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摘要： 目的　 探讨健步汤抗骨质疏松症 （ＯＰ） 的作用。 方法　 １８ 只大鼠采取双侧卵巢摘除法构建 ＯＰ 模型， 造模成

功后随机分为模型组、 仙灵骨葆组 （０􀆰 ２７ ｇ ／ ｋｇ）、 健步汤组 （１５􀆰 ７５ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 ６ 只； 另设空白组和假手术组， 每组

６ 只。 连续给药 ９０ ｄ 后， 采用 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检测骨微结构变化， ＥＬＩＳＡ 法检测大鼠血清骨形成标志物 ＰＩＮＰ、 骨吸收标志

物 ＣＴＸ⁃１ 和炎症因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平， 流式细胞术检测大鼠股骨组织细胞凋亡率， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测大鼠股骨组织

ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ 表达。 采取地塞米松诱导 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞建立 ＯＰ 体外模型， 分为空白组、 模型组和健步汤

含药血清低、 中、 高浓度 （健步汤⁃Ｌ、 Ｍ、 Ｈ） 组 （１０％ 、 １５％ 、 ２０％ 含药血清）， 干预结束后， 采用 ＣＣＫ⁃８ 法检测细

胞增殖活性， 流式细胞术检测细胞凋亡率， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表

达， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ＢＧＰ、 Ｒｕｎｘ２、 ＣＯＬ１ａ１ ｍＲＮＡ 表达。 结果　 健步汤能增加 ＯＰ 大鼠骨密度、 骨体

积分数和骨小梁数量 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 升高 ＰＩＮＰ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 降低 ＣＴＸ⁃１、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 降低股骨

组织中细胞凋亡率 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 降低 ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 升高 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 健步汤含

药血清能增加 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞增殖活性 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 降低细胞凋亡率 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 升高 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表

达 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 降低 Ｂａｘ 蛋白表达 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 升高 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ＢＧＰ、 Ｒｕｎｘ２、 ＣＯＬ１ａ１ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
结论　 健步汤可能通过激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路， 促进 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞增殖和活性， 减少细胞凋亡， 同时增加骨密度

并减轻机体炎症反应， 从而发挥抗骨质疏松症的作用。
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ａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｂｏｄｙ’ｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｊｉａｎｂｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ； ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ； ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ； ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ； ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅａｃｔｉｏｎ；
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 骨质疏松症 （ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ， ＯＰ） 是一种与年

龄相关并涉及骨密度损失、 骨骼结构恶化和骨折风

险增加的全身性骨代谢疾病［１⁃２］， 临床症状主要表

现为腰背部疼痛、 脊柱变形、 脆性骨折等［３］。 一

项 Ｍｅｔａ 分析显示， 全球 ＯＰ 患病率约为 １９􀆰 ７％ ，
５０ 岁 以 上 人 群 约 为 １９􀆰 ２％ ， 其 中 女 性 高 达

３２􀆰 １％ ［４］。 随着全球人口持续老龄化， ＯＰ 已成为

一个日益严重的公共卫生问题， 本病发生机制主要

涉及骨代谢失衡［５⁃６］。 甲状旁腺激素类似物已被证

实可促进骨形成［７］， 但其存在不良反应， 包括血

钙异常、 关节疼痛等， 并且在临床预实验期间大鼠

骨肉瘤发生率增加［８］。
近年来研究发现， 中医药在治疗 ＯＰ 方面具

有独特优势。 中医将 ＯＰ 归属于 “骨痿” 等范

畴［９］ ， 认为其证候以肝肾亏虚为主， 导致筋骨失

养， 故以滋补肝肾、 强筋壮骨为治则。 健步汤由

《伤科补要》 中的经典方剂健步虎潜丸化裁而来，
具有补肝肾、 强筋骨作用， 以及抗炎、 增加骨密

度、 延缓 ＯＰ 进程功效［１０］ 。 研究表明， ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ
通过抑制成骨细胞凋亡和促进骨形成参与抗

ＯＰ ［１１］ ， 因此， 本研究探讨健步汤是否通过调控

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路介导的细胞凋亡发挥抗 ＯＰ 的

作用， 以期为其临床应用提供更坚实的理论

依据。

１　 材料

１􀆰 １　 动物与细胞　 ＳＰＦ 级健康雌性 ＳＤ 大鼠， ８ 周

龄， 体质量约 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， 动 物 质 量 合 格 证 号

４３０７２７２４１１０３１６８０１２］， 饲养于湖南省中医药研究

院医学实验动物中心 ［实验动物使用许可证号

ＳＹＸＫ （湘） ２０２４⁃００１５］， 环境温度 ２０～ ２３ ℃， 相

对湿度 ４０％ ～ ６０％ ， １２ ｈ 光照 ／ １２ ｈ 黑暗周期， 保

持饲养室环境安静、 通风良好， 自由进食饮水， 给

予标准饲料适应性喂养 ７ ｄ。 实验方案经湖南省中

医药研究医学实验动物中心实验动物福利伦理委员

会批准 （伦理号 ＳＹ２０２４⁃０００５）。 成骨细胞前体细

胞 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞 （批号 Ｃ５７３４）， 购自浙江百迪

生物科技有限公司。
１􀆰 ２　 药物　 健步汤组方由龟甲胶、 鹿角胶、 狗脊、
何首乌、 川牛膝、 杜仲、 锁阳、 当归、 熟地黄、 威

灵仙各 １２ ｇ， 黄柏、 人参、 羌活、 白术、 白芍、 附

子各 ９ ｇ 组成， 均购自湖南省中西医结合医院中药

房， 经湖南省中西医结合医院药学部田其学主任药

师鉴定为正品， 符合 ２０２０ 年版 《中国药典》 标

准。 将上述药材混合后加 １０ 倍量水浸泡 ３０ ｍｉｎ，
煎煮 ２ 次， 每次 ３０ ｍｉｎ， 过滤煎液， 去除药渣， 合

并后浓缩至生药量 １ ｇ ／ ｍＬ， 灭菌， 置于４ ℃ 冰箱
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中保存。 仙灵骨葆胶囊 （贵州同济堂制药有限公

司， 国药准字 Ｚ２００２５３３７， ０􀆰 ５ ｇ ／粒）； 注射用青霉

素钠（华北制药股份有限公司， 国药准字 Ｈ２００１３０３６，
８００ ０００ Ｕ ／瓶）。
１􀆰 ３　 试剂　 α⁃ＭＥＭ 培养基、 １０％胎牛血清 （ＦＢＳ）、
１％ 双抗青链霉素、 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒、 ＰＩ３Ｋ 抗

体、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 抗体、 Ａｋｔ 抗体、 ｐ⁃Ａｋｔ 抗体（长沙艾

碧维 生 物 科 技 有 限 公 司， 批 号 Ｍ００３、 Ｃ０２２７ａ、
Ｈ０５２９ａ、ＡＷＢ０１０４、ＡＷＡ１１３３１、ＡＷＡ１０１４２、ＡＷＡ４１４９９、
ＡＷＡ４０４３８）；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒 （广州华韵生物科技有

限公司， 批号 ＮＵ６７９）； 地塞米松 （上海皓元生物

医药科技有限公司， 批号 ＨＹ⁃１４６４８）； Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃
ＡＰＣ ／ ＰＩ 双染细胞凋亡检测试剂盒 （江苏凯基生物

技术股份有限公司， 批号 ＫＧＡ１０３０⁃１００７）； ＴＲＩｚｏｌ
试剂 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司， 批号

１５５９６０２６）； ｍＲＮＡ 逆转录试剂盒 （北京康为世纪

生物科技有限公司， 批号 ＣＷ２５６９）； Ｂａｘ 抗体、
Ｂｃｌ⁃２ 抗体 （上海碧云天生物技术股份有限公司， 批

号 ＡＢ０２６、 ＡＢ１１２）； β⁃ａｃｔｉｎ 抗体 （美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
公司， 批号 ６６００９⁃１⁃Ｉｇ）。
１􀆰 ４　 仪器　 多功能酶标分析仪 （深圳汇松科技发

展有限公司）； 台式冷冻离心机 （湖南湘仪实验室

仪器开发有限公司）； 倒置生物显微镜 （北京中显

恒业仪器仪表有限公司）； 流式细胞仪 （美国

Ｂｅｃｋｍａｎ 公司）； 荧光定量 ＰＣＲ 仪 （美国 ＡＢＩ 公

司）； 电泳仪、 转膜仪 （北京六一生物科技有限公

司）； 化学发光成像系统 （上海勤翔科学仪器有限

公司）； Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 扫描仪 （德国 Ｂｒｕｋｅｒ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 动物实验

２􀆰 １􀆰 １　 分组、 造模与给药　 大鼠随机分为空白组、
假手术组、 模型组、 仙灵骨葆组和健步汤组， 每组

６ 只， 空白组不作任何处理， 模型组、 仙灵骨葆

组、 健步汤组采取摘除双侧卵巢法构建 ＯＰ 模型，
假手术组只摘除双侧卵巢周围少许脂肪组织， 术后

连续肌肉注射青霉素钠 ３ ｄ 预防感染。 造模结束后

１ 周， 按照人与大鼠体表面积比计算等效给药剂

量［１２］， 健步汤组灌胃给予 １５􀆰 ７５ ｇ ／ ｋｇ 健步汤， 仙

灵骨葆组灌胃给予 ０􀆰 ２７ ｇ ／ ｋｇ 仙灵骨葆溶液， 空白

组、 假手术组和模型组均灌胃给予等体积生理盐

水， 给药体积 ４ ｍＬ ／只， 每天 １ 次， 连续 ９０ ｄ。
２􀆰 １􀆰 ２　 标本采集　 给药结束后， 大鼠禁食不禁水

１２ ｈ， 腹腔注射 ３％ 戊巴比妥钠麻醉， 腹主动脉取

血， 静置 １ ｈ， ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上层血

清， 处死大鼠， 迅速分离右侧股骨， 生理盐水冲洗

干净， 去除附着的肌肉和结缔组织， 置于 ４％ 多聚

甲醛溶液中固定 ２４ ｈ。
２􀆰 １􀆰 ３　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检测骨微结构变化 　 将保存于

４％ 多聚甲醛溶液中的大鼠股骨组织取出， ＰＢＳ 冲

洗 ２ 次， 晾干， 置于特制的样本架上， 进行 Ｍｉｃｒｏ⁃
ＣＴ 扫描， 设置参数为电压 ８０ ｋＶ； 电流 ９０ μＡ； 分

辨率 ２５ μｍ； 扫描时间 １０ ｍｉｎ。 扫描完成后， 采用

ＮＲｅｃｏｎ 软件进行三维重建， ＣＴＡｎ 软件计算骨密度

（ＢＭＤ）、 骨体积分数 （ ＢＶ ／ ＴＶ）、 骨小梁数量

（Ｔｂ． Ｎ）。
２􀆰 １􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＰＩＮＰ、 ＣＴＸ⁃１、 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃６ 水平　 大鼠血清离心后取上清， 与标准品一起

加到包被好的微孔板中， 温育一段时间， 洗板去除

未结合物质， 加入酶标抗体， 再次温育和洗板， 最

后加入底物溶液， 在暗处反应一段时间， 采用酶标

仪在 ４５０ ｎｍ 波长处测定吸光度， 根据标准曲线计

算 ＰＩＮＰ、 ＣＴＸ⁃１、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平。
２􀆰 １􀆰 ５　 流式细胞术检测股骨组织细胞凋亡率　 将

大鼠股骨组织剪成碎块， ３７ ℃ 振荡消化 ６０ ｍｉｎ，
去除未消化的组织碎片及杂质， 离心后弃上清， 沉

淀用 ＰＢＳ 重悬， 台盼蓝染色法检测细胞活性 （确
保活细胞占比＞ ９０％ ）， １００ μＬ 结合缓冲液重悬，
分别加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ、 ５ μＬ ＰＩ 进行双染， 室

温下避光孵育 １５ ｍｉｎ， 上机检测细胞凋亡率。
２􀆰 １􀆰 ６ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法 检 测 股 骨 组 织 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、
ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ 表达　 将大鼠股骨组织剪成碎块， 加

入液氮研磨至粉末， 转移至含 ＴＲＩｚｏｌ 的离心管中，
涡旋裂解 ５ ｍｉｎ 后进行 ＲＮＡ 分离， 检测其浓度及

纯度， 通过电泳验证完整性。 采用试剂盒将 ＲＮＡ
逆转录为 ｃＤＮＡ， 然后进行扩增反应， 体系含 １０
μＬ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 ０􀆰 ８ μＬ 引物、 ２ μＬ ｃＤＮＡ 模板，
ｄｄＨ２Ｏ 水补足至总体系 ２０ μＬ， 反应程序为 ９５ ℃
预变性 ３０ ｓ， ９５ ℃变性 ５ ｓ， ６０ ℃退火 ／延伸 ３０ ｓ，
共 ４０ 个循环。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 采用 ２－ΔΔＣＴ法计

算 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ 相对表达。 引物由北

京擎科生物科技股份有限公司合成， 序列见表 １。
２􀆰 ２　 细胞实验

２􀆰 ２􀆰 １　 含药血清制备　 大鼠随机分为空白组和健

步汤给药组， 每组 ５ 只， 健步汤给药组灌胃给予

１５􀆰 ７５ ｇ ／ ｋｇ 健步汤， 空白组灌胃给予等体积生理盐

水， 每天 １ 次， 连续 ７ ｄ。 末次灌胃后 ２ ｈ， 按

“２􀆰 １􀆰 ２” 项下方法分别得到含药、 空白血清， 置

于－８０ ℃冰箱中保存。
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表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 引物序列（５′→３′） 产物长度 ／ ｂｐ
ＰＩ３Ｋ 正向 ＡＧＣＣＡＣＡＧＡＴＣＣＡＣＴＴＡＡＣＣＣ １２８

反向 ＣＴＴＧＣＴＧＴＣＣＣＣＡＣＴＴＴＡＣＴＧＡ
Ａｋｔ 正向 ＣＡＧＧＴＴＣＡＣＣＣＡＧＴＧＡＣＡＡＣ １４３

反向 ＣＴＣＣＴＴＣＡＣＣＡＧＧＡＴＣＡＣＣＴ
ＰＴＥＮ 正向 ＴＧＣＣＴＴＣＴＡＣＣＴＧＴＣＣＴＴＣＡ １２８

反向 ＧＣＴＧＧＴＡＧＧＴＧＧＡＴＧＧＴＧＴＴ
ＢＧＰ 正向 ＣＴＡＧＣＧＧＡＣＣＡＣＡＴＴＧＧＣＴＴ １６７

反向 ＡＧＣＴＧＴＧＣＣＧＴＣＣＡＴＡＣＴＴＴ
Ｒｕｎｘ２ 正向 ＣＣＡＣＣＣＡＧＴＡＧＣＡＡＡＣＣＧＡＡ １７３

反向 ＧＣＡＴＣＡＧＡＣＡＡＡＣＡＣＡＣＧＧＡＣ
ＣＯＬ１ａ１ 正向 ＣＴＧＧＣＴＣＴＣＣＴＧＧＴＡＣＣＣＣＴ １６０

反向 ＧＧＡＣＣＡＣＧＴＴＣＡＣＣＡＣＴＴＧＣＴ
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ＡＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣ ２２３

反向 ＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡＴＣＣＡＣ

２􀆰 ２􀆰 ２　 细胞培养与传代 　 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞加到含

１０％ 胎牛血清及 １％ 双抗的 α⁃ＭＥＭ 培养基， 置于

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养， 每天观察生长状

态。 当细胞密度达到 ８０％ ～ ９０％ 时， 用 ３７ ℃预热

的 ＰＢＳ 清洗， 加入 １ ｍＬ ０􀆰 ２５％ 胰蛋白酶消化 ２ ～ ３
ｍｉｎ， 再加入 １ ｍＬ 完全培养基终止消化， 按 １ ∶ ３
比例进行传代。
２􀆰 ２􀆰 ３　 模型建立及分组给药 　 取对数生长期

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞， 以 ５ × １０６ ／孔密度接种于 ６ 孔板

中， 待细胞贴壁后除空白组 （完全培养基＋２０％ 空

白血清） 外， 其余各组均加入 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 地塞米松

培养 ７ ｄ 以建立 ＯＰ 体外模型［１３］。 造模成功后， 分

为模型组 （完全培养基＋２０％ 空白血清）、 健步汤

含药血清低浓度组 （健步汤⁃Ｌ 组， 完全培养基＋
１０％健步汤含药血清＋１０％ 空白血清）、 健步汤含

药血清中浓度组 （健步汤⁃Ｍ 组， 完全培养基＋１５％
健步汤含药血清＋５％ 空白血清）、 健步汤含药血清

高浓度组 （健步汤⁃Ｈ 组， 完全培养基＋２０％ 健步汤

含药血清）。
２􀆰 ２􀆰 ４　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活性 　 取对数生长期

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞， 以 ３×１０４ ／孔密度接种于 ２４ 孔板

中， 按 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项下方法分组处理 １２、 ２４、 ４８ ｈ，
去除含药培养基， 每孔加入 ３００ μＬ 含 １０％ ＣＣＫ⁃８
溶液的混合培养基， 置于培养箱中继续孵育４ ｈ。
再将每组含有 ＣＣＫ⁃８ 溶液的混合培养基上清转移

至 ９６ 孔板内， 每组 ３ 个复孔， 采用酶标仪测定

４５０ ｎｍ 波长处光密度 （ＯＤ） 值。
２􀆰 ２􀆰 ５　 流式细胞术检测细胞凋亡率　 取对数生长

期 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞， 以 ５×１０６ ／孔密度接种于 ６ 孔板

中， 按 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项下方法分组处理 ４８ ｈ， 收集细

胞并用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次， １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 弃

去上清， 加入 ５００ μＬ 结合缓冲液重悬细胞， 分别

加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ、 ５ μＬ ＰＩ 进行双染， 室温下

避光孵育 １５ ｍｉｎ， 采用流式细胞仪检测 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１
细胞凋亡率。
２􀆰 ２􀆰 ６ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、
Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达　 取对数生长期

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞， 以 ５ × １０６ ／孔密度接种于 ６ 孔板

中， 按 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项下方法分组处理 ４８ ｈ， 预冷

ＰＢＳ 洗涤， 加入 ＲＩＰＡ 裂解液， 冰上裂解 １０ ｍｉｎ，
４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 取上清， 即为总

蛋白， ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒测定浓度， 加入 ５ ×
Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 混匀， 沸水煮 ５ ｍｉｎ 进行变性， 制备

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶， 蛋白上样、 电泳后转移至 ＰＶＤＦ
膜， ５％ 脱脂奶粉溶液室温封闭 １􀆰 ５ ｈ， 加入稀释后

的 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 一抗，
４ ℃孵育过夜， 次日用 ＴＢＳＴ 洗 ３ 次， 加入二抗，
室温孵育 １􀆰 ５ ｈ， ＴＢＳＴ 洗 ３ 次， ＥＣＬ 法显色后曝

光， 凝胶成像系统成像。 采用 ＩｍａｇｅＪ 软件对条带

进行灰度值分析， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 计算目标蛋

白相对表达量。
２􀆰 ２􀆰 ７　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ＢＧＰ、
Ｒｕｎｘ２、 ＣＯＬ１ａ１ ｍＲＮＡ 表 达 　 取 对 数 生 长 期

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞， 以 ５ × １０６ ／孔密度接种于 ６ 孔板

中， 按 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项下方法分组处理 ４８ ｈ 后收集，
按 “２􀆰 １􀆰 ６” 项下方法检测细胞 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ＢＧＰ、
Ｒｕｎｘ２、 ＣＯＬ１ａ１ ｍＲＮＡ 表达。 引物序列见表 １。
２􀆰 ３　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件进行处理，
符合正态分布的计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 符合方

差齐性者多组间比较采用单因素方差分析， 组间两

两比较采用 ｔ 检验， 方差不齐时采用 Ｔａｍｈａｎｅ’ｓ Ｔ２
检验； 不符合正态分布者采用 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 非参

数检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 动物实验

３􀆰 １􀆰 １　 健步汤对 ＯＰ 大鼠右侧股骨微结构变化的

影响 　 与假手术组比较， 模型组大鼠右侧股骨

ＢＭＤ、 ＢＶ ／ ＴＶ、 Ｔｂ． Ｎ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模

型组比较， 仙灵骨葆组和健步汤组大鼠右侧股骨

ＢＭＤ、 ＢＶ ／ ＴＶ、 Ｔｂ． Ｎ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 表明

健步汤能增加大鼠骨密度、 骨体积分数和骨小梁数

量， 其效果与仙灵骨葆相当， 见图 １、 表 ２。
３􀆰 １􀆰 ２　 健步汤对 ＯＰ 大鼠血清 ＰＩＮＰ、 ＣＴＸ⁃１、

０６
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图 １　 各组大鼠右侧股骨微结构变化 （Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ， ｘ±
ｓ， ｎ＝６）

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｒｉｇｈｔ ｆｅｍｕｒ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｉｎ ｒａｔｓ
ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ， ｘ±ｓ， ｎ＝６）

ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平的影响　 与假手术组比较， 模型

组大鼠血清 ＰＩＮＰ 水平降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ＣＴＸ⁃１、
ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 提示大鼠存在

　 　 　 　

表 ２　 各组大鼠右侧股骨 ＢＭＤ、 ＢＶ ／ ＴＶ、 Ｔｂ． Ｎ 水平比较

（ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＢＭＤ， ＢＶ ／ ＴＶ ａｎｄ Ｔｂ． Ｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ

ｒｉｇｈｔ ｆｅｍｕｒ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 ＢＭＤ ／ （ｇ·ｃｍ－３） （ＢＶ ／ ＴＶ） ／ ％ Ｔｂ．Ｎ ／ （１·ｍｍ－１）
空白组 ０􀆰 ５９±０􀆰 ０４ ４４􀆰 ２０±３􀆰 １７ ３􀆰 ８９±０􀆰 １６

假手术组 ０􀆰 ６０±０􀆰 ０４ ４３􀆰 ２９±１􀆰 ６１ ４􀆰 ００±０􀆰 ０９

模型组 ０􀆰 ２０±０􀆰 ０２∗ ２２􀆰 ６７±１􀆰 ６４∗ ２􀆰 ０４±０􀆰 ０７∗

仙灵骨葆组 ０􀆰 ３２±０􀆰 ０３＃ ２９􀆰 ７５±１􀆰 ５６＃ ２􀆰 ８０±０􀆰 １２＃

健步汤组 ０􀆰 ２９±０􀆰 ０３＃ ２７􀆰 ８８±２􀆰 １７＃ ２􀆰 ７２±０􀆰 １７＃

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

骨形成抑制、 骨吸收亢进及炎症反应增强的病理状

态； 与模型组比较， 仙灵骨葆组和健步汤组大鼠血

清 ＰＩＮＰ 水平升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ＣＴＸ⁃１、 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 表明健步汤可有效调节

大鼠骨代谢平衡 （促进骨形成、 抑制骨吸收）， 并

减轻炎症反应， 见表 ３。

表 ３　 各组大鼠血清 ＰＩＮＰ、 ＣＴＸ⁃１、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＰＩＮＰ， ＣＴＸ⁃１， ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ＩＬ⁃６ ｉｎ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 ＰＩＮＰ ／ （ｎｇ·ｍＬ－１） ＣＴＸ⁃１ ／ （ｎｇ·ｍＬ－１） ＴＮＦ⁃α ／ （ｐｇ·ｍＬ－１） ＩＬ⁃６ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）
空白组 ５５􀆰 ２３±４􀆰 ０４ １１􀆰 ６９±２􀆰 ４７ ７８􀆰 ８０±８􀆰 ７０ １００􀆰 ３２±８􀆰 ７４

假手术组 ５７􀆰 ２８±５􀆰 ８０ １０􀆰 ０６±３􀆰 ２１ ８４􀆰 ００±９􀆰 ２６ １０５􀆰 ３１±７􀆰 ４４
模型组 １６􀆰 １３±４􀆰 ５３∗ ２６􀆰 ３７±１􀆰 １９∗ １３９􀆰 ６７±８􀆰 ９１∗ １５０􀆰 ５７±８􀆰 ５７∗

仙灵骨葆组 ４２􀆰 ９１±３􀆰 ８１＃ １７􀆰 ８９±２􀆰 ６４＃ ９９􀆰 ４４±５􀆰 ４９＃ １２１􀆰 ３３±７􀆰 ３７＃

健步汤组 ４０􀆰 ６８±３􀆰 ５３＃ １８􀆰 ５３±２􀆰 ３０＃ １０２􀆰 ９２±６􀆰 ２０＃ １３０􀆰 ４６±８􀆰 ４８＃

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

３􀆰 １􀆰 ３　 健步汤对 ＯＰ 大鼠股骨组织中细胞凋亡率

的影响　 与假手术组比较， 模型组大鼠股骨组织中

细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 仙灵

骨葆组和健步汤组大鼠股骨组织中细胞凋亡率降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 表明健步汤可通过抑制骨细胞凋亡来

发挥抗骨质疏松的作用， 其效果与仙灵骨葆相当，
见表 ４、 图 ２。
表 ４　 各组大鼠股骨组织中细胞凋亡率比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｉｎ ｆｅｍｏｒａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ

ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 凋亡率 ／ ％

空白组 １􀆰 ０６±０􀆰 ０２
假手术组 １􀆰 ３７±０􀆰 ０１
模型组 １６􀆰 ９４±０􀆰 ０４∗

仙灵骨葆组 １１􀆰 ２８±０􀆰 ０１＃

健步汤组 １１􀆰 ６７±０􀆰 ０２＃

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

３􀆰 １􀆰 ４　 健步汤对 ＯＰ 大鼠股骨组织 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、
ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ 表达的影响　 与假手术组比较， 模型

组大鼠股骨组织 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 提示

图 ２　 各组大鼠股骨组织细胞凋亡流式图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｆｅｍｏｒａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ
ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

大鼠股骨组织中 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路受抑制， ＰＴＥＮ 作

为通路负调控因子异常高表达； 与模型组比较， 仙

灵骨葆组和健步汤组大鼠股骨组织 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ
ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ 表达降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 表明健步汤可能通过下调 ＰＴＥＮ 表
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达、 促进 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路活化来发挥骨保护作用，
见表 ５。
表 ５　 各组大鼠股骨组织 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ 表达比

较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 ５ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰＩ３Ｋ， Ａｋｔ

ａｎｄ ＰＴＥＮ ｉｎ ｆｅｍｏｒａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
（ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 ＰＩ３Ｋ Ａｋｔ ＰＴＥＮ
空白组 ３􀆰 ２６１±０􀆰 ０２５ ２􀆰 ６９１±０􀆰 ０５７ １􀆰 ０２９±０􀆰 ２１８

假手术组 ３􀆰 ０９５±０􀆰 １２４ ２􀆰 ５８１±０􀆰 １６１ ０􀆰 ９６４±０􀆰 ０９３
模型组 １􀆰 ２７４±０􀆰 ０９５∗ １􀆰 ０１９±０􀆰 １０８∗ ４􀆰 ２８５±０􀆰 １１９∗

仙灵骨葆组 ２􀆰 ００３±０􀆰 ０７１＃ １􀆰 ９９４±０􀆰 ０３６＃ ２􀆰 ２６７±０􀆰 １０５＃

健步汤组 １􀆰 ８９５±０􀆰 １１６＃ ２􀆰 ０１６±０􀆰 ０４４＃ ２􀆰 ３７７±０􀆰 １２６＃

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

３􀆰 ２　 细胞实验

３􀆰 ２􀆰 １　 健步汤含药血清对 ＯＰ 模型ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞

活性的影响　 与空白组比较， 模型组各时间点细胞

活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 健步汤含药

血清各浓度组在 １２、 ２４、 ４８ ｈ 时细胞活性升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 以健步汤⁃Ｈ 组更明显 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见

表 ６。
３􀆰 ２􀆰 ２　 健步汤含药血清对 ＯＰ 模型ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞

凋亡的影响　 与空白组比较， 模型组细胞凋亡率升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 健步汤含药血清各

浓度组细胞凋亡率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 以健步汤⁃Ｈ
组更明显 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ７、 图 ３。

表 ６　 不同作用时间各组 ＯＰ 模型 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞活性比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ＯＰ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ０ ｈ １２ ｈ ２４ ｈ ４８ ｈ
空白组 １􀆰 ５０±０􀆰 ０５ １􀆰 ６７±０􀆰 ０５ １􀆰 ９５±０􀆰 ０１ ２􀆰 ３３±０􀆰 ０２
模型组 ０􀆰 ８９±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ９０±０􀆰 ０１∗ １􀆰 ０３±０􀆰 ０４∗ １􀆰 １１±０􀆰 ０４∗

健步汤⁃Ｌ 组 ０􀆰 ８８±０􀆰 ０６ １􀆰 ２０±０􀆰 ０４＃ １􀆰 ２６±０􀆰 ０３＃ １􀆰 ４３±０􀆰 ０３＃

健步汤⁃Ｍ 组 ０􀆰 ９０±０􀆰 ０２ １􀆰 ２７±０􀆰 ０２＃ １􀆰 ４０±０􀆰 ０１＃ １􀆰 ５３±０􀆰 ０５＃

健步汤⁃Ｈ 组 ０􀆰 ８８±０􀆰 ０３ １􀆰 ５８±０􀆰 ０４＃△ １􀆰 ８３±０􀆰 ０２＃△ １􀆰 ９８±０􀆰 ０３＃△

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与健步汤⁃Ｌ 组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

表 ７　 各组 ＯＰ 模型 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞凋亡率比较 （ ｘ± ｓ，
ｎ＝３）

Ｔａｂ􀆰 ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ＯＰ ｍｏｄｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 凋亡率 ／ ％

空白组 １􀆰 １５±０􀆰 ０４
模型组 １８􀆰 ５５±０􀆰 ０２∗

健步汤⁃Ｌ 组 １５􀆰 ４８±０􀆰 ０１＃

健步汤⁃Ｍ 组 １５􀆰 ２４±０􀆰 ０１＃

健步汤⁃Ｈ 组 １１􀆰 ２８±０􀆰 ０２＃△

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与健

步汤⁃Ｌ 组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ２􀆰 ３　 健步汤含药血清对 ＯＰ 模型ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞

ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达

的影响　 与空白组比较， 模型组 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 Ｂｃｌ⁃２
蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂａｘ 蛋白表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 健步汤含药血清各浓度组

ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂａｘ
蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 以健步汤⁃Ｈ 组更明显

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ８、 图 ４。
３􀆰 ２􀆰 ４　 健步汤含药血清对 ＯＰ 模型ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞

ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ＢＧＰ、 Ｒｕｎｘ２、 ＣＯＬ１ａ１ ｍＲＮＡ 表达的

影响 　 与空白组比较， 模型组细胞 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、
ＢＧＰ、 Ｒｕｎｘ２、 ＣＯＬ１ａ１ ｍＲＮＡ 表 达 降 低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 健步汤含药血清各浓度组

细胞 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ＢＧＰ、 Ｒｕｎｘ２、 ＣＯＬ１ａ１ ｍＲＮＡ 表

图 ３　 各组 ＯＰ 模型 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞凋亡流式图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ ｃｅｌｌｓ
ｉｎ ＯＰ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 以健步汤⁃Ｈ 组更明显 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 见表 ９。
４　 讨论

骨质疏松症是人体衰老过程中常见的代谢性骨

病， 在全球范围内的患病率不断升高， 致病因素主

要涉及衰老、 营养障碍、 激素水平、 药物等［１４⁃１５］。
骨骼重塑过程是为了给骨骼提供机械负荷强度， 并

维持骨稳态， 但 ＯＰ 是由于重塑过程失衡而发生

的［１６⁃１７］， 其病理机制主要包括细胞凋亡、 细胞自

噬、 氧化应激、 炎症反应等， 导致成骨细胞功能抑
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　 　 　 表 ８　 各组 ＯＰ 模型 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｐ⁃ＰＩ３Ｋ， ｐ⁃Ａｋｔ， Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ｉｎ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＯＰ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ Ｂａｘ ／ β⁃ａｃｔｉｎ Ｂｃｌ⁃２ ／ β⁃ａｃｔｉｎ

空白组 ０􀆰 ８７±０􀆰 ０３ ０􀆰 ９３±０􀆰 ０１ ０􀆰 ３４±０􀆰 ０３ ０􀆰 ７７±０􀆰 ０１
模型组 ０􀆰 ０７±０􀆰 ０１∗ ０􀆰 １１±０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ８１±０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０３∗

健步汤⁃Ｌ 组 ０􀆰 ２５±０􀆰 ０４＃ ０􀆰 ３４±０􀆰 ０２＃ ０􀆰 ６２±０􀆰 ０３＃ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０１＃

健步汤⁃Ｍ 组 ０􀆰 ３３±０􀆰 ０１＃ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０３＃ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０２＃ ０􀆰 ４８±０􀆰 ０１＃

健步汤⁃Ｈ 组 ０􀆰 ６１±０􀆰 ０６＃△ ０􀆰 ７３±０􀆰 ０２＃△ ０􀆰 ４０±０􀆰 ０１＃△ ０􀆰 ６５±０􀆰 ０２＃△

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与健步汤⁃Ｌ 组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 各组 ＯＰ 模型 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２蛋白条带

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ ＰＩ３Ｋ， ｐ⁃ＰＩ３Ｋ， Ａｋｔ， ｐ⁃Ａｋｔ， Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＯＰ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ９　 各组 ＯＰ 模型 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ＢＧＰ、 Ｒｕｎｘ２、 ＣＯＬ１ａ１ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ９　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰＩ３Ｋ， Ａｋｔ， ＢＧＰ， Ｒｕｎｘ２ ａｎｄ ＣＯＬ１ａ１ ｉｎ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＯＰ ｍｏｄｅｌ ｉｎ ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＰＩ３Ｋ Ａｋｔ ＢＧＰ Ｒｕｎｘ２ ＣＯＬ１ａ１

空白组 １􀆰 ００±０􀆰 ０６ １􀆰 ００±０􀆰 ０５ １􀆰 ０１±０􀆰 １８ １􀆰 ００±０􀆰 ０７ １􀆰 ００±０􀆰 １１
模型组 ０􀆰 １２±０􀆰 ０１∗ ０􀆰 １２±０􀆰 ０１∗ ０􀆰 １９±０􀆰 ０１∗ ０􀆰 １２±０􀆰 ０２∗ ０􀆰 １５±０􀆰 ０１∗

健步汤⁃Ｌ 组 ０􀆰 ３２±０􀆰 ０１＃ ０􀆰 ３０±０􀆰 ０１＃ ０􀆰 ４５±０􀆰 ０２＃ ０􀆰 ３２±０􀆰 ０１＃ ０􀆰 ３３±０􀆰 ０１＃

健步汤⁃Ｍ 组 ０􀆰 ４０±０􀆰 ０３＃ ０􀆰 ４１±０􀆰 ０２＃ ０􀆰 ５１±０􀆰 ０２＃ ０􀆰 ３８±０􀆰 ０３＃ ０􀆰 ４１±０􀆰 ０５＃

健步汤⁃Ｈ 组 ０􀆰 ５７±０􀆰 ０２＃△ ０􀆰 ５９±０􀆰 ０４＃△ ０􀆰 ７６±０􀆰 ０３＃△ ０􀆰 ５９±０􀆰 ０４＃△ ０􀆰 ６３±０􀆰 ０４＃△

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与健步汤⁃Ｌ 组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

制［１８］， 骨形成不足。
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 是调节细胞周期的重要细胞内信号

通路， 与骨质疏松症密切相关， 激活其通路可减轻

骨微结构恶化， 促进成骨细胞分化并抑制其凋亡，
这与血管生成增加有关［１９］。 细胞凋亡作为细胞程

序性死亡的一种重要方式， 在维持机体正常生理功

能和组织内环境稳定中起着关键作用［２０］。 因此，
本研究通过体内外实验探讨健步汤是否通过调控

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路抑制成骨细胞凋亡， 从而发挥

改善 ＯＰ 的作用。

动物实验显示， 健步汤能增加 ＯＰ 模型大鼠骨

密度、 骨体积分数和骨小梁数量， 升高骨形成标志

物血清 ＰＩＮＰ 水平， 降低骨吸收标志物 ＣＴＸ⁃１ 水

平。 炎症反应作为 ＯＰ 病理机制之一， 可通过多种

途径影响骨代谢， 进而增加发病风险。 ＴＮＦ⁃α 和

ＩＬ⁃６ 能促进破骨细胞前体细胞分化为成熟的破骨细

胞， 促进骨吸收［２１］。 本研究发现， ＯＰ 大鼠血清

ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平升高， 而健步汤能降低两者水

平， 减轻炎症反应对骨组织的损害， 并能降低股骨

组织细胞凋亡率。 ＰＴＥＮ 作为 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路的负
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调控因子， 其表达下调可激活该通路， 进而改善

ＯＰ 模型大鼠骨质疏松。
细胞实验显示， 模型组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞增殖活

性降低， 凋亡率升高， 而健步汤含药血清组增殖活

性升 高， 凋 亡 率 降 低， 表 明 地 塞 米 松 能 抑 制

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞增殖活性， 促进细胞凋亡， 减少骨

形成。 另外， 健步汤能激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路，
增加 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ 蛋白磷酸化水平， 升高抗凋亡蛋白

Ｂｃｌ⁃２ 表达， 降低促凋亡蛋白 Ｂａｘ 表达， 并且上调

ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ＢＧＰ、 Ｒｕｎｘ２、 ＣＯＬ１ａ１ ｍＲＮＡ 表 达，
可能通过激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路抑制成骨细胞凋

亡， 并促进骨基质的合成， 调节骨代谢的平衡。
综上所述， 健步汤可能通过调控 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信

号通路， 从而促进 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞增殖， 减少细胞

凋亡， 加速骨基质合成和分泌， 增加骨骼强度和力

学性能。 本实验为健步汤临床应用提供了理论基

础， 也为治疗 ＯＰ 提供了新靶点和新思路。
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