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摘要：目的 观察乳铁蛋白对去卵巢大鼠骨密度、骨组织形态学的影响。方法 !" 只 ?@ 健康雌性

大鼠分为假手术组（?*&%）;" 只与去卵巢模型（.A&B’03C.%D，EFG）#" 只，去卵巢大鼠随机分为模型组、雌

激素治疗组（"6; %,·H,I ;·周 I ;）、小剂量乳铁蛋白治疗组、大剂量乳铁蛋白治疗组，每组 ;" 只。假手

术组和模型组不做治疗。;> 周后观察大鼠雌激素水平、左侧股骨、脊柱密度及骨组织形态学的改变。

结果 小剂量乳铁蛋白治疗组、大剂量乳铁蛋白治疗组大鼠股骨近端、脊柱骨密度值高于模型组（!
J "6"!），与假手术组及雌激素治疗组接近（! K "6"!）；骨小梁数目、骨小梁厚度、骨皮质厚度均较模型

组明显改善（! J "6"!），破骨细胞数较模型组减少（! L "6"7）。结论 适量乳铁蛋白可减少去卵巢大

鼠骨丢失，预防骨质疏松的作用。
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绝经后骨质疏松症（V.PC%0+.V&UP&( .PC0.V.B.P’P，
_]E_）是一种与雌激素缺乏直接相关，以骨量减少、

骨组织微结构破坏为特征，导致骨脆性增加和易于

骨折的代谢性骨病［;］。雌激素替 代 治 疗（0PCB.,0+

B0V(&30%0+C C*0B&VD，$‘R）是预防和治疗 _]E_ 以及

预防骨折的首选方案，但因长期使用此类药物有导

致乳腺癌、子宫内膜癌的潜在危险［>］，因此找到一种

更合理的药物治疗骨质疏松成为研究的热点。

近期研究发现乳铁蛋白（(&3C.T0BB’+，̂W）具有促

进成骨样细胞增殖分化，抑制破骨细胞活性和破骨

细胞前体细胞转化为破骨细胞的作用。目前大多研

究仅限于乳铁蛋白作细胞培养和局部骨内注射，尚
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无绝经骨质疏松实验动物模型整体治疗的报道。本

课题采用去卵巢方法复制大鼠绝经期后骨质疏松模

型，并与雌激素治疗组相比较，观察不同剂量乳铁蛋

白治疗组对去卵巢大鼠骨密度的改变及骨组织形态

学的影响，为乳铁蛋白防治骨质疏松症提供实验

依据。

! 材料与方法

!"! 材料

实验动物为 ! 月龄未生育健康 "# 雌性大鼠 $%
只，体重 &’% ( ))% *（由贵阳医学院实验动物中心提

供）。实验用普通大鼠饲料（由贵阳医学院实验动物

中心提供）。乳铁蛋白（+!,!-）购于上海统园食品

有限公司。双能 . 线骨密度测量仪（美国 /0123 公

司）。4) 放免试剂盒（天津九鼎医学生物工程有限

公司）。光学显微镜（日本 567890: 公司）。

!"# 方法

!"#"! 实验动物的饲养和分组：分组分笼喂养，环

境温度（)% ; <）=，相对湿度 !%-左右，自由摄食和

饮水。$% 只雌性大鼠随机分为假手术组（:>?8）&%
只与去卵巢组 !% 只。将 !% 只去卵巢大鼠随机分为

模型组、雌激素治疗组、小剂量乳铁蛋白治疗组、大

剂量乳铁蛋白治疗组，每组 &% 只。

!"#"# 去卵巢大鼠模型的建立：随机取 !% 只大鼠，

分别用 &%- 水合氯醛 %,< 86@&%% * 腹腔注射麻醉

后，参照文献方法［<］。摘除双侧卵巢。青霉素肌注，

$ 万 A@只，& 次@B，连续 < B。

!"#"$ 假手术组的实施：将其余 &% 只作假手术，同

样麻醉后在无菌条件下打开腹腔后，切除少许脂肪

组织，直接关闭腹腔。青霉素肌注，$ 万 A@只，& 次@
B，连续 < B。

!"#"% 治疗方法：除假手术组和模型组外，其余 <
组在造模 & 周后进行治疗，为期 &) 周。雌激素组：

以苯甲酸雌二醇后肢肌肉注射，每只鼠每次肌注

%,& 8*@C*，每周 & 次，用 $%!6 微量注射器注射；大、

小剂量乳铁蛋白组：以乳铁蛋白稀释后灌胃，分别按

每只鼠 <%%% 8*·C*D &·BD &、&$%% 8*·C*D &·BD &。每周

称体重 & 次，调整剂量；模型组及假手术组：不做任

何治疗，每天抓取刺激 & 次。

!"#"& 标本的采集：大鼠治疗 &) 周检测骨密度测

量后，股动脉取血，以 )%%% 3@8E1 离心 &% 8E1，收集血

清，D ’%=保存待用。无菌条件下取出左侧股骨，剔

净软组织，无菌生理盐水冲洗后，置于 D ’%=冰箱保

存待切片、染色。

!"#"’ 左侧股骨及脊柱骨密度测量：大鼠治疗 &)
周后，以 &%-水合氯醛 %,< 86@&%% * 行腹腔麻醉后，

用双能 . 线骨密度仪测量，以“"8?66 F1E8?6 "GH0I
"G?1”软件分析，对股骨整体、脊柱进行骨密度检测。

骨组织形态学检查及量度评估。

!"#"( 左侧股骨经多聚甲醛固定后行脱钙、脱水、

透明、浸渍、包埋、贴片后，作常规 J4 染色（由贵阳

医学院病理科协助完成）。将上述做 J4 染色的每

张切片在 &%% . 光镜下随机选取 $ 个视野，查看骨

小梁的厚度、骨小梁数目、骨皮质的厚度、骨皮质密

度，分别按以下标准评分：正常 % 分，轻度减少 & 分，

中度减少 ) 分、重度减少 < 分；并做单位面积破骨细

胞记数。评分亦高，骨质疏松亦明显，分值相关统计

成表加以分析。

!"#") 统计学处理：实验数据用均数 ; 标准差（!! ;
"）来表示，所有数据采用 "K"" &&,$ 统计软件处理，

多个样本均数比较采用方差分析（H12LM?7 FN5OF），

方差 齐 性 时 采 用 /"# 检 验，方 差 不 齐 时 采 用

P?8>?12Q: #) 检验。骨组织形态学评分分析采用秩

和检验。

# 结果

#"! 血清 4) 浓度：见表 &。

表 ! 各组大鼠血清 4) 的比较

组别 样本数 4)（98H6@/）

假手术组 &% &<$,R& ; &R,!<?

模型组 &% ’$,$S ; &),)’T

雌激素组 &% &)’,S’ ; )%,%&?

小剂量乳铁蛋白组 &% ’S,R! ; &$,&!T

大剂量乳铁蛋白组 &% +S,’) ; &%,%’T

注：与模型组比较? $ U %,%&；与假手术组比较T $ U %,%&

模型组、小剂量乳铁蛋白治疗组、大剂量乳铁蛋

白治疗 组 血 清 4) 浓 度 明 显 低 于 假 手 术 组（ $ U

%,%&），差异有统计学意义；而雌激素治疗组血清 4)

浓度与 假 手 术 组 相 近，差 异 无 统 计 学 意 义（ $ V
%,%$）。

#"# 左侧股骨、脊柱骨密度情况：见表 )。

大剂量乳铁蛋白组、小剂量乳铁蛋白组、雌激素

组股骨及脊柱骨密度明显高于模型组（$ U %,%$），

而与假手术组相近（$ V %,%$）假手术组、雌激素组、

小剂量乳铁蛋白组、大剂量乳铁蛋白组左侧股骨、脊

柱骨密度，组间无明显差异。
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表 ! 各组骨密度的比较（!! ! "）

组别 样本数 脊柱骨密度（"#$%） 股骨骨密度（"#$%）

假手术组 &’ ’(&’) ! ’(’’*+ ’(&%, ! ’(’&%-

模型组 &’ ’(’)* ! ’(’&’. ’(&&* ! ’(’’/0

雌激素组 &’ ’(&’, ! ’(’’1+ ’(&%/ ! ’(’&%+

小剂量组 &’ ’(&’* ! ’(’&’+ ’(&%* ! ’(’&&+

大剂量组 &’ ’(&&& ! ’(’’)+ ’(&21 ! ’(’’/-

注：与模型组比较 + # 3 ’(’1，- # 3 ’(’&；与假手术组比较 . # 3

’(’1，0 # 3 ’(’&

!"# 骨组织形态学检查与量度评估：见图 & 和表 2。

图 & 显示模型组大鼠股骨骨小梁数目、骨小梁

厚度、骨皮质厚度、骨皮质密度明显少于假手术组、

雌激素组、小剂量乳铁蛋白组、大剂量乳铁蛋白组；

按量度评估方法统计成表，其中分值越高，骨质疏松

越明显。假手术组、雌激素组、小剂量乳铁蛋白组、

大剂量乳铁蛋白组股骨骨小梁数目、骨小梁厚度、骨

皮质厚度、骨皮质密度评分值均明显低于模型组（#
3 ’(’1 或 # 3 ’(’&）模型组大鼠单位面积骨髓腔破

骨细胞数增加明显，大剂量乳铁蛋白治疗组破骨细

胞最少，与模型组相比，其差异接近，有统计学意义

（# 4 ’(’/）。

表 # 各组大鼠股骨组织形态学的比较（单位：分）

组别 样本数
皮质

厚度

皮质

密度

骨小梁

数目

骨小梁

厚度

破骨

细胞数

假手术组 &’ ’+ ’+ ’+ ’+ ,)

模型组 &’ %/ %1 %* %5 &’/

雌激素组 &’ *+ 5+ &%. &’+ &’’

小剂量组 &’ &2. &1. &1. &/. ))

大剂量组 &’ 2+ 2+ &+ &+ ,/

注：与模型组比较，. # 3 ’(’1，+ # 3 ’(’&

+：假手术组；.：模型组；-：雌激素组；

0：小剂量组；6：大剂量组

图 $ 各组大鼠骨形态学结果

（78 9 &’’）
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! 讨论

绝经性骨质疏松症是临床骨质疏松症最常见的

类型，而去卵巢大鼠模型是临床研究 !"#! 的经典

模型。本研究中用去卵巢大鼠方法复制 !"#! 模型

结果模型组、小剂量乳铁蛋白治疗组、大剂量乳铁蛋

白治疗组血清 $% 水平明显低于假手术组、雌激素组

（! & ’(’)），说明本研究大鼠去卵巢后，建立了绝经

期后骨质疏松模型。*+ 没有明显增加去卵巢大鼠

血清 $% 的水平。

乳铁蛋白主要存在于人和多数哺乳动物乳汁

中，其功能多样性。除了促进铁吸收、抗菌、抗病毒

以及在细胞生长与分化、胚胎发育等方面都起着的

作用外，近年来研究还发现 *+ 是一种新的骨生长因

子。,-./012 等［3］在细胞培养的研究中证实，*+ 具有

促进成骨样细胞增值的作用。牛奶中提取的 *+ 能

引起老鼠成骨样细胞中胸苷量相应增加。45-6 等［7］

利用骨小结形成法证实 *+ 具有促进成骨样细胞分

化的作用。*+ 浓度!)’’!8 时明显引起骨小结形

成数量并能增加骨矿化区域，也能抑制成骨细胞凋

亡，成 骨 细 胞 凋 亡 率 受 *+ 抑 制 达 7’9 : ;’9。

*-.8<6 等［=］研究提示，兔子混合骨细胞培养中牛 *+
可降低骨吸收，该抗骨吸收效应是 *+ 显著抑制破骨

细胞成熟所致。在体内，局部注射 *+ 引起的骨生长

效果强于注射胰岛素、胰淀素、肾上腺髓质素、, 端

!>? 相关肽、降钙素和降钙素相关因子的效果［;］。

而骨形态计量学是能定量观察和研究骨组织形态及

其结构的一门体视学技术。骨小粱厚度（>@A >2），

骨小梁数目（>@A 4）是反映骨小梁微细结构变化的

综合指标。单位骨小梁面积破骨细胞数（"BA 4）是

反映破骨细胞功能的重要指标。本研究中对骨形态

学观察及量度评估发现，给 *+ 后第 )% 周骨小梁数

目、骨小梁厚度、骨皮质厚度、骨皮质密度均较模型

组明显改善（! & ’(’)），破骨细胞数较模型组减少，

且大 剂 量 *+ 组 较 小 剂 量 组 改 善 更 为 明 显（ ! &
’(’)）。说明 *+ 具有促进骨形成，减少破骨细胞活

数量的作用，与 45-6 等［7］、,-./012 等［3］结果一致。

*+ 能否具有雌激素样活性，改善模拟妇女绝经

后骨质疏松症的作用，主要观察其骨密度的变化［C］。

骨密度是骨钙代谢中量化骨量的重要指标，也是评

价骨量最有说服力的指标之一。本研究对去卵巢大

鼠干预 )% 周股骨及脊柱骨密度检测发现与模型组

比较，大剂量乳铁蛋白组、小剂量乳铁蛋白组、雌激

素组骨密度明显升高（! & ’(’7），差异有显著性并

与假手术组相似，尤其以脊柱更为明显（! & ’(’)）；

而假手术组、雌激素组、小剂量乳铁蛋白组、大剂量

乳铁蛋白组左侧股骨、脊柱骨密度无明显差异。实

验结果发现，乳铁蛋白组股骨骨密度高于模型组，表

明乳铁蛋白具有促进体内钙吸收，促进骨骼生长的

作用，且呈现剂量依赖性趋势。同时，乳铁蛋白与雌

激素相似，对去卵巢大鼠的骨钙流失有一定的抑制

作用。

本研究结果发现乳铁蛋白有增加去卵巢大鼠模

型骨小梁数目、厚度及骨皮质厚度，提高其股骨及脊

柱骨密度的作用，初步证实乳铁蛋白对绝经骨质疏

松的发生可能有预防作用，如何将乳铁蛋白应用于

临床防治骨质疏松症及其作用机制尚有待于进一步

探讨。
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