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·基础研究·

黄芪多糖对维甲酸诱导骨质疏松大鼠的影响△
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摘要：［目的］探究不同浓度的黄芪多糖对维甲酸诱导的骨质疏松大鼠的影响。［方法］ 50 只 SD 大鼠随机分为对照组、模

型组、低剂量组、中剂量组和高剂量组，每组 10 只。除对照组外其他各组予以 70 mg/kg 维甲酸连续灌肠 18 d，对照组使用等

体积蒸馏水灌肠。之后，予以黄芪多糖灌胃，低剂量组（100 mg/kg）、中剂量组（200 mg/kg）和高剂量组（400 mg/kg），对照

组和模型组使用等体积蒸馏水，用药第 30 d 后，行大鼠左侧股骨大体、 BMD、生物力学检测，检测血清 TNF-α 和 TGF-β1 浓

度，检测骨均浆蛋白。［结果］股骨重量由高至低依次为对照组>高剂量组>中剂量组>低剂量组>模型组 [(1.1±0.2) g vs (1.0±0.1) g
vs (0.9±0.2) g vs (0.8±0.1) g vs (0.6±0.0) g, P<0.001]，对照组与高剂量组间骨重差异无统计学意义（P>0.05）。BMD 依次为对照组>高
剂量组>中剂量组>低剂量组>模型组 [(252.5±21.2) mg/cm2 vs (232.7±21.4) mg/cm2 vs (190.6±31.2) mg/cm2 vs (158.1±13.1) mg/cm2 vs

(119.9±12.2) mg/cm2, P<0.001]，对照组与高剂量组间 BMD 差异无统计学意义（P>0.05）。力学测试的最大载荷排序同上，组间差

异有统计学意义（P<0.05）。血清检测 TNF-α 排序为对照组<高剂量组<中剂量组<低剂量组<模型组，组间差异有统计学意义（P<
0.05）；血清检测 TGF-β1 排序为高剂量组>对照组>中剂量组>低剂量组>模型组，组间差异有统计学意义（P<0.05）。骨均浆检测

BMP-2/β-actin 和 p-ERK/ERK 均为对照组>高剂量组>中剂量组>低剂量组>模型组，组间差异有统计学意义（P<0.05）。［结论］

黄芪多糖可改善维甲酸诱导的大鼠骨质疏松症状，其机理可能是激活 MAPK/ERK 信号通路下游。
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Effect of astragalus polysaccharides on osteoporosis induced by retinoic acid in rats // XIONG Jin-hua1, FAN Zhi-qiang2, DAI
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Abstract: [Objective] To investigate the effects of different concentrations of astragalus polysaccharide on osteoporosis induced by reti⁃

noic acid in rats. [Methods] Fifty SD rats were randomly divided into control group, model group, low-dose group, medium-dose group and
high-dose group, with 10 rats in each group. Except the control group, the other groups were given 70 mg/kg retinoic acid continuous intra⁃
gastrically for 18 days, and the control group was given equal volume distilled water. After that, astragalus polysaccharide was given intragas⁃
trically, 100 mg/kg in the low dose group, 200 mg/kg in medium dose group and 400 mg/kg in high dose group, whereas equal volume of dis⁃
tilled water was given in the control group and model group. At 30 days after administration, gross measurement, BMD and biomechanical
tests were performed on the left femur of rats. Serum concentrations of TNF-α and TGF-β1 and bone homogenate protein were measured.
[Results] The femur weight in descending order was control group>high dose group>medium dose group>low dose group>model group [(1.1±
0.2) g vs (1.0±0.1) g vs (0.9±0.2) g vs (0.8±0.1) g vs (0.6±0.0) g, P<0.001], with no significant difference in bone weight between control group
and high- dose group (P>0.05). BMD was ranked as control group>high dose group>medium dose group>low dose group>model group
[(252.5±21.2) mg/cm2 vs (232.7±21.4) mg/cm2 vs (190.6±31.2) mg/cm2 vs (158.1±13.1) mg/cm2 vs (119.9±12.2) mg/cm2, P<0.001], and there
was no significant difference in BMD between the control group and the high-dose group (P>0.05). The order of maximum load in mechani⁃
cal test was the same as above, with statistically significant differences among groups (P<0.05). The order of serum TNF-α detection was of
control group<high dose group<medium dose group<low dose group<model group, with statistically significant differences among them (P<

DOI:10.20184/j.cnki.Issn1005-8478.100702
△基金项目：江西省卫生健康委科技计划项目（编号：202210157）
作者简介：熊金华，副主任医师，研究方向：骨外科，（电子信箱）1163122121@qq.com
* 通信作者：樊志强，（电子信箱）1285394632@qq.com



1792

Vol.32,No.19
Oct.2024

中国矫形外科杂志

Orthopedic Journal of China
第 32 卷 第 19 期

2 0 2 4 年 10 月

0.05). The order of serum TGF-β1 was of high dose group>control group>medium dose group>low dose group>model group, with statistically
significant differences (P<0.05). Bone homogenate measured BMP-2/β-actin and P-ERK /ERK were as follows: control group>high dose
group > medium dose group>low dose group>model group, with statistical significances (P<0.05). [Conclusion] Astragalus polysaccharide
can improve the osteoporosis induced by retinoic acid in rats, and its mechanism may be the activation of the downstream MAPK/ERK signal⁃
ing pathway.

Key words: astragalus polysaccharide, rat osteoporosis, tumor necrosis factor-α (TNF-α), transforming growth factor-β1 (TGF-β1),
MAPK/ERK signal path

骨质疏松是以骨量减少、骨组织显微结构退化、

骨的脆性增高及骨折危险性增加为特征的一种全身性

骨病［1］。它是老年人的常见病、多发病。据估算，

2006 年我国人群中约有 7 000 万人患有骨质疏松症，

约 2 亿人骨量减少［2］。骨质疏松性骨折是骨质疏松症

的严重阶段，可造成患者重度伤残，乃至死亡，严重

影响患者生命安全。此外，骨折所致的医疗护理需要

投入大量人力、物力和财力，给家庭及社会带来了极

大的经济负担［3］。

黄芪是一味传统中药材，广泛用于治疗包括糖尿

病和心肌梗塞在内的疾病，有着延年益寿、抗血管衰

老、抗脑衰老、抗肿瘤等作用［4，5］。现代医学认为黄芪

具有防治骨质疏松的功效。临床对照研究中，包含黄

芪的中药方剂“益肾健骨汤”被证实可改善老年骨质

疏松症状［6，7］。然而，黄芪的组分复杂，其具体的改善

骨质疏松的机制尚不清楚。黄芪多糖是从黄芪的茎或

干根中提取的具有生物活性的水溶性杂多糖［8］。研究表

明，黄芪具有抗衰老、抗肿瘤、降血糖、降血脂、抗

纤维化、抗菌、辐射防护、抗病毒等作用［9］。然而，其

在骨质疏松治疗中的功效和机制尚需深入研究。

研究表明骨重建过程中骨吸收和骨形成之间骨

代谢的失衡是骨质疏松的病理基础［10］。其中，一些

细胞因子，如转化生长因子-β1（transforming growth
factor-β1, TGF-β1）和肿瘤坏死因子 α（tumor necro⁃
sis factor-α, TNF-α） 可参与骨代谢的调控 ［11］。此

外，骨形成蛋白（bone morphogenetic proteins, BMPs）
也已被证实在骨重建中发挥着核心作用［12］。因此，

本研究通过建立维甲酸诱导的骨质疏松 SD 大鼠动

物模型，探究不同浓度的黄芪多糖对骨质疏松大鼠

模型的骨密度、骨样本大体以及骨样本三点弯曲力

学检测结果的影响，并通过检测血清 TGF-β1、
TNF-α、骨组织 BMP-2、以及 MAPK 通路下游分子

的激活，初步阐明黄芪多糖对骨质疏松的作用和机

制。

1 材料与方法

1.1 实验动物分组

50 只雌性 SD 健康大鼠购自湖南斯莱克景达实验

动物有限公司，体重（200±20） g。在 SPF 条件下饲

养，给予自由进食饮水。将大鼠编号、称重后按随机

数字法分为 5 组，每组 10 只：分别为对照组、模型

组、黄芪多糖低剂量组（低剂量组）、黄芪多糖中剂

量组（中剂量组）、黄芪多糖高剂量组（高剂量组）。

本实验通过江西省人民医院医学伦理学会批准。

1.2 骨质疏松模型建立

制备 70 mg/kg 浓度的维甲酸生理盐水溶液。除

对照组给予等量生理盐水外，其他各组大鼠每日上午

给予维甲酸溶液灌服，连续 18 d，建立骨质疏松动物

模型。

1.3 药物处理

制备不同浓度的黄芪多糖生理盐水溶液。于每日

下午对低剂量、中剂量、高剂量组的 SD 大鼠进行黄

芪多糖灌胃给药，浓度分别为 100 mg/kg、200 mg/
kg、300 mg/kg，对照组和模型组给予同体积生理盐

水，连续灌胃 30 d。
1.4 检测方法

1.4.1 动物处死与样本采集

药物干预 30 d 后，采用注射器经大鼠尾静脉取

血 3 ml， 4℃静置 10 min，以 3 000 r/ min 转速离心

15 min，取上清液，得到大鼠血清，置于-80℃中保

存。随后，处死大鼠，分离股骨，去除周围附着组

织，生理盐水中漂洗，吸干水分。

1.4.2 骨样本大体检测

采用电子天平、游标卡尺（购自上海科学精密仪

器公司）测量左侧股骨骨重、骨长及固定部位的骨直

径。测量 3 次，取平均值。

1.4.3 BMD 检测

采用 XR-36 型动态过滤双能 X 线骨密度诊断仪

（美国 GE 公司）检测大鼠左侧股骨近端骨密度。

1.4.4 骨样本三点弯曲力学检测

将股骨水平放置在岛津 AGS-HIKON 骨力学测定

仪（岛津实验器材有限公司）上进行三点弯曲试验，
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设置跨度为 20 mm，速率 10 mm/min，直至其断裂，

采用仪器自带的软件记录并分析数据，读取最大载

荷、弹性模量、屈服载荷评价指标。

1.4.5 血清 ELISA 检测

将冰冻的血清恢复至室温，按照 ELISA 试剂盒

说明制备标准品浓度梯度、包被、标记、显色，检测

450 nm 波长处的 OD 值。绘制吸光曲线，计算蛋白

表达量。

1.4.6 骨组织 western blot 检测

截断股骨，液氮冷冻后研磨，加入 RIPA 裂解

液，12 000 g，离心 15 min，取上清。采用 BCA 定量

试剂盒进行蛋白定量，调齐蛋白浓度，100℃，10
min 煮沸变性，放于-80℃保存。取 15 μg 进行电

泳，湿转，5%脱脂牛奶封闭 2 h，分别用 BMP-2、
ERK、磷酸化 ERK 抗体以及 β-actin 抗体［以上抗体

购自艾博抗（Abcam）贸易有限公司］，孵育 4℃过

夜，TBST 清洗 3 次，每次 10 min，室温孵育二抗 1
h，清洗 3 次，化学发光法显色。使用凝胶成像仪对

蛋白条带进行拍照， ImageJ 软件分析计算蛋白相对

表达水平。

1.5 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件对数据进行统计学分析。计

量资料以 x̄ ±s 表示，资料呈正态分布时，采用单因

素方差分析，两两比较采用 LSD 法。P<0.05 为差异

有统计学意义。

2 结 果

2.1 骨样本大体检测

各组大鼠股骨样本大体测量结果见表 1。与对照

组相比，模型组大鼠股骨骨重显著降低（P<0.05）；

与模型组相比，低剂量、中剂量、高剂量组大鼠股骨

骨重显著增加（P<0.05）；对照组与高剂量组间骨重

差异无统计学意义（P>0.05）。骨长的比较中，与模

型组比较，高剂量组骨长显著增加（P<0.05），其余

各组间骨长的差异无统计学意义（P>0.05）。骨直径

的比较中，各组间骨直径比较的差异无统计学意义

（P>0.05）。
2.2 BMD 检测

各组大鼠股骨 BMD 测量结果见表 1。与对照组

相比，模型组大鼠股骨 BMD 显著降低（P<0.05）；与

模型组相比，低剂量、中剂量、高剂量组大鼠股骨

BMD 均显著升高（P<0.05）；此外，对照组与高剂量

组间 BMD 差异无统计学意义（P>0.05）。

2.3 骨样本三点弯曲力学检测

各组大鼠股骨三点弯曲力学检测结果见表 2。与

对照组相比，模型组大鼠股骨最大载荷、弹性模量、

屈服载荷均显著降低（P<0.05）；与模型组相比，低

剂量组、中剂量组、高剂量组大鼠股骨最大载荷、弹

性模量、屈服载荷均显著增加（P<0.05）；且对照组

与高剂量组间上述指标的差异均无统计学意义（P>
0.05）。

2.4 血清 ELISA 检测

各组大鼠血清 TNF-α、TGF-β1 ELISA 检测结果

见表 3。与对照组相比，模型组 TNF-α 显著升高

（P<0.05）、TGF-β1 显著降低 （P<0.05）；与模型组

相比，低剂量组 TNF-α 显著降低（P<0.05）、TGF-β1
无显著变化（P>0.05）；而中剂量、高剂量组 TNF-α
均显著降低 （P<0.05）， TGF- β1 显著升高 （P<
0.05）；与对照组相比，高剂量组 TNF-α、TGF-β1
差异均无统计学意义（P>0.05）。
2.5 骨组织 western blot 检测

各组骨组织 BMP-2、β-actin、p-ERK、ERK 蛋

白表达情况如图 1 所示，相对表达量数值见表 4。与

对照组相比，模型组 BMP-2 表达量显著下降、p-
ERK/ERK 比值显著下降（P<0.05）；与模型组相比，

低剂量 BMP-2 表达量显著增加（P<0.05）、p-ERK/

表 1. 五组大体测量和 BMD 检测结果（ x̄ ±s, n=10）的比较

分组

对照组

模型组

低剂量组

中剂量组

高剂量组

P 值

骨重

（g）
1.1±0.2
0.6±0.0
0.8±0.1
0.9±0.3
1.0±0.1
<0.001

骨长

（cm）
3.5±0.2
3.4±0.2
3.5±0.1
3.6±0.3
3.6±0.2
0.033

骨直径

（mm）
7.4±0.2
7.3±0.4
7.4±0.4
7.5±0.4
7.2±0.5
0.581

BMD
（mg/cm2）

252.5±21.2
119.9±12.2
158.1±13.1
190.6±31.2
232.7±21.4

<0.001

Table 1. Comparison of the gross measurements and BMD
among the five groups ( x̄ ±s, n=10)

表 2. 五组生物力学检测结果（ x̄ ±s, n=10）的比较

分组

对照组

模型组

低剂量组

中剂量组

高剂量组

P 值

最大载荷（N）
37.3±2.0
18.0±2.3
25.6±3.1
30.4±3.0
34.2±2.8
<0.001

弹性模量（EM）
3 161.7±141.5
2 317.5±79.8

2 546.9±108.5
2 835.6±125.8
3 152.7±127.6

<0.001

屈服载荷（N）
64.3±4.1
38.5±2.6
48.4±3.4
54.9±5.5
63.8±3.9
<0.001

Table 2. Comparison of the biomechanical assay among the
five groups ( x̄ ±s, n=10)
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ERK 比值差异无统计学意义（P>0.05），中剂量、高

剂量组 BMP-2 表达量显著增加（P<0.05）、p-ERK/
ERK 比值显著升高（P<0.05），且各组间呈剂量依赖

性；与对照组相比，高剂量组 BMP-2 表达量显著降

低（P<0.05）、p-ERK/ERK 比值显著降低（P<0.05）。

3 讨 论

随着我国逐步进入老龄化社会，骨质疏松症的发

病率有不断上升的趋势［13］。尤其围绝经期女性，雌

激素水平明显下降，骨质疏松的发病率也高于男

性［14］。中医药作为中华民族的瑰宝，对骨质疏松的

防治也有不少记载。现代研究发现，这些中药不仅能

够抑制破骨细胞活性，而且部分药物可发挥雌二醇作

用［15］。中医认为“脾肾亏虚”是骨质疏松的基本病

因病机。黄芪，作为“补药之长”，具有温补脾气同

时兼补肾阳虚的功效［16］。为深入了解黄芪对骨质疏

松的影响和机制，本研究采用不同浓度的黄芪多糖

（黄芪的主要活性成分），治疗骨质疏松大鼠，并观察

其疗效及骨代谢相关的细胞因子、通路的改变。实验

结果分析如下。

首先，本实验采用维甲酸构建骨质疏松大鼠动物

模型。维甲酸是常见的骨质疏松诱导剂［17］。它是维

生素 A 的活性衍生物，具有与维生素 A 相似的药理

作用［18］。研究表明，维甲酸可以激活破骨细胞，促

进骨吸收［19］。同时，维甲酸还可以损害卵巢功能，

降低雌激素水平，从而导致骨质疏松症的发生［20］。

研究中大鼠股骨检测结果显示，大鼠股骨骨重、

BMD 明显下降、骨生物力学明显受损，表明骨质疏

松大鼠动物模型构建成功。

图 1. western blot 检测电泳条带。1a: BMP-2、β-actin 表达情况；1b: p-ERK 和 ERK 表达情况。
Figure 1.Western blot detection of electrophoretic bands. 1a: BMP-2, β-actin expression; 1b: p-ERK and ERK expression.

表 3. 五组血清 TNF-α 和 TGF-β1 ELISA 检测结果（ng/L,
x̄ ±s, n=10）与比较

分组

对照组

模型组

低剂量组

中剂量组

高剂量组

P 值

TNF-α
56.3±4.3
80.0±5.7
72.2±6.0
68.1±5.4
58.2±5.4
<0.001

TGF-β1
20.8±2.3
15.6±3.4
19.0±2.7
20.9±2.8
22.1±3.3
<0.001

Table 3. Comparison of the ELISA results of serum TNF-α and
TGF-β1 among the five groups (ng/L, x̄ ±s, n=10)

研究结果显示，与模型组相比，治疗组（低剂

量、中剂量、高剂量组） BMD、骨重，以及最大载

荷、弹性模量、屈服载荷均显著升高（P<0.05），表

明黄芪多糖可有效改善维甲酸诱导的大鼠骨质疏松

症状，缓解生物力学受损。在骨长的比较中，高剂

量组较模型组骨长增加，表明高浓度的黄芪多糖可

能促进骨质疏松大鼠骨的生长。然而，各组间骨直

径无明显差异，说明黄芪多糖对维甲酸所致的骨质

疏松大鼠的骨直径无影响。血清 ELISA 检测显示：

与模型组相比，低剂量大鼠 TNF-α 降低（P<0.05）、

TGF-β1 无明显变化（P>0.05）；而中剂量、高剂量

组大鼠 TNF-α 均降低（P<0.05），TGF-β1 升高（P<
0.05）。其中升高的炎症因子 TNF-α 可导致骨量丢

失［21］。研究发现，TNF-α 可通过招募 TNF 受体相关

表 4. 五组骨均浆 western blot 检测结果（相对表达量, x̄ ±
s, n=10）与比较

分组

对照组

模型组

低剂量组

中剂量组

高剂量组

P 值

BMP-2/β-actin
1.1±0.1
0.2±0.0
0.4±0.0
0.7±0.0
0.9±0.1
<0.001

p-ERK/ERK
1.0±0.0
0.3±0.1
0.4±0.1
0.6±0.1
0.8±0.1
<0.001

Table 4. Comparison of the western blot of bone homogenate
among the five groups (relative expression, x̄ ±s, n=10)
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因子，依次激活转录因子 NF-κB p50 和 p52、c-Fos
以 及 NFATc1， 诱 导 破 骨 细 胞 分 化 ， 促 进 骨 吸

收［22，23］。此外，TNF-α 还可抑制骨髓干细胞的增殖

和成骨细胞的分化，减少骨形成［24］。本研究发现，

黄芪多糖可降低大鼠血清 TNF-α，减少骨丢失。此

外，研究发现，黄芪多糖可提高骨质疏松大鼠血清

TGF-β1 表达。TGF-β1 是公认的抗炎因子，由调节

B 淋巴细胞分泌［25］。TGF-β1 可通过经典的 TGF-β/
Smad 通路抑制破骨细胞分化，降低破骨细胞生成所

需的转录因子 NFAT1 的水平，从而影响骨形成［26］。

此外，研究发现，与模型组相比，黄芪多糖提高了

骨质疏松大鼠 BMP-2 表达量、提升了 p-ERK/ERK
比值。BMP-2 属于 TGF-β 超家族成员，是胚胎发育

时期和成年期中重要的维持骨代谢平衡的细胞因

子，可通过激活 Smad（经典）信号通路和非 Smad
（非经典）信号通路，激活成骨基因，促进成骨细胞

分化［27，28］。此外， p-ERK/ERK 比值的升高表明黄芪

多糖增加 MAPK 信号下游分子 ERK 蛋白的磷酸化。

MAPK 信号转导为三级激酶级联反应，MAPK 蛋白位

于该信号通路下游［29］。ERK 为 MAPK 其中一个亚

族。研究表明，ERK 参与了人成骨细胞的生长、分

化、粘附、扩散、迁移以及整合素的表达［30］。本实

验发现，黄芪多糖增加了 BMP-2 表达，还可以提高

MAPK 通路中 p-ERK/ERK 的比值。

综上所述，本研究表明，黄芪多糖可降低大鼠

血清 TNF-α、升高血清 TGF-β1、激活骨组织中的

MAPK 通路下游分子，增加骨质疏松大鼠骨重、

BMD，缓解生物力学受损，改善维甲酸诱导的大鼠

骨质疏松症状，为黄芪多糖临床抗骨质疏松应用提

供体内实验依据。
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