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摘要: 目的 探索联合使用甲状旁腺激素和钙剂对去势大鼠诱导骨质疏松的防治作用。方法 50 只健康雌性 SD 大鼠随机

行假手术( Sham，N =10) 和切除双侧卵巢( OVX，N = 40) 手术后，OVX 大鼠随机的分成 4 组: OVX 组、CA 组、PTH 组、PTH +
CA 组。术后第一天 PTH 组及 PTH + CA 开始给予药物治疗: PTH 皮下注射( 剂量 60 μg /kg，每周 3 次) 。术后 CA 组及 PTH +
CA 组大鼠饮食中加入钙剂，其余组大鼠普通饮食，直至手术后 12 周为止，12 时所有大鼠处死取胫骨行 Micro-CT、硬组织切片

检测。结果 CA 组、PTH 组、PTH + CA 组和 OVX 组相比，胫骨近端都有较高的 BMD、BV/TV、Tb． Th、Tb． N、Conn． D、骨矿化

沉积率( MAＲ) 和较低的 Tb． Sp，其中 PTH + CA 组大鼠胫骨有最高的 BMD、BV/TV、Tb． Th、Tb． N、Conn． D、MAＲ 和最低 Tb． Sp。
钙剂和 PTH 单独使用的效果明显低于他们联合使用对去卵巢大鼠骨质疏松的防治作用。结论 联合使用甲状旁腺激素和钙

剂对去势大鼠骨质疏松的防治有叠加作用
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Abstract : Objective To investigate the effect of combined treatment with calcium and PTH on the prevention and treatment of
osteoporosis in OVX rats．Methods After bilateral ovariectomy ( OVX，n = 40) and Sham-operation ( Sham，n = 10) ，all animals
from OVX group were randomly divided into 4 groups，group OVX，group CA，group PTH，and group PTH + CA． Ｒats in group
PTH and PTH + CA received PTH ( 60 μg /kg，3 times a week) ，and in group CA and PTH + CA received high calcium diet for 12
weeks． The proximal tibias of rats were harvested and were evaluated using micro-computerized tomography and undecalcified
slices． Ｒesults Comparison with group OVX，the tibia in group CA，PTH，and PTH + CA had a higher BMD，BV /TV，Tb． Th，

Tb． N，Conn． D，and bone mineral apposition rate，but a lower Tb． Sp． Ｒats in group PTH + CA had the highest BV /TV，Tb． Th，

Tb． N，Conn． D，BMD，bone mineral apposition rate，and the lowest Tb． Sp． The effect of PTH or calcium using alone is
significantly lower than their combined use for prevention and treatment of osteoporosis in OVX rats． Conclusion PTH combined
with calcium has an additive effect on osteoporosis in OVX rats．
Key words : OVX rats; Parathyroid hormone; Osteoporosis; Calcium

骨质疏松症是一种以骨量降低，骨组织显微结

构发生退变，导致骨脆性增加，骨强度下降，易导致

骨折的骨骼疾病［1］。随着世界老年化进展，骨质疏

松的患病率越来越高，骨质疏松相关骨折已经成为

很大的世界性难题，防治骨质疏松对临床医生来说

是一项巨大的挑战［2］。预计到 2050 年，世界上一半
的髋部骨折会出现在亚洲的国家［3］。这些表明对

骨质疏松的防治在亚洲相对而言更为急迫。研究表

明小剂量间断使用 PTH 可以加快机体的骨转换，促

进成骨细胞的活性，最终会提高骨量，增加骨密度，
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改善骨质疏松［4］。近年来钙的营养问题已引起人

们越来越多的重视，钙与机体生长发育、骨骼发育和

骨质丢失都有关，终身足够的 钙摄入对预防原发性

骨质疏松症有一定的作用。目前临床上有较多种类

的抗骨质疏松药物，但这些药物尚不能完全治愈骨

质疏松，为了能取得最大疗效，人们寻求联合或序贯

治疗等方法防治骨质疏松症。本研究联合使用甲状

旁腺激素和钙剂来对骨质疏松进行干预，为临床上

这两类药物的联合使用提供理论基础。

1 材料和方法

1. 1 材料

PTH ( GIBCO 公司) ，Micro-CT ( SkyScan1176，

荷兰) ，手术操作器械( 美国史塞克医疗器械公司) 。
钙黄绿素、四环素 ( sigma，美国 ) ，硬组织切片 机

( EXAKT300，德国) ，显微镜( ZEISS Axio Imager M1，

德国) ，Image-Pro Plus 全 自 动 图 像 分 析 仪 ( Media
Cybernetics，美国) 。

2 方法

2. 2 骨质疏松动物模型的建立

50 只健康的雌性 Sprague-Dawley 大鼠( 3 月龄，

体重 220 ～ 240 g。由上海实验动物中心提供) 用于

去卵巢( OVX，N = 40 ) 制作骨质疏松模型和假手术

( Sham，N =10) 。手术开始前，所有大鼠称重，根据

体重，适量腹腔注射 10% 水合氯醛( 3 mL /kg) 进行

麻醉，麻醉成功后，于大鼠背部正中线中下 1 /3 处

作一长约 2 cm 纵行切口，向两侧钝性分离皮下软组

织，于脊柱旁开 0. 5 cm 处钝性分开肌肉组织，显露

卵巢脂肪包被组织，轻轻提起卵巢，于输卵管卵巢交

界处丝线结扎，完整摘除双侧卵巢，逐层缝合，关闭

创口。术后前 3d 给予青霉素肌肉注射( 2. 5 万 U /
kg) 预防感染。术后所有的去卵巢( OVX) 大鼠随机

的分成四组: OVX 组、CA 组、PTH 组、PTH + CA
组。
2. 3 术后饮食及治疗

术后第一天开始给予药物治疗，PTH 组和 PTH
+ CA 组: PTH 腹部皮下注射( 剂量 60 μg /kg，每周 3

次) ; OVX 组及 CA 组注射同样剂量的生理盐水直

至手术后 12 周为止。术后 OVX 组、PTH 组及 Sham
组饲养食物是基础饲料，其配方如下( g /kg) : 酪蛋

白 100，黄豆粉 150，小麦面粉 526，花生油 40，纤维

素 25，淀粉 110，AIN-76 混合维生素 10l2，AIN-76 混

合无机盐 35，D L-蛋氨酸 2，氯化胆碱 2。基础饲料

中维生素 D 含量为 1000 IU /kg，含钙 0. 7 g /kg。CA
组及 PTH + CA 组大鼠: 基础饲料加碳酸钙，含钙实

测值 3. 0 ～ 3. 3 g /kg。每周称量大鼠体重，根据体重

变化来调整药物剂量。所有大鼠在处死前第 20 天

以及处死前第 5 天，分别每日腹腔内注射 15 mg /kg
剂量的钙黄绿素及四环素。本实验所使用的药物剂

量参考以前发表的治疗骨质疏松效果明显的文献中

所使用剂量［5，6］。
2. 4 Micro-CT 检测

所有存活的大鼠在术后周时处死，完整取下大

鼠双侧胫骨，剔除周围软组织，生理盐水冲洗后，

采用 10%的多聚甲醛固定用于 Micro-CT 检测。将

左侧胫骨置于扫描床上，扫描兴趣区为腔骨近端内

松质骨。断层扫描后，3D 重建，去除骨皮质影像，分

析软件定量分析。获得大鼠胫骨感兴趣区域骨微结

构参数骨体积分数 ( bone volume / total volume，BV /
TV) 、骨小梁厚度( trabecular thickness，Tb． Th) 、骨小

粱数量 ( trabeculae number，Tb． N) 、骨小粱分离度

( trabecular spacing，Tb． Sp ) 、连接密度 ( connective
density，Conn． D． ) 及骨密度( BMD) 。
2. 5 硬组织切片

待所有胫骨经过 Micro-CT 检测后，所有标本用

4%多聚甲醛固定，梯度酒精脱水，甲基丙烯酸甲酯

包埋。包埋块修整后置于硬组织切片机沿胫骨纵轴

冠状面切片，清洗打磨抛光，切片最终厚度约为 30
～ 40 um; Masson 染色，切片在荧光显微镜及光镜下

观察。使用 Image-Pro Plus 6. 0 全自动图像分析仪

对骨矿化沉积率( MAＲ) 进行计算。
2. 6 统计学处理

应用 SPSS19. 0 统计分析，计量资料以 珋x ± s 方

式表示; 采用两因素析因设计的方差分析; 两组间比

较采用两样本 t 检验; 组间两两比较采用方差分析

下的 LSD 方法，P ＜ 0. 05 有统计学意义。

3 结果

3. 1 手术对大鼠的影响

截止到术后 12 周时，有 2 只大鼠由于手术不

当、麻醉不当和伤口感染死亡，它们其中 1 只属于

PTH 组，一种属于 CA，最终共有 48 只大鼠进入最终

试验结果评估。12 周时 Sham 大鼠的胫骨骨密度为

( 231. 78 ± 29. 23) mg /cm2，而 OVX 组大鼠胫骨骨密

度为( 162. 26 ± 26. 98) mg /cm2。相对 Sham 组，OVX
组大鼠的骨密度下降 42. 59% ( P ＜ 0. 05) ，这表明我

们的模型建立是成功的。
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3. 2 大鼠骨密度的改变

12 周时，大鼠胫骨近端的骨密度由 Micro-CT 检

测的结果如表 1 所示，我们可以发现各治疗组的胫

骨近端的骨密度都明显高 OVX 组。相对于 OVX
组，CA 组、PTH 组、PTH + CA 组分别增加了 21. 5
%、32. 7 %、42. 5%，有 明 显 的 统 计 学 意 义 ( P ＜
0. 05) 。从表 1 我们可以发现 PTH + CA 组的骨密

度最高，和 CA 组、PTH 组比较也有明显的统计学意

义( P ＜ 0. 05) ，这表明联合使用 PTH 和 CA 治疗骨

质疏松有相互促进作用。
表 1 大鼠胫骨近端骨密度的变化( 珋x ± s)

Table 1 Change of BMD of the proximal tibia in the rats

Groups Number 12 weeks( mg /cm2 )

OVX 10 162． 26 ± 26． 98
CA 9 197． 23 ± 31． 28*＆

PTH 9 215． 31 ± 33． 21*#

PTH + CA 10 231． 55 ± 36． 25*#＆

注: * : 与 OVX 组比较有显著性差异 ( P ＜ 0. 05 ) ; # : 与 CA 组比

较有显著性差异( P ＜ 0. 05 ) ; ＆ : 与 PTH 组比较有显著性差异 ( P ＜

0. 05)

3. 3 Micro-CT 三维重建分析及骨微观参数

表 2 术后 12 周时，各组大鼠左胫骨近端感兴趣区域骨微观参数

Table 1 Indexes of microstructure of the interested area of left tibia after 12 weeks of the operation

Parameter PTH + CA PTH CA OVX

Tb． N 3． 121 ± 0． 114* #＆ 2． 769 ± 0． 112* # 2． 234 ± 0． 113* ＆ 2． 197 ± 0． 091
Tb． Th 0． 180 ± 0． 015* #＆ 0． 173 ± 0． 010* # 0． 140 ± 0． 011* ＆ 0． 119 ± 0． 010
BV /TV 0． 421 ± 0． 015* #＆ 0． 385 ± 0． 028* # 0． 269 ± 0． 015* ＆ 0． 199 ± 0． 018
Tb． Sp 0． 301 ± 0． 035* #＆ 0． 396 ± 0． 051* # 0． 488 ± 0． 098* ＆ 0． 623 ± 0． 131
Conn． D 95． 441 ± 13． 321* #＆ 65． 312 ± 6． 572* # 60． 456 ± 5． 671* ＆ 41． 130 ± 8． 981

* : 与 OVX 组比较有显著性差异( P ＜ 0. 05) ; # : 与 CA 组比较有显著性差异( P ＜ 0. 05) ; ＆ : 与 PTH 组比较有显著性差异( P ＜ 0. 05)

我们通过 Micro-CT 对感兴趣区域进行三维重

建，重建的结果如图 1 所示，通过内置软件计算的骨

微观参数如表 2 所示。我们可以通过观察图 1 明显

的发现相对而言 PTH + CA 组骨小梁的数量明显多

于其它组，而且骨小梁联系紧密，骨小梁更粗。骨微

观参数更加明显的表明 PTH + CA 组有最高的 BV /
TV、Tb． Th、Tb． N、Conn． D 和最低 Tb． Sp，而 OVX 组

有最 高 的 Tb． Sp 和 最 低 BV /TV、Tb． Th、Tb． N、
Conn． D。和 OVX 组比较，CA 组、PTH 组、PTH +
CA 组骨微观参数有明显的统计学意义，这些表明联

合使用 PTH 和 CA 可以明显增加骨小梁的量。
3. 4 硬组织切片观察结果

大鼠左侧胫骨切片经过 Masson 染色结果如图

1． B 所示，我们可以清楚发现各治疗组胫骨近端的

骨小梁的量远远大于 OVX 组，且以 PTH + CA 组有

图 1 A． 左胫骨近端感兴趣区域通过 Micro-CT 扫描的

结果; B． 胫骨近端 Masson 染色切片; C． 荧光显微镜观察

结果。
Fig． 1 A． Ｒesults of the interested area of the left tibia in
micro-CT scan; B． Masson stained slices of the proximal
tibia; C． Observation under the fluoresce microscopy

着最大量的骨小梁，且骨小梁之间联系紧密，且骨小

梁排列有规律，切片的观察结果进一步证实 Micro-
CT 的结果。荧光共聚焦显微镜的观察的结果如图

1． C 所示，通过 Image-Pro Plus 6. 0 计算 OVX 组、CA
组、PTH 组、PTH + CA 组骨矿化沉积率 ( MAＲ) 结

果如下: 0. 70 ± 0. 09、1. 01 ± 0. 23、1. 18 ± 0. 28、1. 89
± 0. 10; 通过 SPSS 软件统计表明各组之间有统计学

意义( P ＜ 0. 05) ，这表明联合使用 PTH 及钙剂可以

加速骨组织的矿化。

4 讨论

骨是一种具有独特结构的高密度结缔组织，在

结构上主要分为皮质骨和松质骨。成人的骨骼主要

由皮质骨组成，约占 80%，构成骨的外层; 而松质骨

仅占 20%，主要位于骨的中心部分。松质骨由分枝

的骨小梁构成一个间隙互相连通的错综复杂的立体
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网格，其周围包绕骨髓。皮质骨结构致密，为坚硬致

密的连续体。与松质骨比较，它的血管和软组织少。
其主要功能起机械支持和抗张力。胫骨由于血供和

营养丰富，代谢功能活跃，骨的再生能力强，骨转化

率比较高，是各种骨质疏松模型和防治药物研究的

较理想部位。所以本研究选取胫骨作为研究部位。
研究表明连续给予 PTH 刺激机体会增强破骨

细胞活性，导致骨量丢失，如最常见的原发性甲状旁

腺功能亢进就是这种表现，而间歇性小剂量使用

PTH 具有促进骨合成代谢作用，并导致改善骨微结

构，增加骨量。大量的研究已经表明间歇性小剂量

使用 PTH 确实具有提高骨质疏松状态下骨密度，增

加骨量，降低骨折的发生率［7，8］，这可能和 PTH 的作

用机制有关，PTH 可以抑制成骨细胞凋亡，加速骨

衬细胞对新分化成骨细胞的招募及破骨细胞的增

殖，这些作用主要通过 Wnt 信号通路来进行［9］。我

们的实验再一次证实了间歇性小剂量使用 PTH 确

实可以对骨质疏松的防治效果显著，不仅可以保持

骨密度，阻止骨小梁的减少，且能加速骨组织的矿

化。
现研究已经表明钙剂确实可以治疗骨质疏松，

我们的实验结果很好的证明了这点，去卵巢 12 周

后，相对 OVX 组大鼠，CA 组大鼠的骨密度以及骨量

较高，且骨矿化速度明显加速。最近的研究表明高

钙环境会调节各种骨细胞的功能状态包括成骨细

胞，间质细胞，破骨细胞和软骨细胞［10］。早期研究

高钙环境对成骨细胞的影响发现，高钙环境不仅可

以促进成骨细胞增殖及分化，明显加速矿化及细胞

活性; 通过检测培养基中碱性磷酸酶、1 型胶原、和

骨钙素和矿化结节时明显发现经过高钙处理的大鼠

颅骨成骨细胞显著增加。大量的证据表明，充分摄

入钙可以增强生长期间骨增益，延缓与年龄有关的

骨损失，并且降低骨质疏松性骨折的风险［11］。我们

在实验中发现 CA 组相对于 PTH 组的抗骨质疏松效

果较差，这可能和我们实验中使用的剂量有关，我们

PTH 所使用的剂量明显大于日常预防骨质疏松常

用的剂量，同时 CA 组的给药方式也会影响疗效，但

是和 OVX 组对比有统计学意义，这表明使用钙剂来

防治骨质疏松是有效的。
在实验中我们发现 PTH 联合钙剂使用的效果

明显好于它们任何一种药物单独使用的效果，这说

明它们同时使用有互相促进作用。具体的机制尚不

清楚，以前的研究表明 PTH 可以加速骨组织的骨转

换来提高成骨细胞活性，高钙环境可以进一步增强

成骨细胞活性且能抑制破骨细胞介导的骨吸收，同

时两者都可以通过 Wnt /β-catenin 通路来促进骨组

织的形成［12］。同时我们发现钙剂和 PTH 联合使用

明显加速骨量的增加，提高骨密度以及加速骨矿化，

这些结果表明两者联合使用是一种有效治疗骨质疏

松的方法。
本次试验也有其局限性，首先我们实验使用的

大鼠数量有限，且时间较短，12 周之后动物骨质疏

松的具体情况不知。我们没有进一步从生化角度进

一步观察骨骼的具体改变，同时也没有进一步探索

机制。最后我们实验使用的药物剂量明显高于临床

上这类药物使用的剂量，同时 PTH 和钙剂联合使用

效果最好的剂量组合也不得而知，进一步确定联合

使用 PTH 和钙剂最佳剂量也是下一步要考虑的事。
综上所述，本次试验虽然没有从机制，生化方面

进一步研究 PTH 联合钙剂可以协同防治骨质疏松，

但是这次试验从体外很好的证实 PTH 联合钙剂可

以协同促进骨量的增加、加速骨组织的矿化及提高

骨密度防治骨质疏松，为其在临床两者的联合提供

了理论基础。
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