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肝炎的中医治疗［Ｊ］ ． 中西医结合肝病杂志，２０２３，３３（８）：７４５．
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补益肝肾汤对骨关节炎合并肝肾不足型
骨质疏松症模型的影响研究

王　 羿１，徐远坤２，袁云飞３，孙　 权２，郑明慧２，郑曙光２∗

（１． 贵州中医药大学，贵州 贵阳　 ５５００２５；
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摘要：目的 探究补益肝肾汤对骨关节炎合并肝肾不足型骨质疏松症模型的影响研究。 方法 构建小鼠膝骨关节炎模型，
模型构建成功后，采用卵巢摘除去势法构建骨质疏松模型。 模型构建成功后，补益肝肾汤灌胃给药，连续 ３０ｄ，每天 １ 次。
给药结束，颈椎脱臼法对小鼠进行处死，取膝关节骨组织行 ｍｉｃｒｏＣＴ 检测骨密度变化情况， ＨＥ 染色、免疫组化检测其中

ＴＧＦ － β １、ｓｍａｄ２、ｓｍａｄ３、ＡＬＫ５、Ｓｏｘ９、ＡＫＴ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＰＩ３Ｋ、ｍＴＯＲ 的表达情况。 取外周血样本，ＥＬＩＳＡ 法检测血清骨碱性

磷酸酶（ＢＡＬＰ）、骨钙素（ＯＣ）、Ｉ 型原胶原 Ｎ － 端前肽（ＰＩＮＰ），抗酒石酸酸性磷酸酶 ５ｂ（ＴＲＡＣＰ － ５ｂ）、Ｉ 型胶原交联 Ｃ －
末端肽（ＣＴＸ）、雌二醇（Ｅ２）的表达情况，ＷＢ 检测其中 ＴＧＦ － β １、ＡＬＫ５、Ｓｏｘ９、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 的表达情况。 结果 与空白对照

组相比，骨关节炎合并肝肾不足型骨质疏松症模型组小鼠骨体积分数 ＢＶ ／ ＴＶ 减少，其软骨组织退变程度显著增加、炎性

细胞浸润程度升高、嗜复红蛋白沉积升高；ＢＡＬＰ、ＯＣ、ＰＩＮＰ、ＴＲＡＣＰ － ５ｂ、ＣＴＸ 的表达明显升高，雌二醇 Ｅ２ 的表达明显下

降，ＴＧＦ － β１、ＡＬＫ５、ｓｍａｄ２、ｓｍａｄ３、Ｓｏｘ９、ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｍＴＯＲ 的表达发生显著下调（Ｐ ＜ ０． ０５）；相较于模型组，补益

肝肾汤治疗后小鼠膝关节骨密度显著增加；小鼠软骨组织退变程度减弱、炎性细胞浸润数目减少、嗜复红蛋白沉积减轻；
ＢＡＬＰ、ＯＣＮ、ＰＩＮＰ、ＴＲＡＣＰ － ５ｂ、ＣＴＸ 的表达明显下降，雌二醇 Ｅ２ 的表达明显升高，ＴＧＦ － β１、ＡＬＫ５、ｓｍａｄ２、ｓｍａｄ３、Ｓｏｘ９、
ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｍＴＯＲ 的表达发生显著上调（Ｐ ＜ ０． ０５）。 结论 小鼠骨关节炎合并肝肾不足型骨质疏松病型下，
ＴＧＦβ１ － ＳＯＸ９ ／ ｐ７０Ｓ６ － 细胞外基质信号通路的调节具有重要作用，并且补益肝肾汤可以通过激活 ＴＧＦβ１ － ＳＯＸ９ ／ ｐ７０Ｓ６
－ 细胞外基质信号通路进而影响骨代谢的水平的变化最终对骨关节炎合并肝肾不足型骨质疏松症起治疗作用。
关键词：补益肝肾汤；　 骨关节炎；　 肝肾不足；　 骨质疏松症；　 ＴＧＦβ１ － ＳＯＸ９ ／ ｐ７０Ｓ６—细胞外基质信号通路

ＤＯＩ 标识：ｄｏｉ：１０． ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００８⁃０８０５． ２０２４． ０５． １０
中图分类号：Ｒ２８５． ５　 　 文献标识码：Ａ　 　 文章编号：１００８⁃０８０５（２０２４）０５⁃１０６７⁃０５

　 　 骨质疏松症（ＯＰ）主要特征是单位体积内骨量低下、骨组织
破坏、骨骼强度下降，骨脆性增加为主要临床特征的一种退行性
骨骼疾病［１］ ；骨性关节炎（ＯＡ）是以关节软骨变性、退变，软骨破
坏和骨质增生为主要临床特征的一种退行性骨关节疾病［２］ 。

Ｐｏｐｌｉ 通过研究发现，骨质疏松症整个疾病发生、发展变化的过程
中，人体内部诸多炎症因子的含量整体出现异常升高，不同炎症
因子通过对成骨细胞、破骨细胞的影响，骨转换的平衡状态被打
破，最终致使骨质疏松症的发生［３］ ；而骨性关节炎的发生、发展
主要因为基因表达的变化和活性氧产生的刺激，改变了关节内组
织的代谢和软骨下骨、以及软骨下骨组织的骨吸收状态，致使膝
关节的关节软骨和软骨下骨内部多种促炎性细胞因子的反应水
平升高［４］ ，国内外研究者研究发现炎症与 ＯＰ 及 ＡＯ 的发展有着
密切的关系［５，６］ 。

骨质疏松症在祖国医学中属于 “骨痹”“骨痿”的范畴，是一
种以脾肾亏虚为本，瘀血阻络为标的本虚标实的疾病。 中医认为
“肾主骨”“肝主筋”“脾主肌肉”，故治疗本病以补益肝肾、健脾益
气和活血通络为主。 补益肝肾汤具有补肝肾，袪风湿，强筋骨，舒
筋活血，通络止痛的作用。 本方在补益肝肾的同时，兼用祛风化
湿的中药材，达到补肾柔肝，舒筋活络、祛风除湿，止痹痛的作用。
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根据现代药理研究，本方具有抗骨质疏松、推动成骨细胞、改善滑
膜组织病理变化、抗风湿、消炎镇痛等多种作用，通过对人体的整
体调节，实现改善关节肿痛、屈伸不利等关节症状的目的。 同时
能降低 ＥＳＲ、ＣＲＰ、ＲＦ、ＣＣＰ、ＡＬＰ，提高血钙浓度和骨密度水平，达
到改善患者病情和机体状态，预防病情反复发作的效果。 众多临
床研究发现补益肝肾汤对骨质疏松症和骨关节炎具有确切的疗
效，能有效减轻骨质疏松症和骨性关节炎患者的疼痛，因此本研
究试图探讨补益肝肾汤对骨质疏松症合并骨关节炎的影响，从代
谢因子方面为补益肝肾汤治疗该型疾病（共病）提供理论依据。
１　 材料与仪器
１． １　 动物 ２４ 只 Ｃ５７ｂｌ ／ ６ｊ 小鼠，雌性 ６ ～ ８ 周。 饲养条件：温度
１８ ～ ２５℃，相对湿度：３０％ ～ ６０％ 。 许可证号：ＳＣＸＫ（湘）２０２２ －
０００４，由湖南斯莱克景达实验动物有限公司提供。
１． ２　 试剂 ＴＧＦ － Ｂ１（ｂｓ － ００８６Ｒ，Ｂｉｏｓｓ）；ＡＬＫ５ （ｂｓ － ０６３８Ｒ，Ｂｉ⁃
ｏｓｓ）；ｓｍａｄ３（ａｆ６３６２，Ａｆｆｉｎｉｔｙ）；ｓｍａｄ２（ｂｓ － ０７１８Ｒ，Ｂｉｏｓｓ）；ＳＯＸ９（ｂｓ
－ ４１１７Ｒ， Ｂｉｏｓｓ ）； Ｐ７０Ｓ６Ｋ （ １４４８４ － １ － ａｐ， Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ）； ＰＩ３Ｋ
（２１７３９ － １ － ＡＰ， Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ ）； ＡＫＴ （ ａｂ８８０５， ａｂｃａｍ）； ＭＴＯＲ
（６６８８８ － １ － Ｉｇ，Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ）；小鼠 Ｉ 型前胶原 Ｎ 端前肽（ＰＩＮＰ）试
剂盒（ＥＤ － ２００７２，仑昌硕）；小鼠 Ｉ 型胶原 Ｃ － 末端肽交联（Ｓ －
ＣＴＸ）试剂盒（ＥＤ － ２３４８１，仑昌硕）；小鼠骨钙素（ＢＧＰ；ＯＣＮ）试
剂盒（ＥＤ － ２０３３４，仑昌硕）；小鼠骨碱性磷酸酶（ＢＡＬＰ）试剂盒
（ＥＤ － ２０３３５，仑昌硕）；小鼠抗酒石酸酸性磷酸酶 ５ｂ（ＴＲＡＣＰ －
５ｂ）试剂盒 （ ＥＤ － ２８１２７，仑昌硕）；小鼠雌二醇 （ Ｅ２ ） （ＭＭ －
０５６６Ｍ２，酶免）；目的一抗：Ｒａｂｂｉｔ Ａｎｔｉ ＴＧＦ － β １ （ｂｓ － ００８６Ｒ，Ｂｉ⁃
ｏｓｓ，１ ／ １０００）；目的一抗：Ｒａｂｂｉｔ Ａｎｔｉ ＡＬＫ５ （ｂｓ － ０６３８Ｒ，Ｂｉｏｓｓ，１ ／
５００）；目的一抗：Ｒａｂｂｉｔ Ａｎｔｉ Ｓｏｘ９ （ ｂｓ － ４１７７Ｒ，Ｂｉｏｓｓ，１ ／ ５００）；目
的一抗：Ｒａｂｂｉｔ Ａｎｔｉ ＰＩ３Ｋ （ＡＦ６２４１，Ａｆｆｉｎｉｔｙ，１ ／ １０００）；目的一抗：
Ｒａｂｂｉｔ Ａｎｔｉ ＡＫＴ （ＡＦ４７１８，Ａｆｆｉｎｉｔｙ，１ ／ １０００）。
１． ３　 仪器 ＢＸ４３ 显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ）；２２３５ 切片机（Ｌｅｉｃａ）；ＤＹＹ
－ ６Ｃ 蛋白垂直电泳仪（北京市六一仪器厂）；Ｃｈｅｍｉ ＤｏｃＴＭ ＸＲＳ
＋超高灵敏度化学发光成像系统（伯乐生命医学产品（上海）有
限公司）；Ｓｋｙｓｃａｎ１２７６ Ｘ － Ｒａｙ Ｍｉｃｒｏｔｏｍｏｇｒａｐｈ（Ｍｉｃｒｏ ＣＴ） （美国
Ｂｒｕｋｅｒ 公司）。
２　 方法
２． １　 骨关节炎合并肝肾不足型骨质疏松症模型建立及分组 小
鼠称取重量，然后用 １％ 戊巴比妥钠通过腹腔注射的方式麻醉，
１５０ｍｇ ／ ｋｇ 的剂量。 待小鼠完全麻醉后，其膝关节的毛发剃除完
全，消毒皮肤。 在小鼠膝关节处用手术刀做平滑的切口，皮肤与
肌肉钝性分离，暴露膝关节，再把肌肉向反方向翻转，膝关节滑车
沟充分显现，最后使用显微镊子对关节腔脂肪垫进行充分分离，
弯曲小鼠膝关节至 ９０°，显露出交叉韧带。 用显微剪切断韧带，
并且做抽屉试验验证造模成功。 卵巢切除骨质疏松模型：小鼠背
部开口备皮消毒，在双侧肾部开口分离脂肪找到菜花形状结扎切
除。 术后护理：缝合皮肤，严格无菌管理，彻底消毒。 小鼠放到电
热毯上面，防寒保暖，等到小鼠完全苏醒，然后放置于清洁鼠笼之
中。 给药：造模 １ 个月后，高剂量（０． １５ｍｌ ／ １０ｇ）的补益肝肾汤进
行 １ 天 １ 次灌胃，连续 ３０ｄ。 （１）空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）；（２）骨关
节炎合并肝肾不足型骨质疏松症模型组（Ｍｏｄｅｌ）；（３）模型 ＋ 补
益肝肾汤给药组（０． １５ｍｌ ／ １０ｇ）。
２． ２　 Ｍｉｃｒｏ ＣＴ 检测 电压 ５５ ｋＶ，电流 ２００ μＡ，以 ９． ８μｍ 扫描分
辨率、２０１６ × １３４４ 视野大小对小鼠膝关节进行扫描。 以胫骨为
准，将样品进行较直，分别选取两个感兴趣区域（ＲＯＩ），ＲＯＩ １：以
胫骨近心端关节面最高点为基线，向下选取厚度为 １ｍｍ 的关节
软骨区域，检测胫骨关节面的侵蚀情况；ＲＯＩ ２：以胫骨近心端生
长板最低点为基线，向下选择厚度为 １ｍｍ 的骨髓腔区域，检测骨
髓腔内骨小梁的分布情况。 用 Ｎ － Ｒｅｃｏｎ 软件进行三维图像重
建，ＣＴ － ＡＮ 软件进行三维分析。

２． ３　 ＨＥ 染色 组织取出后，持续冲洗 ２ｈ，用 ７０％ 、８０％ 、９０％ 乙
醇溶液脱水，二甲苯和纯酒精等量混合液、二甲苯Ⅰ、Ⅱ 各
１５ｍｉｎ，直至透明。 然后放进二甲苯和石蜡等量的混合液 １５ｍｉｎ，
再放进石蜡Ⅰ、Ⅱ，各透蜡 ５０ ～ ６０ｍｉｎ，包埋，切片。 首先，对样本
进行烤片处理，然后脱去蜡并进行水化处理。 接着将切片放入蒸
馏水后的苏木精水溶液中染色 ３ｍｉｎ，随后用盐酸乙醇分化液分
化 １５ｓ，轻微水洗，再放入返蓝液中返蓝 １５ｓ，流水持续冲洗。 随
后进行伊红染色 ３ｍｉｎ，脱水，使样本透明，最后封片并进行镜检。
２． ４　 免疫组化 ６５ ℃烤箱中将组织切片烤 ２ｈ；再在二甲苯静置
１０ ｍｉｎ，二次更换二甲苯继续静置 １０ ｍｉｎ；最后把切片放到 １００％
乙醇 ５ｍｉｎ、１００％乙醇 ５ｍｉｎ、９５％乙醇 ５ｍｉｎ、８０％乙醇 ５ｍｉｎ、纯化水
５ｍｉｎ。 抗原修复：首先把切片放到修复盒中，加入胃蛋白酶抗原修
复液，３７℃修复 ４５ｍｉｎ，磷酸缓冲盐溶液充分淋洗。 再把切片移动
到湿盒，加入刚配制的 ３％Ｈ２Ｏ２ 去除内源性过氧化物酶，最后将溶
液密封，室温下１０ ｍｉｎ 孵育，磷酸缓冲盐溶液充分淋洗。 磷酸缓冲
盐溶液配制的 ０． ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ － １００ 室温通透 ２０ｍｉｎ。 磷酸缓冲盐
溶液浸洗玻片 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ， 吸水纸吸收周围的磷酸缓冲盐溶
液，然后在玻片上加入 ５％ 的牛血清白蛋白，３７℃下封闭 ３０ｍｉｎ。
接着，用吸水纸去掉周围的封闭液，每张玻片滴加稀释的一抗，放
进湿盒，４℃下孵育过夜。 取出湿盒，室温下静置 ４５ｍｉｎ，用磷酸
缓冲盐溶液清洗玻片 ３ 次，每次 ５ｍｉｎ。 然后滴加辣根酶标记的
ＩｇＧ（Ｈ ＋ Ｌ）（１∶ １００），３７℃下孵育 ３０ｍｉｎ，用磷酸缓冲盐溶液彻
底冲洗。 进行 ＤＡＢ 显色 ５ ～ １０ｍｉｎ，观察显微镜下的染色程度，用
磷酸缓冲盐溶液冲洗 １ｍｉｎ。 接着，苏木精复染 ３ｍｉｎ，盐酸酒精分
化，返蓝；自来水冲洗 １ｍｉｎ，脱水、透明、封片、镜检。
２． ５　 ＥＬＩＳＡ 检测 根据实验要求，准备标准孔、样本孔以及空白
孔。 将不同浓度的标准品加入标准品孔，加入待测样本到样本
孔，加入样本稀释液到空白孔，每孔均加入 ５０μＬ。 接下来，向每
个孔中加入辣根过氧化物酶（１００μＬ）标记的检测抗体，用封板膜
封闭孔口，然后在 ３７℃的水浴锅中孵育 ６０ｍｉｎ。 孵育结束，废液
丢弃，用吸水纸吸干，每孔加入洗涤液（３５０μＬ），静置 ２０ｓ，甩干洗
涤液，继续用吸水纸吸干，洗板动作重复 ５ 次。 将底物 Ａ５０μＬ、
Ｂ５０μＬ 加到各个孔，３７℃避光孵育 １５ ｍｉｎ。 最后终止液 ５０μＬ 加
到各个孔，在 １５ ｍｉｎ 内，用 ４５０ｎｍ 波长测得各个孔的 ＯＤ 值。
２． ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ （ＷＢ） 将组织加入裂解液中，放置于冰上
１０ｍｉｎ 后，使用高速离心机（１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ）行离心操作 ８ｍｉｎ。 上
清液吸取，加入缓冲溶液，煮沸液体 ４ｍｉｎ，然后在 － ２０℃ 保存。
蛋白质浓度的检测过程使用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒，并绘出标准
曲线。 制作 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 胶，上样后开始电泳，使用 ６０Ｖ 压缩蛋
白，８０Ｖ 分离蛋白，持续 ２ｈ。 跑完以后，分割含有内参或目的条
带的胶。 然后按顺序把海绵、滤纸、胶、膜、滤纸、海绵摆放整齐，
将胶带复合物浸泡在 １ × 转膜液，然后恒流（３００ｍＡ）转膜。 使用
１ × ＴＢＳＴ 配置 ３％的脱脂牛奶封闭液封闭 １ｈ，将 ＰＶＤＦ 膜孵育一
抗过夜。 次日洗膜，１ × ＴＢＳＴ 浸泡 １０ｍｉｎ 后废液弃之，如此反复 ３
次。 然后将 ＰＶＤＦ 膜孵育二抗 ２ｈ，步骤重复一抗。 用发光液浸湿
ＰＶＤＦ 膜，再将其放置到超高灵敏度化学发光成像系统样品放置
区，最后，运行程序进行显影成像。
２． ７　 统计学分析 应用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ ２７． ０ 软件进行数据分析。 所
有实验操作重复 ３ 次，定量结果采用 �ｘ ± ｓ 表示。 对于两组之间
定量数据比较，则采用独立样本 ｓｔｕｄｅｎｔ ｔ 检验（Ｔ 检验）；三组之
间定量数据比较，采用单因素方差分析；两两比较则采用 Ｓ － Ｎ －
Ｋ 法。 检验水准 α ＝ ０． ０５，Ｐ ＜ ０． ０５ 表示差异显著。
３　 结果
３． １　 Ｍｉｃｒｏ － ＣＴ 检测结果 相较于空白对照组，骨关节炎合并肝
肾不足型骨质疏松症模型组小鼠骨体积分数 ＢＶ ／ ＴＶ 减少，而在补
益肝肾汤治疗后这一下降趋势被显著逆转，且相较于模型组小鼠
膝关节骨密度发生显著上调（Ｐ ＜０． ０５）。 结果见表 １ ～２，图 １。
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表 １　 ＲＯＩ １ 结果（�ｘ ± ｓ）
样本分组 ＢＶ ／ ｍｍ３ ＢＳ ／ ｍｍ２ ＢＳ ／ ＢＶ ／ ｍｍ － １

Ｃｏｎｔｒｏｌ ２． ２２７７ ± ０． １９ ５０． ５９８９ ± ２． ３６ ２２． ７７１５ ± １． １４
Ｍｏｄｅｌ １． ５３６７ ± ０． ３５ ４３． ８３６６ ± ９． ７２ ２８． ５６０６ ± ０． ４０

ＯＰ ＋ Ｄｏｓｅ １． ３７９５ ± ０． ７３ ３５． ９８９０ ± １９． ４８ ２５． ６４４０ ± ４． ７１
　 　 ｎ ＝８

表 ２　 ＲＯＩ ２ 结果 （�ｘ ± ｓ）
样本分组 ＢＶ ／ ＴＶ ／ ％ Ｔｂ． Ｔｈ ／ ｍｍ Ｔｂ． Ｎ ／ １·ｍｍ － １ Ｔｂ． Ｓｐ ／ ｍｍ ＳＭＩ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ５． ４２０８ ±１． ４３ ０． ０６３７ ±０． ００ ０． ８４７３ ±０． ２０ ０． ４８６４ ±０． ０８ ２． ６３９４ ±０． １３
Ｍｏｄｅｌ ｌ２． ４９９９ ±１． ４７ ０． ０６７４ ±０． ０１ ０． ３５３１ ±０． １６ ０． ７８５４ ±０． ０５ ２． ６６３０ ±０． ０６

ＯＰ ＋Ｄｏｓｅ ２． ６１５８ ±１． ０３ ０． ０７２１ ±０． ０１ ０． ３５４３ ±０． ９６ ０． ６４８７ ±０． ２４ ２． ７７８３ ±０． ２２
　 　 骨体积 ＢＶ（ｍｍ３）：感兴趣区的骨体积、骨表面积 ＢＳ（ｍｍ２）、ＢＳ ／ ＢＶ（ｍｍ － １）、
骨体积分数 ＢＶ ／ ＴＶ（％ ）、骨小梁厚度 Ｔｂ． Ｔｈ（ｍｍ）、骨小梁数量 Ｔｂ． Ｎ（１ ／ ｍｍ）、骨小

梁分离度 Ｔｂ． Ｓｐ（ｍｍ）以及结构模型指数 ＳＭＩ，这些参数描述了感兴趣区内骨组织

的特性。 其中，ＢＳ ／ ＢＶ 值反映了骨表面积与骨体积的比值，Ｔｂ． Ｔｈ、Ｔｂ． Ｎ 和 Ｔｂ． Ｓｐ
分别描述了骨小梁的厚度、数量和分离度，而 ＳＭＩ 则体现了骨小梁的结构特征。 如

果发生骨质疏松，骨小梁会发生改变，板状结构变为棒状结构，同时 ＳＭＩ 数值也会

变大。 ｎ ＝８

图 １　 Ｍｉｃｒｏ － ＣＴ 检测结果

３． ２　 ＨＥ 染色检测结果 相较于空白对照组，骨关节炎合并肝肾
不足型骨质疏松症模型组的小鼠软骨组织退变程度增高、嗜复红
蛋白沉积增多吗，参与炎症反应的炎性细胞结果显示浸润数目增
多；而补益肝肾汤治疗组相较于模型组小鼠软的骨组织退变程度
显著减弱、嗜复红蛋白沉积减轻，参与炎症反应的炎性细胞结果
显示浸润数目减少。 结果见图 ２。

图 ２　 ＨＥ 染色检测补益肝肾汤对 ＯＰ 模型小鼠病理的影响（ × １００）

３． ３　 ＥＬＩＳＡ 检测 ＢＡＬＰ、ＯＣ、ＰＩＮＰ、ＴＲＡＣＰ － ５ｂ、ＣＴＸ、雌二醇 Ｅ２

的表达结果 如图 ３ 所示，相较于空白对照组，骨关节炎合并肝肾
不足型骨质疏松症模型组小鼠的 ＢＡＬＰ、ＯＣＮ、ＰＩＮＰ、ＴＲＡＣＰ － ５ｂ、
ＣＴＸ 的表达升高，雌二醇 Ｅ２ 的表达下降，差异具有显著性
（Ｐ ＜ ０． ０５）；相较于模型组，治疗组的 ＢＡＬＰ、ＯＣＮ、ＰＩＮＰ、ＴＲＡＣＰ
－５ｂ、ＣＴＸ 的表达下降，雌二醇 Ｅ２ 的表达升高，差异具有显著性
（Ｐ ＜ ０． ０５）。 结果见图 ３。
３． ４　 免疫组化检测结果 相较于空白对照组，模型组小鼠软骨组
织中 ＴＧＦ － β１、ＡＬＫ５、ｓｍａｄ２、 ｓｍａｄ３、Ｓｏｘ９、ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、
ｍＴＯＲ 的表达发生显著下调（Ｐ ＜ ０． ０５）；相较于模型组，治疗组小
鼠软骨组织中 ＴＧＦ － β１、 ＡＬＫ５、 ｓｍａｄ２、 ｓｍａｄ３、 Ｓｏｘ９、 ｐ７０Ｓ６Ｋ、
ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｍＴＯＲ 的表达均显著上调（Ｐ ＜ ０． ０５）；见图 ４。
３． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果 相较于空白对照组，模型组小鼠软骨
组织中 ＴＧＦ － β１、ＡＬＫ５、Ｓｏｘ９、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 的蛋白表达显著下调（Ｐ
＜０． ０５）；相较于模型组，治疗组的小鼠软骨组织中 ＴＧＦ － β１、
ＡＬＫ５、Ｓｏｘ９、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 的蛋白表达显著上调（Ｐ ＜０． ０５）。 见图 ５。

与对照组比较，∗Ｐ ＜ ０． ０５；与模型组比较＃Ｐ ＜ ０． ０５
图 ３　 ＥＬＩＳＡ 检测

ＢＡＬＰ、ＯＣＮ、ＰＩＮＰ、ＴＲＡＣＰ － ５ｂ、ＣＴＸ、雌二醇 Ｅ２ 的表达结果
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图 ４　 免疫组化检测 各组小鼠膝关节组织
ＴＧＦ － β１、ＡＬＫ５、ｓｍａｄ２、ｓｍａｄ３、Ｓｏｘ９、
ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｍＴＯＲ 表达情况

与对照组比较，∗Ｐ ＜ ０． ０５；与模型组比较＃Ｐ ＜ ０． ０５
图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 各组小鼠膝关节组织

ＴＧＦ － β １、ＡＬＫ５、Ｓｏｘ９、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 的表达情况

４　 讨论
本研究探讨了骨关节炎合并肝肾不足型骨质疏松症的中医

治疗原则。 主要目的是减轻软骨和软骨下骨结构损伤，减缓骨密
度降低，缓解疼痛，促进恢复关节软骨功能。 中医治疗该证型主
要采取补益肝肾的方法，叶雪英研究发现，补益肝肾能使炎症反
应减轻，软骨细胞的超微结构得到改善，软骨基质退变减缓，从而
改善免疫功能［７］ ；同时也可以促进气血化生，改善微循环，改善
骨小梁微结构，增加骨骼的抗压能力和骨密度［８］ 。 研究结果显
示，经过补益肝肾汤治疗后，骨组织微结构得到改善，骨赘较小，
骨小梁较有序排列，ＢＶ ／ ＴＶ 显著升高。 此外，病理结果也表明，
治疗组小鼠软骨组织退变程度较弱，炎性细胞浸润减少。 总之，
中医治疗通过补益肝肾的方法有望成为骨关节炎合并肝肾不足
型骨质疏松症的有效治疗方案。

骨组织的结构与质量因骨代谢水平的变化而变化。 碱性磷
酸酶（Ａｌｋａｌｉｎｅ Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ，ＡＬＰ）是提示骨形成重要敏感指标，
而 ＴＲＡＣＰ － ５ｂ 对骨吸收更具有敏感性，二者是骨骼形成和破坏
的良好标志物［９，１０］ 。 雌二醇（Ｅ２）在软骨细胞代谢过程中发挥至
关重要作用。 Ｅ２ 水平下降后，形态学镜下观察膝关节软骨发现

其软骨表面和软骨细胞受到不同程度的损坏［１１］ 。 Ｅ２ 水平的下
降会引起血清、尿液中的 ＣＴＸ 含量增加，从而软骨的代谢被其影
响［１２］ 。 ＣＴＸ 是稳定性较强具有代表性的软骨代谢标记物，以小
肽形式通过血液，再进入尿液中［１３］ 。 实验证明，去卵巢大鼠 Ｅ２

的下降会使 ＣＴＸ 含量提升，导致膝关节软骨降解产生代谢和病
理变化，而诱发炎症［１４］ 。 ＯＣＮ 在抑制破骨细胞活化和诱导成熟
破骨细胞凋亡方面发挥关键作用［１５］ 。 ＰＩＮＰ 不受激素的影响，而
且受昼夜节律和饮食的影响较小，是反映骨形成更为敏感和特异
的指标［１６］ 。 本研究结果显示，模型组的 ＢＡＬＰ、 ＯＣＮ、 ＰＩＮＰ、
ＴＲＡＣＰ － ５ｂ、ＣＴＸ 的表达明显升高，雌二醇 Ｅ２ 的表达明显下降；
而采用补益肝肾汤治疗后 ＢＡＬＰ、ＯＣＮ、ＰＩＮＰ、ＴＲＡＣＰ － ５ｂ、ＣＴＸ 的
表达明显下降，雌二醇 Ｅ２ 的表达明显升高；中药补益肝肾汤能够

同时调节骨形成和骨吸收水平［１７］ ，并且更强烈地抑制骨吸收的
过程。 这种作用使得骨形成与骨吸收实现新的稳态，骨转换率下
降，骨量的丢失降低，软骨下骨小梁结构得到改善。 这有望减轻
骨关节炎合并肝肾不足型骨质疏松症的症状。

ＴＧＦ － β１ 通过 β － ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路既能维持软骨细胞表型，
又能调控软骨细胞增殖［１８］ 。 另外，ＡＬＫ５ 的活化是激活 Ｓｍａｄ２、
ｓｍａｄ３ 分子磷酸化的关键［１９］ 。 ＳＯＸ９ 经过与 Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ４ 结合，
新的复合物又能激活 Ｓｍａｄ３，Ｓｍａｄ３ 的激活又增强了 ＩＩ 型胶原的
合成［２０］ 。 Ｓｍａｄ２ ／ ３ 的信号通路既能抑制软骨细胞的成熟，且制
约其肥大性分化。 Ｓｍａｄ３ 基因缺乏使小鼠易发生软骨退变，再合
并 ＴＧＦ － β１ 分子的病变会更易导致骨关节炎的发生［２１］ 。 另一
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方面，ＴＧＦ － β１ 参与的分子信号通路除抑制软骨细胞衰老、维持
软骨细胞表型的 ＴＧＦ － β１—ＡＬＫ５ － Ｓｍａｄ２，３ － Ｓｏｘ９ 通路外，也
包括 ＴＧＦ － β１—ＰＩ３ － Ａｋｔ － ｍＴｏｒ － ｐ７０Ｓ６ 通路，这些通路激活的
终末效应促进 ＩＩ 型胶原分泌和多糖蛋白形成［２２，２３］ 。 研究结果显
示，补益肝肾汤治疗应用后，小鼠软骨组织中 ＴＧＦ － β１、ＡＬＫ５、
ｓｍａｄ２、ｓｍａｄ３、Ｓｏｘ９、ｐ７０Ｓ６Ｋ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｍＴＯＲ 的表达水平均升
高［２４］ ，说明其对骨关节炎合并肝肾不足型骨质疏松症具有治疗
作用，并且这种作用是通过 ＴＧＦβ１ － ＳＯＸ９ ／ ｐ７０Ｓ６ － 细胞外基质
信号通路产生的。

综上所述，在小鼠骨关节炎合并肝肾不足型骨质疏松症病型
下，ＴＧＦβ１ － ＳＯＸ９ ／ ｐ７０Ｓ６—细胞外基质信号通路的调节具有重
要作用，并且中药复方补益肝肾汤可以通过激活 ＧＦβ１ － ＳＯＸ９ ／
ｐ７０Ｓ６—细胞外基质信号通路而影响骨代谢的水平的变化，最终
对骨关节炎合并肝肾不足型骨质疏松症起治疗作用。
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