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摘 要 目的：探讨骨生长肽羧基端5肽衍生物H13D联合阿仑膦酸钠（Alen）对去卵巢模型大鼠骨代谢的影响。方法：将大鼠随

机分为假手术组、模型组、H13D（10 nmol/100 g）组、Alen（10 µg/100 g）组及其联用组，每组8只，皮下注射相应药物，12周后检测各

组大鼠腰椎骨（L1～L4）和股骨的骨密度（BMD）、血清生化指标[Ca、P、碱性磷酸酶（ALP）、骨钙素（BGP）]、骨形态学变化。结果：

各组大鼠血清中Ca、P水平比较均无明显变化。与假手术组比较，其余各组大鼠ALP、BGP水平均升高，仅模型组和联用组有统计

学差异（P＜0.05或P＜0.01）；与模型组比较，其余各组大鼠ALP、BGP水平均降低，仅H13D组和Alen组有统计学差异（P＜0.05）；

骨密度和骨形态学比较表明，联用组优于假手术组（P＜0.05），假手术组优于Alen组（P＜0.05），Alen组优于H13D组，H13D组优

于模型组（P＜0.05）。结论：H13D联合Alen治疗可明显增加去卵巢模型大鼠骨密度，改善骨微结构，具有明显的协同作用。
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Effects of Osteogenic Growth Peptide C-terminal Pentapeptide Derivatives H13D Combined with Alendronate
on Bone Metabolism in Ovariectomized Rats
CHEN Ling，CAI Wang（The First Affiliated Hospital of Liaoning Medical College，Liaoning Jinzhou 121000，
China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To explore the effect of osteogenic growth peptide C-terminal pentapeptide derivatives H13D com-
bined with alendronate（Alen）on bone metabolism in ovariectomized（OVX）rats. METHODS：SD rats were randomly divided in-
to sham operation group，model group，H13D（10 nmol/100 g）group，Alen（10 µg/100 g）group and drug combination group
with 8 rats in each group. They were given relevant medicine subcutaneously. 12 weeks later，BMD，serum biochemical indicator
（Ca，P，ALP，BGP）and bone morphological changes of lumbar spinal segment（L1～L4）and femur were measured. RESULTS：

The levels of Ca and P in serum of rats had no significant change. Compared with sham operation group，the levels of ALP and
BGP increased in other groups，and there was statistical difference in model group and drug combination group（P＜0.05 or P＜
0.01）；compared with model group，the levels of ALP and BGP decreased in other groups，and there was statistical difference in
H13D group and Alen group（P＜0.05）. BMD and bone morphology showed drug combination group was better than sham opera-
tion group（P＜0.05）；sham operation group was better than Alen group（P＜0.05）；Alen group was better than H13D group；
H13D group was better than model group（P＜0.05）. CONCLUSIONS：H13D combined with Alen can significantly increase BMD
of OVX rats，improve the micro-structure of the bone，which have obvious synergies.
KEY WORDS Osteoporosis；Rats；Osteogenic growth peptide C-terminal pentapeptide derivatives H13D；Alendronate；BMD；
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骨质疏松症（Osteoporosis，OP）的预防药物主要有2种：骨

吸收抑制剂和骨形成促进剂。目前临床治疗OP大部分为骨

吸收抑制剂[1]。阿仑膦酸钠（Alen）属骨吸收抑制剂，可抑制骨

吸收、增加骨密度（Bone mineral density，BMD）、降低骨折发

生率[2]。骨生长肽（Bone growth peptide，OGP）羧基端5肽衍生

物H13D是对OGP（10～14）分子内位点进行结构改造而获得

的衍生物，具有促进骨形成作用。体内外实验证实，H13D可

加快骨再建频率、促进骨形成，进而维持去卵巢模型大鼠的骨

密度[3]，是一个极具临床应用前景的抗OP治疗药物。H13D和

Alen联合应用如果能够避免后者抑制骨形成的不良效应、增

加OP大鼠骨密度、改善骨形态，那么就找到一个治疗OP的新

方法。所以本实验对H13D联合Alen对去卵巢模型大鼠骨代

谢的影响进行了研究，以期为寻找治疗OP的新方法提供实验

依据。

1 材料
1.1 仪器

Prodigy型Dexa骨密度仪（美国Lunar公司）；SN-682型放

射免疫γ计数器（上海核福光电仪器有限公司）；全自动图象分

析仪（德国Kontron公司）；荧光显微镜（日本Olympus公司）；

硬质骨切片机（德国Polycut公司）。

1.2 药品与试剂

H13D原料药（由中国医学科学院药物研究所王德心教授

提供，纯度：99％）；Alen 原料药（陕西汉江万全公司，批号：

121268-17-5，纯度：99％）；骨钙素（BGP）放射免疫分析试剂盒

（北京原子高科股份有限公司）。

1.3 动物

SD大鼠 40只，♀，3月龄，体质量（226±26）g，购自中国

医学科学院放射医学研究所，SPF 级，合格证号：SCXK（津）

2005-0001。

2 方法
2.1 分组、建模与给药

将 40只大鼠用腹腔注射水合氯醛（0.3 ml/100 g）麻醉，32

只行双侧卵巢切除术，另 8只将卵巢取出后再送回，为假手术

组。卵巢切除术后大鼠按体质量分层随机分为模型组、H13D

（10 nmol/100 g）[4]组、Alen（10 µg/100 g）[5-6]组及其联用组，每组

8只，除模型组和假手术组大鼠每日皮下注射等体积的磷酸盐

缓冲液（PBS）外，其余大鼠皮下注射相应药物。所有大鼠饲养

于不锈钢金属笼内，室温（24±2）℃，自由摄入标准骨头饲料

和自来水，给药12周。

2.2 标本的收集与处理

末次给药后各组大鼠称质量后股动脉放血处死，取血分

离血清，－20 ℃保存；分离双侧胫骨，70％乙醇固定，制作成不

脱钙骨切片；左侧股骨和腰椎骨（L1～L4）生理盐水浸透纱布

包裹，－20 ℃保存，用作骨密度的测定。

2.3 指标测定

2.3.1 骨密度。将各组大鼠左侧股骨和腰椎骨（L1～L4）沿长

轴放置于骨密度仪的小动物平台上，采用双能X线骨密度仪

小动物软件测定各组大鼠给药后离体左侧股骨全段及腰椎骨

（L1～L4）的骨密度，扫描速度为8 mm/s。

2.3.2 血清生化指标。在Vitalab-micro半自动生化分析仪上

连续监测各组大鼠给药后血清中Ca、P、碱性磷酸酶（ALP）水

平。采用BGP放射免疫分析试剂盒和SN-682型放射免疫γ计

数器监测各组大鼠给药后血清中BGP活性。

2.3.3 骨形态。取各组大鼠给药后左胫骨上段，用水砂纸纵

向磨平至厚度为2 mm（暴露骨髓腔），70％乙醇洗净。1％Vil-

laneuva染色，再洗净乙醇，梯度脱水脱脂。过氧化苯甲酰5 g、

甲基丙烯酸甲酯 350 ml、甲基丙烯酸丁酯 150 ml、聚甲基丙烯

酸甲酯150 g混合后制成包埋剂包埋，用硬质骨切片机将标本

沿纵向切成 20 μm厚，光学树脂胶封片，置于光学显微镜，用

Kontron Ibas 2.0全自动图像处理系统测量自骺板线远端1～3

mm 范围内骨形态。主要参数：BV/TV：单位体积骨量（％），

Tb.Th：平均骨小梁厚度（μm），Tb.Sp：平均骨小梁间距（μm），

Tb.N：平均骨小梁接点数（个/视野）。

2.4 统计学方法

数据用x±s表示，采用SPSS 11.5统计软件进行处理。组

间比较采用方差分析法，多组间两两比较在方差齐时用最小

显著差法（Least significant difference，LSD），方差不齐时采用

Dunnett’s t检验。统计学显著性水准α＝0.05，双侧检验。P＜

0.05表示差异具有统计学意义。

3 结果
3.1 骨密度比较

大鼠左侧股骨和腰椎骨的骨密度：模型组＜H13D组＜假

手术组＜Alen组＜联用组。其中联用组大鼠左侧股骨和腰椎

骨的骨密度最高，与其余各组比较均有统计学差异（P＜0.01）；

Alen组大鼠左侧股骨的骨密度明显高于H13D组（P＜0.01）；

模型组大鼠左侧股骨和腰椎骨的骨密度最低。各组大鼠腰椎

骨和左侧股骨的骨密度比较见表1。

表1 各组大鼠腰椎骨和左侧股骨的骨密度比较（x±±s，n＝8）

Tab 1 Comparison of BMD of lumbar spinal segment and

the left femur in rats of each group（x±±s，n＝8）

组别
联用组
H13D组
Alen组
模型组
假手术组

腰椎骨骨密度，g/cm2

0.177 1±0.010 6▼▲★◆

0.156 8±0.074 4

0.165 3±0.068 4▲

0.149 6±0.009 8▽

0.160 9±0.008 4

左侧股骨骨密度，g/cm2

0.187 6±0.007 9▼▲★◆

0.160 6±0.006 7★

0.172 1±0.007 4▽▲

0.154 0±0.012 5

0.162 8±0.008 9

与假手术组比较：▽P＜0.05，▼P＜0.01；与模型组比较：▲P＜0.01；

与Alen组比较：★P＜0.01；与H13D组比较：◆P＜0.01

vs. sham operation group：▽ P＜0.05，▼ P＜0.01；vs. model group：
▲P＜0.01；vs. Alen group：★P＜0.01；vs. H13D group：◆P＜0.01

3.2 血清生化指标比较

各组大鼠血清中Ca、P水平均无明显变化。与假手术组比

较，其余各组大鼠ALP、BGP水平均升高，仅模型组和联用组

ALP有统计学差异，4组大鼠BGP均有统计学差异（P＜0.05或

P＜0.01）；与模型组比较，其余各组大鼠 ALP、BGP 水平均降

低，仅H13D组和Alen组大鼠ALP有统计学差异，H13D组大

鼠BGP有统计学差异（P＜0.05）。ALP和BGP是血清骨形成标

志，BGP更是直接反映骨生长和骨再建的特异性生化指标 [7]。

本实验模型组大鼠雌激素缺乏，骨转换增强[8]，骨吸收大于骨

生长，ALP、BGP水平增加。与模型组比较，H13D组、Alen组

和联用组大鼠 ALP、BGP 水平明显下降，说明模型大鼠给药

后，使过度加速的骨转换减慢，有利于骨重建。各组大鼠Ca、

P、ALP和BGP水平的比较见表2。
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表2 各组大鼠Ca、P、ALP和BGP水平的比较（x±±s，n＝8）

Tab 2 Comparison of Ca，P，ALP and BGP levels in rats of

each group（x±±s，n＝8）

组别
联用组
H13D组
Alen组
模型组
假手术组

Ca，mol/g

4.92±0.77

6.13±1.04

6.02±1.60

6.05±1.73

5.68±1.73

P，mol/L

2.11±0.42

2.38±0.37

2.33±0.24

2.48±0.48

2.38±0.49

ALP，U/L

132.25±27.95▽

122.25±46.98△

124.56±37.85△

165.00±57.24▼

91.38±24.76

BGP，ng/ml

4.97±1.24▼

3.90±1.36▽▲

4.75±1.31▽

5.55±1.43▼

2.58±0.73

与假手术组比较：▽P＜0.05，▼P＜0.01；与模型组比较：△P＜0.05，
▲P＜0.01

vs. sham operation group：▽ P＜0.05，▼ P＜0.01；vs. model group：
△P＜0.05，▲P＜0.01

3.3 骨形态学比较

与假手术组比较，模型组大鼠BV/TV、Tb.Th、Tb.N减少，

Tb.Sp明显增加（P＜0.05），表明骨小梁骨量下降、骨小梁变薄、

连接性降低，骨切片可见骨小梁游离端增多。联用组大鼠的

骨形态指标均优于假手术组（P＜0.05或P＜0.01）。与模型组

比较，Alen组、H13D组、联用组大鼠的BV/TV、Tb.Th、Tb.N均

增加，Tb.Sp减少，表明骨小梁骨量增加、骨小梁增厚、连接性

好，骨切片可见骨小梁游离端减少，其中联用组差异有统计学

意义（P＜0.01）。与 Alen 组比较，联用组大鼠的 BV/TV（P＜

0.05）、Tb.Th、Tb.N（P＜0.01）均增加，Tb.Sp 明显减少（P＜

0.01）；与H13D组比较，联用组大鼠的BV/TV（P＜0.05）、Tb.Th、

Tb.N（P＜0.01）均增加，Tb.Sp 减少。各组大鼠骨形态学参数

的比较见表3。

表3 各组大鼠骨形态学参数的比较（x±±s，n＝8）

Tab 3 Comparison of bone measurement morphological pa-

rameters of rats in each group（x±±s，n＝8）

组别
联用组
H13D组
Alen组
模型组
假手术组

BV/TV，％
35.450±12.889▽▲☆◇

25.747±8.268

24.242±6.126

17.881±5.743

26.007±7.053

Tb.Th，μm

203.495±41.937▽▲◆

136.160±12.303

166.520±50.128

126.835±43.517

150.143±41.894

Tb.Sp，μm

369.317±73.052▼▲★

438.234±89.064▲

483.408±97.622▲

586.533±47.404▽

499.213±59.615

Tb.N，个/视野
1.865±0.225▼▲★

1.770±0.294▼▲

1.600±0.147△

1.352±0.168

1.497±0.112

与假手术组比较：▽P＜0.05，▼P＜0.01；与模型组比较：△P＜0.05，
▲P＜0.01；与Alen组比较：☆P＜0.05，★P＜0.01；与H13D组比较：◇P＜

0.05，◆P＜0.01

vs. sham operation group：▽ P＜0.05，▼ P＜0.01；vs. model group：
△ P＜0.05，▲ P＜0.01；vs. Alen group：☆ P＜0.05，★ P＜0.01；vs. H13D

group：◇P＜0.05，◆P＜0.01

4 讨论
H13D是肽类衍生物，目前处于动物试验阶段，一般通过

静脉注射或者皮下注射方式给药，但皮下注射的给药方式更

为方便。临床上Alen有2种给药方式：口服或静脉给药。本次

实验为了保证给药方式的一致性，保证不会因为给药方式的

不同，导致生物利用度不一致而影响疗效，所以H13D、Alen和

PBS均选择皮下注射。

与模型组比较，Alen组、H13D组和联用组大鼠的腰椎骨

（L1～L4）及股骨骨密度均增加，依次为 H13D 组＜Alen 组＜

联用组。骨形态学结果表明，Alen组和H13D组大鼠治疗效果

相当，接近假手术组水平，联用组大鼠治疗效果优于假手术

组。综合骨密度和骨形态学指标说明，Alen组大鼠的治疗效果

优于 H13D组，联用组大鼠的治疗效果优于Alen组和H13D组。

Alen是临床常用治疗OP的药物，但长期应用二膦酸盐会

过度抑制骨吸收，可导致骨矿化时间相对延长，矿化过度可使

骨脆性增加及骨重建过缓，不利于骨组织内微损伤的修复和

骨更新而导致骨质老化和脆性增加[9]。骨形成促进剂可直接

刺激骨形成，增加骨量和改善骨质量，降低骨折发生率。H13D

是对 OGP（10～14）分子内位点进行结构改造而获得的衍生

物，抗酶降解的能力强，生物利用度增加。研究[3]证实，H13D

在体外可明显促进大鼠成骨细胞（Osteoblast，OB）增殖，对OB

Ⅰ型胶原蛋白的表达有上调作用；在体内通过加快骨再建频

率，促进骨形成，增加模型大鼠的骨量。Alen与H13D联用既

保留了Alen抑制骨吸收和增加骨量的作用，又避免了其降低

骨再建频率和抑制骨形成的不良效应，最终使骨量增加，骨微

结构改善。
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