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摘　要 :目的 　通过观察葛藤提取物对去卵巢骨质疏松大鼠模型的影响 ,阐述其治疗骨质疏松症的作用机制 ,为临
床应用提供药效学依据。方法 　Wistar 大鼠 ,手术切除双侧卵巢 3 d 后 ,按照体质量随机分组 ,给药组每天 ig 葛藤
提取物 200、100、50 mg/ kg ,给药 6 个月后 ,测定大鼠股骨力学性能、骨钙磷量等指标。结果 　葛藤提取物明显提高
大鼠骨组织抗外力性能 ,增加骨骼中钙的量 ,高、中剂量组作用相当 ,低剂量作用较差。病理诊断提示葛藤提取物
不同程度改善骨质疏松模型骨组织病理性改变 ,增加骨小梁数目。结论 　通过多角度不同层次地考察葛藤提取物
对去卵巢骨质疏松模型的治疗作用 ,提示葛藤提取物对骨质疏松具有明显的改善作用。
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　　骨质疏松症 (osteoporosis , O P) 是一种代谢性

骨病 ,它是以骨量减少和骨的微观结构退化为特征 ,

导致骨的脆性增加以致于易发生骨折的一种全身性

骨骼疾病[1 ] 。雌激素替代疗法 ( HR T) 一直是绝经

后骨质疏松症的首选方法 ,但其诱发生殖系统癌症、

引起深静脉血栓等方面副作用 ,使 HR T 的应用有

了广泛争议[2 ,3 ] 。

葛 藤 为 豆 科 植 物 野 葛 Puerari a lobat a

( Willd. ) Ohwi 的地上部分干燥茎 ,作为葛根的非

药用部位 ,其药用价值近年来已受到国内外学者的

关注。葛藤主要含有大豆苷、大豆苷元、葛根素等异

黄酮成分。现代研究已证实这些成分具有治疗骨质

疏松、抗心律失常和抗心脑缺血等生物效应[4 ,5 ] ,对

于阻止激素水平下降 ,防治中老年骨质疏松和预防

心脑血管病具有肯定的疗效。推测葛藤异黄酮可能

有改善骨质疏松症的生物学活性。本研究以去卵巢

大鼠模型来模拟绝经后骨质疏松 ,观察葛藤提取物

对由雌激素缺乏引起骨质疏松的作用 ,并为新药开

发提供实验依据。

1 　材料

111 　药物 :葛藤提取物采用 6 倍量 70 % 乙醇回流

提取 3 次后回收乙醇 ,大孔树脂柱分离 ,浓缩干燥后

测定提取物的总黄酮质量分数为 61108 % ,其中葛

根素 22160 %、大豆苷元 1129 %、大豆苷 19197 % ,

由山东省千佛山医院药剂科制备 ,批号 060411。尼

尔雌醇片 ,2 mg/ 片 ,上海医药集团有限公司华联制

药厂产品 ,批号 060901。

112 　动物 :Wistar 雌性大鼠 ,280～300 g ,山东大学

实验 动 物 中 心 提 供 , 动 物 合 格 证 号 : SCXK

(鲁) 20030004。

113 　仪器 :梅特勒2托利多 GB —303 电子天平 ,梅

特勒中国公司 ; YB —6L F 生物组织石蜡包埋机、

YT —7F 型生物组织摊烤片机、ZT —12P 生物组织

自动脱水机 ,湖北孝感亚光医用电子技术有限公司 ;

L EICA —RM2135 切片机、L EICA —DM/ L S 显微

镜 ,德国 L EICA 公司 ; SX —5 —12 箱式电阻炉、

KSW 电炉温度控制器 ,北京永光明医疗仪器厂 ;

PV —9100X 射线能谱仪 ,日本飞利浦 ; S —520 扫描

电镜 ,日本日立 ; YL S —7A 足趾容积测量仪、YL S —

16A 小动物骨骼强度测定仪 ,山东省医学科学院设

备站产品。

2 　方法

211 　造模、分组及给药 :雌性 Wistar 大鼠 ,80 只 ,

10 % 硫化钠水溶液下腹部下中脱毛约 115 cm2 左

右 ,40 mg/ kg 戊巴比妥钠腹腔麻醉后仰位固定 ,分

层剥离 ,暴露两侧卵巢 ,结扎后完整切除两侧卵巢 ,

止血后分层缝合[6～8 ] 。假手术组 (10 只) 做相同的

手术操作 ,但不切除卵巢。术后连续 3 d 硫酸庆大

霉素抗感染 ,自由饮水、摄食。

手术 3 d 后剔除状态较差大鼠 ,按照体质量随

机分为假手术组 ,模型组 ,阳性对照组 ,葛藤提取物

高、中、低剂 (200、100、50 mg/ kg) 组 (使用前分别
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配制成 2 %、1 %、015 % 的水溶液 ,以 10 mL/ kg ig

给药 ,每日 1 次) 。假手术组和模型组给予同体积凉

开水 ,阳性对照组给予尼尔雌醇 (115 mg/ kg ,给药

前配制成 01015 % 的水溶液 ,以 10 mL/ kg ig 给

药) ,每周给药 2 次 (周一、四给药) ,连续 ig 6 个月。

每周称取体质量 ,并按新体质量调整 ig 剂量。各组

大鼠自由饮水、摄食。

212 　指标测定 :最后一次给药后 ,禁食不禁水 12

h ,采血后脱颈处死大鼠 ,完整分离大鼠的左右两侧

股骨 ,剔除所有附着的肌肉和结缔组织 ,一只以

10 % 甲醛溶液固定 ,行病理学检查 ;一只用生理盐

水浸泡的湿纱布包裹 , - 20 ℃密封保存 ,分别测定

股骨的湿质量、体积及生物力学性能。力学测定后

收集残骨 200 ℃烘干 8 h ,称取干质量 ,马氟炉 800

℃灰化后称取灰分质量 ,灰化后标本利用能谱测定

骨中钙、磷、氯的质量分数。

213 　数据分析 :所有实验数据以 x ±s 表示 ,用

SPSS 1110 进行 t 检验分析。

3 　结果

311 　葛藤提取的对去卵巢大鼠骨生物力学的影响 :

大鼠股骨生物力学性能测定结果见表 1。模型组大

鼠骨组织抗外力性能明显较假手术对照组差 ( P <

0101) 。葛藤提取物不同剂量均明显提高骨组织抗

外力作用 ,其中以高剂量组作用最为明显 ,与模型组

比较具有显著性差异 ( P < 0105) 。
表 1 　葛藤提取物对去卵巢大鼠骨生物力学的影响

( x ±s , n = 10)

Table 1 　Influence of kudzuvine extract on bone biomechanics

of rat extirpated ovary ( x ±s , n = 10)

组　别　 剂　量/ (mg ·kg - 1) 扭　力/ (N ·g - 1)

假手术 - 121 63 ±11 81 3 3

模型 - 101 18 ±11 69

尼尔雌醇 　115 101 97 ±11 90

葛藤提取物 200 111 45 ±11 25 3

100 111 18 ±11 74

50 101 88 ±11 53

　　与模型组比较 : 3 P < 0105 　3 3 P < 0101

　　3 P < 01 05 　3 3 P < 01 01 vs model group

312 　葛藤提取物对去卵巢大鼠股质量、体积比值的

影响 :分别采集大鼠股骨湿质量、干质量和体积值 ,

计算不同质量与体积比值 ,结果见表 2。模型组湿

质量、干质量、灰分质量和体积的比值均明显降低 ,

与假手术组比较具有非常显著性差异 ( P < 0101) ,

提示造模明显降低大鼠股骨的钙磷量 ,降低其骨密

度。尼尔雌醇组明显改善模型造成的上述病理性改

变 ,葛藤提取物3个剂量组不同程度改善造模引起

表 2 　葛藤提取物对去卵巢大鼠骨质量、体积比值的影响

( x ±s , n = 10)

Table 2 　Influence of kudzuvine extract on ratio of bone

mass to bone cubage of rat extrirpated ovary

( x ±s , n = 10)

组 　别 剂量/ (mg ·kg - 1 ) 湿质量/ 体积 干质量/ 体积 灰质量/ 体积

假手术 - 1164 ±0115 3 3 0199 ±0111 3 3 0170 ±0108 3 3

模型 - 1129 ±0109 0168 ±0106 0159 ±0104

尼尔雌醇 　115 1145 ±0105 3 3 0186 ±0111 3 3 0160 ±0108

葛藤提取物 200 1143 ±0104 3 3 0187 ±0103 3 3 0168 ±0103 3 3

100 1142 ±0106 3 3 0185 ±0112 3 3 0166 ±0104 3 3

50 1140 ±0109 3 3 0183 ±0106 3 3 0167 ±0105 3 3

　　与模型组比较 : 3 P < 0105 　3 3 P < 0101

　　3 P < 01 05 　3 3 P < 01 01 vs model group

的骨质疏松表现 ,与模型组比较均具有显著性差异

( P < 0101) ,其中高剂量作用最显著。

313 　葛藤提取物对去卵巢大鼠骨组织钙、磷、氯的

影响 :葛藤提取物能明显增加骨骼中钙量 ,高、中剂

量组作用相当 ,低剂量作用较差 ,但与模型对照组比

较均具有显著性差异 ( P < 0101) ;对磷的影响以中

剂量作用最为明显 ;但 3 个剂量组对骨骼中氯离子

的质量分数无明显影响。结果见表 3。
表 3 　葛藤提取物对去卵巢大鼠骨组织钙、磷、氯量的影响

( x ±s , n = 10)

Table 3 　Influence of kudzuvine extract on content of

calcium, phosphorus , and chlorine in osseous

tissue of rat extrirpated ovary ( x ±s , n = 10)

组 　别 剂量/ (mg ·kg - 1 ) 钙/ % 磷/ % 氯/ %

假手术 - 60175 ±3182 28175 ±1155 3126 ±1102

模型 - 56161 ±7102 27151 ±1197 1144 ±0197

尼尔雌醇 　115 64151 ±4132 3 3 32116 ±1147 2116 ±1139

葛藤提取物 200 67182 ±3187 3 3 28152 ±2164 1169 ±1104

100 67132 ±3121 3 3 32167 ±1116 3 3 1123 ±1104

50 64146 ±4176 3 3 28162 ±1168 1174 ±1110

　　与模型组比较 : 3 P < 0105 　3 3 P < 0101

　　3 P < 01 05 　3 3 P < 01 01 vs model group

314 　葛藤提取物对去卵巢大鼠骨组织病理学的影

响 :病理诊断显示 ,假手术组 :股骨骨小梁排列密集 ,

互相连接呈网状结构 ,骨小梁的厚度大 ,其间距小。

模型组 :骨小梁明显变细 ,数量明显减少 ,断裂增多 ,

碎裂形成纽扣状碎骨片 ,骨小梁面积明显减小 ,髓腔

扩大 ,皮质骨变薄 ;与假手术组比较 ,同样倍数下骨

小梁的连接中断点明显增多 ,骨小梁髓腔间距增大。

尼尔雌醇组 :与模型组比较骨小梁稍规则 ,数目增

多 ,厚度增加 ,断裂少 ,髓空间隙变小 ,但骨小梁面积

仍小于假手术组 ;葛藤提取物高剂量组 :与模型组比

较骨小梁稍规则 ,数目轻度增多 ,厚度稍增加 ,断裂

少 ,髓腔间隙稍变小 ,骨小梁面积稍高于模型组。中
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剂量组 :与模型组比较骨小梁稍规则 ,数目轻度增

多 ,厚度稍增加 ,断裂少 ,髓腔间隙稍变小 ,骨小梁面

积稍高于模型组。小剂量组 :骨小梁变细 ,数量减

少 ,断裂增多 ,碎裂形成纽扣状碎骨片 ,髓腔扩大 ,皮

质骨变薄 ;与假手术组比较 ,同样倍数下骨小梁的连

接中断点明显增多 ,骨小梁髓腔间距增大 ,病理改变

接近模型组。见图 1。

图 1 　去卵巢大鼠骨组织病理学

Fig. 1 　Pathology of osseous tissue in rat extrirpated ovary

4 　讨论

　　前期和国内其他学者的研究结果都证实葛藤和

葛根的总黄酮量相近 ,但其主要成分比例不同。目

前 ,国内均以葛根为原料提取葛根总黄酮 ,葛藤仍然

被视为非药用部位 ,在葛根采集中被丢弃。因此开

展葛藤新药的开发研究具有重要的经济价值。

本研究在药学研究的基础上 ,结合骨质疏松发病

学基础 ,选择卵巢切除大鼠模型来观察葛藤提取物治

疗骨质疏松的作用 ,为临床进一步应用提供基础。

连续给药 6 个月后 ,分别观察各组大鼠所考察

指标 ,葛藤提取物 3 个给药组均明显提高骨组织抗

外力作用 ,增加骨骼中钙的量 ,不同程度改善造模引

起的骨质疏松表现 ;病理诊断也提示葛藤提取物不

同程度改善骨质疏松模型骨组织病理性改变 ,增加

骨小梁数目。葛藤提取物具有明显的干预和治疗雌

激素缺乏引起的骨质疏松的药效学作用。
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黄酮苷元的三维构动关系研究Ⅰ: Caco22 细胞渗透性的预测

徐 　适 ,陈 　雕 ,兰 　轲 3 ,蒋学华 ,王战国
(四川大学华西药学院 ,四川 成都 　610041)

摘 　要 :目的 　探索应用计算机虚似筛选技术进行中药与天然药物早期药动学研究的方法 ,阐明黄酮苷元的结构
与其 Caco22 细胞渗透性的关系。方法 　以 Sybyl 7. 3 软件包的 CombiLibMaker 模块构建基于黄酮 (flavone) 骨
架的虚拟组合化学库 ,以 Volsurf 模块定性预测黄酮苷元的 Caco22 细胞渗透性。结果 　构建的虚拟组合化学库中
包含 26 244 个黄酮苷元。黄酮苷元的 Caco22 细胞渗透性与其取代基的种类和数量有关 ;羟基取代的增多不利于
其透过 Caco22 细胞 ,羟基的甲基化则可增加其透过 Caco22 细胞的能力。结论 　研究结果与报道的试验数据具有
良好的相关性。
关键词 :黄酮类化合物 ; 构动关系 ; Caco22 细胞 ; 吸收
中图分类号 :R285161 　　　文献标识码 :A 　　　文章编号 :025322670 (2009) 0921452204

　　黄酮类化合物 (flavonoids) 分布广泛 ,具有多

种多样的生物活性。多年来国内外学者致力于其药

动学的研究 ,并取得了一定的进展。截至 1993 年 ,

已鉴定的天然黄酮类化合物就已超过 4 000 个[1 ] ,

传统的药动学研究方法难以满足研究的通量需求。

计算机虚拟筛选技术可利用组合化学原理构建某一
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