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湿寒应激对绝经大鼠骨生物力学
及尿骨代谢指标的影响

古丽娜孜·肉孜 　 穆妮热·排尔哈提 　 海力里·麦麦提 　 买买提明·努尔买买提

卡依沙尔 　 陈媛鑫 　 阿衣努尔·买提斯迪克

摘 　 要 　 目的 　 通过检测湿寒应激条件下绝经大鼠骨密度、骨生物力学及尿生化指标,探讨其对骨质疏松的影响及意义。
方法 　 选用 SD 雌性大鼠 48 只,随机分为正常对照组、假手术组、OVX 模型组和 OVX + 湿寒组,每组 12 只,OVX + 湿寒组给予应

激条件干预 9 周,于术后 7 周、9 周测量大鼠骨密度、骨生物力学及尿生化指标。 结果 　 (1)骨密度( BMD):第 7 周,与 OVX 模型

组比较,OVX + 湿寒组降低。 (2)骨生物力学:与正常对照组及假手术组比较,OVX + 湿寒组骨折应力、杨氏模量明显降低。 (3)
尿生化指标:第 7 周,与正常对照组及假手术组比较,OVX 模型组及 OVX + 湿寒组尿钙降低、尿磷升高(P < 0 . 05);与 OVX 模型

组比较,OVX 湿寒组尿钙、尿磷、尿 NTX、尿 CTX 升高(P > 0 . 05)。 结论 　 湿寒应激可使绝经大鼠骨密度降低,骨折应力及杨氏

模量下降,可能与改变骨骼钙磷代谢及加速骨吸收有关。
关键词 　 绝经 　 湿寒 　 骨密度 　 骨生物力学 　 尿生化指标
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Effects of Dampness - cold Stress on Bone Biomechanics and Urinary Indexes in Menopausal Rats. 　 Gulinazi·ROUZI,Munire·PAIER-
HATI,Hailili·MAIMAITI,et al. Uyghur Medical College,Xinjiang Medical University, Xinjiang 830011, China

Abstract　 Objective　 To investigate the effect and significance of bone mineral density, bone biomechanics and urinary biochemical
indexes of menopausal rats under dampness - cold stress. Methods　 Forty - eight female SD rats were randomly divided into normal con-
trol group, sham operation group, OVX model group and OVX + dampness - cold group, with 12 rats in each group. The OVX + damp-
ness - cold group treated with stress condition intervention for 9 weeks. The bone mineral density, bone biomechanics and urinary bio-
chemical indexes of the rats were measured at 7 and 9 weeks after surgery. Results　 (1) Bone mineral density (BMD): at week 7, com-
pared with OVX model group, OVX + dampness - cold stress group decreased. (2) Bone biomechanics: Compared with normal control
group and sham operation group, fracture stress and Young′s modulus of OVX + dampness - cold group were significantly decreased. (3)
Urinary biochemical indicators: at week 7, compared with normal control group and sham operation group, urinary calcium in OVX model
group and OVX + dampness - cold group decreased and urinary phosphorus increased(P < 0 . 05); Compared with OVX model group, u-
rine calcium, urine phosphorus, urine NTX and urine CTX were increased in OVX dampness - cold group ( P > 0 . 05) . Conclusion
Dampness - cold stress can decrease bone density, fracture stress and Young′s modulus in menopausal - induced osteoporosis rats, which
may be related to the change of bone calcium and phosphorus metabolism and the acceleration of bone resorption.
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　 　 环境与饮食作为应激对疾病的影响目前研究较

多,但对人体骨骼的影响,国内外的研究报道较少。
有研究发现,我国 50 ~ 59 岁女性骨质疏松症的患病

率约为 20. 38% ,且呈南方高、北方低的分布趋势,这
可能与体重、日照、生活饮食习惯等有关 [1] 。 有研究

表明,应激(尤其是慢性)及其相关的炎性过程,会导

致骨质疏松症、骨骼肌减少症、肥胖以及阻塞性睡眠

呼吸暂停,现代人所食用的食物、生活方式的改变,会
导致应激以及随后的慢性炎性状态 [2] 。 可见,环境

与饮食因素是骨质疏松发生、发展的重要因素。 而湿

寒的环境与饮食应激对骨质疏松的影响还未见研究

报道。 骨质疏松的发生与骨代谢过程中骨吸收和骨

形成密切相关,这一过程中与骨代谢相关的生化指标

水平也发生明显变化,本研究通过观察湿寒环境 + 饮

食应激条件下绝经后大鼠骨密度,骨生物力学及尿生

化指标尿钙( calcium,Ca)、尿磷( phosphorus, P)、尿
Ⅰ型胶原交联 N - 末端肽( type Ⅰ collagen amino -
terminal peptide,NTX)、尿Ⅰ型胶原交联羧基末端肽

( type Ⅰ collagen carboxy - terminal peptide,CTX) 水

平,初步探讨湿寒环境饮食应激对绝经后大鼠骨密

度、骨生物力学及尿生化指标的影响。
材料与方法

1. 实验动物:选用 SPF 级 SD 雌性大鼠 48 只(新
疆医 科 大 学 动 物 实 验 中 心 提 供 ), 伦 理 审 核 号:
IACUC20190916 - 01,动物许可证号: SCXK (新) -
2018 - 0002。

2. 主要试剂及仪器:尿 Ca、尿 P 试剂盒由南京建

成生物有限公司提供,尿 NTX、CTX 试剂盒由江莱生

物有限公司提供。 台式离心机购自北京医用离心机

厂(型号 LD4 - 2);全波长酶标仪购自美国 Thermo
Fisher 公司 (型号 Multiskan go); Micro - CT 购自德

国布鲁克公司(型号 SkyScan 1176)。
3. 模型建立及分组干预:OVX 模型组和 OVX +

湿寒组大鼠用 10% 水合氯醛(0. 1ml / 100g)腹腔注射

麻醉,以下腹部正中切口入腹,切除双侧卵巢,假手术

组仅切除少许卵巢周围脂肪组织。 正常对照组、假手

术组、OVX 模型组置于室温环境予普通饲料喂养;
OVX + 湿寒组给予湿寒复合应激饲养 9 周。

4. 湿寒应激源的制备:①湿寒环境:控制人工气候

室条件,模拟湿寒饲养环境,OVX + 湿寒组大鼠除游泳

外其余时间均在人工气候室内(设置温度 6 ± 1℃ ;相

对湿度 85% ~ 95% );②冷水游泳(水温 6 ± 1℃ ,1 次 /
天,每次 5min);③湿寒属性饲料:将大鼠普通饲料和

湿寒属性饲料按 7 ∶ 3比例混合制备(其中普通饲料

70% 、芫荽籽 15% 、菠菜籽 15% ),委托江苏省协同医

药生物工程有限责任公司(生产批号:20190819)加工。
5. 骨度密 ( BMD) 检测:分别于术后 7、9 周用

Micro - CT 扫描测量大鼠左侧胫骨,所得扫描数据导

入分析软件 Mimics10. 01 进行三维重建并计算,得出

骨密度数据。
6. 骨生物力学:三点弯曲实验:设置两端跨距为

20mm,运行速度设置为 2mm / min,记录载荷 - 挠度

曲线。 并计算各力学指标,骨应力、杨氏模量、最大载

荷、最大载荷点斜率。 压缩实验:连接小型加力架和

力传感器及电脑,组成测量系统。 测定最大载荷、最
大载荷点位移及压缩力深度。

7. 尿生化指标检测:每组取 6 只大鼠,分别于第

7、9 周末将各组大鼠放置集液笼 12h,收集尿液,离心

后尿液于 - 80℃冰箱保存待测。 尿 Ca 用微板法,尿
P 用磷钼酸法检测,尿 NTX、CTX 用酶联免疫吸附法

(ELISA)检测。
8. 统计学方法:采用进行 SPSS 21 . 0 统计学软

件对数据进行统计分析,计量资料的统计描述采用

均数 ± 标准差 ( x ± s) 表示,若满足正态性、方差齐

性行单因素 ANOVA 分析,以 P < 0 . 05 为差异有统

计学意义。
结 　 　 果

1. 骨密度检测比较:7 周时,与正常对照组、假手

术组比较,OVX + 湿寒组骨密度显著下降;与 OVX 模

型组比较,OVX + 湿寒组骨密度显著下降;9 周时,与
正常对照组、假手术组比较,OVX 模型组、OVX + 湿

寒组均明显下降(P < 0. 05),详见图 1。

图 1　 各组骨密度比较
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2. 骨生物力学检测比较:第 7 周时各组比较,差 异无统计学意义(P > 0. 05),详见表 1。

表 1　 第 7 周三点弯曲实验 ( x ± s,n = 6)

组别 最大载荷(N) 最大载荷点斜率(N / s) 骨折应力(MPa) 杨氏模量(MPa)
正常对照组 123. 21 ± 19. 36 86. 25 ± 12. 29 36. 12 ± 8. 53 175. 32 ± 20. 48
假手术组 115. 76 ± 20. 14 85. 04 ± 9. 36 45. 15 ± 7. 85 255. 71 ± 36. 44

OVX 模型组 126. 05 ± 4. 41 80. 89 ± 12. 38 63. 20 ± 53. 71 309. 34 ± 281. 17
OVX + 湿寒组 120. 40 ± 14. 08 79. 05 ± 7. 54 55. 30 ± 45. 65 285. 16 ± 269. 95

　 　 第 9 周时,与假手术组比较,OVX 模型组骨折应

力、杨氏模量降低,与正常对照组及假手术组比较,
OVX + 湿寒组骨折应力、杨氏模量明显降低 ( P <
0. 05),详见表 2。

表 2　 第 9 周三点弯曲实验 (n = 6,x ± s)

组别 最大载荷(N) 最大载荷点斜率(N / s) 骨折应力(MPa) 杨氏模量(MPa)
正常对照组 121. 70 ± 20. 06 85. 36 ± 7. 39 38. 82 ± 5. 68 205. 03 ± 25. 74
假手术组 118. 03 ± 16. 22 85. 12 ± 11. 75 45. 41 ± 3. 10∗ 251. 00 ± 30. 07∗

OVX 模型组 123. 43 ± 9. 09 83. 32 ± 11. 26 38. 42 ± 5. 50 # 182. 52 ± 25. 98 #

OVX + 湿寒组 129. 20 ± 11. 40 87. 48 ± 12. 39 33. 52 ± 3. 53∗# 153. 09 ± 14. 54∗#

　 　 与正常对照组比较,∗ P < 0. 05;与假手术组比较,#P < 0. 05

　 　 压缩实验第 7 周,与正常对照组比较,假手术组、
OVX 模型组最大载荷均降低(P < 0. 05);OVX + 湿寒

组最大载荷降低(P > 0. 05),详见表 3。

表 3　 压缩实验第 7 周(n = 6,x ± s)

组别
最大载荷

(N)
最大载荷点

位移(mm)
压缩力深度

(mm)

正常对照组 603. 45 ± 122. 18 5. 00 ± 0. 54 1. 33 ± 0. 11
假手术组 470. 04 ± 69. 54∗ 4. 42 ± 0. 76 1. 90 ± 0. 83

OVX 模型组 464. 68 ± 45. 94∗ 4. 86 ± 0. 72 1. 91 ± 0. 73
OVX + 湿寒组 507. 09 ± 44. 24 4. 61 ± 0. 77 1. 45 ± 0. 37

　 　 与正常对照组比较,∗ P < 0. 05

　 　 压缩实验第 9 周,与正常对照组比较,假手术组、
OVX 模型组最大载荷降低(P < 0. 05);OVX + 湿寒组

最大载荷降低(P > 0. 05);与 OVX 模型组比较,OVX +

湿寒组最大载荷升高(P < 0. 05),详见表 4。

表 4　 压缩实验第 9 周(n = 6,x ± s)

组别
最大载荷

(N)
最大载荷点

位移(mm)
压缩力深度

(mm)
正常对照组 605. 69 ± 73. 77 4. 91 ± 0. 36 1. 73 ± 0. 24
假手术组 513. 16 ± 52. 12∗ 4. 87 ± 0. 37 1. 78 ± 0. 38

OVX 模型组 458. 28 ± 44. 24∗ 4. 34 ± 0. 95 1. 82 ± 0. 45
OVX + 湿寒组 548. 66 ± 65. 72Δ 5. 05 ± 0. 69 1. 77 ± 0. 80

　 　 与正常对照组比较,∗ P < 0. 05;与 OVX 模型组比较,ΔP < 0. 05

　 　 3. 尿生化指标比较:第 7 周尿生化指标比较:与
正常对照组及假手术组比较,OVX 模型组、OVX + 湿

寒组尿钙降低、尿磷升高(P < 0. 05);尿 NTX 与 CTX
升高,(P > 0. 05);与 OVX 模型组比较,OVX 湿寒组

尿钙、尿磷( P)、尿 NTX、尿 CTX 升高(P > 0. 05),详
见表 5。

表 5　 第 7 周各组尿生化指标比较(n = 6,x ± s)

组别 Ca(mmol / L) P(mmol / L) NTX(nmol / L) CTX(ng / ml)
正常对照组 2. 55 ± 0. 85 10. 05 ± 5. 06 7. 37 ± 0. 84 0. 47 ± 0. 04
假手术组 2. 70 ± 0. 65 14. 78 ± 5. 48 7. 57 ± 1. 28 0. 47 ± 0. 05

OVX 模型组 0. 72 ± 0. 34∗# 23. 37 ± 7. 64∗# 7. 86 ± 0. 49 0. 48 ± 0. 02
OVX + 湿寒组 1. 38 ± 0. 48∗# 25. 76 ± 5. 78∗# 8. 14 ± 0. 98 0. 50 ± 0. 03

　 　 与正常对照组比较,∗ P < 0. 05;与假手术组比较,#P < 0. 05

　 　 第 9 周各组尿生化指标对比,与正常对照组、假手

术组比较,OVX 模型组尿钙降低(P < 0. 05);OVX + 湿

寒组尿钙降低(P > 0. 05); OVX 模型组、OVX + 湿寒

组尿磷均升高(P < 0. 05)。
与正常对照组比较,OVX 模型组尿 NTX 及 CTX 均

升高(P <0. 05),OVX +湿寒组变化不明显,详见表 6。
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表 6　 第 9 周各组尿生化指标比较(n = 6,x ± s)

组别 Ca(mmol / L) P(mmol / L) NTX(nmol / L) CTX(ng / ml)
正常对照组 2. 55 ± 0. 85 10. 05 ± 5. 06 7. 37 ± 0. 84 0. 47 ± 0. 04
假手术组 2. 70 ± 0. 65 14. 78 ± 5. 48 7. 57 ± 1. 28 0. 47 ± 0. 05

OVX 模型组 1. 65 ± 0. 88∗# 27. 68 ± 8. 88∗# 8. 50 ± 0. 87∗ 0. 51 ± 0. 03∗

OVX + 湿寒组 2. 07 ± 0. 56 24. 21 ± 4. 35∗# 7. 25 ± 0. 72Δ 0. 48 ± 0. 02

　 　 与正常对照组比较,∗ P < 0. 05;与假手术组比较,#P < 0. 05;与 OVX 模型组比较,ΔP < 0. 05

讨 　 　 论

环境及饮食作为应激源对很多疾病都有影响,
例如,在一项研究中发现绝经后女性骨质疏松性骨

折可能与居住地密切相关 [3] 。 还有研究发现冷环

境与高脂饮食长期并进可诱发弱精子症 [4] 。 在本

研究中,湿寒应激是在中医证候病因造模法基础上

运用大鼠湿寒属性饲料加湿寒的人工气候室条件

与冷水游泳长期刺激制备的;掌握环境与饮食应激

对疾病的影响,可从整体观理论入手,改变人们的

生活饮食习惯,做到早预防,早治疗,提高人群整体

防病意识。
比较各组骨密度发现,湿寒组骨密度降低出现于

第 7 周,OVX 模型组出现于第 9 周,提示湿寒环境饮

食应激可能使骨质疏松病程前移,在骨生物力学的研

究结果中,OVX 模型组与 OVX + 湿寒组最大载荷均

降低,而 OVX + 湿寒组有更低的骨折应力及杨氏模

量,在尿生化指标结果中发现,OVX 模型组与 OVX +
湿寒组在 7 周时就可以表现出钙磷代谢的紊乱,而骨

吸收指标的升高 OVX 模型组出现在第 9 周,OVX +
湿寒组在第 7 周就已出现。 可见,湿寒环境和饮食应

激不仅在第 7 周就影响了骨密度,而且影响了骨折应

力及杨氏模量,这可能与湿寒应激可较早影响骨代

谢,引起骨吸收加强有关。
骨生物力学是利用生物力学的方法将机械力学

原理应用于骨科的一门学科 [5] 。 当骨质疏松症发

生时, 骨皮质、骨松质和骨胶原蛋白均发生相应的

改变, 从而导致骨生物力学特性的变化 [6] 。 本研究

主要应用了弯曲试验及压缩实验。 弯曲试验可测

量长骨的骨干骨密质的力学特性 [7] 。 杨氏模量又

称弹性模量,它反映材料的内在抗弹性变 [4] 。 压缩

试验用于松质骨和椎骨的力学性能测试 [8] 。 影响

骨生物力学性能的主要原因是骨的微观结构及骨

胶原蛋白等成分的变化 [9] 。 Guler 等 [10] 对大鼠的研

究结果显示,去卵巢组在弹性模量上差异有统计学

意义,认为骨生物力学在决定骨骼脆性上具有重要

作用。 在另一些实验中,Yu 等 [11] 研究发现,去卵巢

组股骨头的破坏荷载显著低于假手术组。 对去卵

巢兔股骨的研究也表明,术后 8 周时去卵巢组弹性

模量、极限应力、破坏应力较对照组明显降低 [12] 。
这与本研究结果较一致,在 4 个组的比较中,OVX +
湿寒组骨折应力及弹性模量最低,可见湿寒环境饮食

不仅影响骨密度,还会影响骨骼的应力及弹性,这可

能意味着在湿寒环境生活的人群面临着更大的骨折

风险。
钙磷是骨矿物质的主要成分,血中钙磷水平的稳

定对骨骼的健康至关重要。 尿钙水平可评估老年人

群骨吸收状态 [13] 。 本研究中 OVX + 湿寒组尿钙降

低、尿磷升高,可见骨骼处于钙磷代谢紊乱的高转换

状态。 NTX 是骨降解后尿中出现的稳定最终产物,
可特异性地反映骨的吸收情况, 其测定方法简单且

不受饮食影响,临床中多在尿液中检测 [14] 。 有研究

发现,在绝经过渡期高水平的尿 NTX,可能预示着更

早和更多的骨折概率 [15] 。 CTX 水平反映了破骨细胞

的活性,尿 CTX 更能反映当前骨代谢状态 [16] 。 本研

究中,OVX + 湿寒组在 7 周时尿 NTX、CTX 升高,OVX
模型组 9 周时升高明显。 这与 Shieh 等 [17] 的研究结

果一致,指出 NTX、CTX 是骨代谢的敏感指标,与骨

折有明显相关性。 可见,湿寒环境是可以较早影响骨

吸收的。
在另一些研究中也发现湿冷环境对骨密度的影

响,根据在湿冷环境下工作生活 1 年的队员反映,在
越冬末期出现腰背部疼痛、四肢无力等骨质疏松前期

症状 [18] 。 研究发现,随着温度的降低,腕关节脆性骨

折的发生率也增加 [19] 。 在另一些研究中也证实了冷

刺激可能与骨质疏松性高转换状态有关 [20] 。 分析其

原因可能与血管功能障碍、血液循环不良、复温模式

干扰、温度调节损伤等有关 [21] 。
本研究发现,湿寒环境饮食应激对绝经后骨质疏

松大鼠骨密度有显著影响,并影响了骨折应力及弹性

模量,存在较大的骨折风险,考虑可能与早期影响骨

代谢水平有关。 因此,对环境饮食的干预可以较早地

预防骨质疏松。
·44·
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