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左归丸干预卵巢摘除骨质疏松模型小鼠骨形态发生蛋白 2 信号通路的变化

李  微 1，朱汉民 2，王  鑫 1，高  雪 1，崔  婧 1，刘雨昕 1，黄树明 3

文题释义：
骨质疏松：是由于多种原因导致的骨密度和骨质量下降，骨微结构破坏，造成骨脆性增加，从而容易发生骨折的全身性骨病。此文涉及的
骨质疏松是由于卵巢摘除后，小鼠体内雌激素急速撤退导致骨质疏松发生。
卵巢摘除：卵巢摘除后会使体内雌激素急速撤退，雌激素缺乏是导致骨质疏松的主要诱因，可以通过这种手术方式模拟女性绝经期期间体
内激素变化，建立绝经后骨质疏松小鼠模型。

摘要
背景：绝经后骨质疏松症在中老年女性中属于高发疾病，严重影响其生活质量，发现并探索出一种有效的防治手段是非常必要的。中医可
通过“肾主骨”理论选用补肾药治疗绝经后骨质疏松症，但其分子机制尚不清楚。
目的：观察左归丸对骨形态发生蛋白2/Runx-2/Osterix信号通路的影响。
方法：采用卵巢摘除的方法建立绝经后骨质疏松症小鼠模型，然后将造模成功的84只小鼠分为模型组、假手术组、雌二醇组、左归丸高、
中、低(0.936，0.468，0.234 g/L)剂量组、阻断剂组，每组12只。左归丸高、中、低剂量组给予相应质量浓度的左归丸水煎液；假手术组、
模型组给予等体积的生理盐水；雌二醇组给予雌二醇水溶液；阻断剂组给予ICI182780+左归丸高剂量水煎液，持续灌胃8周。采用免疫组
化和Western Blot法检测左归丸干预后卵巢摘除骨质疏松症模型小鼠胫骨和股骨中骨形态发生蛋白信号通路的关键蛋白骨形态发生蛋白2、
Runx-2和Osterix的表达；通过ICI182780阻断雌激素受体后，检测骨形态发生蛋白通路中蛋白表达的变化。
结果与结论：①免疫组化结果显示，与模型组小鼠相比，左归丸高、中剂量均可以明显提高模型组小鼠骨形态发生蛋白2的表达水平    
(P < 0.01，P < 0.05)；左归丸高、中、低剂量组Runx-2的表达水平相比差异均有显著性意义(P < 0.01)；②免疫印迹实验结果显示，与模型
组小鼠相比，左归丸高、中剂量均可以明显提高模型组小鼠骨形态发生蛋白2的表达水平(P < 0.05)；左归丸高、中、低剂量组Runx-2的表
达水平均显著高于模型组(P < 0.01，P < 0.05，P < 0.05)；左归丸高、中剂量组Osterix的表达水平均显著高于模型组(P < 0.01，P < 0.05)；
③ICI182780干预后，与左归丸高剂量组相比，阻断剂组小鼠胫骨骨形态发生蛋白2和Runx-2蛋白的表达水平显著降低(P < 0.05，P < 0.01)；
阻断剂组小鼠股骨中骨形态发生蛋白2、Runx-2和Osterix的表达水平均显著降低(P < 0.01)；④提示左归丸可以通过雌激素受体激活骨形态发
生蛋白2/Runx-2/Osterix信号通路进而参与骨代谢过程，实现骨保护的作用。
关键词：左归丸；骨质疏松症；卵巢摘除；骨形态发生蛋白2；Runx-2；Osterix
缩略语：骨形态发生蛋白：bone morphogenic protein，BMP；累积光密度值：integrated optical density，IOD
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研究原著

文章快速阅读：
文章亮点—

△通过经典的双侧卵巢摘除法建立绝经后骨质疏松症小鼠模型，选用左归丸进行干预治疗，观察左归丸对快速代

谢型绝经后骨质疏松症模型小鼠雌激素受体表达的影响；

△进而观察雌激素受体对骨代谢途径中骨形态发生蛋白 2(BMP-2)/Runx-2/Osterix 信号通路的影响，为“肾主骨”

机制研究提供实验数据支持。

  

  

 

 

 

 

 

 

  

  

 

 

(1) 假手术组；

(2) 模型组； 

(3) 雌二醇组；

(4) 左归丸高剂量组；

(5) 左归丸中剂量组；

(6) 左归丸低剂量组； 

(7) 阻断剂组。

(1) 采用免疫组化和 Western Blot 检测左归丸
干预后卵巢摘除骨质疏松症模型小鼠胫
骨和股骨中 BMP-2、Runx-2 和 Osterix 的
表达。 

(2) 通过 ICI182780 阻断雌激素受体后，检测
骨形态发生蛋白通路中蛋白表达的变化。 

结论：
(1) 左归丸可以明显提高小鼠胫骨中 BMP-2、Runx-2 的表达；
(2) 左归丸可以明显提高小鼠股骨中 BMP-2、Runx-2 及 Osterix 的表达；
(3) ICI182780 干预后，阻断了左归丸干预小鼠 BMP-2、Runx-2 和 Osterix 蛋白表达增加的作用；
(4) 左归丸可以通过雌激素受体激活 BMP-2/Runx-2/Osterix 信号通路进而参与骨代谢过程，实现骨保护的作用。 
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0   引言   Introduction
左归丸最早是出自明代著名医学家张景岳编著的《景

岳全书》，其为经典补肾名方，由熟地、山药、山茱萸、

枸杞、菟丝子、川牛膝、龟板胶、鹿角胶共 8 味中药组成，

其中君药为熟地，具有滋补肾阴、填精益髓的功效；臣药

为补养肝肾和并能涩精的山茱萸、健脾滋阴和固精缩尿的

山药、补肾益精和养肝明目的枸杞、峻补精血龟鹿二胶，

5 味药物共同组成；佐药为具有补肝肾、强筋骨、壮腰膝的

菟丝子和川牛膝组成；综合各药功效为滋阴补肾、填精益

髓、滋养精血，维持女性的生理功能
[1-2]

。左归丸在绝经后

骨质疏松症领域的基础研究及临床应用也非常广泛
[3]
，并且

《绝经后骨质疏松症 ( 骨痿 ) 中医药诊疗指南 (2019 年版 )》

明确指出左归丸是治疗绝经后骨质疏松症有明显效果的中

药方剂，其安全性和有效性均已得到证实
[4]
。绝经后骨质疏

松症主要是由雌激素缺乏导致的代谢性骨病，发病及初期

症状不明显，很容易被忽视，直到骨折发生才会引起重视，

严重影响着老年女性的生活质量。当前研究已证明，雌激

素及其受体可通过调控与骨代谢相关的Ⅰ型胶原蛋白 α1、

骨钙素等的表达及多个代谢途径对骨骼系统产生影响
[4-6]

。

骨形态发生蛋白 (bone morpho-genic protein，BMP) 信号通

路是其中最为关键的调控通路，且相关研究已证实，BMP

信号通路在成骨分化过程中起到至关重要的调节作用
[7-10]

。

很多中医中药相关学者都基于“肾主骨”理论开展研究，

探索补肾药治疗骨质疏松症的生物学机制及相关信号通路，

并希望能够阐明“肾主骨”的生物学实质。目前为止，尽管

相关研究进行很深入，且关于左归丸的研究涉及到了 Wnt、
RANKL、BMP、MAPK 等很多信号通路

[11-13]
，但并未明确指

出“肾主骨”的生物学实质。

此次研究从传统中医基础理论“肾主骨”出发，探究补

肾经方左归丸治疗绝经后骨质疏松症的分子机制，项目组前

期研究证明左归丸具有雌激素样作用，且能够增加雌激素受

体的表达。故计划通过经典的双侧卵巢摘除法建立绝经后骨

质疏松症小鼠模型，选用左归丸进行干预治疗，观察左归丸

对快速代谢型绝经后骨质疏松症模型小鼠雌激素受体表达的

影响，进而观察雌激素受体对骨代谢途径中 BMP-2/Runx-2/

Osterix 信号通路的影响，为“肾主骨”机制研究提供实验数

据支持。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   随机对照动物实验，方差分析，两独立样本 t检验。

1.2   时间及地点   于 2020 年 3-6 月在湖北文理学院基础医学

院分子医学平台完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   清洁级未孕雌性小鼠 100 只，C57BL/6 品

系，8-10 周龄，体质量 (20±5) g，购于黑龙江中医药大学

GLP 实验中心，合格证号：SCXK( 黑 ) 2013-0004，动物实验

科学伦理证明号：2021-008。饲养条件：开放式动物饲养室，

室温控制在 (25±1) ℃，湿度为 (45±5)%，自然光源，昼夜

明暗交替为 12 h，自由饮水饮食。饲料为标准小鼠营养颗粒，

垫料为刨花木屑，均由黑龙江中医药大学动物实验中心提

供。

1.3.2   实验器材   组织脱水机 (KD-TS1A 浙江省金华市科迪仪

器设备有限公司 )，生物组织包埋机 (KD-BM 浙江省金华市科

迪仪器设备有限公司 )，转轮式切片机 (KD2508 浙江省金华

市科迪仪器设备有限公司 )，电脑生物组织摊烤片机 (KD-T 浙

江省金华市科迪仪器设备有限公司 )，4 ℃低温离心机 (CT15RE 

Abstract
BACKGROUND: Postmenopausal osteoporosis is a high-incidence disease in middle-aged and elderly women, which seriously affects the quality of life. It is very 
necessary to discover and develop an effective prevention and treatment method. Traditional Chinese medicine can treat postmenopausal osteoporosis with 
tonifying kidney medicines based on the theory of “kidney governs bone,” but the molecular mechanism is still unclear.
OBJECTIVE: To observe the effect of Zuogui Wan on bone morphogenic protein 2 (BMP-2)/Runx-2/Osterix signaling pathway. 
METHODS: The postmenopausal osteoporosis model was established in mice by ovarian removal. Then the successfully modeled mice were divided into model 
group, sham operation group, estradiol group, high-, medium- and low-dose Zuogui Wan (0.936, 0.468, 0.234 g/L) groups, and blocker group, with 12 mice per 
group. In the high-, medium- and low-dose Zuogui Wan groups, the corresponding concentrations of Zuogui Wan decoction were given. Sham operation group 
and model group were given the equal volume of normal saline. Estradiol group was given estradiol aqueous solution. The blocker group was given ICI182780 
plus high-dose Zuogui Wan decoction. Intervention in each group was given via gavage for 8 continuous weeks. Immunohistochemistry and western blot were 
used to detect the expression of key proteins BMP-2, Runx-2 and Osterix in the tibia and femur of ovariectomized osteoporosis mice after intervention by 
Zuogui Wan. Changes of protein expressions in the BMP pathway were detected after blocking estrogen receptor using ICI182780.
RESULTS AND CONCLUSION: Immunohistochemical findings indicated that compared with the model group, the high and medium doses of Zuogui Wan could 
significantly increase the expression of BMP-2 in ovariectomized osteoporosis mice (P < 0.01, P < 0.05); the expression of Runx-2 in the medium- and low-
dose Zuogui Wan groups was significantly different (P < 0.01). Western blot results showed that compared with the model group, the high and middle doses 
of Zuogui Wan significantly increased the expression of BMP-2 in ovariectomized osteoporosis mice (P < 0.05); the expression of Runx-2 was significantly 
higher in the high-, medium- and low-dose Zuogui Wan groups (P < 0.01, P < 0.05, P < 0.05); and the expression of Osterix was significantly higher in the high- 
and medium-dose Zuogui Wan groups (P < 0.01, P < 0.05). After ICI182780 intervention, compared with the high-dose group, the expression of BMP-2 and 
Runx-2 in the mouse tibia was significantly reduced in the blocker group (P < 0.05, P < 0.01) and the expression of BMP-2, Runx-2 and Osterix in the mouse 
femoral bones was significantly reduced in the blocker group (P < 0.01). To conclude, Zuogui Wan can participate in the regulation of bone metabolism by 
increasing the expression of important proteins in the BMP/Runx-2/Osterix signaling pathway in ovariectomized osteoporosis mice, thereby achieving the 
protection of bones.
Key words: Zuogui Wan; osteoporosis; ovariectomy; bone morphogenic protein 2; Runx-2; Osterix
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HITACHI 日本 )，-80 ℃冰箱 ( 美国赛默飞世尔科技公司 )，

微波炉 ( 格兰仕微波炉电器有限公司 )，pH 计 ( 仪电科学仪

器 )，制冰机 ( 常熟市雪科电器有限公司 )，全自动交流稳压

器 (SVC-1000，常安集团有限公司 )，制胶工具、电泳仪、半

干转膜电泳仪、凝胶成像仪 (Bio-Rad Laboratories，美国 )，

自动酶标检测仪 (Multiskan MK3，Therom Fisher，美国 )，不

同规格的移液器 (EPPENDORF，德国 )。
1.3.3   实验试剂及药品   BMP-2 抗体 ( 北京博奥森生物技术有

限公司，货号：bs-1012R)，Runx-2 抗体 (AFFINITY，货号：

AF5186)，Osterix 抗体 ( 北京博奥森生物技术有限公司，货

号：bs-1110R)，RIPA 裂解液 ( 上海碧云天生物技术有限公司，

货号：P0013B)，PMSF( 上海碧云天生物技术有限公司，货

号：ST506)，BCA 蛋白定量试剂盒 ( 北京索莱宝科学有限公

司，货号：PC0020)，5×SDS loading Buffer(HaiGene，货号：

S0137)，4×蛋白上样缓冲液 (北京索莱宝科学有限公司，货号：

P1015)，SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒 ( 北京索莱宝科学有限公

司，货号：P1300)，乙二胺四乙酸 ( 天津市福晨化学试剂厂 )，

十二烷基硫酸钠 ( 天津市光复精细化工研究所 )，甘氨酸、

Tris-HCL、Tris-base、TRIS、Base( 北京索莱宝科学有限公司 )，

甲醇 ( 天津市富宇精细化工有限公司 )，吐温 80( 天津市光复

精细化工研究所 )，脱脂奶粉 (Difico，Becton，Dickinson and 

Company，美国 )，即用型正常山羊血清 ( 武汉博士德生物工

程有限公司 )，PVDF 膜 ( 美国赛默飞世尔科技公司 )，NC 膜

( 德国默克 )，彩虹预染蛋白 Marker( 美国赛默飞世尔科技公

司，货号：26616)，Western 一抗稀释液 ( 哈尔滨新海基因

检测有限公司，M3001)，Western 二抗稀释液 ( 哈尔滨新海

基因检测有限公司，货号：M3101)，超敏 ECL 发光液 ( 上海

碧云天生物技术有限公司，货号：P0018A)，聚合 HRP 标记

抗兔 lgG( 武汉博士德生物工程有限公司，货号：SV0002)，

鼠抗 β-actin 单克隆抗体 ( 北京博奥森生物技术有限公司，货

号：bs-0061R)，DAB显色试剂盒 (沈阳万类生物科技有限公司，

货号：WLA022a)。

左归丸组方：熟地、山药、山茱萸、枸杞、菟丝子、川牛膝、

龟板胶、鹿角胶 ( 哈尔滨世一堂大药房，经黑龙江中医药大

学中药资源学教研室王振月教授鉴定均为正品 )；阳性药戊

酸雌二醇 ( 商品名：补佳乐，拜耳医药保健有限公司广州分

公司，生产批号：214A)，阻断剂 ICI82780( 商品名：氟维司群，

Selleck Chemicals 美国，货号：129453-61-8)。
1.4   实验方法

1.4.1   动物分组   采用经典双侧卵巢摘除的方法建立绝经后

骨质疏松症模型
[14]
：即将麻醉 ( 选用 20% 氨基甲酸乙酯腹腔

注射，750 mg/kg) 的小鼠双侧背部备皮，在将一侧背腹部作

纵行切口 ( 小于 1 cm)，然后切开皮肤和腹肌找到红褐色菜

花样卵巢，在输卵管处切断并摘除卵巢，然后缝合腹肌和皮

肤。另一侧采用同样方法操作。

通过阴道涂片检查判定卵巢摘除手术是否成功以及测定

骨密度值判断是造模是否成功
[15-16]

。取造模成功的小鼠 ( 造

模过程中死亡 16 只 )，采用安全随机法将小鼠分为 7 组，分

别为模型组、假手术组、雌二醇组、左归丸高、中、低剂量

组及阻断剂组，每组 12 只。 

组织工程实验动物造模过程的相关问题

造模目的 探究补肾要治疗绝经后骨质疏松症的分子机制

选择动物的条件 8 周龄未经产雌性 C57BL/6 小鼠

模型与所研究疾病的 

关系

卵巢摘除诱导的骨质疏松可以模拟临床上绝经后骨质疏

松症患者的激素水平

动物来源及品系 C57BL/6 小鼠购于黑龙江中医药大学动物实验中心

造模技术描述 将小鼠麻醉后取卧位，分别在两侧背部备皮。先取一侧

背腹部作纵行切口约 0.5 cm，依次切开皮肤、腹肌、腹膜，

然后找到白色发亮的脂肪团，剥开脂肪找到红褐色的菜

花样卵巢，在子宫角上用可吸收手术缝合线结扎后，切

断并摘除卵巢，然后依次缝合腹肌和皮肤，伤口外敷青

霉素粉；另一侧卵巢采用同样方法摘除。假手术组小鼠，

除了摘除与卵巢大小相近的脂肪组织外，其余操作步骤

均同模型组

动物数量及分组方法 造模成功的84只小鼠，随机分成7组：模型组、假手术组、

雌二醇组、左归丸 ( 高、中、低 ) 剂量组、阻断剂组，

每组 12 只

造模成功评价指标 卵巢切除后第 4-8 天，每天做阴道涂片，进行苏木精 -

伊红染色，观察各阶段阴道细胞形态，确定卵巢切除是

否完全。术后 1 个月，测定腰椎骨密度

造模后观察指标 BMP-2、Runx-2、Osterix 蛋白表达情况

造模后动物处理 造模后，左归丸高、中、低剂量组给予相应浓度的左归

丸水煎液；假手术组、模型组给予等体积的生理盐水；

雌二醇组给予雌二醇水溶液；阻断剂组给予 ICI182780+

左归丸高浓度水煎液

伦理委员会批准 实验方案经湖北文理学院动物实验伦理委员会批准，批

准号为 2021-008

1.4.2   给药方法   按照前期实验方法制备左归丸高、中、低

质量浓度 (0.936，0.468，0.234 g/L) 的水煎液
[15]
；雌二醇

水溶液 0.013 g/L，置于 4 ℃冰箱中储存备用。按照体质量   

10 mL/kg 灌胃给药，左归丸高、中、低剂量组分别给予相应

浓度的左归丸水煎液；假手术组、模型组给予等体积的生理

盐水；雌二醇组给予雌二醇水溶液；阻断剂组采用肌肉注射

ICI182780 后 ( 每 4 周给药 1 次，64 mg/kg)，按照左归丸高

剂量组的给药剂量给药。持续灌胃给药 8 周，每周测量 1 次

体质量，按照体质量调整给药剂量。

小鼠连续给药结束后，颈椎麻醉后脱臼处死，迅速取

出胫骨后 ( 近心端 1/2) 固定于 40 g/L 多聚甲醛中 48 h，用于

免疫组化实验；取出完整股骨迅速放置于液氮中速冻后移至  

-80 ℃冰箱储存，用于 Wstern Blot 实验。

1.4.3   免疫组织化学法检测小鼠胫骨骨松质 BMP-2、Runx-2

蛋白表达   取出固定好的胫骨组织进行脱钙处理 (100 g/L 乙

二胺四乙酸磷酸盐缓冲液，1 周左右，隔天换液 )，然后进

行常规的组织脱水及石蜡包埋，石蜡切片厚度约为 4 μm。

按照常规的实验步骤进行：脱蜡至水 ( 二甲苯Ⅰ 5 min、二

研究原著



1176｜中国组织工程研究｜第26卷｜第8期｜2022年3月

中国组织工程研究  
Chinese Journal of Tissue Engineering Researchwww.CJTER.com

甲苯Ⅱ 5 min、二甲苯Ⅲ 5 min、无水乙醇 2 min、体积分数

95% 乙醇 2 min、85% 乙醇 1 min、75% 乙醇 1 min)-PBS 润

洗 (5 min×3 次 )-1% 过氧化氢灭活内源性酶 15 min- PBS 润洗

(5 min×3 次 )- 枸橼酸缓冲液抗原修复 ( 微波炉高火 5 min，

中火 10 min，高火 5 min)- PBS 润洗 (5 min×3 次 )- 山羊血

清封闭 1 h- 一抗 (BMP-2、Runx-2) 孵育 4 ℃过夜 - PBS 润洗       

(5 min×3次 )-二抗 (聚合HRP标记抗兔 lgG)孵育 37 ℃ 1 h-PBS

润洗 (5 min×3 次 )-DAB 显色 - 苏木精复染 10 s- 盐酸乙醇分

化 2 s- 乙醇梯度脱水 ( 体积分数 75% 乙醇 2 min、85% 乙醇

2 min、95% 乙醇 1 min、无水乙醇 1 min)-二甲苯透明 ( 二甲

苯Ⅰ、二甲苯Ⅱ、二甲苯Ⅲ，每缸浸泡时间均为 5 min)- 中

性树胶封固 -显微镜拍照 -数据分析。

1.4.4   蛋白免疫印迹法检测小鼠股骨 BMP-2、Runx-2 及

Osterix 蛋白表达   取出 -80 ℃冰箱冻存的股骨组织，称质量

后再次液氮速冻，砸碎提取蛋白，BCA 法蛋白定量，然后蛋

白变性。按照常规蛋白免疫印迹实验操作步骤进行：制胶

(12%SDS-聚丙烯酰胺凝胶 )-上样 (10 μL)-电泳 ( 上层浓缩胶

80 V 30 min，下层分离胶 100 V 90 min)-转膜 ( 恒流 400 mA，
60 min)-5% 脱脂奶粉封闭 1 h-TBST 润洗 4 次 -一抗 (BMP-2、
Runx-2 和 Osterix) 孵育 (1 ∶ 100，4 ℃过夜 )-TBST 润洗 4 次 -

二抗 (聚合HRP标记抗兔 lgG)孵育 (1∶ 500， 37 ℃，1 h)-TBST

润洗 4 次 -ECL 显影 -数据分析。

1.5   主要观察指标   灌胃结束后 1 d，选择免疫组化和 Western 

Blot 法测定 BMP-2、Runx-2、Osterix 蛋白表达情况，以及

ICI182780 阻断雌激素受体后 3 种蛋白的变化情况。

1.6   统计学分析   采用 SPSS 20.0 软件进行数据分析，均以 

表示。采用两个独立样本的 t 检验进行数据分析，首先应用

Levene 法进行方差齐性检验，若 P > 0.05，表明方差齐性，

若 P < 0.05，表明方差不齐。根据方差是齐性与否，确定选

择哪部分分析结果。P < 0.05 表示两组样本的检验变量差异

有显著性意义，P < 0.01 表示差异有极显著性意义。图像采

用 Image-pro-Plus(IPP) 6.0 软件进行分析。

应用 Image Pro Plus 6.0 软件系统分析阳性细胞的累积光

密度值 (integrated optical density，IOD)。IOD 值主要反映待

检测样品结构光密度与面积综合性的变化，IOD 值的大小反

映待测蛋白表达量的高低。MOD 值为所选面积的平均累计

光密度值，更能够表明待测蛋白的表达情况。

2   结果   Results 
2.1   实验动物数量分析   纳入 100 只小鼠，造模过程中因手

术伤口感染有 16 只死亡，剩余 84 只分为 7 组，每组 12 只。

2.2   免疫组织化学实验结果   电子显微镜下观察，DAB 染色

后 BMP-2 及 Runx-2 蛋白阳性表达呈棕黄色或黄褐色的颗粒，

蛋白表达量越多，颜色越深，此次研究主要观察了胫骨的骨

松质部分，见图 1A，B。同时测定各组小鼠 BMP-2 及 Runx-2

的 MOD 值，结果显示，左归丸对这两种蛋白表达的影响具

有相同的趋势，见表 1 及图 1C。

表 1 ｜各组小鼠胫骨骨松质骨形态发生蛋白 2 及 Runx-2 的平均累计光
密度值比较                                          (x-±s，n=12)
Table 1 ｜ The mean integrated optical density of bone morphogenic 
protein 2 and Runx-2 in the tibia of mice

组别 骨形态发生蛋白 2 Runx-2

假手术组 0.102±0.010 0.116±0.011
模型组 0.074±0.007a 0.085±0.011a

雌二醇组 0.093±0.011c 0.113±0.010c

左归丸高剂量组 0.087±0.012c 0.109±0.013c

左归丸中剂量组 0.086±0.010b 0.107±0.010c

左归丸低剂量组 0.082±0.008 0.107±0.014c

表注：左归丸高、中、低剂量组给药剂量分别为 0.936，0.468，0.234 g/L。与假手

术组比较，
aP < 0.01；与模型组比较，

bP < 0.05，cP < 0.01 

表2 ｜各组小鼠股骨骨形态发生蛋白2(BMP-2)/β-action、Runx-2/β-action、
Osterix/β-action 值                                                                         (x-±s，n=12，%)
Table 2 ｜ The values of bone morphogenic protein 2/β-action, Runx-2/
β-action and Osterix/β-action in the femur of mice

组别 BMP-2/β-actin Runx-2/β-actin Osterix/β-actin

假手术组 69.043±15.384 171.284±43.275 135.902±26.063
模型组 7.424±1.309a 25.748±4.740a 39.187±3.815a

雌二醇组 48.406±16.332c 120.817±34.055c 113.173±14.974c

左归丸高剂量组 30.218±2.132b 89.046±9.567c 101.937±15.543c

左归丸中剂量组 25.721±6.964b 84.376±11.926b 75.112±8.541b

左归丸低剂量组 22.245±8.453 75.788±10.210b 56.116±7.213

表注：左归丸高、中、低剂量组给药剂量分别为 0.936，0.468，0.234 g/L。与假手

术组比较，
aP < 0.01；与模型组比较，

bP < 0.05，cP < 0.01

模型组小鼠胫骨骨松质部分 BMP-2 及 Runx-2 的表达水

平均明显低于假手术组 (P 均 < 0.01)；雌二醇和左归丸治疗后，

与模型组小鼠相比，雌二醇组及左归丸高、中剂量均可以明

显提高模型组小鼠 BMP-2 的表达水平 (P < 0.01，P < 0.01，  

P < 0.05)；雌二醇组及左归丸高、中、低剂量组对 Runx-2 的

表达差异均有极显著性意义 (P 均 < 0.01)。
2.3   蛋白免疫印迹实验结果   蛋白质免疫印迹实验结果，见

表 2 及图 2。

比较分析各组蛋白条带的灰度值，数据均用 x-±s 表示。

结果显示，模型组小鼠股骨的 BMP-2、Runx-2 和 Osterix 蛋

白含量明显低于假手术组 (P 均 < 0.01)，说明卵巢摘除后，

BMP-2/Runx-2/Osterix 信号通路被阻断。雌二醇和左归丸治

疗后，与模型组小鼠相比，雌二醇组及左归丸高、中剂量均

可以明显提高模型组小鼠 BMP-2 的表达 (P < 0.01，P < 0.05，
P < 0.05)；雌二醇组及左归丸高、中、低剂量组对 Runx-2 的

表达均有显著影响 (P < 0.01，P < 0.01，P < 0.05，P < 0.05)；

雌二醇组及左归丸高、中剂量组对 Osterix 的表达均有显著

影响 (P < 0.01，P < 0.01，P < 0.05)。
2.4   雌激素受体阻断剂对左归丸激活 BMP-2/Runx-2/Osterix

信号通路的影响   当 ICI82780 干预后，各组小鼠胫骨骨松质

部分 BMP-2 和 Runx-2 蛋白的表达结果见表 3 及图 3，与左

归丸组 ( 即左归丸高剂量组 ) 相比，阻断剂 + 左归丸组小鼠

BMP-2 和 Runx-2 蛋白的表达明显减少 (P < 0.05，P < 0.01)。
Western Blot 实验结果表明，雌激素受体被阻断后，与左归

丸组相比，阻断剂 + 左归丸组中小鼠股骨中 BMP-2、Runx-2

和 Osterix 的表达均明显减少，其灰度比值与左归丸组相比

差异有极显著性意义 (P 均 < 0.01)，见表 4 及图 4。
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图注：图 A 为各组小鼠 BMP-2 的表达；B 为各组小鼠 Runx-2 的表达；C
为 BMP-2 和 Runx-2 的平均累积光密度值。与假手术组比较，

aP < 0.01；
与模型组比较，

bP < 0.05，cP < 0.01。BMP-2：骨形态发生蛋白 2
图 1 ｜各组小鼠胫骨骨松质骨 BMP-2 及 Runx-2 蛋白表达 ( 免疫组化 DAB
染色，×400)
Figure 1 ｜ The expression of bone morphogenic protein 2 and Runx-2 in 

the tibia of mice (immunohistochemical DAB staining, ×400)

图注：图 A 为电泳结果；B 为各组小鼠 BMP-2 的表达；C 为各组小鼠

Runx-2的表达；D为各组小鼠Osterix的表达。与假手术组比较，
aP < 0.01；

与模型组比较，
bP < 0.05，cP < 0.01。BMP-2：骨形态发生蛋白 2

图 2 ｜各组小鼠股骨 BMP-2、Runx-2、Osterix 蛋白表达

Figure 2 ｜ The protein expression of bone morphogenic protein 2, Runx-2 

and Osterix in the femur of mice

图注：左归丸组、阻断剂 + 左归丸组中左归丸的给药剂量均为高剂量

(0.936 g/L)。图 A 为各组小鼠胫骨 BMP-2 的表达；B 为各组小鼠胫骨

Runx-2的表达；C为BMP-2和Runx-2的平均累积光密度值，与模型组比较，
aP < 0.01；与左归丸组比较，

bP < 0.01，cP < 0.01。BMP-2：骨形态发生蛋

白 2
图 3 ｜ ICI182780 干预后各组小鼠胫骨 BMP-2 和 Runx2 蛋白的表达 ( 免
疫组化 DAB 染色，×400)
Figure 3 ｜ The expression of bone morphogenic protein 2 and Runx-2 after 

ICI182780 intervention (immunohistochemical DAB staining, ×400)

图注：左归丸组、阻断剂 + 左归丸组中左归丸的给药剂量均为高剂量

(0.936 g/L)。图 A 为电泳结果；B 为各组小鼠股骨 BMP-2 的表达；C 为各

组小鼠股骨 Runx-2 的表达；D 为各组小鼠股骨 Osterix 的表达。与模型

组比较，
aP < 0.01；与左归丸组比较，

bP < 0.01。BMP-2：骨形态发生蛋

白 2
图 4 ｜ ICI182780 干预后各组小鼠股骨中 BMP-2、Runx2 和 Osterix 蛋白

的表达

Figure 4 ｜ The protein expression of bone morphogenic protein 2, Runx-2 

and Osterix in the femur of mice after ICI182780 intervention
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表 4 ｜ ICI182780干预后各组小鼠股骨骨形态发生蛋白 2(BMP-2)/β-action、
Runx-2/β-action、Osterix/β-action 值比较           (x-±s，n=12，%)
Table 4 ｜The value of bone morphogenic protein 2/β-action, Runx-2/β-action 
and Osterix/β-action in the femur of mice after ICI182780 intervention

指标 模型组 左归丸组 阻断剂 + 左归丸组

BMP-2/β-actin 19.748±3.694 69.135±4.191a 36.886±3.709b

Runx-2/β-actin 27.098±4.743 66.023±10.850a 29.246±7.434b

Osterix/β-actin 54.287±7.016 111.578±2.586a 67.531±5.321b

表注：左归丸组、阻断剂 + 左归丸组中左归丸的给药剂量均为高剂量 (0.936 g/L)。

与模型组比较，
aP < 0.01；与左归丸组比较，

bP < 0.01

3   讨论   Discussion
左归丸广泛应用于绝经后骨质疏松症的治疗，主要依据

中医基础理论“肾主骨”。据《素问•上古天真论》记载：“女

子七岁，肾气盛，齿更发长；二七而天癸至，任脉通，太冲

脉盛，月事以时下，故有子；……七七，任脉虚，太冲脉衰少，

天癸竭，地道不通，故形坏而无子也。即女子的生理周期与“肾

气”“天癸”密切相关，性功能随肾气的盛衰而盛衰。《素问•

六节藏象论》曰“肾者，主蛰，封藏之本，精之处也，其华

在发，其充在骨，为阴中之太阴，通于冬气”。说明肾中之

精气的盛衰决定了骨骼生长发育的强健与否。左归丸用来治

疗绝经后骨质疏松症，主要是通过补“肾精”，进而通过调

节体内激素水平或者具有激素样作用增加激素受体水平发挥

影响骨骼生长发育的作用。

BMP 属于转化生长因子 β 超家族成员，最早是在 1960

年发现了具有活性的 BMP，但是一直到 20 世纪 80 年代末

才被分离纯化得到，到目前为止，大约有 20 种 BMP 被发现。

BMP 信号通路与骨的形成有密切的关联
[9，17-18]

，BMP 是骨

发育期成骨细胞生成的最初诱导者，它首先与Ⅱ型 BMP 受

体结合使其磷酸化，然后活化的Ⅱ型 BMP 受体进一步磷酸

化Ⅰ型 BMP 受体，并结合形成复合物。活化的复合物会进

一步激活下游 BMP 信号转导蛋白受体 (R-Smad)，磷酸化的

R-Smad 与 Smad4 结合形成复合物，迁移到核内，并在核内

充当转录增强子，与相关转录因子 Runx2 和 Osterix 相互作

用，从而影响成骨相关基因的转录，然后骨前体细胞进一

步分化并启动成骨细胞特异性因子 ( 如碱性磷酸酶等 ) 的表

达，从而促进骨形成
[19]
。研究证实，BMP-2 能够促使骨膜

软骨越过软骨形成期，直接完成骨形成过程，BMP-2/Smad-

5/Runx-2 信号通路在成骨分化过程起到重要作用
[9，20]

。刘

立萍等
[21]

在以左归丸含药血清对成骨细胞 MC3T3-E 进行干

预时，发现雌激素受体的表达与 Osterix 表达密切相关，而

Osterix 蛋白为 BMP 信号通路中对骨调节的关键蛋白，也就

意味着在 BMP 信号通路参与代谢的过程中，雌激素受体具

有重要的激活和调节作用。

此次研究主要探究了左归丸通过增加雌激素受体表达

进而影响 BMP 信号通路中关键的蛋白质 BMP-2、Runx-2 和

Osterix 表达。课题组前期实验结果证实左归丸能够增加卵巢

摘除小鼠的胫骨和股骨的雌激素受体表达，此部分实验主要

通过免疫组织化学方法分析了 BMP-2 和 Runx-2 的表达，并

统计了各组指标的平均累积光密度；通过对免疫印迹实验的

结果比较分析，统计各组蛋白条带与 β-actin 的灰度比值，

结果显示，模型组小鼠股骨的 BMP-2、Runx-2 和 Osterix 蛋

白含量明显低于假手术组。这一结果说明卵巢摘除后，模型

小鼠的 BMP-2/Runx-2/Osterix 骨代谢信号通路受到影响。而

通过左归丸及雌二醇干预治疗后，与模型组小鼠相比，3 个

蛋白的表达量均有明显回升，证实了左归丸具有类似内源性

雌二醇的作用，可以通过激活 BMP-2/Runx-2/Osterix 信号通

路而参与骨代谢过程，实现骨保护的作用，而且这种作用很

可能是通过增加雌激素受体表达产生的。

相关研究已证实，左归丸等补肾中药方剂具有雌激素

样作用
[22-29]

，但是作者所在课题组前期研究结果表明左归丸

对卵巢摘除小鼠血清中的雌激素水平没有明显影响
[10]
，后

续实验也证实左归丸减缓卵巢切除小鼠的骨组织形态学及

骨代谢相关指标与增加雌激素水平无关，而是与增加雌激素

受体的表达有关。相关研究也表明，在骨形成的过程中雌

激素受体 α 的表达与 BMP-2/Runx-2/Osterix 信号通路密切相

关，且这种信号通路能够被雌激素受体阻断剂 ICI182780 所

阻断
[30]
。故为了验证此次研究中左归丸是否能够通过增加卵

巢摘除骨质疏松症模型小鼠骨组织雌激素受体 α 的表达来激

活 BMP-2/Runx-2/Osterix 信号通路，选择了雌激素受体阻断

剂 (ICI82780) 进行干预研究。在 ICI182780 干预后，同样通过

测定胫骨骨松质部分 BMP-2 和 Runx-2 蛋白的表达及股骨中

BMP-2、Runx-2 和 Osterix 的表达量来观察雌激素阻断剂对左

归丸激活 BMP-2/Runx-2/Osterix 信号通路的影响。此次实验

结果同样证实，雌激素阻断剂 ICI182780 能够阻断左归丸对

卵巢摘除骨质疏松症模型小鼠 BMP-2/Runx-2/Osterix 信号通

路的激活作用。

综上，此次研究发现左归丸可以通过上调雌激素受体的

表达，进而激活 BMP-2/Runx-2/Osterix 信号通路而参与骨代

谢过程，实现对卵巢摘除骨质疏松症模型小鼠的骨保护作用。

致谢：特别感谢黑龙江中医药大学中医药研究院张博副教授、邵帅

博士对此次实验实施过程中经费和人力的大力支持。

作者贡献：黄树明、李微负责实验设计，李微、朱汉民、王鑫负责

实验实施，高雪、崔婧、刘雨昕负责指标测定。

经费支持：该文章接受了“湖北省教育厅科研计划项目 (B2020137)”
的基金资助。所有作者声明，经费支持没有影响文章观点和对研究数据

客观结果的统计分析及其报道。

利益冲突：文章中治疗干预手段采用左归丸复方中的全部中药熬制

的水煎液和戊酸雌二醇灌胃给药，文章的全部作者声明，没有接受任何

资助，在课题研究和文章撰写过程，不存在利益冲突。

表 3 ｜ ICI182780 干预后各组小鼠胫骨骨形态发生蛋白 2 和 Runx2 蛋白
的表达                             (x-±s，n=12，平均累积光密度值 )
Table 3 ｜ The protein expression of bone morphogenic protein 2 and 
Runx-2 after ICI182780 intervention

指标 模型组 左归丸组 阻断剂 + 左归丸组

骨形态发生蛋白 2 0.074±0.007 0.087±0.012a 0.070±0.006b

Runx-2 0.085±0.011 0.109±0.013a 0.087±0.009c

表注：左归丸组、阻断剂 + 左归丸组中左归丸的给药剂量均为高剂量 (0.936 g/L)。

与模型组比较， aP < 0.01；与左归丸组比较，
bP < 0.05，cP < 0.01
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