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摘要：目的 比较 <-26$（$!）、6$（’"）和柠檬酸9苹果酸钙（##=）对维甲酸致大鼠骨质疏松症的抑制作

用。方法 取 %!只 ’月龄雌性大鼠随机均分为正常对照组、模型组、& +>?@> <-2 6$（$!）组、!A!& +>?@>

<-2 6$（’"）组、&!! +>?@> ##=组和 !A&$" +>?@>的尼尔雌醇（B-./C2D-3.）片阳性对照组。正常对照组以二

次蒸馏水 &! +.·@>E &·FE &灌胃，其余组按维甲酸 )! +>·@>E &·FE &灌胃共 &" F，从第 ;天起上午灌服维
甲酸，下午分别灌服 <-26$（$!）、6$（’"）、##=和尼尔雌醇，灌胃量均为 &! +.·@>E &·FE &，连续 &( F。结

果 与模型组比较，& +>?@> <-26$（$!），!A!& +>?@> 6$（’"）和 &!! +>?@> ##=灌胃给药 &( F可明显提高

大鼠血清钙含量，显著升高股骨骨密度，并且骨密度与股骨灰重呈线性相关，其中 <-26$（’"）组的子宫

指数、卵巢指数均明显高于其他药物组（! G !A!"）；<-26$ 组骨小梁厚度增加，表面积百分率明显增大，

<-26$（’"）组的骺板软骨细胞增生明显且有许多新的骨小梁形成。结论 <-26$（$!）、6$（’"）和 ##=对

维甲酸致大鼠的骨质疏松症有明显抑制作用，在同等剂量下，<-26$ 活性约为 ##=的 &!$ H &!( 倍，

<-26$（’"）尤为显著。
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#M-B,
9&2’).,’：:&;#,’$-# N3 -BO/C2->,2/ 2M/ -BM-P-23DQ /RR/52C 3R O-2,+-B 6$（$!），6$（’"）,BF 5,.5-S+ 5-2D,2/ +,.,2/
（##=）3B 3C2/3T3D3C-C -BFS5/F PQ 2D/2-B3-B -B >D3U-B> R/+,./ D,2C4<#’"(42 V-W2Q 2MD// +3B2M 3.F R/+,./ D,2C
U/D/ D,BF3+.Q F-O-F/F -B23 B3D+,. >D3ST，+3F/. >D3ST，<-2,+-B 6$（$!）>D3ST，<-2,+-B 6$（’"）>D3ST，##=

>D3ST ,BF B-./C2D-3. >D3ST4 NM/ B3D+,. >D3ST D/5/-O/F &! +.·@>E &·FE & 3R C/53BF F-C2-../F U,2/D，2M/ 32M/D R-O/
>D3STC D/5/-O/F )! +>·@>E &·FE & 3R 2D/2-B3-B R3D &" F,QC，RD3+ 2M/ B-B2M F,Q，D/CT/52-O/.Q D/5/-O/F ,FF-2-3B,.
FDS>C 3R & +>?@> 6$（$!），!A!& +>?@> 6$（’"），&!! +>?@> ##= ,BF !A&$" +>?@> B-./C2D-3. -B 2M/ ,R2/DB33B R3D

&( F,QC4=#258’2 NM/ R/+SD P3B/ +-B/D,. F/BC-2Q（X=I）,BF 2M/ C/DS+ ./O/. 3R #,$ Y U,C C->B-R-5,B2.Q -B5D/,C/F
-B <-2 6$ >D3STC ,BF ##= >D3ST 53+T,D/F U-2M 2M/ +3F/. >D3ST，UM-./ 2M/ R/+SD X=I M,F , T3C-2-O/ .-B/,D

53DD/.,2-3B U-2M -2C P3B/ ,CM U/->M2，2M/ -BF/W 3R 3O,D-,B ,BF S2/D-B/ 3R <-2 6$（’"）>D3ST U/D/ C->B-R-5,B2.Q M->M/D

2M,B 32M/D FDS> >D3STC4 ND,P/5S.,D 2M-5@B/CC ,BF T/D5/B2,>/ 3R 2D,P/5S.,D ,D/, -B <-2 6$ >D3STC U/D/ C->B-R-5,B2.Q

-B5D/,C/F +3D/ 2M,B 2M,2 3R 2M/ 3C2/3T3D32-5 +3F/.，T,D2-5S.,D.Q，/T-TMQC/,. 5,D2-.,>/ 5/..C MQT/DT.,C-, U,C O/DQ
3PO-3SC ,BF +,BQ B/U P3B/ 2D,P/5S.,D U,C R3D+/F -B <-26$（’"）>D3ST4>(%,852$(% <-2,+-B 6$（$!），6$（’"）

,BF ##= ,.. M,O/ 2M/ -BM-P-23DQ /RR/52 3B 3C2/3T3D3C-C -BFS5/F PQ 2D/2-B3-B，<-2 6$ /CT/5-,..Q 6$（’"）-C ,P3S2 &!$ 9

&!( 2-+/C +3D/ T32/B2 2M,B 2M/ 2D,F-2-3B,. ,>/B2C ##= ,2 2M/ C,+/ F3C/4
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骨质疏松症（13#.141-13"3，25）是以骨量减少，骨
组织显微结构退化，骨的脆性增高及骨折危险性增

加为特征的全身性疾病［6］。绝经后的妇女及中老年

人是其主要的发病人群，根据世界卫生组织制定的

骨质疏松标准，全球约有 (亿人处在低骨质和骨质
疏松状态［(］，骨质疏松已成为世界范围内的一个主

要健康问题。维甲酸广泛用于动物骨质疏松模型的

制备，它能激活破骨细胞促进骨吸收，使骨重建处于

骨吸收大于骨形成的负平衡状态，从而形成高转化

型骨质疏松［7］。但它不抑制成骨细胞活性，对骨形

成和骨基质的矿化过程也无明显影响。在模型特征

上，除骨量显著减少外，骨组织显微结构病理改变非

常典型，骨小梁稀疏、骨皮质变薄和骨髓腔扩大都十

分明显，但与骨质疏松发生有关的血中性激素和

)$( 8，57 8，9:5等生化指标却无变化［;］。研究表明，
维生素 ’(（!"# ’(）除了具有凝血功能之外，还具有

显著的抗骨质疏松活性，6<<= 年日本已认可 !"#’(

作为 25防治药物。钙剂是传统的抗 25药物，柠檬
酸>苹果酸钙（)$*+",% )"#-$#. /$*$#.，))/）是钙、柠
檬酸>苹果酸按一定比例配合成的有机酸钙，是目前
常用的钙强化剂。本研究采用维甲酸致大鼠骨质疏

松模型，研究并比较了 !"# ’(（(?）、!"# ’(（7=）和 ))/
对实验性 25的抑制作用。

) 材料与方法

)*) 药品与试剂
!"# ’(（(?）、’(（7=）和 ))/均由昆明云大医药

开发有限公司提供。尼尔雌醇片（6 %@A片，批号
?B?;(?），国药准字 C76?(6D;E，上海医药（集团）有限
公司华联制药厂出品。维甲酸（#-.#"&1"&，F9），纯度
<<G，上海邦成化工有限公司出品；血清钙检测试剂
盒（批号 (??B?6<6）及血清磷检测试剂盒（批号
(??B??E6）均为北京中生北控生物科技股份有限公
司出品；血清碱性磷酸酶（$*H$*"&. 4I134I$#$3.，9:5）
检测试剂盒（批号 (??B?(?6），上海荣盛生物技术有
限公司出品。

)*+ 动物
7月龄雌性 JK大鼠，体重 (6? L (D? @，由昆明医

学院实验动物中心提供，合格证号 J)M’（滇）(??=>
??E。
)*, 主要仪器

:NOF2F 9PQ>((? 型精密电子秤（日本岛津公

司）；).&#-$!F /5;F 型离心机（NP) 公司）；0/J>6?(;
型 J955CN’P (;? 全自动生化分析仪（01HR1 O1.H"
/.S"+$* JR3#.% :0K）；99>DB?型原子吸收分光光度计
（日本岛津公司）；/>=(= JNN型马孚炉（美国 TPU公
司）；双能 M射线骨密度测量仪。
)*- 分组

7月龄雌性大鼠 D?只，按每组 6?只随机分为 D
组，即正常对照组、模型组、6 %@AH@ !"# ’(（(?）组、

?V?6 %@AH@ !"# ’(（7=）组、6?? %@AH@ ))/组和 ?V6(=
%@AH@的尼尔雌醇片阳性对照组（&"*.3#-"1*）。
)*. 给药
维甲酸与 ))/ 直接溶于双蒸水中。!"# ’(

（(?）、’(（7=）先溶于吐温 E?，再加双蒸水稀释至所需
浓度，其中吐温 E?终浓度最大为 ?V=W。正常对照
组给予双蒸水，按 6? %*·H@X 6·SX 6灌胃，其余 =组按
维甲酸 B? %@·H@X 6·SX 6灌胃，灌胃量为 6? %*·H@X 6·

SX 6，6次AS，共 6= S。自灌胃第 < 天起，除上午灌服
维甲酸外，于下午分别灌服 !"# ’(（(?）、’(（7=）、))/
和尼尔雌醇，灌胃量均为 6? %*·H@X 6·SX 6，6次AS，连
续 6; S。每周称体重 6次，并根据体重调整灌胃量。
)*/ 标本采集
实验第 (7天，大鼠脱颈处死，股动脉取血，取子

宫、卵巢和双侧股骨。血液以 (=?? -A%"& 离心 6?
%"&，取上层血清用邻甲酚肽络合酮比色法测定血钙
（)$( 8）、钼蓝法检测血磷（57 8）、9/5法检测碱性磷
酸酶（9:5）。剔除干净附着的软组织后，子宫、卵巢
和右侧股骨立即称重，子宫和卵巢的重量（%@）与体
重（@）之比分别为子宫指数（%@A@）和卵巢指数（%@A
@）。右股骨称湿重之后，置马孚炉(?? Y 烘烤 = I，
冷却后称干重，之后再于B=? Y下烘烤 = I，冷却后
称灰重，最后用火焰原子吸收分光光度法测定骨钙

含量。用 Z)0测左股骨骨密度后，固定于 ; G中性
甲醛中，骨干骺端经洗涤、脱钙、脱水后石蜡包埋切

片，再经二甲苯脱蜡、梯度酒精脱水后，用苏木精>伊
红对染（CP染色），梯度酒精脱水、二甲苯透片后封
藏于中性树胶中，光镜下观察骨形态，用显微摄影系

统和图文分析系统检测计算骨小梁（[1&. #-$[.+,*$，
0[）计数（&,%[.- 1\ [1&. #-$[.+,*$，0[] T）、骨小梁厚
度（#I"+H&.33 1\ [1&. #-$[.+,*$-，0[] 0I）、骨小梁表面积
（$-.$ 1\ [1&. #-$[.+,*$，0[] 9-）和骨小梁间隙面积
（$-.$ 1\ "&#.- #-$[.+,*$- 34$+.，N0[]9-）等指标，计算机

=DD中国骨质疏松杂志 (??<年 <月第 6=卷第 <期 )I"& ^ 23#.141-13，J.4#.%[.- (??<，!1* 6=，T1]<



每个视野观察总面积（!"!#$ #%&#，’( )%）为 *+,*-./..

!0
1。骨小梁表面积百分率（2’3()%）和骨小梁间隙
面积百分率（2 4’3( )%）分别以其面积占观察总面
积之百分比表示（即 ’3( )%5’( )% 6 -772和 4’3( )%5
’()% 6 -772）。
!"# 统计学处理
用 8988 --/7版统计软件处理所得数据。选用

单因素方差分析（:;&<=#> )?:@)）A8B方法统计，结
果以!! C "（均数 C标准差）表示和直线相关分析。

$ 结果

$"! 体重及子宫和卵巢指数

实验开始时，各组间大鼠体重相近，灌胃 -周后
各组大鼠的体重有所变化，但组间没有差异（# D
7/7*）。灌胃 , 周后正常对照组大鼠的体重明显高
于模型组，于 ,周内，药物对动物体重均无明显影响
（表 -）。与模型组比较，@E! F1（,*）组子宫指数和卵
巢指数均明显升高（# G 7/7*）；其他各组与模型组
之间无明显统计学差异（# D 7/7*）（表 1）。
$"$ 对血清生化指标的影响
与模型组比较，?E$&H!%E"$明显降低 )A9水平，各

药物组间无明显差异（# D 7/7*）；@E! F1（17）明显升
高 I#1 J 水平均（# G 7/7*）；@E! F1（17）、F1（,*）和

IIK均显著升高 9, J水平（# G 7/7*）（表 ,）。
表 ! ,种药物对维甲酸（+7 0L5ML）诱发骨质疏松症大鼠体重的影响（!! C "）

组别 剂量（0L5ML） 初始体重（L） -周体重（L） 1周体重（L） ,周体重（L）
正常对照组 — 1-+/. C -,/7 11+/N C -1/* 11./O C 17/1 1P-/+ C -N/P
模型组 — 11-/P C --/* 1-N/O C 11/P 17./7 C ,-/P 1-*/+ C ,-/-#

@E! F1（17） - 11-/P C 17/, 11,/* C 1*/P 17P/+ C 1+/+ 1-,/- C ,+/,
@E! F1（,*） 7/7- 117/+ C -P/* 11+/. C -P/- 111/, C -N/N 11*/* C 1N/*
IIK -77 11,/N C -*/. 11P/. C -/+ 1-P/+ C 1-/O 111/O C 17/1
?E$&H!%E"$ 7/-1* 1-O/. C -N/+ 117/, C -,/. 17O/. C -*/+ 1-N/. C -O/P

注：$ Q -7，与模型组比较，# # G 7/7*

表 $ ,种药物对维甲酸（+7 0L5ML）诱导骨质疏松症
大鼠脏器指数的影响（!! C "）

组别 剂量（0L5ML） 子宫指数（0L5L） 卵巢指数（0L5L）
正常对照组 — 1/., C 7/,+ 7/*7 C 7/-N
模型组 — -/.- C 7/+7 7/PP C 7/-7
@E! F1（17） - 1/1, C 7/+* 7/P* C 7/7N
@E! F1（,*） 7/7- 1/*- C -/-7# 7/** C 7/--#

IIK -77 -/+- C 7/1* 7/PN C 7/7O
?E$&H!%E"$ 7/-1* 1/,. C -/-1# 7/PN C 7/7.

注：$ Q -7，与模型组比较，# # G 7/7*

表 % ,种药物对维甲酸（+7 0L5ML）诱导大鼠骨质疏松症
血清生化指标的影响（!! C "）

组别
剂量

（0L5ML）
)A9
（R5A）

I#1 J
（00"$5A）

9, J
（00"$5A）

正常对照组 — -P*/,. C 1,/7, 1/+- C 7/-1 1/,1 C 7/1-
模型组 — -.-/7O C +,/N, 1/*N C 7/1-3 1/PO C 7/1O
@E! F1（17） - -++/PO C *./+7 1/+* C 7/17# 1/O7 C 7/P*#

@E! F1（,*） 7/7- -NP/1+ C *1/+1 1/N* C 7/-* 1/.* C 7/,N#

IIK -77 -**/ON C PP/N- 1/*+ C 7/7+ 1/.- C 7/-+#

?E$&H!%E"$ 7/-1* -*-/PN C PN/+-3 1/NN C -/-, 1/PP C 7/N1

注：$ Q -7，与模型组比较，# # G 7/7*；与正常对照组比较，
3 # G 7/7*

$"% 对股骨重量、骨钙及骨密度的影响
以骨密度（S）和骨灰重（T）为变量输出的散点

图呈直线趋势，进行直线相关分析，T Q 7/-,S J
7/++1。与正常对照组比较，模型组股骨骨密度均明
显降低（# G 7/7*）；与模型组比较，P 种药物均明显

增高骨钙含量（# G 7/7*），同时正常对照组、@E! F1

（17）组、F1（,*）组、IIK组的股骨骨密度均明显升高
（# G 7/7*）；其余组间差异均无统计学意义（ # D
7/7*）（表 P）。
$"& 对股骨形态计量学的影响
干骺端病理切片 UV染色，正常对照组骨小梁

密集，骨软骨细胞排列整齐；模型组的骨小梁稀疏，

软骨细胞层变薄，软骨细胞排列紊乱明显坏死。与

正常对照组比较，模型组的骨小梁计数、骨小梁厚度

和骨小梁表面积百分率显著降低，同时骨小梁间隙

面积百分率明显升高（# G 7/7-），表明骨质疏松模
型复制成功。与模型组相比，@E! F1 组的骨小梁厚

度增加（# G 7/7-），骨小梁表面积百分率明显增大，
小梁间隙面积百分率减少（# G 7/7-）（表 *）。
光镜下，模型组实验大鼠股骨上端松质骨内，骨

小梁变细，骺板明显，骺板软骨细胞排列稍乱，可见

初级骨小梁，其余各组均有初级骨小梁增生，其中，

@E! F1（17）组股骨上端松质骨骨小梁增宽，骺板明
显，但骺板软骨细胞层稍窄且排列欠整齐；@E! F1

（,*）组的骺板软骨细胞增生明显，同时，与正常对照
组相似，其股骨上端松质骨内骨小梁数较多，静止

层、增殖层和肥大层软骨细胞清楚，且有较多新生骨

小梁形成。
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表 ! !种药物对维甲酸（"# $%&’%）诱导大鼠骨质疏松症股骨重量、骨钙及骨密度的影响（!! ( "）

组别
剂量

（$%&’%）
骨钙（)）

股骨重（$%）
湿重 干重 灰重

股骨骨密度

（%&*$+）

正常对照组 — ,+-." ( !-!, /+"-0# ( 1#-!/ !."-,# ( 0,-+/ +02-## ( !0-.1 #-2. ( #-#2"
模型组 — +"-+0 ( ,-.!3 012-0# ( 2#,-#1 !,"-+# ( "+-02 ++0-+# ( !/-#! #-2" ( #-#2,3

456 7+（+#） 2 !,-22 ( ,-#18 /0#-## ( "1-## !1!-11 ( /1-!# +,0-+0 ( ,2-.+ #-++ ( #-#+8

456 7+（!0） #-#2 ,.-#/ ( 2#-/28 /2,-/# ( 2#2-/2 !/!-+1 ( "#-!1 +!1-.0 ( ,#-/, #-2. ( #-#+8

99: 2## !.-#/ ( 2#-118 01+-.# ( 2+"-20 !!/-0/ ( 1,-2# ++/-22 ( 0+-#1 #-2. ( #-#!8

;5<=>6?5@< #-2+0 ,#-2/ ( 2+-/!8 /#1-+, ( 2#.-+28 !",-!, ( /0-+"8 +!!-02 ( ,!-/+8 #-2. ( #-#28

注：# A 2#，与模型组比较，8 $ B #-#0；与正常对照组比较，3 $ B #-#0

表 " 老鹳草素对维甲酸（"# $%&’%）诱发骨质疏松大鼠股骨形态计量学的影响（!! ( "）

组别 剂量（$%&’%） C3D ;（个&$$+） C3D CE（!$） ) C3DF? ) GC3D F?
正常对照组 — 2!-1# ( 2-.1 ,2-#" ( 0-"! 0,01-,. ( ,2,-,+ +1-1/ ( ,-2,
模型组 — .-2# ( 2-2.3 +0-"# ( +-/"3 ++!#-+! ( +,!-,"3 0,-+1 ( 0-#13

456 7+（+#） 2 1-/# ( 2-1! +0-!# ( !-+# +0,/-+, ( !,+-!, ,1-10 ( !-018

456 7+（!0） #-#2 .-+0 ( 2-,1 !!-1# ( +-.,8 !+"0-#+ ( !,/-.+8 0+-., ( !-##
99: 2## 1-,# ( 2-0# +,-0# ( +-!" ++2+-1# ( ,0/-1" 0,-/+ ( !-!2
;5<=>6?5@< #-2+0 2#-/# ( 2-!, !,-/ ( +/-"#8 !/,2-/+ ( +/2-!"8 ,.-/1 ( 0-2,

注：# A 2#，与模型组比较，8 $ B #-#2；与正常对照组比较，3 $ B #-#2

# 讨论

本实验用维甲酸 "# $%·’%H 2·IH 2灌胃 20 I，动
物体重下降，体毛枯疏；卵巢指数下降，血清 FJK增
高，股骨湿重、干重和灰重均下降，股骨骨钙含量减

少，实验大鼠出现典型的骨质疏松特征。

456 7+ 是谷氨酸L"L羧化酶的辅酶，将凝血酶原
中谷氨酸残基羧化成"L羧化谷氨酸残基，又是一种
骨特异基因的转录调节剂，通过类固醇及异质物受

体（MNO）诱导成骨细胞标记物的表达，能显著提高
血清中的骨钙素含量，增强骨矿化过程，对骨骼形成

具有 重 要 作 用［0，/］。 4567+ 可 通 过 抑 制 9PN,
（*Q6@*E?@$= *@R5I8>= >S3ST56 #）的表达和前列腺素的
合成而抑制破骨细胞。456 7+ 特异性诱导破骨细胞

的凋亡，并呈时间依赖性地出现凋亡细胞显著增多，

对单独分离出的破骨细胞也有诱导凋亡功能，而对

基质细胞无此作用，但 456 7+ 可抑制组织蛋白酶 7
的 $O;F表达，从而抑制组织蛋白酶溶解骨基质［"］。
456 7+ 通过促进成骨细胞的生成及抑制破骨细胞双

向调节骨代谢，从而达到增加骨密度、维持骨健康的

作用。骨质疏松患者每天服用 456 7+（,0 $%&I）2年
后，骨密度明显高于对照组，其增加骨密度的作用优

于$L羟基维生素 U!（2!%&I）
［1］。

456 7+（+#）2 $%&’%、7+（!0）#-#2 $%&’% 和 99:
2## $%&’%灌胃 +周后，其血清磷均高于模型组和正
常对照组；与模型组相比，大鼠血清钙含量增加；股

骨骨密度均明显升高，其中 456 7+（!0）子宫指数、卵
巢指数均明显高于其他各组。本研究表明 456 7+ 可

以提高血清中钙浓度及明显增加股骨骨密度，对于

骨质疏松有良好的抑制作用，在同等用量下，456 7+

的活性是 99:钙的 2#+ V 2#, 倍，其中 7+（!0）的抑制
作用尤为显著。
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