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摘要：目的 在大鼠血管钙化模型上，探讨地塞米松对血管钙化的影响。方法 在维生素 ?1 加尼古

丁诱导制备的大鼠血管钙化模型上，给予地塞米松肌肉注射，制备血管钙化加骨质疏松复合模型，观

察地塞米松对血管钙化的影响。@,3A+B 大鼠共分为 % 组，即对照组、骨质疏松组、钙化组和钙化加骨

质疏松组。> 周后，进行主动脉钙含量测定、碱性磷酸酶（+-C+-,/D E543E5+A+3D，:FG）活性及骨钙素

（43AD48+-8,/，HI）含量测定，判断血管钙化程度；用骨密度仪测定大鼠骨密度以反映骨质疏松程度。结

果 在钙化加骨质疏松组，其血管钙含量（&>17 1( J =7 ##）/*4-K（*0·EB）高于单独钙化组（&&&7 =# J >7
’>）/*4-K（*0·EB）（! L $M$&）；钙化组腰椎骨密度（$7&> J $7$&）0K8*# 低于正常对照组（$M#$ J $M$$;）0K
8*#（! L $M$&）。结论 地塞米松所致的骨质疏松症可能会加重血管钙化；血管钙化也可能促进骨质

疏松症的发生，其机制有待进一步探讨。
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血管钙化常发生于动脉粥样硬化性血管病变，

也存在于糖尿病、肾病血管病变、高血压等疾病的病

理过程中，可导致血栓形成、动脉粥样硬化斑块破裂

等严重后果，是心血管疾病的重要危险因素［&］。以

往认为血管钙化是钙盐在血管壁的被动沉积，然而

近年来许多研究结果显示，血管钙化是一个主动的、

可调节的过程，与骨形成过程有许多相似之处［#］。

骨质疏松是一种以骨量减少、骨组织微细结构退化

为特征，致使骨的脆性增加以及易发生骨折的全身

性疾病。令人感兴趣的是，在临床上发现血管钙化

与骨质疏松可并存于同一个体［1］，这一矛盾现象的

出现，提示两者可能存在某种内在的联系。本研究

在维生素 ?1 加尼古丁诱导的大鼠血管钙化模型上，

应用地塞米松造成骨质疏松症，在这种复合动物模

型上观察血管钙化和骨质疏松这两种疾病的相互关

系，旨在对临床预防及治疗决策提供理论依据。
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! 材料和方法

!"! 动物分组及造模方法

二月龄健康雄性 !"#$%& 大鼠 ’( 只，清洁级，体

重 )*( + ,,( -，由内蒙古大学实验动物中心提供。

随机分为 ’ 组，每组 )( 只。对照组：普通饲料喂养，

不做特殊处理。钙化组（./0）：按照文献制备［’］。

骨质疏松组（12）：按文献方法制备［3］。钙化加骨质

疏松组（./0 4 12）：同 12 及 ./0 组方法。

!"# 试剂与药品

地塞米松磷酸钠注射液；骨钙素放免试剂盒（中

国原子能科学研究所）；羟脯氨酸测试盒（南京建成

生物制品有限公司）；./5、尼古丁购自 6"-7% 公司；

碱性磷酸酶试剂盒（南京建成生物制品有限公司）。

其余试剂均为市售分析纯。

!"$ 主要仪器

原子吸收分光光度计（89:%:;<==5((）；双能 >
线骨密度仪（01?@=0/，>?A5B）；全自动生化分析仪

（CDEFG=0）；0ABH3C 型智能放免!测量仪。

!"% 取材及标本制备

大鼠共同喂养 * 周后，注射过量戊巴比妥钠处

死动物。处死前置于代谢笼中收集 ,’ I 尿液（ J
,(K保存待测）。颈动脉取血 3 7L，分离血清（ J
,(K保存备用，待测各项生化指标）。迅速剖开动物

取胸腹主动脉全长用 2C6 冲洗后，去除外膜后于 J
M(K保存备用。取腰椎 , + ’ 节段及右股骨全长，清

除肌肉及结缔组织后于 J ’(K保存待测。

!"& 血管总钙含量测定［B］

取胸主动脉 ) N7（约 )( 7-）*(K烤干，组织称

重，加入 , 7;LO@ 硝酸 , 7L 消化 )*(K烤干，冷却后

加入去离子水（含 ,M :7;LO@ 的氯化钾和 ,M"7;LO@
的氯化镧）)( 7L 复溶，取 , 7L 加入 )P氯化锶 )((

"L，用原子吸收分光光度计在 ’,, Q M :7 波长处读取

吸光度，测定组织的钙含量，并换算成 :7;LO（7-·
R&）。

!"’ 血管碱性磷酸酶（=@2）活性测定

取腹主动脉约 ) N7 制备组织匀浆，离心吸取上

清液，按药盒说明书操作测定血管组织 =@2 活性。

结果用考马斯亮蓝法测定的总蛋白含量进行标准

化，单位为 SO（7-·R&）。

!"( 血管骨钙素（1E）放免测定

取腹主动脉约 ) N7 制备组织匀浆，离心后吸取

上清液，骨钙素浓度用),3 T放免法进行测定，结果用

考马斯亮蓝法测定的总蛋白含量进行标准化，单位

为 :-O（7-·R&）。

!") 骨密度测定

采用双能 > 线骨密度仪，应用小动物软件测定

大鼠右侧股骨及腰椎骨密度。

!"* 血液和尿液生化指标测定

血清钙、磷、碱性磷酸酶活性，尿钙、磷、尿肌酐

送生化实验室采用全自动生化分析仪测定，各项指

标均为集中检测。血清骨钙素、尿羟脯氨酸（U12）

测定参照试剂盒说明进行。

! +!, 统计学处理

各组实验结果以均数 V 标准差（!! V "）表示。

使用 6266 )( Q( 软件进行统计学处理。用单因素方

差分析、组间比较用 # 检验作统计学处理，$ W (X(3
为差异有统计学意义。

# 结果

#"! 血管总钙含量变化

./0 组和 ./0 4 12 组主动脉总钙含量较对照

组分别升高 5 Q ’ 倍和 3 Q B 倍（$ W (X()）；12 组总钙

含量较对照组高 B(P（$ W (X()）；./0 4 12 组较单

独 ./0 组高 ) QB 倍（$ W (X()），见表 )。

#"# 血管 =@2 活性和 1E 含量变化

./0 组 =@2 活性和 1E 含量分别较对照组高

) Q5B 倍和 ) Q M 倍（$ W (X()）；./0 4 12 组 1E 含量

较单独 ./0 组高 ) Q,* 倍（$ W (X()），见表 )。

表 ! 各组大鼠主动脉总钙含量、=@2 活性、1E 含量测定（!! V "）

组别
大鼠数

（只）

钙 含 量

［:7;LO（7-·R&）］
=@2 活性

［SO（7-·R&）］
1E 含量

［:-O（7-·R&）］

对照组 )( 5,Q** V MQB3 ,B) Q), V 5M QB5 ) Q*3 V (Q3*
./0 组 )( )))QM, V *Q3*"" 53’ Q*B V 3H QHB"" 5 Q)3 V (Q’H""

12 组 )( 3,QB) V *Q)B""Y Y )H) Q,M V 5’ QMB"Y Y ) QHM V ( Q’5 Y Y

./0 4 12 组 )( )*5Q5H V MQ,,""Y Y## )MH Q) V 5’Q’)"Y Y ’ Q(’ V ( QMM""Y##

注：与对照组比较"$ W (X(3，"" $ W (X()；与 ./0 组比较 Y $ W (X(3，Y Y $ W (X()；与 12 组比较## $ W (X()
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!"# 骨密度测定结果

!"# 组腰椎骨密度较对照组降低（! $ %&%’），

股骨骨密度较对照组降低（! ( %&%)）；*+ 组腰椎和

股骨骨密度均较对照组降低（! $ %&%’）；!"# , *+
组腰椎和股骨骨密度均较对照组降低（! $ %&%’），

见表 -。

!"$ 血清生化检测结果

血清钙和磷各组间比较无统 计 学 意 义（ ! (
%&%)）；*+ 组和 !"# , *+ 组血清骨钙素均低于对照

组（ ! $ %&%)）；*+ 组 血 清 ./+ 高 于 对 照 组（ ! $
%&%)），见表 0。

表 ! 各组大鼠腰椎和股骨骨密度（1234- ，!" 5 #）

组别 大鼠数（只） 腰椎骨密度 股骨骨密度

对照组 ’% %6’77% 5 %6%%80 % 6’8%7 5 %6%’98
!"# 组 ’% %6’:;7 5 %6%’%7"" % 6’)8’ 5 %6%%)0
*+ 组 ’% %6’;:: 5 %6%%;;""< < % 6’-99 5 %6%%;-""< <

!"# , *+ 组 ’% %6’;:0 5 %6%%9’""< < % 6’0%0 5 %6%%89""< <

注：与对照组比较""! $ %&%’；与 !"# 组比较 < < ! $ %&%’

表 # 各组血清生化测定结果（!" 5 #）

组别
大鼠数

（只）

血钙

（44=>2/）

血磷

（44=>2/）

血骨钙素

（!12/）

血 ./+
（?@2/）

对照组 ’% -6-; 5 %6’- - 6-) 5 %68- - 6)% 5 ’6%0 ’-% 6-7 5 ’8 6%7
!"# 组 ’% -60’ 5 %6%) - 6-’ 5 %6-7 - 6%) 5 %6)’ ’;’ 6:: 5 ’: 6’’
*+ 组 ’% -6-9 5 %6%) ’ 67; 5 %6;% ’ 68; 5 %6);" ’88 67 5 ;)6’;"

!"# , *+ 组 ’% ’677 5 %6)) - 6’’ 5 %6-; ’ 6)7 5 %60-" ’)7 680 5 ;’ 6’8

注：与对照组比较"! $ %&%)

!"% -; A 尿生化检测结果

!"#、*+ 及 !"# , *+ 组大鼠尿钙2肌酐及尿磷2
肌酐均较对照组高，无统计学差异（! ( %&%)）；*+ 组

尿 B*+2肌酐较对照组高 - 6 9- 倍（! $ %&%)）；!"# ,
*+ 组尿 B*+2肌酐较对照组、!"# 组和 *+ 组分别高

; 6-0 倍（ ! $ %&%’）’&:9 倍（ ! $ %&%’）和 ’&)) 倍

（! $ %&%)），见表 ;。

表 $ 各组 -; A 尿生化检测结果（!" 5 #）

组别
大鼠数

（只）
尿钙2肌酐 尿磷2肌酐

尿 B*+2肌酐

（124=>）
对照组 ’% %6’9 5 %6%0 9 6%7 5 ;6’9 ) 6-9 5 ’6-’
!"# 组 ’% %6-8 5 %6%: 7 609 5 )6;: ’’ 67) 5 -6’0
*+ 组 ’% %6-’ 5 %6%8 9 688 5 ;699 ’; 60; 5 ;6:;"

!"# , *+ 组 ’% %6-8 5 %6’- ’% 60: 5 86)9 -- 6-7 5 )6:7""< <#

注：与对照组比较"! $ %&%)，""! $ %&%’；与 !"# 组比较 < < ! $

%&%’；与 *+ 组比较# ! $ %&%)

# 讨论

骨质疏松症是老年人的常见病，尤其多见于绝

经期妇女和长期服用糖皮质激素的患者。糖皮质激

素导致的骨质疏松是最常见的一种继发性骨质疏

松。长期和过量使用糖皮质激素（如地塞米松）所致

的骨质疏松症，仅次于绝经后雌激素缺乏引起的骨

质疏松症［9］。值得注意的是在临床上发现血管钙化

常与骨质疏松症可并存于同一个体，提示这两种疾

病可能存在着某种联系。本研究首次在维生素 "0

和尼古丁诱导的大鼠血管钙化模型上，肌注地塞米

松造成血管钙化加骨质疏松复合模型，观察血管钙

化和骨质疏松之间的相互关系。

#"& 大鼠血管钙化模型特征

大剂量维生素 "0 诱发血管钙化的动物模型已

应用多年，其机理是过量维生素 "0 可造成动脉组织

钙含量增高，尼古丁可增强维生素 "0 的反应，二者

合用可造成动脉钙超载，引起动脉中膜、弹力膜钙沉

积，最终导致血管钙化。

碱性磷酸酶（./+）是基质小泡的重要组成部

分。./+ 可水解磷酸酯键而提高局部的磷酸根浓

度，为羟磷灰石结晶的形成提供底物，增加羟磷灰石

晶体中磷酸盐的量，是钙化形成过程中的重要环节。

./+ 作为成骨细胞早期分化标志物，对骨化作用是

不可或缺的。文献报道在血管钙化部位 ./+ 活性

增加，可 能 对 血 管 钙 化 的 发 生 具 有 重 要 的 调 节

作用［:］。

骨钙素（*C）又称骨 D>E 蛋白，主要在骨骼中的

成骨细胞和骨细胞合成及分泌，是成骨细胞晚期分

化标志物，属于"F羧基谷氨酸蛋白家族，最初由骨

组织中分离出来，在骨组织钙化中起重要的作用。

在正常的动脉组织中没有 *C 表达，但在血管钙化

过程中其分泌增加，且分泌的程度与钙化呈正相关。

有 研 究 发 现 在 发 生 钙 化 的 粥 样 斑 块 中 可 检 测

到 *C［7］。

本研究结果观察到大鼠造模 : 周后，钙化组大
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鼠主动脉钙含量、!"# 活性和 $% 含量均显著增高，

表明大鼠血管出现明显的钙化，与文献报道一致［&］，

显示血管钙化造模成功。

!"# 地塞米松对大鼠血管钙化的影响

在本研究中最重要的发现是，在钙化加骨质疏

松复合模型组，其主动脉钙含量是单独钙化组的

’() 倍（! * +(+’），这一结果说明，肌注地塞米松导

致的继发性骨质疏松可加重血管的钙化。同时，在

钙化加骨质疏松复合模型组，骨钙素含量也较单独

钙化组高（! * +(+,），此结果也间接支持这一结论。

另外在骨质疏松组，其主动脉钙含量也高于对照组

（! * +(+’），提示地塞米松不仅是钙化的促进因子，

也可能是钙化的始动因子。

!"! 大鼠继发性骨质疏松模型特点

骨质疏松以骨量减少、骨微观结构退化为特征。

临床上一般通过骨密度测量结合血、尿生化指标进

行诊断。判定糖皮质激素性骨质疏松模型是否复制

成功，主要取决于动物经过地塞米松诱导后骨量丢

失是否具有统计学意义。本实验发现地塞米松注射

- 周后，骨质疏松组和复合模型组较对照组的腰椎

和股骨骨密度均明显减低（! * +(+’），表明大鼠骨

量显著减少，即糖皮质激素性骨质疏松模型复制成

功。同时更重要的结果是钙化组的腰椎骨密度低于

对照组（! * +(+’），提示血管钙化可能促进骨质疏

松症的发生。

!"$ 骨代谢生化指标变化及其意义

糖皮质激素性骨质疏松症临床表现为低转换

型，即骨形成、骨吸收皆抑制，而骨吸收大于骨形

成［’+］。动物骨代谢生化指标的改变要比骨密度改

变明显，可以将二者联合，作为判断骨质丢失的指

标。在本研究中反映骨形成的指标主要有血清骨钙

素；反映骨吸收的指标则是尿羟脯氨酸。

骨钙素是由成骨细胞产生和分泌的一种非胶原

蛋白，具有骨代谢调节激素的作用，血中 ./# 水平

与骨骼中呈正相关，是反映骨更新的一项良好而特

异性的指标。因此测定血中 ./# 的含量可直接反

映骨的形成状况。./# 是通过其结构上的!0羧基谷

氨酸残基与骨矿物质及羟磷灰石有很强的亲和力，

从而使骨钙化。./# 升高或降低可以反映骨形成增

加或减少。虽然血 !"# 也是反映骨代谢的良好指

标，但 !"# 作为一项酶学检查，受其它许多因素的

影响，而 ./# 仅由骨产生，比 !"# 更具特异性［’’］。

本实验中 & 组动物的血清钙、磷差异无统计学

意义（! 1 +(+,）；反映骨形成的指标血清骨钙素在

$# 组和 $# 2 345 组均低于对照组（! * +(+,，! *
+(+,）；而骨吸收的指标尿 6$#7肌酐在 $# 和 $# 2
345 组均高于对照组（! * +(+,，! * +(+’），更为重

要的是在 $# 2 345 组与单独 $# 组相比亦有统计

学意义（! * +(+,）。该结果首先符合继发性骨质疏

松模型的特点，即由于骨吸收大于骨形成而引发骨

量的减少导致骨质疏松，同时也提示地塞米松促进

血管钙化的机制可能是通过使骨吸收增加，使钙从

骨组织中流失导致骨质疏松，继而沉积于动脉血管

壁上而导致血管钙化。

本实验研究首次在血管钙化和骨质疏松复合模

型上，探讨两者的相互作用。结果显示地塞米松所

致的继发性骨质疏松症可以加重血管的钙化，而血

管钙化也可以促进骨质疏松症的发生，其作用机制

需要进一步深入的研究加以阐明。本研究为两种疾

病在临床上的预防和治疗决策提供了一定的基础研

究资料。
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