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摘要： 目的　 探讨虎杖苷对绝经后骨质疏松症大鼠 （ＰＭＯＰ） Ｈ 型血管生成的影响。 方法　 采用随机数表法将大鼠分

为空白组、 模型组、 虎杖苷组 （４５ ｍｇ ／ ｋｇ）， 每组 １０ 只。 除空白组外， 其余组采用去卵巢法构建 ＰＭＯＰ 大鼠模型， 灌

胃给予相应药物。 干预 ８ 周后， ＨＥ 染色观察胫骨近端骨组织病理变化， Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 分析膝关节组织形态变化和骨量变

化， 免疫组化和免疫荧光分析膝关节 ＨＩＦ⁃１α、 ＶＥＧＦ、 ＣＤ３１、 Ｅｍｃｎ 蛋白表达。 结果　 与空白组比较， 模型组骨小梁

数量减少， 骨小梁不连续， ＢＭＤ、 ＢＶ ／ ＴＶ、 Ｔｂ． Ｎ、 Ｔｂ． Ｔｈ 值降低 （Ｐ＜０. ０１）， Ｔｂ． Ｓｐ 值升高 （Ｐ＜０. ０１）， 膝关节组

织 ＨＩＦ⁃１α、 ＶＥＧＦ、 ＣＤ３１ 及 Ｅｍｃｎ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０. ０１）； 与模型组比较， 虎杖苷组 ＢＭＤ、 ＢＶ ／ ＴＶ、 Ｔｂ． Ｎ、 Ｔｂ．
Ｔｈ 值升高 （Ｐ＜０. ０５， Ｐ＜０. ０１）， Ｔｂ． Ｓｐ 值降低 （Ｐ＜０. ０１） 膝关节组织 ＨＩＦ⁃１α、 ＶＥＧＦ、 ＣＤ３１ 及 Ｅｍｃｎ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０. ０１）。 结论　 虎杖苷可能通过上调 ＨＩＦ⁃１α ／ ＶＥＧＦ 信号通路相关蛋白表达来促进 Ｈ 型血管的生成， 改善 ＰＭＯＰ 大

鼠的血流供应， 从而达到对 ＰＭＯＰ 的保护作用。
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　 　 绝 经 后 骨 质 疏 松 症 （ ｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，
ＰＭＯＰ） 是一种老年代谢性骨病， 主要以骨量下降， 骨微

结构破坏， 骨脆性增加为特征［１］ 。 目前治疗 ＰＭＯＰ 的药物

主要包括雌激素、 降钙素、 钙剂以及维生素 Ｄ 等［２］ 。 但以
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上疗法都存在不同程度的副作用。 而良好的血流供应是促

进新骨生成的重要条件［３］ 。 因此， 在改善血流供应方面，
寻找中医药治疗 ＰＭＯＰ 的新靶点， 对于探究其治疗机制具

有重要意义。
既往研究发现虎杖苷可以改善骨质疏松症小鼠骨小梁

微观结构参数， 增强骨强度， 促进 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞成骨分

化， 上调成骨分化标志物的表达［４］ 。 虎杖苷还可以激活

ＢＭＰ２⁃Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的潜在靶基因 ＴＡＺ， 从而促

进间充质干细胞成骨分化［５］ 。 研究发现， 虎杖苷具有改善

微循环［６］ 、 抗血栓［７］及扩张血管［８］ 的作用。 Ｈ 型血管是一

种骨内特殊微血管， 骨祖细胞围绕在其周围［９］ 。 去卵巢大

鼠骨组织内 Ｈ 型血管表达少于正常大鼠［１０］ 。 根据既往研究

表明， ＨＩＦ⁃１α 和 ＶＥＧＦ 对 Ｈ 型血管生成和成骨分化具有促

进作用［９，１１⁃１５］ 。
目前尚未有研究证明虎杖苷可以通过促进 Ｈ 型血管的

生成来抗 ＰＭＯＰ。 因此， 本实验拟观察虎杖苷对 ＰＭＯＰ 大

鼠骨代谢的影响以及是否通过调控 Ｈ 型血管的生成来发挥

其抗绝经后骨质疏松症的作用。
１　 材料

１. １　 动物　 雌性 ＳＤ 大鼠 ３０ 只， ＳＰＦ 级， ３ 月龄， 体质量

２００～２５０ ｇ， 购自广州中医药大学实验动物中心 ［实验动物

生产许可证号 ＳＣＸＫ （粤） ２０１８⁃００３４］， 饲养于广州中医药

大学实验动物中心 ＳＰＦ 级实验室 ［实验动物使用许可证号

ＳＹＸＫ （粤） ２０１８⁃０００１］， 温度 ２２～ ２４ ℃， 光暗周期 １２ ｈ ／
１２ ｈ， 相对湿度 ４０％ ～ ６０％ ， 自由饮水， 定时更换灭菌垫

料。 本研究程序均按照广州中医药大学实验动物中心与伦

理委员会批准 （伦理号 ２０２２０１１７００２）
１. ２　 药物 与 试 剂 　 虎杖苷 （纯度 ９８. ４８％ ， 货号 ＨＹ⁃
Ｎ０１２０Ａ， 美国 ＭＣＥ 公司）， 根据文献 ［１６］ 报道的虎杖苷

最佳剂量， 使用 ０. ５％ 羧甲基纤维素钠溶液 （ＣＭＣ⁃Ｎａ） 配

制虎杖苷溶液。 抗 ＨＩＦ⁃１α 抗体、 抗 ＶＥＧＦ 抗体 （货号

ＡＦ１００９、 ＡＦ５１３１， 江苏亲科生物研究中心有限公司）； 山

羊抗兔抗体 （货号 ＢＦ０３００８Ｘ， 苏州博奥龙科技有限公

司）； 抗 Ｅｍｃｎ 抗体 （货号 ＳＣ⁃６５４９５， 美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公

司）； 抗 ＣＤ３１ 抗体 （货号 ＷＤ３２５５１０３， 美国赛默飞世尔科

技公司）； Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ ／ ＳＡｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８、 Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ⁃
Ｒａｔ ＩｇＧ ／ ＳＡｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５９４ （货号 Ｋ００３４Ｇ⁃ＡＦ４８８、 Ｋ００３４Ｇ⁃
ＡＦ４８８， 北京索莱宝科技有限公司）。
２　 方法

２. １　 分组、 造模及给药　 采用随机数表法将实验动物分为

空白组、 模型组和虎杖苷组， 每组 １０ 只。 模型组和虎杖苷

组采用去卵巢法构建 ＰＭＯＰ 模型， 即大鼠麻醉后， 取俯卧

位备皮消毒， 在背部两侧卵巢体表投影位切口， 定位卵巢

后结扎切除； 空白组大鼠取相同切口， 保留卵巢， 切除其

周围相同质量的脂肪组织。 伤口愈合后开始灌胃， 虎杖苷

组根据大鼠体质量， 以 ４５ ｍｇ ／ ｋｇ 给药剂量进行灌胃， 其余

各组以等量 ０. ５％ ＣＭＣ⁃Ｎａ 溶液灌胃， 连续 ８ 周。 每周称量

各组大鼠体质量， 调整给药剂量。

２. ２　 骨组织 ＨＥ 染色　 剥离大鼠下肢肌肉等软组织后， 使

用 ４％ 多聚甲醛溶液固定大鼠胫骨 ４８ ｈ， １０％ ＥＤＴＡ 溶液脱

钙 ３ 周， 然后按照脱水、 透明、 浸蜡、 包埋、 切片的顺序

制作石蜡切片 （５ μｍ）。 将石蜡切片脱蜡， 水化后分别进

行苏木素、 伊红染色。 染色完成后脱水、 封片。 使用病理

扫描仪及 Ｃａｓｅ Ｖｉｅｗｅｒ ２. ４ 软件观察各组大鼠骨小梁情况。
２. ３　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 分析骨组织形态变化　 用 ４％ 多聚甲醛固定

大鼠膝关节 ４８ ｈ。 通过 ＮＥＭＯ Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ ［型号 ＮＭＣ⁃２００，
平生科技 （昆山） 有限公司］ 对标本进行扫描， 扫描参数

为 ９０ ｋＶ， ４０ μＡ。 通过 Ａｖａｔｏｒ 软件对大鼠膝关节进行三维

重建， 选取胫骨近端为 ＲＯＩ 区域进行骨计量学分析。 包括

骨密度 （ＢＭＤ）、 骨小梁数量 （Ｔｂ． Ｎ）、 骨小梁厚度 （Ｔｂ．
Ｔｈ）、 骨体积分数 （ＢＶ ／ ＴＶ） 和骨小梁分离度 （Ｔｂ． Ｓｐ）。
２. ４　 免疫组化染色　 每组取 １０ 只大鼠膝关节组织石蜡切

片， 脱蜡水化， 用柠檬酸钠溶液热修复 ３ 次， 每次 ３ ｍｉｎ，
然后灭活内源性过氧化物酶 １５ ｍｉｎ， 冲洗后加 ５％ 山羊血清

室温封闭 ２ ｈ。 封闭后用 ＨＩＦ⁃１α 抗体 （１ ∶ １００）、 ＶＥＧＦ 抗

体 （１ ∶ １００） ４ ℃孵育过夜， 次日加二抗 （１ ∶ ５００） 室温

孵育 ２ ｈ， ＤＡＢ 显色， 苏木素浸染 ２ ｍｉｎ， 流水冲洗 １０ ｍｉｎ，
梯度乙醇逐级脱水， 二甲苯透明后用中性树胶封片。 于光

学显微镜下观察各组 ＨＩＦ⁃１α、 ＶＥＧＦ 表达情况， 使用 Ｉｍａｇｅ
Ｊ 软件对结果进行定量分析。
２. ５　 免疫荧光染色　 每组取 １０ 只大鼠膝关节组织石蜡切

片， 石蜡切片脱蜡水化后， 用柠檬酸钠溶液热修复 ３ 次，
每次 ３ ｍｉｎ， 然后滴加 ５％ Ｔｒｉｔｉｏｎ Ｘ⁃１００ 室温静置 １５ ｍｉｎ，
滴加 ５％ 山羊血清室温封闭 ２ ｈ。 封闭后用 ＣＤ３１ 抗体 （１ ∶
５０） 和 Ｅｍｃｎ 抗体 （１ ∶ １００） ４ ℃ 孵育过夜， 次日加荧光

二抗 （Ｆｌｕｏｒ ４８８， １ ∶ １００； Ｆｌｕｏｒ ５９４， １ ∶ １００） ３７ ℃孵育

３０ ｍｉｎ， 冲洗后滴加含 ＤＡＰＩ 的防荧光淬灭剂封片。 通过荧

光显微镜观察各组大鼠蛋白表达情况， 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进

行定量分析。
２. ６　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２１. ０ 软件进行处理， 符合正

态分布的计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 方差齐性时， 组间比较

采用单因素方差分析， 两两比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 法； 方差不

齐时， 整体观察采用 Ｗｅｌｃｈ 检验， 两两比较采用 Ｄｕｎｎｅｔ Ｔ３
法。 Ｐ＜０. ０５ 表示差异有统计学意义。
３　 结果

３. １　 虎杖苷对 ＰＭＯＰ 大鼠骨组织病理学改变的影响　 如图

１ 所示， 空白组大鼠胫骨近端处骨小梁致密且排列整齐；
与空白组比较， 模型组大鼠骨小梁稀疏， 骨小梁细小不连

续、 排列紊乱， 骨髓空腔面积增大； 与模型组比较， 虎杖

苷干预后， 骨小梁数量增多， 排列较整齐， 连接较紧密。
３. ２　 虎杖苷对 ＰＭＯＰ 大鼠膝关节 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 分析的影响 　
如图 ２Ａ 所示， 空白组股骨远端及胫骨近端可见大量骨小

梁， 且骨小梁排列整齐、 致密； 与空白组比较， 模型组骨

小梁稀疏， 且存在多处不连续， 骨丢失严重； 与模型组比

较， 虎杖苷组骨小梁数量及排列情况都有改善。 以胫骨近

端为 ＲＯＩ 区域， 进一步对骨参数分析， 见图 ２Ｂ～ ２Ｆ， 由此
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图 １　 虎杖苷对 ＰＭＯＰ 大鼠骨组织病理学改变的影响

　 　 　 　 　

可知， 与空白组比较， 模型组大鼠胫骨近端 ＢＭＤ、 ＢＶ ／
ＴＶ、 Ｔｂ． Ｔｈ、 Ｔｂ． Ｎ 值降低 （ Ｐ ＜ ０. ０１）， Ｔｂ． Ｓｐ 值升高

（Ｐ＜０. ０１）； 与模型组比较， 虎杖苷组大鼠胫骨近端 ＢＭＤ、
Ｔｂ． Ｔｈ、 Ｔｂ． Ｎ、 ＢＶ ／ ＴＶ 值升高 （Ｐ＜０. ０５， Ｐ＜０. ０１）， Ｔｂ．
Ｓｐ 值降低 （Ｐ＜０. ０１）。
３. ３　 虎杖苷对 ＰＭＯＰ 大鼠胫骨近端 ＨＩＦ⁃１α、 ＶＥＧＦ 蛋白表

达的影响　 如图 ３ 所示， 空白组可见较多棕色区域， 说明

ＨＩＦ⁃１α 和 ＶＥＧＦ 蛋白表达升高； 模型组可见少量棕色区域

面积， 对棕色区域定量分析后发现 ＨＩＦ⁃１α 和 ＶＥＧＦ 蛋白表

达较空白组降低 （Ｐ＜０. ０１）； 与模型组比较， 经虎杖苷干

　 　 　 　

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０. ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０. ０５，∗∗Ｐ＜０. ０１。

图 ２　 虎杖苷对 ＰＭＯＰ 大鼠膝关节 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 分析的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０. ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０. ０１。

图 ３　 虎杖苷对 ＰＭＯＰ 大鼠胫骨近端 ＨＩＦ⁃１α、 ＶＥＧＦ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

预后棕色区域面积有所增加， 说明虎杖苷组骨组织 ＨＩＦ⁃１α
和 ＶＥＧＦ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０. ０１）。
３. ４　 虎杖苷对 ＰＭＯＰ 大鼠胫骨近端 ＣＤ３１、 Ｅｍｃｎ 蛋白表达

的影响　 如图 ４Ａ 所示， 大鼠胫骨近端切片免疫荧光染色可

见空白组大鼠胫骨近端内微血管 ＣＤ３１、 Ｅｍｃｎ 染色强阳性

（Ｈ 型血管）， 主要分布于骨皮质周围； 而在模型组胫骨近

端内 ＣＤ３１、 Ｅｍｃｎ 染色弱阳性； 虎杖苷组可见 ＣＤ３１、 Ｅｍｃｎ
染色强阳性微血管， 较模型组分布面积增多。 如图 ４Ｂ 所

示， 与空白组比较， 模型组 Ｈ 型血管分布面积减少 （Ｐ＜
０. ０１）； 与模型组比较， 虎杖苷组 Ｈ 型血管分布面积增加

（Ｐ＜０. ０１）。
４　 讨论
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注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０. ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０. ０１。

图 ４　 虎杖苷对 ＰＭＯＰ 大鼠胫骨近端 ＣＤ３１、 Ｅｍｃｎ 蛋

白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

ＰＭＯＰ 发生的主要原因是由于破骨细胞形成过多导致

骨量下降、 骨折风险升高［１７］ 。 目前抑制骨吸收， 减少骨量

流失是治疗 ＰＭＯＰ 的主要方向［１８］ ， 主要治疗药物包括雌激

素、 双磷酸盐类［１９］ 、 地舒单抗［２０］等。 同时， 也不能忽略其

局限性及副作用， 如下颌骨坏死［２１］ 、 卵巢癌［２２］以及胃肠道

不适［２３］等。 因此， 寻找新的药物来提高 ＰＭＯＰ 治疗效果，
减少治疗时产生的副作用具有重要意义。 课题组前期研究

发现虎杖苷可通过影响成骨分化对骨质疏松症起保护作

用［５］ ， 基于此， 本研究进一步探究虎杖苷能否通过调节骨

质疏松大鼠的血管生成， 从而改善骨微环境。 本研究发现，
虎杖苷能够改善 ＰＭＯＰ 引起的骨小梁稀疏情况， 提高

ＢＭＤ、 ＢＶ ／ ＴＶ、 Ｔｂ． Ｔｈ、 Ｔｂ． Ｎ 值， 降低 Ｔｂ． Ｓｐ 值， 证明

虎杖苷可以改善 ＰＭＯＰ 大鼠骨量流失的情况。 同时， 虎杖

苷还可上调成血管相关蛋白 ＨＩＦ⁃１α、 ＶＥＧＦ、 Ｅｍｃｎ 和 ＣＤ３１
表达。

ＰＭＯＰ 的发病机制与绝经后女性雌激素表达水平变化

密切相关［２４］ 。 机体雌激素水平降低时， ＲＡＮＫＬ 表达增多，
骨吸收增强， ＯＰＧ 表达降低， 骨形成减弱， 引起骨量丢

失［２５］ 。 骨作为高度血管化的组织， 血管形成早于骨形

成［２６］ 。 在骨骼系统中， 骨内血管的生成能够产生特定的骨

微环境， 促进骨祖细胞的增长［３］ 。 研究发现， 新生血管与

成骨活动的发生密切相关， 其为成骨活跃区域提供了充足

的营养物质和细胞赖以生存的微环境［２７］ 。 因此， 促进血管

的形成对于改善 ＰＭＯＰ 尤为重要。
在众多微小血管中， 主要位于干骺端生长板及骨膜附

近的 Ｈ 型血管是一种成骨偶联蛋白。 它是一种 ＣＤ３１ 和

Ｅｍｃｎ 高表达的特殊毛细血管亚型［２８⁃２９］ 。 有研究发现， Ｈ 型

血管具有调控骨生成及成血管—成骨偶联的潜力［３０］ ，
Ｒｕｎｘ２ 和 Ｏｓｔｅｒｉｘ 围绕在其周围， 说明其与成骨细胞活动程

度密切相关［３１］ 。 有研究表明， 提高骨折小鼠体内 Ｈ 型血管

数量， 可以促进骨折愈合［３２］ 。 在去卵巢小鼠及骨质疏松症

患者骨组织内， 都发现 Ｈ 型血管的减少［３１，３３］ 。 而促进 Ｈ 型

血管的生成可以提高成骨细胞功能［３４］ 。 本研究发现， 与空

白组比较， 去卵巢大鼠胫骨近端 Ｈ 型血管生成减少； 经虎

杖苷干预后， ＰＭＯＰ 大鼠胫骨近端 Ｈ 型血管减少情况有

改善。
Ｈ 型血管的形成机制目前尚未明确。 研究发现， 缺氧

诱导因子和血管内皮生长因子都与 Ｈ 型血管的生成密切相

关［９，１４］ 。 在幼年小鼠体内， 可以发现高水平的 ＨＩＦ⁃１α， 而

小鼠年龄的逐渐增长会使得 ＨＩＦ⁃１α 和 Ｈ 型血管的数量同步

减少， 同时伴有骨量的丢失［３１］ 。 当血管内皮细胞特异性敲

除 ＨＩＦ⁃１α 时， 会引起前成骨细胞减少和骨质疏松症的发

生［１１］ 。 而成骨细胞内过表达 ＨＩＦ⁃１α 则会促进成血管及成

骨能力［１１］ 。 作为 ＨＩＦ⁃１α 重要的下游靶点， ＶＥＧＦ 既能促进

血管生成， 也能调节成骨分化［１３］ 。 ＶＥＧＦ 过表达时， 前成

骨细胞增殖能力上调、 骨量增加［１２］ 。 既往研究显示， 成骨

细胞衍生的 ＶＥＧＦ 蛋白可以促进骨细胞的形成、 改善骨骼

结构［３５］ 。 通过中药复方上调血清中 ＶＥＧＦ 的表达可以加速

骨折端愈合［３６］ ， 本研究通过发现， 虎杖苷可上调 ＨＩＦ⁃１α
和 ＶＥＧＦ 蛋白表达， 可能由此调节 Ｈ 型血管的生成， 达到

改善 ＰＭＯＰ 的作用。
综上所述， 本研究发现虎杖苷可能介导 ＨＩＦ⁃１α ／ ＶＥＧＦ

信号通路， 促进 Ｈ 型血管生成， 从而达到抗 ＰＭＯＰ 的目的。
这一发现证实了 “成血管—成骨” 是改善 ＰＭＯＰ 的重要思

路， 但本研究仍存在一定的局限性： （１） 由于 Ｈ 型血管形

成的复杂机制仍不明确， 本研究未对其内在机制做进一步

探讨； （２） 由于客观原因的影响， 本研究中大鼠灌胃使用

的虎杖苷溶液剂量仅根据文献中报道的有效剂量进行实验，
未设置梯度， 可能会对实验结果产生一定的影响。 尽管存

在以上局限性， 本研究也是首次发现虎杖苷对血管形成的

重要作用。
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