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鲫鱼卵唾液酸糖蛋白对SAMP6小鼠骨丢失的保护作用 
 

赵延蕾，詹麒平，马乾滨，王一名，王静凤 

（中国海洋大学食品科学与工程学院，山东青岛 266003） 

摘要：本文研究了鲫鱼卵唾液酸糖蛋白（Sialoglycoproteins of Carassius auratus eggs, Ca-SGP）对 SAMP6 小鼠骨丢失的保护作

用。以雄性 SAMP6 小鼠为老年性骨质疏松症动物模型，连续灌胃 Ca-SGP 150d 后，检测血清骨代谢生化标志物，测定小鼠股骨矿化

沉积率、胫骨骨密度及松质骨微结构。结果显示，经 Ca-SGP (500mg/kg·bw)干预后，小鼠血清中骨生成标志物骨源性碱性磷酸酶的

活性和 I 型前胶原羧基端前肽、骨钙素的含量得到显著升高（p<0.01），骨吸收标志物抗酒石酸酸性磷酸酶和组织蛋白酶 K 的活性得

到显著抑制（p<0.01）；胫骨骨密度提高 10.92%（p<0.01）；松质骨骨体积分数、骨小梁数目及厚度均得到显著增加（p<0.01），骨小

梁间隙显著缩小（p<0.01）；骨矿化沉积率提高 98.87%，差异显著（p<0.01）。该研究表明 Ca-SGP 可改善老年性骨质疏松症小鼠低

骨转换，提高骨密度，改善骨小梁结构，促进骨矿化，为开发抗骨质疏松症药物和功能食品提供了理论支持。 

关键词：鲫鱼卵唾液酸糖蛋白；骨代谢；骨密度；松质骨微结构；骨矿化沉积率；松质骨 

文章篇号：1673-9078(2016)6-13-17                                             DOI: 10.13982/j.mfst.1673-9078.2016.6.003 

Protective Effect of Sialoglycoproteins Isolated from Carassius auratus 

Eggs on Bone Loss in SAMP6 Mice 

ZHAO Yan-lei, ZHAN Qi-ping, MA Qian-bin, WANG Yi-ming, WANG Jing-feng
 

(College of Food Science and Engineering, Ocean University of China, Qingdao 266003, China) 

Abstract: The protective effect of sialoglycoproteins from Carassius auratus eggs (Ca-SGP) on bone loss in the senescence accelerated 

mouse strain P6 (SAMP6) was examined. This animal model of senile osteoporosis was established using male SAMP6 mice, which were 

intragastrically administered with Ca-SGP daily for 150 days. Subsequently, the serum biochemical markers of bone metabolism, femoral 

mineral apposition rate (MAR), tibial bone mineral density (BMD), and tibial trabecular microstructure were measured. The results indicated 

that after Ca-SGP (500 mg/kg•bw) intervention, the activity of bone alkaline phosphatase, a bone formation marker, and the levels of 

carboxyl-terminal propeptide of procollagen type I and osteocalcin in serum were significantly increased (p< 0.01). Moreover, the activities of 

tartrate-resistant acid phosphatase, a marker of bone resorption, and cathepsin K were significantly inhibited (p< 0.01). Tibial BMD was 

increased by 10.92%, showing a significant difference (p < 0.01). The trabecular bone volume fraction, trabecular number, and trabecular 

thickness were pronouncedly increased (p < 0.01), and trabecular separation was significantly reduced (p < 0.01) upon Ca-SGP treatment. The 

bone MAR was increased by 98.87%, showing a significant difference (p < 0.01). These results demonstrated that Ca-SGP exhibited an 

ameliorative effect on the low bone turnover in aged male mice with osteoporosis, enhanced their BMD, and improved trabecular microstructure 

and bone mineralization, which may provide some theoretical basis for the development of anti-osteoporotic agents or functional foods. 

Key words: sialoglycoproteins; Carassius auratus; bone metabolism; bone mineral density; trabecular microstructure; bone mineral 

apposition rate; trabecular bone 

 

老年性骨质疏松症多发生于 65岁以上的老年人，

是一种因低骨转换导致骨量减少，骨质量受损，骨强

度降低，骨脆性增加和骨折危险性升高的全身性骨代

谢障碍疾病[1]。第六次全国人口普查结果显示我国老 
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龄人口为 11883 万人，占总人口比例的 8.87%，并呈

逐年上升的趋势[2]。随着人口寿命的不断增长及老龄

人口的持续增加，老年性骨质疏松症严重影响老年人

的生活质量和身体健康，俨然已成为一个亟待解决的

社会问题。 

临床上治疗骨质疏松症的药物主要为骨吸收抑

制剂、骨形成促进剂和骨矿物三大类[3]，代表性药物

有双膦酸盐、甲状旁腺激素、钙剂等。这些药物虽对

骨质疏松症具有一定的治疗作用，但价格昂贵，且长
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期服用易产生过敏反应、胃肠功能紊乱及肝肾功能受

损等副作用，极大增加了骨质疏松症患者的经济负担

和身体痛苦。鱼卵价格低廉，富含胚胎生长发育所需

的全部营养物质，如糖蛋白、多不饱和脂肪酸、卵磷

脂等。目前我国对鱼卵的加工利用仍处于初级阶段，

大部分鱼卵作为鱼类加工的副产物用于生产鱼粉等低

值产品，其利用价值极低，资源严重浪费；对鱼卵高

值化利用也主要围绕于功能脂质的提取分析。有关鱼

卵糖蛋白的功能活性研究甚少。课题组前期研究发现，

鲫鱼卵唾液酸糖蛋白（Sialoglycoproteins of Carassius 

auratus eggs, Ca-SGP）可显著增强前成骨细胞

MC3T3-E1 成骨活性，有效改善去卵巢大鼠骨质疏松

症[4]。 

SAMP6 小鼠具有低峰值骨量、低峰值骨密度及

骨组织微结构破坏等病理特征，是研究老年性骨质疏

松症的理想动物模型[5]。因此，本文在前期研究的基

础上，以 SAMP6 雄性小鼠为老年男性骨质疏松症动

物模型，从骨代谢生化标志物、骨密度、骨微结构及

骨矿化沉积率四方面探讨了 Ca-SGP 对老年男性骨质

疏松症骨丢失的保护作用，以期为鱼卵的高值化利用

提供科学依据，为抗骨质疏松药物的研发提供新方向。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  实验材料和动物 

成熟鲜活雌性鲫鱼，购于青岛大连路水产品市

场。 

健康雄性 SAMR1 小鼠和 SAMP6 小鼠，5 月龄，

体质量 34±2 g，SPF 级，由天津中医药大学第一附属

医院馈赠。动物实验室环境温度为 22~24 ℃，相对湿

度 52%~60%，12 h：12 h 明暗交替。 

1.1.2  药品及试剂 

阿仑膦酸钠片，购自石家庄石药集团欧意药业公

司；骨源性碱性磷酸酶（bone alkaline phosphatase，

BALP ）、 I 型前胶原羧基端前肽（ propeptide 

carboxy-terminal procollagen ， PICP ）、 骨 钙 素

（osteocalein，OCN）、抗酒石酸酸性磷酸酶（tartrate 

resistant acid，TRACP）、组织蛋白酶 K（cathepsin K，

Cath-K）等 ELISA 试剂盒，购自美国 R&D 公司；盐

酸四环素，购自北京索莱宝科技公司；钙黄绿素，购

自东京化成工业株式会社；其他试剂均为国产分析纯。 

1.1.3  仪器 

GL-20M 型高速冷冻离心机（上海卢湘仪离心机

仪器公司）；Model680 型酶标仪（美国 Bio-Rad 公司）； 

GK99-UNIGAMMA X-RAY PLUS 双能 X 射线骨密度

仪（意大利 I’CAN 公司）；SCANCO μCT 80 型

Micro-CT 扫描仪（瑞士 Scanco Medical AG 公司）； 

EXAKT切磨系统（德国EXAKT公司）；Leica DM2500

型荧光显微镜（德国 Leica 公司）。 

1.2  方法 

1.2.1  Ca-SGP 的制备 

参照 Xia
[4]等人方法提取 Ca-SGP，略有改动。新

鲜鲫鱼卵除杂后，按料液比1:3（m/V）加入0.5 M NaCl，

匀浆离心，上清液加入等体积的 90%苯酚溶液，4 ℃

搅拌过夜。离心后取上清液，经自来水透析 3 d、蒸馏

水透析 1 d 后，冻干得粗蛋白。粗蛋白缓慢上样于 QFF

阴离子交换柱（缓冲液为 0.02 mol/L Tris-HCl，pH 8.0

缓冲液），以 0.1 M 的 NaCl-Tris-HCl 溶液进行线性洗

脱，收集离子强度为 0.15 M~0.35 M 的洗脱组分，脱

盐冻干后得到唾液酸糖蛋白，纯度为 92.5%。 

1.2.2  动物分组及给药 

SAMP6 小鼠适应性喂养 5 d 后，按体重随机分为

模型对照组（M）、阳性对照组（Y）和鲫鱼卵唾液酸

糖蛋白低（Ca-SGP-L）、高（Ca-SGP-H）剂量组，每

组 8 只。另取 8 只 SAMR1 小鼠作为正常对照组（N）。

其中，Ca-SGP 低、高剂量组小鼠分别灌胃 300、600 

mg/kg·bw 的 Ca-SGP，阳性对照组小鼠灌胃 1 

mg/kg·bw 的阿仑膦酸钠，模型对照组和正常对照组小

鼠灌胃等剂量的生理盐水。灌胃体积 10 ml/kg·bw，1

次/d，连续 150 d。实验期间，小鼠自由饮水进食。 

1.2.3  血清骨代谢生化标志物的检测 

末次给药后，所有小鼠禁食不禁水 12 h，摘眼球

取血，血液于室温中静置 30 min 后，4500 r/min 离心

15 min，分离血清，按 ELISA 试剂盒说明书检测小鼠

血清中 BALP、TRACP、Cath-K 的活性及 OCN、PICP

的含量。 

1.2.4  胫骨骨密度测定 

小鼠末次给药处死后，迅速剥离小鼠胫骨，仔细

剔除骨上附着的肌肉和结缔组织，注意避免对骨表面

造成损伤。将骨组织样本置于测试台上，采用双能 X

射线骨密度仪按小动物模式对骨组织样本进行扫描。

扫描完成后使用仪器配套软件对小鼠胫骨骨密度

（Bone Mineral Density，BMD）进行测定。 

1.2.5  胫骨 Micro-CT 扫描分析 

小鼠末次给药后处死，仔细分离小鼠胫骨，剔除

软组织，截取胫骨近心端，置于 10%中性甲醛固定后

保存于 75%乙醇。使用 Micro-CT 扫描仪对样本进行

扫描。扫描参数如下：电压 70 kV，电流 114 μA，扫
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描分辨率 10 μm。选取骨骺线下 1 mm 区域为感兴趣

区，并使用配套软件测量感兴趣区松质骨骨体积分数

（Bone Volume Fraction，BV/TV），骨小梁数目

（Trabecular Number，Tb.N），骨小梁厚度（Trabecular 

Thickness ， Tb.Th ）及骨小梁间隙（ Trabecular 

Separation，Tb.Sp）。 

1.2.6  股骨骨矿化沉积率测定 

每组选取 3 只小鼠于实验结束前第 14、13 d 腹腔

注射 20 mg/kg·bw 的盐酸四环素，实验结束前第 4、3

天腹腔注射 5 mg/kg·bw 的钙黄绿素。小鼠末次给药后

处死，迅速剥离小鼠股骨，剔除其上附着的软组织，

取股骨远心端固定于10%中性甲醛，经系列乙醇脱水、

甲基丙烯酸甲酯包埋后，使用 EXAKT 切磨系统制作

40 μm 不脱钙骨切片，荧光显微镜下观察，使用 Image 

J 软件测量黄绿荧光线之间的平均距离，与两次注射

的间隔时间相除得骨矿化沉积率（Mineral Apposition 

Rate，MAR）。 

1.3  统计学分析 

采用 SPSS17.0 软件进行单因素方差分析，并按

LSD 法两两比较，结果表示为x± s，以 p＜0.05 为差

异显著。  

2  结果与讨论 

2.1  Ca-SGP 对 SAMP6 小鼠血清骨代谢生化

标志物和低骨转换的影响 

血清中的骨代谢生化标志物包括反映成骨细胞活

性的骨形成标志物和反映破骨细胞活性的骨吸收标志

物，二者可分别准确反映动物体骨生成和骨吸收的状

态，是检测受试物疗效的重要参考指标。骨重建包括

骨吸收和骨形成两个阶段[6]，衰老导致的骨生成功能

减弱和骨吸收亢进是老年性骨质疏松症的主要发病机

理。BALP 是成骨细胞分泌的胞外酶，其半衰期长，

稳定性好，是反映成骨细胞活性的特异性指标。I 型

胶原是构成骨基质的主要成分，与骨组织的微观结构

和生物性能密切相关。而 PICP 是成骨细胞合成 I 型胶

原时的中间产物，血循环中 PICP 的含量可反映成骨

细胞的活性和 I 型胶原的合成速率[7]。OCN 是由成熟

成骨细胞分泌的一种特异性蛋白，是骨组织中非胶原

蛋白的主要成分，Yang
[8]等认为血清 OCN 含量可作为

评估骨转换率及骨生成的特异性指标。骨吸收标志物

TRACP 和 Cath-K 是破骨细胞介导骨吸收过程中的关

键酶，其活性与破骨细胞的功能密切相关。其中，

TRACP 参与骨基质中钙磷矿化物的降解[9]，Cath-K 则

在降解 I 型胶原的过程中发挥重要作用[10]。结果如表

1 所示，与正常对照组相比，模型对照组小鼠血清中

BALP 活性和 PICP、OCN 含量显著下降（p<0.01），

TRACP 和 Cath-K 活性显著升高（p<0.01），说明模型

组小鼠骨生成减慢，骨吸收亢进，骨代谢平衡被打破。

而通过 Ca-SGP 的干预则使小鼠血清中骨生成标志物

BALP、PICP 和 OCN 水平得到了不同程度的升高，

其中以高剂量的Ca-SGP升高效果更为显著（p<0.01），

三者分别升高了 24.52%，18.97%，28.29%；与此同

时，小鼠血清中骨吸收标志物 TRACP 和 Cath-K 活性

均得到显著抑制（p<0.01），较模型对照组小鼠相比平

均降低了 17.22%、19.56%。综合 Ca-SGP 对小鼠血清

中 BALP、TRACP、Cath-K 活性及 PICP、OCN 含量

的影响，提示 Ca-SGP 可通过提高 SAMP6 小鼠骨生

成、抑制骨吸收，进而改善因衰老引起的低骨转换，

从而维持 SAMP6 小鼠骨代谢平衡。 

表1 Ca-SGP对小鼠血清中骨代谢生化标志物的影响（n=8, x± s）  

Table 1 Effects of Ca-SGP on the bone metabolic indexes in serum 

Group 
BALP 

/(ng/mL) 

PICP 

/(ng/mL) 

OCN 

/(ng/mL) 

TRACP 

/(U/L) 

Cath-K 

/(U/L) 

N 5.20±0.39 11.61±0.73 49.58±4.65 17.68±1.72 79.61±5.90 

M 4.13±0.12## 8.99±0.73## 33.02±2.83## 25.98±1.86## 110.50±7.89## 

Y 4.80±0.34** 10.41±0.91** 38.14±2.03* 20.09±0.99** 92.15±6.17** 

Ca-SGP-L 4.66±0.33** 9.55±0.83 37.47±4.87* 22.13±1.98** 89.88±10.16** 

Ca-SGP-H 5.15±0.49** 10.70±0.60** 46.05±4.62** 20.89±1.64** 87.89±5.83** 

注：##p<0.01, 与正常对照组比较；*p<0.05, **p<0.01, 与模型对照组比较。 

2.2  Ca-SGP 对 SAMP6 小鼠骨密度的影响 

BMD 是指骨单位面积或体积内的矿物质含量，

是临床上诊断骨质疏松症的金标准，该指标对于预测

骨质疏松症骨折发生的危险性及评价受试物治疗疗效

具有十分重要的意义。骨矿物含量减少即骨密度下降

是骨质疏松症的主要病理表现。结果见图 1，较正常

对照组，模型对照组小鼠胫骨 BMD 降低了 15.58%，
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差异显著（p<0.01）。小鼠经 Ca-SGP 干预后，胫骨

BMD 得到明显升高，与模型对照组小鼠相比，Ca-SGP

低、高剂量组小鼠的胫骨 BMD 分别升高了 6.14%

（p<0.01），10.92%（p<0.01）。结合结果 2.1，提示

Ca-SGP 可通过促进 SAMP6 小鼠骨生成、抑制骨吸收

改善因衰老引起的骨丢失，从而提高单位骨组织面积

中的矿物质含量。 

 
图1 Ca-SGP对 SAMP6小鼠胫骨骨密度的影响（n=3, x± s） 

Fig.1 Effects of Ca-SGP on the tibial bone mineral density in 

SAMP6 mice 

注：##p<0.01, 与正常对照组比较；**p<0.01，与模型对照

组比较。 

2.3  Ca-SGP 对 SAMP6 小鼠松质骨微结构的

影响 

骨量减少及骨组织微结构退化是老年性骨质疏松

症的主要特征，也是导致老年人骨密度下降的主要原

因。Micro-CT 通过对骨骼的高分辨率 X 线成像获取

精密的三维图像，并对其体积、结构等进行定量分析，

是目前实验室研究骨微结构的常用方法[11]。松质骨由

骨小梁相互连接构成，多分布于骨骺端，是骨重建的

主要场所，也是骨丢失的主要区域。本研究采用

Micro-CT 对小鼠胫骨近心端松质骨进行组织形态计

量学测定，通过直观地观察骨组织的微结构变化评价

Ca-SGP 对 SAMP6 小鼠骨的作用效果。结果如表 2 所

示，与正常对照组小鼠相比，模型对照组小鼠松质骨

出现严重的骨量丢失和结构退变，具体表现为 BV/TV

显著减少（p<0.01），Tb.N 显著降低（p<0.01），Tb.Th

显著减少（p<0.01），Tb.Sp 显著增大（p<0.01）。Chen
[12]

等人的研究发现，与同月龄的 SAMR1 小鼠相比，5

月龄和 12 月龄的 SAMP6 小鼠松质骨的 BMD 和

BV/TV 均显著降低，并怀疑与其 Tb.Th、Tb.N 显著减

少，Tb.Sp 显著增大密切相关。本试验中，低高剂量

的 Ca-SGP 均能通过增加 SAMP6 小鼠松质骨的骨小

梁数目，增强骨小梁厚度，减小骨小梁间隙，改善骨

小梁微结构，提高骨体积分数，其中高剂量的 Ca-SGP

作用更为显著。结合结果 2.2，说明 Ca-SGP 可抑制小

鼠因衰老引起的骨丢失及骨微结构破坏，进而提高

SAMP6 小鼠骨密度。 

表2 Ca-SGP对 SAMP6小鼠胫骨松质骨微结构的影响（n=3, x± s）  

Table 2 Effects of Ca-SGP on the tibial trabecular microstructure in SAMP6 mice 

Group BV/TV 
Tb.N 

1/mm 

Tb.Th 

/mm 

Tb.Sp 

/mm 

N 0.079±0.011 4.28±0.35 0.070±0.006 0.23±0.019 

M 0.044±0.005## 1.65±0.13## 0.037±0.002## 0.61±0.078## 

Y 0.053±0.006 2.78±0.31** 0.037±0.004 0.36±0.027** 

Ca-SGP-L 0.057±0.004* 2.72±0.30** 0.039±0.004 0.37±0.031** 

Ca-SGP-H 0.063±0.005** 3.21±0.26** 0.041±0.002* 0.31±0.021** 

注：##p<0.01, 与正常对照组比较；*p<0.05，*p<0.01，与模型对照组比较。 

2.4  Ca-SGP 对 SAMP6 小鼠新骨形成和矿化

沉积率的影响 

盐酸四环素和钙黄绿素能与钙螯合并在骨表面形

成荧光标记，因此通过活体注射盐酸四环素、钙黄绿

素，可直观地观察两次注射期间的新骨形成情况。由

图 2（a）知，模型对照组小鼠新骨生成减慢，灌胃

Ca-SGP 后，小鼠新骨生成明显活跃。骨矿化是指钙、

磷等无机盐在一定条件下以羟基磷灰石的形式沉积到

类骨质中形成正常骨质的过程，故骨矿化沉积率是反

映骨重建阶段成骨细胞矿化类骨质活跃程度的重要指

标[13]。由图 2（b）知，模型对照组小鼠骨矿化沉积率

显著低于正常对照组小鼠（p<0.01），经 Ca-SGP 灌胃

后，Ca-SGP 低高剂量组小鼠骨矿化沉积率均显著升

高（p<0.01），较模型对照组小鼠相比平均升高了

78.12%。Masrour
[14]认为 BALP 可通过水解多种磷酸

脂为羟磷灰石的沉积提供磷酸，进而促进骨矿化，结

果2.1中Ca-SGP的干预显著提高了SAMP6小鼠血清

中 BALP 的活性，推测 Ca-SGP 促进小鼠骨矿化沉积
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可能与其提高 BALP 活性有关。综合图 2（a）、（b），

提示 Ca-SGP 可诱导新骨形成，促进骨矿化。 

骨组织形态计量学是一种能够直观地观察骨组织

结构变化的体视学技术，该技术可从静态和动态两个

方面反映骨新陈代谢过程中的组织学改变并对其做出

定量评价。本实验通过对 SAMP6 小鼠骨组织动态参

数 MAR 的测定，解释了其骨组织静态参数 BV/TV、

Tb.N、Tb.Th 及 Tb.Sp 变化的原因，进一步从骨组织

结构方面证明了 Ca-SGP 对 SAMP6 小鼠骨丢失的保

护作用。 

 

 
图2 Ca-SGP对 SAMP6小鼠新骨形成（a）和矿化沉积率（b）的

影响（n=3, x± s） 

Fig.2 Effect of Ca-SGP on new bone formation (a) and MAR (b) 

in SAMP6 mice 

注：##p<0.01, 与正常对照组比较；**p<0.01, 与模型对照

组比较。 

3  结论 

本文以 SAMP6 雄性小鼠为老年男性骨质疏松症

动物模型，研究了 Ca-SGP 对老年男性骨质疏松症骨

丢失的保护作用。结果表明，Ca-SGP 通过升高血清

中BALP活性和PICP、OCN含量，抑制血清中TRACP

和 Cath-K 活性，提高了 SAMP6 小鼠因衰老引起的低

骨转换，进而促进了骨矿化沉积，改善了松质骨微结

构，增强了骨密度，从而有效抑制了骨丢失。综上所

述，Ca-SGP 可显著改善老年男性骨质疏松症，这为

鱼卵的深加工利用提供了新方向，但其作用机制还有

待进一步的研究。 
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