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［摘要］ 目的：在经典 wnt 信号通路抑制剂大鼠 Dickkopf 相关蛋白 1 （DKK1） 的干预下，观察益骨汤含药血清对成骨细胞的

经典 Wnt 信号通路的影响，探究益骨汤治疗骨质疏松的作用机制，为临床使用补肾活血中药防治骨质疏松症提供实验依据。方

法：将 40 只雌性 SD 大鼠随机分成 2 组，益骨汤水提液组和空白对照组，连续灌胃 10 天，获取含药血清。从乳鼠颅盖骨中分离

培养成骨细胞，实验分为 4 组，即 A 组 （益骨汤含药血清组）、B 组 （DKK1 组）、C 组 （DKK1+益骨汤含药血清组）、D 组 （空白

血清对照组）。进行细胞增殖 MTT 检测、碱性磷酸酶活性检测，RT-PCR 检测经典 Wnt/β-catenin 通路中 β-链蛋白 （β-catenin）、
低密度脂蛋白受体相关蛋白 5 （LRP-5）、DKK1 基因的表达情况。结果：根据 MTT 法动态观察各组成骨细胞增殖，发现成骨细胞

增殖呈规律性：48 h 至 72 h 成骨细胞呈对数增长期，96 h 后细胞增殖逐渐受到抑制。同一时间点与 B 组比较，A、C、D 各组成骨

细胞的增殖和 ALP 活性显著较高，差异均有统计学意义 （P ＜ 0.05）。同一时间点与 D 组比较，A 组成骨细胞的增殖和 ALP 活性显

著较高，差异均有统计学意义 （P ＜ 0.05）。与 B 组比较，A、C、D 组 β-catenin mRNA、LRP-5 mRNA、TCF mRNA 的表达均明显

升高，DKK1 mRNA 的表达明显降低，差异均有统计学意义 （P ＜ 0.05）。与 D 组比较，A 组 β-catenin mRNA、LRP-5 mRNA、TCF
mRNA 的表达均明显升高，DKK1 mRNA 的表达明显降低，差异均有统计学意义 （P ＜ 0.05）。结论：益骨汤含药血清可能是通过抑

制 DKK1 的高表达，从而上调经典 Wnt/β-catenin 信号中 β-catenin、LRP-5、TCF 基因的表达，达到促进成骨细胞增殖，起到抗骨

质疏松作用。
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Yigu Tang Containing Medicated Serum Promoting the Proliferation and Differentiation
of Osteoblast Through Classic Wnt Signaling Pathway
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Abstract： Objective： From the intervention of class ic Wnt s ignaling pathway inhibitor Dickkopf associated protein 1

(DKK1)，to observe the effect of Yigu tang containing medicated serum on canonical Wnt s ignaling pathway，and to discuss
the mechanism of Yigu tang for os teoporos is， so as to provide experimental bas is for the clinical application of
kidney- nourishing and blood- activating Chinese medicine for os teoporos is . Methods：Divided 40 female SD rats into Yigu
tang extract group and blank control group randomly. Both groups were adminis trated by gavage for 10 days success ively，

and medicated serum was obtained. Osteoblas ts were isolated and cultured from calvaria bones of neonatal rats . The
experiment was carried out in four groups：group A(Yigu tang containing medicated serum group)，group B(DKK1 group)，
group C (DKK1 and Yigu tang containing medicated serum group)， group D (blank serum control group). MTT assay of cell
proliferation and alkaline phosphatase (ALP) activity assay were carried out. The express ion of β- catenin， low dens ity
lipoprotein receptor related protein 5(LRP- 5) and DKK1 gene in class ic Wnt/β- catenin s ignaling pathway were determined by
reverse transcription- polymerase chain reaction (RT- PCR). Results：According to MTT assay，observed the proliferation of
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绝 经 后 骨 质 疏 松 症 (Pos tmenopausal os teoporos is，

PMOP)是一种由于妇女绝经后发生的骨代谢紊乱疾病，主要

表现为骨量降低，骨微结构破坏，骨脆性增加，易发生骨折，

PMOP 及其伴发的骨质疏松性骨折已成为危害绝经后妇女健

康及影响生活质量的社会问题。因此研究其发病机制及治疗方

法一直是广大医务工作者的研究热点。我们的前期研究发现，

益骨汤能促进成骨细胞增殖、分化，并对绝经后骨质疏松症有

一定的治疗作用，但其促进成骨细胞增殖、分化的机制尚未完

全阐明[1～3]。有研究发现经典 wnt 信号通路与成骨细胞增殖及

骨质疏松症的发生密切相关[4]。本研究旨在通过经典 wnt 信号

通路抑制剂 DKK1 干预下探讨益骨汤含药血清体外促进成骨细

胞增殖分化的作用机制，为临床应用提供实验基础。
1 材料与方法

1.1 实验动物 采用 SPF 级 12 周龄雌性 SD 大鼠 40 只，体

质量(200±10)g，用于含药血清的制备；新生 SD(24 h 以内)
乳鼠 20 只，用于成骨细胞的分离培养，由浙江中医药大学实

验动物中心提供，许可证号：SCXK(沪)20080016。动物实验

经浙江中医药大学动物实验中心伦理委员会审批通过。
1.2 实验药物 ①益骨汤水提液：由浙江中医药大学中药标

准化研究实验室完成，处方：补骨脂 10 g，骨碎补、生地黄、
淫羊藿、山药各 15 g，丹参 30 g，配制浓度为 2.0 g 生药

/mL，冰箱保存备用。②大鼠 Dickkopf 相关蛋白 1(DKK1)：美

国 R&D Systems 公司制造。
1.3 含药血清制备 ①将 40 只雌性 SD 大鼠随机分成2 组，

益骨汤水提液组和空白对照组，给药剂量均按人日用临床剂

量，经人—大鼠体表面积比值折算成相当于人临床给药剂量，

以每 100 g 大鼠灌胃 2 mL 给药，空白对照组则给予等剂量

生理盐水，每天 1 次，连续灌胃 10 天。②动物处死前 2 h 再

灌胃 1 次，腹腔注射 10% 水合氯醛 3 mL/kg 麻醉，腹腔静

脉抽血，于 4℃静置 4 h，用低温离心机 3 000 r/min，离心

30 min，分离血清。取血清在 56℃水浴灭活 30 min，然后用

0.22 μm 滤膜过滤 1 次，分装，- 20℃保存备用。使用前用

DMEM 培养基稀释成 10%含药血清。空白血清对照组按以上

程序，所取血清即空白对照组血清。
1.4 成骨细胞分离、培养、鉴定 取 24 h 内的乳鼠浸泡在

75% 的酒精 5 min，无菌取颅骨置于含有 D- hanks 液的直径

为 5 cm 的 培 养 皿 中 ， 剔 除 脂 肪 组 织 及 残 留 血 ， 再 次 用

D- hanks 液冲洗后剪成约 1 mm3，用 0.2% 的 I 型胶原酶和

0.25% 的胰蛋白酶各 1 mL 混合，在 37℃的水浴中消化10
min 后加 D- hanks 液，吹打均匀后 1 400 r/min 离心 10 min，

去除上清液，用 10% 胎牛血清 3 mL 吹打均匀后接种到培养

瓶中，置 5% CO2、37℃培养箱中孵育，24 h 换液，隔 48 h
换液 1 次，及时传代，指标检测均用第三代细胞，成骨细胞

鉴定取第 3 代细胞进行检测，采用倒置相差显微镜观察成骨

细胞的形态特征。
1.5 分组及含药血清添加 实验分为 4 组，即 A 组(益骨汤含

药血清组)、B 组(DKK1 组)、C 组(DKK1+ 益骨汤含药血清组)、
D 组(空白血清对照组)，取第 3 代成骨细胞，经 0.25%胰酶消

化，将细胞悬液以终浓度 2×104 个 /mL 接种到 24 孔培养板

中，24 h 细胞贴壁后，A 组加入浓度为 10% 的益骨汤含药血

清，B 组加入 0.2 μg/mL DKK1，C 组加入浓度为 10% 的益骨

汤含药血清和 0.2 μg/mL DKK1，D 组加入空白血清，以后每

隔 3 天换液 1 次。
1.6 成骨细胞增殖测定 （MTT 法） 根据 MTT 法动态观察

各组 48 h、72 h、96 h 成骨细胞生长增殖情况。使用与酶标

仪匹配的 96 孔培养板，每孔接种浓度为 2×104 个 /mL，每孔

200 μL，设置 6 个复孔，胎牛血清培养 24 h 后，吸除培养基，

根据分组分别加入益骨汤含药血清、含 DKK1 血清、DKK1+
益骨汤含药血清及空白血清各 200 μL。继续培养后每孔加

20 μL的 MTT(用 PBS 配成 5 mg/mL原液，过滤除菌后，原液

os teoblas ts in all groups dynamically，and discovered the proliferation of os teoblas ts exhibiting regularity：from 48h to 72h，

os teoblas ts showed logarithmic growth phase，and the proliferation was inhibited gradually after 96h. Comparing with those in
group B at the same time point，the proliferation of os teoblas ts and ALP activity in group A，C and D were obvious ly higher
(P＜0.05). Comparing with those in group D at the same time point，the proliferation of os teoblas ts and ALP activity in group
A were evidently higher(P＜0.05). Comparing with those in group B，the express ion of β- catenin mRNA，LRP- 5 mRNA and
TCF mRNA in group A，C and D were increased s ignificantly，while the express ion of DKK1 mRNA was decreased obvious ly
(P＜0.05). Comparing with those in group D，in group A，the express ion of β- catenin mRNA，LRP- 5 mRNA and TCF mRNA
were raised evidently， while the express ion of DKK1 mRNA was reduced s ignificantly (P＜0.05). Conclusion： Yigu tang
containing medicated serum may increase the express ion of β- catenin mRNA，LRP- 5 mRNA and TCF mRNA in class ic
Wnt/β- catenin s ignaling pathway by inhibiting the high express ion of DKK1， in order to promote the proliferation of
os teoblas ts and achieve the effect of anti- os teoporos is .

Keywords：Pos tmenopausal os teoporos is；Yigu tang；Osteoblas ts；Class ic Wnt/β- catenin s ignaling pathway；Dickkopf
associated protein 1(DKK1)；β- catenin；Low dens ity lipoprotein receptor related protein 5(LRP- 5)；Cell experiment
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与 DMEM 以 1∶9 配比，混合均匀后使用)，继续在 37℃、
5％ CO2 条件下孵育 4 h 后吸去培养液加入 150 μL DMSO，

充分震荡后，于酶标仪上测定波长 570 nm 处的吸光度(OD)
值。
1.7 碱性磷酸酶活性测定 分别取培养 3、6、9、12、18 天

的 4 组培养细胞的培养液，2 500 r/min，离心 10 min，取上

清液进行测定。取上清液 30 μL按照碱性磷酸酶(AKP)测试盒

操作表进行碱性磷酸酶活性测定，得空白孔吸光度、标准孔吸

光度、测定孔吸光度，结果计算如下：碱性磷酸酶(金氏单位

/100 mL)=(测定 OD 值 - 空白 OD 值)/(标准 OD 值 - 空白 OD
值)×酚标准品浓度×100 mL。
1.8 RT-PCR 法测定经典 Wnt 信号通路关键基因的表达 上

海生工生物技术服务有限公司合成引物序列，引物序列分别

是：β- catenin F：5’- CTGACCAAACTGCTAAATGACG- 3’，
β- catenin R：5’- CTGAACAAGAGTCCCAAGGAG- 3’；LRP
- 5 F：5’- GGCTCGGATGAAGCTAACTG- 3’，LRP- 5 R：5’-
CAGGATGATGCCAATGACAG- 3’；TCF F：5’- AAGCAGCAA
CAGATGATTGAAAA- 3’，TCF R：5’- CAATCCGAGCCTGG
ACCTT- 3’；DKK1 F：5’- TGTTACTGTGGGGAAGGTCTG- 3’，
DKK1 R：5’- GCTGTTGGTTTTAGTGTCTCTGG- 3’。细胞融

合度为 90～100% 时，取出无菌室，去其上清，用 PBS 洗 2
次后，采用 Trizol 法提取 RNA。PCR 反应体系包括双蒸水

(ddH2O)8.2 μL、2×SYBR Premix Ex Taq 10 μL、上游引物(10
pmol/μL)0.4 μL、下 游 引 物 (10 pmol/μL)0.4 μL、cDNA 1 μL，

94℃预变性 1 min。循环参数为 94℃变性 20 sec，55℃退火

20 sec，72℃延伸 20 sec，读板；共循环 40 次；最后融解

曲 线。得 到 每 个 样 品 的 Ct 值 ， 以 空 白 对 照 组 为 对 照 ，

以GAPDH 为内参基因，计算每个样品目的基因的相对表达量

2-△△Ct。
1.9 统计学方法 采用 SPSS13.0 统计软件包进行统计分析，

计量资料以(x±s)表示，计量资料比较用单因素方差分析，计

数资料的比较采用 χ2 检验。
2 结果

2.1 成骨细胞的形态学观察 见图 1。在倒置显微镜下可见

部分细胞贴壁、伸展，呈纺锤形、梭形、多角形，有方向的平

行排列，并可重叠生长，胞浆丰富向外伸展，单核，核大而清

晰，呈圆形或卵圆形，含 1～2 个核仁。

图 1 体外培养 72 小时后的成骨细胞 (×100)

2.2 各组成骨细胞增殖比较 见表 1。根据 MTT 法动态观察

各组成骨细胞增殖，发现成骨细胞增殖呈规律性：48 h 至 72
h 成骨细胞呈对数增长期，96 h 后细胞增殖逐渐受到抑制。
同一时间点与 B 组比较，A、C、D 各组成骨细胞的增殖显

著较高，差异均有统计学意义(P＜0.05)。同一时间点与 D 组

比较，A 组成骨细胞的增殖显著较高，差异有统计学意义

(P＜0.05)。

表1 各组成骨细胞增殖比较(x±s)

同一时间点与B 组比较，①P ＜ 0.05；同一时间点与 D 组

比较，②P ＜ 0.05

2.3 各组成骨细胞 ALP 活性检测比较 见表 2。同一时间点

与 B 组比较，A、C、D 各组成骨细胞的 ALP 活性显著较高，

差异均有统计学意义(P＜0.05)。同一时间点与 D 组比较，A
组成骨细胞的 ALP 活性显著较高，差异有统计学意义(P＜
0.05)。

表 2 各组成骨细胞 ALP 活性检测比较(x±s)

同一时间点与 B 组比较，①P ＜ 0.05；同一时间点与 D 组

比较，②P ＜ 0.05

2.4 各 组 成 骨 细 胞 β-catenin mRNA、LRP-5 mRNA、TCF
mRNA、DKK1 mRNA 表达比较 见表 3。与 B 组比较，A、
C、D 组 β- catenin mRNA、LRP- 5 mRNA、TCF mRNA 的

表达均明显升高，DKK1 mRNA的表达明显降低，差异均有统

计学意义(P＜0.05)。与 D 组比较，A 组 β- catenin mRNA、
LRP- 5 mRNA、TCF mRNA的表达均明显升高，DKK1 mRNA
的表达明显降低，差异均有统计学意义(P＜0.05)。

表 3 各组成骨细胞 β-catenin mRNA、LRP-5 mRNA、
TCF mRNA、DKK1 mRNA 表达比较(x±s)

与B 组比较，①P ＜ 0.05；与 D 组比较，②P ＜ 0.05

分组

A组

B组

C组

D组

48 h
0.364±0.025①②

0.303±0.017
0.333±0.035①

0.331±0.026①

72 h
0.741±0.050①②

0.554±0.033
0.650±0.1 21①

0.644±0.060①

96 h
0.699±0.015①②

0.485±0.032
0.592±0.038①

0.599±0.079①

分组

A组

B组

C组

D组

3 天

0.652±0.043①②

0.556±0.049
0.611±0.072①

0.608±0.062①

6 天

0.745±0.027①②

0.612±0.039
0.684±0.071①

0.683±0.042①

9 天

0.848±0.029①②

0.709±0.028
0.799±0.028①

0.792±0.049①

12 天

0.947±0.051①②

0.843±0.035
0.899±0.034①

0.894±0.029①

18 天

0.796±0.045①②

0.739±0.052
0.756±0.026①

0.756±0.039①

分组

A组

B组

C组

D组

β- cat enin
1.132±0.064①②

0.453±0.047
0.678±0.062①

0.912±0.057①

LRP- 5
1.145±0.057①②

0.514±0.049
0.714±0.061①

0.985±0.052①

TCF
1.328±0.059①②

0.319±0.035
0.849±0.068①

0.982±0.059①

DKK1
0.381±0.046①②

1.343±0.058
1.122±0.042①

0.996±0.079①
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3 讨论

益骨汤是姚新苗教授根据补肾活血法拟定的治疗骨质疏松

症的经验方，方由补骨脂、骨碎补、生地黄、淫羊藿、山药、
丹参等六味中药配伍而成。方中以补骨脂、骨碎补、淫羊藿为

君药，取其补肾生精助阳之功，精髓生，肾阳足，骨髓生化有

源，则筋骨强壮；以生地黄、山药、丹参为臣药，生地黄、山

药健脾养阴生津，后天之本充盈，则气血生化有源，运化无

穷；丹参活血祛瘀止痛，推动全身气血循环。如此配伍，则内

外兼顾，标本共治，诸药合用，共收补肾壮骨、健脾益气、活

血化瘀之功，成为治疗骨质疏松之良方。我们的前期研究发现

益骨汤能有效的促进成骨细胞的增殖分化；提高血清 BGP、
血清 Ca 水平；改善骨生物力学性能；促进成骨细胞 BMP 的

表达，从而提高对骨吸收的抑制作用，达到防治骨质疏松症的

目的[1～3]。
近年来研究发现经典 wnt 信号通路与成骨细胞增殖分化

有 密 切 关 系 ， 是 治 疗 骨 质 疏 松 症 的 潜 在 靶 点 [5]。经 典

Wnt/β- catenin 通路的调控主要围绕 LRP5 和 β- catenin 这

两个关键因子进行，β- catenin 是经典 Wnt 通路中的核心调

控因子，其表达水平决定着通路的开放与否。将向成骨细胞系

分化的 BMSCs 选择性敲除β- catenin 基因，导致异位软骨

细胞发生，正常成骨细胞受抑制[6]。LRP- 5 作为 Wnt 信号转

导的跨膜受体是骨量形成的重要调节因子，LRP5 基因缺失会

导致成骨细胞的增殖、功能和存活受到影响[7]。Qiu 等发现人

LRP- 5 激活型突变导致高骨量表型，骨组织活检示骨小梁增

多，骨髓内脂肪减少，而 LRP- 5 失活性突变导致骨质疏松[8]。
DKK1 是经典 Wnt 信号通路的抑制剂，能特异性的抑制经典

Wnt/β- catenin 信 号 通 路 ， 其 机 理 为 通 过 影 响 LRP- 5 和

β- catenin 使得 Wnt 受体复合物脱离，阻止该通路的下行，

从而影响下游基因的表达，进而影响成骨细胞[9]。许兵等研究

发现补肾活血中药能促进成骨细胞增殖，并推测其可能与激活

经典 Wnt/β- catenin 信号通路有关，但其并未阐明其具体的

作用靶点[10]。本研究发现益骨汤含药血清能够有效地促进成骨

细胞体外增殖分化及提高 ALP 表达，文献报道 ALP 的高表达

是成骨细胞分化的特异性标志，是最常见的评价骨形成的指

标。同时我们还发现 DKK1 能抑制成骨细胞增殖分化，益骨汤

+DKK1 组成骨细胞增殖明显优于 DKK1 组，表明益骨汤对成

骨细胞的增殖作用与 DKK1 有关，且可能是抑制 DKK1 的表达

来 实 现 的。进 一 步 通 过 荧 光 定 量 RT- PCR 检 测 经 典

Wnt/β- catenin 信号通路关键基因的表达，我们发现益骨汤

含 药 血 清 组 和 DKK1+ 益 骨 汤 含 药 血 清 组 的 β- catenin
mRNA、LRP- 5 mRNA、TCF mRNA的表达均明显高于 DKK1
组，DKK1 mRNA 的表达明显低于DKK1 组，由此推测益骨汤

含药血清可能是通过抑制 DKK1 的高表达，从而上调经典

Wnt/β- catenin 信号中 β- catenin、LRP- 5、TCF 基因的表

达，从而达到促进成骨细胞增殖的作用。

总之，本实验研究发现益骨汤含药血清能促进成骨细胞

增殖分化，DKK1 表达增高抑制了成骨细胞的增殖，因此益

骨汤促成骨细胞增殖分化的机制可能是通过抑制 DKK1 的高

表 达 ， 从 而 上 调 经 典 Wnt/β- catenin 信 号 中 β- catenin、
LRP- 5、TCF 基因的表达，达到促进成骨细胞增殖，起到抗

骨质疏松作用。
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