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同位素稀释技术测定钙的生物利用度 

鲍善芬 W．Windisch M．Kirchgessner 

由于近十多年来骨质疏松病因学研究的进 

展，定量测定钙的生物利用度已成为营养学家 

的热门话题 ]。目前为止已有包括体内、体外n勺 

许多种方法用于生物利用度的测定一 。 ，其中 

同位素稀释技术被认为是最为准确、可靠的定 

量测定方法。因为与一般代谢方法不同，该方法 

可以从总的粪便钙排泄中医分出来自内源性钙 

的排泄，从而计算出钙的真正吸收(true ab— 

sorption)而不是表观吸收(apparent absorp 

tion)口]。早在五十年代，曾有凡用此方法对 F 

观察了钙的生物利用度 。这些年通过对此方 

法的逐步改进，以大鼠为动物模型，分别对锌、 

锰、铁、钴等微量元素的生物利用度进行 r测 

定 ～ 。 

大鼠对钙等矿物质的吸收代谢机制与人类 

相似，因此在钙生物利用度的研究中常被用作 

实验动物模型。本项研究建立r用同位素稀释 

技术测定生长期大鼠钙的生物利用度的方法． 

主要包括确定同位系 Ca注射后机体达到甲衡 

的时间以及选择适当的参比组织，从而计算出 

内源性粪钙排泄及钙的真正吸收率。 

l 材料与方法 

1．1 同位素稀释技术的原理及步骤 

同位素稀释技术包括肌肉注射“ca以标记 

机体内源性钙库，此后出现在粪便中的放射陆 

钙均为内源性钙。当粪便中排泄的 ca活性趋 

于稳定时，粪钙的比活性．(specific activitY 

SA)即粪中 Ca活性与粪中总钙量之比，与参 

比组织的比活性之比应该是相对恒定的。嘲此 

选择适当的参比组织并测定其比活性即可将粪 

中 Ca的活性换算为钙的量从而得到内源性粪 
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钙的排泄量(公式 1)，根据公式(2)可计算得到 

钙的真正吸收 

计算公式如 F： 

FE—F̂ ／SAR ⋯⋯⋯⋯ ⋯⋯⋯⋯ ⋯⋯ (1) 

A 一I_—∑ —=— ×100 ⋯⋯ ⋯⋯ (2) 
i 

其中：F ：为内源性粪钙排泄量(mg／d) 

F̂ ：粪中“Ca活性(Bq／d) 

SAn：参比组织的比活性(Bq／mg) 

A ：真吸收率 

I：总钙摄入量(mg／d) 

T：总粪钙排泄量(mg／d) 

1．2 动物及处理 

32只雄性SD大鼠，体重 96g．随机分为四 

组，每组8只，分别饲喂在有机玻璃代谢笼中， 

代谢笼配置可分别收集粪和尿的装置以及大鼠 

吃食的“餐厅”。整个实验期间所有大鼠饲喂人 

工半合成饲料，其中含2o 的酪蛋白，36．5 

的淀粉．28 白糖，3 纤维索，7 可可油，1 

植物油．0．2 DL蛋氨酸，0．3 维生素混合 

物，4 矿物质混台物，制备饲料时同时加入各 

种微量元素的溶液。维生素、矿物质和微量元素 

的加入量参照标准【 ]。饲料含钙(碳酸钙形式) 

4．3g／kg，磷 3．2g／kg，大 鼠 自 由饮 用 含 

0．014 NaC|的纯水溶液。室温 24℃，相对湿 

度50～60 ，1 2小时昼夜交替 

实验开始便训练大鼠每天分别于8 00和 

L6：oo进“餐厅”进食，每次给于足够的时间使 

吃完所有饲料后退出。经过5天对代谢笼及饲 

喂方式和时间的适应后开始正式实验。第一天 

投料 9g， 后每天以 0．25g的量递增。正式实 

验当天．在轻度乙醚麻醉下给每只大鼠左大腿 

肌肉注射 75 【剂量为273kBq的“ca，注射液 
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用生理盐水稀释 CaC[ 配制而戚。从注射之 日 

起，每天记录实际进食量并分别收集粪便和尿 

样。在注射同位素后的第6、9、1 2和1 5天分别 

处死～组大鼠。乙醚麻醉下断头、取血于肝素抗 

凝管中，离心后取血浆保存，同时分别收集肝 

脏、肾、脾、睾丸、胰、小肠、注射端及非注射端九 

腿肌肉、脑、皮毛及股骨等组织，封装塑料袋内、 

于一2O℃保存待测。 

1．3 分析方法 

粪便、经 100"C烘干的血浆、尿样、组织放 

入白金坩埚，于马弗炉内500c灰化48小时． 

灰份用6NHCI溶解，并置于低温电热板上加热 

至近干，重复上述操作一次后、用0．3NHC[溶 

解残渣、过滤并定容于容量瓶中。将溶液转移至 

酸洗干燥过的聚乙烯瓶中存放待测。 

样品溶液用 0．5％La 0 一0．3NHC[液稀释 

后，于火焰原子吸收分光光度计(PEAAS 300) 

422．3nm处测定钙含量。 

样品溶液用Aquasafe 500 plus溶液稀释、 

并充分混匀，于口液闪计数仪(Kontron ins cru 

ment)上测定“Ca的放射活性。结果经背景及 

放射性蜕变校正并根据标准曲线计算，以放射 

活性单位 Bq表示。 

1．4 结果计算及统计学处理 

将所有原始数据输入计算机，用 minitab 

统计软件系统计算并进行回归和方差分析。 

2 结果 

2．1 整个实验期间大鼠生长良好，注射同位素 

时体重为 112g，在处死之日．四个组平均体鼋 

分别为1Z4、139、156和 170g．平均生长速度为 

4．4g／d。四个组之间组织钙水平不因处死时间 

不同而异，分别为血浆92±4，叽肉84±1 6．肝 

脏38±3，脾41士9，睾丸 33±3，肾 105=49．脑 

l18土41，胰 358±118，小肠 148±36，皮毛l59 

士58pg／g以及股骨 108±13mg／g 

2．2 第一组大鼠左右两侧大腿肌肉中“ca活 

性分别为 18．97和 l7．∞Bq／‘g，说明同位素注 

射后 6天“ca从注射位置向体内的转移和重新 

分配已基本完成。 

第四组(即最后处死的一组)大鼠在“ca注 

射后的l～l4天内每天粪尿中 ℃a排泄量参见 

图1。由此可见，注射后的前两天粪中 ca的排 

泄较多，分别占注射剂量的lo‰和7‰左右，第 

三天迅速 f 降至约 3‰后呈稳定 降趋势。尿 

中 Ca的排泄与粪便有相似的趋势。在整个实 

验期间，从粪和尿中排泄的“Ca占注射总剂量 

的4 ．仍有约96 的 ca滞留在体内。与粪相 

比，尿中 Ca的排泄相对较少，从图 2可看出， 

每天从粪便排泄的 Ca活性占总排出的 88 

左右。 Ca注射后七天内，其排泄量呈现较大的 

波动、一周后趋于稳定。 
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Ca注针后天数 

圈l 注射 a后大鼠每天粪及尿中 ca的排泄 

Ca注射后天数 

圈2 每天 ca排泄中来自粪和尿排泄各占的百分比 

2．3 表1给出了四组大鼠处死前 3天收集的 

粪、尿及不同组织中的“ca的比活性以及后三 

组大鼠比活性与时间的半对数方程。考虑到放 

射性蜕变机饲料从摄入到排出需约 1天时间， 

将这三天的粪 ca活性首先校正到与参比组织 

采样同一天水平。由表可见，粪、尿及组织中 
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的“ca比活性随时间的变化基指数形式下降． 

第一组(即注射后 6天处死组)大鼠粪、尿及自l 

织中的 ca比活性大多显著高于其它j组，『 

样说明 Ca注射后 6天，机体尚未达到新的]。 

29 

衡。从表中相应的回归方程可以看到粪便的比 

活 下降最快．有趣的是血浆比活性的下降与 

粪便的 F降速度相似．二者斜率分别为 0．0886 

和 0909。肌肉、睾丸、肝、脾下降速度次之。 

寰 1 四组丈鼠粪 尿及不同组垫 巾 L’t的比活性儿殷比活性与时间的半对数回归方程 

注：右上角字母不相同的组l 有显著差异．回 】̈方程， 包括 6走道 

粪中 Ca比活性值显著低于其它体液及组 

织，这是由于粪”Ca被大量外源胜钙所稀释的 

结果。 

2．4 表2列出了各组组织比、舌性与粪便比{ 

性之比。对多数组织而言，注射 Ca后6～9犬， 

表2 各组大鼠组织比活性与粪便比活性之比 

注：右上角字母不相同的组 秆砬著差芹 

p值为‘。ca注射后 9、1 2、1 5』二 坦太鼠统计结果 

此比值显著上升，这与前面所观察到的“(、a徘 

泄的动态变化结果是一致的。同位素注射后9 

～ l 5天，浚比值在血浆、肌肉、肝和脾等组织中 

摹本稳定，这可从表上所列的后三组方差分析 

所得 P值看出(不包括第一组)，P值在O．4～ 

0．6之间、这是机体在此期间已基本达到平衡 

的重要证据之一，同时表明这几种组织有可能 

当选为参比组织。 

2．5 根据上述结果我们估价了各组实验动物 

的钙平衡状况。以处死前三天各组大鼠粪尿测 

定结果的均值汁算钙平衡，并分别以血浆、肌 

肉、肝和脾为参比组织计算了内源性粪钙及钙 

的真正吸收。(见表 3)。 

3 讨论 

同位素稀释技术的应用是基于这样一种考 

虑，即来自食物中的元素经过消化吸收进入体 

内；而另一方面，体液和组织中的元素在各种生 

理过程中也可重新流回消化道经粪便排出，这 

是一种不可避免的内源性的丢失。这两种过程 

同时受到营养因素和机体内环境稳定调节因素 

的影响。当食物中元素的供给量超过需要量时， 

机体可调动内环境稳定调节机制以增加内澡性 

粪丢失，当供给量正好等于机体需要量时，内环 
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境稳定调节因素几乎不会发生影响，这时的吸 

收仅与营养因素有关。此时．作为定量某一食物 

标准的生物利用度可以等同于真正吸收率 。 

衰3 钙平衡以及以不同参比组织估竹的 

内源性粪钙排出和真正吸收辜 

“Ca注射后 天数 

应用同位索稀释技术的关键是确定同位素 

注射后机体达到平衡的时间、以及选择适当的 

参比组织，从而计算得出内源性粪便排泄量及 

真正吸收。从本项研究结果可以看到，同位素注 

射后机体达到平衡的时间可从以下几方面考 

虑：(1)同位紊注射后粪中 ca排泄的动态观 

察，找出粪便中”ca排泄达到稳定的时间苣。 

(2)组织比活性与粪比活性之比趋于稳定的时 

间点。对参比组织的选择也可参照以下标准： 

(1)组织比活性与粪比活性之比不得小于 1．因 

为若小于 1，则所计算的吸收率将大于i00 。 

如本次实验中的胰脏便不适于作为参比组织。 

(2)组织比活性与粪比活性之比应比较稳定 从 

表中可见，同位紊注射 9～l5天后，该比值在血 

浆、肌肉、肝和脾等组织中基本稳定( =0．4— 

0．6)，而在睾丸、肾、脑、皮毛、及股骨中，该比值 

变化较大( 一0．01—0．3)，因此也不适于作为 

参比组织。以前的工作中有几认为尿也不失为 

较好的参比组织，但是我们的实验否定了这一 

看法( 一0．03)。Weigand等人曾提出 参比组 

织的比活性与时间的回归方程斜率与相应的粪 

便的斜率相近，在我们的实验中，以此标准来衡 

量，最好的参比组织应当为血浆，其次是肌肉、 

脾、睾丸和肝脏(斜率分别为粪：0．0909，血浆： 

0．0886，肌 肉：0．0830，脾：0．0785，睾 丸； 

0．0748，肝：0．0738)。 

表3是以各组最后 3天的代谢结果计算的 

钙乎衡，由于 Ca注射后6天机体尚未达到平 

衡，故不计算第l组的钙平衡。粪和尿中钙的排 

泄量随着因动物生长钙摄入量的增加而增加， 

然而后 3组中钙的表观吸收及滞留保持不变， 

这同样说明在此期间钙代谢处于稳定状态。分 

别以血浆、肌肉、肝和脾为参比组织计算内源性 

粪钙及钙的真正吸收，后 3组中随时间改变这 

两项指标仍没有变化，以不同组织为参比组织 

所计算的内源性粪钙及钙的真正吸收值也近似 

相等，其中血浆的值稍低，分别为内源性粪钙占 

总粪钙的 l6～17 和钙的真正吸收率为85～ 

86 。由于前面已经提到，血浆比活性的下降斜 

率与粪便的最接近，因此以血浆作为参比组织 

所计算的内源性粪钙及钙的真正吸收值应该是 

最准确的。本实验测得饲料中碳酸钙型式存在 

的钙的真正吸收为86 。一方面由于饲料中含 

有较少的阻碍钙吸收的成分如植酸盐等，另一 

方面，是由于饲料中钙的含量接近大鼠的实际 

需要量，内环境稳定调节机制没有很大的影响。 

困而吸收率较高。 

4 结论 

同位素稀释技术对于定量测定钙的内源性 

排泄和钙的真正吸收是一个很准确的方法 

ca肌注 9天后粪中“ca活性可用于计算内源 

性钙的排泄量，而血浆是最为理想的参比组织。 

实验测得饲料中碳酸钙型式存在的钙的真正吸 

收为86 。 
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BMD，以作出正确评价 

与国内比较：240例绝经后妇女各年龄狙 

各部位均值( )．除Ward 外，其它各部BMll1 

均值较北京、沈阳同性别同年龄组BM1]均值 

低，与全国十三省市骨矿含量诵杳组报道结 

相近。Ward'sBMD均 值与国内报道结 果帽 

近口。“ 。各部位累积丢失率与国内报道柑似． 

以Ward 累积丢失率最高 OP检出率 ~Nard 

虽高。DXA测定Ward's敞感性最高。<70 l一 

组累积丢失率顺序Ward >I． >N>T；与 

国内报道不一致；>7o岁以卜组划为Ward 

N>T>L⋯ ，与国内报道 一致 。。 ,5 2 本调检出 

率，Ward's及L 检出率与北京接近，其它部 

位与北京报道结果差异较大 。这主要由于受 

试若经SPA筛选的缘故 
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