论补肾化痰方可能通过调节 Th17/Treg 平

衡，而发挥防治绝经后骨质疏松症的作用。
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［Abstract］ Objective：To study the effect of Bushen Huatan prescription on helper T cell 17（Th17）/T

regulatory cells（Treg）balance of immune T cell subsets in the prevention and treatment of postmenopausal

osteoporosis. Method： Sixty 6-month-old female SD rats were randomly divided into sham operation group，

model group，estradiol valerate group（0.184 mg·kg-1）and Bushen Huatan prescription low，medium and high

groups（4.7，9.4，18.8 g·kg-1）according to the random number table. All the groups except the sham operation

group received ovariectomy to make postmenopausal osteoporosis model. Intragastric administration was started

1 week after operation，and the rats in model group and sham operation group received equal volume of normal

saline，once a day for 12 weeks. Microcomputed tomography（Micro CT）was then used to detect bone mass and

microstructure of rats，the contents of Forkhead box protein（Foxp3）and retinoic acid related nuclear orphan

receptor（RORγt） in serum were detected by enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）， the mRNA

expression levels of Foxp3 and RORγt in bone tissues were detected by Real-time fluorescence quantitative

polymerase chain reaction（Real-time PCR）and Western blot was used to detect the protein expression of Foxp3

and RORγt in bone tissues，the number of Th17 and Treg cells in each group was analyzed and compared by

flow cytometry. Result：Compared with the sham operation group，the bone mass and trabeculae of the model

group decreased（P<0.01）， the bone microstructure was destroyed， the concentration of Foxp3 in serum

decreased，the concentration of RORγt increased（P<0.01），the mRNA and protein expression levels of Foxp3

in bone tissues decreased，RORγt increased，the number of Treg cells in bone tissues decreased，number of

Th17 cells increased（P<0.01），and Th17/Treg ratio increased（P<0.01）in model group. Compared with the

model group，the bone mass in each treatment group increased（P<0.05，P<0.01），Foxp3 concentration in

serum increased，RORγt concentration decreased（P<0.01），the mRNA and protein expression levels of Foxp3

in bone tissues increased significantly（P<0.05，P<0.01），but no statistical difference was shown in mRNA

expression between low dose group and the model group. In addition，the mRNA and protein expression of

RORγt decreased（P<0.05，P<0.01），number of Treg cells increased，number of Th17 cells decreased（P<0.05，

P<0.01）， and Th17/Treg ratio decreased in treatment groups（P<0.01）. Conclusion： Bushen Huatan

prescription can increase bone mass，improve bone microstructure，increase the number of Treg cells and

decrease the number of Th17 cells in ovariectomized rats. It is concluded that Bushen Huatan prescription may

play a role in preventing and treating postmenopausal osteoporosis by regulating Th17/Treg balance.

［Key words］ postmenopausal osteoporosis；Bushen Huatan prescription； osteoimmunology； helper T

cell 17（Th17）/T regulatory cells（Treg）；microcomputed tomography（Micro CT）

绝经后骨质疏松症（PMOP），属于 I型原发性骨

质疏松症。PMOP 是绝经后女性骨量减少、骨微结

构破坏及骨脆性增加的一种代谢性骨骼疾病。现

认为雌激素衰退为主要原因，当雌激素下降时对破

骨细胞（OC）的抑制作用减弱，OC 的数量增加、寿命

延长，进而骨吸收功能增强，骨重建的活跃和失衡

致使小梁骨变细或断裂，皮质骨孔隙度增加导致骨

强度下降［1］。女性绝经后 5~10 年骨量流失严重，最

易发生 PMOP。随着我国人口老年化进程不断加

剧，骨质疏松患病率日益增高，我国 50 岁以上女性

人群骨质疏松症患病率为 32.1%，65 岁以上女性人

群骨质疏松症患病率达 51.6%［2］。免疫系统通过分

泌炎症因子和相关配体来调节骨细胞，进而影响骨

形成和骨吸收［3］，T 细胞在骨重建的调控中起着关

键作用［4］，研究表明增龄和雌激素缺乏使免疫系统

持续低度活化，处于促炎性反应状态，炎性反应介

质肿瘤坏死因子 -α（TNF-α），白细胞介素 -1（IL-1），
IL-6，IL-17 等 均 诱 导 巨 噬 细 胞 集 落 刺 激 因 子

（M-CSF）和 核 转 录 因 子 - κB 受 体 活 化 体 配 体

（RANKL）的表达，刺激破骨细胞并抑制成骨细胞造

成骨量减少［1］。致炎因子 IL-6 可调节 Th17 细胞极

化，导致先天免疫所致的骨丢失［5］。湖北中医名师

向楠教授团队，长期致力于绝经后骨质疏松症的基

础研究［6-11］，提出了“补肾化痰”的治疗思想。前期

研究发现去势模型大鼠骨组织 TNF-α与 IL-6 水平

升高，而补肾化痰方有效降低 TNF-α与 IL-6 水平，

起到防止 PMOP 作用［11］。基于此，本课题组进一步

研 究 补 肾 化 痰 方 对 T 细 胞 亚 群 辅 助 性 T 细 胞
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（Th17）/调节性 T 细胞（Treg）平衡的影响，探讨其治

疗机制，为下一步研究奠定基础。

1 材料

1.1 动物 SPF 级 6 月龄雌性 SD 大鼠 60 只，体质

量（270±30）g，购于三峡大学，许可证号 SYXK（鄂）
2017-0012。饲养于湖北中医药大学动物实验中心，

随机分为 6 组，每笼 10 只，喂食普通颗粒饲料，室温

（20±2）℃，自然光照，保持良好通风，常规进水进

食。实验由湖北中医药大学实验动物伦理审查委

员会审查通过。

1.2 药物与试剂 补肾化痰方：菟丝子 30 g（山东，

批 号 181102501），淫 羊 藿 10 g（ 四 川 ，批 号

181005871），补骨脂 15 g（四川，批号 180805841），
全瓜蒌 15 g（浙江，批号 180903661），红曲 12 g（福

建 ，批 号 180903773），净 山 楂 20 g（山 东 ，批 号

181000111）；生药采购于湖北省中医院药房，执行标

准为 2015 年版《中华人民共和国药典》，由湖北省中

医院周亚娜副教授鉴定均为正品。经水煮浓缩成

相当于含有 0.94 g·mL-1 的原中药材药液，4 ℃冰箱

保存备用。戊酸雌二醇（拜耳医药保健有限公司广

州分公司，批号 374A），将药片研碎用纯净水配置成

质量浓度为 0.018 4 g·L-1 的混悬液。 trizol（北京艾

德莱生物科技有限公司，批号 252250AX）；HiScript

Reverse Transcriptase （RNase H） ， 50×ROX

Reference Dye 2，SYBR Green Master Mix（南京诺

唯赞生物科技有限公司，批号分别为 R101-01/02，

Q111-02，Q111-02）；Taq Plus DNA Polymerase（北京

天根生化科技有限公司，批号 ET105-01）；RIPA 裂

解 液（ 上 海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号

P0013B）；小鼠单抗 β-肌动蛋白（β-actin），辣根过氧

化物酶（HRP）标记羊抗小鼠二抗，HRP 标记羊抗兔

二抗（武汉博士德生物工程有限公司，批号分别为

BM0627，BA1051，BA1054）；兔多克隆抗体叉头框

蛋白 p3（Foxp3）（武汉三鹰生物技术有限公司，批号

22228-1-ap）；兔多克隆抗体维甲酸相关核孤受体 γt

（RORγt，北京博奥森生物技术有限公司，批号 Bs-

23109）；ECL 底物液（北京普利莱基因技术有限公

司，批号 P1050）；CD4-异硫氰酸荧光素（FITC），
CD25-别藻青蛋白（APC），Foxp3-藻红蛋白（PE），
IL-17A-PE（美 国 eBioscience 公 司 ，批 号 分 别 为

4277359，4300566，4307350，4306419）；Foxp3，

RORγ酶联免疫吸附测定（ELISA）法检测试剂盒

（武 汉 云 克 隆 科 技 股 份 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

SEB877Ra，SED949Ra）。

1.3 仪器 Ⅸ 51 型倒置显微镜（日本 Olympus 公

司）；5702R 型低速离心机（德国 Eppendorf 公司）；
CytoFLEX 型 流 式 细 胞 仪（美 国 Beckman 公 司）；
ICV-450 型电热恒温培养箱（日本 Asone 公司）；
Multiskan MK3 型 全 自 动 酶 标 仪（ 美 国 Thermo

scientific 公司）；μ100 型 Micro CT（瑞士 Scanco 公

司）；QuantStudio 6 型实时荧光定量聚合酶链式反应

（Real-time PCR）仪（美国 ABI 公司）；DYY-7C 型电

泳仪，DYCZ-40 型转膜仪（北京六一仪器厂）。
2 方法

2.1 动物造模、分组及给药 常规饲养 7 d 后，按随

机数字表分为假手术组（Sham），模型组（OVX），戊
酸雌二醇组（EV），补肾化痰高剂量组（BH），补肾化

痰方中剂量组（BM），补肾化痰方低剂量组（BL），每
组 10 只。除假手术组外，其他各组行卵巢切除术造

模［12］。1% 戊巴比妥钠（0.03 g·kg-1 体质量）腹腔注

射麻醉，俯卧，用手术操作台固定。手术过程保持

无菌，在背侧正中两侧 1~2 cm 处行纵行切口，进入

腹腔找到卵巢（卵巢附着于白色脂肪组织），用 4 号

线结扎并摘除双侧卵巢，分层缝合收口。假手术组

不摘除卵巢，只切除卵巢周围等同重量的脂肪组

织 ，其 他 步 骤 一 致 。 术 后 肌 肉 注 射 青 霉 素

1.6 mL·kg-1（2×105 U·mL-1生理盐水），连续注射 3 d，

术后禁食不禁水 1 d。术后 1 周灌胃给药，参考《中

药药理研究方法学》，按人与大鼠体表面积换算系

数确定给药剂量［13］。补肾化痰方低、中、高剂量组

分别给（4.7，9.4，18.8 g·kg-1）中药药液，戊酸雌二醇

组给予 0.184 mg·kg-1 药液，模型组和假手术组以等

体积的生理盐水灌胃，每天 1 次，灌胃 12 周后取材。

2.2 指标检测

2.2.1 大鼠一般情况观察 麻醉术后大鼠在 2 h 左

右全部苏醒。3 d 后进食正常，活动渐正常，切口无

红肿、无裂开、无感染征象。1 周后，切口愈合。

2.2.2 样本采集 大鼠给药 12 周后，1% 戊巴比妥

钠行腹腔注射麻醉，采用无添加负压采血管进行腹

主动脉采血，3 000 r·min-1离心 20 min，取上层血清，

保存于-80 ℃备用。采集血样后颈部脱臼法处死大

鼠，分离股骨、胫骨和肱骨，清除肌肉组织与结缔组

织后称质量，生理盐水浸泡的纱布包裹肱骨，保存

于-80 ℃环境中用于骨密度检测；股骨、胫骨直接分

离骨髓细胞，用于流式检测。

2.2.3 微计算机断层扫描技术（Micro CT）检测大

鼠肱骨骨量、骨小梁及骨微结构 常温静置解冻股

骨标本，取肱骨组织固定在 Micro CT 载物台上，

··35



第 27 卷第 5 期
2021 年 3 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 27，No. 5

Mar. ，2021

以 360°扫描角度，14.8 μm 分辨率扫描肱骨端获取

连续平面图像。扫描完成后 ，选取生长板远端

1.0 mm，层厚 2.0 mm 的骨组织为松质骨感兴趣区域

进行三维重组，提取图像信息。获取重组图像后，

使用 Micro CT 分析软件进行定量分析，检测参数包

括骨密度（BMD），骨矿物含量（BMC），组织矿物质

密 度（TMD），组 织 矿 物 含 量（TMC），连 接 密 度

（Conn.D.），骨体积分数（BV/TV），骨小梁数量（Tb.

N），骨小梁厚度（Tb.Th），骨小梁分离度（Tb.Sp）等。

2.2.4 ELISA 检测大鼠血清中 Foxp3，RORγt 含量

常温解冻血清样本，按照 ELISA 试剂盒步骤检测

Foxp3，RORγt的含量。

2.2.5 Real-time PCR 检测大鼠骨组织中 Foxp3，

RORγt mRNA 表达 采用 trizol 法提取 RNA，将总

RNA 转录成 cDNA，反应条件为 25 ℃ 5 min，50 ℃

15 min，85 ℃ 5 min，4 ℃ 10 min。再将 cDNA 做

4 倍 稀 释 进 行 Real-time PCR 检 测 ，cDNA 4 μL，

100 μmol·L-1 的 上 游 引 物 与 下 游 引 物 各 0.4 μL，

SYBR Green/Master Mix 10 μL，H2O 5.2 μL，共

20 μL。 反 应 条 件 为 50 ℃ 2 min，95 ℃ 10 min，

95 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，40 个循环，绘制溶解曲线，最

终数据以 2-ΔΔCt 进行分析。引物由武汉巴菲尔生物

技术服务公司设计及提供，其引物序列及产物大小

见表 1。

2.2.6 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测大鼠骨

组织中 Foxp3，RORγt 蛋白表达 将骨组织研磨，加

入裂解液充分裂解，提取总蛋白，测定蛋白浓度。

电泳分离及电转移后，用含 5% 脱脂奶粉的 TBST

（封闭液）浸泡 PVDF 膜，室温摇床封闭 2 h。用封闭

液稀释相应的一抗（β -actin 1∶500，Foxp3 1∶1000，

RORγt 1∶500），将 PVDF 膜浸泡于一抗稀释液中，

4 ℃ 孵 育 过 夜 。 TBST 充 分 洗 涤 PVDF 膜 5 次 ，

5 min/次 。 用 TBST 稀 释 相 应 的 HRP 标 记 二 抗

（1∶5 万），使 PVDF 膜浸泡于二抗稀释液中，室温摇

床孵育 2 h。再次 TBST 充分洗涤 PVDF 膜 5 次，5

min/次。将 ECL 试剂中增强液与稳定的过氧化物

酶溶液按 1∶1 比例混匀后滴加于 PVDF 膜上，反应

数分钟待荧光带明显后，用滤纸吸去多余的底物

液，覆上保鲜膜，X 光胶片压片后依次放入显影液显

影、定影液定影，冲洗胶片。用 BandScan 分析胶片

灰度值。

2.2.7 流式细胞术检测骨组织中 Th17，Treg 细胞数

量 取分离后的股骨和胫骨骨髓细胞，计数后每组

接种 1×106个/孔于 24 孔板中，在细胞悬液中加入佛

波酯（50 μg·L-1），离子霉素（1 mg·L-1）和莫能菌素

（2 μmol·L-1），37 ℃ 5%CO2 培养箱中刺激培养 6 h；
收集每孔刺激后的细胞于流式小管中，2 000 r·min-1

离心 3 min 后以含 0.5% 牛血清白蛋白（BSA）的 PBS

重悬漂洗两遍；每管 100 μL 细胞悬液分别添加抗体

FITC-CD4，APC-CD25，4 ℃ 避 光 孵 育 30 min；
2 000 r·min-1离心 3 min，PBS 重悬漂洗 2 遍；每管加

入 2% 多 聚 甲 醛 0.5 mL，室 温 固 定 20 min；
5 000 r·min-1离心 15 min，弃上清，加含 0.1% 皂素的

PBS 1 mL，室温孵育 10 min；离心，弃上清，加入

PBS 100 μL 重 悬 ；每 管 分 别 加 入 PE-Foxp3 或

IL-17A，4 ℃避 光 孵 育 30 min；2 000 r·min-1 离 心

3 min 后以含 0.5% BSA 的 PBS 重悬漂洗 1 遍；最终

以 0.2 mL 含 0.5% BSA 的 PBS 重悬细胞后进行流式

细胞仪检测分析。

2.3 统计学方法 采用 SPSS 26.0统计分析，结果以

x̄ ± s 表示，经过校验，数据符合正态分布且方差齐。

多组间比较采用单因素方差分析，事后多重比较采用

LSD法，以 P<0.05表示差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 大鼠一般情况观察 术后 1 周，伤口基本愈

合，大鼠状态良好，毛发顺，无弓背，排便正常。灌

胃持续 12 周，常规进食进水。

3.2 对 OVX 大鼠肱骨骨量、骨小梁及骨微结构的

影响 与 Sham 组比较，OVX 组 BMD，TMD，BMC，

TMC，BV/TV，Tb. N，Tb. Th 显 著 降 低（P<0.01），

Conn.D.，Tb.Sp 显著升高（P<0.01）；与 OVX 组比较，

EV，BL，BM，BH 组中 BMD，TMD，BMC，TMC，BV/

TV，Tb. N，Tb. Th 升高（P<0.05，P<0.01），Conn. D.，

Tb.Sp 降低（P<0.05，P<0.01）。见表 2，3。从图 1，大

鼠显微结构可以清晰看出 OVX 模型组松质骨减少、

稀疏，各给药组组相应恢复。

3.3 对 OVX 大鼠血清中 Foxp3，RORγt 含量的影

响 与 Sham 比 较 ，OVX 组 Foxp3 浓 度 降 低（P<

表 1 PCR引物序列

Table 1 Primer sequences of PCR

引物

Foxp3

RORγt

β-actin

序列

上游 5'-GCACTTCTCCAGGACAGACC-3'

下游 5'-CTGGACACCCATTCCAGACT-3'

上游 5'-ACCAACCTCTTCTCACGGG -3'

下游 5'-CTTCCATTGCTCCTGCTTTC-3'

上游 5'-CACGATGGAGGGGCCGGACTCATC-3'

下游 5'-TAAAGACCTCTATGCCAACACAGT-3'

长度/bp

209

190

240
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0.01），RORγt 浓度增加（P<0.01）。与 OVX 组比较，

EV，BL，BM，BH 中 Foxp3 浓 度 增 加（P<0.01），

RORγt浓度降低（P<0.01）。见表 4。

3.4 对 OVX 大鼠骨组织中 Foxp3，RORγt mRNA

表达的影响 与 Sham 组比较，OVX 组中大鼠骨组

织 中 Foxp3 mRNA 表 达 降 低（P<0.01），RORγt

mRNA 表 达 升 高（P<0.01）；与 OVX 组 比 较 ，EV，

BM，BH 组 Foxp3 mRNA 表 达 升 高（P<0.05，P<

0.01），BL 组升高但差异无统计学意义，EV，BL，

BM，BH 组 中 RORγt mRNA 表 达 降 低（P<0.01）。
见表 5。

3.5 对 OVX 大鼠骨组织中 Foxp3，RORγt蛋白表达

的影响 与 Sham 组比较，OVX 组中大鼠骨组织中

Foxp3 蛋白表达降低（P<0.01），RORγt 蛋白表达升

高（P<0.01）；与 OVX 组比较，EV，BL，BM，BH 组

Foxp3 蛋白表达升高（P<0.01），RORγt 蛋白表达降

低（P<0.05，P<0.01）。见表 6，图 2。

3.6 对 OVX 大鼠骨组织 Th17，Treg 数量的影响

与 Sham 组比较，OVX 组中 CD4+CD25+Foxp3（Treg）
率降低（P<0.01），CD4+IL-17A（Th17）率升高，但差

异无统计学意义；Th17/Treg 升高（P<0.01）。与 OVX

组 比 较 ，EV，BL，BM，BH 组 中 CD4+CD25+Foxp3

（Treg）率升高（P<0.01）；CD4+IL-17A（Th17）率降低

（P<0.05），但 EV 组差异无统计学意义；Th17/Treg 降

低（P<0.01）。见表 7。

4 讨论

中医无“骨质疏松”病名记载，但依据其症状特

征有“骨痿”“骨痹”等相类似病名。中医学认为骨

与肾关系密切，“肾主骨生髓”［14］。绝经后女性“天

癸竭”，肾精气匮乏，化髓无源，骨髓不充，髓消骨

枯。故历代中医名家多以补肾为基本治法，随着医

学进步，又进一步提出“瘀血”等致病因素［15］，导师

向楠教授根据骨髓间充质干细胞成骨成脂分化特

点结合传统中医痰浊致病的思想，提出了“补肾化

痰”，进一步丰富了 PMOP 治疗思路。

“骨免疫学”一词由 Nature 杂志在 2000 年首次

提出，强调骨与免疫的相互作用［16-17］。传统观点认

为骨质疏松症是破骨细胞（OC）和成骨细胞（OB）之
间的骨重建失衡［18］。近年来研究指出，免疫系统对

骨系统具有调节作用，促进了骨免疫学跨学科领域

的出现［19-20］。免疫系统和骨骼系统共享相同的微环

境，免疫系统通过分泌炎症因子和相关配体来调节

骨细胞，进而影响骨形成和骨吸收［3，21］。

T 细胞是骨吸收的重要调节因子。在绝经后妇

女中，雌激素缺乏刺激 CD4+T 细胞失调，并诱导循

环中炎性细胞因子水平升高，如 TNF-α，INF-γ，

IL-17 等［22-23］。CD4+T 细胞激活后，发育成不同的 T

细胞（Th）亚群，辅助性 T 细胞（Th17）与调节性 T 细

表 2 补肾化痰方对 OVX大鼠肱骨骨量的影响（x̄± s，n=4）

Table 2 Effect of Bushen Huatan prescription on bone mass of humerus in OVX rats（x̄± s，n=4）

组别

Sham

OVX

EV

BL

BM

BH

剂量/g·kg-1

1.84×10-4

4.7

9.4

18.8

BMD/mg·HA·ccm-1

977.29±21.95

871.54±10.461)

918.33±7.963)

928.61±15.803)

939.85±9.843)

977.16±10.703)

TMD/mg·HA·ccm-1

343.94±30.45

192.86±24.141)

325.77±28.043)

294.32±21.823)

339.21±8.453)

321.30±29.263)

BMC/mg

5.42±1.30

2.12±0.191)

3.66±0.533)

3.08±0.302)

3.21±0.222)

3.27±0.402)

TMC/mg

3.75±0.54

1.67±0.141)

2.38±0.283)

2.14±0.162)

2.17±0.132)

2.22±0.352)

注：与 Sham 组比较 1)P<0.01；与 OVX 组比较 2)P<0.05，3)P<0.01（表 3~7 同）。

表 3 补肾化痰方对 OVX大鼠肱骨骨小梁的影响（x̄± s，n=4）

Table 3 Effect of Bushen Huatan prescription on trabeculae of humerus in OVX rats（x̄± s，n=4）

组别

Sham

OVX

EV

BL

BM

BH

剂量/g·kg-1

1.84×10-4

4.7

9.4

18.8

BV/TV/%

0.51±0.11

0.28±0.021)

0.55±0.113)

0.45±0.043)

0.54±0.023)

0.47±0.123)

Conn.D./mm-3

40.32±6.38

94.08±16.811)

77.68±7.492)

47.28±7.113)

54.69±6.913)

43.10±3.703)

Tb.N/mm-1

4.89±0.63

2.32±0.241)

4.11±0.763)

3.16±0.212)

3.87±0.213)

3.83±0.533)

Tb.Th/mm

0.10±0.01

0.08±0.011)

0.09±0.013)

0.09±0.013)

0.11±0.013)

0.11±0.013)

Tb.Sp/mm

0.20±0.06

0.65±0.111)

0.42±0.043)

0.46±0.063)

0.27±0.063)

0.28±0.073)
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胞（Treg）最具代表性。Th17（CD+IL-17）是在转录因

子 RORγt 调控下以分泌 IL-17 等促炎因子的致炎细

胞［24］；Treg（CD4+CD25+Foxp3+）能有效地抑制效应 T

细胞的功能［25］，通过分泌 IL-10 抑制炎症反应，起到

免 疫 负 性 调 节 功 能［26］，且 特 异 性 表 达 转 录 因 子

Foxp3，降低 RORγt 表达，从而抑制 Th17 细胞功能。

大量研究表明，IL-17 参与了破骨细胞（OC）的分化

和骨吸收，而转化生长因子 -β（TGF-β）在骨代谢机

A.Sham 组；B.OVX 组；C.EV 组；D.BL 组；E.BM 组；F.BH 组；a. 肱骨

整体；b.剖面；c.松质骨骨量

图 1 补肾化痰方对 OVX大鼠肱骨微结构的影响

Fig. 1 Effect of Bushen Huatan prescription on cancellous bone

of humerus in OVX rats

表 4 补肾化痰方对 OVX 大鼠血清 Foxp3，RORγt 浓度的影响

（x̄± s，n=4）

Table 4 Effect of Bushen Huatan prescription on expression of

Foxp3 and RORγt in serum of OVX rats（x̄± s，n=4）

组别

Sham

OVX

EV

BL

BM

BH

剂量/g·kg-1

1.84×10-4

4.7

9.4

18.8

Foxp3

12.02±0.56

5.62±0.491)

9.19±0.583)

7.27±0.703)

7.88±0.513)

9.88±0.613)

RORγt

0.89±0.10

2.41±0.131)

1.34±0.113)

1.70±0.103)

1.46±0.093)

1.19±0.073)

表 5 补肾化痰方对 OVX 大鼠骨组织 Foxp3，RORγt mRNA 表达

量的影响（x̄± s，n=4）

Table 5 Effect of Bushen Huatan prescription on texpression of

Foxp3 and RORγt mRNA in bone tissue of OVX rats（x̄± s，n=4）

组别

Sham

OVX

EV

BL

BM

BH

剂量/g·kg-1

1.84×10-4

4.7

9.4

18.8

Foxp3

1.00±0.14

0.38±0.061)

0.75±0.113)

0.49±0.06

0.62±0.082)

0.80±0.083)

RORγt

0.96±0.14

3.19±0.321)

2.04±0.173)

2.57±0.253)

2.04±0.193)

1.80±0.183)

表 6 补肾化痰方对 OVX大鼠骨组织 Foxp3，RORγt蛋白表达量的

影响（x̄± s，n=4）

Table 6 Effect of Bushen Huatan prescription on expression of

Foxp3 and RORγt protein in bone tissue of OVX rats（x̄± s，n=4）

组别

Sham

OVX

EV

BL

BM

BH

剂量/g·kg-1

1.84×10-4

4.7

9.4

18.8

Foxp3/β-actin

0.98±0.07

0.44±0.031)

0.82±0.033)

0.59±0.083)

0.74±0.043)

0.86±0.083)

RORγt/β-actin

0.33±0.04

0.86±0.141)

0.51±0.073)

0.69±0.112)

0.62±0.103)

0.47±0.083)

A.Sham 组；B.OVX 组；C.EV 组；D.BL 组；E.BM 组；F.BH 组

图 2 各组大鼠骨组织 Foxp3，RORγt蛋白表达电泳

Fig. 2 Electrophoresis of Foxp3 and RORγt protein expression

in bone tissue of each group rats

··38



第 27 卷第 5 期
2021 年 3 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 27，No. 5

Mar. ，2021

制中发挥了相反的作用，提示 Th17/Treg 在骨重建

具有潜在的作用［5］。雌激素缺乏对分泌 IL-17 的

Th17 细胞具有诱导分化作用［27］。推测雌激素缺乏

性骨丢失与免疫亚群 Th17/Treg 失衡可能有关，可

作为临床治疗的潜在靶点。

经过前期大量的基础研究发现补肾化痰方能

够防治 PMOP，能够提高雌激素水平，改善炎症状

态。本次研究，通过 Micro CT 扫描骨组织，OVX 组

骨量及骨小梁参数差异具有统计学意义，模型成功

制作，EV 组及补肾化痰方低中高组均能有效改善

骨量及骨小梁状态。Th17 细胞数量与其转录因子

RORγt表达在 OVX 组中均升高，Treg 细胞数量及其

转录因子 Foxp3 表达均降低，补肾化痰方低中高剂

量组均能降低 Th17，升高 Treg 表达，Th17/Treg 中趋

势一致。从实验结果看出，低中高剂量组具有一定

的效果递增趋势，高剂量组更效果明显。综合分

析，补肾化痰方可能通过调节免疫 T 细胞亚群 Th17/

Treg 的平衡，起到预防及治疗 PMOP。
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