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基于斑马鱼模型的枸杞子改善骨质疏松活性部位筛选及其机制初探
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摘要: 利用斑马鱼幼鱼筛选枸杞子改善骨质疏松的活性部位, 并通过斑马鱼成鱼骨质疏松模型验证筛选结果。

以泼尼松龙为诱导剂构建斑马鱼幼鱼及成鱼骨质疏松模型, 给予枸杞子不同提取物及化学部位共 9组样品, 通过茜

素红染色后统计第一椎骨面积及光密度值, 椎骨骨节数量以筛选枸杞子抗骨质疏松的活性部位。采用茜素红染色

观察斑马鱼成鱼鳞片基质矿化及骨吸收情况; 采用碱性磷酸酶 (ALP) 和抗酒石酸酸性磷酸酶 (TRAP/TRACP) 染色

检测鳞片中成骨细胞和破骨细胞活性; 采用 qRT-PCR法测定鳞片中骨代谢相关基因 alp、骨桥蛋白 (opn)、成骨细胞

特异性转录因子 (sp7)、组织蛋白酶K (ctsk)、tracp、Runx家族转录因子 2b (runx2b) 的表达情况。结果显示, 枸杞子

各样品组均能够不同程度地改善斑马鱼幼鱼第一椎骨形成面积、染色光密度值和椎骨骨节数量, 其中以枸杞子多糖

部位效果最优。枸杞多糖能够显著抑制斑马鱼鳞片中骨吸收陷窝的形成, 增强鳞片中ALP活性, 降低TRAP活性, 

上调 alp、sp7、opn基因, 下调 ctsk、tracp基因的表达。研究结果表明, 枸杞多糖能够调节成骨细胞与破骨细胞活性, 

减少骨吸收, 促进骨形成, 增强骨密度, 为枸杞子抗骨质疏松的主要活性部位。本研究为中药枸杞子“坚筋骨”传统

功效提供了科学证据, 为基于斑马鱼成鱼模型评价中药抗骨质疏松活性的研究提供了借鉴, 也为老龄化社会人群骨

健康需求提供了有益的启示。
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Abstract: Juvenile zebrafish were used to screen the active components of Lycii Fructus for improving 
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osteoporosis. The screening results were further verified by zebrafish adult osteoporosis model and the action 

mechanism was explored. Prednisolone was used as the inducer to build osteoporosis models of juvenile and adult 

zebrafish, and 9 groups of samples of different extracts and chemical parts of Lycii Fructus were given. Alizarin red 

staining was applied for observing the scale matrix mineralization and bone resorption. The activities of osteoblasts 

and osteoclasts were detected using alkaline phosphatase (ALP) and tartrate resistant acid phosphatase (TRAP/

TRACP) staining. The expressions of bone metabolism-related genes alp, osteoprotectin (opn), osteoblast specific 

transcription factor (sp7), cathepsin K (ctsk), tracp, and Runt family transcription factor 2b (runx2b) in each group 

were determined using quantitative polymerase chain reaction. The results showed that all components of Lycii 

Fructus improved the formation area of the first vertebrae, the staining light density value, and the number of 

vertebrae joints in juvenile zebrafish and the Lycium barbarum polysaccharide (LBP) treatment group exerted the 

best effect. In addition, LBP prevented the formation of bone resorption lacunae in zebrafish scales, increased ALP 

activity, decreased TRAP activity, up-regulated the alp, sp7, and opn genes, and lowered the expressions of ctsk 

and tracp genes. In conclusion, LBP regulated the activity of osteoblasts and osteoclasts, reduced bone resorption, 

promoted bone formation and enhanced bone density, which might be the main anti-osteoporosis active fraction of 

Lycii Fructus. This study provided modern scientific evidence for the scientific connotation of the traditional effect 

of "strengthening bones and muscles" of Lycii Fructus, provided the reference for the evaluation of the anti-

osteoporosis activity of traditional Chinese medicine based on zebrafish adult model, and provided beneficial 

enlightenment for the bone health needs of the aging society population.

Key words: Lycium barbarum L; Lycii Fructus; osteoporosis; zebrafish; scale; activity screening; Lycium 

barbarum polysaccharide

骨质疏松是一种由于衰老或生活方式等因素诱导

的以骨量低、骨组织微结构破坏, 导致骨脆性增加, 易

发生骨折为特征的进行性代谢骨病[1]。成骨细胞和破

骨细胞活性及耦联机制的破坏与失衡是骨质疏松发病

的主要因素。流行病学研究结果显示[2], 我国50岁以上

男性和女性骨质疏松的患病率分别为6.46%和29.13%, 

随着人口老龄化进程的推进, 骨质疏松及骨质疏松性

骨折发病率呈逐年递增的趋势, 骨质疏松的预防及治

疗已经成为我国面临的重大公共健康问题。

枸杞子为茄科植物宁夏枸杞 Lycium barbarum L.

的干燥成熟果实, 是常用的药食同源补益类中药, 具有

滋补肝肾、益精明目的功效。《神农本草经》记载其

“……久服坚筋骨, 轻身, 不老”[3]。《名医别录》亦记载: 

“坚筋骨……, 久服耐寒暑”[4]。现代药理学研究表明, 

枸杞多糖能够改善去势雌性大鼠股骨干重、骨密度、改

善骨小梁结构、减少吸收陷窝[5]。枸杞多糖含药血清

还能促进小鼠颅骨前骨细胞系 MC3T3-E1 细胞增殖, 

提高细胞内钙离子和 I型胶原蛋白含量[6]; 增加骨髓间

充质干细胞成骨分化和矿化能力[7,8]。此外, 有研究表

明枸杞子提取物能够通过激活雌激素相关受体 γ 

(estrogen-related receptor γ, ERRγ) 增加Ⅱ型肌纤维类

型, 达到模拟运动锻炼的效果[9]。以上结果提示枸杞

子能够通过直接或间接的方式调节骨代谢, 但是现代

药理学仅对枸杞多糖改善骨质疏松的活性进行了初步

研究, 缺乏对其作用机制的深入探讨, 同时尚未有关枸

杞子中其他成分抗骨质疏松活性的报道。

斑马鱼胚胎透明、易获取, 被广泛用于研究成骨发

育 , 是体内抗骨质疏松药物高通量筛选的代表性模

型[10-12]。斑马鱼成鱼鳞片由磷酸钙和羟基磷灰石晶体

组成, 与人体骨组织结构相似, 且具有相同的细胞类型

和骨形成与吸收的调节机制[13,14]。本研究拟通过斑马

鱼幼鱼模型筛选枸杞子改善骨质疏松的活性部位, 并

基于斑马鱼成鱼模型对筛选结果进行了验证及进一步

的研究, 以期为揭示枸杞子发挥“坚筋骨”作用的物质

基础及作用机制奠定基础, 更好地服务于老龄化社会

骨质疏松患者临床用药需求。

材料与方法

实验动物 4月龄野生型 AB品系斑马鱼成鱼由

南京一树梨花公司提供。斑马鱼培养体系由北京爱生

科技发展有限公司提供 , 斑马鱼饲养温度为 26 ℃ , 

14 h光照/10 h黑暗, 养殖水 pH值 (7.0～7.4) 和电导率 

(500～550 μs·cm-1) 由 NaCl溶液和 NaHCO3溶液维持, 

每天投喂丰年虾早晚各一次。

药材与试剂 枸杞子 (批号: 2109099) 购自宁夏

明德中药饮片有限公司, 由南京中医药大学段金廒教

授鉴定为茄科植物宁夏枸杞 (Lycium barbarum L.) 的

干燥成熟果实。无水葡萄糖 (批号: 110833-201908, 国

家食品药品检定研究院); 硫酸 (批号: 20210530, 国药集

团化学试剂有限公司); 苯酚 (批号: C10930867)、3-乙氧
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酰基苯胺甲磺酸盐 (批号: C12590064) (上海麦克林生

化科技有限公司); 泼尼松龙 (批号: N15J11Q115595)、

依替膦酸二钠 (批号: K22A8M34493) (上海源叶生物

科技有限公司); 茜素红 S (批号: NO506Q031)、碱性磷

酸酶染色液 (偶氮偶联法) (批号: A20220321) (北京索

莱宝科技有限公司); 抗酒石酸酸性磷酸酶染液 (批号: 

20220223, 南京建成生物工程研究所); 总RNA快速提

取试剂盒 (货号 YFXMOO11P, 南京翼飞雪生物科技

有限公司); TransScript一步法 gDNA 去除及 cDNA 合

成试剂盒 (批号: P30923)、PerfectStart Green qPCR Super‐

Mix (批号: N41217) (北京全式金生物); Runt家族转录

因子 2b (Runt family transcription on factor 2b, runx2b)、

sp7 转录因子 (sp7 transcription factor, sp7)、骨桥蛋白 

(osteopontin, opn)、碱性磷酸酶 (alkaline phosphatase, 

alp)、抗酒酸酸性磷酸酶 (tartrate resistant acid phospha‐

tase, tracp)、组织蛋白酶K (cathepsin K, ctsk) 基因特异

性引物由Thermo Fisher Scientific合成。

仪器 LEICA DFC 7000T体视显微镜 (Leica公司); 

ABI 7500实时定量PCR仪 (美国ABI公司); Tissuelyer-

48全自动样品快速研磨仪 (上海净信科技); 22R离心

机 (南京百瑞达生物科技有限公司); MV-100涡旋混匀

仪 (武汉塞维尔生物科技有限公司); TS100恒温混匀仪 

(杭州瑞诚仪器有限公司); ST60-4微孔板恒温振荡器 

(杭州米欧仪器有限公司); DS-11超微量紫外分光光度

计 (美国DeNovix公司); Labconco Centri Vap真空离心

浓缩仪、FreeZone-6L真空冷冻干燥机 (美国Labconco

公司)。

样品的制备 取枸杞子 6 kg加入 10倍量的水回

流提取, 每次 2 h, 过滤, 滤渣重复提取一次, 合并滤液, 

减压浓缩冷冻干燥后得到水提取物 (LBW)。取枸杞

子 10 kg加入 10倍量 80%乙醇回流提取, 每次 2 h, 过

滤, 滤渣重复提取一次, 合并滤液, 减压浓缩挥去乙醇

后冷冻干燥得到醇提取物 (LBE); 枸杞子醇提取后药

渣加入 10 倍量水回流提取 2 h, 过滤 , 滤渣重复提取

1次, 合并滤液, 减压浓缩至一定体积得到醇提后水提

取物 (LBEW); 向 LBEW 中缓慢加入 95%乙醇至含醇

量为 80%, 4 ℃冰箱静置 24 h, 分离上清液 (LBEW-P) 

和沉淀粗多糖部位 (LBP), 枸杞子醇提取物加水复溶

后, 通过AB-8大孔树脂, 依次用水、30%乙醇、60%乙

醇、95%乙醇洗脱, 得到LBEAW、LBE-30E、LBE-60E、

LBE-95E, 将 LBEW、LBEW-P、LBP和 LBEAW 减压浓

缩挥去乙醇, 冷冻干燥后备用; LBE-30E、LBE-60E和

LBE-95E 减压浓缩后通过真空离心浓缩仪干燥后

备用。

总多糖含量测定 标准曲线的绘制: 称量葡萄糖

10.05 mg, 定容至 100 mL。精密量取对照品溶液 0、

0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6 mL, 分别置于15 mL具塞试管

中, 分别加入纯水补至 1.0 mL, 各精密加入 5%苯酚溶

液 1 mL, 摇匀, 迅速精密量取浓硫酸 5 mL, 摇匀, 放置

10 min, 置 60 ℃水浴中温育 15 min, 取出后冷却至室

温。以相应的试剂作空白 , 在 490 nm 波长处测定吸

光度。

样品测定 均匀称取一定量的枸杞子粗多糖三

份, 加纯水定容至 100 mL, 取 0.5 mL至 15 mL具塞试

管中, 按照标准曲线制备项下方法, 自“各精密加入 5%

苯酚溶液 1 mL”起, 依法测定吸光度。以吸光度为纵

坐标、无水葡萄糖浓度为横坐标, 得到标准曲线, 计算

样品中总多糖含量。

斑马鱼幼鱼分组与处理 将受精 24 h的斑马鱼胚

胎收集于 12 孔板中 , 分为空白组、泼尼松龙模型组 

(15 μmol·L-1 prednisolone, PN)、依替膦酸二钠阳性药

组 (30 μg·mL-1 etidronate disodium, ED)、LBW (10、100、

500 μg·mL-1) 组、LBE (10、100、500 μg·mL-1) 组、LBEW 

(10、100、500 μg·mL-1) 组、LBP (10、100、500 μg·mL-1) 

组、LBEW-P (10、100、500 μg·mL-1) 组、LBEAW (10、

100、500 μg·mL-1) 组、LBE-30E (2、20、200 μg·mL-1) 组、

LBE-60E (1、10、100 μg·mL-1) 组 、LBE-95E (0.5、5、

50 μg·mL-1) 组, 每孔 10枚, 每个剂量 3个副孔, 以上药

物除泼尼松龙、LBE-30E、LBE-60E 和 LBE-95E 采用

DMSO溶解外, 其余各药物均采用水溶解, 实验期间控

制各组 DMSO 终浓度为 0.1%, 自受精第 3 天开始, 模

型组及各给药组开始给予 15 μmol·L-1泼尼松龙, 空白

组给予 0.1% DMSO, 至受精第 5天开始给予以上不同

浓度的提取物干预 , 每天半数换液 , 至第 9 天结束实

验。实验重复3次。

斑马鱼幼鱼骨骼茜素红染色 实验结束后, 加入

30 μg·mL-1 3-乙氧酰基苯胺甲磺酸盐麻醉斑马鱼幼鱼, 

加入 4% 多聚甲醛固定 20 min, 吸去多聚甲醛加入 3% 

H2O2和 2% KOH 的混合溶液漂白斑马鱼幼鱼躯体黑

色素, 在体视显微镜下观察漂色情况, 直至幼鱼头部及

躯体呈透明状, 然后向各孔板中加入 0.005% 茜素红过

夜染色, 采用 1% KOH-甘油溶液 (3∶1、1∶1、1∶3) 梯度

过渡去除非特异性结合染色。体视显微镜下将斑马鱼

幼鱼固定于 3% 的羧甲基纤维素钠溶液中, 采集腹面

图片, 统计第一椎骨形成面积及染色光密度值, 采集侧

面图片, 统计椎骨骨节形成数量。

斑马鱼成鱼分组与处理 将40尾斑马鱼成鱼分为

空白组、泼尼松龙组 (100 μmol·L-1)、依替膦酸二钠阳

性药组 (30 μg·mL-1)、枸杞多糖低剂量组 (1 μg·mL-1)、

枸杞多糖高剂量组 (5 μg·mL-1), 每组 8 条 , 含 0.1% 
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DMSO, 在造模的同时给予药物干预, 每 2天更换一次

培养用水, 实验持续30天。

斑马鱼鳞片茜素红染色 实验结束后 , 加入

200 μg·mL-1 3-乙氧酰基苯胺甲磺酸盐将斑马鱼麻醉

致死, 用显微镊将斑马鱼躯体自头部至尾部分为 3个

区域摘取一侧躯体鳞片 30～50 片 , 加入 0.005% 茜素

红溶液, 过夜染色。将鳞片置于体视显微镜下拍照观

察, 通过 Image J软件统计鳞片染色的平均光密度值及

鳞片吸收陷窝面积。

斑马鱼鳞片 ALP 和 TRAP 组织化学染色 ALP

和TRAP染色所需的鳞片数量及获取方式同茜素红染

色一致。采用偶氮偶联法检测ALP活性, 其基本原理

为在碱性条件下, 细胞内ALP可以使萘酚AS-BI磷酸

盐水解, 释放出磷酸和萘酚, 后者与偶联重氮盐生成有

色产物, 定位于胞浆, ALP活性部位呈蓝色。

采用偶氮偶联法检测 TRAP活性, 其基本原理是

在酸性缓冲液中, 细胞内酸性磷酸酶催化底物水解, 生

成物进而与一种稳定的重氮盐偶联, 生成不溶性的偶

氮染料沉淀, 当底物中存在酒石酸时, TRAP活性部位

呈鲜红色或深红色, 定位胞浆。以上染色完成后, 将鳞

片置于体视显微镜下拍照观察, 通过 Image J软件统计

鳞片染色的平均光密度值及染色面积占整体鳞片面积

的百分比。

RNA的提取及 qRT-PCR分析 用显微镊摘取斑

马鱼另一侧全部鳞片固定于RNA提取液中, 通过反转

录法获得 cDNA。通过 StepOne试剂盒进行实时聚合

酶链式反应定量检测 alp、tracp、opg、runx2b、ctsk、sp7。

扩增条件为, 95 ℃下 3 min初始变性, 95 ℃, 30 s变性

和 60 ℃, 40 s退火, 40个循环数。以 β-actin作为内参, 

采用 2-△△CT计算各基因mRNA的相对量。基因特异性

引物序列见表1。

统计学方法 采用专业图像处理软件 Image J统

计斑马鱼幼鱼骨骼及成鱼鳞片染色的面积及光密度

值, 采用GraphPad 8.0软件作图, 组间数据采用单因素

方差分析, 结果以均值 ± 标准差 (
-
x ± s) 表示, P < 0.05

表示有显著性差异。

结果

1　枸杞多糖含量测定结果

硫酸苯酚法测定结果显示 , 葡萄糖溶液浓度在

0.010 05～0.050 25 mg·mL-1内, 490 nm 波长处线性关

系良好 , 其回归方程为 : y = 2.550 1x + 0.031 1, R2 = 

0.999, 通过以上制备工艺所得枸杞子粗多糖中总多糖

含量为51.25%。

2　枸杞子不同提取分离部位对斑马鱼幼鱼骨骼矿化

的影响

茜素红能够与钙离子发生络合反应生成深红色

的沉淀, 可用于指示骨骼中钙基质的沉积。斑马鱼幼

鱼在第 9 天时茜素红染色结果显示 : 与空白组比较 , 

15 μmol·L-1泼尼松龙会显著抑制斑马鱼幼鱼第一椎

骨的形成 (图 1), 表现为茜素红染色面积减小 (P < 

0.001, 图 2A), 染色光密度值下降 (P < 0.001, 图 2B), 

表明斑马鱼幼鱼骨质疏松模型的成功建立。阳性药依

替膦酸二钠能够显著改善斑马鱼幼鱼第一椎骨矿化

面积及累积光密度值 (integrated density, IntDen) (P < 

0.01), 枸杞子各提取分离样品组中 LBE、LBW 和 LBP

在 10 μg·mL-1 时、LBW、LBEW、LBEW-P 和 LBP 在

100 μg·mL-1时、LBE-30E在 20和 200 μg·mL-1时、LBE-

60E在 10和 100 μg·mL-1时、LBE-95E在 0.5 μg·mL-1时

能够显著改善斑马鱼幼鱼第一椎骨染色面积及累积光

密度值 (P < 0.05, P < 0.01, P < 0.001)。结果显示, 枸

杞子各供试样品在一定浓度范围内能够不同程度地改

善泼尼松龙对斑马鱼幼鱼骨骼发育的抑制, 具有促进

骨形成、增加骨密度的作用。

3　枸杞子不同提取分离部位对斑马鱼幼鱼椎骨形成

的影响

斑马鱼幼鱼第 9天时椎骨骨节茜素红染色结果显

示: 15 μmol·L-1泼尼松龙显著抑制斑马鱼幼鱼椎骨的

形成 (图 3A), 阳性药依替膦酸二钠对泼尼松龙诱导的

斑马鱼椎骨形成无明显改善作用。枸杞子各给药组中

枸杞多糖组在 100 μg·mL-1时能够显著提高斑马鱼幼

鱼椎骨形成数量 (P < 0.05, 图 3B), 枸杞子其余各供试

样品组对斑马鱼幼鱼椎骨形成具有一定的改善作用, 

Table 1　 Primer sequences for quantitative real-time PCR. sp7: sp7 transcription factor; alp: Alkaline phosphatase; ctsk: Cathepsin K; 

runx2b: Runt-related transcription factor 2b; tracp/trap: Tartrate-resistant acid phosphatase; opn: Osteopontin

Gene
sp7
alp
ctsk
runx2b
tracp
opn
β-actin

Accession number
NM_212863.2
NM_201007.1
NM_001017778.1
AY443098.1
NM_001002452.1
AY241929.1
AF057040

Forward sequence (5′-3′)
GACTGCCTGACCAGCGTCAA
AGAGAAGCGGCCTGATTACT
TGGGAGGGCTGGAAACTCAC
AACTTCTTCTGGGGTTCGACA
CGTCCACTGACCACAGGAAGA
GGCGTCTGAAGAAACCTCTG
CGAGCGTGGCTACAGCTTCA

Reverse sequence (5′-3′)
GAGGCACCAAGCCTCTCCAA
ACACCCATCCCATCTCCAAG
CATGAGCCGCATGAACCTTG
GGGTTGGCGTGTAGGTGAAG
AAGGATCCTGACGTCTGATTGA
GCAGGATTGGGATGCAGTAT
GCCCGTCAGGGAGCTCATAG
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Figure 1　Ventral view of alizarin red staining of zebrafish at 9 days post fertilization with exposure to PN and therapeutic effect of different 

parts of Lycii Fructus (×100, scale bar = 200 μm). Areas of calcified matrix in craniofacial skeleton are stained red. The central conical red 

area represents the location of the first vertebra. n = 20-30. Control was blank group with 0.1% DMSO; PN was 15 μmol·L-1 prednisolone 

group; ED was 30 μg·mL-1 etidronate disodium group; LBE: Ethanol extract of Lycium barbarum; LBW: Water extract of Lycium barbarum; 

LBEW: Water extract of Lycium barbarum residue after ethanol extraction; LBP: Lycium barbarum polysaccharide; LBEW-P: The superna‐

tant after LBP precipitation from LBEW; LBEAW: Water eluent of LBE on AB-8 macroporous resin; LBE-30E; 30% ethanol eluent of LBE 

on AB-8 macroporous resin; LBE-60E: 60% ethanol eluent of LBE on AB-8 macroporous resin; LBE-95E: 95% ethanol eluent of LBE on 

AB-8 macroporous resin
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但与泼尼松龙组相比无显著性差异 (P > 0.05)。结果

表明, 枸杞多糖能够显著改善泼尼松龙对斑马鱼幼鱼

椎骨骨节发育的抑制, 具有促进骨形成的作用。

4　枸杞多糖对斑马鱼鳞片骨吸收陷窝及矿化的影响

骨吸收陷窝的形成是由成骨细胞与破骨细胞活性

失衡所致。与空白组相比, 100 μmol·L-1泼尼松龙能够

明显诱导斑马鱼成鱼鳞片吸收陷窝的形成, 表现为鳞

片边缘钙基质缺损 (图 4A), 单位面积茜素红染色光密

度值下降 (P < 0.001, 图 4B)。阳性药依替膦酸二钠、

1和 5 μg·mL-1枸杞多糖组能够显著提高单位面积鳞片

茜素红染色光密度值 (P < 0.05, P < 0.01, 图 4B), 显著

抑制鳞片边缘骨吸收陷窝的形成 (P < 0.01, 图 4C)。

Figure 2　Statistics of alizarin red staining results of the first vertebra of juvenile zebrafish at 9 days post fertilization with exposure to 

prednisolone and therapeutic effect of different parts of Lycii Fructus. A: Alizarin red staining area of the first vertebra of zebrafish; B: 

Alizarin red staining integrated density (IntDen) of the first vertebra of zebrafish. Control was blank group with 0.1% DMSO; PN was 

15 μmol·L-1 prednisolone group; ED was 30 μg·mL-1 etidronate disodium group. n = 20-30, 
-
x ± s. ###P < 0.001 vs control; *P < 0.05, **P < 

0.01, ***P < 0.001 vs PN
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结果表明, 枸杞多糖能够促进骨矿化, 改善泼尼松龙诱

导的斑马鱼成鱼鳞片骨吸收陷窝的形成, 提高鳞片完

整性。

5　枸杞多糖对斑马鱼鳞片ALP和TRAP活性的影响

ALP活性的高表达是成骨细胞分化成熟的早期标

志。与空白组相比, 100 μmol·L-1泼尼松龙能够显著抑

制斑马鱼成鱼鳞片ALP活性及活动面积 (图 5A), 表现

为鳞片 ALP着色面积减少 (P < 0.001, 图 5B), 单位面

积ALP染色光密度值下降 (P < 0.001, 图 5C)。阳性药

依替膦酸二钠、1和 5 μg·mL-1枸杞多糖组能够提高鳞

片中 ALP 染色面积和单位面积 ALP 染色光密度值 

(P < 0.001)。结果表明, 枸杞多糖能够显著提高泼尼

松龙诱导的斑马鱼成鱼鳞片中成骨细胞数量 , 逆转

ALP活性的下降。

骨组织TRAP染色可以反映破骨细胞活性。与空

白组相比, 100 μmol·L-1泼尼松龙能够增强斑马鱼成鱼

鳞片中 TRAP 活性及活动面积 (图 6A), 表现为鳞片

TRAP着色面积增大 (P < 0.05, 图 6B), 单位面积TRAP

染色光密度值上升 (P < 0.05, 图 6C)。阳性药依替膦

酸二钠对鳞片中TRAP染色面积和单位面积鳞片染色

光密度值无显著影响 (P > 0.05)。1 μg·mL-1 LBP能够

抑制鳞片中TRAP染色阳性面积和单位面积光密度值 

(P < 0.05), 5 μg·mL-1的 LBP能够抑制鳞片中 TRAP染

色单位面积光密度值 (P < 0.05)。结果表明, 枸杞多糖

能够显著抑制泼尼松龙诱导的斑马鱼成鱼鳞片中破骨

细胞激活及TRAP活性的增强。

6　枸杞多糖对斑马鱼鳞片骨代谢相关基因表达的

影响

研究表明, 泼尼松龙处理对成骨细胞活性及破骨

细胞活性均有一定影响。本研究选择骨形成相关基

因 (runx2b、alp、sp7、opn) 和骨吸收相关基因 (ctsk、

tracp) 进行检测, 以探讨枸杞多糖对成骨细胞及破骨

细胞相关基因的调节作用。结果显示 (图7), 泼尼松龙

能够显著提高 ctsk、tracp mRNA表达量 (P < 0.05, P < 

0.001), 下调 runx2b、alp、sp7 mRNA 表达量 (P < 0.01, 

P < 0.001), 阳性药依替膦酸二钠和枸杞多糖组能够显

Figure 3　Alizarin red staining and data analysis of juvenile zebrafish vertebrae. A: Alizarin red staining of vertebrae (×50, scale bar = 

200 μm); B: Statistical chart of vertebrae formation. Control was blank group with 0.1% DMSO, PN was 15 μmol·L-1 prednisolone group, 

ED was 30 μg·mL-1 etidronate disodium group. n = 20-30, 
-
x ± s. *P < 0.05 vs PN
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著恢复泼尼松龙诱导的以上基因的异常表达 (P < 

0.05, P < 0.01, P < 0.001)。结果表明, 枸杞多糖能够通

过调节骨形成与骨吸收的动态平衡发挥抗骨质疏松的

作用。

讨论

利用斑马鱼成鱼评价中药在抗骨质疏松方面的研

究国内鲜见报道。本文基于斑马鱼幼鱼模型筛选枸杞

子改善骨质疏松的活性部位, 并通过斑马鱼成鱼骨质

疏松模型, 对幼鱼的筛选结果进行了验证及进一步研

究, 以期为相关方面研究提供借鉴与参考。

由于骨骼结构和遗传学与人类的高度相似性, 斑

马鱼近年来被广泛用于骨科疾病模型的构建与药物评

价[15]。利用泼尼松龙诱导斑马鱼幼鱼骨质疏松模型最

早由 Barrett 等[11]提出 , 由于胚胎易大量获取、表型稳

定, 斑马鱼幼鱼骨质疏松模型被认为是初期筛选抗骨

质疏松药物的理想模型。本文基于斑马鱼幼鱼骨质疏

松模型, 较为系统地评价了枸杞子不同提取分离部位

9组样品的抗骨质疏松活性, 结果显示枸杞子不同提

取分离部位对斑马鱼幼鱼早期骨形成均具有不同程度

Figure 4　Effects of LBP on mineralized matrix of zebra fish scales. A: Alizarin red staining (×50, scale bar = 400 μm); B: Average optical 

density of alizarin red staining of scales; C: Area of resorption lacunae of scaly bone. Control was blank group with 0.1% DMSO, PN was 

100 μmol·L-1 prednisolone group, ED was 30 μg·mL-1 etidronate disodium group. n = 20-30, 
-
x ± s. ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs control; *P < 

0.05, **P < 0.01 vs PN
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的改善作用, 其中枸杞多糖组能够显著增加幼鱼椎骨

骨节形成数量, 提示多糖部位为枸杞子抗骨质疏松和

改善骨代谢的主要活性部位。

斑马鱼幼鱼在 10日龄之前破骨细胞缺乏[16,17], 无

法用于研究成骨细胞与破骨细胞之间的相互作用, 而

斑马鱼成鱼中成骨细胞和破骨细胞同步存在, 与成年

人的骨代谢过程相似[18]。关于斑马鱼成鱼骨质疏松模

型的建立国内鲜有相关报道, 该模型于 2014年首次由

de Vrieze团队[19]提出, 结果显示抗骨质疏松药物阿伦

磷酸盐和阿法骨化醇能够改善斑马鱼再生鳞片畸形指

数及 TRAP活性, 表明该模型可初步用于抗骨质疏松

药物的研究[20]。Pasqualetti等[21]在此模型的基础上以

非再生斑马鱼鳞片构建了斑马鱼成鱼骨质疏松模型, 

该研究发现泼尼松龙能够剂量依赖性诱导斑马鱼鳞片

中矿化基质丢失, TRAP阳性细胞迁移至鳞片边缘, 形

成大的吸收陷窝, 同时鳞片成骨细胞中ALP活性显著

Figure 5　Effects of LBP on ALP activity in zebrafish scales. A: ALP histochemical staining (×50, scale bar = 400 μm); B: ALP staining 

area ratio; C: ALP staining average optical density. n = 20-30, 
-
x ± s. ###P < 0.001 vs control; ***P < 0.001 vs PN
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降低。此后, 该斑马鱼成鱼在体鳞片骨质疏松模型被

陆续用于评价药物的抗骨质疏松活性, 均取得了较好

的结果 , 如阿伦磷酸盐[21]、甘草素[22,23]、生姜提取物[24]

和其他中草药复合制剂[25]。本研究通过复制斑马鱼成

鱼在体鳞片骨质疏松模型, 对斑马鱼幼鱼筛选结果进

行了验证及进一步研究。

结果显示, 枸杞多糖部位能够抑制泼尼松龙诱导

的斑马鱼鳞片中ALP活性的下降, 降低TRAP染色阳

性面积, 调节骨形成及骨吸收相关基因的表达, 促进成

骨细胞分化, 降低破骨细胞激活, 减少鳞片边缘骨吸收

陷窝的形成。表明枸杞多糖部位能够通过恢复成骨细

胞与破骨细胞之间动态平衡发挥抗骨质疏松的作用。

这些评价结果与前人报道的枸杞多糖能够降低棕榈酸

诱导的 MC3T3-E1细胞凋亡[26], 促进骨髓间充质干细

胞向成骨细胞分化[7], 下调血清骨钙素和碱性磷酸酶

含量, 提高去卵巢小鼠骨密度[27], 改善骨质疏松等结果

互为补充和验证, 具有良好的一致性。通过本文研究

进一步表明斑马鱼作为整体动物模型, 给药剂量小, 饲

养成本低, 鳞片易获取且可再生, 方便动态观察药物的

干预效果, 适合于筛选早期抗骨质疏松药物的活性评

价研究等。斑马鱼体型较小, 取材样本受限; 作为新兴

动物模型, 所得实验结果的准确性也有待长期观察。

因此, 对斑马鱼模型筛选所得结果需要更多的研究来

表征这些药物的靶点以确定其在哺乳动物或者人体疾

病模型中的效用。

枸杞多糖为枸杞子改善骨质疏松的主要活性成

分, 其能够调节成骨细胞与破骨细胞活性, 减少骨吸

收, 促进骨形成, 增强骨基质矿化, 具有潜在的改善糖

Figure 6　Effects of LBP on TRAP activity in zebrafish scales. A: TRAP histochemical staining (×50, scale bar = 400 μm); B: TRAP 

staining area ratio; C: TRAP staining average optical density. n = 20-30, 
-
x ± s. #P < 0.05 vs control; *P < 0.05 vs PN
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皮质激素性骨质疏松的作用。本研究为枸杞子“坚筋

骨”传统功效科学内涵的揭示提供了新的证据, 为基于

斑马鱼模式生物评价中药在调节骨代谢方面的研究提

供了借鉴, 同时为老龄化社会人群骨健康需求提供了

有益启示。
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