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蒙药亚森希莫-Ⅰ治疗绝经后骨质疏松症的机制研究

（1.南京中医药大学 第一临床医学院，江苏 南京 210023；2.内蒙古医科大学 蒙医药学院，内蒙古 呼和浩特 010059；

3.南京中医药大学 骨组织修复与重建新技术实验室，江苏 南京 210023）

【摘 要】目的 本文探讨口服不同剂量的蒙药亚森希莫-I对去势所致大鼠骨质疏松的作用机制。方法 选取

3月龄SD大鼠60只，均为雌性，体质量约（220±20）g，按随机数表法分为假手术组、模型组（均用等量生理盐水）、阳性

对照组（骨肽片400 mg·kg-1）、蒙药低剂量组（200 mg·kg-1）、蒙药中剂量组（400 mg·kg-1）、蒙药高剂量组（800 mg·kg-1），

每组10只。制作模型成功后，各组连续灌胃12周，进行骨密度、骨生物力学、组织病理形态、Wnt1、BMP2等指标检

测。结果 与假手术组相比，模型组大鼠骨密度降低，骨质变细、断裂，BMP2蛋白和Wnt1含量明显降低，差异具有

统计学意义（P＜0.05）；与模型组相比，蒙药组和阳性对照组大鼠骨密度和骨量均增高，骨生物力学载荷与刚度增

加，骨组织形态密集，Wnt1、BMP2基因表达明显，差异均有统计学意义（P＜0.05）。与阳性对照组比较，蒙药组大

鼠各项指标无明显变化，差异无统计学意义（P＞0.05）。结论 蒙药亚森希莫-I 改善骨质疏松症可能与 Wnt1/

BMP2信号通路有关。
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骨质疏松症是一种以骨量减少，骨组织显微结

构退化破坏，导致骨强度下降、骨脆性增加，使得骨

折危险性增加为特征的全身性代谢性骨病，临床上

可分为原发性、继发性、特发性骨质疏松症[1]。流行

病学调查显示，其发病率在40岁以上女性人群中约

占15.7%，50岁以上则高达67.3%，骨质疏松症的发

病趋势与绝经年龄曲线明显呈正相关[2]。

人体骨骼是由成骨细胞主导的骨形成和破骨

细胞主导的骨吸收维持平衡。成骨细胞主要由内

外骨膜和骨髓中基质内的间充质始祖细胞分化而

来，能特异性分泌多种生物活性物质，调节并影响

骨形成和重建过程。破骨细胞起源于血系单核-巨

噬细胞系统，是骨吸收的主要功能细胞，在骨发育、

生长、修复、重建中具有重要的作用[3]。如果骨吸收

大于骨形成，则出现骨丢失，骨皮质变薄、骨小梁结

构变薄或破坏，可引发骨质疏松症。

Wnt是促进成骨细胞祖细胞增殖和分化的合成

代谢因子[4]。Frizzled蛋白与LRP-5/6蛋白之间形成

了一种特异性的受体复合物，这种复合物可以与低

密度脂蛋白受体相结合，从而释放β连环蛋白，并

使其变得更加稳定[5]。β-catenin被转移到细胞核，

并在转录因子4（TCF-4）或淋巴样增强剂结合因子

1（LEF-1）的帮助下调控其靶基因Runx2[6]。还能够

促使骨髓间充质干细胞（MSCs）的分化，抑制脂类

作用结合蛋白 α和过氧化物酶体增殖物激活受体

γ（PPAR-γ），从而阻止脂肪源性干细胞向肌肉蛋白

质的转化[7]。通过分泌Frizzled相关蛋白1（Sfrp1）抑

制破骨细胞活性，Sfrp1竞争性结合RANKL，减少骨

吸收，β-Catenin抑制OPG水平[8]。成骨细胞祖细胞

中β-catenin水平降低导致骨丢失[9]。胰岛素样生长

因子1（IGF-1）通过影响β-catenin的稳定性和转录

活性来中断 β-catenin蛋白水解降解活性[10]。已证

实Notch与Wnt有关，并通过β-catenin的降解过程

起作用[11]。硬核蛋白（Sclerostin）是Wnt信号的拮抗

剂，通过与LRP5/6结合在骨细胞中高表达[12]。这一

过程竞争性地影响Wnt和LRP5/6的结合。Wnt/β-
catenin 是成骨细胞分化和活动的关键信号通路。

BMPs是一个蛋白质因子，它可以影响骨形态发生，

并且属于转化生长因子β（TGF-β）的超家族分子，在

细胞内起到主要功能[13]。因此，本研究的主要目的是
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通过动物实验科学论证蒙药亚森希莫-I通过Wnt1、

BMP2蛋白抑制骨质疏松症发生发展的机制。

1 材料与分组

1.1 材料与设备

动物：3月龄SPF级SD雌鼠共60只，体质量为

（250±20）g。动物合格证书：MCAK2017-0118（南

京中医药大学动物伦理委员会的批准：A311804）；

动物合格证书：BCSK（沪）2022-0214，由南京江宁

区青龙山动物实验中心提供。

药物：蒙药亚森希莫-I[万年灰（制）100 g、荜茇

60 g、紫硇砂10 g、沙棘10 g、山柰10 g粉碎，过筛，混

匀，凉开水泛丸，打光，干燥即得]（内蒙古蒙药股份

有限公司，国药准字：MG1000451）；骨肽片（南京新

百药业有限公司，国药准字：H20055876）；Wnt1、

Bmp2引物购于中国Proteintech公司；HE染液、脱钙

液、二甲苯、多聚甲醛、切片石蜡购于上海源叶生物

科技有限公司。

仪器：倒置荧光显微镜AMI1100B型（德国Lei-

ca）；生物力学测试系统Acumen3型（美国 MTS）；骨

密度成像系统Quantum GX型（美国PerkinElmer）；

全自动硬组织切片机DR2205型（德国 Leica）；全自

动组织染色机MB-500型（金华益迪）；全能型蛋白

转印系统Trans-Blot Turbo（美国 Bio-Rad）。

1.2 分组

所有大鼠按随机数表法分为6组：假手术组、模

型组、蒙药低剂量组、蒙药中剂量组、蒙药高剂量

组、阳性对照组。每组10只大鼠。

2 模型制备及给药方法

选用异氟烷吸入式麻醉后，于脊柱两侧旁开约

1.5 cm处，行3 cm左右的切口，逐层剪开后找出卵

巢，结扎切除，逐层缝合。假手术组大鼠行切除肠

系膜脂肪组织后缝合；其余各组，均找出卵巢，结扎

切除，逐层缝合，造骨质疏松症模型。术后3 d伤口

涂抹青霉素软膏预防伤口感染，8周后检测骨密度相

关指标，通过观察其体质量变化、体毛是否枯疏、反

应是否迟钝、动情周期，以及子宫内膜有无螺旋小

动脉等指标验证造模成功与否。

大鼠给药剂量是由人体与大鼠体表换算法得

出。蒙药低剂量组（200 mg·kg- 1）、蒙药中剂量组

（400 mg·kg-1）、蒙药高剂量组（800 mg·kg-1）、阳性对

照组（400 mg·kg-1）、假手术组与模型组（等剂量生理

盐水），连续灌胃12周后，取双侧股骨放入液氮中保存。

3 样本检测方法

3.1 骨密度及骨骼力学检测

采用双能骨密度仪观察大鼠骨结构和矿物质

变化。应用双能骨密度成像系统（Analyze98）进行

拍摄和小梁形态分析。空间分辨率为11 μm（X射

线源90 kV，394 μA；用1 mm滤镜）扫描右侧股骨标

本。然后分别用内置软件X-vox和XAn重建图像。

将左侧股骨标本提前从生理盐水取出，使用镊子将

标本固定在生物力学测试仪上，调整跨距与加载速

度分别为1.5 mm、0.01 mm/s，直至股骨最终断裂为

实验终点。根据仪器所记载的载荷-位移曲线，计

算出最大负荷、最大挠度和刚度。

3.2 HE染色

右侧股骨4%多聚甲醛固定36 h后，PBS缓冲液

冲洗2次，每次15 min，放入EDTA脱钙液中，置于室

温中脱钙7周，直至大头针能刺穿股骨后停止脱

钙。随后进行脱水、透明、包埋、切片等步骤，按HE

染色步骤染色后，显微镜下观察骨形态变化。

3.3 PCR检测

检测各组细胞及组织Wnt1、BMP2基因表达差异，

提取细胞总RNA，以BCA蛋白测定试剂盒测定样本浓

度，加入上样缓冲液定量分装，进行反转录，加入相应

的（Wnt1、BMP2）引物检测不同样品相应基因表达情

况；经计算机图像分析仪扫描，并行ct值测定及分析。

4 统计学方法

使用SPSS 23.00统计软件对数据进行统计学分

析，呈正态分布的计量资料以（x±s）表示，秩和检验

分析多组间差异，t检验进行两组间比较，检验水准

为α＝0.05，P＜0.05表示差异具有统计学意义。

5 结果

5.1 骨密度及骨骼力学变化

骨密度仪结果显示亚森希莫-I可明显提高大

鼠骨小梁密度，同时改善骨微结构参数，其中，中、

高剂量组效果优于低剂量组（见图1）；亚森希莫-I

可提高骨骼力学的载荷与刚度，差异有统计学意义

（P＜0.05），但其最大位移差异无统计学意义（见表1）。
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5.2 骨组织病理学形态的影响

HE染色结果显示假手术组大鼠骨小梁排列紧

密，结构清晰，空腔较小；模型组骨小梁断裂明显，

结构错乱，空腔密集；蒙药中、高剂量组可明显改善

骨小梁病理变化，与模型组相比骨小梁断裂较少，

排列较为紧密，空腔减少（见图2）。

假手术组 模型组 阳性对照组 蒙药低剂量组 蒙药中剂量组 蒙药高剂量组

组别

假手术组

模型组

阳性对照组

蒙药低剂量组

蒙药中剂量组

蒙药高剂量组

F
P

只数（n）
10

10

10

10

10

10

最大载荷（N）
215.67±10.52

104.58±18.65*

190.32±14.05

174.78±31.11

179.18±15.86#

189.21±19.90

15.190

＜0.01

最大刚度（N/mm）

134.40±13.87

103.67±11.35**

125.00±11.19

127.13±19.41

128.50±15.80##

129.30±14.91

4.104

＜0.01

最大位移（mm）

0.56±0.14

0.87±0.23

0.81±0.90

0.65±0.19

0.89±0.36

0.91±0.37

1.020

＞0.05

表1 蒙药亚森希莫-I对各组大鼠骨骼力学的影响（x±s）

图1 骨密度矢状面与冠状面图

注：*与假手术组比较，P＜0.05，**与假手术组比较，P＜0.05。#与模型组比较，P＜0.01，##与模型组比较，P＜0.01。

5.3 Wnt1、BMP2基因表达情况

PCR检测各组股骨组织中Wnt1、BMP2基因表

达水平结果显示，模型组中Wnt1、BMP2基因水平较

假手术组明显减低，差异有统计学意义（P＜0.05），而蒙

药组可改善这一状况，结果差异具有显著统计学意义

（P＜0.05）（见表2，图3）。

假手术组 模型组 阳性对照组 蒙药低剂量组 蒙药中剂量组 蒙药高剂量组

图2 各组股骨组织病理染色结果（100x）

组别
假手术组
模型组

阳性对照组
蒙药低剂量组
蒙药中剂量组
蒙药高剂量组

Ct值
P

只数（n）
10
10
10
10
10
10

Wnt1/GAPDH
18.12±0.04
15.34±0.12*

17.12±0.21
17.41±0.17
18.91±0.19#

19.01±0.07
17.32
＜0.01

BMP2/GAPDH
18.10±0.03
15.45±0.01**

17.17±0.20
17.32±0.16
18.82±0.17##

19.03±0.06
16.89
＜0.01

表2 各组大鼠Wnt1及BMP2基因水平检测结果（x±s，ng/mL）

注：*与假手术组比较，P＜0.05，**与假手术组比较，P＜0.05。#与模型组比较，P＜0.01；##与模型组比较，P＜0.01。
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6 讨论

流行病学调查显示，在老龄化社会背景下，骨

质疏松症越来越成为危害人类健康的重要隐患，脆

性骨折是最大的并发症。现代医学研究显示，雌激

素疗法或其他药物治疗该疾病的同时具有较大毒

副作用，如乳腺癌、子宫内膜癌等[14]。内蒙古气候寒

冷，再加上特殊的饮食习惯，导致骨质疏松症患者

数量比国内其他省份多。蒙医蒙药具有区域特色，

在治疗骨质疏松症方面形成独特的理论体系，并深

受广大牧民的信赖。

蒙医基础理论指出，“三根平衡，七素清浊代谢

有效运行，骨精华生成顺利”是人体骨骼健康之

本。若七素清浊代谢障碍，骨源不足，不能濡养骨

骼，而致骨骼微结构破坏，或骨多孔，容易引发骨质

疏松症。因此，研发促进清浊代谢、补精补暖、增强

“希拉”功能的药物，对治疗绝经后骨质疏松具有重

要意义[15]。临床研究发现，蒙药亚森希莫-I疗效较

佳，该方是以万年灰（制）为君药，荜茇、紫硇砂共为

臣药，三药配伍，具有增强胃火、分解精微和糟粕、

补肾健脾功效；佐以沙棘、山柰，以治其标。其具有

补暖补精功效，缓解骨质疏松引起的骨骼肌肉疼

痛，提高骨密度和骨骼肌肉力量。据药理学研究发

现，荜茇、沙棘、山柰有效物质可改善线粒体损伤、

抗氧化、提高免疫力，万年灰及荜茇及其活性化合

物通过抑制破骨细胞分化和促进成骨细胞生成，在

骨质疏松症中发挥骨保护作用[16]。从沙棘中分离出

来的有效成分通过减少体内的活性氧发挥抗骨质

疏松的作用 [17]。本课题研究结果显示，大鼠骨小梁

矢状面与冠状面二维结构图，蒙药组大鼠骨密度和

骨生物力学明显高于模型组；模型组Wnt1、BMP2

低于假手术组，而蒙药亚森希莫-I能够改善这一现

象。组织病理学检测也进一步证明该药物能够有

效改善骨质含量。由于经费不足，本研究尚未完全

揭示骨质疏松症的治病机制。课题组将进一步对

该药物促进成骨细胞增殖、抑制破骨细胞活性方面

进行比较研究，验证该药物的作用靶点，为专门治

疗骨质疏松症的蒙药新药研发提供理论参考。
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辅助就诊率偏低，也可能是少数民族人口数量远

低于汉族人口数量，影响了数据，增加了结果偏

差。此外，我们对混杂因素，比如不可控的卵巢储

备功能因素和胚胎质量进行多变量分析时记录数

据不充分。但随着我区基层信息网络覆盖面的扩

大，加强辅助生殖技术的普及及宣传力度的增大，

可以使少数民族地区更加有效、快速地了解辅助生

殖技术，使蒙古族患者来院就诊时间提前，解决生

育难题。
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