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摘要： 目的　探讨游离大黄蒽醌类化合物对糖皮质激素诱导性骨质疏松大鼠的骨靶向抗骨质疏松作用。 方法　　采用荧光
示踪法观察游离大黄蒽醌类化合物在糖皮质激素诱导的大鼠骨质疏松模型股骨远端骨骺部位对称剖面的荧光，并将其与同
位的骨密度（ＢＭＤ）和骨矿量（ＢＭＣ）进行关联分析，４月龄雌性 ＳＤ大鼠 １２６ 只随机分成泼尼松组（Ｐｒｅｄ）、泼尼松加大黄蒽醌
组（Ｐｒｅｄ＋ＦＡＱ） 和正常对照组（ＣＯＮ），每个组设 ７个时间点，灌服给药时间最长 １３ ｗ。 以 ｐＱＣＴ骨密度仪分别测定各组各时
间点大鼠股骨远心端（２ ｍｍ）的骨密度和骨矿量，再以荧光显微镜采集 Ｐｒｅｄ＋ＦＡＱ组各时间点骨标本骨骺部位对称剖面的荧
光图像。 结果　Ｐｒｅｄ＋ＦＡＱ组股骨远心端的骨密度相对 Ｐｒｅｄ组均显著增加（P ＜０畅０５），但 Ｐｒｅｄ＋ＦＡＱ组各时间点骨标本骨
骺部位对称剖面的荧光强度随骨骺“生长-闭合”周期而“上升-消除”，与骨标本的骨密度无显著相关，骨矿量（ＢＭＣ） 也与骨
标本的骨密度无显著相关。 结论　游离大黄蒽醌可以预防糖皮质激素性骨质疏松，具有荧光的游离大黄蒽醌类原型化合物
在大鼠股骨中无显著的蓄积现象和骨靶向作用。 实验为从骨组织原位药效动力学与药代动力学相关联（ｐＤ-ｐＫ ｌｉｎｋ）角度探
索骨靶向抗骨质疏松成分作了有益的尝试。
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Abstract： Objective　To investigate the bone targeted anti-osteoporosis effect of free rhubarb anthraquinone compounds in rats
with glucocorticoid-induced osteoporosis．Methods　Using fluorescent tracing method， the fluorescence in the epiphysis of the
distal femurs was observed in rats with glucocorticoid-induced osteoporosis in situ．It was correlated with bone mineral density
（BMD） and bone mineral content （BMC） at the same location．One hundred and twenty-six ４-month-old female SD rats were
randomly divided into prednisone group （Pred）， prednisone ＋free anthraquinones group （Pred＋FAQ）， and normal control group
（CON）．Each group was further subdivided into ７ subgroups．The administration period was １３ weeks at the last．BMD and BMC
in distal part （２ mm） of the femurs were scanned using pQCT．The photofluorogram of the coronary symmetrical section of the
bone samples in Pred＋FAQ group was obtained using epifluorescence microscope．Results　BMD of the distal part of the femur
was significantly increased in Pred＋FAQ group （P ＜０畅０５） compared to those in Pred group．The fluorescence of the epiphysis of
bone samples at all time points elevated or eliminated following the epiphyseal “growth-closed” cycle in Pred ＋FAQ group．It was
not significantly correlated with BMD of the bone samples．BMC was not significantly correlated with BMD of the bone samples．
Conclusion　Free rhubarb anthraquinone compounds can prevent bone loss due to glucocorticoid-induced osteoporosis．There is no
significant accumulation of fluorescence combined free anthraquinone compounds and bone targeting property．This experiment
explores a beneficial research model for investigate bone targeted anti-osteoporosis effective components in bone tissue through
pharmacodynamics／pharmacokinetics link perspective．
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　　中药大黄（Ｒｈｅｕｍ ｐａｌｍ ａｔｕｍ Ｌ）中的天然蒽醌
类化合物与四环素有类似的特性：具有三羰基甲烷
环状平面、羰基和羰基交替的结构以及与钙离子络
合的能力［１］ ，是潜在新型四环素类趋骨性或骨靶向
抗骨质疏松成分的分子多样性宝库。 陈虹等［２］对

游离大黄蒽醌类化合物进行了羟基磷灰石体外吸附

试验，证实这类化合物体外具有类似四环素的趋骨
性。 本实验室的前期研究表明，大黄素有促进成骨
细胞分化的作用［３］ ， 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［４］ 。 由此，大黄蒽
醌类化合物潜在的骨靶向-抗骨质疏松药物前景及
其在骨组织中的蓄积作用引人关注。 目前“骨靶
向”药物一直沿用羟基磷灰石吸附体外模拟实验方
法［５］ ，大黄蒽醌类等骨靶向抗骨质疏松中药活性成
分并未在体内得到确认［６］ ，尚未检索到游离天然大
黄蒽醌类化合物在体内的抗骨质疏松活性及其在骨

组织中药物代谢研究的报道。
本实验提取药用大黄中的蒽醌类化合物并将之

转化为游离态蒽醌（Ｆｒｅｅ Ａｎｔｈｒａｑｕｉｎｏｎｅｓ，ＦＡＱ），采
用游离大黄蒽醌给药（以避免大黄蒽醌的泻下作
用），构建糖皮质激素诱导的大鼠骨质疏松模型。
以骨密度为药效学指标，观察股骨远端在不同给药
周期里游离大黄蒽醌对糖皮质激素泼尼松（Ｐｒｅｄ）所
致大鼠骨质疏松的干预作用及其差异；同时利用游
离大黄蒽醌类具有荧光的属性，采用荧光示踪法观
察游离大黄蒽醌类化合物在骨骺原位的药物代谢行

为，并将其与股骨远端的骨密度和骨矿量进行关联
分析，从药效动力学与药代动力学相关联（ ｐＤ-ｐＫ
ｌｉｎｋ）的角度探索天然大黄蒽醌在体内的骨靶向-抗
骨质疏松作用。

1　材料和方法
1畅1　动物

雌性 ＳＤ 大鼠，４ 月龄、体重质量（２８０ 土 ３０） ｇ，
广东省医学实验动物中心提供。 合格证： ＳＣＸＫ
（粤）２００８-０００２。
1畅2　药品与试剂

大黄素，１，８-二羟基蒽醌，大黄酚，芦荟大黄素
等对照品购自中国药品生物制品检定所；醋酸泼尼
松购自浙江仙琚制药股份有限公司（５ ｍｇ 片剂、批
号 １００７０２）；大黄饮片购自毫州市京皖中药饮片厂
（饮片、批号 １００１０１）；大黄蒽醌提取溶剂为食品级

乙醇（≥９８％），氯仿、硫酸等化学试剂均为分析纯。
1畅3　实验仪器

高效液相色谱-质谱联用仪（日本岛津，ＬＣＭＳ-
８０００α型）； ｐＱＣＴ 骨密度仪 （德国 Ｓｔｒａｔｅｃ 公司，
ＸＣＴ-Ｒｅｓｅａｒｃｈ ＳＡ ＋型）；日本 Ｎｉｋｏｎ 自动化图像数
字化分析仪包括光镜和荧光显微镜；ＯＭ 骨形态计
量学测量系统 （ ＯｓｔｅｏＭｅｔｒｉｃｓ， Ｉｎｃ， ＵＳＡ ）； 美国
Ｂｕｅｈｌｅｒ ＬＴＤ 低速锯。
1畅4　游离大黄蒽醌的制备

参照文献［７］方法，制得药用大黄饮片乙醇提取
物浓缩浸膏；浸膏经酸水解-氯仿萃取-碱水反萃取，
碱水层再经酸化、沉淀、过滤后得游离大黄蒽醌提取
物。
1畅5　游离大黄蒽醌提取物的 ＬＣ-ＭＳ分析

ＨＰＬＣ条件：Ｃ１８色谱柱（５ μｍ， １５０ ×２畅１ ｍｍ，
Ｄｉｋｍａ），流动相 １％醋酸水溶液∶甲醇＝２５％∶７５％，
柱温 ３５ ℃，流速 ０畅２ ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长 ２５４ ｎｍ，进
样体积 ５ μＬ；质谱条件： ｍ／ｚ ５０ ～７００，电压 －４畅０
ｋＶ，ＣＤＬ温度 ２５０ ℃，氮气 ４畅５ Ｌ／ｍｉｎ。 游离大黄蒽
醌提取物的甲醇溶液（约 １畅４ ｍｇ／ｍＬ）的总离子流
色谱图如图 １。 通过与对照品的 ＬＣ-ＭＳ图谱对比分
析，确定大黄蒽醌提取物转化成游离蒽醌后其主要
成分为芦荟大黄素、大黄素、大黄酚和 １，８-二羟基
蒽醌。
1畅6　模型制备及给药

４月龄未交配雌性 ＳＤ大鼠共 １２６ 只，体重量调
整后达到 ２８７畅７ ±１６畅３ ｇ。 大鼠随机分为 ３组（每组
４２只）：正常对照（Ｃｏｎ）组、泼尼松（Ｐｒｅｄ）组、泼尼
松＋游离大黄蒽醌（Ｐｒｅｄ ＋ＦＡＱ）组；每个实验组随
机分成 １、３、５、７、９、１１、１３ｗ 等 ７ 个时间点（每个时
间点 ６ 只）。 Ｐｒｅｄ 组、Ｐｒｅｄ ＋ＦＡＱ 组下午以醋酸泼
尼松 ３畅５ ｍｇ／（ｋｇ· ｄ）灌胃； Ｐｒｅｄ＋ＦＡＱ组上午以 ７０
ｍｇ／（ｋｇ· ｄ）的游离大黄蒽醌提取物-水混悬液灌胃；
Ｃｏｎ组只灌服溶剂空白溶液。 连续给药 １３ｗ，每周
称体重 １次，并按体重变化调整给药量，期间自由摄
取标准饲料和水。 每个时间点到期，大鼠麻醉后心
脏抽血至尽处死，采集大鼠四肢骨。 大鼠四肢骨用
生理盐水纱布包裹后再覆锡纸包裹、标记，置 －２０
℃冰箱冷冻保存、备测。
1畅7　荧光示踪法原位观察骨组织中的大黄蒽醌

制备泼尼松诱导骨质疏松模型大鼠“泼尼松＋
大黄蒽醌”组给药 １ ～１３ｗ７ 个时间点的左股骨远心
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图 1　游离大黄蒽醌提取物总离子流色谱图
１．芦荟大黄素；２．大黄素；３．大黄酚；４畅１，８-二羟基蒽醌

Fig．1　ＴＩＣ ｏｆ ｆｒｅｅ ａｎｔｈｒａｑｕｉｎｏｎｅｓ ｉｎ ｅｘｔｒａｃｔｓ
１．Ａｌｏｅ-ｅｍｏｄｉｎ； ２．Ｅｍｏｄｉｎ； ３．Ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ；

４畅１，８-ｄｉｈｙｄｒｏｘｙａｎｔｈｒａｑｕｉｎｏｎｅ
　

端骨片，以水润滑低速锯制取左股骨远心端冠状对
称剖面，骨片厚度 １ ｍｍ；骨片冷冻干燥后在 Ｌｅｉｃａ
ＤＭＬＢ 型荧光显微镜下进行落射荧光检测（蓝光、倍
数 １０ ×２畅５），以 ＯＭ 骨形态计量学测量系统
（ＯｓｔｅｏＭｅｔｒｉｃｓ，Ｉｎｃ，ＵＳＡ）采集荧光图像。 由于游离
大黄蒽醌类具有荧光，通过骨片的荧光分布与强度
变化对股骨远心端骨骺部位的游离大黄蒽醌进行示

踪观察。
1畅8　骨密度测定方法

取剔除软组织的大鼠右侧股骨，以 ｐＱＣＴ 骨密
度仪扫描股骨远心端（２ｍｍ），获得所测部位骨密度
值（ＢＭＤ）、面积（Ａｒｅａ），并计算出骨矿量（ＢＭＣ）。
1畅9　统计学处理

数据采用 ｍｅａｎ ±ｓ 格式表示，数据统计使用
ＳＰＳＳ １８软件中的方差分析（Ｕｎｉｖａｒｉａｔｅ ＡＮＯＶＡ）进
行检验。

2　结果
2畅1　泼尼松及游离大黄蒽醌对大鼠股骨骨密度和
骨矿化度的影响

ＢＭＤ和 ＢＭＣ 检测结果表明，Ｐｒｅｄ 组大鼠股骨
远端的 ＢＭＤ 和 ＢＭＣ 对比 Ｃｏｎ 组均显著下降（P ＜
０畅０５），提示造模成功；与 Ｐｒｅｄ 组比较，Ｐｒｅｄ ＋ＦＡＱ
组股骨远心端的骨密度（ＢＭＤ） 和骨矿量（ＢＭＣ） 均
显著增加（P ＜０畅０５）。 实验结果提示游离大黄蒽醌
可以预防泼尼松所致的股骨骨密度和骨矿量的丢

失，如表 １所示。
2畅2　给药时间对大鼠股骨远端骨密度和骨矿量的
影响

给药时间对骨密度的影响：除各组时间点 １ 之
外，Ｐｒｅｄ＋ＦＡＱ 组各时间点的骨密度均值对比 Ｃｏｎ
和 Ｐｒｅｄ组相应时间点的骨密度均值均有显著增加
（P ＜０畅０５）； Ｐｒｅｄ ＋ＦＡＱ 组内，Ｐｒｅｄ ＋ＦＡＱ 组时间
点 １的骨密度均值均显著低于该组其余各时间点的
骨密度均值 （P ＜０畅０５），时间点 ７ 的骨密度最大。
给药时间对骨矿量的影响：除各组时间点 １ 之

外，Ｐｒｅｄ组时间点 ４、５、６、７ 的骨矿量均值与 Ｐｒｅｄ ＋
ＦＡＱ组和 ＣＯＮ组各时间点的骨矿量均值均有显著
差异（P ＜０畅０５）；Ｐｒｅｄ＋ＦＡＱ组的骨矿量均值与 Ｃｏｎ
组骨矿量均值无显著性差异（P ＜０畅０５）。
2畅3　冠状剖面荧光图

将给药 １ ～１３ｗ７ 个时间点的 ４２ 张 Ｐｒｅｄ ＋ＦＡＱ
组左股骨远心端冠状剖面荧光图依时间排成点阵，
可清晰观察到期间股骨远心端骨骺生长与闭合时游

离大黄蒽醌的荧光踪迹，如图 ２。 图中纵向排列依
序为 １、３、５、７、９、１１、１３ｗ 等 １ ～７ 个时间点，横向排
列为每个时间点的 ６ 个平行样，每个荧光照片的左
半部为同一空白对照骨片（用以控制曝光和色度）。
实验结果显示 Ｐｒｅｄ ＋ＦＡＱ 组各时间点骨标本骨骺
部位对称剖面的荧光强度与给药时间无相关性。

图 2　左股骨远端冠状剖面荧光图点阵
Fig．2　Ｔｈｅ ｌａｔｔｉｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｈｏｔｏｆｌｕｏｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ

ｃｏｒｏｎａｒｙ ｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｄｉｓｔａｌ ｆｅｍｕｒ
　

2畅4　给药时间与荧光强度、ＢＭＤ及 ＢＭＣ的关联
Ｐｒｅｄ＋ＦＡＱ组的 ＢＭＤ 随给药时间延长有增加

的趋势；ＢＭＣ与给药时间无显著相关性，也无显著
的变化；骨标本骨骺部位对称剖面的荧光强度在给
药 １ ～１３ ｗ 里经历了一个“上升-下降”的过程，与
ＢＭＤ与 ＢＭＣ均无显著相关。 考虑到骨骺的“生长-
闭合”周期 ［８］为 １ ～１３ ｗ，推测大鼠股骨远心端游
离大黄蒽醌类化合物随着骨骺的“生长-闭合”周期
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　　 表 1　泼尼松及游离大黄蒽醌对大鼠股骨骨密度和骨矿化度的影响（n ＝６）
Table 1　Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｐｒｅｄ ａｎｄ ＦＡＱ ｏｎ ＢＭＤ ａｎｄ ＢＭＣ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｆｅｍｕｒｓ （n ＝６）

Ｔｉｍｅ
（Ｗｅｅｋ）

大鼠股骨远端
Ｆｅｍｕｒ ｄｉｓｔａｌ ｐａｒｔ （２ ｍｍ）

Ｃｏｎ Ｐｒｅｄ Ｐｒｅｄ＋ＦＡＱ
ＢＭＤ（ ｇ／ｃｍ２ ） ＢＭＣ（ｇ） ＢＭＤ（ｇ／ｃｍ２ ） ＢＭＣ（ｇ） ＢＭＤ（ ｇ／ｃｍ２ ） ＢＭＣ（ ｇ）

１ 枛０ ��畅１４４５ ±０ :畅０２５４ ０ 谮谮畅０２２２ ±０  畅００２４ ０ 洓洓畅１３２２ ±０ 葺畅００３６倡 ０ 灋灋畅０２１６ ±０ 噜畅００１２ ０ RR畅１４１１ ±０ 敂畅００８０倡△ ０ zz畅０２３７ ±０ 技畅００１６
３ 枛０ ��畅１４７９ ±０ :畅００５８ ０ 谮谮畅０２４８ ±０  畅００１５ ０ 洓洓畅１４４３ ±０ 葺畅０１０３倡 ０ }}畅０２４７ ±０ 靠畅００２８磽 ０ RR畅１８２５ ±０ 敂畅００７９倡△ ０ zz畅０２５２ ±０ 技畅００２３
５ 枛０ ��畅１４７２ ±０ :畅００５４ ０ 谮谮畅０２５１ ±０  畅００２１ ０ 洓洓畅１４３６ ±０ 葺畅００５０倡 ０ }}畅０２４９ ±０ 靠畅００１２磽 ０ RR畅１８６０ ±０ 敂畅００８７倡△ ０ zz畅０２５４ ±０ 技畅０００９
７ 枛０ ��畅１４８０ ±０ :畅００８２ ０ 谮谮畅０２５６ ±０  畅００２０ ０ 洓洓畅１４１９ ±０ 葺畅００８５倡 ０ }}畅０２４３ ±０ 靠畅００１８磽 ０ RR畅１７３５ ±０ 敂畅００９５倡△ ０ zz畅０２３６ ±０ 技畅００２５
９ 枛０ ��畅１４２４ ±０ :畅００８４ ０ 谮谮畅０２４６ ±０  畅００１２ ０ 洓洓畅１３６１ ±０ 葺畅０１３２倡 ０ }}畅０２２４ ±０ 靠畅００３０磽 ０ RR畅１８２６ ±０ 敂畅０１２７倡△ ０ zz畅０２４８ ±０ 技畅００２８
１１ *０ ��畅１４１５ ±０ :畅００５６ ０ 谮谮畅０２４０ ±０  畅００１４ ０ 洓洓畅１３６９ ±０ 葺畅００４６倡 ０ }}畅０２２３ ±０ 靠畅０００８磽 ０ RR畅１８０１ ±０ 敂畅０１３３倡△ ０ zz畅０２４９ ±０ 技畅００２１
１３ *０ ��畅１４８４ ±０ :畅００７０ ０ 谮谮畅０２５６ ±０  畅００１８ ０ 洓洓畅１３７５ ±０ 葺畅００３１倡 ０ }}畅０２３７ ±０ 靠畅０００８磽 ０ RR畅１９３９ ±０ 敂畅００６２倡△ ０ zz畅０２８２ ±０ 技畅００２３

　　注：与空白对照组比较，倡P ＜０畅０５；与模型对照组比较，△P ＜０畅０５；与模型对照组或空白对照组比较， 磽P ＜０畅０５

Ｎｏｔｅ：倡P ＜０畅０５ vs Ｃｏｎ；△P ＜０畅０５ vs Ｐｒｅｄ；磽P ＜０畅０５ vs ＣＯＮ ｏｒ Ｐｒｅｄ＋ＦＡＱ
而“分布-消除”。 骨密度与荧光强度随时间的变化
曲线如图 ３所示。

图 3　骨密度（ＢＭＤ）与荧光强度（ＦＩ）随给药时间曲线
Fig．3　Ｔｈｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ （ＢＭＤ）

ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ （ＦＩ） ｖｓ ｔｉｍｅ ｏｆ
ｄｒｕｇ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ）　

3　讨论
骨靶向抗骨质疏松症药物可避免全身给药给患

者其它器官带来不必要的伤害，这对骨质疏松症这
样的慢性病的防治和患者生活质量的提高意义十分

显著，寻找高效、安全、低毒的骨靶向抗骨质疏松症
药物已经成为业界的热点。
尽管羟基磷灰石吸附体外模拟实验方法筛选骨

靶向药物成分直观而简捷，但 ２０多年来在体内获得
确证的骨靶向药物并不多，表明其作用机制远不同
于药物在体内骨组织的药效动力学和药代动力学作

用机制。 如何在体内辨识骨靶向抗骨质疏松中药有
效成分一直是困扰业界的一个难题［９］ 。
大鼠股骨远端对药物反应敏感、药物可以直达

该部位［１０］ ，它既反映了骨重建部位的药效状况、又
记录下了骨靶向药物的浓度和随时间变化等药代动

力学信息，药效和药代同位发生（ in situ），为体内骨
靶向-抗骨质疏松药物的药效动力学与药代动力学
相关联（ｐＤ-ｐＫ ｌｉｎｋ）研究提供了良好的观察窗口。
可惜多年来骨标本经过包埋切片的脱水、脱脂、脱钙
流程后，骨中只剩下四环素、钙黄绿素这些与骨钙发
生不可逆结合的成分，大量亲骨性或骨靶向药物信
息都被除掉了。
本实验室在前期研究的基础上，以股骨远端骨

骺部位的骨密度和骨矿量及它们随给药时间变化为

药效指标，同时以骨片的荧光分布与强度变化观察
具有荧光的游离大黄蒽醌类化合物在骨骺原位的药

物代谢行为， 并将二者进行关联分析，从药效动力
学与药代动力学相关联（ｐＤ-ｐＫ ｌｉｎｋ）角度研究游离
大黄蒽醌类化合物对糖皮质激素诱导的大鼠骨质疏

松模型的体内骨靶向-抗骨质疏松作用，以期探索体
内探索骨靶向抗骨质疏松药物的实验模式。
本实验进一步证实游离大黄蒽醌类化合物在体

内可以预防泼尼松所致的股骨骨量丢失；同时观察
到 Ｐｒｅｄ ＋ＦＡＱ组各时间点骨标本骨骺部位对称剖
面的荧光强度随骨骺“生长-闭合”周期而“上升-消
除”，而与 Ｐｒｅｄ组的骨密度无显著相关；骨矿量没有
出现随时间显著蓄积的趋势，也未观察到类似四环
素或钙黄绿素那样的荧光标记。 上述结果表明，游
离大黄蒽醌类原型化合物没有显著的骨靶向性或亲

骨性。 骨中是否存在大黄蒽醌类化合物以非原型形
式与骨组织结合的可能尚需进一步研究。
该实验采用骨组织原位药效动力学与药代动力

学相关联（ｐＤ-ｐＫ ｌｉｎｋ）的试验方法观察大黄蒽醌类
化合物的骨靶向抗骨质疏松作用，为体内辨识骨靶
向抗骨质疏松有效成分作了有益的尝试。

（下转第 １２１１页）
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上锻炼和维持下肢相应肌群的肌力。 ３ 个指标不仅
在评估中起到了定量分析的作用，而且在治疗性运
动训练时也发挥了其相应的功效，因此我们在日后
的临床康复工作中应该注重研究其内在的规律。
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