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降钙素缓释剂髓腔内植入对大鼠骨质疏松的影响
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【摘要】　目的　探讨降钙素缓释剂髓腔内植入对大鼠全身骨质疏松的影响。方法　将４０只３月龄的雌性ＳＤ大鼠随机

分为４组，Ａ组为卵巢切除联合低剂量降钙素组，Ｂ组为卵巢切除联合高剂量降钙素组，Ｃ组为卵巢切除联合空白磷酸钙载体

组，Ｄ组为假手术组，每组各１０只，比较植入术后２、４、８周各组血钙和全身骨密度变化。结果　植入术后８周，与Ｃ组相比，Ａ

组和Ｂ组股骨近端骨密度均有显著改善（犘＜０．０５），Ａ组和Ｂ组血钙浓度较Ｃ组显著下降（犘＜０．０５）。结论　降钙素缓释剂

髓腔内植入可在大鼠体内稳定有效地释放降钙素，降低血钙，提高骨密度。
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　　骨质疏松症是一种以低骨量和骨组织微细结

构破坏为特征，并能导致骨的脆性及骨折危险性

增加的疾病［１］。老年人尤其是绝经后妇女大多会

出现进行性骨质疏松，导致骨折风险增加［２３］。骨

折后由于成骨能力下降，骨折愈合缓慢，愈合后可

能出现患肢废用性骨萎缩，局部骨质疏松加重。

药用鲑鱼降钙素由３２个氨基酸残基组成，生物活

性较人降钙素高２０～４０倍，可有效调节血钙浓度

和骨代谢，抑制破骨细胞骨吸收，促进成骨细胞增

殖和新骨生成，减少骨质流失［４５］。然而，临床上

常用的鲑鱼降钙素皮下注射或鼻腔吸入给药疗程

过长，患者难以坚持，很少达到预期疗效。本实验

旨在通过建立骨质疏松大鼠模型，借助合适的缓

释递送载体将鲑鱼降钙素直接植入骨折部位以延

长药物释放时间，观察植入的降钙素缓释剂对大

鼠血钙浓度及全身骨密度的影响。

１　材料与方法

１．１　实验材料

所用的降钙素缓释剂全称为鲑鱼降钙素聚乳

酸羟基乙酸共聚物／微球磷酸钙骨水泥复合物缓释

载体，为多孔表面，呈圆柱状，直径和长度均为

３ｍｍ，由复旦大学生命科学学院制备提供，数量３０

粒，每粒含鲑鱼降钙素１５０Ｕ（由上海苏豪逸明制药

有限公司提供），无菌消毒备用。

１．２　实验动物

ＳＰＦ级健康雌性ＳＤ大鼠４０只，３月龄，体质量

２５０～３００ｇ，由上海中医药大学附属普陀医院动物

房提供，实验前适应性２２℃温室饲养１周。实验过

程中对动物处置符合２００６年科学技术部发布的《关

于善待实验动物的指导性意见》。

·１２１·
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１．３　实验方法

将４０只３月龄的雌性ＳＤ大鼠随机分为４组，

Ａ组为卵巢切除联合低剂量鲑鱼降钙素组，Ｂ组为

卵巢切除联合高剂量鲑鱼降钙素组，Ｃ组为卵巢切

除联合空白磷酸钙载体组，Ｄ组为假手术组，每组各

１０只，并予以荧光笔编号。用双能 Ｘ 线吸收骨

密度测定仪（电压７６．０ＫＶ，电流０．１５ｍＡ，剂量

１．８μＧｙ）测定大鼠左侧股骨近端骨密度。然后对

Ａ、Ｂ、Ｃ组动物行腹部切口双侧卵巢切除术，Ｄ组行

假手术作为空白对照。术后６周测定相同部位骨密

度，骨密度平均值下降２０％（假手术组除外）提示骨

质疏松模型建立［６］（图１）。将建模成功的大鼠骨密

度、血钙浓度作为本研究“治疗前”数据。

图１　行大鼠腹部切口双侧卵巢切除术建立骨质疏松大鼠

模型

腹腔注射 ３０ｇ／Ｌ 戊巴比妥溶液麻醉大鼠

（５０ｍｇ／ｋｇ），刮除大鼠右下肢膝关节周边皮毛，新

洁尔灭棉球消毒３遍。作一长约１．５ｃｍ的皮肤切

口，经膝关节前内侧入路暴露髌骨，向外翻开髌骨及

髌韧带，屈膝９０°，充分显露股骨髁，自股骨内外髁

中点用磨钻作一直径约为２．５ｍｍ的开口，将治疗药

物植入大鼠右侧股骨髓腔内，Ａ组植入降钙素缓释

剂１粒，Ｂ组植入降钙素缓释剂２粒，Ｃ组植入未载

药的空白磷酸钙载体１粒，Ｄ组不植入药物。伸膝

后逐层缝合切口，采用体积分数为７５％的乙醇消

毒，术后分笼喂养，并持续肌注青霉素１６０万单位

３ｄ（图２～４）。

于植入术后２、４、８周分别取血进行血钙浓度检

测，其中第２、４周大鼠内眦取血，取血量为１ｍＬ，第

８周心脏取血，取血量大于２ｍＬ。每次取血前检测

大鼠左侧股骨近端骨密度，并对比用药前后骨密度

变化。

植入术后２、４周取血时各有２只大鼠于取血当

日或次日死亡，可能原因包括内眦穿刺过深损伤大

脑、取血量较大导致失血性休克及取血后大鼠互相

舔舐伤口导致伤口持续失血等。植入术后８周共存

活大鼠３６只，其中Ａ组９只，Ｂ组８只，Ｃ组９只，Ｄ

组１０只，于第３次取血后采用过量麻醉法处死大鼠

（１０％水合氯醛溶液）。

图２　用磨钻作大鼠右侧股骨髁开口

图３　开口直径约２．５ｍｍ，用锥形钻头调整开口大小

图４　将降钙素缓释剂植入大鼠右侧股骨髓腔内

１．４　主要检测指标

主要检测指标包括：①双能Ｘ线吸收骨密度测

定仪测量大鼠股骨近端骨密度；②术后２、４、８周分

别取血进行大鼠血钙浓度检测，分析其血钙浓度及

骨密度动态变化。

１．５　统计学分析

所得计量数据以珚狓±狊表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统

计软件进行统计学分析，组间比较采用整组平均数

对照分析，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　股骨近端骨密度变化

植入术后８周，Ａ、Ｂ组与Ｃ组股骨近端骨密度

差异有统计学意义（犘＜０．０５），提示降钙素缓释剂

能显著改善骨质疏松大鼠模型骨密度；Ａ组与Ｂ组

骨密度差异无统计学意义（犘＞０．０５）。比较４组植

入术前后骨密度，发现无论是低剂量鲑鱼降钙素还

是高剂量鲑鱼降钙素，均不能使卵巢切除大鼠骨密

度恢复至正常大鼠骨密度水平（犘＜０．０５）（表１）。

·２２１·
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表１　植入术前后４组股骨近端骨密度比较／ｇ·ｃｍ－３（珚狓±狊）

组别 植入术前 植入术后２周 植入术后４周 植入术后８周

Ａ组 ０．１８４９±０．１０８１ ０．１８７４±０．００８５ ０．１９５６±０．００９９ ０．２０３９±０．０１１８

Ｂ组 ０．１８５７±０．０９１２ ０．１８９１±０．０１１９ ０．１９７７±０．００９６ ０．２１０６±０．０１５０

Ｃ组 ０．１８６１±０．０１４２ ０．１８５６±０．００９６ ０．１８０５±０．００８３ ０．１８１２±０．００８４

Ｄ组 ０．２８０１±０．０１００ ０．２７９９±０．０１１２ ０．２８０４±０．０１３０ ０．２７９７±０．００９６

表２　植入术前后４组血钙浓度比较／ｍｍｏｌ·Ｌ－１（珚狓±狊）

组别 植入术前 植入术后２周 植入术后４周 植入术后８周

Ａ组 ３．０１２±０．１７３ ２．９７７±０．１８８ ２．８５３±０．２２７ ２．５６９±０．２６２

Ｂ组 ２．９９３±０２１２ ２．７２７±０．２７０ ２．６６２±０．３１４ ２．４４１±０．３３６

Ｃ组 ３．００４±０．１４６ ３．０１９±０．１６２ ３．０２４±０．０７８ ３．０１６±０．０９６

Ｄ组 ２．２３９±０．１０６ ２．２３７±０．１２９ ２．２４２±０．１２７ ２．２４４±０．１２０

２．２　血钙浓度变化

植入术前Ａ、Ｂ、Ｃ组血钙浓度显著高于Ｄ组（犘＜

０．０５）。植入术后８周，Ａ、Ｂ组血钙浓度较Ｃ组显

著下降（犘＜０．０５），Ｂ组血钙下降程度较Ａ组更明

显，两者差异有统计学意义（犘＜０．０５）（表２）。

３　讨论

目前国内外对于骨质疏松的研究主要方向是抑

制破骨细胞活性和增强成骨细胞活性。降钙素作为

成熟的临床药物，被证实对老年骨质疏松有确切疗

效且安全性高，目前已广泛应用于临床［７］。降钙素

属于调节血钙浓度的激素，通过作用于破骨细胞表

面降钙素受体来抑制成熟破骨细胞对骨吸收的作

用，减缓骨密度降低［８］。目前人工合成和生物重组

降钙素有很高的生物活性，对多种类型骨质疏松有

预防和治疗作用。对于糖皮质激素缺乏导致的骨质

疏松，降钙素可起到阻止骨量进一步丢失的疗效［９］；

对绝经后雌激素缺乏导致的骨质疏松，降钙素可有

效增加松质骨强度，维生素Ｄ与之可起到协同治疗

的作用［１０］。

降钙素属于多肽类激素，生物学稳定性较差，常

规给药途径是皮下注射或鼻腔吸入，患者依从性差，

费用高，很大程度地限制了临床应用［１１］，对其给药

途径、给药方式改进是近期研究热点。Ｔａｎｇ等
［１２］

利用聚乳酸羟基乙酸共聚物构建了鲑鱼降钙素缓

释剂，体外获得了２０～４０ｄ的缓释效果，该缓释剂

生物学活性稳定，置于甲强龙诱发的骨质疏松大鼠

模型皮下，可有效减缓骨质疏松进展。近期许多学

者研制了新型降钙素口服缓释剂，期望可以减少胃

肠道对多肽的破坏。Ｂｉｎｋｌｅｙ等
［１３］将新型降钙素口

服缓释剂用于临床，同时补充活性维生素Ｄ，取得了

不低于降钙素鼻喷剂的疗效，不良反应低于１０％。

然而 Ｍａｒｉｃｉｃ
［１４］报道，应用降钙素口服缓释剂治疗

骨质疏松的结果令人失望，表明口服降钙素缓释剂

尚未成熟。

磷酸钙骨水泥是自固化人工骨修复材料，生理

条件下可固化为羟基磷灰石，化学结构类似于自然

骨磷灰石，具有可降解性和生物相容性等特点，可作

为药物缓释载体。此外，磷酸钙骨水泥与聚乳酸羟

基乙酸共聚物载药微球复合后，易形成大孔结构，利

于骨组织长入。因此，鲑鱼降钙素聚乳酸羟基乙

酸共聚物／微球磷酸钙骨水泥复合物缓释载体可在

骨质疏松动物模型中达到较高的局部药物浓度，并

改善全身骨质疏松症状。

本实验采用了在临床上已广泛应用于骨质疏松

患者的鲑鱼降钙素，其使用剂量（每日５Ｕ／ｋｇ）经科

学换算确定，血药浓度近似人体每日５０Ｕ／ｋｇ剂量

时的血药浓度，而所制备的鲑鱼降钙素聚乳酸羟

基乙酸共聚物／微球磷酸钙骨水泥复合物缓释载体

在体外实验中５０ｄ药物释放量约为载药量的

５１．７％，因此Ａ组给予１５０Ｕ的载药量，而Ｂ组则

给予３００Ｕ的载药量，以探讨最适宜的给药剂量。

本实验在去卵巢大鼠骨质疏松模型股骨髓内植入可

稳定释放的鲑鱼降钙素缓释剂，并检测术后血钙浓

度及骨密度，结果显示植入术后８周，无论是 Ａ组

还是Ｂ组，大鼠股骨近端骨密度均显著提高（犘＜

０．０５），且两组骨密度改善效果差异无统计学意义

（犘＞０．０５）；认为髓腔内植入鲑鱼降钙素缓释剂可

有效提高大鼠骨密度，改善因内源性雌激素下降（如

绝经、卵巢切除等）导致的骨质疏松症状。

本实验中所使用的鲑鱼降钙素聚乳酸羟基乙

·３２１·
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酸共聚物／微球磷酸钙骨水泥复合物缓释载体可以

恒定速率水解，并向血清中持续释放鲑鱼降钙素，抑

制破骨细胞活性，提高骨密度，而Ｂ组与 Ａ组治疗

效果差异不大可能是由于破骨细胞表面降钙素受体

饱和造成，因此可以推测继续提高药量并不能进一

步改善骨质疏松症状。值得注意的是，本实验中植

入术后８周Ｂ组骨密度仍低于正常大鼠２０％以上，

依然可以诊断为骨质疏松症（人类骨质疏松症诊断

标准为低于同龄正常人群２．５个标准差以上），因此

未来的研究方向应着重于将鲑鱼降钙素与其他类型

抗骨质疏松药物（如钙剂、双膦酸盐类、维生素Ｄ和

维生素Ｋ等）联合应用，多种药物协同作用以进一

步提高疗效。

血钙浓度主要受破骨细胞活性影响，破骨细胞

活性增高，则钙离子释放增多，血钙浓度升高，骨质

疏松症状加重，而降钙素降低血钙浓度最主要的途

径是抑制破骨细胞活性。比较植入术前各组血钙浓

度，可见去卵巢大鼠破骨细胞活性增强，骨质破坏后

钙离子释放入血液中，使血钙浓度显著升高（犘＜

０．０５）；植入术后８周，Ａ、Ｂ组血钙浓度较Ｃ组显著

下降（犘＜０．０５），Ｂ组血钙浓度下降程度较Ａ组更

明显，两者差异有统计学意义（犘＜０．０５）。降钙素

降低血钙浓度有以下４条途径：①抑制小肠对钙离

子的吸收；②抑制破骨细胞活性，减少骨骼中钙离子

流失到血液中；③抑制肾小管对磷酸根离子的重吸

收作用；④抑制肾小管对钙离子的重吸收作用，增加

钙离子自尿液流失。由于破骨细胞表面降钙素受体

存在饱和现象，高剂量降钙素不能进一步改善骨质

疏松症状，却可使血钙浓度进一步下降，并导致低钙

血症，本实验中未观察到大鼠出现四肢抽搐等症状，

但临床应用中应将降钙素与钙剂联合使用，以减少

可能出现的不良反应。

本实验设计源于在临床上老年骨质疏松骨折手

术过程中可将鲑鱼降钙素缓释剂植入髓腔，这样可

能可提供更有效的给药方式，同时不会增加患者创

伤。本实验由于实验动物数量较少，并存在动物死

亡的情况，采用了整组平均数对照分析，在接下来的

研究中将采用配对设计的方法，进一步提高实验结

果的准确性。本实验显示，鲑鱼降钙素缓释剂骨髓

腔内局部应用可有效改善全身骨质疏松症状，但是

否会有效促进局部骨折愈合尚待进一步研究。
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