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摘要： 目的　 探讨壮骨止痛方对绝经后骨质疏松 （ＰＭＯＰ） 大鼠线粒体自噬的影响。 方法　 ５０ 只雌性 ＳＤ 大鼠分为假

手术组、 模型组、 雌二醇组 （０􀆰 ０９ ｍｇ ／ ｋｇ） 和壮骨止痛方中、 高剂量组 （６􀆰 ６、 １３􀆰 ２ ｇ ／ ｋｇ）， 假手术组仅在卵巢周围

切除脂肪， 其余各组通过切除双侧卵巢建立 ＰＭＯＰ 大鼠模型。 采用瑞氏染色监测大鼠动情周期； Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检测大鼠股

骨微结构； ＨＥ 染色观察胫骨组织形态变化； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测胫骨组织中线粒体自噬蛋白⁃微管相关蛋白轻链 ３Ｂ
（ＬＣ３Ｂ）、 ｐ６２、 Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白表达； 免疫组化法检测胫骨组织 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ 蛋白表达。 结果　 与假手术组比较， 模型

组大鼠动情周期紊乱， 完全丧失周期性波动； 大鼠股骨骨密度 （ＢＭＤ）、 骨体积 （ＢＶ）、 骨体积分数 （ＢＶ ／ ＴＶ）、 骨

表面积密度 （ＢＳ ／ ＴＶ）、 骨小梁厚度 （Ｔｂ． Ｔｈ） 降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 骨小梁分离度 （Ｔｂ． Ｓｐ） 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 胫骨髓

腔内可见大量脂肪空泡； 血清雌二醇 （Ｅ２） 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＦＳＨ 和 ＬＨ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 胫骨组织 ＰＩＮＫ１、
Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ⅱ ／Ⅰ蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｐ６２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较， 壮骨

止痛方高剂量组和雌二醇组大鼠股骨 ＢＭＤ、 ＢＶ、 ＢＶ ／ ＴＶ、 ＢＳ ／ ＴＶ、 Ｔｂ． Ｔｈ 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｔｂ． Ｓｐ 降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 胫骨髓腔内脂肪空泡减少； 血清 Ｅ２ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＦＳＨ 和 ＬＨ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 胫骨组织

ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ⅱ ／Ⅰ蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｐ６２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 壮骨止

痛方能够改善 ＰＭＯＰ 大鼠骨微结构， 并延缓骨量下降， 起到骨保护作用， 其机制可能与调控 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 信号通路、
促进线粒体自噬有关。
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　 　 绝经后骨质疏松症 （ｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，
ＰＭＯＰ） 是一种以骨量低、 骨微结构损坏导致骨脆

性增加， 易发生骨折为特征的全身代谢性骨病， 好

发于绝经后女性。 调查显示， 我国 ５０ 岁以上女性

骨质疏松症患病率为 ３２􀆰 １％ ， 低骨量患病率为

４５􀆰 ９％ ［１］， 其高发病率、 高致死致残率以及低生活

质量严重危害中老年女性身心健康， 给家庭及社会

带来巨大的医疗经济负担。 因此， 早期干预和防治

具有重要的临床意义。 目前， 临床上治疗 ＰＭＯＰ
的主要药物包括骨吸收抑制剂 （如双磷酸盐类、
降钙素类、 雌激素与选择性雌激素受体调节剂）
和骨形成促进剂 （如甲状旁腺激素及其类似物），
此外还有活性维生素 Ｄ 及其类似物、 锶盐等药

物［２］。 但这些药物均存在诸多不良反应［３⁃４］， 故而

寻找有效且不良反应小的治疗方法已成为目前亟待

解决的问题。
ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 通路是线粒体自噬的经典调控

途径， 增强该通路的活性可能促进受损线粒体的清

除， 改善骨细胞功能。 近年来研究发现， 在骨质疏

松症动物模型中， 上调 ＰＩＮＫ１ 的表达可促进线粒

体自噬， 减少线粒体损伤， 进而改善骨密度和骨微

结构［５⁃６］。 因此， 开发能够激活 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 通路

的药物或生物制剂具有潜在的价值。
壮骨止痛方是湖南省名中医谭日强教授的经

验方， 已 获 得 国 家 新 药 证 书 （ 国 药 准 字

Ｚ２００５０１１８）， 全方由淫羊藿、 补骨脂、 枸杞子、

女贞子、 狗脊、 骨碎补、 川牛膝 ７ 味中药组成，
具有补肾壮骨、 活血化瘀、 祛风除湿的功效， 课

题组前期研究证实及长期临床用药观测， 该方对

绝经后骨质疏松症具较好的防治作用［７］ 。 本研究

旨在明确壮骨止痛方对 ＰＭＯＰ 大鼠骨密度和骨微

结构的改善作用， 并进一步基于 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 信

号通路探讨其可能机制， 以期为该方临床防治

ＰＭＯＰ 提供实验基础。
１　 材料

１􀆰 １　 药物与试剂 　 壮骨止痛方组方药材淫羊藿

（批号 ２５０１１８２， 产地甘肃定西）、 补骨脂 （批号

２４１２１２２， 产 地 广 西 玉 林 ）、 骨 碎 补 （ 批 号

２５０２０６０３７２， 产 地 湖 北 宜 昌 ）、 川 牛 膝 （ 批 号

２４１２０２０， 产 地 四 川 汉 源 ）、 女 贞 子 （ 批 号

２４１１２７３， 产 地 江 苏 南 京 ）、 枸 杞 子 （ 批 号

ＳＸ２５０３０３０３， 产 地 宁 夏 中 卫 ）、 狗 脊 （ 批 号

２４１００６００２２， 产地广西玉林）， 均购自湖南中医药

大学第一附属医院。 戊酸雌二醇 （德国拜耳公司，
批号 Ｊ２０１７１０３８）； 戊巴比妥 （德国 Ｍｅｒｃｋ 公司，
货号 Ｐ３７６１）； 青霉素钠 （华北制药股份有限公司，
批号 Ｆ９１０２１０９）； 大鼠雌二醇 （Ｅ２）、 促卵泡激素

（ＦＳＨ）、 促黄体生成激素 （ＬＨ） 酶联免疫吸附

（ＥＬＩＳＡ） 测定试剂盒、 ＢＣＡ 试剂盒、 Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ⁃
Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ （Ｈ＆Ｌ） 抗体 （武汉伊莱瑞特生物科技

股份有限公司， 货号 Ｅ⁃ＯＳＥＬ⁃Ｒ０００１、 Ｅ⁃ＥＬ⁃Ｒ０３９１、
Ｅ⁃ＥＬ⁃Ｒ００２６、 Ｅ⁃ＢＣ⁃Ｋ３１８⁃Ｍ、 Ｅ⁃ＡＢ⁃１００３）； 蛋白提
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取试剂盒、 瑞氏染色液 （北京索莱宝科技有限公司，
货号 ＢＣ３７１０、 Ｇ１０４０）； β⁃ａｃｔｉｎ、 ＰＩＮＫ１、 Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ⁃
Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ （Ｈ＆Ｌ） 抗体 （武汉三鹰生物技术有限公

司， 货 号 ６６００９⁃１⁃ｌｇ、 ２３２７４⁃１⁃ＡＰ、 ＲＧＡＭ００１ ）；
Ｐａｒｋｉｎ、 ＬＣ３Ｂ 抗体 （武汉爱博泰克生物科技有限

公司， 货号 Ａ１１１７２、 Ａ１９６６５）； ｐ６２ 抗体 （杭州华

安生物技术有限公司， 货号 ＨＡ７２１１７１）。
１􀆰 ２　 动物　 ５０ 只 ＳＰＦ 级健康雌性 ＳＤ 大鼠， ３ 月

龄， 体质量 ２２０～２５０ ｇ， 购自湖南斯莱克景达实验

动物有限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ
（湘） ２０２１⁃０００２］， 饲养于湖南中医药大学动物实

验中心 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （湘）
２０２４⁃００１４］， 饲养环境温度 ２２ ～ ２５ ℃， 相对湿度

４０％ ～６０％ ， 光照 ／黑暗周期 １２ ｈ ／ １２ ｈ， 自由进食

及饮水。 所有动物实验规程已通过动物实验伦理委

员会批准 （伦理批准号 ＨＮＵＣＭ２１⁃２４１２⁃０８）。
１􀆰 ３　 仪器　 Ｈｉｓｃａｎ ＨＵＭ Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ （苏州海斯菲德

信息科技有限公司）； Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｈｏｏｄ Ⅱ化

学发光显影仪、 电泳转膜槽、 转印槽、 电泳转膜仪

（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； ＫＺ⁃ⅢＦ 高速低温组织研磨

仪 （武汉赛维尔生物科技有限公司）； ＢＡ４１０Ｅ 显

微镜 ［麦克奥迪 （厦门） 电气股份有限公司］；
Ａｘｉｏ Ｖｅｒｔ． Ａ１ 倒置荧光显微镜 （德国 ＺＥＩＳＳ 公

司）； ＴＰ⁃２００Ｄ 电子精密天平 （湖南湘仪实验室仪

器开发有限公司）； ＩＣＶ⁃４５０ 电热恒温培养箱 （日
本 ＡＳＯＮＥ 公司）； Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＭＫ３ 全自动酶标仪

（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 壮骨止痛方药液制备　 所有药材浸泡 １ ｈ， 武

火煮沸后转文火持续煎煮 １ ｈ， 过滤， 收集滤液；
药渣加入蒸馏水二次煎煮 １ ｈ， 过滤， 合并 ２ 次滤

液， 浓缩至高剂量 １３􀆰 ２ ｇ ／ ｍＬ， 再以蒸馏水稀释制

得中剂量 ６􀆰 ６ ｇ ／ ｍＬ［８］， ４ ℃ 保存备用。 预实验显

示低剂量 （３􀆰 ３ ｇ ／ ｋｇ） 对主要指标无显著效果， 且

与中剂量无显著差异， 以往研究亦支持此类剂量⁃
效应关系［９⁃１０］， 故本研究仅设置中、 高剂量组。
２􀆰 ２　 分组及造模　 大鼠适应性饲养 １ 周后， 按照

随机数字法分为假手术组、 模型组、 雌二醇组和壮

骨止痛方中、 高剂量组， 每组 １０ 只， 采用双侧卵

巢切除术 （ＯＶＸ） 建立大鼠骨质疏松模型［１１］。 大

鼠腹腔注射 １％ 戊巴比妥钠 （０􀆰 ５ ｍＬ ／ ｇ） 麻醉后，
采取俯卧位， 于脊柱中线两侧区域脱毛， 在距脊柱

约 １ ｃｍ 的肋下位置做约 ０􀆰 ５ ｃｍ 切口， 暴露包裹卵

巢的脂肪组织， 用镊子将其牵出切口外。 确认

“菜花状” 卵巢后， 连同其周围脂肪垫一并切除。
结扎后将残存脂肪组织还纳腹腔， 逐层缝合筋膜、
肌肉及皮肤。 假手术组大鼠仅切除卵巢周围同体积

脂肪组织， 不切除卵巢。 术后予以青霉素肌注 ３ ｄ
预防感染。
２􀆰 ３　 给药　 各组大鼠术后 １ 周开始给药， 假手术

组和模型组灌胃蒸馏水； 壮骨止痛方中、 高剂量组

分别灌胃 ６􀆰 ６、 １３􀆰 ２ ｇ ／ ｋｇ 壮骨止痛方药液［１２］； 雌

二醇组灌胃 ０􀆰 ０９ ｍｇ ／ ｋｇ Ｅ２， 给药体积 １０ ｍＬ ／ ｋｇ，
每天 １ 次， 持续 １２ 周。
２􀆰 ４　 取材 　 末次给药结束后， 大鼠禁食不禁水

１２ ｈ， 腹腔注射 １％ 戊巴比妥钠 （０􀆰 ５ ｍＬ ／ ｇ） 麻醉

后， 腹主动脉采血， 室温静置 ２ ｈ 后 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １５ ｍｉｎ， 分离得到血清， 于－８０ ℃冰箱保存备

用。 剖取左右后肢完整的股骨、 胫骨， 去除肌肉及

结缔组织， 保留骨膜， 右侧股骨、 胫骨置于 ４％ 多

聚甲醛中保存， 用于 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检测、 苏木精⁃伊红

（ＨＥ） 染色及免疫组化检测； 剩余骨组织均置于

冻存管中， 放于液氮罐中迅速冷冻， 之后转移至

－８０ ℃冰 箱 保 存， 用 于 后 续 蛋 白 免 疫 印 迹 法

（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ） 检测。
２􀆰 ５　 检测指标

２􀆰 ５􀆰 １　 大鼠一般状况和体质量　 定期监测并记录

各组大鼠一般状态， 包括其饮食饮水情况、 行为活

动情况、 精神行为与毛发变化等， 定时称定体质量

并记录。
２􀆰 ５􀆰 ２　 动情周期　 术后次日晨起开始监测假手术

组及实验组大鼠动情周期， 于固定时间窗采集大鼠

阴道脱落细胞样本。 经瑞氏染色后， 在显微镜下观

察阴道脱落上皮细胞形态 （尤其是角化细胞特

征）， 以此评估其动情周期所处阶段。
２􀆰 ５􀆰 ３　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检测 　 将股骨标本置于 ４％ 多聚

甲醛中固定 ２４ ｈ 后进行 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 成像系统扫描。
扫描时， 将实验样本沿长轴固定于固定器内， 设置

扫描电压 ６０ ｋＶ， 电流 １３４ μＡ， 功率 ８ Ｗ， 曝光时

间 ５０ ｍｓ， 旋转 １ 周完成扫描。 扫描完成后， 进行

三维重建及骨组织微结构分析， 测定形态学参数骨

密度 （ＢＭＤ）、 相对骨体积 （ ＢＶ）、 骨体积分数

（ＢＶ ／ ＴＶ）、 骨表面积密度 （ＢＳ ／ ＴＶ）、 骨小梁厚度

（Ｔｂ． Ｔｈ）、 骨小梁分离度 （Ｔｂ． Ｓｐ）。
２􀆰 ５􀆰 ４　 ＨＥ 染色观察胫骨组织形态学变化 　 将大

鼠胫骨组织用 ４％ 多聚甲醛固定， ＥＤＴＡ 慢脱钙至

针刺可轻松刺入， 经浸蜡、 石蜡包埋、 切片后， 进

行 ＨＥ 染色， 于生物学显微镜下观察骨组织形态。
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２􀆰 ５􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清 Ｅ２、 ＦＳＨ、 ＬＨ 水平　 将

各组大鼠血清样本和 ＥＬＩＳＡ 试剂放置至室温， 按

照试剂盒说明书操作， 经孵育、 洗涤、 显色并终止

反应后， 用酶标仪读取 ４５０ ｎｍ 波长处光密度

（ＯＤ） 值， 根据标准曲线计算 Ｅ２、 ＦＳＨ、 ＬＨ 水平。
２􀆰 ５􀆰 ６　 免疫组化法检测胫骨组织 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ
蛋白表达　 胫骨组织石蜡切片经梯度脱蜡与水化处

理后， 进行抗原热修复， 阻断内源性过氧化物酶，
血清封闭后依次孵育一抗和二抗， ＤＡＢ 显色后苏

木素复染细胞核， 中性树胶封片， 于光学显微镜下

观察并采集图像。 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件定量分析， 以

累积光密度值 （ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ， ＩＯＤ） 作

为指标， 计算阳性染色面积占比， 公式为阳性率 ＝
（ＩＯＤ 值 ／目标区域总面积） × １００％ 。
２􀆰 ５􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测胫骨组织 Ｐ６２、 ＬＣ３、
Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白表达 　 大鼠胫骨加入液氮， 研磨至粉

末状， 每 １００ ｍｇ 组织加入 ７００ μＬ ＲＩＰＡ 裂解液

（ＲＩＰＡ ∶ 蛋白酶抑制剂 ＝ １００ ∶ １）， ４ ℃、 １２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎ， 吸取上清， 采用 ＢＣＡ 蛋白定量

试剂盒测定蛋白浓度。 经上样、 电泳、 转膜、 封闭

后， 加一抗孵育过夜， ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次， 加二抗室

温孵育 １ ｈ， ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次， 通过化学发光成像系

统显影， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ 软件分析条带灰度值， 计

算各蛋白相对表达量。
２􀆰 ６　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理，
结果以均值±标准差 （ｘ±ｓ） 表示， 若数据符合正

态分布且方差齐性， 组间比较采用单因素方差分

析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。

３　 结果

３􀆰 １　 壮骨止痛方对 ＰＭＯＰ 大鼠一般情况和体质量

的影响　 实验期间， 各给药组大鼠毛发状态、 自主

活动及呼吸频率等生命体征均维持正常， 与模型组

比较未见显著异常。 如图 １ 所示， 与假手术组比

较， 模型组大鼠体质量随着时间延长而升高， 此变

化与雌激素缺乏导致的代谢紊乱及脂肪蓄积一致，
符合绝经后骨质疏松模型特征。 与模型组比较， 随

着给药时间延长， 各给药组大鼠体质量增长缓慢，
且壮骨止痛方高剂量组和雌二醇组体质量增长接

近， 均低于模型组。

图 １　 各组大鼠体质量增长曲线

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３􀆰 ２　 壮骨止痛方对 ＰＭＯＰ 大鼠动情周期的影响　 如

图 ２ 所示， 假手术组大鼠维持规律的动情周期 （ ＜
６ ｄ）： 动情前期以有核上皮细胞居多， 动情期可见

大量无核角化细胞呈鳞片状聚集， 动情后期可见有

核上皮细胞、 角化细胞与白细胞比例相近， 动情间

期则以密集白细胞浸润为标志。 模型组大鼠持续处

于动情后期或间期阶段， 周期性波动完全消失， 动

情周期紊乱， 证实了模型组具备绝经后骨质疏松的

典型特征， 提示造模成功。

注： ａ 为假手术组， ａＡ 为动情前期， ａＢ 为动情期， ａＣ 为动情后期， ａＤ 为动情间期； ｂ 为模型组， ｂＡ 为动情后期，
ｂＢ～ ｂＤ 均为动情间期。 黄色箭头指有核上皮细胞， 红色箭头指角化细胞， 绿色箭头指白细胞。

图 ２　 大鼠阴道脱落细胞涂片 （瑞氏染色， ×１００）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｓｍｅａｒ ｏｆ ｅｘｆｏｌｉａｔｅｄ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｒａｔ ｖａｇｉｎａ （Ｗｒｉｇｈｔ’ｓ ｓｔａｉｎ， ×１００）

３􀆰 ３　 壮骨止痛方对 ＰＭＯＰ 大鼠股骨密度和骨微结 构的影响 　 如图 ３ ～ ４ 所示， 与假手术组比较， 模
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图 ３　 各组大鼠股骨 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 图像

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｆｅｍｕｒ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组大鼠股骨 ＢＭＤ、 ＢＶ、 ＢＶ ／ ＴＶ、 ＢＳ ／ ＴＶ、 Ｔｂ． Ｔｈ、 Ｔｂ． Ｓｐ 值比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＢＭＤ， ＢＶ， ＢＶ ／ ＴＶ， ＢＳ ／ ＴＶ， Ｔｂ． Ｔｈ， Ｔｂ． Ｓｐ ｖａｌｕｅｓ ｉｎ ｆｅｍｕｒ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

型组大鼠骨小梁减少， 髓腔出现空洞， 内部结构破

坏严重， 呈现骨质疏松病理状态， ＢＭＤ、 ＢＶ、
ＢＶ ／ ＴＶ、 ＢＳ ／ ＴＶ、 Ｔｂ． Ｔｈ 降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｔｂ． Ｓｐ
升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各给药组骨小梁
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交织程度改善， 髓腔空洞面积减小， 除壮骨止痛方

中剂量组 ＢＭＤ 无明显变化外 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 其余各

给药组 ＢＭＤ、 ＢＶ、 ＢＶ ／ ＴＶ、 ＢＳ ／ ＴＶ、 Ｔｂ． Ｔｈ 升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｔｂ． Ｓｐ 降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ４　 壮骨止痛方对 ＰＭＯＰ 大鼠胫骨组织病理形态

学的影响　 如图 ５ 所示， 与假手术组比较， 模型组

大鼠胫骨骨小梁连续性中断、 数目减少， 结构完整

性丧失并伴多发微断裂， 骨髓腔内可见广泛脂肪细

胞浸润； 各给药组大鼠胫骨骨小梁数量均有不同程

度增加， 连续性改善、 空间排列较整齐， 同时骨髓

腔内脂肪沉积量减少。

图 ５　 各组大鼠胫骨骨小梁病理形态 （ＨＥ 染色， ×１００）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｉｂｉａｌ ｔｒａｂｅｃｕｌａ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ×１００）

３􀆰 ５　 壮骨止痛方对 ＰＭＯＰ 大鼠血清性激素水平的

影响　 如图 ６ 所示， 与假手术组比较， 模型组大鼠

血清 ＦＳＨ、 ＬＨ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｅ２ 水平降低

（Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各给药组大鼠血清

ＦＳＨ、 ＬＨ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｅ２ 水平升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 各组大鼠血清 Ｅ２、 ＦＳＨ、 ＬＨ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ Ｅ２， ＦＳＨ ａｎｄ ＬＨ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ６　 壮骨止痛方对 ＰＭＯＰ 大鼠胫骨组织 ＰＩＮＫ１、
Ｐａｒｋｉｎ 蛋白阳性表达的影响　 如图 ７～８ 所示， 与假

手术组比较， 模型组胫骨组织 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ 蛋白

阳性表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 壮骨止

痛方高剂量组和雌二醇组胫骨组织 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ
蛋白阳性表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 壮骨止痛方中剂量

组胫骨组织中 ＰＩＮＫ１ 阳性表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ７　 壮骨止痛方对 ＰＭＯＰ 大鼠胫骨组织自噬相关

蛋白表达的影响　 如图 ９ 所示， 与假手术组比较，
模型组大鼠胫骨组织 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ⅱ ／ Ⅰ蛋白表达

降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｐ６２ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 壮骨止痛方高剂量组

和雌二醇组大鼠胫骨组织 Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 各给药组大鼠胫骨组织 ＬＣ３Ⅱ ／ Ⅰ蛋白

表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｐ６２ 蛋白表达降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。
４　 讨论

中医将骨质疏松症归为 “骨痿” “骨枯” 等范

畴， 其核心病机为肾虚骨枯、 髓减骨弱。 本研究所

用壮骨止痛方由补骨脂丸加减而成， 君以淫羊藿、
女贞子补肾填髓， 臣以补骨脂、 枸杞加强补肾之

力， 佐以骨碎补、 狗脊、 川牛膝补肝肾、 强筋骨，
体现 “补肾生髓、 养骨壮骨” 的治疗原则， 对绝

经后骨质疏松症有较好的疗效［１３］。 既往研究证实，
该方可改善 ＰＭＯＰ 患者骨密度并纠正骨代谢高转

换状态［１４］。 骨密度作为骨强度的间接指标之一，
６８７
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注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 各组大鼠胫骨组织 ＰＩＮＫ１ 蛋白阳性表达比较 （免疫组织化学染色， ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＩＮＫ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｉｂｉａ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ （ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

其变化与骨超微结构密切相关。 本研究发现，
ＰＭＯＰ 大鼠骨代谢失衡， 骨小梁稀疏、 变薄、 不连

续， 连接性及骨体积分数降低， 而骨小梁分离度升

高； 壮骨止痛方干预后， 骨密度显著提高， 骨小梁

超微结构改善， 与前期研究结果一致。
ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 信号通路介导的线粒体自噬是

目前最经典的线粒体自噬途径［１５］。 ＰＩＮＫ１ 作为线

粒体损伤传感器［１６］， 能够促进 Ｐａｒｋｉｎ 转位并导致

线粒体泛素化， 经 ｐ６２、 核点蛋白 ５２ （ＮＤＰ５２）、
视神经蛋白 （ＯＰＴＮ） 等适配器蛋白招募至 ＬＣ３ 组

装自噬囊泡， 最终与溶酶体融合形成自噬溶酶

体［１７⁃１８］。 作为贯穿自噬全程的关键蛋白， ＬＣ３ 的胞

浆型 ＬＣ３Ⅰ经修饰后转变为脂化 ＬＣ３Ⅱ， 后者特异

性整合至自噬体膜结构中， 因此， 其积累及 ＬＣ３
Ⅱ ／ Ⅰ比值是衡量自噬水平 （包括线粒体自噬） 的

重要指标［１９］。 此外， ｐ６２ 在自噬过程中被降解，
其蛋白丰度与自噬活性呈负相关［２０］。 线粒体膜去

极化时， ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 通路被激活以清除损伤线

粒体。 ＰＩＮＫ１ 是线粒体自噬核心调节因子［２１］， 其

被破坏会导致线粒体自噬受损［２２］， 影响成骨细胞

分化与矿化［２３］， 而恢复线粒体自噬可缓解激素诱

导的骨质丢失［２４］。 研究发现， ＰＩＮＫ１ 在 ＯＰ 患者

中表达降低， 且成骨分化过程中其表达升高［２５］。
此外， 体外实验显示， 在小鼠 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 成骨细胞

系中发现 １７β⁃雌二醇诱导线粒体自噬， 并在体外

促进细胞增殖， 表明雌激素对线粒体存在影响［２６］。
本研究结果显示， 模型组大鼠 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ

蛋白阳性表达降低， 血清 Ｅ２ 水平降低， 而 ＬＨ、
ＦＳＨ 水平升高， 提示 ＰＭＯＰ 大鼠 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 通

路呈抑制状态。 壮骨止痛方干预后 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ
蛋白表达及 Ｅ２ 水平升高， ＬＨ、 ＦＳＨ 水平降低， 提

示该方可能通过调节激素水平激活 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ
通路， 减轻雌激素缺乏导致的线粒体功能障碍， 促

进骨形成。 Ｂｅｃｌｉｎ１ 作为自噬启动关键蛋白， 其表

达高低直接反映自噬水平［２７］。 本研究结果显示，
模型组 Ｂｅｃｌｉｎ１ 蛋白表达和 ＬＣ３Ⅱ ／ Ⅰ比值降低，
ｐ６２ 蛋白表达升高， 提示线粒体自噬受损。 壮骨止

痛方干预后， 蛋白表达和 ＬＣ３Ⅱ ／ Ⅰ比值升高， ｐ６２
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注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 各组大鼠胫骨组织 Ｐａｒｋｉｎ 蛋白阳性表达比较 （免疫组化， ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐａｒｋｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｉｂｉａ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

（ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与假手术组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 各组大鼠胫骨组织 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ｐ６２、 ＬＣ３ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｂｅｃｌｉｎ１， ｐ６２ ａｎｄ ＬＣ３ ｉｎ ｔｉｂｉａ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

蛋白表达降低， 说明其改善骨代谢可能与增强线粒

体自噬有关。 研究表明， 线粒体自噬紊乱与骨代谢

失衡密切相关， 并参与多种骨疾病发生发展［２８］。
因此， 靶向调控线粒体自噬可能成为治疗骨相关疾

病的新策略。
综上所述， 壮骨止痛方能够改善 ＰＭＯＰ 大鼠

骨微结构， 并延缓骨量下降， 发挥骨保护作用， 其

机制可能与激活 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 信号通路， 促进线

粒体自噬有关。 但本研究仍缺乏细胞水平验证及关

键分子直接证据， 后续计划基于成骨与破骨细胞开

展体外实验， 并利用基因干预或特异性抑制剂明确

该通路关键作用， 以期进一步揭示壮骨止痛方的分
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子作用机制， 为中药防治绝经后骨质疏松提供理论

与实验依据。
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