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补肾化痰方调控 HIF-1 信号通路对 MC3T3-E1 细胞
有氧糖酵解的影响
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［摘要］ 目的：基于缺氧诱导因子 -1（HIF-1）信号通路探讨补肾化痰方对小鼠胚胎成骨细胞 MC3T3-E1 有氧糖酵解的作

用，进一步探究补肾化痰方干预绝经后骨质疏松（PMOP）机制。方法：将小鼠胚胎成骨细胞 MC3T3-E1 分为空白组，补肾化痰

方低、中、高质量浓度组（0.01、0.05、0.1 g·L-1），淫羊藿苷组（0.1 g·L-1）。碱性磷酸酶染色法（ALP）、茜素红染色法（ARS）测定各

组细胞成骨活性与矿化结节；透射电镜观察成骨细胞线粒体、粗面内质网等超微结构变化；免疫荧光法（IF）检测 Runt 相关转

录因子 2（Runx2）、成骨相关转录因子抗体（Osterix）的表达；酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测细胞上清液中丙酮酸（PA）、乳
酸（LA）水平；Seahorse XF96 细胞外流量分析仪测量细胞外酸化率（ECAR）；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测缺氧诱导因

子-1α（HIF-1α）、HIF-1β、丙酮酸脱氢酶激酶同工酶 1（PDK1）、己糖激酶 2（HK2）、M2 型丙酮酸激酶同工酶 2（PKM2）蛋白的表

达；实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测 HIF-1α、HIF-1β、PDK1、HK2、PKM2 mRNA 表达。结果：与空白组比

较，各给药组 MC3T3-E1 细胞 ALP 染色与 ARS 染色阳性表达面积明显增强（P<0.05，P<0.01）；胞内粗面内质网显著扩张，数量

增多，溶酶体数量也有所增加；Runx2、Osterix 荧光强度显著升高（P<0.01）；细胞上清 PA、LA 表达量显著升高（P<0.01）；细胞同

时间段内 ECAR 明显上调（P<0.05）；HIF-1α、HK2、PDK1、PKM2 蛋白及 mRNA 表达水平明显上调（P<0.05，P<0.01）。结论：补

肾化痰方可以通过上调 HIF-1 信号通路调控 MC3T3-E1 成骨细胞有氧糖酵解，促进骨形成。
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［［Abstract］］  Objective：： To explore the effect of Bushen Huatan prescription on aerobic glycolysis of MC3T3-E1 mouse 

embryonic osteoblasts based on the hypoxia-inducible factor-1 （HIF-1） signaling pathway and further investigate the mechanism of 

Bushen Huatan decoction in the intervention of postmenopausal osteoporosis （PMOP）. Methods：： MC3T3-E1 cells were assigned 

into blank， low-dose （0.01 g·L-1） Bushen Huatan decoction， medium-dose （0.05 g·L-1） Bushen Huatan prescription， high-dose 

（0.1 g·L-1） Bushen Huatan prescription， and icaritin （0.1 g·L-1） groups. Alkaline phosphatase （ALP） staining and alizarin red S 

（ARS） staining were used to determine the osteogenic activity and mineralized nodules of cells in each group. Scanning electron 
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microscopy was employed to observe the ultrastructural changes of mitochondria and rough endoplasmic reticulum in osteoblasts. 

Immunofluorescence assay was adopted to detect the expression of Runt-related transcription factor 2 （Runx2） and osteogenic-

specific transcription factor antibody （Osterix）. Enzyme-linked immunosorbent assay was employed to measure the levels of 

pyruvic acid （PA） and lactic acid （LA） in cell supernatants. The Seahorse XF96 extracellular flow analyzer was used to measure 

the extracellular acidification rate （ECAR）. Western blot and Real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction （Real-

time PCR） were employed to determine the protein and mRNA levels， respectively of hypoxia-inducible factor-1α （HIF-1α）， 

HIF-1β， pyruvate dehydrogenase kinase isozyme 1 （PDK1）， hexokinase 2 （HK2）， and M2-type pyruvate kinase isozyme 

（PKM2）. Results：： Compared with the blank group， each treatment group showed increased positive areas of ALP and ARS 

staining in MC3T3-E1 cells （P<0.05， P<0.01）， significantly expanded and increased rough endoplasmic reticula， increased 

lysosomes， enhanced fluorescence intensities of Runx2 and Osterix （P<0.01）， elevated levels of PA and LA in the cell supernatants 

（P<0.01）， increased ECAR within the same time period （P<0.05）， and upregulated protein and mRNA levels of HIF-1α， HK2， 

PDK1， and PKM2 （P<0.05， P<0.01）. Conclusion：： Bushen Huatan prescription can regulate aerobic glycolysis in MC3T3-E1 

osteoblasts by upregulating the HIF-1 signaling pathway， thereby promoting bone formation.

［［Keywords］］ Bushen Huatan prescription； postmenopausal osteoporosis； osteoblast differentiation； hypoxia-inducible 

factor-1 （HIF-1） signaling pathway； aerobic glycolysis

绝经后骨质疏松症（PMOP）是原发性骨质疏松

（OP）最常见类型之一，是绝经后妇女随年龄增长雌

激素骤降导致骨代谢失衡所引发的代谢性骨病［1］。

其核心危害包括骨量流失与骨微结构破坏、高骨折

风险及骨折后全身并发症［2］，严重降低生活质量，增

加死亡风险。根据 2018 年国家卫生健康委员会开

展涉及全国 11 个省的 OP 流行病学调查显示，50 岁

以 上 患 病 率 为 19.2%，其 中 男 性 为 6.0%，女 性 为

32.1%，女性患病率是男性的 5 倍；而 65 岁以上人群

OP 患病率达到 32.0%，其中男性为 10.7%，女性为

51.6%［3］。OP 已成为我国中老年人群的重要健康问

题。骨矿化剂、骨形成促进剂和骨吸收抑制剂是

PMOP 临床常用药，随着用药疗程的延长，药效减

弱、药物安全性及药物不良反应限制了其临床应

用，基于天然植物的中药现备受青睐［4-7］。

中医学无“绝经后骨质疏松症”的病名，根据其

临床症状可将其归于“骨痿”“骨枯”等范畴。虚为

PMOP 病机之根本，久虚及肾，肾虚，髓不满，骨不

生［8］。湖北中医名师向楠以中医基础理论为基础，

结合多年临证实践提出在补肾的基础上，还应从

“痰”论治，融合《本草纲目》补骨脂丸与《丹溪心法》

瓜蒌丸加减而成补肾化痰方用于 PMOP 的临床诊

疗［9］。前期研究成果显示，补肾化痰方在缓解临床

症状，提高生活质量，延缓骨丢失等方面有良好的

疗效［10-11］。同时，前期通过转录组学、网络药理学联

合分析，发现缺氧诱导因子-1（HIF-1）信号通路是补

肾化痰方防治 PMOP 的核心通路之一［12］，但其具体

作用环节尚待进一步明确。

有氧糖酵解通过调控成骨细胞的能量供给与

功能活性，在 OP 骨形成过程中发挥关键调控作

用［13］。成骨细胞增殖、分化及矿化需大量能量，而

有氧糖酵解相较于氧化磷酸化，能以更快速率生成

三磷酸腺苷（ATP），快速满足骨形成关键阶段的能

量需求［14］，缓解 PMOP 状态下成骨细胞能量代谢紊

乱。研究表明，HIF-1 信号通路可调控糖酵解相关

酶表达，推动细胞供能方式从氧化磷酸化向有氧糖

酵解转化，满足成骨细胞增殖、分化和矿化所需的

高能量要求［15］，提示 HIF-1 信号通路是可能改善

PMOP 骨形成不足的关键调控通路。为明确补肾化

痰方的作用机制，本研究拟以小鼠胚胎成骨细胞

MC3T3-E1 为研究对象，探讨补肾化痰方对 HIF-1 信

号通路和其介导的成骨细胞有氧糖酵解的调控作

用，为中医药防治 PMOP 提供参考。

1 材料

1.1　细胞     小鼠胚胎成骨细胞株 MC3T3-E1，购自

上海赛百慷公司，批号 iCell-m031。

1.2　药品     补肾化痰方由淫羊藿 10 g、盐补骨脂

15 g、全瓜蒌 15 g、菟丝子 30 g、红曲 12 g、山楂 20 g

组成。淫羊藿（批号 202412021）、盐补骨脂（批号

2524120103）、山楂（批号 231002331），均由湖北辰

美中药有限公司提供；全瓜蒌（批号 230301），由四

川国强中药饮片公司提供；菟丝子（批号 1292420-

1），由保和堂（亳州）制药有限公司提供；红曲（批号

230801），由化州市华逸中药饮片有限公司提供。

以上中药饮片均购自湖北中医药大学附属湖北省

中医院中药房，经湖北省中医院陈树和教授鉴定，

均符合 2025 年版《中华人民共和国药典》标准。补

肾化痰方冻干粉制备：按处方标准比例混合后用中

药粉碎机粉碎，过 80 目药筛（粒度控制在 180 μm 以

下），收集均匀粉末备用。加入 10 倍量纯化水，搅拌

使粉末充分润湿，静置 30 min 后加热至沸腾，保持

微沸状态煎煮 60 min，用 4 层医用脱脂纱布初步滤
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过，收集第 1 次滤液；药渣再加入 8 倍量纯化水，重

复上述操作（微沸煎煮 45 min），收集第 2 次滤液；药
渣加入 6 倍量纯化水，微沸煎煮 30 min，收集第 3 次

滤液。合并 3 次滤液，先经 100 目不锈钢筛网滤除

残 留 细 小 药 渣 ，再 采 用 板 框 压 滤 机（滤 膜 孔 径

0.45 μm）进一步澄清滤过；将澄清滤液转移至旋转

蒸发仪，在 60 ℃、真空度−0.08 MPa 条件下减压浓

缩至相对密度 1.10~1.15 的浸膏。将浓缩浸膏分装

于冻干瓶中，置于冷冻干燥机内，先在−40 ℃预冻

4 h，再升温至−15 ℃，升华干燥 24 h，最后升温至

25 ℃解析干燥 8 h，冻干完成后取出，收集粉末状冻

干物，密封后置于 4 ℃冰箱保存。细胞给药前取上

述冻干粉，加入适量纯水超声溶解，定容配置成质量

浓度为 50 g·L-1储备液，经 0.22 μm 无菌微孔滤膜过

滤后，分装于无菌离心管中，置于−20 ℃备用。淫羊

藿苷（成都普思生物科技有限公司，批号 489-32-7，质

量 分 数 99.50%），采 用 纯 水 溶 解 粉 末 配 置 至

0.1 g·L-1。

1.3　试剂     MC3T3-E1 细胞专用培养基（上海赛百

慷生物技术公司，批号 iCell-m031-001b）；细胞增殖

与活性检测（CCK-8）试剂盒（美仑生物科技公司，货

号 65162-13-2）；茜素红法钙质染色（ARS）试剂盒

（上海歌凡生物科技公司，批号 M040）；碱性磷酸酶

染色（ALP）试剂盒、蛋白定量法（BCA）蛋白浓度测

定 试 剂 盒（北 京 索 莱 宝 科 技 公 司 ，批 号 分 别 为

G1481、PC0020）；聚偏二氟乙烯（PVDF）转移膜、化

学 发 光 试 剂（德 国 Millipore 公 司 ，批 号 分 别 为

IPVH00010、WBKLS0500）；Runt 相 关 转 录 因 子 2

（Runx2）、M2 型丙酮酸激酶同工酶（PKM2）、己糖激

酶 2（HK2）一抗（碧云天生物科技公司，批号分别为

AF2593、AF7764、AG2142）；成骨相关转录因子抗

体（Osterix）、缺氧诱导因子 -1α（HIF-1α）、丙酮酸脱

氢酶激酶同工酶 1（PDK1）、甘油醛 -3-磷酸脱氢酶

（GAPDH）一 抗（美 国 Abcam 公 司 ，批 号 分 别 为

ab209484、ab214821、ab308433、ab202468、ab8245）；
缺氧诱导因子 -1β（HIF-1β）一抗（美国 CST 公司，批

号 5537）；二抗（美国 Jackson 公司，批号 JAC-111-

035-003）；丙酮酸（PA）、乳酸（LA）酶联免疫吸附测

定法（ELISA）试剂盒（上海莼试生物技术有限公司，

货号分别为 EY3734、EY2119）；Seahorse XF 糖酵解

应 力 测 试 试 剂 盒（ 美 国 Agilent 公 司 ，批 号

103346-100）。
1.4　仪器     DMILLED 型倒置荧光显微镜（德国

Leica 公 司）；mini protean 3 cell 型 电 泳 仪 、CFX-

Connect 96 型实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-

time PCR）仪（美国 Bio-Rad 公司）；DYCZ-40D 型转

膜仪（北京六一仪器厂）；HT7700 型透射电子显微

镜（日本日立公司）；MK3 型酶标仪（芬兰 Thermo 

Labsystems 公司）；K30 型干式恒温器（杭州爽盛仪

器有限公司）；MTV-1 型微型涡旋混合仪、Nano-300

型超微量分光光度计、iCEN-24R 型高速冷冻离心机

（杭州奥盛仪器有限公司）；Seahorse XF96 型细胞外

流量分析仪（美国 Agilent公司）。
2 方法

2.1　细胞培养及干预     取出冻存 MC3T3-E1 细胞

37 ℃水浴融化，置于 37 ℃、5%CO2 的培养箱内培

养。加入 0.25% 胰酶 1 mL 进行细胞消化 1 min，显

微镜下观察细胞收回突变圆且脱落时，加入完全培

养基停止消化，完成细胞传代，存贮备用。分别采

用质量浓度为 0.1 g·L-1的淫羊藿苷及不同浓度补肾

化痰方冻干粉溶液干预，同时设置不含药物培养基

的空白组。

2.2　 CCK-8 法筛选补肾化痰方最佳浓度及时间        

    取 对 数 生 长 期 的 MC3T3-E1 细 胞 ，以 密 度 为

5×105个/孔接种于 96 孔板内并培养 24 h。以空白组

为对照，分别加入不同质量浓度的补肾化痰方（0、

0.01、0.05、0.1、0.5、1、2 g·L-1），干预 12 h、24 h、48 h

和 72 h 后，加入 CCK-8 工作液 10 μL，置于 37 ℃、

5%CO2 培养箱中孵育 2 h 后，使用酶标仪测定吸光

度 A570 值，筛选最佳浓度及作用时间，用于后续

实验。

2.3　ALP 及 ARS 染色检测 MC3T3-E1 细胞成骨活

性     将 MC3T3-E1 细胞以 4×105 个/孔接种于 6 孔板

中，培养至细胞完全贴壁生长后，按照空白组，补肾

化痰方低、中、高质量浓度组（0.01、0.05、0.1 g·L-1），
淫羊藿苷组（0.1 g·L-1）干预处理 48 h，磷酸盐缓冲液

（PBS）洗涤 1 次，4% 多聚甲醛固定 15 min，PBS 清

洗，每孔加入 2 mL ALP 染色液或 ARS 染色液，室温

染色 30 min，蒸馏水速洗后显微镜下观察并拍照。

使用 Image J软件计算阳性细胞面积。

2.4　透射电镜检测 MC3T3-E1 细胞成骨超微结构     

    组织电镜固定液固定后 PBS 冲洗，1% 锇酸固定，

乙醇梯度脱水，树脂浸透，包埋后切片（70 nm），铀
染、铅染，电镜下观察细胞微观结构。

2.5　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测目的蛋白

表达     将 MC3T3-E1 细胞以 1×106 个/孔接种于 6 孔

板中，予以对应浓度药物分别干预 48 h 后，收取细

胞沉淀。不同药物分别干预 48 h 后，收取细胞沉
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淀。依据放射免疫沉淀法（RIPA）蛋白抽提试剂盒

抽提总蛋白，BCA 蛋白质定量试剂盒说明书测定蛋

白质浓度，配置 12% 十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝

胶电泳（SDS-PAGE）胶，每孔加入蛋白 20 μg，进行

电泳并转膜，5% 脱脂奶粉室温封闭 1 h，4 ℃过夜。

TBST 溶液洗涤 3 次，加 HIF-1α（1∶1 000）、HIF-1β

（1∶1 000）、HK2（1∶1 000）、PKM2（1∶2 000）、PDK1

（1∶2 000）、GAPDH（1∶10 000）的一抗 4 ℃孵育过

夜 ，TBST 洗 涤 3 次 ，用 二 抗（1∶5 000）室 温 孵 育

60 min，TBST 溶液洗涤后，将 PVDF 膜置于化学发

光系统中检测，应用增强化学发光法（ECL）显色剂

在暗室中曝光成像观察蛋白信号，结果用 Image J软

件量化处理。

2.6　 Real-time PCR 检 测 目 的 mRNA 表 达                  

    MC3T3-E1 细胞以 1×106 个/孔的密度接种于 6 孔

板中，不同药物干预 48 h 后，收取细胞沉淀，加入

TRIzol 液后提取总 RNA。取 RNA 1 μg 按照逆转录

试剂盒说明书逆转录成 cDNA，加入特异引物进行

Real-time PCR 扩增。所得数据采用 2-ΔΔCt 法计算

mRNA 相对表达量。反应条件：25 ℃预反应 5 min，

51 ℃ 反 转 录 15 min，83 ℃ 变 性 5 min，4 ℃ 退 火

10 min。扩增过程中将 5 倍稀释的 cDNA（4 μL）与
上下游引物（各 4 μL）混合。93 ℃预变性 10 min，

95 ℃变性 10 s，60 ℃退火延伸 30 s，40 个循环。引

物由北京擎科生物科技有限公司合成，引物设计

见表 1。

2.7　免疫荧光染色 Runx2、Osterix 蛋白表达     取对

数生长期细胞按 2×105/mL/孔的密度接种于 6 孔板，

待细胞融合到 50%，按照不同的组别干预细胞，培

养箱中孵育 48 h。倒出培养基，4 %多聚甲醛固定，

0.1% 聚乙二醇辛基苯基醚（Triton X 100）破膜，过氧

化氢（H2O2）室温孵育 10 min，5% 牛血清白蛋白溶液

（BSA）37 ℃孵育 30 min，加一抗室温孵育 2 h 后移

出，浓度 Runx2（1∶100）、Osterix（1∶500），加二抗

（1∶500）避光孵育 30 min，4'，6-二脒基 -2-苯基吲哚

（DAPI）染核，PBS 清洗 3 次，镜下观察，Image J 进行

分析。

2.8　ELISA 检测 PA、LA 浓度     取对数生长期细胞

按 2×105个/mL/孔的密度接种于 6 孔板，待细胞融合

到 50%，按照不同的组别干预细胞，培养箱中孵育

48 h，取细胞培养液上清，按试剂盒说明书检测 PA、

LA 浓度。

2.9　细胞外酸化速率（ECAR）测量     采用 Seahorse 

XF 糖酵解应力测试试剂盒和 Seahorse XF96 细胞外

流量分析仪测量 ECAR。在测量前 1 d，将细胞以

2×104个/孔的密度接种在 XF96 细胞培养微孔板中。

细胞在基础条件下与非缓冲培养基孵育，然后在指

定的时间点依次加入葡萄糖（10 mmol·L-1）、寡霉素

（1 μmol·L-1）和 2-脱氧 -D-葡萄糖（50 mmol·L-1）。
每个测试重复 3 次。

2.10　统计学方法     实验结果的数据采用 SPSS 

22.0 统计软件分析，数据均以 x̄ ± s 表示，两组间比

较采用 t 检验，多组间比较采用单因素方差分析加

Tukey's事后检验，以 P<0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1　补肾化痰方对 MC3T3-E1 细胞活性水平的影

响     0.01、0.05、0.1 g·L-1的补肾化痰方在 12、24、48、

72 h 对 MC3T3-E1 细胞生长具有促进作用，当药物

质量浓度超过 0.5 g·L-1后，细胞生长受到明显抑制；
0.1 g·L-1的补肾化痰方在 48 h 对细胞活性的影响最

为明显，当干预时间到 72 h 时，细胞活性反而下降。

基 于 此 ，研 究 后 续 选 择 质 量 浓 度 为 0.01、0.05、

0.1 g·L-1 的补肾化痰方干预 MC3T3-E1 细胞 48 h 来

进行相关实验。见图 1。

3.2　补肾化痰方对 MC3T3-E1 细胞骨形成的影响     

    与空白组比较，补肾化痰方低、中、高剂量组及淫

羊藿苷组 ALP 与 ARS 染色阳性表达面积明显升高

（P<0.05）；与补肾化痰方低剂量组比较，补肾化痰方

中、高剂量组及淫羊藿苷组 ALP 与 ARS 染色阳性表

达面积表达明显升高（P<0.05）。见表 2、图 2。

3.3　补肾化痰方对 MC3T3-E1 细胞超微结构的影

响     空白组细胞质内可见线粒体、溶酶体、粗面

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物

HIF-1α

HIF-1β

HK2

PKM2

PDK1

GAPDH

序列（5′-3′）
上游 GCTGATTTGTGAGCCTTCTATG

下游 TCATCTGTAAGTGGGTCTCGT

上游 GCTGCTGGAGAAGATGACCT

下游 CAGGAAGCGGTAGTCATGGT

上游 GCTGCTGCTGAAGAAGATGG

下游 CCAGAGGGAGTCGATGTTGA

上游 TGGACAAGAACGGCAAGATC

下游 CAGAGGTGATGCCGATGTTG

上游 ATGGCGTCCGTGGAGAAGTA

下游 TCAGTCTTGGCGTAGTCGTT

上游 TGTGTCCGTCGTGGATCTGA

下游 TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG

长度/bp

144

144

132

128

120

152
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内质网等正常细胞器。与空白组比较，补肾化痰

方低、中、高剂量组及淫羊藿苷组 MC3T3-E1 细胞

内粗面内质网显著扩张，数量增多，且内质网膜

上核糖体密集溶酶体数量增多；同时，溶酶体数

量 明 显 增 多 ，分 泌 小 泡 数 量 也 略 有 增 多 。

见图 3。

3.4　补肾化痰方对 MC3T3-E1 细胞 Runx2、Osterix

蛋白表达的影响     免疫荧光结果显示，与空白组比

较，补肾化痰方低、中、高剂量组及淫羊藿苷组

Runx2、Osterix 荧光强度显著上调（P<0.01）；与补肾

化痰方低剂量组比较，补肾化痰方中、高剂量组及

淫 羊 藿 苷 组 Runx2 荧 光 强 度 明 显 增 强（P<0.05，

P<0.01），补肾化痰方高剂量组 Osterix 荧光强度明

显增强（P<0.05）。见图 4、表 3。

3.5　补肾化痰方对 MC3T3-E1 细胞培养上清 PA、

LA 含量的影响     结果显示，与空白组比较，补肾化

痰方低、中、高剂量组及淫羊藿苷组 PA、LA 表达显

著升高（P<0.01）。见表 4。

3.6　补肾化痰方对 ECAR 的影响     ECAR 结果显

示，在相同时间段内，与空白组比较，补肾化痰方

低、中、高剂量组及淫羊藿苷组细胞外酸化率明显

升高（P<0.05）。见图 5。

3.7　补肾化痰方对 MC3T3-E1细胞 HIF-1α、HIF-1β、

HK2、PKM2、PDK1 mRNA 的影响     Real-time PCR

图  1　补肾化痰方对 MC3T3-E1 细胞活力的影响

Fig.  1　Effect of Bushen Huatan prescription （BSBT） on viability 

of MC3T3-E1 cells

注：A.空白组；B.补肾化痰方低剂量组；C.补肾化痰方中剂量组；D.补肾化痰方高剂量组；E.淫羊藿苷组（图 3-图 6 同）
图  2　补肾化痰方对 MC3T3-E1 细胞 ALP、ARS 染色的影响  （×？？？）
Fig. 2　Effect of BSBT on ALP and ARS staining of MC3T3-E1 cells（×？？？）

表  2　补肾化痰方对 MC3T3-E1 细胞 ALP、ARS 染色阳性表达面积

的影响  （x̄± s，n=3）

Table 2　 Effect of BSBT on positive expression area of ALP and 

ARS staining in MC3T3-E1 cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

补肾化痰方低剂量组

补肾化痰方中剂量组

补肾化痰方高剂量组

淫羊藿苷组

质量浓度

/g·L-1

0.01

0.05

0.1

0.1

ALP

3.58±0.46

5.21±0.971）

11.91±1.342，3）

12.94±1.522，3）

16.12±1.832，3）

ARS

4.11±0.58

6.31±0.711）

12.97±1.182，3）

14.45±1.262，3）

13.54±1.622，3）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与补肾化痰方低剂量组比

较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 3-表 6 同）

图  3　补肾化痰方对 MC3T3-E1 细胞超微结构的影响  （扫描电镜，×？？？）
Fig. 3　Effect of BSHT on ultrastructure of MC3T3-E1 cells （TEM，×？？？）
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结果显示，与空白组比较，补肾化痰方低、中、高剂

量 组 及 淫 羊 藿 苷 组 HIF-1α、HK2、PKM2、PDK1 

mRNA 表 达 明 显 上 调（P<0.05，P<0.01），HIF-1β 

mRNA 表达差异无统计学意义。见表 5。

3.8　 补 肾 化 痰 方 对 MC3T3-E1 细 胞 HIF-1α、

HIF-1β、HK2、PKM2、PDK1 蛋白表达水平的影响       

    Western blot 结果显示，与空白组比较，补肾化痰

方低、中、高剂量组及淫羊藿苷组 HIF-1α、HK2、

PKM2、PDK1 表达显著上调（P<0.01），HIF-1β表达

差异无统计学意义；与补肾化痰方低剂量组比较，

补肾化痰方中、高剂量组及淫羊藿苷组 HIF-1α、

PDK1 表 达 明 显 上 调 ，差 异 具 有 统 计 学 意 义

（P<0.05）。见图 6、表 6。

表  3　补肾化痰方对 MC3T3-E1 细胞 Runx2、Osterix 蛋白表达量的

影响  （x̄± s，n=3）

Table 3　Effect of BSHT on Runx2， Osterix expression in MC3T3-

E1 cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

补肾化痰方低剂量组

补肾化痰方中剂量组

补肾化痰方高剂量组

淫羊藿苷组

质量浓度/g·L-1

0.01

0.05

0.1

0.1

Runx2

6.50±0.92

18.77±3.622）

23.29±3.812，3）

22.92±4.252，3）

34.36±4.682，4）

Osterix

2.24±0.41

12.66±1.272）

9.07±1.022）

17.54±2.042，3）

11.14±1.522）

表 4　补肾化痰方对 MC3T3-E1 细胞 PA、LA 表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 4　Effect of BSHT on PA， LA expression of MC3T3-E1 cells 

（x̄± s，n=3） μmol·L-1

组别

空白组

补肾化痰方低剂量组

补肾化痰方中剂量组

补肾化痰方高剂量组

淫羊藿苷组

质量浓度/g·L-1

0.01

0.05

0.1

0.1

PA

15.80±2.62

24.21±4.272）

26.29±5.312）

27.92±5.252）

32.02±4.332）

LA

24.01±4.07

40.31±5.912）

41.67±6.772）

42.04±5.232）

33.54±4.552）

图 4　补肾化痰方对 MC3T3-E1 细胞 Runx2、Osterix 蛋白表达的影响  （免疫荧光，×？？？）
Fig.  4　Effect of BSHT on Runx2， Osterix expression in MC3T3-E1 cells （IF，×？？？）
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4 讨论

绝经后骨质疏松发病在七七之年，肾主骨生

髓，肾虚是其基本病机。《仁斋直指方论·痿证方论》

提出“人之气血弱虚，而痰火起于手足之内，则正不

能胜邪，而痿痹作矣”，意味着气血虚弱可生痰，痰

火滋生致骨痿，说明痰是导致“骨痿”的重要因素之

一。肾气既虚，则阴阳俱虚。肾阴不足，则骨髓生

化乏源。肾阳不足，精血蒸化无力而痰浊内生，痰

聚于内将进一步影响骨髓化生，可见“痰”既是肾虚

的病理产物，亦是骨痿的致病因素。《医学入门》记

载“痰聚于肾，多足膝酸软，腰背强痛，肢节冷痹骨

痛”，详细描述了“肾痰”在骨的症状表现，与 PMOP

患者腰背或全身性疼痛、腰膝酸软、肢体乏力、步履

艰难等的病理特征相符合。由此，肾虚生痰，痰浊

入 骨 ，则 筋 骨 不 利 ，腰 背 强 痛 ，足 膝 酸 软 ，发 生

PMOP。基于“肾痰”在 PMOP 发病中的认识，湖北

中医名师向楠教授认为勿见“痰”治“痰”，应辨证求

根源，即“补肾化痰”，融合《本草纲目》补骨脂丸与

《丹溪心法》瓜蒌丸加减而成补肾化痰方作为临床

基础方［16］。方中以淫羊藿、补骨脂、菟丝子合用，凑

补肾益精、强筋健骨之功；以全瓜蒌、山楂、红曲合

用以消积痰，契合 PMOP 病机。

骨稳态维持与促进骨再生是骨代谢相关疾病的

研究重点之一。绝经后雌激素下降，成骨细胞主导的

骨形成不足且破骨细胞主导的骨吸收增强，是本病骨

量丢失的主要因素［17］。成骨细胞负责骨基质的分泌和

矿化，并严格调节破骨细胞的活化和分化，因此成骨细

胞的活性与功能对骨形成和修复起决定性作用。

MC3T3-E1细胞源自小鼠胚胎颅顶骨，具有定向分化

为成骨细胞的特点，被认为与人类骨细胞衰老相似，使

其适合作为体外骨骼研究的模型［18］。

成骨功能减弱是诱发 OP 的重要原因，成骨细

胞参与骨形成和骨重塑，主要依赖于骨形态发生蛋

表 5　补肾化痰方对 MC3T3-E1 细胞 HIF-1 通路 mRNA 相对表达量的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　Effect of BSHT on HIF-1 pathway mRNAs expression of MC3T3-E1 cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

补肾化痰方低剂量组

补肾化痰方中剂量组

补肾化痰方高剂量组

淫羊藿苷组

质量浓度/g·L-1

0.01

0.05

0.1

0.1

HIF-1α

1.01±0.02

1.33±0.182）

1.40±0.162）

1.42±0.132）

1.29±0.112）

HIF-1β

0.98±0.02

0.97±0.03

0.98±0.02

0.99±0.03

1.00±0.03

HK2

0.99±0.01

1.21±0.101）

1.26±0.121）

1.25±0.141）

1.45±0.191）

PKM2

1.02±0.01

1.52±0.082）

1.48±0.062）

1.44±0.052）

1.27±0.042）

PDK1

1.01±0.03

1.67±0.212）

1.81±0.192）

1.87±0.192）

1.69±0.172）

表 6　补肾化痰方对 MC3T3-E1 细胞 HIF-1 通路蛋白相对表达量的影响  （x̄± s，n=3）

Table 6　Effect of BSHT decoction on HIF-1 pathway proteins expression of MC3T3-E1 cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

补肾化痰方低剂量组

补肾化痰方中剂量组

补肾化痰方高剂量组

淫羊藿苷组

质量浓度/g·L-1

0.01

0.05

0.1

0.1

HIF-1α/GAPDH

0.32±0.04

0.53±0.082）

0.70±0.122，3）

0.66±0.102，3）

0.63±0.092，3）

HIF-1β/GAPDH

0.18±0.02

0.17±0.02

0.20±0.03

0.18±0.02

0.17±0.03

HK2/GAPDH

0.42±0.06

0.81±0.092）

0.86±0.092）

0.89±0.112）

0.85±0.082）

PKM2/GAPDH

0.36±0.07

0.52±0.092）

0.58±0.102）

0.54±0.092）

0.57±0.092）

PDK1/GAPDH

0.34±0.04

0.64±0.092）

0.81±0.092，3）

0.76±0.102，3）

0.83±0.072，3）

图  6　MC3T3-E1 细胞 HIF-1 通路蛋白相对表达电泳

Fig.  6　 Electrophoresis of HIF-1 pathway proteins expression of 

MC3T3-E1 cells

图 5　补肾化痰方对 MC3T3-E1 细胞 ECAR 的影响

Fig.  5　Effect of BSHT on ECAR in MC3T3-E1 cells

··7



第 XX 卷第  XX 期
XXXX 年 XX 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. XX，No. XX

XX，XXXX

白（BMP）、骨特异性 ALP、骨钙素（OCN）Ⅰ型胶原

蛋白（Col-1）、骨桥蛋白（OPN）等因子促进基质合成

与矿化，增强成骨相关因子表达和成骨矿化结节形

成是减缓骨质疏松的有效手段。Runx2 和 Osterix

是骨形成的调控因子和转录因子，Runx2 作用贯穿

于胚胎发育至骨稳态维持的全过程，其相对高表达

有利于促 OCN、Col-1、OPN 等其他成骨细胞增殖分

化 标 志 物 的 表 达 ，与 骨 质 疏 松 症 高 度 相 关［19］。

Osterix 核心功能为分泌骨基质和促进基质矿化，此

外还可以与 Runx2 协同作用，平衡成骨细胞增殖与

分化速率，维持骨量稳定［20-21］。ALP 活性和矿化结

节形成是细胞成骨分化早、晚期标志物［22］，ARS 染

色与 ALP 染色是观察细胞成骨分化的常用检测方

式。粗面内质网是细胞内负责蛋白质的合成、初步

加工和运输的核心细胞器，表面附着核糖体，发达

的粗面内质网是细胞活性的重要体现，成骨细胞的

基质合成能力与粗面内质网的丰富程度呈高度相

关性。溶酶体是胞质内负责分解衰老物质并为新

结构的合成提供原料的细胞器，其数量的改变可反

映细胞更新代谢的活跃程度。本研究结果显示，经

补肾化痰方干预后，MC3T3-E1 细胞 ALP、ARS 阳性

表达面积显著提高，Runx2、Osterix 蛋白表达增加，

细胞内粗面内质网扩张明显，数量明显增多，且内

质网膜上核糖体密集溶酶体数量增多；同时，溶酶

体与分泌小泡数量也有所增加。提示补肾化痰方

可促进 MC3T3-E1 细胞活性与成骨分化能力，促进

骨形成。

近年来，基于能量代谢探索 PMOP 的发病机制

和挖掘新的治疗方法受到关注。成骨细胞沉积胶

原、基质矿化过程的供给能量方式通过氧化磷酸化

和糖酵解 2 种途径。进一步研究表明，即使在氧气

充足的情况下，成骨细胞依然倾向于使用有氧糖酵

解途径将葡萄糖代谢过程中产生的 PA 转化为 LA，

而非使用三羧酸循环代谢葡萄糖，有氧糖酵解代谢

重编程是成骨细胞中葡萄糖利用的主要模式［23-24］。

HIF-1 信号通路是细胞应对缺氧微环境调控代谢适

应与生存的核心信号通路。通路核心分子 HIF-1 为

异源二聚体，包括 HIF-1α与 HIF-1β，其中 HIF-1α为

敏感性亚基，是通路的核心调控靶点。HIF-1α与促

进骨形成、改善骨折愈合关系密切。研究表明，通

过激活成骨前细胞中的 HIF-1α信号可启动成骨细

胞有氧糖酵解代谢重编程，骨质疏松小鼠胫骨松质

骨含量增加，为 HIF-1α激活有氧糖酵解代谢重编程

促进骨形成提供了直接证据［25-26］。进一步研究发

现，HIF-1α对有氧糖酵解代谢重编程的激活作用点

可能在糖酵解关键酶，包括 HK2、PDK1、PKM2 等糖

酵解关键酶［27-28］。研究表明，HIF-1α可直接结合

HK2 基因的启动子，激活其转录，促进 HK2 蛋白表

达，继而增强细胞对葡萄糖的捕获和糖酵解起始效

率［29］。有研究表明，HK2 与成骨细胞线粒体功能和

细胞代谢途径相关，通过影响成骨细胞 HK2 与电压

依赖性阴离子通道 1 的相关作用，可以引起线粒体

功能障碍和能量代谢异常，从而引起成骨细胞分化

异常，导致骨稳态破坏［30］。HIF-1 是 PDK1 的核心上

游调控因子，可直接结合 PDK1 基因的高反应元件

并激活其转录，促使 PDK1 表达升高。而高表达的

PDK1 能有效抑制线粒体中的 PA 脱氢酶复合物，阻

断 PA 进入有氧呼吸，强制糖代谢流导向有氧糖酵

解 。 研 究 表 明 ，对 MC3T3-E1 细 胞 进 行 HIF-1α 

RNAi后，有氧糖酵解关键酶 PDK1 表达及相应的底

物 PA、LA 的含量均下降，同时成骨分化因子 ALP 水

平和 Runx2 表达下降，成骨细胞分化能力下降［31］。

PKM2 是 调 控 糖 酵 解 终 末 阶 段 的 关 键 限 速 酶 。

HIF-1 可通过调控 PKM 基因的选择性剪接，抑制成

熟 PKM1（高活性亚型）的生成，促进 PKM2（可调控

活性亚型）的表达，以实现糖酵解终末步骤的灵活

调控。研究表明，抑制 PKM2 介导的糖酵解代谢可

以阻断细胞成骨分化［32］。在本次研究中，经补肾化

痰方干预后，MC3T3-E1 细胞上清 PA、LA 表达水平

显著升高，提示葡萄糖向 PA 转化效率提升，乳酸也

被大量生成，细胞有氧糖酵解速率加快。同时，细

胞内 HIF-1α、HK2、PKM2、PDK1 的蛋白及 mRNA

表达量明显上调，提示补肾化痰方可以上调 HIF-1

信号通路及其介导的有氧糖酵解，也证实前期转录

组学与网络药理学联合分析的准确性。

综上所述，补肾化痰方促进骨形成的机制可能

与上调 HIF-1 信号通路，促进成骨细胞有氧糖酵解，

促进成骨细胞分化，提升成骨细胞活性有关。本研

究也存在一定的局限性，虽然通过多方面的证据确

立了 HIF-1 通路激活与补肾化痰方促成骨作用之间

的强相关性，然而，要最终确认其因果关系，仍有待

于未来通过使用 HIF-1α特异性抑制剂或基因敲低

技术进行功能挽救实验来加以验证，后期将进行持

续性研究。
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