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淫羊藿总黄酮对摘除卵巢大鼠骨质疏松症 

的防治作用 

季晖 刘康 龚晓健 李绍平 章明放 

【I商要1用摘除卵巢{岳结台低钙饲料建立大鼠骨质琉松模型。淫羊藿总黄酮在75～300mg，kg剂 

量范围内连续给药 3个月，与模型组大鼠比较 ，能明显提高太鼠股骨表观面密度(w，LD)和骨密度 

(BMD)而不升高子宫系数及血清雌二醇(s— )水平，并有提高骨 cB、骨P的趋势。高剂量组大鼠血 

清碱性磷酸醇(s—ALP)降低，股骨骨密度升高。骨形态计量学结果表明，高剂量组大鼠骨小粱吸收 

表面百分率(TRS~)和形成表面百分率(偈 ％)等参数明显降低，骨小粱体积百分率(TBV％)明显提 

高。 
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【Abstract】 Ovariectemized rat models fed with low calcium diet W唧 used to evaluate the effects 0f Io 

voi也of dh鼎korem~tmxNgkal(EKF)恤。 eo ．T~ree do鸵B ofEKF(75，t50 and 300mg，kg)w亡陀 

given 0mByforthree months．Compm-ed wi也eonLrvl mode]group，EKFtOLlIdincreasefemurw，LD(P(0．05) 

without rai 堆 the u啪 B index and鸵nⅡn esuadiol l d．300 ITI kg EKF decreased卵nⅡn AI in ratsl P ( 

O．05)，and incw~ased femur density(P(0．05)．Bone histomorphometry owed that EKF decreased TRs％ and 

偈 ％ at the dose of 300Ⅱ ，bat increased TBV％ 

【Key words】 OsteoporosLs； Total flavonoi山； imedium幻reamm~Nakai； Ovariectomy； Bone 
mineral density； Bone hig mo pI"meI工y 

骨质疏松症是中、老年人的常见病、多发病，目 

前尚未有十分理想的治疗药物。淫羊藿为国内传统 

补肾中药，在民间沿用已有千年历史，其主要化学成 

分为黄酮类化舍物、多糖、木脂素、生物碱及油脂等， 

目前研究表明其中有效物质为黄酮与多糖。有报 

道，淫羊藿具有激素样作用，可使雄性大鼠睾酮分泌 

增加，使雌性大鼠卵巢、子宫增重 ，其注射穰能促 

进鸡胚股骨生长 。李青南等曾观察了淫羊藿水提 

物对去睾丸大鼠骨代谢的影响，发现水提物能部分 

抑制去睾丸大鼠的骨高转换率而不减少骨矿化，可 

以增强成骨细胞功能，对糖皮质激素所致大鼠骨质 

疏松症也有一定的治疗效果 ．本实验观察了淫羊 

藿总黄酮对摘除卵巢导致大鼠骨质疏松症的防治作 

用。 

基金项 目：江苏 省科委应用基础基金 资助项 目 

作者单位：21G(~09 南京，中国药科大学药理学教研室(季晖、埘 

康、龚晓健 李绍平)；天津医科大学病理学教研室(章明故) 

材料和方法 

·论著 · 

i．动物：sD大鼠，雌性，6月龄，体重 250—300 

，由中国药科大学动物房提供。 

2．淫羊藿总黄酮(EKF)的提取：淫羊藿生药材 

购自南京市国药商场，产于江苏省盐城地区，显微镜 

下鉴定为朝鲜淫羊藿( diMl~reamua Nakai)。 

将药材以效倍量水浸泡后煎煮，重复 2次，合并滤液 

浓缩，石油醚萃取，水层再用乙酸乙酯萃取，回收乙 

酸乙酯 ，真空干燥 ，得到淫羊藿总黄酮，收率为 

0．592％。以淫羊藿甙(icariin，批号：0737．9508，中国 

药品生物制品检定所)作标准品，测得提取物中淫羊 

藿总黄酮含量为54％。 

3．药品与试剂：戊巴比妥钠(Sodium pentobarbi— 

ta1．批号：860901，佛山市化工实验厂进口分装)；尼 

尔雌醇( ，批号：970501，上海华联制药有限公司)； 

雌二醇放射免疫分析试剂盒(E2，批号：031098．中国 

医学科学院放射医学研究所)；血清碱性磷酸酶(s一 
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ALP)、血清钙( ca)、血清磷(s．P)及血清镁(s．Mg)试 

剂盒均为上海荣盛生物技术有限公司产品 

4 主要仪器：双能x线骨密度测量仪；马福炉； 

752型可见紫外分光光度计；游标卡尺；螺旋测微 

器 ；Leitzl516型切片机。 

5．去卵巢大鼠骨质疏松症模型的制备 ：取健 

康6月龄雌性大鼠48只，随机分为6组，以30m{5，kg 

戊巴比妥钠腹腔注射麻醉后，俯位固定，在背部脊柱 

两侧切口，于无菌条件下摘除双侧卵巢作为模型大 

鼠，阴性对照组切除双侧一小块脂肪(假手术组)，3 

周后分别经口给予以下药物：假手术组(对照组)：自 

来水 10ⅡIl· ·d～；病理模型组(模型组)：自来水 

10ⅡIl· ～·d～；雌激素对照组( )：1．5 nag-kg～· 

d一；EKF低剂量组(L—EKF)：75 -kg～-d一；EKF 

中剂量组(M—EKF)：150哪 -kg～-d～；EKF高剂量 

组 (H．EKF)：300 nag-kg一-d。。。 

实验过程中以低钙饲料(含钙量约 0．3％)喂 

养，严格控制大鼠食耗量。连续给药3个月，各组大 

鼠(L-EKF及 M．EKF组除外)于处死前8天和 2天分 

别二次腹腔注射盐酸四环素生理盐水溶液(40 me,／ 

ks)进行荧光标记，停药次日股动脉放血处死大鼠， 

取出子宫称重，计算子宫系数；分离血清，测定血清 

ALP、Ca、P、Mg和 E2，取双侧股骨和胫骨，于 110'E干 

燥 1 h，测定骨重(w)、骨长(L)、骨密度(BMD)，计算 

骨表观线密度(WtL)和表观面密度(WtLD)[6J，并用 

双能 x线骨密度测量仪测定离体股骨 BMD。将干 

燥股骨炭化后置于6OO℃马福炉中灰化 6 h，取出后 

测定骨灰重(w )，将骨灰溶于6 N Hc1溶液中，测 

定骨 Ca、P含量，并计算骨灰分的灰分表观线密度 

(W．JL)及灰分表观面密度(W．,dLD)。取另一侧股 

骨的下 1／3，去除软组织并磨去前后侧部分皮质后固 

定于70％酒精中，以 Villanueva染液浸染 72 h，运级 

脱水 、脱脂后以甲基丙烯羟乙基包埋。用 Leitz 1516 

5 

型切片机制备 5pro和9 厚纵向不脱钙骨切片，5 

m厚切片经甲苯胺蓝复染，在普通显微镜和荧光显 

微镜下计量。计量区域为骺板上距骺板最上端 1．0 

m／n以上处，计量面积为 12．80 m 。 

结 果 

1．对体重、子宫系数及血清雌二酵水平的影响 

大鼠体重除E|组下降外，其余各组无显著性差 

异。与对照组相比较，模型组及给药组子宫系数明 

显降低，与模型组相比， 组大鼠子宫系数升高；相 

对于对照组，模型组及 EKF三个剂量组血清 E2水 

平皆显著下降，E 组与模型组比较雌二酵水平明显 

升高，见表 1。 

裹 1 EKF对大鼠体重、子宫系数和血清 

雌二醇 含量的影响 ( =8， ± ) 

注 ：与对照组相 比 P<0．05． P<0．01．⋯ P(0 001￡与模型 

组相 比 ’P<0．05 ⋯ P<0 001 

2．对血清学指标的影响 

与对照组相比较，模型组及 L—EKF组 s—ALP 

明显升高，相对于模型组，B、M—EKF和 H—EKF 

组B—ALP降低；191一EKF及 H—EKF组 日一Ca与对 

照组、模型组相比皆明显升高；与对照组 比较 ，L— 

EKF组大鼠血清 P升高，L—EKF组血清 Mg与对照 

组、模型组比较皆明显降低。见表2。 

裹2 EKF对大鼠血清学指标的影响(n=8， ± ) 

注￡与对暾组相比 P<0 05，̈ P<0．0l，̈ P<0 001 与模型组相比 P<0．o5 ’’P<O．O1 
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3．对骨指数的影响 

与对照组比较，各组股骨 w、L有不同程度下 

降；M—EKF组大鼠股骨 D相对于对照组、模型组明 

显减小，见表 3。模型组 、M—EKF、H—EKF三组大 

鼠股骨 WtL与对照组比较显著下降，模型组 WILD 

减小，B及 EKF三组大鼠WILD相对于模型组明显 

提高，见图 1。 

裹 3 EKF对大鼠股骨骨重、骨长和骨直径的影响 

( =8， ±5) 

注：与对照组相比 P<O 05．“P<O．Ol，̈  P(O 01；与模型 

蛆相 比 P<0．05、一 P(0．OI 

田1 EKF对大鼠股骨表观线密度和 

表观面密度的影响( =8， ±s) 

注：与对厢组相 比 P《0．05。̈ P<0．01； 

与模壹组相 比 P(0．05、一 P《0．01 

相对于对照组大鼠，各组大鼠胫骨 w、L及D均 

有不同程度下降；模型组 W／L明显降低，各组大鼠 

WILD无显著变化，见表 4。 

4．对股骨灰分指数的影响 

与对照组相比较，模型组、M—EKF、H—EKF三 

组大鼠股骨 w 减轻；M—EKF、H—EKF两组的 

W．~／L与对照组相比明显下降，与模型组比较无明 

显变化，但 L—EKF组与模型组比较 ，L增高；模 

型组、M—EKF组大 鼠的 W．~tLD相对于对照组明显 

下降，而与模 型组 比较， 、L—EKF两组大鼠的 

W．jLD显著提高，见表5。 

裹4 EKF对大鼠胫骨骨重、骨长和骨直径的影响 

( =8， ±s) 

注：与对照组相比 P<0．05，̈ P<0 01 

裹5 EKF对大鼠股骨灰分指数的影响 

( =8，i±s) 

注：与对照组相比‘P《O．05，“P<0．01．̈  P《0．001；与模受 

组相比 P(0．05 

5．对骨矿含量的影响 

与对照组相比较，各组骨 ca无明显变化，骨 P 

均显著降低，见表6。 

6．对骨密度的影响 

与对照组相比较，模型组大鼠离体股骨密度明 

显降低，相对于模型组， 及 H—EKF组大鼠股骨 

BMD显著增加，见图2。 

裹6 EKF对股骨骨矿含量的影响 

(n=8，j±5) 

洼 ：与对照组相比 P<0 05，̈ P<0．01，“ P<0．001 
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7．对骨形态计量学的影响 

与模型组大鼠比较，对照组、B 和 H—EKF组 

骨小粱吸收表面百分率(TRS％)，骨小粱形成表面 

百分比(TFS％)，骨小粱矿化沉积率(MAR)和骨小粱 

活性生成表面百分比(AFS％)均明显降低(P<0．叭 

或P<0．001)，而骨小粱体积百分比(TBv％)均显 

著升高(P<0．01或 P<0．001)，纵向骨生成率(LB— 

GR)各组差异不明显，见表 7。 

圈2 EKF对般骨骨密度的影响(n=6．j± ) 

注：与对jfl{组相比 P‘0．(15；与模型组相比 P‘0 05 

裹 7 H—EKF对股骨骨形态计量学的影响(n=6． ± ) 

注：与模型组相比 P‘0 05． P‘0 01．⋯ P(0．001 

讨 论 

本实验在采用去势方法诱导大鼠骨质疏松症模 

型过程中，辅以低钙饲料，主要有下述原因。 

1 在相同造模时间内可形成更明显的骨质疏 

松症。文献 及我们的前期工作都已发现，低钙饲 

料与正常钙含量饲料条件下造成的骨质疏橙模型相 

比较，骨量丢失更多，主要表现为骨 W／LD降低程度 

更大。分析其原因可能有以下三方面：第一，低钙饲 

料使大鼠ca的绝对摄入量减少；第二，大鼠对摄入 

钙的吸收率远较人类高 ，正常大鼠饲料含有丰富 

的钙，骨质疏松大鼠可能在被诱导骨量丢失的同时， 

已利用饲料进行一定的钙补充而降低骨量丢失程 

度；第三，饲料中Ca／P比例与钙的吸收有关。低钙饲 

料中 Ca／P比倒不合理(正常饲料 ca含量为 0．8～ 

1．8％，P含量为 0．6一I．2％，比例约为 1．4，低钙饲 

料含 ca 0．3％，而P含量不变，比例约为0．33)，直接 

影响到 ca的吸收。 

2．目前世界各国包括一些经常食用乳制品及 

海产品的国家人口普遍缺钙，故各种其他原因引起 

的骨质疏松症多伴随有缺钙现象，因此，动物模型中 

佐以低钙饲料，相对而言与人类骨质疏松症更具有 
一 致性。但低钙饲料的应用对于实验结果分析具有 
一 定影响，实验中希望能与正常含钙饲料条件下的 

模型相比较 ，从 而得 出更客观的结论。 

骨表观线密度(W／L)、骨表观面密度(W／LD)是 

两个新引入的骨指数，我们将二者作为判断骨量丢 

失程度的指标。本实验将离体股骨取出，采用双能 

x线骨密度测量仪进行 BMD测量 ，将 W／LD与 BMD 

值作相关分析并进行回归显著性检验，发现若以每 

组动物平均值作为分析对象，则 P<0．01，若以每根 

股骨数据作为分析对象，则 P<0．05，表明以W／LD 

作为观测指标之一在动物体不仅简便易行 ，且具有 

一 定的科学性和可信性。 

植物黄酮被称为植物性澈素，有调节心血管、生 

殖、免疫系统的作用，此外尚能保肝、抗炎、抗菌等。 

是重要的植物有效成分之一。本实验结果表明， 

EKF可以提高大鼠股骨 W／LD和 BMD，而不升高已 

降低的子宫系数和 s． 水平，表明 EKF不具有雌澈 

素样作用，其对骨质疏松症的防治作用可能是通过 

其他机制而实现的。各种免疫因子如 IL一1、IL一6、 

TNF等对骨代谢具有重要调节功能，多种炎性因子 

如PcE2等皆能影响骨吸收、骨形成。多篇文献报 

道EKF有免疫调节作用，比如可以促进小鼠抗体生 

成，促进 PHA(植物血凝素)刺激的淋 巴细胞转换， 

淫羊藿甲醇提取液体外能抑制小鼠淋巴细胞对 co． 

nA(刀豆蛋白)及 I腭(脂多糖)的增殖反应及淋巴细 

胞反应，对迟发性足垫肿胀有一定抑制作用，皮下注 

射 EKF还可抑制蛋清足肿胀“ 。近两年 日本也 

有报道，淫羊藿提取物对醋酸诱导的小鼠腹腔内色 

素掺漏有明显抑制作用，可减轻角叉菜胶诱导的大 

一 
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鼠足肿胀，抑制佐剂性关节炎，对胶原及花生四烯酸 

造成的小鼠凝集致死也有抑制作用，推测淫羊藿中 

可能存在抗炎成分并能阻断与花生四烯酸代谢有关 

的环氧葺蓐1⋯，这些很可能与 EKF影响骨代谢有关。 

骨形态计量学结果表明，EKF组 TRS％、TFS％等较 

模型组明显降低，TBV％明显提高，提示其能抑制去 

卵巢大鼠的骨高转换率。详细的作用机理有待进一 

步证实。 

致谢 ：本文大鼠骨密度承蒙北京中日友好临床医学研究 

所秦林林医师协助测定。特此致谢 
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质疏松症的发病机制。这一结果与报道相一致 ， 

同时亦表明，血清 IL一6及 TNF— 水平检测可反映 

绝经后妇女骨代谢状况 ，在临床上具有实用价值。 
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