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补肾活血方调节自噬促进绝经后骨质疏松症骨组织H型
血管及骨形成的实验研究

胡劲涛1△ 阮立奇1 钱剑胜2 王振威2 倪月明2 胡淼锋3

[摘要] 目的:探索补肾活血方调节自噬对去势骨质疏松小鼠 H 型血管及骨形成的作用。方法:将

C57BL/6J雌鼠随机分为假手术组、骨质疏松组和补肾活血方组,补肾活血方组在去势骨质疏松造模成

功后以补肾活血方灌胃,假手术组及骨质疏松组以等量生理盐水灌胃,1次/d,连续给药8周。采用

Micro-CT检测骨组织形态,免疫荧光检测EMCN、CD31共表达情况,免疫组化检测骨组织LC3和P62
表达水平,荧光定量PCR检测骨组织内RUNX2、COL1A1、LC3及P62基因表达水平,WesternBlot法

检测骨组织内RUNX2、COL1A1、LC3及P62蛋白表达水平。结果:与假手术组相比,骨质疏松组骨组

织BV/TV、Tb.N、Tb.Th明显降低,差异有统计学意义(P<0.001);EMCN和CD31共表达面积减

少,差异有统计学意义(P<0.001);LC3阳性表达减少,而P62阳性表达增加,RUNX2、COL1A1和

LC3基因及蛋白表达水平降低,差异有统计学意义(P<0.001);而P62基因及蛋白表达水平增高,差异

有统计学意义(P<0.001)。与骨质疏松组相比,补肾活血方组骨组织BV/TV、Tb.N、Tb.Th升高,差

异有统计学意义(P<0.001);EMCN和CD31共表达面积增加,差异有统计学意义(P<0.001);LC3
阳性表达增加,而P62阳性表达减少,RUNX2、COL1A1和LC3基因及蛋白表达水平增高,差异有统计

学意义(P<0.001);而P62基因及蛋白表达水平降低,差异有统计学意义(P<0.001)。结论:补肾活血

方能够提高绝经后骨质疏松小鼠骨组织内自噬水平,增加骨组织内H型血管形成,促进骨组织的形成,
起到治疗绝经后骨质疏松的作用。
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AutophagytoRegulateTypeHVesselsandBone

FormationinPostmenopausalOsteoporosis
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Abstract Objective:ToinvestigatetheeffectsofBushenHuoxueformulaontypeHvesselsandboneformationthrough
autophagymodulationinovariectomizedosteoporoticmice.Methods:C57BL/6Jfemalemicewererandomlydividedinto

sham operation group,osteoporosis group,and Bushen
Huoxue formula group.After successful modeling of
ovariectomyinducedosteoporosis,theBushenHuoxueformula

groupreceivedoralgavagewithBushenHuoxueformula.The
shamoperationgroupandosteoporosisgroupreceivedoralga-
vagewithanequalvolumeofphysiologicalsaline.Administer
onceadayfor8consecutiveweeks.Micro-CTwasusedto
detectbonetissue morphology.Immunofluorescence was
usedtodetecttheco-expressionofEMCNandCD31.Immu-

81 ChineseJTradMedTraum&Orthop,Aug.2025,Vol.33,No.8



nohistochemistrywasusedtodetecttheexpressionlevelsofLC3andP62inbonetissue.FluorescencequantitativePCR
wasusedtodetecttheexpressionlevelsofRUNX2,COL1A1,LC3andP62genesinbonetissue.WesternBlotwasusedto
detecttheproteinexpressionlevelsofRUNX2,COL1A1,LC3andP62inbonetissue.Results:Comparedwithshamopera-
tiongroup,thebonetissueBV/TV,Tb.N,Tb.Thintheosteoporosisgroupweresignificantlyreduced(P<0.001),the
numberofosteoclastswasincreased(P<0.001),theco-expressionareaofEMCNandCD31wasreduced(P<0.001),

thepositiveexpressionofLC3wasreduced,andthepositiveexpressionofP62wasincreased.Theexpressionlevelsof
RUNX2,COL1A1,LC3genesandproteinswerereduced(P<0.001),whiletheexpressionlevelsofP62genesandpro-
teinswereincreased(P<0.001).Comparedwithosteoporosisgroup,thebonetissueBV/TV,Tb.N,Tb.ThintheBush-
enHuoxueformulagroupincreased(P<0.001),theco-expressionareaofEMCNandCD31increased(P<0.001),the

positiveexpressionofLC3increased,whilethepositiveexpressionofP62decreased.TheexpressionlevelsofRUNX2,

COL1A1,LC3genesandproteinsincreased(P<0.001),whiletheexpressionlevelsofP62genesandproteinsdecreased
(P<0.001).Conclusion:TheBushenHuoxueformulacanamelioratepostmenopausalosteoporosisthroughupregulating
autophagyactivityinbonetissue,promotingangiogenesisoftypeHvessels,andenhancingosteogenicformation.
Keywords: postmenopausalosteoporosis;BushenHuoxueformula;autophagy;typeHvessels;boneformation

  骨内血管的形成与骨形成密切相关,H型血管

是骨组织内一种特殊毛细血管,对骨的形成具有重

要意义,而自噬是细胞维持稳态的重要过程,在血管

和骨的形成中具有重要作用[1-3]。五脏理论中肾主

骨生髓,中医认为肾与骨的关系最为密切,肾虚则骨

失所养,而肾虚日久易致血瘀,肾虚血瘀证是骨质疏

松症患者中常见的中医证候,补肾活血法是治疗骨

质疏松症的重要治则之一[4]。在动物和临床研究

中,补肾活血中药均被证实能够促进骨形成、起到治

疗骨质疏松的作用[5-6],且多项研究显示补肾活血中

药可以增加自噬水平、起到治疗疾病的作用[7-8],但
补肾 活 血 中 药 是 否 能 够 调 节 绝 经 后 骨 质 疏 松

(PMOP)骨组织内自噬水平,起到促进 H型血管及

骨形成作用尚不明确。为此,本研究通过建立绝经

后骨质疏松小鼠模型,应用补肾活血方干预,以观察

其对绝经后骨质疏松骨组织内自噬、H型血管及骨

形成的影响,现报告如下。

1 材料和方法

1.1 实验动物及分组

选取27只6周龄非特定病原体(SPF)级C57BL/6J
雌鼠,由上海BK公司提供,体重为20~25g。饲养条

件为室温(24±2)℃、湿度40%~60%、12h昼夜交替照

明的环境下。适应性饲养1周后按随机数字表法分为

假手术组(8只)和去势组(19只)。去势组小鼠在接受

卵巢去势手术后继续饲养12周(期间无小鼠死亡),抽
取其中3只小鼠确认骨质疏松造模成功后,剩余16只

小鼠依据随机数字表法进一步分为骨质疏松组(8只)
和补肾活血方组(8只)。本研究得到浙江中医药大学

动物实验研究中心伦理委员会批准(202111-0754)。

1.2 实验试剂

抗酒石酸酸性磷酸酶(TRAP)染色液(金克隆生

物,RS2890),苏木精染液(Servicebio,G1004),兔抗

EMCN(proteintech,11828-1-AP),兔抗CD31(CST,

77699),兔抗 RUNX2(CST,12556),兔抗 COL1A1
(CST,72026),兔 抗c-Fos(CST,2250),兔 抗 LC3
(CST,12741),兔抗P62(CST,23214),DAPI染色试

剂(CST,4083S)。

1.3 主要药物

补肾活血方由熟地黄、炒山药、山茱萸、枸杞、制附

子、肉桂、炙甘草、杜仲、桃仁、红花组成,上述药物饮片

按4∶2∶1∶2∶3∶1∶1∶2∶2∶1的比例进行水煎提取并浓缩

成含生药量为1g/mL,中药饮片由浙江中医药大学附

属杭州市中医院中药房提供。

1.4 动物造模

去势造模:小鼠以舒泰(盐酸替来他明盐酸唑拉西

泮)80mg/kg腹腔注射及阿托品0.04mg/kg肌注,
麻醉完成后小鼠取仰卧位,剪去腹部手术操作部位毛

发,以75%酒精消毒3遍,铺无菌手术洞巾,取腹部正

中切口长约1.5cm,依次切开皮肤及皮下组织,沿腹

直线切开暴露腹腔,寻找到双侧卵巢后摘除,冲洗伤口

并缝合。假手术造模:麻醉及进入腹腔操作同去势造

模,找到卵巢后仅去除卵巢周围的等量脂肪组织。

1.5 干预方式

补肾活血方组:以补肾活血方水煎液灌胃,小鼠的

含生药剂量通过人和动物体表面积折算的等效剂量比

率表中人-小鼠等效剂量比值进行计算,算得小鼠含生

药剂量为8.03g/kg,每只小鼠灌胃量约为0.16~
0.20mL,1次/d。假手术组及骨质疏松组:以等量生

理盐水灌胃,1次/d。所有小鼠在干预8周后以CO2
安乐死方式处死,收集骨组织标本。

1.6 指标检测

1.6.1 骨组织形态学检测 采用 Micro-CT检测,小
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鼠处死后收集骨组织,去除周围软组织,应用Bruker
Skyscan1272三 维 X 线 显 微 成 像 系 统,按 电 流

140μA、电压70kV、扫描厚度12μm对胫骨近端进

行扫描,分析胫骨骨体积百分比(BV/TV)、骨小梁数

量(Tb.N)和骨小梁厚度(Tb.Th)等骨组织形态。

1.6.2 免疫荧光检测 骨组织石蜡切片脱蜡后进行

抗原 修 复、封 闭,然 后 以 合 适 比 例 的 一 抗 EMCN
(1∶200)和CD31(1∶200)4℃下孵育过夜,次日切片清

洗后应用相应二抗进行孵育,应用荧光显微镜采集图

片,采用ImageJ软件对骨组织中EMCN及CD31共

表达面积比例进行分析。

1.6.3 免疫组化检测 骨组织切片进行脱蜡、抗原修

复,然后采用3%双氧水阻断内源性过氧化物酶,以

3%BSA封闭30min,加入一抗LC3(1∶200)及P62
(1∶200)4℃下孵育过夜,第2天加入 HRP标记的二

抗孵育,以DAB显色。显微镜下观察免疫组化阳性

表达情况,采用ImageJ软件进行分析。

1.6.4 荧光定量聚合酶链式反应(PCR) 将骨组织

以液氮研磨成粉末状后用 Trizol法提取总 RNA,将

RNA 反 转 录 为cDNA后 采 用 SYBR GreenqPCR
MasterMix试剂盒根据说明书配制成相应比例反应

液,采 用 480Ⅱ 荧 光 定 量 PCR 仪 检 测 RUNX2、

COL1A1、LC3、P62及GAPDH,以GAPDH作为内参

基因,根据2-ΔΔCt值进行计算,引物序列见表1。
表1 引物序列

基因 正向(5'-3')  反向(5'-3')  长度/bp
LC3 CTCCACACCCATCGCTGACA TCCTCTTGACTCAGAAGCCGAAG 104
P62 CCAGAATTCCTGCCTGACAACCC TGCCACCTTTCACTCACTATGGAC 125
RUNX2 AACTTGCTAACGTGAATGGTC AGCCCACTGAAGAAACTTGGT 155
COL1A1 CCTTTGACCAACTGAACGTGA CAGCATTAGGGTATCATAAGCCA 178
GAPDH TGCGACTTCAACAGCAACTCC CACCCTGTTGCTGTAGCCGTA 123

1.6.5 WesternBlot法检测 将骨组织以液氮研磨

成粉末状后加入蛋白裂解液获取样品蛋白。将样品蛋

白加入凝胶孔以70V恒电压电泳,电泳完成后,将夹

板海绵、滤纸、凝胶、PVDF膜制作成三明治式夹层,以

210mA恒电流进行转膜。转膜完成后,取出PVDF
膜以5%脱脂牛奶室温摇床封闭2h,然后以稀释的一

抗(稀释比例为RUNX2,1∶1000;COL1A1,1∶1000;

LC3,1∶1000;P62,1∶1000),4℃下孵育过夜;次日上

午去除一抗,以PBST清洗后加入含二抗孵育液,加入

ECL显影液以Tanon-5200全自动化学发光图像分析

系统显影。

1.7 统计学方法

采用SPSS23.0统计学软件进行数据分析,实验

数据以x±s形式表示,采用单因素方差分析,组间两

两比较采用LSD-t检验,P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 补肾活血方对去势骨质疏松小鼠骨组织形态学

的影响

Micro-CT图像表明,补肾活血方组小鼠胫骨干骺

端骨量高于骨质疏松组(见图1)。定量分析结果:与假

手术组相比,骨质疏松组小鼠骨组织BV/TV、Tb.N、

Tb.Th明显降低,差异有统计学意义(P<0.001);与
骨质疏松组相比,补肾活血方组小鼠BV/TV、Tb.N、

Tb.Th升高,差异有统计学意义(P<0.001),见表2。

图1 三组小鼠胫骨 Micro-CT图像

2.2 补肾活血方促进去势骨质疏松小鼠骨组织内 H
型血管的形成

EMCN和CD31为H型血管标志物,能够反映骨

组织内H型血管的形成[9]。骨质疏松组小鼠骨组织

EMCN和CD31共表达面积较假手术组明显减少,差
异有统计学意义(P<0.001),而补肾活血方组小鼠骨

组织EMCN和CD31共表达面积比骨质疏松组有增

加,差异有统计学意义(P<0.001),见图2及表3。
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图2 三组小鼠骨组织干骺端免疫荧光检测EMCN和CD31阳性表达情况(×200)

表2 三组小鼠胫骨骨组织BV/TV、Tb.N及

Tb.Th的比较(n=8,x±s)

组别 (BV/TV)/% Tb.N/mm-1 Tb.Th/mm
假手术组 17.0±1.0 4.0±0.2 0.043±0.004

骨质疏松组 8.4±1.0 2.1±0.4 0.021±0.005
补肾活血方组 13.7±1.2 3.2±0.3 0.035±0.004

F 128.208 61.895 53.592
P <0.001 <0.001 <0.001

表3 三组小鼠骨组织EMCN和CD31共表达面积

比例的比较(n=8,x±s)

组别 共表达面积/%
假手术组 9.1±1.7

骨质疏松组 2.5±1.1
补肾活血方组 7.7±0.8

F 62.189
P <0.001

2.3 免疫组化检测补肾活血方对去势骨质疏松小鼠

骨组织LC3及P62蛋白表达的影响

骨质疏松组小鼠胫骨骨组织LC3阳性表达少于

假手术组,P62阳性表达多于假手术组;补肾活血方组

小鼠LC3阳性表达多于骨质疏松组,P62阳性表达少

于骨质疏松组,见图3和图4。

2.4 补肾活血方对去势骨质疏松小鼠骨组织RUNX2、

COL1A1、LC3及P62基因表达的影响

假 手 术 组 和 补 肾 活 血 方 组 小 鼠 骨 组 织 内

RUNX2、COL1A1及LC3基因表达水平高于骨质疏

松组,差异有统计学意义(P<0.001),而假手术组和

补肾活血方组小鼠P62基因表达水平低于骨质疏松

组,差异有统计学意义(P<0.001),见表4。

图3 三组小鼠骨组织LC3免疫组化染色结果(×200)

图4 三组小鼠骨组织P62免疫组化染色结果(×200)

表4 三组小鼠骨组织中RUNX2、COL1A1、LC3及P62基因表达水平(n=8,x±s)

组别 RUNX2 COL1A1 LC3 P62
假手术组 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00

骨质疏松组 0.64±0.11 0.59±0.06 0.64±0.08 1.42±0.19
补肾活血方组 0.84±0.09 0.80±0.04 1.33±0.16 0.91±0.04

F 38.041 168.726 60.667 47.072
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
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2.5 WesternBlot法检测补肾活血方对去势骨质疏

松小鼠骨组织 RUNX2、COL1A1、LC3及 P62
蛋白表达的影响

假 手 术 组 和 补 肾 活 血 方 组 小 鼠 骨 组 织 内

RUNX2、COL1A1及LC3蛋白表达水平高于骨质疏

松组,差异有统计学意义(P<0.001),而假手术组及

补肾活血方组小鼠P62蛋白表达水平低于骨质疏松

组,差异有统计学意义(P<0.001,见图5及表5。

图5 三组小鼠RUNX2、COL1A1、LC3及P62蛋白表达情况

3 讨论

骨质疏松症已成为仅次于心脑血管疾病的第二大

慢性疾病,骨质疏松性骨折的发生是导致老年人残疾

和死亡的临床常见骨科疾病,由于骨质疏松疾病静默

性的特点,相当多的患者忽视了该疾病的危害[10]。目

前西医对骨质疏松症的治疗主要是针对性地抑制破骨

细胞或促进成骨细胞的单靶向性药物,尽管其能提高

骨密度,降低骨折的发生率,但长期服用存在发生骨坏

死、非特异性骨折、心脑血管疾病等副作用[11-13]。中药

治疗具有多靶点、副作用小等优势,治疗绝经后骨质疏

松也表现出可靠的疗效。
中医理论认为“肾主骨,生髓”,肾精气的充沛是骨

骼生长和功能正常发挥的关键。女性绝经后肾精日渐

亏耗,髓无所生,骨失濡养而致痿;同时,肾精亏虚致使

气血生化乏源,气血运行无力,日久瘀阻脉络,可以看

出肾虚血瘀是绝经后骨质疏松发病的主要病因病机,
故治疗原则应以补肾活血为核心。本研究所用补肾活

血方主要由补肾类、活血类中药组成,其中熟地滋肾填

精,重用为君;山药健脾固肾益精,山茱萸补肝肾、涩精

气,协同熟地增强补肾填精的效果,桃仁、红花活血祛

瘀、通经止痛,四药共为臣药;枸杞补肾益精,杜仲强肾

壮骨,肉桂温肾助阳,使阴得阳升而泉源不绝,为使药;
炙甘草益气健脾、调和诸药,功兼佐使。该方诸药合

表5 三组小鼠骨组织中RUNX2、COL1A1、LC3及P62蛋白表达水平(n=8,x±s)

组别 RUNX2 COL1A1 LC3 P62
假手术组 1.84±0.20 1.31±0.20 0.63±0.05 0.27±0.04

骨质疏松组 0.81±0.10 0.58±0.11 0.27±0.05 0.95±0.11
补肾活血方组 1.38±0.20 1.03±0.17 0.79±0.11 0.18±0.03

F 71.119 41.881 101.160 302.756
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

用,共 奏 补 肾 健 骨、活 血 祛 瘀 之 功,切 中 本 病 之 病

机[14]。既往多项研究显示,补肾活血类中药能够促进

骨髓间充质干细胞(BMSCs)的成骨分化,提高去势骨

质疏松模型鼠骨密度和骨小梁数量,起到治疗绝经后

骨质疏松的作用[15-16]。本研究结果与其相似,结果显

示补肾活血方干预后的小鼠成骨指标增加,骨组织中

骨量有明显提升,表明补肾活血方能促进去势骨质疏

松小鼠骨形成。
近些年研究发现一种高表达CD31和Endomucin

(EMCN)的血管与骨形成之间存在密切联系,这种亚

型的血管被命名为 H型血管[17-18]。H型血管主要位

于骨的干骺端,为骨组织形成了一个特殊的微环境,有
利于骨的形成,减少骨丢失[19-21]。研究发现骨质疏松

患者骨组织中H型血管数量显著减少[22]。同样,本研

究去势骨质疏松小鼠胫骨干骺端H型血管的数量较假

手术组小鼠明显减少;而补肾活血方干预后的小鼠胫骨

干骺端H型血管形成的数量较去势骨质疏松小鼠有明

显增加,与骨量的增加正相关,表明补肾活血方促进去

势骨质疏松小鼠H型血管及骨的形成。
自噬是一个复杂且动态的降解过程,能清除细胞

内受损或功能缺失的器官及蛋白,并将其转化为能量

以供再利用,对于维持细胞的稳态具有 重 要 的 意

义[23]。自噬在骨质疏松的发生发展过程中具有重要

的作用,骨质疏松骨组织中自噬水平有不同程度的降

低[24]。本研究结果显示去势骨质疏松小鼠骨组织内

LC3蛋白及基因表达降低,而P62蛋白及基因表达增

加,提示去势骨质疏松小鼠自噬水平减弱;补肾活血方

干预小鼠的骨组织内LC3蛋白及基因的表达相比去

势骨质疏松小鼠明显增加,而P62蛋白及基因水平低

于去势骨质疏松小鼠,这提示补肾活血方能提高去势

骨质疏松小鼠骨组织内自噬水平。既往研究发现自噬

水平的增高能提高骨质疏松模型小鼠骨髓间充质干细
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胞的成骨能力,抑制其成脂分化[25-26],而Li等[27]研究

显示自噬能够促进组织内血管的形成。本研究结果提

示,补肾活血方不仅可以提高去势骨质疏松小鼠骨组

织内的自噬水平,还能促进 H 型血管的形成,从而发

挥治疗绝经后骨质疏松症的效果。
综上所述,补肾活血方能够提高绝经后骨质疏松小

鼠骨组织内自噬水平,增加骨组织内H型血管形成,促
进骨组织的形成,起到治疗绝经后骨质疏松的作用。
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