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摘要：目的观察有氧运动和褪黑素对二型糖尿病大鼠骨质疏松的影响。方法成年雌性sD大鼠80只，6周龄，随机分为

安静对照组(N)、糖尿病对照组(D)、正常有氧运动组(E)、糖尿病有氧运动组(DE)、正常褪黑素组(M)、糖尿病褪黑素组

(DM)、正常有氧运动褪黑素组(EM)、糖尿病有氧运动褪黑素组(DEM)，观察各组大鼠体重、脊椎骨以及左右股骨骨密度

(BMD)、观察大鼠血糖、血清丙二醛(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶(GsH—Px)、血清总钙(Ca)、无机磷

(P)和甲状旁腺素(PTH)的变化。结果与N组相比，E、M和EM组大鼠体重、血糖、血ca、血P和血PTH无明显变化(JP>

0．05)，血清s0D、GsH—Px水平、腰椎和左右股骨BMD显著升高(P<0．05)，血清MDA水平显著降低(P<0．05)，D组大鼠体

重、血清SOD、GsH—Px水平、血ca、腰椎和左右股骨BMD显著降低(P<O．05)，血糖、血清MDA和血PTH水平显著升高(P<

O．05)，血P无明显变化(P>O．05)；与D组比较，DE、DM组大鼠体重、血清s0D、GsH—Px水平、血ca、腰椎和左右股骨BMD显

著升高(P<o．05)，血糖、血清MDA和血PTH水平显著降低(P<0．05)，血P无明显变化(P>O。05)，有氧运动和褪黑素同时

干预效果更好。结论有氧运动和褪黑素均能改善糖尿病骨质疏松，且两者联合干预的效果更加显著，其可能与通过提高糖

尿病大鼠的抗氧化应激能力，调节糖的代谢从而有效地的降低血钙和PTH，改善BMD来缓解骨质疏松有关。
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Abstract： Objective To investigate the effect aerobic exercise combined with melatonin on osteopomsis in rats with typeⅡ

diabetes．Methods Ei曲ty 6一week—old adult female SD rats were randomly diVided into the control gmup(N)，diabetic contrQl

group(D)，nomal aerobic exercise group (E)， diabetes aerobic exercise group (DE)， nomal faded melanin group (M)，

di曲etes melatonin group(DM)，nomal aerobics melatonin group(EM)，and diabetes aerobic exercise melatonin gmup(DEM)．

Body weight，femur bone mineral density(BMD)of the spine and me hips，blood glucose，senlm malondialdehyde(MDA)，

superoxide dismutase(sOD)， glutamione peroxidase(GSH—Px)， serum total calcium(Ca)， inorganic phosphoms(P)， and

parathyroid homone(PTH)were observed in rats of each gIDup． Results compared with those in group N，body weight，blood

glucose，blood Ca，P，and semm PTH blood in gmup E，M and EM rats were not significantly changed(P>O．05)，but serum

sOD，GSH—Px，lumbar and femoral BMD increased significantly(P<O．05)，semm MDA level decreased significantly(P<

O．05)．Body weight，semm SOD，GsH—Px，blood ca，lumbar spine and femoral BMD decreased significantly(P<O．05)，but

blood glucose，MDA，and serum PTH increased significantly in group D(P<0．05)，and blood P was not significant changed(P

>0．05)．Compared with those in group D，body weight，serum SOD，GSH·Px，blood Ca，BMD of the left and right femur and

lumbar spine increased s培nificantly(P(0．05)，but blood glucose，serum MDA and serum PTH decreased signmcan曲(P<

0．05)，and no significant change in blood P(P>O．05)in gmup DE and DM． The simultaneous intervention with both aerobic
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exercise and melatonin was better．COnclusion Aembic exercise and melatonin relieve diabetic osteopomsis，and the effect is more

signi甄cant with the joint inte“ention． The effect may be associated with me increase of anti—oxidatiVe stress abilily，regulation of

glucose metabolism in order to effectively reduce semm calcium and PTH，resulting in improVing BMD to alleViate osteoporosis．

Key wOrds： Aerobic exercise；Melatonin；Type II diabetes；Osteoporosis

骨质疏松症(osteoporosis，0P)是常见的代谢性

骨病，近年来我国OP的患病率呈现出逐年增加的

趋势，以往研究表明，糖尿病(diabetes mellitus，DM)

患者半数以上合并OP⋯，其发病机制尚不明确。运

动和褪黑素对于2型糖尿病(type 2 diabetes，

T2DM)的益处十分明显，能有效改善糖尿病人的血

脂代谢紊乱，降低氧化应激损伤，有效缓解症状‘2。；

运动训练作为调控骨代谢的重要因素之一，其对骨

产生的力学刺激可显著提高骨中细胞因子转录、蛋

白表达和骨量等，从而防治骨质疏松口1。最近研究

表明，褪黑素除了参与机体生物节律、生殖、体温、免

疫功能、心血管发育等方面的调节以外，还可以通过

提高抗氧化、影响降钙素和甲状旁腺素的分泌，参与

了钙的新陈代谢，对骨的形成、骨量的增加等方面有

积极作用H。。随着人年龄增长(尤其是女性)，血清

中的褪黑素水平下降，骨质疏松症的发生几率明显

增加∞。，且与此相关。对2型糖尿病与骨质疏松的

相关性，国内外学者有所探讨¨’“，但鲜有从运动疗

法方面结合褪黑素对糖尿病骨质疏松症(diabetic

oste叩omsis，DOP)的关系做进一步的研究。本实验

用DM大鼠模型，综合评价有氧运动结合外源性褪

黑素的补充对r112DM患者预防OP的作用，对改善

糖尿病患者的症状，预防并发症的发生有实际意义。

1材料和方法

1．1 材料

雌性SD大鼠80只(购于西安交通大学实验动

物管理中心)，6w，体重200～2209，动物室内温度

(22±2)℃，相对湿度45％～55％，每天按自然昼夜

照明，光照时间12h，分笼饲养，自由饮水，国家标准

啮齿类普通饲料喂养。

1．2实验方法

1．2．1 大鼠分组及DOP模型的建立：适应性喂养1

w后，随机分为8组：安静对照组(N)、正常有氧运

动组(E)、正常褪黑素组(M)、正常有氧运动褪黑素

组(EM)、糖尿病对照组(D)、糖尿病有氧运动组

(DE)、糖尿病褪黑素组(DM)、糖尿病有氧运动褪

黑素组(DEM)，每组各10只，N组大鼠不加任何干

预，D、DE、DM和DEM组大鼠一次性腹腔注射35

mg／kg链脲佐菌素(STz)，STz购买于Sigma公司，

现配现用，注射7 d后尾静脉采血测试血糖浓度，血

糖浓度大于16．7 mmol／L且持续3 w，为暂时成模大

鼠¨o。注射sTz后，D组大鼠在实验结束前第13天

进行颈部皮下注射盐酸四环素(25 mg／kg)，作为第

1次荧光标记，在实验结束前第3天进行颈部皮下

注射calcein(5 mg／kg)作为第2次荧光标记，以在骨

表面形成黄色和绿色双荧光标志，两次荧光标记间

隔时间为10 d，可动态观察两次注射期间骨形成的

情况。末次实验后分离大鼠右侧胫骨，用甲基丙烯

酸甲酯包埋做不脱钙骨切片，采用半自动图像数字

化分析仪并计算出新生骨小梁面积百分比，D组大

鼠胫骨上段骨小梁面积百分数由25．71降低到

14．78，提示D组大鼠伴随骨量丢失。

1．2．2褪黑素干预：褪黑素购买于Sigma公司，使

用前溶于2％的乙醇溶液中，M组、EM组、DM组和

DEM组大鼠每天灌胃40 mg／kg褪黑素，N组、E组、

D组和DE组每天灌胃等体积的2％乙醇溶液。

1．2．3运动训练方案：E、EM、DE和DEM组大鼠采

用递增负荷的方式进行跑台有氧运动，起始速度为

10 m／min，时间为20 min，适应性训练1 w后开始正

式训练。运动负荷参考Bedford的研究加以调整，

每周训练5 d，速度逐渐递增由lO m／min增至20

m／min，训练时间递增值为5 min／d。9。。整个训练过

程共持续6 w，EM组和DEM组大鼠灌胃给药30

min后开始训练。

1．2．4仪器设备与观察指标的测定：于末次训练结

束后，按50 mg／kg的剂量腹腔注射2％的戊巴比妥

钠溶液麻醉后，仰卧位置于DxA探头之下，固定四

肢，使椎体保持竖直，双侧股骨保持水平状态，应用

双能x线BMD测定仪测定腰椎(k．k)和左右股

骨BMD。BMD测试结束后，迅速分离颈总动脉，采

血4 mL，注人含乙二胺四乙酸钠30斗L和10％抑肽

酶40斗L的试管中，混匀，离心半径12 cm，离心

(3000 r／min，10 min，4℃)，分离血浆，一20℃保存，

备用待测血糖、sOD(superoxide dismutase)、MDA

(malonaldehyde)、GSH．Px(glutathione peroxidase)、

血ca、P、PTH(pamthyroid homone)，血糖和血Ca、P

测定应用东芝全自动生化分析仪，s0D、MDA、GsH．
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Px的测试严格按照试剂盒说明，试剂盒购于南京建

成生物科技有限公司，应用放射免疫法测定PTH，

P-I'H放免试剂盒购自中国人民解放军总医院长城

免疫研究所。

1．3统计学处理

各组数据通过Excel2003进行统计学分析，计

量资料以均数±标准差(面±s)表示，统计学分析采

用双因素方差分析和样本f检验，P<0．05表示差

异显著性。

2 结果

2．1各组大鼠体重的变化

表l各组大鼠体重的变化(g，n=lO，面±s)

TabIe l The change of body weight in rat5

of each group(g，扎=10，i±s)

注：和N组比较，‘|P<O．05：与D组比较，。P<0．05；与DE和

DM组比较，。P<0．05

Notice：sta“sticaUy significant di圩brences when compared to N(▲P

<O．05)；StatisticaIIy signmcant di雠rences when comp8red to D(★P<

O．05)；Statistically significant differences when compared to DME and

DMMf·P<O．05)

由表1可知，与N组比较，E、M、EM组大鼠体

重下降，但是无显著性差异(P>0．05)，D组大鼠体

重显著性下降(P<0．05)；与D组比较，有氧运动和

褪黑素干预后大鼠体重显著性升高(P<0。05)，与

DME和DMM组比较，运动和褪黑素联合干预后大

鼠体重进一步升高(P<0．05)。

2．2各组大鼠椎骨和左右股骨BMD的变化

由表2可知，与N组比较，E、M、EM组大鼠椎

骨和左右股骨BMD显著性升高(P<0．05)，D组大

鼠椎骨和左右股骨BMD显著性下降(P<0．05)；与

D组比较，有氧运动干预后大鼠椎骨和左右股骨

BMD显著性升高(P<0．05)，褪黑素干预后大鼠椎

骨和左右股骨BMD升高，但不具有显著性差异(P

>0．05)，与DME和DMM组比较，运动和褪黑素联

合干预后大鼠椎骨和左右股骨BMD显著性升高(P

<0．05)。

表2各组大鼠椎骨和左右股骨BMD

的变化(∥cm2，n=10，互±5)

Table 2 The change of venebral and femoral BMD

in rats of each group(g／cm2，，暑=10，牙±s)

注：和N组比较，‘P(O．05；与D组比较，’P<O．05；与DE和

DM组比较，‘P<O．05

Notice：stati8tically significant difkrence8 when compared to N(‘尸

<O．05)；Statistically signifjc卸t di‰rences when compared to D(★P(

0．05)；Statistically significant difkrences when compared to DME and

DMM(·P<0．05、

2．3各组大鼠血糖与血清总Ca、P和PTH的变化

表3各组大鼠血糖与血清总ca、P

和PTH的变化(，l=10，露±s)

Table 3 Changes of blood glucose，serum total Ca，P，

and PTH in rats of each group(n=10，孟±5)

注：和N组比较，▲P(0．05；与D组比较，。P<O．05；与DE和DM组比

较．。．P<0．05

N01．ce：Statistically s酾浓e8n￡di踟renees when eomParedto N(▲P<0．05)；

Statistica儿y sigIlific蛐t di仃erences when compared to D(。Jp<O．05)；StatistjcaⅡy

signincanI di妊erences when eompared to DME and DMM(·P<0．05)

由表3可知，与N组比较，E、M、EM组大鼠血

糖、血PTH、血ca和血P无显著性变化(P>O．05)，

D组大鼠血糖和血PrI’H显著性升高(P<0．05)，血

Ca显著降低(P<0．05)，血P无明显变化(P>

0．05)；与D组比较，有氧运动和褪黑素干预后大鼠

血糖和血PrI'H显著性降低(P<0．05)，血Ca显著

升高(P<0．05)，血P无明显变化(P>0．05)，与

DE和DM组比较，运动和褪黑素联合干预后大鼠血

糖和血PTH显著性降低(P<0．05)，血Ca显著升

高(P<0．05)，血P无明显变化(P>0．05)。
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2．4 各组大鼠血清中的SOD、GSH—Px活性和MDA

含量的变化

表4各组大鼠血清中的s0D、GsH．Px活性

和MDA含量的变化(n=10，孑±s)

Table 4 The changes of SOD，GSH—Px activity，and

MDA content in rats of each group(n=10，元±s)

注：和N组比较，‘P<O．05；与D组比较，+P<O．05；与DE和

DM组比较，。P<O．05

Notice：Statistically s培n洒cant di饪brences when compared to N(▲尸

<0．05)；Statistically signmcant differences when compared lo D(+P<

0．05)；Statistically significant difbrences when compared to DME and

DMM(·P<0．05)

由表4可知，与N组比较，E、M、EM组大鼠血

清中的SOD、GSH—Px活性显著升高(P<0．05)，

MDA含量显著降低(P<0．05)，D组大鼠血清中的

sOD、GsH—Px活性显著降低(P<0．05)，MDA含量

显著升高(P<0．05)；与D组比较，有氧运动和褪黑

素干预后大鼠血清中的SOD、GSH．Px活性显著升高

(P<0．05)，MDA含量显著降低(|P<0．05)，与DE

和DM组比较，运动和褪黑素联合干预后SOD、

GSH-Px活性显著升高(P<0．05)，MDA含量显著

降低(P<0．05)。

3 讨论

以往对D2M的研究表明，病程持续时间越长，

体重降低程度则越明显，Tong等¨叫研究发现模拟失

重可明显降低大鼠的股骨生物力学指标值，由此表

明，体重下降是发生骨质疏松的危险因素之一；另有

部分研究则显示BMD与体脂百分比呈正相关，单就

BMD与脂肪的关系而言，目前研究尚未取得一致结

果，徐君翔⋯1认为脂肪含量对BMD有显著的影响，

局部脂肪比例增加BMD下降显著。本研究则证实，

随着D2M大鼠体重下降，体脂降低，BMD下降，有

氧运动和褪黑素干预后可明显抑制大鼠体重下降，

同时BMD下降的趋势也得到缓解。

运动是影响BMD的一个重要因素。运动方式
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不同对骨骼的负荷作用不同，对BMD产生的不同影

响。适度的运动在增加肌肉重量、增强肌力的同时，

BMD也可获得不同程度的提高，有研究显示，肌力

与BMD呈正相关，肌力的增加有助于骨量的维

持。12’13 J。大量研究证明，体育锻炼可增加峰值的骨

量，而峰值骨量是决定是否出现骨质疏松症状的关

键性因素。研究发现中等强度跑台运动通过抑制骨

吸收对去卵巢大鼠股骨下端松质骨的骨量和骨结构

产生了良好的影响¨“。另有研究表明高强度运动，

更有利于骨的矿化‘1“；同时随着运动强度的增加，

BMD值逐步增加。本研究也证实运动能改善

BMD，运动时骨骼受到挤压力和剪切力的直接刺激

作用外，还有来自肌肉收缩对骨骼的牵拉刺激，有助

于骨形成和重建，从而增加BMD；另外，运动还能增

加胃肠道对营养物质和钙的吸收，体内维生素D浓

度增高等作用来提高BMD。综上所述，运动对大鼠

骨产生的直接力学刺激有可能通过提高骨形成并抑

制骨吸收，从而使得大鼠BMD显著增加。

血清ca、P测定是可间接反应骨代谢情况’1“。

已有研究表明，糖尿病大鼠长期的高血糖会引起

Ca、P摄入减少而丢失增加，血ca降低，P1’H分泌增

加，动员大量骨Ca人血，致使骨质疏松⋯。，也有临

床证据表明长期高血糖环境不利于骨胶原交联¨“。

另外，Balint等指出高血糖毒性作用可以成骨细胞

抑制对ca的摄取，可能与糖尿病发生时骨结构改

变有关。在T1 DM患者中BMD值是降低的，对

1'2DM患者的大量研究表明，BMD值可以正常，降低

或升高。本研究则证实，D2M大鼠血糖和PTH水平

显著升高的同时，伴随血ca显著降低，椎骨和左右

股骨BMD均显著性下降，这或许是由于D2M大鼠

长期的高血糖能够降低血ca水平，而低血ca进而

影响骨矿化，使得血PTH反馈升高，并且与血糖升

高水平成正相关，从而降低BMD。因此，可以认为

糖尿病通过高血糖引起的低血ca、高PTH降低

BMD，形成骨质疏松。

褪黑素主要由松果体合成与分泌，近年来众多

实验证明，褪黑素对于骨的重建过程具有重要作用，

一方面能促进骨的发生，另一方面能防止骨的退化。

外源性褪黑素促进了多种前成骨细胞系以及人骨髓

间充质干细胞的进一步分化，在骨的发生中有至关

重要的调节作用，能促进成骨过程。褪黑素在钙新

陈代谢方面的作用最初由csaba等研究发现，这个

作用由褪黑素通过影响降钙素与PTH的分泌介导

的。本研究也证实褪黑素干预后，血糖和血清PTH
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降低，血钙升高，同时伴随BMD的增加。

大量研究表明，当DM患者血糖水平升高时，会

使氧化应激水平增高，从而促进DOP的发生与发

展，这点提示控制血糖可能是防治DOP的一个非常

重要途径。”。。氧化应激主要通过耗竭抗氧化物质、

激活破骨细胞、抑制成骨细胞及骨形成来影响骨代

谢。血清中的SOD、GSH．Px活性和MDA含量一直

被认为是反映氧化应激的敏感指标旧⋯，本研究表

明，，I'2DM大鼠血清中的SOD、GSH．Px活性降低和

MDA含量升高，抗氧化应激能力减弱，骨代谢过程

紊乱。以往研究表明，运动特别是有氧运动可以提

高机体的抗氧化应激的能力。“。，褪黑素是一种非酶

类抗氧化物质，具有较强的抗氧化应激作用。2⋯，本

研究结果显示，经过6w的有氧运动和褪黑素治疗

后，血清中SOD和GSH．Px活性明显升高，MDA含量

明显下降，从而减少氧化应激损伤。规律运动能够稳

定控制血糖水平已被诸多研究所证实。但是不同方

式运动对血糖影响的报道不多，且尚有争议。大量资

料表明，对于改善糖和胰岛素抵抗代谢，有氧运动能

够加快骨骼肌对糖的摄取，从而有效降低血糖。本研

究表明，有氧运动和褪黑素干预后大鼠血糖显著性降

低，血ca显著性升高，同时血”H水平降低，且联合

干预后大鼠后效果更好。近年研究旧到证实，高糖抑

制成骨细胞的增殖、分化，导致成骨细胞功能下降，

0rifuji等发现3w的有氧运动可降低Ⅱ型糖尿病大鼠

血糖的水平，与本研究的结果相一致。

综上所述，糖尿病持续高血糖使血Ca下降，

PTH反馈性升高和清除自由基能力减弱，引起BMD

下降，导致骨质疏松的发生；有氧运动联合褪黑素共

同干预可以明显改善糖代谢的同时还可以提高抗氧

化应激能力，降低高糖氧化应激对骨骼代谢的影响，

有效控制体重和BMD下降，缓解骨质疏松，可以为

临床上糖尿病引发的骨质疏松症的非药物治疗新方

法提供实验依据。
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