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[摘要 ]  研究番茄红素对小剂量多次腹腔注射链脲佐菌素所致糖尿病大鼠骨质的影响. 用链脲佐菌素以 30

m g /kg注射W ister雄性大鼠 6周, 成功建立糖尿病模型; 对正常对照组、糖尿病模型组、番茄红素组和胰岛素治

疗组进行骨常规参数进行测定及比较.糖尿病模型组骨密度、骨结构力学参数、生物力学参数、骨钙、镁、锰及羟

脯氨酸含量均比青年组有显著降低 (P < 01 01) ,而骨磷含量、骨和血清碱性磷酸转移酶均比正常对照组有显著

升高 (P < 01 01);相比之下,番茄红素组在上述参数指标方面均与糖尿病模型组呈现显著差异 (P < 0101), 与胰

岛素治疗组呈现相同作用趋势,但效果不如后者. 研究表明长期摄入番茄红素可减少小剂量多次腹腔注射链脲

佐菌素大鼠糖尿病的发病率,进而影响糖尿病大鼠骨质变化的发生.
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Influence on Osseous Changes of D iabetic Rat by Lycopene
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Abstrac t: Eva luation of the effects o f lycopene on osseous change o f d iabe tic rats induced by streptozo tocin ( STZ ) injec-

ted a t severa l low dosages w erem ade. In jections o f STZ fo r six w eeks to se tm ode o f the diabetic ra ts. Theyw ere random-

ly divided in four groups, including contro l g roup, d iabetic m ode l g roup, lycopene g roup and insu lin- trea ted d iabe tic

g roup, w hose o sseous routine param ete rs w ere tested and com pared. Com pa red w ith contro l group, the bone m inera l den-

s ity ( BMD) , struc tura l pow er param ete rs o f bone, biolog ica l pow er param eters o f bone, bone ca lc ium, m anganese, m agne-

s ium and the content o f hydroxypro line in the diabetic mode l group w ere s ignificantly decreased (P < 0101). And the

content of bone phosphorus, the activ ity o f bone and serum alka line pho sphatase ( ALP ) w ere sign ifican tly ra ised (P <

01 01). Mo reover, it is significantly different between lycopene g roup and diabeticm ode l g roup in these param eters (P

< 0101). But the cured effect o f insu lin- trea ted d iabetic group w as better than the ly copene g roup. Lycopene can reduce

the inc idence of d iabetes in rats induced by streptozo tocin a t several low dosages, and re fo rm the osseous change of dia-

betic ra t.
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  1875年从番茄中获得番茄红素的粗提物, 当时命名为 So lanorubin. 1903年 Schunck发现番茄中红色

素的吸收光谱与类胡萝卜素不同, 遂将这种红色素更名为 Lycopene.番茄红素在自然界中广泛存在于番

茄、西瓜、葡萄柚等中.近几年研究发现番茄红素具有多种生物学活性, 其中尤以抗氧化、弱雌性激素活性、

提高免疫力和抗癌作用突出,此外在防止骨质疏松症, 改善妇女更年期障碍, 防止心血管疾病等方面均有

一定的作用
[ 1- 4]

.

本实验通过番茄红素对骨质的骨密度、骨结构力学参数、生物力学参数、主要骨矿物质 (钙、镁、锰、

磷 )、血清磷钙、羟脯氨酸含量及碱性磷酸酶活性等参数的测量, 来研究此类化合物对链脲佐菌素诱发糖

尿病大鼠骨质的影响.
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1 材料与方法

111 主要仪器和试剂

  Labconco冰冻真空干燥仪, 752分光光度计, 960型荧光分光光度计, J2- SH高速冰冻离心机, Lunar

- XR型双能 X线骨密度测定仪,岛津万能实验机,火焰原子吸收分光光度计, C30柱 ( YMC Carotenoid S-

5, W aters), HPLC(W aters 600E溶剂输送系统, PDA - 2996二极管阵列检测器 ) ,血糖和胰岛素测定试剂盒

(中原生物科技公司 ) ,番茄红素乳化剂 (新疆红帆生物科技公司 ), 乙腈、甲醇、甲基叔丁基醚 (MTBE ) (迪

马公司 ) ,无水乙醇、链脲佐菌素 (北京化学试剂公司 ) ,大孔吸附树脂 (天津农业股份公司 ).

112 乳化剂破乳制备番茄红素
( 1) 称取 10 g乳化颗粒加入少许水,超声波促溶后,加入 300mL丙酮 -正己烷 ( VBV = 3B2)萃取.静

置 2 h后,将脂溶性相收集 (反复萃取直至水相成无色 ) .再利用减压旋转蒸发仪进行提取液浓缩处理.

( 2) 番茄红素提取液柱色谱的纯化.

¹ 装柱.将活化好的氧化铝装填于玻璃层析柱中,装填高度为 12 cm, 用正己烷润湿.

º 洗脱.取 2mL番茄红素提取液上柱, 用 50mL正己烷 -丙酮淋洗, 收集洗脱液. 将洗脱液用氮气吹

干制粉,装入充满氮气的玻璃瓶内, - 70e 储存备用.

113 番茄红素的鉴定
根据其 HPLC中保留时间和紫外可见吸收光谱的特征峰与标准品对照进行鉴定. 得到的番茄红素提

取液经过过滤后用高效液相色谱分离.

色谱条件如下:

色谱柱: W aters YMC Caro tenoid S- 5( 416 @ 250mm).

流动相 A: 乙腈 -甲醇 ( 75B25); 流动相 B: MTBE.流动相 A与 B中分别加入 0105%三乙胺作为改性
剂防止番茄红素降解.

线性梯度洗脱: B在 8m in内由 0%增加至 55%; 8~ 35m in B维持 55%; 35~ 40m in B由 55%减至 0% .

流速: 110mL /m in.

检测波长: 475 nm; 波长范围 260~ 700 nm.

进样量: 20 LL.

收集后观察其光谱特征峰行为.

114 动物实验

11411 链脲佐菌素致糖尿病模型的建立

6周龄W istar雄性大鼠 40只 (均由中国医学科学院实验动物中心提供 ) ,体重 150~ 170 g, 随机分为

正常对照组 ( A )、糖尿病模型组 ( B )、番茄红素 + STZ组 ( C)和 STZ+胰岛素治疗组 ( D).

糖尿病模型组 ( B )、番茄红素 + STZ组 ( C )和 STZ+胰岛素治疗组 ( D )每天用 30mg /kg链脲佐菌素腹

腔注射,其中番茄红素组每天每只以 20mg /kg番茄红素提取物灌喂,而胰岛素治疗组则以每天每只 210~
213U腹腔注射.

与此同时正常对照组每天每只注射等量的生理盐水. 分笼正常喂养,自由进食,期间每隔 3 d测量血

糖与胰岛素指数,造模 6周后进行葡萄糖耐糖实验.

实验结束时称量鼠的体重,称重后乙醚麻醉,暴露腹部, 下腔静脉取血, 待测血清钙、血清磷、血清碱性

磷酸酶 ( ALP)活性; 分离各组大鼠的双侧股骨,测定骨长度、骨质量、骨密度、骨结构及生物力学指标; 骨中

钙、磷、锰、镁、羟脯氨酸含量和骨中 ALP活性.

11412 血清 ALP活性用氨基氨替比啉测酚法的测定

血清钙用 EDTA滴定法;血清磷采用孔雀绿微量比色法;骨 ALP用化学免疫法试剂盒测定 (由中国科

学院生物物理所中生公司提供 ) .

11413 股骨骨密度测定

取股骨解冻后于 Lunar-XR型双能 X线骨密度测定仪上, 分近段、骨中段、远段 3部分测其骨密度.测

定位置为前后位,测试标本置于塑料盘内,内盛适量生理盐水淹没标本,对整个标本扫描后,选定测定区域
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得出各骨密度值.近段和远段代表松质骨骨密度,骨中段代表皮质骨骨密度.

测定参数:扫描宽度 20 nm,扫描速度 7mm /s.

11414 骨结构力学和生物力学的测定
取大鼠左股骨,除去附着的肌肉和软组织,用千分尺测量股骨的长度;用分析天平称量两侧股骨的重

量;将股骨标本在岛津万能实验机上进行三点弯曲实验,得到载荷 -挠度曲线. 由此曲线可直接得出大鼠

骨的结构力学参数 (最大载荷、最大挠度、弹性载荷、弹性挠度 ) .测定时仪器设置条件为:下压速度 10mm /

m in;下压幅度 4mm;保持时间 5 s;跨度 22mm.断骨后, 取股骨中部作径向切片, 在显微镜下用显微尺测量

股骨的最大外径 A、最小外径 B、最大内径 a、最小内径 b.

11415 骨中钙、锰、镁含量的测定

取大鼠右侧股骨近端称重,研碎.然后进行灰化 2 h.取出骨灰,硝酸溶解.经处理后, 火焰原子吸收分

光光度计测定钙、锰、镁的含量.

11416 骨中磷含量的测定
取大鼠右侧股骨近端称重,研碎.然后进行灰化 2 h.取出骨灰,硫酸溶解.经处理后, 用钼蓝显色定磷

法 660 nm波长下测定.

11417 骨中羟脯氨酸含量的测定

取大鼠右侧股骨上端称重,研碎.用 3mL氯仿 -甲醇处理 2 h,过滤.再用乙醇水和丙酮冲洗一次,放入烤箱

2 h.取出后放入 1mL 12mol /L的 HC l高温水解 2 h,取出后处理用氯胺 T法于 560 nm波长下测定.

115 统计方法

各组数据以 �x ? s表示,统计处理方法为 t检验.

2 结果与分析

211 番茄红素的提取与鉴定

  有机溶剂的反复提取后,通过柱层析可以得到高纯度的番茄红素提取物,经 HPLC及其光谱特征峰进

行定性.

212 糖尿病大鼠模型的建立

从表 1可知, 与正常对照组比较,糖尿病模型组、番茄红素组空腹和服糖后 2 h血糖均明显升高, 有统

计学意义 (P < 0101), 而番茄红素组空腹、服糖后 2 h血糖均较糖尿病模型组明显降低, 且有统计学意义

(P < 0101). 胰岛素治疗组空腹血糖与正常对照组比较,无明显升高. 结果表明番茄红素可以降低链脲佐

菌素所致糖尿病大鼠空腹和服糖后 2 h血糖, 对小剂量多次腹腔注射链脲佐菌素所致糖尿病大鼠有一定

的保护作用.

表 1 各组葡萄糖耐糖实验的比较 (�x ? s, n = 10)

Table 1 G lucose tolerance test in d ifferent groups (�x ? s, n = 10)

组别 A组 B组 C组 D组

0 h血糖 ( mm ol /L) 4112 ? 0122 11117 ? 0172* * 8127 ? 0133* * 4187 ? 0131

2 h血糖 ( mm ol /L) 4124 ? 0121 23102 ? 1102* * 15176 ? 0152* * 5115 ? 0129
0 h胰岛素 ( IU /L) 16109 ? 0165 7113 ? 0135* * 10111 ? 0121* * 15112 ? 0159

2 h胰岛素 ( IU /L) 18121 ? 0177 7158 ? 0133* * 12101 ? 0129* * 16133 ? 0154

    注:上述表格所设组依次顺序为: A为正常对照组, B为糖尿病模型组, C为番茄红素组; D为胰岛素治疗组.

各组与正常对照组比较: * p< 0105 * * p < 0101,与糖尿病模型组比较: p < 0101.

表 2 股骨密度的测量 ( g /cm 2, �x ? s, n= 10)

Table 2 The density of thighbone ( g /cm2, �x ? s, n = 10 )

组别 A组 B组 C组 D组

骨近段 01172 ? 01012 01095 ? 01011* * 01132 ? 01014* * 01155 ? 01011

骨中段 01151 ? 01010 01090 ? 01008* * 01122 ? 01012* * 01137 ? 01014

骨远段 01139 ? 01021 01074 ? 01012* * 01086 ? 01011* * 01119 ? 01012

    注:上述表格所设组依次顺序为: A为正常对照组, B为糖尿病模型组, C为番茄红素组, D为胰岛素治疗组.

各组与正常对照组比较: * p< 0105 * * p < 0101,与糖尿病模型组比较: p < 0101.
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213 股骨骨密度指标的测定

从表 2可知, 糖尿病模型组大鼠骨密度与正常对照组、胰岛素治疗组有显著差异 ( P < 0101), 在连续
注射 6周链脲佐菌素期间加速骨密度降低的程度, 表明用此类化合物诱发的糖尿病可造成大鼠股骨骨密

度的明显降低.而番茄红素组与糖尿病模型组相比,松质骨和皮质骨骨密度均有所升高, 且呈显著差异 (P

< 0105) .
214 骨结构力学和生物力学的测定
从表 3可知, 与正常对照组比较,糖尿病模型组无论是股骨重量、股骨长度,还是股骨结构力学和生物

力学指标方面均明显减少 (P < 0101) .表明在建立链脲佐菌素诱发糖尿病的同时,也有导致骨质疏松症的

可能. 而番茄红素组与糖尿病模型组相比,骨结构力学和生物力学参数指标均有所升高, 且呈现差异 (P <

0105) .
表 3 左股骨结构力学、生物力学指标 (�x ? s, n = 10)

Table 3 The structure power and pidogica l pow er pacam etens of left tightbone (�x ? s, n= 10 )

指标参数 A组 B组 C组 D组

弹性挠度 /mm 0143 ? 0111 0130 ? 0111* * 0133 ? 0112 0137 ? 0114*

弹性载荷 / g 10 032 ? 1 012 8 925 ? 1011* * 9 356 ? 1 001* * 9 452 ? 1015

最大挠度 /mm 0167 ? 0113 0152 ? 0114* * 0159 ? 0114* * 0156 ? 0116*

最大载荷 / g 11 232 ? 1 031 9 321 ? 1 019* * 10 072 ? 1 211* * 10 302 ? 1 044*

最大应力 / ( N /mm2 ) 22 043 ? 2 111 18 211 ? 2210* * 20 032 ? 2 126* * 21 376 ? 2216

最大应变 /mm 01023 2 ? 010032 01017 7 ? 01002 5* * 010200 ? 01001 4* * 01020 0 ? 01002 8*

弹性应力 / ( N /mm2 ) 20 967 ? 2 113 14 321 ? 1890* * 16 905 ? 2 321* * 17 206 ? 2 131*

弹性应变 /mm 01018 2 ? 010016 01012 8 ? 01001 6* * 010151 ? 01001 2* * 01016 0 ? 01001 1*

张应力 / ( N /mm2 ) 25 618 ? 3 173 29 431 ? 3090* * 26 769 ? 3 211* * 26 378 ? 3218

刚性系数 / ( kg# mm2 ) 5 525 618 ? 423 121 5022 147 ? 401 016* * 5 380 009 ? 423 121* * 5 360 224 ? 422 876

弹性模量 / ( N /mm2 ) 1 225 098 ? 143 261 1129 221 ? 131 501* * 1 162 121 ? 131 001* * 1 162 213 ? 143 503*

韧性系数 / ( mm /kg) 11221 2 ? 017031 11510 5 ? 01552 1* * 113091 ? 01780 0* * 11371 2 ? 01703 1

应变位能 120029 ? 23 209 100 012 ? 21721* * 106 317 ? 22 021* * 106 001 ? 22 179*

   注:上述表格所设组依次顺序为: A为正常对照组, B为糖尿病模型组, C为番茄红素组, D为胰岛素治疗组.

各组与正常对照组比较: * p< 0105* * p < 0101,与糖尿病模型组比较: p < 0105.

215 骨矿物质的含量、骨羟脯氨酸、血钙磷及 ALP的活性

从表 4可知, 与正常对照组比较,糖尿病模型组骨钙、锰、镁、骨羟脯氨酸及血磷含量均明显减少, 差异

有统计学意义 (P < 0101).而番茄红素组与糖尿病模型组相比, 骨钙、锰、镁及血磷含量均明显升高, 且差

异有统计学意义 (P < 0105) .糖尿病模型组血清 ALP和骨 ALP活性与正常对照组比较显著升高; 而番茄

红素组与糖尿病模型组相比,羟脯氨酸含量明显升高,血清 ALP和骨 ALP活性较明显降低,且差异有统计

学意义 (P < 0105) .
表 4 骨矿物质的含量、血钙磷、骨羟脯氨酸及 ALP活性的测定 (�x ? s, n= 10 )

Table 4 The content of bone m ineral、serum ca lcium、serum pho sphorus、bone hydn xypro line and ALP activ ity (�x ? s, n = 10)

指标参数 A组 B组 C组 D组

骨钙 ( Lg) 812112 ? 110110 462121 ? 101121* * 657125 ? 105172* * 786111 ? 104101*

骨磷 ( Lg) 172123 ? 21112 349136 ? 21140* * 255124 ? 21101* * 222171 ? 19114* *

骨镁 ( Lg) 6107 ? 0172 3103 ? 0169* * 4184 ? 0149* * 4190 ? 0129*

骨锰 ( Lg) 7187 ? 0150 2190 ? 0152* * 4170 ? 0135* * 5192 ? 0127*

血钙 ( mm ol /L) 2176 ? 0113 3125 ? 0114* * 2198 ? 0112* 2190 ? 0115

血磷 ( mm ol /L) 2176 ? 0111 2140 ? 0112* 2163 ? 0113* 2169 ? 0114

羟脯氨酸 ( Lg) 3 212151 ? 512110 1802142 ? 402115* * 2 221115 ? 471112* * 2 826190 ? 398125*

骨 ALP( U /L) 173152 ? 0162 201101 ? 0173* * 183177 ? 0159* 191127 ? 0150*

血清 ALP( U /L ) 5107 ? 0112 7140 ? 0119* * 5160 ? 0122* * 5144 ? 0120

   注:上述表格所设组依次顺序为: A为正常对照组, B为糖尿病模型组, C为番茄红素组, D为胰岛素治疗组.

各组与正常对照组比较: * p< 0105 * * p < 0101,与糖尿病模型组比较: p< 0105.

3 讨论

正常骨代谢过程是一种骨吸收和骨形成的动态平衡过程,在这一过程受到体内外许多因素的调控,如
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年龄、性别、营养状况、生活习惯、疾病等
[ 5]
. 一旦这些方面出现问题,均会导致骨代谢受阻, 引发相关疾

病.糖尿病已成为人类主要的慢性疾病之一,而由此引发的骨质疏松症已成为人们关注的焦点,由于其成

因较为复杂,所以致病机理尚未搞清
[ 6]
.当多次小剂量进食链脲佐菌素时可破坏胰岛细胞, 使其丧失胰岛

素分泌能力,造成血糖失控,导致糖尿病. 由于体内血糖代谢紊乱, 会产生大量的自由基,而在骨重建中,胶

原蛋白是骨构成过程中重要的组成部分, 自由基可以破坏其形成, 导致骨中矿物质沉积减少,从而造成钙、

磷、镁、锰等元素的流失, 影响骨密度,抑制骨的形成,造成骨质疏松
[ 7, 8]

. 同时胶原蛋白加速分解生成羟脯

氨酸并随血、尿流失, 使得骨中两者的含量均相应减少. 另外由于骨基质结构建成受阻,同时矿物质含量下

降,从而使骨的结构力学和生物力学受到了影响,大大降低了骨的抗变性能力,提高了发生骨折的机率.番

茄红素是良好的活性氧淬灭剂,可有效地淬灭多种自由基.近年来研究发现在体外可以有效地缓解增强成

骨细胞增殖和分化,同时有效地对局部细胞因子 (如 ALP酶、I型胶原蛋白等 )进行上调
[ 9- 11]

. 此外, 糖尿

病患者体内蛋白生成晚期糖化终末产物 ( AGEs) ,随 AGE s浓度增加, AGE s在骨胶原上大量沉积直接影响

成骨细胞的增殖与分化,结果使成骨细胞数量减少,活性降低,导致骨形成降低.同时 AGE s还可以和细胞

膜上的特异受体结合,促使该细胞合成和释放细胞因子和生长因子, 如白细胞介素 - 1( IL- 1)、白细胞介

素 - 6( IL- 6)等,从而改变细胞间信息传递, 影响破骨细胞的增殖与分化, 导致骨吸收增加. 再加之对骨

基质的破坏,最终导致骨质疏松症的发生
[ 12]

. 本实验中正常对照组血清 ALP活性低于糖尿病模型组,这

正是由于 AGE s浓度增加, 使破骨过程显著增强,成骨过程继发增加,骨代谢处于一种高转变状态,成骨细

胞的活跃造成血 ALP活性增加. 但骨代谢仍处于一种负钙平衡状态, 从而造成机体的骨盐流失.综合而

言,本实验为大鼠多次小剂量注射链脲佐菌素达 6周,其引发的糖尿病进而导致大鼠骨质的变化. 通过有

关骨质疏松症的指标检验,如: 骨密度、骨结构力学、生物力学、主要骨矿物质及羟脯氨酸含量、血清钙、血

清磷含量、血清 ALP和 ALP活性,证实通过链脲佐菌素诱发大鼠形成糖尿病症过程的同时,会诱发骨质疏

松.而番茄红素可有效地缓解此类骨质的变化.
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