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黄"觅#

!

!

"冯"晶#

"钟再选&

"何舜平&

"舒玉琴&

"贺江燕&

"王"瑛!

摘要"目的"用泼尼松龙诱导的斑马鱼骨质疏松模型评价相同摩尔浓度下淫羊藿苷和朝藿定
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同染色区域的强度明显减少"
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改变最为显著!但均未达到
M

组的染色强度" 结论"斑马鱼骨质疏松模型是一种简单%高效的中药成分筛

选模型!低浓度朝藿定
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在该模型中的活性优于淫羊藿苷!高浓度朝藿定
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的可能毒性作用还需要深入
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""骨质疏松症是一种骨密度及骨质量减少"骨强度

下降导致骨折风险升高的骨骼疾病( 随着我国社会老

龄化进程加快"脆性骨折的患病率逐年升高"时刻威胁

着越来越多的中老年人的健康( 我国传统中草药防治

骨质疏松的历史由来已久"特别是传统中草药淫羊藿"

其抗骨质疏松作用已被广泛应用于临床'

#

)

( 草药淫

羊藿的主要成分中以淫羊藿苷及朝藿定
'

单体的含

量较高"但因其产地及品种的差异"单体成分含量的不

同"不利于药效的控制'
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( 与此同时"我国中草药传

统的动物实验模式耗时长*费用高*实验强度大*无法

进行高通量的微量成分筛选及评价( 斑马鱼因其与哺

乳动物基因具有高度同源性"近年来逐渐成为药效及

毒性筛选的研究热点'
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( 本研究结合斑马鱼药物筛

选模型的优势"对淫羊藿提纯后的单体进行药效研究"

旨在完善斑马鱼骨质疏松模型"了解中草药淫羊藿主

要成分淫羊藿苷及朝藿定
'

的抗骨质疏松活性(

材料与方法
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"饲养及给药方法"成功取卵后"人工挑选受精

后第
&

日已破膜*发育正常的斑马鱼胚胎放入
!8

孔

培养板中"每
9

条为放入
#

孔内"

&

孔为
#

组"每孔内

给予卵水
#

!

9 >L

"第
8

日开始每日定时更换预先配

置好的各组培养液"每次更换培养液
# >L

"无需添加

其他食物( 将培养板置入
!%

!

9

$恒温培养箱中"培

养至第
<

日处死(

$

"斑马鱼胚胎观察"

!9

$常温下将处死后的斑

马鱼胚胎放入
8K

的多聚甲醛缓冲液中固定
8 Z

"洗净

后加入无水甲醇脱水
!8 Z

( 以含
"

!

9K

氢氧化钾及

&K

的过氧化氢溶液浸泡"并置于摇床上进行脱色处理

约
#" >@B

"至斑马鱼表面色斑完全褪去( 以
"

!

9K

氢

氧化钾冲洗干净"分组放入含有
#K

氢氧化钾的茜素

红
J

染色剂中染色
# Z

'

8

)

( 再次以
"

!

9K

氢氧化钾冲

洗"洗净后将斑马鱼胚胎分组置于装有甘油的培养皿

中比较(

:

"图像分析"荧光显微镜观察每组斑马鱼头骨

腹面"并以
GR E3B1X344;X

软件在手动模式下白平衡"

@03

#

%""

"

;\Y30.X;

#

#I#""

"放大
!9"

倍下进行图像

采集( 用专业图像软件
)RR

对斑马鱼头骨染色区域的

累积光密度进行采集分析"量化斑马鱼胚胎的骨矿化

程度(

%

"统计学方法"用
JRJJ

统计学软件进行统计

学分析"独立样本
_X.0c?4

#

+?44@0

检验(

结""果

各组斑马鱼骨质疏松情况比较%图
#

*

!

&( 与
J

组

比较"

-

组骨矿化累计光密度值降低%

R S"

!

"#

&$

M

组

骨矿化累计光密度值升高%

R S"

!

"#

&( 而
'

*

G

*

=

组随

浓度增加矿化面积呈微弱的递增趋势%

R S"

!

"9

&( 与

-

组比较"

M

组累计光密度值增高明显 %

R S"

!

"#

&"

=

*

O

*

P

组随浓度增加"矿化面积呈递增趋势"颅骨染色累

计光密度值升高%

R S"

!

"9

&"

'

*

G

组差异无统计学意义

%

R T"

!

"9

&"

Q

组内斑马鱼胚胎无存活(

=

*

O

*

P

组间

比较"差异无统计学意义%

R T"

!

"9

&(

J

组斑马鱼头颅骨染色清晰"脊椎骨及两旁鳃骨

染色清晰%图
!J

&( 而
-

组在相同染色区域及强度明

显减少%图
!-

&(

M

组在相同条件下呈现骨组织成骨

加快"矿化面积明显增多"骨组织深染等特点 %图

!M

&(

'

*

G

*

=

*

O

*

P

组"在染色中颅骨矿化程度逐渐

增加"椎骨及两侧腮骨矿化面积及染色强度递增"以椎

骨改变最为显著"但均未达到
M

组的染色强度(

""注#与
J

组比较"

!

R S "

!

"#

$与
-

组比较"

"

R S "

!

"9

"

""

R S"

!

"#

图
#

$各组斑马鱼骨矿化累计光密度值比较

讨""论

骨质疏松症是一种常见的全身性骨代谢疾病"我

国中医中药在治疗骨质疏松方面以+补肾壮骨,为理

论基础"传统中药淫羊藿广泛用于中成药制剂中"应用

于临床多年"疗效显著'

9

"

$

)

( 但对于其药物学成分及

其机理的研究略显不足"目前对中药研究中"由于传统

动物模型的局限性"研究主要针对复合制剂的抗骨质

疏松药物活性"而对于其单体成分的研究较少$另外"

部分学者利用分子生物学技术对细胞进行体外培养"

研究其代谢及基因表达等方面取得了一定的进展'

:

)

(

但却无法观察到药物对生物整体结构药性作用(

!""9

年
O4;>@B/ -

首次报道用不同药物培养基对斑

马鱼进行饲养"观察不同时期斑马鱼颅骨染色的变化"

建立了斑马鱼骨质疏松及药物筛选模型'

%

)

( 因斑马

鱼基因与人类基因有高度同源性"在药物疗效筛选方

面优势明显"成为世界范围内被广泛认可的实验鱼

类'

<

%

##

)

( 近年来"随着我国对该项技术的引入"并逐

步将其应用于传统中药药效成分的筛选中( 韦英杰

等'

#!

)以验证了糖皮质激素泼尼松龙及地塞米松建模

的可重复性"并在一定范围内斑马鱼的骨密度降低与

激素剂量呈浓度依赖性( 随后詹扬等'

#&

)应用该模型
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图
!

$各组斑马鱼颅骨染色图$%茜素红梁色" &

!9"

&

成功的对淫羊藿部分微量成分进行抗骨质疏松活性的

评价( 随着国内外对高通量筛选鱼类的研究及斑马鱼

骨质疏松模型的完善"将会在中药成分筛选和毒性研

究中得到进一步的推广和应用(

淫羊藿在中医学临床上的应用在历代中药名典中

均有记载( 近年来"通过现代分子生物学等技术的大

量研究发现"该药物的类雌激素作用具有促骨合成"并

抑制破骨细胞作用'

#8

)

( 更深入的研究发现"淫羊藿的

主要单体成分均具有促进体外培养的成骨细胞增殖和

矿化作用"其中以淫羊藿苷及朝藿定
'

的作用

较强'

#9

%

#:

)

(

本次研究利用斑马鱼模型对淫羊藿苷及朝藿定
'

单体在相同摩尔浓度下进行抗骨质疏松药效的研究"

结果显示淫羊藿苷在
#9" !>34IL

浓度下产生显著的

抗骨质疏松作用" 可对抗
!9 !>34IL

泼尼松龙诱导的

骨质疏松"而低浓度的淫羊藿苷无明显作用( 朝藿定

'

在
#

!

9 !>34IL

浓度下可达到相同作用" 两组比较"

差异无统计学意义%

R T "

!

"9

&( 而当朝藿定
'

浓度

提高到
#9 !>34IL

时"并未显著提药物疗效"

O

组和
P

组差异无统计学意义%

R T "

!

"9

&( 提示仅在低浓度

下"朝藿定
'

即可对抗
!9 !>34IL

泼尼松龙诱导的骨

质疏松"随着浓度的提高"并未对斑马鱼颅骨矿化程度

产生明显影响"而更高浓度可能产生致死性的毒性作

用( 虽然
=

组*

O

组及
P

组均可对抗泼尼松龙诱导的

骨质疏松"但在
&

组间"其累积光密度反应的矿化能力

却未呈现显著性差异%

R T"

!

"9

&( 因此"在相同条件

下"选择较低浓度的朝藿定
'

单体可能得到更经济"

更安全的抗骨质疏松疗效(

因此"在本研究的斑马鱼模型中" 相同摩尔浓度

下"朝藿定
'

的药物活性高于淫羊藿苷( 但是"在高

浓度的朝藿定
'

培养基饲养条件下"

Q

组斑马鱼胚胎

全部死亡"说明高浓度的朝藿定
'

可能具有致死性毒

性作用"该潜在的毒性作用还需要深入研究和确认(

由于我国传统中药淫羊藿的产地及单体成分的含量差

别较大"尚无统一的药效衡量标准"本次研究对于今后

淫羊藿产地及品种筛选具有一定的参考价值(
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