
中国细胞生物学学报  Chinese Journal of Cell Biology 2025, 47(11): 2807–2816
DOI: 10.11844/cjcb.2025.11.0008

CSTR: 32200.14.cjcb.2025.11.0008

收稿日期: 2025-07-09                 接受日期: 2025-08-07
*通信作者。Tel: 13579885099, E-mail: yxw751121@163.com
Received: July 9, 2025                 Accepted: August 7, 2025
*Corresponding author. Tel: +86-13579885099, E-mail: yxw751121@163.com

龙牙楤木皂苷Ⅳ对大鼠骨重建及破骨细胞形成的影响
贾德政  罗雪峰  杨新文*

(新疆医科大学第一附属医院, 急救创伤中心急诊创伤外科, 乌鲁木齐 830013)

摘要      该研究基于骨形态发生蛋白-2(bone morphogenetic protein-2, BMP-2)/SMAD4信号通

路探讨龙牙楤木皂苷 IV(tarasaponin IV, TRS)对踝关节骨折 (AF)大鼠骨重建及破骨细胞形成的影

响。构建AF模型大鼠, 并将其随机分为AF组、TRS低浓度组(TRS-L组)、TRS中浓度组(TRS-M组)、
TRS高浓度组(TRS-H组)、TRS-H+BMP特异抑制剂(Noggin)组, 并设立未进行骨折的正常大鼠为假

手术组(Sham组)。酶联免疫吸附试验(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)检测各组大鼠血

清中骨重建标志物 [Runt相关转录因子 -2(Runt-related transcription factor 2, Runx2)、BMP-2、碱性

磷酸酶(alkaline phosphatase, ALP)、核因子κB受体活化因子配体(receptor activator of nuclear factor 
kappa B ligand, RANKL)]的水平 ; 微计算机断层扫描 (Micro-CT)检测各组大鼠骨小梁微结构变化

[骨密度(bone mineral density, BMD)、骨体积分数(bone volume fraction, BV/TV)、骨小梁数(number 
of trabeculae, Tb.N)、骨小梁厚度 (thickness of trabeculae, Tb.Th)]; 苏木素–伊红 (hematoxylin-eosin, 
HE)和抗酒石酸磷酸酶 (tartrate resistant acid phosphatase, TRAP)染色法分别检测各组大鼠骨痂组

织形态学病理变化及破骨细胞的数量 ; Western blot检测各组大鼠Runx2、ALP、RANKL、BMP-2
和SMAD4蛋白表达水平。与Sham组相比 , AF组大鼠Runx2、BMP-2、ALP、SMAD4表达水平及

BMD、BV/TV、Tb.N、Tb.Th水平显著降低 , RANKL表达水平和破骨细胞数量显著升高 , 踝骨刚

度和最大载荷明显降低 (P<0.05); 与AF组相比 , TRS-L、TRS-M、TRS-H组大鼠Runx2、BMP-2、
ALP、SMAD4表达水平及BMD、BV/TV、Tb.N、Tb.Th水平逐渐升高 , RANKL表达水平和破骨

细胞数量逐渐降低 , 踝骨刚度和最大载荷逐渐升高 , 且各指标变化程度与TRS浓度呈正比 (P<0.05); 
与TRS-H组相比 , TRS-H+Noggin组大鼠Runx2、BMP-2、ALP、SMAD4表达水平及BMD、BV/TV、

Tb.N、Tb.Th水平显著降低, RANKL表达水平和破骨细胞数量显著升高, 踝骨刚度和最大载荷明显降

低(P<0.05)。TRS可能通过激活BMP-2/SMAD4信号通路, 促进AF大鼠骨重建并抑制破骨细胞的形成。

关键词      龙牙楤木皂苷IV; BMP-2/SMAD4信号通路; 踝关节骨折; 骨重建; 破骨细胞

The Effects of Tarasaponin IV on Bone Regeneration 
and Osteoclast Formation in Rats

JIA Dezheng, LUO Xuefeng, YANG Xinwen*
(Emergency Trauma Center Emergency Trauma Surgery, First Affiliated Hospital of Xinjiang Medical University, Urumqi 830013, China)

Abstract       This study investigates the effects of TRS (tarasaponin IV) on bone reconstruction and osteoclast 
formation in rats with AF (ankle fractures) via the BMP-2 (bone morphogenetic protein-2)/SMAD4 signaling path-
way. AF models were established in rats, which were then randomly divided into the AF group, TRS-L (low-con-
centration TRS) group, TRS-M (medium-concentration TRS) group, TRS-H (high-concentration TRS) group, and 
TRS-H+Noggin (BMP-specific inhibitor) group. Additionally, a sham operation group (Sham group) consisting of 
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normal rats without fractures was included. ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) was used to detect bone 
remodeling markers [Runx2 (Runt-related transcription factor 2), BMP-2, ALP (alkaline phosphatase), RANKL (re-
ceptor activator of nuclear factor kappa B ligand)] in serum of rats in each group. Micro-CT was used to detect the 
microstructural changes of bone trabeculae of rats in each group [BMD (bone mineral density), BV/TV (bone vol-
ume fraction), Tb.N (number of trabeculae), and Tb.Th (thickness of trabeculae)]. The HE (hematoxylin-eosin) and 
TRAP (tartrate resistant acid phosphatase) staining methods were used to detect the morphological and pathologi-
cal changes of callus tissue and the number of osteoclasts of rats in each group. Western blot was used to detect the 
Runx2, ALP, RANKL, BMP-2, and SMAD4 proteins in each group. Compared with the Sham group, the AF group 
showed great decreased in Runx2, BMP-2, ALP, SMAD4, BMD, BV/TV, Tb.N, Tb.Th, great increases in RANKL 
and osteoclast count, and conspicuous decreased in ankle stiffness and maximum load (P<0.05). Compared with 
the AF group, the TRS-L, TRS-M, and TRS-H groups showed gradual increases in Runx2, BMP-2, ALP, SMAD4, 
BMD, BV/TV, Tb.N, Tb.Th in rats, gradual decreased in RANKL and osteoclast count, and gradual increases in 
ankle stiffness and maximum load, and the degree of change in each indicator was directly proportional to TRS con-
centration (P<0.05). Compared with the TRS-H group, the TRS-H+Noggin group showed conspicuous decreased 
in Runx2, BMP-2, ALP, SMAD4, BMD, BV/TV, Tb.N, Tb.Th, conspicuous increased in RANKL and osteoclast 
count, and great decreases in ankle stiffness and maximum load (P<0.05). TRS may promote bone remodeling and 
inhibit osteoclast formation in AF rats by activating BMP-2/SMAD4 signaling pathway.

Keywords       tarasaponin IV; BMP-2/SMAD4 signaling pathway; ankle joint fracture; bone remodeling; os-
teoclast

踝关节骨折(ankle joint fracture, AF)是一种临床

上常见的关节内创伤性骨折 , 发生率呈逐年上升趋

势[1]。踝关节是人体最重要的活动和负重关节, 但因

其距离地面近 , 关节面小 , 承受压力大 , 无法得到有

效缓冲 , 导致其极易受伤 [2]。目前AF的治疗方法尚

有缺陷 , 如手术可能造成组织黏连 , 抗炎药物的使

用会产生诸多不良反应等 , 虽然可以增强关节的稳

定性和抗炎 , 但不适用于所有患者 , 尤其是老年患

者 [3]。而传统中药治疗AF不良反应较小 , 近年来越

来越多研究表明 , 天然植物提取物在骨折愈合中具

有潜在优势。龙牙楤木皂苷 IV(tarasaponin IV, TRS)
是五加科楤木属植物龙牙楤木的主要成分之一 , 属
于齐墩果烷型三萜皂苷, 具有极高的药用价值[4]。研

究发现 , 三七中的总皂苷及其提取物可以增强骨细

胞增殖活力, 减轻因过氧化氢引起的氧化损伤, 从而

促进骨形成, 减少对成骨细胞的损伤[5]。但TRS能否

稳定AF的破骨–成骨动态平衡 , 目前尚未有研究证

明。

骨形态发生蛋白 -2(bone morphogenetic pro-
tein-2, BMP-2)作为转化生长因子超家族的一员 , 具
有强大的促进成骨分化的能力 [6]。当BMP-2与膜上

受体结合后 , 激活丝氨酸 /苏氨酸激酶 (serine/threo-

nine kinase, Ser/Thr)等信号分子 , 促进果蝇与秀丽

隐杆线虫蛋白同源物 1/5/8(homologues of the dro-
sophila protein, mothers against decapentaplegic and 
thecaenorhabditis elegans protein 1/5/8, SMAD1/5/8)
的磷酸化 , 随后与SMAD4结合形成复合物 , 并转移

至细胞核内 , 从而激活经典的BMP-2/SMAD4成骨

信号通路 [7]。研究发现 , BMP-2/SMAD通路对于维

持骨稳态的动态平衡十分关键 , 并且可以影响成骨

的分化能力[8]。但TRS能否通过调控BMP-2/SMAD4
信号通路对AF的骨重建和破骨细胞的形成发挥积

极作用 , 尚不清楚。因此 , 本研究构建AF大鼠模型 , 
以BMP-2/SMAD4信号通路为切入点 , 探讨TRS对
AF大鼠骨重建和破骨细胞形成的影响 , 为临床上

TRS治疗AF提供理论依据。

1   材料与方法
1.1   动物

SPF级8周龄雄性SD大鼠 , 体质量 (200±20) g, 
购于武汉大学动物实验中心 ,  生产许可证号 : 
SCXK(鄂 )2022-0004。对大鼠进行一周适应性饲

养, 环境温度22 °C~25 °C, 湿度为45%~55%, 提供常

规饲料和清洁用水 , 并采用12 h光照与12 h黑暗循
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环 , 确保饲养环境通风良好。本研究方案获得新疆

医科大学第一附属医院动物伦理委员会批准 (2024-
MER-23)。
1.2   主要试剂

主要试剂见表1。
1.3   AF大鼠模型的建立

用戊巴比妥钠对大鼠进行腹腔注射 , 麻醉后消

毒处理大鼠踝关节 , 并将其以仰卧位置固定于手术

台 , 右侧髋关节充分外展 , 右膝关节弯曲90°。在内

踝处纵向切1 cm长的切口 , 暴露踝关节。小骨凿以

37°的角度凿入内踝 , 生理盐水冲洗后 , 缝合伤口。

术后连续3天 , 每天注射曲马多镇痛。术后用X线拍

摄, 若踝关节出现骨折, 且骨折固定处未发现明显移

位, 则视为建模成功[9]。另选取12只正常大鼠为假手

术组(Sham组), 在相同位置纵向切1 cm切口后, 生理

盐水冲洗后缝合。所有大鼠均于手术前腹腔注射青

霉素以预防感染。

1.4   分组及药物处理

将建模成功的AF大鼠随机分为AF组、TRS低
浓度组(TRS-L组)、TRS中浓度组(TRS-M组)、TRS
高浓度组 (TRS-H组 )、TRS-H+Noggin组。TRS-
L、TRS-M、TRS-H组大鼠分别腹腔注射 25、50、
100 mg/kg的TRS; TRS-H+Noggin组注射100 mg/kg

的TRS和 2 mL/kg的Noggin(50 ng/mL)[10]; AF组和

Sham组大鼠每天同一时间腹腔注射等量的生理盐

水(按照大鼠体质量给予)。每组12只, 每日上午同一

时间注射一次, 连续4周。

1.5   各组大鼠骨小梁微结构的变化

末次给药后24 h, 腹腔注射戊巴比妥钠麻醉大

鼠 , 将其以俯卧位固定于手术台 , 屈曲双下肢。用

微计算机断层扫描 (Micro-Computed Tomography, 
Micro-CT)检测各组大鼠骨痂处以及Sham组相同位

置的结构变化 , 构建三维感兴趣区 , 用CTAn软件分

析并计算骨密度 (bone mass density, BMD)、骨体积

分数 (bone volume fraction, BV/TV)、骨小梁数 (tra-
becular number, Tb.N)、骨小梁厚度(trabecular thick-
ness, Tb.Th)。
1.6   ELISA法检测血清中骨重建相关标志物

取各组大鼠腹腔动脉血 , 静置后在 4 °C条件

下以 3 000 ×g的离心力离心 15 min, 取上清 , 根据

Runx2、ALP、RANKL的ELISA检测试剂盒说明

书步骤严格操作 , 用酶标仪测定待测血清于波长

为 450 nm处的吸光度值 , 并计算Runx2、BMP-2、
ALP、RANKL水平。

1.7   生物力学测试

对大鼠注射过量麻醉进行安乐死处理后 , 取各

表1   试剂与抗体信息

Table 1    Reagent and antibody information
名称

Name
货号/批号

Catalog number/Lot number
厂家

Manufacturers

TRS wkq-13148 Sichuan Weikeqi

BMP specific inhibitor head protein (Noggin) HY-P70542 MedChemExpress, United States

TRAP (tartrate-resistant acid phosphatase) staining kit P0332 Beyotime

HE (hematoxylin-eosin) staining kit C0105S Beyotime

ALP (alkaline phosphatase) ab229126 Abcam

BMP-2 ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) kit ml102832 Shanghai Enzyme-linked Biotechnology

Runx2 (Runt-related transcription factor 2) ELISA kit ml106179 Shanghai Enzyme-linked Biotechnology

ALP ELISA kit ml095274 Shanghai Enzyme-linked Biotechnology

RANKL (receptor activator of nuclear factor-κB ligand) ELISA kit ml003065 Shanghai Enzyme-linked Biotechnology

BMP-2 TPA4352 Abmart

SMAD4 PA1709 Abmart

Runx2 TA5186 Abmart

RANKL PK85532 Abmart

GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenase) P60037 Abmart

β-actin P30002 Abmart

Goat anti-rabbit IgG H&L ab6702 Abcam
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组6只大鼠的右下肢踝关节 , 固定两端 , 进行三点弯

曲力学实验。以踝关节中点为加载点, 距顶端8 mm, 
底端20 mm, 记录刚度 (骨头在未被破坏时承受力的

大小)与最大载荷(骨头承受的最大力学载荷)。
1.8   HE染色观察骨痂组织形态学变化

将剩余 6只大鼠剥离完整的带骨痂踝关节 , 切
取骨痂组织分为两份 , 一份置于 4%福尔马林溶液

中 4 °C固定 3天后 , 用 10%乙二胺四乙酸二钠溶液

室温脱钙 4~8周 , 其间定期更换脱钙液并通过针刺

法评估脱钙终点。脱钙完全后, 流水冲洗组织过夜, 
随后经梯度酒精 (70%、80%、90%、95%、100%)
室温脱水各2 h~4 h, 二甲苯透明各30 min~60 min, 
再于60 °C~62 °C石蜡中浸蜡各1~2 h并进行石蜡包

埋。将包埋组织块切片(厚度4 μm~6 μm), 60 °C~65 °C
烤片2 h~4 h使切片紧密黏附。室温下操作, 染色前

经二甲苯脱蜡、梯度酒精水化后 , 进行苏木素染

色3 min~8 min, 1%盐酸酒精分化数秒 ,  流水返蓝

15 min~30 min, 伊红复染30 s至2 min, 最后经梯度

脱水, 二甲苯透明, 中性树封片, 光学显微镜下观察

骨痂组织病理学变化。另一份保存于液氮中。

1.9   TRAP染色检测骨痂组织破骨细胞数量

取 “1.8”中的石蜡切片 , 脱蜡后严格按照TRAP
染色试剂盒说明进行切片染色 , 并于光学显微镜下

观察、拍照记录。TRAP标记骨痂组织中破骨细胞 , 
阳性染色呈黄褐色 , 随机选取5个不相邻视野计数 , 
并计算平均值。

1.10   Western blot检测骨痂组织中Runx2、ALP、
RANKL、BMP-2和SMAD4蛋白表达情况

取出液氮中保存的骨痂组织 , 充分研磨裂解 , 
收集上清液。二喹啉甲酸法 (bicinchoninic acid, 
BCA)测定蛋白浓度后进行热变性 , 以30 μg上样量

进行恒压的聚丙烯酰胺凝胶电泳以分离目的蛋白 , 
湿转法将条带转移至膜。室温封闭1 h, 分别添加对

应的一抗Runx2(1000 1׃)、ALP(1000 2׃)、RANKL 
、(000 1׃1)SMAD4、(000 1׃1)BMP-2、(000 1׃1)
GAPDH(1000 1׃)、β-actin(1000 5׃), 于4 °C摇床孵育

过夜。洗膜 , 室温孵育二抗 h, 再次洗膜 1 (000 5׃1)

后于超敏发光液中显影。凝胶成像分析仪分析蛋白

条带灰度值。

1.11   统计学

使用SPSS 25.0统计软件对数据进行分析 , 计
量资料以平均数±标准差 (x

_
±s)形式表示。对于多组

样本数据的比较 , 采用单因素方差分析方法 , 通过

LSD-t检验进行各组之间的两两比较。当P值小于

0.05时, 认为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   各组大鼠骨小梁微结构的变化

与 Sham组比 ,  AF组大鼠骨痂组织的 BMD、

BV/TV、Tb.N、Tb.Th水平显著降低 (P<0.05); 与
AF组比 , TRS-L、TRS-M、TRS-H组BMD、BV/TV、

Tb.N、Tb.Th水平随 TRS浓度的升高而逐渐降低

(P<0.05); 与TRS-H组比 , TRS-H+Noggin组BMD、

BV/TV、Tb.N、Tb.Th水平显著降低 (P<0.05)。见

图1和图2。
2.2   各组大鼠骨重建相关因子的变化

与Sham组比 , AF组大鼠血清中Runx2、BMP-
2、ALP水平显著降低 ,  RANKL水平显著升高

(P<0.05); 与AF组比 , TRS-L、TRS-M、TRS-H组

Runx2、BMP-2、ALP水平显著升高 , RANKL水
平显著降低 (P<0.05), 且变化幅度呈剂量依赖性

(P<0.05); 与TRS-H组比 , TRS-H+Noggin组Runx2、
BMP-2、ALP水平显著降低 , RANKL水平显著升高

(P<0.05)。见图3。
2.3   各组大鼠生物力学指标比较

与Sham组比 , AF组大鼠最大载荷、刚度显著

图1   各组大鼠Micro-CT三维重建图

Fig.1   Micro-CT three-dimensional reconstruction images of the rat groups

Sham AF TRS-L TRS-M TRS-H TRS-H+Noggin
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降低(P<0.05); 与AF组比 , TRS-L、TRS-M、TRS-H
组最大载荷、刚度随TRS浓度的升高而逐渐升高

(P<0.05); 与TRS-H组比 , TRS-H+Noggin组最大载

荷、刚度显著降低(P<0.05)。见图4。
2.4   各组大鼠骨痂组织病理变化

Sham组大鼠骨小梁较粗 , 排列整齐 , 间距较小 , 
连接无断裂 ; 与Sham组比 , AF组骨小梁数量较少且

较细 , 排列紊乱 , 间距大并有大部分断裂 , 骨髓腔内

有大量空洞 ; 与AF组比 , TRS-L、 TRS-M、 TRS-H组

骨小梁数目增多 , 相对较粗 , 结构恢复 , 排列紧密 ; 
TRS-H+Noggin组相较于TRS-H组 , 骨小梁变细 , 数
目较少, 连接断裂情况加重。见图5。
2.5   各组大鼠骨痂组织破骨细胞数量

与Sham组比, AF组大鼠骨痂组织中破骨细胞数

量显著增加 (P<0.05); 与AF组比 , TRS-L、TRS-M、

TRS-H组破骨细胞数量随TRS浓度的升高而逐渐减

少(P<0.05); 与TRS-H组比, TRS-H+Noggin组破骨细

胞数量显著增加(P<0.05)。见图6和图7。
2.6   各组大鼠骨痂组织中BMP-2、SMAD4、Runx2、
ALP、RANKL表达情况

与 Sham组比 ,  AF组大鼠骨痂组织中 BMP-
2、SMAD4、Runx2、ALP蛋白表达水平显著降

低 , RANKL表达水平显著升高 (P<0.05); 与AF组
比 , TRS-L、TRS-M、TRS-H组BMP-2、SMAD4、
Runx2、ALP蛋白表达水平升高 , RANKL表达水

平降低 , 且呈浓度依赖性 (P<0.05); 与TRS-H组比 , 
TRS-H+Noggin组BMP-2、SMAD4、Runx2、ALP
蛋白表达水平显著降低 , RANKL表达水平显著升高

(P<0.05)。见图8和图9。

3   讨论
AF通常由外界暴力因素导致胫腓骨下部和距

骨相互撞击 , 造成下肢骨损伤 , 主要临床表现为踝

骨处红肿, 疼痛, 踝关节活动受限等[11]。骨折愈合是

*P<0.05, 与Sham组比; #P<0.05, 与AF组比; &P<0.05, 与TRS-L组比; @P<0.05, 与TRS-M组比; △P<0.05, 与TRS-H组比。n=12。
*P<0.05 compared with Sham group; #P<0.05 compared with AF group; &P<0.05 compared with TRS-L group; @P<0.05 compared with TRS-M 
group; △P<0.05 compared with TRS-H group. n=12.

图2   各组大鼠踝关节骨痂组织BMD、BV/TV、Tb.N、Tb.Th比较

Fig.2    Comparison of bone mineral density, bone volume/total volume, trabecular number,
 and trabecular thickness in the ankle joint tissues of rats
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*P<0.05, 与Sham组比; #P<0.05, 与AF组比; &P<0.05, 与TRS-L组比; @P<0.0, 5与TRS-M组比; △P<0.05, 与TRS-H组比。n=12。
*P<0.05 compared with Sham group; #P<0.05 compared with AF group; &P<0.05 compared with TRS-L group; @P<0.05 compared with TRS-M 
group; △P<0.05 compared with TRS-H group. n=12.

图3   各组大鼠血清Runx2、BMP-2、ALP、RANKL水平比较

Fig.3   Comparison of serum levels of Runx2, BMP-2, ALP, and RANKL in rats 
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图4   各组大鼠踝骨最大载荷、刚度比较

Fig.4   Comparison of maximum load and stiffness of the ankle bones in rats 
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一个破骨 –成骨动态平衡的状态 , 破骨细胞主导骨

吸收 , 成骨细胞促进骨形成。由于炎症反应平衡被

打破 , 破骨细胞活力增强 , 骨愈合减慢 [12]。因此 , 寻
找抑制破骨细胞活性 , 增强成骨细胞功能的新型药

物或方法 , 对于AF的治疗至关重要。本研究构建

AF大鼠模型发现, 与Sham组比, AF组大鼠骨组织损

伤较为严重 , 骨小梁结构杂乱无序 , BMD、BV/TV、

Tb.N、Tb.Th水平均下降 , 且破骨细胞数增多 , 这一

图5   各组大鼠骨痂组织HE染色

Fig.5   HE staining of bone graft tissues in rats

图6   各组大鼠骨痂组织TRAP染色

Fig.6   TRAP staining of bone graft tissues in rats 

Sham AF TRS-L TRS-M TRS-H TRS-H+Noggin

Sham AF TRS-L TRS-M TRS-H TRS-H+Noggin

*P<0.05, 与Sham组比; #P<0.05, 与AF组比; &P<0.05, 与TRS-L组比; @P<0.0, 5与TRS-M组比; △P<0.05, 与TRS-H组比。n=6。
*P<0.05 compared with Sham group; #P<0.05 compared with AF group; &P<0.05 compared with TRS-L group; @P<0.05 compared with TRS-M 
group; △P<0.05 compared with TRS-H group. n=6.

图7   各组大鼠骨痂组织破骨细胞数量的比较

Fig.7   Comparison of osteoclast numbers in bone graft tissues of rats 
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结果与先前研究报道结果一致 [9], 表明AF模型建立

成功。

龙牙楤木是常见的中国民间药材 , 属五加科楤

A: Sham组; B: AF组; C: TRS-L组; D: TRS-M组; E: TRS-H组; F: TRS-H+Noggin组。

A: Sham group; B: AF group; C: TRS-L group; D: TRS-M group; E: TRS-H group; F: TRS-H+Noggin group.
图8   Western blot法检测骨痂组织中BMP-2、SMAD4、Runx2、ALP、RANKL蛋白表达情况

Fig.8   Western blot analysis of BMP-2, SMAD4, Runx2, ALP, and RANKL protein expression in bone graft tissues

*P<0.05, 与Sham组比; #P<0.05, 与AF组比; &P<0.05, 与TRS-L组比; @P<0.0, 5与TRS-M组比; △P<0.05, 与TRS-H组比。n=6。
*P<0.05 compared with Sham group; #P<0.05 compared with AF group; &P<0.05 compared with TRS-L group; @P<0.05 compared with TRS-M 
group; △P<0.05 compared with TRS-H group. n=6.

图9  各组大鼠骨痂组织中BMP-2、SMAD4、Runx2、ALP、RANKL蛋白表达水平

Fig.9   Protein expression levels of BMP-2, SMAD4, Runx2, ALP, and RANKL in bone graft tissues of rats 

木属植物 , 龙牙楤木总皂苷是从其中提取的一种皂

苷类混合物 , 具有丰富的化学活性 , 具有活血止痛、

抗炎、抗氧化、抗肿瘤等药理活性 [13]。有研究表
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明 , TRS可以通过降低SOCS3、RANKL的水平 , 上
调Runx2、BMP-2、AKP、STAT3的水平, 抑制破骨

细胞骨吸收, 促进成骨细胞骨形成, 改善骨小梁的连

接、断裂情况 , 从而改善骨质疏松大鼠的骨重建情

况, 促进骨愈合[14]。Runx2是转录因子Runx家族一员, 
可以促进成骨细胞增殖和分化 [15]。ALP可以反映成

骨细胞分化程度 , 其含量越高 , 成骨细胞活性越高 , 
骨形成能力越强。RANKL被证实可以促进核转录

因子的释放 , 并促进破骨细胞的分化和成熟 [16]。因

此 , 本研究探讨了不同浓度的TRS对踝骨骨折大鼠

骨重建以及破骨细胞形成的影响。与AF组相比 , 不
同剂量TRS处理组大鼠表现出不同程度的骨折愈合, 
且大鼠骨折处BMD、BV/TV、Tb.N、Tb.Th水平升高, 
这可能与骨伤处组织骨小梁数增多、骨量增加有关; 
此外 , TRS可以增强骨形成能力和成骨细胞的分化

能力 , 表现为成骨细胞增殖和分化标志物Runx2和
ALP活性的增强 ; 而RANKL水平的降低可能是骨折

组织中破骨细胞活性显著降低的原因。本研究结果

与文献中报道的TRS治疗效果一致 , 且与TRS剂量

有关。基于以上结果 , 可以表明TRS可以有效治疗

AF大鼠, 促进骨折愈合。

BMP是骨组织中重要的生长因子 , BMP蛋白

家族包括BMP-2、BMP-4、BMP-7等 , 其中BMP-2
具有强大的骨再生活性 , 能够促进成骨、血管生

成、细胞外基质的合成 , 共同推动骨再生和骨重建

的过程 [17]。SMAD蛋白家族属于细胞内信号转导

蛋白 , 能够介导骨形态发生蛋白等多种蛋白的信号

转导过程 , 调节成骨细胞和破骨细胞的功能 , 在骨

重建过程中扮演关键的角色 [18]。有研究发现 , 骨髓

间充质干细胞可以增加骨密度 , 促进新生血管的生

成 , 促进小鼠骨形成并调节骨量 , 该作用机制可能

与激活BMP/SMAD通路有关[19]。在本研究中, Sham
组大鼠骨组织中BMP-2和SMAD4蛋白表达水平显

著高于AF组。这一结果提示, 在AF骨折大鼠骨愈合

过程中BMP-2和SMAD4活性的升高会促进骨形成

过程的进行, 与此前研究相符。使用TRS治疗后, 大
鼠骨组织中BMP-2和SMAD4蛋白表达均出现上调 , 
提示BMP-2/SMAD4通路可能参与TRS治疗AF的过

程。有学者通过使用BMP-2特异性抑制剂Noggin
联合骨康胶囊干预骨折模型 , 研究表明 , 骨康胶囊

+Noggin组能在一定程度降低ALP水平, 下调Runx2、
BMP-2蛋白表达, 降低ALP染色效果, 并抑制成骨细

胞基质矿化的形成 [20]。在本研究中 , 对AF大鼠联合

使用TRS和Noggin干预后, 结果显示, 大鼠骨组织中

BMP-2蛋白水平明显降低 , 同时大鼠血清和骨组织

中Runx2、ALP水平显著降低 , RANKL水平显著升

高 , 股骨的BMD水平显著降低 , 骨痂组织病变加重 , 
骨最大载荷和刚度显著降低 , 骨痂组织中破骨细胞

数量显著增多。以上结果提示TRS能够激活BMP-2
通路 , 进而调控体内骨重建相关因子的表达 , 改善

AF的病理情况 , 加速骨折愈合的进程 , 因而使用

BMP-2抑制剂后, TRS对AF的治疗效果降低。

综上所述, TRS能够通过激活BMP-2/SMAD4
信号通路 ,  促进骨重建并抑制破骨细胞的形成。

然而 ,  本次验证具有局限性 ,  如 T R S如何激活

BMP-2/SMAD4信号通路、BMP-2下游靶基因是否

参与TRS的作用等尚不明确 , 因此后续将优化实验

方案进一步探讨。

4   小结与展望
本研究分别通过ELISA、Micro-CT、HE染色、

TRAP染色及Western blot等方法 , 发现TRS可升高

大鼠Runx2、BMP-2、ALP、SMAD4表达水平及

BMD、BV/TV、Tb.N、Tb.Th水平 , 降低RANKL表
达水平、减少破骨细胞数量 , 并减轻骨痂组织病理

损伤, 证实TRS可通过激活BMP-2/SMAD4信号通路

促进AF大鼠骨重建 , 抑制破骨细胞形成 , 为AF临床

治疗提供潜在策略。

虽本研究已证实TRS可激活BMP-2/SMAD4信
号通路 , 但关于该通路上下游调控因子变化如何 , 
TRS是否联合影响旁信号通路共同发挥骨重建作用, 
TRS侧重影响破骨细胞还是成骨细胞 , 以上问题均

有待后续设计相关实验进一步探讨 , 以推动临床转

化。
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