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川陈皮素对骨质疏松大鼠骨密度及骨代谢的影响

徐梅玲1 张育珠2 苏成龙2

[摘要] 目的:探讨川陈皮素(NOB)对骨质疏松大鼠骨密度及骨代谢的调节能力及 Hippo/YAP信号

通路的影响。方法:构建骨质疏松大鼠模型并将其随机分为模型组,低、中、高剂量川陈皮素组,高剂量

川陈皮素+通路抑制剂(维替泊芬)组,每组12只大鼠;另取12只健康大鼠作为对照组。对大鼠进行骨

密度(BMD)检测,血清骨代谢指标检测,Micro-CT检测股骨组织微结构变化,TRAP染色观察破骨细

胞数量,HE染色观察股骨组织病理形态,WesternBlot检测 Hippo/YAP信号通路有关蛋白表达。结

果:与对照组比,模型组大鼠股骨组织病损程度严重,破骨细胞数量增多,骨密度指数、Tb.Th、Tb.N和

BV/TV指数以及血清BALP、PINP和CTX-Ⅰ水平显著下降,Tb.Sp指数以及血清中IL-1β水平显著

升高,YAP、p-YAP、TAZ蛋白表达水平显著降低,差异有统计学意义(P<0.05);与模型组比,随着川

陈皮素剂量的增加,低、中、高剂量川陈皮素组大鼠股骨组织病损程度明显减轻,破骨细胞数量减少,骨

密度指数、Tb.Th、Tb.N和BV/TV指数以及血清BALP、PINP和CTX-Ⅰ水平逐渐升高,Tb.Sp指数

以及血清中IL-1β水平逐渐降低,YAP、p-YAP、TAZ蛋白表达水平显著上调,差异有统计学意义(P<
0.05);与高剂量川陈皮素组相比,高剂量川陈皮素+维替泊芬组大鼠股骨组织病损程度严重,破骨细胞

数量增多,骨密度指数、Tb.Th、Tb.N和BV/TV指数以及血清BALP、PINP和CTX-Ⅰ水平,YAP、p-
YAP、TAZ蛋白表达水平显著降低,Tb.Sp指数以及血清中IL-1β水平显著升高,差异有统计学意义

(P<0.05)。结论:川陈皮素可减轻大鼠股骨组织病损程度,调节骨代谢,改善骨质疏松症状,其作用可

能与激活Hippo/YAP信号通路有关。
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Abstract Objective:Toinvestigatetheregulatoryabilityofnobiletin(NOB)onbonedensityandbonemetabolisminos-
teoporoticrats,anditseffectonHippo/YAPsignalingpathway.Methods:Aratmodelofosteoporosiswasconstructedand
randomlyseparatedintomodelgroup,low,medium,andhighdosenobiletingroups(NOB-L,NOB-M,NOB-Hgroups),

andhigh-dosenobiletin+pathwayinhibitorgroup(NOB-H+VTPFgroup),with12ratsineachgroup.Another12
healthyratswereselectedasthecontrolgroup.Bonedensity(BMD)testingandserumbonemetabolismindextesting
wereperformedonrats.Micro-CTwasusedtodetectchangesinthemicrostructureoffemoraltissue.TRAPstainingwas
usedtoobservethenumberofosteoclasts.HEstainingwasappliedtoobservethepathologicalmorphologyoffemoraltis-
sue.WesternBlotwasappliedtodetectproteinexpressionrelatedtotheHippo/YAPsignalingpathway.Results:Com-

paredwiththecontrolgroup,themodelgrouphadseverefemoraltissuedamageandanincreaseinthenumberofosteo-
clasts,theBMDindex,Tb.Th,Tb.N,BV/TVindexes,andserumBALP,PINP,andCTX-Ⅰlevelsunusuallydecreased,

theTb.SpindexandserumIL-1βlevelobviouslyincreased,

andtheYAP,p-YAP,andTAZproteinexpressionlevels

unusuallydecreased(P<0.05).Comparedwiththemodel
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group,withtheincreaseofNOBdose,thedegreeoffemoraltissuedamageandthenumberofosteoclastsintheNOB-L,

NOB-M,andNOB-Hgroupswereunusuallyreduced,theBMDindex,Tb.Th,Tb.N,BV/TVindexes,andserumBALP,

PINP,andCTX-Ⅰlevelsobviouslyincreased,theTb.SpindexandserumIL-1βlevelobviouslyreduced,andtheYAP,p-
YAP,andTAZproteinexpressionlevelswereunusuallyupregulated(P<0.05).ComparedwiththeNOB-Hgroup,the
NOB-H+VTPFgrouphadseveredamagetothefemoraltissueandanincreaseinthenumberofosteoclasts,theBMD
index,Tb.Th,Tb.N,BV/TVindexes,serum BALP,PINP,andCTX-Ⅰlevels,andYAP,p-YAP,andTAZprotein
expressionlevelsobviouslydecreased,theTb.SpindexandserumIL-1βlevelunusuallyincreased(P<0.05).Conclusion:

Nobiletincanalleviatethedegreeoffemoraltissuedamage,regulatebonemetabolism,andimproveosteoporosissymptoms
inrats.ItseffectmayberelatedtotheactivationoftheHippo/YAPsignalingpathway.
Keywords: nobiletin;osteoporosis;rats;bonemetabolism;bonedensity

  骨质疏松症(Osteoporosis,OP)[1-2]以骨量减少、
骨组织微环境退化和骨脆弱性增加为显著特征。目前

针对该病的治疗方式主要是服用雌激素、降钙素等药

物,但机体易产生不良反应[3]。研究表明[4-5]川陈皮素

(Nobiletin,NOB)可以通过调控相关信号通路刺激成

骨细 胞 的 发 育、分 化,增 加 骨 量。相 关 文 献 显 示

Hippo/YAP信号通路[6-9]密切调节软骨的形成、发育

过程,与骨质疏松症的发病机制有很大关联。因此,本
研究主要探索川陈皮素对骨质疏松症及 Hippo/YAP
信号通路的影响,现报告如下。

1 材料和方法

1.1 实验动物

选择10周龄、体重为240~280g的成年SPF级雌

性大鼠(河南斯克贝斯生物科技股份有限公司,许可证

号为SCXK(豫)2020-0005),(25±2)℃恒温下自由采食

和饮水,每天光照、黑暗各12h,给予12d的适应期。

1.2 药品与试剂

川陈 皮 素 (CAS 编 号 为 112448-39-2;纯 度 ≥
98.00%)购自四川省维克奇生物科技有限公司;信号

通路抑 制 剂 维 替 泊 芬(货 号 为 HY-B0146,纯 度≥
97.00%)购 自 杭 州 昊 鑫 生 物 科 技 股 份 有 限 公 司;

ELISA试剂盒、HE染色试剂盒、TRAP试剂盒均购

自上海碧云天生物技术有限公司;YAP、p-YAP、TAZ
抗体均购自Abcam公司。

1.3 方法

1.3.1 建模 参照相关文献建立骨质疏松大鼠模

型[10],具体操作如下:大鼠禁食不禁水12h后,戊巴

比妥钠(35mg/kg)麻醉,固定于手术台上,背侧剃毛

并用75%乙醇消毒。在无菌条件下开一个1cm长的

切口,结扎并切除两个卵巢。然后分层闭合切口,局部

涂抹利多卡因、青霉素粉。另取12只大鼠作为对照

组,只切除卵巢附近等体积的脂肪组织。12周后测定

大鼠左、右股骨骨密度(BoneMineralDensity,BMD),
以造模大鼠左、右股骨骨密度明显低于对照组,差异有

统计学意义(P<0.05),视为造模成功。

1.3.2 分组 模型构建成功后,将大鼠随机分为5
组,即模型组、低剂量川陈皮素组、中剂量川陈皮素组、
高剂量川陈皮素组、高剂量川陈皮素+通路抑制剂(维
替泊芬)组,每组12只大鼠。参考相关文献[11],其中

低、中、高剂量川陈皮素组分别给予10,20,30mg/kg
川陈皮素灌胃,1次/d,连续7周。高剂量川陈皮素+
维替泊芬组在每次30mg/kg川陈皮素灌胃后,腹腔

注射10mg/kg维替泊芬[12]。另取12只大鼠作为对

照组,除给予等量的生理盐水替代川陈皮素外,其他处

理方式同各剂量组。

1.3.3 血清骨代谢指标检测 各组随机选取6只大

鼠腹主动脉取血后离心取上清。ELISA试剂盒检测血

清骨碱性磷酸酶(BoneAlkalinePhosphatase,BALP)、促
炎细胞因子(Interleukin-1β,IL-1β)、Ⅰ型前胶原氨基末端

肽(Type Ⅰ Procollagen Amino-TerminalPeptide,

PINP)和Ⅰ型胶原交联羧基端肽(TypeⅠ Collagen
Carboxy-TerminalPeptide,CTX-Ⅰ)的水平。

1.3.4 骨密度测定 采完血后,剥离右侧股骨,使用

骨密度仪进行扫描,记录各组大鼠的骨密度值。

1.3.5 Micro-CT检测股骨组织微结构变化 剔除股

骨周围的软组织,用4%多聚甲醛固定48h后,保存在

70%乙醇溶液中,使用 MicroCT影像系统对股骨远

端进行扫描。观察大鼠股骨远端骨微结构变化,分析

骨体积分数(BonevolumeFration,BV/TV,感兴趣区

内骨组织体积除以总体积)、骨小梁数量(Trabecular
Number,Tb.N)、骨小梁厚度(TrabecularThickness,

Tb.Th)和 骨 小 梁 分 离 度(TrabecularSeparation,

Tb.Sp)。

1.3.6 股骨组织HE染色 另取剩余6只大鼠,安乐

死后剥离大鼠右侧股骨,取一部分股骨组织在10%福

尔马林溶液中固定24h以上,用从低到高浓度的乙醇

脱水。然后将样品包埋在石蜡中,切成5μm的切片,
苏木精-伊红(HE)染色,室温下封片,在光学显微镜下

观察 大 鼠 股 骨 组 织 形 态。另 一 部 分 股 骨 组 织 于

-80℃下冷冻保存,用于 WesternBlot检测。
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1.3.7 TRAP染色 对切片进行TRAP染色后观察

破骨细胞数量。根据TRAP染色试剂盒说明书步骤

染色切片,置于显微镜下观察。黄褐色细胞为阳性破

骨细胞,随机选取3个不相邻的视野,记录每个视野中

破骨细胞数量,求其均值。

1.3.8 股骨组织 Hippo/YAP信号通路蛋白表达检

测 取冻存的股骨组织加入蛋白裂解液在冰上充分反

应,离心取上清,提取并定量总蛋白。SDS-PAGE法

分离总蛋白,然后将其转移到PVDF膜上。5%脱脂

奶粉封闭2h后依次与 YAP、p-YAP、TAZ一抗在

4℃下孵育过夜,之后TBST洗膜3次后加入HRP标

记的山羊抗兔二抗IgG,室温孵育1h,再次洗膜。可

视化处理后,用凝胶成像仪采集图像并进行灰度分析,
以β-actin为内参。

1.4 统计学方法

所有分析采用SPSS24.0统计学软件进行。各指

标获得的数据采用单因素方差分析(ANOVA)和

Dunnett-t检验进行统计评价,并以x±s形式表示,

P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠骨密度比较

各组大鼠骨密度比较见表1,模型组相较于对照

组大鼠骨密度指数明显降低,差异有统计学意义(P<
0.05);随着川陈皮素剂量的增加,低、中、高剂量川陈

皮素组大鼠骨密度指数逐渐升高,差异有统计学意义

(P<0.05);高剂量川陈皮素+维替泊芬组大鼠骨密

度指数远低于高剂量川陈皮素组,差异有统计学意义

(P<0.05)。
表1 各组大鼠骨密度对比(n=6,x±s,g/cm2)

组别 骨密度

对照组 0.37±0.06
模型组 0.12±0.031)

低剂量川陈皮素组 0.18±0.052)

中剂量川陈皮素组 0.25±0.042)3)

高剂量川陈皮素组 0.30±0.032)3)4)

高剂量川陈皮素+维替泊芬组 0.14±0.025)

注:1)与对照组比,P<0.05;2)与模型组比,P<0.05;3)与低

剂量川陈皮素组比,P<0.05;4)与中剂量川陈皮素组比,P<
0.05;5)与高剂量川陈皮素组比,P<0.05。

2.2 各组大鼠股骨组织微结构比较

各组大鼠股骨组织微结构比较见表2,与对照组

比,模型组大鼠Tb.Th、Tb.N和BV/TV显著下降,

Tb.Sp显著升高,差异有统计学意义(P<0.05);随着

川陈皮素剂量的增加,低、中、高剂量川陈皮素组大鼠

Tb.Th、Tb.N 和BV/TV 逐渐升高,Tb.Sp逐渐降

低,差异有统计学意义(P<0.05);高剂量川陈皮素+
维替泊芬组大鼠Tb.Th、Tb.N、BV/TV和Tb.Sp分

别低于或高于高剂量川陈皮素组,差异有统计学意义

(P<0.05)。
表2 各组大鼠股骨组织微结构对比(n=6,x±s)

组别 Tb.Th/μm Tb.N/mm Tb.Sp/mm (BV/TV)/%
对照组 80.26±8.06 8.68±0.49 0.22±0.01 59.40±4.76
模型组 27.71±2.331) 2.55±0.141) 0.86±0.041) 36.23±2.431)

低剂量川陈皮素组 42.82±4.452) 4.54±0.212) 0.63±0.032) 42.56±3.632)

中剂量川陈皮素组 56.69±5.442)3) 6.71±0.242)3) 0.47±0.062)3) 49.47±2.172)3)

高剂量川陈皮素组 75.24±7.502)3)4) 8.04±0.772)3)4) 0.31±0.072)3)4) 55.45±3.212)3)4)

高剂量川陈皮素+维替泊芬组 30.65±3.885) 3.53±0.105) 0.72±0.065) 40.15±3.205)

注:1)与对照组比,P<0.05;2)与模型组比,P<0.05;3)与低剂量川陈皮素组比,P<0.05;4)与中剂量川陈皮素组比,P<0.05;

5)与高剂量川陈皮素组比,P<0.05。

2.3 各组大鼠血清骨代谢指标比较

各组大鼠血清骨代谢指标比较见表3,与对照组

比,模型组大鼠血清中BALP、PINP和CTX-Ⅰ水平

显著下降,IL-1β水平显著升高,差异有统计学意义

(P<0.05);随着川陈皮素剂量的增加,低、中、高剂量

川陈皮素组大鼠BALP、PINP和CTX-Ⅰ水平逐渐升

高,IL-1β水平逐渐降低,差异有统计学意义(P<
0.05);高剂量川陈皮素+维替泊芬组大鼠 BALP、

PINP、CTX-Ⅰ水平以及IL-1β水平分别低于或高于高

剂量川陈皮素组,差异有统计学意义(P<0.05)。
表3 各组大鼠血清骨代谢指标对比(n=6,x±s)

组别 BALP/(μg·L-1) PINP/(μg·L-1) IL-1β/(ng·L-1) CTX-Ⅰ/(ng·mL-1)
对照组 35.51±3.43 45.24±2.43 58.71±5.12 19.64±1.25
模型组 12.42±1.071) 18.44±1.801) 231.55±20.141) 6.16±0.271)

低剂量川陈皮素组 18.01±1.012) 26.63±2.072) 154.26±20.742) 9.71±0.422)

中剂量川陈皮素组 24.75±2.212)3) 35.47±2.212)3) 96.50±10.832)3) 12.53±1.092)3)

高剂量川陈皮素组 31.45±3.542)3)4) 40.28±3.492)3)4) 66.47±6.132)3)4) 15.60±1.202)3)4)

高剂量川陈皮素+维替泊芬组 14.75±1.315) 22.61±2.405) 213.08±20.645) 8.07±0.155)

注:1)与对照组比,P<0.05;2)与模型组比,P<0.05;3)与低剂量川陈皮素组比,P<0.05;4)与中剂量川陈皮素组比,P<0.05;

5)与高剂量川陈皮素组比,P<0.05。
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2.4 各组大鼠股骨组织病理学变化

各组大鼠股骨组织病理学变化见图1,对照组大

鼠股骨组织骨小梁更连续,排列整齐,形态完整,无
明显病理改变;模型组大鼠骨小梁变细变窄,不连

续,游离端增多,骨髓腔变宽,出现大量破骨细胞和

空泡化脂肪细胞,骨细胞和骨体积减少;低、中、高剂

量川陈皮素组大鼠骨结构相对完整,骨小梁略多,骨
板层较致密,骨髓腔减少,脂肪空泡明显减少,骨细

胞较多;高剂量川陈皮素+维替泊芬组大鼠组织病

理损伤程度相较于高剂量川陈皮素组加重。

图1 各组大鼠股骨组织 HE染色(×200)

2.5 各组大鼠破骨细胞数量比较

各组大鼠破骨细胞数量比较见图2及表4,模型

组大鼠相较于对照组破骨细胞数量显著增多,差异有

统计学意义(P<0.05);随着川陈皮素剂量的增加,
低、中、高剂量川陈皮素组大鼠破骨细胞数量逐渐减

少,差异有统计学意义(P<0.05);高剂量川陈皮素+
维替泊芬组大鼠破骨细胞数量远多于高剂量川陈皮素

组,差异有统计学意义(P<0.05)。

2.6 各组大鼠信号通路蛋白表达比较

各组大鼠信号通路蛋白表达比较见图3及表5,模
型组大鼠相较于对照组YAP、p-YAP、TAZ蛋白表达水

显著降低,差异有统计学意义(P<0.05);随着川陈皮素

剂量的增加,低、中、高剂量川陈皮素组大鼠信号通路蛋

白表达水平逐渐升高,差异有统计学意义(P<0.05);高
剂量川陈皮素+维替泊芬组大鼠蛋白表达水平远低于

高剂量川陈皮素组,差异有统计学意义(P<0.05)。
表4 各组大鼠破骨细胞数量对比(n=6,x±s)

组别 破骨细胞数量/个

对照组 0.17±0.06
模型组 6.25±0.231)

低剂量川陈皮素组 4.68±0.222)

中剂量川陈皮素组 2.75±0.412)3)

高剂量川陈皮素组 0.66±0.302)3)4)

高剂量川陈皮素+维替泊芬组 5.21±0.175)

注:1)与对照组比,P<0.05;2)与模型组比,P<0.05;3)与低

剂量川陈皮素组比,P<0.05;4)与中剂量川陈皮素组比,P<
0.05;5)与高剂量川陈皮素组比,P<0.05。

图2 各组大鼠股骨组织TRAP染色(×400)

3 讨论

骨质疏松症[13]是一种广泛的、全身性的代谢性骨

骼疾病,以骨密度下降和骨结构破坏为主要特征,此外

还伴有明显的骨脆性和骨折易感性。该病主要是由于

卵巢雌激素减少,破骨细胞的骨吸收和成骨细胞的骨

沉积之间的不平衡所致,因此多发于绝经后的妇女群

体[14]。相关调查报告指出,60岁以上人群中患骨质疏

松症的比例达到60%~80%。随着人类预期寿命延

长和人口老龄化加剧,骨质疏松症已成为全球范围内

严重危害人们健康的常见慢性疾病[15]。川陈皮素[11]
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是一类从柑橘果皮中分离出的多甲氧基黄酮,由于其

结构简单和亲脂性,很容易被细胞质膜吸收,逐渐被作

为活性药物关注。已有研究表明[16]川陈皮素不仅能

明显抑制骨吸收,修复去卵巢小鼠的低骨密度症状,还
通过参与调控多种信号通路(NF-κB、CREB),促进细

胞系的发育、增殖。川陈皮素广泛的生物学作用(调节

细胞周期、减少细胞凋亡和抗氧化)已显示出潜在的药

用价 值。本 研 究 基 于 介 导 维 持 组 织 动 态 平 衡 的

Hippo/YAP信号通路,来探究川陈皮素是否能够调 图3 各组 Hippo/YAP信号通路蛋白表达

表5 各组大鼠信号通路蛋白表达水平对比(n=6,x±s)

组别 YAP/β-actin p-YAP/β-actin TAZ//β-actin
对照组 0.87±0.05 0.77±0.04 0.90±0.03
模型组 0.35±0.041) 0.26±0.021) 0.37±0.031)

低剂量川陈皮素组 0.46±0.052) 0.35±0.032) 0.49±0.052)

中剂量川陈皮素组 0.63±0.062)3) 0.51±0.042)3) 0.62±0.032)3)

高剂量川陈皮素组 0.84±0.052)3)4) 0.72±0.022)3)4) 0.85±0.062)3)4)

高剂量川陈皮素+维替泊芬组 0.49±0.075) 0.47±0.055) 0.42±0.045)

注:1)与对照组比,P<0.05;2)与模型组比,P<0.05;3)与低剂量川陈皮素组比,P<0.05;4)与中剂量川陈皮素组比,P<0.05;

5)与高剂量川陈皮素组比,P<0.05。

控这一通路对骨质疏松症起到调节改善作用。

Tb.N、Tb.Th和Tb.Sp是反映骨微结构变化的

常用指标;BV/TV是评价皮质骨和松质骨骨量的常

用指标,比值升高说明骨合成代谢大于分解代谢,骨量

增加;而骨密度是评价骨质量的重要标志,反映骨质疏

松程度,是预测骨折危险性的重要依据。本研究结果

表明川陈皮素可改善骨质疏松症大鼠股骨组织病损、
增强骨密度,同时改善效果呈剂量依赖性,这提示川陈

皮素可增强骨强度和骨重建能力。PINP是由Ⅰ型骨

胶原的翻译后修饰形成,主要在成骨细胞增殖期高表

达;而CTX-Ⅰ是Ⅰ型胶原蛋白的降解产物,其水平能

够反映骨吸收过程,同时也能反映破骨细胞的活性状

态。BALP是骨形成标志物,其增殖、分化和成熟与骨

骼的正常生长发育密切相关。IL-1β在雌激素缺乏后

的骨质流失中起重要作用,不仅是骨吸收的有效刺激

物和骨生成的有效抑制剂,还可以抑制软骨细胞增殖,
诱导细胞凋亡,导致软骨细胞外基质降解,在软骨破坏

中起主要作用[17]。破骨细胞是骨吸收的主要功能细

胞,在骨发育、生长、修复、重建中具有重要的作用,破
骨细胞过度活化是骨损伤及骨代谢紊乱的关键因素。
本研究结果显示骨质疏松症大鼠股骨组织破骨细胞数

量明显增多,而川陈皮素可减少破骨细胞的数量,并通

过调控骨代谢促进骨形成和骨吸收,提示川陈皮素具

有维持骨稳态的作用。

Hippo通路最初被认为是一种进化保守的信号机

制,主要参与维持组织动态平衡和调控器官大小的过

程。随着研究的深入,发现这一通路为组织发育、再生

和癌症发病机制调节的关键途径。TAZ和 YAP是

Hippo信号通路的关键下游信号分子,当 Hippo信号

通路被激活时,TAZ和YAP先被磷酸化,而后转运到

细胞核与其他转录因子发生相互作用,从而诱导促进

细胞增殖并抑制凋亡的基因表达[18]。Hippo通路通

过调控软骨细胞分化和软骨内成骨维持软骨止血,在
新生 幼 儿 的 软 骨 代 谢 中 发 挥 重 要 作 用[19]。同 时,

Hippo/YAP信号通路的激活可以促进成骨细胞的增

殖和分化,有助于防治骨质疏松[20]。本研究结果表明

川陈皮素可以上调Hippo信号通路蛋白表达,推测川

陈皮素可以激活该信号通路,促进骨代谢,改善骨质疏

松症症状。进一步通过通路抑制剂证明YAP抑制剂

维替泊芬(VTPF)可以部分逆转川陈皮素对股骨组织

的改善和对骨代谢的促进作用,验证了川陈皮素可以

通过激活 Hippo/YAP信号通路,改善骨质疏松症状

这一推测。
综上所述,川陈皮素可能通过激活 Hippo/YAP

信号通路,促进骨代谢,增强骨密度,改善骨质疏松

症状,提示川陈皮素具有治疗骨质疏松症的潜在价

值。但本 研 究 也 存 在 一 定 的 局 限 性,仅 从 Hippo/

YAP单一信号通路进行研究,该信号通路是否与其

他通路产生拮抗反应及能否通过其他通路对骨质疏

松症大鼠起到更好治疗作用还有待深入研究;此外,
目前尚不清楚川陈皮素的剂量和给药途径是否发挥

了最大的骨保护效益,但就本研究对模型大鼠的表

观及相关检测指标来看,并无不良效应。后续需要

通过进一步的研究来加深川陈皮素对骨质疏松症骨
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保护作用的认识。
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