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桃红四物汤逆转斑马鱼模型糖皮质激素性骨质疏松的研究
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摘要: 本文研究桃红四物汤 (Tao Hong Si Wu decoction, THSWD) 对糖皮质激素性骨质疏松的治疗作用及

其机制。精密称量 THSWD 中 9 种有效成分的标准品 , 配制标准品储备液 , 稀释得到一系列浓度的标准液 , 建

立标准曲线。按复方比例称取THSWD各成分, 提取, 通过高效液相色谱法测定其中 9种有效成分的含量。自然交

配得到斑马鱼胚胎。孵化后, 用空白E3培养基培养至受精后 3天 (3 days post fertilization, 3DPF), 分为对照组 (空白

E3培养基)、泼尼松龙组 (25 μmol ·L-1 prednisolone, PNSL)、依替膦酸二钠组 [15 μmol ·L-1 disodium ethydronate (DE)

和 25 μmol ·L-1 PNSL]、THSWD组 (0.1、1.0或 10.0 μg ·mL-1 THSWD和 25 μmol ·L-1 PNSL), 每组 15只幼鱼。继续培

养至 10 DPF, 将斑马鱼麻醉处死, 用茜素红S (alizarin red S, ARS) 染色, 在显微镜下观察其骨骼的染色情况; 对斑马

鱼的骨矿化面积和累积光密度进行定量分析; 用实时 PCR定量检测碱性磷酸酶 (alkaline phosphatase, AKP)、I型胶

原蛋白 (type I)、人类相关转录因子 2 (runt-related transcription factor 2, RUNX-2)、血清骨保护素 (osteoprotegerin,

OPG)、抗酒石酸酸性磷酸酶 5b (TRACP) 和骨钙素 (osteocalcin, OCN) 基因的表达; 用电感耦合等离子体质谱法测

定斑马鱼体内的矿物含量。结果显示, 在THSWD的水提液中, 9种有效成分的浓度顺序为: 没食子酸>羟基红花黄

色素A>绿原酸>洋川芎内酯H>阿魏酸>咖啡酸、洋川芎内酯Ⅰ>香豆酸>苯甲酸。与对照组相比, 用 25 μmol·L-1泼

尼松龙处理斑马鱼可显著降低其矿化骨面积和累积光密度, AKP、type I、RUNX-2、OPG、OCN基因的表达也有显著

性降低 , 斑马鱼的 Ca、P、K、Mg、Zn 和 Fe 水平分别降低了 2.8、2.4、13.8、6.6、8.0 和 8.8 倍 ; 与泼尼松龙组相比 , 经

THSWD干预治疗后, 斑马鱼的骨矿化面积和累积光密度值有显著性地升高, 且呈剂量依赖性, 相关基因的表达也

有明显增加, 斑马鱼Ca、P、K、Mg、Zn和 Fe水平均显著高于泼尼松龙组。结果表明, THSWD能够增强成骨细胞活

力, 促进骨胶原表达和骨矿化, 从而增加骨量, 具有潜在的逆转糖皮质激素性骨质疏松作用。
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Abstract: To assess the therapeutic effect of Tao Hong Si Wu decoction (THSWD) on glucocorticoid-induced

osteoporosis and its mechanism, the standard products of nine active components in THSWD were accurately

weighed and the reserve liquid of standard product was prepared. Then a series of concentration standard liquid
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was obtained by dilution, and the standard curve was established. The formula of THSWD was proportionally

extracted and the nine active components were determined by high performance liquid chromatography (HPLC).

Naturally mated to obtain zebrafish embryos after incubation, the zebrafish larvae were cultured in blank E3

medium until the 3 days post fertilization (DPF), then divided into control group (blank E3 medium), prednisolone

(PNSL) group (25 μmol · L-1 PNSL), disodium ethydronate (DE) group (15 μmol · L-1 DE and 25 μmol · L-1 PNSL),

THSWD group (0.1, 1.0 or 10.0 μg · mL-1 THSWD and 25 μmol · L-1 PNSL), 15 in each group. The culture was

continued until the 10 DPF. The zebrafish was anesthetized and sacrificed, stained with alizarin red S, then the

bone staining was observed under a microscope. Quantitative analysis of bone mineralization area and cumulative

optical density. Expression of alkaline phosphatase (AKP), type I collagen (type I), runt-related transcription factor

2 (RUNX-2), osteoprotegerin (OPG), tartrate-resistant acid phosphatase 5b (TRACP) and osteocalcin (OCN)

were assessed by quantitative real-time PCR. The mineral contents in zebrafish were measured using inductively

coupled plasma-mass spectrometry. In the THSWD water extract, the content of 9 compounds in descending order

was as follows: gallic acid > hydroxysafflor yellow A > chlorogenic acid > senkyunolide H > ferulic acid > caffeic

acid, senkyunolide I > coumaric acid > benzoic acid. Compared with the control group, treatment of zebrafish with

25 μmol · L-1 prednisolone significantly reduced the area of mineralized bone and cumulative optical density, and

the expression of AKP, type I, RUNX-2, OPG, OCN gene was also significantly reduced. The levels of Ca, P, K,

Mg, Zn and Fe in zebrafish were reduced by 2.8, 2.4, 13.8, 6.6, 8.0 and 8.8 times, respectively. Compared with the

prednisolone group, after treating with THSWD, the area of mineralized bones and cumulative optical density

value of zebrafish increased significantly and was dose-dependent, and the expression of related genes also in‐

creased. The Ca, P, K, Mg, Zn, Fe levels were significantly higher than the prednisolone group. Result show that

THSWD has the potential to reverse the effect of glucocorticoid osteoporosis, the mechanism of which is to

enhance the activity of osteoblast, promote the expression of bone gelatin and bone mineralization, and increase

bone mass.
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骨质疏松症是一种以骨组织微结构恶化和骨量减

少为特征的疾病, 会导致骨脆度增加, 从而增加骨折的

风险[1]。全球约有 1亿人患骨质疏松症, 而在中国就有

6 940万人[2,3]。骨质疏松可分为原发性和继发性, 其中

摄入糖皮质激素是导致继发性骨质疏松最常见的原

因[4,5]。糖皮质激素在治疗炎症和免疫抑制方面疗效

显著。然而, 临床研究表明, 患者持续使用糖皮质激素

6个月以上, 有 50%的几率患骨质疏松[6,7]。此外, 这些

患者使用糖皮质激素经过 5年治疗后, 骨折的发生率

约为 30%[8]。因此, 骨质疏松是限制糖皮质激素使用

的主要因素 , 即使患者同时服用双膦酸盐来抵抗[9]。

体内研究表明, 治疗量的糖皮质激素通过抑制小鼠成

骨细胞形成, 导致小鼠骨量减少[10,11]。在斑马鱼骨组

织的生长、稳态和再生过程中, 糖皮质激素对其成骨细

胞的数量、活性和分化有抑制作用[12]。据相关研究报

道, 糖皮质激素能恶化绝经后或老年人的骨质疏松状

态并加重骨骼代谢障碍[3], 从而提高了骨质疏松症的

发病率和增加发生骨质疏松性骨折的风险。

桃红四物汤 (THSWD) 由桃仁、红花、熟地黄、当

归、川芎和白芍六味中药组成, 是遵循“活血祛瘀”的原

则所组成的基本复方, 其中, 桃仁、红花为君药, 活血化

瘀; 熟地、当归为臣药, 滋阴补肝、养血调经; 芍药为佐

药, 养血和营、补血; 川芎为使药, 活血行气、调畅气血。

桃红四物汤在各种血栓性疾病的治疗, 如血管性头痛、

冠心病和血栓性静脉炎等方面, 都取得了满意的疗效。

先前的研究表明, 桃红四物汤中有 9种有效成分,包括

没食子酸、绿原酸、咖啡酸、羟基红花黄色素 A、香豆

酸、阿魏酸、苯甲酸、洋川芎内酯 I和洋川芎内酯H[13]。

研究表明, THSWD能抑制激素诱导的骨髓间充质干

细胞的甘油三酯、PPARγ mRNA和 aP2 mRNA的表达,

这一作用与抑制激素诱导的骨髓间充质干细胞的成脂

肪分化有关[14]。THSWD通过调节成骨细胞与破骨细

胞偶联的 OPG (osteoprotegerin) -RANKL (nuclearfac‐

tor-k beta receptor activator ligand)-RANK信号通路, 增

加 OPG和 RANKL蛋白和基因在成骨细胞中的表达,

并抑制破骨细胞中RANK蛋白和基因的表达, 从而促

进骨组织的生长[15]。因此, THSWD 可能是一种有效

的抗骨质疏松的中药处方。

近年来, 已经成功地用许多动物建立了不同发病

时间的糖皮质激素性骨质疏松的模型, 包括大鼠[16]、家

兔[17,18]、绵羊[19]、比格犬[20]、母羊[21]和猪[22]。在过去的

几十年里, 斑马鱼被确认为研究骨骼发育最有力的动

物模型[23-25]。斑马鱼的骨骼发育与人的骨骼发育有很

高的相似性, 因此, 斑马鱼动物模型得到了广泛的应
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用。研究表明, 用泼尼松龙处理斑马鱼幼鱼得到糖皮

质激素性骨质疏松模型, 可以发现其早期骨矿化有着

明显的延迟。

本研究中, 按照THSWD的经典配方进行提取, 并

对其中有效成分进行含量测定; 使用泼尼松龙处理斑

马鱼幼鱼来建立糖皮质激素性骨质疏松模型, 再通过

骨骼染色、骨形成相关基因表达和骨矿含量的测定, 评

价THSWD对糖皮质激素性骨质疏松的治疗作用。

材料与方法

实验动物 斑马鱼为野生型 AB系斑马鱼, 由南

京一树梨花生物科技有限公司提供。

药材与试剂 桃仁、红花、熟地黄、当归、川芎和白

芍由江苏大学附属医院中药房提供, 来源于安徽亳州

药材市场。经赵蓉副主任药师鉴定, 桃仁为蔷薇科植

物桃Prunus persica (L.) Batsch的干燥成熟种子; 红花

为菊科植物红花Carthamus tinctorius L.的干燥花; 熟地

黄为玄参科植物地黄 Rehmannia glutinosa Libosch.的

炮制加工品; 当归为伞形科植物当归Angelica sinensis

(Oliv.) Diels的干燥根;川芎为伞形科植物川芎Ligusticum

chuanxiong Hort.的干燥根茎; 白芍为毛茛科植物芍药

Paeonia lactiflora Pall.的干燥根。

没食子酸 (批号 : 110831-201605)、绿原酸 (批

号: 110753-201716)、羟基红花黄色素A (批号: 111637-

201609)、阿魏酸 (批号 : 110773-201614)、咖啡酸 (批

号: 110885-201703)、苯甲酸 (批号: 100419-201703)、依

替膦酸二钠 (中国食品药品检定研究院); 香豆酸 (批

号: S24556)、洋川芎内酯 H (批号: B21462) 和洋川芎

内酯 I (批号: B21463) (上海源叶生物科技有限公司);

泼尼松龙 (纯度≥98%)、3-氨基苯甲酸乙酯甲磺酸盐

(MS222, 纯度≥98%) (Adamas-reagent 公司); 多聚甲醛

(纯度≥95%, 上海泰坦科技股份有限公司); Trizol RNA

提取剂(Ambion公司); 茜素红S (上海泰坦科技股份有

限公司); HNO3 (日本Tama Chemicals公司); 其余皆为

分析纯。

仪器 Agilent 1200 HPLC 系统 (美国 Agilent 公

司); 倒置荧光显微镜 (奥林巴斯 IX 71/IX 81, 日本奥林

巴斯公司); Image J图像分析软件 (美国国立卫生研究

院); 生化培养箱 SPX-80 (宁波海曙赛福实验仪器厂);

电感耦合等离子体质谱仪 (ICP/MS, Agilent Technol‐

ogies公司); SPSS16.0软件。

标准品和样品的制备 用甲醇配制包含 9种成分

的标准品储备液, 在 4 ℃冰箱中保存。再用适量的甲

醇稀释储备液, 得到一系列浓度的标准液。取桃仁、红

花、熟地黄、当归、川芎和白芍饮片适量, 粉碎, 过 60目

筛, 按 9∶6∶12∶9∶9∶6的比例混合均匀, 用 10倍量的水

浸泡 2 h, 回流提取 0.5 h (提取 3次), 合并滤液, 冷冻干

燥成粉末状, 备用。称取样品 0.1 g, 用 50%甲醇 50 mL

超声提取 (200 W, 40 kHz) 40 min。离心取上清液, 过

0.45 μm微孔注射器, 取20 μL注入HPLC进行分析。

色谱条件 色谱柱为 Zorbax C18 (250 mm × 4.6

mm, 5 μm); DAD检测器; 流速 1 mL·min-1; 柱温 30 ℃;

流动相为乙腈-水 (0.1% H3PO3); 梯度洗脱; 检测波长

为280 nm。

斑马鱼的胚胎培养 将自然交配得到的斑马鱼胚

胎放置在含有空白 E3培养基 (5 mmol · L-1 NaCl、0.17

mmol · L-1 KCl、0.33 mmol · L-1 CaCl2和 0.33 mmol · L-1

MgSO4) 的 6 孔板中培养 , 胚胎和幼鱼置于 14 h/10 h

光/暗循环的环境中, 水温为 (28.5±0.5) ℃[24]。

药物的配制 精密称取泼尼松龙适量, 加入少量

DMSO使溶解定容, 配成 250 μmol·L-1储备液, 再量取

适量储备液用培养基稀释成 25 μmol · L-1 的 0.5%

DMSO溶液; 精密称取依替膦酸二钠适量, 用超纯水溶

解定容, 配制成 150 μg·mL-1储备液。取适量储备液加

入适量DMSO并用培养基稀释配制成含 0.5% DMSO

的 15 μg · mL-1 依替膦酸二钠溶液 ; 精密称取桃红四

物汤提取的粉末适量, 用超纯水配成 100 μg·mL-1储备

液 , 再量取适量储备液稀释成 0.1、1 和 10 μg · mL-1

THSWD溶液。

斑马鱼分组与处理 在 2 DPF (days post fertiliza‐

tion), 将刚孵化的斑马鱼幼鱼放入装 3 mL空白培养基

的 6孔板中 (每孔 15只)。在 3 DPF, 将幼鱼分为不同

的组 , 包括对照组 (空白 E3培养基), 泼尼松龙组 (25

μmol · L-1 PNSL), 依替膦酸二钠 (DE) 组 (15 μmol · L-1

DE 和 25 μmol · L-1 PNSL), THSWD 组 (0.1、1.0 或 10.0

μg · mL-1 THSWD 和 25 μmol · L-1 PNSL)。在 6 DPF 到

10 DPF, 幼鱼每天喂食草履虫 1 h。每次喂食后, 将剩

下的草履虫洗净, 更换培养基。

斑马鱼的骨骼和基质染色 在 10 DPF, 将斑马

鱼置于 3 -氨基苯甲酸乙酯甲磺酸盐 (MS-222, 100

mg·L-1) 中, 麻醉处死。除去MS-222溶液, 将斑马鱼幼

鱼固定在 4% 多聚甲醛溶液 (pH 7.4) 中 , 用茜素红 S

(ARS, 0.5% KOH) 染色。染色 12 h后, 除去并洗净染

色溶液 , 加入 1.5% H2O2 和 1% KOH 现配的漂白剂。

漂白 1 h后, 用甘油脱色, 在显微镜下观察斑马鱼骨骼

的染色情况。

斑马鱼的骨矿化分析 用先前使用的方法[26,27]对

斑马鱼的骨矿化面积 (AMB) 和累积光密度 (COD) 进

行定量分析。幼鱼头骨腹侧图像 (ARS染色) 用倒置

荧光显微镜获取。每组均使用相同的显微和摄像设
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置, 斑马鱼的 ARS染色面积和 COD值用 ImageJ软件

计算 (n = 5)。

斑马鱼的 RNA 分离和实时定量 PCR 分析 用

Trizol 试剂提取斑马鱼幼鱼总 RNA, 并通过反转录

法获得 cDNA。用实时 PCR 定量检测碱性磷酸酶

(AKP)、I型胶原(type I)、人类相关转录因子 2 (RUNX-

2)、血清骨保护素 (OPG)、抗酒石酸酸性磷酸酶 5b

(TRACP) 和骨钙素 (OCN) 基因的表达。在 ABI

StepOnePlus TM实时 PCR系统上进行RT-PCR (95 ℃

变性 1 min, 94 ℃退火 10 s, 40个循环, 最后 59 ℃延伸

30 s), 然后进行熔解曲线分析, 采用 2-ΔΔCT计算相对表

达。PCR的引物列于表1。

斑马鱼的矿物质含量检测 采用 ICP-MS测定斑

马鱼幼鱼中的矿物质含量[28]。幼鱼从 3 DPF 培养至

10 DPF, 并在 10 DPF收集 (n = 15, 重复 3次)。收集的

幼鱼用双蒸水冲洗 5次, 再转移到离心管(10 mL) 中。

然后, 用 70% HNO3将样品在微波炉中处理 4 h。用配

备了G3160B I-AS集成自动采样器的 7500cx ICP/MS

系统测定其中Ca、P、K、Mg、Zn和Fe的含量。

统计学分析 所有数据以 x̄ ± s表示, 采用单因素

方差分析差异。用SPSS 16.0软件分析数据, P<0.05表

示有显著性差异。

结果

1 THSWD的成分分析

在实验中, 用9种成分的标准储备液稀释成6个不

同的浓度, 建立了标准曲线 (表2)。所有成分达到了基

线分离 (图 1), 并在较宽的浓度范围内线性良好, 且回

收率稳定在 95.4%～101.2%内。其中, 没食子酸、绿原

酸、咖啡酸、羟基红花黄色素A、香豆酸、阿魏酸、苯甲

酸、洋川芎内酯 I和洋川芎内酯H的含量分别为 0.58、

0.15、0.03、0.27、0.02、0.04、0.01、0.03和 0.05 g·kg-1。在

THSWD 水提液中 , 9 种成分的浓度顺序为 : 没食子

酸 > 羟基红花黄色素A > 绿原酸 > 洋川芎内酯H > 阿

魏酸 > 咖啡酸、洋川芎内酯Ⅰ > 香豆酸 > 苯甲酸。因

此, 没食子酸、绿原酸和羟基红花黄色素A是THSWD

提取物的主要成分。

2 THSWD对骨矿化的影响

ARS被广泛用于检测和定量骨矿化面积, 因为它

能与钙盐结合 (图 2A)。在前期研究中, 用受精后 3～9

天的斑马鱼幼鱼研究了糖皮质激素 (泼尼松龙和地塞

米松) 抑制骨形成的最佳浓度 (1.0、2.5、10.0 和 25

μmol · L-1)。结果表明, 与对照组相比, 用 25 μmol · L-1

泼尼松龙处理斑马鱼可显著降低其骨矿化面积和累积

光密度 (图2B)。

本研究中用水提法提取 THSWD, 因此提取物有

较好的水溶性。为了研究 THSWD 是否能减轻泼尼

松龙诱导的骨形成抑制 , 用 3种质量浓度 (0.1、1.0和

10.0 μg · mL-1) THSWD 从 3 DPF 到 10 DPF 处理在 25

μmol · L-1泼尼松龙影响下的斑马鱼幼鱼。结果表明,

Table 1 Primer sequences for quantitative real-time PCR. AKP: Alkaline phosphatase; Type I: Type I collagen; RUNX-2: Runt-related

transcription factor 2; TRACP: Tartrate-resistant acid phosphatase 5b; OPG: Osteoprotegerin; OCN: Osteocalcin

mRNA

AKP

Type I

RUNX-2

TRACP

OPG

OCN

Forward sequence (5'-3')

CAGGCAAATCAGTGGGAATC

CAGGAGCCCAGTGTTGAG

GACTCCGACCTCACGACAA

GCCTTCCTTCTTATCTCCT

CACTGCACAGTCAGGAGGAA

GGCGCTACCTGGACCACTG

Reverse sequence (5'-3')

TTGGGCATGTCTGCATCA

AGCCACCAGACATCTGAGGA

CGTCCCGTCAGGAACATC

CCCAATCCCTACAAACCT

TGCTTTCGATGACGTCTCAC

GCCGTAGAAGCGCCGATAG

Figure 1 Typical HPLC-DAD chromatograms of the Tao Hong

Si Wu decoction (THSWD) extract. Compounds 1-9 is the same as

Table 2

Table 2 Linear regression, correlation coefficient, linear range

and recovery of 9 compounds. 1: Gallic acid; 2: Chlorogenic acid;

3: Caffeic acid; 4: Hydroxysafflor yellow A; 5: Coumaric acid; 6:

Ferulic acid; 7: Benzoic acid; 8: Senkyunolide I; 9: Senkyunolide

H

Compound

1
2
3
4
5
6
7
8
9

Regression equation

Y = 5 710 X + 2 810
Y = 42 456 X - 868
Y = 21 636 X - 6 796
Y = 23 144 X - 404
Y= 4 264 X - 627
Y = 38 983 X - 1 721
Y= 3 852 X - 1 726
Y = 4 308 X - 82
Y = 11 658 X + 4 429

r2

0.999 6
0.999 6
0.999 8
0.999 8
0.999 7
0.999 9
0.999 7
0.999 7
0.999 8

Linear range
/μg·mL-1

6.0-129.0
1.0-20.0
0.4-9.0
4.0-80.0
0.3-6.5
0.9-18.0
2.5-50.0
3.0-60.0
5.0-100.0

Recovery
/%

101.2
96.2
95.4
98.3
97.1
98.5

102.4
97.2
99.9
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THSWD对斑马鱼骨形成抑制具有一定的恢复作用。

与 PNSL 组相比 , THSWD 干预后斑马鱼的骨矿化面

积 (图 3A) 和累积光密度 (图 3B) 值有显著性升高 (P<

0.01), 并在 0.1～10.0 μg · mL-1内显示出剂量依赖性。

THSWD不仅表现出减轻PNSL的骨生长抑制作用, 而

且与空白对照组相比具有显著地促进骨形成作用。

3 THSWD对骨相关基因表达的影响

骨组织中胶原的重量占 17%～20%[29]。AKP由成

骨细胞分泌, 促进骨矿化。OCN是骨基质中的主要非

胶原蛋白酶。OPG是RANKL的诱导受体, 可以抑制

RANKL激活破骨细胞, 从而减少骨吸收。RUNX-2可

以刺激骨髓间充质干细胞分化成成骨细胞。因此, 检测

了这些与骨形成相关基因的表达。结果表明, 8天内 (3～

10 DPF) PNSL组AKP、type I、RUNX-2、OPG、OCN基

因的表达有显著性降低 (P<0.01, 图 4)。经THSWD处

理后, 这些基因的表达有明显的增加 (P<0.01, 图4)。

4 THSWD对骨矿化相关元素的影响

骨组织中磷酸钙等组分的重量占 69%～80%[29]。

为证明THSWD对骨形成的促进作用, 用 ICP-MS法测

定斑马鱼幼鱼体内Ca、P、K、Mg、Zn、Fe的含量。与对

照相比, PNSL可使斑马鱼Ca、P、K、Mg、Zn、Fe水平分

别降低了 2.8、2.4、13.8、6.6、8.0和 8.8倍 (P<0.05)。用

THSWD处理后, 斑马鱼Ca、P、K、Mg、Zn、Fe水平均显

著高于 PNSL组 (P<0.05, 图 5)。随着 THSWD浓度从

0.1 μg · mL-1增加到 10.0 μg · mL-1, 斑马鱼中这些元素

的含量也呈上升趋势, 呈明显剂量依赖性。

讨论

在人体内, 骨由磷酸钙、胶原和其他成分 (水、矿

物质、蛋白质等) 组成。骨胶原蛋白能提高骨组织的

韧性 (抗能量冲击), 减轻矿物 (Ca2+、Mg2+、K+和 Zn2+

等) 脆性, 并增强骨强度[30]。此外, AKP、OPG和OCN

是成骨细胞活性的重要指标。RUNX-2的表达反映了

骨髓间充质干细胞分化成成骨细胞的能力。因此, 本

研究中选定的指标完全可以作为成骨细胞的活性和骨

形成时的骨矿化程度的标志。

本研究中使用的所有斑马鱼鱼龄均小于 10 DPF。

研究表明 , 只有在 20 DPF 后 , 才能检测出破骨细胞。

Figure 2 Ventral view of ARS-stained zebrafish skull at 10 DPF with exposure to prednisolone (PNSL, 25 μmol · L-1) and the therapeutic

effect of THSWD (0.1, 1.0, 10.0 μg · mL-1). Areas of calcified matrix in craniofacial skeleton are stained red (×100) (A). The structure of

zebrafish head bones after staining (B). CON: Blank E3 medium; DMSO: 0.5% DMSO; DE: 15 μmol · L-1 disodium ethydronate and 25

μmol·L-1 PNSL

Figure 3 The effect of THSWD (0.1, 1.0, 10.0 μg·mL-1) on mineralization in osteoporosis zebrafish larvae induced by PNSL (n = 15, x̄ ± s).

A: Calculation of mineralized area of skull; B: Calculation of cumulative optical density of skull. ##P<0.01 vs CON; **P<0.01 vs PNSL

·· 317



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2019, 54(2): 313 −320

Chen等[31]研究发现在 10 DPF的斑马鱼幼鱼切片上观

察不到抗酒石酸酸性磷酸酶 5b (TRACP) 阳性破骨细

胞。因此, 在 10 DPF以内, 幼鱼中不存在破骨细胞, 也

没有相关的骨吸收过程。结果表明, 无论是 PNSL还

是 THSWD 对幼鱼的影响只与成骨细胞骨形成有关,

而与破骨细胞骨吸收无关。

斑马鱼模型是一种快速和高通量的糖皮质激素性

骨质疏松动物模型。然而, 该模型并不适用于各种天

然化合物的抗骨质疏松活性筛选。原因是斑马鱼通过

皮肤或胃肠道从鱼水中吸收药物, 所选择的天然化合

物需要有较好的水溶性或易溶于水。斑马鱼耐受二甲

亚砜 , 但在培养基中二甲亚砜含量不能超过 0.5%。

THSWD在水中具有很高的溶解性, 在 25 ℃溶解度约

为 0.28 mg · mL-1 [32]。因此 , 不需要使用二甲亚砜来

增溶。

桃红四物汤源自清·吴谦的《医宗金鉴》, 具有活血

化瘀、养血补血的双重功效。红花是组成 THSWD的

重要中药之一, 是一种有效治疗疼痛性骨质疏松症的

中药, 含有黄酮醇、查尔酮、生物碱和其他化学成分[33]。

羟基红花黄色素A是红花的主要活性成分, 在THSWD

Figure 5 Effect of THSWD (0.1, 1.0, 10.0 μg ·mL-1) on the mineral contents in osteoporosis zebrafish larvae induced by PNSL (n = 15,

x̄ ± s). ##P<0.01 vs CON; *P<0.05, **P<0.01 vs PNSL

Figure 4 Effect of THSWD (0.1, 1.0, 10.0 μg·mL-1) on the expression of osteoblast marker genes in osteoporosis zebrafish larvae induced

by PNSL (n = 15, x̄ ± s). mRNA levels of the AKP, type I, RUNX-2, OPG, OCN, TRACP genes were determined by quantitative real-time

PCR.TRACP:Tartrate-resistant acid phosphatase 5b. ##P<0.01 vs CON; *P<0.05, **P<0.01 vs PNSL
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提取液中含量较高 (0.27 g·kg-1)。羟基红花黄色素A可

抑制原代骨髓间充质干细胞分化成脂肪细胞[34]。作者

前期对羟基红花黄色素A进行了研究[35], 发现它能够

促进骨矿化, 提高成骨细胞活性, 说明红花作为君药在

桃红四物汤抗糖皮质激素性骨质疏松中发挥重要

作用。

结论

THSWD能够增强成骨细胞活力, 促进骨胶原表

达和骨矿化, 从而增加骨量, 因此其具有潜在的抗糖皮

质激素性骨质疏松作用。说明THSWD是一种具有良

好抗骨质疏松活性和良好发展前景的中药复方。
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