
相关的酶 ,如鸟氨酸脱羧酶 ( ODC)、 PKC、环氧合

酶、脂氧化酶来实现的 ,这预示姜黄素这一多方面全

方位的抗肿瘤药物具有广阔的发展前景。
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淫羊藿提取物对去卵巢大鼠骨转换率增强的抑制作用

解　芳 1, 3 ,张　岩 1, 3 ,吴春福 1 ,姚新生 2 ,黄文秀 3, 4 

( 1. 沈阳药科大学药学院 药理系 ,辽宁 沈阳　 110016; 2. 沈阳药科大学中药学院 天然药物化学系 ,辽宁 沈阳　 110016;

3. 国家中药与分子药理重点实验室 ,广东 深圳　 518057; 4. 香港理工大学 应用生物和化学科技学系 ,香港 九龙 )

摘　要:目的　研究淫羊藿提取物对去卵巢大鼠骨转换的影响。方法　取 3月龄 SD大鼠手术切除双侧卵巢 , 1个月

后 ig给予阳性药 17β-雌二醇 ( 2 mg /kg )以及淫羊藿提取物混悬液 ( 110 mg /kg ) ,连续给药 3个月。采用全自动生
化分析仪测定血清中钙 ( s-Ca )、磷 ( s-P)的量和碱性磷酸酶 ( ALP) 的活性及尿中钙 ( u-Ca)、磷 ( u-P )和肌酐

( Cr )的量。利用 ELISA试剂盒测定尿脱氧吡啶酚 ( DPD )的量。取胫骨近端制成不脱钙骨切片进行骨组织形态计
量学分析。结果　与假手术组相比 ,去卵巢大鼠 s-Ca、 s-P没有变化 , ALP活性增强 , u-Ca排出显著升高 ,尿中 DPD

与 Cr的比值 ( DPD /Cr )显著增加 ,子宫萎缩。骨小梁面积百分比降低 ,骨小梁间隙增加。 ig给予雌二醇或淫羊藿

提取物 3个月 ,血清 ALP活性降低 , u-Ca排出量减少 ,尿中 DPD /Cr降低 ,骨小梁增加 ,且骨小梁间隙减小。雌二醇

组大鼠子宫增生 ,淫羊藿组大鼠子宫与模型组相比没有变化。 结论　淫羊藿提取物能够显著抑制由于雌激素缺乏
引发的骨转换增强 ,调整骨形成和骨吸收的关系 ,对遏制去卵巢造成的骨质疏松有一定的作用 ,且长期服用对子宫

没有刺激作用。
关键词: 淫羊藿 ; 骨质疏松 ; 卵巢切除术
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Inhibitory effect of Herba Epimedii extract on bone turn-over of ovariectomized rats

X IE Fang
1, 3 , ZHANG Yan

1, 3 , WU Chun-fu
1 , Y AO Xin-sheng

2 , WONG Man-sau
3, 4

( 1. Depar tment o f Pharmaco lo g y, Shenyang Pharmaceutical Univ er sity , Shenyang 110016, China; 2. Depar tment of

Natur al Products Chemistr y, Shenyang Pha rmaceutical Unive rsity , Shenyang 110016, China; 3. Sta te Key

Labo rato ry of Chinese Medicine and Mo lecula r Pha rmaco lo gy , Shenzhen 518057, China; 4. Depa rtment o f

Applied Biolog y and Chemica l Technolog y , the Hong Kong Po lytechnic Univ ersity , Hong Kong SAR)

Abstract: Objective　 To investiga te the ef fect of Herba Epimedii ex t ract on bone turn-over in

ovariectomized ra ts. Methods　 Three-month old fema le SD rats w ere ovariectomized and Sham-operated
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respectiv ely. One month af ter ova riectomy ( OVX) , the rats w ere giv en Herba Epimedii ex t ract ( 110 mg /

kg ) and 17β -est rogen ( 2 mg /kg ) by ig fo r three months continuously. Serum contents of Ca ( s-Ca) , P ( s-

P) , and ALP as w ell as urine contents o f Ca ( u-Ca) , P ( u-P) , and creatinine ( Cr ) w ere detected. U rine

DPD /Cr w as analyzed by ELISA ki t. The proximal tibia wa s processed undecalcified sections o f 5μm fo r

histomorphometric analy sis. Results　 There w as no change among al l groups in the lev els o f s-Ca、 s-P,

and u-P. Serum ALP activi ty signi ficant ly increased in OVX rats wi th metrat rophia compared wi th Sham

g roup, as w el l as u-Ca and DPD /Cr. OVX g roup had low er t rabecular bone mass wi th decreased a rea per-

centag e o f t rabecular bone mass and increased suturae of t rabecular bone mass. Bo th Herba Epimedii ex-

tract and 17β -est rog en treatment could make serum ALP activi ty inhibi t , u-Ca and DPD /Cr reduce, t rabe-

cula r bone mass increase, and suturae o f t rabecular bone mass const rict in tibia widen. Hysterauxesis w as

found in 17β -est rog en g roup, while no change w as observ ed in Herba Epimedii ex t ract g roup compa red

w ith model g roup. Conclusion　 Herba Epimedii ex t ract could inhibit the high ra te of bone turn-over

induced by OVX in rats, wi thout substantial effects on the uterus.

Key words: Herba Epimedii ; o steopo rosis; ov ariectomy ( OVX)

　　淫羊藿是很常用的一味补肾中药
[1 ]

,用于治疗

多种疾病 ,包括骨质疏松
[ 2]

,是治疗骨质疏松的中药

复方中使用频率最高的中药之一。研究表明 ,其可防

止去卵巢致骨质疏松大鼠 [ 3]和老龄骨质疏松大鼠 [ 4]

的骨量丢失。 临床实验还证明淫羊藿可以防止绝经

后妇女的骨量丢失并提高骨钙素和雌激素水平 [1, 5 ]。

本实验采用去卵巢造成大鼠骨质疏松模型 ,研究淫

羊藿提取物对去卵巢骨质疏松大鼠骨转换的影响 ,

为淫羊藿防治骨质疏松提供一定的理论依据。

1　材料与方法

1. 1　动物: 3月龄 SD大鼠 35只 ,雌性 ,体重 190～

230 g ,购自广州中医药大学实验动物中心。

1. 2　淫羊藿提取物: 取小檗科植物箭叶淫羊藿

Epimedium sagit tatum ( Sieb. et Zucc. ) Maxim.

的干燥根茎 ,切成薄片状 , 5倍体积水加热提取 3次 ,

合并提取液 ,浓缩液经喷雾干燥得到褐色粉末 ,提取

率为 10%。 按照《中国药典》 ( 2000年版 )所载紫外

分光光度法检测提取物中含淫羊藿苷 ( 9. 6±

0. 3)% 。

1. 3　仪器:美国 Abbo t t Labo ra to ries公司 ALCY-

ON
○R 300i型全自动生化仪 ,美国 Bio— Rad550型酶

标仪 ,意大利 TECN IPLAST 公司大鼠代谢笼 ,日

本产全能 Olympus A H— 2型光学显微镜。

1. 4　药品与试剂: 17β -雌二醇 , Sigma公司 ;钙、磷

试剂盒 ,肌酐试剂盒 ,碱性磷酸酶检测试剂盒 (中生

北控生物科技股份有限公司 ) ;脱氧吡啶酚 ELISA

试剂盒 ,美国 Quidel Co rpo ra tion;其他试剂均为国

产分析纯。

2　方法

2. 1　分组:健康 3月龄雌性 SD大鼠 35只 ,随机分

为 4组:假手术组 ( 8只 )、造模组 ( 8只 )、淫羊藿组

( 9只 )、雌二醇组 ( 10只 )。

2. 2　造模:将动物乙醚麻醉 ,腰背部两侧剪毛 , 75%

乙醇消毒 ,在无菌条件下进行手术 ,假手术组大鼠背

部切口 ,找到卵巢后 ,只切除少量脂肪组织后缝合 ;

其他各组均从背侧切口摘除双侧卵巢后 ,缝合伤口 ,

最后涂以红霉素软膏抗感染。

2. 3　给药:手术一个月后开始给药。根据淫羊藿在

临床上成人每日 10 g的用量 ,按照大鼠与人体表面

积比率以及药物的提取率计算 ,最终确定淫羊藿提

取物的给药剂量。淫羊藿组大鼠 ig给予 110 mg /kg

淫羊藿总提取物混悬液 ,雌二醇组 ig给予 2 mg /kg

雌二醇混悬液 ,假手术和模型组 ig等体积蒸馏水。

2. 4　动物饲养: 所有动物在同一条件下 (室温

22～ 25℃ ) ,每笼 4～ 5只大鼠自由饮水 ,按照假手

术组大鼠进食量控制其他 3组的摄食 ,记录每周体

重变化 ,持续给药 90 d。

2. 5　检测方法

2. 5. 1　尿样的收集与检测: 实验结束前 1 d,用大

鼠代谢笼收集大鼠 24 h尿液 ,记录尿量。用 ELISA

法测定尿中脱氧吡啶酚 ( DPD) 的量 ,用全自动生

化分析仪测定尿中钙 ( u-Ca )、磷 ( u-P) 和肌酐

( Cr) 的量。

2. 5. 2　血样的收集与分析:大鼠用乙醚麻醉后 ,腹

主动脉取血 ,离心 ,分离血清 ,用自动生化分析仪测

定血清中钙 ( s-Ca)、磷 ( s-P) 的量和碱性磷酸酶

( ALP)的活性。

2. 5. 3　子宫: 取血后 ,取出大鼠的子宫 ,迅速称质

量 ,计算子宫脏器系数。

2. 5. 4　骨组织形态计量学检测: 取左侧胫骨 ,剔除
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肌肉与软组织后 ,取胫骨上段沿胫骨粗隆行额状面

切开暴露骨髓腔 ,置于磷酸 -福尔马林缓冲液中固

定 ,乙醇逐级脱水 ,用甲基丙烯酸甲酯进行不脱钙骨

包埋。组织块用超薄切片机切成 5μm的骨片 ,甲苯

胺兰染色 ,透明后封片。 用日本产全能 Olympus

A H— 2型光学显微镜 ,德国 Leica QW 550分析软

件 ,测量距骺线下 1 mm处至远端 4 mm处骨组织

各参数 ,所测算参数的含义和计算公式见文献 [6 ]。

2. 6　统计方法: 数据以 x± s表示 ,假手术组和模型

组间比较采用两侧 t检验 ,手术各组间比较采用

One-w ay ANOVA以及 LSD检验 ,全部资料用

SPSS10. 0软件处理。

3　结果

3. 1　对去卵巢大鼠体重的影响:见表 1。去卵巢后大

鼠体重显著增加 ,而给予雌二醇 2周后 ,增加的体重

开始下降 ,最终与假手术组持平。而给予淫羊藿总提

取物 ( 110 mg /kg )并未影响去卵巢造成的大鼠体

重增加。

3. 2　对去卵巢大鼠子宫的影响:见表 1。与假手术组

比较 ,模型组大鼠子宫明显萎缩 (P < 0. 01) ,与模型

组相比 ,雌二醇组大鼠子宫质量显著增加 ( P <

0. 01) ,而淫羊藿组无明显区别。
表 1　淫羊藿提取物对去卵巢大鼠体重及子宫的影响 (x± s)

Table 1　 Ef fect of Herba Epimedii extract on body weight and uterus of OVX rats (x± s)

组　别
剂　量 /

( mg· kg- 1 )

动物 /

只

体重 / g

手术前 术后 1个月 术后 3个月

子宫脏器系数 /

( mg· g- 1)

假手术 - 8 217± 3 261± 7 301± 11 1. 87± 0. 13

模型 - 8 226± 2 285± 4* * 333± 8* * 0. 32± 0. 01* *

雌二醇 　 2 10 227± 4 290± 7* * 295± 8# # 1. 18± 0. 05# #

淫羊藿提取物 110 9 229± 5 282± 5* * 342± 11* * 0. 31± 0. 01* *

　　　与假手术组比较: * * P < 0. 01; 　与模型组比较: # # P < 0. 01

　　　* * P < 0. 01 vs Sham group; 　# # P < 0. 01 vs model g roup

3. 3　对去卵巢后大鼠 s-Ca、 s-P、 u-Ca和 u-P的影

响:见表 2。各组去卵巢大鼠 s-Ca、 s-P、 u-P的量差异

不显著 ( P> 0. 05) ;与假手术组比较 ,去卵巢后大鼠

u-Ca排出量明显增加 ( P < 0. 05) ,给予雌二醇和淫

羊藿提取物干预 ,均能显著降低 u-Ca的排出 (P <

0. 01)。

3. 4　对去卵巢大鼠血清 ALP活性和尿中 DPD与

Cr比值 ( DPD /Cr )的影响:见表 2。去卵巢后 ,模型

组大鼠血清 ALP活性及尿中 DPD /Cr较假手术组

显著增加 (P < 0. 05) ;雌二醇和淫羊藿提取物均能

降低血清 ALP活性 ,前者使之降到正常水平以下 ,

而后者则能将 ALP活性恢复到正常水平。同时雌

二醇组和淫羊藿组大鼠尿 DPD /Cr明显减小 ( P <

0. 05) ,二者作用类似。
表 2　淫羊藿提取物对去卵巢大鼠血清及尿液各生化指标的影响 ( x± s )

Table 2　 Effect of Herba Epimedii extract on serum and urine biochemical parameters of OVX rats (x± s )

组　别
剂量 /

( mg· kg- 1 )

动物 /

只

s-Ca /

( mg· L- 1)

s-P /

( mg· L- 1)

u-Ca /

( mg· mg- 1)

u-P /

( mg· mg- 1 )

ALP /

( U· L- 1)

尿 DPD /Cr

( mmol· mg- 1)

假手术 - 8 11. 0± 0. 2 3. 18± 0. 11 0. 81± 0. 13 1. 82± 0. 17 74. 0± 10. 5 4. 9± 0. 6

模型 - 8 10. 4± 0. 1 3. 01± 0. 08 1. 35± 0. 15* 1. 68± 0. 08 101. 6± 9. 8* 8. 7± 0. 8*

雌二醇 　 2 10 10. 8± 0. 4 3. 13± 0. 16 0. 51± 0. 13# # 2. 07± 0. 35 48. 8± 2. 7# # 6. 3± 1. 1#

淫羊藿提取物 110 9 10. 7± 0. 2 2. 98± 0. 23 0. 45± 0. 06# # 1. 83± 0. 07 79. 2± 6. 9# 5. 9± 0. 9#

　　　与假手术组比较: * P < 0. 05; 　与模型组比较: # P < 0. 05　# # P < 0. 01

　　　* P < 0. 05 vs Sham g roup; 　# P < 0. 05　# # P < 0. 01 vs model group

3. 5　对去卵巢大鼠骨形态计量学参数的影响: 见表

3。去卵巢后 ,模型组骨量减少 ,如骨小梁面积百分比

明显下降 67% (P < 0. 01) ,骨小梁变得稀疏甚至丢

失 ,骨小梁间隙显著增大 217. 2% 。雌二醇和淫羊藿

提取物能够抑制去卵巢造成的骨小梁减少并能减小

骨小梁间隙 (P < 0. 05) (图略 )。

4　讨论

　　绝经后妇女骨质疏松在原发性骨质疏松症中占

很大比例。 据报道 , 70岁以下妇女绝经后骨质疏松

症的发生率为 30% 左右 , 50～ 80岁 有 26% 骨矿

物质丢失 ,至 80岁时 40% 的妇女发生过一侧或双

侧髋骨骨折。骨质疏松已经严重危害绝经后妇女的

身体健康。研究证明 ,绝经后妇女卵巢功能减退 ,雌

激素水平降低 ,骨吸收亢进 ,反馈性的引发骨形成的

增强 ,骨吸收强于骨形成 ,造成骨质流失 ,与老龄造

成的低转化型的骨质疏松相比 ,绝经后妇女骨质疏

松属于高转化型的骨质疏松。 临床监测发现绝经妇

女 ALP活性升高 , u-Ca排出量增加 ,尿中 DPD增
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表 3　淫羊藿提取物对去卵巢大鼠骨组织形态

计量学参数的影响 (x± s )

Table 3　 Ef fect of Herba Epimedii extract on tibia histo-

morphometric parameters of OVX rats (x± s )

组　别
剂量 /

( mg· kg
- 1)

动物 /

只

骨小梁面积

百分比 /%

骨小梁

间隙 /μm

骨小梁

厚度 /μm

假手术 - 8 40. 8± 10. 1 229. 7± 28. 8 55. 8± 4. 0

模型 - 8 13. 8± 8. 2* * 728. 5± 199. 5* * 55. 3± 6. 5

雌二醇 　 2 10 21. 0± 6. 1# 297. 9± 58. 5# 59. 8± 4. 1

淫羊藿提取物 110 9 20. 9± 5. 8# 336. 6± 41. 1# 56. 6± 8. 3

　　与假手术组比较: * * P < 0. 01; 　与模型组比较: # P < 0. 05

　　* * P < 0. 01 vs Sham group; 　# P < 0. 05 vs model g rou p

加 ,提示骨形成和骨吸收的增强
[7 ]
。本实验采用去卵

巢骨质疏松大鼠模型模拟绝经后妇女的骨质疏松 ,

考察淫羊藿提取物对去卵巢造成的骨转换率增强的

影响。 实验结果显示 ,去卵巢后大鼠 s-Ca、 s-P没有

变化 , ALP活性增加。而 u-Ca排出显著升高 ,同时

尿中 DPD显著增加 ,与上述绝经后妇女骨质疏松

患者的各项生化指标的变化趋势一致。可见去卵巢

4个月 ,已经造成雌激素缺乏引起的骨转换亢进

状态。

本实验模拟传统的煎煮方法 ,以水为溶剂 ,回流

提取得到淫羊藿提取物 ,同时参照淫羊藿的临床用

量 ,确定实验的给药剂量。 给去卵巢大鼠 ig淫羊藿

提取物 ( 110 mg /kg ) 3个月 ,血清 ALP活性显著

降低 , u-Ca排出和 DPD的量降低 ,与阳性药雌二醇

作用相当。显示淫羊藿提取物能够显著抑制由于雌

激素缺乏引发的骨转换增强 ,调整骨形成和骨吸收

的平衡 ,对遏制去卵巢造成的骨质疏松有一定的作

用。然而与雌激素相比 ,长期服用淫羊藿提取物对子

宫没有刺激增生的作用。

在我国 ,淫羊藿自古以来就被用于治疗“骨萎”、

“骨痹”之症 ,有强筋健骨之功效。现代实验研究证实

淫羊藿能够防止去卵巢骨质疏松大鼠 [8 ]、老龄骨质

疏松大鼠
[4 ]
及激素造成骨质疏松大鼠

[ 9]
的骨量丢

失 ,促进血清雌激素水平 ,降低白细胞介素 -6

( IL-6)水平。 同时一系列体外实验证实 ,淫羊藿水

提取物抑制骨髓细胞向破骨细胞分化
[ 10]

,还可促进

原代培养大鼠成骨细胞的增殖和分化
[11 ]
。 近年来 ,

美、日、德等国学者先后从豆科植物中提取到了具有

抗骨质疏松作用的黄酮类化合物及其衍生物 [12, 13 ] ,

研究表明这些化合物具有雌激素样作用 ,因而被称

为植物雌激素。植物雌激素的特点在于其对雌激素

受体具有选择性 ,从而可以选择性地作用于骨的雌

激素受体 ,而对其他组织的作用微弱 ,减少常见的雌

激素替代疗法造成的子宫、乳腺各组织发生癌变的

副作用。 本实验亦证明淫羊藿提取物有与雌激素类

似的防治骨质疏松的作用 ,但对子宫的生长增殖没

有影响。 目前已公认淫羊藿中所富含的黄酮类化合

物是其主要的抗骨质疏松活性成分 ,可以推测淫羊

藿提取物中存在选择性作用于骨的物质 ,但尚待进

一步深入研究。
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