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给予 大剂量灌胃，观察未出现1例死亡，故无法

测出该制剂的LD50。在 大耐受性试验中，分别

早晚各1次灌胃小鼠 大剂量胶囊内容物溶液，动

态观察14 d，小鼠的外观、行为活动、毛发、大小

便等均无异常；14 d后处死小鼠进行大体解剖，观

察各主要脏器均无异常形态和颜色。说明在此

大给药剂量(42 g·kg1)下，小花清风藤胶囊对小鼠

无急性毒性反应，其耐受为人用量的408倍，较为

安全。 

众所周知，肝炎是我国目前发病率较高的疾

病之一，也是科研工作者研究比较热门的方向。

目前运用较多技术也比较成熟的急性肝损伤模型

之一是腹腔注射CCl4油溶液，它主要表现在血清中

的ALT、AST活性明显升高，表明肝细胞已经出现

炎症并有坏死。本实验通过分组分别灌胃小鼠不

同剂量的小花清风藤胶囊内容物溶液，与模型组

比较，其ALT、AST含量均有不同程度降低，并且

给药组的肝脏指数与模型组比较也有所减少，说明

小花清风藤胶囊对受损肝脏具有一定的保护作用。 

D-半乳糖通过产生大量自由基引起脂质过氧

化，造成肝细胞损伤，与临床上病毒性肝炎的肝

脏病理变化相似[8]。本实验中，不同给药组对损伤

小鼠血清中的SOD水平均有显著的升高(P<0.05或

P<0.01)，提示该胶囊能够通过抑制脂质过氧化反

应对肝脏产生保护作用，减轻D-半乳糖对肝脏的

损伤作用；与模型组比较，阳性对照组和高、低

剂量药物组能显著抑制血清中的 MDA 水平

(P<0.05或P<0.01)，说明小花清风藤胶囊能去除自

由基而表现出一定抗氧化作用。 

无论是CCl4还是D-半乳糖所致小鼠肝损伤，

均可见肝脏明显的各种坏死，而给了不同剂量小

花清风藤胶囊的各组小鼠，它们的肝损伤程度均

有不同程度改善，并且有统计学差异。再次说明

小花清风藤胶囊对肝脏具有保护作用。以上结果

为小花清风藤胶囊的进一步开发和临床应用提供

了重要的理论依据。 
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口服蛇床子素提高大鼠峰值骨量的研究 
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摘要：目的  研究口服蛇床子素是否能提高大鼠峰值骨量，从而预防骨质疏松症。方法  1 月龄健康 SD♀大鼠随机分为

2 组，每组 12 只。给药组每日灌服 10 mg·kg1 蛇床子素，对照组灌服等体积蒸馏水。每周监测体质量，每月检测 1 次全

身骨密度。3 个月后处死所有动物，取血测血清骨钙素(OC)和抗酒石酸性磷酸酶 5b(TRACP 5b)含量，取双侧股骨和胫骨

分别进行骨密度检测、分析，骨形态计量分析和生物力学评价，剥离心、肝、胃、肾、肾上腺和子宫后称重，计算器官

指数，并做常规病理学检测。结果  2 组大鼠的体质量始终无显著性差异(P>0.05)；各器官指数均无明显差异(P>0.05)，
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病理学观察未见异常发生；第 1、2 月的全身骨密度无明显差别(P>0.05)，但 3 个月后给药组显著高于对照组，股骨骨密

度呈相同趋势(P<0.05)；给药组的血清 OC 水平升高，而 TRACP 5b 含量下降(P<0.05)；μCT 检测结果是：给药组的骨体

积百分率、骨小梁厚度和骨小梁数量均高于对照组，但骨小梁分离度和模型系数均显著低于对照组(P<0.05)；股骨最大载

荷(P<0.01)、屈服强度(P<0.01)和弹性模量(P<0.05)均为给药组明显高于对照组。结论  口服蛇床子素可抑制实验大鼠体内骨

吸收水平并增强骨形成，提高大鼠峰值骨量，可预防各种原因引起的骨质疏松及骨质疏松性骨折。 

关键词：蛇床子素；骨密度；骨强度；骨组织微结构；生物力学  
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Study the Inprovement of Peak Bone Mineral Density and Bone Quality of Rats by Osthole 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effects of osthole on peak bone mass of rats. METHODS  Twenty-four 

one-month SD rats were randomly divided into two groups, one group was orally administrated osthole at 10 mg·kg1 and the 
other was given equal volume of distilled water and used as the control. The body weight was monitored every week and the 
bone mineral density(BMD) of total body was measured every month. All rats were sacrificed after three months. The femoral 
bone mineral density, the serum levels of osteocalcin(OC) and anti-tartaric acid phosphatase 5b (TRACP 5b) were measured. The 
bone microarchitecture was analyzed with μCT and the bone biomechanics properties were tested with universal material 
machine. RESULTS  No significant differences were observed between osthole-treated group and the control for the 
food-intake and body weight during three months. However, the rats treated with osthole had significant higher BMD for both 
total body and femoral than the control. The osthole-treated rats also had higher level of serum OC and lower level of TRACP 5b. 
Besides, they owned bigger bone volume/tissue volume, trabecular thickness, trabecular number but smaller trabecular spacing 
and structural model index. In the three point bending tests of femurs, they were found to have larger maximum load and the 
young’s modulus and yield load. CONCLUSION  Orally administered osthole can enhance peak bone mass by improving bone 
formation and inhibiling bone resorption, and therefore can be used to prevent osteoprosis.   
KEY WORDS: osthole; bone mineral density; bone quality; bone microarchitecture; biomechanics 

 

随着我国人口结构日趋老龄化，骨质疏松症

及骨质疏松性骨折的发病率越来越高。由于骨质

疏松症难以逆转，骨质疏松性骨折手术易失败且

再骨折的风险高，如何预防骨质疏松就显得尤为

重要[1]。多年前人们就已认识到，骨质疏松症是由

峰值骨量(peak bone mass，PBM)和随年龄增长相

关的骨丢失两方面决定的[2]，高 PBM 会在一定程

度上减少发病的机率[3]。因此，提高 PBM 也是一

条预防骨质疏松的理想途径。蛇床子素是伞形科

植物蛇床的果实，中医认为其具有温肾助阳和祛

风燥湿之功效[4]。课题组前期的研究表明，蛇床子

的主要有效成分蛇床子素可抑制体外培养破骨细

胞骨吸收活性，促进骨髓基质细胞增殖和向成骨

性分化，同时能促进成骨细胞的分化和成熟[5-7]。

因而推测其可能具有抗骨质疏松活性。本实验考

察了口服蛇床子素对大鼠 PBM 的影响，以期对其

抗骨质疏松活性作出初步判断。      

1  材料和方法 

1.1  材料 

蛇床子素(陕西宝鸡辰光生物科技有限公司，

批号：Hos-101110，纯度≥98%)；双能 X 射线骨

密度仪(美国 GE 公司)；μCT(荷兰 MILabs 公司)；

AG-IS 万能材料试验机(日本岛津公司)；抗酒石酸

酸性磷酸酶试剂盒(英国 IDS 公司，批号：11509)，

骨钙素试剂盒(上海延吉公司，批号：201203)。 

1 月龄的 SD 大鼠 24 只，♀，SPF 级，体质量

(125±3)g，由甘肃中医学院实验动物中心提供，

实验动物合格证号：SCXK (甘) 2004-0006-152。 

1.2  方法 

1.2.1  分组与给药  实验大鼠随机分为 2 组，每

组 12 只，一组每日灌服蛇床子素，为服药组，另

一组只给予等体积蒸馏水，用作对照组。蛇床子

素用蒸馏水配成 1 mg·mL1 的混悬液，按每只大鼠

10 mg·kg1 体质量给药。大鼠饲养于 SPF 级实验

室，自由摄水和进食，记录每日进食量和进水量，

每周称 1 次体质量。动物处死后立即剥离出心脏、

肝脏、胃、肾、肾上腺和子宫，称重，计算器官

指数，并将所有器官固定于 10%福尔马林中，石
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蜡包埋，常规切片，HE 染色，由资深病理医师进

行病理学观察与评价。 

1.2.2  骨密度的测定  每月在麻醉状态下测 1 次

全身骨密度，第 3 个月测完后即处死所有动物，

剥离出四肢长骨，左侧股骨用于检测骨密度。麻醉

采用 10%水合氯醛，剂量为 3 mL·kg1，腹腔注射。 

1.2.3  血清生化指标的测定  采用心脏取血法抽

取血样，3 000 r·min1 离心 5 min，取上层血清，

80 ℃保存；按试剂盒说明书制作骨钙素(osteocalcin，

OC)和抗酒石酸酸性磷酸酶 5b(anti-tartaric acid 

phosphatase 5b，TRACP 5b)标准曲线。OC 和

TRACP 5b 分别于 450，405 nm 处测定 OD 值，通

过标准曲线计算含量。  

1.2.4  μCT 影像分析  将右侧股骨用 70%乙醇固

定。感兴趣区域选择在距生长板 1 mm 位置。分析

参 数 包 括 相 对 骨 体 积 率 (bone volume/tissue 

volume，BV/TV)、骨小梁厚度(trabecular thickness，

Tb.Th)、骨小梁数量(trabecular number，Tb.N)、骨

小梁分离度(trabecular spacing，Tb.Sp)和模型系数

(structural model index，SMI)，并采集成像图片。 

1.2.5  骨形态计量分析  将右侧胫骨固定于 70%

乙醇中。严格按照 technovit@9100 试剂盒说明书

操作，依次进行脱水、脱塑、浸渍、渗透和包埋，

聚合 2 d 后切片，磨片，用 VG 法染色，观察骨骺

线下 1~4 mm 距离区域。 

1.2.6  生物力学分析  将左侧股骨用浸透 0.9%生理

盐水的纱布包裹后保存于20 ℃。在实验 24 h 前取

出，于室温下自然解冻。三点弯曲试验的跨距为

17 mm，速度为 10 mm·min1。记录载荷变形曲线，

得到包括 大载荷、屈服强度和弹性模量等指标。 

1.2.7  统计学分析  统计分析均采用 SPSS16.0 软

件完成，所有检测数据表示均用 sx  ，用 t 检验

作显著性分析。以 P<0.05 为差异具有统计学意义。 

2  结果 

2.1  对进食量、进水量和体质量的影响 

两组大鼠的每日进食量和进水量始终无明显

差别，体质量随时间增长而增加，但未出现显著

性差异，表明灌服蛇床子素对饮食和体质量均无

影响。各器官指数差异均不具有统计学意义

(P>0.05)；病理学观察也未见异常改变。 

2.2  对大鼠骨密度的影响  

两组大鼠的全身骨密度在实验开始时、服药 1

月后和服药 2 月后均无明显差别，但服药 3 月后

出现具有统计学意义的差异(P<0.01)。动物处死后

离体检测股骨骨密度的结果也出现相同趋势，表

明连续口服蛇床子素 3 个月后大鼠骨密度较未服

药者有明显提高。结果见表 1。 

表 1  大鼠全身骨密度和股骨骨密度检测结果(n=12, sx  ) 

Tab 1  Results of total and femur bone mineral density of rats(n=12, sx  ) 

全身骨密度/g·cm3 
组别 

服药前 服药 1 月后 服药 2 月后 服药 3 月后 

服药 3月后股骨骨密度/ 

g·cm3 

对照组 0.112±0.006 0.140±0.007 0.151±0.008 0.148±0.01 0.144±0.006 

服药组 0.113±0.007 0.143±0.006 0.155±0.007 0.162±0.011) 0.155±0.0061) 

注：与对照组相比，1)P<0.01 

Note: Compared with control group, 1)P<0.01 

2.3  对大鼠血清 OC 和 TRACP 5b 含量的影响 

OC 由成骨细胞分泌，是骨形成特异性指标，

TRACP 5b 由破骨细胞分泌，是骨吸收特异性指

标。结果显示，给药组大鼠的血清 OC 水平极显著

高于对照组(P<0.01)，而血清 TRACP 5b 水平显著

低于对照组(P<0.05)，说明口服蛇床子素 3 个月后，

大鼠体内骨形成水平提高，同时骨吸收活动减弱。

结果见表 2。 

2.4  µCT 影像分析结果 

给药组股骨的 BV/TV、Tb.N 和 TB.TH 明显高

于对照组(P<0.05)，但 Tb.Sp 和 SMI 明显低于对照

组(P<0.05)，说明口服蛇床子素 3 个月后骨组织微

结构明显优于对照组，结果见表 3 和图 1。 

表 2  大鼠血清 OC 和 TRACP 的结果 (n=12, sx  ) 

Tab 2  Results of serum OC and TRACP5b of rats (n=12, sx  ) 

组别 OC/µg·mL1 TRACP 5b/U·L1 

对照组 72.793±1.554 0.731±0.181 

给药组 74.91±1.3372) 0.582±0.0881) 

注：与对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01 

Note: Compared with control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01 



 

中国现代应用药学 2013 年 11 月第 30 卷第 11 期                            Chin JMAP, 2013 November, Vol.30 No.11        ·1173· 

表 3  大鼠µCT 影像分析结果(n=5, sx  ) 

Tab 3  Results of μCT on femur of rats(n=5, sx  ) 

组别 BV/TV/% Tb.N/mm Tb.TH/mm Tb.Sp/mm SMI 

对照组 31.898±1.486 2.419±0.091 0.132±0.001 0.433±0.084 0.920±0.190 

给药组  47.242±7.1981)  3.053±0.3131)  0.155±0.0141)  0.234±0.0191)  0.365±0.2191) 

注：与对照组比较，1)P<0.05 

Note: Compared with control group, 1)P<0.05

 
图 1  大鼠股骨 μCT 影像 
A对照组；B给药组 

Fig 1  The picture of the femur μCT on rars 
Acontrol group; Bosthole-treated group 

2.5  骨组织形态计量 

两组胫骨骨形态明显区别，给药组骨小梁(深

色网状结构区)的数量明显多于对照组，骨小梁分

离度低于对照组，表明给药组的骨微结构比对照

组更加致密，证明蛇床子素对骨微结构具有改建

能力，结果见图 2。 

 
图 2  大鼠股骨骨形态图(40×) 
A对照组；B给药组 

Fig 2  Bone Histomorphometry picture(40×) 
Acontrol group; Bosthole-treated group 

2.6  对大鼠骨生物力学的影响 

股骨三点弯曲实验发现，给药组的 大载荷

和屈服强度极显著高于对照组(P<0.01)，弹性模量

显著高于对照组(P<0.05)，表明口服蛇床子素 3 个

月后骨生物力学指标全面提高，结果见表 4。 

表 4  蛇床子素对大鼠生物力学的结果(n=12, sx  )  

Tab 4  Results of biomechanics on femur of rats(n=12, sx  ) 

组别 大载荷/N 弹性模量/mPa 屈服强度/N 

对照组 125.0±17.7 1526.2±247.3 114.2±14.5 

给药组 152.4±17.82) 2125.2±215.11) 143.9±26.42) 

注：与对照组比较，1)P<0.05, 2)P<0.01 

Note: Compared with control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01 

3  讨论 

峰值骨密度是指人一生发育过程中骨形成与

骨吸收达到平衡状态时的骨密度，此前骨形成活

跃程度高于骨吸收，是骨量积累的关键时期[8]。在

治疗骨质疏松的药物中，金雀异黄酮是研究 热

的植物雌激素，且常用的剂量为 10 mg·kg1·d1[9]。

蛇床子素作为香豆素类化合物，结构与金雀异黄

酮类似，目前未有对 PBM 影响的研究，当换算成

与金雀异黄酮等量摩尔量时蛇床子素的剂量为

9 mg·kg1·d1。通过此剂量蛇床子素对大鼠的干预，

研究其对 PBM 影响。同时，有文献报道 [10]，

9 mg·kg1·d1 蛇床子素对切除卵巢大鼠骨质疏松

有作用。因此本实验采用 10 mg·kg1·d1 剂量的蛇

床子素初步判断对 PBM 的影响效果。本实验选择

刚断乳 1 月龄雌性大鼠开始给药，以便系统考察

口服蛇床子素对大鼠 PBM 的影响。由于是否发生

骨质疏松性骨折是由骨强度而非单纯骨密度决定

的，骨强度包括骨密度和骨质量两部分内容[11-12]。

我们还采用 μCT 和生物力学试验评价了口服蛇床

子素对骨微组织结构和材料性质的影响。 

实验过程中，实验组大鼠的进食量、进水量

和体质量与对照组无显著性差异。心脏、肝脏、

脾、肾、肾上腺、胃和子宫湿重和器官系数均无

明显差别，病理学观察也未见异常变化。表明口

服蛇床子素 3 个月对大鼠饮食无不良影响，也未产

生明显毒副作用。但全身骨密度在服药 3 个月后明

显增加，股骨骨密度也明显高于对照组，而服药 3 个

月的时间与大鼠骨重建周期为 3 个月是一致的[13]。血

清 OC 和 TRACP 5b 的检测结果表明，口服蛇床子
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素使大鼠体内骨形成水平提高而骨吸收水平降

低，是骨密度得以提高的主要原因。 

骨质量主要与骨组织微结构有关，而骨形态计

量分析可以准确并直观反映骨微结构和形态[14]。本

实验 μCT 检测和静态骨形态计量发现，蛇床子素

使骨体积百分率、骨小梁数量和骨小梁厚度增加，

同时使骨小梁分离度和模型系数显著下降，表明

口服蛇床子素能使骨小梁数和骨小梁厚度增加，

提高骨小梁的网状结构交联度，从而使大鼠骨质

紧密，明显改善骨微结构。骨生物力学参数可较

直接地反映骨的抗骨折能力，本实验中，蛇床子

素组大鼠的股骨 大载荷、弹性模量和屈服强度

均显著提高，表明口服蛇床子素显著提高了大鼠

的生物力学性能，即抗骨折的能力。 

综上所述，给幼年大鼠灌服蛇床子素 3 个月后，

大鼠骨密度显著增加，以骨组织微结构为主要指证

的骨质量明显改善，因而其骨的生物性能，即抗骨

折的能力显著提高，其作用机理可能是提高骨形成

而抑制骨吸收。本实验首次证明口服蛇床子素可以

提高大鼠 PBM 而预防骨质疏松，对于预防骨质疏

松和骨质疏松性骨折具有十分重要的意义。 
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微透析法测定虎杖苷的体外血浆蛋白结合率及与超滤法的比较 
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摘要：目的  采用微透析技术研究虎杖苷的体外血浆蛋白结合率，并与超滤法比较。方法  微透析探针依次浸入含虎杖

苷 20，60，200 µg·mL1 的大鼠、人血浆中，灌注器以 2.5 µg·min1 的流速依次灌注含虎杖苷 0，10，30，100，300 µg·mL1

的生理盐水，每 15 min 收集 1 次样品，HPLC 分析虎杖苷浓度。以灌注液与透析液中虎杖苷的浓度差对灌注液浓度进行

线性回归，计算血浆中游离虎杖苷的浓度，进而计算虎杖苷的血浆蛋白结合率，并与超滤法进行比较。结果  微透析测

定虎杖苷与大鼠、人血浆蛋白结合率平均值分别为 86.15%，89.08%，超滤法分别为 85.60%和 87.24%，两种方法结果比
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