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知母-黄柏药对对卵巢切除骨质疏松症模型大鼠
股骨微结构及骨脂分化的影响

李春财，原明星，李嘉炜，邓静，申重阳，刘渊 ✉

成都中医药大学，四川省成都市温江区柳台大道1166号，611137

［摘要］ 目的　探究知母-黄柏药对缓解绝经后骨质疏松症 （PMOP） 的可能作用机制。方法　将 60 只未孕

雌性 SD 大鼠随机分成空白组、模型组、知母-黄柏低剂量组、知母-黄柏高剂量组和雌二醇组，每组 12 只。

除空白组外，其余各组大鼠切除双侧卵巢构建 PMOP 大鼠模型，空白组大鼠仅切除卵巢周围少量脂肪组织。

大鼠卵巢切除 1 周后，知母-黄柏低、高剂量组分别给予知母和黄柏浓缩液 1. 8、7. 2 g/ （kg·d） 灌胃，雌二

醇组给予雌二醇溶液 0. 09 mg/ （kg·d） 灌胃，空白组和模型组给予 10 ml/ （kg·d） 生理盐水灌胃，均每天 1
次，持续12周。取材前记录大鼠体质量，取大鼠完整子宫并计算子宫指数；ELISA法检测血清中白细胞介素1β

（IL-1β）、白细胞介素 6 （IL-6） 和肿瘤坏死因子 α （TNF-α） 水平；Micro CT检测股骨微结构相关参数 ［包括

骨体积/组织体积 （BV/TV）、骨小梁数量 （Tb. N）、骨小梁厚度 （Tb. Th）、骨密度 （BMD）、骨小梁分离度

（Tb. Sp） 和皮质骨面积 （Ct. Ar）］；HE 染色法观察股骨病理学变化；RT-qPCR 法检测股骨组织中骨脂分化

相关因子［包括Runt相关转录因子2 （Runx2）、骨形态发生蛋白2 （BMP-2）、过氧化物酶体增殖物激活受体γ
（PPARγ）、趋化素 （Chemerin）、趋化因子样受体 1 （CMKLR1）］ mRNA 表达。结果　与空白组比较，模型

组大鼠体质量升高，子宫指数、BV/TV、Tb. N、Tb. Th、BMD降低，Tb. Sp和血清中 IL-1β、IL-6、TNF-α 水平

升高，股骨组织中 Runx2、BMP-2 mRNA 表达降低，PPARγ、Chemerin 和 CMKLR1 mRNA 表达升高 （P＜
0. 01）；HE染色显示，股骨组织骨小梁数量减少、排列稀疏，髓腔明显增大，含有大量脂肪细胞。与模型组

比较，知母-黄柏低、高剂量组和雌二醇组上述各指标均有不同程度改善 （P＜0. 05或P＜0. 01）；HE染色显

示，骨小梁数量明显增多，排列较整齐，脂肪细胞明显减少。与知母-黄柏低剂量组比较，知母-黄柏高剂

量组子宫指数、BMD 升高，体质量及 PPARγ、Chemerin mRNA 表达降低 （P＜0. 05 或 P＜0. 01）。与知母-黄

柏高剂量组比较，雌二醇组子宫指数、BV/TV、Tb. N、Tb. Th、BMD 及 BMP-2 mRNA 表达降低，IL-1β、

TNF-α、IL-6 水平，Tb. Sp 及 PPARγ、Chemerin、CMKLR1 mRNA 表达升高 （P＜0. 05 或 P＜0. 01）。结论　知

母-黄柏药对可以缓解PMOP骨质流失，其作用机制与降低炎症因子水平，纠正骨髓间充质干细胞骨脂分化紊

乱，促进骨髓间充质干细胞成骨细胞分化有关。

［关键词］  绝经后骨质疏松症；知母；黄柏；骨脂分化；炎症因子；股骨微结构

绝经后骨质疏松症（postmenopausal osteoporosis，
PMOP）是因绝经后妇女雌激素骤降而导致骨量减

少、骨微结构破坏的代谢性疾病，可引起骨骼变形

和疼痛，增加骨折风险，降低绝经后女性的生活质

量［1］。成骨细胞和破骨细胞平衡破坏是导致骨量减

少、骨微结构破坏的直接原因，成骨细胞的前体细

胞骨髓间充质干细胞（BMSCs），可分化为成骨细

胞或脂肪细胞，其分化状态直接影响骨形成和骨稳

态的维持［2］。绝经后女性雌激素下降会引起机体

慢性炎症，导致 BMSCs 骨脂分化紊乱，成骨分化

减少，成脂分化增加，骨形成不足而引起骨质流

失［3］。缓解慢性炎症，纠正BMSCs骨脂分化紊乱，

增加成骨分化，减少成脂分化是治疗PMOP的有效
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方法［4］。课题组前期理论研究［5］发现，阴虚火旺、

虚火蚀骨导致的骨痿与女性绝经后 BMSCs 骨脂分

化紊乱介导的骨质疏松症临床特征高度契合。知

母-黄柏是滋阴降火的代表药对，常用于 PMOP 的

治疗，如二仙汤［6］和知柏地黄丸［7］等均含有此药

对。为探究滋阴降火法对PMOP的影响，本研究从

股骨微结构和骨脂分化角度探索知母-黄柏药对对

PMOP的可能作用机制。本研究已获得成都中医药

大学实验动物伦理委员会批准（批件号：2024358）。
1　材料与方法

1. 1　动物

健康 SPF 级未孕雌性 SD 大鼠 60 只，8 周龄，

体质量为 200~220 g，购自北京市华阜康有限公司，

实验动物生产许可证号：SCXK （京） 2019-0008。
所有大鼠饲养于温度（22±2）℃、湿度（65±5）%、

自然光照为12 h的SPF级屏障实验室环境中。

1. 2　药物

知母（批号：20220513）、黄柏（批号：Y2208009）
购自北京同仁堂，知母、黄柏以 1∶1 比例加水煎

煮并浓缩，配制成 0. 18 g/ml和 0. 72 g/ml的浓缩液。

戊酸雌二醇片（国药准字：J2017103，拜耳医药保

健有限公司），研磨成粉后用纯净水配制成浓度

0. 009 mg/ml溶液。

1. 3　主要试剂和仪器

苏木素染液（货号：CR22002071），武汉塞维

尔生物科技有限公司；伊红染液（货号：YE2080）、

15% EDTA 脱钙液（货号：YE0105），合肥博美生

物科技有限责任公司；戊巴比妥钠 （货号 ：

P3761），Sigma公司；大鼠白细胞介素 1β （IL-1β）、

大鼠白细胞介素 6 （IL-6）、大鼠肿瘤坏死因子 α
（TNF-α）ELISA 试剂盒（货号分别为 E-EL-R0012C、

E-EL-R0015C、E-EL-R2856c），Elabscience 公司；

RNA 提取试剂盒 （货号：R220901），成都福际生

物技术有限公司；逆转录试剂盒（货号：7E650I2）、

SYBR qPCR Master Mix （货号：7E501K1），南京诺

唯赞生物科技股份有限公司。

Skyscan1276 型微电脑断层扫描器，比利时

Bruker 公司；徕卡 2016 转轮式切片机，德国 Leica
公司；BMJ-A组织包埋机，常州郊区中威电子仪器

厂；BA210Digital数码三目摄像显微镜，麦克奥迪

实业集团有限公司；DNM-9602G 酶标仪分析仪，

北京普朗新技术有限公司；CFX96 荧光定量 PCR
仪，Bio-Rad公司。

1. 4　动物分组与造模方法

将大鼠按照随机数字表法分成空白组、模型

组、知母-黄柏低剂量组、知母-黄柏高剂量组、

雌二醇组，每组12只，分笼饲养，每笼6只。除空

白组外，其余各组大鼠按照参考文献［8］方法构

建PMOP大鼠模型：大鼠俯卧位，剔除双侧肋骨后

缘及腰背部体毛，在肋骨下缘与脊柱交接处作切

口，无菌丝线结扎卵巢周围血管后切除双侧卵巢，

术后涂抹碘伏以防止感染和大鼠撕咬伤口。空白组

大鼠仅切除卵巢周围少量脂肪组织。术后 12 周大

鼠股骨微结构破坏、骨密度降低，即PMOP模型造

模成功［9］。

1. 5　给药方法

知母和黄柏的成人临床用药剂量为 10 g/天，

雌二醇为 1 mg/天。卵巢切除 1 周后，根据人和大

鼠之间的体表面积计算公式，换算系数为 6. 3［10］，

知母-黄柏低、高剂量组分别给予知母和黄柏浓缩

液 1. 8、7. 2 g/（kg·d） 灌胃，其中低剂量为临床

等效剂量；雌二醇组给予雌二醇溶液 0. 09 mg/
（kg·d）灌胃；空白组和模型组给予 10 ml/（kg·d）
生理盐水灌胃。各组均每天灌胃1次，持续12周。

1. 6　观察指标及方法

1. 6. 1　观察一般情况与体质量　每周观察大鼠的

饮食、毛发、精神活动状况。

1. 6. 2　ELISA 法检测血清中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α
水平　末次给药后禁食 12 h，记录大鼠体质量。称

重后用 3% 戊巴比妥钠 2 ml/kg 腹腔注射麻醉大鼠，

行腹主动脉取血，静置后装入离心管中，4 ℃、

3000 r/min 离心 20 min （离心半径 10 cm），取上层

血清，于-80 ℃冰箱中保存。严格按照 ELISA试剂

盒说明书操作步骤，检测血清中IL-1β、IL-6和TNF-α
水平。

1. 6. 3　测定子宫指数　腹主动脉取血后取出大鼠

完整子宫，予生理盐水冲洗干净，吸水纸吸净水

分，采用电子分析天平称重，根据公式［11］计算子

宫指数，子宫指数=子宫重量/大鼠体质量。

1. 6. 4　Micro CT 检测股骨微结构相关参数　采用

随机数字表法各组选取 3只大鼠分离右侧股骨，剔

除肌肉及周围结缔组织后用多聚甲醛固定 24 h，随

后用于股骨微结构相关参数检测。扫描区域为生长

板下 2 mm，向下延伸 3 mm。获得平面图像后通过

NRecon（V1. 7. 4. 2）软件进行 3D 重建，采用 CTan 
1. 20. 8. 0 软件进行定量分析，检测指标为：骨体

积/组织体积 （BV/TV）、骨小梁数量 （Tb. N）、骨
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小梁厚度（Tb. Th）、骨密度（BMD）、骨小梁分离

度（Tb. Sp）和皮质骨面积（Ct. Ar）。

1. 6. 5　HE 染色法观察股骨病理学变化　将 1. 6. 4
中经多聚甲醛固定 24 h的右侧股骨置于 15% EDTA
脱钙液中，3 天更换一次脱钙液并观察脱钙效果，

直至完成脱钙。随后进行股骨脱水、石蜡包埋、切

片、脱蜡至水中后，HE染色，脱水、透明、封片

后镜检，观察股骨病理学变化。

1. 6. 6　RT-qPCR 法检测股骨组织中骨脂分化相关

因子 mRNA 表达　各组大鼠均提取左侧股骨组织，

根据 RNA 提取试剂盒说明书提取总 RNA，逆转录

得到 cDNA 后进行 PCR 检测。PCR 反应条件为：

95 ℃、3 min，95 ℃、10 s，60 ℃、30 s，40个循环。

检测Runt相关转录因子 2 （Runx2）、骨形态发生蛋

白 2 （BMP-2）、过氧化物酶体增殖物激活受体 γ
（PPARγ）、趋化素（Chemerin）、趋化因子样受体 1
（CMKLR1） 的 mRNA 表达，以 β-actin 为内参，使

用 2-∆∆CT定量分析数据，引物序列见表 1。引物由上

海生工生物工程技术服务有限公司合成。

1. 7　统计学方法

使用 GraphPad Prism 9 软件进行统计分析，计

量资料均符合正态分布用均值±标准差（x̄±s）表示，

方差齐时多组间比较用单因素方差分析，组间两两

比较采用 LSD检验，方差不齐时采用Dunnett's t检
验。以P＜0. 05表示差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　各组大鼠一般情况比较

空白组大鼠毛发紧密、有光泽，进食及饮水、

精神、运动状况均正常。与空白组比较，模型组大

鼠毛发疏松且部分有脱落现象、光泽度较差，进食

及饮水、精神、运动状况无明显差异。与模型组比

较，知母-黄柏低、高剂量组及雌二醇组大鼠毛发

光亮、紧密，其他状况无明显差异。与知母-黄柏

低剂量组比较，知母-黄柏高剂量组毛发较光亮、

紧密，雌二醇组毛发疏松，其他状况均无明显差异。

2. 2　各组大鼠血清中IL-1β、IL-6、TNF-α水平比较

表 2 示，与空白组比较，模型组大鼠血清中

IL-1β、IL-6、TNF-α水平均升高（P＜0. 01）。与模

型组比较，知母-黄柏低、高剂量组和雌二醇组大

鼠血清中IL-1β、IL-6、TNF-α水平均降低（P＜0. 01）。
与知母-黄柏高剂量组比较，雌二醇组大鼠血清中

IL-1β、TNF-α、IL-6水平均升高（P＜0. 05）。

2. 3　各组大鼠体质量和子宫指数比较

表 3示，与空白组比较，模型组大鼠体质量升

高，子宫指数降低 （P＜0. 01）。与模型组比较，

知母-黄柏高剂量组和雌二醇组体质量降低，知

母-黄柏低、高剂量组和雌二醇组子宫指数均升高

（P＜0. 01）。与知母-黄柏低剂量组比较，知母-黄
柏高剂量组体质量降低，知母-黄柏高剂量组和雌二

醇组子宫指数升高（P＜0. 01）。与知母-黄柏高剂量

组比较，雌二醇组子宫指数降低（P＜0. 01）。

2. 4　各组大鼠 Micro CT 检测股骨微结构相关参数

比较

图 1示，空白组骨小梁为网络状，数量多，连

接紧密。与空白组比较，模型组骨髓腔空隙增大，

表1　大鼠股骨组织中骨脂分化相关因子引物序列

Table 1　Primer sequences of osteogenic-adipogenic 
differentiation-related factors in rat femoral tissues

引物

Runx2

BMP-2

PPARγ

Chemerin

CMKLR1

β-actin

序列

上游TGTCCGCCACCACTCACTACC
下游GGGAACTGATAGGATGCTGACGAAG
上游GAAAGGCAACAGAAGCCCAG
下游AGCAACACTAGAAGACAGCGG
上游GCCAAGGTGCTCCAGAAGATGAC
下游GTGAAGGCTCATGTCTGTCTCTGTC
上游CTGGGCACAGCGGACATACA
下游TGAGAAGAACAGGTCATCAGCACT
上游CAACTTCTTGCTCAGCCACAACATG
下游CGGATGCTGCGGTGGTTCTG
上游AGATCAAGATCATTGCTCCTCCT
下游ACGCAGCTCAGTAACAGTCC

产物

长度/bp
136

162

102

156

117

174

注：Runx2，Runt相关转录因子2；BMP-2，骨形态发生蛋白2；
PPARγ，过氧化物酶体增殖物激活受体 γ；Chemerin，趋化素；

CMKLR1，趋化因子样受体1。

表 2　各组大鼠血清中 IL-1β、IL-6、TNF-α水平比较

Table 2　Comparison of serum levels of IL-1β，IL-6，and 
TNF-α among rats in each group （pg·ml-1，x̄±s）

组别

空白组

模型组

知母-黄柏低

剂量组

知母-黄柏高

剂量组

雌二醇组

鼠数

12
12
12

12

12

IL-1β
2. 99±1. 00

17. 98±1. 26a）

4. 61±1. 13b）

3. 40±1. 12b）

6. 18±1. 39b） c）

IL-6
4. 86±1. 33

21. 27±2. 79a）

10. 28±1. 04b）

7. 51±1. 31b）

11. 97±1. 46b） c）

TNF-α
0. 68±0. 68
9. 77±1. 09a）

3. 42±0. 89b）

2. 27±0. 77b）

4. 06±1. 02b） c）

注：IL-1β，白细胞介素 1β；IL-6，白细胞介素 6；TNF-α，肿

瘤坏死因子α。

a） 与空白组比较，P＜0. 01；b） 与模型组比较，P＜0. 01；
c）与知母-黄柏高剂量组比较，P＜0. 05。
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骨小梁数量减少、排列稀疏，骨小梁间距较大，有

断裂现象。与模型组比较，知母-黄柏低、高剂量

组和雌二醇组骨小梁数量较多，连接较紧密，其中

知母-黄柏高剂量组骨小梁数量最多、连接最紧

密，低剂量组次之，雌二醇组骨小梁数量最少、排

列较稀疏。表 4示，与空白组比较，模型组大鼠股

骨微结构相关参数BV/TV、Tb. N、Tb. Th、BMD均

减少，Tb. Sp增加（P＜0. 01）。与模型组比较，知

母-黄柏低、高剂量组和雌二醇组 BV/TV、Tb. N、

Tb. Th、BMD 均增加，Tb. Sp减少（P＜0. 01）。与

知母-黄柏低剂量组比较，知母-黄柏高剂量组

BMD增加，雌二醇组Tb. N、Tb. Th减少，Tb. Sp增

加（P＜0. 05）。与知母-黄柏高剂量组比较，雌二

醇组 BV/TV、Tb. N、Tb. Th、BMD 均减少，Tb. Sp
增加（P＜0. 05）。

2. 5　各组大鼠股骨组织病理学变化比较

图 2示，空白组大鼠股骨组织中骨小梁排列整

齐、连续，脂肪细胞少。与空白组比较，模型组大

鼠股骨组织中骨小梁数量减少、排列稀疏，髓腔明

显增大，含有大量脂肪细胞。与模型组比较，知

母-黄柏低、高剂量组和雌二醇组大鼠股骨组织中

骨小梁数量明显增多，排列较整齐，脂肪细胞明

显减少。三组给药组比较，知母-黄柏高剂量组

大鼠股骨组织中脂肪细胞最少，雌二醇组脂肪细

胞最多。

空白组 模型组 知母-黄柏低剂量组 知母-黄柏高剂量组 雌二醇组

图 1　各组大鼠Micro CT检测股骨微结构三维重建图

Figure 1　Three-dimensional reconstruction images of femoral microstructure detected by Micro CT in rats of each group
表 4　各组大鼠Micro CT检测股骨微结构相关参数比较

Table 4　Comparison of femoral microstructure-related parameters detected by Micro CT among rats in each group （x̄±s）

组别

空白组

模型组

知母-黄柏低剂量组

知母-黄柏高剂量组

雌二醇组

鼠数

3
3
3
3
3

BV/TV/%
33. 78±2. 68

9. 85±0. 90a）

23. 34±1. 31b）

27. 43±2. 70b）

19. 43±1. 35b） d）

Tb. N/1·mm-1

3. 22±0. 11
1. 02±0. 15a）

2. 63±0. 08b）

2. 83±0. 17b）

2. 04±0. 06b） c） d）

Tb. Th/mm
0. 102±0. 001
0. 086±0. 001a）

0. 097±0. 002b）

0. 098±0. 002b）

0. 094±0. 001b） c） d）

BMD/g·cm-3

0. 35±0. 02
0. 09±0. 01a）

0. 25±0. 02b）

0. 32±0. 01b） c）

0. 23±0. 01b） d）

Tb. Sp/mm
0. 22±0. 04
1. 09±0. 05a）

0. 42±0. 04b）

0. 35±0. 03b）

0. 59±0. 05b） c） d）

Ct. Ar/mm-2

4. 82±0. 08
4. 90±0. 02
4. 94±0. 06
4. 69±0. 03
4. 92±0. 17

注：BV/TV，骨体积/组织体积；Tb. N，骨小梁数量；Tb. Th，骨小梁厚度；BMD，骨密度；Tb. Sp，骨小梁分离度；Ct. Ar，皮质骨面积。

a）与空白组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜0. 01；c）与知母-黄柏低剂量组比较，P＜0. 05；d）与知母-黄柏高剂量组比较，P＜0. 05。

空白组 模型组 知母-黄柏低剂量组 知母-黄柏高剂量组 雌二醇组

图 2　各组大鼠股骨组织病理学变化（HE染色，×100）
Figure 2　Pathological changes of femoral tissues in rats of each group （HE staining，×100）

表 3　各组大鼠体质量和子宫指数比较

Table 3　Comparison of body mass and uterine index 
among rats in each group （x̄±s）

组别

空白组

模型组

知母-黄柏低

剂量组

知母-黄柏高

剂量组

雌二醇组

鼠数

12
12
12

12

12

体质量/g
304. 10±9. 87
340. 70±16. 77a）

327. 80±12. 61

306. 10±11. 21b） c）

316. 50±11. 78b）

子宫指数

0. 071 2±0. 004 2
0. 024 5±0. 003 2a）

0. 047 7±0. 002 7b）

0. 062 5±0. 005 6b） c）

0. 053 7±0. 002 8b） c） d）

注：a） 与空白组比较，P＜0. 01；b） 与模型组比较，P＜

0. 01；c）与知母-黄柏低剂量组比较，P＜0. 01；d）与知母-黄柏

高剂量组比较，P＜0. 01。
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2. 6　各组大鼠股骨组织中Runx2、BMP-2、PPARγ、
Chemerin和CMKLR1 mRNA表达比较

表 5示，与空白组比较，模型组大鼠股骨组织

中Runx2、BMP-2 mRNA表达降低，PPARγ、Chemerin
和CMKLR1 mRNA表达升高（P＜0. 01）。与模型组

比较，知母-黄柏低、高剂量组和雌二醇组大鼠股

骨组织中Runx2、 BMP-2 mRNA表达升高，PPARγ、 
Chemerin和 CMKLR1 mRNA 表达降低 （P＜0. 05）。

与知母-黄柏低剂量组比较，知母-黄柏高剂量组大

鼠股骨组织中 PPARγ、Chemerin mRNA 表达降低

（P＜0. 05）。与知母-黄柏高剂量组比较，雌二醇

组大鼠股骨组织中BMP-2 mRNA表达降低，PPARγ、
Chemerin、CMKLR1 mRNA表达升高（P＜0. 05）。

3　讨论

根据临床症状 PMOP 属于中医学“骨痿”范

畴，目前该病治疗多以肾精不足为立足点，以补肾

中药为主展开研究［12］。本课题组发现 PMOP 的发

展经历两个阶段，前期以阴虚火旺为主，后期以肾

精亏虚为主［5］。女性五七阳明脉衰，气血生化乏

源，不能充养肾精，肾精逐渐减少，虚火内生，随

着时间推移，肾精亏虚日久，虚火亢盛日强，至女

子七七任脉虚之时，虚火达到亢盛状态，出现潮热

汗出、心烦失眠等症状［13］。女子绝经后久虚之肾

精不能速补，然亢盛之虚火可降，故滋阴降火是该

阶段的主要治法。据此我们认为，阴虚火旺是

PMOP 发展的核心环节，虚火蚀骨是 PMOP 早期的

主要病机。本研究结果显示，模型组大鼠毛发疏

松，体质量升高，子宫指数降低，病理结果和股骨

微结构相关参数提示骨质流失严重，表明大鼠卵巢

切除成功后向骨质疏松症发展。与模型组比较，各

给药组大鼠毛发光亮、紧密，体质量降低、子宫指

数升高、骨质流失减少，且知母-黄柏高剂量组改

善效果最佳，说明知母-黄柏药对可有效减缓卵巢

切除大鼠的骨质流失。

有研究［14］认为，BMSCs 是肾精在细胞层面的

表达，肾精不足或者阴虚火旺可导致 BMSCs 分化

异常。因此，我们推测“虚火蚀骨”介导的 PMOP
可能与炎症因子引起 BMSCs 分化紊乱有关。有研

究发现，绝经后女性雌激素下降，机体处于慢性炎

症表型，炎症因子IL-1β、IL-6和TNF-α水平升高［15］，

导致 BMSCs 分化偏差，出现骨脂分化紊乱［16-18］。

本研究结果显示，模型组大鼠血清中炎症因子 IL-1β、
IL-6和TNF-α水平升高，股骨组织中骨小梁数量减

少且含有大量脂肪细胞，表明卵巢切除后大鼠炎症

反应增加，BMSCs骨脂分化紊乱，成骨分化减少，

成脂分化增加。给药后，知母-黄柏低、高剂量组

血清中炎症因子水平均降低，股骨组织中骨小梁数

量增加、脂肪细胞数量减少，且知母-黄柏高剂量

组的改善效果优于雌二醇组，表明知母-黄柏药对

可通过下调炎症因子表达，纠正 BMSCs 骨脂分化

紊乱，缓解雌激素缺乏介导的骨质流失。

BMSCs的骨脂分化受成骨信号通路和成脂信号

通路调节，成骨分化与 BMP-2 密切相关，BMP-2/
Smads/Runx2通路激活可促进BMSCs成骨分化，并

抑制其分化为脂肪细胞［19］。成脂分化主要由转录

因子 PPARγ 调控［20］，PPARγ 通过激活 Chemerin/
CMKLR1 信号通路促进 BMSCs 向脂肪细胞分化，

并抑制其成骨分化［21-23］。本研究结果显示，与空白

组比较，模型组大鼠股骨组织中 BMP-2 和 Runx2 
mRNA 表达降低， PPARγ、 Chemerin 和 CMKLR1 
mRNA表达升高，提示成骨信号通路被抑制，成脂

信号通路被激活，说明卵巢切除后大鼠 BMSCs 出
现骨脂分化紊乱。与模型组比较，知母-黄柏低、

高剂量组大鼠股骨组织中BMP-2和Runx2 mRNA表

表 5　各组大鼠股骨组织中Runx2、BMP-2、PPARγ、Chemerin和CMKLR1 mRNA表达比较

Table 5　Comparison of of mRNA expressions of Runx2，BMP-2，PPARγ，chemerin and CMKLR1 in femoral tissues of rats in each group
（x̄±s）

名称

空白组

模型组

知母-黄柏低剂量组

知母-黄柏高剂量组

雌二醇组

鼠数

12
12
12
12
12

Runx2

1. 01±0. 10
0. 45±0. 10a）

0. 78±0. 06b）

0. 89±0. 11b）

0. 71±0. 08b）

BMP-2

1. 02±0. 08
0. 47±0. 04a）

0. 78±0. 05b）

0. 91±0. 10b）

0. 71±0. 07b） d）

PPARγ

1. 06±0. 11
3. 33±0. 09a）

1. 97±0. 07b）

1. 41±0. 08b） c）

2. 17±0. 22b） d）

Chemerin

1. 02±0. 08
2. 60±0. 10a）

1. 81±0. 14b）

1. 40±0. 11b） c）

1. 92±0. 19b） d）

CMKLR1

1. 14±0. 05
3. 47±0. 18a）

2. 10±0. 13b）

1. 72±0. 14b）

2. 21±0. 24b） d）

注：Runx2，Runt相关转录因子 2；BMP-2，骨形态发生蛋白 2；PPARγ，过氧化物酶体增殖物激活受体γ；Chemerin，趋化素；CMKLR1，

趋化因子样受体1。
a）与空白组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜0. 05；c）与知母-黄柏低剂量组比较，P＜0. 05；d）与知母-黄柏高剂量组比较，P＜0. 05。
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达升高，PPARγ、Chemerin 和 CMKLR1 mRNA 表达

降低，且知母-黄柏高剂量组在升高 BMP-2 mRNA
表达，降低PARγ、Chemerin、CMKLR1 mRNA表达

方面效果优于雌二醇组，表明知母-黄柏药对可通

过调控 BMSCs 骨脂分化信号，纠正卵巢切除后大

鼠 BMSCs 骨脂分化紊乱，促进 BMSCs 向成骨细胞

分化。

综上，知母-黄柏药对可缓解PMOP骨质流失，

其机制与降低炎症因子水平，纠正 BMSCs 骨脂分

化紊乱，促进 BMSCs 成骨细胞分化有关，且以高

剂量效果更佳。但本研究没有提取大鼠BMSCs，后

续可通过体外BMSCs培养以探索知母-黄柏药对调

控 BMSCs 骨脂分化信号的表观遗传学机制，为其

临床应用提供充分的实验基础。
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Effects of Zhimu （Anemarrhena asphodeloides）-Huangbai （Phellodendron amurense） Medicinal Pair on 
Femoral Microstructure and Osteogenic-Adipogenic Differentiation in Ovariectomized Osteoporosis Model Rats
LI Chuncai， YUAN Mingxing， LI Jiawei， DENG Jing， SHEN Chongyang， LIU Yuan
Chengdu University of Traditional Chinese Medicine，Chengdu，611137
ABSTRACT Objective To investigate the potential mechanisms of Zhimu （Anemarrhena asphodeloides）-Huangbai 
（Phellodendron amurense） medicinal pair in alleviating postmenopausal osteoporosis （PMOP）.   Methods Sixty 
unpregnant female SD rats were randomly divided into five groups， blank group， model group， low-dose Zhimu-

Huangbai group， high-dose Zhimu-Huangbai group， and estradiol group， with 12 rats in each group.  Except for the 
blank group， all other groups had their ovaries removed to create PMOP rat models， while the blank group only had 
the fat tissue around the ovaries removed.  One week after the ovarian removal， the low-dose and high-dose Zhimu-

Huangbai groups received concentrated solution of Zhimu and Huangbai with 1. 8， 7. 2 g/（kg·d） via gavage， the 
estradiol group received estradiol solution 0. 09 mg/（kg·d） via gavage， and the blank group and the model group 
received 10 ml/（kg·d） of normal saline via gavage， once daily for 12 weeks.  Before sampling， the body mass of the 
rats was recorded， and uterine tissue was taken to calculate the uterine index.  The levels of interleukin-1β （IL-1β）， 
interleukin-6 （IL-6） and tumor necrosis factor-α （TNF-α） in serum were detected by ELISA； micro CT was used to 
examine the parameters of femoral microstructure， including bone volume/tissue volume （BV/TV）， trabecular number 
（Tb. N）， trabecular thickness （Tb. Th）， bone mineral density （BMD）， trabecular separation （Tb. Sp）， and cortical 
bone area （Ct. Ar）.  HE staining was used to observe pathological changes in the femur； RT-qPCR was used to detect 
the mRNA expression of osteogenic-adipogenic differentiation-related factors in femoral tissue， including Runt-related 
transcription factor 2 （Runx2）， bone morphogenetic protein 2 （BMP-2）， peroxisome proliferator-activated receptor γ 
（PPARγ）， chemerin and chemokine-like receptor 1 （CMKLR1）.   Results Compared with the blank group， the 
model group showed a significant increase in body mass， a significant decrease in the uterine index， BV/TV， Tb. N， 
Tb. Th and BMD， a significant increase in Tb. Sp， and serum IL-1β， IL-6， and TNF-α levels， a significant reduction 
of mRNA expression of Runx2 and BMP-2 in bone tissue， and a significant increased mRNA expression of PPARγ， 
chemerin， and CMKLR1 （P＜0. 01）.  HE staining revealed that the femoral tissue showed a reduction and sparsity of 
trabeculae， a significant enlargement of the medullary cavity， and a large number of fat cells.  Compared to the model 
group， the low-dose， high-dose Zhimu-Huangbai groups， and estradiol group showed significant improvements in all 
the above-mentioned indicators （P＜0. 05 or P＜0. 01）.  HE staining revealed a significant increase in trabeculae， 
more organized arrangement， and a marked reduction in fat cells.  Compared to low-dose Zhimu-Huangbai group， the 
high-dose Zhimu-Huangbai group exhibited a significant increase in the uterine index and BMD， and a significant 
reduction in body mass and PPARγ and Chemerin mRNA expression （P＜0. 05 or P＜0. 01）.  Compared to high-dose 
Zhimu-Huangbai group， the estradiol group showed a decrease in uterine index， BV/TV， Tb. N， Tb. Th， BMD， and 
BMP-2 mRNA expression， while the levels of IL-1β， TNF-α， and IL-6， as well as Tb. Sp and the mRNA expressions 
of PPARγ， chemerin， and CMKLR1 increased （P＜0. 05 or P＜0. 01）.   Conclusion The Zhimu-Huangbai medici⁃
nal pair can alleviate PMOP bone loss， and its mechanism of action is related to reducing the levels of inflamma⁃
tory factors， correcting the disorder of osteogenic-adipogenic differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells 
（BMSCs）， and promoting the differentiation of BMSCs into osteoblasts.
Keywords postmenopausal osteoporosis； Zhimu （Anemarrhena asphodeloides）； Huangbai （Phellodendron amurense）； 
osteogenic-adipogenic differentiation； inflammatory factors； femoral microstructure
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