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也摘要页 目的 通过观察补肾活血汤对去势大鼠股骨近端尧主动脉外膜及肾小管中可罗索渊Klotho冤蛋白袁大鼠股骨近端磷脂酰肌

醇 3-激酶渊phosphatidylinositol 3-kinase袁PI3K冤蛋白及蛋白激酶 B渊protein kinase B袁Akt冤表达水平的影响袁探讨补肾活血汤治疗绝

经后骨质疏松症渊postmenopausal osteoporosis袁PMOP冤的作用机制遥 方法 选取 6月龄 SD雌性大鼠 31只袁第 1 次随机分为空白组 8
只尧假手术组 5 只尧手术组 18 只袁手术造模 8 周后随机处死空白组和手术组大鼠各 3 只袁评估造模成功后袁手术组按随机数字表法

第 2 次分组院模型组 5只尧补肾活血汤组 5只尧戊酸雌二醇组 5 只遥 然后分组给药院空白组尧假手术组及模型组予以蒸馏水灌胃袁补肾

活血汤组予补肾活血汤 3.32 mg/kg灌胃袁戊酸雌二醇组予戊酸雌二醇 0.1 mg/kg灌胃袁连续给药 8 周遥观察大鼠的一般情况曰分光光

度法测定血清钙含量曰偶联反应法测定血清磷含量曰骨密度扫描仪测量股骨近端的骨密度曰电镜观察股骨近端的骨细胞曰HE 染色观

察大鼠股骨近端的病理变化曰ELISA法检测大鼠股骨近端尧主动脉外膜及肾小管中 Klotho 蛋白的水平曰Western blot 检测大鼠股骨近

端中Klotho尧PI3K及 Akt 蛋白的相对表达水平遥 结果 与模型组比较袁补肾活血汤组和戊酸雌二醇组大鼠的平均体质量较重尧活力较

好袁饮食及毛发情况未见明显差异遥 与模型组比较袁补肾活血汤组和戊酸雌二醇组大鼠股骨近端细胞尧骨小管形态数量均有不同程

度恢复袁股骨近端骨组织骨质疏松病变均得到不同程度的修复遥 与空白组尧假手术组比较袁模型组尧补肾活血汤组血清钙含量降低

渊P约0.01袁P约0.05冤曰与模型组比较袁戊酸雌二醇组血清钙含量增加渊P约0.05冤遥 与空白组尧假手术组比较袁模型组骨密度明显降低渊P约
0.01冤曰股骨近端尧主动脉外膜及肾小管中 Klotho 蛋白含量明显减少渊P约0.01冤曰骨组织中 Klotho 蛋白表达水平显著降低渊P约0.01冤袁
PI3K尧Akt蛋白表达水平显著增加渊P约0.01冤遥 与模型组比较袁补肾活血汤组尧戊酸雌二醇组股骨近端尧主动脉外膜及肾小管中 Klotho
蛋白含量明显增加渊P约0.01冤曰骨组织中 Klotho 蛋白表达水平显著增加渊P约0.01冤袁PI3K尧Akt蛋白表达水平降低渊P约0.05袁P约0.01冤遥 与补

肾活血汤组比较袁戊酸雌二醇组股骨近端及肾小管中 Klotho蛋白含量增加渊P约0.05袁P约0.01冤袁骨组织中 PI3K尧Akt 蛋白表达水平降低

渊P约0.05冤遥 各组大鼠血清磷含量比较袁差异无统计学意义渊P跃0.05冤遥 结论 补肾活血汤可通过提高股骨近端尧主动脉外膜及肾小管中

Klotho 蛋白的表达袁抑制股骨近端中 PI3K 蛋白尧Akt 蛋白的表达袁一定程度上缓解去势大鼠的骨质疏松样病变袁其作用机制可能与

抑制骨细胞凋亡尧改善肾脏功能及循环系统功能相关遥
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基于 Klotho尧PI3K尧Akt蛋白表达水平探讨补肾活血汤对
绝经后骨质疏松大鼠骨骼尧血管及肾脏功能的影响

本文引用: 蒋佳豪袁彭兴宁, 吴官保, 谭婉俊, 冯帅华. 基于 Klotho尧PI3K尧Akt 蛋白表达水平探讨补肾活血汤对绝经后骨质疏松大鼠骨骼尧血管

及肾脏功能的影响[J]. 湖南中医药大学学报, 2024, 44(1): 9-15.
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To observe the effects of Bushen Huoxue Decoction (BSHXD) on the protein expression level of Klotho
in the proximal femur, adventitia of aorta, and renal tubules as well as those of phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) and protein
kinase B (Akt) in the proximal femur of ovariectomized rats, so as to explore the mechanism of action of BSHXD in treating
postmenopausal osteoporosis (PMOP). Methods Thirty-one 6-month-old female SD rats were randomly divided into blank group (n=8),
sham-operated group (n=5), and surgery group (n=18). After eight weeks of surgical modeling, three rats from blank group and another
three from surgery group were randomly selected and sacrificed. After successful modeling, the remaining rats in the surgery group
were subdivided into model group (n=5), BSHXD group (n=5), and estradiol valerate group (n=5) according to the random number table
method. Then, blank, sham-operated, and model groups were given distilled water, BSHXD group was given BSHXD 3.32 mg/kg,
and estradiol valerate group was given estradiol valerate 0.1 mg/kg. All groups were treated by gavage continuously for eight weeks.
The general condition of rats was observed; the serum calcium content was measured by spectrophotometry; the serum phosphorus
content was determined by coupled reaction method; bone mineral density of the proximal femur was measured by bone density
scanner, and the bone cells were examined by electron microscopy. In addition, the pathological changes in the proximal femur
were observed by HE staining; Klotho protein level in the proximal femur, aortic adventitia, and renal tubules was measured by
ELISA; the relative expression levels of Klotho, PI3K, and Akt proteins in the proximal femur were checked by Western blot.
Results Compared with model group, the rats in BSHXD and estradiol valerate groups showed higher average body weight and
better vitality, and there was no significant difference in the condition of diet and hair; the number and form of bone cells and
bone tubules in the proximal femur were restored to varying degrees, and the osteoporotic lesions were also repaired to different
extent. Compared with blank and sham-operated groups, the serum calcium content of rats in model and BSHXD groups was lower
(P<0.01, P<0.05); compared with model group, the serum calcium content of rats in estradiol valerate group was higher (P<0.05).
Compared with blank and sham-operated groups, rats in model group showed a significant decrease in the bone mineral density (P<
0.01), as well as in the Klotho protein content in the proximal femur, aortic adventitia, and renal tubules (P<0.01); the Klotho protein
expression in the bone tissue was significantly reduced (P<0.01), while the protein expressions of PI3K and Akt were significantly
elevated (P<0.01). Compared with model group, the Klotho protein content in the proximal femur, aortic adventitia, and renal tubules
of rats in BSHXD and estradiol valerate groups increased (P<0.01); the Klotho protein expression in the bone tissue was significantly
higher (P<0.01), while the protein expressions of PI3K and Akt were significantly lower (P<0.05, P<0.01). Compared with BSHXD
group, the Klotho protein content in the proximal femur and renal tubules of rats in estradiol valerate group increased (P<0.05),
while the protein expressions of PI3K and Akt in the bone tissue decreased (P<0.05). Moreover, there was no statistical difference in
serum phosphorus content among the groups (P >0.05). Conclusion BSHXD can alleviate the osteoporosis -like lesions of
ovariectomized rats to a certain extent by elevating the Klotho protein expression in the proximal femur, aortic adventitia, and renal
tubules and inhibiting the protein expressions of PI3K and Akt in the proximal femur. And its mechanism of action may be related
to inhibiting osteocyte apoptosis and improving renal function and circulatory system function.

也运藻赠憎燥则凿泽页 Bushen Huoxue Decoction; postmenopausal osteoporosis; Klotho protein; phosphatidylinositol 3-kinase; pro鄄
tein kinase B

绝经后骨质疏松症渊postmenopausal osteoporosis袁
PMOP冤的主要发病机制是围绝经期女性雌激素水

平降低袁导致破骨细胞吸收尧骨丢失和骨折[1]遥 PMOP
是骨质疏松症渊osteoporosis袁OP冤中占比最高的类型袁
全球老年人 OP 的患病率已高达 21.7%[2]遥 由于骨质

不断流失袁OP 最严重的并发症骨质疏松性骨折发病

率不断攀升[2]遥 年龄增长作为骨质疏松最主要的危

险因素袁往往伴随各器官功能的衰退[3]遥 因此袁PMOP
的病程进展与器官功能的衰退密切相关遥目前袁治疗

OP 的药物有骨钙化剂尧骨吸收抑制剂尧骨形成促进

剂等遥靶向性药物可有效提高骨密度袁但没有证据表

明这些药物能够改善机体器官功能袁且长期服用存

在一定的副作用[4]遥 中医学对 OP 具有独特的认识袁
针对 OP 的发病特点袁形成了以补肾活血法为代表的

治疗方法和理论体系遥 补肾活血汤防治 PMOP 已广

泛运用于临床袁取得了较好的疗效[5]遥 因此袁本研究

团队从补肾活血汤对可罗索渊Klotho冤蛋白尧磷脂酰

肌醇 3-激酶渊phosphatidylinositol 3-kinase袁PI3K冤蛋
白及蛋白激酶 B渊protein kinase B袁Akt冤蛋白表达水

平的影响方面研究其作用机制袁报道如下遥
1 材料与方法

1.1 实验动物

实验动物选取 6 月龄 SD 雌性大鼠 31 只袁由湖

南省中医药研究院动物实验室提供袁许可证号院SCXK
渊湘冤2019-0004遥大鼠一般情况均良好袁称重得体质

量渊220依20冤 g遥动物的饲养和试验方案遵守中国试验

动物管理条例渊卫生部第 55 号文件冤和湖南中医药
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大学动物实验伦理要求袁伦理审批编号院ZYFY2023
0209-03遥
1.2 实验药品制备

1.2.1 补肾活血汤中药溶液 参考叶伤科大成窑应用

诸方篇曳中记载的补肾活血汤组成 [6]袁按照现代临

床常用剂量院熟地黄 15 g袁杜仲 10 g袁枸杞子 10 g袁
补骨脂 15 g袁菟丝子 10 g袁当归尾 10 g袁没药 10 g袁
山茱萸 10 g袁肉苁蓉 10 g袁独活 10 g袁红花 6 g遥 方

中药材由湖南省中医药研究院附属医院药剂科提

供袁生产批号分别为院21070016尧21040340尧21040149尧
21050160尧21035144尧21070012尧21075321尧21050205尧
21040318尧21050063尧21060344遥 通过浸泡尧煎煮尧去
渣袁浓缩至 0.58 g/mL 的补肾活血汤中药溶液渊临床

等效剂量冤袁封瓶备用遥
1.2.2 戊酸雌二醇溶液 戊酸雌二醇渊法国 DELPH鄄
ARM Lille S.A.S公司袁批号院H20160679冤由湖南省中

医药研究院附属医院药剂科提供袁溶解于 50 益的

纯净水中制成药物浓度 0.018 mg/mL 的戊酸雌二

醇溶液渊临床等效剂量冤袁封瓶备用遥
1.3 主要试剂及仪器

DDSA尧NMA尧DMP30渊北京中镜科仪技术有限

公司袁批号院GS02827尧GS02828尧GS02823冤曰Klotho渊武
汉华美生物工程有限公司袁批号院CSB-E14958r冤曰BCA
蛋白定量试剂盒渊中国Abiowell公司袁批号院AWB0104冤曰
TEMED渊中国 Abiowell 公司袁批号院AWB0068冤遥

透射电子显微镜渊日本电子 JEOL袁型号院JEM1400冤曰
切片机渊德国莱卡公司袁型号院leica UC-7冤曰电泳仪尧
转膜仪渊中国北京六一公司袁型号分别为院DYY-6C尧
DYCZ-40D冤曰精密 pH 计渊中国雷磁公司袁型号院PHS-
3C冤曰生物样品均质仪渊中国杭州奥盛公司袁型号院
BioPrep-24冤曰显微镜渊Motic 公司袁型号院BA210T冤曰台
式高速冷冻离心机渊湖南湘仪实验室仪器开发有限

公司袁型号院H1650R冤遥
2 实验方法

2.1 动物分组

31 只 6 月龄 SD 雌性大鼠适应性喂养3 d 后袁
称重排号按随机数字表第一次分组院空白组 8 只尧假
手术组 5 只尧手术组 18 只袁造模后第 8 周随机处死

空白组和手术组大鼠各 3 只袁评估造模成功后袁手术

组按随机数字表第二次分组院模型组 5 只尧补肾活血

汤组 5 只尧戊酸雌二醇组 5 只遥
2.2 造模方法

参照陈沙的造模方法 [7]袁以卵巢切除术去势方

法造模遥 具体操作院将约 1 mL 的 2%利多卡因注射

液注入大鼠腹腔进行麻醉袁取侧卧位固定头和四肢遥
术前严格消毒尧备皮袁术中全程注意无菌袁在脊柱旁

开约 1 cm 背部肋骨下缘作纵行切口袁剥离肌肉夹起

卵巢袁用可吸收线结扎后摘除袁术口采用皮内缝合袁
假手术组采用相同方法在卵巢周围剥除相同重量的

脂肪组织遥术后腹腔内连续注射 3 d 的青霉素 1 U袁
禁食不禁水 1 d遥 手术组大鼠造模当天大鼠均苏醒袁
3 d 后查看一般情况良好袁切口均对位尧愈合良好袁
喂养第8 周随机处死空白组和手术组大鼠各 3 只袁
运用骨形态学方法袁根据 HE 染色对比观察股骨近端

骨组织形态袁评估模型遥 与空白组比较袁手术组大鼠

HE 染色显示股骨内骨小梁细短袁间隙较大袁可见结

构断裂袁连续性差且不完整袁提示造模成功[8]遥 详见

图 1遥

2.3 给药方法

第 8 周起逐日给大鼠灌胃袁共计 8 周遥给药剂量

按照人体和 SD 雌性大鼠体表面积比换算[9]院补肾活

血汤组予补肾活血汤 3.32 mg/kg 灌胃袁戊酸雌二醇

组予戊酸雌二醇 0.1 mg/kg 灌胃袁空白组尧假手术

组尧模型组予以等量蒸馏水灌胃遥
2.4 观察指标

2.4.1 观察大鼠的一般情况 观察大鼠存活情况尧
活力尧饮食尧体质量及毛发遥
2.4.2 测定血清中钙尧磷含量 采用尾尖采血的方法

取大鼠血液遥分光光度法测定血清钙袁邻-甲酚酞络

合酮和偶氮砷芋作为染色剂袁利用碱性溶液将样本

中与蛋白质结合钙和复合钙释放出钙离子后与染色

剂结合反应后测定遥偶联反应法测定血清磷袁参与反

应的酶有糖原磷酸化酶尧葡萄糖磷酸变位酶及葡萄

图 1 空白组及手术组大鼠股骨组织病理形态渊HE袁伊400冤
空白组 手术组
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糖 6-磷酸脱氢酶袁反应中使烟酰胺腺嘌呤二核苷

磷酸还原成还原型辅酶域袁 形成还原型辅酶域在

340 nm 波长下测定其吸光度遥
2.4.3 骨密度扫描仪测量股骨近端的骨密度 腹腔

注入 2%的利多卡因注射液麻醉后颈椎脱臼法处死

大鼠袁立即摘取右侧股骨袁分离股骨近端骨组织袁按
相同方向排列在骨密度扫描仪探头下进行扫描遥
2.4.4 电镜观察大鼠股骨近端的骨细胞 取大鼠股

骨近端骨细胞置于孔径 2 nm 的载样铜网上袁室温下

静置 3 min袁用滤纸从滤网侧边吸干液体袁滴加 3%
磷钨酸溶液 30 滋L袁室温环境下负染 5 min袁在室温

下干燥袁于透射电镜下观察细胞结构形态并拍摄遥
2.4.5 HE染色检测大鼠股骨近端的形态病变 60 益
烤片 12 h曰切片脱蜡至水院先将切片置于二甲苯中

20 min袁3 次遥然后依次置于 100%尧100%尧95%尧85%
和 75%乙醇中袁每级放置 5 min遥 再用蒸馏水浸洗

5 min曰苏木精染色 1~10 min袁蒸馏水冲洗袁PBS 返

蓝曰伊红染色 1~5 min袁蒸馏水冲洗曰梯度乙醇脱水袁
每级 5 min遥 取出后置于二甲苯 10 min袁2 次袁中性

树胶封片袁显微镜观察股骨近端的形态变化遥
2.4.6 ELISA检测大鼠股骨近端尧主动脉外膜及肾小

管中 Klotho 蛋白的水平 稀释 BSA 标准品曰配制

BCA 工作液曰定量检测院将稀释好的 BSA 标准品和

待测蛋白样品各 25 滋L 分别加到做好标记的 96 孔

板微孔中遥 每孔加入 200 滋L BCA工作液袁充分混匀袁
盖上 96 孔板盖袁37 益孵育 30 min袁冷却至室温袁须
在 3~5 min 内完成检测遥 用酶标仪在 540~590 nm
范围内袁测定每个样品及 BSA 标准品的吸光值袁同时

做好记录遥 绘制标准曲线袁计算样品中的蛋白浓度遥
2.4.7 Western blot 检测大鼠股骨近端中 Klotho 蛋

白尧PI3K 蛋白及 Akt 蛋白的表达水平 取股骨近端

骨细胞按细胞蛋白提取试剂盒说明进行细胞蛋白提

取袁冰上孵育 20 min后 12 000 r/min 离心 20 min渊离
心半径 6 cm冤袁收集上清液袁采用 BCA 法计算蛋白

含量遥 将制备好的蛋白样品加入 10%的凝胶中电

泳袁转膜袁封闭液中封闭后袁用蒸馏水将一步法试剂

盒中的 10伊洗液稀释为 1伊洗液曰将二抗 HRP 放入

离心管袁使一抗与二抗充分混匀袁于室温条件下孵育5 min袁
加入一抗渊1颐500冤袁4 益过夜袁TBST 洗膜袁加入二抗

渊1颐5 000冤孵育袁倾去抗体混合液袁用洗液漂洗 3 次遥
在反应盒内加入高灵敏度化学发光检测试剂盒 A
液及 B 液各 1 mL袁混匀袁放入 PVDF 膜袁ECL 化学

发光试剂显色曝光袁凝胶成像系统分析结果遥目的

蛋白相对表达量=目的蛋白表达量/同一样本内参表

达量遥
2.5 统计学方法

实验数据均采用 SPSS 23.0 统计软件进行分

析遥计量资料以野曾依s冶表示袁组间比较采用卡方检验尧
t 检验和析因设计资料的方差分析遥 单因素方差分

析检验先进行 Levene 方差齐性检验袁整体比较时方

差齐者用 F检验袁方差不齐者用近似 F检验Welch法袁
多重比较时方差齐者采用 LSD 法袁方差不齐者采用

Dunnett' T3 法遥 以 P约0.05 表示差异有统计学意义遥
3 结果

3.1 各组大鼠一般情况比较

干预结束后袁空白组与假手术组大鼠的饮食尧毛
发尧体质量及活力情况未见明显差异曰模型组大鼠饮

食明显减少袁毛发粗糙无光泽袁体重明显减轻袁活力

显著下降曰与模型组比较袁补肾活血汤组和戊酸雌二

醇组大鼠的平均体质量较重尧活力较好袁饮食及毛发

情况未见明显差异遥
3.2 各组大鼠血清中钙尧磷含量比较

与空白组尧假手术组比较袁模型组尧补肾活血汤

组血清钙含量降低渊P约0.01袁P约0.05冤曰与模型组比较袁
戊酸雌二醇组血清钙含量增加渊P约0.05冤遥 各组大鼠

血清磷含量比较袁差异无统计学意义渊P跃0.05冤遥详见

表 1遥

3.3 各组大鼠股骨近端骨密度水平比较

与空白组尧假手术组比较袁模型组骨密度明显降

低渊P约0.01冤遥 详见表 2遥
3.4 各组大鼠电镜下骨细胞形态比较

空白组和假手术组大鼠股骨近端骨细胞形态较

为规则袁骨小管较多且细长袁呈辐射状袁细胞核尚饱

注院与空白组比较袁*P约0.05袁**P约0.01曰与假手术组比较袁#P约0.05袁
##P约0.01曰与模型组比较袁吟P约0.05遥

组别

空白组

假手术组

模型组

补肾活血汤组

戊酸雌二醇组

钙含量

1.47依0.14
1.46依0.18
1.15依0.02**##

1.24依0.06*#

1.36依0.12吟

磷含量

1.47依0.26
1.49依0.29
1.21依0.22
1.31依0.18
1.39依0.25

表 1 血清中钙尧磷含量比较渊曾依s袁n=5袁mmol/L冤
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注院与空白组比较袁**P约0.01曰与假手术组比较袁##P约0.01遥

组别

空白组

假手术组

模型组

补肾活血汤组

戊酸雌二醇组

BMD
0.398依0.040
0.406依0.053
0.220依0.056**##

0.266依0.056
0.276依0.039

表 2 股骨近端骨密度比较渊曾依s袁n=5袁g/cm2冤

满袁未见明显病理改变曰模型组细胞形状不规则且结

构紊乱袁分布较少的骨小管袁且骨小管较短小袁胞核

出现明显破裂皱缩曰补肾活血汤组和戊酸雌二醇组

大鼠股骨近端细胞及骨小管形态数量均有不同程度

恢复遥 详见图 2遥
3.5 各组大鼠骨组织 HE染色比较

空白组和假手术组大鼠股骨结构连续完整袁骨
小梁较厚袁间距较小袁数目较多袁结构致密遥 模型组

大鼠股骨近端见股骨骺端松质骨密度较低袁骨小梁

稀疏袁连接减少袁出现断裂尧变形等曰松质骨内红骨

髓转化为黄骨髓袁脂肪堆积增加遥 而补肾活血汤组

和戊酸雌二醇组大鼠股骨近端骨组织骨质疏松病变

均得到不同程度的修复遥 详见图 3遥
3.6 各组大鼠股骨近端尧主动脉及肾小管中 Klotho
蛋白含量比较

与空白组尧假手术组比较袁模型组股骨近端尧主
动脉外膜及肾小管中 Klotho 蛋白含量明显减少渊P约
0.01冤曰与模型组比较袁补肾活血汤组尧戊酸雌二醇组

股骨近端尧主动脉外膜及肾小管中 Klotho 蛋白含量

明显增加渊P约0.01冤曰与补肾活血汤组比较袁戊酸雌二

醇组股骨近端及肾小管中 Klotho 蛋白含量增加渊P约
0.05袁P约0.01冤遥 详见表 3遥
3.7 各组大鼠骨组织中 Klotho尧PI3K 及 Akt 蛋白表

达水平比较

与空白组尧假手术组比较袁模型组骨组织中

Klotho 蛋白表达水平显著降低渊P约0.01冤袁PI3K尧Akt
蛋白表达水平显著增加渊P约0.01冤曰与模型组比较袁补
肾活血汤组和戊酸雌二醇组骨组织中 Klotho 蛋白

表达水平显著增加渊P约0.01冤袁PI3K尧Akt蛋白表达水平降

低渊P约0.05袁P约0.01冤曰与补肾活血汤组比较袁戊酸雌二

醇组骨组织中PI3K尧Akt 蛋白表达水平降低渊P约0.05冤遥
详见图 4尧表 4遥

图 2 各组大鼠骨细胞形态观察渊透射电镜袁伊500冤
空白组 假手术组 模型组 补肾活血汤组 戊酸雌二醇组

图 3 各组大鼠股骨近端骨组织病理形态情况渊HE袁伊400冤
空白组 假手术组 模型组 补肾活血汤组 戊酸雌二醇组

注院与空白组比较袁**P约0.01曰与假手术组比较袁##P约0.01曰与模型组比较袁吟吟P约0.01曰与补肾活血汤组比较袁银P约0.05袁银银P约0.01遥

组别

空白组

假手术组

模型组

补肾活血汤组

戊酸雌二醇组

股骨近端

643.896依32.226
629.324依40.352
384.410依40.256**##

462.397依25.949吟吟

538.201依44.637吟吟银银

主动脉外膜

839.682依38.500
819.548依60.906
600.165依22.152**##

687.279依57.211吟吟

735.956依47.272吟吟

肾小管

8520.768依391.389
8610.155依540.290
6058.319依489.164**##

6702.162依330.558吟吟

7329.626依469.115吟吟银

表 3 股骨近端尧主动脉外膜尧肾小管中 Klotho 含量比较渊曾依s袁n=5袁pg/mL冤
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注院与空白组比较袁**P约0.01曰与假手术组比较袁##P约0.01曰与模型

组比较袁吟P约0.05袁吟吟P约0.01曰与补肾活血汤组比较袁银P约0.05遥

组别

空白组

假手术组

模型组

补肾活血汤组

戊酸雌二醇组

表 4 骨组织中 Klotho尧PI3K及 Akt蛋白表达

水平比较渊曾依s袁n=5冤
Klotho/茁-actin
0.266依0.054
0.274依0.049
0.128依0.030**##

0.352依0.040吟吟

0.336依0.055吟吟

PI3K/茁-actin
0.312依0.036
0.340依0.028
0.586依0.060**##

0.522依0.077吟

0.448依0.056吟吟银

Akt/茁-actin
0.328依0.030
0.332依0.026
0.642依0.049**##

0.564依0.082吟

0.490依0.056吟吟银

图 4 各组大鼠骨组织中相关蛋白电泳条带图

4 讨论

Klotho 蛋白在调控钙尧磷代谢中发挥着重要的

作用[10]遥Klotho 蛋白能与成纤维细胞生长因子受体 1
渊fibroblast growth factor receptor 1袁FGFR1冤结合袁增
加 FGF23 分泌袁同时抑制 1,25-二羟维生素 D3 的合

成袁从而降低血磷[11]遥另外 Klotho 蛋白通过刺激肾小

管上皮细胞的钙通道来促进骨吸收释放血磷袁从而

维持血磷的稳定[11]遥Klotho 蛋白调控血钙平衡主要是

刺激破骨细胞进行骨重吸收袁通过瞬态受体电位

渊transient receptor potential, TRP冤通道促进骨钙的释

放袁同时 TRP 能刺激肾脏远曲小管重吸收钙以维持

血钙平衡[12]遥 在本研究中袁我们发现Klotho 蛋白的调

控失衡是 PMOP大鼠钙尧磷代谢异常的原因之一遥 补

肾活血汤能增加 Klotho 蛋白的表达袁但对于钙尧磷
代谢的调节作用不显著袁有待进一步研究遥

Klotho蛋白主要由肾脏产生袁是重要的抗衰老因

子[10]遥 研究表明袁与衰老相关的许多疾病都与 Klotho
蛋白的表达下降有关[13-14]遥 在本实验中袁我们发现模型

组骨密度与体内 Klotho 蛋白均降低袁证明 PMOP 发

病可能与 Klotho 蛋白的表达下降有关遥 因为 Klotho
蛋白能够调控骨形成和骨吸收[15]遥 研究表明袁Klotho
蛋白能调节骨特异性转录因子 Runx2袁促进骨组织

的形成和修复曰 并抑制 Runx2 的基质金属蛋白酶-

13袁从而减缓破骨细胞的移行和骨基质的吸收[16]遥 因

此袁Klotho 蛋白高表达时袁PMOP 大鼠的骨小梁数目

和骨形态结构均明显改善遥 在本研究中袁补肾活血汤

组大鼠的骨密度未见显著改善袁 但骨质疏松样病理

损伤明显缓解袁与前人研究结果基本一致遥 疾病研

究发现袁Klotho 蛋白的低表达会导致慢性肾病患者

发生血管钙化和骨质疏松[17]遥 肾脏分泌的 Klotho 蛋

白能有效逆转或改善血管钙化及骨质疏松[18-19]遥因为

Klotho 蛋白具有修复器官衰老的作用[20]遥 而 Klotho
蛋白的分泌在与衰老无关的疾病中通常没有显著

差异袁例如肾性高血压患者的Klotho水平没有改变[21]遥
因此袁可以推断 Klotho 蛋白的表达能特异性反映器

官功能遥在本实验模型中袁Klotho 蛋白在 PMOP 大鼠

的骨组织尧主动脉及肾组织中均呈现低表达袁反映了

大鼠骨骼尧血管及肾脏功能的减退遥 表明 PMOP的发

生和发展与多器官功能相关袁而非单一骨骼改变遥
在本研究中袁补肾活血汤干预后有效提高了大鼠股

骨近端尧主动脉外膜和肾小管中 Klotho 蛋白的表达袁
结果表明补肾活血汤治疗 PMOP 的机制可能与改善

脏腑功能有关遥
Klotho 蛋白能调控 PI3K/Akt 通路袁通过对线

粒体凋亡的调控影响细胞的凋亡尧增殖和分化[22]遥PI3K/
Akt 通路的调节机制和生物学功能对骨骼尧血管尧
肾脏等组织均有重要意义[23-24]遥 本实验数据表明补

肾活血汤减缓骨细胞凋亡可能通过提高 Klotho 蛋

白袁抑制 PI3K尧Akt 蛋白实现遥 研究发现袁PI3K/Akt通
路作用于骨骼后袁能修复骨细胞形态袁增加骨小管数

量袁一定程度恢复骨小梁厚度袁减少骨髓腔内脂肪细

胞分布袁修复骨组织的病理改变遥本实验结果表明袁
补肾活血汤同样能提高脏器功能尧延缓骨细胞凋亡袁
对 Klotho尧PI3K尧Akt 蛋白的调控作用接近戊酸雌二

醇袁且在骨组织和细胞的修复方面优于戊酸雌二醇遥
临床研究数据表明袁补肾活血汤疗效明确袁并能有

效减少治疗时的不良反应袁是治疗 PMOP 的可靠药

物[25]遥
本研究结果提示袁器官功能减退可能是 PMOP

发生的关键因素遥 已有研究者尝试通过靶向抑制细

胞衰老改善骨小梁和皮质骨的骨量和骨微结构[26]遥
中医药治疗 PMOP 等退行性疾病具有显著优势遥 中

医学认为 PMOP 的发病机制是野肾虚为本袁血瘀为

标冶遥 补肾活血汤是中医治疗肾虚血瘀型 PMOP 的
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代表方剂袁方中熟地黄尧杜仲为君药袁补肝益肾尧填精

壮骨曰山茱萸尧枸杞子尧肉苁蓉尧补骨脂尧菟丝子为臣

药袁有温补元阳尧使筋骨坚强尧增强君药的治疗作用曰
当归尾尧没药尧红花为佐药袁通经活络尧行气活血袁通
则不痛曰独活祛风除湿尧宣痹止痛遥 本方组方严谨袁
以补益肝肾为主袁从本质入手袁扶正祛邪袁佐以活血

化瘀尧祛风除湿的药物袁疗效显著遥
综上所述袁补肾活血汤可通过提高股骨近端尧

主动脉外膜及肾小管中Klotho 蛋白的表达袁抑制股

骨近端中 PI3K蛋白尧Akt 蛋白的表达袁一定程度上

缓解去势大鼠的骨质疏松样病变袁其作用机制可能

与抑制骨细胞凋亡尧改善肾脏功能及循环系统功能

相关遥
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