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淫羊藿苷介导 PI3K/Akt 信号通路干预大鼠早期激素性股骨头坏死的 

研究 
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摘  要：目的  探讨淫羊藿苷调控磷脂酰肌醇 3 激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）信号通路干预大鼠早期激素性股骨头坏死

的作用机制。方法  50 只 SD 大鼠随机分为对照组、模型组和淫羊藿苷 10、20、40 mg/kg 组，每组 10 只。除对照组外，其

余各组 ip 脂多糖和 im 甲泼尼龙制备激素性股骨头坏死大鼠模型。淫羊藿苷组大鼠分别 ig 10、20、40 mg/kg 的淫羊藿苷，

对照组、模型组均 ig 等量生理盐水，每天 1 次，连续 6 周。采用 Micro-CT 评估造模是否成功并分析骨密度（BMD）、骨体

积密度（BV/TV）、骨表面积密度（BS/TV）、骨小梁厚度（Tb.Th）、骨小梁数量（Tb.N）、骨小梁分离度（Tb.Sp）；ELISA 法

检测血清中血管内皮生长因子（VEGF）、一氧化氮（NO）水平；Western blotting 法检测股骨头 PI3K、Akt、磷酸化 Akt（p-

Akt）蛋白的表达。结果  与对照组比较，模型组 BMD、Tb.Th、BV/TV、Tb.N、BS/TV、VEGF 和 NO 水平明显降低，Tb.Sp

明显增高（P＜0.05）；与模型组比较，淫羊藿苷组的 BMD、Tb.N、BV/TV、Tb.Th、BS/TV、VEGF 和 NO 水平明显增高，

Tb.Sp 明显降低（P＜0.05）。与对照组比较，模型组 PI3K 和 p-Akt 蛋白表达均减少（P＜0.05）；与模型组比较，淫羊藿苷组

PI3K 和 p-Akt 蛋白表达均增加（P＜0.05）。结论  淫羊藿苷能够有效缓解激素性股骨头坏死的进展，其机制可能与调节血清

中 VEGF、NO 水平和增加骨组织中 PI3K、Akt、p-Akt 蛋白的表达有关，从而诱导血管修复与新生，促进骨形成和愈合。 
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Effect of icariin mediated PI3K/Akt signaling pathway on early steroid-induced 

avascular necrosis of the femoral head in rats 
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Abstract: Objective  To explore the mechanism of icariin PI3K/Akt signaling pathway in the intervention of early steroid-induced 

femur head necrosis in rats. Methods  Fifty SD rats were randomly divided into control group, model group, icariin 10, 20, 40 mg/kg 

group, with 10 rats in each group. Except for the control group, the other groups were successively injected with lipopolysaccharide 

and methylprednisolone by intraperitoneal injection, to prepare the Hormonal necrosis of the femoral head model. Icariin group were 

given 10, 20, and 40 mg/kg icariin intragastrically, respectively, while control group and model group were given the same amount of 

normal saline intragastrically, once daily, for 6 weeks. Micro-CT was used to evaluate the success of modeling and to analyze BMD, 

BV/TV, BS/TV, Tb.Th, Tb.N, and Tb.Sp. ELISA was used to detect the levels of VEGF and NO in serum. Western blotting was used 

to detect PI3K, Akt, p-Akt protein. Results  Compared with the control group, the levels of BMD, Tb.Th, BV/TV, Tb.N, BS/TV, VEGF 

and NO were significantly decreased in model group, while the levels of Tb.Sp were significantly increased (P < 0.05). Compared with 

model group, the levels of BMD, Tb.N, BV/TV, Tb.Th, BS/TV, VEGF and NO were significantly increased in icariin group, while the 

levels of Tb.Sp were significantly decreased (P < 0.05). Compared with control group, PI3K and P-Akt protein expression in model 
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group were decreased (P < 0.05). Compared with model group, PI3K and P-Akt protein expression were increased in icariin group (P < 

0.05). Conclusion  Icariin can effectively alleviate the progression of steroid-induced femoral head necrosis, and its mechanism may 

be related to regulating the levels of VEGF and NO in serum and increasing the expression of PI3K, Akt and p-Akt in bone tissue, thus 

inducing vascular repair and regeneration and promoting bone formation and healing. 

Key words: icariin; hormonal necrosis of the femoral head; PI3K/Akt signaling pathway; BMD; VEGF; NO 
 

股骨头坏死是由于不同原因中断了股骨头的

血液供给以及缺氧，股骨头发生局部或完全性缺

血，继而软骨下骨微观结构被破坏，骨细胞变性坏

死，最终导致股骨头塌陷的过程，是骨科临床常见

疾病，临床表现为髋部的疼痛和髋关节内旋功能障

碍[1]。激素性股骨头坏死是最常见的类型，坏死范

围广且进展迅速，及早干预至关重要[2-3]，但迄今为

止尚无公认的有效治疗方法。因此，寻找防治激素

性股骨头坏死的理想方法成为临床上亟需解决的

问题。 

中药在临床防治疾病方面具有独特优势，其活

性成分也为新药的研发提供了有价值的化合物[4-5]。

淫羊藿苷是中药淫羊藿的一种提取成分，具有抗骨

质疏松[6-7]、促进血管修复和骨形成[8-9]的功效，可用

于治疗早期激素性股骨头坏死[10]。磷脂酰肌醇-3-激

酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）信号通路在促进血

管新生的过程中发挥着极其重要的作用，其在缺

血、缺氧环境下易被激活，通过调控血管生成因子

如血管内皮生长因子（VEGF）、一氧化氮（NO）促

进血管内皮细胞的增殖与再生，进而修复受损血

管，为营养骨细胞提供必要的场所[11-13]。研究发现，

淫羊藿苷可以通过调节VEGF来促进血管修复和骨

形成[14-15]。本研究拟使用不同浓度梯度的淫羊藿苷

干预大鼠早期激素性股骨头坏死模型，检测大鼠股

骨头内的 PI3K/Akt 通路关键蛋白，探索其干预激素

性股骨头坏死的作用机制。 

1  材料与方法 

1.1  动物 

8 周龄 SPF 级雄性 SD 大鼠 50 只，体质量在

230～270 g，购自济南朋悦实验动物繁育有限公司

[许可证号：SCXK（鲁）20190003]，饲养于山东省

文登整骨医院骨伤组织工程实验室（三级）实验动

物房，环境温度（18±2）℃，湿度 40%～55%，食

用无菌水和SPF级大鼠饲料由广东省医学实验动物

中心提供。动物福利获得山东省文登整骨医院医学

伦理委员会批准（伦理审批编号 LL2020121001）。 

1.2  药物与试剂 

淫羊藿苷（北京索莱宝科技有限公司，质量分

数 676.66，批号 115H021）；脂多糖（北京碧云天生

物技术有限公司，批号 012021210430）；甲泼尼龙

（国药集团容生制药有限公司，批号 20110408）；青

霉素钠（山东鲁抗医药股份有限公司，批号

43201105）；苯巴比妥钠（天津金耀生物科技有限公

司，批号 2103071）；异氟烷（北京科月华诚科技有

限公司，批号 202106）；生理盐水（辰欣药业，批

号 2101010523）；牛血清白蛋白、脱脂奶粉、RIPA

裂解液、PMSF、一抗/二抗稀释液、PVDF 膜、特超

敏 ECL 试剂盒、大鼠 VEGF ELISA 试剂盒、NO 试

剂盒（北京碧云天生物技术有限公司，批号 ST025、

P0216、P0013C、ST505、P0023A/P0023D、FFP26、

P0231、PV960、S0021S）；PI3K 抗体、Akt 抗体、

p-Akt 抗体（美国 Abcam 公司，批号 ab32090、

ab43021、ab8810）。 

1.3  仪器 

NMC-100 Micro-CT（昆山平生医疗科技有限公

司）；MS-2 双通道流量计（上海玉研科学仪器有限

公司）；LUX 多功能微孔板读数仪、Micro21R 高速

冷冻离心机（赛默飞世尔科技公司）；Western-

blotting 系统（上海天能科技有限公司）；注射器（山

东威高）；耳标＋耳标钳、小动物手术器械套装、大

鼠灌胃器（北京碧云天生物技术有限公司）。 

1.4  分组和模型制备 

将所有大鼠称质量后使用耳标进行编号 1～50

号，采用随机数字表法分为 5 组，即对照组、模型

组和淫羊藿苷低、中、高剂量组，每组 10 只。除对

照组外，其余各组参照文献方法进行造模[16]：分 2

次 ip 脂多糖 2 mg/kg；im 甲泼尼龙 40 mg/kg，10

次，每次间隔 24 h。为了防止实验动物感染，所有

造模实验动物 ip 青霉素钠 80 U/只，1 次/d。造模完

成后第 2 天起普食饲养 1 周，第 7 天时随机选取 4

只造模大鼠，在吸入异氟烷麻醉下使用 Micro-CT扫

描股骨头以验证造模是否成功。造模成功可见股骨

头关节面明显变形、塌陷，骨质疏松明显，骨小梁

变细、断裂。 

1.5  干预方法 

根据体质量确定每只大鼠的淫羊藿苷干预剂
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量，对照组、模型组均 ig 生理盐水 5 mL，淫羊藿

苷低、中、高剂量组按照实验动物用药换算法计算

给药剂量，根据体质量分别 ig 10、20、40 mg/kg 淫

羊藿苷。将淫羊藿苷用生理盐水配成 5 mL 药液，

给药前对药物进行恒温预热。每天 ig 给药 1 次，连

续 6 周。所有实验动物在相同条件下喂养，用悬吊

法饮水使其下肢直立行走。  

1.6  检测指标 

1.6.1  大体观察  实验大鼠在 ig 6 周后，ip 苯巴比

妥钠深度麻醉所有实验动物，在清洁条件下剖开双

侧股骨头，剔除周围软组织，观察股骨头轮廓外形、

质地及表面软骨色泽、光滑度和软骨剥脱的情况。 

1.6.2  Micro-CT观测  大体观察后，使用Micro-CT

对大鼠股骨头进行扫描，并定量分析骨小梁指标参

数。主要测量参数指标包括骨矿物质密度（BMD）、

骨体积密度（BV/TV）、骨表面积密度（BS/TV）、

骨小梁厚度（Tb.Th）、骨小梁数量（Tb.N）、骨小梁

分离度（Tb.Sp）。 

1.6.3  血清 VEGF、NO 水平测定  深度麻醉后，在

清洁条件下使用采血针腹主动脉取血 5 mL，所取血

液置于 4 ℃冰箱中静置 3 h后，离心机以 3 000 r/min

离心 20 min，收集上层血清采用 ELISA 法检测血清

中 VEGF、NO 水平。 

1.6.4  Western blotting 检测相关蛋白表达  将大鼠

股骨头剪碎与 RIPA 裂解液、PMSF 进行混合后加

入到离心管中，充分研磨并碾碎，再使用组织匀浆

机充分裂解，结束后 4 ℃离心 10 min，取上清装至

离心管中以待检测。使用 BCA 蛋白质定量试剂盒

测定蛋白含量。取适量上清，加入 SDS-PAGE 蛋白

上样缓冲液，煮沸 10 min。电泳后，转至 PVDF 膜

上，5%脱脂奶粉封闭 2 h。加入一抗（PI3K 按 1∶

500 稀释，Akt 按 1∶1 000 稀释，p-Akt 按 1∶1 000

稀释，Actin 按 1∶1 000 稀释），4 ℃孵育过夜。

TBST 溶液洗 3 遍后加入二抗（按 1∶200 00 稀释），

室温孵育 2 h。TBST 溶液洗 3 遍，使用 ECL 试剂

盒进行显影。以 Actin 为内参，计算 PI3K、Akt、p-

Akt 蛋白相对表达量。 

1.7  统计学分析方法 

采用 SPSS 23.0 软件对数据统计分析，计量资

料使用x ± s 的形式表示，采用 t 检验或方差分析。 

2  结果 

2.1  Micro-CT 验证造模成功 

随机选取 4 只大鼠使用 Micro-CT 扫描股骨头，

结果可见股骨头关节面明显变形、塌陷，骨质疏松

明显，骨小梁变细、断裂，见图 1。通过 Micro-CT

证明了早期激素性股骨头坏死动物模型构建成功。 

 
图 1  Micro-CT 评估激素性股骨头坏死大鼠模型 

Fig. 1  Micro-CT was used to evaluate the rat model of 

steroid-induced femur head necrosis 

2.2  各组大鼠股骨头形态与质地比较 

对照组大鼠股骨头可见外观圆润，软骨关节面

光滑、透亮、完整，手术刀探割时感骨质坚硬，阻

力很大，难以进入，股骨头未见变形、塌陷。模型

组大鼠股骨头可见外观欠圆润，整个股骨头表面晦

暗无光泽，软骨呈暗红色，关节面破坏严重且明显

变薄，手术刀探割时感骨质松软，容易进入，部分

股骨头变形、塌陷。相较于模型组大鼠股骨头表面

观，淫羊藿苷各组大鼠股骨头外形与质地均有不同

程度的改观。淫羊藿苷 10 mg/kg 组大鼠股骨头外观

稍圆润，光泽度稍差，软骨关节面小面积破坏变薄，

手术刀探割时感骨质较松软，较易进入，股骨头小

面积变形、塌陷。淫羊藿苷 20 mg/kg 组股骨头外观

相对圆滑，股骨头表面略感晦暗，有一定的光泽，

手术刀探割时存在一定的阻力，无变形、塌陷。淫

羊藿苷 40 mg/kg 组股骨头外观光泽度较好，软骨下

可见少许的暗红色，软骨完整、光滑，手术刀切割

时不易进入，刀下阻力较大，感骨质比模型组明显

坚硬，无变形、塌陷，见图 2。 

2.3  各组 Micro-CT 观测结果比较 

对照组大鼠股骨头见骨小梁结构致密有规则，

未见坏死征象；模型组大鼠股骨头可见明显骨质疏

松，骨小梁变细、断裂，骨小梁间隙明显增宽，数

目明显减少，提示有明显骨坏死征象；淫羊藿苷 10 

mg/kg 组可见大鼠股骨头骨小梁断裂稍少，间隙稍

有改善，骨质疏松依然存在，有一定程度骨坏死征
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象；淫羊藿苷 20 mg/kg 组骨小梁结构增多，稍有骨

小梁变细、断裂迹象，股骨头稍有坏死征象；淫羊

藿苷 40 mg/kg 组骨小梁明显增多，骨小梁变细、断

裂极少，未见股骨头明显坏死征象，见图 3。 

 

图 2  大鼠股骨头大体表面形态观 

Fig. 2  Morphology of rat femoral head gross surface 

 

图 3  Micro-CT 扫描大鼠股骨头情况 

Fig. 3  Micro-CT scan of femoral head of rats 

2.4  各组 BMD、Tb.Th、BV/TV、Tb.N、BS/TV、

Tb.Sp 结果比较 

相比于对照组，模型组 BMD、Tb.Th、BV/TV、

Tb.N、BS/TV 明显降低，Tb.Sp 明显增高（P＜0.05）。

相比于模型组，淫羊藿苷各剂量组的 BMD、Tb.N、

BV/TV、Tb.Th、BS/TV 明显增高，Tb.Sp 明显降低

（P＜0.05），见表 1。 

2.5  各组 VEGF、NO 表达水平比较 

与对照组相比，模型组 VEGF、NO 水平明显降

低（P＜0.05）；与模型组相比，淫羊藿苷各剂量组

的 VEGF、NO 水平明显增高（P＜0.05），见表 2。 

2.6  各组 PI3K、Akt、p-AKT 蛋白表达水平比较 

相比于对照组，模型组 PI3K 和 p-Akt 蛋白表

达显著降低（P＜0.05）。相比于模型组，淫羊藿苷

组 PI3K 和 p-Akt 蛋白表达增加（P＜0.05），而 Akt

蛋白低剂量组表达无统计学意义，见表 3、图 4。 

3  讨论 

中医学将激素性股骨头坏死归属于“骨痿”“骨

蚀”的范畴[17]。《素问》载“肾主身之骨髓，发为骨

痿之症”。《脾胃论》认为肾藏精，主骨，生髓，髓 

表 1  Micro-CT 骨参数比较（x ± s，n = 10） 

Table 1  Comparison of Micro-CT bone parameters (x ± s, n = 10 ) 

组别 剂量/(mg·g−1) BMD/（g·cm−3） BV/TV/% BS/TV Tb.Th/mm Tb.N/mm−1 Tb.Sp/mm 

对照 — 0.961±0.016 0.851±0.022 11.261±0.557 0.641±0.021 5.977±0.042 0.055±0.012 

模型 — 0.561±0.030* 0.391±0.030* 4.461±0.279* 0.322±0.022* 2.818±0.023* 0.162±0.016* 

淫羊藿苷 10 0.684±0.017# 0.573±0.053# 6.159±0.263# 0.403±0.025# 3.184±0.026# 0.121±0.008# 

 20 0.765±0.014# 0.631±0.039# 7.195±0.311# 0.488±0.020# 3.985±0.013# 0.098±0.011# 

 40 0.859±0.026# 0.734±0.043# 8.647±0.232# 0.563±0.022# 4.795±0.029# 0.088±0.010# 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05 

*P < 0.05 vs control grou; #P < 0.05 vs model group 

 
   对照                      模型             淫羊藿苷 10 mg·kg−1       淫羊藿苷 20 mg·kg−1         淫羊藿苷 40 mg·kg−1 

 
对照                   模型             淫羊藿苷 10 mg·kg−1       淫羊藿苷 20 mg·kg−1     淫羊藿苷 40 mg·kg−1 
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表 2  大鼠血清中 VEGF、NO 水平比较（x ± s，n = 10） 

Table 2  Comparison of VEGF and NO levels in serum of 

rats (x ± s, n = 10 ) 

组别 剂量/(mg·g−1) VEGF/(pg·mL−1) NO/(μmol·L−1) 

对照 — 36.08±3.01 16.36±1.63 

模型 — 16.59±2.30* 8.04±0.72* 

淫羊藿苷 10 20.22±1.89# 10.18±1.43# 

 20 25.03±2.09# 12.24±1.09# 

 40 28.54±3.53# 13.89±1.60# 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05 

*P < 0.05 vs control grou; #P < 0.05 vs model group 

表 3  大鼠股骨头 PI3K、Akt、p-Akt 蛋白表达比较 

（x ± s，n = 10） 

Table 3  Comparison of protein expression of PI3K, Akt and 

p-Akt in femoral head of rats (x ± s, n = 10 ) 

组别 
剂量/ 

(mg·g−1) 
Akt p-Akt PI3K 

对照 — 0.50±0.02 0.41±0.03 0.48±0.02 

模型 — 0.48±0.05 0.35±0.03* 0.43±0.03* 

淫羊藿苷 10 0.51±0.03 0.43±0.05# 0.53±0.03# 

 20 0.59±0.04# 0.52±0.03# 0.60±0.03# 

 40 0.67±0.05# 0.54±0.04# 0.68±0.05# 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05 

*P < 0.05 vs control grou; #P < 0.05 vs model group 

 

图 4  大鼠股骨头 PI3K、Akt、p-Akt 蛋白的表达情况 

Fig. 4  Expression of PI3K, Akt, and p-Akt proteins in 

femoral head of rats 

养骨，骨枯髓减，发为骨蚀。激素性股骨头坏死的

治疗方式分为保髋治疗和人工关节置换术。关节置

换假体使用年限比较局限，术后的不确定因素更是

难以预估。因此，寻求药物或是其他治疗方法能够

促进血管新生，使坏死的骨组织可以得到比较完善

的修复，从而能够保留一个形态和功能近似于基本

正常的股骨头是治疗激素性股骨头坏死的关键[18]。

淫羊藿苷具有多种生物活性，毒副作用小，常用于

治疗心血管疾病和骨骼系统疾病[19]。Wang 等[20]研

究提示，淫羊藿苷对血管内皮细胞的保护作用机制

可能与其具有抗凋亡的作用密切有关。此外，有研

究表明淫羊藿苷可能通过激活 P13K/Akt 信号通路

发挥保护血管内皮细胞的作用，其作用机制为干预

血管内皮细胞的增殖和促进血管生成[21]。 

在激素性股骨头坏死治疗中，血管内皮细胞的

修复与新生能促进骨形成和愈合[22]。股骨头血液供

应受阻会引起股骨头缺血缺氧，从而导致骨细胞坏

死[23]。VEGF 是已知最强的血管生成活性因子，在

机体的生长发育以及创伤修复过程中能够促进血

管内皮细胞增殖和血管化[24-25]。相关研究表明，淫

羊藿苷通过上调血管生成基因如VEGF的表达来促

进血管修复和干预血管内皮细胞损伤[26]。NO 是小

分子血管活性气体，具有舒张血管、增加血管通透

性与促进血管新生的作用[27]。NO 可经 VEGF 与其

受体结合后产生，也可通过 NO 合成酶催化后产生，

能促进血管内皮细胞再生和骨髓内皮祖细胞增殖，

从而促进血管新生[28]。有研究证明 NO 参与 VEGF

促进血管内皮细胞增殖从而使血管得以修复与再

生[29]。本次研究结果发现模型组大鼠血清中 VEGF、

NO 水平较对照组降低，而淫羊藿苷干预后增加了

VEGF、NO 水平，这可能使血管得到修复，从而促

进骨愈合。 

Micro-CT 可以清晰的显示标本每个层面的骨

小梁结构，在观察骨微结构方面具有独特的优势。

本次研究结果显示，与对照组比较，模型组 BMD、

Tb.Th、BV/TV、Tb.N、BS/TV 明显降低，Tb.Sp 明

显增高（P＜0.05）。相比于模型组，淫羊藿苷的

BMD、Tb.N、BV/TV、Tb.Th、BS/TV 明显增高，

Tb.Sp 明显降低（P＜0.05）。 

PI3K/Akt通路是 1条与血管修复和新生密切相

关的信号通路[30-31]。PI3K 在体内发挥着多种作用，

其被激活后，作为传导信号的桥梁激活下游AKT蛋

白，促进其生长增殖以及存活，在信号传导过程中

发挥极其重要的作用[32]。Akt 既能响应上游 PI3K 的

激活作用，又能参与调节激活下游多种靶蛋白，具

有调节细胞生长、促进血管生成、修复等作用[33]。

本研究发现，相比于对照组，模型组 PI3K 和 p-Akt

蛋白表达均减少（P＜0.05）；相比于模型组，淫羊

藿苷组 PI3K 和 p-Akt 蛋白表达均增加（P＜0.05）。

这可能是淫羊藿苷通过增加骨组织中 PI3K、Akt、

p-Akt 蛋白的表达来促进骨形成和愈合。 

曾锁林等[34]通过实验研究表明随着大鼠股骨

头中 p-Akt 蛋白表达增加，VEGF 和 NO 的表达也

 

Akt 

p-Akt 

PI3K 

Actin 

对照   模型    10     20     40 

淫羊藿苷/(mg·kg−1) 

5.5×104 

6.0×104 

8.5×104 

3.6×104 
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随之增加，从而刺激血管活性因子进行再生修复。

Chung 等 [21]研究发现，淫羊藿苷可能通过激活

P13K/Akt 信号通路发挥保护血管内皮细胞的作用，

其作用机制为干预血管内皮细胞的增殖和促进血

管生成。张晓军等[35]研究证实 VEGF 在 PI3K/Akt

通路激活后上调其表达，增加血管通透性来介导血

管修复和新生。通过 PI3K/Akt 信号通路来调控缺

血、缺氧因子从而促进血管内皮细胞的增殖与再

生，进而修复受损血管，为治疗激素性股骨头坏死

提供了新方法、新途径。 

综上所述，淫羊藿苷对激素性股骨头坏死模型

大鼠具有保护作用，能够促进骨坏死的修复与再

生，其作用机制可能是调节血清中 VEGF、NO 水平

和增加骨组织中 PI3K、Akt、p-Akt 蛋白的表达，从

而诱导血管修复，重新构建股骨头血液供应和循

环，促进骨坏死的愈合和新骨的生成，有望成为抑

制激素性股骨头坏死有效的药物。 

利益冲突  所有作者均声明不存在利益冲突 
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