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淫羊藿苷对破骨细胞活性的影响
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　　【摘要】　目的 :观察淫羊藿苷对破骨细胞骨吸收及凋亡的影响 ,探讨淫羊藿苷的抗骨质疏松作用机制。方法 :体

外分离、培养兔破骨细胞 ,与玻片及骨磨片共同培养 ,用 10 - 7、10 - 6、5 ×10 - 6、10 - 5 mol/L浓度的淫羊藿苷刺激破骨细

胞 ,倒置相差显微镜下观察活体细胞、HE染色、TRAP染色及骨吸收陷窝甲苯胺蓝染色 ,鉴定破骨细胞 ,并进行骨吸收

陷窝计数和面积测量 ,吖啶橙染色观察凋亡破骨细胞所占的比例。结果 :与空白对照组比较 , 10 - 6、5 ×10 - 6、10 - 5 mol/

L浓度的淫羊藿苷组破骨细胞凋亡率均明显增高 ,骨吸收陷窝数目、面积明显减少 ,随浓度增加抑制作用增强 ,差异有

显著性意义 ( P < 0105)。结论 :淫羊藿苷可诱导破骨细胞凋亡 ,抑制骨吸收 ,并随浓度增加抑制作用增强。
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ABSTRACT　O bjective: To observe the effect of Icariin on osteoclastic bone resorp tion and apop tosis in vitro and exp lore the

mechanism of Icariin in p reventing osteoporosis. M ethods: O steoclasts were seperated from long2limb bones of new born rab2
bits, cultured with glass slices and bone slices, and treated by 10 - 7 , 10 - 6 , 5 ×10 - 6 , 10 - 5 mol/L Icariin. O steoclastswere iden2
tified by observing live cellswith phase contrast m icroscope, HE staining, TRAP staining and toluidine blue staining of bone re2
sorp tion p its. The number of bone resorp tion p its were counted as well as the surface area of bone resorp tion on bone slice. O s2
teoclasts were stained with acridine orange. The rates of apop totic osteoclastswere observed under fluorescence m icroscope. Re2
sults:Comparing with the blank control group, the rates of apop totic osteoclasts increased obviously and the number and area of

bone resorp tion p its decreased evidently with increasing dose in those group s treated by 10 - 6 , 5 ×10 - 6 , 10 - 5 mol/L Icariin.

The differences between control group and those group s treated by 10 - 6 , 5 ×10 - 6 , 10 - 5 mol/L Icariin were significant if P <

0105. Conclusion: Icariin can induce osteoclast apop tosis and inhibit bone resorp tion in dose2dependent manner.
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　　中草药淫羊藿具有补肾壮阳、强筋健骨、祛风除湿之功效 ,

是中医治疗骨质疏松最常用的药物之一。已知淫羊藿苷是淫

羊藿的主要活性成分 ,许多研究 [1 ]已经证实淫羊藿苷能够促进

体外培养成骨细胞的增殖与分化 ,本实验探讨了淫羊藿苷对体

外培养破骨细胞骨吸收功能和凋亡的影响 ,现报告如下。

1　材料与方法

111　动物　出生 24 h内的青紫蓝兔 (兰州生物制品研究所 )。

112　药品及试剂 　α2MEM培养基 (美国 Gibco公司 ) ,胎牛

血清 (兰州民海生物工程有限公司 ) ,淫羊藿苷 (中国药品生

物制品鉴定所 ) , 17β2雌二醇、抗酒石酸酸性磷酸酶 ( TRAP)

染色试剂盒、甲苯胺蓝、吖啶橙 (美国 Sigma公司 )。

113　实验方法

11311　玻片和骨磨片的制备与处理　将盖玻片用玻璃刀分

切成 1 cm ×1 cm大小 ,洗净 ,消毒灭菌备用。取新鲜的牛股

骨 ,用锯式切片机 (LE ICA SP 1600德国 )将其皮质部切成

20μm厚的骨片 ,再修剪成 015 cm ×015 cm大小 ,超声波清洗

后 ,浸泡于含青霉素 1 000 IU /m l、链霉素 1 000μg/m l的 PBS

缓冲液中 , 4 ℃保存 ,用时更换 3次培养液 ,每次 20 m in。

11312　兔破骨细胞的分离和培养　将新生兔断颈处死 , 75%

乙醇浸泡 15 m in,无菌条件下取四肢长骨 (股骨、肱骨、胫

骨 ) ,剔除软组织及骨垢 ,置于冷的 PBS缓冲液中洗净。然后

在冷的 α2MEM 全培养液 (含 15%胎牛血清 , 青霉素

100 IU /m l,链酶素 100 mg/m l)内 ,将骨干纵形剖开 ,用尖手术

刀轻刮骨的内表面 ,并用尖吸管吸取培养液反复冲洗髓腔面 ,

至颜色变白 ,静置 1 m in,取细胞悬液 ,接种于预置骨磨片或盖

玻片的 24孔培养板上 (每孔已加 1 m lα2MEM全培养液 ,并

在二氧化碳孵育箱中孵育 1 h) ,每孔加细胞悬液 015 m l。置

于二氧化碳孵育箱中培养 , 16 h左右更换培养液 ,冲洗掉未附

着的细胞 ,继续培养。每 3 d更换 50%的培养液。
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11313　分组 　取无菌 24孔细胞培养板 2块 , 1块每孔加

1 m lα2MEM全培养液和 1个骨磨片 ,另 1块每孔加 1 m l

α2MEM全培养液和 1个盖玻片 ,均分为 6组 ,每组 4孔 ,置二

氧化碳孵育箱内 1 h后 ,每孔加入上述分离的细胞悬液

015 m l, 5% CO2、37 ℃潮湿条件下继续培养。

11314　药物的添加　于培养 16 h后用 PBS缓冲液冲洗掉未

附着于骨磨片或盖玻片上的细胞 ,第 1组作为空白对照组 ,每

孔只加入 115 m lα2MEM全培养液 ,不加淫羊藿苷 ;第 2、3、4、

5组为实验组 ,每孔加入 115 m lα2MEM全培养液配制的淫羊

藿苷溶液 ,浓度分别为 10 - 7、10 - 6、5 ×10 - 6、10 - 5 mol/L;第

6组作为阳性对照组每孔加入含 17β2雌二醇为 10 - 7 mol/L的

α2MEM全培养液 115 m l,每 3 d换液 1次 ,补充等量的新培养

液及等量的淫羊藿苷及 17β2雌二醇。
114　观察项目与方法

11411　破骨细胞的鉴定　倒置相差显微镜下动态观察活体

细胞的形态及生长情况 ,盖玻片 HE染色、TRAP染色 ,骨磨片

骨吸收陷窝甲苯胺蓝染色 ,鉴定破骨细胞。

11412　骨吸收陷窝计数和面积测量　培养 7 d后取出骨片 ,

用 215%戊二醛固定液固定 7 m in, 0125 mol/L氢氧化氨中超

声清洗 5 m in ×3次 ,系列乙醇脱水 ,自然晾干 , 1%甲苯胺蓝

染液室温染色 3～4 m in,蒸馏水清洗后光镜下观察。光镜

100倍下对整张骨片作陷窝计数 ,每组计数 4张骨片 ,同时采

集每张骨片的骨吸收陷窝图像 ,骨吸收面积用 Image Pro Plus

软件 (美国 Media Cybernetics公司 )分析。以上所得数据均取

均值 ,结果以 �x ±s表示。
11413　吖啶橙染色与破骨细胞凋亡观察　于培养 48 h后取

出盖玻片 , 4%多聚甲醛固定 10 m in, 1%醋酸酸化 30 s, PBS

缓冲液清洗 1 m in,入 0101%吖啶橙染液染色 5 m in, PBS缓冲

液清洗 1 m in,用 011 mol/L CaCl2分色 2 m in, PBS缓冲液清洗

3次 ,各 10 s。以 PBS做介质封片 ,用激发滤片 BG212,阻断滤

片波长 515 nm,荧光显微镜下观察并计数每张盖玻片上正常

和凋亡破骨细胞数目 ,计算每组的凋亡破骨细胞总数与该组

破骨细胞总数的百分比 (凋亡率 )。

115　统计学分析 　实验所得数据均采用 SPSS 1115统计软

件进行处理 ,吸收陷窝数目、面积进行单因素方差分析 Dun2
nett2t检验 ,破骨细胞凋亡率的比较采用χ2检验。

2　结果

211　破骨细胞的鉴定　倒置相差显微镜下见破骨细胞贴壁

生长 ,形态不规则 ,部分细胞可见有伪足 ,细胞内可见多个细

胞核 ,胞浆内有时见大小不等的空泡 (见图 1)。HE染色可见

形态不规则的巨大细胞 ,胞核呈深蓝色 ,多核 ( 3～20个 ) ,呈

圆形、椭圆形 ,胞浆呈粉红色 (见图 2)。TRAP染色可见破骨

细胞胞浆内 TRAP活性部位形成棕红色沉淀 ,胞核染色呈阴

性 ,多核 ,部分胞浆可见大小不一的空泡 (见图 3)。骨磨片骨

吸收陷窝甲苯胺蓝染色可见吸收陷窝呈紫蓝色圆形、椭圆形、

腊肠形等多种形态 ,部分连接呈串珠样 (见图 4、5)。

212　骨吸收陷窝计数和面积测量 　如表 1所示 ,淫羊藿苷

10 - 7、10 - 6、5 ×10 - 6、10 - 5 mol/L组吸收陷窝数目、面积均比空

白对照组少 ,除淫羊藿苷 10 - 7 mol/L组外 (吸收陷窝数目比较

P = 01085 > 0105,吸收陷窝面积比较 P = 01055 > 0105) ,淫羊藿

苷 10 - 6、5×10 - 6、10 - 5 mol/L组与空白对照组相比差异有显著

性意义 (吸收陷窝数目比较 P = 01021, 01004, 01000 < 0105,吸

收陷窝面积比较 P = 01009, 01001, 01000 < 0105) ,表明中、高浓

度淫羊藿苷均能明显抑制破骨细胞骨吸收功能 ,淫羊藿苷

10 - 6、5×10 - 6、10 - 5 mol/L组随着淫羊藿苷浓度的增加 ,吸收

陷窝数目、面积呈剂量依赖性减少 ,说明破骨细胞骨吸收功能

随淫羊藿苷浓度的增加而降低。17β2雌二醇 10 - 7 mol/L组吸

收陷窝数目、面积明显少于空白对照组 ,并且两组差异有显著

性意义 (吸收陷窝数目比较 P = 01000 < 0105,吸收陷窝面积比

较 P = 01000 < 0105) ,说明 17β2雌二醇对破骨细胞骨吸收有抑
制功能。

213　吖啶橙染色与破骨细胞凋亡观察　吖啶橙非特异性地

结合于核酸 ,从而显示细胞核的形态。荧光显微镜下正常破

骨细胞胞核大小一致 ,染色质分布均匀 ,吖啶橙着色浅淡。凋

亡破骨细胞体积明显缩小 ,胞质固缩 ,细胞核大小不一 ,吖啶

橙着色不均而且较深 ,细胞核裂解、凝固 ,染色质着边可成新

月状 ,或者形成小而亮的凋亡小体 (见图 6)。

如表 2所示 ,淫羊藿苷 10 - 7、10 - 6、5 ×10 - 6、10 - 5 mol/L

组破骨细胞凋亡率均比空白对照组高 ,且随着淫羊藿苷浓度

的增加而递增 ;淫羊藿苷 10 - 6、5 ×10 - 6、10 - 5 mol/L组与

10 - 7mol/L组相比 ,差异均有统计学意义 ( P = 01000 < 0105)。

表明中、高浓度淫羊藿苷均能明显增加破骨细胞凋亡率 ,而低

浓度淫羊藿苷 (10 - 7 mol/L)对破骨细胞凋亡率没有明显影响

( P = 01320 > 0105) ,淫羊藿苷 10 - 6、5 ×10 - 6、10 - 5 mol/L组随

着浓度的增加 ,破骨细胞凋亡率呈剂量依赖性增加 ,说明破骨

细胞凋亡率随淫羊藿苷浓度的增加而增加。17β2雌二醇
10 - 7 mol/L组与空白对照组相比 ,两组差异有显著性意义

( P = 01002 < 0105) ,说明 17β2雌二醇能明显增加破骨细胞凋
亡率。

表 1　各组骨磨片上的骨吸收陷窝数及面积比较 ( �x ±s )

Tab. 1　The com par ision of the num ber and area of bone

resorption p its on bone slice in each group ( �x ±s )

组别 　骨吸收陷窝数 骨吸收陷窝面积 (μm2 )

空白对照 148175 ±21192 1 523164 ±109177

淫羊藿苷 (10 - 7 mol/L) 120175 ±21141 1 326129 ±168184

淫羊藿苷 (10 - 6 mol/L) 111100 ±19166 1 248132 ±83180

淫羊藿苷 (5 ×10 - 6 mol/L) 101100 ±17121 1 169115 ±135118

淫羊藿苷 (10 - 5 mol/L) 76175 ±13165 842154 ±75144

17β2雌二醇 (10 - 7 mol/L) 81150 ±16169 904174 ±113184

表 2　各组破骨细胞凋亡率的比较

Tab. 2　The com par ision of the ra te of apoptotic

osteocla sts in each group

组别 破骨细胞总数 凋亡细胞数
凋亡率

( % )
空白对照 250 91 36140

淫羊藿苷 (10 - 7 mol/L) 195 80 41102

淫羊藿苷 (10 - 6 mol/L) 311 170 54166

淫羊藿苷 (5 ×10 - 6 mol/L) 311 179 57156

淫羊藿苷 (10 - 5 mol/L) 294 190 64160

17β2雌二醇 (10 - 7 mol/L) 488 237 48157

3　讨论

淫羊藿为中国传统补肾中药 ,具有补肾壮阳、强筋骨、祛
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图 1　破骨细胞细胞活体观察 ,可见细胞多核和伪足形成 ( ×200) 　图 2　破骨细胞 HE染色 ,胞核呈深蓝色 ,多核 ,胞浆呈粉红色 ( ×200) 　
图 3　破骨细胞 TRAP染色 ,可见胞浆呈棕红色 ,胞核染色呈阴性 ( ×200) 　图 4　空白对照组骨吸收陷窝甲苯胺蓝染色 ,可见吸收陷窝呈蓝

色 ,连接呈串珠样 ( ×200) 　图 5　10 - 5 mol/L淫羊藿苷组骨吸收陷窝甲苯胺蓝染色 ,可见吸收陷窝与空白对照组相比明显减少 ( ×200) 　
图 6　破骨细胞吖啶橙染色 ,↑正常破骨细胞 ,细胞核染色均匀 ,吖啶橙着色浅淡 ,Δ凋亡破骨细胞 ,细胞体积明显缩小 ,细胞核裂解、凝固 ,吖啶

橙着色不均而且较深 ( ×200)

F ig. 1　Observation of live osteoclastswith inverted light m icroscope showed multinucleated cells and p seudopodia ( ×200)　 F ig. 2　HE staining of oste2
oclasts showed blue nuclei and p ink cytop lasme of multinucleated cells ( ×200) 　F ig. 3　TRAP staining of osteoclasts showed brownish red cytop lasm and

nuclei were stained negative ( ×200)　 F ig. 4　Toluidine blue staining of bone resorp tion p its of control group showed blue resorp tion p its connecting into

bunches ( ×200) 　F ig. 5　Toluidine blue staining of bone resorp tion p its of the group treated by 10 - 5 mol/L Icariin showed the resorp tion p its obviously

decreased comparing with control group ( ×200) 　 F ig. 6　Acridine orange staining of osteoclasts showed the nuclei of normal osteoclast ( arrow) were

stained uniform ly and thinly, whereas the volume of apop totic osteoclast ( arrowhead) shrinked obviously and the nuclei fragmentated and condensed, were

stained unevenly and thickly ( ×200)

风除湿的功效 ,淫羊藿苷的抗骨质疏松作用已经为许多研究

所证实 [ 2 ]。骨吸收陷窝数目和面积是判断体外培养破骨细

胞骨吸收功能的主要指标 ,本实验结果显示淫羊藿苷能明显

抑制破骨细胞骨吸收功能 ,并且具有剂量依赖性。关于淫羊

藿苷抑制破骨细胞骨吸收功能的作用机制目前还不清楚 ,本

实验中混有一些成骨细胞 ,有研究显示 [ 3 ] ,淫羊藿苷可下调

成骨细胞中 RANKL的表达 ,而 RANKL是调节破骨细胞分化

和骨吸收功能的关键因子 [ 4 ] ,本研究不能排除淫羊藿苷通过

成骨细胞间接作用于破骨细胞的可能性 ,具体机制还有待于

进一步研究。本实验结果显示只有中、高浓度淫羊藿苷能增

加破骨细胞凋亡率 ,而低浓度淫羊藿苷对破骨细胞凋亡率没

有明显影响。对于淫羊藿苷诱导破骨细胞凋亡的机制 ,目前

尚无报道 ,但有报道 [ 5 ]淫羊藿苷可明显抑制肿瘤细胞端粒酶

的活性 ,下调凋亡相关基因 bcl22和 c2myc mRNA和蛋白质的

表达 ,至于淫羊藿苷诱导破骨细胞凋亡的机制是否与其相似

还有待进一步研究。本实验在细胞水平观察了淫羊藿苷对体

外破骨细胞的影响 ,发现淫羊藿苷具有抑制体外培养破骨细

胞骨吸收功能和促进其凋亡的作用 ,这将为淫羊藿苷治疗骨

质疏松提供新的理论依据 ,并为临床调节破骨细胞功能提供

新的手段。
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