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骨骼是有机基质矿化而连续形成的组织，成骨细

胞的骨形成和破骨细胞的骨吸收促进了骨重塑平衡，

破骨细胞与成骨细胞的形成和功能失衡导致骨质疏松

症［1］。绝经后女性卵巢性激素缺乏是引起骨质疏松症的

主要危险因素［2］。目前，对于绝经后骨质疏松症，主要采

用雌激素替代、双膦酸盐和选择性雌激素受体调节剂
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穿山龙总皂苷对去卵巢模型大鼠骨质疏松的改善作用*
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摘要：目的 探讨穿山龙总皂苷对去卵巢模型大鼠骨质疏松的改善作用。方法 将 80只 SD大鼠分为模型组（等体积 0. 9%氯化钠溶

液）、17β -雌二醇组（1. 6 g / kg）和穿山龙总皂苷低、高剂量组（2 g / kg和 4 g / kg），各 20只。麻醉大鼠，结扎输卵管，切除双侧卵巢，以

复制去卵巢大鼠模型。建模成功后，各组大鼠灌胃给予相应药物（10 mL / kg）或等体积 0. 9% 氯化钠溶液，每天 1 次，持续 8 周。另取

20只大鼠作为正常对照组（等体积 0. 9%氯化钠溶液）。检测大鼠股骨骨密度（BMD）及股骨弹性模量、刚度、最大应力、最大承载力；苏

木素 - 伊红（HE）染色观察大鼠股骨病理形态学；采用逆转录聚合酶链式反应（RT - PCR）法和 Western blot 法检测大鼠股骨组织

Wnt、细胞外调节蛋白激酶（ERK）mRNA 和蛋白表达水平。结果 与模型组比较，17β -雌二醇组和穿山龙总皂苷低、高剂量组大鼠股

骨 BMD、弹性模量、刚度、最大应力、最大承载力，以及股骨组织 Wnt、ERK mRNA和蛋白表达水平均显著升高（P < 0. 05）；股骨远端小

梁的形态结构改善，股骨小梁密度增加，空骨腔减少，小梁排列有序。结论 穿山龙总皂苷能增加去卵巢骨质疏松模型大鼠的骨密度，

逆转股骨的微观结构，并增强生物力学性能。其机制可能与促进 Wnt、ERK mRNA和蛋白的表达，进而激活 Wnt / ERK信号通路有关。
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Improvement Effect of Total Saponins of Dioscoreae Nipponicae Rhizoma on Osteoporosis in
Ovariectomized Model Rats

SI Min，SUN Qianshu，DING Hongcheng，HUANG Mingwei
（Department of Endocrinology，Shiyan People's Hospital · People's Hospital Affiliated to Hubei Medical College，Shiyan，Hubei，China 442000）

AbstractAbstract：：Objective To investigate the improvement effect of total saponins of Dioscoreae Nipponicae Rhizoma on osteoporosis in
ovariectomized model rats. Methods A total of 80 SD rats were divided into the model group （equal volume of 0. 9% Sodium
Chloride Solution） and 17β - estradiol group（1. 6 g / kg） and total saponins of Dioscoreae Nipponicae Rhizoma low - and high -
dose groups （2 g / kg，4 g / kg），with 20 rats in each group. The ovariectomized rat model was established by ligating fallopian
tubes and removing bilateral ovaries after anesthesia. After successful modeling，rats in each group were gavaged with corresponding
drugs（10 mL / kg） or equal volume of 0. 9% Sodium Chloride Solution once a day for eight weeks. Another 20 rats were taken as
the normal control group（equal volume of 0. 9% Sodium Chloride Solution）. The bone mineral density（BMD），elastic modulus，
stiffness，maximum stress and maximum bearing capacity of rat femur were measured. The pathomorphology of rat femur was
observed by the hematoxylin - eosin （HE） staining. The expression levels of Wnt mRNA and protein and extracellular regulated
protein kinase（ERK） mRNA and protein in the tissue of rat femur were detected by the reverse transcription - polymerase chain
reaction （RT - PCR） and Western blot. Results Compared with those in the model group，the BMD，elastic modulus，stiffness，
maximum stress，maximum bearing capacity，the expression levels of ERK mRNA and protein and Wnt mRNA and protein in the
17β - estradiol group and total saponins of Dioscoreae Nipponicae Rhizoma low - and high - dose groups were significantly
increased（P < 0. 05），and the morphological structure of distal femoral trabecular was improved，the density of femoral trabecular
was increased，the empty bone cavity was reduced，and the trabecular arrangement was orderly in the 17β - estradiol group and total
saponins of Dioscoreae Nipponicae Rhizoma low - and high - dose groups. Conclusion Total saponins of Dioscoreae Nipponicae
Rhizoma can increase BMD，reverse the microstructure of femur and enhance its biomechanical properties in ovariectomized rats
with osteoporosis. The mechanism may be related to promoting the expression of Wnt mRNA and protein and ERK mRNA and
protein，and activating Wnt / ERK signaling pathway.
Key wordsKey words：：total saponins of Dioscoreae Nipponicae Rhizoma；Wnt / ERK signaling pathway；ovariectomized model；rats；osteoporosis；
mechanism
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等药物治疗，但有一定的药品不良反应（如胃肠道耐

受）［3］。有研究表明，部分中药能有效缓解或治疗骨损

失［4］。穿山龙总皂苷广泛存在于自然界，具有抗炎、抗氧

化、抗细胞凋亡等多种药理活性，还可促进骨折愈合［5］。
本研究中探讨了穿山龙总皂苷对去卵巢模型大鼠骨质

疏松的改善作用，以及Wnt / ERK信号通路［6］在其中起

到的作用。现报道如下。

1 材料与方法

1. 1 仪器、试药与动物

1. 1. 1 仪器

Lunar DPXIQ型骨密度仪（美国 GE Healthcare公
司）；Endura TELELF 3200型机械测试仪（美国 Bose公
司）；DP73型光学显微镜（日本 Olympus公司）；DH -
54152型紫外 - 可见分光光度计（美国 Thermo Electron
公司）。

1. 1. 2 试药

穿山龙总皂苷（广东省惠州市中药厂有限公司，批

号为 6365412. 63，含量为 99. 958）；17β - 雌二醇（中生

北控生物科技股份有限公司，批号为 1265963）；Trizol
试剂盒（美国 Invitrogen公司，批号为 BG - 48596. 36）；

PrimescriptTM RT试剂盒（宝日医生物技术 < 北京 > 有

限公司，批号为 SA - 474152. 38）；RIPA裂解缓冲液（批

号为 SD - 526996. 48），BCA 试剂盒（批号为 CV -
569633. 36），均购自中国碧云天生物技术研究所；10%
十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶（SDS - PAGE，批号

为XZ - 56969658. 36），电化学发光底物蛋白质印迹试

剂盒（批号为XC - 585963. 3），均购自美国Thermo Fisher
Scientific公司；聚偏二氟乙烯（PVDF）膜（美国EMD Mil⁃
lipore公司，批号为 CB - 458582. 36）；抗 Wnt，ERK，
GAPDH 蛋白的一抗（批号分别为 sc - 47724，sc -
47952，sc - 47156），羊 抗 小 鼠 二 抗（批 号 为 BV -
2563. 36），均购自美国 Santa Cruz Biotechnology公司；乙

二胺四乙酸（EDTA，批号为MN - 415895. 65），苏木素 -
伊红（HE，批号为MN - 2365. 36），均购自北京索莱宝

科技有限公司。

1. 1. 3 动物

清洁级 SD 大鼠 100 只，雌雄兼用，体质量为

（212. 32 ± 25. 52）g，购自山东大学实验动物中心，动物

生产许可证号 SCXK（鲁）2020 - 01145。喂食标准饲料，

自由饮水，并保持环境温度为（25 ± 1）℃，相对湿度为

70%，12 h明暗循环。本研究符合《实验动物的护理和使

用指南》。

1. 2 方法

1. 2. 1 模型复制及分组、给药

选取80只大鼠，腹腔注射10%水合氯醛（3 mL / kg）

麻醉，切开腹部约 1. 5 cm长的皮肤，暴露腹腔、肌肉，暴

露卵巢，用丝线结扎输卵管，切除双侧卵巢［7］，以股骨骨

密度（BMD）低于 1. 0 g / cm3为去卵巢骨质疏松大鼠模

型复制成功。将建模成功的大鼠随机分为模型组（等体

积 0. 9%氯化钠溶液）、17β -雌二醇组（1. 6 g / kg）和穿

山龙总皂苷低、高剂量组（2 g / kg和4 g / kg）［8］，各20只，

灌胃给予相应药物（10 mL / kg），每天 1次，持续 8周。

另取 20只大鼠作为正常对照组，灌胃给予等体积 0. 9%
氯化钠溶液。

1. 2. 2 BMD检测

末次给药后，处死大鼠，分离双侧后肢股骨组织。

采用骨密度仪检测大鼠右股骨的BMD。
1. 2. 3 股骨生物力学性能检测

采用机械测试仪，将垂直载荷施加到股骨的左中

轴和左股骨头的顶部，保持机械负荷速率 5 mm / min，
直至股骨中轴和股骨颈断裂。记录断裂负荷数据，包括

弹性模量、刚度、最大应力、最大承载力。

1. 2. 4 组织病理形态学观察

将股骨近端组织以 4%多聚甲醛固定 48 h，用
EDTA脱钙 30 d，石蜡包埋，5 µm厚切片，二甲苯中脱

蜡，经系列乙醇水合后，HE染色，用光学显微镜观察大

鼠股骨近端组织病理形态学。

1. 2. 5 股骨组织 Wnt和 ERK mRNA表达水平检测

采用逆转录 - 聚合酶链式反应（RT - PCR）法。取

大鼠股骨组织，在液氮中研磨成粉末，Trizol法取总

RNA，使用紫外 - 可见分光光度计和琼脂糖凝胶电泳

分别检测RNA的纯度和浓度，以及RNA的完整性。反

转录制备 cDNA，37 ℃逆转录 15 min，85 ℃逆转录 5 s。
Wnt，ERK，GAPDH引物由中国宝酒生医有限公司合

成，序列见表1。PCR反应条件如下，95 ℃预变性10 min；
95 ℃变性 10 s，退火 20 s，72 ℃延伸 34 s（40个循环）。反

应系统包括 2 µL DNA模板，0. 4 µL PCR反向引物

（10 µmol / L），0. 4 µL PCR正向引物（10 µmol / L），10 µL
SYBR Premix Ex TaqTM Ⅱ和 7. 2 µL无菌蒸馏水。以

GAPDH 作 内 参 ，并 采 用 2 - ΔΔCt 法 计 算 Wnt 和 ERK
mRNA的相对表达量。各组设3个复孔，实验重复3次。

表1 Wnt，ERK，GAPDH引物序列

Tab. 1 Primer sequences of Wnt，ERK and GAPDH

基因

Wnt

ERK

GAPDH

F
R
F
R
F
R

引物序列（5' - 3'）
TCGATCGATGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGT
CGTGATCGACGGGCGGAGCGATCGTAGCTAG
TGCGGAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCT
TGGGGCAGTGATCGATCGCTAGCTAGCTGATCG
GTGCTAGCTGATCGATCGATCGTAGCTAGCTAG
CGTAGCTGACTAGTCGATCGATCGTAGCTAGCTAG

退火温度（℃）

65

62

62

产物大小（bp）
160

150

150
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1. 2. 6 股骨组织 Wnt和 ERK蛋白表达水平检测

采用Western blot法。取 1. 2. 5项下大鼠股骨组织

粉末，加入含PMSF的RIPA裂解缓冲液提取总蛋白，以

BCA法检测总蛋白质含量。用 10%SDS - PAGE电泳后

转至PVDF膜上。在含 5%脱脂牛奶的TBST中封闭 1 h，
加入抗Wnt，ERK，GAPDH蛋白的一抗，4 ℃孵育过夜，

TBST清洗 3次，加入羊抗小鼠二抗，室温振摇 2 h，加入

电化学发光底物蛋白质，通过 Image J软件将条带灰度

值数字化，目的条带与内参条带灰度比值为各目的蛋

白相对表达量。

1. 3 统计学处理

采用 SPSS 23. 0统计学软件分析。计量资料以X ± s
表示，多组间比较采用单因素方差分析，组内多重比较

采用 LSD - t检验。检验水准 α = 0. 05，P < 0. 05为差异

有统计学意义。

2 结果

2. 1 股骨 BMD
与正常对照组比较，模型组大鼠 BMD显著降低

（P < 0. 05）；与模型组比较，17β -雌二醇组及穿山龙总

皂苷低、高剂量组大鼠 BMD显著升高（P < 0. 05）。详

见表2。
表2 各组大鼠股骨BMD比较（X ± s，n = 20）

Tab. 2 Comparison of femoral BMD index of rats in each group
（X ± s，n = 20）

组别

正常对照组

模型组

17β -雌二醇组

穿山龙总皂苷低剂量组

穿山龙总皂苷高剂量组

剂量（g / kg）

1. 6
2
4

BMD（g / cm3）

1. 99 ± 0. 13
1. 13 ± 0. 11*
1. 74 ± 0. 12#
1. 37 ± 0. 11#
1. 56 ± 0. 12#

注：与正常对照组比较，*P < 0. 05；与模型组比较，#P < 0. 05。
下表同。

Note：Compared with those in the normal control group，*P < 0. 05
（for Tab. 2 - 5）；Compared with those in the model group，#P < 0. 05
（for Tab. 2 - 5）.

2. 2 股骨生物力学性能指标

与正常对照组比较，模型组大鼠弹性模量、刚度、

最大应力、最大承载力均显著降低（P < 0. 05）；与模型

组比较，17β - 雌二醇组及穿山龙总皂苷低、高剂量组

大鼠的弹性模量、刚度、最大应力、最大承载力均显著

升高（P < 0. 05）。详见表3。
表3 各组大鼠股骨生物力学性能指标比较（X ± s，n = 20）

Tab. 3 Comparison of biomechanical indexes of femoral bone in
each group（X ± s，n = 20）

组别

正常对照组

模型对照组

17β -雌二醇组

穿山龙总皂苷低剂量组

穿山龙总皂苷高剂量组

剂量

（g / kg）

1. 6
2
4

弹性模量

（MPa）
395. 48 ± 26. 96
204. 52 ± 32. 65*
354. 62 ± 21. 41#
256. 54 ± 16. 96#
301. 29 ± 26. 41#

刚度

（N / mm）
1 237. 69 ± 63. 65
598. 52 ± 98. 46*
1 024. 63 ± 69. 96#
729. 65 ± 69. 52#
869. 63 ± 85. 96#

最大应力

（N / mm2）

35. 19 ± 3. 63
19. 52 ± 3. 58*
29. 65 ± 3. 54#
23. 54 ± 3. 03#
26. 54 ± 3. 02#

最大承载力

（N）
328. 63 ± 13. 63
241. 52 ± 13. 57*
287. 62 ± 13. 54#
267. 96 ± 13. 13#
298. 85 ± 13. 06#

2. 3 股骨组织病理形态学

正常对照组大鼠股骨结构正常；模型组大鼠股骨

小梁稀疏，出现空骨空洞；17β - 雌二醇组及穿山龙总

皂苷低、高剂量组大鼠股骨远端小梁的形态结构改善，

股骨小梁密度增加，空骨腔减少，小梁排列有序，且穿

山龙总皂苷低剂量组仍可见一定程度的骨质疏松。详

见图1。
2. 4 股骨组织 Wnt和 ERK mRNA 表达水平

与正常对照组比较，模型组大鼠股骨Wnt和 ERK
mRNA表达水平均显著降低（P < 0. 05）；与模型组比

较，17β - 雌二醇组及穿山龙总皂苷低、高剂量组大鼠

股骨Wnt和ERK mRNA水平均显著升高（P < 0. 05）。详

见表4。
2. 5 股骨组织 Wnt和 ERK 蛋白表达水平

与正常对照组比较，模型组大鼠Wnt和 ERK蛋白

表达水平均显著降低（P < 0. 05）；与模型组比较，17β -
雌二醇组及穿山龙总皂苷低、高剂量组大鼠股骨Wnt和
ERK蛋白表达水平均显著升高（P < 0. 05）。详见表5。

A. 正常对照组 B. 模型组 C. 17β - 雌二醇组 D. 穿山龙总皂苷低剂量组 E. 穿山龙总皂苷高剂量组

图1 各组大鼠右侧股骨组织病理形态学比较（HE，× 200）
A. Normal control group B. Model group C. 17β - Estradiol group D. Total saponins of Dioscoreae Nipponicae Rhizoma low - dose group

E. Total saponins of Dioscoreae Nipponicae Rhizoma high - dose group
Fig. 1 Comparison of the pathomorphology of the right femur tissue of rats in each group（HE，× 200）

A B C D E
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表 4 各组大鼠股骨组织Wnt和ERK mRNA表达水平比较

（X ± s，n = 20）
Tab. 4 Comparison of the expression levels of Wnt and ERK
mRNA in femur tissues of rats in each group（X ± s，n = 20）

组别

正常对照组

模型组

17β -雌二醇组

穿山龙总皂苷低剂量组

穿山龙总皂苷高剂量组

剂量（g / kg）

1. 6
2
4

Wnt
4. 93 ± 0. 23
1. 16 ± 0. 24*
3. 58 ± 0. 27#
1. 93 ± 0. 23#
2. 45 ± 0. 28#

ERK
4. 74 ± 0. 24
1. 01 ± 0. 25*
3. 39 ± 0. 23#
1. 81 ± 0. 24#
2. 60 ± 0. 28#

表5 各组大鼠股骨组织Wnt和ERK蛋白表达水平比较

（X ± s，n = 20）
Tab. 5 Comparison of the expression levels of Wnt and ERK
protein in femur tissues of rats in each group（X ± s，n = 20）

组别

正常对照组

模型组

17β -雌二醇组

穿山龙总皂苷低剂量组

穿山龙总皂苷高剂量组

剂量（g / kg）

1. 6
2
4

Wnt
1. 26 ± 0. 16
0. 37 ± 0. 14*
0. 96 ± 0. 12#
0. 58 ± 0. 06#
0. 72 ± 0. 09#

ERK
1. 29 ± 0. 17
0. 34 ± 0. 19*
0. 93 ± 0. 14#
0. 63 ± 0. 08#
0. 74 ± 0. 10#

3 讨论

骨质疏松症分为原发性和继发性 2种。前者常由衰

老和性腺功能下降（如雌激素水平降低）而引起，后者

常由其他健康问题和药物（如长期使用皮质类固醇激

素治疗）引起［9］。绝经后妇女中约 40%受骨质疏松症影

响，且随着人口老龄化程度的加剧，这一数字将持续增

长。目前临床常使用的治疗药物包括双膦酸盐、抗

RANKL、甲状旁腺激素和雷奈酸锶，均可降低初次和反

复骨折的风险，但价格昂贵［10］。
本研究结果显示，穿山龙总皂苷可改善去卵巢骨

质疏松模型大鼠的骨密度，逆转股骨的微观结构，并增

强生物力学性能。同时 17β -雌二醇组及穿山龙总皂苷

低、高剂量组大鼠股骨组织的Wnt与 ERK mRNA和蛋

白表达水平均高于模型组。提示穿山龙总皂能促进去

卵巢骨质疏松模型大鼠股骨组织的Wnt与ERK mRNA
和蛋白表达水平，进而激活Wnt / ERK信号通路。Wnt /
ERK信号通路参与包括骨骼组织在内的许多组织的生

长、发育和维持的重要途径［11］。经典的Wnt / ERK信号

传导极复杂，并受到广泛的反馈控制。在无Wnt配体的

情况下，胞质β -连环蛋白结合APC - Axin - GSK - 3β
降解复合物，而该复合物中的GSK - 3β磷酸化 β - 连

环蛋白以诱导其蛋白体降解。当Wnt蛋白与受体卷曲蛋

白和共受体蛋白LRP5 / 6结合时信号蛋白Dsh被激活，

导致丝氨酸 / 苏氨酸激酶（GSK - 3β）失活，从而抑制

ERK的泛素化和降解，导致ERK聚集于细胞核中并与

LEF - 1 / TCF结合，以上调成骨细胞中 Wnt靶基因

Runx2和 Osx的表达，从而促进成骨细胞的分化和增

殖［12 - 14］。成骨细胞中的Wnt / ERK信号可诱导骨保护

素（OPG）的表达，从而抑制破骨细胞的分化［15 - 16］。LI
等［17］的研究显示，成骨细胞的分化减弱，骨髓基质细胞

中的脂肪细胞分化增强，表明Wnt / ERK信号是促成骨

细胞分化的决定因素［17］。ERK是Wnt / ERK信号通路

中的重要蛋白，小鼠 ERK突变失活，其骨量会明显

减少［18 - 20］。
综上所述，穿山龙总皂苷能增加去卵巢骨质疏松模

型大鼠的骨密度，逆转股骨的微观结构，并增强生物力

学性能。其机制可能与促进股骨组织Wnt与ERK mRNA
和蛋白的表达，进而激活Wnt / ERK信号通路有关。
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