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摘要： 目的　 探讨生龙接骨胶囊对骨折大鼠 ＢＭＰ⁃Ｓｍａｄ 信号通路的影响。 方法　 将大鼠随机分为假手术组、 模型组和

生龙接骨胶囊组 （６００ ｍｇ ／ ｋｇ）， 建立胫骨骨折大鼠模型， 给药 ４ 周后， 苏木精和伊红 （ＨＥ） 染色评估骨折区域形态，
免疫组化染色检测骨折区域 Ｃｏｌ⁃Ⅰ表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测骨折区域组织 ＢＭＰ⁃２、 Ｓｍａｄ１、 Ｓｍａｄ４、 ＲＵＮＸ⁃２、 ＯＳＸ、
ＶＥＧＦ 蛋白表达。 制备生龙接骨胶囊含药血清， 以此处理成骨细胞， ＣＣＫ⁃８ 实验检测成骨细胞活力， 试剂盒检测 ＡＬＰ
活性， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞 ＢＭＰ⁃２、 Ｓｍａｄ１、 Ｓｍａｄ４、 ＲＵＮＸ⁃２、 ＯＳＸ、 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 表达。 结果　 Ｘ 线片、 ＨＥ 染色和

Ｃｏｌ⁃Ⅰ免疫组化染色均显示生龙接骨胶囊促进了胫骨骨折愈合。 与模型组比较， 生龙接骨胶囊组大鼠骨折区域组织

ＢＭＰ⁃２、 Ｓｍａｄ１、 Ｓｍａｄ４、 ＲＵＮＸ⁃２、 ＯＳＸ、 ＶＥＧＦ 蛋白表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与对照组比较， 生龙接骨胶囊含药血清

组成骨细胞活力、 ＡＬＰ 活性和 ＢＭＰ⁃２、 Ｓｍａｄ１、 Ｓｍａｄ４、 ＲＵＮＸ⁃２、 ＯＳＸ、 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　
生龙接骨胶囊可促进骨折愈合和成骨细胞形成， 其机制可能与 ＢＭＰ⁃Ｓｍａｄ 信号通路的激活有关。
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　 　 骨折愈合包括炎症、 成骨、 愈伤组织形成和重塑等修

复过程。 目前， 许多药物在骨折愈合的早期阶段效果较差，
或者存在副作用。 因此， 加速骨折愈合的新药开发非常重

要。 生龙接骨胶囊是南昌市洪都中医院的院内制剂， 主要

由三七、 续断、 当归、 骨碎补、 鸡血藤、 生龙骨等 １７ 味中

药组成［１］ 。 目前， 多项研究证实生龙接骨胶囊对骨不连、
骨缺损具有良好的疗效［２⁃３］ 。 然而， 其具体作用机制尚不明

确。 骨形态发生蛋白 （ＢＭＰ） 是 ＴＧＦ⁃Ｊ３ 家族中的一种多功

能生长相关因子， 主要分布于骨基质中［４］ 。 当 ＢＭＰ 水平增

加时， 可影响骨的形成， 从而增加骨密度， 达到促进骨愈

合的目的。 ＢＭＰ 通过调节成骨相关基因的转录， 激活

Ｓｍａｄｓ 蛋白信号转导发挥成骨作用。 Ｓｍａｄｓ 包含几种亚型，
其中 Ｓｍａｄ１、 Ｓｍａｄ５ 和 Ｓｍａｄ８ 是 ＢＭＰ 的主要效应分子［５］ 。
本研究通过探讨生龙接骨胶囊对骨折大鼠骨形成和矿化的

影响， 以及生龙接骨胶囊通过 ＢＭＰ⁃Ｓｍａｄ 信号通路诱导成

骨细胞表达 ＢＭＰｓ 的机制， 为骨折的临床治疗提供借鉴。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 １２０ 只， ７ ～ ８ 周龄， 体质

量 ２８０～３２０ ｇ， 购自济南朋悦实验动物繁育有限公司， 实

验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （鲁） ２０１９⁃０００３。 饲养于山东

大学实验动物中心， 实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （鲁）
２０１９⁃０００５， 环境温度 ２３ ℃， 相对湿度 ５５％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 光 ／
暗周期， 自由进食和饮水。 本实验符合动物护理指南， 已

获得山东大学实验动物中心动物实验伦理委员会批准 （伦

理号 ２０１９００１１）， 实验过程遵循 ３Ｒ 原则。 大鼠标准饲料购

自山东艾莱克生物科技有限公司。
１􀆰 ２　 药物与试剂 　 生龙接骨胶囊 （批号 ２０１７０５１０） 由南

昌市洪都中医院提供。 苏木精和伊红 （ＨＥ） 染色试剂盒

（货号 Ｇ１１２０） 购自北京索莱宝科技有限公司； 细胞计数试

剂盒⁃８ （ＣＣＫ⁃８） （货号 ＣＫ０４） 购自日本同仁化学研究所；
ＢＣＩＰ ／ ＮＢＴ 碱性磷酸酯酶显色试剂盒 （货号 Ｃ３２０６） 购自

上海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司； ＴＲＩｚｏｌ 试 剂 （货 号

１５５９６０１８） 购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司； Ｍ⁃ＭＬＶ 逆转录酶 （货
号 Ｃ２８０２５） 购自美国 Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司； ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （ 货 号 ４９１３９１４００１） 购 自 美 国 Ｒｏｃｈｅ 公 司；
ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ（Ｃｏｌ⁃Ⅰ）（货号 ａｂ３４７１０）、 ＢＭＰ⁃２ （货号 ａｂ２１４８２１）、
Ｓｍａｄ１ （货号 ａｂ３３９０２）、 Ｓｍａｄ４ （货号 ａｂ２３０８１５）、 ＲＵＮＸ⁃２
（货号 ａｂ２３６６３９）、 ＯＳＸ （货号 ａｂ２２９２５８）、 ＧＡＰＤＨ （货号

ａｂ８２４５） 一抗和 ＨＲＰ 标记的二抗 （货号 ａｂ２０５７１８） 均购自

英国 Ａｂｃａｍ 公司； ＤＡＢ 试剂盒 （货号 ＡＲ１０２５） 购自武汉

博士德生物工程有限公司； 双辛可宁酸蛋白质 （ＢＣＡ） 测

定试剂盒 （货号 Ｃ５０３０２１） 购自生工生物工程 （上海） 股

份有限公司。
１􀆰 ３　 仪器　 ＢＰ１２１Ｓ 电子天平购自德国赛多利斯公司； 冰

箱购自海尔集团公司； 紫外可见分光光度计购自日本岛津

公司； 高压蒸汽灭菌锅购自青岛聚创环保集团有限公司；
ＣＦＸ９６ 实时 ＰＣＲ 仪购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司； 超低温冰箱、
台式离心机购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司。
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２　 方法

２􀆰 １　 造模及给药　 大鼠适应性饲养 １ 周后， 随机分为假手

术组、 模型组和生龙接骨胶囊组， 每组 １２ 只。 模型组和生

龙接骨胶囊组参考文献 ［６］ 报道方法建立大鼠胫骨骨折

模型， 大鼠腹腔注射 ２％ 戊巴比妥钠 （０􀆰 ２ ｍＬ ／ ｋｇ） 进行麻

醉， 右下肢剃毛消毒， 于前外侧胫骨骨干中上 １ ／ ３ 交界处

切开皮肤 １５ ｍｍ， 暴露胫骨， 将克氏针自胫骨下端逆行向

上打入胫骨上端， 穿出皮肤后钳断克氏针尾， 再顺行打入

胫骨干； 肌肉与骨骼分离后， 用手术钳在胫骨骨干中上１ ／ ３
交界处切断胫骨， 然后将伤口逐层缝合。 假手术组大鼠仅

暴露胫骨。 建模完成后， 假手术组和模型组大鼠每天灌胃

２ ｍＬ 生理盐水， 生龙接骨胶囊组大鼠每天灌胃 ６００ ｍｇ ／ ｋｇ
生龙接骨胶囊溶液 （２ ｍＬ）， 连续 ４ 周。 给药结束后， 收

集大鼠心脏血液， 解剖胫骨， 每组取 ６ 只大鼠胫骨骨折区

域组织进行 ＲＮＡ 和蛋白质提取， 另外 ６ 只用于组织学和免

疫组化染色。
２􀆰 ２　 ＨＥ 染色观察胫骨组织病理变化　 分离大鼠胫骨， ４％
多聚甲醛固定 ２４ ｈ， 再置于 ２０％ ＥＤＴＡ 溶液中脱钙 ６ 周，
每周更换脱钙液， 梯度乙醇脱水， 二甲苯透明， 石蜡包埋

后切成 ４ μｍ 切片， ＨＥ 染色观察胫骨组织病理变化。
２􀆰 ３　 免疫组化染色检测 Ｃｏｌ⁃Ⅰ蛋白表达　 将大鼠胫骨切片

脱蜡和水化， ３％ Ｈ２Ｏ２ 浸泡 １０ ｍｉｎ， ５％ 牛血清白蛋白

（ＢＳＡ） 封闭液封闭 ２ ｈ， 将切片与 Ｃｏｌ⁃Ⅰ一抗 （１ ∶ ２００）
４ ℃孵育过夜， 次日与生物素标记二抗和链霉亲和素⁃生物

素复合物 （１ ∶ １５０） ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ， ＤＡＢ 试剂盒显色，
苏木精复染。 使用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ５􀆰 ０ 软件计算阳性细胞的

平均积分光密度 （ＩＯＤ）。
２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＢＭＰ⁃２、 Ｓｍａｄ１、 Ｓｍａｄ４、 ＲＵＮＸ⁃
２、 ＯＳＸ 和 ＶＥＧＦ 蛋白表达　 胫骨组织用含有蛋白酶抑制剂

的 ＲＩＰＡ 裂解液裂解， ＢＣＡ 法测定蛋白浓度， 通过 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离蛋白质， 然后转移到 ＰＶＤＦ 膜上， 将膜

与 ＢＭＰ⁃２ （１ ∶ １ ０００）、 Ｓｍａｄ１ （１ ∶ １ ０００）、 Ｓｍａｄ４ （１ ∶
１ ０００）、 ＲＵＮＸ⁃２ （１ ∶ ２ ０００）、 ＯＳＸ （１ ∶ ２ ０００）、 ＧＡＰＤＨ
（１ ∶ ２ ０００） 一抗在 ４ ℃孵育过夜， 然后与 ＨＲＰ 标记的二

抗 （１ ∶ ２ ０００） 室温孵育 ２ ｈ， 使用 ＥＣＬ 化学发光试剂盒显

影， 以 ＧＡＰＤＨ 作为内参， 计算目的蛋白相对表达。
２􀆰 ５　 含药血清制备　 将大鼠随机分为对照组和生龙接骨胶

囊组， 每组 １０ 只， 生龙接骨胶囊组灌胃给予 ６００ ｍｇ ／ ｋｇ 生

龙接骨胶囊溶液， 空白组灌胃给予生理盐水， 连续 ３ ｄ。 给

药结束后， 大鼠颈总动脉插管无菌取血， ４ ℃、 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ３０ ｍｉｎ， 分离血清， ５６ ℃ 水浴灭活 ３０ ｍｉｎ， 经 ０􀆰 ２２
μｍ 微孔滤膜过滤， 于－２０ ℃保存， 使用前用 ＤＭＥＭ 稀释

成 １０％ 含药血清。
２􀆰 ６　 成骨细胞培养　 １ 日龄 ＳＤ 大鼠断头处死并分离颅盖

骨， 切碎后用 ０􀆰 ２％ Ⅰ型胶原酶溶液消化。 将成骨细胞以

２×１０５ ／ ２５ ｃｍ２ 的密度接种至含完整培养基 （高葡萄糖、
１００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素、 ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ 链霉素和 １０％ 胎牛血清） 的

培养瓶中， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 下培养， 每 ３ ｄ 更换 １ 次培

养基。 取第 ３ 代成骨细胞用于后续实验。
２􀆰 ７　 ＣＣＫ⁃８ 实验检测细胞活力　 将成骨细胞以每孔 ５×１０４

个的密度接种至 ９６ 孔板中， 培养 ２４ ｈ。 随后分为对照组和

生龙接骨胶囊组， 用 １０％ 含药血清或正常培养基处理 ３ ｄ
后， 吸弃培养基， 加入新鲜培养基和 ＣＣＫ⁃８ 试剂， 孵育 １ ｈ
后， 通过多功能酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长处检测光密度 （ＯＤ）。
２􀆰 ８　 ＡＬＰ 活性检测　 将成骨细胞以每孔 ２×１０５ 个的密度接

种至 ６ 孔板中， 培养 ２４ ｈ， 用 １０％ 含药血清或正常培养基

处理 ３ ｄ 后， 使用 ＢＣＩＰ ／ ＮＢＴ 碱性磷酸酯酶显色试剂盒检测

ＡＬＰ 活性。
２􀆰 ９　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 ＢＭＰ⁃２、 Ｓｍａｄ１、 Ｓｍａｄ４、 ＲＵＮＸ⁃２、
ＯＳＸ、 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 表达 　 使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取细胞总

ＲＮＡ， 紫外可见分光光度计检测 ＲＮＡ 浓度， 逆转录后于

ＰＣＲ 仪进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 反应。 反应条件为 ９５ ℃ ３０ ｓ， ９５ ℃
５ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， 共 ４０ 个循环。 每个样品重复检测 ３ 次，
通过 ２－ΔΔＣＴ法计算 ｍＲＮＡ 相对表达量。 引物由生工生物工

程 （上海） 股份有限公司合成， 序列见表 １。
表 １　 引物序列

基因 序列（５′→３′）

ＢＭＰ⁃２ 正向 ＧＡＣＡＧＣＧＴＧＡＧＴＴＡＣＣＴＧＧＧＴ

反向 ＧＴＡＣＡＧＧＴＣＣＣＡＴＡＧＧＡＧＣＧＡＡ

Ｓｍａｄ１ 正向 ＴＣＡＣＣＡＡＴＧＡＴＧＡＣＴＣＴＡＡＡＣＣＡ

反向 ＡＣＣＡＧＡＧＧＴＴＡＡＡＡＴＴＴＴＴＡＡ

Ｓｍａｄ４ 正向 ＣＧＡＧＴＧＡＴＣＣＴＡＣＴＣＴＧＧＧＴＧＣＡ

反向 ＴＴＧＣＧＣＡＣＧＣＴＧＧＴＡＴＴＴＣＴ

ＲＵＮＸ⁃２ 正向 ＴＣＡＧＣＴＡＧＣＣＡＣＡＣＴＡＣＣＴＣＡ

反向 ＴＴＧＧＴＧＴＴＡＡＧＧＣＣＴＣＣＴＡＴＧＴ

ＯＳＸ 正向 ＣＡＣＣＣＴＣＴＧＴＣＴＣＣＣＴＣＡＧＴＣＡ

反向 ＴＴＴＡＣＣＴＧＴＧＣＧＣＴＴＣＡＧＧＴＣＡＴＣＴ

ＶＥＧＦ 正向 ＣＣＴＧＴＣＴＣＴＣＣＴＣＴＣＧＣＡＣＣＡＡ

反向 ＴＴＧＧＴＴＧＴＣＴＡＡＣＴＧＣＣＧＣＴＴＴＴＣＴ

ＧＡＰＤＨ 正向 ＧＧＡＡＴＧＡＧＧＧＡＴＴＧＧＧＣＡＧＴＧＴ

反向 ＴＣＣＡＧＡＧＡＴＴＡＴＧＧＡＣＧＴＡＴＣＡＴＧＣ

２􀆰 １０　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行处理， 数据

以 （ｘ±ｓ） 表示， 均符合正态分布， 两组间比较采用 ｔ 检
验， 多组间比较采用单因素方差分析及 ＬＳＤ 和 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ ｓ
Ｔ３ 事后检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 生龙接骨胶囊对胫骨骨折愈合的影响 　 Ｘ 线片显示

（图 １Ａ）， 模型组大鼠在给药 ２ 周和 ４ 周后均可见骨折间

隙； 生龙接骨胶囊组在给药 ２ 周后可见矿化骨痂， 骨折间

隙模糊， ４ 周时骨折间隙消失， 骨痂形态改善。 ＨＥ 染色显

示 （图 １Ｂ）， ４ 周后， 模型组胫骨组织形成松散的编织骨；
生龙接骨胶囊组新生骨部分从编织骨过渡到板层骨。 免疫

组化染色显示 （图 １Ｃ～ １Ｄ）， 与假手术组比较， 模型组大

鼠骨折区域中 Ｃｏｌ⁃Ⅰ阳性率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比

较， 生龙接骨胶囊组大鼠骨折区域中 Ｃｏｌ⁃Ⅰ阳性率升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
８００２
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注： Ａ 为大鼠给药 ２ 周和 ４ 周后的 Ｘ 光检查， Ｂ 为给药 ４ 周后骨折区域ＨＥ 染色 （×４０）， Ｃ 为给药 ４ 周后

骨折区域 Ｃｏｌ⁃Ⅰ表达 （×４０）， Ｄ 为各组 Ｃｏｌ⁃Ⅰ阳性率比较 （ ｘ±ｓ， ｎ ＝ １２）。 与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；

与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 生龙接骨胶囊对胫骨骨折愈合的影响

３􀆰 ２　 生龙接骨胶囊对骨折大鼠骨折区域 ＢＭＰ⁃Ｓｍａｄ 信号通

路相关蛋白表达的影响　 图 ２ 显示， 与假手术组比较， 模

型 组 大 鼠 骨 折 区 域 ＢＭＰ⁃２、 Ｓｍａｄ１、 Ｓｍａｄ４、 ＲＵＮＸ⁃２、
ＯＳＸ、 ＶＥＧＦ 蛋白表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较，
生龙接骨胶囊组大鼠骨折区域 ＢＭＰ⁃２、 Ｓｍａｄ１、 Ｓｍａｄ４、
ＲＵＮＸ⁃２、 ＯＳＸ、 ＶＥＧＦ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ３　 生龙接骨胶囊含药血清对成骨细胞活力和 ＡＬＰ 活性的

影响　 表 ２ 显示， 与对照组比较， 生龙接骨胶囊含药血清

组成骨细胞活力、 ＡＬＰ 活性均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
表 ２　 各组成骨细胞活力和 ＡＬＰ 活性比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 ＯＤ４５０ ＡＬＰ ／ （Ｕ·ｇ ｐｒｏｔ－１）
对照组 ０􀆰 ６８±０􀆰 ０５ １１􀆰 １２±０􀆰 ８５

生龙接骨胶囊组 ０􀆰 ９６±０􀆰 ０７ １９􀆰 ４４±１􀆰 ４９∗

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ４　 生龙接骨胶囊含药血清对成骨细胞 ＢＭＰ⁃Ｓｍａｄ 信号通

路相关基因表达的影响　 表 ３ 显示， 与对照组比较， 生龙

接骨胶囊含药血清组成骨细胞 ＢＭＰ⁃２、 Ｓｍａｄ１、 Ｓｍａｄ４、
ＲＵＮＸ⁃２、 ＯＳＸ、 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
４　 讨论

中医药在治疗骨折和促进骨折愈合方面已有数千年的

历史。 生龙接骨胶囊是南昌市洪都中医院的院内制剂， 目

前已经在多种骨折的临床治疗中进行应用。 本研究 Ｘ 线片

和 ＨＥ 染色结果均显示， 生龙接骨胶囊明显促进了胫骨骨

折大鼠的骨愈合。 Ｃｏｌ⁃Ⅰ是骨组织中最重要的纤维胶原蛋白

成分， 主要由成骨细胞分泌， 是成骨的重要指标［７］ 。 本研

究显示， 生龙接骨胶囊上调了骨折区域中 Ｃｏｌ⁃Ⅰ表达， 从

而促进了成骨。
ＢＭＰ⁃Ｓｍａｄ 信号通路是骨折愈合过程中最重要的细胞信

号通路之一［８］ 。 在骨折愈合过程中， ＢＭＰ⁃Ｓｍａｄ 信号通路

和其他与成骨相关的细胞通路共同调节细胞成骨过程［９］ 。
ＢＭＰ⁃２ 作为 ＢＭＰｓ 家族的重要成员， 具有很强的成骨诱导

活性， 除了能诱导成骨细胞分化外， 还能直接促进细胞钙

化， 诱导新骨形成［１０］ 。 ＢＭＰ⁃２ 通过自分泌或旁分泌刺激间

充质干细胞向成骨细胞分化［１１］ 。 Ｓｍａｄ 是细胞内重要的信

号转导蛋白。 Ｓｍａｄ 蛋白与 ＢＭＰ⁃２ 受体结合后可被激活， 将

信号从胞浆传递到细胞核， 并调控下游靶基因 ＲＵＮＸ⁃２ 表

达。 Ｓｍａｄ４ 可增加骨密度、 骨体积和成骨细胞数量， 促进

成骨细胞增殖和分化［１２］ 。 ＲＵＮＸ⁃２ 是间充质干细胞成骨分

化和骨发育所必需的关键因子， 也是成骨细胞分化的标志，
ＲＵＮＸ⁃２ 表达升高可以促进成骨细胞分化［１３］ 。 ＯＳＸ 是

ＲＵＮＸ⁃２ 的下游分子， 可能触发骨形成并参与矿化［１４］ 。 另

外， ＶＥＧＦ 也是 ＢＭＰ⁃２ 通路下游的成员。 据报道， 中草药

通过促进 ＶＥＧＦ 表达， 促进血管再生和重建， 从而促进骨

折愈合［１５］ 。 在成骨细胞中， ＢＭＰ⁃２ 调节这些转录因子， 从

而调节下游功能蛋白， 促进骨形成［１６⁃１７］ 。 本研究发现， 生

龙接骨胶囊上调了大鼠骨折区域 ＢＭＰ⁃２、 Ｓｍａｄ１、 Ｓｍａｄ４、
９００２
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注： 与假手术组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 生龙接骨胶囊对骨折大鼠骨折区域 ＢＭＰ⁃Ｓｍａｄ 信号通路相关蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１２）

表 ３　 各组成骨细胞 ＢＭＰ⁃２、 Ｓｍａｄ１、 Ｓｍａｄ４、 ＲＵＮＸ⁃２、 ＯＳＸ、 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ＢＭＰ⁃２ Ｓｍａｄ１ Ｓｍａｄ４ ＲＵＮＸ⁃２ ＯＳＸ ＶＥＧＦ

对照组 １􀆰 ００±０􀆰 ０８ １􀆰 ００±０􀆰 ０８ １􀆰 ００±０􀆰 ０８ １􀆰 ００±０􀆰 ０８ １􀆰 ００±０􀆰 ０８ １􀆰 ００±０􀆰 ０８
生龙接骨胶囊组 １􀆰 ８８±０􀆰 １４∗ ２􀆰 １５±０􀆰 １７∗ ３􀆰 １１±０􀆰 ２４∗ ２􀆰 ０９±０􀆰 １６∗ １􀆰 ７４±０􀆰 １３∗ １􀆰 ８８±０􀆰 １４∗

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

ＲＵＮＸ⁃２、 ＯＳＸ 和 ＶＥＧＦ 蛋白表达， 提示生龙接骨胶囊对骨

折愈合的促进作用与激活 ＢＭＰ⁃Ｓｍａｄ 信号通路有关。
成骨细胞是形成骨骼的功能性细胞， 负责合成和分泌

各种骨形成相关的胶原蛋白和糖蛋白， 在骨骼吸收时形成

未矿化的骨骼基质， 最后形成骨骼组织［１８⁃１９］ 。 为了进一步

验证生龙接骨胶囊促进骨折愈合的机制， 本研究使用生龙

接骨胶囊含药血清处理成骨细胞， ＣＣＫ⁃８ 检测显示生龙接

骨胶囊含药血清处理的成骨细胞活力升高， ＡＬＰ 活性也升

高。 ＡＬＰ 是一种主要分布在细胞膜上的钙结合转运蛋白，
在骨髓间充质干细胞成骨诱导过程中最早表达， 是成骨细

胞形成的重要标志［２０］ 。 这些结果证实生龙接骨胶囊可促

进成骨细胞形成。 此外， 本研究还发现， 生龙接骨胶囊含

药血清处理的成骨细胞中 ＢＭＰ⁃２、 Ｓｍａｄ１、 Ｓｍａｄ４、 ＲＵＮＸ⁃
２、 ＯＳＸ 和 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 表达均升高， 证实了生龙接骨胶囊

对骨折愈合的促进作用部分是通过 ＢＭＰ⁃Ｓｍａｄ 信号通路介

导的。
综上所述， 本研究在体内和体外证实生龙接骨胶囊可

促进骨折愈合和成骨细胞形成， 其机制可能与 ＢＭＰ⁃Ｓｍａｄ
信号通路的激活有关。

参考文献：

［ １ ］ 　 郭征兵， 徐　 倩． 高效液相色谱法测定生龙接骨胶囊中人参

皂苷 Ｒｇ１ 的含量测定 ［ Ｊ］ ． 江西医药， ２００９， ４４ （ １０）：
１００９⁃１０１０．

［ ２ ］ 　 周　 雄． 生龙接骨胶囊联合截骨延长术治疗胫骨骨缺损的

临床研究［Ｊ］ ． 当代医学， ２０２０， ２６（３１）： １５７⁃１５８．
［ ３ ］ 　 邓雄伟， 胡和军， 魏星星， 等． 生龙接骨胶囊治疗下肢长骨

干术 后 骨 不 连 疗 效 ［ Ｊ ］ ． 光 明 中 医， ２０１８， ３３ （ １７ ）：

２５０８⁃２５１１．
［ ４ ］ 　 Ｒｏｓｅｎ Ｖ． ＢＭＰ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｂｏｎｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｒｅｐａｉｒ［ Ｊ］ ．

Ｃｙｔｏｋｉｎｅ Ｇｒｏｗｔｈ Ｆａｃｔｏｒ Ｒｅｖ， ２００９， ２０（５⁃６）： ４７５⁃４８０．

［ ５ ］ 　 Ｗｕ Ｍ， Ｃｈｅｎ Ｇ， Ｌｉ Ｙ Ｐ． ＴＧＦ⁃β ａｎｄ ＢＭＰ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ
ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ， ｓｋｅｌｅｔａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ， ａｎｄ ｂｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ，

ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］ ． Ｂｏｎｅ Ｒｅｓ， ２０１６， ４： １６００９．
［ ６ ］ 　 Ｈｉｌｔｕｎｅｎ Ａ， Ｖｕｏｒｉｏ Ｅ， Ａｒｏ Ｈ Ｔ． Ａ ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ｆｒａｃｔｕｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｔｉｂｉａ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｏｒｔｈｏｐ Ｒｅｓ， １９９３， １１（ ２）：

３０５⁃３１２．
［ ７ ］ 　 Ｂｅｎ Ｓｈｏｈａｍ Ａ， Ｒｏｔ Ｃ， Ｓｔｅｒｎ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｏｌｌａｇｅｎ

ｔｙｐｅ Ｉ ｏｎｔｏ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍ ｒｅｖｅａｌｓ ａ ｎｅｗ ｒｏｌｅ ｆｏｒ ｂｌｏｏｄ
ｖｅｓｓｅｌｓ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ［ Ｊ］ ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ， ２０１６，
１４３（２１）： ３９３３⁃３９４３．

［ ８ ］ 　 Ｍａｔｓｕｂａｒａ Ｔ， Ｋｉｄａ Ｋ， Ｙａｍａｇｕｃｈｉ Ａ， ｅｔ ａｌ． ＢＭＰ２ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ｏｓｔｅｒｉｘ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｍｓｘ２ ａｎｄ Ｒｕｎｘ２ ｄｕｒｉｎｇ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

［Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ， ２００８， ２８３（４３）： ２９１１９⁃２９１２５．
［ ９ ］ 　 Ａｓｈｍａｎ Ｏ， Ｐｈｉｌｌｉｐｓ Ａ Ｍ． Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｎｏｎ⁃ｕｎｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｂｏｎｅ

ｄｅｆｅｃｔｓ： ｗｈｉｃｈ ｏｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｗｈｙ？ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｊｕｒｙ， ２０１３， ４４（ Ｓｕｐｐｌ

１）： Ｓ４３⁃Ｓ４５．
［１０］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｇ， Ｌｉｕ Ｗ， Ｗａｎｇ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｔａｎｔａｌｕｍ

ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｉｎ ｂｏｎｅ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｖｏｌｖｅｓ ｔｈｅ ｂｍｐ２ ／ ｓｍａｄ４ ／
ｒｕｎｘ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｎａｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２０， １５：
２４１９⁃２４３５．

０１０２

２０２３ 年 ６ 月

第 ４５ 卷　 第 ６ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｎｅ ２０２３

Ｖｏｌ． ４５　 Ｎｏ． ６



［１１］ 　 Ｗａｎｇ Ｗ Ｌ， Ｓｈｅｕ Ｓ Ｙ， Ｃｈｅｎ Ｙ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｅｖａｌｕａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｂｏｎｅ
ｔｉｓｓｕｅ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈｅｒｂａｌ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ
Ｄａｎｇｇｕｉ Ｂｕｘｕｅ Ｔａｎｇ ｆｒｏｍ ａ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ［ Ｊ］ ．
Ｂｉｏｍｅｄ Ｒｅｓ Ｉｎｔ， ２０１４， ２０１４： ８５３２３４．

［１２］ 　 Ｍｏｏｎ Ｙ Ｊ， Ｙｕｎ Ｃ Ｙ， Ｃｈｏｉ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｓｍａｄ４ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｂｏｎｅ
ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ／ ｏｓｔｅｏｃｙｔｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ
［Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０１６， ４８（９）： ｅ２５６．

［１３］ 　 Ａｂｏｕｓｈａｄｙ Ｉ Ｍ， Ｓａｌｅｍ Ｚ Ａ， Ｓａｂｒｙ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ
ｏｆ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｄｅｒｉｖｅｄ
ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｕｒｃｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｄｅｎｔ， ２０１８， １０ （ １）：
ｅ７⁃ｅ１３．

［１４］ 　 Ｋｉｍ Ｄ， Ｋｏ Ｙ， Ｐａｒｋ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｂｙ
ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ Ｃｄ１３３＋ ＰＣ３ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｂｏｎｅ⁃ｍａｒｒｏｗ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
ｎｉｃｈｅｓ［Ｊ］ ． ＪＢＭＲ Ｐｌｕｓ， ２０１９， ３（７）： ｅ１０１８９．

［１５］ 　 Ｌｅｅ Ｓ Ｓ， Ｓｈａｒｍａ Ａ Ｒ， Ｃｈｏｉ Ｂ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＴＮＦα
ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｆｒｏｍ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｂｙ ｔｉｔａｎｉｕｍ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｏｎ
ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＷＮＴ ／ ＢＭＰ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ
ｏｓｔｅｏｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ ］ ． Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ， ２０１２， ３３ （ １７ ）：

４２５１⁃４２６３．
［１６］ 　 Ｌｉｕ Ｋ， Ｍｅｎｇ Ｃ Ｘ， Ｌｖ Ｚ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ ＢＭＰ⁃２ ａｎｄ

ＶＥＧＦ ｃａｒｒｉｅｄ ｂｙ ｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｏｒ ｍａｎｄｉｂｕｌａｒ ｂｏｎｅ
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｒｅｇｅｎ Ｂｉｏｍａｔｅｒ， ２０２０， ７（４）： ４３５⁃４４０．

［１７］ 　 Ｐｕｌｋｋｉｎｅｎ Ｈ Ｈ， Ｋｉｅｍａ Ｍ， Ｌａｐｐａｌａｉｎｅｎ Ｊ Ｐ， ｅｔ ａｌ． ＢＭＰ６ ／ ＴＡＺ⁃
Ｈｉｐｐｏ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ＶＥＧＦ［Ｊ］ ． Ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ， ２０２１， ２４（１）： １２９⁃１４４．

［１８］ 　 Ｐａｒｋ Ｈ， Ｎｏ Ａ Ｌ， Ｌｅｅ Ｊ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ＰＤＥ４ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ＰＴＨ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｖｉａ ＣＲＥ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ＣＯＸ⁃２
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ ［ Ｊ ］ ． ＦＥＢＳ Ｌｅｔｔ， ２０１０， ５８４ （ １ ）：
１７３⁃１８０．

［１９］ 　 Ｃｈｅｎ Ｇ， Ｄｅｎｇ Ｃ， Ｌｉ Ｙ Ｐ． ＴＧＦ⁃β ａｎｄ ＢＭＰ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ
ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｌ Ｓｃｉ，
２０１２， ８（２）： ２７２⁃２８８．

［２０］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｙ， Ｓｕｎ Ｙ， Ｌｉｕ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＭｉｃｒｏＲＮＡ⁃３４６⁃５ｐ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ９ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｍｅｄ Ｒｅｓ Ｉｎｔ，
２０２０， ２０２０： ８８２２２３２．

藤黄酸对肾透明细胞癌凋亡及铁死亡的影响

谢若鑫， 　 邱剑光∗， 　 王德娟， 　 袁　 昊

（中山大学附属第六医院， 广东 广州 ５１０６５５）

收稿日期： ２０２２⁃１２⁃１９
基金项目： 广东省自然科学基金项目 （Ｚ２０１９０１０７２０２２０９７４４）
作者简介： 谢若鑫 （１９９６—）， 男， 硕士生， 研究方向为泌尿系统肿瘤及中药药理。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｘｉｅｒｕｏｘｉｎｃｅｏ＠ １６３．ｃｏｍ
∗通信作者： 邱剑光 （１９７２—）， 男， 主任医师， 研究方向为泌尿系统肿瘤。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｑｉｕｊｇ＠ ｍａｉｌ． ｓｙｓｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ

摘要： 目的　 探讨藤黄酸对肾透明细胞癌凋亡及铁死亡的影响。 方法　 使用不同浓度藤黄酸干预 ７８６⁃Ｏ 及 ＡＣＨＮ 细胞

２４ ｈ， ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活力以筛选合适的作用浓度。 流式细胞术检测细胞活性氧 （ＲＯＳ） 和线粒体活性氧

（ｍｉｔｏＲＯＳ） 水平， 铁离子比色法检测试剂盒检测游离铁水平变化， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测凋亡蛋白 （Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ） 和铁死

亡蛋白 （ＦＴＨ１、 ＧＰＸ４） 表达。 结果　 藤黄酸能够抑制 ７８６⁃Ｏ、 ＡＣＨＮ 细胞活力， 并浓度依赖性地升高细胞凋亡率和

ＲＯＳ、 ｍｉｔｏＲＯＳ、 游离铁水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 添加铁死亡抑制剂 Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ⁃１ （Ｆｅｒ⁃１） 后可在一定程度上恢复藤

黄酸诱导的 ＲＯＳ、 ｍｉｔｏＲＯＳ、 游离铁水平变化 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 藤黄酸干预后， ７８６⁃Ｏ、 ＡＣＨＮ 细胞的铁死亡标志

性蛋白 ＦＴＨ１ 和 ＧＰＸ４ 表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且 Ｆｅｒ⁃１ 部分恢复了 ＦＴＨ１ 和 ＧＰＸ４ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 结论　 藤黄酸可能通过下调 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 比值诱导肾透明细胞癌凋亡， 并通过抑制 ＦＴＨ１ 和 ＧＰＸ４ 蛋白表达诱导

铁死亡。
关键词： 藤黄酸； 肾透明细胞癌； 凋亡； 铁死亡
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　 　 在全球范围内， 肾细胞癌 （ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＲＣＣ）
是第九大最常见的癌症， 其中肾透明细胞癌， 即透明细胞

肾细胞癌 （ｃｌｅａｒ ｃｅｌｌ ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ｃｃＲＣＣ） 是肾细

胞癌最常见的病理亚型， 占所有肾细胞癌病例近 ８０％ ［１⁃２］ 。
ｃｃＲＣＣ 需要借由高活性脂质和糖原合成、 沉积维持其独特

的透明形态［３］ ， 这与铁死亡 （一种通过细胞内活性氧和脂

质过氧化物累积的铁依赖性细胞程序性死亡方式） 存在一

定联系［４⁃５］ 。 藤黄酸是一种由藤黄提取纯化， 具有多种生物

活性的天然成分， 有抗炎、 抗氧化、 抗菌等作用［６］ 。 近年

来， 藤黄酸已被证实具有多种抗癌活性， 如促进癌细胞凋

亡、 自噬， 抑制增殖、 转移和血管活性［７⁃８］ 。 目前关于藤黄

酸的Ⅱｂ 期临床试验正在进行， 其中就包括肾癌［９］ 。 在癌
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