
主垦量重堕坠苤查垫!!至!旦箜!!鲞整!塑￡!垫!Q!!塑P!塑!!!!型!型!!!!：!!!!!：塑!：!

￡!!!!!!!!!!堑!!!!竺：!!!鱼!￡!坠!：!!里：!!!!!：!!：!!!!!j：!!!!：!!!!!!!!：!!!!：!；：塑!

牛膝提取物对去卵巢大鼠骨密度、骨转换

及I型胶原蛋白表达的影响

杨国夫 宋国胜 张涛 徐洪伟 董锋
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摘要：目的 观察牛膝醇提取物对去卵巢骨质疏松大鼠骨密度(BMD)、骨转换和骨组织1型胶原蛋

白表达的影响。方法背侧切口切除大鼠双侧卵巢，分为去卵巢组，牛膝提取物高、中、低剂量组和雌

激素对照组，另设一假手术组，分别给予基础饲料和不同剂量治疗药物，12w后使用双能x线骨密度

仪测量股骨、胫骨和腰椎的骨密度；采用酶联免疫吸附法对骨转换指标血清骨碱性磷酸酶(BAP)、血

清骨钙索(BGP)、抗酒石酸酸性磷酸酶(TRACP)、尿I型胶原氨基末端肽(NTx)／肌酐比值(NTx／Cr)

进行测定，并利用Western免疫印迹法检测骨组织I型胶原蛋白表达的变化。结果 大鼠去势后骨

密度和I型胶原蛋白的表达显著下降(P<0．01)，骨转换指标有较大变化。牛膝醇提取物高、中剂量

组可使去势大鼠骨密度和I型胶原蛋白的表达显著提高，改善骨转换指标的变化，且存在一定的剂

量．效应关系。结论 牛膝醇提取物能提高去势大鼠的骨密度和l型胶原蛋白的表达。
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Abstract：Objective To investigate the effects of aehyranthes bidentata BI extracts on bone mineral

density(BM D)，bone turnover rate and the expression of type I collagen in bone of ovariectomized(OVX)

rats．Methods Rats with bilateral removal of ovaries were divided into OVX control group，low-，middle一，

and high—dose of achyranthes bidentata BI extracts group，estrogen control group，and sham operation group．

Basic feed and different dose of curative materials were given．After 12 weeks，BMDs of the femur，the tibia，

and the lumbar vertebra were measured using DXA．Serum bone alkaline phosphates(BAP)。bone sla—

protein(BGP)，tartrate—resistant acid phosphatase (TRACP) activity， and urine deoxypyridinoline／

creatinine(UDpd／Cr)were measured with enzyme—linked immuosorbent assay．The amount of type I

collagen protein in bone tissue were detected with Western blot．Results BMD and the expression of type I

collagen in the bone significantly decreased and bone turnover rate changed obviously in OVX group．High—

and middle-dose of achyranthes bidentata BI extracts increased BMD and type I collagen in OVX rats

significantly，and improved the bone turnover rate，in a dosi!-dependent manner．Conclusion Aehyranthes

bidentata BI extracts was able to elevate BMD and improved the expression of type I collagen protein in OVX

rats．
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·论著·

骨质疏松症(Osteoporosis，OP)是以骨结构解

聚与骨矿物质减少为特征的骨代谢性疾病，与骨细

胞的代谢异常有关⋯。随着我国人口老龄化的进

程，骨质疏松症的发病率正逐年增加，而骨质疏松性

骨折和再骨折的危害性更大，严重影响老年人群的
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生活质量。因此，迫切需要研究和开发更为安全有

效的防治骨质疏松的药物。

牛膝(怀牛膝)为苋科牛膝属植物Achyranthes

bidentata BI．之干燥根，为中医常用药，具有补肝肾，

强筋骨之功效，自古以来用于腰膝酸痛，筋骨无

力¨J。但就牛膝单味药对骨代谢影响的研究报道

还很少见，本研究以75％乙醇萃取牛膝的干燥根，

观察提取产物对去卵巢(OVX)大鼠骨密度、骨转化

指标(BAP、BGP、NTX、TRAP)及骨组织I型胶原

(Collagen type I，COL I)蛋白表达的影响，为开发

新的、高效的的抗骨质疏松新药物提供理论依据。

l材料和方法

1．1实验动物

6月龄清洁级雌性SD大鼠60只，体重280—

320 g，使用许可证号：SYSK(黑2006-033)，购自哈

医大二院实验动物中心。

1．2药物及试剂

怀牛膝购自哈尔滨市药材公司，经黑龙江中医

药大学生药教研室鉴定为牛膝(Achyranthes

bidentata BI．)的干燥根；17一B雌二醇片剂(丹麦诺

和诺德公司，商品名：诺坤复)、戊巴比妥钠(中国医

药上海化学试剂公司)、兔抗鼠I型胶原多克隆一

抗(北京中山生物公司)、辣根过氧化物酶标记的山

羊抗兔二抗(北京中山生物公司)、TLC用硅胶GF：¨

(青岛海洋化工厂)、HPDl00型大孔吸附树脂(沧州

宝恩化工有限公司)、抗酒石酸酸性磷酸酶(TRAP)

测试盒(南京建成生物工程研究所)、血清碱性磷酸

酶(A4)检测试剂(j匕京中山生物公司)、NTx ELISA

试剂盒购自美国Ostex公司，其他试剂均为分析纯。

1．3仪器设备

LUNAR-Prodigy双能x线骨密度仪测定仪(美

国GE公司)；ChemiImager 5500凝胶电泳成像分析

系统(美国，Alpha Innotech)；Bio—rad电泳系统(美

国伯乐)；ELx一800酶标仪(美国Bio．Tek公司)。

1．4方法

1．4．1牛膝醇提物的制备：取怀牛膝干燥的根2

kg，用体积分数75％的乙醇回流提取3次，每次3

h；提取液减压回收乙醇，浓缩液经大孔树脂脱糖后，

用体积分数95％的乙醇洗脱，洗脱液回收溶剂、浓

缩得水溶液，石油醚萃取¨】，重结晶后样品用水溶

解，制成1 s／L的溶液存40C冰箱备用。

1．4．2骨质疏松大鼠模型的制备和分组：Wistar大

鼠适应喂养1w后，随机分为模型组和假手术组

(SHAM)，模型组大鼠采用背侧切口，3％戊巴比妥

钠按40 ms／kg腹腔注射麻醉后，无菌条件下切开皮

肤、皮下组织，摘除双侧卵巢，止血缝合。术后，给予

青霉素5万单位／只，肌肉注射3 d。大鼠摄食为标

准饲料和自来水，温度、湿度以普通级条件饲养。术

后10 d开始给药，共12 W。假手术组(SHAM)同等

条件下取大小相当的脂肪各一块。模型组分为卵巢

切除组(OVX)做空白对照、牛膝高剂量组(ABH)、

牛膝中剂量组(ABM)、牛膝低剂量组(ABL)，并以

17一p雌二醇组(E：)阳性药物对照组，每组10只。

1．4．3给药方法：牛膝(AB)高、中、低剂量组AB

用量分别为320、160和80 ms／kg，雌二醇组(E：)给

予17-B雌二醇片剂(诺坤复)，研磨成细粉，0．2％

吐温-80 50 mL溶解，用量为10“g／kg，均每天灌胃

1次。假手术组(SHAM)和卵巢切除组(OVX)灌以

同体积的水。

1．4．4 尿I型胶原氨基末端交联肽(Cross—linked

N—telopeptide oftype I collgen，NTx)测定：12 W末，将

大鼠分别置于代谢笼中收集24 h尿液，采用酶联免

疫吸附法(ELISA)测定NTx含量，同时测定尿肌酐

(Cr)浓度，计算出NTx／Cr比值。

1．4．5血清指标检测：实验结束时，大鼠空腹12 h

后，股动脉取血分离血清，用酶联免疫吸附试验

(ELISA)方法检测定血清骨特异性碱性磷酸酶

(Bone—specific alkaline phosphates，BAP)、骨钙素

(Bone gla—protein，BGP)和抗酒石酸酸性磷酸酶

(Tartrate-resistant acid phosphatase，TRACP)，均按其

具体试剂盒操作说明进行检测。

1．4．6 骨密度(BMD)检测：12 W后，各组大鼠用

3％戊巴比妥钠按40 ms／kg腹腔注射麻醉后，四肢

展开平置于美国Lunar公司生产的双能x线吸收测

量仪平台上，通过计算机系统中小动物软件测定全

身BMD，组内CV在0．8％一I．2％。

1．4．7骨组织COL I蛋白的Western印迹检测：取

仔细剥除附着的肌肉、结缔组织后存放在液氮中的

大鼠右后肢股骨头，放人研钵不断加入液氮，研磨成

粉末，加入RIPA裂解液(1 nlL／100 mg。PMSF 10

p,m／100 mg)，匀浆，低温高速离心后取上清，BCA

法测蛋白含量。加入2×上样缓冲液(1：1)后干式

恒温器100℃变性5 min，8％SDS-PAGE后电转移至

硝酸纤维素膜，脱脂奶粉溶液封闭2 h，兔抗鼠I型

胶原多克隆抗体(1：5000)和Aetin抗体分别杂交硝

酸纤维素膜1 h后，加辣根过氧化物酶标记的山羊

抗兔二抗(1：4000)杂交l h，ECL发光剂染膜后，显
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影、定影，用Chemilmager 5500型凝胶电泳成像分析

仪对杂交带进行密度扫描分析，比较各组大鼠COL

I蛋白表达相对水平。

1．5统计学处理

所有资料用SPSS 12．0统计软件进行分析，结

果均以面±s表示，组间比较用方差分析，P<0．05

为差异有显著性，P<0．01为差异极有显著性。

2 结果

2．1实验动物基本情况

AB低剂量组于术后第2周死亡2只，AB高剂

量组于术后第3周死亡1只，E：组于术后第3周死

亡1只，原因均为灌胃时药物不慎进入气管窒息所

致，余均存活。

2．2骨转换指标的变化

2．2．1尿NTx／Cr比值：OVX组显著升高，为假手

术组的1．96倍(P<0．05)，E2组显著低于OVX组

(P<0．05)，与假手术组差异无统计学意义。AB低

剂量组与假手术组相比亦显著升高，但仍较OVX组

低(P<0．05)。AB高、中剂量组均显著低于OVX

组(P<0．05)，而与假手术组、E：组水平相当，见表

I。

2．2．2血清骨转换指标BAP、BGP和TRACP的测

定：与OVX组比较，假手术组、牛膝醇提取物各剂量

组血清骨碱性磷酸酶(BAP)和骨钙素(BGP)均有增

高的趋势(P<0．05)；假手术组、雌二醇组、牛膝醇

提取物高、中剂量组的TRACP与OVX组比较均显

著降低(P<0．01)，有统计学差异，见表1。

表1各组大鼠骨转换指标和骨组织I型胶原蛋白测定结果(i±s)

注：’P<0．05，’-p<0．01 v8．SHAM group；sp<0．05。坩P<0．01 v8．OVX group ．t

2．3全身BMD

12w后，OVX组大鼠全身BMD与假手术组相

比明显降低(P<0．01)。雌二醇和高、中剂量的牛

膝醇提取物均可增加OVX大鼠的BMD(P<0．05

或P<0．01)，尤以雌二醇和高剂量牛膝醇提取物升

高BMD的作用明显(均P<0．01)，且两者作用相

当，见表2。

表2各组大鼠骨密度的测定结果(牙4-5)

注：‘P<0．05，‘．P<0．01 Vs．SHAM group；’P<0．05，栉P<0．01 v8．OVX group

2·4骨组织COL I蛋白表达的检测
1 讨论

OVX组较假手术组明显降低(P<0．01)，牛膝
。 ¨％

醇提取物各组及雌二醇组均较OVX组显著升高，且 骨组织由1／3有机基质和2／3无机基质构成，

均有统计学意义(AB中、低剂量组JP<0．05，其余均 其中I型胶原蛋白占骨有机基质的80％一90％。

P<0．01，表1、图1)。 它不仅是骨的弹性和韧性的主要构成者，也是骨盐
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图1 各组大鼠骨组织I型胶原蛋白表达结果

注：1．OVX；2．SHAM；3．E2；4．ABH；5．ABM；6．ABL

栖息的场所，骨组织I型胶原的代谢状况与骨的代

谢密切相关¨1。骨胶原的过度降解或合成减少均

可引起骨弹性和韧性降低，骨盐失去依附，溶解增

多，极易导致骨质疏松。骨I型胶原相关研究是揭

示骨质疏松症发病机理及药物干预机制的重要手

段。

血清骨碱性磷酸酶(BAP)和骨钙素(BGP)是反

映骨形成的敏感指标；而抗酒石酸酸性磷酸酶

(TRACP)和尿NTx／Cr的比值是反映骨吸收的比较

敏感性、特异性较强的指标，在预测骨量丢失趋势及

疗效监测方面具有重要的价值。本研究发现，牛膝

醇提取物能增加血清BAP和BGP的水平，显著降

低血清TRACP和尿中NTx／Cr的比值，且随着剂量

的增大，作用有增强趋势。其中，AB高剂量组的作

用与E：组相当。提示AB具有较强的促进骨形成，

降低骨基质的降解、抑制骨吸收的作用。且经牛膝

处提取物治疗12w后，可显著增高OVX大鼠的全身

BMD，并随着剂量的增加而呈现上升的趋势，其中

320 mS／kg的AB增加全身BMD的作用与10斗g／kg

的E，相当。

本研究结果还显示：OVX组I型胶原蛋白的表

达低于假手术组(P<0．01)，牛膝醇提取物高、中剂

量组I型胶原蛋白的表达高于OVX组(P<0．01)，

接近假手术组。提示牛膝醇提取物可以通过增加成

骨细胞的I型胶原蛋白的表达水平，促进骨组织I

型胶原的合成，从而促进骨形成。崔洪英和王冬春

等用含有牛膝的补肾中药对去势大鼠进行骨形态的

研究，发现补肾复方中药能使大鼠骨小梁的宽度、面

积、总体积以及密质骨面积增大，而骨髓腔面积减

小p’61。综合以上的研究结果，牛膝醇提取物具有

提高去势大鼠骨密度和抗骨组织I型胶原蛋白丢失

的作用。
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