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摘要：目的 观察维生素 34（<(=’&(, 34 ，>34）及其与性激素（?@* 1AB&A,@，CD）联合应用对去卵巢大鼠

骨质疏松模型预防的效果。方法 $" 只 CEF 级 !" 月龄雌性 CG 大鼠按体重随机分为 H 组，行卵巢切

除（I>J，! K 44）或假手术（C1’&，! K :），术后 4 周给以不同的药物干预：>34 组（I>J L >34，! K #）、

>34 L CD 组（I>JL >34 L CD，! K #）；I>J 组（! K :）和假手术组不做药物干预。!H 周后检测血骨特异

性碱性磷酸酶（8MNE）和尿脱氧吡啶啉（+GEOG）；测定骨密度（8PG）。牺牲后进行股骨三点弯曲实验

和股骨远端骨组织形态计量学测定。结果 !骨转换指标：I>J 组较 C1’& 组 8MNE 和 +GEOG 显著升

高，骨转换加快。与 I>J 组相比，>34 组 +GEOG 明显增加，而 8MNE 没有统计学差异；>34 L CD 组

8MNE 和 +GEOG 均下降。"8PG：标化体重，I>J 组腰椎和股骨 8PG 明显低于 C1’& 组，>34 组腰椎

8PG 显著高于 I>J 组，>34 L CD 组 8PG 没有变化。#股骨远端形态计量学：I>J 组与 C1’& 组相比，

骨小梁厚度变薄，分离度增加，数量减少，但无统计学意义，骨形成和骨吸收参数均升高，其中骨形成

率（8F5Q8?）、类骨质周长百分数（RI2E&）与 C1’& 组有统计学差异。与 I>J 组相比，用药组对骨量和

骨小梁结构无改善，均有降低骨形成参数的趋势，从数值上看，>34 L CD 组降低的程度 S >34 组。>34

L CD 组骨矿化延迟时间（PNT）、8F5Q8? 下降最为显著。$股骨三点弯曲实验结果：>34 L CD 组最大

载荷较其他各组显著降低，最大应变和弹性模量各组之间无统计学差异。结论 单用 >34 可以增加

去卵巢大鼠腰椎 8PG，但作用机制尚不清楚。>34 与 CD 合用未发现对骨健康有利。
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维生素 "#（;)/0+)1 "#，!"#）作为天然的营养物，

由于对骨具有双向调节作用，逐渐成为骨质疏松药

物研究的焦点之一。维生素 "# 与其他抗骨质疏松

药物的联合应用也正引起关注，如维生素 "# 与活性

维生素 8Q、雷诺昔芬或双膦酸盐等的配伍使用，对

绝经后骨质疏松症的预防具有协同作用。而文献关

于维生素 "# 与性激素联合应用的体内、体外研究报

道均很少，且结论存在争议。为此，本研究通过建立

大鼠绝经后骨质疏松模型，观察维生素 "# 及与性激

素合用对骨骼的效果，以期为临床上拓展绝经后骨

质疏松的防治方案提供线索。

/ 材料和方法

/0/ 主要试剂

!"#（7.10R’)1&1ST，7"ST）为上海西生宝生物技

术有限公司产品；倍美力（UVW#X +$）（F%.+0%)1）美国

惠氏药厂生产；钙黄绿素（G04,.)1）购自美国 @)$+0 公

司；四环素盐酸（I./%0,=,4)1. KG4）北京欣经科生物技

术有 限 公 司 生 产。C0/ ’8FM8、GI3、6"HF（PHY@A
ZWI）试剂盒为美国 G04050*0* 公司产品。

/01 主要仪器

日 本 24=+(’4* 自 动 生 化 分 析 仪（ A’TUU，

A’#[UU），骨 密 度 仪（H’10% 8P3A，\P 公 司），德 国

H.),0 公司不脱钙切片机（C7#]WX）、荧光D光学显微

镜、数码摄像系统、多功能彩色病理图像分析软件。

/02 实验方法

/020/ 实验动物及分组：选择 QU 只健康的 ]U 月龄

雌性 @FB 级 @(%0$’.S80?4.= 大鼠（@8），平均体重（QT]
^ T#）$（由中国医学科学院实验动物研究所提供）。

于北京协和医院动物中心啮齿类屏障环境下饲养，

恒温（## ^ #）_、恒湿（XXE ^ XE），通风良好。自

由摄水、摄食，饲料为标准维持鼠料（北京科澳协力

饲料有限公司），含有钙 ]V#XE、磷 UVZE、维生素 8Q

]#UU Y‘。

熟悉环境 T 周后称重，按体重随机分为 T 组，每

组 [ a b 只。Q 组行卵巢切除术（2;0%).,/&+=，2!3）

（! c ##），] 组行假手术（@-0+，! c b），术后 # 周 !"#

组（2!3 J !"#，! c [）予 !"# QU +$·>$d ]·9d ] 灌胃；

!"# J 性激素组（2!3 J !"# J @K，! c [）予 !"# QU
+$·>$d ]·9d ] J 倍美力 UVU[ +$·>$d ]·9d ] J 安宫黄

体酮 UV# +$·>$d ]·9d ]灌胃；2!3 组（! c b）和假手术

组予 #VX +H·>$d ]·9d ] 净化水灌胃。]T 周后经颈动

脉插管取血牺牲。

/0201 动物模型的建立：]E的戊巴比妥钠（TU +$·
>$d ]）腹腔注射麻醉，下腹正中切口入腹腔，切除双

侧卵巢。术后 ] 周连续阴道细胞学检查，确认去势

成功。假手术组：不切除双侧卵巢，仅切除腹腔内部

分脂肪组织，余操作同卵巢切除组。

/0202 骨转化指标的测定：所有大鼠牺牲前 #T - 禁

食不禁水，留取 #T - 尿液，置 d bU_冰箱保存以备

测定。血标本于 T_放置 T - 后 QUUU %D+)1 离心 ]X
+)1，吸取血清，置于 d bU_冰箱储存，以备检测。血

清骨碱性磷酸酶（6AHF）和尿脱氧吡啶啉（’8FM8）

检测采用双抗夹心 PHY@A 法。

/0203 骨密度测定：采用 \P 公司 H’10% 8P3A 骨密

度仪（F%&9)$= 型）小动物测量软件对大鼠活体进行

骨密度测定，变异系数为 ]VbE。测量指标包括：腰

椎、双侧股骨的骨密度（678，$D,+#）。

/0204 股骨形态计量学测定：所有大鼠于牺牲前第
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!"、!# 天和第 "、$ 天分别皮下注射盐酸四环素（$%
&’·(’) !·*) !）和钙黄绿素（$% &’·(’) !·*) !）各 +
天，进行骨组织的双荧光标记。!" 周后牺牲，取右

侧股骨，软组织剔除，放入 ,%-酒精溶液中固定，置

".保存，备于骨组织形态计量测定，左侧股骨以生

理盐 水 纱 布 湿 敷，) /%. 保 存，以 备 骨 生 物 力 学

测量。

用慢速锯暴露右侧股骨远心段骨髓腔，梯度脱

水后用甲基丙烯酸甲酯行不脱钙骨包埋，切 $ 张

#!&厚的薄切片，分别行 012 31445 和 678&45 染色，

空白切片行荧光标记测量。骨片在距骺线 ! && 处

至远端 " && 范围内以半自动图像数字化仪进行骨

组织形态参数测量，并据此得出各计算参数。所有

参数采用国际通用标准骨组织计量学术语命名［!］。

静态参数包括：反映骨量的参数———骨小梁相对体

积（90:;0）；反 映 骨 结 构 的 参 数———骨 小 梁 厚 度

（;<= ;>），骨小梁数量（;<= ?），骨小梁分离度（;>=
@A）。动态参数包括骨形成参数———荧光周长百分

数（-B= C&），矿化沉积率（DEF），骨形成率（9GF:

9@）；骨吸收参数———骨吸收周长百分数（-H=C&）。

!"#"$ 股骨生物力学测量［+］：将左侧股骨移至室温

下解冻，在室温 +$.下进行股骨的三点弯曲试验。

在 IJIK!%3? 微机控制电子万能试验机上加载点

位于股骨干上 !:$ 处，支点标距为 +% &&，匀速加载，

速度为 + &&:&72，测试时受力方向与股骨横轴垂

直。结果由计算机记载并作图，记录骨结构力学指

标最大载荷和材料力学指标最大应变、弹性模量。

!"#"% 统计学处理：参数值用（!! L "）表示，M0NK
@>5& 组之间的比较采用 # 检验，多组间的比较采用

方差分析（6BD 检验），以 $ O %P%# 为有统计学意

义。统计软件为 @E@ /P%。

& 结果

&"! 干预前后体重变化

各组大鼠干预前的体重比较无统计学差异；干

预后 M0N 组和 03+ Q @R 组体重增加明显高于 @>5&
组，以 M0N 组更显著（表 !）。

表 ! 干预前后的体重变化（单位：’）

项目 @>5& 组（% S /） M0N 组（% S /） 03+ 组（% S T） 03+ Q @R 组（% S ,）

干预前 $TT =%% L $/=!+ $T$ =+# L ",=!U $U" =+% L "%=$! $#! =+U L +/ ="$

干预后 $,% =,! L #"=%% "!! =!$ L +/=%+" "!#=%% L $"=T! $/U =,! L $" =,$

增重 " =,! L +!="/ ", =// L $#=!$"" +%=/% L !+=!! $/ ="$ L $! ="U"

注：与 @>5& 组比较" $ O %P%#，""$ O %P%!

&"& 骨转换指标

骨转换指标各组差异显著。M0N 组较 @>5& 组

9EBC 和 VJCWJ 显著升高，提示 M0N 组骨转换加

快。03+ 组 VJCWJ 明显增加，而 9EBC 没有统计学

差异；03+ Q @R 组 9EBC 和 VJCWJ 均下降显著（表

+）。

表 & 骨转换指标的比较

项目 @>5& 组（% S /） M0N 组（% S /） 03+ 组（% S T） 03+ Q @R 组（% S ,）

9EBC（!’:B） ,/#=/" L #+%=$+ !"T%=#, L !#"="+" !!"#=T% L $$#=#/ //$ ="/ L +"T =+U##

VJCWJ（2&1X:B） %=$T L %=%U % =/$ L %=#%"" /=!! L "=#,""## % =+/ L %=%###

注：与 @>5& 组比较" $ O %P%#，""$ O %P%%!；与 M0N 组比较# $ O %P%#，## $ O %P%%!

&"# 骨密度和股骨生物力学

因为各组大鼠干预前后体重的增加差异有显著

性，故将干预后体重进行标化分析各组 9DJ，发现

M0N 组腰椎和股骨 9DJ 显著低于 @>5& 组。与 M0N
组相比，03+ 组腰椎 9DJ 明显增加，股骨 9DJ 有增

加趋势，但无统计学意义；03+ Q @R 组腰椎和股骨

9DJ均为最低值。各组最大应变和弹性模量无统

计学差异，但 03+ Q @R 组最大载荷较其他各组明显

减低（表 $）。

&"’ 股骨形态计量学

M0N 组与 @>5& 组相比，骨小梁厚度变薄，分离

度增加，数量减少，但无统计学意义，骨形成和骨吸
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收参数均升高，其中骨形成率（!"#$!%）、类骨质周长

百分数（&’()*）与 +,-* 组有统计学差异。与 ’./
组相比，各干预组对骨量和骨小梁结构无改善，均有

降低骨形成参数的趋势，从数值上看，.01 2 +3 组降

低的程度 4 .01 组，其骨矿化延迟时间（567）最长，

!"#$!% 最低（表 8）。

表 ! 干预后各组的骨密度和股骨三点弯曲实验结果（!59 单位：:$;*1）

项目 +,-* 组（! < =） ’./ 组（! < =） .01 组（! < >） .01 2 +3 组（! < >）

腰椎 !59 ?@ABA C ?@??B ? @A>D C ?@??1!! ?@AB? C ?@?A=" ? @A>E C ?@??8!!

右股 !59 ?@ABA C ?@?A1 ? @A=? C ?@??B!! ?@A=A C ?@?AF! ? @A>D C ?@?AA!!

左股 !59 ?@ABA C ?@?A1 ? @A=? C ?@??=!! ?@A=> C ?@?A>! ? @A>E C ?@??8!!

最大载荷（G） 1E?@D? C >D@1F 1F> @88 C 81@D> 111 @A> C 1B@D? A>E @D> C 8A @D8#

最大应变（&） 8@FA C ?@E= 8 @D8 C A@?E 8 @DD C ?@AB 8 @1D C ?@BA

弹性模量（5)-） DF11@?8 C >==@?E FEAA @=E C ADD8@?E 8BD> @>E C AEAB@BF D1FE @B? C ABEA@=B

注：与 +,-* 组比较! " H ?(?D，!!" H ?(?A；与 ’./ 组比较" " H ?(?D；#与其他各组比较有统计学意义

表 " 股骨参数测定结果

项目 +,-* 组（! < =） ’./ 组（! < >） .01 组（! < >） .01 2 +3 组（! < >）

骨小梁相对体积 !.$7.（&） 1B@?= C F@FB 1F @D= C =@=8 1? @=1 C D@?F!! 1? @EF C 1@ED!!

骨小梁数量 7I@ G（个$**） 1@DF C ?@1= 1 @8B C ?@FE 1 @?F C ?@E?!! 1 @?1 C ?@1B!!

骨小梁分离度 7I@ +J（!*） 1=A@?? C 8B@FB EAF @F= C A?A @B8 EBE @1A C FB @EF!! 8?1 @A8 C F1 @BF!!

骨小梁厚度 7I@ 7,（!*） AAE@8D C 1A@=F A?D @EE C AA@BE A?A @D? C 1A @=B A?A @DA C =@F

荧光周长百分率&6@)*（&） 1@?= C ?@FA 8 @E8 C 1@>8 E @>A C A@?E 1 @== C A@B=

骨矿化沉积率 5K#（!*$L） ?@A> C ?@A? ? @1A C ?@?8 ? @AF C ?@?8" ? @A8 C ?@?1"$

骨形成率 !"#$!%（&$年） ?@EE C ?@1? ? @BF C ?@FF! ? @F1 C ?@1B ? @EA C ?@AD"

类骨质周长百分数&’@)*（&） ?@11 C ?@AB ? @>8 C ?@8B! ? @>> C ?@EA! ? @F> C ?@E=!

骨矿化延迟时间 567（L） A@DE C A@8? A @88 C ?@E> A @DA C ?@8A A @>8 C A@?E

骨吸收周长百分数&M@)*（&） D@?? C E@>1 D @AE C E@1B F @>D C E@8A > @8E C =@1E

注：与 +,-* 组比较! " H ?(?D，!!" H ?(?A；与 ’./ 组比较 " " H ?(?D；与 +3 组比较 $ " H ?(?D

! 讨论

!#$ .01 对骨的影响

研究认为，.01 作为谷氨酸 NO羧化酶的辅酶，能

促进骨形成，抑制骨吸收。其作用机制主要通过 E
个方面："经典的谷氨酸 NO羧化作用［E］：骨钙蛋白

（P%QRP;-S;TU，’V）是骨组织含量最多的特异蛋白，在

成骨细胞内合成并经 .0 谷氨酸 NO羧化后分泌到骨

基质中，与基质中的#型胶原结合形成网格支架，为

钙盐沉积提供结构场所，其与羟磷灰石有特殊亲和

性，促进钙盐沉积。.01 通过对 ’V 的羧化促进骨

的矿化成熟。另外，同样对肾脏中的肾钙素进行 NO
谷氨酸羧化而降低尿钙的排泄。$调控基因的表达

和转录：.01 通过激活 +/# 受体，调节成骨细胞的

骨标记物基因的表达来促进骨形成［8］。.01 也能通

过 +/# 改变 7+0 基因的表达，促使细胞外基质胶原

的聚集［D］。WN-X-*- 等［F］研究发现 .01 能剂量依赖

性地抑制成骨细胞表面功能性 "-% 的表达，并显著

降低 "-% 配体（"-%S）;9GK 转化体的细胞毒性，维持

成骨细胞的数量。%抑制细胞因子［>］：.01 通过抑

制 Y6OA、Y6OF 及前列腺素的合成，抑制破骨细胞中组

织蛋白酶 0 表达，抑制破骨细胞的骨吸收活性。目

前，.01 对骨的非依赖性 NO谷氨酸羧化作用机制尚

不十分清楚。临床研究证实了 .01 能降低骨质疏

松性骨折的风险，但其对骨转换指标和 !59 的影响

存在争论。动物实验检测 .01 对骨质疏松作用的

几项指标如骨转换指标、!59、骨形态计量学及生物

力学结果亦存在不一致处。

本实验中，.01 组与 ’./ 组比较，骨形成指标

没有变化，而骨吸收指标显著升高，Z9)[9 几乎升

?8D 中国骨质疏松杂志 1??= 年 = 月第 A8 卷第 = 期 V,TU \ ’%QRPJPNP%，KZ:Z%Q 1??=，.PS A8，GP(=



高了 !" 倍，这与多数文献报道的 #$% 可以抑制骨吸

收结果相反，但 &’()*+, 等［-］研究 #$! 和 #$% 对 . 月

龄大鼠去卵巢骨丢失的影响时，发现 / 个月后无论

#$! 还是 #$% 均不能从骨转换指标上反映其对去卵

巢引起骨转换加快的抑制，01)12343 等［5］给 !% 月龄

大鼠补充 #$% !6 周，其中 789:8 水平较未用药组虽

然无统计学差异，却呈升高趋势。在骨的有机质中，

5";以上为!型胶原，当骨吸收增加时，释放至血液

或排 泄 到 尿 中 的!型 胶 原 降 解 产 物 就 会 增 加，

789:8 就是其中的一种，它作为骨吸收指标具有很

多优点［!"］，如"只来源于细胞外的胶原纤维，并非

新合成的胶原分子；#在血中不被分解，能直接反映

基质胶原降解情况；$骨胶原含量远高于其他组织，

转换也快，所以更具代表性；%不受饮食的干扰。所

以，通过 789:8 能够敏感地反映药物干预引起的骨

转换状态。但对于 #$% 引起 789:8 明显升高的原

因目前无法解释，#$% 对骨转换指标影响的不一致

性需要进一步的研究。

本实验发现 #$% 可以显著增加腰椎 &<8，但对

股骨 &<8 没有明显改善。资料显示，松质骨的骨重

建率是皮质骨的 5 倍［!!］，故松质骨对药效反应可能

更敏感，而股骨可能需要更长的药物作用时间。但

文献也有 #$% 对 &<8 的改善不明显而能降低骨折

风险的报道，提示 #$% 可能通过影响 &<8 之外的途

径来增强骨强度，但在本实验中并未得到证实。

本研究骨组织形态计量学及生物力学结果显

示，#$% 对股骨的骨量和骨结构均没有明显的改善。

与 =#> 组比较，各项参数变化幅度不大，这与 #$%

对股骨 &<8 的结果相似，但与部分文献报道不符。

骨组织形态计量学可以准确地确定骨转换率和骨平

衡，结果可能的误差来源是图像选择和测量的偏差

上，但这种可能性不大。骨生物力学性能是一个综

合指标，影响该结果准确性的最大因素是大鼠体重

的变化。去卵巢大鼠体重明显增加，力学环境发生

变化，引起骨量重新分布，以使骨组织适应新的力学

环境，从而表现出相应生物力学指标的改变，这可能

部分解释了结果的无差异性。另外，文献中关于 #$
对骨影响的研究多以 / 月龄大鼠为研究对象，本试

验选择的为 !" 月龄大鼠，正处于老年期过渡阶段，

骨代谢趋向缓慢，而且干预时间短，药物效应的发挥

可能还未在骨量、骨结构和力学性能上表现出来。

综合上述的骨检测指标来看，各项指标变化并不同

步，骨转换指标的变化出现最早，而生物力学变化则

要更晚一些。有研究显示，生物力学指标变化要晚

于骨形态学变化，而且变化并不明显［!!］。

!"# #$% ? 0@ 对骨的影响

#$% 和 0@ 的联合使用降低了骨转换频率，但在

&<8 和形态学上，未表现出对骨质疏松的有效性，

反而在股骨生物力学指标中显示其对骨骼的负面作

用。#$% ? 0@ 组最大载荷明显降低，最大应变和弹

性模量数值上也低于其他各组，最大应变和弹性模

量反映的是骨的材料力学性能，是指骨组织本身的

力学性能，其中，最大应变系指骨断裂前发生的最大

变形，揭示了材料的弹性性能，其降低说明可塑性降

低；弹性模量直接受骨再建的影响，与矿盐密度密切

相关，揭示了材料的硬度。上述结果说明，#$% ? 0@
的合用在短期内降低了股骨的结构力学性能，减弱

了骨的弹性和硬度，降低了骨强度，其除了与材料力

学的降低有关外，可能还存在着其他的作用机制。

#$% ? 0@ 治 疗 骨 质 疏 松 报 道 很 少。白 银 透

等［!%］进行 #$% 与 0@ 联用 % 年的临床试验，显示

#$% 与雌三醇合用效果与时间有关，早期可以增强

雌三醇的作用，提高骨密度，但其后效果逐渐减弱，

甚至降低雌三醇的作用。其作用机制，很可能通过

A%BACB8DE 雌激素反应成分（ACA）这一环节发挥作

用，AC 是作用的关键部位。F7)1GH 等［!/］认为，循环

中 #$ 的浓度与成骨细胞羧化骨钙蛋白所获得的

#$ 浓度之间可能受雌激素的调节作用，而该作用可

能通过成骨细胞的雌激素受体（AC）完成，因为有研

究指出，成骨细胞的 AC 可以直接影响 =I 的产生和

#$ 的需求，但确切机制仍然不清楚。一项体外研究

显示 #$ 可以调节雌激素的代谢，尤其是发现 #$%

可以与 !J&B@086 结合，降低 A% KA! 的比值，阻止 AC1
以剂量依赖方式与目标 8DE 结合［!6］。另有研究也

发现 #$% 能使细胞内雌激素浓度下降 %.;。但是，

在 ACA 路径上 #$% 是否通过阻断 A% 的激活转录效

应还不得而知。况且骨代谢调节的基因分子水平极

其复杂，#$ 与雌激素联合作用的研究还很肤浅，目

前也仅有少数临床和体外研究的报道，尤其对于老

龄鼠，本研究为第 ! 例，所以大量的研究工作还有待

完善。
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