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·药物研究·

咖啡酸苯乙酯对雌性骨质疏松小鼠的实验研究
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摘要：目的 采用骨生物力学、骨密度测定方法综合评价咖啡酸苯乙酯(caffeic acid phenethyl ester

cAPE)对去势小鼠骨质疏松影响的实验研究。方法取96只12周龄c57BL／6J雌性小鼠随机分16

组，(每组6只)。分别研究cAPE预防骨质疏松部分：1周假手术组(sham PBs组)、去势组(ovx PBs

组)；4周、7周的sham PBs组、ovx PBS组、ovx cAPE(0．5 mg／kg)组、ovx cAPE(1 mg／kg)组。cAPE治

疗骨质疏松部分：7周sham空白组和ovx空白组；造模7周后腹腔注射药物4周，包括11周sham PBs

组、ovx PBS组、ovx cAPE(0．5 mg／kg)组、ovx CAPE(1 mg／kg)组。96只小鼠均用0．5％的戊巴比妥

o．3 ml腹腔注射麻醉，5分钟后心脏采血，采用E LIsA方法检测血清中雌激素水平。并对小鼠的双侧

肱骨、脊柱进行取材，取双侧肱骨进行三点弯曲实验，采用美国HOLoGIc骨密度仪分析小鼠脊柱骨

密度变化。结果 (1)血清中雌激素水平检测发现，所有ovx组雌激素较sham组显著降低(P<

o．05)。(2)骨密度：预防部分4周ovx组的脊柱骨密度值较sham组、ovxo．5mg组及ovxlmg组明显降

低(JP<O．05)。(3)生物力学：预防部分1周、4周与治疗部分7周、11周ovx组较sham组、ovxO．5mg

组、ovxlmg组的最大破坏应力指标显著降低(P<0．05)。结论咖啡酸苯乙酯能明显改善去势骨质

疏松小鼠骨的力学性能，增加去势骨质疏松小鼠的骨密度，抑制骨吸收，从而达到预防和治疗骨质疏

松的作用。

关键词：骨质疏松；咖啡酸苯乙酯；生物力学；骨密度；
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Abstract： ObjectiVe To evaluate the eff色ct of caffeic acid phenethyl ester(cAPE) on ovariectomized

mice with osteopomsis comprehensively by measu“ng bone biomechanics and bone mineral density(BMD)．

Methods A total of 96 1 2-week C57 BL／6J mice were randomly divided into 1 6 groups(，l=6 in each

group)． Prevention of osteoporosis using CAPE： 1一week sham group (sham PBS group)， ovariectomized

gmup(0Vx PBS group)；4-week and 7一week sham PBS group，0Vx PBS group，0Vx CAPE(0．5 mg／

kg)gIDup，and OVx CAPE(1 mg／kg)group．Treatment of osteoporosis using CAPE：7一week sham blank

group and 0VX blank group，and after 4-week intrape“toneal injection， l l-week sham PBS group，0Vx

PBS group，0Vx CAPE(O．5 mg／kg)group，and OVx CAPE(1 mg／kg)group．All the 96 mice were

anesthetized with 0．3 ml O．5％ pentobarbjta】intraperitoneal jnjection． B100d samples were taken from the

heart 5 minutes later． Serum estrogen level was detected using ELISA method． B订ateral humerus and the

spine were collected． Three·point bending experiment was performed on the bilateral humerus． BMD of the

spine was tested using dual一en8rgy x—ray absorPtiometry(HOLOGIC，UsA)． Results Serum estrogen level

in all 0VX groups was significantly lower than that in sham group(P<0．05)． In prevention pan，BMD in

4·week 0VX group was significantly lower than that in sham group，0VX 0．5 mg group，and 0VX 1 mg

group(P<0．05)． 0n biomechanics pan，the maximum stress f．ailure index in 1一week and 4·week 0Vx
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gIDup in preVention pan and 7一week and 1 1一week OVX group in treatment part was significantly lower than

that in sham group，0Vx 0．5 mg group，and 0VX lmg group(P<0．05)． Conclusion CAPE can

obViously improve the mechanical properties of the bone in ovariectomized osteoporotic mice， increase the

BMD of oVariectomized osteoporotic mice， and inhibit bone resorption， leading to the prevention and

treatment of osteoporosis．

Key wOrds： 0steoporosis；CAPE；Biomechanics；Bone mineral density

骨质疏松(Osteoporosis，OP)以骨量减少、微结

构退变，骨强度下降，脆性增加从而使骨折风险增高

的全身代谢性骨病。全球约两亿人患病，其中我国

约占42％⋯。原发性骨质疏松症以绝经后妇女最

多见，因此女性的发病率明显高于男性。绝经后妇

女骨质疏松及其引发的骨折严重影响中老年人生活

质量。咖啡酸苯乙酯(Caffeic Acid Phenethyl Ester，

CAPE)为蜂胶的主要活性成份，是一种天然的NF—

kB抑制剂，还具有抗菌、抗炎、抗病毒、抗肿瘤、抗氧

化等作用，一些研究表明CAPE可能通过阻止

RANKL信号通路NF—kB和NFAT的活动，从而抑制

破骨细胞的形成与激活旧1。为进一步研究CAPE对

骨质疏松的作用，本实验采用切除小鼠卵巢建立骨

质疏松模型，观察cAPE对小鼠骨密度、骨生物力学

的影响。

1材料与方法

1．1建立骨质疏松模型

所有ovx组小鼠用0．5％的戊巴比妥0．3 ml腹

腔注射麻醉后，用眼科小剪刀将小鼠背部中后三分

之一的毛剪掉。取俯卧位，用碘伏消毒手术区皮肤，

在背部两侧分别做纵行切口约0．5 cm左右，剥离卵

巢周围的白色脂肪组织，用小镊将卵巢提出，结扎输

卵管并将卵巢摘除，生理盐水冲洗后逐层缝合。假

手术组仅切开卵巢周围脂肪组织，冲洗后逐层缝合。

术后伤口给予碘伏消毒，术后所有动物无一例感染。

1．2仪器及实验药物

Instron 4455材料性能测试仪(太原理工大学应

用力学研究所)，美国Hologic双能x线骨密度仪

(山西医科大学第二临床医学院)。咖啡酸苯乙酯

(caffeic acid phenethl ester，CAPE)，美国Sigma公

司。0．5％戊巴比妥钠溶液(北京医药公司)。

1．3实验动物及分组

96只c57BL／6J近交系雌性小鼠(购自中科院

动物研究所)，将96只12周龄小鼠随机分16组，

(每组6只)。分别研究cAPE预防骨质疏松部分：1

周假手术组(sham PBS组)、去势组(ovx PBS组)；4

周、7周的sham PBS组、ovx PBS组、ovx CAPE(0．5

mg／kg)组、oVx CAPE(1 mg／kg)组。cAPE治疗骨质

疏松部分：7周sham空白组和ovx空白组；造模7周

后腹腔注射药物4周，包括11周sham PBS组、ovx

PBS组、oVx CAPE(0．5 mg／kg)组、oVx CAPE(1 mg／

kg)组。

1．4给药方法

咖啡酸苯乙酯先溶于二甲基亚砜中，之后再溶

于PBs中制成。术后3天给予腹腔注射药物(2次／

周)。PBs组腹腔注射PBs溶液0．5 ml／kg；ovx组

腹腔注射CAPE 0．5 ml／kg、ovx腹腔注射CAPE 1

ml／kg；分别于1、4、7、11周取标本。

1．5 观察指标

1．5．1 一般情况：观察所有小鼠切口、精神状态和

体重的变化，所有小鼠用电子天平测量体重(1次／

周，连续测量1 1周)。

1．5．2 雌激素检测：小鼠腹腔注射O．5％的戊巴比

妥0．5ml，5分钟成功麻醉后，心脏采血约0．4—

0．7ml，采用ELIsA法检测小鼠血清中雌激素水平。

1．5．3 BMD检测：小鼠脊柱取材后用生理盐水浸

湿的纱布一20℃冰箱保存，标本自然解冻24小时后

采用美国HOLOGIc Discovery wi骨密度仪扫描小

鼠脊柱，由设备配套的小动物软件分析并得出骨密

度值。

1．5．4生物力学：取小鼠双侧肱骨自然解冻置于

Instron 4455材料性能测试仪上(太原理工大学应用

力学研究所)，保持其湿度，测试温度为23℃。以肱

骨中点为加力点，支座跨距8mm，加载速度2mm／

min，计算机采集挠度及载荷信号并对载荷一挠度曲

线自动处理。载荷逐渐增加直到骨破坏，试验结束

后计算机自动输出实验数据。

1．6统计学方法

全部实验数据均采用sPSS 13．0分析软件对数

据进行统计分析，计量资料数据均采用以孟±s标准

差表示，两样本定量资料采用￡检验，多组定量资料

采用单因素方差分析，组间比较用LsD和Bonferroni

法，以Ⅱ=0．05为检验水准。
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2 结果

2．1一般情况与体重变化

术后3天内小鼠精神状况较差，1周左右逐渐

恢复正常。连续测量11周小鼠体重发现所有ovx

组小鼠的体重明显增加，而sham组的小鼠体重未出

现明显改变(见图1～4)。

时间(w)

图l预防部分1周体重变化折线图

Fig．1 Prevention of some l weeks weigh‘

change The line chart

时间(w)

图2预防部分4周体重变化折线图

Fig．2 Prevention of some 4 weeks weight

change The line chart

2．2雌激素检测

通过对血清中雌激素水平的检测发现，在1周、

4周、7周、1l周时，ovx组小鼠雌激素较sham组显

著降低(P<0．05)(见图5)。

2．3 BMD检测

预防部分1周、7周与治疗部分7周、11周ovx

组的脊柱骨密度值较sham组、ovx0．5mg组及

ovxlmg组统计学无差异(P>0．05)。其中预防部分

儡
蜘
拉
蓝
≈

图3预防部分7周体重变化折线图

Fig．3 Prevention of 7 weeks weight

change The line chart

——sh帅11wPBS

—avxll、ⅣPBS

ovxIlw O．5

⋯ovxllwl

一幽锄7w空白

一ovx7w空白

图4治疗部分7、11周体重变化折线图

Fig．4 Treatment of 7、l 1 weeks weight

change The 1ine chart

图5 1、4、7、ll周雌激素变化柱状图

注：‘表示P<0．05

Fig．5 l、4、7、11 weeks，estrogen

change histogram

Note‘express P<0．05

4周组的差异较显著(P<0．05)(见表1)。

2．4生物力学

预防部分1、4周与治疗部分7周ovx组较sham

组、ovx0．5mg组、ovxlmg组的弹性模量、最大破坏应

变百分比差异无统计学意义(P>0．05)，而骨的最

大破坏应力指标变化较显著(P<0．05)(见表2)。
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表l小鼠脊柱骨密度(BMD)测试结果

Table l Mouse 8pinal bone densi‘y(BMD)test results

注：’表示P<0．05，Note：‘express P<0．05

表2双侧肱骨三点弯曲试验结果n=12

Table 2 Double side humerus three

point bending test results n=12

注：’表不．P<0．05，一表不P<0．01一ot8：’express P<0 05，一

elpress P<0．01

3 讨论

随着人口的老龄化，OP的发病率逐年上升如何

预防和治疗骨质疏松已成为国内外学者研究的热

点。雌性小鼠切除双侧卵巢动物模型的建立已成为

标准化，为学术界公认的模拟妇女绝经后由于雌激

素缺乏而引起的原发性骨质疏松症"1。本实验切

除小鼠双侧卵巢后引起小鼠体重增加，检测血清中

雌激素含量下降，可以确定本实验骨质疏松模型成

功建立H1。

咖啡酸苯乙酯是蜂胶中一种单体活性物质，许

多学者通过动物实验及临床实验已证实cAPE具有

清除体内自由基，抑制体内5一脂加氧酶催化的花

生四烯酸与亚油酸的氧化反应阻断人噬中性粒细胞

氧化产物的形成；对多种瘤细胞有较显著的细胞毒

作用；还有抗炎、调节免疫功能等广泛的生物学作

用。但是关于cAPE对骨质疏松方面的研究甚少，

本研究通过生物力学、骨密度测定方法科学的评价

CAPE对骨质疏松的作用。研究结果显示：(1)骨密

度：双能x线骨密度测量仪是以x线球管发射的x

线作为放射源，检查BMD通常以脊柱及股骨颈、股

骨粗隆等部位的测定结果为诊断依据，是目前测定

人体BMD最有效的方法”1。本研究中预防部分4

周ovx组的骨密度值较sham组、ovx0．5 mg组及

ovxl mg组降低(P<0．05)。说明小鼠在切除卵巢

后骨质含量丢失加速，使用咖啡酸苯乙酯后可以提

高小鼠脊椎骨质含量，即这种药物可预防和治疗切

除卵巢引起的骨质含量丢失。(2)生物力学：对于

骨质疏松来说我们最关心的是骨骼的强度，骨生物

力学检测是将经典力学与骨科学相结合，直接反映

防治骨质疏松药物对骨组织结构的力学效应，是研

制和开发防治骨质疏松新药的一个重要检验手

段∽。。本实验结果显示，预防部分1、4周与治疗部

分7周ovx组较sham组、ovx0．5 mg组、ovxl mg组

骨的最大破坏应力指标变化较显著(P<0．05)。综

上所述，本实验中咖啡酸苯乙酯能促进去卵巢小鼠

骨结构再建，使骨密度增加外，还能增强骨的力学性

能。因此，在预防和治疗骨质疏松的角度看，早期使

用咖啡酸苯乙酯可预防和治疗骨质疏松症，而当骨

的力学性能发生改变时可能为时已晚。
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