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D一半乳糖对小鼠骨矿物质、羟脯氨酸含量及 

最大载荷的影响 

董文彦 吴丽萍 李聪 刘辉 

【摘要】 目的 研究 I)-半乳糖致衰老过程中对骨质的影响。方法 用D．半乳糖注射BALB／c断 

乳雄性小鼠4个月，建立衰老模型，对青年组、模型组和正常老龄组进行股骨长度 、重量、最大载荷和 

功 、骨钙、磷、镁、锰 、以及骨羟脯氨酸等指标的检测与比较。结果 模型组最大载荷和功、骨钙 、镁、锰 

及羟脯氨酸含量均 比青年组有显著降低(P<O．O1)，而骨磷含量比青年组有显著升高(P<O．O1)，这 

些变化与自然衰老组的变化趋势一致，并且自然衰老组改变更为明显。结论 长期大量的使用 D．半 

乳糖可能导致骨质疏松症。 
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【Abstract】 Objective To study the influence of D．g山t0se on mineral，hydroxyroline and maximum load 

in a#ng mice．Methods To cause aging，were mine BALB／c given injctions of D-galactose for 4 months．The 

bone calcium，phosphorus，nag~aesium，manganese，hydroxyproline and femur maximum load and works were defer- 

mind and compared betweenmice ofyoung，semilemodel andnatural aging groups．Results Comparedwith young 

group，the con~nts of bone calcium ，phosphorous，magnesium ，m~ anese，hydroxyproline and femur maximum load 

and wo s in the model group were significumtly decreased(P<O．O1 or P<O．001)，the content of bone the natu· 

ral aging group had．Conclusions D-galactose Can cause aging and osteoporosis by producing supemxygen free 

radical and the advanced glycosylation end products． 
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D．半乳糖可以使体内超氧 自由基含量增加，引 

发一系列氧化反应。同时由于其不能被机体利用， 

而在细胞间质中积累，可使细胞肿胀，代谢受损，导 

致机体衰老。目前对 D．半乳糖导致衰老的很多生 

理生化指标已有较多研究⋯1，但其对骨质的影响未 

见报道。此外，现已发现体内糖的醛基或酮基与蛋 

白质的自由氨基之间会发生一系列非酶糖化反应， 

最终生成一类具有特征性荧光的晚期糖化终末产物 

(AGEs)。研究已经证实，AGEs过多。会降低成骨细 

胞数量与活性，使骨形成作用小于骨吸收作用导致 

骨质疏松 J。在体外培养实验中已经证实 ，D．半乳 

糖也可以与蛋白质生成晚期糖化终末产物 J。本实 

验通过检测骨代谢中的一些生物力学指标，如骨最 
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大载荷和功，以及骨矿物质含量，如骨钙、磷、镁、锰 

和骨羟脯氨酸等指标来研究 D．半乳糖对小鼠骨质 

的影响。 

材料和方法 

1．实验动物 

断乳雄性 BALB／c小鼠，体重 19 20 g，由中国 

医学科学院实验动物中心提供。将小鼠随机分为2 

组，分别是青年组和模型组。模型组在喂饲过程中 

以 1．2 S／(ks·d)在颈背部注射 D．半乳糖，青年组则 

注射等量的生理盐水；饲喂4个月，选血清过氧化脂 

质分解产物丙二醛(MDA)有显著升高者为衰老模型 

组。另设 16月龄同品系小鼠为老龄对照组。3组均 

为 15只，自由进食和饮水。 

2．仪器与试剂 
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722型光栅分光光度计、YXQ901型蒸汽消毒器、 

RGM．28．10型马福炉、WDF-Y2型氢火焰原子吸收分 

光光度计、QTS25型流变仪(英国 Stevens公司)；所用 

试剂为国产或进口分装。MDA试剂盒购自南京建 

成生物工程公司。 

3．实验方法 

(1)血清中丙二醛(MDA)的测定 

小鼠注射 D．半乳糖4个月后，断头取血，分离血 

清，用试剂盒测定。 

(2)股骨长度、重量以及最大载荷和功的测量 

用千分尺测量右侧股骨长度；用分析天平称量 

双侧股骨的重量；用QTS 25型流变仪测量右侧股骨 

的最大载荷和功。 

(3)骨钙、镁、锰的测定 

取小鼠右侧股骨近端称重，磨碎。然后进行灰 

化，时间为 2 h。取出骨灰，用硝酸溶解。经处理后 ， 

用火焰原子吸收分光光度计来测定钙、镁、锰含量。 

(4)骨磷的测定 

取小鼠右侧股骨上段称重，磨碎。然后进行灰 

化，时间为 2 h。取出骨灰，用硫酸溶解。经处理后， 

用钼蓝显色定磷法 660 nm波长下比色测定。 

(5)骨中羟脯氨酸的测定 

取小鼠右侧股骨上段称量，磨碎。用 3 IIll的氯 

仿．甲醇混合液浸泡 2 h，然后过滤。再用乙醇水混 

合液和丙酮一次冲洗。然后放人烤箱 中烘烤 2 h。 

取出后放入 1 ml 12mol／L的 HCI，于高压灭菌锅中水 

解 2 h(121 oC，1×10sPa)。取出后经过处理，用氯胺 

T法于560 nm波长下进行测定 。 

结 果 

1．小鼠血清 MDA含量 

表 1 小鼠血清 MDA含量的比较 

注： 与青年组比较差异极显著 P<0．01 

由表 1可见模型组小数血清 MDA含量的变化 

与自然衰老组一致，均比年青组著升高(P<0．01)， 

说明用 D．半乳糖成功建立了小鼠衰老模型。 

2．小鼠股骨长度、重量以及最大载荷和功 

由表 2可以看出，与青年组比较，老龄对照组股 

骨长度明显增加，而模型组股骨长度明显减少(P< 

0．01)。在骨最大载荷和将股骨折断时所做的功方 

面，老龄对照组和模型组都比青年组显著降低(P< 

0．01)。正常情况下随年龄增加 ，小鼠股骨的长度和 

重量都会相应增加。骨最大载荷和功是骨生物力学 

中常用的测量指标，能直接反映出实验对骨组织结 

构的力学效应L6 J。上述结果表明，注射 D．半乳糖 4 

个月可以达到减小骨最大载荷和功的作用，该作用 

与随增龄的自然衰老是一致的，即衰老模型建立的 

同时，也导致了老年骨质疏松。 

表2 D．半乳糖对小鼠股骨长度、重量以及最大载荷和影响 

注：与青年组相比，’P<0．01 

3．小鼠股骨钙、镁、锰含量 

表 3 D．半乳糖对小鼠股骨钙、镁 、锰含量的影响 

注：与青年组比， P<0．01，与青年组比较，一 P<0．001 

由表 3结果可见，与青年组比较，模型组与老龄 

组骨钙、镁、锰含量均极显著减少(P<0．01或 P< 

0．001)，说明注射 D．半乳糖的模型组小鼠骨中这几 

种矿物质含量比同龄正常小鼠明显降低，而与 自然 

衰老的 16月龄小鼠的骨矿含量变化趋势一致，提示 

长期摄人 D．半乳糖可造成骨质疏松模型。 

4．小鼠股骨磷和羟脯氨酸含量 

结果见表 4。老龄组与模型组的骨磷含量均比 

青年组有明显增加(P<0．01)，而骨羟脯氨酸含量 

则极显著降低(P<0．001)。模型组在骨羟脯氨酸 

含量方面也与正常衰老的老龄组一样极显著减少， 

这些结果可以说明注射大剂量 D．半乳糖有增加小 

鼠骨磷和减少骨羟脯氨酸含量作用，与前述指标结 

合在一起可以提示：D．半乳糖致衰老同时，也可以建 
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立小鼠骨质疏松模型。 

表 4 小鼠股骨磷和羟脯氨酸含量的变化 

注：与青年组相比．’P<O．Ol；一 P<O．001 

讨 论 

关于 D．半乳糖会导致体内超氧 自由基增多，促 

进衰老的问题，研究报道很多。机体随年龄的增长， 

体内自由基的数 目增多。自由基不但会破坏细胞 

膜，也会破坏细胞中的蛋白质，使之交联、变性，还会 

攻击细胞核，最终导致细胞死亡[7-9]。在骨的形成 

中，胶原蛋白是一种很重要的物质。有研究表明，胶 

原分子间的40 am的间隙与胶原的钙化有关，即骨 

中胶原分子具有矿物质沉淀的特性。如果 自由基大 

量积累，势必会造成胶原分子的破坏，导致骨中矿物 

质沉积减少，造成了钙、镁、磷等元素的减少，抑制了 

骨的形成，造成老年性的骨质疏松。胶原分解后就 

会释放羟脯氨酸，因此在血和尿内均可发现羟脯氨 

酸，且随龄会增加，而骨中的羟脯氨酸含量就会相应 

减少。 

D．半乳糖致衰老模型小鼠骨质疏松的另外一个 

原因就是晚期糖化终末产物(Advanced glycosylation 

end products，AGEs)在骨中的沉积。AGEs随年龄的 

增加在骨胶原内的积累也会增多【lO-12]。骨胶原是 

含有较多 自由氨基的长寿命蛋白，因此，AGEs很容 

易在此形成并积累。而胶原蛋白上 AGEs的形成则 

改变了这种蛋白质的生理功能，如细胞对基质蛋白 

的黏附能力降低，而成骨细胞对骨胶原蛋白的黏附 

是成骨作用启动的先决条件  ̈。因此胶原蛋白的 

形成受到抑制，同样会导致骨中矿物质沉积减少，从 

而抑制骨的形成。有效地控制骨质疏松有利于控制 

骨骼外的钙缺乏性疾病。目前的研究显示，钙的摄 

人量和钙吸收情况与骨密度呈正相关，它们间接地 
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抑制骨吸收。而钙的排出与骨密度呈负相关 ，间接 

地使骨吸收增加。骨密度与骨矿含量呈正相关，同 

时与骨的最大载荷也呈正相关。最大载荷与功的大 

小，与骨的强度与骨折发生的危险性呈相关性。骨 

最大载荷和功的减小，会大大降低骨抗弯力强度，提 

高骨折的发生率。 

机体在衰老之后 ，随 自由基和 AGEs的增多，就 

会导致骨矿物质的沉积减少，引起骨质疏松。实验 

表明，模型组骨钙、镁、锰及骨羟脯氨酸的含量、骨最 

大载荷及折断时所做的功均显著降低，骨磷的增加 

则是由于钙磷的平衡造成的。D．半乳糖会导致体内 

自由基和 AGEs二者含量的增加，因此，提示 D．半乳 

糖会对骨质产生负面的影响，是导致骨质疏松症的 

原因之一。 
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