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钙螯合胶原多肽与雌激素对去卵巢大鼠骨质改
善作用的比较

高文伟１，申勇涛１，程稚玲２，韩克光１，霍乃蕊１∗
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　 　 【摘要】 　 目的　 将钙螯合胶原多肽（ＣＰＣＣ）的骨质改善效果与雌激素进行比较，为安全的骨质疏松（ｏｓｔｅｏｐｏ⁃
ｒｏｓｉｓ，ＯＰ）防治药物的研发奠定基础。 方法　 切除大鼠双侧卵巢，设置切卵巢组（ＯＶＸ）、假手术组（ｓｈａｍ）、１７β － 雌

二醇（ＯＶＸ ＋ Ｅ２）注射组与 ＣＰＣＣ 灌胃组（ＯＶＸ ＋ ＣＰＣＣ），９ 周后比较各组的骨骼指标和血液生化指标。 结果　 ＯＶＸ
组股骨密度显著低于 ｓｈａｍ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），说明 ＯＰ 发生。 和激素一样，ＣＰＣＣ 可有效抑制所测指标的异常变化，并
使其维持在 ｓｈａｍ 组水平（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 然而在抑制体重增加方面，Ｅ２ 组在第 ８、９ 周体重显著低于 ｓｈａｍ 组（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；在阻止骨矿和骨有机质流失方面，Ｅ２ 组的 Ｍｇ、Ｃａ 水平显著低于 ＣＰＣＣ 的中、高剂量组，Ｃｕ 水平与 ｓｈａｍ 组无

差异，而 ＣＰＣＣ（中、低剂量）则显著高于 ｓｈａｍ 组。 Ｅ２ 组的 Ｍｎ、Ｚｎ、及羟脯氨酸水平显著低于 ｓｈａｍ 组，而 ＣＰＣＣ 则可

维持在 ｓｈａｍ 组水平。 对血液中 ＢＧＰ 和 ＳｔｒＡＣＰ 水平升高的抑制作用，Ｅ２ 组与 ＯＶＸ 组相比差异无显著性，ＣＰＣＣ 组

则可显著低于 ＯＶＸ 组。 抑制血钙水平下降时，Ｅ２ 组与 ＯＶＸ 组相比差异无显著性，而 ＣＰＣＣ 组显著高于 ＯＶＸ 组。
结论　 在改善去卵巢大鼠骨质方面，钙螯合胶原多肽比雌激素更为有效。
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　 　 骨质疏松（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ， ＯＰ）逐渐成为一个世界

性公众健康问题［１］。 我国的 ＯＰ 发病率逐年增加，
其中 ８０％患者为绝经后女性。 研究绝经后 ＯＰ 最常

用的造模方法是双侧卵巢去势法，该法可较好地模

拟绝经后 ＯＰ 的病理生理状态，造模成功率高、具有

稳定性和重复性［２］。 人们利用去卵巢大鼠模型筛

选出了许多治疗绝经后 ＯＰ 的有效药物，包括雌激

素、雌激素受体调节剂、双磷酸盐、降钙素、合成类固

醇［３］。 其中，雌激素替代疗法临床上最常用，但雌

激素增加了患子宫内膜癌的风险，并容易引起中风

和脑血栓，其使用风险远远高于人们所预想［４］。 因

此安全、有效、无毒副作用、可长期使用的 ＯＰ 防治

药物的开发具有尤为迫切的现实意义。 骨质疏松的

发生与低钙摄入有关［５］，而钙质缺乏是全球性问

题，从膳食结构分析，我国尤为严重［６］，肽钙螯合物

可直接被肠道黏膜吸收，不会被胃酸和碱性物质破

坏，也不会受到食物中植酸、草酸的影响，其生物利

用度高、吸收快，是钙制剂发展和研究的方向。 课题

组前期研究结果证明了骨胶原肽和钙螯合胶原多肽

对雌激素缺乏引起的 ＯＰ 的有效防治作用［７ － ８］。
本研究以分子量小于 １０００ 的胶原肽制备钙螯

合胶 原 多 肽 （ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｐｅｐｔｉｄｅ ｃｈｅｌａｔｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ，
ＣＰＣＣ），探讨其对骨质疏松大鼠的骨质改善作用，并
将其效果同雌激素比较，为以后安全、高效的补钙制

剂和骨质疏松防治药物的开发奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物及分组

选用 １０ 周龄雌性清洁级雌性未孕 ＳＤ 大鼠 ４８
只，体重（２０３ ± ２０） ｇ，由山西医科大学动物实验中

心【ＳＣＸＫ（晋） ２０１５ － ０００１】提供，适应性饲喂 ２ 周

后，切除双侧卵巢。 大鼠饲养于山西农业大学动物

医学国家级实验教学示范中心动物房内，无菌手术

在该中心动物医院【晋太谷动诊证［２０１４］第 ０１ 号】
完成，术后伤口用碘伏每日消毒一次，康复 １ 周后，

分组试验。 研究期内保持大鼠环境温度为（２２ ±
２）℃，日照 １２ ｈ，黑夜 １２ ｈ，控制其他环境条件使其

符合国家标准 ＧＢ１４９２３ － ２００１，饲喂啮齿类动物标

准颗粒饲料（山西医科大学动物实验中心提供）和

自由饮水，并按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道

关怀。
研究分为 ６ 组，每组 ８ 只。 假手术组（ｓｈａｍ）不

切除卵巢，只切除卵巢附近等重量的脂肪；模型组

（ＯＶＸ）切除卵巢；雌激素组（Ｅ２）切除卵巢后皮下注

射 １７β －雌二醇（０􀆰 ０８ ｍｇ ／ ｍＬ），注射剂量为 １ ｍＬ ／
（０􀆰 １ ｋｇ·ｄ）；ＣＰＣＣ 组切除卵巢后按 １０ ｍＬ ／ （ｋｇ·ｄ）
的剂量进行灌胃，先用蒸馏水将 ＣＰＣＣ 配成 ５００、
３００、１００ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液，分别灌胃给高、中、低剂量

组。 饲养结束后，用乙醚麻醉大鼠，摘除眼球采血，脱
颈处死，采集各组织样本。 本实验所有操作均按照中

华人民共和国《实验动物管理条例》规范执行。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

血清钙、血清磷、碱性磷酸酶（ＡＫＰ）、抗酒石酸

酸性磷酸酶（ＳｔｒＡＣＰ）、骨钙素（ＢＧＰ）、羟脯氨酸测

试盒购自南京建成生物工程研究所；１７β － 雌二醇

购自北京索莱宝科技有限公司。
原子吸收光谱仪（北京东西分析仪器有限公

司）；多功能酶标仪（美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ）；ＳＸ －
１２ － １０ 型箱式电阻炉（上海实验电炉厂）等。
１􀆰 ３　 肽钙螯合物的制备

羊骨胶原肽由内蒙古锡盟肽好生物制品有限责

任公司生产；以干基计，蛋白 ９８􀆰 ７８％ ，分子量≤
１０００ Ｄａ 的肽占 ９０􀆰 ７８％ ，羟脯氨酸 ６􀆰 ８９％ 。 螯合工

艺为胶原短肽浓度 ８９􀆰 ２８ ｍｇ ／ ｍＬ，钙源为 ＣａＣｌ２，肽
钙质量比 ２∶ １，ｐＨ ８􀆰 １，４０℃反应 ３０ ｍｉｎ，加入 ８ 倍

体积乙醇进行沉淀（乙醇质量分数 ＞ ９５％ ，静置 ３
ｈ），８０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，沉淀再经真空冷冻干燥

（ － ２６℃预冻，工作压强 ９０ ～ １００ Ｐａ，升华温度 ４５ ～
５５℃）制得钙螯合胶原多肽（ＣＰＣＣ），经测定其中短

肽含量为 ６８􀆰 １６％ ，钙含量为 １０􀆰 ０１％ ，水分 ６􀆰 ４４％ 。

７５２
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１􀆰 ４　 指标测定

１􀆰 ４􀆰 １　 体重和子宫指数

每周定期对大鼠进行称重一次，直至第 ９ 周实

验结束。 大鼠处死后，取子宫，去除周围结缔组织并

立即称重，计算子宫指数。
１􀆰 ４􀆰 ２　 股骨长度、直径、骨干重和骨密度的测定

用游标卡尺测量左侧股骨的长度与直径；然后

在 ６０℃烘箱中烘干至恒重（１０ ｈ），测骨干重。 按

Ｍ ／ Ｖ 计算骨密度，体积用排水法测定。
１􀆰 ４􀆰 ３　 骨矿物质和羟脯氨酸含量的测定

准确称取风干至恒重的粉末状大鼠股骨于瓷坩

埚中，放入马弗炉 ３００℃预灰化 １ ｈ，温度调至５５０℃
灰化 ３ ｈ，关掉电阻炉，待温度降至 １１０℃以下，取出

坩埚，样品灰白色即可，若有黑色，则加 １ ～ ２ 滴硝酸

继续消化 １ ｈ，直至出现白色结晶。 将灰分用 ２ ｍＬ
盐酸（１∶ ５）溶解，在坩埚中再加入 １８ ｍＬ 去离子水，
混匀，测定铜、锰、锌含量。 从处理好的铜待测液中

取 ４ ｍＬ，用去离子水定容至 ５０ ｍＬ，测定镁含量。 取

定容好的镁待测液 １０ ｍＬ，加 ５％ 氯化锶溶液 ０􀆰 ２
ｍＬ，然后用原子吸收光谱仪进行钙含量的测定。 羟

脯氨酸含量的测定按照羟脯氨酸测试盒说明书操

作。

１􀆰 ４􀆰 ４　 血液生化指标

大鼠宰杀前，断食 １２ ｈ，眼球取血，收集血样进

行离心（３０００ ｒ ／ ｍｉｎ，１０ ｍｉｎ），分装血清，置 － ２０℃
保存。 血清碱性磷酸酶（ＡＫＰ）、抗酒石酸酸性磷酸

酶（ＳｔｒＡＣＰ）活性、血清骨钙素（ＢＧＰ）、血清钙（Ｃａ）、
血清磷（Ｐ）含量的测定按剂盒说明书操作。
１􀆰 ４􀆰 ５　 统计方法

所有实验数据用平均数 ± 标准误（􀭰ｘ ± ｓ）表示，
运用 Ｓｔａｔｉｓｔｉｘ ８􀆰 １ 软件对各试验组数据进行方差分

析。 分别以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 和 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 作为差异显著和

差异极显著的标准。

２　 结果

２􀆰 １　 大鼠体重的变化

由表 １ 可知，在前 ２ 周，各组大鼠体重差异无显

著性，从第 ３ 周开始，ＯＶＸ 组体重显著高于 ｓｈａｍ
组，且从第 ６ 周开始达到极显著水平（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
整个试验期内，除低剂量组在第 ４ 周外，各剂量组的

体重始终与 ｓｈａｍ 组差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 而

Ｅ２ 组，在第 ３ 周极显著高于 ｓｈａｍ 组，在第 ８、９ 周却

又极显著低于 ｓｈａｍ 组。

表 １　 １７β －雌二醇和钙螯合胶原多肽对去卵巢大鼠体重增加的抑制作用（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８）
Ｔａｂ． １　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒｏｌｅ ｏｆ １７β － ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｐｅｐｔｉｄｅ ｃｈｅｌａｔｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｏｎ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｇａｉｎ ｏｆ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｒａｔｓ

周数
Ｗｅｅｋｓ

假手术组
Ｓｈａｍ

去卵巢组
ＯＶＸ

雌激素组
Ｅ２

高剂量组
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ

中剂量组
Ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｏｓｅ

低剂量组
Ｌｏｗ ｄｏｓｅ

１ １９８􀆰 １５ ± ７． ６６Ａ ２０７􀆰 ６５ ± ３９􀆰 ９３Ａ ２１６􀆰 ３９ ± ９􀆰 ２６Ａ ２０４􀆰 ５８ ± １９􀆰 ９４Ａ ２０７􀆰 ００ ± ２１􀆰 ００Ａ ２０３􀆰 ５６ ± ２８􀆰 ５８Ａ

２ ２００􀆰 ５５ ± ９． ４７ ２１０􀆰 ５３ ± ３３􀆰 ３９ ２１２􀆰 ２９ ± １５􀆰 ２５ ２０７􀆰 ２０ ± ２５􀆰 １３ ２０７􀆰 ００ ± ２１􀆰 ００ ２１４􀆰 ７６ ± １９􀆰 ７８
３ ２０８􀆰 ４６ ± １１． ３０Ｃｂ ２３６􀆰 ０２ ± ３２􀆰 ４１ＡＢ ａｂ ２４５􀆰 ６８ ± １７􀆰 ７１Ａａ ２２７􀆰 ７６ ± ２５􀆰 ６１ＡＢＣａｂ ２２９􀆰 ８５ ± ２５􀆰 ６４ＡＢＣａｂ ２１７􀆰 ６１ ± ３５􀆰 ７６ＢＣａｂ

４ ２１５􀆰 ４５ ± １４． ９３Ｃ ２４９􀆰 ２ ± ２７􀆰 ４７Ａ ２２０􀆰 ８４ ± ２２􀆰 ９８ＢＣ ２３４􀆰 １５ ± ２７􀆰 １０ＡＢＣ ２３２􀆰 ３１ ± ２４􀆰 １８ＡＢＣ ２４４􀆰 ９０ ± １６􀆰 ９２ＡＢ

５ ２３０􀆰 ０４ ± １１． ３５Ｂ ２６１􀆰 ６０ ± ２８􀆰 ５０Ａ ２３１􀆰 ７３ ± ２９􀆰 ６１Ｂ ２２９􀆰 ２２ ± １０􀆰 ７３ＡＢ ２３３􀆰 ８９ ± ２３􀆰 １８ＡＢ ２５３􀆰 ２５ ± ３􀆰 ６９ＡＢ

６ ２３４􀆰 ８８ ± ２７． ８２ＢＣｂｃ ２７４􀆰 ６７ ± ２５􀆰 ４８Ａａ ２２５􀆰 ６２ ± １９􀆰 １９Ｃｃ ２４８􀆰 ２２ ± １７􀆰 ９５ＡＢＣａｂ ２４６􀆰 ６７ ± ２３􀆰 ８４ＡＢＣａｂｃ ２６３􀆰 ２４ ± １８􀆰 １６ＡＢａ

７ ２４２􀆰 ９８ ± １６． ３７Ｂｂ ２７７􀆰 ８７ ± ２４􀆰 ５５Ａａ ２３０􀆰 ５５ ± １９􀆰 ００Ｂｂ ２４０􀆰 ６８ ± １８􀆰 ５１Ｂｂ ２３６􀆰 ７５ ± ２３􀆰 ７３Ｂｂ ２５２􀆰 ５８ ± １３􀆰 ９７ＡＢａｂ

８ ２３４􀆰 ５４ ± １５． ０Ｂｂｃ ２７１􀆰 １３ ± ２３􀆰 １８Ａａ ２１８􀆰 ６８ ± １５􀆰 ２８Ｃｃ ２３７􀆰 ８７ ± １９􀆰 ８３Ｂｂｃ ２３７􀆰 ５２ ± １４􀆰 １６Ｂｂｃ ２４１􀆰 ９０ ± ２１􀆰 ０９Ｂｂ

９ ２４７􀆰 ８６ ± １８． ３５Ｂｂ ２８４􀆰 ２６ ± ２６􀆰 ８１Ａａ ２１２􀆰 ４６ ± ２５􀆰 ３０Ｃｃ ２４０􀆰 ７１ ± ２４􀆰 ５６Ｂｂｃ ２４１􀆰 ９０ ± ２１􀆰 ０９Ｂｂｃ ２４９􀆰 ７６ ± ２０􀆰 ４５Ｂａｂ

注：大写字母 ＡＢＣＤ 表示列内数据在 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 水平处比较；小写字母 ａｂｃｄ 表示在 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 水平处比较。 标有相同字母表示差异无显著性，不
同字母表示差异有显著性。 下表和下图同。
Ｎｏｔｅ． Ｕｐｐｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ Ａ Ｂ Ｃ Ｄ ａｎｄ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ａ ｂ ｃ ｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ａｎｄ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ｌｅｖｅｌｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｌｅｔｔｅｒ ｍｅａｎｓ ｎｏｎ⁃ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒ ｍｅａｎｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ． Ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ ａｎｄ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ．

２􀆰 ２　 左侧股骨物理指标的测定

由表 ２ 可知，卵巢摘除对大鼠股骨的长度、直径

和湿重没有显著影响，但低剂量组的长度和雌激素

组的直径显著低于其他各组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 卵巢摘除

可引起干重和骨密度极显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 各剂

量组均未使干重回复到假手术组水平。 中、高剂量

组和 Ｅ２ 组的骨密度差异无显著性，均显著高于

ＯＶＸ 组，且与 Ｓｈａｍ 组差异无显著性。

２􀆰 ３　 骨矿物质含量

由表 ３ 可知，与 ｓｈａｍ 组相比，ＯＶＸ 组股骨中的

Ｃｕ、Ｍｎ、Ｚｎ、Ｍｇ 水平均显著下降。 Ｅ２ 组可使 Ｃｕ 水

平上升至 ｓｈａｍ 组水平， 而中、低剂量组则显著高于

ｓｈａｍ 组。 Ｅ２ 组的Ｍｎ 虽有升高，但仍显著低于 ｓｈａｍ
组，而中、低剂量组则上升至 ｓｈａｍ 组水平。 除 Ｅ２ 组

外，各剂量组 Ｚｎ 水平均回复至 ｓｈａｍ 组水平。 Ｅ２ 组

的 Ｍｇ 水平虽然也恢复至正常水平，但其数值显著

８５２



中国实验动物学报 ２０１７ 年 ６ 月第 ２５ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊｕｎｅ ２０１７，Ｖｏｌ􀆰 ２５􀆰 Ｎｏ􀆰 ３

低于中、高剂量组。 对于 Ｃａ，ＯＶＸ 组含量最低，Ｅ２

组的 Ｃａ 水平虽有上升，但显著低于中、高剂量组，
中剂量组甚至显著高于假手术组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 所以

整体上讲，卵巢摘除可引起大鼠股骨中的骨矿物质

流失，雌激素和钙螯合胶原多肽可阻止这种流失，钙
螯合胶原多肽效果优于雌激素。

表 ２　 各组大鼠左侧股骨各种物理指标的测定结果（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｔａｂ． ２　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｐｈｙｓｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｆｅｍｕｒｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

长度 ／ ｍｍ
Ｌｅｎｇｔｈ

直径 ／ ｍｍ
Ｄｉａｍｅｔｅｒ

湿重 ／ ｇ
Ｗｅｔ ｗｅｉｇｈｔ

干重 ／ ｇ
Ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ

骨密度 ／ ｇ ／ ｃｍ３

Ｂｏｎｅ ｄｅｎｓｉｔｙ
ＳＨＡＭ ３３􀆰 ３１ ± １􀆰 ５ＡＢａ ３􀆰 ０６０ ± ０􀆰 ０４３ＡＢａ ０􀆰 ７８３２ ± ０􀆰 ０５８Ａ ０􀆰 ５６３６ ± ０􀆰 ０１２Ａａ ２􀆰 ２８３ ± ０􀆰 ４７Ａａ

ＯＶＸ ３２􀆰 ９１ ± ０􀆰 ９８Ａａ ３􀆰 ０９３ ± ０􀆰 ０４２ＡＢａ ０􀆰 ７６０４ ± ０􀆰 ０２４Ａ ０􀆰 ５０３５ ± ０􀆰 ０４８ＢＣｂ １􀆰 ７６７ ± ０􀆰 ０３１Ｃｂ

Ｅ２ ３３􀆰 ５７ ± ０􀆰 ２０ＡＢａｂ ２􀆰 ９８７ ± ０􀆰 １３Ｃｂ ０􀆰 ７６２４ ± ０􀆰 ０２５Ａ ０􀆰 ５２５７ ± ０􀆰 ０１２Ｂａｂ ２􀆰 １４４ ± ０􀆰 ２４ＡＢａｂ

高剂量 Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ３２􀆰 ８７ ± ０􀆰 ８７ＢＣａｂ ３􀆰 ０３２ ± ０􀆰 ０８３Ｂａ ０􀆰 ７７４１ ± ０􀆰 ０６９Ａ ０􀆰 ４８８３ ± ０􀆰 ００６９Ｃｂ ２􀆰 ０７４ ± ０􀆰 １８ＡＢａｂ

中剂量 Ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｏｓｅ ３３􀆰 ４０ ± １􀆰 ００ＡＢａｂ ３􀆰 １２０ ± ０􀆰 １６ＡＢａ ０􀆰 ７７７３ ± ０􀆰 ０４９Ａ ０􀆰 ５１６０ ± ０􀆰 ０３２ＢＣａｂ ２􀆰 ２４６ ± ０􀆰 ０９８Ａａ

低剂量 Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ３２􀆰 ０６ ± ０􀆰 ７３Ｃｂ ３􀆰 １４０ ± ０􀆰 ２２Ａａ ０􀆰 ７４３０ ± ０􀆰 ０３４Ａ ０􀆰 ４９７５ ± ０􀆰 ０１５ＢＣｂ １􀆰 ９１４ ± ０􀆰 １１ＢＣａｂ

表 ３　 各组大鼠股骨中的矿物元素含量比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｔａｂ． ３　 Ｍｉｎｅｒａｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｍｕｒｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ Ｃｕ ／ μｇ ／ ｇ Ｍｎ ／ μｇ ／ ｇ Ｚｎ ／ μｇ ／ ｇ Ｃａ ／ ｍｇ ／ ｇ Ｍｇ ／ ｍｇ ／ ｇ
ＳＨＡＭ ２􀆰 ２７ ± ０􀆰 １０Ｂｂｃ １􀆰 ９４ ± ０􀆰 ２９Ａ ３３􀆰 ７８ ± ０􀆰 ４３ＡＢａｂｃ １２􀆰 ５９ ± ２􀆰 ７８ＢＣａｂ ０􀆰 ４９ ± ０􀆰 ０９８ＡＢａｂ

ＯＶＸ １􀆰 ９４ ± ０􀆰 ０３８Ｃｃ １􀆰 ４７ ± ０􀆰 ２４Ｃ ３０􀆰 ４８ ± １􀆰 ４８Ｃｃ ９􀆰 ７３ ± ０􀆰 １４Ｃｂ ０􀆰 ３７ ± ０􀆰 ０１２Ｃｂ

Ｅ２ ２􀆰 １１ ± ０􀆰 １９ＢＣｃ １􀆰 ５９ ± ０􀆰 １４ＢＣ ３０􀆰 ４５ ± ０􀆰 ９９Ｃｃ １１􀆰 ０４ ± １􀆰 ３１Ｃａｂ ０􀆰 ４３ ± ０􀆰 ０５０ＢＣａｂ

高剂量 Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ １􀆰 ８７ ± ０􀆰 ０４Ｃｃ １􀆰 ５８ ± ０􀆰 ００１９ＢＣ ３５􀆰 ２８ ± １􀆰 ８８Ａａｂ １５􀆰 ７１ ± ０􀆰 ９３ＡＢａ ０􀆰 ５９ ± ０􀆰 ０３５Ａａ

中剂量 Ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｏｓｅ ２􀆰 ８５ ± ０􀆰 ０５５Ａａ ２􀆰 １２ ± ０􀆰 ２８ＡＢ ３６􀆰 ４５ ± ０􀆰 ８６Ａａ １５􀆰 ９２ ± ０􀆰 ０５６Ａａ ０􀆰 ６０ ± ０􀆰 ０２３Ａａ

低剂量 Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ２􀆰 ６３ ± ０􀆰 ２Ａａｂ ２􀆰 １１ ± ０􀆰 ４１ＡＢＣ ３１􀆰 ４８ ± ０􀆰 １４ＢＣｂｃ １２􀆰 ０１ ± ０􀆰 ６３Ｃａｂ ０􀆰 ４６ ± ０􀆰 ０３１ＢＣａｂ

２􀆰 ４　 骨羟脯氨酸含量

经测 定 和 统 计 学 分 析， ｓｈａｍ 组 （ ２􀆰 ２５８ ±
０􀆰 ２２Ａａ）与 ＯＶＸ 组（１􀆰 ９２２ ± ０􀆰 １２Ｃｂ）大鼠股骨中的

羟脯氨酸含量差异有显著性 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）， Ｅ２ 组

（２􀆰 ０６１ ± ０􀆰 ０９０ＢＣａｂ）虽有所提高，但仍与 ＯＶＸ 组差

异无显著性，而 ＣＰＣＣ 的高 （２􀆰 ０９２ ± ０􀆰 ０９４Ｂ ）、中
（２􀆰 １１０ ± ０􀆰 １２ＡＢ）、低（２􀆰 ０９５ ± ０􀆰 １８）各剂量组均显

著高于 ＯＶＸ 组，且中剂量组与 ｓｈａｍ 组差异无显著

性。 可见在防止骨质有机质流失方面，钙螯合胶原

多肽效果优于雌激素。 　
２􀆰 ５　 子宫的重量及形态变化

雌激素的水平和变化对于子宫的形态和功能起

着至关重要的作用。 人体内，子宫随雌激素水平的

增高而保持饱满，随雌激素水平的下降，子宫开始萎

缩，甚至可缩小到拇指般大，因而子宫的形态和功能

也可以反映体内雌激素的水平。
由图 １ 可以看出，切卵巢组的子宫系数极显著

低于假手术组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），和雌激素一样，ＣＰＣＣ 的

各剂量组均可使子宫系数恢复到正常水平，表明

ＣＰＣＣ 对大鼠有雌激素样作用。 在形态上（图 ２），
ｓｈａｍ 组大鼠的子宫形态饱满，子宫角粗大且颜色红

润；切卵巢组大鼠子宫明显萎缩、色泽泛白；１７β －
雌二醇组子宫异常膨大，颜色泛黄，内有黄色粘液。
而 ＣＰＣＣ 组子宫颜色比假手术组红润，形态饱满。

图 １　 卵巢摘除后雌激素和

钙螯合胶原多肽对子宫系数的影响

Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｐｅｐｔｉｄｅ ｃｈｅｌａｔｅｄ
ｃａｌｃｉｕｍ ｏｎ ｔｈｅ ｕｔｅｒｉｎｅ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ ｒａｔｓ

２􀆰 ６　 血碱性磷酸酶、抗酒石酸酸性磷酸酶、骨钙素

活力的测定

血清碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＫＰ）是
由成骨细胞合成并释放的评价骨形成和骨转换的一

个重要骨代谢指标［９］。 高骨转换率的骨质疏松时，
ＡＫＰ 由肝和骨释入血清，使其含量增高。

血中的抗酒石酸酸性磷酸酶（ ＳｔｒＡＣＰ）主要来

源于破骨细胞。 切卵巢以后，内源性雌激素分泌减

９５２
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少，骨吸收大于骨形成，血清 ＳｔｒＡＣＰ 显著增高，所以

ＳｔｒＡＣＰ 可作为原发性骨质疏松症的诊断治疗监测

指标［１０］。
骨钙素 （ ｂｏｎｅ ｇａｍｍａ⁃ｃａｒｂｏｘｙｇｌｕｔａｍｉｃ⁃ａｃｉｄ⁃ｃｏｎ⁃

ｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ＢＧＰ）是由成骨细胞分泌的一种活

性多肽，在调节骨钙代谢中起着重要作用，其较

ＡＫＰ 更灵敏，特异性更高，所以 ＢＧＰ 可作为新的检

测指标。
制作骨钙素标准曲线（图略），求得 Ａ４５０ （Ｙ）与

骨钙素浓度（Ｘ）之间的回归方程为 Ｙ ＝ ０􀆰 ０１４Ｘ ＋
０􀆰 １１５７４（Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９０２），将测得的 Ａ 值代入方程式，
计算各组的骨钙素浓度。

注：ａ． 模型组； ｂ． 假手术组；ｃ． 雌激素组；ｄ． 高剂量 ＣＰＣＣ 组；ｅ． 中剂量 ＣＰＣＣ；ｆ． 低剂量 ＣＰＣＣ 组。

图 ２　 各组大鼠子宫形态

Ｎｏｔｅ． ａ． ＯＶＸ； ｂ． ｓｈａｍ； ｃ． Ｅ２； ｄ． Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ＣＰＣＣ； ｅ． Ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｏｓｅ ＣＰＣＣ； ｆ． ｌｏｗ ｄｏｓｅ ＣＰＣＣ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｇｒｏｓｓ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｕｔｅｒｉｎｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ４　 血清 ＡＫＰ、ＳｔｒＡＣＰ 和 ＢＧＰ 水平的测定结果（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｔａｂ． ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡＫＰ， ＳｔｒＡＣＰ ａｎｄ ＢＧＰ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ＡＫＰ 金氏单位
Ｕ ／ １００ ｍＬ

ＳｔｒＡＣＰ
Ｕ ／ Ｌ

ＢＧＰ
ｐｇ ／ ｍＬ

ＳＨＡＭ １８􀆰 ３８ ± １􀆰 ９３Ｂｂ ４０􀆰 ０８ ± ４􀆰 １１Ｂｂ １５６􀆰 ５７ ± ７􀆰 ４０Ｂａｂ

ＯＶＸ ２３􀆰 ７１ ± ０􀆰 ５７Ａａ ４９􀆰 １７ ± ３􀆰 ５５Ａａ １６８􀆰 ５３ ± １􀆰 ５４Ａａ

Ｅ２ １８􀆰 ５４ ± ２􀆰 ７４Ｂｂ ４０􀆰 ２５ ± ６􀆰 ９ＡＢａｂ １５９􀆰 ６３ ± ４􀆰 ７６ＡＢａｂ

高剂量组 Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ １８􀆰 ４５ ± ０􀆰 ８８Ｂｂ ３５􀆰 ８１ ± ５􀆰 ８３Ｂａｂ １５１􀆰 ４６ ± ７􀆰 ６３Ｂｂ

中剂量组 Ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｏｓｅ １８􀆰 １１ ± １􀆰 ５７Ｂｂ ３２􀆰 ０７ ± ３􀆰 ２１Ｂｂ １４９􀆰 ７６ ± ９􀆰 ６９Ｂｂ

低剂量组 Ｌｏｗ ｄｏｓｅ １８􀆰 ８６ ± ０􀆰 ８９Ｂｂ ３３􀆰 ３ ± ０􀆰 ５４Ｂｂ １５８􀆰 ２７ ± ２􀆰 ７３ＡＢａｂ

　 　 与假手术组相比，切卵巢组大鼠 ＡＫＰ （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）、ＢＧＰ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）以及 ＳｔｒＡＣＰ 水平均显著升

高。 说明雌激素缺乏，骨质疏松发生时，骨转换加

快，破骨作用增强，引起代成骨细胞代偿性分化，即
骨形成与骨吸收功能均增强，骨代谢处于高转换状

态［９］。 而雌激素组和钙螯合胶原多肽组均可使其

降低至与假手术组无显著差异的水平。 但雌激素组

的 ＢＧＰ 和 ＳｔｒＡＣＰ 水平仍与切卵巢组差异无显著

性，而各剂量组的 ＳｔｒＡＣＰ 水平，中高剂量组的 ＢＧＰ
水平则显著或极显著低于 ＯＶＸ 组。
２􀆰 ７　 血清中钙、磷含量的测定

与骨矿化有关的生化指标主要为血钙和血磷。
钙是生物体内含量最多的离子，磷含量仅次于钙，其
中约 ７０％ ～８０％沉积于骨骼［１１］。

０６２



中国实验动物学报 ２０１７ 年 ６ 月第 ２５ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊｕｎｅ ２０１７，Ｖｏｌ􀆰 ２５􀆰 Ｎｏ􀆰 ３

表 ５　 各组大鼠血钙、血鳞水平比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ｔａｂ． ５　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｃａ ａｎｄ Ｐ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ　 　

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

Ｃａ
ｍｍｏｌ ／ Ｌ

Ｐ
ｍｍｏｌ ／ Ｌ

钙磷比
Ｃａ ／ Ｐ ｒａｔｉｏ

ＳＨＡＭ ２􀆰 ５９３ ± ０􀆰 ０９３Ａａｂ ３􀆰 １０７ ± ０􀆰 １３ＡＢ ０􀆰 ８３４６ＢＣｂｃ

ＯＶＸ ２􀆰 ５０４ ± ０􀆰 ０２５Ｂｂ ２􀆰 ９９４ ± ０􀆰 ０９０ＡＢ ０􀆰 ８３６３ＢＣａｂｃ

Ｅ２ ２􀆰 ５４７ ± ０􀆰 ０４８ＡＢａｂ ２􀆰 ９９１ ± ０􀆰 ０３２Ｂ ０􀆰 ８５１６ＡＢａｂ

高剂量组 Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ６１４ ± ０􀆰 ０１８Ａａｂ ３􀆰 ０４８ ± ０􀆰 １３ＡＢ ０􀆰 ８５７６Ａａｂ

中剂量组 Ｍｏｄｅｒａｔｅ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ６２２ ± ０􀆰 ００８４Ａａ ３􀆰 １５９ ± ０􀆰 ０６０Ａ ０􀆰 ８３００Ｃｃ

低剂量组 Ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ６２０ ± ０􀆰 ０１１ａＡａ ３􀆰 ０５４ ± ０􀆰 ０２７ＡＢ ０􀆰 ８５７９Ａａ

　 　 由表 ５ 可知，切除卵巢可显著降低血钙水平（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５），Ｅ２ 组和 ＣＰＣＣ 组均可使其回升到假手术

组水平，但 Ｅ２ 组仍与 ＯＶＸ 组差异无显著性，而各剂

量组的血钙水平则显著高于 ＯＶＸ 组。
除中剂量组的血磷水平显著高于雌激素组外，

其余各组大鼠的血磷水平差异无显著性，但切除卵

巢也使血液中的血磷水平有所下降，各剂量组在数

值上均比雌激素组高。
钙磷的比值在 ０􀆰 ８３１ ～ ０􀆰 ８７５ 之间，属于正常

范围，说明 ＣＰＣＣ 不会影响血液中的钙磷平衡［１２］。
可见切除卵巢主要影响血钙水平，而对血磷和钙磷

比无显著影响。

３　 讨论

骨质疏松症是一种复杂的，由营养、环境、生活

方式、遗传、免疫、激素调控等多种因素引起的以骨

量减少，骨微观结构退化，脆性增加以及易于发生骨

折为特征的一种非特异性骨代谢障碍疾病［１２，１３］。
在中年期，骨吸收大于骨形成，骨量持续丢失，妇女

在绝经后的 ５ ～ １５ 年由于雌激素分泌停止，骨量减

少尤为突出［１２］。 包括美国在内的许多国家，骨质疏

松已达到了流行的比例［１４］。 雌激素替代疗法可有

效防治绝经后骨质疏松，但其副作用日益受到人们

的关注。
与假手术组相比，切除卵巢后大鼠的股骨密度

极显著降低，说明骨质疏松造模成功。 除骨密度降

低外，骨质疏松发生时，大鼠的体重显著增加，韩天

雨等［９］的研究结果也表明去除卵巢 ３ 周后，ＯＶＸ 组

的体重便显著增加，但达到极显著水平在第 １２ 周，
本研究则在第 ６ 周。 骨质疏松发生时，去卵巢大鼠

的子宫发生严重萎缩，该结果与戴哲浩等［１５］ 的研究

结果一致。 本研究测定结果还表明骨质疏松引起大

鼠股骨中的 Ｃｕ、Ｍｎ、Ｚｎ、Ｃａ、Ｍｇ 等骨矿物质流失，且
反应胶原含量的羟脯氨酸的含量也显著下降；血 Ｃａ
也水平显著下降，血液中的 ＡＫＰ、ＢＧＰ、以及 ＳｔｒＡＣＰ

水平均显著升高。 刘昊等［１６］ 的研究在证实雌性大

鼠卵巢切除后 ２０ 周发生明显的骨量丢失、微观结构

退变和生物力学性能下降。 韩天雨［９］、于志锋［１７］等

对去卵巢大鼠的血清 ＡＬＰ 水平进行动态监测的研

究结果表明，ＡＬＰ 水平的升高发生在骨质疏松的前

期，２４ 周下降至最低水平，此后便保持水平恒定。
以上研究提示在骨质疏松发生的前期，骨转换加快，
破骨分化加剧，代偿性地引起成骨分化加剧，骨骼中

的 ＡＬＰ 释放到血液导致血清 ＡＬＰ 显著上升，在骨质

疏松发生的后期，ＡＬＰ 较前期又显著下降，说明大鼠

骨骼的成骨分化减弱，已产生大规模的骨量丢失，骨
质疏松症完全形成［１７］。 本研究指标测定时切除卵

巢后 １０ 周，说明尽管骨质疏松发生了，ＡＬＰ 水平仍

很高，但仍然处于前期阶段。
大鼠切除双侧卵巢后，注射 １７β － 雌二醇或灌

胃所制备的钙螯合胶原多肽，结果表明钙螯合胶原

多肽具有雌激素样作用，实验结束时使上述各指标

与假手术组相比差异无显著性，即和雌激素具有一

样的效果，可抑制体重增加和子宫萎缩，可扭转上述

其他各种指标的升高或降低。
与雌激素组相比，钙螯合胶原多肽对骨质疏松

的防治效果更好。 在抑制体重增加方面，钙螯合胶

原多肽与假手术组在整个实验期间差异无显著性，
而雌激素组在第 ８ 周和第 ９ 周体重极显著低于

Ｓｈａｍ 组。 雌激素组的股骨直径显著低于其他各组。
在阻止骨矿物质流失方面，雌激素组可使 Ｃｕ 水平

上升至假手术组水平， 而螯合物的中、低剂量组则

显著高于假手术组。 雌激素组的 Ｍｎ、Ｚｎ 水平仍显

著低于假手术组，而螯合物则可使其上升至假手术

组水平。 雌激素组的 Ｍｇ、Ｃａ 水平虽然也恢复至正

常水平，但其数值显著低于中、高剂量组。 雌激素组

的股骨中的羟脯氨酸含量仍未回到正常水平，而钙

螯合胶原多肽的中剂量组则可。 雌激素组外周血中

的 ＢＧＰ 和 ＳｔｒＡＣＰ 水平仍与切卵巢组差异无显著

性，而各剂量组的 ＳｔｒＡＣＰ 水平，中高剂量组的 ＢＧＰ

１６２
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水平则显著或极显著低于 ＯＶＸ 组。
雌激素还可引起子宫的极度膨大，内部黏液增

加， 颜色灰变等病理变化，郭盖等［１８］ 的研究结果也

表明雌激素具有使 ＯＶＸ 大鼠子宫重量和子宫直径

显著增加的副作用，所以综上所述，钙螯合胶原多肽

比雌激素更有效，更安全。
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