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摘要: 目的 建立蛋鸡骨质疏松模型，研究蛋鸡骨质疏松，为人类骨质疏松的研究提供参考。方法 用低钙日粮 ( 钙含量

1. 5% ) ，连续 60d 诱发笼养蛋鸡骨质疏松症，并设立对照组( 钙含量 3. 7% ) ，分光光度法检测血清中钙、磷、碱性磷酸酶和抗酒

石酸酸性磷酸酶的含量; 称量蛋鸡股骨和胫骨的重量; 游标卡尺测量骨骼的长度、宽度; 万能材料试验机进行三点弯曲实验检

测骨骼的强度; 并制作观察骨组织切片进行 HE 染色，分析骨切片上成骨细胞、破骨细胞和骨细胞的变化。结果 研究发现与

对照组相比，低钙日粮导致了血清中碱性磷酸酶含量显著性增加，血清钙含量显著性下降，蛋鸡股骨和胫骨重量显著性变轻，

宽度显著性变窄，骨强度显著性降低。病理切片结果显示，与对照组相比，低钙组蛋鸡股骨远端骨切片中成骨细胞和破骨细

胞含量均增加，但骨细胞含量减少。结论 连续 60d 给蛋鸡饲喂低钙日粮可成功建立蛋鸡骨质疏松模型，且该模型为高转化

型骨质疏松。
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Abstract : Objective Cage layer osteoporosis is a common bone disease，which leads to a decline of eggshell quantity，an
increase of fracture rate，paralysis，and even death in hens． The disease has a big negative effect on the modern chicken industry．
The chicken osteoporosis model not only plays an important role in research of cage layer osteoporosis，but also in the human
osteoporosis．Methods In order to establish the model，the low calcium diet which only included 1. 5% of calcium was used for
inducing the cage layer osteoporosis． 3. 7% of calcium was used as control． The serum levels of calcium，phosphates，alkaline
phosphates ( ALP) ，and tartrate resistant acid phosphates ( TＲACP) were detected using spectrophotometric method． The weight，
width，and length of the tibia and femur were measured． The strength of the tibia and femur were measured by 3-point bending test
using an universal material testing machine． Bone slices were HE-stained for the analysis of osteoblasts，osteoclasts，and osteocytes
on the slices． Ｒesults The experiment results showed that compared with those in the control group，the hens in low calcium
group had an increase of serum ALP and a decrease of calcium． The weight of the tibia and femur in low calcium group was lighter
than that in control group． The width of the tibia and femur in low calcium diet group was narrower． And the strength of the bone
was weaker． Pathological section of the distal femur results showed that the bone slices of the hens in low calcium group had more
osteoclasts and osteoblasts but less bone cells than in the control group． Conclusion The experiment suggests that the chicken
osteoporosis model can be induced by low calcium diet intake for 60 days． The model is a high bone-turnover model．
Key words : Cage hens; Osteoporosis; High bone turnover; Alkaline phosphatase; Pathological slices

笼养蛋鸡骨质疏松症 ( cage layer osteoporosis)

又叫笼养蛋鸡疲劳症( cage layer fatigue) ，是蛋鸡生

产中常见的骨骼疾病，表现为蛋鸡产蛋量下降，蛋壳

质量降低，全身性骨质减少，骨组织微结构退化，骨

脆化，骨折率增加，瘫痪，甚至死亡，给养禽业带来巨

大影响。正常情况下，成骨细胞和破骨细胞处于平

衡状态，若两者之一发生紊乱或者同时发生异常，将

影响骨形成和骨吸收，导致代谢性骨病。骨质疏松

主要分为高转换型骨质疏松和低转换型骨质疏松，
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前者主要表现为骨吸收加快，骨形成代偿性加快，如

绝经后妇女骨质疏松; 后者表现为骨吸收慢，骨形成

更慢，如老年性骨质疏松。蛋鸡骨质疏松模型是研

究蛋鸡骨质疏松的重要手段，同时也为研究人类骨

质疏松的提供参考。因此本试验用低钙日粮诱发笼

养蛋鸡骨质疏松症，检测血清中 Ca、P、碱性磷酸酶

( alkaline phosphatase，ALP) 和抗酒石酸酸性磷酸酶

( tartrate resistant acid phosphatase，TＲACP) 的含量，

蛋鸡股骨和胫骨的重量、长度、宽度及强度，并制作

观察骨组织切片，分析骨组织切片成骨细胞、破骨细

胞和骨细胞数量的变化，确定该模型的分型，为蛋鸡

骨质疏松的诊断和防治提供理论支持。

1 材料与方法

1. 1 试验动物与饲养

60 羽 64 周龄罗曼粉蛋鸡被随机分成两组，每

组 30 羽，每 2 羽饲喂在同一笼中，分别提供常规饲

料( 对照组: Ca 含量 3. 7% ) 和低钙饲料( 低钙组: Ca
含量 1. 5% ) ，连续饲养 60d。饲养阶段采取自由采

食饮水，鸡舍使用自然光源和人工补充光照，每天提

供 16h 光源。
1. 2 样品的采集与保存

在试验第 0 天及第 60 天，称量蛋鸡体重。第

60 天，从 蛋 鸡 翅 静 脉 采 血 2 ml，室 温 静 置 1 h，

3 000 r /min，离心 15 min，收集血清，冻存于 － 20℃。
蛋鸡放血致死，采集整只右腿并放入 － 20℃保存，供

测定胫骨和股骨宽度、长度及骨强度。采左腿胫骨，

放入 10%甲醛中固定，用于骨显微结构的观察。
1. 3 测定方法

1. 3. 1 血清中 ALP、TＲACP、Ca 和 P 含量检测: 分

光光度法检测血清中 ALP、TＲACP、Ca 和 P 含量。
ALP 与 TＲACP 测定所用试剂盒购自上海碧云天生

物技术研究所，血清 Ca、P 测定所用试剂盒购自美

国博世生物技术有限公司。
1. 3. 2 骨形态检测: 将保存的右腿剔除肌肉、筋
膜。用分析天平 ( 精天 JA2003A) 测量胫骨质量和

股骨质量，称量 3 次取平均值。用游标卡尺测量胫

骨长度( 胫骨脊到胫骨下关节面) 、股骨长度( 滑车

槽到股骨头) 、胫骨和股骨中点宽度，测量 3 次取平

均值。
1. 3. 3 骨强度检测: 采用 3 点弯曲法，使用万能材

料试验机( LＲ10K PLUS 万能材料试验机，劳埃德仪

器有限公司，英国) 检测右侧胫骨股骨强度。骨按

同一方向放置在弯曲试验磨具支撑点上，胫骨两点

相距 7 cm，股骨两点相距 4 cm，保持骨中点与试压

点在同一位置。加压砝以 4 mm·min －1 向下施压至

胫骨断裂停止。计算机自动记录加压砝的压力和位

移，并绘制压力位移图，收集骨强度参数。记录骨骼

最大载 荷［牛 顿 ( N) ］及 刚 度［牛 顿·米 － 1 ( N·
M －1 ) ］。
1. 3. 3 骨显微结构的观察: 将股骨远端切成两片，

固定于 10%甲醛溶液中，从 10%甲醛溶液中取出骨

组织，放入脱钙液，( 盐酸: 20 ml; 甲酸: 30 ml; 甲醛:

20 ml; 蒸馏水: 30 ml ) 脱钙 4 d; 不同浓度的乙醇

( 70%1 h; 80% 1 h; 90% 1 h; 95% 1 h; 100%Ⅰ1 h;

100Ⅱ%1 h) 依次脱水; 苯( 100%Ⅰ1 h; 100%Ⅱ1 h;

100%Ⅲ1 h) 透明; 不同熔点石蜡液( 50 － 52 ℃ 1 h;

52 － 54℃ 1 h) 依次浸蜡; 石蜡包埋; 5 μm 切片( 莱

卡切片机，ＲM2235，德国) ，H． E． 染色，显微镜( 莱卡

生物显微镜，DM500，德国) 下观察其结构，分析成骨

细胞、破骨细胞和骨细胞数量的变化。
1. 4 统计分析

采用 SPSS16. 0 统计软件进行数据分析，采用独

立 T 检验进行分析，结果以平均数 ± 标准误 ( x ±
SE) 表示，P ＜ 0. 05 表示差异显著，P ＜ 0. 01 表示差

异极显著，0. 05 ＜ P ＜ 0. 09 表示有变化趋势。

2 结果

2. 1 血液指标检查结果

与对照组相比，低钙组蛋鸡血清 ALP 含量大于

对照组( P = 0. 002，) 。血清 Ca 含量低于对照组( P
= 0. 02) 。血清 TＲACP 含量相对于对照组有增加的

趋势( P = 0. 07) ( 见表 1) 。
2. 2 骨重及骨形态检测结果

与对照组相比，低钙组蛋鸡起始体重、结束体重

没有显著性变化。但是，低钙组胫骨绝对重量( P =
0. 05) 和 股 骨 绝 对 重 量 显 著 性 小 于 对 照 组 ( P =
0. 05) ( 见表 2 ) ，且低钙组胫骨( P = 0. 04 ) 、股骨宽

度( P = 0. 02) 小于对照组胫骨、股骨宽度( 见表 3) 。
2. 3 骨强度检测结果

与对照组相比，低钙组蛋鸡骨骼强度显著性低

于对照组。低钙组蛋鸡股骨最大载荷( P = 0. 01 ) 、
胫骨最大载荷( P = 0. 04) 低于对照组，且差异显著。
低钙组蛋鸡股胫骨刚度低于对照组，且差异极显著

( P = 0. 002) ( 表 4) 。
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表 1 两组碱性磷酸酶、抗酒石酸酸性磷酸酶、钙、磷的浓度

Table 1 Concentrations of ALP，TＲACP，Ca，and P

组别
Group

碱性磷酸酶 ALP
( U /L)

抗酒石酸酸性磷酸酶
TＲACP( U /L)

钙 Ca
( mg /dL)

磷 P
( mg /dL)

对照组
Control group 218. 65 ± 19. 03 99. 97 ± 22. 69 16. 37 ± 0. 99 0. 23 ± 0. 01

低钙组
Low calcium group 292. 60 ± 10. 82＊＊ 159. 20 ± 35. 95 13. 33 ± 0. 79* 0. 21 ± 0. 02

N 20 17 20 17
P 0. 002 0. 07 0. 02 0. 31

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01
* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01，compared with the control group

表 2 两组 胫骨、股骨重量及体重情况

Table 2 The body weight and the weight of the tibia and femur

组别
Group

结束体重
BWt at end( kg)

胫骨重量
Tibial weight

( kg)

股骨重量
Femoral

weight( kg)

胫骨相对重量
Ｒelative tibial
weight ( g /kg)

股骨相对重量
Ｒelative femoral
weight ( g /kg)

对照组 Control group 1. 71 ± 0. 04 9. 13 ± 0. 20 7. 62 ± 0. 20 5. 41 ± 0. 12 4. 47 ± 0. 10

低钙组
Low calcium group 1. 70 ± 0. 04 8. 60 ± 0. 17* 7. 15 ± 0. 17* 5. 13 ± 0. 13 4. 26 ± 0. 11

N 29 29 28 29 28
P 0. 86 0. 05 0. 05 0. 12 0. 16

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05
* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01，compared with the control group

表 3 两组胫骨、股骨长度及宽度

Table 3 The length and width of the tibia and femur

组别
Group

胫骨宽度
Tibial width

( mm)

胫骨长度
Tibial length

( mm)

股骨宽度
Femoral width

( mm)

股骨长度
Femoral length

( mm)

对照组
Control group 70. 74 ± 0. 06 109. 90 ± 0. 67 76. 07 ± 0. 06 74. 35 ± 0. 51

低钙组
Low calcium group 69. 17 ± 0. 04* 108. 66 ± 0. 69 74. 23 ± 0. 05* 73. 63 ± 0. 41

N 28 28 28 28
P 0. 04 0. 20 0. 02 0. 27

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05
* P ＜ 0. 05，compared with the control group

表 4 两组 胫骨、股骨强度

Table 4 The strength of the tibia and femur

组别
Group

股骨最大载荷
Femoral mixed

force( N)

股骨刚度
Femoral stiffness

( N·M －1 )

胫骨最大载荷
Tibial mixed
force( N)

胫骨刚度
Tibial stiffness

( N·M －1 )

对照组
Control group 182. 75 ± 8. 80 322580 ± 13727 126. 45 ± 5. 31 129710 ± 63. 1

低钙组
Low calcium group 147. 89 ± 10. 21* 284430 ± 22172 110. 46 ± 5. 67* 97877 ± 7. 57＊＊

N 28 28 27 28
P 0. 01 0. 15 0. 04 0. 002

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01
* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01，compared with the control group
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2. 4 骨组织显微结构观察

表 5 两组蛋鸡股骨远端骨骨组织脱钙切片细胞数

Table 5 The cell number on demineralized bone tissue slices of chicken distal femur

组别
Group

成骨细胞数
Number of Osteoblast

破骨细胞数
Number of Osteoclast

骨细胞数
Number of osteocyte

对照组
Control group 17. 8 ± 0. 8 2. 6 ± 0. 4 24. 6 ± 0. 6

低钙组
Low calcium group 20. 2 ± 0. 2 6 ± 0. 3* 20. 3 ± 0. 6*

N 6 6 6
P 0. 09 0. 02 0. 05

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05
* P ＜ 0. 05，compared with the control group

与对照相比，低钙组骨小梁稀少或断裂，小梁变

细，体积减小，连接减少，游离端增多，小梁上骨细胞

数量减少。在 400 倍镜下采集图片，计数每张图片

成骨细胞、破骨细胞、骨细胞个数。低钙组成骨细胞

相比对照组有增加的趋势( P = 0. 09 ) ; 破骨细胞增

加( P = 0. 02 ) ，且差异显著; 骨细胞减少，且差异显

著( P = 0. 03) ( 表 5) 。

3 讨论

鸟类与哺乳动物骨骼不同，雌性鸟类包括两种

骨骼: 结构骨和髓质骨［1-3］。结构骨由皮质骨和松质

骨组织，与哺乳动物相似。髓质骨是雌性鸟类性成

熟初期在长骨中形成的一种特殊疏松状骨质，其主

要作用是为蛋的形成提供钙源。蛋鸡骨质疏松是指

由于骨重建不平衡，骨吸收大于骨形成，导致结构骨

发生退行性减少［1-3］。骨质疏松的蛋鸡显示结构骨

广泛丢失，且这种丢失从蛋鸡到达性成熟时开始，直

到整个产蛋周期，因此产蛋后期骨质疏松最严重。
目前临床上主要通过临床症状诊断该病，如软破壳

蛋增加，瘫痪，死亡等［4］。
本试验使用 1. 5% 的低钙饲料饲喂蛋鸡，引起

了蛋鸡的胫骨和股骨的宽度变窄，胫骨和股骨的强

度降低，直接说明低钙饲料可成功诱导蛋鸡骨质疏

松，本实试验结果与主性［5］等研究结果一致，低钙

日粮能引起蛋鸡骨量减少，骨密度减少，骨强度降

低。但是值得注意的是，本试验在结束时也未见明

显的产蛋率下降，软破壳蛋增加，蛋鸡病死率增加，

说明在生产中可能存在较大比例未有明显骨质疏松

临床症状的蛋鸡。
食物中的钙的缺少，直接导致血清中钙含量的

减少。蛋鸡血液 ALP 主要由成骨细胞分泌的，是代

图 1 蛋鸡股骨远端骨组织脱钙

切片( HE 染色 400 × )

Fig． 1 Demineralized bone tissue slices of the chicken
distal femur ( HE staining，400 × )

表骨形成的特异性指标［6，7］。而 TＲACP 主要由破

骨细胞分泌的，是代表骨吸收的特异性指标［8］。低

钙组中血液 ALP 和 TＲACP 均增加，表明低钙饲料

引起成骨细胞和破骨细胞均增加。当食物中的钙不

足时，为了满足蛋壳形成的需要，结构骨中的钙被释
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放，迫使结构骨的骨代谢处于高位，即成骨细胞和破

骨细胞增加，但骨形成小于骨吸收。骨切片试验结

果显示低钙组蛋鸡骨切片中成骨细胞和破骨细胞均

比对照组多也证明了低钙饲料诱导骨代谢高位运

转。这结果与其他研究人员结果不一致，主性［9］和

吕文婷［10］的结果显示，低钙饲料引起的破骨细胞代

谢增强，导致骨吸收大于骨形成，但未明确说明低钙

饲料会引起成骨细胞代谢增加。这些不一致的结果

可能是与检测指标不同有关，本试验同时检测了骨

吸收和骨形成特异性指标，但在主性［9］和吕文婷［10］

的试验中，他们重点关注了骨吸收。本试验结果表

现低钙饲料能够诱导蛋鸡形成高转化型骨质疏松，

表现为成骨细胞和破骨细胞代谢均增加，但破骨细

胞代谢更强于成骨细胞。这种高转化型骨质疏松还

表现在动物体内雌激素减少时。大鼠实施卵巢摘除

手术后，可建立高转换性骨质疏松模型［11］，中老年

妇女绝经后引起的骨质疏松也表现为高转化型骨质

疏松［12］。有研究表明低钙日粮可导致蛋鸡卵巢萎

缩，卵泡变小［5］，雌激素含量降低［9］，因此低钙日粮

诱发的高转化型骨质疏松也可能与蛋鸡体内雌激素

的下降有关。但是动物钙摄入不足引起体内雌激素

减少的机理目前并不完全清楚，还需要进一步的研

究。
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