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［摘要］ 目的：研究补肾化痰方对双侧卵巢切除术（OVX）诱导的骨质疏松大鼠脂多糖（LPS）及 Toll样受体 4（TLR4）/髓样

细胞分化蛋白 88（MyD88）/核转录因子-κB（NF-κB）信号通路的影响。方法：将 60 只 SPF 级 6 月龄的雌性大鼠随机分为假手术

组，模型组，戊酸雌二醇组，补肾化痰方低、中、高剂量组，使用双侧 OVX 造模，造模后 1 周，每组中挑选 8 只，戊酸雌二醇组按

0.184 mg·kg-1，补肾化痰方低、中、高剂量组分别按 4.7，9.4，18.8 g·kg-1灌胃，假手术与模型组给予 0.9% 生理盐水 4 mL 灌胃，干

预 12 周后处死取材。运用酶联免疫吸附测定（ELISA）法检测血清 LPS 含量，蛋白免疫印迹法（Western blot）检测骨组织中

TLR4，MyD88，磷酸化（p）-NF-κB p65 的蛋白表达，实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测骨组织中 TLR4，

MyD88，NF-κB p65 mRNA 水平及通路相关炎症因子白细胞介素（IL）-1β，IL-6 mRNA 的表达。结果：与假手术组比较，模型组

的血清 LPS 水平，骨组织中 TLR4，MyD88，p-NF-κB p65 蛋白表达水平，TLR4，MyD88，NF-κB p65，IL-1β，IL-6 mRNA 水平均明

显升高（P<0.05）；与模型组比较，戊酸雌二醇组和补肾化痰方高剂量组血清 LPS 水平，骨组织中 TLR4，MyD88，p-NF-κB p65

的蛋白表达，TLR4，MyD88，NF-κB p65 mRNA 水平，以及下游炎症因子 IL-1β，IL-6 mRNA 水平有不同程度降低（P<0.05）。
结论：补肾化痰方可以降低血清 LPS 含量，调控 TLR4/MyD88/NF-κB 通路中 TLR4，MyD88，NF-κB p65，p-NF-κB p65 的 mRNA

水平及蛋白表达，降低骨组织中 IL-1β，IL-6 mRNA 水平，改善骨微结构，抑制绝经后骨质疏松症的病情发展。
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lipopolysaccharide（LPS）and Toll-like receptor 4（TLR4）/ myeloid cell differentiation protein 88（MyD88）/

nuclear transcription factor- κB（NF- κB）signaling pathway in rats with ovariectomy-induced osteoporosis.

Method：Sixty SPF 6-month-old female rats were randomly divided into sham operation group，model group，

estradiol valerate group and Bushen Huatan prescription low，medium and high dose groups. One week after

modeling by bilateral ovariectomy，8 rats in each group were selected to receive intragastric administration.The

estradiol valerate group was given 0.184 mg·kg-1 by gavage，and Bushen Huatan prescription low，middle and

high dose groups were given 4.7，9.4 and 18.8 g·kg-1 by gavage，sham operation group and model group were

given 0.9% saline 4 mL by gavage respectively. After 12 weeks of intervention，the rats were sacrificed for

detection.Serum LPS was detected by enzyme linked immunosorbent assay（ELISA），while protein expressions

of TLR4，MyD88 and phosphorylated（p）-NF-κB p65 in bone tissue were detected by Western blot，and the

mRNA expressions of TLR4，MyD88，NF-κB p65，IL-1β，and IL-6 in bone tissue were detected by quantitative

real-time polymerase chain reaction（PCR）.Result：Compared with sham operation group，the serum LPS level

as well as protein expression of TLR4，MyD88，p-NF-κB p65 and mRNA expression of TLR4，MyD88，NF-κB

p65，IL-1β，and IL-6 significantly increased in model group（P<0.05）.Compared with the model group， serum

LPS level，protein expression of TLR4，MyD88，and p-NF- κB p65，mRNA levels of TLR4，MyD88，and

NF-κB p65 in bone tissues as well as downstream inflammatory factors IL-1β，IL-6 mRNA expression decreased

to different degrees in estradiol valerate group and Bushen Huatan prescription high dose group（P<0.05）.

Conclusion： Bushen Huatan prescription can reduce serum LPS content， regulate mRNA and protein

expression of TLR4， MyD88， NF- κB p65 and p-NF- κB p65 in TLR4/MyD88/NF- κB pathway， and

down-regulate mRNA levels of IL-1β and IL-6 in bone tissues to improve bone microstructure and inhibit the

development of postmenopausal osteoporosis（PMOP）.

［Key words］ Bushen Huatan prescription； postmenopausal osteoporosis（PMOP）；lipopolysaccharide；
Toll-like receptor 4（TLR4）/ myeloid cell differentiation protein 88（MyD88）/ nuclear transcription factor

（NF-κB）signaling pathway；bone microenvironment；inflammatory cytokines；osteoimmunology

绝经后骨质疏松症（PMOP）是一种全身性代谢

性骨病，其主要因为女性围绝经期性激素水平下

降，导致骨量丢失，骨微结构变化，骨脆性增加，以

骨吸收大于骨形成的高转换型骨重建为特点［1］。根

据 2018 年卫生健康委员会发布的中国居民骨质疏

松症流行病学调查，我国 50 岁以上居民患骨质疏松

症发病率为 19.2%，其中女性发病率为 32.1%，约是

男性发病率的 5 倍［2］。PMOP 已经成为威胁 50 岁以

上女性健康的重要疾病之一。

PMOP 的发病因素众多，研究认为，绝经后全身

的慢性炎症状态和骨微环境中炎症因子水平的增

加是重要原因之一［3- 4］。有研究发现，绝经后肠道菌

群紊乱导致肠屏障受损，肠道中革兰氏阴性杆菌细

胞外壁上的脂多糖（LPS）越过肠上皮细胞，可以导

致全身的慢性炎症状态，引发远端骨组织中骨微环

境的改变，影响骨代谢［5］。其中，骨组织中 Toll 样受

体 4（TLR4）与 LPS 结合，诱导炎性细胞因子的增

加，激活骨免疫，是 PMOP 中间重要的一环［6-7］。

向楠教授多年来一直从事 PMOP 的中医药防

治的临床实践，提出“补肾化痰”的治疗法则，其团

队长期致力于中医药防治 PMOP 的科学研究［8-11］。

课题组的前期研究发现，补肾化痰方可以调节肠道

菌群保护肠道稳态［12］，降低去势大鼠骨组织中白细

胞介素 -6（IL-6）等炎性细胞因子的表达［13］和免疫 T

细胞亚群辅助性 T 细胞 17（Th17）/调节性 T 细胞

（Treg）的值。为进一步明确补肾化痰方对去势雌性

大鼠肠道微生态和骨微环境的调节作用及其机制，

本研究拟采用双侧卵巢切除术（OVX）建立 PMOP

模型，通过观察、对比补肾化痰方对肠屏障相关指

标血清 LPS，骨组织中 TLR4，髓样细胞分化蛋白 88

（MyD88），核转录因子 -κB p65（NF-κB p65），以及

通路下游炎症因子 IL-1β，IL-6 的变化，探讨补肾化

痰方对 OVX 大鼠的骨微环境调节作用及其机制。

1 材料

1.1 动物 雌性 SPF 级 6 月龄 SD 大鼠 60 只，购自

三峡大学，合格证号 SCXK（鄂）2017-0012，体质量

（278±26）g，饲养于湖北中医药大学实验动物中心，

温度（21±1.5）℃，相对湿度 55%±5％，大鼠自由饮
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水，进食普通饲料。实验由湖北中医药大学实验动

物伦理审查委员会审查通过（批号 201909006）。
1.2 试剂和药品 补肾化痰方组成为菟丝子 30 g，

淫羊藿 10 g，补骨脂 15 g，全瓜蒌 15 g，红曲 12 g，山

楂 20 g，加水煎制浓缩为质量浓度 0.94 g·mL-1 的药

液（药材由湖北省中医院药房提供并加工制备，皆

依据 2015 年版《中华人民共和国药典》炮制，由湖北

省中医院周亚娜副教授鉴定为正品，并符合要求）；
戊酸雌二醇（拜耳医药保健有限公司广州分公司，

批号 374A）；LPS 酶联免疫吸附测定（ELISA）检测

试剂盒（武汉 Cusabio 公司，批号 CSB-E14247r）；磷
酸酶抑制剂，RIPA 裂解液，聚氰基丙烯酸正丁酯

（BCA）蛋白浓度测定盒（上海碧云天生物技术有限

公司，批号分别为 S1873，P0013B，P0010）；苯甲基

磺酰氟（PMSF）（上海阿拉丁生化科技股份有限公

司，批号 P105539）；蛋白 Marker（南京海利克斯信息

技术有限公司，批号 P12103-3）；小鼠单克隆抗体 β-

肌动蛋白（β-actin），TLR4 兔抗大鼠一抗，MyD88 兔

抗大鼠一抗，磷酸化（p）-NF-κB p65 兔抗大鼠一抗

（ 美 国 CST 公 司 ，批 号 分 别 为 3700S，14358S，

50010S，6956T）；辣根过氧化物酶（HRP）标记羊抗

小鼠二抗，HRP 标记羊抗兔二抗（武汉博士德生物

工程有限公司，批号分别为 BA1051，BA1054）；增强

化学发光（ECL）底物液（北京普利莱基因技术有限

公司，批号 P1050）；trizol（北京艾德莱生物科技有限

公司，批号 252250AX）；HiScript 转录酶试剂，SYBR

Green Master Mix（南京诺唯赞生物科技有限公司，

批号分别为 R101-01/02，Q111-02）；脱氧核苷三磷酸

（dNTP），DNA 聚合酶（天根生化科技有限公司，批

号分别为 LOT#P4325，ET105-01）。
1.3 仪 器 C2500-R-230V 型 高 速 离 心 机（美 国

Labnet 公司）；Flexstation3 型酶标仪（美国 Molecular

Devices 公司）；μ100 型微小骨密度检测仪（瑞士

ScancoMedical 公司）；DYCZ-40 型电泳仪（北京六

一仪器厂）；QuantStudio 6 型实时荧光定量聚合酶链

式反应（Real-time PCR）仪（美国 ABI公司）。
2 方法

2.1 模型制备及分组 将大鼠适应性喂养 1 周后，

按体质量随机分为假手术组，模型组，戊酸雌二醇

组，补肾化痰组低、中、高剂量组，每组 10 只。在无

菌环境下行造模手术，假手术组在卵巢周围切除同

等体积的脂肪组织，其他组均行双侧 OVX。参考文

献［13］进行造模，术前大鼠饮水不限制，禁食过夜

后，予 10% 水合氯醛 30 mL·kg-1腹腔注射进行麻醉，

麻醉后将大鼠俯卧位固定四肢，用背部双切口术式

去卵巢造模，假手术组在卵巢附近切除同等体积的

脂肪组织。分层缝合伤口后，每只连续 3 d 行腹腔

注射青霉素 20 万 U·kg-1，并分笼饲养，密切观察大

鼠的饮食、活动和伤口愈合情况。

2.2 干预方法 术后 1 周内造模大鼠死亡 4 只，剔

除伤口愈合不佳、体质量降低严重的个别大鼠，每

组选取 8 只，开始给药。延续本课题组给药方法［13］，

戊酸雌二醇组予戊酸雌二醇 0.184 mg·kg-1，补肾化

痰方低、中、高各剂量组分别予 4.7，9.4，18.8 g·kg -1

补肾化痰方，假手术与模型组组予 0.9% 生理盐水

4 mL 灌胃。以上各组，每日灌胃给药 1 次，共给药

12 周。在第 12 周，予 10% 水合氯醛 30 mL·kg-1后麻

醉处死大鼠，腹主动脉采取血液；取大鼠肱骨置于

冻存管中-80 ℃冻存。

2.3 检测指标

2.3.1 血清 LPS 含量 常温全血 3 000 r·min-1，离心

10 min，离心半径 16 cm。取血清 100 μL，按照 LPS

试剂盒说明书检测其中 LPS 含量。

2.3.2 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测骨组织中

TLR4，MyD88，p-NF-κB p65 蛋白表达 用 PMSF，磷

酸酶抑制剂和 RIPA 裂解液按 1∶1∶100 的比例制成

200 μL裂解液，加入装有骨组织碎块的环氧树脂（EP）
管，匀浆后置于冰上30 min充分裂解。取裂解液在4 ℃

下 12 000 r·min-1，离心 5 min，离心半径 12 cm，得到测

试样品。测试样品用磷酸盐缓冲液（PBS）稀释 20 倍

后，用 BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度，沸水浴法

煮样获得蛋白样品。取蛋白样品 40 μg，与Maker加入

上样孔，先后恒压 80，120 V 约 1.5 h待蛋白分离，分别

在不同条件下转移至PVDF膜，TLR4（200 mA，120 min；
300 mA，15 min），β-actin，MyD88（200 mA ，90 min），
p-NF-κB p65（200 mA，120 min）。用含有 5% 脱脂奶

粉的 TBST 浸泡 PVDF膜 2 h，用封闭液按照不同比例

稀释一抗（TLR4，1∶1 000；MyD88，p-NF-κB p65，

1∶2 000；β-actin，1∶500），将 PVDF膜浸泡其中，4 ℃过

夜。第 2天用 TBST洗膜 5次，每次 5 min。再用 TBST

按 1∶5万稀释二抗，温室摇床孵育 2 h后用 TBST充分

洗涤。用 ECL试剂使 PVDV膜上荧光带色，用保鲜膜

覆盖，X光胶片压片后加入显影液、定影液后冲洗胶片。

晾干后，用 BandScan 分析胶片灰度值。

2.3.3 Real-time PCR 检 测 骨 组 织 中 TLR4，

MyD88，NF- κB p65，IL-1β，IL-6 mRNA 的 表 达

取冰冻骨组织质量约 100 mg，用 trizol 法提取骨

组织中 RNA，逆转录成 cDNA，将得到的 cDNA 稀释
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10 倍，取 4 μL 先后加入 100 μmol 的上游、下游引物

各 0.4 μL，SYBR Green/FlouresceinqPCR Master

Mix 10 μL，H2O 5.2 μL，循 环 程 序 设 定 为 50 ℃

2 min，95 ℃ 10 min；95 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，重复 40

个循环。使用甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）作为

内参基因，得到的数据以 2-ΔΔCt 法进行分析，计算各

基因相对表达量。引物序列由北京擎科新业生物

公司提供，见表 1。

2.4 统计学方法 采用 SPSS 23.0 进行统计学分

析，实验数据以 x̄± s 表示，组间比较采用单因素方差

分析，P<0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 补肾化痰方对 OVX 大鼠血清 LPS 的影响 与

假手术组比较，模型组大鼠的血清 LPS 浓度明显升

高（P<0.05）；与模型组比较，戊酸雌二醇组与补肾化

痰方各剂量组的血清 LPS 的浓度出现不同程度的

降低（P<0.05）；呈一定的浓度依赖性。见表 2。

3.2 补 肾 化 痰 方 对 OVX 大 鼠 骨 组 织 中 TLR4，

MyD88，p-NF-κB p65 的蛋白表达 与假手术组比

较 ，模 型 组 大 鼠 骨 组 织 中 TLR4，MyD88，

p-NF-κB p65 蛋白量表达明显升高（P<0.05）；与模

型组比较，戊酸雌二醇组 TLR4，MyD88，p-NF-κB

p65 的蛋白表达量明显降低（P<0.05），补肾化痰方

各剂量组 TLR4，MyD88，p-NF-κB p65 蛋白表达均

有不同程度的降低，其中中、高剂量组差异具有统

计学意义（P<0.05）。见图 1，表 3。

3.3 补 肾 化 痰 方 对 OVX 大 鼠 骨 组 织 中 TLR4，

MyD88，NF-κB p65，IL-1β，IL-6 mRNA表达影响 与

假手术组比较，模型组骨组织中 TLR4，MyD88，NF-

κB p65 mRNA 水平明显上升（P<0.05）。与模型组

比较，戊酸雌二醇组的 TLR4，MyD88，NF-κB p65

mRNA 水平均明显下降（P<0.05）；补肾化痰中剂量

组 TLR4，NF- κB p65 mRNA 水 平 明 显 下 降

（P<0.05）；补 肾 化 痰 高 剂 量 组 TLR4，MyD88，

NF-κB p65 mRNA 水平明显下降（P<0.05），差异具

有 统 计 学 意 义 。 补 肾 化 痰 方 各 剂 量 组 TLR4，

MyD88，NF-κB p65 mRNA 水平均有下降趋势，呈一

表 1 PCR 引物序列

Table 1 Primer sequence of PCR

引物

GAPDH

TLR4

MyD88

NF-κB p65

IL-6

IL-lβ

序列（5'-3'）
上游 GAAGCTGGTCATCAACGGGA

下游 GGCGGAGATGATGACCCTTT

上游 GAGGACTGGGTGAGAAACGA

下游 AGATACACCAACGGCTCTGG

上游 TCGACGCCTTCATCTGCTAC

下游 CCATGCGACGACACCTTTTC

上游 CATACGCTGACCCTAGCCTG

下游 TTTCTTCAATCCGGTGGCGA

上游 GTTGCCTTCTTGGGACTGATG

下游 TACTGGTCTGTTGTGGGTGGT

上游 CTGTGACTCGTGGGATGATG

下游 AGGGATTTTGTCGTTGCTTG

长度/bp

175

169

177

135

102

117

表 2 补肾化痰方对 OVX大鼠血清 LPS的影响（x̄± s，n=8）

Table 2 Effect of Bushen Huatan prescription on serum LPS of

OVX rats（x̄± s，n=8） μg·L-1
组别

假手术

模型

戊酸雌二醇

补肾化痰方

剂量/g·kg-1

1.84×10-4

4.7

9.4

18.8

LPS

1.22±0.12

2.11±0.191）

1.60±0.142）

1.81±0.112）

1.67±0.162）

1.62±0.352）

注：与假手术组比较 1）P<0.05；与模型组比较 2）P<0.05（表3，4同）。

表 3 补肾化痰方对 OVX 大鼠骨组织中 TLR4，MyD88，p-NF-κB

p65蛋白表达的影响（x̄± s，n=8）

Table 3 Effect of Bushen Huatan prescription on protein

expressions of TLR4，MyD88，p-NF-κB p65 in bone tissue of OVX

rats（x̄± s，n=8）

组别

假手术

模型

戊酸雌二醇

补肾化痰方

剂量/g·kg-1

1.84×10-4

4.7

9.4

18.8

TLR4/

β-actin

0.42±0.07

1.09±0.111）

0.70±0.092）

0.88±0.052）

0.84±0.072）

0.72±0.062）

MyD88/

β-actin

0.36±0.06

0.87±0.071）

0.58±0.052）

0.71±0.07

0.69±0.042）

0.68±0.022）

p-NF-κB

p65/β-actin

0.16±0.02

0.53±0.081）

0.20±0.022）

0.21±0.06

0.24±0.072）

0.29±0.062）

A.假手术组；B.模型组；C.戊酸雌二醇组；D~F.补肾化痰方低、中、

高剂量组

图 1 补肾化痰方对 OVX 大鼠骨组织中 TLR4，MyD88，p-NF-κB

p65蛋白表达电泳的影响

Fig. 1 Electrophoresis of TLR4，MyD88，p-NF-κB p65 proteins in

bone tissue of OVX rats with intrinsic involvement
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定的浓度依赖性。见表 4。

研究结果显示，与假手术组比较，模型组骨组

织中 IL-1β，IL-6 mRNA 的表达水平明显上升（P<

0.05）。与模型组比较，戊酸雌二醇组骨组织中 IL-

1β，IL-6 mRNA 的表达水平均明显下降（P<0.05）；

补肾化痰方低剂量组 IL-6 mRNA 的表达水平明显

下降（P<0.05）；补肾化痰方中、高剂量组 IL-1β，IL-6

mRNA 水平明显下降（P<0.05）。补肾化痰方各剂量

组 IL-1β，IL-6 mRNA 水平均有下降趋势，呈一定的

剂量依赖性。见表 4。

4 讨论

我国有数量庞大的 PMOP 患者，其治疗药物主

要为骨吸收抑制剂和骨形成促进剂，如双膦酸盐

类、甲状旁腺激素类似物等，这些药物均有其各自

的禁忌证和窗口期，如服用双膦酸盐类的药物 3 年

以上会增加患者非典型股骨骨折的风险，长时间使

用鼻喷剂型的鲑降钙素有增加潜在肿瘤风险的可

能［14］，而中医药作为我国独具特色和优势的治疗方

式，在改善 PMOP 患者临床症状方面疗效显著［15］，

可参与并完善 PMOP 患者的治疗方案。PMOP 无对

应的中医病名，根据其病机和症状，可归属于中医

“骨痿”“骨枯”范畴，病机多以肾虚为本，或兼脾虚、

血瘀等［16］，但总体为本虚标实。向楠教授基于临床

经验，根据骨微环境内，骨髓间充质干细胞（BMSC）
的分化特点，结合中医痰浊致病的理论，提出补肾

化痰法治疗 PMOP，融合《本草纲目》中补骨脂丸与

《丹溪心法》中黄瓜蒌丸，加减化裁而成补肾化痰

方，方中以淫羊藿、补骨脂为君，以益肾阳，健筋骨，

重用菟丝子，以益精填髓，佐红曲、山楂以健脾活

血，益胃消积，全瓜蒌行气宽胸。全方共奏补肾化

痰之用，既往研究已经证实补肾化痰方可以促进骨

组织中 BMSC 成骨分化［6］，降低骨组织中致炎因子

的水平［13］，改善骨代谢，防治 PMOP。

既往研究认为，骨微环境中炎症因子水平增高

是导致骨吸收大于骨形成的重要原因［17-18］。近年关

于骨免疫学的研究表明，雌激素缺乏状态下，会引

起肠道菌群紊乱，导致肠道屏障受损，肠腔中的革

兰氏阴性细菌突破肠道上皮屏障［19-20］，其细胞壁外

膜中的主要成分 LPS 可以保护细菌不轻易受包括

抗生素在内的化合物的干扰，当细菌被免疫细胞吞

噬后，LPS 被肝脏和肠道上皮细胞分泌的脂多糖结

合蛋白识别。脂多糖结合蛋白不仅加快 LPS 复合

体的解聚，还与 LPS 单体结合，以便于被 TLR4 识

别。TLR4 作为先天免疫应答的模式识别受体，广

泛分布于人体中（如成骨细胞、破骨细胞、破骨前体

细胞、骨巨噬细胞、骨髓间充质干细胞等），TLR4 能

够介导骨髓细胞产生炎症因子作用于骨代谢。LPS

与脂多糖结合蛋白的聚体，在糖基磷酸酰基醇 -Toll

锚定蛋白 CD14 的帮助下，与细胞膜上的 TLR4/

MD-2 受体复合物识别并结合，将 TLR4 寡聚化［21］。

寡 聚 化 之 后 的 TLR4 与 Toll/IL-1 受 体 相 关 蛋 白

（TIRAP）的结构域相互作用，与 MyD88 的羧基端结

合，启动依赖 MyD88 的下游信号传导，MyD88 募集

IL-1 受体相关激酶 4（IRAK4）并使其磷酸化，IRAK

磷酸化后与受体复合物亲和力下降，从而与受体分

离，与肿瘤坏死因子受体相关因子 -6（TRAF-6）结

合，使 TRAF-6 泛素化，与转化生长因子激活激酶 1

（TAK1），转 化 生 长 因 子 β 活 化 激 酶 结 合 蛋 白 1

（TAB1）形成 IRAK-TRAF6-TAK1-TAB1-TAB2 复合

物，然后，复合物中的 IRAK 因 TAB1，TAB2 的磷酸

化而解离，形成的 TRAF6-TAK1-TAB1-TAB2 复合

物进入胞质［22］，激活下游 NF-κB 抑制物激酶（IKK）。
IKKβ/IKKγ/NEMO 形成的复合物将核转录因子 κB

抑制蛋白（IκBα）的亚基调节位点的丝氨酸磷酸化，

使 IκBα解离［23］，释放被抑制的 p50-p65 所形成的二

聚体，NF-κB 二聚体核移位后，结合靶基因并刺激转

录，引起 IL-1β，TNF-α［6］等致炎因子的增加。从而

引发先天免疫反应［24］，改变骨微环境，影响骨形成

表 4 补肾化痰方对 OVX大鼠骨组织中 TLR4，MyD88，NF-κB p65，IL-1β，IL-6 mRNA表达的影响（x̄± s，n=8）

Table 4 Effect of Bushen Huatan prescription on protein expressions of TLR4，MyD88，NF-κB p65，IL-1β，IL-6 mRNA in bone tissue of

OVX rats（x̄± s，n=8）

组别

假手术

模型

戊酸雌二醇

补肾化痰方

剂量/g·kg-1

1.84×10-4

4.7

9.4

18.8

TLR4

1.36±0.22

2.99±0.361）

1.68±0.132）

2.65±0.28

2.21±0.322）

1.90±0.132）

MyD88

4.51±0.11

7.98±0.121）

5.56±0.092）

6.83±0.15

6.72±0.08

5.93±0.102）

NF-κB p65

3.12±0.38

3.89±0.271）

3.27±0.282）

3.75±0.49

3.73±0.532）

3.34±0.432）

IL-1β

1.03±0.18

2.39±0.371）

1.54±0.111，2）

1.96±0.26

1.66±0.182）

1.64±0.212）

IL-6

1.09±0.18

3.33±0.391）

1.72±0.131，2）

2.96±0.322）

2.18±0.232）

1.95±0.282）
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和骨吸收。

本研究发现大鼠去势后，血清LPS含量相对上升，

这与 JIA 等［25］的研究结果一致；同时，骨组织中中的

TLR4，MyD88，p-NF-κB p65 蛋白表达与 NF-κB p65

mRNA，通路下游炎症因子 IL-1β，IL-6 mRNA 的表达

均明显增加，证实了绝经后在雌激素缺乏状态下，TLR4/

MyD88/NF-κB通路会被过度激活。研究已证实，骨微

环境中 IL-1β与 IL-6 炎症因子可作用于巨噬细胞、树

突状细胞等免疫细胞，引起骨骼系统和免疫系统的交

互［26］。IL-1β和 IL-6 可诱导骨微环境中成骨细胞、骨

髓基质细胞和T细胞等分泌更多NF-κB受体活化因子

配体和巨噬细胞集落刺激因子［27-28］，还可刺激 CD4+ T

细胞的增殖［29］，从而促进破骨细胞的生成和融合，同

时，还通过减少骨钙素和Ⅱ型胶原的合成，抑制成骨

活动［30-31］，最终使骨重建失去平衡，引发PMOP。可见，

PMOP 的发生发展与 TLR4/MyD88/NF-κB 通路的过

度激活密切相关，调控这条通路可成为有效防治PMOP

的重要靶点之一。

课题组前期的研究已经表明补肾化痰方能够

维护肠道稳态，降低炎症因子水平［13］，调节骨微环

境中 T 细胞介导的免疫反应，本次研究进一步证实

补肾化痰方可能是通过影响 LPS 和 TLR4/MyD88/

NF-κB 这一条连接免疫与炎症因子的重要通路发挥

作用的。本次研究证实补肾化痰方能明显降低

OVX 大 鼠 的 LPS 水 平 ，抑 制 过 度 激 活 的 TLR4/

MyD88/NF-κB 通路，降低促炎因子 IL-1β，IL-6 的

mRNA 表达，改善骨微环境，达到防治 PMOP 的效

果，为临床的用药提供了一定理论和实验支持。
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