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· 论著 ·

基于非靶向代谢组学探讨龟鹿二仙胶防治绝经后

骨质疏松症的机制

于冬冬，郭强，陈奎竹，顾海立，乔隆，乔野
（辽宁中医药大学附属医院骨科，沈阳  110032）  

摘要  目的 基于非靶向代谢组学探讨龟鹿二仙胶 （GLE） 在防治绝经后骨质疏松症 （PMO） 过程中体内代谢产物的生物效应及

变化规律。方法  用随机数字表法将50只SD雌性大鼠分为假手术 （sham） 组，模型 （OVX） 组，GLE低、中、高剂量 （GLE-L、GLE-M、

GLE-H） 组，每组10只。造模1周后开始灌胃给药，8周后取材。用显微计算机断层扫描 （MicroCT） 检测骨微观结构，用免疫组织化

学 （IHC） 染色分析骨代谢相关指标，用液质联用技术构建大鼠血清代谢物图谱，观察代谢物及相关通路的分布差异。结果  Mi-
croCT结果显示，与OVX组相比，GLE-M组骨小梁百分比提高，骨微观结构恢复 （P < 0.05）。IHC染色显示，与OVX组相比，GLE-M
组股骨中Runx2表达水平升高 （P < 0.05）。sham组、GLE-H组、OVX组相互交叉出现3- （3-甲氧基苯基） 丙酸、乙酰胺、Equol、1-

油酰基-Sn-甘油-3-磷胆碱共4种共调节代谢产物，在sham组呈高表达，OVX组呈低表达，GLE-M组又恢复至高表达。KEGG通

路分析显示，sham组与OVX组间涉及的主要通路为类固醇激素生物合成、皮质醇合成和分泌等，GLE组与OVX组为色氨酸代谢、

苯丙氨酸代谢等。结论  GLE可能通过调控体内的代谢产物防治PMO。
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Mechanism of Guilu erxian glue in the treatment of postmenopausal osteoporosis based on
non-targeted metabolomics

YU Dongdong，GUO Qiang，CHEN Kuizhu，GU Haili，QIAO Long，QIAO Ye
（Department of Orthopedics，The Affiliated Hospital of Liaoning University of Traditional Chinese Medicine，Shenyang 110032，China） 

Abstract  Objective To explore the biological effects and changes of metabolites of Guilu erxian glue （GLE） in vivo in the pre-
vention and treatment of postmenopausal osteoporosis （PMO），based on non-targeted metabolomics. Methods  Fifty SD female rats 

were divided into five groups using the random number table method：sham group，model group （OVX），and low-，medium-，and high-
dose GLE （GLE-L，GLE-M and GLE-H） groups，with ten mice in each group. After 1 week of modeling，the drug was given by gavage，

and samples were collected 8 weeks later. Bone microstructure was detected by MicroCT，bone metabolism-related indices were analyzed 

by immunohistochemistry （IHC），and a serum metabolite atlas was constructed using the LC-MS/MS technique to observe the distribution 

differences of metabolites and related pathways. Results  The MicroCT results showed that GLE could increase the percentage of bone 

trabeculae and restore bone microstructure （P < 0.05，GLE-M group vs. OVX group）. IHC analysis showed that GLE could increase Runx2

expression in femur （P < 0.05，GLE-M group vs. OVX group）. There were four co-regulated metabolites in the sham group，GLE-H group，

and OVX group，including 3- （3-methoxyphenyl） propionic acid，acetamide，Equol，and 1-oleoacyl-SN-glycerol-3-phosphocholine，

which showed high expression in the sham group，low expression in the OVX group，and high expression in the GLE-M group. The KEGG 

pathway result showed that the main pathways involved between the sham group and OVX group were steroid hormone biosynthesis and 

cortisol synthesis and secretion. Tryptophan metabolism and phenylalanine metabolism were observed in the GLE group and OVX group. 

Conclusion  GLE may prevent PMO by regulating metabolites in the body.
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绝经后女性体内雌激素水平降低，导致骨吸收

增加，骨形成减少，骨平衡破坏，从而诱发绝经后骨

质 疏 松 症 （postmenopausal osteoporosis，PMO） ［1］。全

球约有10%的人口和超过30%的50岁以上绝经后女

性患有骨质疏松症［2-3］。目前抗PMO的药物以选择
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性雌激素受体调节剂、降钙素、双膦酸盐类药物为

主，但不良反应较多［4］。目前传统中医药已广泛用

于PMO治疗［5］。骨质疏松症属于中医“骨痿”范畴，

“肾虚髓枯”是其最主要病机［6］。绝经后女性脏腑机

能衰退，久病肾阴阳俱虚［7］。龟鹿二仙胶对肾阴阳

两虚型骨质疏松症疗效确切［8］。

代谢组学是基于高通量化学分析技术对生物

体细胞、组织中的代谢产物进行定性和定量的研

究［9］。其中，非靶向代谢组学能全面准确地反映生

物体、组织样本中的代谢物信息，有利于挖掘生物

样本新的代谢通路等［10］。超高效液相色谱与高分辨

质谱联用，即液质联用技术，广泛应用于非靶向代

谢组学研究［11］。本研究结合非靶向代谢组学技术，

深入探讨龟鹿二仙胶防治PMO过程中的药效学机

制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物：50只7~8周龄 SPF级雌性SD大鼠购

自辽宁长生生物技术股份有限公司，体重 （200±20） 

g，许可证号：SCXK （辽） 2020-0001。大鼠饲养于辽

宁中医药大学动物实验中心，温度22~25 ℃，湿度

30%~50%，饲养1周，大鼠饮食水自由。本研究已获得

我院实验动物伦理委员会批准［2023CS （DW） -026-

01］。

1.1.2 药品和主要试剂：龟鹿二仙胶 （龟板489 g、鹿

角胶489 g、人参489 g、枸杞733 g），购自辽宁省沈阳

市康多辽河药房。4%多聚甲醛溶液、EDTA脱钙液 

购自北京索莱宝科技有限公司。

1.1.3 主要设备：电子光学显微镜 （ECLIPSE LV150NA，

日本Nikon公司）；显微计算机断层扫描 （microcomputed 

tomography，MicroCT） 机 （ZKKSMCT-Sharp-Ⅰ，广州中

科恺盛医疗科技有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 实验动物分组及处理：将50只大鼠按随机

数字法分为假手术 （sham） 组、模型 （OVX） 组、龟

鹿二仙胶低剂量 （GLE-L） 组、龟鹿二仙胶中剂量 

（GLE-M） 组、龟鹿二仙胶高剂量 （GLE-H） 组，每组

10只。所有大鼠腹腔注射3%戊巴比妥纳溶液 （0.1 

mL/100 g） 麻醉后，俯卧固定于实验台，消毒，备皮，

在股骨近端连线与后正中线交点处，做约2 cm纵行

切口，摘除双侧卵巢组织，止血，缝合，消毒。sham

组大鼠仅取等量的皮下脂肪组织。大鼠术后观察

7 d后，开始每日灌胃给药，持续8周。依据第4版《药

理实验方法学》，计算出龟鹿二仙胶给药浓度为

1.7 g/mL。OVX组 大 鼠 给 予 龟 鹿 二 仙 胶4.030 g/kg

灌 胃；GLE-L组 大 鼠 给 予 龟 鹿 二 仙 胶2.015 g/kg灌

胃；GLE-M组大鼠给予龟鹿二仙胶4.030 g/kg灌胃；

GLE-H组大鼠给予龟鹿二仙胶8.060 g/kg灌胃；sham

组大鼠灌胃等体积饮用水。

1.2.2 大鼠血清、骨组织标本收集：实验结束时，大

鼠麻醉后经腹主动脉采血，离心取上清液置于EP管

中，于-80 ℃冻存。取大鼠两侧股骨，去除附着组织，

用生理盐水洗净，外包锡纸，于-80 ℃冻存。

1.2.3 大鼠股骨组织切片制作：用4%多聚甲醛溶

液固定骨组织5 d，放入15%乙二胺四乙酸溶液脱钙

4周，以大头针可轻松刺入股骨确定脱钙成功，进行

石蜡包埋，制作6 μm厚度切片备用。

1.2.4 MicroCT检测骨结构：用4%多聚甲醛溶液固

定股骨标本24 h，将标本固定在MicroCT载物台上扫

描，角度为360 °，分辨度为10 μm，以股骨近端1.5 

mm区域作为感兴趣区域 （region of interest，ROI），建

立骨小梁3D图像后进行分析，主要检测参数包括骨

体积、骨密度、皮质骨体积、皮质骨厚度、骨小梁体

积、骨小梁厚度。

1.2.5 骨组织免疫组织化学 （immunohistochemistry，

IHC） 染色：骨组织切片脱蜡，抗原修复，血清封闭，

一抗孵育过夜，二抗标记，DAB显色。显微镜下观察，

阳性信号为棕黄色或棕褐色，苏木素复染，固定封

片，检测。

1.2.6 Western blotting检测相关蛋白表达：提取骨

组织蛋白，上样电泳，转膜，封闭，一抗孵育过夜，辣

根过氧化物酶标记二抗孵育，ECL发光成像，使用

Image J软件测定各蛋白条带平均灰度值。

1.2.7 非靶向代谢组学检测：将冻存的大鼠血清标

本送至北京诺禾致源科技股份有限公司，应用液

质联用技术进行非靶向代谢组学检测分析。鉴定

结果采用主成分分析 （principal component analysis，

PCA），对差异代谢物进行筛选与鉴定，对差异代谢

物通路等进行综合分析。

1.3 统计学分析

采用SPSS 13.0统计软件进行分析。计量资料用
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x-±s表示，2组间比较用t检验，多组间比较采用方差

分析方法。P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 MicroCT检测结果

结果显示，与sham组较，OVX组、GLE-H组、GLE-M

组、GLE-L组骨组织骨体积、骨密度、骨小梁连接密

度、骨小梁数均显著减低，差异有统计学意义 （P < 

0.05）。与OVX组比较，GLE-H组、GLE-M组、GLE-L组

上述指标显著增高，差异有统计学意义（P < 0.05），

其中GLE-M组效果最显著， 而GLE-H与GLE-L组效

果次之。各组皮质骨厚度比较差异无统计学意义 （P > 

0.05）。见表1。

2.2 IHC染色结果分析

表1  MicroCT结果 （x
-
±s）

Tab.1  Results of MicroCT （x
-
±s）

Group BD （mg/cm3） BV （mm3） Tb.Conn.D （mm-3） Tb.N （mm-2） Ct.Th （μm）

Sham 0.70±0.05 25±2.0 25±1.0 2.5±0.2 16±0.3

OVX 0.40±0.041） 16±1.21） 17±1.31） 1.8±0.21） 15±0.4

GLE-L 0.53±0.041），2） 20±1.91），2） 19±1.51），2） 2.1±0.21），2） 15.±0.2

GLE-M 0.66±0.031），2） 23±1.11），2） 22±1.41），2） 2.4±0.21），2） 16±0.2

GEL-H 0.60±0.031），2） 21±1.41），2） 19±1.41），2） 2.2±0.21），2） 16±0.1

1） P < 0.05 vs. sham group；2） P < 0.05 vs. OVX group. BD，bone density；BV，bone volume；Tb.Conn.D，trabecular bone connectivity density；Tb.N，tra-

becular bone number； Ct.Th，cortical bone thickness.

A，sham group；B，OVX group；C，GLE-M group.

图1  IHC染色结果 ×100

Fig.1  Immunohistochemistry staining results ×100

结合2.1部分结果，GLE-M组骨组织微结构改善

效果最为理想，故选取sham组、OVX组、GLE-M组进

一步IHC染色，以观察各组骨组织中Runx相关转录

因子2 （Runx-related transcription factor 2，Runx2） 的表

达情况。结果显示，Runx2表达水平由高至低依次为

sham组 （40.2%±3.5%）、GLE-M组 （30.1%±2.8%）、

OVX组 （10.5%±1.9%）。OVX组Runx2的蛋白表达

较sham组明显减少 （P < 0.01），GLE-M组OVX大鼠给

予中剂量龟鹿二仙胶8周后，Runx2表达水平较OVX

组显著增加 （P < 0.05），但并未恢复至sham组Runx2

表达水平。提示龟鹿二仙胶干预可提高Runx2的表

达水平。见图1。

2.3 代谢组学分析结果

2.3.1 PCA：结果显示，在正负离子模式下，样本呈

聚类分布，说明样本组内差异较小，本实验整个过

程稳定性、质量较高。见图2。

A B C
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2.3.2 差异代谢物的筛选与鉴定：正负离子模式

下，sham组、OVX组与GLE-M组间比较筛选差异代

谢物，结果显示，3- （3-甲氧基苯基） 丙酸、乙酰胺、

Equol等代谢物在sham组中呈高表达，在OVX组低

表达，而在GLE-M组其表达水平又上调恢复至sham

组的表达水平，说明GLE可能通过调控丙酸、乙酸等

参与调控肠道微生物菌群变化，发挥防治PMO的作

用。

2.3.3 差异代谢物通路富集分析：为了深入研究龟

鹿二仙胶干预PMO过程中的代谢改变，将鉴定出的

差异代谢物进行京都基因和基因组数据库 （Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG） 富 集 分

析。如 图3所 示，sham组 与OVX组 主 要 涉 及 类 固 醇

激素生物合成及皮质醇合成和分泌等代谢通路；

GLE-M组与OVX组主要涉及色氨酸代谢、苯丙氨酸

代谢、半乳糖代谢和丙氨酸等代谢通路；与OVX组

比较，GLE-M组谷氨酸、精氨酸、天冬氨酸水平上调，

而3-羟基丁酸、牛磺酸、皮质醇、前列腺素G2水平下

调。

3 讨论

肾虚可通过影响机体内能量、氨基酸、脂类代

谢等多种途径对骨代谢产生影响，被认为是骨质疏

松的主要病机［12-13］。龟鹿二仙胶首载于《医便》，其

组成为龟甲胶、鹿角胶、人参、枸杞子，其活性成分

具有调节骨代谢的作用［14-16］。

A，PCA analysis of total samples in positive ion mode；B，PCA analysis of total samples in negative ion mode. The left figure is the PCA analysis diagram，

and the right figure is the PCA analysis three-dimensional diagram. The scattered points of different colors in the figure represent the samples of different 

experimental groups，and the ellipses are 95% confidence intervals.

图2  总样本PCA分析

Fig.2  PCA analysis of total samples 
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The vertical bar represents the changes in metabolite levels：red indicates upregulation，and blue indicates downregulation.

图3  差异代谢产物热图

Fig.3  Heat map of differential metabolites

Runx2能够促进骨形成，是骨骼发育必需的转

录因子［17］。本研究结果显示，PMO模型大鼠骨组织

中Runx2的表达较假手术大鼠显著降低，而龟鹿二

仙胶则能显著提高Runx2表达水平。PMO可导致

氨基酸代谢紊乱，而谷氨酸能够促进钙吸收，提高

骨密度［18］。精氨酸等可通过增强胰岛素样生长因

子-1，促进成骨细胞的增殖和分化［19］。组氨酸能够

促进钙吸收，增加骨钙含量［20］。色氨酸减少被认为

是骨质疏松症的典型生物标志物［21］。本研究发现，

龟鹿二仙胶干预后大鼠骨组织中精氨酸等代谢产

物上调，并可影响组氨酸、色氨酸代谢通路。

前列腺素具有促进破骨细胞分化的作用［22］。本

研究中，龟鹿二仙胶干预后，大鼠血清中前列腺素

G2表达下调，由此推测龟鹿二仙胶可通过降低前列

腺素G2的表达防治PMO。皮质醇分泌过多会造成骨

密度下降［23］。本研究通过代谢组学分析发现，模型

大鼠PMO的发生与类固醇激素生物合成、皮质醇合

成和分泌等代谢通路密切相关。

肠道中的乙酸、丙酸、丁酸等短链脂肪酸 （short-

chain fatty acid，SCFA） 与骨代谢关系密切［24］。本研

究结果显示，sham组3- （3-甲氧基苯基） 丙酸呈高表

达，OVX组呈低表达，而GLE组则恢复了高表达，而

吲哚-3-乙酸也在药物干预后表达水平上调。由此

推测龟鹿二仙胶可能通过调节SCFA参与肠道微生

物群的变化，从而发挥防治PMO的作用。

总之，龟鹿二仙胶可能通过调控体内的代谢产

物来防治PMO，但其更深层次的药理及作用机制尚

不明确。本研究利用非靶向代谢组学挖掘了龟鹿二

仙胶防治PMO的药理学机制，为探寻防治PMO的中

医药治疗方法提供了新的依据。

2

1

0

-1

-2

7-ketolithocholic acid
LPA 22：6
LPE 22：6
D- （-） -glutamine
LPC 20：4
N-acetyl-L-leucine
3b，7b-dihydroxy-5-androsten-17-one
Taurolithocholic acid 3-sulfate
Glycerol 1-hexadecanoate
19 （R） -hydroxy-prostaglandin E2
4- （octyloxy） benzoic acid
5-［5- （3-methoxybenzyl） -1，3，4-oxadiazol-2-y1］-2，1，3-benzothiadiazole
AIdosterone
FAHFA （16：1/18：3） 
16-hydroxyhexadecanoic acid
Sodium cholate
Deoxycholic acid
LPS 20：5
23-nordeoxycholic acid
5α-dihydrotestosterone
PI （18：0/20：4） 
α-eleostearic acid
Thromboxane B2
13，14-dihydro-15-keto-PGD2
Nor-9-carboxy-δ9-THC
α-Cyano-3-hydroxycinnamic acid
Hydrocortisone
Hexanoic acid
13，14-dihydro-15-keto prostaglandin J2
Hydrocortisone acetate
13，14-dihydro-15-keto prostaglandin D1
LPS 22：6
L-lysine
LPC 18：0
Corticosterone
Lithocholic Acid
MAG （18：4） 
Cholesteryl sulfate
17α-hydroxypreanenolone
N-acetyl-L-phenylalanine
Prostaglandin K2
4- （4-nitrophenylazo） aniline
2- （2-carboxy-2-metnylpropyl） -4，6-almetnylbenzolc acid
Acetoacetate
1-oleoyl-Sn-glycero-3-phosphocholine
2- （1H-1，2，3-benzotriazol-1-yl） -N- （2，3-dihydro-1H-inden-2-y1） acetamide
3- （3-methoxyphenyl） propionic acid
Equol

z  m  y  k
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