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[摘要]　目的　探讨二仙汤抗骨质疏松有效组分对维甲酸致骨质疏松大鼠的影响。方法　将 60 只雌性 SD 大鼠

随机分为空白对照组、模型组、戊酸雌二醇（0.2 mg/kg，阳性对照）组和二仙汤抗骨质疏松有效组分低、中、高剂

量（50、100、200 mg/kg）组。除空白对照组外，各组大鼠连续 14 d 灌胃给予维甲酸 [70 mg/（kg • d）] 诱导骨质疏

松症。造模结束后，按分组设计方案对各组大鼠每天灌胃给药（10 mL/kg），连续 28 d。用 ELISA 试剂盒检测大鼠

血清和尿液的生物化学指标，显微 CT 分析股骨远端骨密度和骨小梁微结构的变化。结果　二仙汤抗骨质疏松有效

组分可降低维甲酸致骨质疏松大鼠尿液钙的含量，以及血清碱性磷酸酶和抗酒石酸酸性磷酸酶的活性（P＜0.05 或 

P＜0.01），增加骨密度（高剂量组 P＜0.05），改善骨小梁微结构的退化。结论　二仙汤抗骨质疏松有效组分可减

少维甲酸致骨质疏松大鼠的骨丢失和骨组织微结构的退化。
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[Abstract]　Objective　To explore the effect of antiosteoporotic active fraction from Er-Xian Decoction (EXD) on 
retinoic acid-induced osteoporosis in rats. Methods　Sixty female SD rats were randomly divided into normal control group, 
model group, estradiol valerate (0.2 mg/kg) group and antiosteoporotic active fraction from EXD low-, middle- and high-
dose groups (50, 100, 200 mg/kg). Except for the rats of normal group, the others were intragastrically treated with 70 mg/(kg • 
d) of retinoic acid for 14 days to induce osteoporosis. Then the rats were treated with estradiol valeratse or antiosteoporotic 
active fraction from EXD (10 mL/kg) for 28 days. The biochemical parameters in serum and urine of rats were detected 
by ELISA. The bone mineral density and trabecular bone microstructure of distal femur were analyzed with micro-CT. 
Results　The antiosteoporotic active fraction from EXD significantly decreased calcium content in urine and activities of 
alkaline phosphatase and tartratse-resistant acid phosphatase in the sera of retinoic acid-induced osteoporotic rats (P＜0.05,  
P＜0.01). High-dose of antiosteoporotic active fraction from EXD significantly increased bone mineral density of distal femur  
(P＜0.05). And the antiosteoporotic active fraction from EXD improved the trabecular bone microstructure of distal femur in 
retinoic acid-induced osteoporotic rats. Conclusion　Antiosteoporotic active fraction from EXD can reduce bone loss and 
deterioration of bone microstructure in retinoic acid-induced osteoporotic rats.
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骨质疏松症（osteoporosis，OP）是以骨量减 少、骨组织微结构退化以及易发生骨折为特征的
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老年疾病 [1]。随着人类社会发展和人口老龄化加

快，OP 导致的老年人髋骨骨折的发生率逐年升

高，严重威胁老年人的生命健康和生活质量[2]。OP 
的发生与雌激素缺失、衰老导致的氧化应激和生活

方式紧密相关，并受多个代谢通路的调控[3]。

中药复方具有多成分和多靶点综合调节机

体功能的特点，临床上用于防治 OP 取得了显著

疗效，具有良好的应用前景[4]。二仙汤（Er-Xian 
Decoction）是张伯讷教授在 20 世纪 50 年代创制的

著名方剂，由仙茅、淫羊藿、黄柏、巴戟天、当

归和知母组成，具有温肾益精、滋阴降火的双重

调节功能，临床上用于防治妇女更年期综合征和 
OP[5]。本课题组前期研究了二仙汤对去卵巢大鼠的

抗骨质疏松作用，通过在成骨细胞和破骨细胞中的

导向活性分离获得了二仙汤调控骨代谢的有效成

分，并以其有效成分为指标富集制备了二仙汤抗骨

质疏松的有效组分[6-7]。本实验通过观察二仙汤抗

骨质疏松有效组分对维甲酸致骨质疏松模型大鼠的

影响，明确其抗骨质疏松作用，为其临床应用和新

药开发提供科学依据。

1　材料和方法

上海雷允上药业有限公司，并经张巧艳教授鉴定

分别为中药淫羊藿、仙茅、知母、黄柏、巴戟天

和当归。6 味中药饮片按处方比例混匀，按每克药

材加 8 mL 50% 乙醇提取 3 次，每次 2 h，过滤，

合并滤液，即为粗提液。提取液减压浓缩到相对

密度为 1.23 g/mL，过滤，滤液加蒸馏水稀释到相

对密度为 1.08 g/mL，即为待上柱纯化样品液。将

样品液按 1 个树脂床体积倍数（BV）的上样量通

入装有 ZTC-1 大孔树脂的色谱柱中，依次用水、

50% 乙醇和 95% 乙醇洗脱，收集 50% 乙醇洗脱部

分，减压浓缩成相对密度为 1.25 g/mL 的浸膏，60 ℃ 
干燥，粉碎，得棕黄色粉末，即为二仙汤抗骨质疏松

有效组分。应用本课题组建立的 HPLC 含量测定

方法分析主要有效成分的含量，结果表明二仙汤

抗骨质疏松有效组分中各组分的百分浓度如下：仙

茅苷 0.87%，朝藿定 B 3.91%，淫羊藿苷 4.05%，

新芒果苷 8.22%，芒果苷 3.62%，阿魏酸 0.33%，

盐酸巴马汀 2.01%，盐酸小檗碱 2.96%，水晶兰

苷 0.06%，去乙酰基车叶草苷酸 0.08%，知母皂苷  
B Ⅱ 17.43%。

1.2.2　溶液配制　精密称取维甲酸，用 0.5% 羧甲

基纤维素钠（sodium carboxyl methyl cellulose，
CMC-Na）混悬溶液配制成质量浓度为 7.0 mg/mL 
的溶液。

精密称取二仙汤抗骨质疏松有效组分，用 
0.5% CMC-Na 混悬溶液配制成质量浓度分别为 
5.0、10.0 和 20.0 mg/mL 的溶液。 

取 E2V 片，用 0.5% CMC-Na 混悬溶液配制成 
E2V 质量浓度为 0.02 mg/mL 的溶液。

1.3　动物分组、造模与给药　按体质量将  60 
只  S D  大鼠随机分成  6  组，分别为空白对照

组、模型组、阳性对照组（E2V 0.2 mg/kg）和

二仙汤抗骨质疏松有效组分低、中、高剂量组

（50、100、200 mg/kg），每组 10 只。除空白

对照组外，其余各组大鼠每天按 70 mg/kg 灌胃

给予维甲酸溶液，连续  14 d，建立骨质疏松模

型；空白对照组大鼠灌胃给予等量 0.5% CMC-
Na 混悬溶液。从第  15 天开始，每天给予大鼠

灌胃给药剂量为  10 mL/kg，每天  1  次，连续  
28 d；空白对照组与模型组给予等量 0.5% CMC-Na 
混悬溶液。每周称量大鼠体质量 1 次，并根据体质

量调整给药剂量。

1.1　仪器、试剂与动物　PL3001-S 型电子天平，

梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司；W2-100SP 
型旋转蒸发仪，上海申生科技有限公司；DHG-
9145A 型电热恒温鼓风干燥箱，上海一恒科技有限

公司；ELx800 型连续波长酶标仪，美国 Bio-Tek 
公司；eXplore Locus SP 型显微 CT 仪，美国 GE 
公司。

戊酸雌二醇片（estradiol valeratse，E2V；批号 
092A2），拜耳医药保健有限公司广州分公司；维

甲酸（批号 20140902，纯度 100.08%），上海邦成

化工有限公司；ELISA 试剂盒购于南京建成生物

工程研究所。

3 月龄 SD 雌性大鼠 60 只，体质量（250± 

10）g，购于上海斯莱克实验动物有限责任公

司，实验动物生产许可证号： S C X K （沪）

2 0 1 3 - 0 0 1 6。在温度（2 4 . 0±0 . 5）℃、湿度 
45%～50%、通风良好的清洁级实验室喂养，自

由饮水及进食，适应性喂养 7 d。
1.2　药物制备与配制

1.2.1　药物制备　二仙汤处方 6 味中药饮片购于
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1.4　标本采集与检测

1.4.1　尿液生物化学指标　处死前将各组大鼠置于

代谢笼中，禁食不禁水，收集大鼠的尿液，按照试

剂盒说明书检测尿钙（calcium in urine，U-Ca）和

尿肌酐（creatinine in urine，U-Crea）的水平。

1.4.2　血清生物化学指标　用 10% 水合氯醛腹腔

注射麻醉大鼠，经腹主动脉取血，以 6 853.6×g 离
心 10 min，分离血清，按照试剂盒说明书检测血清

钙（calcium in serum，S-Ca）、血清磷（phosphatase 
in serum，S-P）的含量，以及碱性磷酸酶（alkaline 
phosphatase，ALP）、骨钙素（osteocalcin，OCN）

和抗酒石酸酸性磷酸酶（tar t rate-resistant acid 
phosphatase，TRAP）的活性。

1.4.3　骨密度及骨组织形态计量学　取大鼠右侧后

肢股骨用 10% 甲醛溶液固定 2 周后，剔除股骨上

剩余的肌肉，用显微 CT 仪进行骨密度及骨组织形

态计量学测定，并用 Micview V2.1.2 三维重建处理

软件和 ABA 专用骨骼分析软件进行数据处理。

仪器设置参数如下：（1）扫描协议，001 标
本，即 largetube_14 μm_120 min_ss；（2）扫描

参数，扫描分辨率 14 μm，旋转角度 360°，旋转

角度增量 0.4°，电压 80 kV，电流 80 μA，曝光时

间 2 960 ms，帧平均数为 4，像素组合为 1×1； 
（3）图像参数，原始尺寸 16.897 mm×13.442 mm× 

6.474 mm，分辨率 29 μm，16 位。

1.5　统计学处理　采用 SPSS 21.0 软件进行数据分

析。实验结果以 x±s 表示，采用单因素方差分析

（one-way ANOVA），组间两两比较采用 t 检验。

检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　二仙汤抗骨质疏松有效组分对大鼠血清和尿

液中钙、磷含量的影响　如表 1 所示，与空白对

照组大鼠比较，模型组、二仙汤抗骨质疏松有效

组分各剂量组和 E2V 组大鼠 S-Ca 含量均没有显著

变化；模型组大鼠 S-P 含量降低（P＜0.01），低

剂量和高剂量二仙汤抗骨质疏松有效组分均可提

高大鼠 S-P 含量（P＜0.05，P＜0.01），E2V 对大

鼠 S-P 的含量没有显著影响；模型组大鼠 U-Ca 含
量和 U-Ca/U-Crea 值升高（P 均＜0.05），各剂量

二仙汤抗骨质疏松有效组分和 E2V 均可降低大鼠 
U-Ca 含量和 U-Ca/U-Crea 值（P 均＜0.05），表明

二仙汤抗骨质疏松有效组分可降低维甲酸致骨质疏

松大鼠的骨丢失。

表 1　各组大鼠血清和尿液中钙、磷的含量

Tab 1　Contents of calcium and phosphorus in serum and urine of rats in each group
n＝10, x±s　

Group S-Ca cB/(mmol • L－1) S-P cB/(mmol • L－1) U-Ca cB/(mmol • L－1) U-Ca/U-Crea
Control 6.66±0.76   8.00±1.34**  0.23±0.21*  0.17±0.11*

Model 6.64±0.68 6.24±1.34 0.48±0.30 0.45±0.46
E2V (0.2 mg/kg) 6.61±0.42 6.84±1.87  0.14±0.12*  0.13±0.06*

EXD-L (50 mg/kg) 6.16±0.96  7.65±0.95*  0.26±0.15*  0.10±0.06*

EXD-M (100 mg/kg) 6.81±0.93 7.12±1.43  0.19±0.15*  0.16±0.16*

EXD-H (200 mg/kg) 6.45±0.61   8.19±1.46**  0.14±0.12*  0.14±0.15*

E2V: Estradiol valeratse; EXD-L: Er-Xian Decoction low-dose; EXD-M: Er-Xian Decoction middle-dose; EXD-H: Er-Xian 
Decoction high-dose; S-Ca: Calcium in serum; S-P: Phosphatase in serum; U-Ca: Calcium in urine; U-Crea: Creatinine in urine. 
*P＜0.05, **P＜0.01 vs model group 

2 . 2　二仙汤抗骨质疏松有效组分对大鼠血清

骨代谢生物化学指标的影响　如表  2  所示，

与空白对照组大鼠比较，模型组、二仙汤抗

骨质疏松有效组分各剂量组和  E 2V 组大鼠血

清  OCN 活性没有显著变化；模型组大鼠血清 
ALP 和 TRAP 活性升高（P＜0.05，P＜0.01），

各剂量二仙汤抗骨质疏松有效组分和  E2V 均可

降低大鼠血清 ALP 和 TRAP 活性（P＜0.05， 

P＜0.01），表明二仙汤抗骨质疏松有效组分可调

控维甲酸致骨质疏松大鼠的骨代谢。

2.3　二仙汤抗骨质疏松有效组分对大鼠股骨骨密

度和骨矿物质含量的影响　如表 3 所示，与空白对

照组大鼠比较，模型组大鼠股骨的骨密度和骨矿物

质含量降低（P＜0.01，P＜0.05），二仙汤抗骨质

疏松有效组分和 E2V 均可增加股骨的骨密度和骨

矿物质含量，在高剂量时与模型组比较差异均有统
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2.4　二仙汤抗骨质疏松有效组分对大鼠股骨骨组

织形态计量学参数的影响　见图 1。与空白对照组

大鼠比较，模型组大鼠皮质骨变薄，松质骨骨小梁

稀疏，骨小梁间隙增加，骨丢失严重。二仙汤抗骨

质疏松有效组分和 E2V 能够减缓维甲酸致骨质疏

松大鼠的皮质骨减少，抑制大鼠骨小梁微结构的退

化，降低骨小梁间隙，表明二仙汤抗骨质疏松有效

组分可减轻维甲酸致骨质疏松大鼠骨组织微结构的

退化。

如表 4 所示，与空白对照组比较，模型组大

鼠股骨的骨组织形态计量参数显著改变，骨体积

分数（BV/TV）、骨小梁数量（Tb.N.）和骨小

梁厚度（Tb.Th.）减少（P＜0.01，P＜0.05），骨

表面积与骨体积比值（BS/BV）和骨小梁分离度 
（Tb.Sp.）增加（P＜0.05，P＜0.01）。二仙汤

表 2　各组大鼠血清骨代谢生物化学指标

Tab 2　Biochemical parameters related with bone metabolism in serum of rats in each group
n＝10, x±s　

Group OCN ρB/(ng • mL－1) ALP zB/(U • L－1) TRAP zB/(U • mL－1)
Control 1.56±0.37     73.5±10.69*     7.76±1.31**

Model 1.61±0.43  199.40±156.41 12.90±2.86
E2V (0.2 mg/kg) 1.57±0.37   84.75±19.29*     9.02±2.20**

EXD-L (50 mg/kg) 1.68±0.28 100.88±36.80*     8.68±2.43**

EXD-M (100 mg/kg) 1.36±0.35   94.88±33.96*     7.34±1.27**

EXD-H (200 mg/kg) 1.66±0.27 122.62±38.99*     6.18±0.92**

E2V: Estradiol valeratse; EXD-L: Er-Xian Decoction low-dose; EXD-M: Er-Xian Decoction middle-dose; EXD-H: Er-
Xian Decoction high-dose; OCN: Osteocalcin; ALP: Alkaline phosphatase; TRAP: Tartrate-resistant acid phosphatase. *P＜0.05,  
**P＜0.01 vs model group

表 3　各组大鼠股骨的骨密度和骨矿物质含量

Tab 3　Bone mineral density and bone mineral content 

in femur of rats in each group

n＝10, x±s　

Group BMD ρB/(mg • m－3) BMC m/mg
Control 292.50±26.41** 2.83±0.53*

Model 196.03±53.32 1.79±0.50
E2V (0.2 mg/kg) 251.28±69.28 2.31±0.63
EXD-L (50 mg/kg) 227.12±30.31 2.09±0.29
EXD-M (100 mg/kg) 253.35±43.16 2.34±0.40
EXD-H (200 mg/kg) 280.20±51.95* 2.55±0.48*

 E2V: Estradiol valeratse; EXD-L: Er-Xian Decoction low-
dose; EXD-M: Er-Xian Decoction middle-dose; EXD-H: Er-
Xian Decoction high-dose; BMD: Bone mineral density; BMC: 
Bone mineral content. *P＜0.05, **P＜0.01 vs model group

计学意义（P 均＜0.05）。

抗骨质疏松有效组分和 E2V 均可增加维甲酸致骨

质疏松大鼠股骨 BV/TV、Tb.N. 和 Tb.Th.，降低  
BS/BV 和 Tb.Sp.，并且在高剂量时对 BV/TV、

Tb.N.、Tb.Sp. 的改善作用与模型组相比差异有统

计学意义（P＜0.05 或 P＜0.01），表明二仙汤抗

骨质疏松有效组分可减少维甲酸致骨质疏松大鼠的

骨丢失，改善骨组织的微结构。

3　讨　论

中医认为 OP 属于“骨痿”“骨痹”或“腰背

痛”的范畴，其病因在于肾精亏虚，故常用补肾填

精的方法进行治疗[8]。二仙汤由温补肾阳的淫羊藿

和仙茅等组成，具有雌激素样作用[9]，可不同程度

地延缓下丘脑-垂体-性腺轴的衰老，增加去卵巢骨

质疏松大鼠股骨的骨密度、胫骨的骨小梁面积百分

比和 Tb.Th.，减少 Tb.Sp.[10]。本课题组以成骨细胞

和破骨细胞为模型筛选获得了二仙汤抗骨质疏松的

多种有效成分，并富集制备得到了有效组分[7]。本

实验观察了二仙汤抗骨质疏松有效组分对维甲酸致

骨质疏松大鼠的作用，结果显示二仙汤抗骨质疏松

有效组分可降低维甲酸致骨质疏松大鼠的骨丢失。

维甲酸是维生素 A 的合成衍生物，临床常用

于治疗皮肤病和白血病，长期应用可导致骨代谢

紊乱，引起骨质破坏和 OP[11]。给予 3 月龄大鼠 
70 mg/kg 维甲酸 2 周可导致大鼠骨量减少，诱发 
OP[12]。有文献报道，大鼠口服维甲酸可造成性腺

损伤，使体内雌激素水平下降，骨形成和骨吸收均

增加，骨吸收大于骨形成，导致骨丢失和 OP 的发

生[13]。因此，维甲酸和雌激素水平下降引起的 OP 
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图 1　大鼠股骨横切面的显微 CT 3D 扫描图（A）和平面扫描图（B）

Fig 1　3D scanning (A) and flat scanning (B) photos of femur cross-section of rats using micro-CT
E2V: Estradiol valeratse; EXD-L: Er-Xian Decoction low-dose; EXD-M: Er-Xian Decoction middle-dose; EXD-H: Er-Xian Decoction 

high-dose

第 2 期．张建花，等．二仙汤抗骨质疏松有效组分对维甲酸致骨丢失大鼠的影响

不同研究者发现维甲酸引起骨代谢紊乱的特

点不尽一致。吴波等[14]报道维甲酸对类骨质形成和

骨基质钙化无明显影响，主要是增强破骨细胞的活

性与功能，促进骨吸收。Hotchkiss 等[15]则发现维

甲酸可增加骨形成指标血清 ALP 的活性和骨吸收

指标血清 TRAP 的活性，但他们分析认为血清 ALP 
活性升高可能与维甲酸引起肝功能损伤有关，维甲

酸对骨质的破坏作用主要是增加了破骨细胞的骨吸

收作用。本实验也发现，维甲酸可升高大鼠血清 

ALP 和 TRAP 的活性，这与文献报道[15]的结果一

致，表明维甲酸引起的 OP 也属于高转换型 OP。
二仙汤抗骨质疏松有效组分可降低维甲酸致骨质疏

松大鼠血清 TRAP 和 ALP 的活性，表明二仙汤可

通过抑制骨的高转换减缓维甲酸致骨质疏松大鼠的

骨丢失。

维甲酸诱导大鼠骨质疏松的过程中，破骨细

胞的骨吸收活性增加，骨基质降解，骨基质中的钙

随着尿液排出体外，U-Ca 含量和 U-Ca/U-Crea 值

表 4　各组大鼠股骨骨组织形态计量学参数

Tab 4　Histomorphometric parameters of femur in rats in each group
n＝10, x±s　

Group BV/TV (%) BS/BV (mm－1) Tb.N. (mm－1) Tb.Th. d/mm Tb.Sp. d/mm

Control 0.42±0.06** 21.95±1.65* 4.62±0.69** 0.09±0.01* 0.13±0.03**

Model 0.19±0.09 33.67±11.03 2.78±0.76 0.06±0.02 0.32±0.12

E2V (0.2 mg/kg) 0.30±0.18 27.01±8.38 3.47±0.41 0.08±0.04 0.21±0.07

EXD-L (50 mg/kg) 0.24±0.09 30.04±3.11 3.55±1.12 0.07±0.01 0.24±0.12

EXD-M (100 mg/kg) 0.32±0.11 27.49±4.64 4.21±0.90* 0.07±0.01 0.17±0.07*

EXD-H (200 mg/kg) 0.42±0.13* 23.01±4.23 4.62±0.90** 0.09±0.02 0.14±0.06*

E2V: Estradiol valeratse; EXD-L: Er-Xian Decoction low-dose; EXD-M: Er-Xian Decoction middle-dose; EXD-H: Er-Xian 
Decoction high-dose; BV/TV: Bone volume to tissue volume; BS/BV: Bone surface to bone volume; Tb.N.: Trabecular number; 
Tb.Th.: Trabecular thickness; Tb.Sp.: Trabecular separation. *P＜0.05, **P＜0.01 vs model group

均为高转换型 OP，可以通过补充雌激素治疗。
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升高[16]。二仙汤抗骨质疏松有效组分可降低维甲酸

骨质疏松大鼠 U-Ca 含量和 U-Ca/U-Crea 值，表明

二仙汤抗骨质疏松有效组分可抑制维甲酸致骨质疏

松大鼠的骨吸收、减少骨丢失。

显微 CT 是一种可全面精确测量骨密度和骨组

织微结构参数的新型技术，常用于 OP 和骨关节病

的研究及药物抗骨质疏松作用的评价[17]。应用显微 
CT 技术不仅可测定骨组织的骨密度和骨矿物质含

量，还可精确测量骨组织形态计量学参数的变化，

特别是松质骨中 Tb.N.、Tb.Th. 和 Tb.Sp. 等[18]。本

实验结果表明，维甲酸可使大鼠的骨密度和骨矿物

质含量减少，Tb.Th. 降低，骨小梁之间的髓腔宽度

增加，二仙汤抗骨质疏松有效组分能够增加骨密度

和骨矿物质含量，改善骨质疏松骨的三维结构和骨

小梁微结构的退化，增加 Tb.N.，降低 Tb.Sp.，其

机制可能是二仙汤抗骨质疏松有效组分通过抑制维

甲酸导致的骨高转换，减少骨丢失。这些结果可为

二仙汤临床用于防治 OP 及其新药研究开发提供科

学依据。
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