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物中只含有少量含 2 个、3 个、4 个糖基的黄酮醇

苷，总含量仅为 3.44%左右，其他黄酮类成分均不

存在，说明聚酰胺树脂对于银杏来源的原花青素

分离纯化效果较好。 

银杏叶原花青素主要由儿茶素(分子量 290)、

表儿茶素(分子量 290)、没食子儿茶素(分子量 306)

和表没食子儿茶素(分子量 306)4 种单体组成[4]，

葡萄籽原花青素只有儿茶素和表儿茶素 2 种单体。

因此银杏叶原花青素的组成更为复杂，同一聚合

度的原花青素可能会存在多个不同分子量的组

成，因此用 NP-HPLC 分析发现[7]，银杏叶原花青

素每个聚合体有 2~3 个峰，而葡萄籽原花青素每

个聚合体均只有 1 个峰。 

本研究通过二次柱层析的方法，制备得到了

高纯度的银杏原花青素提取物，方法简单，重复

性好，所得的原花青素不但可以作为测定银杏叶

提取物及其制剂中原花青素含量的对照品，同时

其抗氧化活性较等剂量的葡萄籽原花青素更强。

但是该方法在制备过程中，由于要尽量去除黄酮

杂质，因此，在大孔树脂纯化步骤中损失了部分

原花青素。如何通过改进工艺，增加原花青素的

转移率，减少损失的同时，有效的去除黄酮杂质，

需要更深入的研究解决。 
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摘要：目的  通过检测 ERRα 特异抑制剂 XCT790 对壮骨止痛胶囊(Zhuanggu Zhitong Capsule，ZGZTC)抗骨质疏松作用的

影响，探讨 ZGZTC 抗骨质疏松作用机理。方法  70 只 8 月龄 SD 大鼠随机分为假手术组、模型组、XCT790 组、ZGZTC

组、XCT790 高剂量+ZGZTC 组、XCT790 中剂量+ZGZTC 组、XCT790 低剂量+ZGZTC 组，每组 10 只，切除卵巢后 1

周，XCT790 组每隔 3 d 皮下注射 XCT790 橄榄油溶液，非 XCT790 组皮下注射无菌橄榄油，ZGZTC 组每天灌胃给药 1

次，连续 12 周，最后一次给药后 1 h 腹腔注射水合氯醛麻醉，腹主动脉放血处死，取右股骨检测骨密度和骨生物力学，

左股骨 ELISA 检测 ERRα 蛋白水平，左胫骨 RT-PCR 检测 ERRα mRNA 的表达，右胫骨病理切片免疫组化染色检测 ERRα

蛋白水平。结果  XCT790 显著降低去卵巢大鼠骨密度和骨生物力学强度(P<0.05)，轻微降低骨组织 ERRα 表达水平。

ZGZTC 显著提高去卵巢大鼠骨密度和骨生物力学强度(P<0.05)，且该作用可被 XCT790 剂量依赖性降低。ZGZTC 能显著

增强去卵巢大鼠骨组织 ERRα 表达水平(P<0.05)，且这种促进作用可被 XCT790 明显降低。结论  ZGZTC 可通过调节雌

激素相关受体信号通路发挥抗骨质疏松作用。 

关键词：壮骨止痛胶囊；雌激素；雌激素相关受体；XCT790 
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Zhuanggu Zhitong Capsule Protect Against Postmenopausal Osteoporosis Induced by Ovariectomy Via 
Estrogen Recepor-Related Receptor in Rats 
 
LI Jinping1, LI Weijuan1, ZENG Ying2, ZHANG Wenjuan1, MO Xinming2(1.School of Pharmacy Science, Central 

South University, Changsha, 410013, China; 2.The First Affiliated Hospital of Hunan University of Traditional Chinese Medicine, 
Changsha 410007, China) 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To unveil the mechanism of Zhuanggu Zhitong Capsule (ZGZTC) protecting against 
postmenopausal osteoporosis induced by ovariectomy with XCT790 blocking estrogen receptor-related receptor. METHODS  
Seventy 8-month old Sprague Dawley female rats were randomly allocated into sham-operation group, model group, XCT790 
group, ZGZTC group, XCT790 high dose + ZGZTC group, XCT790 middle dose + ZGZTC group, XCT790 low dose + ZGZTC 
group, 10 rats in each group. The rats in sham-operation group were retained ovary with only removing some fat near ovary, 
those rats in other groups were performed bilateral ovariectomy. One week later, the rats in sham-operation group, model group 
and ZGZTC group were injected subcutaneously with olive oil every 3 days, other rats were injected subcutaneously with 
XCT790 dissolved in olive oil every 3 days. Rats in sham-operation group, model group, XCT790 group were administered with 
distilled water, those rats in other groups were administered ZGZTC with the same dosage for 12 weeks. Then all rats were 
anaesthetized intraperitoneally with injection of chloral hydrate and abdominal aortic exsanguinated. Right femurs were collected 
for bone mineral density and biomechanics detection, left femurs for ELISA of ERRα, left tibias for RT-PCR of ERRα, right tibias 
for immunohistochemical detection of ERRα. RESULTS  XCT790 significantly decreased bone mineral density and bone 
biomechanics (P<0.05) in ovariectomized rats, and decreased the expression of ERRα in bone tissue. ZGZTC could increase the 
bone mineral density and bone biomechanics (P<0.05) and the role could be decreased with a dose-dependent pattern by XCT790. 
ZGZTC significantly enhanced the expression of ERRα (P<0.05) in ovariectomized rats, and the promoting effect was 
significantly decreased by XCT790. CONCLUSION  ZGZTC plays the role of protecting against postmenopausal osteoporosis 
through regulating estrogen receptor-related receptor signaling pathway. 
KEY WORDS: Zhuanggu Zhitong Capsule; estrogen; estrogen receptor-related receptor; XCT790 

 

雌 激 素 相 关 受 体 (estrogen receptor-related 

receptor，ERR)与雌激素受体(estrogen receptor，

ER)同属于核转录因子，在骨组织核基因组上具有

相同 DNA 顺式作用元件，参与雌激素信号的调控

而对骨细胞功能活动进行调控[1]。壮骨止痛胶囊

(Zhuanggu Zhitong Capsule，ZGZTC)对绝经后骨质

疏松症具有良好治疗作用，提高雌激素和雌激素

受体水平是其重要作用机理之一[2-5]。前期研究表明

ZGZTC 显著升高去卵巢骨质疏松大鼠骨组织 ERRα

的表达，初步显示 ERRα 信号通路可能是 ZGZTC

的作用靶点。本次研究采用去卵巢绝经后骨质疏

松模型联合 ERRα特异拮抗剂 XCT790 阻断雌激素

相关受体信号途径，检测 ZGZTC 对绝经后骨质疏

松大鼠骨密度、骨生物力学指标及 ERRα基因和蛋

白表达的影响，进一步确认 ZGZTC 是否通过雌激

素相关受体信号通路发挥抗绝经后骨质疏松作用。 

1  材料与方法 

1.1  动物 

SPF 级 SD 大鼠，♀，70 只，8 月龄，体质量

为 280~310 g，购自湖南斯莱克景达实验动物有限

公司，动物质量合格证号：NO.43004700005517，

中南大学湘雅三医院动物实验中心屏蔽动物实验

设施许可证号：SYXK(湘)2013-0001。中南大学动

物实验伦理委员会批准号：2013-003。 

1.2  药物 

ZGZTC(四川美大康药业股份有限公司，批

号：Z20050118)；青霉素钠(哈药集团制药总厂，

批 号 ： A1301022417) 。 XCT790( 英 国 Tocris 

Bioscience，Bristol)，用橄榄油配制成相应浓度油

溶液。橄榄油(特级，苏格拉蒂，用 0.22 μm 无菌

滤膜过滤)。 

1.3  试剂 

TRIZOL 试剂(美国 Invitrogen 公司，批号：

28218)；Go Taq Green Master Mix(美国 Promega)；

PCR 引物由上海生物工程有限公司合成；大鼠

ERRα ELISA 检测试剂盒(美国 Cygnus，批号：

201412)；兔抗大鼠 ERRα 抗体(美国 Santa Crua 

Biotechnology，批号：201501)；山羊抗兔 IgG 抗

体 (北京中杉金桥生物技术有限公司，批号：

20150123)；HRP-链霉卵白素(北京中杉金桥生物技
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术有限公司，批号：20141227)；DAB 显色试剂盒

(北京中杉金桥生物技术有限公司，批号：

20150115)。 

1.4  仪器   

Gel Doc XR+型凝胶成像分析系统 (美国

Bio-Rad)；WD-9402A 型 PCR 扩增仪(北京六一仪

器 厂 ) ； GPS-9160MBE 型 核 酸 蛋 白 分 析 仪

(Eppendorf Biophotometer plus)；DYY-8c 型电泳仪

(北京六一仪器厂)，infinite 200 pro 型多功能酶标

仪 (Tecan Austria GmbH) ； GK99-UNIGAMMA 

X-RAY PLUS 双能 X 线骨密度仪(意大利 LACN)；

WDW-200 万能试验机(长春方锐科技有限公司)；

MIAS 医学图象分析系统(北航公司)。 

1.5  造模分组及给药 

70只 SD大鼠用 2%水合氯醛 0.35 mL·(100 g)1

腹腔注射麻醉后，无菌操作从背部两侧距第 1 腰

椎外 1 cm 处纵向切开皮肤和肌肉，其中 10 只仅

切除少许脂肪组织作为假手术组，其余大鼠摘除

双侧卵巢，结扎止血后分肌皮两层缝合切口。术

后连续 3 d 肌注兽用青霉素(40 000 U·d1)，第 5 天

拆线。术后 1 周按体质量随机分为假手术组、模

型组、XCT790 组、ZGZTC 组、XCT790 高剂量+ 

ZGZTC 组、XCT790 中剂量+ZGZTC 组、XCT790

低剂量+ZGZTC 组，每组 10 只。XCT790 组每隔

3 d 背部皮下注射相应剂量的 XCT790 橄榄油溶

液，非 XCT790 组按 1 mL·kg1 皮下注射无菌橄榄

油， ZGZTC 组每天 1 次灌胃给予 ZGZTC 

0.64 g·kg1，实验期间大鼠自由饮水摄食，每 10 d

称 1 次体质量并调整给药量，连续 12 周。 

1.6  指标检测 

1.6.1  取材及 ELISA、骨生物力学检测  最后 1

次给药后 1 h，2%的水合氯醛 0.35 mL·(100 g)1 腹

腔注射麻醉，腹主动脉放血处死大鼠，快速剥取

左股骨，精确称量，于研钵内剪成 2 mm 左右大小

的碎块后加液氮研磨，挥干液氮，加相应组织提

取液，离心取上清，ELISA 检测 ERRα含量。右股

骨剥去附着的肌肉后先用骨密度仪检测股骨颈骨

密度，然后将右股骨置于万能试验机上进行三点

弯曲试验，加载速度 5 mm·min1，跨距 16.5 mm。

记录载荷-变形曲线，从曲线上直接获取最大抗弯

强度、最大弹性应力等力学指标参数。 

1.6.2  RT-PCR 检测  冰块上快速剥取左胫骨，精

确称量，剪成 2 mm 左右大小的碎块后加液氮研

磨，挥干液氮加入相应体积 Trizol，抽提总 RNA，

紫外分光光度计测定总 RNA 浓度及纯度。采用

20 μL 逆转录反应体系，内含 2 μg 待测 RNA，按

照逆转录合成试剂盒说明书操作合成 cDNA。

cDNA 合成反应完成后，取 2 μL cDNA 模板配成

25 μL PCR 反应体系扩增目的基因。ERRα(113 bp)

正向链为 5′-ACTCGATGCTCCCCTGGATG-3′，反

向 链 为 5′-CAAACGCCTCTGCCTGGTCT-3′ ；

β-actin(227 bp)正向链为 5′-CCTAGCACCATGAA 

GATCAA-3′，反向链为 5′-TTTCTGCGCAAGTTA 

GGTTTT-3′。PCR 扩增循环参数：95 ℃预变性

5 min；95 ℃变性 30 s，退火 54 ℃，30 s，72 ℃延

伸 30 s；35 个循环，最后 72 ℃延伸 10 min。分别

取各基因 PCR 产物 3 μL，用 2%琼脂糖电泳及溴

化已锭染色，经凝胶成像系统(Bio-Rad)进行拍照，

用 Image Lab 5.0 软件进行定量分析。分别计算

ERRα的 PCR 产物电泳条带灰度与 β-actin 的 PCR

产物电泳条带灰度比值。 

1.6.3  免疫组化检测  快速取各组大鼠的完整右

胫骨，去除附着的肌肉后浸泡在 10%福尔马林 PBS

中脱钙后按常规切片、脱蜡至水洗后经抗原修复。

加 3% H2O2 PBS 溶液室温孵育 10 min，PBS 冲洗

3 次，分别滴加正常羊血清 (1∶10)室温孵育

10 min。滴加兔抗大鼠 ERRα 多克隆抗体(1∶150

稀释)，阴性对照切片采用正常羊血清代替一抗，

4 ℃孵育过夜。然后 PBS 浸洗 3 次，再滴加生物

素标记羊抗兔 IgG，室温反应 30 min，PBS 浸洗 3

次，然后滴加 HRP 链霉卵白素，室温反应 20 min，

PBS 浸洗 3 次，然后用 0.06% DAB 显色 8 min，

苏木精复染，酒精脱水，二甲苯透明后中性树胶

封片。Olympus BX51 型显微镜下观察、拍照，进

行图像分析。每张切片取 15 个视野，记录每张切

片平均光密度值。 

1.7  统计方法 

所有数据先经方差齐性检验和正态性检验，

实验数据以 sx  表示，方差齐用多组单因素方差

分析。数据采用 SPSS 17.0 统计软件进行处理。 

2  结果 

2.1  XCT790干预对ZGZTC改善大鼠骨密度和骨

生物力学的影响 

与假手术组相比，去卵巢模型组大鼠骨密度、

骨生物力学指标显著降低。与模型组比较，

XCT790 组去卵巢大鼠骨密度、骨生物力学强度显
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著降低。ZGZTC 除了能显著提高单纯去卵巢大鼠

骨密度、骨生物力学强度外，还能显著提高不同

剂量 XCT790 干预降低的去卵巢大鼠骨密度、骨

生物力学强度，且这种作用与 XCT790 剂量呈负

相关。结果见表 1。 

2.2  XCT790 干预对 ZGZTC 提高骨组织 ERRα表

达的影响 

与假手术组相比，去卵巢大鼠骨组织 ERRα蛋

白和 ERRα mRNA 均显著降低(P<0.01)，ZGZTC 能

显著增强大鼠骨组织 ERRα蛋白和 ERRα mRNA 表

达(P<0.01)。XCT790 有进一步降低去卵巢大鼠骨

组织 ERRα蛋白和 ERRα mRNA 表达的趋势，与模

型组比较没有统计学差异。但是 XCT790 却剂量

依赖性降低 ZGZTC 提高去卵巢大鼠骨组织 ERRα 

mRNA 表达和 ERRα 蛋白水平的作用(P<0.05 或

P<0.01)。结果见图 1。 

表 1  XCT790 干预对 ZGZTC 改善大鼠骨密度和骨生物力学的影响(n=10, sx  ) 

Tab. 1  The effect on the improvement of ZGZTC on bone density and biomechanics induced by XCT790 in rats(n=10, sx  ) 

组  别 
剂量/mg·kg1 

骨密度/g·cm2 最大抗弯强度/MPa 最大弹性应力/MPa 
XCT790 ZGZTC 

假手术组   0.376±0.0181) 343.26±15.261) 287.68±18.391) 

模型组   0.312±0.017 288.57±12.31 236.45±13.61 

XCT790 组   0.262±0.0111) 247.18±11.791) 204.77±12.031) 

ZGZTC 组  640 0.357±0.0161) 329.38±14.041) 277.48±15.741) 

XCT790 高剂量+ZGZTC 组 2 640 0.304±0.0143) 284.52±13.033) 241.07±12.283) 

XCT790 中剂量+ZGZTC 组 1 640 0.331±0.0142) 304.35±11.553) 253.17±13.692) 

XCT790 低剂量+ZGZTC 组 0.5 640 0.347±0.015 312.76±14.122) 260.64±15.522) 

注：与模型组比较，1)P<0.01；与 ZGZTC 组比较，2)P<0.05，3)P<0.01。 

Note: compared with model group, 1)P<0.01; compared with ZGZTC group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 

 

 

图 1  XCT790 干预对 ZGZTC 提高骨组织 ERRα表达的影响 
A假手术组；B模型组；CXCT790 组；DZGZTC 组；EXCT790 高剂量+ZGZTC 组；FXCT790 中剂量+ZGZTC 组；GXCT790 低剂量+ZGZTC

组；与模型组比较，1)P<0.05，2)P<0.01；与 XCT790 组比较，3)P<0.05，4)P<0.01；与 ZGZTC 组比较，5)P<0.05，6)P<0.01。 

Fig. 1  The blocking effect of XCT790 on the improvement of ERRα expression induced by ZGZTC in rats  
AShamp group; BPMO model group; CXCT790 group; DZGZTC group; EXCT790 high dose + ZGZTC group; FXCT790 middle dose + ZGZTC 

group; GXCT790 low dose + ZGZTC group; compared with model group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with XCT790 group, 3)P<0.05, 4)P<0.01; 
compared with ZGZTC group, 5)P<0.05, 6)P<0.01. 
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3  讨论  

ERR 分为 α、β、γ 3 种亚型，至今尚未发现其

配体，其中 ERRα的功能研究比较多，其在肿瘤、

冠心病、糖尿病等疾病中的作用受到较大的关注[6]。

近年来，ERRα 在骨质疏松(尤其绝经后骨质疏松)

发生发展中的作用也受到重视，有可能成为防治

骨质疏松的新作用靶点[5]。由于 ERRα与 ER 在骨

核基因组中存在相同的 DNA 顺式作用元件，并且

ERRα也受到 ER 和 PGC-1α 的调节[7]。关于 ERRα

在骨质疏松中的作用也还没有统一的认识，体内

外研究结果经常出现不一致的情况[8-9]。本课题组

前期利用 3 月龄 SD 大鼠去卵巢复制骨质疏松模

型，股骨组织的 ERRα mRNA 表达水平下降[10]。

本次实验采用 8月龄 SD大鼠去卵巢复制骨质疏松

模型，结果股骨组织的 ERRα mRNA 表达水平下

降。3 月龄和 8 月龄 2 种不同月龄 SD 大鼠去卵巢

复制骨质疏松模型均表明骨组织 ERRα mRNA 表

达水平下降，与 Bonnelye 等研究结果一致[11]，但

与邓伟明等人的研究结果相反[12]。本课题组前后 2

次不同月龄组 SD 大鼠实验均表明 ERRα表达降低

与绝经后骨质疏松相关。 

ZGZTC 能显著提高去卵巢骨质疏松模型大鼠

骨密度和骨生物力学强度，增强模型大鼠骨组织

ERRα mRNA 的表达。XCT790 作为 ERRα特异抑

制剂，不仅阻断 ER 与 ERRα 结合，同时也阻断

PGC-1α 与 ERRα结合[13]。为了反证 ZGZTC 是否

真正通过 ERRα信号通路调节骨代谢，在去卵巢基

础上采用 ERRα特异抑制剂 XCT790 阻断 ERRα信

号通路，探讨其对 ZGZTC 抗骨质疏松作用的影

响。结果表明 XCT790 可在去卵巢基础上进一步

降低大鼠的骨密度和骨生物力学强度，同时对骨

组织 ERRα的表达有轻微抑制作用。XCT790 不仅

剂量依赖性地降低 ZGZTC 提升去卵巢骨质疏松

模型大鼠骨密度和骨生物力学强度的作用，而且

显著抑制 ZGZTC 促进骨组织 ERRα表达的作用。

结果证明 ERRα是 ZGZTC 的作用靶点之一，也说

明 ZGZTC 的多途径、多环节作用特点。至于

ZGZTC 药效物质基础及对 ERRα信号通路的详细

作用细节，有待进一步研究。 
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