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摘　要　目的：探讨牛膝含药血清对大鼠骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）增殖、成骨分化的影响

及其作用机制。方法：取４周龄雌性ＳＰＦ级ＳＤ大鼠２０只，随机分为空白组和牛膝低、中、高剂量组，每组５只。牛膝低、中、高剂

量组大鼠分别以相应浓度的牛膝药液灌胃，空白组大鼠以同等剂量生理盐水灌胃，每日１次，共灌胃１４ｄ。最后一次灌胃干预２ｈ

后，取大鼠腹主动脉血，制备空白血清和相应浓度的牛膝含药血清。另取大鼠４只，处死后取出大鼠股骨和胫骨骨髓，进行ＢＭＳＣｓ

培养。细胞传到第３代时，用流式细胞仪进行细胞表型鉴定。将大鼠 ＢＭＳＣｓ分为胎牛血清组、空白血清组和牛膝含药血清低、

中、高剂量组，分别加入胎牛血清、空白血清和牛膝低、中、高剂量含药血清进行干预，检测各组大鼠ＢＭＳＣｓ的增殖活性；分别加入

含相应血清的成骨诱导液进行成骨诱导，采用茜素红染色观察大鼠ＢＭＳＣｓ成骨分化情况，采用荧光定量ＰＣＲ检测大鼠ＢＭＳＣｓ中

成骨相关因子碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）、骨钙素（ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，ＯＣＮ）、Ｒｕｎｔ相关转录因子２（ｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ｆａｃｔｏｒ２，Ｒｕｎｘ２）和Ｏｓｔｅｒｉｘ的ｍＲＮＡ相对表达量，采用蛋白质印迹法检测 ＢＭＳＣｓ中 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路相关蛋白音猬因子（ｓｏｎｉｃ

ｈｅｄｇｅｈｏｇ，ＳＨＨ）、Ｇｌｉ２的蛋白相对表达量。结果：①细胞鉴定结果。细胞表型鉴定结果显示，培养的细胞为ＢＭＳＣｓ。②大鼠ＢＭＳＣｓ

增殖活性检测结果。干预２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ后，５组大鼠ＢＭＳＣｓ增殖活性组间总体比较，差异均有统计学意义；干预２４ｈ后，

牛膝含药血清高剂量组ＢＭＳＣｓ的增殖活性高于胎牛血清组、空白血清组（Ｐ＝０．００６，Ｐ＝０．００８）；干预４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ后，牛膝含

药血清高剂量组ＢＭＳＣｓ的增殖活性均高于胎牛血清组、空白血清组和牛膝含药血清低、中剂量组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝

０．０１０，Ｐ＝０．０２１；Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００７，Ｐ＝０．０１６；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０４７）。③大鼠 ＢＭＳＣｓ成骨分

化检测结果。茜素红染色显示，各组大鼠ＢＭＳＣｓ均出现细胞外矿化结节形成与沉积，其中牛膝含药血清高剂量组阳性染色面积

较大，矿化结节明显。牛膝含药血清高剂量组矿化结节面积大于胎牛血清组和空白血清组（Ｐ＝０．０３９，Ｐ＝０．０１５）。④大鼠

ＢＭＳＣｓ中成骨相关因子的ｍＲＮＡ相对表达量检测结果。牛膝含药血清低、中、高剂量组大鼠 ＢＭＳＣｓ中 ＡＬＰ、ＯＣＮ、Ｒｕｎｘ２、Ｏｓｔｅｒｉｘ

的ｍＲＮＡ相对表达量均高于胎牛血清组（Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０１１，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．００９，Ｐ＝０．０００，

Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）和空白血清组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．００５，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝

０．０３１，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）。牛膝含药血清中剂量组大鼠ＢＭＳＣｓ中 ＡＬＰ的 ｍＲＮＡ相对表达量

高于牛膝含药血清低剂量组（Ｐ＝０．０４４）。牛膝含药血清高剂量组大鼠ＢＭＳＣｓ中ＡＬＰ、ＯＣＮ、Ｒｕｎｘ２、Ｏｓｔｅｒｉｘ的ｍＲＮＡ相对表达量

均高于牛膝含药血清低剂量组（Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００６，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００８）。牛膝含药血清高剂量组大鼠 ＢＭＳＣｓ中 Ｒｕｎｘ２的

ｍＲＮＡ相对表达量高于牛膝含药血清中剂量组（Ｐ＝０．０４７）。⑤大鼠ＢＭＳＣｓ中Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路相关蛋白的蛋白相对表达量检

测结果。牛膝含药血清高剂量组大鼠ＢＭＳＣｓ中ＳＨＨ、Ｇｌｉ２高表达。牛膝含药血清低、中、高剂量组ＳＨＨ、Ｇｌｉ２的蛋白相对表达量

均高于胎牛血清组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０２６，Ｐ＝０．０１６，Ｐ＝０．０００）和空白血清组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝

０．０００；Ｐ＝０．０３１，Ｐ＝０．０１８，Ｐ＝０．０００）。牛膝含药血清中、高剂量组大鼠ＢＭＳＣｓ中ＳＨＨ的蛋白相对表达量均高于牛膝含药血清

低剂量组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），牛膝含药血清高剂量组大鼠 ＢＭＳＣｓ中 ＳＨＨ的蛋白相对表达量高于牛膝含药血清中剂量组

（Ｐ＝０．０００）。牛膝含药血清高剂量组大鼠ＢＭＳＣｓ中Ｇｌｉ２的蛋白相对表达量高于牛膝含药血清低剂量组（Ｐ＝０．００１）。结论：牛

膝含药血清可能通过激活Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路和上调成骨相关因子ＡＬＰ、ＯＣＮ、Ｒｕｎｘ２、Ｏｓｔｅｒｉｘ的表达，促进大鼠ＢＭＳＣｓ的增殖和成

骨分化。
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ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｒａｔＢＭＳＣｓａｍｏｎｇｔｈｅ５ｇｒｏｕｐｓｉｎｇｅｎｅｒａｌ．Ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ＢＭＳＣｓｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎＨＡＢＲｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍｇｒｏｕｐａｎｄｂｌａｎｋｓｅｒｕｍｇｒｏｕｐａｆｔｅｒ２４ｈｏｕｒｉｎｔｅｒｖｅｎ

ｔｉｏｎ（Ｐ＝０．００６，Ｐ＝０．００８），ａｎｄｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎＨＡＢＲｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍｇｒｏｕｐ，ｂｌａｎｋｓｅｒｕｍｇｒｏｕｐ，

Ｌ，ａｎｄＭＡＢＲｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍｇｒｏｕｐｓａｆｔｅｒ４８，７２，ａｎｄ９６ｈｏｕｒｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０１０，Ｐ＝０．０２１；Ｐ＝０．００３，

Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００７，Ｐ＝０．０１６；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０４７）．③Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｎｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆ

ＢＭＳＣｓｉｎｒａｔｓ．ＴｈｅＡＲＳｒｅｓｕｌｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄｎｏｄｕｌｅｓｆｏｒｍｅｄａｎｄｄｅｐｏｓｉｔｅｄｉｎＢＭＳＣｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ，ｗｉｔｈ

ＨＡＢＲｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍｇｒｏｕｐｄｉｓｐｌａｙｉｎｇａｌａｒｇｅｒｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇａｒｅａａｎｄｍｏｒｅｐｒｏｍｉｎｅｎｔｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄｎｏｄｕｌｅｓ，ａｎｄｔｈｅａｒｅａｏｆｍｉｎｅｒａ

ｌｉｚｅｄｎｏｄｕｌｅｓｗａｓｌａｒｇｅｒｉｎＨＡＢＲｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍｇｒｏｕｐａｎｄｂｌａｎｋｓｅｒｕｍｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０３９，Ｐ＝

０．０１５）．④ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｍａｒｋｅｒｓｉｎｒａｔＢＭＳＣｓ．Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
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Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），ａｎｄｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｉｎＨＡＢＲｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＬＡＢＲｍｅｄｉｃａ
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ｉｎＬ，Ｍ，ａｎｄＨＡＢＲｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍｇｒｏｕｐｓｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍｇｒｏｕｐａｎｄｂｌａｎｋｓｅｒｕｍｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝

０．０００；Ｐ＝０．０２６，Ｐ＝０．０１６，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０３１，Ｐ＝０．０１８，Ｐ＝０．０００）．Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＳＨＨｉｎｒａｔＢＭＳＣｓｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎＭ，ａｎｄＨＡＢＲｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍｇｒｏｕｐｓｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＬＡＢＲｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍｇｒｏｕｐ

（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），ａｎｄｗａｓｈｉｇｈｅｓｔｉｎＨＡＢＲｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．０００）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＧｌｉ２ｉｎ
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ｒａｔＢＭＳＣｓｗａｓｈｉｇｈｅｒｉｎＨＡＢＲｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＬＡＢＲｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍｇｒｏｕｐ（Ｐ＝０．００１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＡＢＲ

（ＴＣＤ）ｍｅｄｉｃａｔｅｄｓｅｒｕｍｍａｙｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆＢＭＳＣｓｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇＨｅｄｇｅｈｏｇｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

ａｎｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＬＰ，ＯＣＮ，Ｒｕｎｘ２ａｎｄＯｓｔｅｒｉｘｉｎｒａｔｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ａｃｈｙｒａｎｔｈｅｓｂｉｄｅｎｔａｔａｅｒａｄｉｘ（ＴＣＤ）；ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ｒａｔｓ，ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ

　　骨质疏松症（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＯＰ）是一种以低骨量和
骨组织微结构破坏为特征，骨质脆性增加、易于骨折

的全身性骨代谢疾病［１－２］。各种原因引起的成骨能

力下降或骨吸收活跃都会导致 ＯＰ的发生［３］。ＯＰ可

归属于中医学“骨痿”的范畴，主要病因病机为肝肾亏

虚、气滞血瘀，肝肾亏虚为本、气滞血瘀为标。因此，

中医治疗ＯＰ注重应用具有补益肝肾、活血化瘀作用
的药物。牛膝归肝、肾经，性平，味苦、甘、酸，具有补

肝肾、强筋骨、逐瘀通经、引血下行的功效［４］，被广泛

应用于ＯＰ的治疗。现代药理研究［５－６］表明，牛膝有

效成分及其提取物具有调节骨代谢、改善糖代谢、改

善血流变、抗炎等作用，但牛膝抗骨质疏松作用在细

胞和分子层面的具体机制尚不明确。骨髓间充质干

细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）是

成骨细胞的主要来源，与 ＯＰ的发生关系密切［７－９］。

相关研究［１０－１２］表明，Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路可以促进体

外ＢＭＳＣｓ成骨分化，并抑制其向脂肪细胞分化，对骨

修复有积极的影响，且 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路各种调节
因子广泛存在于骨组织中，在调节骨发育及维持骨

组织稳态方面起重要作用。为进一步探讨牛膝防治

ＯＰ的作用机制，我们对牛膝含药血清对大鼠 ＢＭＳＣｓ
增殖、成骨分化的影响及其作用机制进行了实验

研究。

１　材料与仪器
１．１　实验动物

４周龄雌性ＳＰＦ级ＳＤ大鼠２４只，体质量（１００±
２０）ｇ，购于斯贝福（北京）生物技术有限公司，实验动
物生产许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１９－００１０。动物饲养于
郑州中医骨伤病医院实验动物中心，环境温度２１～
２２℃，相对湿度５０％～６０％，自由饮水和摄食。本研
究动物实验方案经郑州中医骨伤病医院伦理委员会

审查通过，伦理批件号：２０２３０２０１０１。
１．２　试剂与仪器

牛膝颗粒剂（河南省洛阳正骨医院／河南省骨科
医院药剂中心），胎牛血清（上海双洳生物科技有限公

司）、大鼠ＢＭＳＣｓ成骨诱导分化培养基（武汉普诺赛

生命科技有限公司）、四唑硝基蓝／氯化硝基四氮唑蓝
碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）显色液试剂盒

（上海碧云天生物技术股份有限公司）、细胞计数试剂

盒（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ，ＣＣＫ）８（上海花相生物科技有限

公司）、ＲＮＡ快速提取试剂盒（北京聚合美生物科技
有限公司），ＲＴｍｉｘｗｉｔｈＤＮａｓｅ（Ａｌｌｉｎｏｎｅ）、Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕＰｅｒｍｉｘ（苏州优逸兰迪生物科技
有限公司），ＣＤ３４抗体、ＣＤ４５抗体、ＣＤ７３抗体、

ＣＤ１０５抗体、ＣＤ９０抗体（美国 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司），音猬
因子（ｓｏｎｉｃｈｅｄｇｅｈｏｇ，ＳＨＨ）抗体、Ｇｌｉ２抗体（武汉三鹰

生物技术有限公司）。３７１二氧化碳培养箱、低速离

心机、ＰＣＲ热循环仪（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司），
ＭＩ５２Ｎ倒置显微镜（广州市明美光电科技有限公

司），ＹＴ１１０酶标分析仪（上海叶拓科技有限公司），
流式细胞仪（美国Ｌｕｍｉｎｅｘ公司），高速台式冷冻离心

机（湖南湘仪实验室仪器开发有限公司）。

２　方　法
２．１　牛膝药液制备

根据２０１５年版《中国药典》中成人牛膝饮片的常

规用量，按照大鼠与成人的等效剂量换算出大鼠的牛

膝饮片用量为１．２５ｇ·ｋｇ－１，取相应剂量的牛膝颗粒剂

分别用纯净水配制低、中、高剂量的牛膝药液，浓度分

别为０．１２５ｇ·ｍＬ－１、０．２５ｇ·ｍＬ－１、０．６２５ｇ·ｍＬ－１。

２．２　牛膝含药血清制备

取２０只大鼠按照１～２０进行编号，从随机数字
表第８行第６列开始依次取 ２０个 ２位数的随机数

字，按照大鼠编号顺序依次对应。再按随机数字由小

到大对大鼠进行再次编号（随机数字相同者原编号小

的在前），编号１～５的大鼠归于空白组，编号６～１０

的大鼠归于牛膝低剂量组，编号１１～１５的大鼠归于
牛膝中剂量组，编号１６～２０的大鼠归于牛膝高剂量

组。牛膝低、中、高剂量组按照１０ｍＬ·ｋｇ－１的剂量分

别灌胃相应浓度的牛膝药液，空白组按同等剂量灌胃

生理盐水，每日１次，共灌胃１４ｄ。最后一次灌胃干
预２ｈ后，取大鼠腹主动脉血，离心、灭活、除菌后分

装，－２０℃保存备用。
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２．３　细胞培养与鉴定
取４只大鼠用２０％乌拉坦麻醉后处死，取出大鼠

股骨和胫骨骨髓，进行 ＢＭＳＣｓ培养。细胞汇拢度达
８０％～９０％时进行传代，倒置显微镜观察细胞形态与
生长情况。细胞传到第３代时，用流式细胞仪进行细
胞表型鉴定。

２．４　细胞分组
取第３代大鼠 ＢＭＳＣｓ制成单细胞悬液，待细胞

贴壁后，分为胎牛血清组、空白血清组和牛膝低、中、

高剂量含药血清组。

２．５　大鼠ＢＭＳＣｓ增殖活性检测
５组大鼠ＢＭＳＣｓ分别加入胎牛血清、空白血清和

牛膝低、中、高剂量含药血清进行干预，分别在干预后

即刻和干预２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ后加入 ＣＣＫ８溶
液，在培养箱内培育 ４０ｍｉｎ，用酶联免疫检测仪
４５０ｎｍ波长测定吸光度值。
２．６　大鼠ＢＭＳＣｓ成骨分化检测

５组大鼠ＢＭＳＣｓ分别加入２ｍＬ含不同血清（胎
牛血清组加胎牛血清，空白血清组加空白血清，牛膝

低、中、高剂量含药血清组分别加牛膝低、中、高剂量

含药血清）的成骨诱导液进行成骨诱导。诱导２１ｄ
后，采用茜素红染色观察５组大鼠 ＢＭＳＣｓ的矿化结
节形成情况，并用 ＩｍａｇｅＪ软件对矿化结节面积进行
量化分析。

２．７　大鼠ＢＭＳＣｓ中成骨相关因子的ｍＲＮＡ相对表
达量和Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路相关蛋白的蛋白相对表达
量检测

按前述方法成骨诱导３ｄ后，采用荧光定量 ＰＣＲ
检测５组大鼠 ＢＭＳＣｓ中成骨相关因子 ＡＬＰ、骨钙素
（ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，ＯＣＮ）、Ｒｕｎｔ相关转录因子２（ｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２，Ｒｕｎｘ２）和 Ｏｓｔｅｒｉｘ的 ｍＲＮＡ相对
表达量（ＰＣＲ引物序列见表１），采用蛋白质印迹法检
测５组大鼠 ＢＭＳＣｓ中 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路相关蛋白
ＳＨＨ、Ｇｌｉ２的相对表达量。
２．８　数据统计

采用ＳＰＳＳ２１．０统计软件处理数据。不同时间点
５组大鼠ＢＭＳＣｓ增殖活性的比较采用重复测量数据
的方差分析，５组大鼠 ＢＭＳＣｓ中 ＡＬＰ、ＯＣＮ、Ｒｕｎｘ２、
Ｏｓｔｅｒｉｘ的 ｍＲＮＡ相对表达量和 ＳＨＨ、Ｇｌｉ２的蛋白相
对表达量的组间比较均采用单因素方差分析，组间两

两比较均采用ＬＳＤｔ检验；５组大鼠 ＢＭＳＣｓ矿化结节
面积的组间比较采用秩和检验。检验水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　细胞鉴定结果

细胞培养第７天，细胞贴壁生长，形态呈长梭形
（图１）。细胞表型鉴定结果显示，ＣＤ９０、ＣＤ７３、ＣＤ１０５
阳性率分别为 １００％、９９．９７％、９９．９５％，为高表达；
ＣＤ４５、ＣＤ３４阳性率分别为 ０．２０％、０．２１％，为低表
达；培养的细胞为ＢＭＳＣｓ。见图２。
３．２　大鼠ＢＭＳＣｓ增殖活性检测结果

时间因素和分组因素存在交互效应；不同时间点

之间大鼠ＢＭＳＣｓ增殖活性的差异有统计学意义，即
存在时间效应；各组大鼠 ＢＭＳＣｓ的增殖活性均随时
间呈上升趋势；５组大鼠 ＢＭＳＣｓ增殖活性总体比较，
差异有统计学意义，即存在分组效应；干预后即刻，各

组大鼠ＢＭＳＣｓ增殖活性的组间差异，无统计学意义；
干预２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ后５组大鼠ＢＭＳＣｓ增殖活
性组间总体比较，差异均有统计学意义；干预 ２４ｈ
后，牛膝含药血清高剂量组 ＢＭＳＣｓ的增殖活性高于
胎牛血清组、空白血清组（Ｐ＝０．００６，Ｐ＝０．００８）；干

表１　ＰＣＲ引物序列

基因名称 引物序列（５’－３’） 基因片段长度／ｂｐ
碱性磷酸酶 上游引物ＧＧＡＡＣＣＣＣＡＧＡＣＣＣＴＧＡＧＴＡ ２２０

下游引物ＧＴＧＴＧＧＡＧＴＣＴＣＧＧＴＧＧＡＴＣＴ
骨钙素 上游引物ＣＣＡＣＣＧＡＧＡＣＡＣＣＡＴＧＡＧＡ １８９

下游引物ＧＣＴＣＣＣＡＧＣＣＡＴＴＧＡＴＡＣＡＧ
Ｏｓｔｅｒｉｘ 上游引物ＡＣＡＧＧＴＴＣＣＡＧＡＡＡＧＣＡＴＣＡＧＴ １８７

下游引物ＡＧＧＣＡＣＴＣＧＴＣＡＣＡＧＴＡＧＧＡＴＡ
Ｒｕｎｔ相关转录因子２ 上游引物ＡＡＴＴＴＴＡＡＣＣＣＡＴＡＴＣＡＧＡＧＴＴＣＣＡ ７４

下游引物ＧＧＣＴＧＡＡＴＧＴＴＡＴＴＣＣＡＣＴＡＡＴＣＴＡ
甘油醛３磷酸脱氢酶 上游引物ＡＡＣＡＧＣＣＴＣＡＡＧＡＴＣＡＴＣＡＧＣＡＡ １０４

下游引物ＧＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＴＣＣＡＣＧＡＴＡＣＣ
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预４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ后，牛膝含药血清高剂量组ＢＭＳＣｓ
的增殖活性均高于胎牛血清组、空白血清组和牛膝含

药血清低、中剂量组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．０１０，Ｐ＝０．０２１；Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００７，
Ｐ＝０．０１６；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００２，Ｐ＝
０．０４７）。见表２。

图１　大鼠骨髓间充质干细胞镜下图片　（×１０）

３．３　大鼠ＢＭＳＣｓ成骨分化检测结果
茜素红染色显示，各组大鼠 ＢＭＳＣｓ均出现细胞

外矿化结节形成与沉积，其中牛膝含药血清高剂量组

阳性染色面积较大，矿化结节明显（图３）。５组大鼠
ＢＭＳＣｓ矿化结节面积组间整体比较，差异有统计学意
义；牛膝含药血清高剂量组细胞外矿化结节面积大于

胎牛血清组和空白血清组（Ｐ＝０．０３９，Ｐ＝０．０１５）；空
白血清组细胞外矿化结节面积和胎牛血清组相比，差

异无统计学意义（Ｐ＝１．０００）；牛膝含药血清中、低剂
量组细胞外矿化结节面积与空白血清组和胎牛血清

组相比，差异均无统计学意义（Ｐ＝０．５２８，Ｐ＝０．９３３；
Ｐ＝１．０００，Ｐ＝１．０００）；牛膝含药血清高、中剂量组细
胞外矿化结节面积与低剂量组相比，组间差异均无统

计学意义（Ｐ＝１．０００，Ｐ＝１．０００）；牛膝含药血清高剂
量组细胞外矿化结节面积与中剂量组相比，差异无统

计学意义（Ｐ＝１．０００）。见表３。

图２　大鼠骨髓间充质干细胞流式细胞仪鉴定结果

表２　５组大鼠骨髓间充质干细胞增殖活性检测结果

组别
样本量／
孔

细胞增殖活性光密度值（ｘ±ｓ）
干预后即刻 干预２４ｈ后 干预４８ｈ后 干预７２ｈ后 干预９６ｈ后 合计

Ｆ值 Ｐ值

胎牛血清组 ５ ０．２７４±０．００６０．８７６±０．０３７１．０１３±０．０４９１．１４８±０．１４４１．３９０±０．０７７０．９４０±０．３８８１５１．０９１ ０．０００

空白血清组 ５ ０．２８０±０．００９０．８９６±０．０３３１．０４９±０．０８３１．１９８±０．０７９１．３４０±０．０５５０．９５３±０．３７９２３２．０６７ ０．０００

牛膝含药血清
低剂量组

５ ０．２７７±０．０１４１．１２６±０．１２１１．２８３±０．０７８１．４４１±０．０９２１．６８４±０．０６４１．１６２±０．４９４２３４．３２４ ０．０００

牛膝含药血清
中剂量组

５ ０．２７４±０．０１７１．１３４±０．０３６１．３１５±０．０３９１．４８５±０．０９０１．７６８±０．０８５１．１９５±０．５１９４３５．５０４ ０．０００

牛膝含药血清
高剂量组

５ ０．２７４±０．００７１．３５９±０．１２６１．５６０±０．０９２１．７２６±０．０５８１．９６３±０．０２８１．３７６±０．６０２３０６．０２６ ０．０００

合计 ０．２７６±０．０１１１．０７８±０．１９７１．２４４±０．２１３１．４００±０．２３２１．６２９±０．２４７１．１２５±０．５０４５０２６．５５６１） ０．０００１）

Ｆ值 ９．７３０ ９．６８４ ４８．７６８ ２９．１７６ ８１．６７３ １７０．４４０１）

Ｐ值 ０．８３９ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００１）
Ｆ＝２１７．３２０２），
Ｐ＝０．０００２）

　注：１）主效应的Ｆ值和Ｐ值；２）交互效应的Ｆ值和Ｐ值。
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图３　５组大鼠骨髓间充质干细胞茜素红染色结果（×４０）

表３　５组大鼠骨髓间充质干细胞矿化结节面积

组别 样本量／孔 矿化结节面积／
［（Ｍ，Ｑ），％］

胎牛血清组 ５ ６．４６５，１．２２３
空白血清组 ５ ４．６１０，１．６９４

牛膝含药血清低剂量组 ５ ６．８８３，３．０８７
牛膝含药血清中剂量组 ５ ７．３３８，３．７６８
牛膝含药血清高剂量组 ５ ８．８７２，２．１７５

Ｈ值 １３．４３０
Ｐ值 ０．００９

３．４　大鼠ＢＭＳＣｓ中成骨相关因子的ｍＲＮＡ相对表

达量检测结果

５组大鼠 ＢＭＳＣｓ中 ＡＬＰ、ＯＣＮ、Ｒｕｎｘ２、Ｏｓｔｅｒｉｘ的

ｍＲＮＡ相对表达量的组间总体比较，差异均有统计学

意义。牛膝含药血清低、中、高剂量组大鼠 ＢＭＳＣｓ中

ＡＬＰ、ＯＣＮ、Ｒｕｎｘ２、Ｏｓｔｅｒｉｘ的 ｍＲＮＡ相对表达量均高

于胎牛血清组（Ｐ＝０．００３，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝

０．０１１，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．００９，Ｐ＝０．０００，

Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）和空白血

清组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．００５，Ｐ＝

０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０３１，Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００；

Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）。空白血清组大鼠

ＢＭＳＣｓ中ＡＬＰ、ＯＣＮ、Ｒｕｎｘ２、Ｏｓｔｅｒｉｘ的 ｍＲＮＡ相对表

达量与胎牛血清组相比，差异均无统计学意义（Ｐ＝

０．１２４，Ｐ＝０．６２１，Ｐ＝０．４８４，Ｐ＝０．９８６）。与牛膝含

药血清低剂量组相比，牛膝含药血清中剂量组大鼠

ＢＭＳＣｓ中ＡＬＰ的ｍＲＮＡ相对表达量高（Ｐ＝０．０４４）；
２组间 ＯＣＮ、Ｒｕｎｘ２、Ｏｓｔｅｒｉｘ的 ｍＲＮＡ相对表达量比
较，差异均无统计学意义（Ｐ＝０．１３３，Ｐ＝０．０７８，Ｐ＝
０．１１５）。牛膝含药血清高剂量组大鼠 ＢＭＳＣｓ中
ＡＬＰ、ＯＣＮ、Ｒｕｎｘ２、Ｏｓｔｅｒｉｘ的 ｍＲＮＡ相对表达量均高
于牛膝含药血清低剂量组（Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００６，Ｐ＝
０．００２，Ｐ＝０．００８）。与牛膝含药血清中剂量组相比，
牛膝含药血清高剂量组大鼠 ＢＭＳＣｓ中 Ｒｕｎｘ２的
ｍＲＮＡ相对表达量高（Ｐ＝０．０４７）；２组间 ＡＬＰ、ＯＣＮ、
Ｏｓｔｅｒｉｘ的ｍＲＮＡ相对表达量比较，差异均无统计学意
义（Ｐ＝０．０８１，Ｐ＝０．１０２，Ｐ＝０．１５０）。见表４。
３．５　大鼠 ＢＭＳＣｓ中 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路相关蛋白
的蛋白相对表达量检测结果

牛膝含药血清高剂量组大鼠ＢＭＳＣｓ中ＳＨＨ、Ｇｌｉ２
高表达（图４）。５组大鼠ＢＭＳＣｓ中ＳＨＨ、Ｇｌｉ２的蛋白
相对表达量组间总体比较，差异有统计学意义。胎牛

血清组大鼠 ＢＭＳＣｓ中 ＳＨＨ、Ｇｌｉ２的蛋白相对表达量
和空白血清组相比，差异均无统计学意义（Ｐ＝０．８２７，
Ｐ＝１．０００）。牛膝含药血清低、中、高剂量组 ＳＨＨ、
Ｇｌｉ２的蛋白相对表达量均高于胎牛血清组（Ｐ＝
０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０２６，Ｐ＝０．０１６，
Ｐ＝０．０００）和空白血清组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．０００；Ｐ＝０．０３１，Ｐ＝０．０１８，Ｐ＝０．０００）。牛膝含药
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表４　５组大鼠骨髓间充质干细胞中成骨分化相关因子的ｍＲＮＡ相对表达量

组别 样本量／孔 ＡＬＰ１）（ｘ±ｓ） ＯＣＮ２）（ｘ±ｓ） Ｒｕｎｘ２３）（ｘ±ｓ） Ｏｓｔｅｒｉｘ（ｘ±ｓ）

胎牛血清组 ５ １．００１±０．０６８ １．００１±０．０５８ １．００１±０．０４０ １．０００±０．０２９

空白血清组 ５ ０．９２３±０．０８９ ０．９８２±０．０７０ １．０１３±０．０１４ ０．９９９±０．０５３

牛膝含药血清低剂量组 ５ １．１８１±０．００８ １．１１７±０．０３８ １．０６０±０．０１０ １．１２７±０．０１５

牛膝含药血清中剂量组 ５ １．２８９±０．０５４ １．１７８±０．０１８ １．０９６±０．０１５ １．１６９±０．０１９

牛膝含药血清高剂量组 ５ １．３７９±０．０２６ １．２４５±０．０１４ １．１３８±０．０２１ １．２０６±０．０１１

Ｆ值 ３３．６７３ １８．２９４ １９．２３４ ３１．７２４

Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　注：１）碱性磷酸酶；２）骨钙素；３）Ｒｕｎｔ相关转录因子２。

血清中、高剂量组大鼠 ＢＭＳＣｓ中 ＳＨＨ的蛋白相对表
达量均高于牛膝含药血清低剂量组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．０００），牛膝含药血清高剂量组大鼠 ＢＭＳＣｓ中 ＳＨＨ
的蛋白相对表达量高于牛膝含药血清中剂量组（Ｐ＝
０．０００）。牛膝含药血清中剂量组大鼠 ＢＭＳＣｓ中 Ｇｌｉ２
的蛋白相对表达量与牛膝含药血清低、高剂量组相

比，组间差异均无统计学意义（Ｐ＝０．３４１，Ｐ＝
０．２５１）；牛膝含药血清高剂量组大鼠 ＢＭＳＣｓ中 Ｇｌｉ２
的蛋白相对表达量高于牛膝含药血清低剂量组（Ｐ＝
０．００１）。见表５。

ＳＨＨ为音猬因子，ＧＡＰＤＨ为甘油醛３磷酸脱

氢酶，①为胎牛血清组，②为空白血清组，③

为牛膝含药血清低剂量组，④为牛膝含药血

清中剂量组，⑤为牛膝含药血清高剂量组。

图４　５组大鼠骨髓间充质干细胞中Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路

相关蛋白蛋白表达蛋白质印迹法检测结果

４　讨　论
ＯＰ主要是由成骨细胞与破骨细胞之间的动态平

衡被打破，骨吸收大于骨形成所致［１３－１５］。促进成骨

细胞生成、抑制破骨细胞增殖是治疗骨质疏松症的一

种有效方法。骨组织的生长发育过程主要包括骨形

成和骨重塑２个阶段，成骨分化是骨形成过程中的关

键步骤。ＡＬＰ、ＯＣＮ是骨形成的标志物，可以反映成

骨细胞活性［１６］；Ｒｕｎｘ２、Ｏｓｔｅｒｉｘ是骨形成和成骨细胞

分化的特异性转录因子，可以调控 ＢＭＳＣｓ的成骨分

化［１７］。ＢＭＳＣｓ在一定条件下可以分化为脂肪细胞、

成骨细胞和软骨细胞等，促进 ＢＭＳＣｓ成骨分化、抑制

其成脂分化，对预防 ＯＰ的发生具有重要意义。中药

能调节雌激素水平和钙的代谢，治疗 ＯＰ的临床效果

好、安全性高［１８］。牛膝是临床治疗 ＯＰ的常用中药，

可通过调控内源性差异代谢物相关的代谢通路改善

骨质疏松［１９］；其与何首乌组成的药对可抑制骨吸收、

诱导骨形成［２０］。

Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路对骨骼生长发育和骨稳态有

重要影响［２１－２３］。Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路包括 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ

信号蛋白、膜受体Ｐａｔｃｈｅｄ（Ｐｔｃ）、转膜蛋白Ｓｍｏｏｔｈｅｎｅｄ

（Ｓｍｏ）和下游转录因子 Ｇｌｉ家族，Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号蛋白

和Ｐｔｃｈ的结合可解除 Ｐｔｃｈ对 Ｓｍｏ的抑制作用，使信

号下传，通过Ｇｉｌ转录因子进入细胞核内启动靶基因

表５　５组大鼠骨髓间充质干细胞中Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路相关蛋白的蛋白相对表达量

组别 样本量／孔 音猬因子（ｘ±ｓ） Ｇｌｉ２（ｘ±ｓ）

胎牛血清组 ５ １．０１２±０．０５６ １．００４±０．０２０

空白血清组 ５ １．０２０±０．０１６ １．００６±０．０１１

牛膝含药血清低剂量组 ５ １．２８２±０．０６１ １．２５６±０．０９０

牛膝含药血清中剂量组 ５ １．４５０±０．０６４ １．４３４±０．１３１

牛膝含药血清高剂量组 ５ １．７１２±０．０７０ １．６２６±０．０８０
Ｆ值 １３５．９９２ ５６．９２０
Ｐ值 ０．０００ ０．０００
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的转录发挥其调控作用［２４－２５］。Ｚｈａｎｇ等［１４］研究表

明，Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路参与成人骨骼成骨分化过程，在
干骺端的骨祖细胞中被激活，但随着年龄增长骨祖细

胞活性下降。蔡汪洋等［２６］研究发现，激活Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信
号通路可以促进骨质疏松大鼠骨缺损区域的骨愈合。

本研究结果表明，牛膝含药血清可能通过激活

Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路和上调成骨相关因子 ＡＬＰ、ＯＣＮ、
Ｒｕｎｘ２、Ｏｓｔｅｒｉｘ的表达，促进大鼠 ＢＭＳＣｓ的增殖和成
骨分化。

参考文献

［１］　ＸＩＡＯＬ，ＺＨＯＮＧＭ，ＨＵＡＮＧＹ，ｅｔａｌ．Ｐｕｅｒａｒｉｎａｌｌｅｖｉａｔｅｓ

ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓｉｎｔｈｅｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙｉｎｄｕｃｅｄｍｉｃｅｂｙｓｕｐｐｒｅｓｓ

ｉｎｇｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｏｇｅｎｅｓｉｓｖｉａｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＴＲＡＦ６／ＲＯＳｄｅ

ｐｅｎｄｅｎｔＭＡＰＫ／ＮＦκＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］．Ａｇｉｎｇ（Ａｌ

ｂａｎｙＮＹ），２０２０，１２（２１）：２１７０６－２１７２９．

［２］　Ｏ’ＫＥＬＬＹＪ，ＢＡＲＴＳＣＨＲ，ＫＯＳＳＡＣＫＮ，ｅｔａｌ．Ｒｅａｌｗｏｒｌｄ

ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓｏｆｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｉｎＧｅｒｍａｎｙ［Ｊ］．

ＡｒｃｈＯｓｔｅｏｐｏｒｏｓ，２０２２，１７（１）：１１９．

［３］　ＡＩＢＡＲＡＬＭＡＺ?ＮＡ，ＶＯＬＴＥＳＭＡＲＴ?ＮＥＺＡ，ＣＡＳＴＥＬ

ＬＯＴＥＣＡＢＡＬＬＥＲＯＹ，ｅｔａｌ．Ｃｕｒｒｅｎｔｓｔａｔｕｓｏｆｔｈｅｄｉａｇｎｏ

ｓｉｓａｎｄｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，

２０２２，２３（１６）：９４６５．

［４］　段浩瀚，贾豪，雷敬卫，等．基于颜色－成分关联分析比较

不同产地牛膝炮制过程中质量变化的规律［Ｊ］．中国实

验方剂学杂志，２０２４，３０（５）：１４３－１５１．

［５］　赵杰，许波，刘金豹，等．基于网络药理学探讨牛膝治疗

骨质疏松的潜在有效成分及作用机制［Ｊ］．中国药房，

２０１９，３０（２２）：３０９０－３０９５．

［６］　张孙正远，李峻昊，章喻，等．牛膝－杜仲药对治疗糖皮质

激素性骨质疏松症的网络药理学分析［Ｊ］．中药新药与

临床药理，２０２２，３３（１０）：１３７７－１３８５．

［７］　ＺＨＯＵＸ，ＣＡＯＨ，ＧＵＯＪ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｂｍｓｃｄｅｒｉｖｅｄｅｖｓ

ｏｎｂｏｎｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ［Ｊ］．Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓ，２０２２，１４（５）：１０１２．

［８］　ＫＷＯＮＤＧ，ＫＩＭＭＫ，ＪＥＯＮＹＳ，ｅｔａｌ．Ｓｔａｔｅｏｆｔｈｅａｒｔ：ｔｈｅ

ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａｔｏｒｙｒｏｌｅｏｆＭＳＣｓｆｏｒｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪ

ＭｏｌＳｃｉ，２０２２，２３（３）：１６１８．

［９］　ＨＵＡＮＧＹ，ＹＩＮＹ，ＧＵＹ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄｉｍｍｕ

ｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ

ｕｎｄｅｒｏｓｔｅｏｐｏｒｏｔｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＳｃｉＣｈｉｎａＬｉｆｅＳｃｉ，２０２０，

６３（３）：４２９－４４２．

［１０］张玲莉，杜玉香，叶长林．Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路对骨髓间充

质干细胞的调控作用［Ｊ］．中华骨质疏松和骨矿盐疾病

杂志，２０２０，１３（６）：５５６－５６２．

［１１］ＫＵＷＡＨＡＲＡＳＴ，ＬＩＵＳ，ＣＨＡＲＥＵＮＳＯＵＫＡ，ｅｔａｌ．Ｏｎｔｈｅ

ｈｏｒｉｚｏｎ：Ｈｅｄｇｅｈｏｇｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｏｈｅａｌｂｒｏｋｅｎｂｏｎｅｓ［Ｊ］．Ｂｏｎｅ

Ｒｅｓ，２０２２，１０（１）：１３．

［１２］ＯＨＢＡＳ．Ｈｅｄｇｅｈｏｇｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｓｋｅｌｅｔａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ：ｒｏｌｅｓ

ｏｆｉｎｄｉａｎｈｅｄｇｅｈｏｇａｎｄｔｈｅｍｏｄｅｏｆｉｔｓａｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌ

Ｓｃｉ，２０２０，２１（１８）：６６６５．

［１３］ＡＷＡＳＴＨＩＨ，ＭＡＮＩＤ，ＳＩＮＧＨＤ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ

ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃａｐｐｒｏａｃｈｅｓｆｏｒｏｓｔｅｏｐｏｒｏ

ｓｉｓ［Ｊ］．ＭｅｄＲｅｓＲｅｖ，２０１８，３８（６）：２０２４－２０５７．

［１４］ＺＨＡＮＧＬ，ＦＵＸ，ＮＩＬ，ｅｔａｌ．Ｈｅｄｇｅｈｏｇｓｉｇｎａｌｉｎｇｃｏｎｔｒｏｌｓ

ｂｏｎｅｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ／ａｄｉｐｏｇｅｎｉｃｆａｔｅ

ｏｆｓｋｅｌｅｔａｌｓｔｅｍ／ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．ＪＢｏｎｅＭｉｎｅｒ

Ｒｅｓ，２０２２，３７（３）：５５９－５７６．

［１５］ＬＩＡＮＧＢ，ＢＵＲＬＥＹＧ，ＬＩＮＳ，ｅｔａｌ．Ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓｐａｔｈｏｇｅｎｅ

ｓｉｓａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔ：ｅｘｉｓｔｉｎｇａｎｄｅｍｅｒｇｉｎｇａｖｅｎｕｅｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ

ＭｏｌＢｉｏｌＬｅｔｔ，２０２２，２７（１）：７２．

［１６］《中国骨质疏松杂志》骨代谢专家组，《中国骨质疏松杂

志》社．骨代谢生化指标临床应用专家共识（２０２３修订

版）［Ｊ］．中国骨质疏松杂志，２０２３，２９（４）：４６９－４７６．

［１７］ＳＡＬＨＯＴＲＡＡ，ＳＨＡＨＨＮ，ＬＥＶＩＢ，ｅｔａｌ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆ

ｂｏｎｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｒｅｐａｉｒ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｌ，

２０２０，２１（１１）：６９６－７１１．

［１８］袁雨露，杨桢，丁薇，等．中药抗骨质疏松作用及机制探

讨［Ｊ］．中国实验方剂学杂志，２０２４，３０（４）：２９０－２９８．

［１９］韩永光，谭雅兰，张超云，等．牛膝化学成分和药理作用

研究进展及其质量标志物（ＱＭａｒｋｅｒ）预测分析［Ｊ］．天

然产物研究与开发，２０２４，３６（８）：１４３２－１４４４．

［２０］石安骐，石舒骐，林磊婷，等．药对何首乌－牛膝抗骨质疏

松的作用机制研究［Ｊ］．中医药临床杂志，２０２４，３６（５）：

９１２－９１７．

［２１］ＦＡＮＧＭ，ＴＡＮＧＴ，ＱＩＵＭ，ｅｔａｌ．Ｈｅｄｇｅｈｏｇｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎ

ＣＮＳｒｅｍｙｅｌｉｎａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｃｅｌｌｓ，２０２２，１１（１４）：２２６０．

［２２］ＤＯＵＣＥＡＵＳ，ＤＥＵＴＳＣＨＧＵＥＲＲＥＲＯＴ，ＦＥＲＥＮＴＪ，ｅｔａｌ．

Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇｈｅｄｇｅｈｏｇｇｒａｄｉｅｎｔｓｄｕｒｉｎｇｎｅｕｒａｌｄｅｖｅｌｏｐ

ｍｅｎｔ［Ｊ］．Ｃｅｌｌｓ，２０２３，１２（２）：２２５．

［２３］ＤＩＬＯＷＥＲＩ，ＮＩＬＯＹＡＪ，ＫＵＭＡＲＶ，ｅｔａｌ．Ｈｅｄｇｅｈｏｇｓｉｇ

ｎａｌｉｎｇｉｎｇｏｎａｄａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｃｅｌｌｓ，

２０２３，１２（３）：３５８．

［２４］ＺＨＯＵＨ，ＺＨＡＮＧＬ，ＣＨＥＮＹ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓｏｎ

ｔｈｅｈｅｄｇｅｈｏｇｓｉｇｎａｌｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｂｏｎｅｆｏｒｍａ

ｔｉｏｎａｎｄｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＰｒｏｌｉｆ，２０２２，５５（１）：ｅ１３１６２．

［２５］ＮＡＧＡＳＥＴ，ＮＡＧＡＳＥＭ，ＭＡＣＨＩＤＡＭ，ｅｔａｌ．Ｈｅｄｇｅｈｏｇ

ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇｉｎｖａｓｃｕｌａｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．Ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ，２００８，

１１（１）：７１－７７．

［２６］蔡汪洋，戴梦婕，周航，等．Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路在骨折愈

合中作用的研究［Ｊ］．中国骨质疏松杂志，２０２４，３０（４）：

５６５－５７０．

（收稿日期：２０２４－０２－２０　本文编辑：杨雅）

·７１·　中医正骨２０２４年１０月第３６卷第１０期　ＪＴｒａｄＣｈｉｎＯｒｔｈｏｐＴｒａｕｍａ，２０２４，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．１０　　（总７４１）　　　



