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糖尿病大鼠血管钙含量和骨密度变化的实验研究
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摘要：目的观察糖尿病(diabetes mellitus，DM)大鼠模型血管钙含量和骨密度的变化。方法 用大剂量链脲佐菌素

(streptozotocin，sTz)一次性腹腔注射和高脂高糖饲料喂养加小剂量sTz注射制备l型和2型糖尿病大鼠模型，观察对血管钙

含量和骨密度(bone mineral density，BMD)的影响。雄性Wistar大鼠共32只随机分为4组(每组8只)，即对照组、高脂组、1

型糖尿病组和2型糖尿病组。12周后，进行主动脉钙含量、碱性磷酸酶(alkaline phosphatase，ALP)活性和骨钙素(osteocalcin，

oc)含量测定；用骨密度仪测定大鼠股骨和腰椎骨密度。结果 1型糖尿病组大鼠血管钙含量(71．67±10．61斗mol／mg．dw)

高于对照组和高脂组(44±15．87和44．8±9．44斗moL／mg．dw)(P<0．05)；2型糖尿病组大鼠血管钙含量(63．67土14．32

斗mol／mg．dw)亦高于对照组和高脂组，但无统计学差异；反映血管钙化程度的指标ALP活性在1型和2型糖尿病组(89．46±

17．8和63．68±17．83 u／mg．pr)亦明显高于对照组和高脂组(31．22±19．42和31．62±15．96 u／mg．pr)(P<o．ol，P<o．05)；

1型糖尿病组大鼠的般骨骨密度较其他3组均降低(o．1898±o．0263伽o．224±O．005、O．2374±0．0113、2431±0．0115 g／cm2)

(P<o．01)。结论糖尿病大鼠主动脉钙含量和骨密度均有变化，提示糖尿病可引起体内钙磷代谢异常，其机制有待进一步

探讨。
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Abstract：Objective To obsen，e tlIe changes of se埘m calcium content蛐d bone mineral density(BMD)in me diabetic mt

model．Methods 0ne—time intraperitonealinjection ofhigh·dose s眦ptozotocin(sTz)orhigh fat锄d sugar feed and low—dose

sTz injection was perfomed to establish type 1 or type 2 diabetic rat model．Thirty—two male wistar rats were diVided int0 4 gmups

(8 in each gmup)，the contml gmup，high-fat group，type 1 diabetes group，锄d type 2 diabetes gmup．After 12 weeks，tIle aortic

calcium content，alkaline phosphatase(ALP)actiVity，and osteocalcin(Oc)content were detemined． BMD of tlle femur and

1umbar vertebra was detected．Results The blood calcium content in type l diabetes gfoup(71．67±10．61斗moL／mg·dw)was

higher man that in the control group(44±15．87斗mol／mg·dw)and high·fat group(44．8±9．44斗mol／mg．dw，P<0．05)．The

blood calcium content in type 2 diabetes gmup was higher than山at in the con仃ol group and high—fat gfoup，wim no statistical

difference．ALP actiVi哆in type l and type 2 diabetes groups(89．46±17．8 and 63．68±17．83 u／mg．pr)was also higher than mat

in the contml gmup and high—fat group(31．22±19．42 and 31．62±15．96 u／mg．pr，P<O．Ol，P<O．05)．BMD of ttle femur in

type l diabetes group was lower man that in the otller gmups(0．1898±O．0263 vs 0．224±0．005 and 0．2374±O．0113 and 2431±

O．0115 g／cm2，P<O．01)．Conclusion The aonic calcium content and BMD change in diabetic rat models，indicating that

diabetes can cause calcium phosphorIls metaboⅡsm disorder in rats．The mechanism remains to be furtller discussed．
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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
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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心J。

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。临床上血管钙化和骨质疏松是糖尿病患者

易于发生的两种病理表现。本研究在糖尿病大鼠模

型上，观察糖尿病大鼠血管钙含量及骨密度的变化，

旨在对临床预防及治疗提供实验研究资料。

1材料与方法

1．1 动物分组及造模方法

三月龄健康雄性wistar大鼠32只，清洁级，体

重180～220 g，由内蒙古大学实验动物中心提供(许

可证号：SCxK(蒙)2002-0001)。所有大鼠适应性饲

养1周后，随机分为l型糖尿病组(1型DM组)、2

型糖尿病组(2型DM组)、高脂组和对照组(每组8

只)。造模前先测定各组大鼠空腹血糖(用拜安康

血糖仪经大鼠尾静脉采血测血糖)，然后按以下方

法进行各组造模：1型DM组：按60 mg／kg一次性腹

腔注射sTz(溶于柠檬酸钠缓冲液中，浓度1％)，72

h后测定血糖，血糖值≥16．67 mmol／L为模型成功，

随后普通饲料喂养，自由饮水；2型DM组：高脂高

糖饲料喂养4周后，按30 mg／kg一次性腹腔注射

STz，1周后再重复操作一次，72 h后测定血糖，血糖

值≥16．67 mmol／L为模型成功，随后继续高脂高糖

饲料喂养，自由饮水；高脂组：腹腔注射等量的柠檬

酸-柠檬酸钠缓冲液，高脂高糖饲料喂养，自由饮水；

对照组：腹腔注射等量的柠檬酸一柠檬酸钠缓冲液，

普通饲料喂养，自由饮水。

注：①sTz液和柠檬酸缓冲溶液必须新鲜配

制，低温(4℃)避光保存；大鼠禁食12 h后注射

STZ，注射后给予充足饮水及食物，每日换垫料1—2

次，以保持清洁干燥。②高脂饲料配方：1％胆固

醇，10％猪油，10％蔗糖，5％蛋黄粉，0．2％胆盐，

73．8％基础饲料。由北京科奥协力饲料有限公司加

工，北京市实验动物质量合格证明，许可证编号：

SCXK(京)2009加012。

1．2试剂与药品

链脲佐菌素(S唔ma公司)；骨钙素放免试剂盒、

胰岛素放免试剂盒(北京北方生物技术研究所)；羟

脯氨酸测试盒、胆碱酯酶测试盒、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。

1．3主要仪器

原子吸收分光光度计(JenanovAA300)；双能X

线骨密度仪(NORLAND，xR-36)；全自动生化分析

仪(BEcKMAN)；xH_6080型1放射免疫计数器；

Tu一1810紫外可见分光光度计。

1．4取材及标本制备

大鼠共同喂养12周后，注射戊巴比妥钠(50

mg／kg)麻醉动物，断头取血5 ml，分离血清(一40℃

保存待测各项生化指标)，收集24小时尿液(一

20℃保存待测)。迅速剖开动物取胸腹主动脉全长

用冰PBs冲洗后，去除外膜后将主动脉分成三段存

放于一80℃冰箱冻存待测相关指标。取腰椎2—4

节段及右股骨全长，清除肌肉及结缔组织后于一

40℃保存待测。

1．5血管总钙含量测定

取胸主动脉1 cm(约10 mg)80℃烤干，组织称

重，加入2 mol／L硝酸2ml消化，180℃烤干，冷却后加

入去离子水(含27 nmol／L的氯化钾和27恤mol／L的

氯化镧)10 ml复溶，取2 ml加入1％氯化锶100斗l，

用原子吸收分光光度计在422．7 nm波长处读取吸光

度，测定组织的钙含量，并换算成斗mol／mg．dw。

1．6血管碱性磷酸酶(ALP)活性测定

取腹主动脉约1cm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ALP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u／mg．pr。

1．7血管骨钙素(OC)放免测定

取腹主动脉约1 cm制备组织匀浆，离心后吸取

上清液，骨钙素浓度用125 I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ng／mg．pr。

1．8骨密度测定

采用双能x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。

1．9血液和尿液生化指标测定

血清钙、碱性磷酸酶活性、血脂、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。血清胰岛素、骨钙素、尿羟脯氨酸

(HOP)测定参照试剂盒说明书进行。

1．10统计学处理

各组实验结果以均数±标准差(孟±s)表示。使

用sPssl3．0软件进行统计学分析。数据采用单因

素方差分析、组间比较用q检验，P<0．05为差异有
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统计学意义。

2 结果

2．1大鼠一般情况

1型DM大鼠造模成功后，逐渐出现明显多尿，

体重减轻，后期有3只大鼠出现失明现象；高脂组大

鼠体重有所增加，但与对照组和2型DM组比较体

重无明显差异。

2．2 血管总钙含量、ALP活性和OC含量变化

1型DM组主动脉总钙含量较对照组和高脂组

分别升高62．9％和60％(P<0．05)；2型DM组主

动脉总钙含量较对照组和高脂组分别升高44．7％

和42．1％(P>0．05)。

1型DM组ALP活性较对照组和高脂组分别升

高1．86倍和1．83倍(JP<0．01)；2型DM组ALP活

性较对照组和高脂组分别升高1．04倍和1．ol倍

(P<O．05)；1型DM组ALP活性较2型DM组升高

40．5％(P<O．05)。各组OC含量比较无统计学差

异；见表1。

表l 主动脉总钙含量、ALP活性和0c含量变化(i±s)

Table 1 Contents of total calcium，ALP activity，

and contents of 0C

注：与对照组比较6P<O．05，66 P<O．01；与高脂组比较+P<

O．05，+。P<0．0l；与1型DM组比较，‘P<O．05

2．3骨密度测定结果

1型DM组股骨骨密度较其他3组均降低(P<

0．01)，1型DM组腰椎骨密度较其他3组均降低，

但无统计学差异(P>O．05)；高脂组和2型DM组

股骨和腰椎骨密度均较对照组有所升高，但无统计

学差异(P>0．05)；见表2。

表2腰椎和股骨骨密度比较(g／cm2)(面±s)

Table 2 Comparison of BMD between the

femllr and lumbar venehra

组别 股骨骨密度 腰椎骨密度

对照组

高脂组

1型DM组

2型DM组

注：与对照组比较66尸<0．01；与高脂组比较。。P<O．Ol；与l

型DM组比较1‘_P<O．01

2．4血清生化检测结果

1型DM组和2型DM组血糖水平明显高于对

照组和高脂组(P<0．01)；1型DM组血清胰岛素明

显低于高脂组(P<O．01)；1型DM组、2型DM组

和高脂组血清胆碱酯酶含量均高于对照组(P<

0．01，P<0．05，P<0．01)；见表3。

表3血清生化指标比较(i±s)

Table 3 Comparison of plasma biochemical indicators

注：与对照组比较6JD<O．05，66P<O．01；与高脂组比较+。P<O．01

血清钙各组问比较无统计学意义(P>0．05)；l

型和2型DM组ALP均高于对照组和高脂组(P<

o．01)，1型DM组亦高于2型DM组(P<o．01)；l

型DM组骨钙素明显高于对照组(P<o．01)，也高

于高脂组和2型DM组(P<0．05)；见表4。

表4血清生化指标比较(五±s)

Table 4 Comparison of plasma biochemical indicators

注：与对照组比较66尸<O．Ol；与高脂组比较。P<0．05，。+Jp

<O．0l；与1型DM组比较，▲P<O．05，‘‘P<O．01

2．5血脂检测结果

2型DM组血清甘油三酯高于对照组(P<

0．05)，也明显高于1型DM组(P<0．01)；2型DM

组和高脂组总胆固醇均高于对照组(P<O．01，P<

0．05)，2型DM组亦明显高于1型DM组(P<

0．01)；2型DM组血清高密度脂蛋白高于其他三组

(P<0．01，p<0．01，JP<0．05)；2型DM组血清低

密度脂蛋白高于其他三组(P<O．Ol，P<0．05，P<

0．01)，高脂组亦高于对照组和1型DM组(P<

0．05)；见表5。

2．6 24小时尿生化检测结果

1型和2型DM组尿钙／肌酐均高于对照组和高

脂组(P<0．01)；l型DM组尿磷／肌酐高于对照组和

高脂组(P<o．05)，也高于2型DM组(P<o．05)；1

型DM组尿HOP／肌酐高于对照组和高脂组(P<
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0．01)，也高于2型DM组(P<o．05)，见表6。

表5血脂含量比较(膏±s)

Table 5 Comparison ofbl00d lipid level8

注：与对照组比较6P<o．05，66P<0．01；与高脂组比较。P<0．05，。’P<0．01；与l型DM组比较，‘P<0．05，‘‘P<o．ol

表6 24 h尿生化指标比较(贾±s)

TabIe 6 Comparison of 24h uric biochemical indicators

注：与对照组比较6P<0．05，66P<0．01；与高脂组比较。P<O．05，++

P<0．Ol；与l型DM组比较，▲P<O．05

3讨论

随着人们生活水平的提高，糖尿病的发生率显

著上升，其与冠心病、肿瘤并称为影响人类健康的三

大非传染性疾病，已成为全球性的健康卫生问题。

据国际糖尿病联盟(IDF)2011年发布的统计数据显

示，全球糖尿病患病人数为3．66亿；而2010年的统

计数据显示，我国成人糖尿病的患病率为9．7％，患

者总数已超过9000万，成为世界第一糖尿病大

国H1。因此研究糖尿病及其发病机制具有重要意

义。临床上，血管钙化和骨质疏松是糖尿病患者易

于发生的两种病理表现，但是在动物实验中未见同

时观察两种病理表现在1型和2型糖尿病模型中的

变化。本研究通过一次性大剂量注射STz和高脂

高糖喂养基础上多次小剂量注射sTz诱导大鼠1型

和2型糖尿病模型，观察这两种糖尿病模型中血管

钙含量和骨密度的变化。

3．1大鼠糖尿病模型制备及其特点

人工诱发糖尿病动物模型最简便、最价廉的方

法是通过给大鼠注射化学药物如STZ等，选择性破

坏胰岛B细胞，引起细胞坏死，导致血胰岛素不同

程度下降和血糖升高，形成1型糖尿病动物模型”1。

给大鼠喂饲足够时间的高脂高糖饮食，虽不至于引

起血糖水平明显上升，却可造成广泛的胰岛素抵抗，

再结合小剂量sTz，可成功复制2型糖尿病模型”1。

本研究结果显示两型DM大鼠模型血糖均明显

升高，说明模型成功。此外2型DM组还有明显的

血脂异常，其中高脂组、1型和2型DM组血清胆碱

酯酶均有升高，说明三种动物模型均有不同程度的

肝脏代谢功能异常。

3．2糖尿病大鼠血管钙含量及钙化标志物的变化

血管钙化是钙磷在血管壁上的异常沉积，是一

种类似于骨或软骨发育的主动的、可调控的过程。

它是动脉粥样硬化、高血压、糖尿病和慢性肾病等疾

病中普遍存在的病理现象，是导致心血管事件发生

的重要危险因素之一【61。其中中膜钙化最常见于

糖尿病和终末期肾功能衰竭患者，可能会导致中风

和下肢截肢等严重后果¨3。在血管钙化动物模型

中发现，其血管壁钙含量增加，同时组织学检测发现

血管壁钙沉积增加。

ALP是成骨细胞早期分化的标志物，对细胞的

骨化作用是不可或缺的，与血管钙化密切相关。OC

则是成骨细胞晚期分化标志物，属于丫一羧基谷氨酸

蛋白家族，在调节骨矿物质代谢及血管钙化中起重

要作用，且与糖尿病血管钙化密切相关"。。明静等

的研究进一步显示，发生血管钙化者Oc水平较无

血管钙化者显著升高，中重度血管钙化者OC水平

明显高于轻度血管钙化者，OC水平与血管钙化的程

度密切相关一1。因此，这两个重要的骨基质蛋白不

仅在骨组织的骨化中发挥其功能，而且在糖尿病血

管钙化的进程中也具有重要的作用。

本研究结果观察到大鼠造模12周后，1型DM

组大鼠主动脉钙含量高于对照组(．P<0．05)，ALP

活性明显高于对照组(P<0．01)，表明大鼠血管出

现钙化。2型DM组主动脉钙含量亦升高，但与对

照组比较无统计学差异，其ALP活性也高于对照组

(P<0．05)。但两组模型中OC含量没有明显变化。

该研究结果表明，两型DM模型均可以增加血管钙

含量，但以1型DM模型的变化更为明显。由于研

究时间有限，显示早期钙化的标志物ALP活性均有
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升高，但晚期钙化标志物OC含量没有出现明显变

化。

3．3糖尿病大鼠骨密度的变化

‘本研究显示，l型DM组股骨骨密度较对照组

降低(P<0．01)，腰椎骨密度较对照组也降低，但无

统计学差异(P>0．05)；2型DM组和高脂组腰椎和

股骨骨密度较对照组均有一定程度的升高，但无统

计学差异(P>0．05)。

3．4 大鼠血清和尿生化指标的变化及其意义

动物骨代谢生化指标的改变要比骨密度改变早

而且明显，可以将二者联合，作为判断骨质丢失与否

的指标。在本研究中反映骨形成的指标主要有血清

ALP和骨钙素；反映骨吸收的指标则是尿羟脯氨

酸㈨。

本实验中4组动物的血清钙含量无显著性差异

(P>O．05)；反映骨形成的指标血清ALP和骨钙素

在1型DM组和2型DM组均高于对照组(P<

O．05，尹<0．01)；而骨吸收的指标尿HOP／肌酐在两

组亦高于对照组(P<o．05，P<0．01)。该结果说明

在两种糖尿病模型中骨代谢更新明显活跃，由于钙

磷代谢的紊乱，继而导致血管钙含量和骨密度发生

改变，其作用机制需要进一步深入的研究加以阐明。

本研究为两型糖尿病在临床上的预防和治疗提

供了一定的实验研究资料。
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