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Abstract. T� ������� ��� ��������� �� ������������-T� ������� ��� ��������� �� ������������-
�������a (�H���) �� ��� ��b�a� ��a����� ��a���g �� �a�� 
a�d ��� ������ �� ��� ������a��d���������� 3-��d���� 
k��a�� (PI3K)/������� k��a�� B (AKT) ��g�a���g �a��wa�. 
A ���a� �� 36 S��ag��-Daw��� �a�� w��� �a�d���� d�v�d�d 
���� ��a� g���� (�=12), ��b�a� ��a����� g���� (�=12) a�d 
�H��� + ��a����� g���� (�=12). T�� �a�� �� ��b�a� ��a����� g���� 
��d��w��� ��� ��b�a� ��a����� ���g���, w���� ��� ��d�� �� ��b�a� 
��a����� a�d �H��� wa� ���ab�����d �� �H��� + ��a����� g����. 
T�� ��v�� �� ��a��a ������������ (H��) �� �a�� g���� wa� 
a�a��z�d ����g ��� ����-a����a��� b��������a� a�a��z��, ��� 
��a����� ������ b������a���a� ��a�������� wa� ��������d, 
a�d ��� �����a�� b��d��g �����g�� a�d ���q�� w��� �a����a��d. 
M����v��, ��� ������� ����������� �� PI3K a�d ���������-
�a��d (�)-AKT �� ��b�a� ������� w��� d������d ����g w������ 
b������g, ��� ������g�� ��b�������� a��d (�RNA) ��v��� �� 
B��-2 a�����a��d X ������� (Ba�) a�d �a��a��-3 w��� d������d 
����g q�a����a��v� �������a�� ��a�� ��a����� (qPCR), ��� 
a�������� wa� d������d v�a ������a� d������������d�� ��a��-
���a��-��d�a��d dUTP ���k ��d �ab����g (TUNEL) ��a����g, 
and the expressions of inflammatory factors were detected via 
��������������������. C���a��d w��� ��a� g����, ��b�a� 
fracture group and hHcys + fracture group had a significantly 
increased level of plasma Hcy, significantly decreased ultimate 
b��d��g �����g�� a�d ���q��, �bv������ d����a��d ���a��v� 
������� ����������� �� PI3K a�d �-AKT, �����a��d �RNA 
��v��� �� Ba� a�d �a��a��-3 a�d a� �����a��d ���������� �� 
���-����a��a���� �a���� ����� �������� �a����-α (TNF-α). 
C���a��d w��� ��b�a� ��a����� g����, �H��� + ��a����� g���� 
�ad a ��g��� ��v�� �� ��a��a H��, ��w�� �����a�� b��d��g 
�����g�� a�d ���q��, ��w�� ���a��v� ������� ����������� �� 
PI3K a�d �-AKT, ��g��� �RNA ��v��� �� Ba� a�d �a��a��-3, 

a ��g��� a�������� �a�� a�d a ��g��� ���������� �� TNF-α. 
�H��� b���k� ��� d�w�����a� a�������� ��g�a� ��a��d������, 
promotes apoptosis and inflammatory response, and affects 
��a����� ��a���g �����g�   a�������g ��� PI3K/AKT ��g�a���g 
�a��wa�.

Introduction

T�b�a� ��a����� �� a ������a��� ������ ���� �� ���g ��b��a� 
b��� ��a����� a��������g ��� 13.7% �� w���� b�d� ��a�-
����� (1). T�� ��b�a� ��a����� ��a���g �� a v��� ������� ������� 
�� ��j��� ���a��, w���� �a� b� a������d b� �a�� �a�����. 
H������������������a (�H���) �� a� ������a�� ���k �a���� ��� 
�a�d��va����a� d���a�� a�d �����b���� d���a�� (2). T�� ������a� 
�a������a����� �� �H��� �����d� d�v��������a� ���a�da���� 
a�d �k����a� a���a����, a�d ��g�-��v�� ������������ (H��) 
w��� da�ag� ��� �������� �� ���������� ��g��a���g b��� ����d-
����g, �����b� ��������g �� ��a������. H��, �����g� �����a���g 
�������a�� a���v���, �a� ��g��a�� b��� ����d����g (3), ��d��� 
a�������� �� b��� �a���w �����a� ����� (4), ���������� a�d 
�����b�a��� (5,6), a�d ����b�� �����b�a�� d���������a���� (7).

T�� ������a��d���������� 3-��d���� k��a�� (PI3K)/������� 
k��a�� B (AKT) ��g�a� ��a��d������ �a��wa� ��a�� a� ������a�� 
���� �� ����-��a��a��� ���a�� a�d ��a���g, w���� �� a ��g��a���� 
�a��wa� ��� ���� g��w��. S��d��� �av� ���v�d ��a� ���� �a��wa� 
�� �������a� ��� ��� d���������a���� �� ��������g������ ����� (8,9). 
T���a��d��������b��� g������d� (TSG) �a� �a�����a�� ��� d�����-
����a���� �� MC3T3-E1 ����� �����g� a���va���g ��� PI3K/AKT 
��g�a� ��a��d������. T�� d�w���g��a���� �� PTEN, a ��ga��v� 
���dba�k ��g��a��� �� PI3K/AKT �� �����b�a���, �a� a���va�� 
��� PI3K/AKT ��g�a���g �a��wa�, ���� a�������g ��������� 
d���������a���� (10).

I� ���� ���d�, ���������, ��� ������ �� �H��� �� ��� ��b�a� ��a�-
���� ��a���g �� �a�� wa� �b���v�d, a�d ��� ���� �� PI3K/AKT 
��g�a���g �a��wa� �� ��b�a� ��a����� wa� �������d, �����g �� 
���v�d� a ���������a� ba��� ��� ��� d�ag����� a�d ���a����� �� 
��b�a� ��a�����.

Materials and methods

Animal experiments and grouping. A ���a� �� 36 �������� 
�a���g��-���� �a�� S��ag��-Daw��� �a�� w��g���g 200-240 g 
w��� ada���v��� ��d �� a� ��v�������� �� ���� w��� a���a� 
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�����a� ��q��������� ��� 1 w��k b����� ���g���, a�d ���� �ad 
���� a����� �� ���d a�d wa���. T��� w��� d����v�d �� ���d, b�� 
��� wa���, ��� 12 � b����� ���g���, a�d d�v�d�d ���� ��a� g���� 
(�=12), ��b�a� ��a����� g���� (�=12) a�d �H��� + ��a����� g���� 
(�=12) ����g a �a�d�� ���b�� �ab��. T��� ���d� wa� a����v�d 
b� ��� A���a� E����� C�������� �� S�����w U��v������ 
A���a� C����� (S�z���, C���a).

Modeling. �) E��ab�������� �� ��b�a� ��a����� ��d�� (11): A���� 
����a��������a� a��������a w��� �����ba�b��a� ��d���, ��� ���� 
��w�� ���b wa� d����a��d, a�d ��� �a���a a�d ������ w��� 
���a�a��d �� ������ ��� ��b�a. T��� ��� ��a����� ��d�� wa� 
established in the middle tibia, and fixed intramedullaryly 
����g ��� K�������� w��� (1 �� �� d�a�����). ��) E��ab�������� 
�� �H��� ��d�� (12): A���� ���ab�������� �� ��b�a� ��a����� 
��d��, ��� �a�� �� �H��� + ��a����� g���� w��� ��d w��� 
L-���������� ��� 4 w��k�. ���) I� ��a� g����, ��� ��b�a wa� 
������d ���� w������ ���ab������g ��� ��b�a� ��a����� ��d��, 
a�d ��� �a�� w��� ��d w��� ����a� d���.

Main instruments and equipment. AG-1S ���������� ���v���a� 
����a���a� ������g �a����� (S���adz�), PI3K, �-AKT, Ba�, 
�a��a��-3 a�d ����� �������� �a����-α (TNF-α) ����a�� 
a���b�d��� (Ab�a�), ������a� d������������d�� ��a��-
���a��-��d�a��d dUTP ���k ��d �ab����g (TUNEL) a��a� k�� 
(S�a�g�a� B������� B����������g�), q�a����a��v� �������a�� 
��a�� ��a����� (qPCR) k�� (Vaz���), �������������������� 
kit (Maxim), bicinchoninic acid (BCA) protein quantification 
kit (Shanghai Beyotime Biotechnology), fluorescence qPCR 
���������� (ABI 7500; A�����d B���������; T����� F����� 
Scientific, Inc.), Image‑Lab image analysis system (Bio‑Rad 
Lab��a������), a�d L���a DM4000B LED ���������� (L���a 
M����������� G�bH).

Detection of plasma Hcy concentration. T�� v����� b���d 
wa� d�aw�, ��a��d �� ��� ���� ��b� ����a����g ��������d�a��-
������aa����� a��d (EDTA) a�d ��ag��a��, a�d ��������g�d a� 
2,000 x g at 4˚C for 5 min to separate the plasma and serum. 
T��� ��� ��a��a H�� ��������a���� wa� ��a����d ����g a 
����-a����a��� b��������a� a�a��z��. P�a��a (100-150 µ�) 
wa� ���d ��� �a�� ��a��������, a�d �a�� ��a�������� wa� 
����a��d ��� 3 �����.

Biomechanical measurement of fracture stress. A���� ��� �a�� 
were sacrificed, the tibial specimens were taken for the biome-
��a���a� �����-����� b��d��g ���� a� a ��ad��g �a�� �� 0.01 ��/��� 
a�d ��a� �� 15 ��. T�� ����a���a� ���������� �� ��a�����d 
��b�a w��� a�a��z�d ����g a ������a� b������a���a� �����-����� 
b��d��g ���a�� d�������, a�d ��� ��ad-d����a������ ���a���� ���v� 
a�d ������-���a�� ���a���� ���v� w��� ������d, ba��d �� w���� ��� 
�����a�� b��d��g �����g�� a�d ���q�� w��� ��ad a�d �a����a��d.

Determination of protein expressions of P13K and p‑AKT 
in tibial tissues via western blotting. T�� ��b�a� ������� w��� 
�ak��, ����� ����d w��� ���� ����� b����� �� a� ����a����� ����g-
enizer and centrifuged at 3,500 x g at 4˚C for 10 min. After the 
������a�a�� wa� d���a�d�d, ��� ������� �a����� w��� �b�a���d, 
a�d ��� ���a� ������� ��������a���� wa� d��������d ����g ��� 
BCA ������� ��������a���� k��. T�� ������� wa� ���a�a��d 
v�a g�� ���������������, ��a�������d ���� a ����v�����d��� 

������d� (PVDF) ���b�a��� (R���� D�ag�������), ��a��d 
a� ���� ������a���� a�d ����ba��d w��� PI3K a�d �-AKT 
primary antibodies at 37˚C for 1 h, with β-a���� a���b�d� 
a� a� ������a� ���������. A���� ��� ���b�a�� wa� wa���d, 
��� ������� wa� ����ba��d aga�� w��� ����� �ad��� ������-
da�� (HRP)-�ab���d �����da�� a���b�d���, a�d ��� ���b�a�� 
wa� wa���d aga��. F��a���, ��� ��ag� wa� d�v�����d ����g ��� 
������������������������ (ECL) k�� �� a da�k����.

Determination of messenger ribonucleic acid (mRNA) levels of 
Bax and caspase‑3 via qPCR. T�� ���a� RNA wa� ����a���d 
���� ��b�a� ������� ����g ��� TRIz�� �����d (I�v����g��; T����� 
Fisher Scientific, Inc.), and its concentration was measured using 
a �����������������. T��� ��� ���a� RNA wa� ��v������ ��a�-
����b�d ���� ����������a�� d������b��� ������� a��d (�DNA) 
and quantitatively amplified using the reverse transcription kit 
a�d qPCR k��. T�� a�������a���� ���d������ a�� a� �����w�: 
pre‑denaturation at 95˚C for 1 min, denaturation at 95˚C for 
5 ���, a�d a���a���g/extension at 58˚C for 15 sec, a total of 
40 ������. P����� ��q������ �� g�����a�d���d� 3-������a�� 
d���d��g��a�� (GAPDH) (������a� ��������� g���), ���wa�d, 
5'-GGTGCTGAGTATGTCGTGGA-3' a�d ��v����, 5'-TGCTGA 
CAATCTTGAGGGAG-3'. P����� ��q������ �� �a��a��-3, 
���wa�d, 5'-GACCCGGTGCCTCAGGATGC-3' a�d ��v����, 
5'-GTGGCATGAGCTCTTGATAATG-3'. P����� ��q������ �� 
Ba� ���wa�d, 5'-CAGAGGCGGGGGATGATTG-3' a�d ��v����, 
5'-TGTCCAGCCCATGATGGTTC-3'. T�� ���a��v� �RNA 
���������� ��v�� wa� �a����a��d ����g ��� 2-ΔC� ������a.

Detection of apoptosis using TUNEL staining. T�� ������ 
sections were deparaffinized with xylene, dehydrated with 
g�ad���� a������, a�d ��bj����d �� ����a�� a���g�� ������va�, 
�����w�d b� ��a����g ����g ��� TUNEL ��a����g k��. T��� 
��� �������� w��� ��a��d w��� a���-������������ q�������g 
blocking buffer and observed under a fluorescence micro-
�����, a�d ��� ���b�� �� ������v� ����� a�d a�������� �a�� 
w��� �a����a��d ba��d �� a�������� �a�� = ���b�� �� ������v� 
�����/���a� ���b�� �� ����� �100%.

Detection of expressions of inflammatory factors through 
immunohistochemistry. T�� ��b�a� ������� w��� �ak�� �� 
�a�� g����, wa���d w��� ������a��-b������d �a���� (PBS), 
and decalcified with 10% EDTA decalcifying solution until 
��������g �� �������, �����w�d b� �a�a���� ��b�dd��g ���� 
5 µ�-����k �����a� ��������. T��� ��� �������� w��� d��a�-
affinized with xylene, dehydrated with gradient alcohol, and 
��bj����d �� ����a�� a���g�� ������va�, �����w�d b� ��a����g ����g 
��� �������������������� k��. T�� �������� w��� ����ba��d 
w��� 3% H2O2 a� ���� ������a���� ��� 10 ���, wa���d, ��a��d 
w��� 5% g�a� ����� a� ���� ������a���� ��� 10 ���, a�d 
d���w��� add�d w��� TNF-α ����a�� a���b�d� �� a w�� b�� 
at 4˚C overnight. After rewarming at 37˚C, the sections were 
����ba��d aga�� w��� b�������a��d �����da�� a���b�d� a� ���� 
������a���� ��� 10 ���, �����w�d b� ����� d�v�������� ����g 
��� d�a����b��z�d��� (DAB) d�v������ a�d ���������a����g 
w��� ���a�������. F��a���, ��� ab���ba��� wa� a�a��z�d ����g 
��� M���� M�d 6.0 �a�����g�� ��ag� a�a����� ������.

Statistical analysis. S�a������a� P��d��� a�d S��v��� S�������� 
(SPSS) 24.0 (IBM C���.) ����wa�� wa� ���d ��� ��� da�a 
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���������g. T�� �-���� wa� ���d ��� a�a��z��g ��a�������� 
da�a. D���������� b��w��� �w� g����� w��� a�a��z�d b� ����g 
��� S��d���'� �-����. C���a����� b��w��� �������� g����� 
wa� d��� ����g O��-wa� ANOVA ���� �����w�d b� P��� H�� 
Test (Least Significant Difference). P<0.05 suggested that the 
difference was statistically significant.

Results

Comparison of plasma Hcy concentration in each group. T�� 
plasma Hcy concentration was significantly increased in tibial 

��a����� g���� a�d �H��� + ��a����� g���� ����a��d w��� 
that in sham group (P<0.05), while it was also significantly 
�����a��d �� �H��� + ��a����� g���� ����a��d w��� ��a� �� 
tibial fracture group (P<0.05), showing statistically significant 
d���������� (F�g. 1).

Comparison of fracture biomechanics in each group. 
T�� �����a�� b��d��g �����g�� a�d ���q�� w��� �bv������ 
d����a��d �� ��b�a� ��a����� g���� a�d �H��� + ��a����� g���� 
compared with those in sham group (P<0.05), while they 
d������d �� �H��� + ��a����� g���� ����a��d w��� ����� �� 
tibial fracture group (P<0.05), showing statistically significant 
d���������� (Tab�� I).

Protein expressions of PI3K and p‑AKT in tibial tissues 
detected via western blotting. T�� ���a��v� ������� ����������� 
�� PI3K a�d �-AKT �v�d����� d������d �� ��b�a� ��a����� g���� 
a�d �H��� + ��a����� g���� ����a��d w��� ����� �� ��a� 
group (P<0.05), while they also declined in hHcys + fracture 
group compared with those in tibial fracture group (P<0.05), 
displaying statistically significant differences (Figs. 2 and 3).

Comparison of mRNA levels of Bax and caspase‑3. C���a��d 
w��� ��a� g����, ��b�a� ��a����� g���� a�d �H��� + ��a����� 
g���� �ad �����a��d �RNA ��v��� �� Ba� a�d �a��a��-3 
(P<0.05). The mRNA levels of Bax and caspase‑3 were higher 
�� �H��� + ��a����� g���� ��a� ����� �� �H��� + ��a����� 
group (P<0.05), and the differences were statistically signifi-
�a�� (F�g. 4).

F�g��� 1. C���a����� �� ��a��a H�� ��������a���� �� �a�� g����. 
*P<0.05 vs. sham group; #P<0.05 vs. tibial fracture group. Hcy, homocysteine.

F�g��� 3. C���a����� �� ���a��v� ������� ����������� �� ��b�a� ������� �� �a�� 
g����. *P<0.05 vs. sham group; #P<0.05 vs. tibial fracture group.

F�g��� 2. R��a��v� ������� ����������� �� ��b�a� ������� �� �a�� g����.

Tab�� I. C���a����� �� ��a����� b������a���� �� �a�� g���� (��a� ± SD).

G���� � U����a�� b��d��g �����g�� (N) T��q�� (N·��)

S�a� g���� 6 116.78±12.65 357.49±7.65
T�b�a� ��a����� g���� 6 77.23±6.77a 216.82±17.71a

�H��� + ��a����� g���� 6 45.84±4.32a,b 124.15±11.84a,b

aP<0.05 vs. sham group; bP<0.05 vs. tibial fracture group. hHcys, hyperhomocysteinemia.
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Comparison of apoptosis rate. T�b�a� ��a����� g���� a�d 
�H��� + ��a����� g���� �ad a ��g��� a�������� �a�� ��a� ��a� 
group (P<0.05), while hHcys + fracture group also had a 
higher apoptosis rate than tibial fracture group (P<0.05), and 
there were statistically significant differences (Figs. 5 and 6).

Comparison of expression of pro‑inflammatory factor. T�� 
���������� �� TNF-α wa� �����a��d �� ��b�a� ��a����� g���� 
a�d �H��� + ��a����� g���� ����a��d w��� ��a� �� ��a� g���� 
(P<0.05), while it was also increased in hHcys + fracture group 

compared with that in tibial fracture group (P<0.05), and the 
differences were statistically significant (Figs. 7 and 8).

Discussion

T�� b��� ��������� a �����g ����-���a����g ab�����, b�� ~5-10% 
�� ��a����� �a������ ������ ���� ��ad�q�a�� �����, d��a��d 
����� �� ��������. I� ���� ���d�, ��� ��a��a H�� ��v�� ���� 
a���� ��b�a� ��a�����. H�� �� a k��d �� ���-������� a���� a��d 
��������z�d b� ���������� a�d �������d ���� ���������� 
�� ���v����d ���� �������� w��� ��� ���� �� B v��a����. T�� 
�����a��d ��v�� �� ��a��a H�� �� a�����a��d w��� ��� �����a�� �� 
����d���� �a�� �� ��a�����, a�d ��� ��g�-��v�� ��a��a H�� �a� 
a����� b��� ��a���, w���� w��� ��ad �� b��� ���������� d����-
d��� �����g� ������a���g �������a�� a���v���, a�d ��������� w��� 
����ag�� �����-���k��g. T�� in vitro ���d��� �av� ���w� ��a� ��� 
���va��d ��������a���� �� H�� �a� a� ����b����� ������ �� b��� 
����a����, w���� ��d���� a�������� �����g� ROS-��d�a��d 
��������d��a� �a��wa� a�d NF-κB a���va���� �� ���a� b��� 
�a���w ���������a� ���� ����� (�BMSC�), a�d H�� �a� 
������� ��� d�v�������� �� ������������ b� ��d����g b��� 
����a���� (13). M����v��, ��g�-��������a���� H�� ����b��� 
��� a���v��� �� ����� ���da�� (a� ��z��� ��v��v�d �� ����ag�� 
�����-���k��g), a�d ��� ������������ w��� �����-���k��g w��� 
a���� ��� b��� �a���� a�d ������ �� ��ag��� b����. E������v� H�� 
a��� ��ad� �� ���� �� b��� ��b��a���. T��� I ����ag��, ��� �a�� 
��ga��� ��������� �� b���, �� �������d �� �w� ���-�����a� 
���������d�� a�d a ������ ����� ��g��� a� ��� a���� ������a� (N) 
a�d �a�b��� ������a� (C) �� ��� ��������, w���� ��ab���z�� 

F�g��� 5. A�������� ����� �� ��b�a� ������� �� �a�� g���� (TUNEL, �400).

F�g��� 6. C���a����� �� a�������� �a�� �� ��b�a� ������� �� �a�� g����. 
*P<0.05 vs. sham group; #P<0.05 vs. tibial fracture group.

F�g��� 4. C���a����� �� �RNA ��v��� �� Ba� a�d �a��a��-3. *P<0.05 vs. sham group; #P<0.05 vs. tibial fracture group.
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��� ��w�� �������d ����ag�� ��������� �����g� ������g 
�����-���k��g b��w��� adja���� ����ag�� ���������, ���� 
a�������g ��� ������� �����g�� a�d ���g����� �� b��� (14,15). 
I� ���� ���d�, �� wa� ����d v�a b������a���a� ��a�������� 
��a� b��� �����a�� b��d��g �����g�� a�d ���q�� d������d �� 
�H��� + ��a����� g���� ����a��d w��� ����� �� ��b�a� ��a����� 
g����, ��d��a���g ��a� �������v� H�� a������ ��� b��� q�a���� 
�� ��b�a� ��a�����.

T�� b��� �� a k��d �� d��a��� ������ ��a� �����a���� 
����w� ��� �������a�� a���v��� �����g� �������, a�d ab���b� 
�����a��z�d b���� a�d �����b�a���, ������g ��� ��w b��� 
�a����. D����g ��� w���� �������, ���� �����b�a��� a�� 
��b�dd�d �� ��w b���� a�d d���������a�� ���� �����b�a��� (16). 
T�� PI3K/AKT ��g�a���g �a��wa� �� a� ������a�� �a��wa� 
�� ������ ��a����� ���a��, a�d �� �� a���va��d �� ������ ��a����� 
�a���� �������, w���� �� ������a�� ��� �����b�a�� d�������-
��a���� a�d �������� (17,18). T�� AKT ��g�a� ��g��a��� ��� 
�����g������ a���� ��j��� �����g� ���d����g ����������g����, 
a�d ����b����g ��� AKT ��g�a� ��a��d������ �� ��� �a� ��d�� 
�� ��a����� �������� �a� ��d��� ��� ��a����a��a���� a�d 
d���������a���� �� MSC� ���� ��a����� �a���� ������� (19). I� 
add�����, ���d��� �av� d�������a��d ��a� PI3K �a� ��g��a�� 
��������a� ����k����g �� ��� �a��� ��ag� �� ��a����� ���a�� (20). 
T��������, PI3K/AKT �� a� ������a�� ��g�a� ��a��d������ 
�a��wa� ��� b��� ��g����a����. I� ���� ���d�, ��� PI3K/AKT 
��g�a���g �a��wa� wa� da�ag�d �� �a�� a���� ��b�a� ��a�����, 

a�d ��� ����������� �� PI3K a�d �-AKT �bv������ d������d �� 
�H��� + ��a����� g���� ����a��d w��� ����� �� ��b�a� ��a����� 
g����. B���d��, ��� PI3K/AKT ��g�a���g �a��wa� ��d�a��d 
apoptosis and inflammatory response, and affected osteocyte 
d���������a����.

I� ����������, �� ��� ������� ���d�, ��� ���� �� ��� PI3K/AKT 
��g�a���g �a��wa� �� ��a����� ���a�� wa� �������d ����g ��� �a� 
��d�� �� �H��� a�d ��b�a� ��a�����. T�� ������� d�������a�� 
��a� �H��� b���k� ��� d�w�����a� a�������� ��g�a� ��a��d��-
����, �������� a�������� a�d ����a��a���� ��������, a�d 
a������ ��a����� ��a���g �����g�   a�������g ��� PI3K/AKT 
��g�a���g �a��wa�.
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