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摘　要　为探讨斑马鱼模型评价中药微量成分在体抗骨质疏松活性的适用性与合理性，以２５μｍｏｌ／Ｌ泼尼松龙诱导
的斑马鱼幼鱼骨质疏松模型考察川续断皂苷Ｖ和川续断皂苷ＶＩ抗骨质疏松活性。采用茜素红对斑马鱼幼鱼骨骼染色，并
以显微检测、数码成像方法定量分析骨骼染色区域。结果２５μｍｏｌ／Ｌ泼尼松龙使斑马鱼骨量显著丢失，与模型组比较，川续
断皂苷Ｖ和川续断皂苷ＶＩ及依替膦酸二钠阳性药均能阻止泼尼松龙诱导的斑马鱼骨量丢失，提示斑马鱼模型成功评价了
微量川续断皂苷Ｖ和川续断皂苷ＶＩ的抗骨质疏松活性，具有在体化、微板化，简单、高效的特点。
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　　骨质疏松是一种骨密度低、微结构退化、导致
低创伤性骨折的风险增高的常见复杂疾病。我国

采用中草药防治骨质疏松的历史已有千余年。但

现有评价模型制约中药抗骨质疏松活性成分的高效

筛选。例如，传统在体动物实验存在工作强度大、耗

时长、灵敏度低、用样量大等缺点，不利于微量成分

的评价；体外细胞模型实验作用环节单一，难以体现

在体综合效应。近年来斑马鱼作为药效和毒性筛选
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模型得到广泛应用，斑马鱼骨骼的发育机制与哺乳

动物具有高度同源性，为建立斑马鱼骨质疏松、骨关

节炎等模型提供了生理及遗传学依据［１－３］。本课题

组前期借鉴Ｆｌｅｍｉｎｇ等［１－２］研究用地塞米松和泼尼

松龙诱导并建立斑马鱼骨质疏松新模型，并用以验

证依替膦酸二钠（ｅｔｉｄｒｏｎａｔｅｄｉｓｏｄｉｕｍ，ＥＤ）、鲑鱼降
钙素的抗骨质疏松活性［４－５］。该模型能否有效用于

中药成分特别是微量成分的抗骨质疏松活性评价，

对实现中药抗骨质疏松活性成分的高效筛选具有重

要价值。

续断（ＤｉｐｓａｃｕｓａｓｐｅｒＷａｌｌｅｘＨｅｎｒｙ）是一种传
统的抗骨质疏松中草药，对骨质疏松症防治有确切

疗效，其中续断皂苷类成分是主要壮骨成分［６］，其

主要皂苷川续断皂苷Ⅵ具有促进大鼠骨髓间充质
干细胞向成骨细胞增殖和分化的作用，增加骨形态

发生蛋白２（ＢＭＰ２）的合成来增加骨形成，并激活
ｐ３８和细胞外信号调节激酶１／２（ＥＲＫ１／２）信号转
导通路［７－８］。由于受化合物数量的限制，其他微量

川续断皂苷的抗骨质疏松活性尚未明确。本文采

用斑马鱼骨质疏松模型考察活性、机制明确的川续

断皂苷Ⅵ和活性尚不明确的川续断皂苷Ⅴ的活性，
探讨该模型评价中药微量成分抗骨质疏松活性的

合理性与适用性。

!

　材　料

１１　试　剂
川续断皂苷ＶＩ对照品（中国药品生物制品检

定所，批号：１１１６８５２００４０１），川续断皂苷Ⅴ为作者
从续断中分离、纯化得到，光谱数据与文献报道一

致［９－１０］，纯度经 ＨＰＬＣＥＬＳＤ检测大于９８％（结构
式见图１）；依替膦酸二钠（中国药品生物制品检定
所）；泼尼松龙（苏州亚科化学试剂股份有限公司，

批号ＹＫ２０１２０２０１０１）；二甲亚砜（ＤＭＳＯ，国药集团
化学试剂有限公司）；多聚甲醛（成都市科龙化工

试剂厂，批号 ２０１００５０４）；ＭＳ２２２（美国 Ａｃｒｏｓ
Ｏｒｇａｎｉｃｓ公司，批号Ａ０２８８３２８）；茜素红Ｓ（郑州四季
化工产品有限公司）；水为ＭｉｌｌｉＱｓｙｓｔｅｍ高纯水（美
国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；其余试剂均为市售分析纯。
１２　仪　器

ＡｘｉｏｏｂｓｅｒｖｅｒＡ１荧光倒置显微镜（蔡司光学
仪器国际贸易有限公司）；ＳＰＸ８０生化培养箱（宁
波海曙赛躈实验仪器厂）；ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６０专业

图像分析软件（美国ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ公司）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＳｔｒｕｃｔｕｒａｌｆｏｒｍｕｌａｏｆａｓｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎＶ（Ｒ＝ＣＨ３）ａｎｄ
ａｓｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎＶＩ（Ｒ＝ＣＨ２ＯＨ）

１３　动　物
斑马鱼成鱼由南京大学模式动物研究所提供，

来自德国ｔｕｂｉｎｇｅｎ品系。

&

　方　法

２１　药物溶液的配制
泼尼松龙溶液配制：精密称取泼尼松龙

４５３ｍｇ，加入 ＤＭＳＯ６５ｍＬ，用培养基［１１］稀释并

定容至５０ｍＬ，即得２５ｍｍｏｌ／Ｌ泼尼松龙储备液。
临用前用培养基稀释１００倍，即得２５μｍｏｌ／Ｌ泼尼
松龙溶液。

含泼尼松龙的川续断皂苷Ⅵ（ａｓｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎ
ＶＩ）和川续断皂苷Ⅴ（ａｓｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎＶ）溶液配制：
分别精密称取川续断皂苷Ⅵ２３２ｍｇ和川续断皂苷
Ⅴ２２８ｍｇ，用适量ＤＭＳＯ溶解定容至１０ｍＬ，分别得
到２５０μｍｏｌ／Ｌ川续断皂苷Ⅵ和Ⅴ储备液。取川续断
皂苷Ⅵ和Ⅴ储备液适量，各再加入２５ｍｍｏｌ／Ｌ泼尼
松龙储备液１００μＬ至１０ｍＬ量瓶，用培养基分别依
次稀释配制成含 ２５μｍｏｌ／Ｌ泼尼松龙的 ０００８，
００４，１μｍｏｌ／Ｌ的川续断皂苷Ⅵ和Ⅴ溶液。

含泼尼松龙的依替膦酸二钠溶液配制：精密称

取依替膦酸二钠 １５ｍｇ，用超纯水溶解定容至
１０ｍＬ，即得１５００ｍｇ／Ｌ的储备液。取上述依替膦
酸二钠储备液适量，加入适量泼尼松龙储备液，并

用培养基稀释配制成含 ２５μｍｏｌ／Ｌ泼尼松龙的
３０ｍｇ／Ｌ依替膦酸二钠溶液。
２２　斑马鱼幼鱼的固定、骨骼染色与分析方法

斑马鱼的胚胎收集与培养、鱼龄选择、给药方式

方法及其头部骨骼的茜素红染色方法参考前期研

究［４－５］，在斑马鱼幼鱼培养至受精后１０ｄ（１０ｄｐｆ），
麻醉处死后用４％多聚甲醛固定后，采用１％ ＫＯＨ
配制的含３％ Ｈ２Ｏ２的漂白剂将幼鱼漂白至眼部色
素清除后，采用茜素红对斑马鱼幼鱼头部骨骼染色，

９８
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再用梯度比分别为３∶１、１∶１、１∶３的１％ ＫＯＨ和甘油
的混合溶液将幼鱼透明化，最后将幼鱼保存于纯甘

油中。使用显微镜拍摄幼鱼头部腹面照，然后采用

图像分析软件 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６０将幼鱼头部骨骼
染色面积和累积光密度进行分析计算，以反映骨矿

化量。

２３　给药与数据处理
取受精后５天（５ｄｐｆ）的斑马鱼幼鱼分成５组

置２４孔板，每组 ２孔，每孔 １０条幼鱼，１组给予
０５％ＤＭＳＯ阴性对照，其余 ４组给予 ２５μｍｏｌ／Ｌ
泼尼松龙模型药，置于恒温培养箱中２８５℃培养，
４８ｈ后，将其中３组模型药分别换为含２５μｍｏｌ／Ｌ
泼尼松龙不同浓度川续断皂苷Ⅵ和川续断皂苷Ⅴ
溶液以及含２５μｍｏｌ／Ｌ泼尼松龙的３０ｍｇ／Ｌ依替
膦酸二钠溶液（阳性药物组），每个浓度组做３份，
每天换药，培养至１０ｄｐｆ；然后将各组斑马鱼按照
“２２”项下方法进行骨矿化量分析。用 ＥＸＣＥＬ软
件计算平均值、标准偏差及变异系数（ｎ＝５～７），
ｔｔｅｓｔ比较各组差异。斑马鱼幼鱼体内卵黄囊含丰
富的营养可供培养９～１０ｄｐｆ无需喂食。

'

　结　果

３１　川续断皂苷Ⅵ对抗泼尼松龙诱导的斑马鱼骨
质疏松的作用

与ＤＭＳＯ组相比，２５μｍｏｌ／Ｌ泼尼松龙模型组
的矿化面积和累积光密度存在极显著性差异（Ｐ＜
０００１），提示泼尼松龙成功诱导斑马鱼骨质疏松。
与泼尼松龙模型组比，３０ｍｇ／Ｌ依替膦酸二钠
（ＥＤ）可显著性阻止斑马鱼骨量丢失；川续断皂苷
Ⅵ组随着川续断皂苷Ⅵ浓度的增加，矿化面积和
ＩＯＤ均呈增加的趋势，当川续断皂苷Ⅵ浓度为
０００８μｍｏｌ／Ｌ和００４μｍｏｌ／Ｌ时，矿化面积显著性
增加（Ｐ＜００５），浓度增加至１μｍｏｌ／Ｌ时，矿化面
积极显著性增加（Ｐ＜００１）；累积光密度在川续断
皂苷Ⅵ浓度为００４μｍｏｌ／Ｌ（图２）和１μｍｏｌ／Ｌ时
均呈极显著性增加，提示川续断皂苷Ⅵ可防止并阻
止泼尼松龙诱导的斑马鱼骨量丢失。结果见图３。
３２　川续断皂苷Ⅴ对泼尼松龙诱导的斑马鱼骨质
疏松的作用

与ＤＭＳＯ组相比，２５μｍｏｌ／Ｌ泼尼松龙模型组
的矿化面积和累积光密度存在极显著性差异（Ｐ＜
０００１），提示泼尼松龙成功诱导斑马鱼骨质疏松。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｖｅｎｔｒａｌｖｉｅｗｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ０５％ＤＭＳＯ，２５
μｍｏｌ／Ｌｐｒｅｄｎｉｓｏｌｏｎｅ（Ｐ），３０ｍｇ／Ｌｅｔｉｄｒｏｎａｔｅｄｉｓｏｄｉｕｍ（ＥＤ），００４
μｍｏｌ／ＬａｓｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎＶａｎｄ００４μｍｏｌ／ＬａｓｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎＶＩｉｎｔｈｅ
ｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆ２５μｍｏｌ／Ｌｐｒｅｄｎｉｓｏｌｏｎｅ

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｓｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎＶＩｏｎｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄａｒｅａ（Ａ）ａｎｄ
ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ（ＩＯＤ）（Ｂ）ｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｌａｒｖａｌ
ＺｅｂｒａｆｉｓｈｌａｒｖａｌｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｓｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎＶＩｆｒｏｍ７ｄｐｆｔｏ１０ｄｐｆ，ｆｏｌ
ｌｏｗｉｎｇ４８ｈｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏ２５μｍｏｌ／Ｌｐｒｅｄｎｉｓｏｎｅａｌｏｎｅ，ａｔ１０ｄｐｆｌａｒｖａｌ
ｗａｓｆｉｘｅｄａｎｄｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈａｌｉｚａｒｉｎｒｅｄ
＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓ０５％ＤＭＳＯｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ； Ｐ＜００５， Ｐ＜
００１，Ｐ＜０００１ｖｓ２５μｍｏｌ／Ｌｐｒｅｄｎｉｓｏｎｅｇｒｏｕｐ

与泼尼松龙模型组比，３０ｍｇ／ＬＥＤ可显著性阻止
斑马鱼骨量丢失；川续断皂苷Ⅴ在０００８μｍｏｌ／Ｌ
时，鱼矿化面积显著增加（Ｐ＜００５），当浓度增加
到００４μｍｏｌ／Ｌ时，矿化面积和累计光密度均极显
著性增加（Ｐ＜００１），但当浓度继续增加到 １０
μｍｏｌ／Ｌ时，矿化面积和 ＩＯＤ均低于 ００４μｍｏｌ／Ｌ
川续断皂苷Ⅴ，但仍呈显著性（Ｐ＜００５），说明川

０９
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续断皂苷Ⅴ可防止并阻止泼尼松龙诱导的斑马鱼
骨量丢失。结果见图４。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｓｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎＶｏｎｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄａｒｅａ（Ａ）ａｎｄＩＯＤ
（Ｂ）ｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｌａｒｖａｌ
ＺｅｂｒａｆｉｓｈｌａｒｖａｌｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｓｐｅｒｏｓａｐｏｎｉｎＶｆｒｏｍ７ｄｐｆｔｏ１０ｄｐｆ，ｆｏｌ
ｌｏｗｉｎｇ４８ｈｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏ２５μｍｏｌ／Ｌｐｒｅｄｎｉｓｏｎｅａｌｏｎｅ，ａｔ１０ｄｐｆｌａｒｖａｌ
ｗａｓｆｉｘｅｄａｎｄｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈａｌｉｚａｒｉｎｒｅｄ
＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓ０５％ＤＭＳＯｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ； Ｐ＜００５， Ｐ＜
００１，Ｐ＜０００１ｖｓ２５μｍｏｌ／Ｌｐｒｅｄｎｉｓｏｎｅｇｒｏｕｐ

1

　讨　论

斑马鱼幼鱼头骨发育包含骨形成和骨吸收的

较完整体系［１］，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，可实现微量成分的在体、微

板形式的高效评价。这对开发我国丰富的中药资

源，尤其是从某些微量成分中发现结构新颖、活性

独特的抗骨质疏松先导化合物具有重要意义，值得

进一步研究和推广。

本研究用该模型评价了作用与机制研究相对

明确的川续断皂苷Ⅵ的抗骨质疏松活性，结果与现
有大鼠骨质疏松模型和细胞模型报道的结论具一

致性［７－８］，在此基础上，进一步应用该模型成功评

价了作用与机制尚不明确的川续断皂苷Ⅴ的抗骨
质疏松活性，提示该模型用于中药微量成分抗骨质

疏松评价具可行性与合理性。进一步对川续断皂

苷Ⅵ和川续断皂苷Ⅴ的抗斑马鱼骨质疏松作用进

行了比较，在００４μｍｏｌ／Ｌ浓度时，与川续断皂苷
Ⅵ相比，川续断皂苷Ⅴ对斑马鱼 ＩＯＤ的影响有显
著性增加作用（Ｐ＜００５），提示斑马鱼骨质疏松模
型有望用于微量成分抗骨质疏松活性的构效关系

研究。
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