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·论 著· 
 

基于 TGF-β/Smad 与 MAPK/NF-κB 信号通路探讨龟鹿二仙胶对去势大

鼠骨质疏松的保护作用 
    

徐卫峰，朱旭祥，何丹，王善付，尹恒*(南京中医药大学无锡附属医院，江苏 无锡 214071) 
 

摘要：目的  评价龟鹿二仙胶对去势大鼠骨质疏松的保护作用并探讨其机制。方法  120 只大鼠，随机分为正常组，模

型组，龟鹿二仙胶低、中、高剂量组和阿法骨化醇组，共 6 组，除正常组外均去势造模。龟鹿二仙胶按低、中、高剂量

(0.5，1.5，2.5 g·kg–1·d–1)，阿法骨化醇按 0.1 μg·kg–1·d–1 分别灌胃干预，正常组和模型组分别给予等量生理盐水。采用 HE
染色检测大鼠股骨病理改变，采用试剂盒检测股骨钙(calcium，Ca)、磷(phosphorus，P)、羟脯氨酸(hydroxyproline，Hyp)、
碱性磷酸酶(alkaline phosphatase，ALP)和抗酒石酸酸性磷酸酶(tartrate-resistant acid phosphatase，TRAP)，同时采用蛋白

质印迹法检测去势大鼠股骨 TGF-β、p-Smad-3 蛋白的表达以及 p-JNK、p-ERK、p-P38、p-NF-κB P65 蛋白的表达。结果  与

正常组比较，模型组大鼠股骨 Ca、P、Hyp、ALP 水平显著下降(P<0.01)，TRAP 水平显著升高(P<0.01)，骨小梁结构排

列紊乱、形态变薄且有断裂迹象，TGF-β、p-Smad-3 蛋白表达水平下调以及 p-JNK、p-ERK、p-P38 与 p-NF-κB P65 蛋白

表达水平上调(P<0.01)。与模型组比较，龟鹿二仙胶显著增加大鼠股骨 Ca、P、Hyp、ALP 水平(P<0.01)，降低股骨中 TRAP
水平(P<0.01)，改善股骨病理改变，同时龟鹿二仙胶显著诱导 TGF-β、p-Smad-3 蛋白表达并显著降低 p-JNK、p-ERK、p-P38
与 p-NF-κB P65 蛋白表达(P<0.01)。结论  龟鹿二仙胶能显著改善去势大鼠的骨质疏松，其机制与激活 TGF-β/Smad 信号

通路和抑制 MAPK/NF-κB 信号通路有关。 
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Explore on Protective Effect of Guilu Erxian Jiao on Osteoporosis in Ovariectomized Rats Based on 
TGF-β/Smad and MAPK/NF-κB Signaling Pathway 
 
XU Weifeng, ZHU Xuxiang, HE Dan, WANG Shanfu, YIN Heng*(Wuxi Affiliated Hospital of Nanjing University of 
Chinese Medicine, Wuxi 214071, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To evaluate the protective effect of Guilu Erxian Jiao on osteoporosis in ovariectomized rats and 
to explore its mechanism. METHODS  A total of 120 rats were randomly divided into normal group, model group, low-dose, 
medium-dose and high-dose of Guilu Erxian Jiao group and alfacalcidol group. There were 6 groups in total, and all of them 
were emasculated and modeled except the normal group. Guilu Erxian Jiao was administrated with low, medium, high dose(0.5, 
1.5, 2.5 g·kg–1·d–1), alfacalcidol was administrated with 0.1 μg·kg–1·d–1 dose, the normal group and the model group were given 
the same amount of normal saline respectively. The pathological changes of femur in rats were detected by HE staining, and the 
calcium(Ca), phosphorus(P), hydroxyproline(Hyp), alkaline phosphatase(ALP) and tartrate-resistant acid phosphatase(TRAP) of 
femur were detected by kits. At the same time, Western blotting was used to detect the expression of TGF-β, p-Smad-3 protein 
and p-JNK, p-ERK, p-P38, p-NF-κB P65 protein in femur of ovariectomized rats. RESULTS  Compared with the normal group, 
the levels of Ca, P, Hyp and ALP in femur of rats in the model group were significantly decreased(P<0.01), while the level of 
TRAP was significantly increased(P<0.01). The trabecular structure of rats in the model group was disordered, the morphology 
was thinned and showed signs of fracture. The protein expression levels of TGF-β and p-Smad-3 in femur of the model group 
were down-regulated, while the protein expression levels of p-JNK, p-ERK, p-P38 and p-NF-κBP65 in femur were 
up-regulated(P<0.01). Compared with the model group, Guilu Erxian Jiao significantly increased the levels of Ca, P, Hyp and 
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ALP in femur of rats(P<0.01), decreased the level of TRAP in femur of rats(P<0.01), and improved the pathological changes of 
femur. Meanwhile, Guilu Erxian Jiao significantly induced the expression of TGF-β and p-Smad-3 protein, and significantly 
decreased the expression of p-JNK, p-ERK, p-P38 and p-NF-κBP65 protein(P<0.01). CONCLUSION  Guilu Erxian Jiao can 
significantly improve osteoporosis in ovariectomized rats, and the mechanism is related to the activation of TGF-β/Smad 
signaling pathway and the inhibition of MAPK/NF-κB signaling pathway. 
KEYWORDS: Guilu Erxian Jiao; osteoporosis; TGF-β/Smad; MAPK/NF-κB 

 
骨质疏松症被认为是一种以骨质流失和骨组

织结构恶化为特征的疾病[1]。这可能是机体生理功

能减退所致，也可能是由于治疗其他疾病大量运

用激素所致，如糖皮质激素、皮质类固醇等[2]。由

于大鼠的骨结构和遗传与人类非常相似，大鼠骨

质疏松模型是研究骨变形和发育不良的一种有效

且成熟的动物模型[3]。 
龟鹿二仙胶出自《医便》，是益阳的经典方剂，

有填精益气、滋阴壮阳之功效，临床常用于调节气

血、精血不足、腰膝酸软等，为中药经典名方现代

化应用的体现[4]。先前的研究阐明，龟鹿二仙胶显

示出对抗炎症、糖尿病和糖皮质激素诱导的骨质

疏松症的理想效果[5]。然而，很少有研究关注龟鹿

二仙胶对骨质疏松症的潜在机制[6]。因此，本研究

旨在采用大鼠骨质疏松模型研究龟鹿二仙胶对骨

质疏松症的保护作用及其可能机制。 
1  材料 
1.1  动物 

120 只 SPF 级 SD 大鼠，♀，体质量(270±10)g，

6 月龄，购自常州卡文斯实验动物有限公司，动物

生产许可证号：SCXK(苏)2016-0010，饲养于江南

大学实验动物中心，动物使用许可证号：SYXK(苏) 
2016-0045。动物实验操作符合无锡市中医医院伦

理委员会相关要求。所有大鼠实验前适应 7 d，饲

养在通风良好的聚丙烯笼子中，温度 20~24 ℃，

湿度 50%~60%，阴暗光照时间控制在 12 h/12 h，

自由进水和喂食。 
1.2  药物和试剂 

龟鹿二仙胶(自制)原料龟板胶、鹿角胶、人参、

枸 杞 子 ( 批 号 分 别 为 201911006 ， 202041008 ， 
20200502，20200310)均购自北京同仁堂有限公司；

阿法骨化醇(Sigma Aldrich，货号：Y0002137)；羟

脯氨酸(hydroxyproline，Hyp)、碱性磷酸酶(alkaline 
phosphatase ， ALP) 和 抗 酒 石 酸 酸 性 磷 酸 酶

(tartrate-resistant acid phosphatase，TRAP)测定试剂

盒(货号分别为 A030-2-1，A059-2-2，D023-1-1)均
购自南京建成生物工程研究所；MAPK/NF-κB 与

TGF-β/Smad 通路蛋白抗体(TGF-β 货号：3709；

GAPDH 货号：#3692；p-Smad-3 货号：9520；Smad-3
货号：12747；p-JNK 货号：4668；JNK 货号：4306；

p-ERK 货号：3510；ERK 货号：4375；p-P38 货

号：4511；P38 货号：4092；p-NF-κB P65 货号：

3033；NF-κB P65 货号：8242)购自美国 CST 公司；

BCA 蛋白浓度测定试剂盒(上海碧云天生物有限

公司，货号：P0012)；HNO3(货号：N116240)、

HClO4(货号：P112072)、HCl(货号：H399832)、
Tris-HCl(pH 9.5，货号：T301497)、对硝基苯磷

酸盐(PNPP，货号：P109039)、NaOH 溶液(货号：

S291895)、乙二胺四乙酸四钠盐水合物(EDTA，

货号：B301167)、酒石酸钠(货号：S304799)、

3 mol·L−1 醋酸钠缓冲液(货号：S378199)、10%甲

醛 ( 货 号 ： F111934) 、 10% 硝 酸 溶 液 ( 货 号 ：

N291977) 、 促 蓝 溶 液 (0.5% 氨 水 溶 液 )( 货 号 ：

A299569)、95%乙醇(货号：A112720)、无水乙醇

(货号：E130059)、ELC 发光液(货号：E266188)
均 购 自 阿 拉 丁 公 司 ； MgCl2( 货 号 ： M8266) 、

ZnCl2(货号：208086)、苏木精溶液(货号：03971)、
曙 红 溶 液 ( 货 号 ： HT110232)、 二 甲 苯 ( 货 号 ：

534056)、10%十二烷基硫酸钠(SDS)溶液(货号：

71736)、30%丙烯酰胺溶液(货号：A3574)均购自

Sigma-Aldrich 公司；RIPA 裂解液(货号：C1053)、
TBST(货号：B1009)均购自北京普利莱基因技术

有限公司；PVDF 膜(货号：FFP32)、脱脂奶粉(货
号：P0216)、二抗稀释液(货号：P0258)均购自上

海碧云天生物有限公司。 
1.3  仪器 

LB-ICP6800 电感耦合等离子体发射光谱仪

(青岛路博)；V-1800PC 分光光度计(上海棱光)；
SPS-100 电泳槽(上海天能科技有限公司)；TY15/ 
ZX1003 分析天平(北京海富达科技有限公司)；

GX53 光学显微镜(奥林巴斯)。 
2  方法 
2.1  龟鹿二仙胶的制备 

分别对龟鹿二仙胶原料(龟板胶、鹿角胶、人

参、枸杞子)按 1.5∶1∶1∶1.5 的比例进行称重。

人参、枸杞子用蒸馏水浸泡过夜，先武火煎煮沸
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腾，再文火熬制 1 h，过滤后备用。龟板胶、鹿角胶

打碎后烊化，与上述煎煮过滤后的药液混合搅拌再

浓缩成胶块，4 ℃保存备用。试验前，将胶块精准称

重后烊化，配置成相应浓度的龟鹿二仙胶溶液。 
2.2  动物分组和造模 

SD 大鼠随机分为正常组，模型组，龟鹿二仙

胶低、中、高剂量组和阿法骨化醇组，共 6 组，

每组 20 只。制作大鼠骨质疏松模型，SD 大鼠用

3%水合氯醛生理盐水溶液(10 mg·kg–1)麻醉后，于

下腹部正中纵行切开皮肤，钝性分离腹部肌肉，

切开腹膜，进入腹腔，除正常组外，其他组大鼠

均去势结扎并完整摘除双侧卵巢。所有大鼠术后

腹腔注射青霉素[青霉素(规格：每瓶 1 600 000 U)
溶至 5 mL]，0.2 mL·d–1，连续给药 3 d。 
2.3  药物干预和标本采集 

术后第 60 天开始，龟鹿二仙胶各剂量组按照

低、中、高(0.5，1.5，2.5 g·kg–1·d–1)剂量分别灌胃

给药，阿法骨化醇组按照 0.1 μg·kg–1·d–1 剂量灌胃

给药，正常组、模型组予等量生理盐水灌胃。持

续给药 30 d 后，将大鼠麻醉后腹主动脉采血，静

置 2 h 后 704 ×g 离心 15 min，取上清，置–80 ℃冰

箱保存，同时取大鼠股骨组织，置–80 ℃冰箱保存。 
2.4  矿物分析 

股骨样本采用消化法处理。取 0.2 g 股骨样本

置烧杯中，加硝酸和高氯酸(4∶1)静置过夜，于电

热板上 200 ℃高温加热，至内容物为干燥无色，冷

却后用软化水洗涤多次并转移至 10 mL 比色管中，

准确定容至 5.0 mL。采用电感耦合等离子体发射光

谱法，对样本中的钙(calcium，Ca)和磷(phosphorus，

P)进行检测分析。 
2.5  Hyp 活性 

收集股骨样本，用盐水洗涤样品并在 80 ℃下完

全干燥约 48 h 直到恒重，800 ℃下在二氧化硅坩埚中

进行焚烧，记录粉碎样品的质量，然后用 6 mol·L–1 
HCL 水解，按照试剂盒说明书测定 Hyp 活性。 
2.6  ALP 活性 

ALP 活性检测方法，根据文献报道稍作调整[7]。

将 切割固定的 股骨用碱性 缓冲液 (100 mmol·L−1 
Tris-HCl，pH 9.5，1 mmol·L−1 MgCl2，0.1 mmol·L−1 
ZnCl2)预处理 30 min，然后用含有 20 mmol·L−1 对

硝基苯磷酸盐的 150 μL 碱性缓冲液孵育 1 h。使用

含有 3 mol·L−1 氢氧化钠，20 mmol·L−1 乙二胺四

乙酸的溶液停止反应，随后采用分光光度计进行

检测。 
2.7  TRAP 活性 

TRAP 活性检测方法，参考既往文献报道[8]。

将切割固定的股骨在含有 20 mmol·L−1 酒石酸盐、

0.1 mol·L−1 醋酸钠缓冲液的溶液中孵育。1 h 后，

用由 20 mmol·L−1 酒石酸盐、0.1 mol·L−1 醋酸钠缓

冲液、20 mmol·L−1 对硝基苯磷酸盐组成的溶液替

换培养基。加入 50 μL 2 mol·L−1 氢氧化钠，反应

停止，采用分光光度计检测对硝基苯酚的量反映

TRAP 活性。 
2.8  HE 染色 

将大鼠股骨组织用 10%甲醛固定，用 10%硝酸

溶液脱 Ca，用自来水洗涤过夜，包埋在石蜡中，

切成 4 μm 厚。至于切片，在 65 ℃恒温烘箱中烘烤

6 h 左右。将组织切片常规脱蜡至水中，水洗

1~2 min，苏木精染料溶液染色 3~6 min，流水洗涤

除去苏木精染料溶液 1~2 min，然后加入 1%盐酸乙

醇 1~3 s，水洗 1~2 s，促蓝溶液返蓝 5~10 s，水洗

15~30 s，0.5%曙红染料溶液染色 2~3 min，蒸馏水

洗 1~2 s，80%乙醇处理 15~30 s，95%乙醇处理

15~30 s，无水乙醇处理 1~2 s，分别在二甲苯Ⅰ和

二甲苯Ⅱ中透明 2 次，每次在光学显微镜下(200×)，
观察各组大鼠股骨组织切片的 HE 染色。 
2.9  MAPK/NF-κB 和 TGF-β/Smad 相关蛋白含量测定 

用 RIPA 裂解液提取各组大鼠滑膜总蛋白，

11 269×g 离心 15 min，收集上清。采用 BCA 试剂

盒对各组蛋白进行定量。蛋白样本首先采用 SDS-
聚丙烯酰胺凝胶电泳后转移到 PVDF 膜上，采用

5%脱脂牛奶封闭 PVDF 膜 2 h，后 PVDF 膜与相应

的抗体孵育，在 4 ℃过夜。第 2 天用 TBST 洗涤 4
次，每次 8 min。然后将 PVDF 膜置于二抗溶液中

于摇床室温孵育 2 h。取出 PVDF 膜用 TBST 清洗

4 次，每次 8 min，加入 ELC 发光液后进行曝光显

影条带。 
2.10  统计学分析  

符合正态分布的数据采用 x s± 表示，采用

SPSS 17.0 软件进行单因素方差[one-way(ANOVA)]
分析，P<0.05 表示差异具有统计学意义。 
3  结果 
3.1  龟鹿二仙胶对骨质疏松大鼠骨Ca 和P 含量的影响 

骨矿化是提高骨骼强度的重要过程，骨矿化

被认为是表征成骨细胞分化的标志。通过测定 Ca
和 P 的含量，探讨龟鹿二仙胶对骨质疏松症大鼠
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矿物质含量的影响。结果显示，与正常组大鼠比

较，模型组大鼠体内 Ca 和 P 的含量显著降低

(P<0.01)。而与模型组相比，矿化基质经龟鹿二仙

胶各剂量组(0.5，1.5，2.5 g·kg–1·d–1)与阿法骨化醇

组(0.1 μg·kg–1·d–1)治疗后能显著提高 Ca 和 P 含量

(P<0.01)，结果见表 1。 
 

表 1  龟鹿二仙胶对骨质疏松大鼠骨 Ca 和 P 含量的影响 
Tab. 1  Effect of Guilu Erxian Jiao on content of Ca and P 
in bone of osteoporosis rats 

组别 剂量/μg·kg–1·d–1 Ca/mmol·g–1 P/mmol·g–1

正常组  1.49±0.07 3.23±0.18 
模型组  0.52±0.041) 1.32±0.151) 
龟鹿二仙胶    

低剂量组 0.5×106 0.72±0.092) 1.97±0.132) 
中剂量组 1.5×106 0.83±0.062) 2.06±0.152) 
高剂量组 2.5×106 1.07±0.192) 2.12±0.122) 

阿法骨化醇组 0.1 1.11±0.072) 2.75±0.082) 

注：与正常组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.01。 
Note: Compared with the normal group, 1)P<0.01; compared with the 
model group, 2)P<0.01. 
 

3.2  龟鹿二仙胶对骨质疏松大鼠 Hyp 含量的影响 
Hyp 的水平通常用于评估药物改善骨变形和

发育不良相关的疾病的能力。结果显示，与正常组

相比，模型组大鼠 Hyp 的水平含量显著降低(P<0.01)。
而与模型组相比，龟鹿二仙胶各剂量组(0.5，1.5，

2.5 g·kg–1·d–1)与阿法骨化醇组(0.1 μg·kg–1·d–1)能显著

增加 Hyp 含量(P<0.01)，结果见表 2。 
 

表 2  龟鹿二仙胶对骨质疏松大鼠 Hyp 含量的影响 
Tab. 2  Effect of Guilu Erxian Jiao on content of Hyp in 
osteoporosis rats  

组别 剂量/μg·kg–1·d–1 Hyp/μg·mg–1 
正常组  0.84±0.06 
模型组  0.23±0.021) 
龟鹿二仙胶   

低剂量组 0.5×106 0.33±0.022) 
中剂量组 1.5×106 0.40±0.062) 
高剂量组 2.5×106 0.49±0.052) 

阿法骨化醇组 0.1 0.61±0.042) 

注：与正常组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.01。 
Note: Compared with the normal group, 1)P<0.01; compared with the 
model group, 2)P<0.01. 
 

3.3  龟鹿二仙胶对骨质疏松大鼠 ALP 和 TRAP 含

量的影响 
本研究分别测定并评估了骨形成和骨吸收的

典型标志物 ALP 和 TRAP 的含量。结果显示，与

正常组相比，模型组大鼠 TRAP 活性显著升高

(P<0.01)，ALP 活性显著降低(P<0.01)。而与模型

组相比，龟鹿二仙胶各剂量组(0.5，1.5，2.5 g·kg–1·d–1)

与阿法骨化醇组(0.1 μg·kg–1·d–1)能显著降低 TRAP
含量并增加 ALP 活性(P<0.01)，结果见表 3。 

 
表 3  龟鹿二仙胶对骨质疏松大鼠 ALP 和 TRAP 含量的影响 
Tab. 3  Effects of Guilu Erxian Jiao on content of ALP and 
TRAP in osteoporosis rats 

组别 剂量/μg·kg–1·d–1 TRAP/U·L–1 ALP/U·L–1 
正常组  21.21±4.9 121.28±9.59 
模型组  113.94±7.81) 28.29±5.371) 
龟鹿二仙胶    

低剂量组 0.5×106 91.44±7.442) 78.00±7.182) 
中剂量组 1.5×106 83.33±3.312) 86.29±8.492) 
高剂量组 2.5×106 80.34±5.692) 91.32±0.122) 

阿法骨化醇 0.1 54.88±5.252) 99.77±18.172) 

注：与正常组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.01。 
Note: Compared with the normal group, 1)P<0.01; compared with the 
model group, 2)P<0.01. 
 

3.4  龟鹿二仙胶对骨质疏松大鼠股骨病理改变的影响 
股骨组织切片 HE 染色结果见图 1。光镜下观

察组织结构和形态，与正常组相比，模型组大鼠

骨小梁结构排列紊乱，形态变薄且有断裂迹象。

与模型组相比，龟鹿二仙胶与阿法骨化醇干预大

鼠的骨小梁相对排列整齐，骨微结构和形态得到

改善，骨小梁变粗且排列整齐。 
 

 
 

图 1  龟鹿二仙胶对骨质疏松大鼠股骨病理改变的影响

(HE 染色，200×)  
Fig. 1  Effect of Guilu Erxian Jiao on pathological changes 
of femur of osteoporosis rats(HE staining, 200×) 

 
3.5  龟鹿二仙胶对骨质疏松大鼠 TGF-β-Smad 信

号通路蛋白表达的影响 
影响 TGF-β-Smad 信号转导通路会导致骨代

谢 紊 乱 ， 进 而 诱 发 骨 质 疏 松 ， 因 此 笔 者 采 用

Western blotting 研究 TGF-β、p-Smad-3 蛋白的表

达。结果显示，与正常组大鼠比较，模型组大鼠

TGF-β、p-Smad-3 蛋白的表达水平下调(P<0.01)，
龟鹿二仙胶(0.5，1.5，2.5 g·kg–1·d–1)与阿法骨化醇

(0.1 μg·kg–1·d–1)能显著诱导 TGF-β、p-Smad-3 蛋白

的表达(P<0.01)。结果见图 2。 



 

中国现代应用药学 2022 年 7 月第 39 卷第 13 期                          Chin J Mod Appl Pharm, 2022 July, Vol.39 No.13        ·1665· 

3.6  龟鹿二仙胶对骨质疏松大鼠 MAPK/NF-κB
信号通路蛋白表达的影响 

结果显示，与正常组大鼠比较，模型组大鼠

p-JNK、p-ERK、p-P38 与 p-NF-κB P65 蛋白的表

达水平上调(P<0.01)，相反，龟鹿二仙胶(0.5，1.5，

2.5 g·kg–1·d–1)与阿法骨化醇 (0.1 μg·kg–1·d–1)能显

著降低 p-JNK、p-ERK、p-P38 与 p-NF-κB P65 蛋

白的表达(P<0.01)，结果见图 3。 
 

 
 

图 2  龟鹿二仙胶对骨质疏松大鼠 TGF-β-Smad 信号通路蛋白表达的影响 
与正常组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.01。 
Fig. 2  Effect of Guilu Erxian Jiao on protein expression of TGF-β-Smad signaling pathway in osteoporosis rats 
Compared with the normal group, 1)P<0.01; compared with the model group, 2)P<0.01. 
 

 
 

图 3  龟鹿二仙胶对骨质疏松大鼠 MAPK/NF-κB 信号通路蛋白表达的影响 
与正常组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.01。 
Fig. 3  Effect of Guilu Erxian Jiao on protein expression of MAPK/NF-κB signaling pathway in osteoporosis rats 
Compared with the normal group, 1)P<0.01; compared with the model group, 2)P<0.01. 
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4  讨论 
先前笔者所在团队研究发现龟鹿二仙胶对

于地塞米松诱导的斑马鱼骨质疏松模型有保护

作用 [9]，为了扩展龟鹿二仙胶治疗骨质疏松的范

围，本研究通过双侧卵巢切除术建立大鼠骨质疏

松模型，并采用龟鹿二仙胶干预探索其抗骨质疏

松作用及其发生机制。骨的形成和替换必须不断

进行，以保证其强度和完整性。同时，产生有机

骨基质的成骨细胞以及溶解骨矿物质和基质的破

骨细胞相互冲突的活动会影响骨重塑[10]。骨代谢

平衡是通过骨形成与骨吸收实现的，一旦骨吸收

超过形成，骨骼中骨质疏松症产生和骨折的风险

将由于骨丢失而增加[11-12]。在本研究中，一方面，

破骨细胞活性标志酶 TRAP 在吸收陷窝存在时发

挥其水解作用，通过 TRAP 的骨含量测定来评估

破骨细胞的活性，反映骨吸收情况；另一方面，

ALP 是反映骨分化的重要指标，测定其骨含量反

映成骨细胞的活性，表达骨形成情况。上述 2 个

骨含量生化指标的测定方法在彭伟等[13]骨质疏松

大鼠的治疗研究中得到了验证。TRAP 和 ALP 活

性的生化检测已经证明了用龟鹿二仙胶治疗能够

减弱去势对成骨细胞和破骨细胞的负面影响。龟鹿

二 仙 胶 (0.5 ， 1.5 ， 2.5 g·kg–1·d–1) 与 阿 法 骨 化 醇

(0.1 μg·kg–1·d–1)能使 ALP 活性显著升高、TRAP 活

性显著减低，这意味着骨形成/骨吸收体内平衡的

恢复更接近规模上的控制水平。TGF-β 调节细胞

生长、分化和免疫，是骨代谢的主要途径之一。 
新 研 究 表 明 ， 在 成 骨 细 胞 分 化 和 骨 形 成 中

TGF-β1/Smad 信号通路发挥着关键作用[14]，细胞

基质的生成亦可通过 TGF-β来调控。Smad-3 可以

被 TGF-β 激活的ⅰ型受体(TβRⅰ)磷酸化，然后将信

号从细胞质传导到细胞核[15]。TGF-β 磷酸化其下

游靶标 Smad3，Smad3 受 TGF-β 调节与 Smad4 二

聚形成 Smad 复合物，从而进入 TGF-β 反应基因

的转录[16]。在本研究中，TGF-β 和 p-Smad-3 的蛋

白表达在骨质疏松大鼠中显著下降，龟鹿二仙胶

(0.5 ， 1.5 ， 2.5 g·kg–1·d–1) 与 阿 法 骨 化 醇

(0.1 μg·kg–1·d–1)可以显著增加 TGF-β 和 p-Smad-3
的蛋白表达，从而刺激 TGF-β/Smad 途径的激活。 

MAPKs 是丝氨酸/苏氨酸激酶家族，在不同的

细胞过程中发挥重要作用，如增殖、分化和炎症。

据报道，P38 MAPK 和 ERK1/2 信号通路的激活可

以上调骨形成相关基因的表达，促进成骨细胞分化

和矿化[17]。另有报道，3 个主要的 MAPKs 家族，

即 ERK、P38 和 JNK 与成骨细胞分化有关[18-20]。

为了研究 MAPK 在骨质疏松中的作用，笔者评估

了 MAPK 信号分子的蛋白水平。在本研究中，笔

者发现在骨质疏松大鼠中，p-ERK1/2、p-P38 和

p-JNK 的水平显著增加。龟鹿二仙胶(0.5，1.5，

2.5 g·kg–1·d–1)与阿法骨化醇(0.1 μg·kg–1·d–1)可以显

著抑制 p-ERK1/2、p-P38 和 p-JNK 的蛋白表达。

MAPK 上调可以激活其下游 NF-κB 信号通路，一

些研究[21-22]表明，NF-κB 在成骨细胞分化中起着重

要的作用，因为笔者采用 Western blotting 检测

NF-κB 信号，研究发现，骨质疏松大鼠 p-NF-κB P65
表达显著增加，龟鹿二仙胶(0.5，1.5，2.5 g·kg–1·d–1)
与阿法骨化醇(0.1 μg·kg–1·d–1)可以显著降低 p-NF- 
κB P65 蛋白水平，从而说明 MAPK/NF-κB 信号通

路在龟鹿二仙胶治疗骨质疏松中具有重要的作用。 
综上，本研究表明龟鹿二仙胶可以通过逆转

骨形成/骨吸收的不平衡、激活 TGF-β-Smad 信号

通路和抑制 MAPK/NF-κB 信号通路来预防骨质疏

松症。 
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