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Abstract 

The loss of collagen peptide and bone calcium directly induces osteoporosis. Supplementation of 
collagen peptide and calcium is an effective approach to prevent osteoporosis. In this study, the 
effects of collagen peptide from tuna bone chelated calcium (TCP/Ca), prepared in the previous 
experiments, on inhibition of osteoporosis, were investigated in bilateral oophorectomy rats. Re-
sults showed that TCP/Ca significantly decreased the concentration of tartaric acid phosphatase, 
cathepsin K and receptor activator of nuclear factor κB in the serum of osteoporosis rats, and in-
hibited bone resorption. TCP/Ca significantly reduced serum bone alkaline phosphatase, osteo-
calcin, propeptide carboxy-terminal procollagen, and also lowered the ratio of receptor activator 
of nuclear factor κB ligand and osteoprotegerin. TCP/Ca remarkably increased bone mineral den-
sity of femur, enhanced maximum load and structural strength of tibia. These indicated that 
TCP/Ca can effectively inhibit osteoporosis in oophorectomy rats, which provides a theoretical 
basis for high value utilization of tuna bone. 
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摘  要 

胶原多肽与骨钙的流失直接导致了骨质疏松症的发生，补充胶原多肽与钙质是预防骨质疏松的有效途径。

本文以前期制备的金枪鱼骨胶原蛋白肽(collagen peptide from tuna bone, TCP)螯合钙为受试物，通过

双侧摘除卵巢构建的骨质疏松症模型，研究螯合钙抑制骨质疏松症的作用。实验结果显示，螯合钙显著

降低了骨质疏松症大鼠血清骨吸收关键因子抗酒石酸酸性磷酸酶、组织蛋白酶K和核因子κB受体活化因

子的浓度，抑制骨吸收；螯合钙显著降低了大鼠血清骨形成关键因子骨源性碱性磷酸酶、骨钙素、I型前

胶原羧基端前肽的浓度，减小了核因子κB受体活化因子配体和骨保护素的比例，调节骨形成；螯合钙显

著增加了股骨密度，增强了胫骨最大载荷和结构强度。提示，金枪鱼骨胶原蛋白肽螯合钙能有效地抑制

摘除卵巢大鼠的骨质疏松症，为金枪鱼骨的高值化利用提供了理论依据。 
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1. 引言 

随着人口老龄化趋势的加剧，绝经后骨质疏松症患者的数量也呈现逐年增加的趋势，对绝经妇女的

健康构成了严重威胁。绝经后骨质疏松症(postmenopausal osteoporosis, PMOP)在全球超过 2 亿的骨质疏松

症患者占比约为 33%。此病症是由于绝经期妇女卵巢功能下降，雌激素分泌减少，继发性甲状旁腺功能

亢进，降钙素的分泌相减降低，出现的以低骨量和骨组织显微结构损坏为特征的症状，临床表现为骨脆

性和骨折概率增多[1]。胶原多肽和骨钙的流失是此病症最重要的 2 种诱发因素[2] [3]。因此，目前认为

有效地补充胶原多肽和钙离子是预防和治疗 PMOP 的有效手段。 
金枪鱼鱼骨是金枪鱼加工过程的副产物，含有丰富的骨胶原蛋白和有机钙质[4]，例如，每 10 吨金枪

鱼鱼骨可提取 3 吨以上的骨胶原蛋白。国外在利用鱼骨废弃物方面积累了较多的经验，如在日本，把狭

鳕鱼鱼骨制成磷灰石，可以做成人造骨骼和假牙；国内鱼骨的利用多数以废弃物的形式处理，仅小部分

加工成能耗大且低附加值的产品，如骨糊食品、鱼露、膨化食品、动物饲料等[5]。近期，泰国学者利用

金枪鱼骨中的钙制作出一种钙强化饼干，并阐述了其营养价值[6]。这些对金枪鱼骨的利用，绝大多数都

聚焦于优质的钙源加以利用，对金枪鱼骨中胶原蛋白的研究较少。另一方面，国内外基本还没有成型的

加工技术，只有小部分加工成饲料，大部分作为废弃物直接排放，既污染环境，又严重浪费资源。研究

发现，金枪鱼骨粉能增加哺乳期大鼠及其后代的骨密度[7]，但其中有效的功能因子尚不确定。本文以金

枪鱼鱼骨为原材料，以前期实验方法制备获得金枪鱼骨胶原蛋白肽(collagen peptide from tuna bone, TCP)
螯合钙为受试物，以双侧摘除卵巢的大鼠为骨质疏松症的动物模型，从骨代谢基础指标、骨密度和生物

力学等方面，探讨 TCP 螯合钙对去卵巢大鼠骨质疏松症的作用，为金枪鱼骨的高值化利用和研发抗骨质
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疏松症的功能食品或特殊医学配方食品提供实验依据。 

2. 实验方法 

2.1. 金枪鱼骨和实验动物 

黄鳍金枪鱼鱼骨粉由浙江兴业集团有限公司提供。 
雌性 SD 大鼠，SPF 级，体重 180~220 g，购自北京维通利华实验动物技术公司(SCXK(京)2017-0001)。 

2.2. 实验试剂与仪器 

碱性蛋白酶，南宁庞博生物工程有限公司；阿仑膦酸钠(alendronare, ALN)，石家庄石药集团欧意药

业有限公司；碱性磷酸酶、抗酒石酸酸性磷酸酶(tartrate-resistant acid phosphatase, TRACP)测定试剂盒，

南京建成生物工程研究所；雌二醇(estradiol, E2)、骨钙素(osteocalcin, OCN)、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)、核因

子 κB 受体活化因子(receptor activator of nuclear factor κB, RANK)、核因子 κB 受体活化因子配体(receptor 
activator of nuclear factor κB ligand, RANKL)、组织蛋白酶 K (Cathepsin K, Cath-K)、骨保护素

(osteoprotegerin, OPG)等酶联免疫吸附测定(enzyme-linked immune sorbet assay, ELISA)试剂盒，美国 R&D
公司；其他试剂为国产分析纯。 

Model680 酶标仪，美国 Bio-Rad 公司；GL-20M 冷冻离心机，上海卢湘仪离心机仪器有限公司；QS3023
小动物骨骼强度测定仪，张家港市青松生物医学仪器有限公司；GK99-UNIGAMMA X-RAY PLUS 双能

X 线骨密度仪，意大利 1’acn 公司。 

2.3. TCP 螯合钙制备 

称取金枪鱼鱼骨粉 100 g，溶解于 20 mM 的 1 L 磷酸盐缓冲液(pH 7.2)，在 0.10~0.12 MPa 压力下，

100℃~120℃蒸煮 5 h，冷却后加入 500,000 U 的碱性蛋白酶，用 1 M HCl 或 NaOH 溶液调节反应体系的

pH 值 9.0，45℃下进行酶解反应，酶解完毕后沸水浴灭活酶 10 min。流水冷却至室温后以 4000 r/min 离

心 20 min，取上清液，500 Da 透析袋透析后减压浓缩，冷冻干燥得 TCP。酶解后残渣为骨钙部分，加入

到 200 mL 质量分数为 40%的柠檬酸溶液中水解 10 h 以获得金枪鱼骨来源的钙离子。水解结束后，调节

pH 值至中性，过滤取上清，喷雾干燥得金枪鱼骨柠檬酸钙。 
取 2 g TCP 和 0.33 g 鱼骨柠檬酸钙(肽钙质量比 6:1)溶于 20 mL 蒸馏水中，在恒温振荡器中进行螯合

反应，pH 7.5，螯合温度 35℃，螯合时间 40 min。螯合反应结束后，向溶液中加入 60 mL 无水乙醇沉淀

螯合物，沉淀体系于 4℃条件下沉降 6 h，4500 r/min 离心 20 min，沉淀物经冷冻干燥，即得 TCP 螯合钙，

钙螯合率为 92.03%。 

2.4. 动物模型建立与分组 

通过摘除双侧卵巢的手术建立骨质疏松症大鼠模型。雌性 SD 大鼠适应性喂养 7 d，随机分为假手术

组和摘除卵巢组。腹腔注射 3.4 mL/kg∙bw 的 10%水合氯醛麻醉大鼠，剪除大鼠对双侧卵巢，庆大霉素溶

液消毒后缝合腹部肌肉，再次消毒后缝合皮肤，再进行第三次消毒，假手术组大鼠剪除相等量的脂肪，

大鼠每天注射庆大霉素以预防病菌感染，连续 3 d，15 d 后选择状态正常的大鼠进行实验。大鼠饲喂 90 d，
尾静脉取血，检测血 E2、TRACP 和碱性磷酸酶的含量，以假手术组(SHAM)大鼠(10 只)为对照组，摘除

卵巢组大鼠血清 E2 显著下降(P < 0.01)，TRACP 和碱性磷酸酶活性显著提高(P < 0.01)者判断为造模成功

的大鼠。 
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选择造模成功的大鼠随机分为模型对照组(OVX)、阿仑膦酸钠阳性对照组(ALN)、TCP 螯合钙低剂量

(L-TCP/钙)、TCP 螯合钙高剂量组(H-TCP/钙)，每组 10 只。TCP/钙低、高剂量组分别灌胃 400 mg/kg 和

800 mg/kg 的 TCP/钙，阳性对照组灌胃 1 mg/kg 的 ALN，假手术组和模型对照组灌胃等体积量的生理盐

水，1 次/d，连续 12 w，期间大鼠自由进食饮水。末次给药后，大鼠禁食不禁水 10 h，经乙醚麻醉后由

腹主动脉处用注射器取血，常规方法分离血清 4℃保存，迅速剥离大鼠双侧股骨与胫骨，纱布包裹后−20℃
保存备用。 

2.5. 骨吸收指标检测 

按照TRACP试剂盒说明书的方法测定其活性；按照ELISA试剂盒说明书的方法分别测定血清Cath-K
的活性和 RANK 的含量。 

2.6. 骨形成指标检测 

按照 ELISA 试剂盒说明书的方法分别测定血清 BALP 的活性和 OCN、PICP、OPG 和 RANKL 的含量。 

2.7. 骨密度检测 

取左侧股骨，室温环境平衡 1 h，利用双能 X 线骨密度仪进行扫描，检测骨密度(bone mineral density, 
BMD)。 

2.8. 骨最大载荷测定 

取右侧胫骨，经室温环境平衡 1 h 后，利用小动物骨骼强度仪检测最大荷载。 

2.9. 骨结构强度测定 

取左侧胫骨，经室温环境平衡 1 h 后，利用小动物骨骼强度仪检测结构强度。 

2.10. 统计学分析 

实验结果用 x  ± s 表示，采用 SPSS17.0 软件进行单因素 ANOVA 方差分析，采用 Tukey’s 法进行数

据间两两比较，以 P < 0.05 认为具有统计学意义上的差异。 

3. 结果 

3.1. TCP/钙对骨吸收指标的影响 

由表 1 可知，与 SHAM 组比较，OVX 组大鼠血清 TRACP 和 Cath-K 的活性均显著增加(P < 0.01)。
灌胃TCP/钙后，与OVX组比较，高剂量组大鼠TRACP和Cath-K的活性分别显著降低了 42.85% (P < 0.01)
和 49.62% (P < 0.01)；同时，低剂量组大鼠 TRACP 和 Cath-K 的活性也显著降低了 21.61% (P < 0.05)和
29.39% (P < 0.05)。结果表明，TCP/钙可以通过降低 TRACP 和 Cath-K 的水平抑制破骨细胞的生物活性。 

由表 1 可知，与 SHAM 组比较，OVX 组大鼠血清 RANK 含量显著增加(P < 0.05)。高剂量 LCP 组

RANK 含量显著减少了 19.96% (P < 0.05)。结果表明，TCP/钙能通过抑制 RANK 的分泌发挥抑制骨质疏

松的作用。 

3.2. TCP/钙对骨形成指标的影响 

由表 2 可知，H-TCP/钙组大鼠 BALP 活性、OCN 和 PICP 含量均显著下降(P < 0.01)；L-TCP/钙组大

鼠 BALP 活性也显著下降(P < 0.05)，而 OCN 和 PICP 含量变化不显著。结果表明，TCP/钙可以通过抑制
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BALP、OCN 和 PICP 的水平改善骨质疏松症状。成骨细胞分泌 OPG 和 RANKL 能够促使破骨细胞分化

活化的细胞因子，RANKL 与 OPG 的比值被认为是破骨细胞活性的重要指标，对骨吸收起到决定性的作

用。由表 2可知，与 SHAM组比较，OVX组血清OPG含量显著降低(P < 0.01)，RANKL含量和RANKL/OPG
比值显著(P < 0.01)。灌胃 TCP/钙后，与 OVX 组大鼠比较，L-TCP/钙组和 H-TCP/钙组大鼠血清 OPG 和

RANKL 的含量均显著增加(P < 0.05, P < 0.01)，RANKL/OPG 比值分别也显著降低(P < 0.05, P < 0.01)。
结果表明，TCP/钙可通过调节 OPG 和 RANKL，抑制破骨细胞的生成，改善骨质疏松。 
 
Table 1. Effects of TCP/Ca on bone resorption indexes in rats ( x  ± s, n = 10) 
表 1. TCP/钙对大鼠骨吸收指标的影响( x  ± s, n = 10) 

Groups TRACP (U/L) Cath-K (μg/mL) RANK (pg/mL) 

SHAM 18.35 ± 2.67 1.34 ± 0.07 28.12 ± 1.54 

OVX 41.24 ± 1.78## 2.62 ± 0.15## 34.77 ± 4.62# 

ALN 29.74 ± 1.33** 1.67 ± 0.12** 29.48 ± 3.24* 

L-TCP/钙 32.33 ± 2.04* 1.85 ± 0.14* 31.44 ± 2.81 

H-TCP/钙 23.57 ± 1.76** 1.32 ± 0.12** 27.83 ± 3.40* 

注：#P < 0.05，##P < 0.01 与 SHAM 组比较；*P < 0.05，**P < 0.01 与 OVX 组比较。Note: #P < 0.05, ## P<0.01 vs SHAM group; *P < 0.05, ** P < 
0.01 vs OVX group. 
 
Table 2. Effects of TCP/Ca on osteogenesis indexes in rats ( x  ± s, n = 10) 
表 2. TCP/钙对大鼠骨形成指标的影响( x  ± s, n = 10) 

Groups BALP (U/L) OCN (ng/mL) PICP (ng/mL) OPG (pg/mL) RANKL (pg/mL) RANKL/OPG 

SHAM 82.41 ± 4.26 3.55 ± 0.45 6.22 ± 0.43 13.40 ± 1.28 16.29 ± 1.27 1.23 ± 0.17 

OVX 220.58 ± 9.65## 6.71 ± 0.38## 9.89 ± 0.77## 6.58 ± 0.93## 32.23 ± 2.77## 4.94 ± 0.78## 

ALN 130.07 ± 7.10** 4.11 ± 0.47** 7.83 ± 0.55* 9.76 ± 0.69** 24.37 ± 1.52** 2.50 ± 0.33** 

L-TCP/钙 183.19 ± 6.47* 5.76 ± 0.55 8.87 ± 0.86 8.89 ± 0.64* 27.59 ± 3.41* 3.20 ± 0.45* 

H-TCP/钙 133.24 ± 5.23** 4.17 ± 0.36** 6.72 ± 0.72** 11.31 ± 0.70** 21.44 ± 2.03** 1.86 ± 0.18** 

注：##P < 0.01 与 SHAM 组比较；*P < 0.05，**P < 0.01 与 OVX 组比较。Note: ##P < 0.01 vs SHAM group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs OVX group. 

3.3. TCP/钙对骨密度和骨生物力学性能的影响 

由表 3 可知，与 SHAM 组大鼠比较，OVX 组股骨及股骨骨干和骨骺端的 BMD 显著降低(P < 0.05, P 
< 0.01)，进一步说明骨质疏松症大鼠模型的构建成功。灌胃 TCP/钙后，高剂量组大鼠与 OVX 组大鼠比

较，股骨及股骨骨干和骨骺端的 BMD 分别显著增加了 14.27% (P < 0.01)，10.54% (P < 0.05)和 17.55% (P 
< 0.01)。低剂量组变化不显著。结果表明，TCP/钙能够提高骨质疏松症大鼠的骨密度，改善骨质疏松。 

由表 3 可知，与 SHAM 组大鼠比较，OVX 组胫骨最大载荷和结构强度均显著降低(P < 0.01)。灌胃

TCP/钙后，与 OVX 组大鼠比较，高剂量组大鼠胫骨的最大载荷和胫骨结构强度分别显著增加了 31.68% (P 
< 0.05)和 52.35% (P < 0.01)。结果表明，TCP/钙能够较好地提高大鼠胫骨的最大载荷和骨结构强度，改善

骨质疏松症状。 

4. 讨论 

本文研究了 TCP/钙对双侧摘除卵巢大鼠骨质疏松症的抑制作用。结果显示，TCP/钙能够显著降低骨

质疏松症大鼠的骨吸收，提高骨密度，增强骨生物力学性能。表明 TCP/钙能显著改善双侧摘除卵巢大鼠

的骨质疏松症。 
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Table 3. Effects of TCP/Ca on BMD and bone biomechanics in rats ( x  ± s, n = 10) 
表 3. TCP/钙对大鼠骨密度和骨生物力学性能的影响( x  ± s, n = 10) 

Groups 
BMD (g/cm2) 

胫骨最大载荷(kg) 胫骨结构强度(kg) 
股骨 股骨-骨干 股骨-骨骺端 

SHAM 0.3034 ± 0.0126 0.2804 ± 0.0117 0.3190 ± 0.0202 9.13 ± 1.12 24.78 ± 3.04 

OVX 0.2614 ± 0.0203## 0.2543 ± 0.0122# 0.2655 ± 0.0247## 6.44 ± 0.49## 14.67 ± 1.55## 

ALN 0.2876 ± 0.0087* 0.2741 ± 0.0100* 0.2902 ± 0.0169* 7.87 ± 0.54* 20.22 ± 1.63** 

L-TCP/钙 0.2744 ± 0.0120 0.2623 ± 0.0136 0.2802 ± 0.0196 7.03 ± 0.71 16.19 ± 1.26 

H-TCP/钙 0.2987 ± 0.0107** 0.2811 ± 0.0104* 0.3121 ± 0.0135** 8.25 ± 0.79** 22.43 ± 2.52** 

注：#P < 0.05，##P < 0.01 与 SHAM 组比较；*P < 0.05，**P < 0.01 与 OVX 组比较。Note: #P < 0.05, ## P < 0.01 vs SHAM group; *P < 0.05, **P < 
0.01 vs OVX group. 
 

BALP 可以反映骨骼矿化和成骨细胞生物活性[8]；OCN 对成骨细胞的分化和骨基质矿化具有重要的

意义[8]；PICP 是骨胶原的合成过程中重要的因子[9]，三者均能够及时地反映骨生成。本实验中 TCP/钙
显著降低了骨质疏松症大鼠的 BALP、OCN 和 PICP 的水平，提示 TCP/钙能通过调控大鼠的骨生成，抑

制骨质疏松。 
RANKL/OPG 的比值直接影响着破骨细胞的活性，同时也影响了骨吸收率和骨密度[10]，能较准确地

预测骨吸收。本实验中 TCP/钙显著增加了大鼠的血清 OPG 水平，降低了 RANKL 水平，减小了

RANKL/OPG 比值。TRACP 对破骨细胞的调节作用主要是通过影响骨基质的吸收和胶原蛋白的转化来实

现的[11]。Cath-K 可以降解 I 型胶原，在破骨细胞中具有高选择性的表达[11]。本实验中 TCP/钙显著降

低了骨质疏松症大鼠的 TRACP 和 Cath-K 的含量，提示 TCP/钙能够通过抑制破骨细胞的形成，抑制骨质

疏松症大鼠的骨吸收。 
目前对骨质疏松症诊断的最主要指标是 BMD，而事实上，除 BMD 外，骨质疏松的发生发展还与骨

脆性的增加有关。检测 BMD 是目前骨质疏松症研究和药物疗效评价的重要手段。利用双能 X 射线骨密

度仪检测 BMD 是“判断抗骨质疏松药物疗效的金标准”方法[12]。较高的骨折发生率是骨质疏松症最大

的危害，骨生物力学可以直接反映骨组织结构的力学效应，预测骨折发生。本实验中 TCP/钙显著增加了

骨质疏松症大鼠的骨密度、最大载荷和结构强度，提示 TCP/钙能够通过提高大鼠的骨密度、增强骨强度，

抑制骨质疏松症的发生。 
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