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摘要： 目的　观察醋酸泼尼松和淫羊藿对大鼠胫骨近端上段骨组织形态计量学参数、股骨组织形态学和股骨骨形态发生蛋
白-７（ＢＭＰ-７）表达的影响，探讨淫羊藿预防糖皮质激素致骨损害的 ＢＭＰ-７ 机制。 方法　３ 月龄 ＳＤ大鼠 ２４ 只，随机分为正常
对照组、糖皮质激素模型组和淫羊藿防治组，灌胃给药 ９０ ｄ。 测量胫骨近端上段骨组织形态计量学参数，苏木素-伊红染色法
观察股骨组织形态学，免疫组化法检测股骨 ＢＭＰ-７的表达。 结果　醋酸泼尼松可导致大鼠胫骨近端上段标记周长百分数（％
Ｌ．Ｐｍ）和骨形成率（ＢＦＲ／ＴＶ、ＢＦＲ／ＢＶ和 ＢＦＲ／ＢＳ）减少（P＜０畅０５）；股骨骨小梁钙化减少，成软骨化，纤维组织增生，骨小梁变
窄、数量减少；股骨 ＢＭＰ-７表达减少（P＜０畅０５）。 与泼尼松组比较，淫羊藿组胫骨近端上段骨小梁面积百分数（％Ｔｂ．Ａｒ）和骨
形成率（ＢＦＲ／ＢＳ）增加（P ＜０畅０５），股骨无明显病理损害，股骨 ＢＭＰ-７表达增多（P＜０畅０５）。 结论　淫羊藿能通过上调骨组织
ＢＭＰ-７的表达，预防糖皮质激素所致的骨损害。
关键词： 淫羊藿；糖皮质激素；骨质疏松；骨形态发生蛋白-７
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Abstract： Objective　To observe the effect of prednisone acetate and epimedium （EP） on bone histomorphometric parameters in
proximal tibia metaphyseal （PTM）， the histomorphology of the femur， and the expression of bone morphogenetic protein-７ （BMP-
７） in the femur， and to explore the mechanism of EP in preventing glucocorticoid （GC）-induced bone lesions by regulating BMP-
７．Methods Twenty-four ３-month SD rats were randomly divided into three groups： the normal control group， the GC model
group， and the EP prevention group．All the rats were given an intragastric administration of drugs for ９０ days．Bone
histomorphometric parameters were measured in PTM．Hematoxylin-Eosin staining was performed to observe the histomorphology of
the femur．Immunohistochemical method was used to detect the expression of BMP-７ in the femur．Results　The bone mark
perimeter rate （％L．Pm） and the bone formation rate （BFR／TV， BFR／BV， and BFR／BS） in PTM in the GC model group
decreased （P ＜０畅０５）．The calcification of the bone trabecula decreased， showing chondrocation and fibroplasias．The bone
trabecula thinned and decreased．The expression of BMP-７ decreased in the femur （P ＜０畅０５）．Compared to that in GC model
group， the bone trabecular area percentage （％Tb．Ar） and the bone formation rate （BFR／BS） increased in PTM in the EP
prevention group （P ＜０畅０５）．No pathematological lesions were observed．The expression of BMP-７ in the femur increased （P ＜
０畅０５）．Conclusion　EP can prevent GC-induced bone lesions by up-regulating the expression of BMP-７ in the bone tissue．
Key words： Epimedium； Glucocorticoid； Osteoporosis； Bone morphogenetic protein-７

　　临床上糖皮质激素（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ，ＧＣ）广泛应 用于治疗免疫性疾病和肿瘤等，但可引起松质骨的
骨量减少、骨三维网状结构破坏、骨吸收活动增强，
骨脆性增加，骨生物力学性能下降［１］ ，出现骨质疏
松、骨 折 等 损 害。 骨 形 态 发 生 蛋 白 （ ｂｏｎｅ
ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＢＭＰｓ）是一类具有诱导成骨
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的酸性多肽，是骨组织形成过程中最关键的调节因
子，目前已证实超过 ４０ 种 ＢＭＰｓ亚成员与骨质疏松
症的发病有关，其中 ＢＭＰ-２、ＢＭＰ-４、ＢＭＰ-６ 和 ＢＭＰ-
７ 是研究热点［２］ 。 淫羊藿（ｅｐｉｍｅｄｉｕｍ， ＥＰ）是传统
的补肾壮阳和强筋健骨药物，具有调节生殖系统和
抗骨质疏松等作用［３］ 。 本研究观察醋酸泼尼松和
淫羊藿对大鼠胫骨近端上段骨组织形态计量学参

数、股骨组织形态学和股骨 ＢＭＰ-７ 表达的影响，探
讨淫羊藿预防糖皮质激素致骨损害的 ＢＭＰ-７机制。

1　材料与方法
1畅1　材料
1畅1畅1　实验动物：３月龄 ＳＤ大鼠 ２４ 只，雄性，清洁
级，体重 ３００ ～３５０ ｇ，由广东医学院实验动物中心提
供。
1畅1畅2　药品与试剂：（１）淫羊藿的提取：淫羊藿生
药材（湛江市药材公司）１畅５ ｋｇ 用冷水浸泡 ３０ ｍｉｎ
后煎煮 １畅５ ｈ，取汁，重复 ２ 次，合并滤液浓缩至
１５００ ｍｌ，得到 １ｇ 生药／ｍｌ 的淫羊藿水提液，避光
４ ℃保存。 （２）醋酸泼尼松的配制：醋酸泼尼松原料
（广东仙居制药股份有限公司）３２０ ｍｇ和 １ ｍｌ聚山
梨酯-８０（汕头西陇化工厂）混合研磨，加入蒸馏水稀
释至 ５００ ｍｌ，每周配液一次。 （３）主要试剂：盐酸四
环素荧光标记物（上海新亚制药厂）；Ｃａｌｃｅｉｎ 荧光标
记物（Ｓｉｇｍａ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｃｏ．，ＵＳＡ）；ＢＭＰ-７ 多克隆抗
体（Ｓａｎｔａ Ｃｌｕｚ 公司）；Ｓ-Ｐ超敏鼠组织免疫组化试剂
盒（福建迈新公司）；ＤＡＢ 显色剂（福建迈新公司）
等。
1畅1畅3　主要仪器设备：电子分析天平 （Ｍｅｔｔｌｅｒ-
Ｔｏｌｅｄｏ ｉｎｓｔｒ．ｓｈａｎｇｈａｉ Ｌｔｄ）；手摇式切片机（上海仙
申医教仪器厂）；电热恒温鼓风干燥箱（上海医用恒
温设备厂）；低速锯（Ｂｕｅｈｌｅｒ ＬＴＤ．ＵＳＡ）；碳化钨钢
刀和硬组织切片机（德国 ＬＥＩＣＡ公司）；荧光显微镜
及显微照相机（德国 ＬＥＩＣＡ公司）；自动图像分析系
统（ＯｓｔｅｏＭｅｔｒｉｃｓ，ＵＳＡ）等。
1畅2　动物分组和实验处理

将 ３月龄 ＳＤ大鼠 ２４只，随机分为 ３ 组：（１）正
常对照组简称 Ｃｏｎｔ组：上午和下午各给予蒸馏水 ５
ｍｌ· ｋｇ －１· ｄ －１；（２）糖皮质激素模型组简称 ＧＣ组：上
午给予醋酸泼尼松 ３畅２ ｍｇ· ｋｇ －１· ｄ －１，下午给予蒸
馏水 ５ ｍｌ· ｋｇ －１· ｄ －１；（３）淫羊藿防治组简称 ＥＰ组：
上午给予醋酸泼尼松 ３畅２ ｍｇ · ｋｇ －１· ｄ －１，下午给予
淫羊藿 ５ ｇ· ｋｇ －１· ｄ －１，所有大鼠均灌胃给药 ９０ ｄ。
所有大鼠处死前第 １４ ｄ和第 １３ ｄ 皮下注射盐酸四

环素 ２５ ｍｇ· ｋｇ －１各一次，并于处死前第 ４ ｄ和第 ３ ｄ
皮下注射钙黄绿素 ５ ｍｇ· ｋｇ －１各一次，两荧光标记
间隔 １０ ｄ。
1畅3　胫骨近端上段骨组织形态计量学参数的测量

用 ３％戊巴比妥钠（１畅５ ｍｌ· ｋｇ －１ ）腹腔注射麻
醉大鼠，右心室彻底抽血处死。 迅速取出胫骨，用低
速锯沿冠状面锯开干骺端，暴露骨髓腔后，于胫骨上
端 １／３处横行锯断，将胫骨上端浸泡于 １０％福尔马
林磷酸缓冲液 ４ ℃下固定 ２４ ｈ，换 ７０％乙醇，
－２０ ℃保存备用。 常规不脱钙骨塑化剂包埋，切成
８ μｍ厚度骨切片，脱塑后封片，在骺线远端 １ ｍｍ
至 ４ ｍｍ 范围内进行骨组织形态计量学参数的测
量。 由于各种原因导致个别胫骨组织结构损伤，但
不影响统计结果。
1畅4　股骨组织形态学的观察和 ＢＭＰ-7 免疫组化法
的测定

低速锯切取右侧股骨近端上段，４％多聚甲醛固
定 ２４ ｈ后，１５％ ＥＤＴＡ 液（ｐＨ 值 ＝７畅２）４ ℃脱钙，
隔日换液，直到以 ５％草酸钠标定到脱钙终点为止，
梯度酒精脱水、二甲苯透明、浸蜡，包埋，切取 ５ μｍ
切片。 （１）部分切片常规苏木素-伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ
ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色，显微镜下观察股骨组织形态学变
化。 （２）部分切片按照 Ｓ-Ｐ超敏鼠组织免疫组化试
剂盒说明书检测脱钙股骨中 ＢＭＰ-７ 的表达。 观察
切片至少 ３个具有代表性高倍视野，根据镜下观察
的棕黄色阳性信号面积判断结果：阳性细胞﹤ ５％
为阴性表达（ －）；５％～３３畅３％为弱阳性表达（ ＋）；
３３畅４％～６６畅７％为中阳性表达（ ＋＋）；﹥ ６６畅８％为
强阳性表达（ ＋＋＋）。
1畅5　统计学方法

数据统计使用 Ｓｔａｔａ软件，计量资料采用（珋x ±s）
表示，进行单因素方差分析；等级资料采用秩和检
验，以 P ＜０畅０５ 表示有统计学意义。

2　结果
2畅1　大鼠胫骨近端上段骨组织形态计量学参数的
变化

大鼠胫骨近端上段骨组织形态计量学静态参数

［骨小梁面积百分数 （％ Ｔｂ．Ａｒ）、骨小梁厚度
（ＴｂＷｉ）、骨小梁数目（Ｔｂ．Ｎ）和骨小梁分离度（Ｔｂ．
Ｓｐ）］和动态参数［标记周长百分数（％Ｌ．Ｐｍ）、骨矿
化沉积率（ＭＡＲ）和骨形成率（ＢＦＲ／ＴＶ、ＢＦＲ／ＢＶ 和
ＢＦＲ／ＢＳ）］的变化见表 １。
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表 1　大鼠胫骨近端上段骨组织形态计量学参数的变化 （珋x±s，n＝６）
Table 1　Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｂｏｎｅ ｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｍｅｔｒｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｉｎ ｒａｔ ｐｒｏｘｉｍａｌ ｔｉｂｉａ ｍｅｔａｐｈｙｓｅａｌ （珋x ±s， n＝６）

组别

静态参数 动态参数

％Ｔｂ．Ａｒ
（％）

Ｔｂ．Ｗｉ
（μｍ）

Ｔｂ．Ｎ
（＃／ｍｍ）

Ｔｂ．Ｓｐ
（μｍ）

％Ｌ．Ｐｍ
（％）

ＭＡＲ
（μｍ／ｄ）

ＢＦＲ／ＴＶ
（％／ｙｒ）

ＢＦＲ／ＢＶ
（％／ｙｒ）

ＢＦＲ／ＢＳ
（％／ｙｒ）

Ｃｏｎｔ组 １０ 哌哌畅４６ ±

１ 噜畅２７５

６５ 怂怂畅３１ ±

３ 烫畅３８４

１ 弿弿畅６０６ ±

０ 父畅２１６

５７６ 怂怂畅４ ±

８８ 烫畅８７

１７ {{畅７０９ ±

６ 悙畅１７５

０ SS畅８１７ ±

０ |畅１６２

１３ SS畅９９０ ±

５ h畅０５７

１３５ gg畅２４ ±

４８ |畅２２

５ XX畅３３４ ±

１ 亖畅９１５

ＧＣ 组 ８ 怂怂畅７８ ±

４ 噜畅３６６

５６ 怂怂畅４４ ±

１４ 趑畅７２

１ 弿弿畅５００ ±

０ 父畅６５７

１０２５ 哌哌畅６ ±

１２２３ 趑畅８３

８ gg畅２８５ ±

３ o畅９３５倡

０ SS畅７３７ ±

０ |畅０５４

５ ??畅７５３ ±

３ G畅１０１倡

６７ SS畅６３ ±

３７ [畅１１倡

２ XX畅２１９ ±

１ `畅０６６倡

ＥＰ 组 １４ 哌哌畅７６ ±

４ 靠畅８２５△

６５ 怂怂畅６３ ±

６ 烫畅８１０

２ 弿弿畅２１６ ±

０ 父畅６１２

４２８ 怂怂畅１ ±

１９５ 噜畅１２

１１ {{畅８４３ ±

３ 悙畅６３６

０ SS畅７０７ ±

０ |畅０４２

１０ SS畅８５３ ±

３ h畅７３７

７８ SS畅４９ ±

２８ |畅１２

３ XX畅０５１ ±

０ `畅９４９倡

P 值 ０ 烫烫畅０４３５ ０ 父父畅２０２６ ０ いい畅０７２０ ０ 悙悙畅０８００ ０ ||畅０１１５ ０ hh畅１１３４ ０ TT畅０１０２ ０ @@畅０１８４ ０ mm畅００３９

　　注：△：与 ＧＣ 组比较，P ＜０畅０５；倡：与 Ｃｏｎｔ组比较，P ＜０畅０５。

2畅2　大鼠股骨石蜡切片 ＨＥ染色形态学观察
正常大鼠股骨组织形态学（见图 １-１）：各层细

胞排列整齐，骨基质均匀，无纤维性增生及局部软骨
化，骨小梁连接完好；骨小梁无稀疏变窄，空骨陷窝

较少。 与 Ｃｏｎｔ 组比较，ＧＣ 组大鼠股骨骨小梁钙化
减少，成软骨化（见图 １-２）；纤维组织增生（见图 １-
３）；骨小梁变窄、数量减少、骨质疏松（见图 １-４）。
ＥＰ组无明显病理损害（见图 １-５）。

图 1　大鼠股骨石蜡切片 ＨＥ染色组织形态图（１０ ×２０倍）
Fig．1　Ｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔ ｆｅｍｏｒａｌ ｂｏｎｅ ｐａｒａｆｆｉｎ ｓｅｃｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ （ ×２００）

　

2畅3　股骨 ＢＭＰ-7 的免疫组化表达结果
各组大鼠股骨 ＢＭＰ-７的表达见图 ２，结果显示：

各组大鼠股骨均有 ＢＭＰ-７ 表达，ＢＭＰ-７ 为胞浆表
达，呈棕黄色颗粒状，主要在骨髓的间充质细胞和骨
小梁周围的骨母细胞表达。 ＧＣ 组表达量明显低于
Ｃｏｎｔ 组，而 ＥＰ 组较 ＧＣ 组表达明显增强。 股骨
ＢＭＰ-７免疫组化阳性表达秩次：Ｃｏｎｔ 组为 ８０畅０，Ｇｃ
组为 ３７畅０，ＥＰ组为 ５４畅０，各组间有显著统计学意义
（P ＝０畅０４０），两两比较：Ｃｏｎｔ 组与 ＧＣ 组有统计学
意义（P ＜０畅０５）。

3　讨论
本研究发现糖皮质激素组大鼠股骨出现骨小梁

钙化减少，成软骨化；纤维组织增生；骨小梁变窄、数
量减少、骨质疏松；胫骨近端上段骨组织形态计量学

参数也提示有骨量减少和向骨质疏松变化的趋势，
并且骨形成明显减少，其发生机制可能有：（１）使钙
磷代谢紊乱，继发性甲状旁腺功能亢进，促使骨吸收
加强。 （２）促进骨髓基质细胞（ｍａｒｒｏｗ ｓｔｒｏｍａ ｃｅｌｌｓ，
ＭＳＣｓ）的脂肪生成，抑制成骨分化。 （３）诱导成骨细
胞凋亡，抑制成骨细胞功能，糖皮质激素对成骨细胞
的影响是骨结构和骨强度改变的主要原因［４］ 。 （４）
促进骨吸收，表现为破骨细胞的数量和活性增加。
（５）抑制下丘脑-垂体-性腺轴，抑制垂体生长激素的
释放， 对破骨细胞功能有促进作用， 并直接作用于
骨细胞抑制蛋白和胶原合成， 进而抑制骨细胞的生
长。 （６）通过提高 ＢＭＰ 抑制物（如卵泡抑素）编码
基因的表达，也可通过旁路途径来抑制 ＢＭＰ信号引
起骨质疏松［５］ 。
成骨细胞是在体内各种调控因素的调节下由
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图 2　大鼠股骨石蜡切片 ＢＭＰ-７表达免疫组化图（１０ ×４０倍）
Fig．2　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＢＭＰ-７ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｆｅｍｏｒａｌ ｂｏｎｅ ｐａｒａｆｆｉｎ ｓｅｃｔｉｏｎ （ ×４００）

　

ＭＳＣｓ发展而来，ＢＭＰｓ 被公认为主要调控因素之
一。 在骨组织中 ＢＭＰｓ亚家族表达较多的是 ＢＭＰ-
２ 和 ＢＭＰ-７，两者骨组织表达部位一致，并都有很
强的诱导成骨作用。 ＢＭＰ-７ 在成骨部位高表达，
可诱导 ＭＳＣｓ 向成骨、软骨细胞分化，进而产生新
生骨，并促进碱性磷酸酶的表达，修复和重建骨、
软骨缺损［６］ 。 ＢＭＰ-７ 及其受体双重缺陷的小鼠会
产生严重的四肢骨骼缺陷、尺骨几乎缺如、桡骨缩
短［７］ 。 Ｎｏｇｇｉｎ 是一种能与 ＢＭＰ-２、ＢＭＰ-４、ＢＭＰ-７
结合并抑制其活性的多肽，驱动 Ｎｏｇｇｉｎ 转基因鼠
可发展成骨质疏松，并有明显骨矿物密度、骨容量
和骨形成率下降［８］ 。 随着年龄的增长，ＢＭＰ-７ 水
平会呈下降趋势，骨质疏松症发病率增高。 可见，
骨缺损、骨质疏松等多种骨疾病的发生总伴随着
ＢＭＰ-７ 的异常表达。

ＢＭＰ-７对骨质疏松疾病的防治有益。 局部应用
以纤维蛋白为载体的 ＢＭＰ-７ 能明显促进大鼠骨质
疏松性椎体骨折的愈合［９］ 。 ＢＭＰ-７注射剂对去卵巢
大鼠早期骨干骨折有治疗作用［１０］ 。 ＢＭＰ-７ 可以增
加老年骨质疏松患者骨组织中 ＭＳＣｓ 的增殖和成骨
分化［１１］ 。 通过生物支架持续释放 ＢＭＰ-７ 可以招募
间充质干细胞，减轻骨质疏松患者骨折［１２］ 。 短期应
用地塞米松可以显著增强 ＢＭＰ-７ 诱导骨形成作
用［１３］ ，由此提示：能够增加 ＢＭＰ-７ 表达的药物则可
以防治糖皮质激素对骨组织的损害。
淫羊藿的抗骨损害作用与神经内分泌系统、血

液系统以及炎性反应等多靶点、多层次的综合作用
间接调控骨组织有关。 淫羊藿被视为一种良好的骨
诱导活性因子，具有促进 ＭＳＣｓ 向成骨细胞分化的

能力，增强成骨细胞的活性，抑制破骨细胞活性及骨
吸收功能等作用。 淫羊藿能促进骨痂的形成，促进
软骨组织的增殖形成骨基质，从而促进软骨内成骨
过程，与 ＢＭＰ-２ 的效果相当［１４］ ，淫羊藿促进 ＢＭＳＣｓ
增殖和分化的能力强于 ＢＭＰ-２［１５］ ，淫羊藿还可通过
上调核心结合因子α１ 和 ＢＭＰ-４ ｍＲＮＡ的表达而促
进成骨细胞的分化［１６］ ；并且淫羊藿可以提高肾脏
ＢＭＰ-７ ｍＲＮＡ和 ＢＭＰ-７的表达和增加血液中 ＢＭＰ-
７ 含量，作用于骨组织，上调骨组织 ＢＭＰ-７ ｍＲＮＡ和
ＢＭＰ-７的表达，发挥其诱导成骨作用，增加骨形成，
对抗糖皮质激素所引起骨损害。
本研究中淫羊藿组骨组织形态计量学参数趋于

正常，骨组织形态学观察未见糖皮质激素引起的病
理损害，ＢＭＰ-７ 表达量较糖皮质激素组增高，表明淫
羊藿能通过上调骨组织 ＢＭＰ-７ 的表达，诱导成骨，
修复骨损伤，预防糖皮质激素所致的骨损害。
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