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作用机制研究 *
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摘要 目的：探讨川续断提取皂甙（ASA）促进骨质疏松模型中骨髓基质细胞（rBMSCs）成骨分化的作用机制。方法：选取 3月龄的

雌性 SD大鼠 60只，随机分为卵巢切除组和假手术组，每组 30只。采取卵巢切除法构建骨质疏松模型。建模成功后采用微型计算

机断层扫描获得其松质骨微观结构的三维图像并进行分析。采用 CCK-8法测定 ASA对卵巢切除组 rBMSCs增殖的影响。分析碱

性磷酸酶（ALP）活性；荧光定量 PCR检测成骨基因 ALP、骨桥蛋白（OPN）、Runt相关转录因子 2（RUNX2）的表达情况；蛋白免疫

印迹试验检测磷脂酰肌醇 3激酶（PI3K）、磷酸化蛋白激酶 B（p-AKT）蛋白表达情况。结果：与假手术组比较，卵巢切除组骨小梁数

量、骨小梁厚度和骨体积分数下降，但骨小梁分离度升高，差异有统计学意义（P＜0.05）。第 4天和第 7天，ASA(10-5 mol/L)组、

ASA(10-6 mol/L)组、ASA(10-7 mol/L)组和 ASA(10-8 mol/L)组 rBMSC增殖均显著高于 ASA(0学艺术 mol/L)组，以 ASA(10-5 mol/L)

最为显著；而 ASA(10-1 mol/L) 组、ASA(10-2 mol/L) 组、ASA(10-3 mol/L) 组和 ASA(10-4 mol/L) 组 rBMSC 增殖显著低于 ASA

(0 mol/L)组，以 ASA(10-4 mol/L)最为显著，差异均有统计学意义（P＜0.05）。第 7天和第 14天，ASA(10-5 mol/L)组、ASA(10-6 mol/L)

组、ASA(10 -7 mol/L)组和 ASA(10-8 mol/L)组 ALP活性均显著高于 ASA(0 mol/L)组，且第 14天 ALP活性高于第 7天，差异均有

统计学意义（P＜0.05）。与对照组比较，ASA组成骨相关基因 ALP、OPN和 RUNX2相对 mRNA表达水平显著升高，差异有统计

学意义（P＜0.05）；与 ASA组比较，wortmannin组成骨相关基因 ALP、OPN和 RUNX2相对 mRNA表达水平均显著降低，差异有

统计学意义（P＜0.05）。与对照组比较，ASA组 PI3K、p-AKT蛋白表达水平显著升高，差异有统计学意义（P＜0.05）；与 ASA组比

较，wortmannin组 PI3K、p-AKT蛋白表达水平显著降低，差异均有统计学意义（P＜0.05）。结论：ASA能促进骨质疏松模型 rBM-

SCs增殖，增强 ALP活性，增强 ALP、OPN和 RUNX2的表达，而 PI3K通路抑制剂 wortmannin降低了这些成骨作用，并降低了

ASA诱导的 PI3K、p-AKT水平，表明 ASA通过 PI3K/AKT信号通路促进骨质疏松模型 rBMSCs成骨分化。
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Study on the Mechanism of Asperosaponin in Promoting Osteogenic
Differentiation of Rat Bone Marrow Stromal Cells in Osteoporosis Model*

To investigate the mechanism of asperosaponin (ASA) in promoting osteogenic differentiation of rat bone

marrow stromal cells (rBMSCs) in osteoporosis model. 60 female SD rats aged 3 months were selected and randomly divided

into ovariectomized group and sham operation group, with 30 rats in each group. The ovariectomy method was used to construct an

osteoporosis model. After the modeling was successful, the microcomputer tomography was used to obtain the three-dimensional image

of the microstructure of the cancellous bone and analyzed. The CCK-8 method was used to determine the effect of ASA on the prolifera-

tion of rBMSCs in the ovariectomized group.Analyzed the alkaline phosphatase (ALP) activity, and fluorescent quantitative PCR to de-

tect the expression of osteogenic genes ALP, osteopontin (OPN), Runt-related transcription factor 2(RUNX2). Western blotting was used

to detect the expression of phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) and phosphorylated protein kinase B (p-AKT). Compared with

the sham operation group, the trabeculae number, trabecular thickness and bone volume fraction in the ovariectomized group decreased,

but the trabecular separation increased, and the difference were statistically significant(P<0.05). On 4 d and 7 d, the proliferation of rBMSCs

in the ASA (10-5 mol/L) group, ASA (10-6 mol/L) group, ASA (10-7 mol/L) group and ASA (10-8 mol/L) group were all significantly higher
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than the ASA (0 mol/L) group, with ASA (10-5 mol/L) being the most significant;while the ASA (10-1 mol/L) group, ASA (10-2 mol/L)

group, and ASA (10-3 mol/L) group and the ASA (10-4 mol/L) group was significantly lower than that in the ASA (0 mol/L) group, with

ASA (10-4 mol/L) being the most significant, and the differences were statistically significant (P<0.05). On 7d and 14d, the ALP activity

of ASA (10-5 mol/L) group, ASA (10-6 mol/L) group, ASA (10-7 mol/L) group and ASA (10-8 mol/L) group were all significantly higher

than the ASA (0 mol/L) group, and the ALP activity on 14 d was higher than that on 7 d, the difference were statistically significant (P<0.
05). Compared with the control group, the relative mRNA expression levels of the bone-related genes ALP, OPN and RUNX2 of ASA

group increased significantly,and the difference were statistically significant (P＜0.05); compared with the ASA group, the relative mR-

NA expression levels of the bone-related genes ALP, OPN and RUNX2 of wortmannin group were significantly reduced, and the differ-

ence were statistically significant (P<0.05). Compared with the control group, the expression levels of PI3K and p-AKT protein in the

ASA group were significantly increased, and the difference were statistically significant (P<0.05); compared with the ASA group, the

expression levels of PI3K and p-AKT protein in the wortmannin group were significantly reduced, and the differences were statistically

significant (P<0.05). ASA can promote the proliferation of osteoporosis model rBMSCs, enhance the activity of ALP, and

enhance the expression of ALP, OPN and RUNX2.The PI3K pathway inhibitor wortmannin reduce these osteogenic effects and reduce

the levels of PI3K and p-AKT induced by ASA. ASA promotes osteogenic differentiation of osteoporosis model rBMSCs through

PI3K/AKT signaling pathway.

Asperosaponin; Osteoporosis; Rat bone marrow stromal cells; PI3K; AKT; Osteogenic differentiation

前言

骨质疏松是以骨量减少、骨质微观结构破坏、骨脆性增加、

易骨折为特征的全身性骨病，分为原发性和继发性两大类，与

年龄增长密切相关[1-3]。骨髓基质细胞（rBMSCs）产生成骨细胞，

成骨细胞可以形成新的骨组织，在老年人群中，rBMSCs的成

骨分化减少，导致骨形成明显减少[4-6]。因此 rBMSCs成骨分化

能力下降可能是老年性骨质疏松发生的病因，促进 rBMSCs的

增殖和成骨分化是制定骨质疏松治疗策略的关键。马丹[7]的研

究显示，川续断提取皂甙（ASA）能显著促进人牙周膜干细胞的

增殖和成骨分化，G蛋白耦联受体 30（GPR30）和 Hippo/转录

共激活因子 PDZ结合基序（TAZ）信号通路参与了 ASA促进

人牙周膜干细胞的成骨分化，GPR30介导了 Hippo/TAZ信息

通路在 ASA 促进人牙周膜干细胞成骨分化过程中的作用。

Niu Y等[8]发现 ASA对 MC3T3-E1细胞和原代成骨细胞具有

显著的增殖、分化和矿化作用，诱导成骨细胞分化与骨形态发

生蛋白 2（BMP-2）的增加，并可能通过增加 p38 和 ERK1/2的

活性来诱导分化；表明 ASA可诱导成骨细胞成熟分化，通过增

加 BMP-2合成，激活 p38和 ERK1/2来促进骨形成。磷脂酰肌

醇 -3-激酶 /蛋白激酶 B（PI3K/AKT）信号通路在 rBMSCs的存

活、增殖、迁移和分化中发挥调控作用，体内和体外研究均表明

PI3K/AKT信号通路参与了骨质疏松的抑制[9,10]。因此，本研究

探讨 ASA促进骨质疏松模型中骨髓基质细胞成骨分化的作用

机制。

1 材料与方法

1.1 药物和试剂

川续断提取皂甙（ASA）购于南京世洲生物科技有限公司，

纯度＞98%，溶解在磷酸盐缓冲盐水（PBS）中，密封后在 -20℃

避光保存。大鼠购于瑞德肝脏疾病研究（上海）有限公司。杜尔

贝科改良老鹰培养基（DMEM）和胎牛血清（FBS）购自北京诺

博莱德科技有限公司。CCK-8试剂盒购于上海经科化学科技有

限公司。二喹啉甲酸（BCA）蛋白检测试剂盒购于上海炎熙生物

科技有限公司。碱性磷酸酶（ALP）活性检测试剂盒购于上海博

湖生物科技有限公司。wortmannin（一种能够阻断 PI3K信号传

导通路的蛋白激酶抑制剂）购于碧云天生物工程研究所（中国

上海）。抗坏血酸磷酸盐、茁-甘油磷酸盐、地塞米松购自北京诺
博莱德科技有限公司。

1.2 实验动物和建模

3 月龄的雌性 SD 大鼠 60 只，体重 240-260 g，平均

（251.0± 3.5）g。60只大鼠随机分为卵巢切除组和假手术组，每

组 30只。采取卵巢切除法构建骨质疏松模型[11]。腹腔注射每公

斤体重 300 mg水合氯醛后，对大鼠进行卵巢切除即可获得卵

巢切除组；而假手术组不切除卵巢，以卵巢周围部分脂肪代替，

其他手术操作相同即可获得假手术组。然后将所有大鼠置于室

温 23℃、湿度 55%的笼子中喂养，光照 /黑暗周期为 12 h。

1.3 微型计算机断层扫描

所有大鼠喂养 12周后，取 10只大鼠股骨（每组 5只），用

微型计算机断层扫描获得其松质骨微观结构的三维图像并进

行分析。样本参数包括骨小梁数量、骨小梁厚度、骨小梁分离度

和骨体积分数。

1.4 细胞培养

过量水合氯醛处死 40只大鼠，每组 20只，获得骨髓基质

细胞（rBMSCs）进行培养。摘除大鼠胫骨和股骨，并在无菌条件

下小心地摘除所有附着的组织。用含 10% FBS的 DMEM注射

液、青霉素 100 U/mL、链霉素 100 滋g/mL提取骨髓。将细胞置
于直径 60mm的板上，在 37℃、5%CO2的潮湿环境中培养 24h，

然后第一次更换培养基。在 85%的浓度下，将细胞胰蛋白酶化

(0.25%胰蛋白酶)，并按 1:3的比例传代到烧瓶中。所有实验均

采用第三代 rBMSCs。除细胞增殖实验外，其余所有后续实验

中，在培养基添加 10 mM 茁-甘油磷酸盐、50 滋g/mL抗坏血酸
和 10-8 mol/L地塞米松的成骨培养基取代。
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1.5 细胞增殖实验

卵巢切除组 rBMSCs以 2× 103个细胞 /孔的密度接种于

96孔板，含不同浓度的 DMEM和 ASA(0、10-1、10-2、10-3、10-4、

10-5、10-6、10-7和 10-8 mol/L)，每个浓度有 6个重复孔。分别在第

1天、第 4天、第 7天加入 10 滋L/孔的 CCK-8溶液。然后将细

胞置于 37℃的黑暗中培养 1 h。摇动 10s后，测定 450 nm处的

吸光度。

1.6 ALP活性检测

卵巢切除组 rBMSCs与不同浓度的 ASA（0、10-5、10-6、10-7

和 10-8 mol/L）一起接种于 24孔板（5× 103个细胞 /孔），每个浓

度设 3个重复孔。成骨诱导 7或 14天后，用 0.2%聚乙二醇辛

基苯基醚冰裂解细胞，4℃ 14000 rpm离心 15 min。收集上清，

用 ALP活性试剂盒测定 ALP活性。ALP活性比值为不同浓度

ASA所得 ALP活性与 ASA(0 mol/L)组 ALP活性的比值。

1.7 荧光定量 PCR检测

荧光定量 PCR检测成骨分化相关标志基因[ALP、骨桥蛋

白（OPN）、Runt相关转录因子 2（RUNX2）]的表达水平。卵巢

切除组 rBMSCs接种于 6孔板（4× 104个细胞 /孔）中，培养于

含 ASA（10-5 mol/L）和 / 或 wortmannin (50 滋M)的成骨培养基

中，每个浓度有 3个重复孔。成骨诱导 48 h后，按照试剂盒说

明，用 Trizol试剂提取总 RNA。在样品中加入脱氧核糖核酸酶

I以消除任何 DNA污染。然后将 RNA样本用 cDNA反转录试

剂盒对 ALP、OPN和 RUNX2合成 cDNA，并将数据归一化至

GAPDH。

1.8 蛋白免疫印迹试验

获得的卵巢切除组 rBMSCs在成骨诱导条件下培养 2天。

然后用 PBS洗涤 3次，用 RIPA缓冲液在冰上裂解，12000× g

离心 5 min。收集上清液，用 BCA蛋白测定试剂盒测定蛋白浓

度；每个样品 50 滋g蛋白质煮沸 5 min，然后 SDS-PAGE分离，

转移到 PVDF膜。用 5% BSA在 TBST缓冲液中堵塞细胞膜，

随后与抗 PI3K和 p-AKT一抗在 4℃下孵育过夜。然后在 TB-

ST中洗涤 3次，15 min，与二抗(1:3000)在室温下孵育 30 min。

使用增强化学发光可视化后，测定了实验波段吸收值相对于

茁-actin的吸收值。
1.9 统计学方法

采用 SPSS22.0统计分析软件。所有实验至少重复三次，多

组间比较采用单因素方差分析。计量资料采用均数± 标准差

（x± s）表示及 t检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 微型计算机断层扫描评估

微型计算机断层扫描三维图像显示，与假手术组比较，卵

巢切除组股骨微观结构损伤严重，骨小梁稀疏。与假手术组比

较，卵巢切除组骨小梁数量、骨小梁厚度和骨体积分数下降，但

骨小梁分离度升高，差异有统计学意义（P＜0.05），见表 1。

表 1 微型计算机断层扫描松质骨微观结构参数

Table 1 Microstructure parameters of cancellous bone by microcomputer tomography

Groups Trabeculae number（1/mm） Trabecular thickness（mm） Trabecular separation（mm） Bone volume fraction（%）

Sham operation group 4.36± 0.17 0.33± 0.01 0.28± 0.02 37.2± 3.1

Ovariectomized group 3.52± 0.11 0.24± 0.02 0.36± 0.02 14.1± 2.0

T value 10.634 8.947 9.614 57.016

P value 0.005 0.010 0.008 0.000

2.2 rBMSC增殖情况

第 1天观察不同浓度 ASA对卵巢切除组 rBMSC增殖的

影响，组间比较差异无统计学意义（P＞0.05），提示第 1天 ASA

对 rBMSC增殖无影响。在第 4天和第 7天，ASA (10-5 mol/L)

组、ASA(10-6 mol/L) 组、ASA(10-7 mol/L) 组和 ASA(10-8 mol/L)

组 rBMSC 增殖均显著高于 ASA (0 mol/L) 组；而 ASA(10-1

mol/L)组、ASA(10-2 mol/L)组、ASA(10-3 mol/L) 组和 ASA(10-4

mol/L)组 rBMSC增殖显著低于 ASA(0 mol/L)组，差异均有统

计学意义（P＜0.05）。提示 ASA(10-5、10-6、10-7和 10 -8 mol/L)以

剂量依赖性方式促进卵巢切除组 rBMSC的增殖，以 ASA(10-5

mol/L)最为显著，而 ASA(10-1、10-2、10-3 和 10-4 mol/L)则抑制

rBMSC增殖，以 ASA(10-4 mol/L)最为显著，见表 2。

2.3 ALP活性检测

第 7天和第 14天，ASA(10-5 mol/L)组、ASA(10-6 mol/L)组、

ASA(10-7 mol/L)组和 ASA(10-8 mol/L)组 ALP活性均显著高于

ASA(0 mol/L)组，且第 14天 ALP活性高于第 7天，差异均有统

计学意义（P＜0.05）。提示不同浓度 ASA中 ALP的活性均增

加，其中 ASA(10-5 mol/L)组 ALP活性增加最显著，见表 3。表

明 ASA(10-5 mol/L)是刺激卵巢切除组 rBMSC成骨分化的最佳

浓度。因此，后续实验中采用了该浓度。

2.4 成骨相关基因 mRNA表达水平

与对照组比较，ASA 组成骨相关基因 ALP、OPN 和

RUNX2相对 mRNA表达水平显著升高，差异有统计学意义

（P＜0.05）；而 wortmannin 组成骨相关基因 ALP、OPN 和

RUNX2相对 mRNA表达水平变化不大，差异无统计学意义

（P＞0.05）。与 ASA组比较，wortmannin组成骨相关基因 ALP、

OPN和 RUNX2相对 mRNA表达水平均显著降低，差异有统

计学意义（P＜0.05），见表 4。表明 ASA治疗显著提高了卵巢切

除组 rBMSCs成骨基因的表达，而 PI3K通路抑制剂 wortman-

nin则干扰 ASA诱导的卵巢切除组 rBMSCs成骨基因表达。

2.5 PI3K、p-AKT蛋白表达

与对照组比较，ASA组 PI3K、p-AKT蛋白表达水平显著升

高，差异有统计学意义（P＜0.05）；而 wortmannin组 PI3K、

p-AKT蛋白表达水平变化不大，差异无统计学意义（P＞0.05）。
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Note: Compared with ASA(0 mol/L) group, &P＜0.05; Compared with the same group on 7 d, *P＜0.05.

Note: Compared with control group, &P＜0.05; Compared with ASA group, *P＜0.05.

Note: Compared with ASA(0 mol/L) group, &P＜0.05.

表 2 第 1天、第 4天、第 7天观察 ASA对卵巢切除组 rBMSCs增殖的影响

Table 2 Effects of ASA on rBMSCs proliferation in ovariectomized group on 1 d, 4 d and 7 d

Groups
OD value

1 d 4 d 7 d

ASA(0 mol/L) group 0.75± 0.08 1.12± 0.10 1.63± 0.17

ASA(10-1 mol/L) group 0.66± 0.07 0.72± 0.10& 0.83± 0.12&

ASA(10-2 mol/L) group 0.71± 0.08 0.69± 0.08& 0.92± 0.15&

ASA(10-3 mol/L) group 0.68± 0.08 0.58± 0.07& 0.79± 0.14&

ASA(10-4 mol/L) group 0.54± 0.06 0.49± 0.05& 0.35± 0.04&

ASA(10-5 mol/L) group 0.76± 0.08 2.16± 0.23& 2.54± 0.25&

ASA(10-6 mol/L) group 0.73± 0.08 1.97± 0.15& 2.44± 0.24&

ASA(10-7 mol/L) group 0.67± 0.07 1.88± 0.14& 2.36± 0.23&

ASA(10-8 mol/L) group 0.64± 0.06 1.65± 0.13& 2.18± 0.20&

F value 0.967 37.261 29.641

P value 1.063 0.000 0.000

与 ASA组比较，wortmannin组 PI3K、p-AKT蛋白表达水平显

著降低，差异均有统计学意义（P＜0.05），见表 5，图 1。提示

ASA治疗显著上调了 PI3K、p-AKT的表达，而 wortmannin下

调了 PI3K、p-AKT的表达，表明 ASA通过激活 PI3K/AKT通

路刺激卵巢切除组 rBMSCs成骨分化。

表 3 第 7天、第 14天 ALP活性检测

Table 3 ALP activity test on 7 d and 14 d

Groups
ALP activity ratio

7 d 14 d

ASA(0 mol/L) group 1.00± 0.01 1.00± 0.01

ASA(10-5 mol/L) group 1.82± 0.22& 2.49± 0.32&*

ASA(10-6 mol/L) group 1.69± 0.20& 2.03± 0.30&*

ASA(10-7 mol/L) group 1.53± 0.17& 1.85± 0.24&*

ASA(10-8 mol/L) group 1.44± 0.15& 1.73± 0.21&*

F value 24.063 43.063

P value 0.000 0.000

Groups ALP OPN RUNX2

Control group 1.00± 0.01 1.00± 0.01 1.00± 0.01

ASA group 2.76± 0.38& 4.31± 0.62& 2.78± 0.42&

Wortmannin group 1.20± 0.13* 2.00± 0.36* 0.88± 0.08*

F value 36.095 22.085 30.691

P value 0.000 0.000 0.000

表 4成骨相关基因 mRNA表达水平

Table 4 mRNA expression levels of osteogenesis related genes

3 讨论
骨质疏松最严重的后果是导致骨质疏松性骨折，造成疼痛

和重度伤残，并降低预期寿命，长期卧床者 1年内致死率达
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Note: Compared with control group, &P＜0.05; Compared with ASA group, *P＜0.05.

图 1 蛋白免疫印迹试验检测 PI3K、p-AKT蛋白表达

Fig.1 Expression of PI3K and p-AKT protein was detected byWestern blot

20%，永久性致残率达 50%[12-14]。因此骨质疏松的预防和治疗受

到越来越多的关注。目前治疗骨质疏松的药物主要有骨吸收抑

制剂，通过抑制破骨细胞的功能来维持骨量，但这类药物在增

加或恢复骨量方面的作用相对温和，迫切需要一种令人满意的

合成代谢治疗方法，即增强骨形成[15,16]。本研究旨在探讨 ASA

是否具有促进骨质疏松成骨分化的作用及其作用机制。通过对

大鼠采取卵巢切除法构建骨质疏松模型，微型计算机断层扫描

结果显示卵巢切除组股骨微观结构损伤严重，骨小梁稀疏，同

时骨小梁数量、骨小梁厚度和骨体积分数下降，但骨小梁分离

度升高，提示骨质疏松模型建模成功。

续断属续断科，是一种多年生草本植物，生长在潮湿的田

野和山区，在我国长期被用作抗骨质疏松、滋补和抗衰老的药

物，用于治疗腰痛、外伤性血肿，先兆流产和骨折[17,18]。续断提取

物可预防模拟微重力和卵巢切除所致的大鼠骨丢失[19]。此外，

续断总皂苷通过骨形态发生蛋白 -2/ 丝裂原活化蛋白激酶

/SMAD1/5/8 依赖性 RUNX2 信号通路诱导成骨细胞分化 [20]。

ASA是从续断中分离出来的主要活性成分，又称为木通皂苷

D，体外研究表明 ASA能促进骨生成和骨形成，具有抗骨质疏

松的作用[21]。Liu K等[22]证实 ASA通过抑制核因子 -资B受体活
化因子配体（RANKL）诱导的破骨细胞分化和功能，在体内外

发挥其抗破骨活性，表明 ASA在预防或抑制 RANKL介导的

骨溶解性疾病方面具有潜在的治疗作用。Fang Y[23]等研究发

现，中药黄芪的提取物毛蕊异黄酮在成骨作用部分涉及

IGF1R/PI3K/AKT信号通路，在 10-8-10-6 mol/L范围内对细胞增

殖、ALP活性有剂量依赖性的增强作用，而在 10-5 mol/L范围内

有抑制作用；在最佳浓度时,可以增加成骨基因的 mRNA水

平、IGF1R和 AKT的磷酸化。本研究结果显示 ASA（10-5、10-6、

10-7和 10-8 mol/L）以剂量依赖性方式促进卵巢切除组 rBMSC

的增殖，以 10-5 mol/L最显著，而 ASA（10-1、10-2、10-3和 10-4

mol/L）则抑制 rBMSC增殖，以 10-4 mol/L最显著；且在不同浓

度 ASA中 ALP的活性均增加，其中 ASA（10-5 mol/L）组 ALP

活性增加最显著，表明 ASA（10-5 mol/L）是刺激骨质疏松模型

rBMSC成骨分化的最佳浓度。

Li C等[24]证实 ASA可能通过激活 PI3K/AKT和 CREB通

路对缺氧诱导的心肌细胞凋亡具有保护作用。Zhao Y等[25]研究

表明青盐方 70%乙醇提取物对绝经后骨质疏松症有一定的抗

骨丢失作用，具有潜在的治疗作用，其分子机制与成骨细胞中

雌激素受体（ER）依赖性丝裂原活化蛋白激酶激酶（MEK）

/ERK和 PI3K/Akt信号通路的激活、破骨细胞中 ER依赖性

p-ERK和 ER非依赖性 p-Akt蛋白表达的下调有关。上述研究

表明 PI3K/AKT信号通路在细胞的增殖、迁移和分化等具有重

要调控作用，而 ASA可能通过此信号通路发挥其调控 rBMSCs

成骨分化的作用。本研究证实 PI3K通路抑制剂 wortmannin干

扰 ASA诱导的卵巢切除组 rBMSCs成骨分化；ASA治疗显著

提高了卵巢切除组 rBMSCs成骨基因的表达，而 PI3K通路抑

制剂 wortmannin 则干扰 ASA诱导的卵巢切除组 rBMSCs 成

骨基因表达；ASA 治疗显著上调了 PI3K 、p-AKT 的表达，而

wortmannin下调了 PI3K、p-AKT的表达，表明 ASA通过激活

PI3K/AKT 通路刺激骨质疏松模型 rBMSCs 成骨分化。

PI3K/AKT作为重要的信号通路，调控细胞的生存、增殖、分化

等多个病理生理过程[26,27]。PI3K通路在细胞增殖、分化、粘附和

凋亡中起主要作用，最近的研究表明 PI3K/AKT信号通路与骨

组织代谢密切相关，通过抑制 P2X7/PI3K/AKT信号通路，增加

骨保护素（OPG）/RANKL比值，导致骨质疏松[28]。在成骨细胞

中，PI3K/AKT通路的激活已被证明可以刺激增殖和分化，同时

抑制凋亡[29]。此外，PI3K/AKT通路可影响破骨细胞形成[30]。相

反，AKT的激活通过阻断小鼠成骨细胞磷脂酰肌醇 -3,4,5-三

磷酸 3-磷酸酶的表达来增加骨量[31]。最近关于 PI3K信号通路

的研究均强调了 PI3K/AKT信号通路在骨质疏松中的参与[32]。

因此，无论在正常还是病理条件下，PI3K/AKT通路都是维持骨

稳定性的关键。

综上所述，ASA能促进骨质疏松模型 rBMSCs增殖，增强

ALP活性，增强 ALP、OPN和 RUNX2的表达，而 PI3K通路抑

制剂 wortmannin降低了这些成骨作用，并降低了 ASA诱导的

PI3K、p-AKT水平，表明 ASA通过 PI3K/AKT信号通路促进骨

质疏松模型 rBMSCs成骨分化。

表 5 PI3K、p-AKT蛋白表达

Table 5 Expression of PI3K and p-AKT proteins

Groups PI3K p-AKT

Control group 1.00± 0.01 0.60± 0.01

ASA group 2.35± 0.27& 1.26± 0.14&

wortmannin group 1.18± 0.12* 0.51± 0.08*

F value 9.561 6.534

P value 0.005 0.037
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