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补肾活血法通过Wnt/β-catenin 信号通路缓解绝经后骨质疏松
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摘　要：目的：探讨补肾活血法是否通过 Wnt/β-catenin 信号通路缓解绝经后骨质疏松症。方法：将 40 只 BALB/c 小鼠

采用随机数字表达随机分为 4 组，每组 10 只，分别为假手术组、去势手术组、补肾活血汤低剂量组及补肾活血汤高剂量组，

假手术组和去势手术组给予 0.9% 的生理盐水灌胃，低剂量组和高剂量组分别以 6.1g/kg 及 18.1g/kg，每日给药两次，12 周

后将小鼠处死，取血液及骨组织进行检测。通过 ELISA 实验检测骨生化指标；通过 Micro-CT 检测骨密度参数及骨小梁参数；

通过骨组织 HE 染色观察骨组织病理形态变化；通过 Western blot 检测 Wnt 及 β-catenin 蛋白。结果：实验表明相比于其他组，

去势手术组小鼠的Ca和P的水平明显降低；Micro-CT结果显示，药物组BV/TV、Tb.N、Tb.Th显著高于去势手术组（P<0.05），

Tb.Sp 显著低于去势手术组（P<0.05）；骨组织 HE 染色显示药物组骨小梁的明显多于去势手术组；Western blot 结果显示

相比于去势手术组，药物组 Wnt 蛋白及 β-catenin 蛋白表达明显增加（P<0.05）。结论：补肾活血法具有良好的防治骨丢

失功效，且这种效果是通过Wnt/β-catenin信号通路来调控，该研究为临床使用补肾活血法用于治疗骨质疏松提供理论基础。
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骨质疏松症属于全身代谢性疾病，主要特征为骨小梁

结构破坏，全身骨量减少，严重时可导致脆性骨折 [1]。据国

家统计局发布的最新数据显示，2020 年我国 60 岁及以上人

口占 18.7%，我国已是世界上老年人口绝对数量最多的国家，

我国骨质疏松患者数量高达 8000 万左右 [2]。因此，有效的

抗骨质疏松手段是至关重要的。

补肾活血汤来源于著作《伤科大成》中的经典方剂，其

主要由熟地黄 15g，淫羊藿 15g，杜仲 15g，补骨脂 15g 等组

成。有研究显示，补肾活血汤对多种骨科疾病的治疗具有较

好的疗效，包括骨折、骨不连及骨质疏松症 [3-5]。田宁晟等

人开展了一项临床研究，结果表明补肾活血汤在骨质疏松早

期可减少骨代谢，促进骨形成的同时还能抑制骨吸收，具有

较高的临床疗效 [6]。尽管，补肾活血法中的中多味药物在现

代药理中都有深入研究，其发挥抗骨质疏松活性的内在机理

并未探讨。Wnt/β-catenin 信号通路存在着许多关键的因子，

通过调控这些关键因子的表达，能进一步调控成骨细胞的分

化及其相关功能，从而导致骨量的变化，因此，Wnt/B-catenin

信号通路中的各个关键基因，已经成为治疗骨质疏松症等相

关疾病的研究热点。本项目是基于前期文献研究的基础上，

所开展的进一步深入研究。所以本实验研究选取检测能够在

Wnt/β-catenin 信号通路上表达的 Wnt、β-catenin 蛋白进

行检测，以评估补肾活血汤对该信号通路的作用机制。同时

使用 Micro-CT、ELISA 和 HE 染色对补肾活血法防治骨质疏

松的疗效进行评估。项目的开展将进一步揭示我科经验方补

肾活血法干预骨质疏松性骨折的作用机制，为骨质疏松性骨

折的研究提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 实验动物分组

取 8 周 龄 雌 性 BALB/c 小 鼠 40 只， 购 自 南 昌 大 学 第

一附属医院实验动物中心，合格证号：SYXK（赣）2021-

0003，小鼠购入后适应性喂养 1 周，检疫 7d 后取检疫合格

小鼠，将 40 只小鼠采用随机数字表随机分为 4 组，每组 10

只，对各组小鼠分笼饲养，并且标记 4 组分别为假手术组、

去势手术组、补肾活血汤高剂量组、补肾活血汤低剂量组。

1.2 去卵巢小鼠骨质疏松模型构建

术前称重，腹腔注射 2% 戊巴比妥钠 (40mg/kg) 溶液麻

醉成功后，将大鼠卧位置于手术台上。备皮后用碘伏消毒后

选取大鼠肋后缘下 1.5cm、后正中线旁 15cm 处，从背侧切

开皮肤，依次切开皮下组织、筋膜、肌肉组织，用钝性钳剥

开皮下组织，进入腹腔，并将卵巢轻轻拖出，在卵巢根部进
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行结扎，距离结扎线 2 毫米处摘除卵巢。假手术组仅切取卵

巢旁 1cm3 大小脂肪组织，不结扎输卵管和切除卵巢，其余

处置同上。术后进行缝合。术后 3 天予大鼠腹腔注射青霉素

钠 20 万单位预防感染，在术后 1 周确保小鼠活动状态恢复

正常后进行灌胃。。

1.3 给药方式与剂量

药物剂量按照人与动物药物等效计算公式换算 : 成人每

日给药的生药浓度为 0.5g/ml，小鼠每公斤体质量 1 日用药

量 ( 或 0.9% 氧化钠溶液 )= 成人用药量 /70kg*6.3，其中高剂

量 = 等效剂量，低剂量 = 等效剂量 *1/3，对大鼠进行称重，

记录体重，根据体重变化修正给药剂量。假手术组、去势

手术组 : 给予 0.9% 生理盐水。每周称量小鼠体重，并根体

重变进行药品剂量调整。补肾活血汤高剂量组 : 给药浓度为

18.1g/kg·d, 补肾活血汤低剂量组 : 给药浓度为 6.1g/kg·d 给

药频次及时段 : 频次 :2 次 / 日，时段 :9:00AM 及 5:00PM 给

药时间 :12 周。

1.4 标本的获取

注射 1% 戊巴比妥将小鼠麻醉，取下腔静脉的血保存，

随后通过颈椎脱臼法对所有小鼠实施安乐死。分离出小鼠完

整股骨。随后用 4% 多聚甲醛固定液浸泡 24 小时，保存于

70% 乙醇溶液中。

1.5 检测指标及方法

1.5.1 ELISA 检测血清 Ca 及 P

采取各组小鼠的全血后，通过离心提取各组血清，放

入 -80℃冰箱保存备用，通过 ELISA 技术检测各组小鼠血清

中 Ca 及 P 的浓度，操作方法依照说明书进行。

1.5.2 Micro-CT 检测

将获得的股骨进行高分辨率 Micro-CT 扫描，并进行三

维重建。定量分析生长板下方 0.5mm 区域骨量。分析定量

的参数包括以下几个不骨体积分数百分比（BV/TV;%）、小

梁数量（Tb.N;mm-1）、小梁厚度（Tb.Th；mm）和小梁分

离度（Tb.Sp;mm）。

1.5.3 骨组织切片染色

将股骨固定在多聚甲醛中，在 EDTA 缓冲液中脱钙，

随后使用石蜡进行包埋。然后，使用石蜡切片机进行切片（厚

度为 5μm）。进行苏木精 - 伊红（H&E）染色分析骨小梁

等结构的变化。

1.5.4 Western blot 检测各组骨组织中 Wnt 及 β-catenin

蛋白表达情况

将骨组织置于预冷的生理盐水中，剔除表面杂质，然

后进行研磨。 随后转移至离心管中，在 100 mg 骨粉末滴入 

300 µL 蛋白提取试剂，混匀后进行冰浴（30 min），期间

每隔 5 min 用振荡 20 s。最后在在高速离心机中（12 000 r/

min） 离心 15 min，取上清液即为蛋白。随后将获取的蛋白

进行蛋白印迹实验，使用 GAPDH 作为参照条带。

1.6 统计学方法

获 取 的 结 果 进 行 三 次 重 复 实 验， 得 到 的 数 据 使 用

SPSS24.0 软件计算，结果以均数 ± 标准差表示。使用单因

素方差分析法和 t 检验对结果进行分析。当 P<0.05 时被认

为具有统计学意义。

2 结果

2.1 不同组小鼠生化指标的比较

采取不同组小鼠全血后进行 ELISA 实验，结果表明：

去势手术组小鼠血清中的 Ca 及 P 水平明显低于假手术组（p

＜ 0.05）；同时在低剂量和高剂量药物组中 Ca 及 P 水平明

显高于去势手术组，差异具有统计学意义（p ＜ 0.05）。见

图 1

2.2 补肾活血汤对不同组小鼠骨参数的影响

将各组小鼠中获取的股骨远端标本进行 Micro-CT 扫

描，对相关骨参数进行分析，结果表明：去势手术组 BV/

TV、Tb.N、Tb.Th 均低于假手术组，差异具有统计学意义

（p ＜ 0.05），同时去势手术组的 Tb.Sp 明显高于假手术组

（p ＜ 0.05）；相反，在低剂量和高剂量药物组中 BV/TV、

Tb.N、Tb.Th 明显高于去势手术组，且 Tb.Sp 明显低于去势

手术组，差异具有统计学意义（p ＜ 0.05）。见图 2

2.3 不同组小鼠骨组织 H&E 染色情况

通过对各组小鼠股骨组织切片，并行 H&E 染色，观察

骨结构及骨小梁情况，结果表明：去势手术组小鼠中的骨小

梁数量稀疏，明显少于其他三组小鼠骨组织情况。见图 3

2.4 不同小鼠骨组织 Wnt、β-catenin 蛋白表达情况

将从各组小鼠骨组织中提取的蛋白进行 Western blot

分析，结果显示：去势手术组中 Wnt 和 β-catenin 蛋白表

达明显低于假手术组，差异具有统计学差异（p ＜ 0.05）；

在低剂量和高剂量药物组中 Wnt 和 β-catenin 蛋白表达明

显高于趋势手术组，差异具有统计学差异（p ＜ 0.05），

见图 4
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3 讨论

骨质疏松是一种全身代谢性骨病，其特征为骨结构破

坏、骨密度下降、骨脆性增加，易导致脆性骨折。在 50 岁

以上的人群中，约有 62% 的男性和 72% 的女性患有骨质疏

松症和骨质减少症 [7]。流行病学调查显示，骨质疏松症在美

国影响着超过 4400 万人 [8]。目前，骨质疏松症被世界卫生

组织 (WHO) 列为仅次于心血管疾病的第二大对人类健康最

危险的慢性疾病。随着骨质疏松症的日益流行，随之而来的

脆性骨折治疗已成为骨科医生和社会面临的主要挑战 [11]。

因此，寻找有效的骨质疏松症治疗策略是至关重要和迫切

的。骨重塑依靠骨吸收和骨形成维持动态平衡状态，这两种

状态主要由破骨细胞和成骨细胞介导。一旦骨重塑的平衡被

破坏，就会发生各种骨疾病，如骨硬化、关节炎和骨质疏松

症 [10]。在骨质疏松症的发展过程中，破骨细胞和成骨细胞

活性的累积失衡可导致骨量减少。目前临床上常用的治疗骨

质疏松的药物主要是双磷酸盐类、降钙素类和雌激素类药

物。然而，据报道，这些药物在长期服用后会产生严重的副

作用，如发热、骨痛、恶心、低钙血症、高钙血症、子宫内

膜检查和乳腺癌以及心血管疾病 [11]。因此，迫切需要寻找

新的替代治疗策略来治疗骨质疏松症。

我们在前期文献研究的基础上，总结提取出以补益肝

肾、活血益气为治法的补肾活血法用于骨质疏松症特色治

疗，以该治法凝练出补肾活血汤，目前临床中以该方治疗骨

质疏松症取得良好疗效。因此，在本实验中进一步探寻该方

治疗骨质疏松症的治疗效果及作用机理。众所周知，血清

Ca 和 P 能间接反应骨代谢情况，当机体处于骨质疏松状态

时，Ca 及 P 水平均下降。在本实验中发现去卵巢小鼠模型

中血清 Ca 和 P 水平明显降低，而在使用补肾活血汤后，Ca

和 P 水平明显上升，恢复到正常水平，间接说明补肾活血

汤具有良好的调节骨代谢水平，对抗骨质疏松治疗具有积极

作用。目前，骨参数是评估骨质疏松程度最直观的指标 [12]。

在骨质疏松的病理状态下，骨重塑异常，破骨细胞过度活跃

导致骨小梁数量和密度减少，骨皮质变薄，其相关骨参数包

括 BV/TV、Tb.N、Tb.Th 明显下降，Tb.Sp 上升。在我们的

研究中也得到验证，在去势小鼠组中骨小梁的密度明显低于

假手术组 BV/TV、Tb.N、Tb.Th 明显低于空白对照组，Tb.Sp

则明显高于空白对照组。在药物组中，小鼠骨参数 BV/TV、

Tb.N、Tb.Th 明显上升，Tb.Sp 明显下降，表明补肾活血汤

能明显改善骨结构，增加骨小梁的数量与密度，具有明显的

骨保护作用，且这种积极作用在高药物组更加明显。进一步

将各组骨组织切片，进行 HE 染色，结果也显示补肾活血汤

能明显提升骨小梁的数量。综上所述，补肾活血汤具有优良

的抗骨质疏松效果。

Wnt/β-catenin 信号通路是骨代谢平衡的关键调控信号

通路，影响 Wnt/β-catenin 途径的因素众多，包括激活蛋白

和一些抑制剂，这些因子的共同作用靶点都是 β-catenin，

其在成熟的成骨细胞和骨细胞中失活可增加破骨细胞分

化和骨吸收，从而导致骨量降低。激活骨细胞中的 Wnt/

β-catenin 信号可增加成骨细胞的增殖、分化，从而促进骨

量增加 [13]。为了验证补肾活血汤是否是通过该信号通路调

控骨代谢，本实验检测了各组小鼠中 Wnt 和 β-catenin 蛋

白的表达情况。结果显示，在去势小鼠中这两种蛋白表达均

较假手术组低。而在药物组，Wnt 和 β-catenin 蛋白的表达

量均增加，与假手术组的表达量接近，提示补肾活血汤可能

是主要通过 Wnt/β-catenin 信号通路调节骨代谢，增加成骨

细胞活性，促进骨量增进，从而实现抗骨质疏松的效果。

4 结论

综上所述，补肾活血汤治疗绝经后骨质疏松效果显著，

不仅能提升体内 Ca 和 P 的水平，还能增加骨小梁的数量与

密度，具有良好的骨保护作用。进一步的蛋白印迹实验提示

其治疗绝经后骨质疏松的机理是通过 Wnt/β-catenin 信号通

路介导，该实验结果为临床治疗绝经后骨质疏松症提供新的

思路与想法。
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