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·实验研究·

葛根素对去卵巢大鼠骨代谢的影响机制研究

白登彦1,2△ 张海军1 王冠1 朱涛1 赵志鹏1 邓发军3

[摘要] 目的:探究葛根素通过调控丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)信号通路对去卵巢大鼠骨细胞增殖

及分化的影响机制。方法:将成年雌性SD大鼠随机分为假手术组(Sham组,仅切除卵巢周围的脂肪组

织)和去卵巢组(手术摘除双侧卵巢)。去卵巢组大鼠进一步分为去卵巢手术组(OVX组)和葛根素治疗

组(Pueraria组)。葛根素治疗组通过胃内给药方式治疗,持续8周。通过检测各组大鼠骨密度及骨的

生物力学性能,分析血清中骨代谢标志物(TRAP和ALP)及炎性因子(TNF-α、IL-1β、IL-6)等指标变

化,探究葛根素对骨细胞增殖、分化及炎性因子的影响。采用 WesternBlot和qRT-PCR技术检测丝裂

原活化蛋白激酶信号通路相关蛋白和基因的表达。结果:与假手术组相比,去卵巢手术组大鼠骨密度及

骨的生物力学性能下降,血清碱性磷酸酶(ALP)活性降低,抗酒石酸酸性磷酸酶(TRAP)活性增加,炎

性因子升高,差异有统计学意义(P<0.05),表明骨质疏松症模型建立成功。葛根素治疗组大鼠骨密度

及骨的生物力学性能提高,血清碱性磷酸酶活性增加,抗酒石酸酸性磷酸酶活性降低,炎性因子降低,差
异有统计学意义(P<0.05),表明葛根素对骨细胞增殖及分化有显著影响。WesternBlot和qRT-PCR
技术检测结果显示,葛根素治疗组大鼠ERK1/2和p38-MAPK信号通路相关蛋白和基因的表达显著上

调(P<0.05)。结论:葛根素通过调控丝裂原活化蛋白激酶信号通路,显著促进去卵巢大鼠骨细胞的增

殖和成骨分化,抑制破骨细胞的活性,从而改善骨质疏松症状。
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Abstract Objective:Toinvestigatethemechanismbywhichpuerarinregulatesthemitogenactivatedproteinkinase
(MAPK)signalingpathwayontheproliferationanddifferentiationofbonecellsinovariectomizedrats.Methods:Adult
femaleSDratswererandomlydividedintoshamsurgerygroup(shamgroup,onlyremovingadiposetissuearoundthe
ovaries)andovariectomygroupsurgicallyremovingbothovaries).Theratsintheovariectomygroupwerefurtherdivided
intoOVXgroupandpuerariagrouptreatedwithpuerarin.Thepueraringroupwastreatedbygastricadministrationfor8
weeks.Bydetectingthebonedensityandbiomechanicalpropertiesofeachgroupofrats,analyzingthechangesinserumal-
kalinephosphatase(ALP),tartrateresistantacidphosphatase(TRAP),inflammatoryfactors,andotherindicators,we

aimedto exploretheeffects ofpuerarin on bonecell

proliferation,differentiation,and inflammatory factors.

WesternBlotandqRT-PCRtechniqueswereusedtodetect

theexpressionofMAPKsignalingpathwayrelatedproteins

andgenes.Results:Comparedwiththeshamgroup,thebone

densityandbiomechanicalpropertiesoftheOVXgrouprats

decreased,serum ALPactivitydecreased,TRAP activity
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increased,andinflammatoryfactorsincreased,indicatingthesuccessfulestablishmentoftheosteoporosismodel(P<
0.05).ThebonedensityandbiomechanicalpropertiesofPuerariagroupratsincreased,serum ALPactivityincreased,

TRAPactivitydecreased,andinflammatoryfactorsdecreased,indicatingthatpuerarinhadasignificanteffectonbonecell

proliferationanddifferentiation(P<0.05).WesternBlotandqRT-PCRresultsshowedthattheexpressionofERK1/2
andp38MAPKsignalingpathwayrelatedproteinsandgeneswassignificantlyupregulatedinPuerariagrouprats(P<
0.05).Conclusion:Puerarinsignificantlypromotestheproliferationandosteogenicdifferentiationofbonecellsinovariecto-
mizedratsbyregulatingtheMAPKsignalingpathway,inhibitstheactivityofosteoclasts,andthusimprovesosteoporosis
symptoms.
Keywords: puerarin;MAPKsignalingpathway;ovariectomyrats;proliferationofbonecells;osteoporosis

  骨质疏松症(Osteoporosis,OP)是一种常见的骨

骼疾病,其特征是骨密度降低和骨骼微结构改变,导致

骨折风险增加[1-2]。葛根素属于异黄酮类化合物,不仅

具有抗炎、抗氧化和类雌激素多种药理作用,且能通过

影响多种信号通路对骨代谢产生积极的影响[3-5]。丝

裂原活化蛋白激酶(MAPK)信号通路在骨细胞的生

物学行为中扮演重要角色[6-7],在骨细胞中 MAPK信

号通路的激活可抑制破骨细胞的活性并促进成骨细胞

的增 殖 和 分 化[8]。本 研 究 旨 在 探 究 葛 根 素 调 控

MAPK信号通路对去卵巢大鼠骨细胞增殖和分化的

影响,并分析其分子机制,现报告如下。

1 材料和方法

1.1 实验动物

随机选择30只SPF级健康成年雌性Sprague-
Dawley(SD)大鼠,平均体重为(250±10)g,由甘肃中

医药大学实验动物中心提供,许可证号为SCXK(甘)

20200001,适应性饲养1周后进行实验。所有动物均

在符合伦理标准的条件下饲养,并获本院动物实验伦

理委员会的批准。

1.2 实验试剂

葛根素(纯度≥98%)购自成都植标化纯生物技术

技术有限公司;0.9% NaCl注射液(100mL:0.9g),
国药准字 H32023407,江苏长江药业有限公司;碱性

磷酸酶(ALP)检测试剂盒(货号为BB-4715,上海贝博

生物公司);抗酒石酸酸性磷酸酶(TRAP)检测试剂盒

(货号为BB-47445,上海贝博生物公司);ELISA试剂

盒、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细胞介素1β(IL-1β)、
白细 胞 介 素 6(IL-6)(货 号 为 ZN2460、ZN2877、

ZN2880,北京百奥莱博科技有限公司);丝裂原活化蛋

白激酶相关抗体购自 ABckonal生物科技有限公司;

qRT-PCR引物由上海生工设计合成。

1.3 实验仪器

双能X射线骨密度扫描仪(型号为PARAME-
TER-digrum,KUBTEC公司);万能材料试验机(型号

为Instron5697,美国Instron);酶标仪(型号为Multi-
skanSky,北京昊诺斯科技有限公司);实时定量PCR

仪(型号为GeneAmP􀆿9700,美国 ABI);冷冻离心机

(型号为2050R,河南领秀仪器有限公司);-80℃低

温冰箱(型号为premiumU410,德国艾本德公司);倒
置显微镜(型号为IX51,日本OLYMPUS)等。

1.4 方法

1.4.1 分组及处理 将大鼠随机分为3组:假手术组

(Sham组)、去卵巢手术组(OVX组)和葛根素治疗组

(Pueraria组),各10例。OVX组和Pueraria组大鼠行

去卵巢手术,Sham组行假手术。OVX组及Pueraria组

在麻醉状态下,通过背部切口摘除大鼠的双侧卵巢,

Sham组大鼠进行相同的手术切除卵巢周围的脂肪组

织但不摘除卵巢。手术后1周,Pueraria组大鼠通过

胃管给予葛根素溶液,剂量为50mg/kg,1次/d,连续

8周。Sham 组和 OVX 组给予等体积的生理盐水

灌胃。

1.4.2 骨密度测定 实验结束后,使用双能X射线

吸收法(DEXA)测量大鼠腰椎和股骨的骨密度,由两

名经过培训的技术人员在盲态条件下测量。

1.4.3 骨生物力学测试 收集大鼠的股骨,进行三点

弯曲测试,评估骨的生物力学性能。使用万能材料试

验机在室温下测试。

1.4.4 骨代谢标志物测定 采集大鼠血液,离心分离

血清,使用酶联免疫吸附试验(ELISA)测定血清中碱

性磷酸酶及抗酒石酸酸性磷酸酶的活性。

1.4.5 WesternBlot分析 收集大鼠的股骨,裂解缓

冲液裂解细胞后提取蛋白,BCA测定蛋白浓度,将蛋

白样本与缓冲液混合,加热至100℃变性5min。电

泳分离蛋白质,移膜后将膜在封闭液中孵育1.5h,将
膜与特异性识别目标蛋白的一抗(主抗体)在4℃下过

夜孵育,使用TBST缓冲液清洗膜3次,每次10min,
二抗与一抗特异性结合室温孵育1.5h,缓冲液冲洗

后底物显色。使用β-actin作为内参,ImageJ软件对

WesternBlot条带ERK1/2、p38-MAPK及相关磷酸

化蛋白的表达进行定量分析。

1.4.6 qRT-PCR分析 用RNA提取试剂盒提取股

骨组织中的RNA,用逆转录试剂盒将总RNA逆转录
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为cDNA,设计引物后进行反应扩增。用GAPDH作

为内参,用2-ΔΔCt方法计算ERK1/2、p38-MAPK及相

关基因相对于内参基因的相对表达量。引物序列如

下:ERK1/2上游引物为5'-ATGGCTGACAACAAC-
CTGAGA-3',下 游 引 物 为 5'-GGCATAGAAGTT-
GATCTTCACAG-3'。p38-MAPK引物序列:上游引

物为5'-AGAAGATGGAGCAGAAGAAGAA-3',下
游 引 物 为 5'-GGAGGAAAGAGTAGTAGTAGAG-
3'。GAPDH 内 参 基 因 引 物 序 列:上 游 引 物 为5'-
CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA-3',下游引物

为5'-TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACC-3'。

1.4.7 炎性因子测定收集 收集各组血清样本并通

过酶联免疫吸附试验,按照制造商提供的说明书测定

血清中炎性因子TNF-α、IL-1β、IL-6的水平变化。

1.5 统计学方法

所有数据均以x±s形式表示,采用SPSS22.0软

件进行统计分析。先进行正态分布和方差齐性检验,
对于符合正态分布且方差齐的数据,采用单因素方差

分析(ANOVA)进行组间比较,然后进行 Tukey􀆳s
HSD多重比较检验;对于不符合正态分布的数据,采
用Kruskal-WallisH 检验进行组间比较,P<0.05差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 骨密度比较

与Sham组比,OVX组大鼠腰椎和股骨的骨密度

显著降低,差异有统计学意义(P<0.05);Pueraria组

大鼠骨密度较OVX组有所提高,差异有统计学意义

(P<0.05),见表1。
表1 各组大鼠骨密度比较(n=10,x±s,g/cm2)

组别 腰椎 股骨

Sham组 0.821±0.012 0.842±0.011
OVX组 0.565±0.0211) 0.651±0.0131)

Pueraria组 0.711±0.0172) 0.765±0.0162)

注:1)与Sham组比,P<0.05;2)与OVX组比,P<0.05。

2.2 生物力学性能比较

与Sham组比,OVX组大鼠股骨的最大承载力和

刚度较Sham 组显著降低,差异有统计学意义(P<
0.05);而Pueraria组大鼠的这些指标较OVX组有所

改善,差异有统计学意义(P<0.05),见表2。
表2 各组大鼠生物力学性能比较(n=10,x±s)

组别 最大承载力/N 刚度/(N·mm-1)

Sham组 87.52±4.23 3.27±0.15
OVX组 62.37±5.641) 2.43±0.211)

Pueraria组 75.22±3.092) 2.95±0.122)

注:1)与Sham组比,P<0.05;2)与OVX组比,P<0.05。

2.3 骨代谢标志物比较

与Sham组比,OVX组大鼠血清碱性磷酸酶活性

降低,抗酒石酸酸性磷酸酶活性升高(P<0.05),表明

骨形成减少,骨吸收增加;与OVX组比,Pueraria组大

鼠碱性磷酸酶活性有所恢复,抗酒石酸酸性磷酸酶活

性降低(P<0.05),见表3。
表3 各组大鼠骨代谢标志物活性比较(n=10,x±s,U/L)

组别 ALP TRAP
Sham组 15.52±1.13 2.65±0.12
OVX组 10.81±1.011) 4.16±0.151)

Pueraria组 13.32±1.122) 3.25±0.142)

注:1)与Sham组比,P<0.05;2)与OVX组比,P<0.05。

2.4 WesternBlot检测结果比较

WesternBlot结果显示,OVX组大鼠股骨组织中

p-ERK1/2和p-p38-MAPK的蛋白表达较Sham组降

低,差异有统计学意义(P<0.05);Pueraria组大鼠上

述蛋白的表达较OVX组显著增加,差异有统计学意

义(P<0.05),见表4及图1。
表4 各组大鼠蛋白相对表达结果比较(n=10,x±s)

组别 p-ERK1/2 p-p38-MAPK
Sham组 1.01±0.04 1.00±0.15
OVX组 0.67±0.091) 0.53±0.071)

Pueraria组 0.85±0.082) 0.89±0.062)

注:1)与Sham组比,P<0.05;2)与OVX组比,P<0.05。

图1 p-ERK1/2和p-p38-MAPK的蛋白表达比较

2.5 qRT-PCR检测分析结果比较

qRT-PCR结果表明,OVX 组 大 鼠 ERK1/2和

p38-MAPKmRNA 表 达 降 低,差 异 有 统 计 学 意 义

(P<0.05);Pueraria组大鼠则表达上调,差异有统计

学意义(P<0.05),见表5。
表5 各组大鼠qRT-PCR检测分析结果比较(n=10,x±s)

组别 p-ERK1/2 p-p38-MAPK
Sham组 1.00±0.10 1.01±0.15
OVX组 0.48±0.061) 0.51±0.051)

Pueraria组 0.79±0.092) 0.83±0.112)

注:1)与Sham组比,P<0.05;2)与OVX组比,P<0.05。

2.6 炎性因子测定结果比较

各组大鼠血清炎性因子的ELISA测定结果显示,

OVX组大鼠的TNF-α、IL-1β和IL-6水平均显著高于

Sham组,差异有统计学意义(P<0.05),表明去卵巢

手术引起了明显的炎症反应;Pueraria组大鼠的炎性

因子水平显著低于OVX组,差异有统计学意义(P<
0.05),表明葛根素具有抗炎作用,见表6。
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表6 各组大鼠炎性因子测定结果比较(n=10,x±s,pg/mL)

组别 TNF-α IL-1β IL-6
Sham组 15.62±2.11 3.54±0.09 10.07±1.15
OVX组 25.82±3.151) 6.62±0.111) 18.15±1.131)

Pueraria组 18.17±2.142) 4.71±0.122) 12.13±1.092)

注:1)与Sham组比,P<0.05;2)与OVX组比,P<0.05。

3 讨论

骨质疏松症是一种以骨量减少和骨骼脆弱性增加

为特征的疾病,其主要后果是骨折风险的显著增加。
葛根素作为一种潜在的治疗药物,已被证实能够提高

骨密度[9]。本研究发现葛根素干预骨质疏松症大鼠

后,大鼠腰椎和股骨骨密度显著增加,而且葛根素还改

善了骨质疏松症大鼠骨骼的生物力学性能,即最大承

载力和刚度,这表明葛根素可能通过增强骨骼的物理

强度和减少变形能力来对抗骨质疏松症。骨代谢是一

个精细平衡的过程,涉及骨形成和吸收两个方面[10-11]。
本研究发现碱性磷酸酶作为成骨细胞活性的指标,其
在葛根素干预后明显增加,这表明骨质疏松症大鼠成

骨细胞活性被激活;而抗酒石酸酸性磷酸酶作为破骨

细胞活性的标志,在葛根素干预下降低,这也反映葛根

素对骨质疏松症大鼠骨质内破骨过程的抑制。上述结

果表明葛根素可能通过调节骨代谢标志物来影响骨重

塑过程,从而有助于维持骨量的稳定。
丝裂原活化蛋白激酶信号通路是细胞内重要的信

号传导途径,包括ERK1/2、p38-MAPK、JNK等多条

分支[12],这些信号通路在调控细胞的生长、分化、迁移

和存活中发挥着核心作用。在骨细胞中,丝裂原活化

蛋白激酶信号通路的激活参与了细胞外基质合成、矿
化过程以及骨组织的重建,对成骨细胞的增殖和分化

至关重要[13-14]。本研究发现葛根素能够显著提高

ERK1/2和p38-MAPK的磷酸化水平,表明葛根素能

够激活丝裂原活化蛋白激酶信号通路。这种激活作用

可能通过与细胞表面受体或信号分子的相互作用,触
发一系列级联反应,最终导致ERK1/2和p38-MAPK
的磷酸化和核内转位。ERK1/2和p38-MAPK的激

活对于成骨细胞的增殖和分化具有显著的促进作

用[15-16],ERK1/2通路的激活可以促进成骨细胞的增

殖,并通过上调成骨相关基因如碱性磷酸酶、骨钙素和

Runx2的表 达,促 进 成 骨 细 胞 的 分 化。同 样,p38-
MAPK通路的激活也参与了成骨细胞的分化过程,通
过调节细胞周期相关蛋白和抗凋亡蛋白的表达,增强

成骨细胞的生存能力。而本研究也发现,葛根素干预

骨质疏松症大鼠后,丝裂原活化蛋白激酶信号通路相

关基因表达显著增加,而这些基因的表达增加是成骨

细胞分化和骨形成过程的关键步骤,这说明葛根素通

过激活丝裂原活化蛋白激酶信号通路,增强了成骨相

关基因的表达,促进了骨形成,从而对骨质疏松症产生

了治疗效果。
炎症在骨质疏松症的发病机制中起着重要作

用[17],炎性因子TNF-α、IL-1β和IL-6与骨吸收过程

的增加有关[18-20]。本研究中葛根素显著降低了这些炎

性因子的水平,表明其可能通过抗炎作用来改善骨质

疏松症。此外,考虑到丝裂原活化蛋白激酶信号通路

在炎症反应中的作用,葛根素可能通过调节这一通路

来抑制炎性因子的表达。
综上所述,葛根素能够调节骨质疏松症大鼠骨代

谢标志物变化,激活丝裂原活化蛋白激酶信号通路和

降低炎性因子水平,可为葛根素的进一步临床应用和

药物开发提供依据。
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