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  摘 要:目的 探讨芹菜素对骨保护素(OPG)/核因子κB受体活化因子配体(RANKL)/核因子κB受体活

化因子(RANK)信号通路的调控作用及对创伤性骨折大鼠骨折愈合的影响。方法 采用闭合式股骨干骨折术

构建创伤性骨折大鼠模型,将造模成功的大鼠随机分为模型组,芹菜素低、中、高剂量组和阳性对照组,每组10
只,另取10只健康大鼠作为对照组。各组给予相应干预30

 

d。采用计算机断层扫描测定大鼠骨小梁密度和厚

度,番红O-固绿染色观察大鼠软骨组织病理学变化,酶联免疫吸附试验检测大鼠血清中骨钙素(BGP)、碱性磷

酸酶(ALP)、诱导型一氧化氮合酶(iNOS)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细胞介素(IL)-6水平,实时荧光定量

PCR和蛋白质印迹法检测大鼠股骨组织OPG、RANKL、RANK
 

mRNA和蛋白水平。结果 对照组大鼠软骨

组织正常,结构完整;与对照组比较,模型组大鼠软骨组织出现严重损伤,骨小梁密度和厚度、血清BGP、ALP
及股骨组织OPG

 

mRNA和蛋白水平降低(P<0.05),血清iNOS、TNF-α、IL-6及股骨组织RANKL、RANK
 

mRNA和蛋白水平升高(P<0.05);与模型组比较,芹菜素低、中、高剂量组大鼠软骨组织病理损伤改善,骨小

梁密度和厚度、血清BGP、ALP及股骨组织OPG
 

mRNA和蛋白水平依次升高(P<0.05),血清iNOS、TNF-α、

IL-6及股骨组织RANKL、RANK
 

mRNA和蛋白水平依次降低(P<0.05);芹菜素高剂量组与阳性对照组各项

指标比较,差异无统计学意义(P>0.05)。结论 芹菜素可以减轻创伤性骨折大鼠炎症反应,促进骨折愈合,其

机制可能与上调OPG表达,抑制RANKL/RANK信号通路有关。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

apigenin
 

on
 

osteoprotegerin
 

(OPG)/receptor
 

activator
 

of
 

nuclear
 

factor-κb
 

ligand
 

(RANKL)/receptor
 

activator
 

of
 

nuclear
 

factor-κb
 

(RANK)
 

signaling
 

pathway
 

and
 

fracture
 

healing
 

in
 

rats
 

with
 

traumatic
 

fracture.Methods The
 

rat
 

model
 

of
 

traumatic
 

fracture
 

was
 

established
 

by
 

closed
 

femoral
 

shaft
 

fracture.The
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

model
 

group,low
 

dose
 

apigenin
 

group,

medium
 

dose
 

apigenin
 

group,high
 

dose
 

apigenin
 

group
 

and
 

positive
 

control
 

group,with
 

10
 

rats
 

in
 

each
 

group.
Another

 

10
 

healthy
 

rats
 

were
 

used
 

as
 

control
 

group.Each
 

group
 

was
 

given
 

corresponding
 

intervention
 

for
 

30
 

d.The
 

density
 

and
 

thickness
 

of
 

trabecular
 

bone
 

were
 

measured
 

by
 

computed
 

tomography,and
 

the
 

patholog-
ical

 

changes
 

of
 

cartilage
 

were
 

observed
 

by
 

safranin
 

O-fast
 

green
 

staining.The
 

serum
 

levels
 

of
 

osteocalcin
 

(BGP),alkaline
 

phosphatase
 

(ALP),inducible
 

nitric
 

oxide
 

synthase
 

(iNOS),tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α)
 

and
 

interleukin
 

(IL)-6
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA).The
 

mRNA
 

and
 

pro-
tein

 

levels
 

of
 

OPG,RANKL,and
 

RANK
 

in
 

rat
 

femoral
 

tissue
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescent
 

quantita-
tive

 

PCR
 

and
 

Western
 

blot.Results In
 

the
 

control
 

group,the
 

cartilage
 

tissue
 

was
 

normal
 

and
 

the
 

structure
 

was
 

intact.Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

cartilage
 

tissue
 

of
 

rats
 

in
 

the
 

model
 

group
 

was
 

severely
 

dam-
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aged,the
 

density
 

and
 

thickness
 

of
 

bone
 

trabecula,the
 

levels
 

of
 

serum
 

BGP
 

and
 

ALP,OPG
 

mRNA
 

and
 

protein
 

in
 

femoral
 

tissue
 

were
 

decreased
 

(P<0.05),the
 

levels
 

of
 

iNOS,TNF-α,IL-6
 

in
 

serum,the
 

RANKL,RANK
 

mRNA
 

and
 

protein
 

in
 

femoral
 

tissue
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

pathological
 

changes
 

of
 

cartilage
 

tissue
 

in
 

the
 

low,medium,and
 

high
 

dose
 

apigenin
 

groups
 

were
 

sig-
nificantly

 

improved,and
 

the
 

density
 

and
 

thickness
 

of
 

trabecular
 

bone,serum
 

BGP
 

and
 

ALP
 

levels,and
 

OPG
 

mRNA
 

and
 

protein
 

levels
 

in
 

femoral
 

tissue
 

were
 

increased
 

in
 

sequence
 

(P<0.05),the
 

levels
 

of
 

iNOS,TNF-α,

IL-6
 

in
 

serum
 

and
 

RANKL,RANK
 

mRNA
 

and
 

protein
 

in
 

femoral
 

tissue
 

were
 

decreased
 

in
 

sequence
 

(P<
0.05).There

 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

high
 

dose
 

apigenin
 

group
 

and
 

positive
 

control
 

group
 

(P>
0.05).Conclusion Apigenin

 

could
 

reduce
 

inflammatory
 

response
 

and
 

promote
 

fracture
 

healing
 

in
 

rats
 

with
 

traumatic
 

fracture.The
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

up-regulation
 

of
 

OPG
 

expression
 

and
 

inhibition
 

of
 

RANKL/RANK
 

signaling
 

pathway.
Key

 

words:apigenin; traumatic
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rats; osteoprotegerin/receptor
 

activator
 

of
 

nuclear
 

factor-κb
 

ligand/receptor
 

activator
 

of
 

nuclear
 

factor-κb
 

signaling
 

pathway; fracture
 

healing

  创伤性骨折是指机体受到暴力或处于疲劳状态

下,导致骨骼或者骨小梁出现部分或者完全中断,给
患者的心理和生活带来了极大的痛苦[1-2]。因此,寻
求较好的治疗方案成为当今研究的重点。有研究指

出,多模式康复治疗,内外兼治,可外治创伤肿胀,内
调气血[3]。其中骨一方、六藤汤等中草药用于临床治

疗,起到活血化瘀、清热解毒等作用,可有效防止血栓

形成,但是这些药物无法从根本上治愈创伤性骨折,
只能减轻患者疼痛。芹菜素作为一种天然类黄酮化

合物,具有抗炎、抗病毒、抗氧化、扩张血管等多种药

理作用,且芹菜素具有无诱变性和低毒性的特点,常
被应用于各项研究[4]。目前已知骨保护素(OPG)/核

因子κB受体活化因子配体(RANKL)/核因子κB受

体活化因子(RANK)是骨调节和破骨细胞分化、成熟

过程中的重要信号通路[5]。但是芹菜素对创伤性骨

折大鼠OPG/RANKL/RANK信号通路的影响研究

较少。因此,本研究构建创伤性骨折大鼠骨折模型,
使用 芹 菜 素 干 预 该 模 型,旨 在 从 OPG/RANKL/

RANK信号通路揭示芹菜素对创伤性骨折大鼠骨折

愈合的影响,为创伤性骨折患者的治疗提供理论

依据。

1 材料与方法

1.1 材料 清洁级雄性SD大鼠60只,7~8周龄,
体重240~270

 

g,购自河北赛业生物科技有限公司,
许可证号:SCXK(冀)2020-0031。饲养条件:温度

24
 

℃,湿度50%,自由进食进水。本研究经本院伦理

委员会批准。

1.2 仪器与试剂 医用克氏针(型号ZAZJ-I)购自上

海紫霭医疗器械有限公司,计算机断层扫描仪(型号

Eplus-166
 

PET)购自杭州高能医疗设备有限公司,显
微镜(型号SMZ745)、实时荧光定量PCR(qPCR)仪
(型号eQ162CP)均购自上海普赫生物科技有限公司,
酶标仪(型号 HBS-ScanX)购自南京德铁实验设备有

限公司,凝胶成像系统(型号BOT-850)购自北京中仪

博腾科技有限公司。芹菜素(批号SA831-60),原料

药,纯度≥98.5%,购自陕西新阳禾生物科技有限公

司;伤科接骨片(批号20210317)购自大连美罗中药厂

有限公司;番红 O-固绿染色试剂盒、骨钙素(BGP)、
碱性磷酸酶(ALP)、诱导型一氧化氮合酶(iNOS)、肿
瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细胞介素(IL)-6酶联免疫

吸附试验(ELISA)试剂盒,PCR扩增试剂盒,BCA蛋

白测定试剂盒均购自美国 AbMole公司;TRIzol试

剂,兔源OPG、RANKL、RANK单克隆抗体均购自美

国SantaCruz公司;羊抗鼠二抗(批号LG3892)购自

北京雷根生物技术有限公司。

1.3 方法

1.3.1 创伤性骨折大鼠模型的构建及分组给药 结

合文献[6]中的方法,采用闭合式股骨干骨折术,构建

创伤性骨折大鼠模型。首先将大鼠以戊巴比妥钠麻

醉,局部去毛、消毒。用1.0
 

mm医用克氏针从左股

骨髁间窝处垂直穿入,直至髓腔;然后稍增大入针点,
改换另一方向将克氏针插入髓腔;之后拔出克氏针,
在股骨中段以一拇指为支点,轻而缓慢的折骨,当感

觉到骨折时即可停止用力,避免骨折移位;最后将克

氏针从最初穿针点穿入,直至骨折远端,剪掉克氏针

体外多余部分,针尾埋于皮下,用碘附进行局部消毒

后,将大鼠放入笼中饲养。按照随机数字表法将建模

成功的大鼠分为模型组,芹菜素低(10
 

mg/kg)、中(20
 

mg/kg)、高(40
 

mg/kg)剂量组[7]和阳性对照组(伤科

接骨片,0.33
 

g/kg)[8],每组10只。另随机选取10只

健康大鼠作为对照组(不进行任何处理)。芹菜素低、
中、高剂量组分别给予芹菜素10、20、40

 

mg/kg灌胃

给药(浓度分别为1、2、4
 

mg/mL的芹菜素溶液,灌胃

体积10
 

mL/kg);阳性对照组给予大鼠0.33
 

g/kg的

伤科接骨片灌胃(0.033
 

g/mL伤科接骨片混悬液,灌
胃体积10

 

mL/kg);模型组和对照组大鼠给予等体积
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生理盐水灌胃;每天给药1次,连续给药30
 

d。

1.3.2 取材及骨小梁密度、厚度检测 给药结束后,
采用戊巴比妥钠对大鼠麻醉,腹主动脉取血3

 

mL,分
离血清,储存于-70

 

℃冰箱中,用于后续ELISA检

测。大鼠实施安乐死,去毛、消毒,分离骨折周围软骨

组织,快速置于4%的多聚甲醛中固定24
 

h,制备石蜡

切片,用于后续番红 O-固绿染色观察软骨组织病理

学变化。同时取出大鼠骨折的股骨组织,用计算机断

层扫描仪计算大鼠骨小梁密度和厚度,之后储存于

-70
 

℃冰箱中,用于后续检测。

1.3.3 番红 O-固绿染色观察软骨组织病理学变

化 取1.3.2中石蜡切片,在二甲苯中固定30
 

min;
随后用浓度为100%、95%、85%、75%的乙醇溶液中

分别脱水6
 

min;蒸馏水冲洗后,用铁苏木素液染色10
 

min;随后置于1%的醋酸溶液中快速冲洗,入固绿染

液中浸染,蒸馏水冲洗;入番红O染液中浸染,蒸馏水

冲洗;最后用不同浓度的乙醇脱水,加二甲苯透明处

理,用中性树脂封片;显微镜下观察拍照。

1.3.4 ELISA检测大鼠血清中BGP、ALP、iNOS、

TNF-α和IL-6水平 取出1.3.2中储存的血清,按
照ELISA试剂盒说明书操作,首先将所有试剂充分

混匀,按照比例稀释标准品,离心后取上清液,之后置

入酶标孔中,用封板胶纸封住反应孔,室温孵育,依次

加入工作液、显色底物,每个样品做3个复孔,同时设

立平行对照孔,利用酶标仪检测450
 

nm处的吸光度,
绘制相应标准曲线,依次测定各组大鼠血清中BGP、

ALP、iNOS、TNF-α、IL-6水平。

1.3.5 qPCR检测大鼠股骨组织 OPG、RANKL、

RANK
 

mRNA水平 取上述1.3.2中适量备用股骨

组织,研磨匀浆后用 TRIzol试剂分离总RNA,反转

录成cDNA后进行qPCR反应。引物由天津海普斯

基因科技有限公司合成,序列见表1。设置温度程序

如下:93
 

℃
 

1
 

min,95
 

℃
 

19
 

s、60
 

℃
 

21
 

s、72
 

℃
 

13
 

s
进行41个循环。以GAPDH为内部参照,采用2-ΔΔCt

方法检测股骨组织 OPG、RANKL、RANK
 

mRNA
水平。

表1  引物序列

基因名称 正向引物5'-3' 反向引物5'-3'

OPG GTTCTTGCACAGCTTCACCA ATGCAGCCCAGTGACCATTC

RANKL ACTAGCATCAAAATCCCAAG GTAGAAAGCCCCAAAGTACG

RANK CTTGGACCAACTGCACCCTC AGCTACTGTAGTAAACGCCGA

GAPDH TACCTGAGACTAAGCTTCG AGTTCCAATGGCCATGATCC

1.3.6 蛋白质 印 迹 法 检 测 大 鼠 股 骨 组 织 OPG、
RANKL、RANK蛋白水平 取上述1.3.2中适量备

用股骨组织,研磨后加入细胞裂解液裂解,用BCA法

对蛋白进行定量,将蛋白样品置于凝胶电泳上进行分

离、转膜,5%脱脂奶粉封闭1.5
 

h,加入兔源 OPG
(1∶550)、RANKL(1∶750)、RANK(1∶500)、β-ac-
tin(1∶700)一抗,4

 

℃孵育过夜。加入羊抗兔二抗

(1∶1
 

150)常温孵育1.5
 

h,经TBST清洗。ECL显

色试剂显影后置于凝胶成像仪扫描观察,用Image
 

J
软件分析蛋白条带灰度值,计算得到大鼠股骨组织

OPG、RANKL、RANK蛋白水平。
1.4 统计学处理 采用SPSS26.0统计软件对数据

进行处理和分析。呈正态分布的计量资料以x±s表

示,多组间比较采用单因素方差分析,组间两两比较

采用SNK-q 检验。以 P<0.05为差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 芹菜素对创伤性骨折大鼠骨小梁密度和厚度的

影响 与对照组比较,模型组大鼠骨小梁密度和厚度

降低(P<0.05);与模型组比较,芹菜素低、中、高剂量

组大鼠骨小梁密度和厚度依次升高(P<0.05);芹菜

素高剂量组和阳性对照组大鼠骨小梁密度和厚度差

异无统计学意义(P>0.05)。见表2。
表2  芹菜素对创伤性骨折大鼠骨小梁密度和厚度的

   影响(x±s,n=10)

组别 骨小梁密度(mg/mm3) 骨小梁厚度(mm)

对照组 800.65±38.64 0.13±0.02

模型组 523.64±25.44a 0.03±0.01a

芹菜素低剂量组 600.23±36.77ab 0.06±0.01ab

芹菜素中剂量组 681.64±42.14abc 0.09±0.01abc

芹菜素高剂量组 764.84±45.31abcd 0.12±0.01abcd

阳性对照组 770.21±53.19abcd 0.12±0.02abcd

  注:与对照组比较,aP<0.05;与模型组比较,bP<0.05;与芹菜素

低剂量组比较,cP<0.05;与芹菜素中剂量组比较,dP<0.05。

2.2 芹菜素对创伤性骨折大鼠骨折周围软骨组织病

理学变化的影响 番红 O-固绿染色后,深红色部位

为软骨组织,对照组大鼠软骨组织无变化,结构完整;
与对照组比较,模型组大鼠软骨组织出现严重损伤;
经芹菜素低、中、高剂量干预后,大鼠软骨组织损伤出

现不同程度地好转;其中芹菜素高剂量组效果最佳,
且与阳性对照组比较,效果差异不明显。见图1。
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  注:A、B、C、D、E、F分别为对照组,模型组,芹菜素低、中、高剂量组,阳性对照组大鼠软骨组织病理图。

图1  各组大鼠软骨组织病理图(×200,箭头指示为软骨组织)

2.3 芹菜素对创伤性骨折大鼠血清BGP、ALP水平

的影响 与对照组比较,模型组大鼠血清BGP、ALP
水平降低(P<0.05);与模型组比较,芹菜素低、中、高
剂量 组 大 鼠 血 清 BGP、ALP 水 平 依 次 升 高(P<
0.05);芹菜素高剂量组和阳性对照组大鼠血清BGP、

ALP水平差异无统计学意义(P>0.05)。见表3。
表3  芹菜素对创伤性骨折大鼠血清BGP、ALP

   水平的影响(x±s,n=10)

组别 BGP(μg/L) ALP(U/L)

对照组 2.20±0.24 230.59±24.35
模型组 0.39±0.05a 86.23±9.52a

芹菜素低剂量组 0.67±0.07ab 125.49±13.46ab

芹菜素中剂量组 0.92±0.09abc 168.26±16.37abc

芹菜素高剂量组 1.21±0.12abcd 197.43±20.01abcd

阳性对照组 1.23±0.21abcd 198.37±20.13abcd

  注:与对照组比较,aP<0.05;与模型组比较,bP<0.05;与芹菜素

低剂量组比较,cP<0.05;与芹菜素中剂量组比较,dP<0.05。

2.4 芹菜素对创伤性骨折大鼠血清炎症因子水平的

影响 与对照组比较,模型组大鼠血清iNOS、TNF-α
和IL-6水平升高(P<0.05);与模型组比较,芹菜素

低、中、高剂量组大鼠血清iNOS、TNF-α和IL-6水平

依次降低(P<0.05);芹菜素高剂量组和阳性对照组

大鼠血清iNOS、TNF-α和IL-6水平差异无统计学意

义(P>0.05)。见表4。

2.5 芹菜素对 创 伤 性 骨 折 大 鼠 股 骨 组 织 OPG、

RANKL、RANK
 

mRNA水平的影响 与对照组比

较,模型组大鼠股骨组织OPG
 

mRNA水平降低(P<
0.05),RANKL、RANK

 

mRNA 水 平 升 高 (P <
0.05);与模型组比较,芹菜素低、中、高剂量组大鼠股

骨组 织 OPG
 

mRNA 水 平 依 次 升 高(P <0.05),
RANKL、RANK

 

mRNA水平依次降低(P<0.05);
芹菜素高剂量组和阳性对照组大鼠股骨组织 OPG、

RANKL、RANK
 

mRNA 水 平 差 异 无 统 计 学 意 义

(P>0.05)。见表5。

表4  芹菜素对创伤性骨折大鼠血清炎症因子水平的影响(x±s,pg/mL,n=10)

组别 iNOS TNF-α IL-6

对照组 50.64±5.12 42.26±4.36 39.52±4.36

模型组 175.25±17.16a 95.61±9.84a 145.67±15.62a

芹菜素低剂量组 130.46±12.45ab 82.81±8.95ab 111.59±12.43ab

芹菜素中剂量组 90.15±9.84abc 66.53±6.89abc 86.25±8.94abc

芹菜素高剂量组 62.48±6.45abcd 51.12±5.46abcd 51.02±5.64abcd

阳性对照组 59.96±6.43abcd 49.63±5.62abcd 48.36±5.26abcd

  注:与对照组比较,aP<0.05;与模型组比较,bP<0.05;与芹菜素低剂量组比较,cP<0.05;与芹菜素中剂量组比较,dP<0.05。

2.6 芹菜素对 创 伤 性 骨 折 大 鼠 股 骨 组 织 OPG、

RANKL、RANK蛋白水平的影响 与对照组比较,
模型 组 大 鼠 股 骨 组 织 OPG 蛋 白 水 平 降 低(P <
0.05),RANKL、RANK蛋白水平升高(P<0.05);与
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模型组比较,芹菜素低、中、高剂量组大鼠股骨组织

OPG蛋白水平依次升高(P<0.05),RANKL、RANK
蛋白水平依次降低(P<0.05);芹菜素高剂量组和阳

性对照组大鼠股骨组织 OPG、RANKL、RANK蛋白

水平差异无统计学意义(P>0.05)。见表6、图2。

表5  芹菜素对创伤性骨折大鼠股骨组织OPG、RANKL、RANK
 

mRNA水平的影响(x±s,n=10)

组别 OPG
 

mRNA RANKL
 

mRNA RANK
 

mRNA

对照组 1.00±0.07 1.01±0.11 1.03±0.11

模型组 0.16±0.02a 3.68±0.37a 3.24±0.33a

芹菜素低剂量组 0.36±0.04ab 2.76±0.28ab 2.40±0.25ab

芹菜素中剂量组 0.58±0.07abc 2.01±0.21abc 1.76±0.19abc

芹菜素高剂量组 0.82±0.09abcd 1.22±0.13abcd 1.14±0.12abcd

阳性对照组 0.83±0.09abcd 1.19±0.12abcd 1.12±0.12abcd

  注:与对照组比较,aP<0.05;与模型组比较,bP<0.05;与芹菜素低剂量组比较,cP<0.05;与芹菜素中剂量组比较,dP<0.05。

表6  芹菜素对创伤性骨折大鼠股骨组织OPG、RANKL、RANK蛋白水平的影响(x±s,n=10)

组别 OPG RANKL RANK

对照组 1.32±0.18 0.35±0.05 0.25±0.04

模型组 0.30±0.06a 1.43±0.18a 0.99±0.12a

芹菜素低剂量组 0.53±0.10ab 1.15±0.16ab 0.75±0.10ab

芹菜素中剂量组 0.79±0.13abc 0.98±0.13abc 0.54±0.07abc

芹菜素高剂量组 1.05±0.15abcd 0.68±0.09abcd 0.38±0.06abcd

阳性对照组 1.06±0.16abcd 0.62±0.09abcd 0.36±0.05abcd

  注:与对照组比较,aP<0.05;与模型组比较,bP<0.05;与芹菜素低剂量组比较,cP<0.05;与芹菜素中剂量组比较,dP<0.05。

  注:A为对照组;B为模型组;C为芹菜素低剂量组;D为芹菜素中

剂量组;E为芹菜素高剂量组;F为阳性对照组。

图2  各组大鼠股骨组织OPG、RANKL、RANK
蛋白质印迹图

3 讨  论

  创伤性骨折是指骨的连续性和完整性发生中断,
造成创伤性骨折的原因往往是一些无法预估的突发

事件。一旦人体发生骨折后,不及时治疗或者治疗方

法不当,会引发骨折移位、肢体畸形、关节炎或者骨头

坏死等严重后果,给患者造成更大的心理和经济负

担,所以骨折后的骨愈合成为人们关注的焦点。骨愈

合过程主要包括炎症、间充质细胞凝结、软骨形成、血
管生成和成骨,是一种独特的再生过程[9-10]。本研究

采用闭合式股骨干骨折术构建创伤性骨折大鼠模型,
发现模型组大鼠骨小梁密度和厚度均降低,软骨组织

损伤严重,血清TNF-α、iNOS、IL-6水平升高,表示创

伤性骨折大鼠模型构建成功,并已产生炎症反应,可
进行下一步研究。

骨形成可以促进骨折损伤处的修补,加快骨愈

合。骨形成的标志是 ALP活性和BGP水平。血清

中ALP和BGP水平越高,机体内成骨活动越强,骨
折愈 合 速 度 越 快[11]。本 研 究 中 模 型 组 大 鼠 血 清

ALP、BGP水平低于对照组,提示创伤性骨折大鼠的

骨愈合缓慢。张震等[6]研究表明,在骨折愈合过程

中,细胞因子参与调节炎症、软骨形成和骨重塑过程,
其中iNOS、TNF-α和IL-6是造成骨关节炎的主要促

炎细胞因子[12-14]。芹菜素具有抗炎、抗病毒、抗氧化、
扩张血管等多种药理作用和生物学特性,随着对其药

理作用的深入研究,芹菜素在很多疾病治疗中发挥良

好的作用。黄斌等[15]研究发现,芹菜素可以减小肥胖

大鼠氧化应激损伤,减轻炎症反应。高卫良等[16]研究

证明,芹菜素可能通过抑制炎症反应、细胞凋亡而起

到保护髓核细胞的作用。本研究发现,经伤科接骨片

和不同浓度的芹菜素处理后,创伤性骨折大鼠软骨组

织损伤得到有效缓解,血清iNOS、TNF-α、IL-6水平

降低,骨小梁密度、厚度、ALP、BGP水平升高。这表

明芹菜素在一定程度上可以促进创伤性大鼠骨折愈

合,减轻炎症反应。

OPG和RANKL作为肿瘤坏死因子受体超家族

成员,OPG可以抑制破骨细胞的分化、成熟,升高骨

密度;而RANKL可以活化破骨细胞,促进破骨细胞
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的分化、成熟。RANK是RANKL的唯一受体,一旦

与 RANKL 结 合 便 可 以 增 强 破 骨 细 胞 功 能[17]。

OPG/RANKL/RANK信号通路在骨生物学中被广

泛提及。张峻玮等[18]研究发现,骨碎补可以通过激活

OPG/RANKL/RANK信号通路,抑制破骨细胞分

化、成熟,从而预防骨质疏松。ZHAO等[19]研究发现

低剂量的阿司匹林可以升高ALP水平,促进钙吸收,
可能与上调OPG及抑制RANKL/RANK轴有关,为
新的抗骨质疏松药物的开发提供了线索。研究发现

通过激活OPG/RANKL/RANK信号通路,改善局部

缺血缺氧环境,可预防股骨头坏死[20]。本研究结果表

明,与对照组比较,模型组大鼠股骨组织OPG
 

mRNA
和蛋白水平降低,RANKL、RANK

 

mRNA和蛋白水

平升高;经伤科接骨片及不同浓度的芹菜素处理后,
大 鼠 股 骨 组 织 OPG

 

mRNA 和 蛋 白 水 平 升 高,

RANKL、RANK
 

mRNA和蛋白水平降低。表明芹菜

素可能通过上调OPG表达,抑制RANKL、RANK表

达,减轻炎症反应,促进骨愈合。
综上所述,芹菜素可以减轻创伤性骨折大鼠炎症

反应,促进骨折愈合,其机制可能与上调 OPG表达,
抑制RANKL/RANK信号通路有关,本研究为芹菜

素治疗创伤性骨折提供了有力证据。但芹菜素是否

通过其他通路间接参与创伤性骨折的愈合,有待进一

步实验验证。
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