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·药物研究·

葛根素和丹参酮ⅡA对维甲酸诱导骨质疏松大鼠生殖
系统的修复作用
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摘要：目的探讨和比较葛根素(puerafin，PUE)、丹参酮ⅡA(tanshinoneII A)两种植物雌激素对维甲酸诱导的雌性骨质疏松

大鼠生殖系统的修复作用。方法 12周龄SPF级健康雌性SD大鼠50只，随机分为正常组、模型组、葛根素组[50 mg／(kg·

d)]、丹参酮ⅡA组[200 mg／(kg·d)]、苯甲酸雌二醇阳性对照组[40¨g／(kg·d)]。除正常组外，其余各组每日给予维甲酸80

mg／(kg·d)灌胃，建模21 d。建模21 d后除模型组外，其余各组进行给药，给药70 d后，检测各组大鼠体重，生殖系统(子宫、

阴道、卵巢)湿重，ELISA测定血清雌二醇(estradiol，E，)含量，采集子宫、阴道组织进行石蜡包埋、HE染色，观察子宫及阴道形

态，并用病理图像分析系统进行组织形态计量学测定。结果通过生殖系统脏器指数计算、血清雌二醇检测以及子宫和阴道

组织形态计量学分析显示，模型组脏器指数、血清E，含量较正常组显著降低(P(0．05)，模型组大鼠子宫腔径、管径厚度、上

皮厚度、肌层厚度、腺体数量较正常组显著减少(P<0．01)，阴道出现不同程度萎缩，阴道上皮厚度较正常组显著降低(P<

0．叭)；葛根素组上述指标较模型组显著增加(P<0．05)；丹参酮ⅡA组上述指标较模型组显著增加(P<0．01)；丹参酮组与葛

根素组相比，丹参酮组子宫管径厚度，阴道上皮厚度，显著高于葛根素组(P<0．01)。结论葛根素和丹参酮ⅡA均对维甲酸

诱导的骨质疏松大鼠生殖系统损伤具有修复作用，且丹参酮ⅡA对生殖系统的修复作用优于葛根素。

关键词：葛根素；丹参酮ⅡA；维甲酸；骨质疏松；生殖系统

The effect of puerarin and tanshinoneⅡA on the restorative function of reproductive system in

retinoic acid·induced osteoporosis in rats
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Abstract：Objective To study the restorative function of the two phytoestrogens，puerarin(PUE)and tanshinoneⅡA．on the

reproductive system in retinoic acid-induced osteoporosis in rats．Methods Fifty 12一week—old healthy SD female rats were

randomly divided into Normal group，Model group，Puerarin group(50 mg／kg·d)，TanshinoneⅡA group(200 mg／kg‘d)，and

Estradiol benzoate positive control group(40肛g／kg·d)．Except for the Normal group，the raIs in the rest groups received daily

retinoic acid 80 mg／kg·d for 21 days，After 21-day modeling，except for the model group，the rats in other groups received drug for

70 days．The weight of rats and the wet weight of their reproductive system(uterus，vagina，ovary)were detected after

administration of drugs．The serum estradiol(E2)levels were determined with ELISA method．The rat uterus and vagina were

collected for histopathological and histomorphometry analysis．Results By histomorphometric analysis，reproductive organ index

calculation，and the serum estradiol detection，the organ index and E2 level in rats of model group had significant reduction

comparing the those in normal group(P<0．05)．The diameter of the uterus，thickness of the uterine epithelium，myometrium

layer，number of the uterine gland，and vaginal epithelial thickness also reduced(P<0．0 1)．Compared tO those in the model

group，the above indexes in Puerarin group increased(P<0．05)．In addition，the above indexes in Tanshinone II A group

increased significantly．Comparing tO those in Puerarin group，the thickness of the uterine epithelium，myometrium layers，number

of the uterine gland，and vaginal epithelial thickness increased significantly in Tanshinone II A group(P<0．OI)．Conclusion
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Both PUE and tanshinone 1I A have the restorative function on damaged reproductive system in osteoporotic rats induced by retinoic

acid，and the repairing effect of tanshinone II A is better than that of PUE on the reproductive system．

Key words：Puerarin；Tanshinone 11 A；Retinoic acid；Osteoporosis；Reproductive system

绝经后骨质疏松症(postmenopausal

osteoporosis，PMOP)，通常因女性绝经后卵巢功能衰

退，体内雌激素水平急剧下降，导致破骨细胞活动度

增加、骨转化率升高而表现出全身骨量减少、骨密度

降低、骨脆性增加的一种骨代谢疾病⋯。在维甲酸

诱导的大鼠骨质疏松症模型中，维甲酸造成生殖系

统损伤引起体内雌激素水平降低导致骨质疏松，与

人类PMOP具有良好的相似性’2’31。由于雌激素降

低引起骨质疏松的同时也对生殖系统引起生理改变

而造成一定损伤’4 o，通过传统的雌激素治疗会导致

子宫内膜增生，卵巢增生甚至引发生殖系统癌变，存

在一定风险性，因此使用植物雌激素治疗PMOP便

得到广大研究者的青睐。本研究使用葛根素与丹参

酮ⅡA在对骨质疏松症进行治疗的同时观察其是否

对生殖系统存在修复作用，并对葛根素与丹参酮Ⅱ

A这两种植物雌激素对生殖系统的修复作用进行比

较，为绝经后骨质疏松患者的生殖系统修复与治疗

提供参考。

1材料和方法

1．1实验材料

1．1．1实验动物：50只健康雌性SD大鼠(SPF级，

由第四军医大学实验动物中心提供，许可证号：

SCXK一(军)2012-0007)12周龄，体重200—220 g。

1．1．2 主要试剂：维甲酸，含量99．4％，购于北京

贝丽莱斯生物化学有限公司。葛根素98％、丹参酮

ⅡA 10％，购于北京鼎国昌盛生物技术公司。苯甲

酸雌二醇注射液4 rag／2 mL购于赤峰博恩药业公

司。大鼠雌二醇Elisa(96T)试剂盒，购于上海西唐

生物科技有限公司。

1．1．3主要仪器：尼康倒置荧光显微镜(Nikon Ti—

S)、酶标仪(BioTek)、分析天平(TB．214北京赛托利

斯仪器有限公司)、小动物麻醉机(美国MATRX)。

1．2实验动物分组与给药

50只雌性大鼠随机分为正常组、模型组、葛根

素组、丹参酮ⅡA组、苯甲酸雌二醇阳性对照组，每

组10只，分笼饲养，自由饮水、摄食。适应性饲养l

W后开始骨质疏松建模。除正常组外，其余各组每

日给予维甲酸80 mg／(kg-d)灌胃，建模21 d∞’6j，正

常组每日给予等量蒸馏水灌胃。建模21 d后开始

给药，葛根素组每日按50 mg／(kg·d)、丹参酮ⅡA

组每日按200 mg／(kg·d)灌胃，雌二醇组每日按40

Ixg／(kg·d)腹腔注射，连续给药70 d。

1．3组织样品采集与指标测定

1．3．1 血清样品采集：给药结束后分别记录各组大

鼠体重，每只使用小动物麻醉机调节麻醉气体(异

氟烷)流量500—700 mL／min麻醉后称重、眼眶静

脉采血5 mL，3000 r／min 4。C离心6 rain，取上清置

于一80℃冰箱冻存，以备后用。

1．3．2生殖系统(子宫、阴道、卵巢)采集及脏器指

数测定：CO：窒息法处死大鼠后用手术剪从大鼠腹

腔正中剪开，迅速找到子宫及卵巢并分离周围脂肪

组织，连阴道一并迅速取出，剔除周围结缔组织后，

PBS冲洗2次，用无尘无菌纸将PBS吸干，置于分析

天平上称重，记录数据计算脏器指数_J。记录后将

组织置于4％多聚甲醛中固定24h，备用。

1．3．3血清雌二醇含量测定：使用大鼠ELISA试

剂盒(96T)，采用竞争结合法，每只大鼠血清做2个

复孔，其余操作严格按照说明书进行。反应完毕后

使用BioTek酶标仪进行OD值读数，检测采用终点

动力学法，450 nm光波长测定。将所得OD值代人

标准曲线方程由Elisa计算软件计算出E，含量。

1．3．4组织形态学观察：取已固定好的各组子宫、

阴道组织经酒精梯度脱水，二甲苯透明，石蜡包埋，5

～7 txm切片，HE染色。置于尼康倒置荧光显微镜

下进行40、100、200倍观察，每张切片分别取3—5

个视野拍照。

1。3。5形态计量学测定：将HE染色切片置于10

倍镜下，随机选择6个视野，应用Image．Pro Plus显

微测量系统，进行子宫、阴道形态计量学相关参数的

测定，分别测定子宫上皮厚度、子宫腔径、子宫肌层

厚度、管径厚度，统计子宫腺体个数，以及对阴道上

皮厚度、阴道壁厚度进行测量。

1．4统计学处理

所有采集数据均用SPSS 21．0进行方差分析，t

检验、结果用互±s表示，P<0．05时表示差异有统

计学意义。

2 结果

2．1 葛根素与丹参酮ⅡA对骨质疏松大鼠生殖系

万方数据



802 壁!垦笪亟堕丛苤查!!卫堡!旦笙!!鲞笙!塑 !!堕!Q!!!!P!竺!!!!!!!!!!!∑!!!!!翌!：!

统脏器指数的影响

通过各组脏器指数比较发现，模型组较正常组

显著降低(P<0．05)，提示维甲酸在造成骨质疏松

症的同时对生殖系统也有较大损伤作用。其中，丹

参酮组较模型组脏器指数显著升高(P<0．01)差异

极显著。葛根素组较模型组有所升高但差异不显著

(P>0．05)。此外，葛根素组与丹参酮组虽较模型

组均有升高，但都低于阳性对照雌二醇组。雌二醇

组与模型组相比差异极冠著(P<0．01)(见图1)。

』1：常组 模型组 葛根素 雌．醇 』_参酮

分组

图l 各组生殖系统脏器指数比较

与模型组比较，‘P<0．05，”P<0．0I

Fig．1 Comparison of organ index of reproductive

system between ea(-|h group

(+Compared wilh the Model group．P<0．05．”

Compared with Ihe Model group，P<0．01)

2．2 血清雌二醇检测结果

通过分析血清Elisa检测结果，模型组较正常组

显著降低(P<0．05)。提示，维甲酸对大鼠生殖系

统损伤较大，导致血清E，水平显著降低。葛根素组

较模型组有所升高，差异显著(P<0．05)，丹参酮组

E，恢复水平较模型组显著升高(P<0．05)，植物雌

激素两组E，水平均低于雌二醇阳性药物组。提示，

两种植物雌激素均能有效增加大鼠体内雌二醇水

平。丹参酮组与葛根素组相比，两者差异不显著(P

>0．05)但丹参酮组E，水平稍高于葛根素组。提

示，丹参酮药效优于葛根素：见图2．

2．3组织病珲学分析结果

2．3．1子宫组织病理学分析：通过分析HE染色结

果发现，正常组子宫断面全层结构正常，子宫上皮为

单层柱状上皮，排列均一较为致密，同有层较厚，血

管较为丰富，视野中可见多个单管状子宫腺体。模

型组子宫H{现萎缩形态．4倍镜视野下可见子宫断

面全貌，管径厚度较JE常组明显减少，腔径增加，子

宫单层柱状上皮较正常组明显变薄．排列不规则、薄

II．常组 模型组 鹄撒索 雌一醇 丹参酮

分组

图2各组血清E，含量

‘j模型组比较。’P(0．05

Fig．2 Serum E2 levels in ea(’h group

(‘compared with the Model group．P<0．05)

厚不均一。雌二醇组子宫m现向腔内增生现象。上

皮厚度明显增加颜色较深，柱状上皮细胞排列致密，

管径厚度明显增加，腔内有较多脱落细胞。葛根素

组与丹参酮组子宫断面全层形态较模型组有所改

善，子宫管径厚度有所增加，上皮厚度有所增加，但

程度均小于雌二醇组(见图3)。

2．3．2 阴道组织病理学分析：组织学观察显示，正

常组阴道上皮为复层扁平上皮，上皮较厚，可见呈深

红色的完全角化细胞，固有层较厚，毛细血管丰富。

模型组阴道复层扁平上皮及阴道壁厚度较正常组明

显减小。葛根素组及丹参酮组阴道上皮厚度、阴道

壁厚度均较模型组有所增加，视野可见红色角化上

皮细胞。其中，丹参酮组阴道形态较葛根素组恢复

良好，上皮及管壁生长较厚。雌二醇组阴道上皮厚

度较各组均显著增加，上皮细胞排列致密，形状不规

则。植物雌激素两组虽较模型组上皮厚度及阴道壁

厚度有所恢复，上皮细胞形态较为规则，但整体水平

均低于雌二醇组(见图4)。

2．4形态计量结果

2．4．1 子宫形态计量结果：通过统计各组子宫形态

计量值发现，模型组子宫各项指标均较正常组显著

减少，差异极显著(P<0．01)，子宫腔径显著扩大(P

<0．01)。葛根素组子宫管径较模型组显著升高(P

<0．01)，子宫腔径较模型组湿著减少(P<0．01)，

子宫肌层厚度、腺体数量较模型组显著升高(P<

0．05)，子宫上皮厚度较模型组有所增加但差异不

显著(P>0．05)。丹参酮组子宫腺体数量较模型组

有所改善但差异不显著(P>0．05)，其余各项指标

均较模型组差异极显著(P<0．01)。通过丹参酮组

与葛根素组对比发现．丹参酮组子宫管径、上皮厚
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度、肌层厚度、均大于葛根素组，其中子宫管径差异 显著(P<0，05)(见表1)．
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图3各组子宫组织结构(HE染色)
A：正常组子宵断面全层40 x；B：正常组子宫内膜100 x；C：模型组子宫断面全层40 x；D：模型组子宫内膜100 x；E：葛根素组子

宫断面全层40。：F：葛根素组子宫内膜100。；(；：雌二醇组子宫断面全层40。；H：雌二醇组子官内膜100 x；I：丹参酮组子宫断面

全层40。；J：丹参酮组子宵内膜100 x；EP：子宫上皮；LP：固有层；▲：子宫腺体

Fig．3 The structure of the uterus of each group(H&E staining)
A：The whole layer of the ulerus in control group 40 o；B：The endometrium in control groupl 00 o：C：The whole layer of the uterine in

retinoi(’acid group40。；I)：The emlometrium in I_etinoic acid groupl00 x：E：The whole layer ofthe uterine in PUE group 40 x：F：The

endometrium in Pt E groupl00 x：G：’i’he whole layer of the uterus in estradiol group 40。：H：The endometrium in estradiol group 100

x；I：The whole la)Pr nf lhe II|erus in ta．shinone group 40。；J：The endometrium in tanshinone group 100。；EP：Epithelium；I,P：
Imin propri：▲：L h，rine gland．
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图4各组阴道组织结构(HE染色)

A：正常组阴道40。；B：正常组阴道100。；C：模型组阴道40。；D：模型组阴道100。；E：葛根素组阴道40×：F：葛根素组阴道100。：G：

雌二醇组阴道40×：It：雌：醇组阴道100。；1：丹参酮组阴道40。；J：丹参酮组阴道100×：EP：阴道卜皮

Fig．4 The struclure of the vagina each group(H&E staining)

A：The vagina in control group 40。；B：The vagina in control group 100。；C：The vagina in retinoi(『·acid group 40。：D：The vagina in relinoic

a(‘id group 100。；E：Tile、agina in PUE gnmp 40。；F：The vagina in PUE group 100。；G：The vagina in estradiol grotlp 40“；tt：The vagina

in estradiol group 100。：I：7Fhe、agina in lanshinone group 40。：J：The vagina in tanshinone group 100×：E11：Epithelium
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表1各组大鼠子宫形态计量值(i±s)

Table 1 The measurement of uterine morphometry in rats of each group(i±s)
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注：与正常组比较，’P<0 05，¨P<0 OI；-5模型组比较，。P<0 05，¨P<0．0I；与葛根素组比较，‘P<0 05

2．4．2 阴道形态计量结果：各组大鼠阴道形态计量

值如表2所示，模型组阴道上皮厚度较正常组减少，

差异极显著(P<0．01)，阴道壁厚度显著减少(P<

0．05)。葛根素组阴道上皮厚度较模型组显著增加

(P<0．01)，阴道壁厚度有所恢复但差异不显著(P

>0．05)。丹参酮组阴道上皮厚度较模型组显著升

高(P<0．01)，阴道壁厚度较模型组有所增加但差

异不显著(P>0．05)。两种植物雌激素药物组指标

均低于雌二醇阳性对照组。丹参酮组阴道上皮厚度

恢复程度较葛根素组有明显改善，差异极显著(P<

0。01)，见表2。

表2各组大鼠阴道形态计量值(i±s)

Table 2 The measurement of vagina morphometry in

rats of each group(x±5)

注：与正常组比较，3P<O 05，88 P(O，01；与模型组比较，。P(O．05，58 P

(0，叭；与葛根素比较，‘。P<0 01)

3 讨论

PMOP在45岁以上妇女中发病率为30％，在

75岁以上妇女中发病率约为90％“。妇女绝经后

因卵巢功能衰退，体内雌激素含量急剧下降引起骨

代谢异常、骨钙矿盐丢失、骨密度下降，骨脆性增加，

导致骨质疏松、骨痛的同时也对生殖系统造成损伤，

引起子宫上皮、内膜萎缩，局部微循环受阻，子宫功

能减退，免疫力下降而容易受外界病原体侵袭‘⋯。

同样，由于雌激素的丢失出现阴道上皮萎缩，上皮细

胞糖原减少导致阴道pH值上升，抑菌能力减弱，易

遭受病原微生物感染⋯l。此类人群易患绝经型或

老年性阴道炎、宫颈炎，生活质量受到严重影响。

在临床治疗中，通常使用雌二醇、孕激素等来治

疗骨质疏松症以及绝经型阴道炎等，此类激素型药

物能够直接提高体内雌激素水平，刺激成骨细胞活

性，纠正骨代谢异常，缓解生殖系统萎缩⋯’121。但

长期使用化学合成类激素，引发宫颈癌、卵巢癌、子

宫内膜癌等生殖系统癌变以及心血管血栓等的可能

性较大，具有一定风险性H“。

在本试验中，通过维甲酸诱导建立骨质疏松大

鼠模型，对维甲酸模型组脏器指数、血清E，水平、子

宫阴道组织学观察和形态计量发现，其各项指标均

与正常组差异显著，说明维甲酸在引起骨质疏松症

的同时能够引发生殖系统损伤，可以较为良好地模

拟人类PMOP¨4’”1。在本研究中，选用葛根素、丹参

酮ⅡA两种药物，葛根素为黄酮类化合物，具有雌激

素样作用，能够有效对骨质疏松大鼠起到骨保护作

用。”1，丹参酮ⅡA属于丹参中脂溶成分：丹参酮I、

ⅡB、V、Ⅵ、隐丹参酮、异丹参酮多种成分中之一，

具有良好的雌激素样活性。”J，二者均有抗骨质疏松

和促进骨形成作用。。8 J。

通过检测发现，葛根素与丹参酮ⅡA均能发挥

其类雌激素样作用，能够显著提升大鼠血清E，水

平。此外，两种植物雌激素均能作用于生殖系统，显

著增加子宫上皮厚度、管径厚度，阴道上皮厚度。能

够提升子宫肌层厚度和腺体数量，增加生殖系统湿

重。通过对比发现，丹参酮ⅡA在提升血清E，水

平、子宫管径、上皮厚度、肌层厚度、阴道上皮厚度方

面较模型组均有极显著差异，程度均优于葛根素组，

恢复水平更接近于正常大鼠。但两组药物水平均低

于阳性药物苯甲酸雌二醇组，由此说明，植物雌激素

作用强度较化学合成类激素弱、起效时间较长，提示

这正是植物雌激素的安全性和长期使用性的优势所

在119’2 0】。

鉴于此，葛根素与丹参酮ⅡA在发挥雌激素样

作用治疗骨质疏松的同时均能有效改善PMOP所导

致的生殖系统损伤，预测其对老年性阴道炎、宫颈

炎、子宫萎缩等具有一定的治疗和修复作用，为绝经

后生殖系统修复治疗及药物研发提供参考和依据。
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