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摘要：目的　基于同源性磷酸酶张力蛋白诱导的激酶１（ＰＩＮＫ１）／Ｐａｒｋｉｎ介导的
线粒体自噬探讨蒙药通拉嘎 －５对骨质疏松症（ＯＰ）小鼠骨微结构和骨代谢的
影响，及其作用机制。方法　通过卵巢切除（ＯＶＸ）法构建ＯＰ小鼠模型。将ＯＰ
模型小鼠随机分为模型组（灌胃等体积０９％ＮａＣｌ）、对照组（灌胃１ｍｇ·ｋｇ－１戊
酸雌二醇）、实验组（灌胃００５ｇ·ｋｇ－１通拉嘎 －５溶液）和联合组（灌胃００５
ｇ·ｋｇ－１通拉嘎－５溶液＋腹腔注射５０ｍｇ·ｋｇ－１Ｍｄｉｖｉ－１），每组１０只；另取１０
只正常小鼠作为假手术组（灌胃等体积０９％ＮａＣｌ）。５组小鼠在连续给药１０周
后，用Ｍｉｃｒｏ－ＣＴ检测组织矿物质密度（ＢＭＤ），用试剂盒检测骨代谢标志物
［Ⅰ型胶原Ｃ末端肽（ＣＴｘ－Ⅰ）、碱性磷酸酶（ＡＬＰ）、骨钙素（ＢＧＰ）］水平，用蛋
白质印迹法检测线粒体外膜转运酶２０（Ｔｏｍｍ２０）、ｐ６２、染色体１０上删除的磷酸
酶和Ｔｅｎｓｉｎ同源物诱导激酶１（ＰＩＮＫ１）和Ｐａｒｋｉｎ蛋白的表达水平。结果　假手
术组、模型组、对照组、实验组和联合组的 ＢＭＤ分别为（０２３±００２）、
（００９±００１）、（０２２±００３）、（０２３±００１）和（０１１±００２）ｇ·ｍｍ－３，ＣＴｘ－Ⅰ
水平分别为（１４５８±１２２）、（２６６２±２０４）、（１６４４±２３１）、（１２３１±１９８）和
（２２７６±２５２）ｎｇ·ｍＬ－１，ＡＬＰ水平分别为（４８７±１１２）、（１４１±１１０）、
（３０３±１０７）、（４４４±１１５）和（２０５±１４１）Ｕ·Ｌ－１，ＢＧＰ水平分别为
（９３５±１０６）、（５２８±０８４）、（７７６±０３５）、（８３４±０８７）和（６１２±０８１）
ｎｇ·ｍＬ－１，Ｔｏｍｍ２０蛋白相对表达水平分别为 ０９３±００８、０１０±００１、
０３７±００３、０８４±００６和 ０２８±００３，ｐ６２蛋白相对表达水平分别为
０１５±００２、０９３±００９、０６５±００６、０３７±００４和０８６±００６，ＰＩＮＫ１蛋白相
对表达水平分别为 ０８７±００９、０１４±００２、０３２±００３、０６９±００６和
０２６±００３，Ｐａｒｋｉｎ蛋白相对表达水平分别为 ０７９±００８、０１２±００２、
０２６±００４、０５８±００５和０２３±００３。实验组、对照组和假手术组的上述指
标与模型组比较，在统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）。结论　通拉
嘎－５能够改善ＯＶＸ小鼠的骨微结构和骨代谢，减少骨质流失，其机制可能与
激活ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ通路介导的线粒体自噬来发挥骨保护作用有关。
关键词：通拉嘎－５；骨质疏松症；线粒体自噬；骨代谢
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　　骨质疏松症（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＯＰ）是一种以骨脆性增
加、骨折概率高、骨小梁减少、骨微结构破坏为特征的

全身性代谢性疾病，其发病风险和患病率不断上

升［１］。ＯＰ在蒙医属“骨枯症”，健脾养胃、改善消化、
增强胃火、促进吸收是其治疗关键［２］。蒙药通拉嘎－５
出自《至高药方》，由石榴、肉桂、豆蔻、荜茇、红花配合

而成，能够阻止维Ａ酸导致的骨矿物丢失和骨组织纤
维结构的改变，可能对骨质疏松有一定的干预作

用［３］。线粒体自噬参与调控 ＯＰ，且可能与同源性磷
酸酶张力蛋白诱导的激酶１（ｐｈｏ－ｓｎｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎ
ｈｏｍｏｌｏｇｕｅ－ｉｎｄｕｃｅｄｋｉｎａｓｅ１，ＰＩＮＫ１）／Ｐａｒｋｉｎ信号通
路有关［４］。本研究通过构建卵巢切除（ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍ，
ＯＶＸ）ＯＰ小鼠模型，旨在探讨通拉嘎 －５对 ＯＰ小鼠
骨微结构和骨代谢的影响，并基于ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ介导
的线粒体自噬探讨其可能的作用机制。

材料与方法

１　材料
动物　雌性清洁级 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，鼠龄８周，体

质量２０～２３ｇ，购自布林凯斯（深圳）生物技术有限公

司。动物许可证号：ＳＹＸＫ（粤）２０２４－０３５４。本实验
经内蒙古民族大学附属医院动物伦理委员会批准（伦

理批号：ＮＭ－ＬＬ－２０２４－０６－２０－０１）。
药品与试剂　石榴，批号：２２１１１５，产地：山东枣

庄，四川和顺康药业有限公司生产；肉桂，批号：

２３０６０１，产地：广西苍梧县，四川秦巴本草药业有限公
司生产；荜茇，批号：Ｃ０６６２３１２０１，产地：云南临沧，成
都欣福源中药饮片有限公司生产；豆蔻，批号：

２３１１０１，产地：广西柳州，红花，批号：２３０９０１，产地：河
南商丘，均由四川省卓宇制药有限公司生产；上述中

药材均经内蒙古民族大学蒙药生药教研室布和巴特

尔教授鉴定为正品。线粒体自噬抑制药 Ｍｄｉｖｉ－１，规
格：每瓶５０ｍｇ，批号：ＨＹ－１５８８６，ＭＣＥ生物科技有限
公司生产。Ⅰ型胶原 Ｃ末端肽（Ｃ－ｔｅｒｍｉｎａｌｔｅｌｏｐｅｐ
ｔｉｄｅｏｆｔｙｐｅⅠ ｃｏｌｌａｇｅｎ，ＣＴｘ－Ⅰ）、骨钙素（ｂｏｎｅＧｌａ－
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＧＰ）、抗酒石酸酸性磷酸酶（ｔａｒｔｒａｔｅ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔ
ａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＴＲＡＰ）、碱 性 磷 酸 酶 （ａｌｋａｌｉｎｅ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）检测试剂盒，均由南京建成生物工
程研究所生产；骨形态发生蛋白２（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎ－２，ＢＭＰ２）、Ｒｕｎｘ２、线粒体外膜转运酶 ２０
（ｔｒａｎｓｌｏｃａｓｅ ｏｆｏｕｔｅｒｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅ２０，
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ８Ａｐｒｉｌ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３０）

Ｔｏｍｍ２０）、微管相关蛋白１轻链３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ－ａｓｓｏ
ｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）、ｐ６２、染色体１０上删
除的磷酸酶和 Ｔｅｎｓｉｎ同源物诱导激酶１（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ
ａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇｕｅ－ｉｎｄｕｃｅｄｋｉｎａｓｅ１，ＰＩＮＫ１）、
Ｐａｒｋｉｎ抗体，均购自美国Ａｂｃａｍ公司。引物，均由北京
博尔迈生物技术有限公司设计合成。

仪器　ＡＢＩ７５００实时荧光定量聚合酶链反应
（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
ＲＴ－ＰＣＲ）系统，美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司产品；
ＳｋｙＳｃａｎ－１１７６小动物活体 Ｍｉｃｒｏ－ＣＴ影像系统，德
国Ｂｒｕｋｅｒ公司产品；ＨＸ５３正置荧光显微镜，日本奥林
巴斯公司产品。

２　实验方法
２１　溶液配制

取石榴皮８ｇ、红花４ｇ、肉桂１ｇ、豆蔻１ｇ和荜茇
１ｇ，加入蒸馏水２００ｍＬ煎成药液，浓缩配制成含生药
量１ｇ·ｍＬ－１的药液，过滤后分装，置于４°Ｃ冰箱中
保存，备用。

２２　模型构建
参照文献［５］的方法，用双侧ＯＶＸ法构建ＯＰ小鼠

模型。小鼠经２％戊巴比妥钠麻醉后，切除双侧卵巢。假
手术组小鼠只切除卵巢附近的脂肪组织。术后连续３ｄ
以青霉素５×１０４Ｕ·ｄ－１的剂量进行肌内注射。
２３　动物分组与给药方法

手术１周后，将ＯＰ模型小鼠随机分为模型组、对
照组、实验组和联合组，每组１０只；另取１０只正常小
鼠作为假手术组。对照组灌胃给予１ｍｇ·ｋｇ－１戊酸
雌二醇，每天１次［６］；实验组灌胃给予００５ｇ·ｋｇ－１

通拉嘎 －５溶液，每天 １次［７］；联合组灌胃给予

００５ｇ·ｋｇ－１通拉嘎 －５溶液，每天１次 ＋腹腔注射
５０ｍｇ·ｋｇ－１Ｍｄｉｖｉ－１，每天１次，每周５次［８］；假手术

组和模型组均灌胃给予等体积０９％ＮａＣｌ。５组小鼠
均连续给药１０周。末次给药后禁食１２ｈ，过量麻醉
后，取腹主动脉血，左侧和右侧股骨。

２４　Ｍｉｃｒｏ－ＣＴ检测左侧股骨骨微结构［９］

取左侧股骨用于骨微结构分析。用高分辨率

Ｍｉｃｒｏ－ＣＴ对远端干骺端进行扫描。Ｍｉｃｒｏ－ＣＴ系统
软件对小梁结构进行分析并进行三维重建，记录骨小

梁数量（ｔｒａｂｅｃｕｌａｒｎｕｍｂｅｒ，ＴｂＮ）、骨小梁厚度（ｔｒａ
ｂｅｃｕｌａｒｔｈｉｃｋｎｅｓｓ，ＴｂＴｈ）、骨小梁分离度（ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ
ｓｐａｃｉｎｇ，ＴｂＳｐ）、骨体积／组织体积（ｂｏｎｅｖｏｌｕｍｅ／ｔｏｔａｌ
ｖｏｌｕｍｅ，ＢＶ／ＴＶ）和组织矿物质密度（ｂｏｎｅｍｉｎｅｒａｌｄｅｎ
ｓｉｔｙ，ＢＭＤ）等参数。参数检测条件：电压８０ｋＶ，电流
１００ＵＡ，图像矩阵１３％×２０００。

２５　组织学分析和免疫组织化学分析法检测股骨组
织形态及ＬＣ３和Ｔｏｍｍ２０蛋白的表达水平［１０］

股骨组织在Ｍｉｃｒｏ－ＣＴ检测完成后，用１０％乙二
胺四乙酸进行脱钙处理，为期３０ｄ。脱钙溶液每３ｄ
更换１次，在换液过程中检查骨组织的脱钙情况。待
骨组织软化后，将股骨组织置于梯度乙醇中脱水后，

用二甲苯处理至透明。随后，将股骨组织包埋于石蜡

中，制成６μｍ的切片。用二甲苯对石蜡切片进行脱
蜡后，用梯度乙醇脱水。根据相应试剂盒，用苏木精－
伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色法检查骨组织形态，
用免疫组织化学法评估骨组织线粒体自噬情况（ＬＣ３
和 Ｔｏｍｍ２０）。于光学显微镜下观察染色切片，用
Ｉｍａｇｅ－ＰｒｏＰｌｕｓ软件确定每个样本中阳性染色区域
的平均光密度值（ａｖｅｒａｇｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＡＯＤ）。
２６　试剂盒检测骨代谢指标的水平［１１］

小鼠腹主动脉取血，以 ３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１０ｍｉｎ，分离血清，置于－２０℃保存，待测。严格按照
试剂盒说明书的步骤进行操作，检测血清中ＣＴｘ－Ⅰ、
骨钙素、ＴＲＡＰ和ＡＬＰ的水平。
２７　ＲＴ－ＰＣＲ法检测ｍＲＮＡ的表达水平［１２］

用 ＴＲＩｚｏｌ试剂从股骨组织中分离总 ＲＮＡ。用
ｉＳｃｒｉｐｔｃＤＮＡ合成试剂盒从提取的 ＲＮＡ中合成
ｃＤＮＡ，并进行逆转录。用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒ
ｍｉｘ试剂盒检测基因的表达情况。用 ＲＴ－ＰＣＲ系统
进行扩增，扩增程序设置如下：９５℃预变性 ５ｍｉｎ；
９５℃ ３０ｓ、６０℃３０ｓ、７２℃３０ｓ，循环４０次；７２℃延
伸６ｍｉｎ。以甘油醛－３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－
３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）为内参，用２－ΔΔＣｔ

法评估基因的相对表达水平。

２８　蛋白质印迹法检测蛋白的表达水平［１３］

取各组大鼠右侧股骨，研磨后，在冷的放射免疫

沉淀分析裂解缓冲液中匀浆１０ｍｉｎ，用高速离心法获
得总蛋白。经ＢＣＡ法测定进行定量后，取蛋白３０μｇ
在１０％或１２％硫酸盐－聚丙烯酰胺凝胶上电泳２ｈ，
然后转移到聚偏二氟乙烯膜上电泳约１５ｈ。在含
Ｔｗｅｅｎ２０的ＴＢＳ中洗涤３次后，将膜浸泡在一抗中，
于４℃下孵育８ｈ。在３７℃下与二抗共孵育１５ｈ
后，用ＴＢＳＴ洗涤３次，每次１０ｍｉｎ，用增强化学发光
试剂盒和ＡｍｅｒｓｈａｍＩｍａｇｅｒ６００分析膜上蛋白条带的
灰度。

３　统计学处理
用 ＳＰＳＳ２３０软件进行统计分析。计量资料用

珋ｘ±ｓ表示，多组间比较用单因素方差分析（ｏｎｅ－ｗａｙ
ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅ，ＡＮＯＶＡ）分析，组间两两比较用最
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小显著性差异法（ｌｅａｓｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，ＬＳＤ法）。

结　　果

１　通拉嘎 －５对 ＯＶＸ骨质疏松小鼠骨微结构的
影响

实验组给予００５ｇ·ｋｇ－１通拉嘎 －５溶液；对照
组给予 １ｍｇ·ｋｇ－１戊酸雌二醇；联合组给予 ００５
ｇ·ｋｇ－１通拉嘎 －５溶液 ＋５０ｍｇ·ｋｇ－１Ｍｄｉｖｉ－１；假
手术组和模型组均给予等体积０９％ＮａＣｌ。

Ｍｉｃｒｏ－ＣＴ分析显示：模型组与假手术组相比，小
鼠 ＢＭＤ、ＢＶ／ＴＶ、ＴｂＮ和 ＴｂＴｈ均明显降低，而
ＴｂＳｐ明显升高（均Ｐ＜００５）；实验组和对照组小鼠
ＢＭＤ、ＢＶ／ＴＶ、ＴｂＮ和 ＴｂＴｈ均较模型组明显升高，
而ＴｂＳｐ均较模型组明显降低（均 Ｐ＜００５）；联合组
与实验组相比，小鼠ＢＭＤ、ＢＶ／ＴＶ、ＴｂＮ和ＴｂＴｈ均明
显降低，而ＴｂＳｐ明显升高（均Ｐ＜００５）。结果见表１。
２　通拉嘎－５对 ＯＶＸ骨质疏松小鼠股骨组织形态
的影响

ＨＥ染色显示：假手术组小鼠股骨组织结构正常，
骨小梁厚度均匀、结构完整，骨细胞形态清晰。相较

于假手术组，模型组可观察到松质骨结构改变，股骨

组织干骺端骨小梁数减少，结构破坏严重，骨小梁变

薄，部分骨小梁明显细长或断裂，连接不完整，且间隙

变宽。相较于模型组，对照组和实验组骨组织形态损

伤有所减轻。结果见图１。

３　通拉嘎－５对 ＯＶＸ骨质疏松小鼠血清骨转换生
化指标的影响

模型组与假手术组相比，小鼠血清中 ＴＲＡＰ和
ＣＴｘ－Ⅰ水平均明显升高，ＡＬＰ和 ＢＧＰ水平均明显降
低（均Ｐ＜００５）；实验组和对照组小鼠血清中 ＴＲＡＰ
和ＣＴｘ－Ⅰ水平均较模型组明显降低，ＡＬＰ和ＢＧＰ水平
均较模型组明显升高（均Ｐ＜００５）；联合组与实验组相
比，小鼠血清中ＴＲＡＰ和ＣＴｘ－Ⅰ水平均明显升高，ＡＬＰ
和ＢＧＰ水平均明显降低（均Ｐ＜００５）。结果见表２。
４　通拉嘎－５对 ＯＶＸ骨质疏松小鼠股骨组织成骨
分化标志蛋白表达的影响

实验组、对照组、联合组、模型组和假手术组股骨

组织中ＢＭＰ２蛋白相对表达水平分别为０８９±００６、
０３２±００３、０２８±００３、０１５±００２和０９６±００８，
Ｒｕｎｘ２蛋白相对表达水平分别为 ０６７±００４、
０２６±００３、０２２±００２、０１１±００１和０８５±００６。
模型组与假手术组相比，小鼠股骨组织中 ＢＭＰ２和
Ｒｕｎｘ２蛋白相对表达水平均明显降低（均 Ｐ＜００５）；
实验组和对照组股骨组织中 ＢＭＰ２和 Ｒｕｎｘ２蛋白相
对表达水平均较模型组明显升高（均 Ｐ＜００５）；联合
组与实验组相比，小鼠股骨组织中 ＢＭＰ２和 Ｒｕｎｘ２蛋
白相对表达水平均明显降低（均Ｐ＜００５）。
５　通拉嘎 －５对 ＯＶＸ骨质疏松小鼠股骨组织
Ｔｏｍｍ２０和ＬＣ３阳性表达的影响

实验组、对照组、联合组、模型组和假手术组股骨

　　
表１　各组小鼠骨密度和股骨远端骨小梁参数的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｂｏｎｅｍｉｎｅｒａｌｄｅｎｓｉｔｙａｎｄｔｒａｂｅｃｕｌａｒｂｏｎｅｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｔｈｅｄｉｓｔａｌｆｅｍｕｒｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＢＭＤ（ｇ·ｍｍ－３） ＢＶ／ＴＶ（％） ＴｂＮ（·ｍｍ－１） ＴｂＴｈ（μｍ） ＴｂＳｐ（ｍｍ）

Ｓｈａｍ－ｏｐｅｒａｔｉｏｎ １０ ０２３±００２ １３５７±１７８ ２１６±０２３ ４３５１±１２１ ０２１±００４
Ｍｏｄｅｌ １０ ００９±００１ ５１２±０９３ ０９３±０１１ ３０３２±１０３ ０９６±０１６

Ｃｏｎｔｒｏｌ １０ ０２２±００３＃ １０８４±１１６＃ １８７±０１７＃ ３８２５±１４２＃ ０３３±００３＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ １０ ０２３±００１＃ １２３６±１４２＃ ２０２±０２５＃ ４０３６±２０６＃ ０２４±００４＃

Ｃｏｍｂｉｎｅｄ １０ ０１１±００２△ ７０６±０９５△ １０３±０１４△ ３１７９±２５２△ ０７８±０１２△

ＢＭＤ：Ｂｏｎｅｍｉｎｅｒａｌｄｅｎｓｉｔｙ；ＢＶ／ＴＶ：Ｂｏｎｅｖｏｌｕｍｅ／ｔｏｔａｌｖｏｌｕｍｅ；ＴｂＮ：Ｔｒａｂｅｃｕｌａｒｎｕｍｂｅｒ；ＴｂＴｈ：Ｔｒａｂｅｃｕｌａｒｔｈｉｃｋｎｅｓｓ；ＴｂＳｐ：Ｔｒａｂｅｃｕｌａｒｓｐａｃｉｎｇ；Ｓｈａｍ－

ｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ：０９％ＮａＣｌ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：０９％ＮａＣｌ；Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：１ｍｇ·ｋｇ－１ｅｓｔｒａｄｉｏｌｖａｌｅｒａｔｅ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ：００５ｇ·ｋｇ－１Ｔｏｎｇｌａｇａｔ－５ｓｏｌｕｔｉｏｎ；

Ｃｏｍｂｉｎｅｄｇｒｏｕｐ：００５ｇ·ｋｇ－１Ｔｏｎｇｌａｇａｔ－５ｓｏｌｕｔｉｏｎ＋５０ｍｇ·ｋｇ－１ｍｉｔｏｐｈａｇｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｈａｍ－ｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５

图 １　各组小鼠股骨远端骨组织的苏木精－伊红染色结果（×４００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｂｏｎｅｔｉｓｓｕｅｏｆｄｉｓｔａｌｆｅｍｕｒｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（×４００）
Ａ：Ｓｈａｍ－ｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ；Ｅ：Ｃｏｍｂｉｎｅｄｇｒｏｕｐ
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ８Ａｐｒｉｌ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３０）

表２　各组小鼠骨代谢标志物的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｂｏｎｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｍａｒｋｅｒｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＴＲＡＰ（Ｕ·Ｌ－１） ＣＴｘ－Ⅰ （ｎｇ·ｍＬ－１） ＡＬＰ（Ｕ·Ｌ－１） ＢＧＰ（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｓｈａｍ－ｏｐｅｒａｔｉｏｎ １６５±０２１ １４５８±１２２ ４８７±１１２ ９３５±１０６

Ｍｏｄｅｌ ３７３±０１９ ２６６２±２０４ １４１±１１０ ５２８±０８４

Ｃｏｎｔｒｏｌ ２１６±０２５＃ １６４４±２３１＃ ３０３±１０７＃ ７７６±０３５＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ １８７±０４３＃ １２３１±１９８＃ ４４４±１１５＃ ８３４±０８７＃

Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ３２８±０８５△ ２２７６±２５２△ ２０５±１４１△ ６１２±０８１△

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；ＴＲＡＰ：Ｔａｒｔｒａｔｅ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ；ＣＴｘ－Ⅰ：ＴｙｐｅⅠ ｃｏｌｌａｇｅｎｃｒｏｓｓ－ｌｉｎｋｅｄＣ－ｔｅｒｍｉｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ；ＡＬＰ：Ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓ

ｐｈａｔａｓｅ；ＢＧＰ：ＢｏｎｅＧｌａｐｒｏｔｅｉｎ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｈａｍ－ｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５

组织中线粒体自噬标记蛋白 Ｔｏｍｍ２０阳性表达水平
分别为 ０２８±００３、０２３±００３、０１４±００１、
０１１±００２和０３２±００４，自噬标志蛋白ＬＣ３阳性表
达水平分别为０２６±００３、０２２±００２、０１１±００１、
０１０±００２和０３７±００３。模型组与假手术组相比，
小鼠股骨组织中 Ｔｏｍｍ２０和 ＬＣ３阳性表达水平均明
显降低（均 Ｐ＜００５）；实验组和对照组股骨组织中
Ｔｏｍｍ２０和ＬＣ３阳性表达水平均较模型组明显升高
（均Ｐ＜００５）；联合组与实验组相比，小鼠股骨组织
中 Ｔｏｍｍ２０和 ＬＣ３阳性表达水平均明显降低（均
Ｐ＜００５）。结果见图２。
６　通拉嘎－５对 ＯＶＸ骨质疏松小鼠股骨组织线粒
体自噬相关基因表达的影响

模型组与假手术组相比，小鼠股骨组织中

Ｔｏｍｍ２０、ＬＣ３、ＰＩＮＫ１、ＰａｒｋｉｎｍＲＮＡ相对表达水平均
明显降低，ｐ６２ｍＲＮＡ相对表达水平明显升高（均
Ｐ＜００５）；实验组和对照组股骨组织中 Ｔｏｍｍ２０、
ＬＣ３、ＰＩＮＫ１、ＰａｒｋｉｎｍＲＮＡ相对表达水平均较模型组
　　

明显升高，ｐ６２ｍＲＮＡ相对表达水平均较模型组明显
降低（均 Ｐ＜００５）；联合组与实验组相比，小鼠股骨
组织中Ｔｏｍｍ２０、ＬＣ３、ＰＩＮＫ１、ＰａｒｋｉｎｍＲＮＡ相对表达
水平均明显降低，ｐ６２ｍＲＮＡ相对表达水平明显升高
（均Ｐ＜００５）。结果见表３。
７　通拉嘎－５对 ＯＶＸ骨质疏松小鼠股骨组织线粒
体自噬相关蛋白表达的影响

模型组与假手术组相比，小鼠股骨组织中

Ｔｏｍｍ２０、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、ＰＩＮＫ１和 Ｐａｒｋｉｎ蛋白相对
表达水平均明显降低，ｐ６２蛋白相对表达水平明显
升高（均Ｐ＜００５）；实验组和对照组股骨组织中
Ｔｏｍｍ２０、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、ＰＩＮＫ１和 Ｐａｒｋｉｎ蛋白相对
表达水平均较模型组明显升高，ｐ６２蛋白相对表达
水平明显降低（均Ｐ＜００５）；联合组与实验组相
比，小 鼠 股 骨 组 织 中 Ｔｏｍｍ２０、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、
ＰＩＮＫ１和 Ｐａｒｋｉｎ蛋白相对表达水平均明显降低，
ｐ６２蛋白相对表达水平明显升高（均Ｐ＜００５）。
结果见表３和图３。

图 ２　用免疫组织化学染色观察各组小鼠股骨组织中线粒体外膜转运酶２０（Ｔｏｍｍ２０）和微管相关蛋白轻链３（ＬＣ３）阳性表达的

情况（×４００）

Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｔｒａｎｓｌｏｃａｓｅｏｆｏｕｔｅｒｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅ２０（Ｔｏｍｍ２０）ａｎｄｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇｈｔ

ｃｈａｉｎ３（ＬＣ３）ｉｎｆｅｍｏｒａｌｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ（×４００）
Ａ－Ｅｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１
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表３　各组小鼠骨股组织中线粒体自噬相关基因和蛋白相对表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌａｕｔｏｐｈａｇｙ－ｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｂｏｎｅａｎｄｆｅｍｕｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎ
ｖａｒｉｏｕｓｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
ｍＲＮＡ

Ｔｏｍｍ２０ ＬＣ３ ｐ６２ ＰＩＮＫ１ Ｐａｒｋｉｎ

Ｓｈａｍ－ｏｐｅｒａｔｉｏｎ １００±００３ １００±００５ １００±００４ １００±００４ １００±００４
Ｍｏｄｅｌ ０２６±００３ ０３３±００３ ２６２±０１１ ０３１±００３ ０２８±００３

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０５７±００４＃ ０５２±００５＃ １７９±０１１＃ ０６４±００６＃ ０５４±００５＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ０９３±００６＃ ０９６±００７＃ １１３±００９＃ ０９７±００９＃ ０９５±００６＃

Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ０３４±００４△ ０４５±００５△ ２０６±０１３△ ０５２±００６△ ０４２±００５△

Ｇｒｏｕｐ
Ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｔｏｍｍ２０ ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ ｐ６２ ＰＩＮＫ１ Ｐａｒｋｉｎ

Ｓｈａｍ－ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ０９３±００８ ０９６±００６ ０１５±００２ ０８７±００９ ０７９±００８
Ｍｏｄｅｌ ０１０±００１ ００８±００１ ０９３±００９ ０１４±００２ ０１２±００２
Ｃｏｎｔｒｏｌ ０３７±００３＃ ０５３±００３＃ ０６５±００６＃ ０３２±００３＃ ０２６±００４＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ０８４±００６＃ ０７８±００６＃ ０３７±００４＃ ０６９±００６＃ ０５８±００５＃

Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ０２８±００３△ ０１２±００１△ ０８６±００６△ ０２６±００３△ ０２３±００３△

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；ＰＩＮＫ１：Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇｕｅ－ｉｎｄｕｃｅｄｋｉｎａｓｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｈａｍ－ｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５

图 ３　用蛋白质印迹法分析各组小鼠股骨组织中线粒体自噬
相关蛋白的表达情况

Ｆｉｇｕｒｅ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌａｕｔｏｐｈａｇｙ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏ
ｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅｆｅｍｏｒａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｖａｒｉｏｕｓｇｒｏｕｐｓａｎａｌｙｓｅｄｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
Ａ－Ｅｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１

讨　　论

通拉嘎－５作为经典的蒙药复方制剂已被临床用
于治疗消化不良、高脂血症等疾病［１４］。研究发现，通

拉嘎－５具有抗骨质疏松的功效［１５］。本研究发现，通拉

嘎－５能够增加ＯＶＸ小鼠骨微结构中的ＢＭＤ、ＢＶ／ＴＶ、
ＴｂＮ和ＴｂＴｈ，同时降低 ＴｂＳｐ，提示通拉嘎 －５能够
减轻ＯＶＸ引起的骨微结构破坏和骨量丢失。同时，
ＨＥ染色结果发现，通拉嘎 －５能够增加 ＯＶＸ小鼠骨
小梁数量，促进骨小梁结构恢复。这说明通拉嘎 －５

能够提高ＯＶＸ诱导 ＯＰ小鼠的骨密度，改善骨微结
构，减少骨质流失。

本研究发现，通拉嘎 －５治疗可以增加骨形成标
志物ＡＬＰ和ＢＧＰ的水平，降低骨吸收标志物ＣＴＸ－１
和ＴＲＡＰ的水平，并诱导骨组织中成骨分化标志物
ＢＭＰ２和 Ｒｕｎｘ２的表达，提示通拉嘎 －５可以促进
ＯＶＸ诱导的 ＯＰ小鼠的骨形成并抑制骨吸收，改善骨
代谢。这说明通拉嘎－５可能通过改善骨代谢来缓解
ＯＶＸ小鼠的骨质流失。有证据表明，线粒体自噬水平
异常会破坏骨代谢平衡，并在骨相关疾病中发挥关键

作用，提示基于线粒体自噬的干预治疗可能是骨相关

疾病很有前景的治疗策略［１６－１７］。本研究发现，模型

组与假手术组相比，小鼠股骨组织中线粒体自噬标记

蛋白 Ｔｏｍｍ２０阳性表达水平明显降低，自噬蛋白
ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值降低而 ｐ６２增加，且线粒体自噬相
关蛋白ＰＩＮＫ１和Ｐａｒｋｉｎ蛋白相对表达水平均明显降
低，提示ＯＶＸ小鼠股骨组织中线粒体自噬受损，而通拉
嘎－５能够激活ＯＰ小鼠股骨组织中 ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ通
路介导的线粒体自噬。同时，本研究发现，线粒体自噬

抑制药３－ＭＡ能够在一定程度上消除通拉嘎－５对ＯＰ
小鼠骨微结构破坏、骨量丢失和骨代谢失衡的改善作

用，并逆转通拉嘎－５对线粒体自噬的诱导作用。这说
明通拉嘎－５可能通过激活股骨组织中 ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ
通路介导的线粒体自噬来改善ＯＶＸ小鼠骨代谢。

本研究提示：通拉嘎－５能够改善ＯＶＸ小鼠的骨
微结构和骨代谢，减少骨质流失，其机制可能与激活

ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ通路介导的线粒体自噬来发挥骨保护
作用有关。
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·科学文摘·

药物涂层球囊血管成形术后抗栓新策略———
逐级双联抗血小板降阶策略

引自：ＧＡＯＣ，ｅｔａｌ．Ｓｔｅｐｗｉｓｅｄｕａｌａｎｔｉｐｌａｔｅｌｅｔｔｈｅｒａｐｙｄｅ－ｅｓｃａｌａｔｉｏｎｉｎｐａｔｉｅｎｔｓａｆｔｅｒｄｒｕｇｃｏａｔｅｄｂａｌｌｏｏｎａｎｇｉｏｐｌａｓｔｙ
（ＲＥＣ－ＣＡＧＥＦＲＥＥⅡ）：Ｍｕｌｔｉｃｅｎｔｒｅ，ｒａｎｄｏｍｉｓｅｄ，ｏｐｅｎｌａｂｅｌ，ａｓｓｅｓｓｏｒｂｌｉｎｄ，ｎｏｎ－ｉｎｆｅｒｉｏｒｉｔｙｔｒｉａｌ［Ｊ／ＯＬ］．ＢＭＪ，
２０２５，３８８：ｅ０８２９４５．２０２５－０３－３１［２０２５－０４－０４］．ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｅｄ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／４０１６４４４８／．

ＧＡＯ等评估了是否可以对接受药物包覆气球治疗的患者用较低强度的抗血小板治疗方案。ＲＥＣ－ＣＡＧＥＦＲＥＥⅡ
试验按多中心、随机、开放标签、评估盲、非劣效性试验设计。该研究共纳入２０２１－１１－２７—２０２３－０１－２１来自中国
４１个研究中心的１９４８例药物球囊植入成功的急性冠状动脉综合征患者，其中９７５例被随机分配至逐级降阶组，
９７３例分配至标准组。研究主要终点为１２个月内发生的不良临床事件，包括全因死亡、卒中、心肌梗死、血运重建、
出血学术研究联盟（ＢｌｅｅｄｉｎｇＡｃａｄｅｍｉｃＲｅｓｅａｒｃｈＣｏｎｓｏｒｔｉｕｍ，ＢＡＲＣ）定义的３型或５型出血事件。

受试者平均年龄为 ５９２岁，男性占 ７４９％，３０５％有糖尿病病史，冠心病介入或心肌梗死病史分别占
３２２％和１３２％，高出血风险人群占 ２０６％。在病变类型中，１７８％为支架内再狭窄，４２７％为分叉病变，
６０９％为小血管病变。该研究中共有９９３％的受试者完成了１２个月随访。逐步降级组和标准组分别有８７例
（８９％）和８４例（８６％）者达到主要终点（组间差异为０３６％，单侧９５％置信区间为２４７％，Ｐ非劣效性 ＜００５），
达到了统计学非劣效。逐级降阶组和标准组的 ＢＡＲＣ３型或５型出血率分别为０４％和１６％（组间差异为
－１１９％，９５％置信区间为－２０７～－０３１，Ｐ＜００１），全因死亡、卒中、心肌梗死和血运重建导致的复合事件率
分别为８６％和７６％（组间差异为１０５％，９５％置信区间为－１３７～３４７，Ｐ＞００５）。

该研究提示：在可以仅用药物涂层球囊治疗的急性冠状动脉综合征受试者中，对于不良临床事件，逐级双抗

降阶治疗的临床疗效不劣于１２个月双抗降阶治疗。


