
基金项目:2024年常州市孟河医派传承创新发展项目

(MH202414)
1 常州市中医医院(江苏

 

常州,213000)
△通信作者  E-mail:huangwei312@126.com

·基础研究·

当归多糖对激素性股骨头坏死大鼠骨代谢的影响

史铭钰1 黄玮1△

[摘要] 目的:基于腺苷酸活化蛋白激酶(AMPK)/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mTOR)信号通路探究

当归多糖对激素性股骨头坏死大鼠骨代谢的影响。方法:将大鼠分为对照组、模型组、低当归多糖组、中
当归多糖组、高当归多糖组、当归多糖+抑制剂组,每组12只,除对照组外的其余5组均通过注射脂多

糖与甲泼尼龙诱导激素性股骨头坏死大鼠模型。显微CT扫描分析大鼠骨密度(BMD)、骨体积分数

(BV/TV)、骨小梁厚度(Tb.Th)和骨小梁数(Tb.N);苏木精-伊红(HE)染色观察股骨病理形态;抗酒

石酸酸性磷酸酶(TRAP)染色观察破骨细胞;免疫组织化学染色分析骨代谢相关蛋白表达;二氢乙锭

(DHE)染色检测活性氧(ROS)水平;Western
 

Blot法检测大鼠股骨AMPK/mTOR通路蛋白表达。结

果:与对照组相比,模型组大鼠股骨头骨密度、BV/TV、Tb.Th和Tb.N均降低,软骨面积和骨小梁面

积减少,存在大量空陷窝,骨表面破骨细胞数增加,Osterix、Runx相关转录因子2(RUNX2)和骨钙素

(OCN)阳性细胞数减少,活性氧水平和 mTOR蛋白表达升高,p-AMPK蛋白表达降低,差异有统计学

意义(P<0.05);与模型组相比,低/中/高当归多糖组大鼠股骨头骨密度、BV/TV、Tb.Th和Tb.N均

升高,骨小梁面积增加,空陷窝减少,骨表面破骨细胞数减少,Osterix、RUNX2和骨钙素阳性细胞数增

加,活性氧水平和mTOR蛋白表达降低,p-AMPK蛋白表达升高,差异有统计学意义(P<0.05);与高

当归多糖组相比,当归多糖+抑制剂组大鼠股骨头骨密度、BV/TV、Tb.Th和Tb.N均降低,骨小梁面

积减少,空陷窝增加,骨表面破骨细胞数增加,Osterix、RUNX2和骨钙素阳性细胞数减少,活性氧水平

和mTOR蛋白表达升高,p-AMPK蛋白表达降低,差异有统计学意义(P<0.05)。结论:当归多糖通过

调节AMPK/mTOR信号通路增强激素性股骨头坏死大鼠骨代谢。
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Abstract Objective:To

 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

angelica
 

polysaccharide
 

on
 

bone
 

metabolism
 

in
 

rats
 

with
 

hormonal
 

femoral
 

head
 

necrosis
 

based
 

on
 

the
 

AMP-activated
 

protein
 

kinase
 

(AMPK)/mammalian
 

target
 

of
 

rapamycin
 

(mTOR)
 

signaling
 

pathway.Methods:In
 

this
 

study,the
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

control
 

group,model
 

group,L-angelica
 

polysaccharide
 

group,

M-angelica
 

polysaccharide
 

group,H-angelica
 

polysaccharide
 

group,and
 

angelica
 

polysaccharide
 

+
 

inhibitor
 

group,with
 

12
 

per
 

group.Except
 

for
 

the
 

control
 

group,the
 

remaining
 

5
 

groups
 

were
 

injected
 

with
 

lipopolysaccharides
 

and
 

methylpred-
nisolone

 

to
 

induce
 

steroid-induced
 

femoral
 

head
 

necrosis
 

in
 

rat
 

models.Micro-CT
 

scans
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

rat
 

bone
 

min-
eral

 

density
 

(BMD),bone
 

volume/tissue
 

volume
 

(BV/TV),and
 

trabecular
 

thickness
 

(Tb.Th),and
 

the
 

number
 

of
 

trabe-
cules

 

(Tb.N).HE
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

pathological
 

morphology
 

of
 

the
 

femur.TRAP
 

staining
 

was
 

performed
 

to
 

identify
 

osteoclasts.Immunohistochemical
 

staining
 

was
 

implemented
 

to
 

explore
 

the
 

expression
 

of
 

bone
 

metabolism-

related
 

proteins.DHE
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

(ROS)
 

level.Moreover,Western
 

Blot
 

was
 

implemented
 

to
 

measure
 

the
 

expression
 

of
 

AMPK/mTOR
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pathway
 

proteins
 

in
 

the
 

femoral
 

tissue
 

of
 

rats.Results:Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

model
 

group
 

showed
 

a
 

decrease
 

in
 

BMD,BV/TV,Tb.Th,and
 

Tb.N
 

of
 

the
 

femoral
 

head
 

in
 

rats,a
 

reduction
 

in
 

cartilage
 

area
 

and
 

trabecular
 

area,

and
 

a
 

large
 

number
 

of
 

empty
 

cavities,the
 

number
 

of
 

osteoclasts
 

on
 

the
 

bone
 

surface
 

increased,the
 

numbers
 

of
 

Osterix,

Runx
 

related
 

transcription
 

factor
 

2
 

(RUNX2),and
 

osteocalcin
 

(OCN)
 

positive
 

cells
 

decreased,the
 

ROS
 

level
 

and
 

mTOR
 

protein
 

expression
 

increased,while
 

p-AMPK
 

protein
 

expression
 

decreased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,

the
 

L-angelica
 

polysaccharide
 

group,M-angelica
 

polysaccharide
 

group,and
 

H-angelica
 

polysaccharide
 

group
 

showed
 

an
 

increase
 

in
 

BMD,BV/TV,Tb.Th,and
 

Tb.N
 

of
 

the
 

femoral
 

head
 

in
 

rats,an
 

increase
 

in
 

trabecular
 

area,a
 

decrease
 

in
 

empty
 

cavities,a
 

decrease
 

in
 

the
 

number
 

of
 

osteoclasts
 

on
 

the
 

bone
 

surface,a
 

raise
 

in
 

Osterix,RUNX2,and
 

OCN
 

positive
 

cells,a
 

decrease
 

in
 

ROS
 

level
 

and
 

mTOR
 

protein
 

expression,and
 

a
 

raise
 

in
 

p-AMPK
 

protein
 

expression
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

H-angelica
 

polysaccharide
 

group,the
 

angelica
 

polysaccharide+inhibitor
 

group
 

showed
 

a
 

decrease
 

in
 

BMD,

BV/TV,Tb.Th,and
 

Tb.N
 

in
 

the
 

femoral
 

head
 

in
 

rats,a
 

decrease
 

in
 

trabecular
 

area,a
 

raise
 

in
 

empty
 

cavities,an
 

increase
 

in
 

the
 

number
 

of
 

osteoclasts
 

on
 

the
 

bone
 

surface,a
 

decrease
 

in
 

Osterix,RUNX2,and
 

OCN
 

positive
 

cells,an
 

increase
 

in
 

ROS
 

level
 

and
 

mTOR
 

protein
 

expression,and
 

a
 

decrease
 

in
 

p-AMPK
 

protein
 

expression
 

(P<0.05).Conclusion:Angelica
 

polysaccharide
 

enhances
 

bone
 

metabolism
 

in
 

rats
 

with
 

hormonal
 

femoral
 

head
 

necrosis
 

by
 

regulating
 

the
 

AMPK/mTOR
 

signaling
 

pathway.
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  股骨头骨坏死是一种难治性骨科疾病,致残率

很高[1]。激素性股骨头坏死的发病机制涉及遗传、
血管损伤、脂肪细胞肥大和骨内压升高,最终导致骨

髓和骨骼缺血和坏死,并且不可逆转。骨坏死表现

为疼痛和运动受损,早期股骨头坏死可采用药物治

疗联合保髋手术,但其治疗效果有限[2-3]。当归多糖

是从当归中提取的多糖,具有多种药理作用[4],已有

研究表明,当归多糖通过过氧化物酶体增殖物激活

受体γ(PPARγ)/超氧化物歧化酶2(SOD2)/活性氧

(ROS)途径改善骨关节炎软骨细胞线粒体代谢[5]。
腺苷酸(AMP)活化蛋白激酶(AMPK)是一种重要的

调节激酶,可在低营养、低能量状态下监测能量水

平,保存三磷酸腺苷(ATP)并促进合成,AMPK通过

三磷酸腺苷、炎症、活性氧、钙和葡萄糖在骨微环境

调节 中 具 有 关 键 作 用[6],桃 叶 珊 瑚 苷 通 过 激 活

AMPK增强自噬,防止类固醇诱导的成骨细胞死

亡[7]。类固醇增加股骨头血管内皮细胞中磷脂酰肌

醇3-激酶(PI3K)/蛋白激酶B(Akt)/哺乳动物雷帕

霉素靶蛋白(mTOR)信号通路相关因子的表达,抑
制自噬对激素性股骨头坏死的生理保护作用[8]。本

研究探究当归多糖调节 AMPK/mTOR通路对激素

性股骨头坏死大鼠骨代谢的影响,现报告如下。

1 材料与方法

1.1 实验动物

76只10周龄雄性SD大鼠,体重为(350±20)g,
购自湖北贝恩特生物科技有限公司,许 可 证 号 为

SCXK(鄂)2021-0027。大鼠饲养环境温度为22
 

℃,相
对湿度为55%,光照/黑暗循环各12

 

h,可随意进食和

饮水,适应性喂养1周。本实验经常州市中医医院动

物伦理委员会批准(批号为CZZYY18-1-2410-1)。

1.2 主要试剂

当归多糖(S27815)购自上海源叶生物科技有限

公司;Dorsomorphin(AMPK抑制剂,目录号为 HY-
13418A,纯度为99.10%)、甲泼尼龙(目录号为 HY-
B0260,纯度为99.64%)购 自 MedChemExpress公

司;苏木精-伊红(HE)染色试剂盒(G1120)、抗酒石酸

酸性磷酸酶(TRAP)染色试剂盒(G1492-4)购自北京

索莱宝科技有限公司;二氢乙锭(DHE,15200)购自西

安百萤生物科技有限公司;ECL增强型化学发光检测

试剂盒(SQ101L)购自上海雅酶生物医药科技有限公

司;Osterix抗体(ab209484)、Runx相关转录因子2
(RUNX2)抗 体 (ab236639)、骨 钙 素 (OCN)抗 体

(ab93876)、AMPK 抗 体 (ab207442)、mTOR 抗 体

(ab134903)、p-AMPK 抗体(ab133448)、GAPDH 兔

单克隆 抗 体(ab8227)和 羊 抗 兔IgG 二 抗(货 号 为

ab97051)均购自Abcam。

1.3 实验仪器

多功能小动物手术台购自上海科心医学生物技术

有限公司;台式高分辨显微CT(NEOSCAN)购自复

纳科学仪器(上海)有限公司;共聚焦激光扫描显微镜

(FV4000)购自仪景通光学科技(上海)有限公司;全自

动轮转式切片机(HistoCore)购自徕卡显微系统(上
海)贸易有限公司。

1.4 方法

1.4.1 动物分组及造模 从76只大鼠中随机选择

12只为对照组,其余大鼠均进行激素性股骨头坏死模

型构建,方法为腹腔内两侧交替注射脂多糖(LPS,

20
 

μg/kg),每24
 

h注射2次;第3天双侧臀肌交替注

射40
 

mg/kg甲泼尼龙,共3次,每次间隔24
 

h[9-10]。
磁共振成像显示大鼠股骨头中不同高度的混合信号,
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显微CT检查显示大鼠股骨头负重区软骨下小梁骨的

吸收增加,小梁骨区域变薄,即为造模成功。大鼠造模

成功60只,随机分为5组(每组12只),分别是模型

组、低当归多糖组、中当归多糖组、高当归多糖组、当归

多糖+抑制剂组;低/中/高当归多糖组分别灌胃给药

80,160,320
 

mg/(kg·d)当归多糖[5];当归多糖+抑

制剂组灌胃给药320
 

mg/(kg·d)当归多糖同时腹腔

注射0.2
 

mg/(kg·d)
 

Dorsomorphin[11];其余组灌胃

和腹腔注射等量生理盐水。给药6周后,采用异氟醚

麻醉大鼠,腹腔注射6%戊巴比妥钠(3
 

mL/kg)对所

有大鼠实施安乐死,然后收集其双侧股骨头进行进一

步研究。

1.4.2 显微CT扫描 高分辨率显微CT评估大鼠

股骨头的骨形态,扫描参数如下:扫描层厚为18
 

μm,
管电压为70

 

kV,管电流为141
 

μA。用CT
 

Analyzer
软件分析骨小梁骨参数,包括骨密度(BMD)、骨体积

分数(BV/TV)、骨小梁厚度(Tb.Th)和骨小梁数

(Tb.N)。

1.4.3 HE染色观察股骨病理形态 将股骨头在4%
多聚甲醛中固定48

 

h,在37
 

℃下在 EDTA(14%,

pH=7.4)中脱钙14
 

d后,将股骨头样品包埋在石蜡

中并切片(切片机切割5
 

μm厚),脱蜡后的切片放置

于载玻片上,采用HE染色,观察股骨病理形态。

1.4.4 TRAP染色观察破骨细胞 将石蜡切片脱蜡

水化,用2~8
 

℃预冷的TRAP固定液固定2
 

min,蒸
馏水洗,滴加 TRAP孵育液覆盖切片,置于湿盒内

37
 

℃温箱孵育60
 

min,蒸馏水洗,苏木精复染液染色

2
 

min,返蓝5
 

min,滴加水性封片剂封片后观察破骨

细胞。

1.4.5 免疫组织化学染色分析骨代谢相关蛋白表达

 将股骨头切片进行脱蜡,抗原修复,在马血清中封闭

30
 

min,与Osterix(1∶100)、RUNX2(1∶100)和骨钙素

(1∶100)抗体稀释液共孵育12
 

h,然后加入二抗(1∶
2

 

000)孵育2
 

h。最后,用二氨基联苯胺染色切片,并
用苏木精复染。用光学显微镜获取切片图像,并以阳

性细胞数量作为定量指标。

1.4.6 DHE染色检测活性氧水平 将股骨石蜡切片

脱蜡和再水化,在37
 

℃下用浓度为5
 

μmol/L的DHE
染色30

 

min,将切片脱水密封,通过共聚焦显微镜拍

摄荧光图像。

1.4.7 Western
 

Blot法检测股骨 AMPK和 mTOR
蛋白表达 用RIPA裂解液提取股骨蛋白质,测定蛋

白质总浓度后,用10%SDS-PAGE分离样品,并转移

到硝酸纤维素膜上。用封闭缓冲液封闭非特异性结合

位点1
 

h后,将膜与AMPK、p-AMPK、mTOR一抗在

4
 

℃下孵育过夜,与HRP标记的二抗孵育1
 

h。最后,
使用ECL增强型化学发光检测试剂盒对蛋白质条带

进行可视化,并用Image
 

Lab
 

3.0软件测量相对灰

度值。

1.5 统计学方法

所有数据均采用SPSS
 

25.0进行分析,数据以

x±s形式表示,采用单因素方差分析进行多组间比

较,组间两两比较采用SNK-q 检验,P<0.05差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠股骨头骨小梁骨参数比较

与对 照 组 相 比,模 型 组 大 鼠 股 骨 头 骨 密 度、

BV/TV、Tb.Th和Tb.N均降低,差异有统计学意义

(P<0.05);与模型组相比,低/中/高当归多糖组大鼠

股骨头骨密度、BV/TV、Tb.Th和Tb.N均升高(P<
0.05),且不同组间差异显著,差异有统计学意义(P<
0.05);与高当归多糖组相比,当归多糖+抑制剂组大

鼠股骨头骨密度、BV/TV、Tb.Th和 Tb.N均降低,
差异有统计学意义(P<0.05),见表1。

表1 各组大鼠股骨头骨小梁骨参数比较(n=12,x±s)

组别 骨密度/(mg·cm-2) (BV/TV)/% Tb.Th/mm Tb.N/mm-1

对照组 0.72±0.09 71.37±7.68 0.19±0.02 6.83±0.72
模型组 0.11±0.021) 24.26±2.581) 0.09±0.011) 2.44±0.261)

低当归多糖组 0.29±0.042) 38.79±4.052) 0.12±0.022) 3.86±0.422)

中当归多糖组 0.47±0.063) 53.67±4.623) 0.15±0.023) 5.24±0.583)

高当归多糖组 0.68±0.084) 68.83±7.364) 0.18±0.024) 6.65±0.714)

当归多糖+抑制剂组 0.14±0.025) 28.47±3.045) 0.10±0.015) 2.82±0.335)

F 245.491 176.195 69.467 151.058
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

注:1)与对照组相比,P<0.05;2)与模型组相比,P<0.05;3)与低当归多糖组相比,P<0.05;4)与中当归多糖组相比,P<0.05;

5)与高当归多糖组相比,P<0.05。

2.2 各组大鼠股骨病理形态变化

对照组大鼠股骨头结构正常,模型组大鼠股骨头

软骨面积和骨小梁面积减少,存在大量空陷窝;与模型

组相比,低/中/高当归多糖组大鼠股骨头骨小梁面积

增加,空陷窝减少,且中剂量组优于低剂量组,高剂量

组优于中剂量组;与高当归多糖组相比,当归多糖+抑
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制剂组大鼠股骨头骨小梁面积减少,空陷窝增加,见 图1。

图1 各组大鼠股骨组织 HE染色(箭头指向空陷窝,200×)

2.3 各组大鼠股骨组织破骨细胞观察

与对照组相比,模型组大鼠股骨头骨表面破骨细

胞数增加,差异有统计学意义(P<0.05);与模型组相

比,低/中/高当归多糖组大鼠股骨头骨表面破骨细胞

数均减少,差异有统计学意义(P<0.05),且不同组间

差异显著,差异有统计学意义(P<0.05);与高当归多

糖组相比,当归多糖+抑制剂组大鼠股骨头骨表面破

骨细胞数增加,差异有统计学意义(P<0.05),见图2
及表2。

2.4 各组大鼠股骨 Osterix、RUNX2和骨钙素免疫

组织化学染色

与对照组相比,模型组大鼠股骨Osterix、RUNX2

图2 各组大鼠股骨组织TRAP染色(箭头指向破骨细胞,200×)

表2 各组大鼠股骨组织破骨细胞数比较(n=6,x±s)

组别 破骨细胞数/(个·mm-1)
对照组 0.86±0.15
模型组 3.24±0.351)

低当归多糖组 2.61±0.292)

中当归多糖组 1.98±0.223)

高当归多糖组 1.24±0.154)

当归多糖+抑制剂组 3.02±0.335)

F 82.359
P <0.001

注:1)与对照组相比,P<0.05;2)与模型组相比,P<0.05;

3)与低当归多糖组相比,P<0.05;4)与中当归多糖组相比,

P<0.05;5)与高当归多糖组相比,P<0.05。

和骨钙素阳性细胞数减少,差异有统计学意义(P<
0.05);与模型组相比,低/中/高当归多糖组大鼠股骨

Osterix、RUNX2和骨钙素阳性细胞数均增加,差异有

统计学意义(P<0.05),且不同组间差异显著,差异有

统计学意义(P<0.05);与高当归多糖组相比,当归多

糖+抑制剂组大鼠股骨Osterix、RUNX2和骨钙素阳

性细胞数减少,差异有统计学意义(P<0.05),见图3
及表3。

2.5 各组大鼠股骨二氢乙锭染色平均荧光强度

与对照组相比,模型组大鼠股骨活性氧平均荧光

强度升高,差异有统计学意义(P<0.05);与模型组相

比,低/中/高当归多糖组大鼠股骨活性氧平均荧光强

度均减弱,差异有统计学意义(P<0.05),且不同组间

差异显著,差异有统计学意义(P<0.05);与高当归多

糖组相比,当归多糖+抑制剂组大鼠股骨活性氧平均

荧光强度升高,差异有统计学意义(P<0.05),见图4
及表4。
2.6 各组大鼠股骨AMPK/mTOR通路蛋白表达

与对照组相比,模型组大鼠股骨p-AMPK蛋白表

达降低,mTOR蛋白表达升高,差异有统计学意义
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图3 各组大鼠股骨Osterix、RUNX2和骨钙素免疫组织化学染色(400×)

表3 各组大鼠股骨Osterix、RUNX2和骨钙素阳性细胞数比较(n=6,x±s)

组别 Osterix RUNX2 骨钙素

对照组 71.36±7.48 39.54±4.25 9.57±1.03
模型组 9.83±1.271) 15.26±1.791) 1.05±0.291)

低当归多糖组 28.48±3.252) 22.47±2.642) 3.54±0.732)

中当归多糖组 47.26±5.133) 29.65±3.413) 6.02±0.973)

高当归多糖组 68.92±7.344) 37.78±3.934) 8.69±1.014)

当归多糖+抑制剂组 10.27±1.355) 17.35±1.975) 1.46±0.325)

F 182.077 64.708 126.609
P <0.001 <0.001 <0.001

注:1)与对照组相比,P<0.05;2)与模型组相比,P<0.05;3)与低当归多糖组相比,P<0.05;4)与中当归多糖组相比,P<0.05;

5)与高当归多糖组相比,P<0.05。

图4 各组大鼠股骨二氢乙锭染色(400×)

表4 各组大鼠股骨活性氧平均荧光强度比较(n=6,x±s)

组别 活性氧平均荧光强度

对照组 1.00±0.12
模型组 2.64±0.291)

低当归多糖组 2.15±0.262)

中当归多糖组 1.67±0.193)

高当归多糖组 1.09±0.134)

当归多糖+抑制剂组 2.47±0.285)

F 58.808
P <0.001

注:1)与对照组相比,P<0.05;2)与模型组相比,P<0.05;

3)与低当归多糖组相比,P<0.05;4)与中当归多糖组相比,

P<0.05;5)与高当归多糖组相比,P<0.05。

(P<0.05);与模型组相比,低/中/高当归多糖组大鼠

股骨p-AMPK蛋白表达升高,mTOR蛋白表达降低,

差异有统计学意义(P<0.05),且不同组间差异显著,
差异有统计学意义(P<0.05);与高当归多糖组相比,
当归多糖+抑制剂组大鼠股骨p-AMPK蛋白表达降

低,mTOR蛋白表达升高,差异有统计学意义(P<
0.05),见图5及表5。

图5 Western
 

Blot法检测AMPK/mTOR通路蛋白表达
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表5 各组大鼠股骨p-AMPK、mTOR蛋白表达

比较(n=6,x±s)

组别 p-AMPK/AMPK mTOR
对照组 1.04±0.11 1.03±0.11
模型组 0.25±0.041) 2.95±0.321)

低当归多糖组 0.49±0.062) 2.36±0.252)

中当归多糖组 0.73±0.093) 1.88±0.213)

高当归多糖组 0.99±0.124) 1.16±0.134)

当归多糖+抑制剂组 0.28±0.055) 2.69±0.295)

F 101.140 70.822
P <0.001 <0.001

注:1)与对照组相比,P<0.05;2)与模型组相比,P<0.05;

3)与低当归多糖组相比,P<0.05;4)与中当归多糖组相比,

P<0.05;5)与高当归多糖组相比,P<0.05。

3 讨论

当归多糖是中药当归的主要活性成分之一,是
水溶性多糖,主要由葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖、鼠李

糖、岩藻糖、木糖和半乳糖醛酸组成[12]。研究显示当

归多糖通过中期因子(MDK)-PI3K/Akt信号级联促

进脂肪干细胞的软骨分化[13]。另外,当归多糖可通

过调节细胞外信号调节激酶1和2(ERK1/2)途径诱

导自噬,减弱骨关节炎软骨细胞中硝普钠诱导的细

胞凋亡[14];通过抑制核因子-κB(NF-κB)信号通路的

表达,对脂多糖诱导的骨关节炎具有治疗作用[15]。
本研究构建激素性股骨头坏死大鼠模型,发现模型

大鼠股骨软骨面积和骨小梁减少,存在大量空陷窝,
骨表面破骨细胞数增加,骨代谢降低,活性氧水平升

高;不同浓度当归多糖给药后,大鼠股骨骨小梁增

加,空陷窝减少,骨表面破骨细胞数减少,骨代谢升

高,活性氧水平降低,且给药效果呈剂量依赖性效

应,提示当归多糖对激素性股骨头坏死大鼠骨代谢

有促进作用,其可能作为激素性股骨头坏死的治疗

药物。

AMPK是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶,作为一

种异源三聚体复合物出现,由一个催化α亚基和两个

由不同基因编码的调节β和γ亚基组成,其活性降低

会损害细胞稳态的能量灵活性,引发线粒体功能障碍、
氧化应激、自噬受损和内质网应激延长等不良事件,最
终导致关节软骨变性、滑膜炎症和软骨下骨重塑异常。

AMPK激活可以协调软骨细胞存活机制并提高关节

组织对骨关节炎的抵抗[16]。研究表明地塞米松诱导

的线粒体及活性氧介导的AMPK活性抑制促进成骨

细胞坏死[17]。此外,自噬对糖皮质激素诱导的细胞凋

亡和骨质流失起缓解作用,mTOR是细胞生长和代谢

的中枢调节因子,通过充当关键检查点与自噬相交,从
而影响骨密度和质量[18]。mTOR激酶是自噬中的关

键抑制分子,其失活途径(例如 AMPK)可促进自噬,

进而促进骨髓间充质干细胞的成骨分化[19]。氯化异

黄酮可减轻地塞米松诱导的成骨细胞凋亡,并通过

AMPK/mTOR信号传导诱导自噬,促进骨形成[20]。
因此,本研究对 AMPK/mTOR通路进行检测,结果

发现模型组大鼠股骨p-AMPK表达降低,mTOR表

达升高,提示AMPK活性降低引发骨代谢异常,符合

前人研究结果[16]。当归多糖给药升高了p-AMPK表

达,降 低 了 mTOR 表 达,促 进 了 骨 代 谢,体 现 了

AMPK/mTOR通路参与影响骨代谢,与前人研究结

果一致[20]。本研究采用 AMPK 抑制剂 Dorsomor-
phin进行反向验证,发现p-AMPK表达降低,mTOR
表达升高,且大鼠股骨的骨代谢被抑制,股骨结构破坏

严重。由此表明当归多糖通过激活p-AMPK表达,抑
制mTOR蛋白表达,促进激素性股骨头坏死大鼠骨

代谢。
综上所述,当归多糖通过调节 AMPK/mTOR信

号通路促进激素性股骨头坏死大鼠骨代谢。本研究结

果可为激素性股骨头坏死的治疗提供依据,但自噬与

激素性股骨头坏死的相关性仍需进一步探究。
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