
中国现代医学杂志

China Journal of Modern Medicine

Vol. 32 No.24

Dec. 2022

第 32 卷 第 24 期

2022 年 12 月

阿托伐他汀对激素性股骨头坏死大鼠的作用
及对Wnt/β-catenin信号通路的影响*
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摘要 ：目的 探究阿托伐他汀对激素性股骨头坏死大鼠的作用及对果蝇无翅基因/β-连环蛋白（Wnt/β-

catenin）信号通路的影响。方法 30只SD雄性大鼠随机分为对照组、模型组及阿托伐他汀组，每组10只。模型

组和阿托伐他汀组复制激素性股骨头坏死模型并对每只大鼠腹腔注射醋酸泼尼松龙（24.5 mg/kg）和青霉素钠

（8万u），2次/周，连续给药6周，共18只大鼠模型复制成功。模型复制的同时，阿托伐他汀组腹腔注射阿托伐他

汀1 mg/（kg·d），对照组与模型组给予等量的生理盐水，连续治疗6周后，检测各组大鼠血清钙（S-Ca）、血清

磷（S-P）水平，以及血清碱性磷酸酶（ALP）、转化生长因子β1（TGF-β1）水平；比较大鼠骨组织ALP、TGF-β1

mRNA相对表达量；比较大鼠骨组织Wnt1、β-catenin蛋白的表达。结果 与对照组比较，模型组大鼠血清

S-Ca、S-P及TGF⁃β1水平降低（P <0.05），ALP水平升高（P <0.05），ALP mRNA相对表达量升高（P <0.05），

TGF⁃β1 mRNA相对表达量降低（P <0.05），Wnt1水平和β-catenin蛋白相对表达量下降（P <0.05）；与模型组

比较，阿托伐他汀组大鼠血清S-Ca、S-P及TGF ⁃β1 水平升高 （P <0.05），ALP水平降低 （P <0.05），ALP

mRNA相对表达量下降（P <0.05），TGF-β1 mRNA相对表达量升高（P <0.05），Wnt1水平和β-catenin蛋白相

对表达量升高（P <0.05）。结论 阿托伐他汀能够改善激素性股骨头坏死大鼠骨代谢指标，其机制可能与Wnt/

β-catenin信号通路有关。
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of prednisolone acetate and 80,000 units of penicillin sodium twice a week for consecutive 6 weeks. The rats in the

control group were given the equal volume of normal saline and penicillin sodium. A total of 18 rats were

successfully modelled. After 6 weeks of continuous treatments, the serum levels of calcium (S-Ca), phosphorus (S-

P), alkaline phosphatase (ALP) and transforming growth factor β1 (TGF-β1) in the rats were detected. The relative

mRNA expressions of ALP and TGF-β1 and the relative protein expressions of Wnt and β-catenin in the femoral head

were compared. Results Compared with the control group, the levels of S-Ca, S-P and TGF-β1 were decreased, the

level of ALP was increased, the mRNA expression of ALP was up-regulated, and the mRNA expression of TGF-β1

and the protein expressions of Wnt1 and β-catenin were down-regulated in the model group (P < 0.05). Compared

with the model group, the levels of S-Ca, S-P and TGF- β1 were increased, the level of ALP was decreased, the

mRNA expression of ALP was down-regulated, and the mRNA expression of TGF-β1 and protein expressions of Wnt

and β-catenin were up-regulated in the atorvastatin group (P < 0.05). Conclusions Atorvastatin can improve bone

metabolism indexes in rats with steroid-induced osteonecrosis of the femoral head, and its mechanism may be related

to the Wnt/β-catenin signaling pathway.

Keywords: steroid-induced osteonecrosis of the femoral head; atorvastatin; rats; Wnt/β -catenin signaling

pathway

大量激素滥用是引起股骨头坏死的常见原因

之一，随着激素在临床广泛应用，激素性股骨头坏

死的发病率逐年升高，该病早期无明显症状，中晚

期主要表现为髋关节疼痛[1-3]。目前临床以停止激

素摄入并配合抗凝药物治疗为主，但疗效有限，因

此，寻找有效药物治疗股骨头坏死意义重大[4]。阿

托伐他汀是传统的降脂类药物，临床一般用于糖尿

病、高血压等心血管疾病，付中翀[5]研究报道，高剂

量阿托伐他汀能够促进高胆固醇血症伴骨质疏松

患者的骨合成，抑制骨吸收，同时增加骨密度，因此

推测阿托伐他汀对股骨头坏死有一定的改善作

用[6]。目前关于阿托伐他汀治疗激素性股骨头坏死

的研究较少，作用机制尚不明确，本研究旨在探究

阿托伐他汀对激素性股骨头坏死大鼠的作用及其

机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物

SPF 级、健康雄性 SD 大鼠 30 只，8 周龄，体重

195~120 g，平均（105±8）g，由安徽省动物实验中心

提供。实验动物使用许可证号：SYXK（皖）2020-

001，合格证号：202213656。动物实验获安徽中医药

大学动物实验伦理委员会批准，伦理编号：AHUCM-

rabbits-2022021。

1.2 试剂与仪器

血清钙（serum calcium, S-Ca）、血清磷（serum

phosphorus, S-P）、碱性磷酸酶（alkaline phosphatase,
ALP）及转化生长因子 β1（transforming growth factor

beta 1, TGF-β 1）酶联免疫吸附试验（ELISA）试剂

盒（北京索莱宝科技有限公司，批号分别为：SEKM-

0007、SEKM-0141、SEKF105、SEKH-0013），醋酸泼

尼 松 龙（浙 江 仙 琚 制 药 股 份 有 限 公 司 ，5 mL/

125 mg，国药准字：H33020824），青霉素钠（华北制

药股份有限公司，800万 u，国药准字：H20013036），

阿托伐他汀（美国辉瑞制药有限公司，20 mg/片，国

药准字：J20030048），戊巴比妥钠（上海新亚药业有

限公司，50 mg/片，国药准字：H31021724），TRIzol 试

剂盒（上海碧云天生物，批号：R0016），qRT-PCR 试

剂盒（广州美基生物，批号：RJH19-01），Wnt 蛋白 1

（Wnt protein1，Wnt1）、β-连锁蛋白（β-catenin）兔抗

鼠一抗及羊抗兔二抗（上海群己生物科技有限公

司 ，批 号 分 别 为 ：BA09645315、AH11276482、

BJ15026567），全波段酶标仪[上海赛默飞世尔科技

（中国）有限公司，型号：Multiskan FC]，梯度 PCR 仪

（美国ABI公司，型号：ABI Veriti），蛋白凝胶成像仪

（上海羿圣生物科技股份有限公司，型号：Mini

ProTM EpPlus）。

1.3 方法

1.3.1 大鼠分组及模型复制 30只SD雄性大鼠随

机分为对照组、模型组及阿托伐他汀组，每组

10 只。模型组和阿托伐他汀组均复制激素性股骨

头坏死模型并给予醋酸泼尼松龙24.5 mg/kg，为预

防感染，每只大鼠注射青霉素钠8万 u。醋酸泼尼

松龙和青霉素钠均为腹腔注射给药，2 次/周，连

续给药6周。6周后，经磁共振成像检查，模型复

制成功。对照组给予等量的生理盐水和青霉素

·· 35



中国现代医学杂志 第 32 卷

钠[7]。模型复制过程中共2只大鼠死亡 （两组各死

亡 1 只），18 只大鼠模型复制成功，即模型组9只，

阿托伐他汀组9只。

1.3.2 药物处理 参照人与大鼠给药剂量换算公

式进行换算[8]。模型复制的同时，阿托伐他汀组腹

腔注射阿托伐他汀1 mg/（kg·d），对照组与模型组

给予等量的生理盐水，连续给药6周。

1.3.3 标本采集 给药结束后，所有大鼠腹腔注

射2%戊巴比妥钠，麻醉完成后采集大鼠腹主动脉

血 5 mL，冷冻保存。血液采集完毕后，所有大鼠

均处死，取出大鼠左侧股骨头，于4%中性甲醛中

固定，用于病理学检测，取出大鼠右侧股骨头，

迅 速 置 于 液 氮 中 冷 冻 保 存 ， 用 于 qRT-PCR 和

Western blotting检测。

1.3.4 ELISA检测血清S-Ca、S-P水平 将冷冻保

存的静脉血解冻后，低温离心20 min，3 000 r/min，

取上清液，按照S-Ca、S-P相应的ELISA试剂盒说

明书进行操作，将标准品按照要求稀释，并与上

清液混匀，设置空白对照孔，温育 0.5 h 后加入

50 μL酶，同样温育0.5 h，洗涤，再分别加入显色

剂 A、显色剂 B 各 50 μL，混匀后加入 50 μL 终止

液，反应终止后，采用酶标仪测定450 mm波长处

吸光度值，并计算大鼠S-Ca、S-P水平[9]。

1.3.5 HE染色检测股骨头组织病理变化 取固定

好的左侧股骨头，置于10%硝酸溶液中快速脱钙，

直至股骨头无气泡产生，冲洗后用酒精脱水、二

甲苯透明，将透明处理后的股骨头浸入石蜡溶液

中包埋，凝固后切片，苏木精染色，光学显微镜

下观察股骨头组织病理学结果[10]。

1.3.6 ELISA 检测血清 ALP、TGF-β1 水平 取部

分 离 心 好 的 血 清 上 清 液 ， 按 照 ALP 及 TGF ⁃ β 1

ELISA 试剂盒说明书进行操作[11]，具体操作步骤

同 1.3.4，同样用酶标仪测定 450 mm 波长处 ALP

和 TGF⁃ β 1 的吸光度值，并计算 ALP 及 TGF⁃ β 1

水平。

1.3.7 qRT-PCR 检测骨组织 ALP、TGF⁃β1 mRNA

的表达 取部分冷冻保存的骨组织，参考TRIzol 试

剂盒说明书，提取大鼠骨组织总 RNA，并检测其浓

度，以总 RNA 为模板，逆转录得到 cRNA[12]。参照

qRT-PCR 说明书，qRT-PCR 反应体系：正向引物

1 μL，反向引物1 μL，cDNA 1 μL，SYBR 2 μL，纯
水 15 μL，共 20 μL。qRT-PCR 反应条件：95℃预变

性 5 min，95℃变性 30 s，62℃退火 30 s，72℃延伸

30 s，共进行 40 个循环。β-actin 作为内参，引物序

列见表1。

1.3.8 ELISA 和 Western blotting 检测骨组织 Wnt1、

β-catenin 蛋白的表达 取部分冷冻保存的股骨头

组织，加入液氮研磨成粉末，将粉末转移到匀浆

器中加入预冷好的裂解液进行匀浆，离心取上清

液，参照Wnt ELISA试剂盒说明书检测Wnt1含量，

具体操作步骤同 1.3.4。另取部分液氮保存的股骨

头组织，研磨成匀浆后加入裂解液，裂解骨组织

细胞，采用电泳仪，分离 Wnt1、β-catenin 蛋白条

带，并将其转移到硝酸纤维素膜，转移过程需防

止膜污染，转移后室温封闭 60 min，再分别加入

Wnt1、β-catenin 及内参一抗、二抗，最终显影、

定影，并根据公式计算蛋白相对表达量 （目的蛋

白 相 对 表 达 量 = 目 的 蛋 白 灰 度 值/β -actin 灰 度

值） [13]。

1.4 统计学方法

数据分析采用 SPSS 22.0 统计软件。计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，比较用方差分析，进

一步两两比较用LSD-t 检验。P <0.05为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 3组大鼠血清S-Ca、S-P水平比较

对照组、模型组、阿托伐他汀组 3 组大鼠血清

S-Ca、S-P 水平比较，经方差分析，差异有统计学

意义（P <0.05）；与对照组比较，模型组血清 S-Ca

和 S-P 水平降低（P <0.05），与模型组比较，阿托伐

他 汀 组 血 清 S-Ca 和 S-P 水 平 升 高（P <0.05）。

见表2。

表 1 PCR引物序列

基因

ALP

TGF⁃β1

β-actin

引物序列

正向：5'-GAAAGGCAACCAGCAATAA-3'

反向：5'-CGTCAGTAGAAGCACATGG-3'

正向：5'-CCACCTGCCGAATAATCGAC-3'

反向：5'-TGCTTCCGTCTAGACCGACG-3'

正向：5'-GAGGCATACGCCTGACTGCAG-3'

反向：5'-CATCTGTACAACACAATGCGG-3'

引物长

度/bp

19

20

22

·· 36



第 24 期 朱磊，等：阿托伐他汀对激素性股骨头坏死大鼠的作用及对Wnt/β-catenin信号通路的影响

2.2 3组大鼠股骨头组织HE染色结果

对照组：成骨细胞结构清晰，骨小梁结构完整、

排列密集，血管数量丰富。模型组：成骨细胞、骨小

梁结构稀疏，血管数量减少，髓腔增大，脂肪细胞数

量增多。阿托伐汀组：骨小梁密集度增加，成骨细

胞和血管数量较模型组增多，髓腔缩小，脂肪细胞

数量减少。见图1。

2.3 3组大鼠血清ALP及TGF-β1水平比较

对照组、模型组、阿托伐他汀组3组大鼠ALP、

TGF-β1水平的比较，经方差分析，差异有统计学意

义（P <0.05）；与对照组比较，模型组血清 ALP 水平

升高、TGF⁃β1水平降低（P <0.05），与模型组比较，阿

托伐他汀组血清 ALP 水平降低、TGF-β1 水平升高

（P <0.05）。见表3。

2.4 3组大鼠骨组织ALP、TGF⁃β1 mRNA相对表

达量比较

对照组、模型组与阿托伐他汀组大鼠骨组织

ALP、TGF-β1 mRNA相对表达量比较，经方差分析，

差异均有统计学意义（P <0.05）；与对照组比较，模

型组骨组织ALP mRNA表达上调，TGF⁃β1 mRNA表

达下调（P <0.05），与模型组比较，阿托伐他汀组骨

组织ALP mRNA表达下调，TGF-β1 mRNA表达上调

（P <0.05）。见表4。

2.5 3组大鼠骨组织Wnt1、β-catenin 蛋白表达

比较

对照组、模型组与阿托伐他汀组大鼠骨组

织 Wnt1、β-catenin 蛋白比较，经方差分析，差异有

统计学意义（P <0.05）；与对照组比较，模型组骨

组织 Wnt1 蛋白水平和 β-catenin 蛋白相对表达量

下降（P <0.05），与模型组比较，阿托伐他汀组骨

组织 Wnt1 蛋白水平和 β-catenin 蛋白相对表达量

上升（P <0.05）。见表 5 和图 2。

表2 3组大鼠血清S-Ca、S-P水平比较

（mmol/L，x±s）

组别

对照组

模型组

阿托伐他汀组

F 值

P 值

n

10

9

9

S-Ca

2.11±0.21

1.49±0.15①

1.76±0.18①②

27.512

0.000

S-P

2.91±0.32

1.60±0.18①

1.83±0.20①②

87.993

0.000

注 ：①与对照组比较，P <0.05；②与模型组比较，P <0.05。

对照组 模型组 阿托伐他汀组

图1 3组大鼠股骨头组织病理改变 （HE染色×100）

表3 3组大鼠血清ALP及TGF⁃β1水平比较

（x±s）

组别

对照组

模型组

阿托伐他汀组

F 值

P 值

n

10

9

9

ALP/（IU/L）

24.86±2.81

30.67±3.20①

28.95±2.86①②

9.776

0.001

TGF-β1/（ng/mL）

46.89±4.69

37.34±3.59①

40.13±4.27①②

12.937

0.000

注 ：①与对照组比较，P <0.05；②与模型组比较，P <0.05。

表4 3组大鼠骨组织ALP、TGF-β1 mRNA相对

表达量比较 （x±s）

组别

对照组

模型组

阿托伐他汀组

F 值

P 值

n

10

9

9

ALP mRNA

0.52±0.06

0.89±0.09①

0.73±0.08①②

55.243

0.000

TGF⁃β1 mRNA

0.82±0.08

0.44±0.05①

0.69±0.07①②

74.836

0.000

注 ：①与对照组比较，P <0.05；②与模型组比较，P <0.05。
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3 讨论

激素性股骨头坏死是由于股骨头供血不足引

起的骨细胞死亡，最终导致股骨头结构改变。目前

临床上主要用抗炎、抑制骨吸收等药物进行治疗，

仅能缓解症状，尚无有效治疗药物[14]。目前有关阿

托伐他汀治疗激素性股骨头坏死的研究较少，国外

有研究[15]显示，阿托伐他汀能够缓解类固醇诱导的

股骨头缺血性坏死，其作用机制尚不明确。Wnt/β-
Catenin 通路对于成骨细胞、破骨细胞等细胞的增

殖、分化及骨代谢的调控作用已被相关研究证实，

贝涛等[16]研究结果显示，通过激活或抑制 Wnt/β-
Catenin通路保护软骨，对关节炎具有一定的治疗作

用。因此，推测阿托伐他汀可能通过Wnt/β-Catenin
通路对激素性股骨头坏死具有一定的调节作用。

本研究通过复制激素性股骨头坏死大鼠模型，探究

阿托伐他汀对激素性股骨头坏死大鼠 Wnt1/β -

Catenin 通路的影响，为治疗该病提供新的研究

方向。

ALP广泛分布于骨骼中，具有破坏钙化抑制剂、

分解有机磷酸酯等作用，同时参与成骨细胞的增殖

分化。TGF-β1是一种具有多种功能的多肽，能够调

节细胞的生长与分化，参与软组织修复，并参与骨

与软骨的形成[17-18]。周武等[19]研究显示，TGF-β1和

骨 形 成 蛋 白 2 联 合 ，能 够 促 进 小 鼠 成 骨 细 胞

（MC3T3-E1 细胞）的增殖与分化，当 TGF-β1 活化

后，作用于骨折部位或伤口处，加速骨细胞增殖分

化，有利于骨组织恢复。本研究对激素性股骨头坏

死大鼠血清ALP、TGF⁃β1水平及骨组织ALP、TGF-β1

mRNA 的检测结果显示，模型组血清 ALP 水平较对

照组升高，ALP mRNA相对表达量也升高，血清TGF-β1

水平降低，TGF⁃β1 mRNA 相对表达量也降低，表明

短期内激素造成的股骨头局部缺血，导致骨头坏

死。阿托伐他汀组血清 ALP 水平较模型组降低，

ALP mRNA相对表达量也降低，血清TGF-β1水平升

高，TGF-β1 mRNA 相对表达量也升高，表明阿托伐

他汀激活机体对坏死部位组织的修复，从而使ALP

水平降低，TGF-β1水平升高，加速股骨头组织修复。

另外，由于成骨细胞、骨细胞等分泌的因子通过不

同的方式，调控并稳定骨代谢，在骨组织的修复中

发挥重要作用。本研究对骨代谢指标S-Ca、S-P水

平检测的结果表明，模型组血清S-Ca、S-P水平较对

照组降低，经阿托伐他汀治疗后，骨代谢指标得以

改善，提示阿托伐他汀能够改善骨代谢，加速股骨

头坏死部位的组织修复。

成骨细胞是骨形成过程中的主要细胞，Wnt/β-
catenin通路参与成骨细胞增殖分化等生理过程，因

此该通路在骨形成过程中意义重大[20]。马建国等[21]

研究显示，MiR-367 通过 Wnt/β-catenin 通路能够抑

制成骨细胞增殖，但对成骨细胞分化无影响。杨森

等[22]探究飞天蜈蚣七提取物对成骨细胞的保护作

用，结果表明飞天蜈蚣七提取物通过上调 Wnt/β-
catenin通路相关蛋白，增加大鼠成骨细胞的增殖、分

化及矿化等能力，促进骨的形成。本研究中模型

组骨组织Wnt1蛋白水平、β-catenin 蛋白相对表达

量较对照组下降，阿托伐他汀组 Wnt1 蛋白水平、

β-catenin 蛋白相对表达量较模型组上升，表明激

素性股骨头坏死能够抑制Wnt1/β-catenin通路，降

低成骨细胞的增殖分化能力，抑制骨修复功能，

而阿托伐他汀则能够激活Wnt1/β-catenin通路，促

进 Wnt1、β-catenin 蛋白表达，加速坏死部位的组

织修复，使股骨头坏死得以改善。

综上所述，阿托伐他汀能够改善激素性股骨

头坏死大鼠骨代谢指标，其机制可能与 Wnt/β-

catenin信号通路有关。为进一步探究阿托伐他汀通

过Wnt/β-catenin通路对激素性股骨头坏死的作用，

未来可对该通路上下游蛋白进行研究，同时可对

表5 3组大鼠骨组织Wnt1、β-catenin蛋白比较 （x±s）

组别

对照组

模型组

阿托伐他汀组

F 值

P 值

n

10

9

9

Wnt1蛋白/（ng/mL）

0.94±0.10

0.67±0.08①

1.36±0.12①②

106.212

0.000

β-catenin蛋白

0.79±0.08

0.43±0.05①

1.16±0.12①②

155.486

0.000

注 ：①与对照组比较，P <0.05；②与模型组比较，P <0.05。

38 kD

92 kD

43 kD

Wnt1

β-catenin
β-actin

对照组 模型组 阿托伐他汀组

图2 各组骨组织Wnt、β-catenin蛋白的表达

该通路进行抑制，深入了解 Wnt/β-catenin 通路在

激素性股骨头坏死中如何发挥作用。
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