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摘要：目的探讨中药墨旱莲对维甲酸所致大鼠骨质疏松症的药效作用。方法3月龄SPF级雌性SD大鼠60只，随机分为

正常对照组、模型组(RA，75 ms／(kg·d))、墨旱莲组(1．46、0．73、0．37 S／(kg·d))、仙灵骨葆组(1．5 s／(kg·d))。除正常组外，

其余各组给予维甲酸造模2 W，造模同时给予墨旱莲、仙灵骨葆。实验过程每日称量体重，连续给药6w后测定血钙(s-ca)、血

磷(S-P)、血清中碱性磷酸酶(ALP)和骨钙素(OCN)的水平，尿液中钙(U—Ca)、磷(U—P)、脱氧吡啶啉(DPD)的水平。采用

DXA型骨密度仪检测大鼠的股骨、第4椎骨、胫骨的骨密度(bone mineral density，BMD)。三点弯曲试验检测左侧股骨生物力

学性能：最大载荷、结构硬度、能量吸收、最大应力、弹性模量。MicroCT法分析右侧股骨骨微结构。结果墨旱莲1．46 s／(kg

·d)能显著升高模型组大鼠的血钙水平，同时降低尿钙、ALP、OCN和DPD(P<0．05)水平。与模型组相比，墨旱莲1．46 g／(kg

·d)对维甲酸所致骨质疏松大鼠的股骨、第四椎骨及胫骨骨密度分别提高8．17％、11．79％、14．59％(P<0．05)，对最大载荷、

结构硬度、能量吸收、最大应力、弹性模量等生物力学参数分别提高13．98％、16．33％、40．18％、12．45％、34．96％(P<0．05)，

同时能有效抑制维甲酸所致大鼠股骨干骺端骨小梁微结构的退化(P<0．05)。结论 墨旱莲1．46 s／(kg·d)对维甲酸所致大

鼠的骨质疏松症有防治作用，其作用机制可能与增强钙吸收、促进成骨细胞活性、降低骨转换率有关。
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Abstract：Objective To investigate the protective effect of Herba Ecliptae on bone in retinoic acid-induced osteoporosis in rats．

Methods A total of 60 adult female Sprague·Dawley rats were randomly divided into control group，retinoic acid group(RA，75

mg／(kg·d))，Herba Ecliptae group(1．46，0．73，0．37 g／(kg·d))and Xianling Gubao group(1．5 g／(kg·d))．All groups

except the control group were orally administered with retinoic acid daily，continuous for 14 days．Modeling and administration of

Herba Ecliptae and retinoic acid were done at the same time．The body weight of the animals was recorded weekly during the

experimental period．After 6 weeks of dosing，calcium(S-Ca)，phosphorus(S-P)，alkaline phosphatase(ALP)and osteocalcin

(OCN)in serum，calcium(U—Ca)，phosphorus(U—P)and deoxypyridinoline(DPD)in urine were measured．The bone mineral

density(BMD)of the femur，4th lumbar vertebra and tibia were assayed by Dual Energy X—ray Absorptiometry．The biomechanical

properties of left femur were evaluated by three-point bending test and the trabecular microarchitecture of the right femur was

measured by MicroCT．Results Administration Herba Ecliptae(1．46 g／(kg·d))over a 6-week period significantly increased S-

Ca level，decreased U-Ca，ALP，OCN and DPD levels in retinoic acid—induced osteoporotic rats(P<0．05)．Compared with the
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model group，Herba Ecliptae(1．46 g／(kg·d))significantly enhanced the BMD of right femur，4th lumbar vertebra and tibia，by

10．7，12．7 and 12．5％，and improved biomechanical properties of Maximum Load，Stiffness，Energy，Maximum Stress and

Elastic Modulus by 13．98，16．33，40．18，12．45 and 34．96％(P<0．05)．Further，microCT evaluation also showed that Herba

Ecliptae(1．46 g／(kg·d))dramatically promoted trabecular microarchitecture(P<0．05)．Conclusion These results suggested

that Herba Ecliptae might be a potential medicine for retinoic acid—induced acute osteoporosis，considering that HE can enhance

calcium absorption，increase osteoblastic activity and decrease bone turnover rate significantly．

Key words：Herba Ecliptae；Retinoic acid；Osteoporosis；Pharmacodynamics

墨旱莲为菊科植物鳢肠(Eclipta proztrata L．)的

地上干燥部分。“，其味甘、酸，性凉，归肾、肝经，人

阴血、善敛固，具有滋补肝肾，凉血止血的功效，收载

于历版中国药典中，是中成药二至丸、参鹿补膏等的

原料药之一旧1。从墨旱莲中分离出的1个黄酮和2

个异黄酮，在体外均能显著提高小鼠颅骨培养原代

成骨细胞碱性磷酸酯酶(ALP)活性¨1。课题组前期

研究发现，墨旱莲及其制剂对去卵巢大鼠骨质疏松

症有良好的防治作用。4I，但其对维甲酸诱发的骨质

疏松是否有作用，国内外文献未见报道。本实验通

过检测骨代谢相关生化指标、骨密度、骨生物力学性

能、骨显微结构等探讨墨旱莲对维甲酸致大鼠骨质

疏松症的药效作用，为墨旱莲的进一步开发利用和

临床应用提供科学依据。

1材料和方法

1．1实验药物

仙灵骨葆胶囊：贵州同济堂制药有限公司，批

号：110301。临用时用1％羧甲基纤维素钠的蒸馏

水配制成0．15 g／mL的悬剂供试。墨旱莲药材购自

西安中药饮片厂，经陕西省生物医药重点实验室孙

文基教授鉴定为Eclipta proztrata L．的地上干燥部

分。取500 g墨旱莲药材，6倍量蒸馏水浸泡0．5h，

煎煮2次，每次1 h，合并煎煮液，减压浓缩后在

50％烘干，得粉末81 g，提取率为16．2％。临用前

用1％羧甲基纤维素钠的蒸馏水配成0．146、0．073、

0．037 g干粉／mL的悬剂供试。

1．2实验动物

3月龄SPF级Sprague-Dawley(SD)大鼠，体重

180～205 g，购自第四军医大学实验动物中心，合格

证号：SCXK(军)2007-007。自然光照周期饲养，处

死前12 h禁食，自由饮水。

1．3试剂

维甲酸(西安正荣生物科技公司，110421)；ALP

酶联免疫检测试剂盒(北京华英生物技术研究所，

HY2468)；OCN检测试剂盒(美国Quidel公司，

8002)；DPD检测试剂盒(美国Quidel公司，8007)。

1．4主要仪器

7170A型全自动生化分析仪(日本，HITACHI)；

Lunar Prodigy Advance DXA型骨密度仪(美国，

GE)；CMT一8502微机控制电子拉力试验机(美国，

MTS)；eXplore Locus SP MicroCT(美国，GE)。

1．5方法

60只雌性大鼠随机分为6组，每组10只，分笼

喂养，分别为正常对照组、模型组(RA，75 mg／kg)、

仙灵骨葆组(1．5 g／kg)、墨旱莲高剂量组(1．46 g／

kg)、墨旱莲中剂量组(0．73 g／kg)、墨旱莲低剂量组

(0．37 g／kg)。除正常对照组外，其余各组每天上午

维甲酸灌胃给药1次，连续2 W，制备骨质疏松模

型。造模同时，下午各组按规定剂量以10 mL／kg灌

胃给予相应药物，连续给药6 W，正常对照组和模型

组给予同体积l％羧甲基纤维素钠的蒸馏水，各组

动物每天称重一次。

实验结束时，留取大鼠24 h尿液并及时采血，

采用7170A型全自动生化分析仪和ELISA试剂盒

测定血钙(s—ca)、血磷(s-P)、血清碱性磷酸酶

(ALP)、骨钙素(OCN)的水平以及尿钙(U—Ca)、尿

磷(U．P)、尿铬(U—Cr)、脱氧吡啶啉(DPD)的水平。

采用Lunar Prodigy Advance DXA型骨密度仪对大鼠

全身骨骼进行扫描，并分析大鼠的股骨、胫骨、第四

椎骨的BMD(bone mineral density，BMD)怕1。取大

鼠左侧股骨，采用CMT．8502微机控制电子拉力试

验机测试生物力学性能，得出以下参数：最大载荷、

结构硬度、能量吸收、最大应力、弹性模量’61。取大

鼠右侧股骨，采用eXplore Locus SP MicroCT检测骨

显微结构，得出以下参数：骨体积分数(bone

volume／tissue volum，BV／TV)、骨表面积和骨体积

比值(connect density，Conn．D)、结构模型指数

(structure model index，SMI)、骨小梁数量(trabecula

number，Tb．N)、骨小梁厚度(trabecula thickness，

Tb．Th)、骨小梁分离度(trabecular separation。Tb．

Sp)㈨1。
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1．6统计学处理

实验中所有项目检测所得数据均以面±s表示，

采用SPSSl7．0统计软件进行方差分析，以P<0．05

表示有统计学意义。

2 结果

2．1 墨旱莲对维甲酸所致骨质疏松大鼠体质量的

影响

各组大鼠在实验期间体质量都随时间延长而逐

渐增加，但各组间无显著性差异。与正常对照组相

比，在给予维甲酸造模2 W内，造模组大鼠体质量分

别出现了不同程度的滞长现象，造模结束后才逐渐

恢复增长，但增长速度低于正常对照组。见图l。

2．2 墨旱莲对维甲酸所致骨质疏松大鼠血液及尿

液中钙、磷含量的影响

灌胃给予维甲酸2 W后，与正常对照组相比，模

耋銎l}◆三茎差萋萎翥誊
表1 墨旱莲对维甲酸所致骨质疏松大鼠血液及尿液中钙、磷含量的影响(i±s，n=10)

Table 1 Effects of HE on biochemical parameters in serum and urine of retinoic acid-induced osteoporotic rats(i±s，rt=10)

注：与模型组比较，’|p<0．05，一P(0．Ol

2．3 墨旱莲对维甲酸所致骨质疏松大鼠骨转换指

标的影响

各组大鼠血清尿液生化指标(ALP、OCN、DPD)

检测结果如表2中所示：与模型组相比，墨旱莲

1．46 g／kg连续治疗6 W能显著对抗维甲酸所致大

鼠ALP、OCN和DPD水平的升高(P<0．05)。仙灵

骨葆组与墨旱莲0．73 g／kg组只对ALP指标的影响

有统计学意义(P<0．05)。墨旱莲0．37 g／kg组虽

然对维甲酸所致大鼠ALP、OCN和DPD水平升高有

改善作用，但无统计学意义。

表2墨旱莲对维甲酸致大鼠骨转换指标的影响(i±s，n=10)

Table 2 Effects of HE on bone turnover markers of retinoic acid—induced osteoporotic rats(露±s，n=10)

注：与模型组比较。‘P<0．05，“P<0．01

2．4墨旱莲对维甲酸所致骨质疏松大鼠股骨、第四 表3统计结果显示，与正常组相比，模型组大鼠

椎骨及胫骨骨密度的影响 股骨、第四椎骨及胫骨骨密度分别降低9．90％、
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12．00％、13．1 1％(P<0．05)。墨旱莲1．46 g／kg连

续给药6 W对维甲酸诱导的股骨、第四椎骨及胫骨

132l

骨密度分别提高8．17％、11．79％、14．59％(P<

0．05)，具有与仙灵骨葆相类似的功效。

表3墨旱莲对维甲酸所致骨质疏松大鼠股骨、第四椎骨及胫骨骨密度的影响(哥±s，n=10)

Table 3 Effects of HE on BMD of femur，4th lumbar vertebra and tibia in retinoic acid-induced osteoporotic rats(i±5，n=10)

注：与模型组比较，+P<0．05

2．5 墨旱莲对维甲酸所致骨质疏松大鼠骨生物力

学性能的影响

与模型组相比，正常组大鼠股骨全部生物力学

指标显著上升(P<0．05)，墨旱莲1．46 g／kg组连续

给药6 W对最大载荷、结构硬度、能量吸收、最大应

力、弹性模量等生物力学参数分别提高13．98％、

16．33％、40．18％、12．45％、34．96％(P<0．05)，具

有与仙灵骨葆相类似的功效。见表4。

表4墨旱莲对维甲酸所致骨质疏松大鼠骨生物力学性能的影响(元±s，n=10)

Table 4 Effects of HE on bone biomechanical parameters measured by three—point bending test

in retinoic acid—induced osteoporotic rats(i±s，n=10)

注：与模型组比较，‘P<0．05，”P<0．01

2．6墨旱莲对维甲酸所致骨质疏松大鼠股骨干骺

端骨小梁显微结构的影响

Micro CT检测分析各组大鼠右侧股骨：维甲酸

75 mg／kg造模后，大鼠骨小梁结构特性的所有指标

均发生了显著改变。其中骨体积分数(BV／TV)、骨

表面积和骨体积比值(Conn．D)、骨小梁数量(TB．

N)、骨小梁厚度(Tb．Th)显著下降，而结构模型指

数(SMI)和骨小梁分离度(Tb．Sp)显著上升。提示

给予维甲酸75 mg／kg两周后大鼠股骨干骺端骨小

梁的微结构发生了退化。与模型组相比，仙灵骨葆

组与墨旱莲1．46 g／kg组连续治疗6 W能显著抑制

维甲酸所致大鼠股骨干骺端骨小梁微结构的退化

(P<0．05)。墨旱莲0．73 g／kg组除了对Conn．D

无显著性影响外对其他5个参数均产生了显著性影

响。墨旱莲0．37 g／kg组对BV／TV、TB．N和Tb．Sp

产生了显著性影响(P<0．05)，而对Conn．D、SMI、

Tb．Th的改善作用无统计学意义。见表5，图2。

表5墨旱莲对维甲酸所致骨质疏松大鼠股骨干骺端骨小梁参数的影响(髫±s，n：10)

Table 5 Efiects of HE on MicroCT 3．D parameters of trabecula bone in the distal femur region in

retinoic acid·induced osteoporotic rats(i±s，n=10)

组别 BV／TV(1) Corm．D(1／ram3) SMI(1)TB．N(I／ram)Tb．Th(mm)Tb．Sp(mm)

正常对照组0，307±0．005”49．342．4-1．300”1．48．4-0．110” 5．950±O．170”0．070±0．006“0．137±0．002”

模型组0．168±0．019 36．491±2．260 2．56±0．120 2．071±0．121 0．043±0．004 0．236±0．002

仙灵骨葆组0．250土0．012”44．06±2．50” 1．81±0．10’4．88±0．16“0．07±0．009“0．15±0．010”

墨旱莲高剂量组0．260±0．09“40．17±2．24‘ 1．80±0．12’4．53±0．16”0．065±0．005‘+0．162±0．004”

墨旱莲中剂量组0．225±0．012” 38．49±1．99 l，78±0．12’4．77±0．17“0．056±0．007。0．160±0．021”

墨呈垄堡型量望 堡：!!!圭!：竺!!： !!：：!!!：!! !：!!!!：!!! !：!!!!竺：!!：： 垒：坠：圭!：塑! !：!!垒圭Q：!!!：
注：与模型组比较，+P<0．05．”P<0．01
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图2墨旱莲对维甲酸致大鼠股骨I：骺端骨小梁显微结构代表同(2D+3D)

Fig．2 Representative sample from Contr()1．Mndel．XI：GB all(]HE-H groups：2D mapping all(]3D archileett,re

of lrahe(’ula J)one in lhe distal femu r region

3 讨论

维甲酸是维生素A的衍生物，I|缶床上主要用于

肿瘤的化疗和皮肤病的治疗，但大剂量服用1～3 W

会引发骨密度降低、骨形态结构的改变，进而造成骨

质疏松的不良反应，而该反应与雌激素缺乏引起的

骨质疏松极为相似，且操作简便，成功率高，时间短，

因此常被用作大鼠急性骨质疏松的造模方法”J。

墨旱莲为菊科植物鳢肠(Eclipta proztrata L．)的地上

干燥部分。其味甘、酸，性凉，归肾、肝经，入阴血，善

敛固，具有滋补肝肾、凉血止血的功效。⋯J，收载于历

版中国药典中，是中成药二至丸、参鹿补膏的主要原

料药。现代药理研究显示墨旱莲及其提取物具有止

血、保肝、免疫调节、抗炎以及心血管系统保护等多

种药理活性。从墨旱莲中分离出的1个黄酮和2个

异黄酮，在体外均能显著提高小鼠颅骨培养原代成

骨细胞碱性磷酸酯酶(ALP)活性，但对成骨细胞的

增殖没有显著作用⋯·，系统的防治骨质疏松的体内

实验也未见报道。项目组前期研究表明墨旱莲水提

物能有效防治大鼠去卵巢所致的骨质疏松症，能够

降低骨转化率，增加大鼠股骨、第四椎骨、胫骨的骨

密度，同时提高大鼠股骨生物学性能、改善骨小梁结

构，连续用药26 W，未发现雌激素样的子宫刺激性

和其他不良反应¨“。由于大鼠去卵巢造模和维甲

酸造模所致OP症的机理不同，为了进一步考察墨

旱莲对于药物所致继发性OP的治疗效果，项目组

决定开展本实验研究。仙灵骨葆胶囊是以淫羊藿为

主药上市多年治疗绝经后骨质疏松的中成药，目前

国内研究中药及其复方抗维甲酸所致大鼠骨质疏松

症时多以此药为阳性对照药¨3。¨】，本实验亦将其作

为阳性对照药物。

从实验所得数据可以看出，给予维甲酸2 W后，

模型组大鼠的骨密度、骨生物力学性能、骨小梁微结

构均显著低于正常组，这一现象与临床上骨质疏松

样症状相符，说明采用灌胃给予维甲酸(75 mg／kg)

连续2 W诱发大鼠骨质疏松症是成功的。尿液中

DPD被认为是反应骨吸收的特异性、先进性指标之

一¨6川，而来源于人成骨细胞和血清中的ALP¨9。21]

和OCN’”’”J被认为是反应成骨细胞活性的主要指

标。因此，测定血尿中钙磷物质及代表骨转换指标

的ALP、OCN和DPD的水平，对于了解骨代谢状况

具有重要意义。实验结果显示，连续2 W给予大鼠

大剂量维甲酸后，大鼠血中钙磷水平明显下降，尿钙

尿磷排泄显著增加，呈现负钙平衡状态。连续6 W

给予墨旱莲1．46 g／kg能够显著降低维甲酸所致大

鼠ALP、OCN和DPD水平升高的高骨转换率现象，

同时可以有效改善维甲酸所致骨质疏松大鼠的血

钙、血磷显著降低而尿钙显著升高的负钙平衡状态。

本实验中课题组采用诊断骨质疏松症的骨密度

检测法、评价骨生物力学性能的三点弯曲实验和反

映骨小梁微结构变化的Micro CT法进一步综合分

析墨旱莲对维甲酸所致大鼠骨损害的保护作用。实

验结果表明，墨旱莲1．46 g／kg连续治疗6 W能升高

维甲酸所致骨质疏松症大鼠的股骨、第4椎骨及胫

骨的骨密度，同时能有效改善骨生物力学性能和骨

小梁微结构退化的现象，这与其能有效抑制维甲酸

所致骨质疏松症大鼠的高骨转换状态，增加钙磷吸

收率，降低骨吸收，从而在一定程度上抑制骨量丢

失，使骨重建恢复平衡状态有关。后续墨旱莲对骨

代谢的影响与作用机制方面的研究是课题组工作的

重点，目前相关实验正在进行中。
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