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基于Micro-CT技术分析淫羊藿苷和朝藿定C对糖皮质激素性骨质疏松症

小鼠骨组织微结构的影响
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摘 要：目的 应用Micro-CT技术观察淫羊藿苷和朝藿定C对糖皮质激素性骨质疏松症（GIOP）小鼠模型骨组织骨量、骨

微结构的影响。方法 8 周龄 C57/BL6 雄性小鼠随机分为 4 组：对照组、模型组、淫羊藿苷（200 mg/kg）组和朝藿定

C（200 mg/kg）组，除对照组外，其他 3组小鼠 im地塞米松 5 mg/kg，0.125 mg/次，每周 3次，制备GIOP模型，对照组 im

等体积的生理盐水，造模同时，每天 ig给药1次，连续60 d后取材，采用micro-CT方法对胫骨近端骨微结构进行三维分析；

HE染色病理切片观察胫骨近端骨组织病理形态。结果 骨量参数：与对照组比较，模型组骨矿物质含量（BMC）、骨矿物质密

度（BMD）、组织矿物含量（TMC）、组织矿物质密度（TMD）均显著下降（P＜0.05、0.01）；与模型组比较，淫羊藿苷组、朝藿定C

组BMC、BMD、TMC、TMD指标均显著提高（P＜0.05）；其中朝藿定C组各指标均较淫羊藿苷组显著升高（P＜0.05）。与对照

组比较，模型组相对骨体积（BV/TV）、骨小梁数量（Tb.N）、骨小梁厚度（Tb.Th）指标均显著下降（P＜0.05），骨小梁分离

度（Tb.Sp）、结构模型指数（SMI）均显著提高（P＜0.05）；与模型组比较，淫羊藿苷、朝藿定C组BV/TV、Tb.N、Tb.Th显著

升高，Tb.Sp、SMI显著下降（P＜0.05），其中朝藿定C组各指标均较淫羊藿苷组改善显著（P＜0.05）。HE染色病理切片示，模

型组骨小梁数目明显减少，稀疏断裂，大部分不能连接成网状，骨髓腔明显增大，骨小梁结构出现较大的空白区域；淫羊

藿苷及朝藿定C组小鼠骨小梁明显宽厚，数目也显著增加，骨小梁断裂较少，骨小梁光滑，接近对照组，其中朝藿定C组

增加较淫羊藿苷组明显。结论 地塞米松诱导的骨质疏松小鼠模型成功建立，朝藿定C和淫羊藿苷抗骨质疏松活性明显，主

要通过增加骨量和改善骨小梁微结构来最终提高骨强度，其中朝藿定C抗骨松作用更强；Micro-CT技术与传统的检测方法

相比，在中药干预GIOP骨微结构参数分析上具有便捷、高效，经济，图像多维、全面，准确的优势。
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microstructure in the mouse model of glucocorticoid osteoporosis (GIOP).Methods Tatolly 40 C57/BL6 male mice of 8-week-old

were randomly divided into four groups: control group, model group, icariin (200 mg/kg) group, and epimedin C (200 mg/kg)

group. Except the control group, the other three groups were injected with dexamethasone 5 mg/kg, 0.125mg/time, three times a

week, and the control group was injected with physiological saline of equal volume. At the same time, the drugs were gave by

gavage once a day, and the samples were taken after 60 days. The microstructure of the proximal tibia was analyzed using Micro-CT

method. The histopathology of the proximal tibia was observed by HE staining. Results Bone mass parameters: Compared with the

control group, the BMC, BMD, TMC, and TMD indexes of the model group decreased significantly (P < 0.01). Compared with the

model group, the BMC, BMD, TMC and TMD indexes of the icariin group and the epimedin C group increased significantly. The

index of epimedin group C was higher than that of icariin group. Bone microstructure parameters: compared with the control group,

the indexes of BV/TV, TB.N, TB.SP and SMI in the model group decreased significantly, TB.SP and SMI increased significantly

(P < 0.05). Compared with the model group, the indexes of BV/TV, TB.N and TB.Th in the icariin group and epimedin C group

increased, and the indexes of TB.SP and SMI decreased significantly (P < 0.05). After HE staining pathological section in the model

group, the number of bone trabeculae was significantly reduced, with sparse and broken pattern; most of them could not be

connected into a network; the bone marrow cavity was significantly increased; the bone trabeculae structure appeared a large blank

area. In the icariin and epimedin C group, similar to the control group, the bone trabeculae were obviously wider and thicker; the

number was also noticeably increased; the bone trabeculae were less broken; the bone trabeculae were smooth. Moreover, epimedin

C group increased more obviously than the icariin group. Conclusion Dexamethasone induced osteoporosis mouse model was

established successfully. The anti-osteoporosis activity of epimedin C and icariin was obvious, and bone mass and bone trabecular

microstructure were significantly improved, leading to the improvement of bone strength. Among them, epimedin C had stronger

anti-osteoporosis effect. Compared with the traditional detection method, Micro-CT technology was convenient and efficient in the

evaluation of GIOP bone microstructure parameters of traditional Chinese medicines.

Key words: Micro-CT; epimedin C; Icariin; glucocorticoid osteoporosis; bone tissue microstructures

随着临床中糖皮质激素在各种炎症、风湿及免

疫相关疾病的普遍应用，其副作用也日益凸显，其

中最严重的副作用之一就是会导致骨质疏松［1］，即

糖皮质激素性骨质疏松症（glucocorticoid osteoporosis，

GIOP）。GIOP是继发性骨质疏松症最常见的类型

之一，研究其发病机制以及治疗药物，越来越受到

人们的重视，我国传统中草药防治骨质疏松的历史

由来已久，特别是淫羊藿，其抗骨质疏松作用已被

广泛应用于临床。研究表明，淫羊藿抗骨质疏松成

分中淫羊藿苷和朝藿定 C 单体的含量较高［2-3］。以

往 GIOP的形态学评价方法多为组织形态学、形态

计量学等，随着影像学的进步，能更为准确、高效反

映骨组织结构的微型计算机层析成像（Micro-CT）

技术，越来越多地应用于GIOP的研究中［4］。本课题

组前期利用波尼松龙诱导的斑马鱼骨质疏松模型

评价了淫羊藿苷和朝藿定 C 单体的抗骨质疏松活

性。从骨微结构角度评价淫羊藿苷和朝藿定C单体

抗骨质疏松作用强弱，尚未见研究报道。

本研究采用 micro-CT 方法对胫骨近端骨小梁

结构进行了三维分析；结合 HE染色观察了胫骨近

端骨组织病理形态；分析淫羊藿苷和朝藿定C单体

对GIOP小鼠模型骨量、骨微结构的影响，将这一新

的体视学检测方法运用于中药药物治疗评价

中，以期为 GIOP 的中医药治疗及中草药活性成

分筛选提供参考依据，为 GIOP 的药效学评价提

供新途径。

1 材料

1.1 实验动物

8周龄C57/BL6雄性小鼠 40只，由华中科技大

学同济医学院实验动物中心供应并饲养，实验动物

生产许可证号 SCXK-（鄂）20160009，遵循动物伦

理，平均体质量为（20±2.1）g，所有小鼠生长环

境一致 ，湿度恒定（约 50%），室温稳定（维持

23～25 ℃），饲料、饮水等均统一配备，保持室

内良好通风。

1.2 药物及主要试剂

朝 藿 定 C（ 批 号 110642-44-9，质 量 分 数

98.30%）、淫 羊 藿 苷（批 号 489-32-7，质 量 分 数

99.50%），成都普思生物科技有限公司。地塞米

松（上海恒斐生物科技有限公司，批号 SD9530）；苏

木素染液（贝索生物）；伊红、二氨基联苯胺（DAB）

显色剂（研域化学试剂有限公司）。

1.3 实验仪器

Micro-CT 扫描仪（Bruker SkyScan 1276，中科

院水生所斑马鱼研究中心）；DM1000LED倒置荧光

显微镜（Leica公司）。
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2 方法

2.1 动物造模及药物干预

C57/BL6雄性小鼠随机分为 4组：对照组、模型

组、淫羊藿苷（200 mg/kg）组和朝藿定C（200 mg/kg）

组，每组 10只。参照文献方法［5］，除对照组外，其他

3 组小鼠 im 地塞米松 5 mg/kg，0.125 mg/次，每周 3

次，对照组 im等体积的生理盐水。造模同时，药物

干预组分别以 200 mg/kg［6］ig给予淫羊藿苷、朝藿定

C，对照组和模型组 ig等量生理盐水，各组均每天给

药 1次，连续 60 d，两月后对小鼠进行颈椎脱臼法处

死，逐层分离骨组织肌肉，取小鼠右下肢。

2.2 检测方法及观测指标

2.2.1 骨组织微结构体视学检测 各组小鼠处死

后迅速取出右侧胫骨，去除附着的软组织，然后将

骨组织置于 4%多聚甲醛溶液中固定。将标本放入

样品杯中固定好，在相同条件（扫描电压 70 kV，扫

描电流 200 μA，层距 14.80 μm，平面分辨率 300 ms，

连续扫描约 808层）下扫描。扫描完成后，选取胫骨

近端膨大处及骨干区域作为感兴趣区（ROI），设定

三维重建阈值后对各标本ROI行三维重建，利用机

载软件分析，主要检测参数如下：（1）骨密度参数：

骨矿物质含量（Bone Mineral Content，BMC）、骨矿

物质密度（Bone Mineral Density，BMD）、组织矿物

含量（Tissue Mineral Content，TMC）、组织矿物质密

度（Tissue Mineral Density，TMD）；（2）骨结构参数：

ROI 体积（Total Volume，TV）、相对骨体积（BV/

TV）、骨小梁数量（Trabecular Number，Tb.N）、骨小

梁分离度（trabecular separation/apacing，Tb.Sp）、骨

小梁厚度（Trabecular Thickness，Tb.Th）、结构模型

指数（Structure Model Index，SMI）。

2.2.2 骨组织病理学检测 Micro-CT 扫描检测完

成后将小鼠右侧胫骨组织放于 4% 多聚甲醛内固

定，经过脱水、石蜡包埋、切片等程序后用苏木素-伊

红染色，在 olympus BX53倒置显微镜下观察小鼠胫

骨近端组织病理变化，并拍照记录。

2.2.3 统计学方法 数据采用SPSS Statistics V21.0

统计软件进行方差分析及检验，以 x
—

±s表示。

3 结果

3.1 Micro-CT骨量及骨微结构参数

与对照组比较 ，模型组 BMC、BMD、TMC、

TMD 均显著下降（P＜0.05、0.01）；与模型组比较，

淫羊藿苷组、朝藿定 C 组 BMC、BMD、TMC、TMD

指标均显著提高（P＜0.05）；其中朝藿定C组各指标

均较淫羊藿苷组显著升高（P＜0.05）。结果见表1。

与对照组比较，模型组 BV/TV、Tb.N、Tb.Th指

标均显著下降（P＜0.05），Tb.Sp、SMI 均显著提

高（P＜0.05）；与模型组比较，淫羊藿苷、朝藿定 C

组 BV/TV、Tb.N、Tb.Th 显著升高，Tb.Sp、SMI 显著

下降（P＜0.05），其中朝藿定C组各指标均较淫羊藿

苷组改善显著（P＜0.05）。结果见表2。

表1 不同组别小鼠胫骨Micro-CT骨量参数分析（x
—

±s，n=10）

Table 1 Analysis of bone mass parameters of tibia Micro-CT in different groups of mice (x
—

±s，n=10)

组别

对照

模型

淫羊藿苷

朝藿定C

剂量/（mg·kg−1）

—

—

200

200

BMD/（mg·cm−3）

197±21

99±15**

154±11#

191±11#△

TMD/（mg·cm−3）

658±32

346±21**

579±29#

604±37#△

BMC/g

0.85±0.08

0.41±0.05*

0.56±0.04#

0.81±0.03#△

TMC/g

0.48±0.05

0.24±0.05**

0.36±0.03#

0.45±0.03#△

与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05；与淫羊藿苷组比较：△P＜0.05
*P < 0.05 **P < 0.01 vs control group；#P < 0.05 vs model group；△P < 0.05 vs icariin group

表2 不同组别小鼠胫骨Micro-CT骨微结构参数分析（x
—

±s，n=10）

Table 2 Analysis of bone microstructural parameters of tibia Micro-CT in different groups of mice (x
—

±s，n=10)

组别

对照

模型

淫羊藿苷

朝藿定C

剂量/（mg·kg−1）

—

—

200

200

BV/TV/%

33.51±2.11

18.54±1.56*

26.92±1.60#

33.43±1.41#△

SMI

1.28±0.10

2.36±0.12*

1.74±0.10#

1.36±0.11#△

Tb.N/mm−1

3.38±0.33

1.69±0.30*

2.81±0.27#

3.21±0.18#△

Tb.Th/mm

0.10±0.01

0.07±0.01*

0.08±0.00#

0.11±0.02#△

Tb.Sp/mm

0.67±0.19

0.86±0.23*

0.61±0.17#

0.58±0.21#△

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与淫羊藿苷组比较：△P＜0.05
*P < 0.05 vs control group；#P < 0.05 vs model group；△P < 0.05 vs icariin group

··1735



Drug Evaluation Research 第43卷第9期 2020年9月

3.2 Micro-CT三维图像

模型组较对照组Tb.N明显减少，稀疏、断裂，形

态细小、不连续，呈扭曲或断裂状等，靠近生长板的

初级和次级网状骨小梁几乎消失（图 1 A、B），骨皮

质薄，骨髓腔增大（图1C）。淫羊藿苷、朝藿定C组与模型

组比较，骨小梁数量、宽度、长度、形态和分布部分恢复、密

度和联结性增加，但还不能恢复到对照组水平（图1 A、

B），其中朝藿定C组干预后较淫羊藿苷组皮质骨面积增

加，骨髓腔缩小，基本恢复到对照组水平（图1C）。

3.3 骨组织形态学影响

小鼠胫骨近端 HE 染色病理切片显示，模型组

Tb.N明显减少，骨小梁稀疏断裂，大部分不能连接

成网状，骨髓腔明显增大，骨小梁结构出现较大的

空白区域，提示地塞米松诱导的骨质疏松小鼠模型

建立成功；淫羊藿苷及朝藿定C组小鼠骨小梁明显

宽厚，数目也显著增加，骨小梁断裂较少，骨小梁光

滑，接近对照组，其中朝藿定C组作用较淫羊藿苷组

明显，见图2。
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图1 各组小鼠胫骨近端Micro-CT X-Z三维图（A）、X-Z三维剖面图（B）、X-Y 三维剖面图（C）

Fig. 1 Three-dimensional（A）view and three-dimensional cross-section（B）of proximal tibia Micro-CT X-Z，and three-di‐

mensional cross-section of the proximal humerus Micro-CT X-Y（C）of each group of mice

 

 

    
对照                             模型                     淫羊藿苷 200 mg∙kg

−1
              朝藿定 C 200 mg∙kg

−1 

 图2 各组小鼠骨组织HE染色

Fig. 2 HE staining of bone tissue in each group of mice.
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4 讨论

4.1 淫羊藿苷和朝藿定C中药活性单体干预GIOP

淫羊藿始载于《神农本草经》，应用历史悠久，

具有极高的药用价值。具有补肾壮阳、祛风除湿和

强筋健骨的功效，是补肾助阳的经典药物，主治腰

酸腿痛、四肢拘挛、筋骨痿软等症［7］。古人常用淫羊

藿医治骨痿、骨痹、腰痛等疾病，其也是临床治疗骨

质疏松的常用中药。GIOP作为常见继发性骨质疏

松症，发病率位于第 3位［8］。相关循证医学证据发

现，西药在治疗 GIOP 中都不可避免存在副作

用［9-10］，与此同时，中医药却呈现出治疗 GIOP 的独

特优势，传统壮骨草药淫羊藿在我国古代就作为治

疗骨痿、骨痹的药物而在临床上广泛应用。近年来

对中草药淫羊藿治疗骨质疏松症方面的研究也日

渐增多，大量基础医学研究表明，其在GIOP的医治

方面具有广阔的发展空间［11］，现代药理研究表明，

淫羊藿在抗骨质疏松方面显示出良好的药物活性，

其主要抗骨质疏松活性成分中以淫羊藿苷及朝藿

定Ｃ单体的含量较高，可以显著改善骨代谢指标，

有效纠正骨代谢异常［12-13］

《中国药典》2015版中记载，作为淫羊藿药材的

有淫羊藿、朝鲜淫羊藿、箭叶淫羊藿、巫山淫羊藿和

柔毛淫羊藿 5种之多，在药典中淫羊藿苷是作为鉴

定草药标准的主要天然成分［14］。然而各地的淫羊

藿饮片成分含量却不尽相同，特别是巫山淫羊藿，

作为草本药材单列，原因是巫山淫羊藿的主要成分

是朝藿定C，而淫羊藿苷含量却较少。有研究者［15］

对产自川陕豫的 9种习惯入药的淫羊藿叶中的主要

成分朝藿定C和淫羊藿苷的含量进行考察，表明大

部分品种朝藿定C量大于淫羊藿苷，而且研究显示，

这两种成分目前都对抗骨质疏松的作用明确［16-17］，

但对于其防治骨质疏松症的有效活性成分的疗效

的强弱，药典以及目前的相关研究甚少。特别是对

于常见的继发性骨质疏松症之一的GIOP。在前期

研究中，本课题组也借助骨组织病理学检测发

现，草药淫羊藿主要活性成分中淫羊藿苷、朝

藿定 C 单体在波尼松龙诱导的斑马鱼骨质疏松

模型中确有抗骨质疏松作用，其中朝藿定 C 作

用强弱与浓度成正相关［ 18］，中药活性单体的研

究有利于揭示中药药理活性的作用机制，故本

实验分别用淫羊藿苷、朝藿定 C 中药单体对

GIOP 小鼠模型进行干预，从骨组织微结构和骨

组织病理学特征方面进一步直观准确评价淫羊

藿苷及朝藿定 C 单体的抗骨质疏松活性及作用

强弱。为淫羊藿抗骨质疏松药理机制的进一步

研究提供参考。

实验结果表明，淫羊藿苷及朝藿定C均在提高

骨量方面效果显著，BMC和BMD两项指标与模型

组比较显著升高，说明淫羊藿苷、朝藿定C中药单体

可提升骨量，从而增加骨密度。在改善骨小梁结构

上也具有显著作用，表明淫羊藿苷、朝藿定C单体在

改善骨质疏松方面还表现在对骨小梁的形态进行重建

上，其中朝藿定C单体抗骨质疏松作用较为显著。

4.2 Micro-CT技术在中药干预GIOP小鼠模型研

究中的应用

4.2.1 Micro-CT 骨量及骨微结构参数在本实验中

的应用分析 在骨量指标中，BMC、BMD是最能代

表骨含量的参数，本实验结果显示，与对照组比较，

模型组 BMC、BMD、TMC、TMD 均显著下降，说明

地塞米松造模 2个月后小鼠骨量丢失显著，造模成

功。在骨微结构中，Tb.N代表了ROI中单位骨组织

与非骨组织的交点数量的平均值，发生骨质疏松

时，Tb.N的值减少；Tb.Sp表示骨小梁之间的髓腔平

均宽度，其增加提示骨吸收增加，发生骨质疏松风

险增大［19］。本实验中药物干预组和模型组比较，Tb.

N和Tb.Sp均显著升高，说明中药药物干预 2月后对

小鼠的骨小梁数量和密度均造成巨大影响。其中

朝藿定C组较淫羊藿苷组以上指标改变更为显著，

差异具有统计学意义。Tb.Th 代表骨小梁平均厚

度，发生骨质疏松时，Tb.Th值减小；SMI作为描述

小梁结构组成中板层结构和杆状结构比例的参数，

发生骨质疏松症时，骨小梁从板状向杆状转变，SMI

数值增加［20］。本实验中模型组较对照组 SMI有明

显提高，提示骨小梁的形态变化是激素性骨质疏松

症骨量丢失骨密度下降后同时发生的又一特征性

病理改变。

4.2.2 Micro-CT 技术在骨质疏松症药效学评价中

的优势分析 骨质疏松症是日益增长的老年人口

中的一个主要的健康问题。本病的特点是骨密度

降低，骨组织恶化，骨脆性增加，导致骨折风险增

加［21-22］。骨小梁的数量、密度和空间构象等显微结

构影响着骨的生物力学特性，因此测量骨显微结构

的改变可以更直接地反映骨质疏松的情况［23］。常

见的临床影像学方法是基于骨密度测量来评估这

种疾病，但是它们不能发现松质骨微结构的恶化，

难以完整体现其病理特征。加之中草药成分复杂，

故针对中药及中药活性单体治疗GIOP的药效学评

价需要更加全面和精准的评价方法。为了检测这
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些变化，通常我们对模型动物组织行骨活检进行组

织病理学检查，本实验中我们对小鼠胫骨骨组织行

HE 染色病理切片处理，但这只能给出三维结构的

二维表示，而且在制作标本过程中存在有创、繁琐

等缺陷［24］。比其更为准确、高效反映骨组织结构的

Micro-CT技术可从静态、动态参数定性和定量分析

骨量、骨微结构，主要包括药物对单位面积（二维结

构）或单位体积（三维结构）骨量、骨组织结构、骨矿

密度、骨有机物含量、骨生物力学性能的影响，这些

指标能定量阐明药物是否对 GIOP 动物模型的骨

量、骨组织微结构、改善骨脆性、降低骨折危险性等

有疗效［25］。而且 Micro-CT是一种体外无损伤测量

技术，更加适用于药物治疗后骨小梁结构的三维分

析，目前，它被认为是骨形态和微结构分析的参考

标准［26］。故本实验采取基于 Micro-CT技术的药效

学评价方式即是基于以上考量。

Micro-CT技术最短 3.9 s的扫描周期使采集图

像速度更快，高达 2.8 μm 的扫描精度，每个重建断

层高达 8 000×8 000 像素，单次可扫描 1 600 个断

层［27］，CT扫描定位精准，操作简便，使检测指标误差

更小，能获得真正各项同性的容积图像，提高了图

像空间分辨率［28］，在本实验中可以从扫描图像中清

晰直观地看到淫羊藿苷和朝藿定 C 活性单体干预

GIOP 动物模型后骨微结构的改变情况：松质骨的

骨小梁数量、宽度、长度部分恢复，密度和联结性增

加，皮质骨面积增加，骨髓腔缩小，基本恢复到对照

组水平，这使得实验分析更加便捷高效。本实验采

用了最新的 Bruker Skyscan1276 扫描，采集数据精

度更高，后期统计分析结果也更加精准。根据实验

结果显示，成功造模后，Micro-CT扫描检测分析所

得的模组型、淫羊藿苷组以及朝藿定C组小鼠骨量

和骨微结构指标的变化趋势，与传统骨组织形态学

检测（HE染色）结果相符合，说明了 Micro-CT技术

在中药干预GIOP小鼠模型药效学评价中具有科学

性。而且不需对样品进行特殊处理，可同时对活体

和离体样本进行扫描分析［29］，较传统的检测方式可

重复性较高，更加方便经济。

地塞米松诱导的骨质疏松小鼠模型成功建立，

朝藿定C和淫羊藿苷抗骨质疏松活性明显，主要通

过增加骨量和改善骨小梁微结构来最终提高骨强

度，其中朝藿定 C 抗骨松作用更强；Micro-CT 技术

与传统的检测方法相比，在中药干预 GIOP骨微结

构参数分析上具有便捷、高效，经济，图像多维、全

面，准确的优势，作为GIOP的药效学评价新途径值

得推广应用。

感谢中国科学院水生生物研究所斑马鱼研究
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