
主国量亟堕坠盘查!!!!生!旦箜!!鲞箜!塑 !!!!!Q!!!!P!婴!：垒!鲤!!!!!!!!!!!!：堕!：!

!竺垒!!!!曼垒里旦!!里!旦!!：!璺里鱼旦曼垒璺堕：竺竺里：!里 垒堂；!Q：j2鱼竺[j：!!!里：!旦Q鱼!!竺墨：兰Q!Z：塑墨：Q旦鱼
1007

·论著·

桃红四物汤对泼尼松诱导斑马鱼骨质疏松的治疗作用
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摘要：目的 利用泼尼松诱导的斑马鱼骨质疏松模型评价中药复方桃红四物汤的抗骨质疏松的作用。方法 选择发育正常

的3 dpf斑马鱼胚胎，用10斗g／mL泼尼松处理建立斑马鱼骨质疏松症模型，加入不同浓度(50、150和450斗g／mL)的中药复方

桃红四物汤。同时设置正常对照组、模型对照组和阳性对照药依替膦酸二钠组。4 d后，用0．2％钙黄绿素进行染色，在体视

荧光显微镜下观察，拍照并计算斑马鱼脊椎骨的荧光强度。结果与正常对照组相比，泼尼松处理的模型对照组的斑马鱼脊

椎骨荧光强度显著减少；与模型对照组比较，依替膦酸二钠能增加斑马鱼脊椎骨矿化量并有效防止泼尼松龙诱导斑马鱼产生

的骨质疏松；与模型对照组比较，450斗g／mL浓度的桃红四物汤能显著提高斑马鱼脊椎骨骨骼的荧光强度，而50斗∥mL和

150斗g／mL浓度的桃红四物汤溶液组效果均不明显。结论 桃红四物汤对斑马鱼的最大耐药浓度MTC为450斗g／mL，并对

泼尼松诱导的斑马鱼骨质疏松模型有明显的改善治疗作用。

关键词：斑马鱼；骨质疏松；泼尼松；桃红四物汤；依替膦酸二钠
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Abstract：0bjective To evaluate the anti—osteoporosis effect of traditional chinese medicine Taohong siwu Decoction by the use

of prednisone—induced zebrafish osteoporosis model．】ⅥethOds We selected 3 dpf normal growth zebrafish embryos，established

zebrafish osteoporosis models using prednisone treatment，which were then treated with different concentrations(50，150 and 450

“g／mL)of lyophilized powder of traditional chinese medicine compound Taohong Siwu Decoction．At the same time，the normal

control group，the model control group and the positiVe contr01 group were established． After 4 days，these zebrafish were dyed for

2 h by O．2％ calcein， and then the nuorescence intensity of vertebrae of zebrafish were obserVed and
calculated using stereo

nuorescence microscope． Results Compared with the normal contr01 group，prednisone—treated model group had significantly

lower venebral nuorescent density；compared wim the model group，Etidronate Disodium of 300斗g／mL can increase the amOunt of

vertebrae mineralization and effectively prevent osteoporosis induced by prednisone；compared with me model group，450斗g／mL

concentration of Taohong Siwu Decoction can significantly improVe the zebrafish Venebral fluorescence intensity，while the effects of

the two groups of Taohong Siwu Decoction solution at 50斗g／mL and 150¨g／mL concentration
were not obVious． Conclusion

The Compound Chinese medicine Taohong Siwu Decoction，with a maximum concentration of dmg resistance MTC of 450斗g／mL

on zebrafish，had obvious therapeutic effects on zebrafish osteoporosis model induced by prednisone．

Key words： Zebrafish；OsteOporosi8；Prednisone；Taohong Siwu Decoction；Etidronate Disodium
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是遵循“活血祛瘀”的原则所组成的基本复方，在各种

血栓性疾病的治疗，如血管性头痛、冠心病、血栓性静

脉炎等方面，都取得了满意的疗效¨。；又有基础研

究。21表明，桃红四物汤在骨伤科方面有一定促进骨折

愈合、改善颈椎病，腰腿痛等症状的作用，但其基础机

理和临床应用有待于进一步的开发和研究。
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随着老龄化社会的到来，越来越多的老年问题也

随之出现。骨质疏松症作为影响老年人日常生活的

普遍问题之一，已得到普遍的关注和重视。在骨骼研

究领域人们已经成功建立了许多动物骨骼模型，而新

型模式生物斑马鱼则越来越受到人们的关注。斑马

鱼个体小、易于饲养、胚胎透明易于观察和操作，易

于观察骨骼的发育¨⋯，并且它的重要器官即使出现

畸形也能存活很长时间怕1，同时在研究领域还有些

实验样品用量少、实验周期短和可实现高通量筛选等

优点。现代研究表明，其骨骼形成机制与哺乳动物一

样，且其参与调控的关键基因与哺乳动物的相关基因

具有高度的同源性⋯，因此斑马鱼已被广泛用于骨骼

发育及相关疾病机制的研究与治疗¨。1“。

因此，本研究利用斑马鱼模型，研究中药复方桃红

四物汤对泼尼松诱导的斑马鱼骨质疏松的治疗作用，

为探讨该复方对骨质疏松有无疗效提供了科学依据。

1材料和方法

1．1材料

1．1．1药品与材料；10仙g／mL泼尼松(上海阿拉丁

生化科技股份有限公司，批号28778)，依替膦酸二

钠(TargetMol，批号为T1210)，0．2％钙黄绿素(美

国sig珊a公司，批号为C0875-5G)，桃红四物汤(桃

仁9 g，红花6 g，当归12 g，川芎6 g，白芍9 g，熟地

黄12 g)，每个复方大约54 g，加10倍体积的水煎煮

60 min，离心取上清，经低温冷冻干燥成粉末状，一

80℃保存备用。解剖显微镜(szx7，OLYMPus，

Japan)；电动聚焦连续变倍荧光显微镜(Azl00，

Nikon公司)；6孔板(Nest Biotech)；甲基纤维素

(Aladdin，Shanghai，China)。

1．1．2实验动物：野生型AB系斑马鱼，由浙江杭

州环特生物公司提供，以自然成对交配繁殖方式进

行。年龄为受精后3天(3 dpf)，共180尾，用于评

价桃红四物汤对斑马鱼骨质疏松治疗作用实验。饲

养于28℃的养鱼用水中(水质：每1 L反渗透水中

加入200 mg速溶海盐，电导率为480～510¨s／cm；

pH为6．9～7．2；硬度为53．7～71．6 mg／L CaC03)，

实验动物使用许可证号为：sYxK(浙)2012-0171。

饲养管理符合国际AAALAc认证的要求。

1．2方法

1．2．1 桃红四物汤的最大耐受浓度(MTc)测定：

随机选取3 dpf正常野生型AB系斑马鱼于六孔板

中，每孔(即每浓度组)30尾，用泼尼松处理正常斑

马鱼建立斑马鱼骨质疏松症模型，分别水溶给予桃

红四物汤350、400、450和500斗g／mL浓度，每孔容

量为3 mL，同时设置正常对照组和模型对照组。28

℃培养箱孵育一段时间后，观察并统计斑马鱼死亡

数量与毒性情况，确定桃红四物汤对斑马鱼的最大

耐受浓度(MTC)。

1．2．2桃红四物汤对泼尼松诱导的骨质疏松的作

用：随机选取3 dpf正常野生型AB系斑马鱼于六孔

板中，每孔(即每浓度组)30尾，用泼尼松处理正常

斑马鱼建立斑马鱼骨质疏松症模型，分别水溶给予

桃红四物汤50、150和450¨∥mL浓度，阳性对照药

依替膦酸二钠300斗∥mL浓度，每孔3 mL容量，同

时设置正常对照组和模型对照组。28 cC培养箱孵

育4 d后，用0．2％钙黄绿素进行染色，染色后进行

拍照。采集数据，分析统计斑马鱼脊椎骨前三节的

荧光强度(s)，桃红四物汤对斑马鱼骨质疏松治疗

作用计算公式如下：

骨质疏松治疗作用(％)=

器精器嚣篙器盐枷o％Js(正常对照组)一S(模型对照组)⋯⋯‘
1．3统计学处理

全部统计学处理结果用面±s表示，利用方差分

析和Dunnetts—T检验两种统计学方法，P<O．05认

为差异具有统计学意义。

2 结果

2．1 桃红四物汤对斑马鱼的最大耐药浓度

通过对各浓度组桃红四物汤引起斑马鱼幼鱼死

亡率的统计分析，结果显示，桃红四物汤在350、400

和450¨g／mL浓度时，斑马鱼反应正常，均未引起

斑马鱼死亡。当浓度为500¨g／mL时，3．3％斑马

鱼死亡，表明本实验中，桃红四物汤对斑马鱼的最大

耐药浓度MTC为450¨g／mL。因此，后续的骨质疏

松治疗作用的实验浓度设置为50、150和450斗g／

mL。详见表1。

表1桃红四物汤对斑马鱼的最大耐药浓度(n=30)

Table l The maximum concentration of drug resistance of

Taohong Siwu Decoction on zebrafish(n=30)

万方数据
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图1桃红四物汤对斑马鱼骨质疏松的作用(n=30)

A泼尼松处理斑马鱼建立骨质疏松动物模型，设正常对照组和模型对照组，桃红四物汤三个浓度组，依替膦酸二钠组六个处理

组，分别处理4 d；B定量分析斑马鱼脊椎骨前三节的荧光强度。30次独立重复实验的结果用i±s表示。与模型对照组比

较，+P<O．05，”P<0．01，⋯P<O．OOl

Fig．1 Effect of different concentrations of Taohong siwu Decoction on vertebral osteoporosis in zebrafish(n=30)

A：Zebransh osteoporosis models were established usi”g prednisone and 6 study groups including NoHnal control gr0“p，Model group，

Taohong siwu Decoctio“groups of three different concentrations， and Etidron8te disodium group receiVed respectiVe treatment
for 4

day8；B The nuorescence intensity of the first three vertebrae of zebra矗sh in different gro“ps were measured using quantitatiVe analysis．

All data represent as the means±SD of thirty independent elperiments． Compared with the model gro“p，4 P<0． 05，料P<0．01，

⋯尸<O．00l

2．2 桃红四物汤对泼尼松诱导的骨质疏松的作用

实验共有6个组，为正常对照组，模型对照组，

依替膦酸二钠组和3个浓度的桃红四物汤组，作用

斑马鱼模型，结果见图l～2，表2。

模型对照组的斑马鱼脊椎骨荧光强度小于正常

对照组，P<0．01；阳性药物依替膦酸二钠组的斑马

鱼脊椎骨荧光强度大于模型对照组，P<0．001，提

示斑马鱼骨质疏松模型构建成功，也表示依替膦酸

二钠对斑马鱼骨质疏松具有明显的治疗作用。

桃红四物汤在浓度为50斗∥mL和150斗g／mL

时，对斑马鱼骨质疏松治疗作用分别为16．4％和

17．8％，斑马鱼脊椎骨荧光强度与模型对照组比较P

>0．05，提示桃红四物汤在50斗g／mL和150恤g／mL

表2桃红四物汤对斑马鱼骨质疏松的

1009

治疗作用(n=30)

Table 2 Therapeu“c ef玷ct of Taohong Siwu Decoctjon on

zebrafish osteoporosis(，l=30)

一
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浓度时，对斑马鱼骨质疏松的治疗作用不明显；但桃

红四物汤在450¨∥mL浓度时，其斑马鱼骨质疏松

治疗作用为63．5％，斑马鱼脊椎骨荧光强度与模型

对照组比较尸<0．05；提示桃红四物汤在450斗g／

mL浓度时，对斑马鱼骨质疏松具有明显的治疗作

用。

3 讨论

桃红四物汤作为活血化瘀类的经典中药复方，

方中熟地、白芍是血中的血药，当归、川芎是血中的

气药，阴阳动静相配，故能补血，又能和血，加入活血

祛瘀的桃仁、红花为主药，突出了活血化瘀的作用，

由于桃仁、红花的活血作用比较缓和，再配合四物汤

养血扶正，故本方是一首比较平和有效的活血祛瘀

方剂’1。。中医认为，脉者，血之府也，凡血液流通之

处，皆可称为血府，因此桃红四物汤也被广泛用于骨

科各疾病的治疗，如骨折、腰腿痛等旧。。

由于桃红四物汤多在骨伤科方面用做壮骨强肾

药的辅助用药，单独探讨其对骨质疏松症作用的研

究较为少见，本研究探讨在泼尼松诱导的斑马鱼骨

质疏松模型中，桃红四物汤对其的最大耐药浓度和

治疗作用，结果发现，在经泼尼松处理的斑马鱼骨质

疏松模型组的基础上，加入的桃红四物汤在350、

400和450肛g／mL浓度时，斑马鱼反应正常，未有死

亡。而在500仙g／mL浓度时引起3．3％斑马鱼死

亡，即本方对斑马鱼的MTC为450¨g／mL，在此基

础上，进一步评价了阳性对照药和桃红四物汤的抗

骨质疏松活性，结果发现，依替膦酸二钠的抗骨质疏

松的作用略强于桃红四物汤，而桃红四物汤的疗效

存在着一定的量效关系，另一方面，提示斑马鱼骨质

疏松模型也可用于中药复方抗骨质疏松活性的疗效

关系研究。

由于斑马鱼骨质疏松模型是一种介于单细胞和

整体哺乳动物之间的在体模式动物模型，可作为细

胞实验和常规动物实验评价之间的桥梁，体积小而

有完整骨骼，可实现在体、无损伤地快速观察药物的

作用。这对开发我国丰富的中药资源，尤其是能够

快速地发现和甄别具有抗骨质疏松作用或骨骼毒副

作用的某些经典复方‘1⋯，有着不可否认的促进作

用。
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