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［基金项目］广州中医药大学 ２０１７ 年度“高水平大学建设”青年项目（Ｎｏ． Ａ１⁃ＡＦＤ０１８１７１Ｚ１１０７６）；国家自然科学基金项目（青年科学基

金）（Ｎｏ． ８１６０３６４１， Ｎｏ． ８１７０４０９８）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ２０１７ Ｈｉｇｈ Ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ （Ｎｏ． Ａ１⁃ＡＦＤ０１８１７１Ｚ１１０７６）； Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｓｃｉ⁃
ｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｙｏｕｎｇ Ｓｃｉｅｎｔｉｓｔｓ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （Ｎｏ． ８１６０３６４１， Ｎｏ． ８１７０４０９８）
［作者简介］洪郭驹（１９９０ － ），男，临床医学硕士，医师，研究方向：骨质疏松基础与临床研究。 Ｅｍａｉｌ：ｇｄｓｔｈｇｊ＠ ｆｏｘｍａｉｌ． ｃｏｍ；

陈鹏（１９８４ － ），男，临床医学博士，主治医师，研究方向：骨质疏松基础与临床研究。 Ｅｍａｉｌ： ｄｏｃｃｈｅｎ００８＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］孙平（１９８０ － ），女，临床医学博士，主治医师，研究方向：骨质疏松基础与临床研究。 Ｅｍａｉｌ： ｓｉｎｇ＿ｐｉｎｇ＠ １６３． ｃｏｍ
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复方贞术调脂胶囊调控 ＭＥＫＫ２⁃Ｗｎｔ 偶联拮抗
β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 泛素化改善大鼠糖皮质激素骨质疏松症

洪郭驹１，２，３，陈鹏１，２，韩晓蕊４，何伟１，２，孙平５∗

（１． 广州中医药大学岭南医学中心国家重点学科中医骨伤科学实验室，广州　 ５１０４０５； ２． 广州中医药大学第一附

属医院关节骨科，广州　 ５１０４０５； ３． 西澳大利亚大学生物医学科学院，珀斯 ６００９； ４． 广州市第一人民医院放射科，
广州　 ５１０００６； ５． 广东药科大学第一附属医院骨内科，广州　 ５１００００）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究复方贞术调脂胶囊（ＦＴＺ）干预下调控促分裂原活化蛋白激酶激酶激酶 ２（ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａ⁃
ｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ２， ＭＥＫＫ２）⁃Ｗｎｔ 偶联拮抗 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 泛素化，及对骨量变化、细胞成骨能力的影响。
方法　 ＳＰＦ 级雄性大鼠随机均分为正常对照组、甲强龙组（模型组）、甲强龙 ＋ 生理盐水组（空白对照组）和甲强龙

＋ ＦＴＺ 组（实验组）。 分别对股骨近端松质骨进行 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检查、组织病理染色，测定 Ｗｎｔ３ａ、ＭＥＫＫ２、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋

白表达；提取模型 ＢＭＳＣｓ，经 ＦＴＺ 含药血清干预后，进行碱性磷酸酶和茜素红染色；测定成骨分化相关基因 ＡＬＰ、
Ｒｕｎｘ２、ＯＣＮ 表达；测定 ＭＥＫＫ２、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达；以及 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ／ ＴＣＦ 转录水平。 结果　 １）在 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 中，实验

组与模型组相比，前者 ＢＶ ／ ＴＶ、Ｔｂ． Ｔｈ、Ｔｂ ／ Ｎ 等值降低，Ｔｂ ／ ｓｐ 升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＲＯＩ 三维重建可见实验组骨小梁骨

质改善，局部性修复；２）经苏木精⁃伊红染色中，实验组可见骨小梁密度较模型组高、骨小梁形态较好；３）实验组骨

组织中 Ｗｎｔ３ａ、ＭＥＫＫ２、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 表达较模型组增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；４）ＧＩＯＰ 大鼠模型提取 ＢＭＳＣｓ 并予 ＢＭＰ２ 诱导，经
ＦＴＺ 含药血清（实验组）干预后，碱性磷酸酶和茜素红染色结果提示实验组成骨反应增强（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；５）ＢＭＳＣｓ 经

ＦＴＺ 含药血清干预，可提高 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ／ ＴＣＦ 转录活性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；促进 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、ＭＥＫＫ２ 蛋白表达（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论

ＦＴＺ 通过调控 ＭＥＫＫ２⁃Ｗｎｔ 偶联拮抗 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 泛素化防治 ＧＩＯＰ，从而改善微观骨性结构。
【关键词】 　 糖皮质激素性骨质疏松；复方贞术调脂胶囊；Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ；ＢＭＳＣｓ；成骨
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Ｔｉａｏｚｈｉ Ｃａｐｓｕｌｅｓ ｏｎ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ

ｂｙ ａｎｔａｇｏｎｉｚｉｎｇ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ
ＨＯＮＧ Ｇｕｏｊｕ１，２，３， ＣＨＥＮ Ｐｅｎｇ１，２， ＨＡＮ Ｘｉａｏｒｕｉ４， ＨＥ Ｗｅｉ１，２， ＳＵＮ Ｐｉｎｇ５∗

（１． Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｋｅｙ Ｄｉｓｃｉｐｌｉｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｏｒｔｈｏｐｅｄｉｃｓ， Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ Ｓｏｕｔｈｅｒｎ
Ｃｈｉｎａ ｏｆ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０４０５， Ｃｈｉｎａ． ２． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｔｈｐｅａｄｉｃｓ， ｔｈｅ

Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０４０５． ３． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ
Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ， ｔｈｅ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ａｕｓｔｒａｌｉａ， Ｐｅｒｔｈ， ６００９， Ａｕｓｔｒａｌｉａ． ４． Ｒａｄｉｏｇｒａｐｈｉｃ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ
Ｒａｄｉｏｌｏｇｙ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｆｉｒｓｔ’ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１０００６． ５． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｔｈｐｅａｄｉｃｓ， ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ

Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ ５１００００）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＳＵＮ ｐｉｎｇ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｓｉｎｇ＿ｐｉｎｇ＠ １６３． ｃｏｍ
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ （ＧＩＯＰ） ａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｆｕｆａｎｇ Ｚｈｅｎｚｈｕ Ｔｉａｏｚｈｉ （ ＦＴＺ） ｃａｐｓｕｌｅｓ ｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ２ （ＭＥＫＫ２）⁃Ｗｎｔ ｃｏｕｐｌｉｎｇ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＦＴＺ ｏｎ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ａｂｉｌｉｔｙ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＳＰＦ ｍａｌｅ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ
ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｍｅｔｈｙｌｐｒｅｄｎｉｓｏｌｏｎｅ ｇｒｏｕｐ （ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ）， ｍｅｔｈｙｌｐｒｅｄｎｉｓｏｌｏｎｅ ＋ ｓａｌｉｎｅ ｇｒｏｕｐ （ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ）
ａｎｄ ｍｅｔｈｙｌｐｒｅｄｎｉｓｏｌｏｎｅ ＋ ＦＴＺ ｇｒｏｕｐ （ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ）． Ｔｈｅ ｐｒｏｘｉｍａｌ ｆｅｍｏｒａｌ ｃａｎｃｅｌｌｏｕｓ ｂｏｎｅ ｗａｓ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ ｍｉ⁃
ｃｒｏ⁃ＣＴ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ， ａｎｄ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｗｎｔ３ａ， ＭＥＫＫ２， ａｎｄ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ｂｏｎｅ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ （ＢＭＳＣｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＦＴＺ， ｓｔａｉｎｅｄ ｂｙ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｎｄ ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ．
Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ＡＬＰ， Ｒｕｎｘ２ ａｎｄ ＯＣＮ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＭＥＫＫ２ ａｎｄ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ／ ＴＣＦ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 １） Ｔｈｅ ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ｉｍａｇｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ＢＶ ／ ＴＶ， Ｔｂ． Ｔｈ ａｎｄ Ｔｂ ／ Ｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ Ｔｂ ／ ｓｐ ｉｎ⁃
ｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ （ＲＯＩ） ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ
ｂｏｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｂｏｎｅ ｔｒａｂｅｃｕｌａｅ ａｎｄ ｌｏｃａｌ ｂｏｎｅ ｒｅｐａｉｒ． ２） Ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｕｓｉｎｇ ｈｅ⁃
ｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｄｅｎｓｉｔｙ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａ ｂｅｔｔｅｒ ｔｒａｂｅｃｕｌａ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ． ３） Ｔｈｅ Ｗｎｔ３ａ， ＭＥＫＫ２ ａｎｄ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒ⁃
ｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｍｏｄｅｌ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． ４） Ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＦＴＺ ａｎｄ
ＢＭＰ２， ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｎｄ ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ａｎ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）
ｉｎ ｔｈｅ ＧＩＯＰ ｒａｔ ｍｏｄｅｌｓ． ５） Ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｓｅｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＦＴＺ， Ｔｈｅ ＢＭＳＣｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＧＩＯＰ ｒａｔｓ　 ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ／ ＴＣＦ ／ ＬＥＦ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ａｎｄ ＭＥＫＫ２ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＦＴＺ ｃａｎ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅ ＧＩＯＰ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＭＥＫＫ２⁃Ｗｎｔ ｃｏｕｐｌｉｎｇ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ； Ｆｕｆａｎｇ Ｚｈｅｎｚｈｕ Ｃａｐｓｕｌｅ（ａ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ）； ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ； ｂｏｎｅ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ； ＢＭＳＣｓ； ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ； ｒａｔ

Ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ ｓｔａｔｅｍｅｎｔ： Ｗｅ ｄｅｃｌａｒｅ ｔｈａｔ ｗｅ ｈａｖｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ ｓｔａｔｅｍｅｎｔ．

　 　 糖皮质激素性骨质疏松症 （ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ⁃ｉｎ⁃
ｄｕｃｅｄ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ， ＧＩＯＰ）是由于长期使用糖皮质激

素（ＧＣ）所导致的骨代谢紊乱，主要表现为血清游离

脂肪酸含量增高、骨量减少、骨微结构破坏、骨脆性

增加和易于骨折［１ － ２］。 而 ＧＣ 作为最具有治疗效力

的抗炎和免疫抑制药物广泛应用于炎症性和自身免

疫性疾病等多种疾患的治疗中，临床应用的人群规

模也在逐渐扩大［３ － ４］。 长期接受 ＧＣ（ ＞ ６ 个月）治
疗的慢性疾病人群，最终有 ３０％～ ５０％ 发展为骨质

疏松症［５ － ６］。 ＧＣ 介导 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 泛素化经证实与促

分裂原活化蛋白激酶激酶激酶 ２（ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ２， ＭＥＫＫ２）和 Ｗｎｔ 信号

传递与偶联密切相关，而有效药物对偶联的促成骨

分化作用，将有助于在防治 ＧＩＯＰ 治疗思路中寻求

新突破。
以“补肾祛湿” 法为代表的中医方剂对防治

ＧＩＯＰ 有着良好的应用前景，并在中国积极而广泛的

运用于临床，可针对性地解决 ＧＩＯＰ 中由于长期大

量的 ＧＣ 导致的“肾虚脾虚”体内环境，增强人体机

能，进而降低血脂含量，提高和补充骨质。 “补肾祛

湿法”经验方复方贞术调脂胶囊（ＦＴＺ）在对抗骨丢

失方面有较大的潜力和效力［７ － ９］。 鉴于此，本文建

立 ＧＩＯＰ 大鼠模型， 采 用 ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ、 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 等检验等方法，观察 ＦＴＺ 对 ＧＩＯＰ 骨微

结构影响以及调控 ＭＥＫＫ２⁃Ｗｎｔ 偶联拮抗 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
泛素化防治 ＧＩＯＰ 作用机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ４８ 只，ＳＰＦ 级，雄性，体重 ２３０ ～２５０ ｇ，
由广东省医学实验动物中心提供【ＳＣＸＫ（粤）２０１４
－ ００３５】。 广州中医药大学动物实验中心【 ＳＹＸＫ
（粤）２０１３ － ０００１】标准饲养，标准鼠粮适应性饲养

（含钙 １􀆰 １９％ 、磷 ０􀆰 ８５％ 、１０４５ＩＵ 维生素 Ｄ），室温

（２３ ± ２）℃，自由饮水，光照和黑夜时间间隔 １２ ｈ，
定期消毒及通风，各组大鼠均单笼培养。 实验在广

州中医药大学动物实验中心及广州中医药大学岭南

医学中心国家重点学科中医骨伤科学实验室完成。
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂与仪器

注射用甲泼尼龙琥珀酸钠（辉瑞公司，美国）；
Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ（ Ｓｉｇｍａ 公司，美国）；Ｐｒｏｔｅａｓｅ Ｉｎ⁃
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ｈｉｂｉｔｏｒ Ｃｏｃｋｔａｉｌ Ｓｅｔ ＩＩＩ（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ 公司，美国）；一抗

Ｗｎｔ３ａ 鼠抗、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 兔抗 （ Ｓｉｇｍａ 公司，美国）；
ＭＥＫＫ２ 兔抗（Ａｂｃａｍ 公司，美国）；ＧＡＰＤＨ（ＣＳＴ 公

司，美国）；ＨＲＰ 山羊抗小鼠 ＩｇＧ 二抗、ＨＲＰ 山羊抗

兔 ＩｇＧ 二抗、碱性磷酸酶检测试剂盒、ＤＥＰＣ 处理水

（上海碧云天生物技术有限公司，中国）；茜素红染

色检测试剂盒 （广州赛业生物科技有限公司，中
国）；ＰＣＲ 试剂盒（Ｒｏｃｈｅ 公司，美国）；ＰＣＲ 引物（生
工生物工程（上海）有限公司，中国）；ＴＰ１０２０ 自动

脱水机（Ｌｅｉｃａ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司，美国）、Ａｕｔｏｓ 全自动

染色机（Ｌｅｉｃａ 公司，德国）；ＢＸ５３ 显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司， 日本）； ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ１００ 柜式锥形 束 微 型 ＣＴ
（Ｓｃａｎｃｏ 公司，瑞士）； Ｉｍａｇｅ⁃ｐｒｏ ｐｌｕｓ 软件 （ Ｍｅｄｉａ
Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ 公司，美国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ４８ 只，随机分为 ４ 组：正常对照组、
甲强龙组（ＭＰＳ，模型组）：参照 Ｈｕｌｌｅｙ 的方法，皮下

注射甲强龙（ｍｅｔｈｙｌｐｒｅｄｎｉｓｏｌｏｎｅ， ＭＰＳ） ５ ｍｇ ／ （ ｋｇ·
ｄ），每周 ５ 次、甲强龙组（Ｍｅｔ） ＋ 皮下注射生理盐水

（空白对照组）、甲强龙组（ＭＰＳ） ＋ ＦＴＺ 灌胃（实验

组）。 各组适应性喂养 ７ ｄ 后进入实验期 １２ 周。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＧＩＯＰ 造模与干预方法

ＧＩＯＰ 造模方法如下，腹部肌肉注射 ＭＰＳ ５ ｍｇ ／
（ｋｇ·ｄ），隔间 ２４ ｈ 连续注射 ６ 次。 注射 ＭＰＳ 期间，
每天每只大鼠相应腹部处注射青霉素 １０ 万单位，连
续 ６ 次，预防感染。 腹部注射 ＦＴＺ 按照人的临床等

量剂量换算。 正常组注射与 ＦＴＺ 等体积生理盐水。
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检测

（１）扫描参数：由 Ｓｃａｎｃｏ 公司提供 μＣＴ１００ 柜

式锥形束微型 ＣＴ。 Ｘ 线 ５ μｍ 焦点直径，３０ － ９０
ｋＶｐ ／ ２０ － ５０ ｋｅＶ（１６０ μＡ）；探测器为 ３０７２ × ４００；分
辨率：１􀆰 ２５ μｍ， ４ μｍ；图像矩阵：５１２ × ５１２ 至 ８１９２
× ８１９２。 扫描尺寸为 １００ ｍｍ ×１４０ ｍｍ （ϕＸｌ）。

（２）扫描方法：将纳入研究的 ＧＩＯＰ 大鼠及对照

组通过尾静脉空气注射处死，延双侧臀肌外侧切开，
暴露双侧股骨头，用咬骨嵌取下左侧股骨头及转子

部（不破坏及挤压股骨头部骨小梁）。 给予 ４％多聚

甲醛固定 ２ 周。 将股骨纵轴与显微 ＣＴ 检查床滑轨

的移动轴平行近端进行 ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 扫描。 对 ｍｉｃｒｏ⁃
ＣＴ 扫描图像经校准后手动选取股骨头区域建立三

维兴趣区（ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ，ＲＯＩ），兴趣区为完整股

骨头区域。

（３）检测指标：组织体积（ＴＶ，ｔｉｓｓｕｅ ｖｏｌｕｍｅ）、骨
体积（ＢＶ，ｂｏｎｅ ｖｏｌｕｍｅ）；在直接测量和三角测量法

（ｔｒｉａｎｇｕｌａｔｉｏｎ，ＴＲＩ）模式下，对骨小梁数量（ ｔｒａｂｅｃｕ⁃
ｌａｒ ｎｕｍｂｅｒ， Ｔｂ． Ｎ）、骨小梁厚度 （ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｔｈｉｃｋ⁃
ｎｅｓｓ，Ｔｂ． Ｔｈ）、骨小梁分离度（ ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ／
ｓｐａｃｉｎｇ，Ｔｂ． Ｓｐ）；并进行三维重建。
１􀆰 ２􀆰 ４　 苏木精⁃伊红（ＨＥ）染色

截取股骨全长并剔除周围肌肉，沿正中冠状面

剖开，用 ４％ 甲醛溶液（ ｐＨ ７􀆰 ４）固定 ４８ ｈ，再置于

１０％ ＥＤＴＡ⁃Ｔｒｉｓ 缓冲液中脱钙，隔天更换脱钙液，直
至完全脱钙以后，流水冲洗，逐级乙醇脱水，二甲苯

透明处理 ２ ｈ，石蜡包埋、切片，切片厚度为 ４ μｍ，常
规 ＨＥ 染色。 光镜下观察骨髓腔内骨髓细胞、骨小

梁及骨细胞形态等。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＧＩＯＰ 大鼠来源 ＢＭＳＣｓ 与 ＦＴＺ 干预

（１）细胞培养：ＤＭＥＭ 培养基内含 １００ ＩＵ 青霉

素、１００ μｇ ／ ｍＬ 链霉素，三维支架经 ＰＢＳ 缓冲液冲洗

后置于 ＤＭＥＭ 培养基中。 选取 ３􀆰 ５ 月龄 ＳＰＦ 级雄

性大鼠 ２０ 只建立 ＧＩＯＰ 模型后（方法同上述动物实

验），分离模型大鼠骨髓间充质干细胞 （ｂｏｎｅ ｍｅｓｅｎ⁃
ｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ＢＭＳＣｓ） 细胞，先在 ＤＭＥＭ 培养

基中培养至细胞密度 ２ × １０６ 个 ／ ４０ μＬ，分别行成骨

诱导分化。
（２）ＦＴＺ 含药血清制备：ＳＰＦ 级雄性大鼠 １０ 只，

参照《药理实验方法学》中人鼠用药量及体表面积

计算得出 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠的等效剂量，以 ５ 倍等效剂量

对 ＦＴＺ 含药血清组大鼠进行灌胃，２ 次 ／日，连续给

药 ７ ｄ，第 ８ 天清晨一次灌服全天剂量，１ ｈ 后用体积

分数 １０％水合氯醛麻醉，腹主动脉采集血液后在 ３
０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ 后分别获得 ＦＴＺ 含药血清及

正常大鼠血清，相同组别大鼠血清合并，经 ５６℃恒

温水浴灭火 ３０ ｍｉｎ， － ２０℃冰箱保存备用。
１􀆰 ２􀆰 ６　 染色法检测成骨分化能力

将模型组大鼠腹部解剖，收集腹主动脉血液，并
进行分离提取 ＢＭＳＣｓ。 将 ＢＭＳＣｓ 分为四组，包括空

白对照组、５０ ｎｇ ／ ｍＬ ＢＭＰ２（对照组）、２０ ｎｇ ／ ｍＬ ＦＴＺ
（实验组）。 ５０ ｎｇ ／ ｍＬ ＢＭＰ２ 和 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ ＦＴＺ 进行

成骨诱导液诱导 ＢＭＳＣｓ。
（１）碱性磷酸酶（ＡＬＰ）法检测细胞分化：ＢＭＳＣｓ

使用胰酶进行消化，以 １ × １０４ｍＬ － １孔密度接种于 ９６
孔板（设 ６ 个复孔），培养 ２４ ｈ，吸去培养基，加入相

应的处理培养基，培养 ４８ ｈ 后，根据 ＡＬＰ 试剂盒说

明书进行检测。

８３



中国实验动物学报 ２０１８ 年 ２ 月第 ２６ 卷第 １ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０１８，Ｖｏｌ． ２６ Ｎｏ． １

（２）钙化结节染色：将 ＢＭＳＣｓ 以 １ × １０４ｍＬ － １孔

密度接种于 ６ 孔培养板上，培养 ２４ ｈ，根据分组加入

相应的含药培养基（每孔 ２ ｍＬ），每种浓度设 ２ 个复

孔，每 ７２ ｈ 液一次，连续培养 ２１ ｄ，经茜素红染色

后，显微镜观察钙化结节形成过程。
１􀆰 ２􀆰 ７　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

（１）ｃＤＮＡ 的合成：按下列组份配置 ＲＴ 反应液

（在冰上进行）：反应液轻柔混合后进行反转录反

应，条件如下：３７℃ １５ ｍｉｎ、８５℃ ５ ｓｅｃ、４℃。 合成试

剂：１ × ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （ Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ
Ｔｉｍｅ）， ２ μＬ；ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ ｄＨ２Ｏ， １０ μＬ。

（２）荧光定 ＰＣＲ 分析：ＰＣＲ 验证成骨细胞标志

物 ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２、ＯＣＮ 表达；通过 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／进入 Ｇｅｎｂａｎｋ 数据库，查找相应的基

因序列，根据基因 ｍＲＮＡ 的序列，利用 Ｐｒｉｍｅｒ３Ｐｌｕｓ
软件进行引物设计，利用 Ｏｌｉｇｏ７ 软件对引物结构进

行分析，利用网站进行引物的特异性分析（ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｐｒｉｍｅｒ⁃ｂｌａｓｔ ／ ）。 设置

ＮＴＣ 对照以验证实验材料有无污染、ＮＲＴ 对照以明

确有无基因组污染。 以 β 照以明确有无为内参，每
个样品 ３ 复孔，按下列组份配置 ＰＣＲ 反应液（在冰

上进行）：１ × ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＩＩ （ Ｔｌｉ ＲｎａｓｅＨ
Ｐｌｕｓ） （２ × ）， １２􀆰 ５ μＬ；０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ × ＰＣＲ Ｆｏｒｗａｒｄ
Ｐｒｉｍｅｒ （１０ μＬ）， １ μＬ；０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ × ＰＣＲ Ｒｅｖｅｒｓｅ
Ｐｒｉｍｅｒ （１０ μＬ）， １ μＬ；ＤＮＡ 模版 （ ＜ １００ ｎｇ），２
μＬ；ｄＨ２Ｏ （灭菌蒸馏水） （８􀆰 ５ μＬ）。

（３） 采用两步法 ＰＣＲ 扩增标准程序： Ｓｔｅｐ１：
９５℃ ３０ ｓ；Ｓｔｅｐ２：ＰＣＲ 反应；ＧＯＴＯ：３９ （４０Ｃｙｃｌｅｓ）；
９５℃ ５ ｓ；６０℃ ３０ ｓ；Ｓｔｅｐ３：Ｍｅｌｔ Ｃｕｒｖｅ。 根据扩增效

率选择 ΔΔ 据扩法或 Ｐｆａｆｆｌ 法统计各组各感兴趣基

因相对表达量的差异，并将 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 的结果与

ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 定量分析的结果进行 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析。
１􀆰 ２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

样品制备：对于骨组织，用液氮预冷，从液氮中

取出德股骨头称重后放入研磨钵中，研磨至粉末状，
按 ５０ ｍｇ 骨组织 ／ ２００ μＬ ＲＩＰＡ 裂解液制备样品。
ＢＭＳＣｓ 用 裂 解 液 裂 解 细 胞， 刮 净 培 养 板， ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ：分别制备 １０％分离胶、５％浓缩胶，待凝胶聚

合后，注入电泳缓冲液。 样品裂解液与上样缓冲液

按 ５∶ １充分混匀，置沸水浴中加热 ５ ｍｉｎ，冷却后用

微量移液器吸取样品与预染蛋白 ｍａｒｋｅｒ 点样并电

泳。 转膜缓冲液中制作滤纸、凝胶、ＰＶＤＦ 膜 “三明

治”，３５０ ｍＡ 转膜 ３ ｈ。 取出 ＰＶＤＦ 膜置于盛有 ５％

脱脂奶粉的封闭液的平皿中，置于摇床上室温封闭

１ ｈ。 倾倒封闭液，加入一抗 （Ｗｎｔ３ａ、 ＭＥＫＫ２、 ｐ⁃
ＭＥＫＫ２ ／ ３、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 按 １ ∶ １０００ 稀释，ＧＡＰＤＨ 按 １ ∶
２０００ 稀释），摇床上室温振荡孵育 ２ ～ ４ ｈ，孵育过

夜。 回收一抗，用 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ ～ ５ 次，每次 １０ ｍｉｎ。
加入相应二抗（１ ∶ １０００）。 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次 ５
ｍｉｎ，ＴＢＳ 洗涤 １ 次，１ ｍｉｎ。 将发光显色试剂盒中的

显色剂 Ａ 和 Ｂ 等体积混合后，加在 ＰＶＤＦ 膜上充分

接触反应 ２ ｍｉｎ 后，将 ＰＶＤＦ 膜移至另一保鲜袋中，
放入凝胶成像系统中进行成像分析。 先曝光约 ３ ～
５ ｍｉｎ，根据信号的强弱适当调整曝光时间，分析结

果，使用 ｉｍａｇｅ⁃ｐｒｏ ｐｌｕｓ 软件进行半定量分析。
１􀆰 ２􀆰 ９　 Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ 报告实验

以 ＴＯＰＦｌａｓｈ 为报告质粒，ＦＯＰＦｌａｓｈ 为阴性对

照。 用 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 转染。 转染质粒前 ２４ ｈ
将 ＢＭＳＣｓ 以 １ × １０４ ｍＬ － １孔密度接种至 ９６ 孔板中，
根据操作说明书向每孔中转染 ＴＯＰ⁃Ｆｌａｓｈ 或 ＦＯＰ⁃
Ｆｌａｓｈ 和 ｐＲＬ⁃ＴＫ 质粒共转染 ＢＭＳＣｓ。 转染 ２４ ｈ 后

按空白对照组、ＢＭＰ２、ＦＴＺ 更换诱导液，继续培养 ４８
ｈ，随后裂解细胞。 采用双荧光素酶报告系统在多功

能微孔板分析仪上测定光值，读取荧光值和吸光值，
二者的比值即为该质粒转染细胞所得的荧光素酶的

相对活性。 以对照组均值为 １００％ 计， 其他处理组

与对照组的比值为相对 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ／ ＴＣＦ ／ ＬＥＦ 转录

活性。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ １３􀆰 ０ 统计软件进行统计分析。 计量

资料结果以均数 ± 标准差表示，采用组间两独立样

本 ｔ 检验及方差分析（ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ） 进行统计分

析，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＧＩＯＰ 造模过程事件分析

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ４８ 只。 ３６ 只用于建立 ＧＩＯＰ 模型，
其有 ２ 只在注射 ＭＰＳ 后 ２４ ｈ 死亡，３４ 只存活，存活

率为 ９５％ ，补足后。 甲强龙组（模型组）、甲强龙 ＋
生理盐水灌胃组（阴性对照组）、甲强龙 ＋ ＦＴＺ 灌胃

（实验组）在除甲强龙干预前共有 ３６ 只出现骨质疏

松征象，骨质疏松发生率为 ９０％ （９ ／ １０）。
２􀆰 ２　 ＧＩＯＰ 模型造模与干预评价

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠用于建立 ＧＩＯＰ 模型：模型组：骨小梁

稀疏变细，出现骨髓细胞碎片，细胞数目及网状结构

较正常稀疏。 正常组：骨小梁完整，骨小梁中的骨细

９３
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胞清晰可见。 可见成骨活动较为活跃，骨小梁形态较

好；Ｄ 为阳性对照组。 各组骨小梁与组织体积比比

较，实验组与模型组之间差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
（见图 １）

注：Ａ． 正常对照组（ａ）、模型组（ｂ）、实验组（ｃ）、空白对照组（ｄ）；Ｂ． 各组 ＢＴ ／ ＴＶ 比值。 （ 􀭰ｘ ± ｓ，ｇ），∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 １　 各组大鼠镜下组织病理切片（ × １００）
Ｎｏｔｅ． Ｆｉｇ． １ Ａ： ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ （ａ）， ＧＩＯＰ ｇｒｏｕｐ （ｂ）， ＦＴＺ ｇｒｏｕｐ （ｃ）， ｂｌａｎｋ Ｇｒｏｕｐ （ｄ） ． Ｆｉｇ． １Ｂ： Ｒａｔｉｏ ｏｆ ＢＴ ／ ＴＶ ｆｏｒ ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ （ 􀭰ｘ ± ｓ，ｇ）， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇ． １　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ

２􀆰 ３　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检测 ＧＩＯＰ 模型骨微结构

Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 检测发现，模型组与正常对照组相比，
前者 ＢＶ ／ ＴＶ、Ｔｂ． Ｎ、Ｔｂ． Ｔｈ 值降低，Ｔｂ． Ｓｐ 值升高（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５）。 实验组与模型组相比，前者 ＢＶ ／ ＴＶ、Ｔｂ．
Ｎ、Ｔｂ． Ｔｈ 值升高，Ｔｂ． Ｓｐ 值降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），差异有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），空白对照组相应指标与模型组

差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） （图 ２Ｂ）。 ＲＯＩ 三维重建

可见模型组骨小梁紊乱，可见普遍断裂，骨质较少；
实验组相对而言骨质改善，骨小梁有局部性修复，说
明 ＦＴＺ 增加 ＧＩＯＰ 大鼠模型的骨小梁修复和促进微

观骨性结构改善（图 ２Ａ）。
２􀆰 ４　 ＦＴＺ 调控骨组织内 Ｗｎｔ３ａ、ＭＥＫＫ２、β⁃ｃａｔｅ⁃
ｎｉｎ 蛋白表达

运用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 进行检测 ＭＥＫＫ２⁃Ｗｎｔ 偶联的

关键蛋白 Ｗｎｔ３ａ、ＭＥＫＫ２、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达水平。
结果如图 ３ 显示，在实验组内，Ｗｎｔ３ａ 蛋白表达水平

较模型组高，ＭＥＫＫ２ 蛋白表达水平较模型组升高，β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达水平较模型组增高，模型组与空白对

照组差异无显著性（Ｐ ＞０􀆰 ０５），提示 ＦＴＺ 调控骨组织

内 Ｗｎｔ３ａ、ＭＥＫＫ２、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达，通过 ＭＥＫＫ２⁃
Ｗｎｔ 偶联信号通路从而促进 ＧＩＯＰ 成骨功能。

２􀆰 ５　 ＦＴＺ 促进碱性磷酸酶染色和茜素红染色

同等干预条件下，各组 ＢＭＳＣｓ 接受经茜素红染

色检测矿化结节，如图 ４ Ａ、Ｂ 所示。 ＢＭＰ２ 和 ＦＴＺ
干预后形成的矿化密度均显著高于对照组，差异有

显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＦＴＺ 处理组矿化密度较 ＢＭＰ２
处理组少，结果提示 ＦＴＺ 能显著增强 ＢＭＰ２ 的矿化

能力。 如图 ４Ｃ、Ｄ，与对照组相比，ＦＴＺ 对正常大鼠

ＢＭＳＣｓ 具有成骨诱导作用，可显著提高细胞 ＡＬＰ 活

性，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），但较 ＢＭＰ２ 诱导效能

较弱，差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ６　 ＦＴＺ 对成骨相关基因的表达作用影响

分组同前，在干预和诱导 ＢＭＰ２ 和 ＦＴＺ 后，提取

细胞总 ＲＮＡ， ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测成骨相关基因 ＡＬＰ、
Ｒｕｎｘ２、ＯＣＮ 的 ｍＲＮＡ 表达水平，结果如图 ５ Ａ 显

示，ＢＭＰ２ 与 ＦＴＺ 诱导组的 ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２、ＯＣＮ 基因表

达均比对照组高，差异有显著性 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与

ＡＬＰ 活性检测和茜素红染色实验结果相一致。 结果

表明 ＦＴＺ 对体外诱导 ＢＭＳＣｓ 向成骨细胞分化的相

关基因有促进作用。
２􀆰 ７　 ＦＴＺ 调控 ＭＥＫＫ２、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达

分组同前，对 ＢＭＳＣｓ 进行 ＢＭＰ２ 和 ＦＴＺ 干预诱

导、诱导后行 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＭＥＫＫ２ 和 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
蛋白表达水平，结果如图 ５Ｂ⁃Ｃ 显示，ＢＭＰ２ 和 ＦＴＺ
干预 ＢＭＳＣｓ 均能明显提高 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的蛋白水平，
差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＭＥＫＫ２ 与 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 　

０４
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注：Ａ． 各组 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 三维重建影像（ 􀭰ｘ ± ｓ，ｇ）；Ｂ． 各组 ＢＶ ／ ＴＶ、Ｔｂ． Ｎ、Ｔｂ． Ｔｈ、Ｔｂ． Ｓｐ 等参数比较。 正常对照组、模型组、实验组、空白对

照组。∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
图 ２　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 和三维重建

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ 􀭰ｘ ± ｓ， ｇ） ． Ｂ． ＢＶ ／ ＴＶ， Ｔｂ． Ｎ， Ｔｂ． Ｔｈ， Ｔｂ． Ｓｐ ｏｆ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ＧＩＯＰ ｇｒｏｕｐ，
ＦＴＺ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｂｌａｎｋ Ｇｒｏｕｐ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ２　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ａｎｄ ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｅｓ

注：骨组织内 Ｗｎｔ３ａ（Ａ、Ｄ）、ＭＥＫＫ２（Ｂ、Ｅ）、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ（Ｃ、Ｆ）蛋白表达（ 􀭰ｘ ± ｓ，ｇ）。∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
图 ３　 ＦＴＺ 对骨组织内蛋白表达的作用

Ｎｏｔｅ． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｗｎｔ３ａ （Ａ， Ｄ）， ＭＥＫＫ２ （Ｂ， Ｅ）， β⁃ｃａｔｅｎｉｎ （Ｃ， Ｆ） ｉｎ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅ （ 􀭰ｘ ± ｓ，ｇ） ． Ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ， ＧＩＯＰ ｇｒｏｕｐ， ＦＴＺ
ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＦＴＺ ｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅｓ
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注：Ａ ～ Ｂ． 空白对照组、ＢＭＰ２ 组、ＦＴＺ 组的茜素红染色检测及矿化密度比较；Ｃ ～ Ｄ． 各组 ＡＬＰ 染色检测及 ＡＬＰ 密度比较。
∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ４　 大鼠骨组织中矿化密度的变化（茜素苏红染色和 ＡＬＰ 染色， × ２００）
Ｎｏｔｅ． Ａ⁃Ｂ： ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ＢＭＰ２ ｇｒｏｕｐ， ＦＴＺ ｇｒｏｕｐ （ 􀭰ｘ ± ｓ，ｇ）， ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｃ⁃Ｄ： ＡＬＰ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ＡＬＰ ｄｅｎｓｉｔｙ （ 􀭰ｘ ± ｓ，ｇ） ．
∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔ ｂｏｎｅ ｔｉｓｓｕｅｓ（Ａｌｉｚａｒｉｎ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ＡＬＰ ｓｔａｎｉｎｇ）

变化规律保持基本一致，经 ＦＴＺ 干预后，ＢＭＰ２ 和

ＦＴＺ 组蛋白水平较前逐步上升，差异有显著性（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。
２􀆰 ８　 ＦＴＺ 促进 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ／ ＴＣＦ ／ ＬＥＦ 转录活性

本实验通过检测 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ／ ＴＣＦ ／ ＬＥＦ 转录活

性，证实 ＦＴＺ 对Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路下游靴基因

的激活作用，向 ＢＭＳＣｓ 共转染 ＴＯＰ⁃Ｆｌａｓｈ 质粒和海

肾荧光素酶载体 ｐＲＬ⁃ＴＫ 进行荧光素酶检测。 结果

如图所示，与对照组相比， ＦＴＺ 处理组 ＴＯＰ⁃Ｆｌａｓｈ 报

告基因的荧光素酶活性显著增强，ＦＯＰ⁃Ｆｌａｓｈ 报告基

因没有明显变化，在阴性对照组中结果相反。 结果

说明 ＦＴＺ 可增强 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ／ ＴＣＦ ／ ＬＥＦ 转录活性，激
活 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路下游靶基因的表达，差异

有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

３　 讨论

ＧＩＯＰ 是由于长期使用糖皮质激素（ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉ⁃

ｃｏｉｄ， ＧＣ）所导致的骨代谢紊乱所致，主要表现为血

清游离脂肪酸含量增高，骨髓间充质干细胞（ＢＭ⁃
ＳＣｓ）成骨分化降低，骨量减少［１， ２， １０］。 作为继发性

的骨质疏松症，ＧＩＯＰ 是中青年人群发生骨质疏松症

和医源性骨质疏松症的重要诱因［１０ － １１］。 如何拮抗

ＧＣ 副作用以有效防治 ＧＩＯＰ 中骨代谢紊乱具有关

键性意义。 （１）目前认为 ＧＣ 通过经典 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅ⁃
ｎｉｎ 通路扰乱骨细胞分化［１２］。 而另有研究认为，
ＭＥＫＫ２ 经非经典 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路调控，是抑制脂肪

堆积，稳定成骨细胞活性的另一关键环节，与 Ｗｎｔ
通路通过偶联机制共同对 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 泛素化进行调

控［１３］。
ＧＣ 抑制 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 经典通路，加速 β⁃ｃａｔｅ⁃

ｎｉｎ 磷酸化降解，从而激活泛素系统是造成 ＧＩＯＰ 的

重要环节和基础分子机制。 ＭＥＫＫ２ 可有效的维持

β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的稳定。 研究表明，过表达的 ＭＥＫＫ２ 会

导致 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 表达呈剂量依赖性的增加，而正是这

２４
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注：Ａ． ＦＴＺ 对空白对照组、ＢＭＰ２ 组、ＦＴＺ 组成骨相关基因 ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２、ＯＣＮ 的干预表达作用（从左至右， 􀭰ｘ ± ｓ，ｇ）；Ｂ⁃Ｃ． ＦＴＺ 对 ＢＭＳＣｓ 干

预后 ｐ⁃ＭＥＫＫ２ ／ ３ 和 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达变化（ 􀭰ｘ ± ｓ，ｇ）；Ｄ． ＦＴＺ 对 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ／ ＴＣＦ ／ ＬＥＦ 转录活性作用影响，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ５　 ＦＴＺ 对 ＢＭＳＣｓ 的蛋白、基因表达干预

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＦＴＺ ｏｎ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ＡＬＰ， Ｒｕｎｘ２， ＯＣＮ ｆｏｒ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ＢＭＰ２ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＦＴＺ ｇｒｏｕｐ （ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ， 􀭰ｘ ± ｓ，ｇ） ．
Ｂ⁃Ｃ． ｐ⁃ＭＥＫＫ２ ／ ３ ａｎｄ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＢＭＳＣｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ＦＴＺ （ 􀭰ｘ ± ｓ，ｇ） ． Ｄ， Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＦＴＺ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ β⁃ｃａｔｅ⁃

ｎｉｎ ／ ＴＣＦ ／ ＬＥＦ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ５　 Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＦＴＺ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＢＭＳＣｓ

一种正向调控作用对维持成骨细胞内 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的

稳定性至关重要。 ＭＥＫＫ２ 属于 ＭＡＰＫ 家族中

ＭＥＫＫ ／ ＳＥＴ１１ 亚家族成员。 最初 ＭＥＫＫ２ 作为 ＪＮＫ
信号途径强有力的激活剂，主要的认识在于激活

ＥＲＫ１ ／ ２、ＥＲＫ５ 和 Ｐ３８ 等其他 ＭＡＰＫ 信号转导途

径，进而影响成骨细胞的增殖、分化、凋亡等生理过

程［１４］。 但随后这一价值被进一步研究，而 ＭＥＫＫ２
作为骨形成调控的重要性也逐步凸现。 研究者在敲

除了 Ｍｅｋｋ２ － ／ － 狗的颅盖骨培养的成骨细胞中，发现

成骨指标 ＣＯＬ⁃Ⅰ、骨涎蛋白（Ｂｓｐ）、骨钙素（ＯＣ）表
达显著降低，细胞矿化能力减弱和骨形成率降低。
在 Ｍｅｋｋ２ － ／ － 和 Ｆｇｆ２ － ／ － 小鼠的表型中观察到，动物

模型骨量的减少和骨量降低一致， 表明 ＦＧＦ２ ／
ＭＥＫＫ２ 作为一个调控共同体有助于维持成人骨

量［１５］。
ＭＥＫＫ２ 通过非经典通路来抑制 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 泛素

化，控制 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的稳定性以维持骨细胞活性。 该

途径在生物化学和功能上均独立于经典的 Ｗｎｔ 介
导的 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ［１３， １６］。 具体的信号路径如下：ＦＧＦ２

激活 ＭＥＫＫ２， 并 且 在 Ｓ６７５ 活 化 ＭＥＫＫ２， 导 致

ＵＳＰ１５ 的募集，ＵＳＰ１５ 进一步从 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 中去除泛

素，防止其组成蛋白酶产生依赖性周转。 区别于经

典 Ｗｎｔ 刺激通过阻止 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 泛素化起作用，但
ＭＥＫＫ２ 途径促进 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 去泛素化［１７］。 虽然

ＭＥＫＫ２ 和 Ｗｎｔ 途径似乎是不同的，但是这两个途

径均通过逆转或阻止 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的基础泛素化和降

解以发挥其促进细胞成骨分化和活性增强作用。
ＭＥＫＫ２⁃Ｗｎｔ 这一分子偶联模型的构建业已被论证

和详细阐述，并对骨代谢起着重要作用。
基于上述的分子偶联模型，本研究尝试运用中

药复方进行偶联的节点介导，解析“补肾祛湿法”精
细化调控 ＭＥＫＫ２⁃Ｗｎｔ 偶联以拮抗 ＧＣ 作用靶点和

效用性，并逐步推广于临床实践指导。 因此，本实验

采用“补肾祛湿法”的经验方 ＦＴＺ 作为干预的中药

复方。 该中成药主要用于调脂、抑斑块、保护内皮等

一系列心血管作用。 超剂量 ＧＣ 作用下能够诱导

ＢＭＳＣｓ 向脂肪细胞分化，增加了脂肪细胞沉积，病
理性失调导致机体骨代谢紊乱，进而引发出现成骨

３４
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细胞凋亡。 从中医药的角度，该病机属于“肾虚兼

湿邪内阻”，因此采用“补肾祛湿法”是针对 ＧＣ 导

致骨代谢紊乱副作用的治法。 利用 ＦＴＺ 的效用性

在 ＧＩＯＰ 中精细化 ＭＥＫＫ２⁃Ｗｎｔ 偶联，从而拮抗 ＧＣ
副作用，改善骨微环境的骨脂代谢功能，促进成骨分

化和抑制骨丢失，是本项目组根据传统中医药对于

ＦＴＺ 补肾化湿的药效定义，及大量中医药临床实践

所提出来的科学假设。
综上所述，本研究从动物实验和细胞培养两个

层面观察 ＦＴＺ 对 ＧＩＯＰ 大鼠的防治作用，同时运用

分子生物学技术，明确了 ＦＴＺ 对Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号

通路中关键因子 ＭＥＫＫ２、Ｗｎｔ３ａ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 等的表

达变化，测定成骨分化相关基因 ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２、ＯＣＮ
表达，并对成骨功能进行初步验证，为临床防治

ＧＩＯＰ 的合理用药提供实验依据。
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