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山茱萸通过转化生长因子-β通路改善去卵巢大鼠骨质疏松症

梁桂芳1 何智军1 林知毅1 刘锋1△

[摘要] 目的:探讨山茱萸对去卵巢骨质疏松症大鼠骨的保护作用及机制。方法:将50只SD大鼠随

机分为假手术组、模型组、雌激素组、山茱萸组和山茱萸+TGF-β抑制剂组,每组10只。假手术组大鼠

仅行腹部切开缝合术,其余四组大鼠均切除双侧卵巢建立去卵巢骨质疏松症大鼠模型。山茱萸组大鼠

给予山茱萸灌胃,雌激素组大鼠采用炔雌醇灌胃,山茱萸+TGF-β抑制剂组大鼠给予山茱萸灌胃及

TGF-β腹腔注射,假手术组及模型组大鼠则予等量生理盐水灌胃。显微CT(MicroCT)检测各组大鼠

股骨小梁的微观结构(骨矿物质密度(BMD)、骨矿物质含量(BMC)、骨小梁体积分数(BV/TV)、骨小梁

厚度(Tb.Th)、骨表面体积比(BS/BV)和骨小梁分离度(Tb.Sp)),小动物骨密度仪和骨强度检测仪检

测股骨骨质情况,WesternBlot法检测TGF-β/Smad通路和Ⅰ型胶原蛋白的蛋白含量,酶联免疫吸附

测定(ELISA)法检测血清骨标志物(BALP、PⅠNP、OCN和CTX-Ⅰ)含量。结果:山茱萸可显著提高

BMD、BMC、BV/TV和Tb.Th,而显著降低BS/BV和Tb.Sp(P<0.01),同时增强骨密度和骨硬度。
山茱萸还能下调模型组大鼠血清BALP和CTX-Ⅰ水平,上调PⅠNP和OCN水平(P<0.01)。此外,进
一步的机制探究显示,山茱萸可调节模型组大鼠股骨中的TGF-β/Smad信号通路和胶原蛋白水平。结

论:山茱萸可改善模型组大鼠的股骨骨质,减轻骨质疏松严重程度,其机制可能与调节TGF-β/Smad通

路和Ⅰ型胶原蛋白有关。
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CornusAmelioratesOsteoporosisinOvariectomizedRats
throughtheTGF-βSignalingPathway

LIANGGuifang1 HEZhijun1 LINZhiyi1 LIUFeng1△

1PanyuDistrictTraditionalChineseMedicineHospital,Guangzhou511400,China.
Abstract Objective:ToinvestigatetheprotectiveeffectandmechanismofCornusonboneofovariectomizedosteoporosis
rats.Methods:50SDratswererandomlydividedintoshamgroup,modelgroup,estrogengroup,Cornusgroup,and
Cornus+TGF-βinhibitorgroup,with10ratsineachgroup.Theratsintheshamoperationgrouponlyunderwentabdomi-
nalincisionandsuture,andtheotherfourgroupsunderwentbilateralovariectomytoestablishovariectomizedosteoporosis
model.RatsintheCornusgroupweregivenCornusbygavage,whileratsintheestrogengroupweregivenethinylestradi-
olbygavage.TGF-βinhibitorwasinjectedintraperitoneallyintheTGF-βinhibitorgroup,whileratsintheshamgroups
weregiventhesameamountofphysiologicalsalinebygavage.MicroCTwasusedtodetectthemicrostructureoffemoral
trabeculaeineachgroup(bonemineraldensity(BMD),bonemineralcontent(BMC),bonetrabecularvolumefraction
(BV/TV),trabecularthickness(Tb.Th),bonesurface-to-volumeratio(BS/BV),andtrabecularseparation(Tb.Sp)).
Thefemoralbonequalitywasdetectedbysmallanimalbonedensitometerandbonestrengthtester.Westernblotwasused
todetecttheproteinlevelsofTGF-β/Smadpathwayandtype Ⅰ collagen,andenzyme-linkedimmunosorbentassay
(ELISA)wasusedtodetectthelevelsofserumbonemarkers(BALP,PⅠNP,OCN,andCTX-Ⅰ).Results:Theresults

showedthatCornuscouldsignificantlyincreaseBMD,BMC,

BV/TV,andTb.Th,whilesignificantlyreducingBS/BVand
Tb.Sp(P<0.01),andenhancingbonedensityandbone
stiffness.Cornuscouldalsodownregulatetheserumlevelsof
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BALPandCTX-ⅠinmodelratsandupregulatethelevelsofPⅠNPandOCN(P<0.01).Furthermore,themechanismex-

plorationshowedthatCornuscouldregulatetheTGF-β/Smadsignalingpathwayandcollagenlevelsinthefemoralboneof
modelrats.Conclusion:TheresultssuggestedthatCornuscouldimprovefemoralbonequalityandreducetheseverityof
osteoporosisinmodelrats,whichmightberelatedtotheregulationofTGF-β/SmadpathwayandtypeⅠcollagen.
Keywords: Cornus;postmenopausalosteoporosis;TGF-βsignalingpathway;typeⅠcollagen

  绝经后妇女雌激素水平下降,易引发骨质疏松

症[1-2]。中药在治疗骨质疏松症中扮演重要角色,其中

山茱萸作为传统药材,具有补益肝肾、固脱收涩等功

效[3]。现代药理学研究显示,山茱萸含环烯醚萜类、黄
酮类及多糖类等成分,具有调节骨代谢、抗氧化、抗炎

等药理作用[4]。尤其在改善绝经后骨质疏松症(Post-
menopausalOsteoporosis,PMOP)方面,山茱萸表现

出潜在疗效,但其分子机制尚不明确。本研究旨在通

过构建去卵巢骨质疏松症(OvariectomizedOsteopo-
rosis,OVX)大鼠模型,探究山茱萸治疗骨质疏松症的

潜在分子机制,现报告如下。

1 材料和方法

1.1 实验动物

本实验采用成年雌性SD大鼠(6周龄,体重为

180~220g),购自华阜康生物公司(北京)。购入后进

行适应性饲养1周,大鼠被饲养在标准SPF级动物房

中,饲养环境为恒温23℃,相对湿度65%±5%,明暗

交替(12h光照/12h黑暗),小鼠可自由获得食物和

清洁饮水。动物实验按照《国家实验动物使用和护理

准则实验动物的使用和护理指南》进行,并经医院动物

伦理委员会批准。

1.2 实验药物及试剂

山茱萸(湖南春可回中药饮片有限公司,批号为

191201),TGF-β 抑 制 剂 SB431542 (HY-10431,

MedChemExpress,美 国 ),炔 雌 醇 (HY-B0216,

MedChemExpress,美国),麻醉剂(戊巴比妥钠,北鱼

生 物 科 技,南 京 )。 一 抗:anti-COL1A1 抗 体

(sc-293182,SantaCruzBiotechnology),anti-COL1A2
抗 体 (sc-393573,Santa Cruz Biotechnology),

anti-TGF-β抗体(1∶2000,CST,美国),anti-p-Smad2
抗体(ab188334,Abcam),anti-Smad2抗体(ab40855,

Abcam),anti-p-Smad3 抗 体 (ab51177,Abcam),

anti-Smad3抗体(Tyr705)(1∶1000,CST,美国),anti-
BMP2抗体(ab51177,Abcam),anti-β-actin抗体(1∶
5000,Abways,中 国).二 抗 为 HRP 偶 联 二 抗

(AS014,ABclonal)。ELISA 试剂盒、骨碱性磷酸酶

(BALP)试剂盒(上海酶联生物,ml003415)、Ⅰ型前胶

原氨基端肽(Amino-terminalPropeptideofTypeⅠ
Procollagen,PⅠNP)试剂盒(上海酶联生物,ml058997)、

骨钙 素(Osteocalcin,OCN)试 剂 盒(上 海 酶 联 生 物,

ml002883)和Ⅰ型 胶 原 C 端 末 端 肽 (C-terminal
TelopeptideofTypeⅠCollagen,CTX-Ⅰ)试剂盒(上海酶

联 生 物,ml059217)。RIPA裂 解 液 (北 京 索 莱 宝,

R0010),BCA试剂盒(北京索莱宝,PC0020)。

1.3 实验仪器

INVEON小动物CT(德国西门子),使用安装有

数码 相 机 (Eclipse600,日 本 尼 康)的 光 学 显 微 镜

(DXM1200F,日本尼康)拍摄组织切片图像,小动物骨

密度仪(RZ000024,美国InAlyzer公司),小动物骨骼

强度仪(BW-YLS-16A,上海软隆)。

1.4 方法

1.4.1 动物分组及模型制备 动物分组:大鼠被随机

分为5组:假手术组、模型组、雌激素组、山茱萸组、山
茱萸+TGF-β抑制剂组(抑制剂为SB431542),每组

10只。
模型制备:参考既往研究构建去卵巢大鼠骨质疏

松模型[5]。在正式手术前,所有大鼠均禁食12h,随后

通过腹腔注射2%戊巴比妥钠进行麻醉。大鼠的角膜

反射消失且失去意识后,将其四肢固定为仰卧位,并对

手术区域进行皮肤消毒。
在操作过程中选择距阴道口3.5cm处的白线作

为手术 切 口,并 用 手 术 刀 纵 向 切 开 皮 肤 约1.5~
2.0cm。随后采用钝性剥离技术来分离皮下组织,进
一步切开肌层和腹膜,以便暴露腹腔内的器官。除了

假手术组外,其余四组大鼠均进行卵巢摘除手术。在

摘除卵巢后,对手术区域进行常规消毒处理,并仔细缝

合手术切口。为确保大鼠术后不被感染,术后连续3d
对大鼠肌肉注射青霉素G。

1.4.2 干预方法 模型建立后对各组大鼠进行如下

处理:所有药物均采用灌胃方式给药,假手术组和模型

组大鼠给予等量生理盐水;山茱萸组给予2.76g/kg
山茱萸溶液(盐山茱萸颗粒剂2袋,溶解于蒸馏水);雌
激素组给予炔雌醇10μg/kg;山茱萸+TGF-β抑制剂

组,其中SB431542给予2.5mg/kg[6],每两天1次,共

4周,干预周期结束后取各组股骨及血清作进一步指

标检测。

1.4.3 样本采集与储存 采用抗凝管从大鼠眼眶取

血,在4℃预冷离心机中3000r/min离心10min,随
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后取上清液储存于-80℃超低温冰箱。采用造模时

相同的手术入路切开关节,切取完整的双膝关节,部分

直接冻存于-80℃超低温冰箱以便提取蛋白质,部分

在4%多聚甲醛溶液中保存。

1.5 实验室指标测定

1.5.1 股骨微结构检测 用骨显微计算机断层扫描

(MicroCT)检测各组大鼠股骨小梁的微观结构。收

集大鼠股骨,在4℃下用4%多聚甲醛(PFA)固定

48h,然后用三维全景断层扫描系统进行分析。用软

件分析仪进行二维和三维分析,在感兴趣区进行骨微

结构分析,确定骨矿物质密度(BoneMineralDensity,

BMD)、骨矿物质含量(BoneMineralContent,BMC)、
骨小梁体积分数(BoneVolume/TissueVolume,BV/

TV)、骨小梁厚度(TrabecularThickness,Tb.Th)、骨
表面体积比(BoneSurface/BoneVolume,BS/BV)和
骨小梁分离度(TrabecularSeparation,Tb.Sp)。

1.5.2 骨组织形态学检测 根据试剂盒说明书,五组

大鼠的股骨在室温下脱钙4周,然后脱水并石蜡包埋,
制备厚度为4μm的切片用于苏木精-伊红(HE)染色

及 Masson染色。

1.5.3 骨质检测 骨质检测量化方法为骨密度检测

和压碎力检测:分别在造模前和给药4周后,用小动物

骨密度仪对大鼠右侧股骨近端的骨密度进行检测,然
后检测股骨质量;最后将股骨头放入YLS-16A骨强度

检测仪中,检测骨骼压碎力。

1.5.4 酶联免疫吸附试验(ELISA)法检测 将大鼠

的血液收集到采血管中,4℃下1000g离心15min。用

移液管分离血清,进行后续检测。按照ELISA试剂盒

的说明书进行大鼠血清中的骨碱性磷酸酶(BALP)、Ⅰ
型原胶原氨基端肽(PⅠNP)、骨钙素(OCN)和Ⅰ型胶原

C端末端肽(CTX-Ⅰ)的含量检测。

1.5.5 WesternBlot法检测 根据RIPA裂解液的

使用说明书,在冰上提取各组大鼠股骨组织蛋白,用

BCA 试 剂 盒 检 测 蛋 白 质 浓 度。25 μg 蛋 白 经

DS-PAGE凝胶电泳后,将目标蛋白转移到PVDF膜

上,用蛋白快速封闭液封闭30min,然后加入相应一

抗在4℃ 冰箱摇床上孵育过夜。用TBST冲洗3次,

5min/次,随后加入二抗在室温下再孵育1h。最后用

增强型化学发光试剂(ECL)显色液显色,并拍照存档。
用ImageJ软件计算条带灰度值,并以β-actin蛋白作

为内参分析目标蛋白的相对表达水平。

1.6 统计学方法

计量资料数据以x±s形式表示,两组之间的差异

比较用t检验,若多组数据符合正态分布,则采用单因

素方差分析(ANOVA),若数据不符合正态分布,则选

用独立样本非参数检验。采用 SPSS24.0软件进行

统计分析,P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 山茱萸对骨质疏松症大鼠股骨微结构的影响

建立去卵巢骨质疏松症大鼠模型,并将山茱萸和

雌激素作为阳性对照药物进行28d的治疗(见图1a)。
用显微CT检测山茱萸对模型组大鼠骨质流失的影

响,代表性的二维和三维显微CT图像(见图1b)结果

显示,山茱萸可改善模型组大鼠广泛的骨量丢失。此

外,山茱萸对模型组大鼠股骨微结构的影响还通过检

测BMD、BMC、BV/TV、Tb.Th、BS/BV和Tb.Sp等

指标来评估,结果显示与假手术组相比,模型组大鼠的

BMD、BMC、BV/TV和 Tb.Th显著降低,差异有统

计学意义(见图1c-h,P<0.01),但BS/BV和Tb.Sp
明显升高(见图1,P<0.01),这表明卵巢切除成功地

构建了骨质疏松症大鼠模型。此外,给予雌激素能显

著增加去卵巢大鼠股骨的 BMD、BMC、BV/TV 和

Tb.Th,降低BS/BV 和 Tb.Sp,差异有统计学意义

(见图1c-h,P<0.01);给予山茱萸干预后,与模型组

相比有明显改善,即BMD、BMC、BV/TV和 Tb.Th
升高,BS/BV和Tb.Sp下降,差异有统计学意义(见
图1c-h,P<0.05)。上述结果表明山茱萸可以缓解去

卵巢大鼠的骨质疏松症状。

2.2 山茱萸对去卵巢骨质疏松症大鼠股骨远端骨小

梁组织和骨质的影响

采用苏木精-伊红(HE)染色和 Masson染色对股

骨远端进行组织学分析(见图2a、b)。HE染色显

示:与假手术组相比,模型组股骨远端体积更大,骺
端小梁排列相对紊乱;与模型组相比,雌激素组和山

茱萸组骨小梁数量增加,股骨远端体积减小,干骺端

小梁排列相对有序。Masson染色显示模型组蓝色胶

原纤维较假手术组明显减少;与模型组相比,雌激素

组和山茱萸组生长板和骨小梁中出现大量蓝色胶原

纤维。为了检测山茱萸对去卵巢大鼠股骨骨质的影

响,分别检测了造模前和干预4周后各组大鼠的骨

密度,从图2c可以看出,在造模前各组大鼠骨质发育

良好,平均骨密度无明显差异。在切除卵巢及给予

药物干预4周后,模型组大鼠骨密度较假手术组明

显降低(见图2c,P<0.01),山茱萸组和雌激素组大

鼠骨密度明显高于模型组(见图2c,P<0.01)。在

股骨质量和骨压碎力方面,模型组大鼠股骨质量和

压碎力较假手术组明显减小,山茱萸组和雌激素组

大鼠股骨质量和压碎力高于模型组大鼠(见图2d,

P<0.01;图2e,P<0.05)。上述结果表明山茱萸可

以改善模型组大鼠的股骨骨质情况。
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图1 山茱萸对去卵巢骨质疏松大鼠股骨微结构的影响

图2 山茱萸对模型组大鼠股骨远端骨小梁组织和骨质的影响

2.3 山茱萸对去卵巢骨质疏松症大鼠血清中骨标志

物水平的影响

BALP、PⅠNP、OCN和CTX-Ⅰ等骨转换标志物通

常用于监测骨质疏松症[7],本研究检测了不同组大鼠

血清中BALP、PⅠNP、OCN和CTX-Ⅰ的水平,结果显

示:与假手术组相比,模型组BALP和CTX-Ⅰ的水平

明显升高,差异有统计学意义(见图3a、b,P<0.01),
而PⅠNP和OCN的水平显著降低,差异有统计学意义

(见图3c,P<0.05;图3d,P<0.01);与模型组相比,
山茱萸组和雌激素组血清中BALP和CTX-Ⅰ水平明

显降低,而PⅠNP和OCN水平显著升高,差异有统计

学意义(见图3c,P<0.05;图3d,P<0.01)。
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图3 山茱萸对去卵巢大鼠血清骨标志物水平的影响

2.4 山茱萸促进胶原蛋白的合成

骨质主要由钙和胶原蛋白组成,胶原蛋白的流

失和缺乏会降低补钙吸收效果,使补钙难以达到最

科学状态,只有在保证体内胶原物质充实有效的前

提下,骨骼健康问题才可以得到真正的改善[8]。检

测造模和给药后胶原蛋白水平见图4,模型组大鼠体

内COL1A1和COL1A2蛋白水平降低,而山茱萸干

预后 则 升 高,差 异 有 统 计 学 意 义(见 图4b、c,P<

0.001)。

2.5 山茱萸对 TGF-β/Smad信号通路的影响

有研究表明 TGF-β/Smad通路在成骨分化过程

中被激活[9],在骨质疏松进展过程中被抑制[10]。如图

5所示,模型组大鼠股骨组 织 中 TGF-β、BMP2、p-
Smad2及p-Smad3蛋白水平均受到抑制,而山茱萸干

预显著提高了模型组大鼠股骨组织中TGF-β、BMP2、

p-Smad3蛋白水平。

图4 山茱萸促进去卵巢大鼠股骨组织中COL1A1和COL1A2的合成

图5 山茱萸对TGF-β/Smad通路的影响

  为进一步探究山茱萸与 TGF-β/Smad信号通路

的关系,用 TGF-β抑制剂SB431542处理小鼠,可见

SB431542明显抑制了山茱萸诱导的TGF-β/Smad通

路的激活,见图6。
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图6 山茱萸对SB431542抑制TGF-β/Smad通路的影响

3 讨论

近年来骨质疏松症的发病率呈现显著的上升趋

势,其影响广泛,已不容忽视。更为严重的是由骨质疏

松引起的骨折,其导致的死亡率高达15%~30%[11],
这无疑为公众健康敲响了警钟。这种由骨质疏松引发

的骨折,不仅极大地增加了患者的致残风险,更是直接

导致发病率和死亡率的升高,对人们的健康和生活质

量构成了严重威胁。由于骨质疏松症的性质和目前治

疗方法的副作用,因此人们更加关注天然药用植物治

疗骨质疏松症。
骨质疏松症在中医学领域被归类为“骨痿”“骨

痹”及“骨枯”等范畴,其历史长远且内涵丰富[12]。参

考《2015年中医药防治原发性骨质疏松症专家共识》
及近期相关文献[13],可以发现骨质疏松症的发病机

制多涉及肾精的亏虚,这一认识为中医药治疗骨质

疏松症提供了深厚的理论基础。山茱萸作为中医传

统中用于补益肝肾的药物,其在治疗骨质疏松症方

面的作用已经历数千年的临床验证。有研究证实山

茱萸新苷在促进成骨细胞分化方面效果显著[14],在
这一过程中与成骨细胞活动密切相关的基因与蛋白

表达,例如 Wnt2、BMP2等均呈现出明显的上升趋

势。李绍烁等[15]的动物实验亦提供了有力的证据,
表明山茱萸的有效成分山茱萸总甙,能够通过调控

瞬时感受器电位离子通道蛋白香草酸亚型(TRPVs)
蛋白通路的表达,进而在骨重建过程中提升成骨功

能,抑制破骨功能,最终实现提高骨密度、防治骨质

疏松症的目标。这些发现不仅验证了中医药在治疗

骨质疏松症方面的独特优势,也为未来的临床研究

提供了新的思路与方向。本研究观察到山茱萸治疗

后,去卵巢骨质疏松症大鼠的骨密度、骨量和骨强度

均得到显著改善。这一结果与山茱萸在传统中药学

中的“补益肝肾,收涩固脱”功效相吻合,进一步证实

了其在现代医学研究中的实际应用价值。特别是山

茱萸对于肝肾功能的补益作用,可能通过调节内分

泌系统影响骨代谢的平衡,从而改善骨质疏松症的

症状。
越来越多的研究表明,Ⅰ型胶原蛋白在骨稳态中

起着至关重要的作用,是骨细胞外基质的主要组成部

分[16-17]。Ⅰ型胶原的合成、形态和稳定性的改变与骨

质疏松症的进展密切相关[18-19],TGF-β影响Ⅰ型胶原

的合成和代谢[20]。TGF-β细胞因子是一种由非实质

细胞释放的多功能蛋白,与细胞增殖、分化、血管生成

等多种细胞过程密切相关[21]。TGF-β与细胞表面相

应受体结合,进而诱导Smad通路。越来越多的研究

表明TGF-β/Smad通路与骨质疏松症的进展密切相

关,例如 MOTS-c通过TGF-β/Smad通路促进骨质疏

松症骨髓间充质干细胞成骨分化[22]。此外,最近的一

项研究表明,MOTS-c通过 TGF-β/Smad7信号通路

依赖的方式提升COL1A1和COL1A2的水平,从而缓

解骨质疏松症的发生[19]。本研究揭示了山茱萸激活

TGF-β/Smad3通路,抑制TGF-β/Smad3通路可恢复

山茱萸对骨质疏松症大鼠骨质的影响,表明山茱萸通

过TGF-β/Smad3通路对去卵巢骨质疏松症大鼠骨质

疏松症发挥保护作用。
本研究揭示了山茱萸通过依赖 TGF-β/Smad3通

路增加Ⅰ型胶原蛋白的合成对骨质疏松症大鼠的保护

作用,这些发现可为寻找治疗骨质疏松症的新策略提

供理论依据。
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