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摘= =要：目的= =研究淫羊藿低糖苷组分（idcbe）对rjoJNMS细胞和波尼松龙诱导的骨质疏松斑马鱼的作用。方法= =将不同

质量浓度的 idcbe与rjoJNMS细胞共同培养后，jqq法测定 idcbe对 rjoJNMS细胞增殖的影响，通过测定细胞内外碱性

磷酸酶（Aim）活性评价 idcbe对细胞分化的影响。将受精后 P=d的斑马鱼幼鱼分为空白培养基组、MKRB=ajpl溶媒对照组、

泼尼松龙组、依替膦酸二钠组、idcbe（N、O、Q、U、NS=μgLmi）组。每天换液至受精后 V=d，处死，采用茜素红对各组斑马

鱼幼鱼骨骼染色，并以显微检测、数码成像方法定量分析骨骼染色区域。结果= = idcbe不仅可以促进成骨样细胞rjoJNMS细
胞的增殖，促进其合成和分泌 Aim，而且能够显著增加斑马鱼头部骨骼染色面积（矿化面积）和染色累积吸光度值（骨密度）。

结论= = idcbe体内及体外具有较好的抗骨质疏松作用。=
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骨质疏松是由各种原因引起的代谢性骨病，其

特征是全身性骨量减少、骨组织微观结构退化、骨

脆性增加，易发生骨折xNz。原发性骨质疏松症是绝

经后老年妇女的一种常见病、多发病，严重影响着=
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老年人的生活质量xOz。随着世界人口老龄化的发展，

骨质疏松发病率也呈上升趋势，为此，tel 已将

其列为 P大老年性疾病之一。=
淫羊藿是中医临床常用的抗骨质疏松症较为有

效的中药。研究表明，淫羊藿中主要有效成分为黄

酮类化合物xPJRz，根据所连糖基数量分为三糖苷、二

糖苷、单糖苷和苷元。陈彦等xSJTz分别用 C~coJO模型

和大鼠肠灌流模型研究了淫羊藿中主要黄酮在肠内

的吸收和代谢。结果表明，淫羊藿黄酮的吸收性随

着所连糖基数量的增多而降低，三糖苷和二糖苷首

先需要在肠道内经过水解脱糖后才能被吸收，而单

糖苷则可以被肠道直接吸收。本实验室前期研究表

明，纤维素酶可以在体外水解淫羊藿中的多糖苷成

分，使其脱去一个或多个糖基而生成次级糖苷xUz。基

于以上前期研究，本实验制备了包含 U 种单糖苷或

二糖苷的淫羊藿低糖苷组分（idcbe），在细胞水平

研究 idcbe对大鼠成骨样细胞 rjoJNMS的作用，

同时采用斑马鱼骨质疏松模型评价其治疗骨质疏松

的体内活性，为淫羊藿临床用于治疗骨质疏松提供

依据，为明确淫羊藿的物质基础提供参考。=
N= =材料=
NKN= =仪器=

Agilent= NNMM 系列高效液相色谱仪（美国

Agilent公司，Agilent=NNMM色谱工作站，aAa二极

管阵列检测器）；ClO细胞培养箱（eboA=Cbii=RMM，
qhermo= corm~ 公司产品，美国）；全自动酶标仪

（qhermo，美国）；wtJA型微量振荡器（常州国华

电器有限公司）；pmuJUM生化培养箱（宁波海曙赛

褔实验仪器厂）； fuTP 荧光倒置显微镜（日本

llympus公司）。=
NKO= =试剂与药物=

MKORB胰蛋白酶、ajbj高糖培养基（凯基生

物工程研究所）；jqq购自 pigm~公司；碱性磷酸

酶（Aim）试剂盒（南京建成生物工程研究所）；胎

牛血清（杭州四季青生物工程材料有限公司）；多

聚甲醛（上海凌峰化学试剂有限公司）；茜素红（上

海源叶生物科技有限公司）；波尼松龙（苏州亚科

化学试剂股份有限公司）；依替膦酸二钠（上海江

莱生物科技有限公司，批号 giNRMUNOMNN）；乙腈为

色谱纯，水为高纯水，其余试剂均为分析纯。=
NKP= =细胞与动物=

大鼠成骨样肉瘤细胞 rjoJNMS，购自上海奥陆

生物科技有限公司；斑马鱼成鱼来自德国 tubingen

品系，由南京大学模式动物研究所提供。=
O= =方法与结果=
OKN= = idcbe的制备=

淫羊藿药材购自河北楚风中药饮片有限公司

（批号 _QMTOVN），经中国医学科学院药用植物研究

所郭宝林教授鉴定为朝鲜淫羊藿 bpimedium 
brevicornu j~ximK，留样（vveuvJOMNQ）保存于

中国中医科学院江苏分院J江苏省中医药研究院。取

淫羊藿药材 NKM=kg，第 N次加入 NU倍量 RMB乙醇，

第 O次加入 NR倍量 RMB乙醇，加热回流提取 O次，

每次 N= h，合并滤液，滤过后减压浓缩后蒸干，得

固体物 ONRKT= gxVz。取固体物 NMM= g，加入一定量的

纤维素酶酶解使淫羊藿多糖苷转化为低糖苷，然后

经 A_JU大孔树脂分离纯化得到 idcbe，储存于江

苏省中医药研究院。所得 idcbe经 emiC测定，

此组分包含淫羊藿苷 A、大花淫羊藿苷 c、宝霍苷

ff、箭藿苷 A、箭藿苷 _、鼠李糖基淫羊藿次苷、

TJlJrh~mnosyl= ic~riside= ff及宝藿苷 f等化合物，质

量分数分别为 PKUTB、QKNNB、QKNVB、UKNQB、

POKTTB、VKTQB、QKNNB、SKOVB。=
OKO= =统计学分析=

实验数据以 ±x s表示，应用 pmpp=NNKR软件进

行统计学处理，组间比较采用单因素方差分析

（lneJt~y=AklsA）。=
OKP= = idcbe对 rjoJNMS细胞的作用=
OKPKN= =细胞培养= = rjoJNMS 细胞培养于含 NMB胎

牛血清的 ajbj高糖完全培养基中，置于 PT=℃、

RB= ClO的孵箱中培养，O～P= d传代 N次，取对数

生长期细胞用于以下实验。=
OKPKO= = jqq 法检测细胞增殖= =取对数生长期的细

胞，用 MKORB的胰酶消化后加入 ajbj 高糖培养

基调整细胞悬液的浓度为 PKR×NMQ个/mi，接种于

VS 孔板，每孔 NMM= μixNMz。实验分组如下：对照组

（不加药物），不同质量浓度（N、R、NM、OM、QM=μgLmi）
的 idcbe组，阳性对照雌二醇（bO，NM=nmolLi）
组xNNz。细胞完全贴壁后，分别加入上述不同药物，

每组设 S个复孔。分别培养 OQ、PS、QU=h后，每孔

加入 NM=μi的jqq，继续培养 Q=h后，吸出培养基，

每孔加入 NMM=μi的 ajpl，震荡 NM=min后，用酶

标仪测定各孔在 SPM=nm（参比波长）和 RTM=nm（测

定波长）的吸光度（A）值，计算各给药组在不同

时间下细胞的存活率。=
细胞存活率＝EARTM 给药组－ASPM 给药组FLEARTM 对照组－ASPM 对照组F=
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不同质量浓度的 idcbe 在不同时间下细胞的

存活率见图 N。可知，与对照组相比，idcbe 对

rjoJNMS细胞具有一定的增殖促进作用，在质量浓

度为 N～OM=μgLmi内，随着质量浓度的增加，对细

胞的增殖促进作用增强，但当质量浓度为 QM=μgLmi
时，对细胞的增殖促进作用又有所减弱。且在 OQ～
QU=h内，随着时间的延长，各组细胞的存活率增加。

当 idcbe质量浓度为 OM=μgLmi，时间为 QU=h时促

细胞增殖作用最为明显。=
OKPKP= = idcbe对 rjoJNMS细胞内、外 Aim活性的

影响= =取对数生长期的细胞，MKORB胰酶消化后加

ajbj 培养基调整细胞悬液的浓度为 PKR×NMQ 个/ 

mi，接种于 VS孔板，每孔 NMM=μi。细胞完全贴壁后，

设置如下分组：对照组（只有细胞，不加药物），不

同质量浓度（R、NM、OM、QM=μgLmi）的 idcbe组，

阳性对照雌二醇（bO，NM=nmolLi）组。细胞完全贴壁=
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与同时间点对照组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN=
Gm=Y=MKMR= = GGm=Y=MKMNvs control=group=~t=s~me=time=point=

图 N= = 淫羊藿低糖苷组分对 rjoJNMS 细胞增殖的影响= =
E x±sI=n=Z=SF=
cigK=N= =bffect=of=idcbe=on=proliferation=of=rjoJNMS=cells=
E x±sI=n=Z=SF=

后，分别加入上述不同药物，每组设 S个复孔。继续

培养 QU=h后，取上层培养基按照试剂盒说明书测定

细胞外Aim的活性。用 m_p洗 O次，每孔加入 OM=μi=
konidet=mJQM细胞裂解液，放入 PT=℃、RB=ClO培
养箱中继续孵育 QM=min，在显微镜下观察细胞完全

破碎后，每孔加入 UM=μi的无血清培养基。吸取裂

解后的细胞，离心（N=MMM=rLmin，NM=min），吸取上

清液，按照试剂盒说明书测定细胞内 Aim的活性。=
idcbe对细胞外和细胞内 Aim活性的影响结

果见图 O。可以看出，与对照组相比，bO组能够显

著增强细胞外 Aim 活性（m＜MKMN），idcbe 组，

随着质量浓度的增加，细胞内、外 Aim活性随之增

加，与对照组相比，NM、20 μgLmiidcbe能够显著

升高 Aim活性（m＜MKMR、MKMN），但是，40 μgLmi=
idcbe却不能显著调高 Aim活性。实验结果表明，

OM= μgLmi为 idcbe促进 rjoJNMS细胞分化的最

佳质量浓度。=
OKQ= = idcbe对斑马鱼的作用=
OKQKN= = 斑马鱼的饲养和繁殖 = = 饲养温度控制在

（OUKM±MKR）℃，光照/黑暗周期 NQLNM=h，产卵前的

雌、雄斑马鱼分缸饲养。实验前 N晚将斑马鱼按雌

雄 N∶N 的比例放入交配缸，用隔板将雌雄分开。

次日晨抽去隔板使其自然交配。采集 SM=min内受精

卵，放入盛有培养基（R=mmolLi=k~Cl、MKNT=mmolLi=
hCl、MKPP=mmolLi=C~ClO、MKPP=mmolLi=jgplQ，RB～

NMB亚甲基蓝）xNOz的培养皿中置于 OU=℃的培养箱

中孵化 P=d=后待用。=
OKQKO= =药物溶液的配制= =（N）泼尼松龙溶液：精

密称取泼尼松龙 VKMNN=mg，加入 ajpl=NKR=mi，用

培养基稀释并定容至 NM=mi，即得 2 500 μmolLi的=
=
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与对照组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN=
Gm=Y=MKMR= = GGm=Y=MKMNvs=control=group=

图 O= = idcbe对 rjoJNMS细胞外= EAF=及细胞内= EBF=Aim活性的影响= E x±sI=n=Z=SF=
cigK=O= =bffects=of=idcbe=on=extracellular=EAF=and=intracellular=EBF=Aim=activities=of=rjoNMS=cells=E x±sI=n=Z=SF=
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泼尼松龙储备液。临用前加入适量 ajpl并用培养

基稀释成含 MKRB= ajpl的 25 μmolLi的泼尼松龙

溶液。（O）含 OR= μmolLi泼尼松龙的依替膦酸二钠

溶液：精密称取依替膦酸二钠 NR=mg，用培养基稀

释并定容至 NM=mi，即得 1 500 μgLmi依替膦酸二

钠储备液。取 1 500 μgLmi依替膦酸二钠储备液 N=
mi和 2 500 μmolLi的泼尼松龙储备液 MKR=mi，并

加入适量 ajpl，用培养基稀释并定容至 RM=mi，
即得含 25 μmolLi泼尼松龙的 30 μgLmi依替膦酸二

钠溶液。（P）含 25 μmolLi泼尼松龙的 idcbe 溶

液：精密称取 idcbeQKM= mg，加入少量 ajpl使

溶解并用培养基定容至 RM= mi，配成 80 μgLmi的

idcbe的储备液。精密量取适量 idcbe储备液，

分别加入 2 500 μmolLi的泼尼松龙储备液 MKR= mi
和适量 ajpl，用培养基稀释并定容至 RM=mi，得

含 25 μmolLi 泼尼松龙的 N、O、Q、U、16 μgLmi=
idcbe的 MKRB=ajpl溶液。=
OKQKP= =分组与给药= =挑选受精后第 P天已破膜孵出

的斑马鱼幼鱼，分成 U 组置 OQ 孔板，每组 O 孔，

每孔 U条幼鱼。每孔加入 O= mi用新鲜培养基配制

的不同药物，分别为 MKRB= ajpl阴性对照组，OR=
μmolLi泼尼松龙模型组，PM=mgLi依替膦酸二钠溶

液（含 25 μmolLi泼尼松龙）阳性药物组和 N、O、
Q、U、16 μgLmi=idcbe（含 25 μmolLi泼尼松龙）

组。每天用移液枪将每孔药液吸出 N=mi，然后加入

等量的新鲜药液。在（OUKM±MKR）℃的培养箱中培

养至受精后 V= d，斑马鱼幼鱼体内卵黄囊含丰富的

营养可供培养 V～NM=d，无需喂食。=
OKQKQ= =斑马鱼骨骼的茜素红染色= =将培养至受精后 V=

d斑马鱼用间氨基苯甲酸乙酯甲磺酸盐（jpJOOO）麻

醉处死，QB多聚甲醛固定 O=h，加入新鲜配制的含

有 NKRB=eOlO和 NB=hle的漂白剂将斑马鱼眼漂白

至透明，去除漂白剂后置于RMB乙醇中脱水NM=min，
然后用 MKRB=hle配制的茜素红染液染色过夜，随

后分别置于不同比例的 MKRB=hle和甘油（比例分

别为 P∶N、N∶N、N∶P）中，将鱼体进行透化，最

后将幼鱼保存于纯甘油中用于拍照观察。=
OKQKR= =矿化骨骼的定量分析= =将幼鱼置于载玻片

上摆好位置，fuTP荧光倒置显微镜观察茜素红染色

的斑马鱼头骨腹面，用 cellsens= pt~nd~rd 软件采集

图像，所有的图像均采用相同的光强度和曝光设

置。用专业图像分析软件 fm~ge=pro=plus=SKM计算茜

素红染色区域的面积和累积吸光度，以分别反映骨

矿化量和骨密度。=
受精后 V= d的各组斑马鱼腹面头骨茜素红染色

的显微成像见图 P，图像分析软件计算的斑马鱼头

骨矿化面积和骨密度见图 Q。与空白培养基相比，

ajpl 组无显著性差异，与 ajpl 组比较，OR=
μmolLi 泼尼松龙模型组的矿化面积和骨密度值极

显著降低（m＜MKMMN），提示泼尼松龙成功诱导斑马

鱼骨质疏松。与泼尼松龙模型组比较，idcbe 质

量浓度为 N=μgLmi时，矿化面积和骨密度值均无明

显差异，idcbe质量浓度为 2 μgLmi时，矿化面积

和骨密度值显著增加（m＜MKMR），而当 idcbe质

量浓度为 Q～16 μgLmi时，矿化面积和骨密度值

非常显著增加（m＜MKMN），提示 idcbe可对抗泼

尼松龙诱导的斑马鱼骨质疏松，且呈一定的量效

关系。
=

= =
对照= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = ajpl= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =模型= = = = = = = = = = = = = = = = = =依替膦酸二钠=

= = =
idcbe=N=μg·mi−N= = = = = = = = = = = = = idcbe=O=μg·mi−N= = = = = = = = = = = = = = = = = idcbe=Q=μg·mi−N= = = = = = = = = = = = = = = idcbe=U=μg·mi−N= = = = = = = = = = = = = = idcbe=NS=μg·mi−N=

图 P= =各组受精后 V=d斑马鱼幼鱼的腹面头骨茜素红染色的显微成像图=
cigK=P= =webrafish=larvae=at=V=d=after=fertilization=by=ventral=view=of=alizarin=red=wholeJmount=preparations=in=each=group=
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与 ajpl对照组比较：@@@m＜MKMMN；与模型组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN=
@@@m=Y=MKMMN=vs ajpl=control=groupX=Gm=Y=MKMR= = GGm=Y=MKMN=vs=model=group=

图 Q= = idcbe对斑马鱼幼鱼头矿化面积= EAF=及骨密度= EBF=的影响= E x±sI=n=Z=RF=
cigK=Q= =bffect=of=idcbe=on=alizarin=red=staining=area=EAF=and=bone=density=EBF=of=zebrafish=larvae=skull=E x±sI=n=Z=RF=

P= =讨论=
越来越多的研究表明，淫羊藿中的黄酮类成分

对于治疗骨质疏松具有较好的作用xNPJNRz。但黄酮类

成分在体内的吸收性随着糖基数量的减少而增加，

即单糖苷（如宝霍苷 f）＞二糖苷（如淫羊藿苷）＞

三糖苷（如朝藿定 A、_、C）xTz。本实验室前期研

究表明，纤维素酶可以使淫羊藿中的黄酮水解脱去

一个或两个糖而生成次级糖苷。本研究以淫羊藿

RMB乙醇提取物为原料xNSz，通过酶解、分离纯化工

艺制备出了 idcbe，此组分包含了 U 种化合物，

它们均为单糖苷或二糖苷，具有较好的吸收性。=
成骨细胞是骨的形成、骨骼发育与生长的重要

细胞，其主要作用是促进并调节骨的矿化。大鼠成

骨样细胞 rjoJNMS 从形态和性质上都较好地保留

了成骨细胞独有的特征，并且具有稳定、均一、纯

度高、易于培养的优点，因此成为国际公认的可以

用来代替成骨细胞的细胞系xNMJNNINTJNUz。Aim 是碱性

环境中水解磷酸酯的一组酶类，是成骨细胞典型的

标志酶，可作为成骨细胞早期分化的指标xNVz。本实

验以成骨样细胞 rjoJNMS 的增殖和细胞内外 Aim
的活性为指标，结果证实，idcbe 和 bO能够促进

rjoJNMS 细胞增殖，增强细胞内外的 Aim 活性，

表明 idcbe 能够促进成骨样细胞合成和分泌

Aim，提示其具有促进成骨细胞增殖和分化的作用。=
斑马鱼幼鱼头骨发育包含骨形成和骨吸收的

较完整体系，在国外，斑马鱼骨质疏松模型已经成

为一个日渐成熟的动物模型用于药物的抗骨质疏

松作用的评价xOMz。近年来，本实验室以骨质疏松斑

马鱼为模型进行壮骨药物的筛选，均取得的较好的

效果xONJOPz，证实了该模型用于评价药物抗骨质疏松

作用的合理性与可行性。本实验在课题组前期研究

的基础上，以 OR= μmolLi的泼尼松龙成功建立了斑

马鱼骨质疏松模型，用茜素红染液对各组斑马鱼头

部矿化骨骼进行染色，随后用图像分析软件对染色

部分进行定量分析，并以累积吸光度值反映骨密度

的大小，从而利于统计分析xOQz。实验结果表明：给

予 idcbe 的各组斑马鱼组头部骨骼染色面积和累

积吸光度值均有不同程度的增加，且呈一定的量效

关系。=
综上所述，idcbe对于骨质疏松的治疗具有较

好的作用，不仅能够促进成骨细胞的增殖和分化，

而且能够显著增加骨质疏松斑马鱼骨骼矿化面积及

骨密度，有望开发成为治疗骨质疏松的新型药物。=
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