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淫羊藿苷对铁超载模型小鼠骨代谢的影响 
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摘要: 探讨淫羊藿苷对铁超载致骨质疏松小鼠骨代谢的影响。采用腹腔注射右旋糖酐铁复制铁超载小鼠模
型, 将 60只 2月龄雄性 C57/BL6小鼠按体重随机分为正常对照组、模型组、N-乙酰半胱氨酸 (N-acetyl-L-cysteine, 
NAC) 组及淫羊藿苷 (icariin, ICA) 低、中、高剂量 (50、100、200 mg·kg−1) 组。除正常对照组外, 其余各组小鼠
每周注射 1次右旋糖酐铁 (100 mg·kg−1) 以建立铁超载模型, 将 NAC和 ICA分别混悬于 0.5% CMC-Na溶液中, 
按照体重给药, 体积为 10 mL·kg−1, 每周给药 6天。3个月后, 用 ELISA试剂盒检测小鼠血清的生化指标, 微计
算机断层扫描技术 (micro computed tomography, Micro-CT) 分析股骨远端骨密度和骨小梁微结构的变化, 万能
力学分析仪检测股骨的生物力学参数。与正常对照组相比, 铁超载降低小鼠的骨密度, 使小鼠骨组织的微结构和
骨生物力学性能退化, 增加小鼠血清铁和磷的含量, 及抗酒石酸酸性磷酸酶 (tartrate resistant acid phosphatase-5b, 
TRACP-5b) 的活性, 降低小鼠血清骨钙素 (osteocalcin, OCN) 的水平, 降低小鼠肝脏组织中超氧化物歧化酶 
(superoxide dismutase, SOD) 的活性, 增加脂质过氧化物丙二醛 (malondialdehyde, MDA) 的含量。淫羊藿苷可增
加铁超载小鼠的骨密度, 改善骨小梁微结构的退化, 提高股骨的力学性能, 降低铁超载小鼠血清铁、磷含量及
TRACP-5b 和肝组织 MDA 活性, 增加血清 OCN 的水平。以上结果提示淫羊藿苷通过抗氧化调控铁超载小鼠的
骨代谢, 减少骨丢失, 改善骨组织微结构和生物力学性能。 
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Abstract: This study was designed to investigate the effects of icariin on bone metabolism in osteoprotic 
mice induced by iron overload, the model of iron overload mice was established by intraperitoneal injection of 
iron dextran (100 mg·kg−1).  Sixty 2-month-old C57/BL6 male mice were randomly divided into six groups,      
including normal control group, model group, N-acetyl-L-cysteine (NAC)-treated group, icariin (50, 100 and 200 
mg·kg−1)-treated group.  Except for the mice in control group, the mice were intraperitoneal injected weekly 
with iron dextran (100 mg·kg−1) to establish the model of iron overload mice.  The NAC and icariin were       
suspended in 0.5% CMC-Na solution, and administered orally for six times one week according to body weight.  
The mice in normal group and model group were given the same volume of 0.5% CMC-Na solution.  Three 
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months later, the organs, serum and femurs of mice were collected.  Serum biochemical parameters were       
detected with an ELISA kit, the distal femur bone density and trabecular bone microstructure were analyzed       
by Micro-CT, and the mechanical properties of femur were measured by universal mechanical analyzer.       
Compared with the normal control group, iron overload decreased the bone mineral density and deteriorated     
the micro-architecture structure and bone mechanical properties in femur of mice, increased the level of iron, 
phosphorus and activity of tartrate resistant acid phosphatase-5b (TRACP-5b), reduced the level of osteocalcin 
(OCN) in serum, decreased the activity of superoxide dismutase (SOD) of liver tissues, increased the content of 
malondialdehyde (MDA) of liver tissues.  Icariin increased bone mineral density, improved the micro-architecture 
and mechanical properties of bone tissue, reduced the levels of iron and phosphorus, decreased the activity of 
TRACP-5b and enhanced the levels of OCN in serum, and also decreased the activity of MDA in liver tissue of 
iron overload mice.  These results suggest that icariin is able to reduce bone loss and improve bone microstructure 
and mechanical properties in iron overload mice through regulation of bone metabolism via anti-oxidation. 
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骨质疏松症 (osteoporosis, OP) 是以骨量减少、
骨的微观结构退化, 致使骨的脆性增加, 及易于发生
骨折的代谢性疾病, 其发生与雌激素缺失和衰老导
致的氧化应激紧密相关[1]。近年有证据表明体内铁蓄

积可引起骨丢失, 进而导致骨质疏松症的发生。如体
内铁超载的绝经后妇女骨丢失更为严重[2], 去卵巢骨
质疏松大鼠血清铁的含量较高, 去除过量铁可缓解
大鼠的骨丢失[3]。大多数患有地中海贫血症的儿童和

青少年血清铁的水平较高, 但其骨密度降低, 骨质厚
度增加, 骨矿化作用减弱[4]。铁超载对骨代谢的影响

是由于其增加了活性氧的产生, 使机体处于高氧化
应激状态[5]。活性氧降低骨代谢中成骨细胞的活性和

骨矿化作用[6], 增加破骨细胞的形成、分化和骨吸收
作用[7], 进而导致骨丢失。 

中药淫羊藿是小檗科植物淫羊藿 Epimedium 
brevicornu Maxim.的干燥叶, 具有补肾健骨的作用, 
常用于预防和治疗骨质疏松症。淫羊藿黄酮为抗骨质

疏松的有效成分, 其代表性化合物为淫羊藿苷。中国
药典规定淫羊藿中淫羊藿苷的含量不得少于 0.5%。
淫羊藿苷具有植物雌激素和抗氧化的作用, 能够减
少去卵巢骨质疏松大鼠的骨丢失, 促进成骨细胞的
增殖、分化及骨矿化作用, 抑制破骨细胞的形成和骨
吸收作用[8−10]。然而, 淫羊藿苷对铁超载骨质疏松小
鼠骨代谢的影响尚不清楚。本研究应用右旋糖酐铁复

制小鼠铁超载模型, 观察淫羊藿苷对铁超载小鼠骨
代谢的作用, 为中药淫羊藿及其有效成分淫羊藿苷
的应用提供科学依据。 
 

材料与方法 
仪器  ELx800 型连续波长酶标仪 (美国 Bio-    

TEK公司); 小动物Micro-CT扫描仪 (美国 GE公司, 

eXplore Locus SP); 万能力学分析仪 (日本岛津公司, 
AGS-X); 5415R 型高速冷冻离心机、移液枪 (德国
Eppendorf公司)。 

药品和试剂  淫羊藿苷 (上海源叶生物科技有
限公司, 纯度 98.8%); N-乙酰半胱氨酸 (N-acetyl-L-     
cysteine, NAC) 和右旋糖酐铁 (美国 Sigma公司); 血
清铁、钙和磷测定试剂盒 (上海创烨生物有限公司); 
血清骨钙素 (osteocalcin, OCN)、抗酒石酸酸性磷酸
酶 (tartrate resistant acid phosphatase-5b, TRACP-5b) 
ELISA 试剂盒, 多聚甲醛固定液、超氧化物歧化酶 
(superoxide dismutase, SOD) 及丙二醛  (malondial-
dehyde, MDA) 试剂盒 (南京建成生物工程研究所)。 

动物  8 周龄, 体重 25～30 g 的雄性 C57/BL6
小鼠, 购买于上海斯莱克动物有限责任公司, 许可证
号: SCXK (沪) 2012-0005, 饲养于第二军医大学实验
动物中心。饲养条件为室温 22～25 ℃, 湿度 45%～
50%, 小鼠自由获取灭菌水和食物。本研究中所有实
验动物的使用严格按照第二军医大学实验指南进行。 

铁超载骨质疏松小鼠模型的建立及药物干预  
C57/BL6小鼠随机分成 6组, 每组 10只, 各组分笼单
独喂养。① 正常对照组: 0.5% CMC-Na; ② 模型组: 
右旋糖酐铁 (100 mg·kg−1); ③ NAC组: 右旋糖酐铁 
(100 mg·kg−1) + NAC (100 mg·kg−1); ④ ICA-50: 右
旋糖酐铁 (100 mg·kg−1) + ICA (50 mg·kg−1); ⑤ ICA-     
100: 右旋糖酐铁 (100 mg·kg−1) + ICA (100 mg·kg−1); 
⑥ ICA-200: 右旋糖酐铁 (100 mg·kg−1) + ICA (200 
mg·kg−1)。第 2～6 组小鼠每周腹腔注射右旋糖酐铁    
1 次, 剂量为 100 mg·kg−1。同时各组小鼠灌胃给药, 
阳性药对照药NAC及受试药物 ICA分别混悬于 0.5% 
CMC-Na 溶液中, 按照 10 mL·kg−1体重对小鼠给药, 
每周 6天, 正常对照组和模型组小鼠给予相同体积的
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0.5% CMC-Na溶液, 每周称量小鼠体重 1次, 籍以调
节给药量。给药 3个月后, 各组小鼠眼眶取血, 离心, 
血清保存于  −80 ℃冰箱, 以备血清生化指标测定。处
死小鼠后, 取小鼠各脏器及双侧股骨, 迅速称量小鼠
的脏器重量。左侧股骨固定于 4% 多聚甲醛溶液中, 以
备 Micro-CT 检测骨密度和骨组织形态计量参数。右
侧股骨用 PBS 浸湿的纱布包裹, 4 ℃保存, 用于骨生
物力学分析。 

骨组织的Micro-CT和骨生物力学分析  将小鼠

左侧股骨放入Micro-CT样本杯中, 在相同条件下进行
扫描重建, 评价和分析骨密度及骨小梁计量参数。扫
描的分辨率: 6 μm; 机器的工作条件: 80 kV和 80 Μa, 
每次扫描 400 个片层。扫描完成后, 采用 Micview 
V2.1.2 三维重建处理软件对每个样本进行三维图像
重建, 并用 ABA 专用骨骼分析软件进行数据分析处
理。采用万能力学分析仪对小鼠右侧股骨进行三点弯

曲实验, 测定弹性模量 (elastic modulus)、弹性载荷 

(elastic load)、最大载荷 (maximum load)、最大应力 
(maximum stress) 和弹性应力 (elastic stress) 等骨骼
生物力学指标。 

生化指标检测  按照试剂盒说明书测定血清中
铁、钙、磷、TRACP-5b 和 OCN 的含量或活性。将
小鼠肝脏匀浆后, 4 000 r·min−1离心 15 min, 收集上清
液, 按照试剂盒说明书测定组织液中 SOD 的活性及
MDA的含量。 

统计学处理  采用 SPSS 21.0软件进行统计学分
析, 结果以均数  ±  标准差表示, 组间比较采用单因素
方差分析。 
 

结果 
1  淫羊藿苷对铁超载小鼠骨密度和骨组织形态结构
参数的影响 

图 1A和 B所示, 铁超载小鼠股骨的骨组织结构
显著退化, 骨小梁厚度降低, 间隙增大, NAC和淫羊 

 

 
Figure 1  Effects of icariin (ICA) on bone micro-architecture of femur in iron overload mice.  Representative three-dimensional      
reconstructed images derived by micro-CT of femurs (A and B), bone mineral density (BMD) (C), bone volume fraction (BVF) (D), the 
ratio of bone surface to bone volume (BS/BV) (E), trabecular thickness (F), trabecular number (G), trabecular spacing (H).  The data are 
expressed as x ± s, n = 10.  **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs model group.  NAC: N-Acetyl-L-cysteine; ICA-50: 
Icariin-50 mg·kg−1; ICA-100: Icariin-100 mg ·kg−1; ICA-200: Icariin-200 mg ·kg−1 
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藿苷能够对抗铁超载引起的小鼠股骨骨小梁的结构

退化。从骨组织结构参数的测定结果来看 (图 1C～
H), 铁超载小鼠的骨密度、骨体积分数、骨小梁厚度
和数目显著降低, 骨表面积和体积的比值及骨小梁
分离度显著增加, NAC 可显著改善铁超载小鼠的骨
组织形态结构参数, 减缓骨小梁结构的退化。淫羊藿
苷可增加铁超载小鼠的骨密度、骨小梁数目和骨小梁

厚度, 降低骨小梁间隙, 并在高剂量 (200 mg·kg−1) 
下, 与模型组比较有显著性差异 (P < 0.05)。 
2  淫羊藿苷对铁超载小鼠股骨生物力学性能的影响 

图 2A～E 所示, 铁超载显著降低小鼠股骨的弹

性模量、弹性载荷、弹性应力、最大载荷和最大应力

等生物力学指标。NAC 和淫羊藿苷可以增加铁超载
小鼠股骨的生物力学参数, 淫羊藿苷在高剂量 (200 
mg·kg−1) 下对铁超载小鼠股骨的生物力学参数均有
显著的增加作用 (P < 0.05, P < 0.01)。 
3  淫羊藿苷对铁超载小鼠血清生化指标的影响 

图 3A～C 所示, 铁超载对小鼠血清中钙的含量
无显著性影响, 但可显著增加小鼠血清无机磷及铁
的含量 (P < 0.01), NAC可降低铁超载小鼠血清中无
机磷和铁的含量 (P  <  0.01), 淫羊藿苷在 50～200 
mg·kg−1 内可剂量依赖地降低铁超载小鼠血清中无机  

 

 
Figure 2  Effects of ICA on mechanical properties of the femurs in iron overload mice.  Elastic modulus (A), elastic load (B), elastic 
stress (C), maximum load (D) and maximum stress (E) of the femurs were derived from the three-point bending test.  Results are repre-
sented as x ± s, n = 10.  **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs model group 
 

 
Figure 3  Effect of ICA on the serum levels of calcium (A), iron (B), phosphorus (C), TRACP-5b (D) and OCN (E) in iron overload 
mice.  Results are represented as x ± s, n = 10.  **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs model group.  TRACP-5b: Tartrate 
resistant acid phosphatase-5b; OCN: Osteocalcin 
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磷和铁的含量 (P < 0.05, P < 0.01)。图 3D和 E所示,     
铁超载显著增加小鼠血清 TRACP-5b 的活性, 降低
OCN 的含量 (P < 0.01); NAC 显著降低铁超载小鼠    
血清 TRACP-5b 的活性, 显著增加血清 OCN 的含量     
(P < 0.01)。淫羊藿苷在高剂量 (200 mg·kg−1) 下显著
降低铁超载小鼠血清 TRACP-5b 的活性, 在 50～200 
mg·kg−1剂量下显著增加血清 OCN 的含量 (P < 0.05, 
P < 0.01), 但在 100 mg·kg−1剂量下对小鼠血清 OCN
的作用最为显著。 
4  淫羊藿苷对铁超载小鼠体重和脏器重量的影响 

图 4A 所示, 长期的铁超载处理使小鼠体重显著
下降, NAC 和淫羊藿苷对铁超载小鼠的体重没有显
著的影响。与正常对照组相比, 铁超载小鼠肝脏、脾
脏及肾脏重量显著增加 (P < 0.01), NAC和淫羊藿苷
可显著降低铁超载小鼠肝脏和脾脏重量 (P < 0.01), 
但对肾脏重量没有显著的影响 (图 4B～D)。铁超载
对小鼠肺脏和心脏重量没有显著的影响, NAC 和淫
羊藿苷对铁超载小鼠肺脏和心脏重量也没有明显的

影响 (图 4E和 F)。 

5  淫羊藿苷对铁超载小鼠肝组织 SOD活性和MDA
含量的影响 

铁超载显著降低小鼠肝组织中 SOD的活性 (P < 

0.01), NAC 可显著升高铁超载小鼠肝组织中 SOD     
活性 (P < 0.01), 淫羊藿苷可增加铁超载小鼠肝组织
SOD 的活性, 但与模型组相比, 没有显著性差异 (图
5A)。铁超载可显著增加肝组织 MDA 的含量 (P < 

0.01), 淫羊藿苷在 200 mg·kg−1 剂量下, 显著降低铁
超载小鼠肝组织 MDA的含量 (P < 0.05, 图 5B)。 
 

讨论 
本研究通过腹腔注射右旋糖酐铁复制小鼠铁超

载模型, 观察铁超载对骨代谢的影响及淫羊藿苷的
调控作用。结果表明铁超载小鼠机体抗氧化能力降低, 
骨吸收作用增强, 骨形成能力减弱, 骨密度降低, 骨
组织微结构和生物力学性能退化。淫羊藿苷在高剂量 
(200 mg·kg−1) 下能有效改善铁超载小鼠的机体高氧
化应激状态, 抑制骨吸收, 增加骨形成和骨密度, 改
善骨组织微结构和生物力学性能。 

 

 
Figure 4  Effects of ICA on body weight (A), liver weight (B), spleen weight (C), kidney weight (D), lung weight (E) and heart weight 
(F) in iron overload mice.  Results are represented as x ± s, n = 10.  **P < 0.01 vs control group; ##P < 0.01 vs model group 
 

 
Figure 5  Effects of ICA on the levels of superoxide dismutase (SOD, A) and malondialdehyde (MDA, B) in the liver tissues of iron 
overload mice.  Results are represented as x ± s, n = 10.  **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs model group 
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在铁超载状态下, 铁在肝脏中不断积累, 引起氧
化应激, 造成肝组织损伤。在前期预实验过程中, 根
据文献[11], 每周 1次给小鼠注射 1 000 mg·kg−1和 100 
mg·kg−1 右旋糖酐铁诱导骨丢失, 结果发现右旋糖酐
铁在 1 000 mg·kg−1剂量下, 使小鼠的肝组织肿大, 造 
成部分小鼠死亡; 右旋糖酐铁在 100 mg·kg−1剂量下

作用 2 个月时, 小鼠的骨量有所下降, 但与正常对照
组比较没有显著性差异。研究延长至 3个月时, 铁超
载小鼠的骨量丢失与正常组比较有显著差异, 因此, 
每周 1次注射右旋糖酐铁 100 mg·kg−1, 3个月后可成
功建立铁超载小鼠的骨丢失模型。本研究也发现长期

的铁超载显著降低小鼠体重, 增加小鼠肝脏、脾脏及
肾脏的重量。NAC 和淫羊藿苷能降低铁超载小鼠肝
脏和脾脏重量, 减轻铁超载对肝、脾脏的毒性损伤。 

骨密度和骨组织形态结构参数是表征骨骼性能

的重要指标。在注射右旋糖酐铁复制的铁超载小鼠模

型中, 小鼠骨密度降低, 骨组织微结构明显退化[12]。

本研究发现正常小鼠股骨骨小梁分布整齐, 结构状
态良好, 铁超载小鼠的股骨骨小梁数目减少、厚度降
低, 骨小梁间隙增加, 连结度降低。NAC和淫羊藿苷
可显著增加铁超载小鼠骨密度, 增加骨小梁数目和
厚度, 降低骨小梁分离度, 改善骨组织的微结构。骨
骼的生物力学性能也是评价骨骼质量的重要因素。铁

超载小鼠股骨三点弯曲实验中弹性模量、弹性载荷、

最大载荷、弹性应力和最大应力显著降低, 表明铁超
载小鼠股骨的生物力学性能退化, NAC 和淫羊藿苷 
(200 mg·kg−1) 可显著改善铁超载小鼠股骨的生物力
学性能, 增强骨骼的承载能力。 

近年研究表明铁超载影响骨代谢, 增加骨丢失。
在铁超载联合切除卵巢 (ovariectomized, OVX) 大鼠
模型中, 铁超载能增加血清的 TRACP-5b的含量, 增
强 OVX大鼠的骨吸收, 抑制 OVX大鼠的骨形成, 最
终导致 OVX大鼠的骨量减少和骨质疏松症[13]。铁超

载表现为铁在体内的蓄积, 使得血清中铁含量显著
升高, NAC 和淫羊藿苷在一定程度上降低血清铁的
含量, 减缓铁超载对机体的损伤和对骨代谢的影响。
TRACP在血液循环中以 TRACP-5b和 TRACP-5a两
种形式存在, TRACP-5b 来源于破骨细胞, 为骨吸收
的关键酶, 可表征破骨细胞的骨吸收活性[14]。铁超载

小鼠血清中TRACP-5b的水平显著升高, 表明其破骨
细胞性的骨吸收活性增强。NAC 和淫羊藿苷显著降
低铁超载小鼠血清TRACP-5b的活性, 降低破骨细胞
的活性和骨吸收作用。OCN 是由成骨细胞产生, 参
与成骨细胞分化和骨基质的矿化[15]。铁超载降低小

鼠血清中 OCN 的水平, 抑制成骨细胞的骨形成和骨
基质矿化。NAC 及淫羊藿苷可以有效增加小鼠血清
OCN的水平, 增加骨形成。综上, 铁超载显著增加小
鼠的骨吸收, 减少骨形成, 淫羊藿苷能够对抗铁超载
对小鼠骨代谢的影响, 减少骨量的丢失。 

铁超载对机体的损伤作用主要是高铁诱导产生

活性氧, 引起脂质过氧化, 导致蛋白质结构的变化和
核酸损伤[16]。对骨骼系统的影响在于铁超载诱导的

活性氧可增加成骨细胞的凋亡, 抑制成骨细胞的分
化和骨基质的矿化[17], 并促进破骨细胞的形成、分化
和骨吸收活性[18]。肝脏是铁的主要储存器官, 机体依
靠肝脏巨噬细胞清除体内过多的铁。本研究发现铁超

载小鼠肝脏组织中 SOD的活性显著降低, MDA的含
量显著增加, 表明铁超载降低了肝脏组织的抗氧化
能力。NAC 和淫羊藿苷均显示出一定程度的增加铁
超载小鼠肝脏组织抗氧化能力的作用, 因此, 这些药
物减少铁超载小鼠骨丢失的作用可能与其增强机体

的抗氧化能力, 减缓机体的氧化损伤有关。 
文献报道淫羊藿苷具有抗氧化作用, 在氧化损

伤的成骨细胞中能增加 SOD 的活性, 减少活性氧和
脂质过氧化物的产生, 抑制成骨细胞的凋亡, 增加成
骨细胞的分化和骨矿化结节形成[19]。本研究以抗氧化

剂 NAC 作为对照药物, 观察淫羊藿苷对铁超载小鼠
骨代谢的影响, 结果显示淫羊藿苷与抗氧化剂 NAC
相似, 能够减缓铁超载小鼠的氧化应激状态, 增加骨
形成, 减少骨吸收, 改善骨组织的微结构和生物力学
性能。因此, 在铁超载小鼠模型中, 淫羊藿苷调节骨
代谢, 减少骨丢失的作用与其抗氧化活性有关。 
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