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复方生脉成骨胶囊调控miR-135b-5p对小鼠激素性
股骨头坏死及骨代谢的影响

何德利1△ 陈宏慈1 陈凯奇1

[摘要] 目的:基于补肾活血理论研究复方生脉成骨胶囊对小鼠激素性股骨头坏死的改善作用及机制。
方法:小鼠随机分为正常组和造模组,采用脂多糖联合甲强龙建立激素性股骨头坏死模型。造模完成后

随机分为模型组、复方生脉成骨胶囊组、Agomir组、复方生脉成骨胶囊+Agomir组和阿仑膦酸钠组,

12只/组。复方生脉成骨胶囊组灌胃给予小鼠复方生脉成骨胶囊(5.46
 

g/kg),1次/d;Agomir组按照

200
 

μL/只,尾静脉注射miR-135b-5p
 

Agomir
 

(14
 

nmol/L),每2周1次;复方生脉成骨胶囊+Agomir
组灌胃给予复方生脉成骨胶囊(5.46

 

g/kg),1次/d,同时尾静脉注射 miR-135b-5p
 

Agomir
 

(14
 

nmol/

L),每2周1次;阿仑膦酸钠组灌胃给予阿仑膦酸钠(1.3
 

mg/kg),1次/d;正常组和模型组灌胃给予等

量蒸馏水,所有组别连续干预8周。实时定量聚合酶链式反应(PCR)测定miR-135b-5p水平,微型计算

机断层扫描仪(Micro-CT)检查小鼠股骨头形态并计算骨小梁数量、骨小梁厚度和骨小梁分离度,酶联

免疫吸附法(ELISA)试剂盒测定小鼠血清骨钙素、碱性磷酸酶(ALP)、Ⅰ型胶原氨基端前肽(PINP)、抗

酒石酸酸性磷酸酶(TRAP)、甲状旁腺素(PTH)、骨碱性磷酸酶(BALP)水平,全自动生化分析仪测定

小鼠血清肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细胞介素-6(IL-6)、超氧化物歧化酶(SOD)、丙二醛(MDA)和脂

质过氧化物(LPO)水平,苏木精-伊红(HE)染色法检查小鼠股骨头组织病理改变,实时定量聚合酶链式

反应和免疫印迹法分别测定小鼠股骨头Runt相关转录因子2(Runx2)、骨形态发生蛋白2(BMP-2)、成

骨相关转录因子抗体(Osterix)mRNA和蛋白水平。结果:与正常组比较,模型组 miR-135b-5p水平、
骨小梁分离度、血清ALP、TRAP、PTH、TNF-α、IL-6、MDA和LPO水平升高,差异有统计学意义(P<
0.05);股骨头骨小梁数量、骨小梁厚度、血清骨钙素、PINP、BALP和SOD水平,Runx2、BMP-2、Os-
terix

 

mRNA和蛋白水平降低,差异有统计学意义(P<0.05)。与模型组比较,复方生脉成骨胶囊组和

阿仑膦酸钠组miR-135b-5p水平、骨小梁分离度、血清ALP、TRAP、PTH、TNF-α、IL-6、MDA和LPO
水平降低,差异有统计学意义(P<0.05);股骨头骨小梁数量、骨小梁厚度、血清骨钙素、PINP、BALP
和SOD水平,Runx2、BMP-2、Osterix

 

mRNA和蛋白水平升高,差异有统计学意义(P<0.05),股骨头

组织病理结构显著改善。与正常组、模型组和复方生脉成骨胶囊组比较,Agomir组 miR-135b-5p水

平、骨小梁分离度、血清ALP、TRAP、PTH、TNF-α、IL-6、MDA和LPO水平升高,差异有统计学意义

(P<0.05);股骨头骨小梁数量、骨小梁厚度、血清骨钙素、PINP、BALP和SOD水平,Runx2、BMP-2、

Osterix
 

mRNA和蛋白水平降低,差异有统计学意义(P<0.05)。与Agomir组比较,复方生脉成骨胶

囊+Agomir组miR-135b-5p水平、骨小梁分离度、血清ALP、TRAP、PTH、TNF-α、IL-6、MDA和LPO
水平降低,差异有统计学意义(P<0.05);股骨头骨小梁数量、骨小梁厚度、血清骨钙素、PINP、BALP
和SOD水平,Runx2、BMP-2、Osterix

 

mRNA和蛋白水平升高,差异有统计学意义(P<0.05)。结论:
复方生脉成骨胶囊能够显著抑制激素性股骨头坏死小鼠股骨头组织结构破坏,促进股骨头病理恢

复,调节骨代谢,抑制小鼠全身炎症反应及氧化应激损伤,促进股骨头成骨细胞分化,其机制可能与

调节 miR-135b-5p有关。
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Abstract Objective:To

 

study
 

the
 

improvement
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

compound
 

Shengmai
 

Chenggu
 

capsules
 

on
 

steroid-induced
 

femoral
 

head
 

necrosis
 

in
 

mice
 

based
 

on
 

the
 

Bushen
 

Huoxue
 

theory.Methods:Mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

normal
 

group
 

and
 

the
 

model
 

group.The
 

steroid-induced
 

femoral
 

head
 

necrosis
 

model
 

was
 

established
 

using
 

lipopo-
lysaccharide

 

combined
 

with
 

methylprednisolone.After
 

the
 

modeling
 

was
 

completed,they
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

model
 

group,the
 

compound
 

Shengmai
 

Chenggu
 

capsules
 

group,the
 

Agomir
 

group,the
 

compound
 

Shengmai
 

Chenggu
 

cap-
sules+Agomir

 

group,and
 

the
 

alendronate
 

sodium
 

group,with
 

12
 

rats
 

in
 

each
 

group.In
 

the
 

compound
 

Shengmai
 

Chenggu
 

capsules
 

group,mice
 

received
 

compound
 

Shengmai
 

Chenggu
 

capsules
 

(5.46
 

g/kg)
 

by
 

gavage
 

once
 

a
 

day.In
 

the
 

Agomir
 

group,miR-135b-5p
 

Agomir
 

(14
 

nmol/L)
 

was
 

injected
 

into
 

the
 

tail
 

vein
 

at
 

a
 

volume
 

of
 

200
 

μL
 

per
 

mouse
 

once
 

for
 

2
 

weeks.In
 

the
 

compound
 

Shengmai
 

Chenggu
 

capsules+Agomir
 

group,compound
 

Shengmai
 

Chenggu
 

capsules
 

(5.46
 

g/

kg)
 

were
 

administered
 

intragastrically
 

once
 

a
 

day,and
 

miR-135b-5p
 

Agomir
 

(14
 

nmol/L)
 

was
 

injected
 

into
 

the
 

tail
 

vein
 

once
 

for
 

2
 

weeks.In
 

the
 

alendronate
 

sodium
 

group,alendronate
 

sodium
 

(1.3
 

mg/kg)
 

was
 

administered
 

intragastrically
 

once
 

a
 

day.The
 

normal
 

group
 

and
 

the
 

model
 

group
 

were
 

administered
 

an
 

equivalent
 

volume
 

of
 

distilled
 

water
 

by
 

gavage,

all
 

groups
 

were
 

continuously
 

treated
 

for
 

8
 

weeks.The
 

level
 

of
 

miR-135b-5p
 

was
 

determined
 

by
 

real-time
 

quantitative
 

poly-
merase

 

chain
 

reaction
 

(qPCR),the
 

morphology
 

of
 

the
 

femoral
 

head
 

in
 

mice
 

was
 

examined
 

using
 

a
 

micro-computed
 

tomo-

graphy
 

scanner
 

(Micro-CT),and
 

the
 

number
 

of
 

trabeculae,the
 

thickness
 

of
 

trabeculae
 

and
 

the
 

separation
 

of
 

trabeculae
 

were
 

calculated.The
 

levels
 

of
 

osteocalcin,alkaline
 

phosphatase
 

(ALP),type
 

Ⅰ
 

collagen
 

amino-terminal
 

propeptide
 

(PINP),tartrate-resistant
 

acid
 

phosphatase
 

(TRAP),parathyroid
 

hormone
 

(PTH),and
 

bone
 

alkaline
 

phosphatase
 

(BALP)
 

in
 

mouse
 

serum
 

were
 

determined
 

using
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA)
 

kits.The
 

levels
 

of
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α),interleukin-6
 

(IL-6),superoxide
 

dismutase
 

(SOD),malondialdehyde
 

(MDA),and
 

lipid
 

perox-
ide

 

(LPO)
 

in
 

mouse
 

serum
 

were
 

determined
 

using
 

an
 

automatic
 

biochemical
 

analyzer.The
 

histopathological
 

changes
 

in
 

the
 

femoral
 

head
 

of
 

mice
 

were
 

examined
 

by
 

hematoxylin-eosin
 

(HE)
 

staining.The
 

mRNA
 

and
 

protein
 

levels
 

of
 

Runt-related
 

transcription
 

factor
 

2
 

(Runx2),bone
 

morphogenetic
 

protein
 

2
 

(BMP-2),and
 

osteogenic
 

transcription
 

factor
 

antibody
 

(Osterix)
 

in
 

the
 

femoral
 

head
 

of
 

mice
 

were
 

determined
 

by
 

real-time
 

quantitative
 

PCR
 

and
 

Western
 

Blot,respectively.
Results:Compared

 

with
 

the
 

normal
 

group,the
 

levels
 

of
 

miR-135b-5p,trabecular
 

bone
 

separation,serum
 

ALP,TRAP,

PTH,TNF-α,IL-6,MDA
 

and
 

LPO
 

in
 

the
 

model
 

group
 

were
 

increased
 

(P<0.05);the
 

number
 

of
 

trabeculae
 

in
 

the
 

femoral
 

head,trabecular
 

thickness,the
 

levels
 

of
 

serum
 

osteocalcin,PINP,BALP
 

and
 

SOD,as
 

well
 

as
 

the
 

mRNA
 

and
 

protein
 

levels
 

of
 

Runx2,BMP-2
 

and
 

Osterix
 

were
 

decreased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

levels
 

of
 

miR-135b-5p,

trabecular
 

bone
 

separation,serum
 

ALP,TRAP,PTH,TNF-α,IL-6,MDA,and
 

LPO
 

in
 

both
 

compound
 

Shengmai
 

Chenggu
 

capsules
 

group
 

and
 

the
 

alendronate
 

sodium
 

group
 

were
 

decreased
 

(P<0.05),the
 

number
 

of
 

trabeculae
 

of
 

the
 

femoral
 

head,the
 

thickness
 

of
 

trabeculae,the
 

levels
 

of
 

serum
 

osteocalcin,PINP,BALP
 

and
 

SOD,the
 

mRNA
 

and
 

protein
 

levels
 

of
 

Runx2,BMP-2
 

and
 

Osterix
 

increased
 

(P<0.05),and
 

the
 

histopathological
 

structure
 

of
 

the
 

femoral
 

head
 

tissue
 

was
 

sig-
nificantly

 

improved.Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group,the
 

model
 

group
 

and
 

compound
 

Shengmai
 

Chenggu
 

capsules
 

group,

the
 

levels
 

of
 

miR-135b-5p,trabecular
 

bone
 

separation,serum
 

ALP,TRAP,PTH,TNF-α,IL-6,MDA
 

and
 

LPO
 

in
 

the
 

Ag-
omir

 

group
 

were
 

increased
 

(P<0.05).The
 

number
 

of
 

trabeculae
 

of
 

the
 

femoral
 

head,the
 

thickness
 

of
 

trabeculae,the
 

lev-
els

 

of
 

serum
 

osteocalcin,PINP,BALP
 

and
 

SOD,as
 

well
 

as
 

the
 

mRNA
 

and
 

protein
 

levels
 

of
 

Runx2,BMP-2
 

and
 

Osterix
 

de-
creased

 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

Agomir
 

group,the
 

levels
 

of
 

miR-135b-5p,trabecular
 

bone
 

separation,serum
 

ALP,TRAP,PTH,TNF-α,IL-6,MDA
 

and
 

LPO
 

in
 

the
 

compound
 

Shengmai
 

Chenggu
 

capsules+Agomir
 

group
 

were
 

de-
creased

 

(P<0.05),the
 

number
 

of
 

trabeculae
 

of
 

the
 

femoral
 

head,the
 

thickness
 

of
 

trabeculae,the
 

levels
 

of
 

serum
 

osteocal-
cin,PINP,BALP

 

and
 

SOD,as
 

well
 

as
 

the
 

mRNA
 

and
 

protein
 

levels
 

of
 

Runx2,BMP-2
 

and
 

Osterix
 

increased
 

(P<0.05).
Conclusion:The

 

compound
 

Shengmai
 

Chenggu
 

capsules
 

can
 

significantly
 

inhibit
 

the
 

destruction
 

of
 

femoral
 

head
 

tissue
 

structure
 

in
 

mice
 

with
 

steroid-induced
 

femoral
 

head
 

necrosis,promote
 

the
 

pathological
 

recovery
 

of
 

the
 

femoral
 

head,regu-
late

 

bone
 

metabolism,inhibit
 

systemic
 

inflammatory
 

responses
 

and
 

oxidative
 

stress
 

injury
 

in
 

mice,and
 

promote
 

osteoblast
 

differentiation
 

in
 

the
 

femoral
 

head.The
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

regulation
 

of
 

miR-135b-5p.
Keywords: Bushen

 

Huoxue;steroid-induced
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necrosis;bone
 

metabolism;alendronate
 

sodium;compound
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Shengmai
 

Chenggu
 

capsules

  股骨头坏死是以髋关节疼痛及功能障碍为主要表

现的临床常见骨关节病,其发生及发展与创伤、长期大

量使用糖皮质激素、酒精、年龄、性别、吸烟等多种因素

有关[1-2]。复方生脉成骨胶囊是由广州中医药大学第

一附属医院何伟教授以袁氏生脉成骨片为基础,以补

肾活血理论为基础,由川芎、赤芍、当归、红花等药材组

成的中药制剂,近年来研究发现[3],其在股骨头坏死的

治疗中发挥关键作用,本课题组在前期文献研究中发

现其在股骨头坏死的治疗中具有较大潜力[4]。本实验

以激素性股骨头坏死模型小鼠为研究对象,以复方生

脉成骨胶囊为研究药物,基于 miR-135b-5p探讨其在

小鼠激素性股骨头坏死治疗中的药理作用机制及其对

骨代谢的调节作用,为股骨头坏死治疗药物的研发提

供新的参考依据。

1 材料和方法

1.1 实验动物

75只无特定病原体级C57BL/6小鼠,雄性,8周

龄,体重为20~22
 

g,由广州中医药大学提供,实验动

物生产许可证号为SCXK(粤)2023-0068。小鼠饲养

于动物房,温度为20~25
 

℃,每天光照/黑暗各12
 

h,
自由饮水摄食1周后进行后续实验。本研究动物实验

经医院伦理委员会审核批准。

1.2 药物与试剂

复方生脉成骨胶囊购自广州中医药大学第一附属

医院 (批 准 文 号 为 粤 药 制 字 Z20071224,批 号 为

202210181);阿仑膦酸钠(标准品,纯度≥98%,货号为

YZ-100901)购 自 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司;miR-
135b-5p

 

Agomir(货 号 为 HY-R00261A)购 自 美 国

MedChemExpress公司;实时定量聚合酶链式反应

(PCR)试剂盒(货号为PH0120)购自云科生物技术泰

州有限公司;RNA提取试剂盒(货号为DP420)购自天

根生化科技北京有限公司;逆转录试剂盒(货号为

abs60269)购自爱必信上海生物科技有限公司;蛋白测

定试剂盒(货号为T1949)购自西格玛奥德里奇上海贸

易有 限 公 司;苏 木 精-伊 红 (HE)试 剂 盒 (货 号 为

WLA051)购自沈阳万类生物科技有限公司。酶联免

疫吸附法(ELISA)试剂盒:骨钙素(货号为D721126)
购自生工生物工程上海股份有限公司;碱性磷酸酶

(ALP,货号为 MU30029)、骨碱性磷酸酶(BALP,货
号为 MU30270)购自武汉贝茵莱生物科技有限公司;

Ⅰ型胶原氨基端前肽(PINP,货号为 AB-K1095702)
购自艾比玛特医药科技上海有限公司;抗酒石酸酸性

磷酸酶(TRAP,货号为 ml598212)购自上海酶联生

物科技有限公司;甲状旁腺素(PTH,货号为 CSB-
E08690m)购自武汉华美生物工程有限公司。兔抗

体Runt相关转录因子2(Runx2,货号为ab192256)、
骨形态发生蛋白2(BMP-2,货号为ab284387)、成骨

相关转录因子抗体(Osterix,货号为ab209484)
 

购自

艾博抗(上海)贸易有限公司;聚合酶链式反应引物

设计剂合成由百力格生物科技上海股份有限公司

完成。

1.3 主要仪器

Skyscan1276微型计算机断层扫描仪(Micro-CT)
购自布鲁克北京科技有限公司;MTN-360全自动生化

分析仪购自曼特诺医疗器械有限公司;Infinite
 

F50
 

Plus酶标仪购自帝肯上海贸易有限公司;MF53-N荧

光倒置显微镜购自广州市明美光电技术有限公司;

KETA
 

GL凝胶成像仪购自美国 Wealtec公司。

1.4 方法

1.4.1 造模与分组 小鼠随机分为正常组(13只)和
造模组(62只)。参照文献[5]方法,造模组小鼠静脉

注射脂多糖(10
 

μg/kg),1次/d。干预2
 

d后,臀部肌

肉注射甲强龙(20
 

mg/kg),1次/d,干预3
 

d。继续饲

养1周后,造模组随机取2只小鼠,正常组随机取1只

小鼠,颈椎脱臼法处死后分离股骨头,HE染色观察小

鼠股骨头病理变化,以小鼠股骨头组织空骨陷窝增多,
骨小梁稀疏、排列紊乱视为造模成功。小鼠造模完成

后随机分为模型组、复方生脉成骨胶囊组、Agomir
组、复方生脉成骨胶囊+Agomir组和阿仑膦酸钠组,

12只/组。

1.4.2 给药 复方生脉成骨胶囊组按照临床给药剂

量的 9.1 倍,灌 胃 给 予 小 鼠 复 方 生 脉 成 骨 胶 囊

(5.46
 

g/kg)[6],1次/d;Agomir组按照200
 

μL/只,尾
静脉注射 miR-135b-5p

 

Agomir(14
 

nmol/L)[7],每2
周1次;复方生脉成骨胶囊+Agomir组灌胃给予复方

生脉成骨胶囊(5.46
 

g/kg),1次/d,同时尾静脉注射

miR-135b-5p
 

Agomir
 

(14
 

nmol/L),每2周1次;阿仑

膦酸钠组灌胃给予 阿 仑 膦 酸 钠(1.3
 

mg/kg)[8],1
次/d;正常组和模型组灌胃给予等量蒸馏水,所有组别

连续干预8周[9]。

1.4.3 观察指标

1.4.3.1 实时定量聚合酶链式反应测定 miR-135b-
5p水平 小鼠颈椎脱臼法处死后分离股骨头,使用聚

合酶链式反应试剂盒,以U6为内参,按照2-ΔΔCt 法计
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算 miR-135b-5p水平。引物序列为 U6:正向引物为

5'-ATGACGTCTGCCTTGGAGAAC-3',反向引物为

5'-TCAGTGTGCTACGGAGTTCAG-3'。miR-135b-
5p:正向引物为5'-GGTATGGCTTTTCATTCCT-3',反
向引物为5'-GCGAGCACAGAATTAATACGAC-3'。

1.4.3.2 Micro-CT检查小鼠股骨头形态 小鼠颈椎

脱臼法处死后分离股骨头,用 Micro-CT扫描分析骨

小梁数量、骨小梁厚度和骨小梁分离度。

1.4.3.3 ELISA试剂盒测定小鼠血清骨钙素、ALP、

PINP、TRAP、PTH、BALP水平 小鼠眼眶静脉取血

至离心管中,按照试剂盒说明书测定骨钙素、ALP、

PINP、TRAP、PTH、BALP水平。

1.4.3.4 全自动生化分析仪测定小鼠血清TNF-α、

IL-6、SOD、MDA和LPO水平 小鼠眼眶静脉取血,
使用全自动生化分析仪测定肿瘤坏死因子-α(TNF-
α)、白细胞介素-6(IL-6)、超氧化物歧化酶(SOD)、丙
二醛(MDA)和脂质过氧化物(LPO)水平。

1.4.3.5 HE染色法检查小鼠股骨头组织病理改变

 取小鼠股骨头组织,脱钙液脱钙后,石蜡包埋并切

片,常规HE染色,于显微镜下拍照检查病理改变。

1.4.3.6 实时定量聚合酶链式反应测定小鼠股骨头

Runx2、BMP-2、Osterix
 

mRNA水平 取小鼠股骨头

组织,按照聚合酶链式反应试剂盒方法测定 Runx2、

BMP-2、Osterix
 

mRNA 水平。引物序列见表1,以

GAPDH为内参,按照2-ΔΔCt 法计算Runx2、BMP-2、

Osterix
 

mRNA相对水平。
表1 引物序列

基因 正向引物(5'-3')     反向引物(5'-3')     

Runx2 GACTGTGGTTACCGTCATGGC ACTTGGTTTTTCATAACAGCGGA

BMP-2 GAACCCAGGTGTCTCCAAGA GTCTCTTGCAGCTGGACTTG

Osterix CGCATCTGAAAGCCCACTTG CAGCTCGTCAGAGCGAGTGAA

GAPDH AGGTCGGTGTGAACGGATTTG GGGGTCGTTGATGGCAACA

1.4.3.7 Western
 

Blot法测定小鼠股骨头 Runx2、

BMP-2、Osterix蛋白水平 取小鼠股骨头组织,脱钙

液脱钙后,研磨匀浆提取总蛋白,上样量设置为
 

50
 

μg,
依次 经 电 泳 分 离、转 膜、封 闭 后,分 别 经 GAPDH、

Runx2、BMP-2、Osterix兔抗体(1∶500稀释)4
 

℃下孵

育过夜后,再用山羊抗兔二抗(1∶1
 

000稀释)室温下

孵育1
 

h,用化学发光液在凝胶成像系统显影并拍照,
以 GAPDH 为 内 参,用 ImageJ

 

1.8.0 软 件 计 算

Runx2、BMP-2、Osterix蛋白相对水平。

1.5 统计学方法

用SPSS
 

26.0软件处理本实验所有数据,计数资

料用x±s形式表示,采用卡方检验,计量资料采用单

因素方差分析进行多组间数据的比较,两两比较采用

LSD检验,P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 复方生脉成骨胶囊对激素性股骨头坏死小鼠

miR-135b-5p水平的影响

复方生脉成骨胶囊对激素性股骨头坏死小鼠

miR-135b-5p水平的影响见表2,结果表明:与正常组

比较,模型组miR-135b-5p水平升高(P<0.05);与模

型组比较,复方生脉成骨胶囊组和阿仑膦酸钠组 miR-
135b-5p水平降低(P<0.05);与正常组、模型组和复

方生脉成骨胶囊组比较,Agomir组 miR-135b-5p水

平升高(P<0.05);与Agomir组比较,复方生脉成骨

胶囊+Agomir组miR-135b-5p水平降低。

表2 小鼠股骨头 miR-135b-5p水平比较

组别   miR-135b-5p水平

正常组 0.79±0.08
模型组 3.86±0.601)

复方生脉成骨胶囊组 0.88±0.042)

Agomir组 5.55±0.501)2)3)

复方生脉成骨胶囊+Agomir组 2.65±0.094)

阿仑膦酸钠组 1.59±0.042)

注:1)与正常组比,P<0.05;2)与模型组比,P<0.05;3)与复

方生脉成骨胶囊组比,P<0.05;4)与Agomir组比,P<0.05。

2.2 复方生脉成骨胶囊对激素性股骨头坏死小鼠股

骨头形态的影响

复方生脉成骨胶囊对激素性股骨头坏死小鼠股骨

头形态的影响见图1和图2,结果表明:与正常组比较,
模型组小鼠股骨头骨小梁数量、骨小梁厚度降低,差异

有统计学意义(P<0.05),骨小梁分离度升高,差异有统

计学意义(P<0.05);与模型组比较,复方生脉成骨胶囊

组和阿仑膦酸钠组骨小梁数量、骨小梁厚度升高,差异

有统计学意义(P<0.05),骨小梁分离度降低,差异有统

计学意义(P<0.05);与正常组、模型组和复方生脉成骨

胶囊组比较,Agomir组骨小梁数量、骨小梁厚度降低,
差异有统计学意义(P<0.05),骨小梁分离度升高,差异

有统计学意义(P<0.05);与Agomir组比较,复方生脉

成骨胶囊+Agomir组骨小梁数量、骨小梁厚度升高,差
异有统计学意义(P<0.05),骨小梁分离度降低,差异有

统计学意义(P<0.05)。
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图1 小鼠股骨头 Micro-CT检查结果

图2 小鼠股骨头骨小梁数量、骨小梁厚度和骨小梁分离度比较

2.3 复方生脉成骨胶囊对激素性股骨头坏死小鼠血清

骨钙素、ALP、PINP、TRAP、PTH、BALP的影响

复方生脉成骨胶囊对激素性股骨头坏死小鼠血清

骨钙素、ALP、PINP、TRAP、PTH、BALP的影响见表

3,结 果 表 明:与 正 常 组 比 较,模 型 组 血 清 骨 钙 素、

PINP、BALP 水 平 降 低,差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05),ALP、TRAP、PTH水平升高,差异有统计学意

义(P<0.05);与模型组比较,复方生脉成骨胶囊组和

阿仑膦酸钠组血清骨钙素、PINP、BALP水平升高,差

异有统计学意义(P<0.05),ALP、TRAP、PTH水平

降低,差异有统计学意义(P<0.05);与正常组、模型

组和复方生脉成骨胶囊组比较,Agomir组血清骨钙

素、PINP、BALP水平降低,差异有统计学意义(P<
0.05),ALP、TRAP、PTH水平升高,差异有统计学意

义(P<0.05);与 Agomir组比较,复方生脉成骨胶

囊+Agomir组血清骨钙素、PINP、BALP水平升高,
差异有统计学意义(P<0.05),ALP、TRAP、PTH水

平降低,差异有统计学意义(P<0.05)。
表3 小鼠血清骨钙素、ALP、PINP、TRAP、PTH、BALP比较(x±s)

组别
骨钙素/

(ng·mL-1)
ALP/

(IU·L-1)
PINP/

(ng·mL-1)
TRAP/

(IU·L-1)
PTH/

(ng·mL-1)
BALP/

(IU·L-1)
正常组 18.70±1.56 40.14±1.94 11.62±1.81 13.15±0.99 51.62±1.64 284.87±2.63
模型组 6.62±0.891) 100.01±3.281) 6.84±0.481) 27.96±3.791) 100.06±3.331) 197.12±3.601)

复方生脉成骨

胶囊组
16.08±1.722) 48.77±2.792) 10.92±1.252) 14.72±1.292) 59.01±3.122) 255.72±4.232)

Agomir组 2.92±0.741)2)3) 128.40±2.681)2)3) 3.99±0.131)2)3) 34.25±4.461)2)3) 123.36±2.081)2)3) 154.99±4.451)2)3)

复方生脉成骨胶

囊+Agomir组
9.72±0.364) 82.13±2.124) 8.30±0.384) 21.75±1.754) 94.04±1.764) 221.83±4.634)

阿仑膦酸钠组 15.55±1.102) 51.43±0.852) 10.69±1.332) 15.83±2.002) 56.54±3.282) 249.35±5.032)

注:1)与正常组比,P<0.05;2)与模型组比,P<0.05;3)与复方生脉成骨胶囊组比,P<0.05;4)与Agomir组比,P<0.05。

2.4 复方生脉成骨胶囊对激素性股骨头坏死小鼠血

清TNF-α、IL-6、SOD、MDA和LPO的影响

复方生脉成骨胶囊对激素性股骨头坏死小鼠血清

TNF-α、IL-6、SOD、MDA和LPO的影响见表4,结果

表明:与正常组比较,模型组血清TNF-α、IL-6、MDA
和LPO水平升高,差异有统计学意义(P<0.05),血
清SOD降低,差异有统计学意义(P<0.05);与模型

组比较,复方生脉成骨胶囊组和阿仑膦酸钠组TNF-
α、IL-6、MDA和LPO水平降低,差异有统计学意义

(P<0.05),血清SOD升高,差异有统计学意义(P<

0.05);与正常组、模型组和复方生脉成骨胶囊组比较,

Agomir组血清 TNF-α、IL-6、MDA 和 LPO 水平升

高,差异有统计学意义(P<0.05),血清SOD降低,差
异有统计学意义(P<0.05);与Agomir组比较,复方

生脉成骨胶囊+Agomir组血清 TNF-α、IL-6、MDA
和LPO水平降低,差异有统计学意义(P<0.05),血
清SOD升高,差异有统计学意义(P<0.05)。

2.5 复方生脉成骨胶囊对激素性股骨头坏死小鼠股

骨头组织病理的影响

复方生脉成骨胶囊对激素性股骨头坏死小鼠股骨

74中国中医骨伤科杂志2026年3月第34卷第3期



表4 小鼠血清TNF-α、IL-6、SOD、MDA和LPO比较(x±s)

组别 TNF-α/(ng·L-1) IL-6/(ng·L-1) SOD/(IU·L-1) MDA/(IU·L-1)LPO/(μg·L
-1)

正常组 17.39±2.46 58.96±3.08 89.72±4.15 2.15±0.17 6.70±1.87
模型组 77.99±3.311) 100.82±1.151) 33.98±2.751) 5.74±0.611) 18.11±3.511)

复方生脉成骨胶囊组 21.92±2.932) 66.51±3.252) 85.28±1.392) 2.53±0.162) 8.60±1.682)

Agomir组 92.18±1.891)2)3) 127.74±4.721)2)3) 22.97±1.821)2)3) 6.92±0.851)2)3) 25.77±2.281)2)3)

复方生脉成骨胶囊+Agomir组 67.00±1.154) 90.62±2.784) 48.76±0.894) 4.75±0.254) 15.83±0.874)

阿仑膦酸钠组 27.47±2.192) 72.87±1.672) 74.33±3.622) 3.25±0.392) 12.31±1.732)

注:1)与正常组比,P<0.05;2)与模型组比,P<0.05;3)与复方生脉成骨胶囊组比,P<0.05;4)与Agomir组比,P<0.05。

头组织病理的影响见图3,结果表明:正常组小鼠股骨

头组织结构正常,无明显病理改变;与正常组比较,模
型组股骨头组织骨小梁稀疏,排列紊乱,疏松,断裂,空
骨陷窝增多;与模型组比较,复方生脉成骨胶囊组股骨

头组织病理显著改善;与复方生脉成骨胶囊组比较,

Agomir组骨小梁稀疏,变细,排列紊乱;与Agomir组

比较,复方生脉成骨胶囊+Agomir组股骨头组织显

著恢复。

图3 小鼠股骨头组织病理检查结果(HE,200×)

2.6 复方生脉成骨胶囊对激素性股骨头坏死小鼠

Runx2、BMP-2、Osterix
 

mRNA的影响

复方生脉成骨胶囊对激素性股骨头坏死小鼠

Runx2、BMP-2、Osterix
 

mRNA的影响见表5,结果表

明:与 正 常 组 比 较,模 型 组 小 鼠 Runx2、BMP-2、

Osterix
 

mRNA水平降低,差异有统计学意义(P<
0.05);与模型组比较,复方生脉成骨胶囊组和阿仑膦

酸钠组小鼠 Runx2、BMP-2、Osterix
 

mRNA 水平升

高,差异有统计学意义(P<0.05);与正常组、模型组

和复 方 生 脉 成 骨 胶 囊 组 比 较,Agomir组 Runx2、

BMP-2、Osterix
 

mRNA水平降低,差异有统计学意义

(P<0.05);与Agomir组比较,复方生脉成骨胶囊+
Agomir组Runx2、BMP-2、Osterix

 

mRNA水平升高,
差异有统计学意义(P<0.05)。

表5 小鼠Runx2、BMP-2、Osterix
 

mRNA水平比较(x±s)

组别 Runx2 BMP-2 Osterix
正常组 5.55±0.08 4.95±0.33 6.67±0.14
模型组 1.04±0.071) 0.60±0.041) 1.13±0.081)

复方生脉成骨胶囊组 5.14±0.162) 4.43±0.482) 5.97±0.252)

Agomir组 0.46±0.061)2)3) 0.28±0.031)2)3) 0.68±0.081)2)3)

复方生脉成骨胶囊+Agomir组 2.60±0.294) 1.03±0.134) 1.90±0.054)

阿仑膦酸钠组 5.07±0.322) 4.51±0.172) 6.01±0.082)

注:1)与正常组比,P<0.05;2)与模型组比,P<0.05;3)与复方生脉成骨胶囊组比,P<0.05;4)与Agomir组比,P<0.05。

2.7 复方生脉成骨胶囊对激素性股骨头坏死小鼠

Runx2、BMP-2、Osterix蛋白的影响

复方生脉成骨胶囊对激素性股骨头坏死小鼠

Runx2、BMP-2、Osterix蛋白的影响见图4,结果表明:
与正常组比较,模型组小鼠Runx2、BMP-2、Osterix蛋

白水平降低,差异有统计学意义(P<0.05);与模型组

比较,复方生脉成骨胶囊组和阿仑膦酸 钠 组 小 鼠

Runx2、BMP-2、Osterix蛋白水平升高,差异有统计学

意义(P<0.05);与正常组、模型组和复方生脉成骨胶

囊组比较,Agomir组Runx2、BMP-2、Osterix蛋白水

平降低,差异有统计学意义(P<0.05);与Agomir组

比较,复方生脉成骨胶囊+Agomir组 Runx2、BMP-
2、Osterix蛋白水平升高,差异有统计学意义(P<

0.05)。

3 讨论

股骨头坏死是由股骨头组织血供受损引发的骨髓

成分和骨细胞死亡,进而导致患者关节活动受限[9-10],
目前股骨头坏死治疗药物的研发仍是亟需解决的问

题[11-12]。中医学认为[13]肾为先天之本,主骨生髓;外
邪入侵,痰湿瘀结,而致肾精亏虚,气血瘀滞,筋骨失

养,日久所致髓海空虚,筋骨失养,最终导致股骨头坏

死的发生。因此,中医理论认为补肾活血是股骨头坏

死治疗的根本方法[14]。复方生脉成骨胶囊以补肾活

血理论为基础,方中川芎活血止痛、祛风燥湿,当归活

血止痛、散瘀通结,赤芍活血凉血,红花活血散瘀,熟地

黄益气补血、养阴生津,桃仁活血祛瘀,木豆叶解毒消
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图4 小鼠Runx2、BMP-2、Osterix蛋白比较

肿,全方共奏养阴补肾、活血散瘀、消肿止痛之功。近

年来研究表明,复方生脉成骨胶囊在股骨头坏死治疗

中发挥 重 要 作 用[15-16],能 够 促 进 股 骨 头 组 织 的 修

复[17]。由此可见复方生脉成骨胶囊在股骨头坏死的

治疗中具有巨大潜力。
研究表明[18]miR-135b-5p与股骨头坏死的发生

有关,调节 miR-135b-5p可能是干预股骨头组织病理

进展的关键途径。本实验结果表明,复方生脉成骨胶

囊能够降低股骨头坏死小鼠 miR-135b-5p水平,且同

时给予小鼠复方生脉成骨胶囊和miR-135b-5p模拟物

后,小鼠miR-135b-5p水平则明显下降,提示复方生脉

成骨胶囊能够显著降低 miR-135b-5p水平,这可能是

复方生脉成骨胶囊在股骨头坏死治疗中的重要作用

基础。
骨小梁数量和厚度降低,骨小梁分离度升高,是股

骨头坏死的重要标志[19-20]。本实验结果表明,miR-
135b-5p升高是导致小鼠激素性股骨头坏死的重要因

素,且复方生脉成骨胶囊能够显著抑制 miR-135b-5p
升高导致的股骨头组织病理损害的加重。骨钙素、

ALP、PINP、TRAP、PTH、BALP水平是反映骨组织

代谢的重要指标[21-22],降低PTH 水平能够改善骨代

谢,抑制小鼠股骨头病理性改变[23]。本实验结果表

明,复方生脉成骨胶囊能够抑制破骨细胞活性,抑制股

骨头组织病理进展,并逆转 miR-135b-5p水平升高导

致的骨代谢异常。研究表明[24-25]调节 TNF-α、IL-6、

SOD、MDA和LPO 等炎症因子及氧化应激反应水

平,能够抑制股骨头组织内质网应激,改善骨代谢及病

理结构的改变。本实验结果表明,复方生脉成骨胶囊

能够显著降低炎症因子水平并改善氧化应激反应,进
而促进股骨头坏死的修复,抑制股骨头组织病理改变。

Runx2、BMP-2、Osterix是与骨组织修复和成骨

细胞分化相关的重要基因,Runx2水平降低是导致激

素性股骨头坏死的独立危险因素[26],升高 Runx2、

Osterix水平能够升高激素性股骨头坏死大鼠 H型血

管的生成,抑制激素性股骨头坏死的进展[27]。本实验

结果表明,复方生脉成骨胶囊能够显著升高股骨头坏

死小鼠Runx2、BMP-2、Osterix水平,同时复方生脉成

骨胶 囊 能 够 显 著 逆 转 miR-135b-5p 升 高 导 致 的

Runx2、BMP-2、Osterix水平的降低。由此可见复方

生脉成骨胶囊能够显著改善激素性股骨头坏死小鼠股

骨头组织结构的改变,促进股骨头组织修复,其机制与

调节miR-135b-5p有关。
综上所述,复方生脉成骨胶囊能够显著抑制激素

性股骨头坏死小鼠股骨头组织结构破坏,调节骨代谢,
抑制小鼠全身炎症反应及氧化应激损伤,促进股骨头

成骨细胞分化,其机制可能与调节miR-135b-5p有关。
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