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摘要：目的从天然产物中寻找到对微重力效应诱导骨丢失具有防护作用的复配物。方法通过24种天然产物对骨髓干细

胞和成骨细胞的增殖活性，筛选出具有较强效果的天然产物并对其进行复配；随后通过复配物对模拟微重力效应下昆明小鼠

骨质丢失的影响来评价其骨丢失防护作用。结果银杏叶和荞麦花粉的复配物显示出最强的骨髓干细胞增殖活性；熟地黄

显示出最强的成骨细胞增殖活性；在模拟微重力环境下不同剂量的银杏叶、养麦花粉与熟地黄的复配物均显示出不同程度的

骨丢失防护作用；高剂量组可以显著提高模型组小鼠血清中碱性磷酸酶的活性及股骨中的有机物含量。结论通过对天然

产物促骨髓干细胞和成骨细胞增殖活性进行筛选和复配，发现所获得的G·B—R复配物对微重力效应诱导的骨丢失具有良好

的防护作用。

关键词：模拟微重力效应；骨丢失；天然产物
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Abstract： Objective To develop a potent bone loss protective compound from namfal pmducts under micmgraVity enVimnment．

Methods Twenty—four natural products were studied．The compound prescription was constitIlted with namral product which had

high pmliferative activity iⅡbone marmw mesenchymal stem cells or osteoblasts． The effectiVe products were screened and

combined． The effect of the compound prescription on bone loss induced by simulatcd micmgraVity was examined in Kunming

mice．Results Compound prescription of Ginkgo-Buckwheat Bee Pollen showed the strongest Proliferation actiVity by bone

marrow stem cells． Rehmannia perfo珊ed the strongest proliferation actiVity by osteoblasts． Under simulated microgmVity

environment，dif诧rent doses of G—B—R compound prescription showed different level of protectiVe ef免ct on bone loss．High dose of

the compound increased the activity of AU’and tIle content of org蛐ics in tlle femur in model mice signif：icantly．Conclusion G—

B·R compound prescription，which
is found and combined thmugh screening f如m high pmliferation by bone marrow stcm cells and

osteoblaSts，has protective effect on bone loss induced by simulated micmgraVity．

Key words： Simulated space envimnment；Bone loss；Natural products

基金项目：国家自然基金项目(81160445)

}通讯作者：王振宇，Email：heromyth99@sina，com

万方数据



1308
主垦量亟煎鳖盘查!!!i生!!旦整!!鲞筮!!塑璺!垫!Q!!!!P!竺!：堕!!!竺!竺!Q!!：!!!!!：塑!：!!

在宇宙空间所致的人体病理性改变中，以微重

力效应引发的骨丢失在人体返地航行的超重环境下

导致的骨折风险大、致死风险高而被各国所关注。

现今为预防空间环境导致的骨丢失所研制的设备效

果弱，而化学药和激素类品具有严重的副作用，因此

寻找无毒而又效果强大的骨丢失防护剂成为解决人

体适应微重力环境问题的途径之一。

近年来天然产物由于其资源丰富、分布广泛、活

性成分多、效果强且无毒副作用而受到广泛的重视，

开发天然化合物的功能成分，并应用其制备的功能

性药用制剂在人类疾病的预防和治疗中具有极其重

要的意义。因此，应用天然产物来制备失重性骨丢

失能力防护剂的研究逐渐成为热点。国外对于天然

产物应用于微重力防护剂方面的研究未见报道。国

内李红毅等‘1 o对与骨代谢相关的蛋白质、矿物质、

维生素组合的综合作用进行了研究，建立了一种营

养素复合配方。在其研究中发现这种营养素配方可

以对模拟失重大鼠多项骨生物力学指标、血生化指

标以及骨密度均有改善作用。张林等心’31研究了补

肾、健脾和补肾健脾方对尾悬吊大鼠骨丢失的防护

作用，发现其三者均对模拟失重所造成的股骨骨丢

失和钙磷代谢异常具有防护作用，其中补肾健脾方

的效果最好，并且其认为健脾方在促进钙吸收和维

持血钙处于正常水平方面对补肾方具有协同增效作

用。

为了从天然产物中寻找有效的微重力骨丢失防

护剂，本实验前期对120多种天然产物进行了研究，

从中选出具有促骨髓干细胞和成骨细胞活性的天然

产物各12种，并且对这24种天然产物提取物进行

了筛选和复配。通过复配物对模拟微重力效应下小

鼠血清中碱性磷酸酶的活性、股骨指数，骨中有机物

与无机物的含量来研究其骨丢失防护效果。

1材料与方法

1．1实验材料与实验动物

血清与培养基均购自HYCLONE公司，碱性磷

酸酶(ALP)和羟脯氨酸测试盒购自南京建成公司，

其余试剂购自SIGMA公司。选取的24种天然产物

分别为：银杏叶(Ginkgo biloba)、当归(Angelica)、荞

麦花粉(Buckwheat Bee Pollen)、黄芪(Astragalus)、

葡萄籽(Grape seed)、云杉(spruce)、螺旋藻

(Spillllina)、人参(Ginseng)、沙棘(Seabuckthom)、

卷柏(selaginella)、绿茶(Green tea)、黑木耳(Black

fungus)、熟地黄(Rehmannia)、肉苁蓉(cistanche)、

党参(Dangshen)、仙茅(curculigo)、杜仲

(Eucommia)、补骨脂(Psoralen)、淫羊藿

(Epimedium)、骨碎补(Drynaria)、巴戟天

(Morinda)、怀牛膝(Achyranthes)、菟丝子(Dodder)、

鸡血藤(Millettla)。其中草本药物均购于哈尔滨市

泽仁堂中药大药房，花粉来源于哈尔滨松霖园工贸

有限公司，沙棘冻果来源于黑龙江省伊春市。实验

中小鼠购自哈尔滨肿瘤医院动物实验中心(普通

级)。

1．2原料的提取

将24种原料在40℃下烘干，粉碎后过40目

筛。称取lo g原料于锥形瓶中，加入100 ml蒸馏

水，4℃放置5 h。取出后超声(40℃)90 min，每隔

30 minl次，然后放人4℃冰箱过夜。取出后，用布

氏漏斗过滤，将溶液定容至100 ml，离心10 min(2

500 rpm)，取上清液。

1．3 结合指数(combination Index，cI)

应用cI指数评价不同复配物之间是协同作用，

增效作用，还是拮抗作用。当CI指数小于1时，表

示为协同作用，等于1时表示为增效作用，当大于1

时，则体现为拮抗作用。结合指数基于经典的等效

公式：

舴器+器
式中：凹：复配物结合指数；D。，D：分别为：复配物

中每种单一样品的浓度；D¨D，：分别为：单一提取

样品的浓度。

1．4 M’rr法测定细胞增殖的活性

取对数生长期的细胞，0．25％胰蛋白酶消化后

加入96孔板(100斗1／孔)中，加入不同浓度的受试

样品后，在培养箱中培养48 h。每孔加入浓度为5

mg／m1的MTT溶液10斗l，放人培养箱继续培养4 h

后，弃去培养液。每孔加入150斗l的DMSO，在恒速

振荡器上室温下振摇10 min后，在490 nm波长下

测定各孔吸光度(OD值)。

1．5实验动物及模拟微重力效应模型的建立

健康昆明小鼠分为6组，每组12只。分别为正

常对照组，模型组(模拟微重力效应)，阳性对照组

(尼尔雌醇)和实验组(高、中、低剂量)，其中正常对

照组和模型组每日灌胃蒸馏水，实验组每日灌胃不

同剂量的G—B．R复配物，阳性对照组灌胃尼尔雌醇

溶液。实验组的给药剂量分别为0．8、1．2和1．6

mg／g·d：阳性对照组尼尔雌醇的剂量为0．1 mg／m卜

1009。以上实验组和阳性对照组每日定时灌胃1
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次，连续灌胃10 d后模拟微重力效应(尾悬吊)处理

14 d。

1．6 小鼠股骨指数及骨中有机物与无机物的测定

将剔除肌肉组织的小鼠右腿股骨至于坩埚中，

105℃下烘干至恒重，得骨干重。股骨干重与小鼠体

重的比值为股骨指数。将恒重后的干骨置于550℃

马弗炉中连续灰化24 h，其骨灰重量与骨干重的比

值作为骨矿盐量。将骨灰经王水消化处理后，IcP

仪测量骨钙、磷、镁等骨无机盐含量(mg)。取烘干

至恒重的小鼠左侧股骨，按照南京建成的羟脯氨酸

测试盒方法处理骨组织，测定骨羟脯氨酸含量，并依

据骨中羟脯氨酸占骨胶原的12．5％的比例及骨胶

原占骨有机质中90％以上，可计算骨有机质的相对

含量(mg)。

1．7数据的处理及统计分析

实验中测定结果进行三次重复试验，每次做三

个平行，最后结果以平均值±标准方差(means±

SD)表示。结果采用统计分析软件SPSS和

Origin8．5进行统计分析，通过SPSSl9．0 one—way

ANOVA进行检验，P<O．05具有统计学意义，P<

O．01是极显著的。

O 0 2 04 O 6 O 8 O I 2 4 1 6

浓度(m∥1111)
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2 结果

2．1 12种植物提取物促骨髓干细胞增殖活性比较

骨髓问充质干细胞具有向成骨细胞分化的能

力。在机体骨环境确定的情况下，骨髓间充质干细

胞数量可以直接决定成骨细胞的数量，进而直接影

响骨形成的能力。在对具有促骨髓间充质干细胞增

殖能力的天然产物进行了筛选时发现(图l A)，12

种植物提取物在低浓度(0．25 mg／m1)时，银杏叶提

取物相对于其他原料显示出略强的促骨髓干细胞增

殖活性(28．09％)，且促细胞增殖速率较快。浓度

较高(1 mg／m1)时，12种原料提取物的促增殖活性

差异明显，其中荞麦花粉体现出最强的促骨髓干细

胞增殖活性，增殖率为70．24％，银杏叶(62．77％)

其次，当归、黄芪、绿茶、葡萄籽的增殖率相差不大，

分布于38．63％～53．22％。由12种原料提取物促

骨髓干细胞增殖活性的Ec50值(图1 B)得出其活

性顺序依次为：银杏叶<当归<荞麦花粉<黄芪<

葡萄籽<云杉<螺旋藻<人参<沙棘<卷柏<绿茶

<黑木耳。根据顺序，选择活性较强的天然产物

(荞麦蜂花粉、银杏叶、黄芪和当归)做为后续的研

究对象。

i一
葚骛辩÷雠絮案攥’

’7 1

图1 12种植物提取物对骨髓干细胞增殖能力

Fig．1 Pmliferative effect of 12 plant extracts on bone marrDw mesenchymal stem cells

2．2 复配物促骨髓干细胞增殖活性分析

将荞麦蜂花粉、银杏叶、黄芪和当归的提取物分

别进行两两复配以研究其是否可以迸一步提高骨髓

间充质干细胞的增殖活性。图2 A显示出，6种植

物组合物在浓度较低(0．25 mg／m1)时，促骨髓干细

胞增殖能力差异较大，其中当归银杏叶复配物的促

干细胞增殖率最高(31．03％)，当归花粉(An．B)次

之；在较高浓度(1．50 mg／m1)下，黄芪银杏叶显示

出极强的促干细胞增殖活性，与其他复配组差异显

著，其增殖率为112．38％。这表明黄芪银杏叶促干

细胞增殖反应时间较长，但促增殖活性较高。本实

验6种复配物促骨髓间充质干细胞增殖的CI指数

如图2 B所示，当归银杏叶(CI=0．8809)，花粉银杏

叶(CI=0．8194)表现出协同作用，而黄芪当归(CI

=o．9538)体现增效作用。其余3种复配物的cI指

数均大于1，表现出不同程度的拮抗作用，其中当归

花粉(cI=2．8209)，黄芪花粉的拮抗作用最为显著

(cI=1．7727)。因此筛选银杏叶与养麦花粉的复

配物作为后续研究对象。

2．3 12种天然产物促成骨细胞增殖能力的比较
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G-B：银杏叶+荞麦蜂花粉，An—B：当归+荞麦蜂花粉，As．B：黄芪+荞麦蜂花粉，An—G：当归+银杏叶，

As—G：黄芪+银杏叶，An-As：当归+黄芪

图2 不同植物复配物促骨髓干细胞增殖能力比较

Fig．2 Proliferanve e“bct of di“毫rent compound prescription on bone fIlaITow mesenchymal stem cells．

由于成骨细胞对骨形成具有直接作用，所以本

研究对具有促成骨细胞增殖活性的天然产物进行筛

选。由图3 A可知，12种原料对于成骨细胞均有不

同程度的促进增殖的作用。浓度较低(0．5 mg／m1)

时，不同植物提取物对成骨细胞的增殖作用分布在

25％以下；当加药浓度增加到1．5 mg／m1时，其促成

骨细胞增殖作用呈现出显著差异；当加药浓度达到

高剂量(3．o m∥m1)时，怀牛膝的促增殖速率陡然

上升，最后达到72．95％。在12种骨丢失防护原料

中可以很明显的看出，熟地黄的增殖率最高为

98．75％，其次为肉苁蓉，其增殖速率为93．78％。

图3 B中，12种天然产物提取物对成骨细胞增殖的

促进作用依次为熟地黄、肉苁蓉、党参、仙茅、杜仲、

补骨脂、淫羊藿、骨碎补、巴戟天、怀牛膝、菟丝子、鸡

血藤。因此，筛选出熟地黄与银杏叶与荞麦花粉的

复配物(G．B)再次进行复配成为银杏叶一养麦花粉

一熟地黄(G—B—R)复配物作为后续研究对象。

嚣薅§㈣嘴萝
图3 12种植物提取物促成骨细胞增殖能力

Fig．3 Pmliferative effect of 1 2 plant extracts on osteoblasts

2．4 G—B—R复配物对模拟微重力效应下小鼠血清

中碱性磷酸酶活力的影响

G．B．R复配物对小鼠血清中碱性磷酸酶的影响

如图4所示。可以看出，小鼠在模拟微重力效应下，

血清碱性磷酸酶含量急剧下降。当受到不同剂量药

物处理后，其血清中碱性磷酸酶含量均显著提升，且

其提升量随G—B．R复配物浓度的升高而升高，然而

即使高剂量的复配物仍无法使小鼠血清碱性磷酸酶

的含量达到正常水平。

2．5 G．B—R复配物对模拟微重力效应下小鼠骨质

的影响

表1中显示，模型组小鼠的骨干重和股骨指数

均比正常组显著降低(P<0．01)。通过比较加药

组的效果可以发现，加药中剂量组骨的干重量较重，

股骨指数较大。在模拟微重力效应的作用下，小鼠

股骨中矿物质含量减少，其中以模型组骨矿盐量下

降最明显，加药剂量组虽然能提高骨中骨矿盐含量，

但各剂量组之间没有显著的差异(表2)。阳性对照

组虽然能够维持骨中矿盐量，但相比正常组差异显

著，说明模拟空间极端环境作用使小鼠骨矿盐丢失

严重。

模型组小鼠骨钙含量降低，较空白组有显著差
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鹃震叠画

’与空白对照组相比，P(0．05”与空白对照组相比，尸<O．01

4与模型组相比．P<O．05，“与模型组相比，P<0．Ol

图4 G—B—R复配物对小鼠血清中碱性

磷酸酶的影响

Fig．4 Ef|fects of G·B—R compound prescription

on serum AI。P in mice

异，而加药各剂量组与模型组均有显著差异(P<

0．05)，说明G．B—R复配物对小鼠骨钙影响较显著，

一定程度上，具有防护骨中钙丢失的功效。通过骨

中磷元素的比较得出，G．B．R复配物能够提高微重

力小鼠骨中磷元素含量。而骨中镁元素的含量各组

表l

TabIe 1

G．B—R复配物对小鼠骨干重、股指数的影响

Effects of G—B—R compound presc“ption on bone

weight and f音moral indexes in mice．

注：’与空白对照组相比，P(0．05，一与空白对照组相比，|p‘

O．Ol；”与模型组相比，|p<O．05，”与模型组相比，P<O．0l

间无差异，表明模拟空间极端环境下，G．B．R复配物

对骨中镁含量影响较小。

有机质是骨中重要的组成成分，在模拟微重力

下，骨中有机质含量下降，实验结果如表2所示。模

拟空间极端环境下，各组骨中有机质的含量有所降

低，其中，模型组与空白组有显著差异(P<0．05)，

给药组中、低剂量组与模型组无显著性差异，表明

G-B—R复配物中、低剂量组对骨中有机质含量维持

作用不强。而加药高剂量能够有效的防护骨中有机

质的丢失。

表2 G—B．R复配物对小鼠股骨中有机物和无机物的影响

Table 2 Efkcts of G—B—R compound prescrip“on on inorganics and organics in mouse femurs

注：+与空白对照组相比，P<o．05，“与空白对照组相比，P<o．01；8与模型组相比，P<O．05，“与模型组相比，P<0．01

3 讨论

国内对于天然产物的研究倾向于利用中药或者

中药成方中具有“补肾”或“健脾”功效的方剂来防

护由微重力环境引发的骨丢失。从天然产物活性功

能成分的角度来看，其体现的是不同天然产物的功

能活性成分之间存在协同增效作用。本研究从骨髓

间充质干细胞和成骨细胞的的增殖活性与骨形成直

接相关的角度出发对24种天然产物进行筛选和复

配。这与sani Boonyagul‘41和Poon”1的研究角度一

致。在Sani Boonyagul等的研究中并未对除芦荟之

外的其他天然产物进行研究。Poon等对熟地黄与

接骨草的不同溶液提取物之间的成骨细胞增殖活性

进行了对比，其认为接骨草的醇提物增殖能力最好。

本研究对比的12种具有成骨细胞增殖活性的天然

产物，其均为食物或“药食同源”，所以并不包括接

骨草，但结果显示熟地黄水提物的增殖活性强于其

余1 1种天然产物。

血清中的碱性磷酸酶来自成骨细胞分泌，其活

性形式可以促进骨的形成，有利于骨中钙、有机质等

的沉积，并且可以维持骨的韧性，减少骨在特殊环境

条件下的流失。ALP在血清中的活性可以反映成骨

细胞的成骨能力。实验中模型组小鼠血清ALP的

活性降低，并伴随有股骨指数下降，骨中钙元素和有

机质含量降低的现象。但给药组小鼠血清中ALP

的活性，骨中钙元素和有机质含量均有不同程度的

升高，这间接说明G-B—R复配物可能是通过影响血

清中ALP的活性来达到模拟微重力效应下对小鼠

矽万∥
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骨丢失的保护作用。G—B-R复配物可以显著提高模 Lj h。ngyi，Long yuejiao，zhu debing，et a1．study of c。mp。und

拟微重力效应下小鼠股骨质量、骨钙含量和血清中 N“‘d8“‘P”8。。ip‘i”南。B”8 M。‘8“。1ism d Rals un4e。

ALP的活性，但是对骨骼镁元素的影响不大。这与
8i⋯“1批8 w8i8‰8⋯88[1]·5p8。8“8㈨“e＆me8砌

五加补骨方‘6’刊抗失重性骨丢失研究中的结果相 [2]张森，谢≤，王俊岩，等．补肾和补肾健脾方对尾部悬帛大鼠
同。但是G—B·R复配物可以增加骨中磷元素的含 股骨骨丢失的作用研究[J]．2014，中华中医药杂志，2014，

量，此结果在五加补骨方抗失重性骨丢失的研究中 29(3)：700．703．

未见报道。 z“8ng 1i“，xi。1i“，w8“g j““y8“，。‘81·E艉。‘8 of‘。“ifyi“8

尼尔雌醇是一种雌激素类药物，临床中多用于
虹dn87 9””9””’招⋯’7⋯8如dn87”o””90叫”8 59k“

骨质疏松的治疗。实验中，G-B—R复配物对模拟微 i J]．1 chin。J0u。。1。f T。dition。I chin：。。M。dicine。。d
重力效应下骨中有机质含量降低的防护作用明显好 Ph。。。。y，2014，29(3)：700．703．(i。chi。。。。)

于尼尔雌醇阳性对照组，但是对骨矿盐含量和股骨 [3]张林，范颖，陈文娜，等．补肾、健脾和补肾健脾方对尾部悬

质量的效果低于尼尔雌醇。实验结果显示尼尔雌醇 吊大鼠钙、磷代谢的影响⋯·中国实验方剂学杂志，2013，

对骨中有机质的含量无显著影响，而骨中有机质含
9(12)：193-19 6‘

量的高低与骨的韧性直接相关。与尼尔雌醇能够增 Kld。二。。d I。，i二，二i。g spl。。。Pre。。ription。。lhe M。。。b。Ii。二。f
加骨量，但对生物力学性能的改善作用不明显的报 c。1。i。。。。d Ph。。ph。。。j。R。t T。il s。。pen。i。。M。d。l[J]

道相一致‘8。。 chjnese j。umal 0f Experimental Traditi。nal Medical F。mulae，

本研究通过对具有骨髓干细胞和成骨细胞增殖 2013，9(12)：193_196·(i“chinese)

活性的天然产物筛选及复配，获得了G．B—R复配
[4]B⋯y89111 5，B8“1“”8 w，58“gv8“i。“P，8‘81·E侬。‘。‘

物，并且通过其对模拟微重力效应下小鼠血清和股 BMsc。p二life。tio。，d孟二。tiati。。，。xtr。。。ll。l。，。。tri；
骨的影响，证明了在模拟微重力效应下G—B-R复配 。，。th。。i。．。i。。。lizati。。，。。d b⋯f0丌n。ti。。i。。t00th

物对昆明小鼠骨丢失具有显著的防护作用，从而验 extraction model⋯．odonlology，2013，102(2)：3lo．317．

证了复配物对模拟微重力效应下的骨丢失具有防护 [5]Po。n cT，Abas wAB，Kim KH，et a1．Effect of HerbaI Ex‘mc‘s

作用。 。n附B0“。M8“：8‘”“81 c8Hs‘BM5c8’D。ri788
05‘eobl8虬一

Preliminary ResultI J]．IFMBE Pmceedings，2011，35：819·

4 结论 822-

采用多种骨丢失防护原料为研究对象，通过促 大鼠骨丢失干预比较[J]．中国骨伤，2010，23(7)：524．528．

骨髓干细胞和成骨细胞的增殖活性，筛选出骨丢失 Fu qian，Hu sumin'Yang埘ia·comparison of effects of wujia

防护功能较强的潜在原料，并通过合理复配，最后通 B“gll 6。。瞅油8“8 A1。“。”n砒。5。8i““。“p”‘。。‘i。“‘“。6⋯

过构建小鼠模拟微重力模型，研究其复配物对骨丢 ：：：：兰：『?：：悬妥；11：]5．2是篡1Z?慧三：}叩”m“
失的功效。 [7] 胡素敏，周鹏，傅骞，等．五加补骨方对模拟失重大鼠股骨无

发现银杏叶与荞麦花粉对骨髓干细胞的增殖具 机元素含量的影响⋯．北京中医药大学学报，2009，32(8)：

有协同增效的作用。通过股骨指数、骨中有机物与 543-549．

无机物的含量证明银杏叶、荞麦花粉与熟地黄复配
Hu 8““i“，z“”peng，F“qi8“，。‘81‘1眦“。“⋯1。艉。‘。‘

物对模拟微重力效应诱导的骨丢失具有显著的防护 吼p8：ug“i。?u18。”1：!=：。眦”?T0：“?”1 cl dem：ts．⋯
作用。其机制可能是通过影响血清中ALP的活性

u。i，。。itv。f Trad幽。。l chi。。M。搦。。，2009，32(8)：543。
来发挥G．B—R复配物在模拟微重力效应下的骨丢 549．(i。chi。。。。)

失防护作用。 [8] 高植明．去卵巢大鼠骨质疏松模型特点及尼尔雌醇对其干预
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