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摘要：目的 观察大黄素和小剂量雌激素联合应用对去卵巢大鼠骨质疏松的预防作用。方法 % 月

龄大鼠双侧卵巢去除术后预防用药 2$ 3。用骨组织形态计量学方法，测定大鼠胫骨近端松质骨静态

参数和动态参数，观察骨物理生长指标、血清生化指标和器官指数。结果 大黄素 2$ ’4·546 7·36 7 和

己烯雌酚 !!4·546 7·36 7 联合应用可抑制去卵巢大鼠的破骨细胞活性，完全对抗其骨转化率增高和骨

量丢失的骨质疏松症状，与己烯雌酚 %$!4·546 7·36 7 的作用相当，且降低己烯雌酚对子宫和肝脏的刺

激作用。结论 大黄素和小剂量己烯雌酚联合应用可预防去卵巢大鼠骨质疏松。
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绝经后骨质疏松症是因雌激素缺乏引起的以骨

量减少、骨微结构蜕变和脆性增加为特征的代谢性

疾病，其发病机制尚未明确。雌激素替代疗法疗效

确切，但其使用存在争议［7，"］。有文献报道，大黄素

有雌激素样作用和抑制破骨细胞的作用［%D!］，我们在

实验中也发现其有促进成骨细胞分化的作用［Q］，那

么其与小剂量雌激素合用，能否有高剂量雌激素同

样的防治作用？而且合用通过降低雌激素的用量，

还可减少高剂量雌激素带来的毒副作用。本文观察

二者联合用药对去卵巢大鼠骨质疏松的预防作用，

为大黄素防治骨质疏松提供初步实验依据。

= 材料和方法

=>= 药品及试剂

大黄素标准品（陕西省物资产业集团总公司），

己 烯 雌 酚（ 广 东 彼 迪 药 业 有 限 公 司，批 号：

"$$7$Q$7），钙黄绿素、盐酸四环素、R/*39;=S@ 染色试

剂（美国 E)4’( 公司），甲基丙烯酸甲酯（北京化工
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厂），邻苯二甲酸二丁酯（天津市化学试剂一厂），过

氧化苯甲酰（广州化学试剂厂），氯胺 !（中国医药集

团上海化学试剂公司），对二甲替氨基苯甲醛（广州

化学试剂厂），高密度脂蛋白胆固醇测定试剂盒（宁

波市慈城生化试剂厂），总胆固醇测定试剂盒（中生

北控生物科技股份有限公司），碱性磷酸酶测定试剂

盒（中生北控生物科技股份有限公司）。

!"# 仪器

低速锯（"#$%&$’ (!)* +,-），硬组织切片机（德

国 ($./0 1233），碳化钨刚刀（德国 ($./0 公司产品），

自动化图像数字化分析仪包括光镜和荧光显微镜

（4.567，日本），骨组织形态计量学测量 软 件（8,,
,/.$79.:./ ;67<#&9079<，+! +,-），酶标仪（".6=>(?=@AA
型，美国），电感偶合等离子体直读光谱仪（日本岛津

公司），B31 紫外光栅分光光度计（上海第三分析仪

器厂），-> 1CA 电子天平（D$99&$’=!6&$E6.7<9’，<%07F%0.
(9E）。

!"$ 动物及其分组

G 月龄未交配的雌性 ,) 大鼠（中国科学院上海

实验动物中心提供）G1 只，普通级；分笼饲养，饲养

于室温 1GH，相对湿度 @AI的清洁环境中，自由摄

食和摄水；使用标准饲料，其中钙含量 2JGGI，磷含

量 AJK3I。随机分成 C 组，2 组：假手术组，1 组：去

卵巢组，G 组：阳性对照组，C 组：联合用药组；每组 @
只。2 组和 1 组灌胃 3JCI的乙醇溶液 3 L&·5FM 2·

EM 2（溶剂对照），G 组灌胃己烯雌酚 GA!F·5FM 2·EM 2，

C 组灌胃己烯雌酚 3!F·5FM 2·EM 2 和大黄素 KA LF·
5FM 2·EM 2。所有动物给药时间为 KA E。在动物处死

前第 2C、2G 天和第 C、G 天分别皮下注射盐酸四环素

GA LF·5FM 2和钙黄绿素 3 LF·5FM 2 进行荧光标记，以

观察骨形成的动态参数。

!"% 骨标本的制备和处理

所有动物用戊巴比妥钠麻醉后心脏抽血处死，

分离血清，用电感偶合等离子体直读光谱仪测定钙、

磷含量；分别采用连续监测法、磷钨酸=镁沉淀法、酶

比色法（;NO)=P-P 法）测定血清中碱性磷酸酶、高

密度脂蛋白胆固醇和总胆固醇的含量。分离肌肉，

取下胫骨，用慢速锯在近端作矢状打开髓腔，进行固

定、脱水、包埋，按文献［C］方法制成 C 和 @!L 切片，

C!L 切片用 Q6&E7$’R< 9’./%’6L$ 染色封片，进行破骨

细胞测量。@!L 切片不染色封片测量有关动静态

参数，并按公式计算出相应的参数；取出内脏器官称

湿重。左侧股骨 @AH恒温烘烤至恒重后用 -> 1CA
电子天平称重，以及测量骨物理生长指标。

!"& 统计学处理

计量资料以!! S " 表示。,P,, 22JA 软件行方差

分析并行 "67:$’’67. 组间比较，双侧 # T AJA3 为统计

检验显著性标准。

# 结果

#"! 对去卵巢大鼠内脏指数的影响

器官湿重除以体重得器官重量指数。去卵巢后

脑和子宫重量指数明显下降，肾脏指数略有下降。

己烯雌 酚 能 使 脑、子 宫 和 肾 重 量 指 数 回 复（ # T
AJA2），大黄素和低剂量己烯雌酚合用也能使脑和肾

重量指数回复。

#"# 对去卵巢大鼠血清生化指标的影响

去卵巢后血清碱性磷酸酶（-(P）含量明显升

高。己烯雌酚组和联合用药组均不能使碱性磷酸酶

含量下降。己烯雌酚组与去卵巢组比较，高密度脂

表 ! 大黄素和己烯雌酚对去卵巢大鼠内脏指数的影响（!! S "，$ U @，FV2AA F）

组别 体重VF 肝脏指数 脾脏指数 肾脏指数 胸腺指数 脑指数 子宫指数

假手术组 1WB S 1G 1JW1 S AJ1A AJ1G S AJAG AJ33 S AJAG AJA@ S AJA2 AJBG S AJA3 AJG@ S AJ2@
去卵巢组 G21 S 1C X 1J1K S AJG2 AJ1W S AJAW AJC@ S AJAW" AJA@ S AJA1 AJ3K S AJA3 X AJAC S AJA2 X

己烯雌酚组 13A S 2K# GJBA S AJW2 X# AJ1W S AJAK AJW2 S AJAW# AJA@ S AJA1 AJBC S AJAC# AJ1@ S AJA3#

联合用药组 1W3 S 1G# GJAG S AJ2@#$ AJ1C S AJAG AJ3K S AJA1# AJA@ S AJA1 AJB3 S AJ2A# AJ2B S AJA3 X

注：与假手术组比较" # T AJA3，X # T AJA2；与去卵巢组比较# # T AJA2；与己烯雌酚组比较$ # T AJA2

表 # 大黄素和己烯雌酚对去卵巢大鼠血清生化指标的影响（!! S "，$ U @）

组别
钙

（!FVL&） 磷（!FVL&）
高密度脂蛋白胆固醇

（LL6&V(）

总胆同醇

（LL6&V(）

碱性磷酸酶

（+V(）

假手术组 223 *1 S 21*@ @3 *A S 2W*2 2 *13 S A*1W 1 *CG S A*GW 1G *1A S W*@W
去卵巢组 22C *G S G *G BB *A S @ *B 2 *2A S A*2B 1 *WW S A*2W GW *2W S K*C2"

己烯雌酚组 213 *A S 3 *2 @A *G S 3 *1 A *WC S A*A@ X$ 1*AW S A*1G$ C2 *32 S 2G *22 X

联合用药组 22C *G S C *B KC *2 S C *W# 2*A3 S A*2C% 1*GG S A*GA 1W *W3 Y W*33&

注：与假手术组比较" # T AJA3，X # T AJA2；与去卵巢纽比较# # T AJA3，$ # T AJA2；与己烯雌酚组比较& # T AJA3，% # T AJA2
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蛋白胆固醇（!"#）和总胆固醇（$!%）的含量明显降

低。

!"# 对去卵巢大鼠骨物理指标的影响

去卵巢后骨重指数明显下降，己烯雌酚组和联

合用药组骨重指数恢复正常，与去卵巢组比较，差异

有统计学意义（! & ’(’)）。去卵巢后股骨长度和股

骨宽度无明显变化。

表 # 大黄素和己烯雌酚对去卵巢大鼠骨

物理指标的影响（!" * #，$ + ,）

组别 骨干重-体重（.-)’’ .） 股骨长度（//）股骨宽度（//）

假手术组 ’(0) 1 ’(’) 20(2 * ’(3 4() * ’(0
去卵巢组 ’(), * ’(’0" 22(0 * )(’ 4(2 * ’(0
己烯雌酚组 ’(00 * ’(’) 5 20(0 * )() 4(0 * ’()
联合用药组 ’(0) * ’(’0 5 20(0 * )(0 4(0 * ’(2

注：与假手术组比较" ! & ’(’)；与去卵巢组比较 5 ! & ’(’)

!"$ 对去卵巢大鼠胫骨松质骨形态计量学静态参

数的影响

去卵 巢 大 鼠 与 对 照 大 鼠 比 较，6’ 7 后 骨 量

（89(:;）丢失，骨小梁数目（<·89）减少和骨小梁分

离度（ 89=>）增 加，伴 随 明 显 的 破 骨 细 胞 周 长

（?%@(A/）增加（! & ’(’)）。己烯雌酚组和联合用

药组的骨量和骨小梁数目明显增加，破骨细胞数目

和周长降低，与去卵巢组比较，差异有统计学意义

（! & ’(’)）。

!"% 对去卵巢大鼠胫骨松质骨形态计量学动态参

数的影响

去卵巢大鼠与对照大鼠比较，6’ 7 后骨形成指

标明显增加：矿化沉积率（B:C）、骨形成率（DEC-D=
和 DEC-DF）明显增加（! & ’(’)）。己烯雌酚以及大

黄素和低剂量己烯雌酚合用能抑制去卵巢后骨形成

参数 的 增 加（B:C、DEC-D= 和 DEC-DF 降 低，! &
’(’)）。

表 $ 大黄素和己烯雌酚对去卵巢大鼠骨形态计量学静态参数的影响（!" * #，$ + ,）

组别
骨小梁面积

（?）

骨小梁数目

（//G )）

骨小梁宽度

（!/）

骨小梁分离度

（!/）

破骨细胞数目

（//G 0）

破骨细胞周长

（?）

假手术组 )6H26 * IH0J 2 H4I * ’H,4 IJ H’6 * 4HI, 0I3 H20 * ))IHI) 2 H3 * ) H4 ’ HI2 * ’H0’
去卵巢组 4H’4 * 0HI) 5 ’ H33 * ’HI) 5 I0 HII * 3H4’ 02’3H30 * 0243H)J" )IH4 * J H4 5 0 H’0 * ’ H,3 5

己烯雌酚组 ))H,6 * 0H66 5# 0 H22 * ’HJ2 5# I)HII * 0H30 4)4 H’, * )J)H4J$ 2H4 * )H6# ’ HI0 * ’H04#

联合用药组 6H,4 * 0H6I 5$ ) H30 * ’H0, 5$ I3H4J * )J H,0 I23 H)’ * ,6H6’$ 4H6 * 0H,# ’ H3) * ’H4’#

注：与假手术组比较" ! & ’(’I，5 ! & ’(’)；与去卵巢组比较$ ! & ’(’I，# ! & ’(’)

表 % 大黄素和己烯雌酚对去卵巢大鼠松质骨形态计量学动态参数的影响（!" * #，$ + ,）

组别
标记周长

分数（?）

百矿化沉积率

（!/-7）

骨表面骨形成率

DEC-D=（?-K）
转换率

DEC-DF（?-K）
骨组织形成率

DEC-8F（?-K）
假手术组 0J H2J * 4H6, ’ HJ3 * ’H’6 J H42 * )H4J )6) HJ) * 40H66 2J H2) * )’ H),
去卵巢组 2I H2’ * 3H,I ’ H6, * ’H), 5 )0 H,4 * 4H2, 5 4’I H,3 * )0’H)I 5 )3 H0J * )) HJ6 5

己烯雌酚组 02 H2J * 3H62 ’ HJ4 * ’H’,# IHJ0 * 0H23# )36H2’ * J6H’0# 0’ HJ0 * 3H)6"

联合用药组 00 H4) * )’HI0$ ’HJ0 * ’H))# IH4I * 2H’)# )60H3J * )’2H22# )4 H,) * ,H6’ 5

注：与假手术组比较" ! & ’(’I，5 ! & ’(’)；与去卵巢组比较$ ! & ’(’I，# ! & ’(’)

# 讨论

#"& 去卵巢大鼠松质骨呈现高转换骨质疏松状态

骨形态计量学结果显示，2 月龄雌性大鼠去卵

巢 6’ 7 后骨量明显减少，伴随骨吸收和骨形成同时

增加，呈现高转换骨质疏松状态，显示典型的去卵巢

骨质疏松模型的改变。大鼠去卵巢后骨骼的改变是

由于体内雌激素迅速降低所致，该表现与绝经后妇

女的改变有一定的相似。

去卵巢后大鼠体重明显增加是因为血中雌激素

水平降低，肾上腺分泌雌酮在脂肪组织加速转化为

雌激素，以弥补血中不足，从而导致体重增加。去卵

巢大鼠血清碱性磷酸酶明显增加是由于去卵巢后雌

激素的缺乏导致破骨细胞活性增强，因偶联作用成

骨细胞活性提高，活跃的成骨细胞分泌大量骨型碱

性磷酸酶，一部分参与骨的矿化，一部分释放到血液

中，使血中碱性磷酸酶含量增加。

#"! 大黄素和己烯雌酚联合应用对去卵巢大鼠骨

质疏松有预防作用

本实验用疗效肯定的雌激素己烯雌酚作为阳性

对照药。结果显示，己烯雌酚能对抗去卵巢所导致

的骨丢失。能使骨重指数恢复，增加去卵巢后的骨

量和骨小梁数目，减少破骨细胞周长，抑制去卵巢后

所引起的骨形成参数的增加。原因在于抑制了破骨

细胞的活性，破骨细胞的活性降低从而抑制去卵巢

后骨吸收增加所偶联的骨形成增加。雌激素预防去
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卵巢引起的大鼠骨质疏松作用的特点正是同时明显

抑制骨吸收和骨形成［!］，从而降低了去卵巢后破骨

活性增加和降低骨高转换率，增加骨量。雌激素替

代疗法应用广泛，确有疗效，但因其不良反应而使应

用受限。实验中己烯雌酚以 "#!$·%$& ’·(& ’ 剂量应

用时，明显抑制动物增长，过度刺激肝脏增重和明显

刺激子宫增生。而当己烯雌酚以 )!$·%$& ’·(& ’ 剂

量和大黄素联合应用时，对肝脏刺激作用较轻，不过

度刺激子宫。而对抗去卵巢所导致的骨丢失的作用

与高剂量己烯雌酚相当。实验所选择的大黄素的剂

量是参考文献中大黄素用于抗炎、保护肝、肾损伤和

抗肝纤维化的有效剂量［*+’’］而制定的。有文献报

道，大黄素具有雌激素样作用，可使去势雌性大鼠迅

速恢复性周期，临床试用，有卵泡激素样功效，口服

对痛经、子宫内膜炎等病人，有类似雌激素的效用，

并且与雌激素受体有高度的亲和力，激动受体产生

生物效应［"，,］。另外，大黄素有抗超氧负离子自由基

的活性和延缓衰老的作用，其对脂代谢的影响和对

脂肪细胞分化方面的调节作用可能也有利于骨质疏

松的治疗［’-，’"］。我们在体外实验也发现大黄素能促

进大鼠成骨细胞分化，还可通过增加骨保护蛋白

./0 1234 的表达，从而抑制破骨细胞的分化、成

熟［5］。而且大黄素毒副作用少，药源丰富。本实验

所用剂量的大黄素或其他剂量的大黄素单用能否也

有预防去卵巢大鼠骨质疏松的药理作用值得做进一

步的研究。
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