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山奈酚调节信号通路促进大鼠血管生成和骨折愈合
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[摘要] 目的:探究山奈酚通过调节Notch信号通路促进大鼠骨折愈合和血管生成。方法:随机选择

18只大鼠作为假手术组,其余大鼠构建骨折大鼠模型,将造模成功的骨折大鼠随机平分为模型组、山奈

酚组(腹腔注射100mg/(kg·d)山奈酚)、抑制剂组(腹腔注射5mg/(kg·d)Notch信号通路抑制剂

DAPT)、山奈酚+抑制剂组(腹腔注射100mg/(kg·d)山奈酚和5mg/(kg·d)DAPT),连续治疗8
周,每组均18只。微型计算机断层扫描分析骨折愈合情况;ELISA法检测骨代谢指标;免疫荧光染色

检测CD31表 达;WesternBlot法 检 测 骨 形 成 标 志 物(BMP2、SOX9)、血 管 生 成 标 志 物 (VEGF和

MMP9)以及Notch信号通路蛋白表达。结果:X射线图像表明,模型组骨折部位的桥连接较弱。显微

CT重建图像进一步说明,模型组缝隙相对较宽,愈伤组织较小。模型组较假手术组骨体积/组织体积

(BV/TV)、愈伤组织面积、BALP、BGP含量、CD31阳性表达率、VEGF、MMP9、Notch1、HES1、HEY1
蛋白水平均显著下降,CTX-Ⅰ含量显著升高,差异有统计学意义(P<0.05);山奈酚组较模型组骨折部

位的桥连 接 改 善,缝 隙 相 对 变 窄,BV/TV、愈 伤 组 织 面 积、BALP、BGP、CD31阳 性 表 达 率、VEGF、

MMP9、Notch1、HES1、HEY1蛋 白 水 平 显 著 升 高,CTX-Ⅰ含 量 显 著 下 降,差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05),而抑制剂组与山奈酚组以上指标结果相反;DAPT恢复了山奈酚对骨折大鼠血管生成和骨折愈

合的影响。结论:山奈酚可促进骨折大鼠血管生成和骨折愈合,其机制与Notch信号通路的激活相关。
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Abstract Objective:ToexploretheeffectsofkaempferolonfracturehealingandangiogenesisinratsbyregulatingNotch
signalpathway.Methods:Eighteenratswererandomlyselectedandrecordedasshamoperationgroup,andtherestrats
wereusedtoconstructfractureratmodel.Thefractureratsthatweresuccessfullymodeledwererandomlydividedinto
modelgroup,kaempferolgroup(intraperitonealinjectionof100mg/(kg·d)kaempferol),inhibitorgroup(intraperitoneal
injectionof5mg/(kg·d)NotchsignalpathwayinhibitorDAPT),andkaempferol+inhibitorgroup(intraperitonealinjec-
tionof100mg/(kg·d)kaempferoland5mg/(kg·d)DAPT)for8consecutiveweeks,18ratsineachgroup.Thefrac-
turehealingwasanalyzedbycomputerizedtomography;bonemetabolismwasdetectedbyELISA;theexpressionofCD31
wasdetectedbyimmunofluorescencestaining;andWesternBlotwasappliedtodetecttheexpressionofboneformation
markers(BMP2,SOX9),angiogenesismarkers(VEGFandMMP9)andNotchsignalpathwayproteins.Results:X-rayim-
agesshowedthatthebridgeconnectionoffracturesiteinmodelgroupwasweak.ThemicroCTreconstructionimagesfur-

thershowedthatthegapinmodelgroupwasrelativelywide

andthecalluswassmaller.ComparedwithShamoperation

group,thebonevolume/tissuevolume (BV/TV),callus

area,BALP,BGPcontents,CD31positiveexpressionrate,
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VEGF,MMP9,Notch1,HES1,and HEY1proteinlevelsin modelgroupdecreasedobviously,theCTX-Ⅰ content
increasedobviously(P<0.05);comparedwithmodelgroup,thebridgeconnectionoffracturesiteinkaempferolgroup
wasimproved,andthegapwasrelativelynarrow,theBV/TV,callusarea,BALP,BGP,CD31positiveexpressionrate,

VEGF,MMP9,Notch1,HES1,HEY1proteinlevelsincreasedobviously,theCTX-Ⅰcontentdecreasedobviously(P<
0.05),theresultsoftheaboveindexesinDAPTgroupandkaempferolgroupwereopposite;DAPTrestoredtheeffectsof
kaempferolonangiogenesisandfracturehealinginfracturerats.Conclusion:kaempferolcanpromoteangiogenesisandfrac-
turehealingandangiogenesisinfracturerats,anditsmechanismisrelatedtotheactivationofNotchsignalpathway.
Keywords: kaempferol;Notchsignalpathway;fracturehealing;angiogenesis;boneformation

  骨折修复包括炎症、血管生成、干细胞分化、成骨

和软骨形成,是一个再生的过程[1]。大约5%~10%
的骨折患者会导致延迟愈合或不愈合[2],这两种情况

都需要反复治疗,严重影响患者生活质量。一些替代

疗法可以促进骨折愈合,以防止延迟愈合或不愈合,例
如中草药[3]。山奈酚是一种膳食生物类黄酮,常存在

于用作传统药物的植物中,如银杏叶、辣木和蜂胶,具
有广泛的药用特性。Wong等[4]通过体内体外研究发

现,山奈酚对骨骼表现出有益的作用,对预防和治疗骨

质疏松症(OP)具有潜在的有效作用。Adhikary等[5]

也发现山奈酚通过促进成骨细胞存活来抑制糖皮质激

素(GC)诱导的骨质流失,增强骨折部位的骨再生。众

所周知,血管生成是骨折愈合的关键步骤,激活软骨生

成和血管生成途径可以促进骨折愈合及骨质疏松症性

骨折愈合[6-7]。Notch可以通过激活下游基因 HEY1
和HES1的转录调节骨髓间充质干细胞中血管生成

因子的分泌,促进血管生成,促进骨折愈合[8-9]。山奈

酚通过促进 Notch通路减轻心肌细胞缺氧复氧损伤

及肝纤维化[10-11]。本研究探讨山奈酚是否可以通过调

控Notch信号通路促进血管生成进而改善骨折愈合,
现报告如下。

1 材料和方法

1.1 实验动物

雄性SD大鼠,体重为(220±20)g,SPF级,购自

河北省实验动物中心(SCXK(冀)2022-001)。大鼠饲

养在无菌笼中,自由饲喂食物和水。在(25±2)℃,

40%~65%湿度,12h明暗循环条件下饲养。本研究

实验方案经石药集团巨石生物制药有限公司动物伦理

委员会批准。

1.2 主要试剂

山奈酚(≥97.0%)购自 MERCK公司;Notch信

号通 路 抑 制 剂 DAPT(货 号 为 HY-13027)购 自

MedChemExpressLLC;骨碱性磷酸酶(BALP)ELISA
试剂盒(货号为FY-A014591)、Ⅰ型胶原交联C末端

肽(CTX-Ⅰ)ELISA试剂盒(货号为FY-A014888)、
骨钙素(BGP)ELISA试剂盒(货号为FY-A014702),
购 自 上 海 富 雨 生 物 公 司;CD31、SOX9、BMP2、

MMP9、VEGF、HES1、Notch1、HEY1抗 体,购 自 英

国Abcam公司。

1.3 模型制备及药物干预

参考文献[12]将大鼠麻醉后仰卧在操作台上,用
剪刀将右侧大腿外侧纵行切开一切口,将皮肤及皮下

组织逐层剥离,然后沿着肌肉间隙使肌肉分开,充分暴

露右侧股骨干,随后将股骨干中段截断,用克氏针从断

端插入向近端推进,之后从近端经过断端向远端推进

至股骨髁间位置。最后剪断多余的克氏针,逐层缝合,
皮肤消毒。随机选18只大鼠仅进行切口及缝合手术

作为假手术组。将骨折大鼠随机分为模型组、山奈酚

组(腹腔注射100mg/(kg·d)山奈酚)[13]、抑制剂组

(腹腔注射5mg/(kg·d)Notch信号通路抑制剂

DAPT[14])、山奈酚+抑制剂组(腹腔注射100mg/
(kg·d)山奈酚和5mg/(kg·d)DAPT),各18只,造
模后连续治疗8周。假手术组和模型组腹腔注射等量

生理盐水。

1.4 微型计算机断层扫描分析骨折愈合情况

在治疗结束后,随机取6只大鼠的股骨,用Fax-
itronBiopticsX射线系统拍摄大鼠股骨骨折部位。参

考文献[15](阈值σ=1.2,支持度=2),高分辨率显微

CT用于三维重建。新形成的愈伤组织的低矿物质密

度和高矿物质密度由不同的阈值(低110,高158)确
定。记 录 骨 体 积/组 织 体 积(BV/TV)及 愈 伤 组 织

面积。

1.5 ELISA法测定骨代谢指标

末次给药24h后,取腹主动脉血3mL,离心取上

清,用ELISA试剂盒测定血清BGP、BALP、CTX-Ⅰ
含量。

1.6 免疫荧光染色测定CD31表达

随机选择6只大鼠,分离股骨组织,将骨折区用

4%多聚甲醛固定24h,在10%EDTA中处理21d以

脱钙,然后制成纵向骨石蜡切片,厚5μm。切片脱蜡

至水,与 CD31一抗4 ℃过夜孵育。PBS洗涤,与

HRP标记的二抗37℃孵育1h,并用DAPI对核染

色。封片后在显微镜下观察染色情况并用ImageJ软

件分析CD31阳性表达率。
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1.7 WesternBlot法检测骨形成标志物(BMP2、

SOX9)、血管生成标志物(VEGF和 MMP9)及

Notch信号通路蛋白表达

取每组剩余6只大鼠的股骨骨折区域组织,研磨

后加入RIPA裂解液获取总蛋白,然后将可溶性蛋白

质与5×样品上样缓冲液混合并煮沸,蛋白样品经

SDS-PAGE分离,并在4℃下转至PVDF膜,在5%脱

脂牛奶中封闭膜,加入一抗BMP2(1∶2000)、SOX9
(1∶1000)、VEGF(1∶1000)、MMP9(1∶2000)、

Notch1(1∶2000)、HEY1(1∶2000)、HES1(1∶2000)
和GAPDH(1∶1000)一抗,4℃过夜,加入二抗,室温

下孵育2h,加ECL显色,用凝胶成像系统拍照,Image
J软件定量分析蛋白灰度值。

1.8 统计学方法

统计分析采用SPSS25.00软件,符合正态分布和

方差齐的数据以x±s形式表示,多组间差异比较采用

单因素方差分析和SNK-q检验,P<0.05差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠X射线图像及显微CT分析

X射线图像表明,模型组骨折部位的桥连接较弱,
而山奈酚治疗可以改善连接,抑制剂组连接减弱。显

微CT重建图像进一步说明,模型组缝隙相对较宽,愈
伤组织较小,山奈酚组与模型组相比,缝隙相对变窄,
愈伤组织变大,而抑制剂组趋势相反;山奈酚+抑制剂

组较山奈酚组缝隙相对较宽,见图1和图2。

图1 各组大鼠骨折股骨X线图

图2 各组大鼠新形成的愈伤组织三维重建图像

  模型组较假手术组BV/TV、愈伤组织面积均显著

下降,差异有统计学意义(P<0.05);山奈酚组较模型组

BV/TV、愈伤组织面积均显著升高,差异有统计学意义

(P<0.05),而抑制剂组较模型组BV/TV、愈伤组织面

积均显著下降,差异有统计学意义(P<0.05);山奈酚+
抑制剂组较山奈酚组BV/TV、愈伤组织面积均显著下

降,差异有统计学意义(P<0.05),见表1。

2.2 各组大鼠骨代谢指标比较

各组大鼠骨代谢指标比较见表2,模型组与假手

术组比较,BALP及BGP含量下降,CTX-Ⅰ含量升

高,差异有统计学意义(P<0.05);山奈酚组与模型组

比较,BALP及BGP含量升高,CTX-Ⅰ含量降低,差异

表1 各组大鼠BV/TV及愈伤组织面积比较(n=6,x±s)

组别 (BV/TV)/% 愈伤组织面积/mm2

假手术组 0.28±0.04 2.49±0.28
模型组 0.14±0.021) 1.35±0.141)

山奈酚组 0.21±0.032) 2.34±0.262)

抑制剂组 0.08±0.012) 0.73±0.052)

山奈酚+抑制剂组 0.16±0.033) 1.46±0.143)

注:1)与假手术组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;

3)与山奈酚组比较,P<0.05。

有统计学意义(P<0.05),抑制剂组与之相反,差异有

统计学意义(P<0.05);山奈酚+抑制剂组与山奈酚

组比较,BALP及BGP含量下降,CTX-Ⅰ含量升高,
差异有统计学意义(P<0.05)。

表2 山奈酚对血清骨代谢指标的影响(n=18,x±s,ng/mL)

组别 BALP BGP  CTX-Ⅰ
假手术组 8.78±0.91 15.35±1.82 0.54±0.04
模型组 5.35±0.631) 9.58±0.971) 1.32±0.131)

山奈酚组 7.45±0.752) 14.57±1.572) 0.64±0.072)

抑制剂组 3.21±0.262) 6.46±0.642) 1.97±0.242)

山奈酚+抑制剂组 5.67±0.623) 10.21±1.133) 1.26±0.113)

注:1)与假手术组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;3)与山奈酚组比较,P<0.05。

02 ChineseJTradMedTraum&Orthop,Mar.2025,Vol.33,No.3



2.3 各组大鼠CD31阳性表达率及VEGF、MMP9水

平比较

模型组较假手术组 CD31阳性表达率、VEGF、

MMP9蛋白表达下降,差异有统计学意义(P<0.05);
山奈酚组与模型组比较,VEGF、MMP9蛋白表达及

CD31阳 性 表 达 率 升 高,差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05),而抑制剂组与之相反,差异有统计学意义(P<
0.05);山奈酚+抑制剂组VEGF、MMP9蛋白水平及

CD31阳性表达率均低于山奈酚组,差异有统计学意

义(P<0.05),见表3、图3和图4。
表3 山奈酚对大鼠CD31阳性表达率及VEGF、MMP9蛋白水平的影响(n=6,x±s)

组别 CD31阳性表达率/% VEGF/GAPDH MMP9/GAPDH
假手术组 6.23±0.64 2.16±0.23 1.57±0.18
模型组 4.14±0.421) 1.37±0.141) 1.08±0.121)

山奈酚组 6.07±0.632) 2.04±0.262) 1.44±0.162)

抑制剂组 2.48±0.262) 0.76±0.082) 0.61±0.072)

山奈酚+抑制剂组 4.57±0.433) 1.43±0.153) 1.17±0.123)

注:1)与假手术组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;3)与山奈酚组比较,P<0.05。

图3 免疫荧光染色检测各组大鼠CD31表达

图4 WesternBlot法检测股骨组织VEGF及 MMP9蛋白表达

2.4 各组大鼠BMP2及SOX9蛋白水平比较

各组大鼠BMP2及SOX9蛋白水平比较见图5和

表4,模型组较假手术组BMP2、SOX9水平降低,差异

有统计学意义(P<0.05);山奈酚组与模型组比较,

BMP2及SOX9水平升高,差异有统计学意义(P<
0.05),而抑制剂组 下 降,差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05);山奈酚+抑制剂组BMP2、SOX9水平低于山

奈酚组,差异有统计学意义(P<0.05)。

图5 各组大鼠股骨组织SOX9及BMP2蛋白条带图
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表4 山奈酚对股骨组织BMP2及SOX9蛋白

水平的影响(n=6,x±s)

组别 BMP2/GAPDH SOX9/GAPDH
假手术组 0.95±0.05 0.89±0.10
模型组 0.44±0.041) 0.51±0.051)

山奈酚组 0.89±0.102) 0.81±0.092)

抑制剂组 0.26±0.022) 0.18±0.022)

山奈酚+抑制剂组 0.46±0.053) 0.58±0.063)

注:1)与假手术组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;

3)与山奈酚组比较,P<0.05。

2.5 各组大鼠Notch通路蛋白比较

各组大鼠Notch通路蛋白比较见图6和表5,模
型组较假手术组 Notch1、HES1、HEY1水平下降,
差异有统计学意义(P<0.05);山奈酚组与模型组比

较,Notch1、HES1、HEY1水平升高,差异有统计学意

义(P<0.05),而抑制剂组下降,差异有统计学意义

(P<0.05);山奈酚+抑制剂组Notch1、HES1、HEY1
水平低于山奈酚组,差异有统计学意义(P<0.05)。

图6 各组股骨组织Notch1、HES1、HEY1蛋白条带图

表5 山奈酚对股骨组织Notch1、HES1、HEY1蛋白水平的影响(n=6,x±s)

组别 Notch1/GAPDH HES1/GAPDH HEY1/GAPDH
假手术组 1.69±0.19 1.22±0.14 1.47±0.15
模型组 0.91±0.101) 0.68±0.071) 0.86±0.091)

山奈酚组 1.52±0.132) 1.13±0.112) 1.37±0.132)

抑制剂组 0.60±0.062) 0.33±0.032) 0.39±0.042)

山奈酚+抑制剂组 0.97±0.093) 0.75±0.073) 0.90±0.093)

注:1)与假手术组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;3)与山奈酚组比较,P<0.05。

3 讨论

骨折部位充足的血液供应、新生血管形成和成骨

对于新骨的形成和避免骨折不愈合至关重要[16]。山

奈酚是一种在水果和蔬菜中发现的膳食类黄酮,据报

道可以逆转卵巢切除大鼠的骨质减少状况[17]。研究

发现山奈酚具有成骨活性,通过促进成骨细胞存活来

减少骨质流失,进而促进骨折部位愈合[5]。因此本研

究的目的是确定山奈酚是否对骨折大鼠骨折愈合起到

改善作用。本研究参考文献[12]构建骨折大鼠模型,

X射线图像结果表明模型组骨折部位的桥连接较弱。
显微CT重建图像进一步说明模型组缝隙相对较宽,
愈伤组织较小,BV/TV 及愈伤组织面积显著下降。
而山奈酚治疗骨折部位的桥连接改善,缝隙相对变窄,
愈伤组织变大,BV/TV及愈伤组织面积显著升高,提
示山奈酚可以对骨折大鼠骨折愈合起到促进作用。

骨折愈合过程复杂,其中血管生成起着重要作用。
新生成的血管为骨骼提供必要的营养物质、氧气和生

长因子,并调节骨形成,对骨折愈合 至 关 重 要[18]。

BGP、BALP、SOX9、BMP2在骨形成方面意义重大,可
促进骨形成;CTX-Ⅰ与骨吸收相关,文献报道促进骨

形成和抑制骨吸收可改善骨密度,并逆转骨质疏松症,
进而改善骨折[19-20]。本研究结果显示,模型组较假手

术组BALP、BGP、BMP2、SOX9水平显著下降,CTX-
Ⅰ含 量 显 著 升 高,而 山 奈 酚 治 疗 后 BALP、BGP、

BMP2、SOX9水平显著升高,CTX-Ⅰ含量显著下降,

提示山奈酚可能通过促进骨形成抑制骨吸收、促进骨

折愈合。CD31由血小板内皮细胞黏附分子基因编

码,是内皮细胞的特异性标志物,用于评估血管生

成[21]。VEGF及 MMP9在血管生成中起到重要作

用,上调VEGF及 MMP9可以促进血管生成[22]。本

研究发 现 模 型 组 较 假 手 术 组 CD31 阳 性 表 达 率、

VEGF、MMP9蛋白水平显著下调,而山奈酚治疗后

CD31阳性表达率、VEGF、MMP9蛋白水平显著上

调,表明山奈酚可促进血管形成,加速骨折愈合。以上

发现可能拓宽山奈酚的潜在临床应用,并为治疗骨折

提供新的治疗策略。

Notch信号通路是促进血管生成、促进骨折修复

的关键通路[23]。Notch参与血管生成和成骨的耦

合[24],上 调 Notch可 以 激 活 其 下 游 基 因 HES1和

HEY1的转录进而促进血管生成,改善骨折愈合情

况[8]。本研究显示模型组Notch1、HES1、HEY1蛋白

表达下降,山奈酚处理则上调 Notch1、HES1、HEY1
蛋白表达,提示Notch信号通路可能介导山奈酚促进

血管生成和骨折愈合过程。为证实这一推测,本研究

用Notch信号通路抑制剂DAPT干预骨折大鼠,发现

DAPT能够降低 Notch1、HES1、HEY1蛋白水平,说
明DAPT可抑制Notch信号通路;进一步用山奈酚和

DAPT联合干预骨折大鼠,发现山奈酚促进血管生成

和骨折愈合的作用被DAPT逆转。
综上所述,山奈酚可促进骨折大鼠血管生成和骨
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折愈合,其机制与激活Notch信号通路相关。但山奈

酚是否存在剂量相关性,以及是否有其他通路参与山

奈酚促进骨折愈合过程,还需进一步探究。
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