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来曲唑对青年
(S?

蛋鸡髓质骨形成的影响

邓益锋!陈秀霞!胡云峰!陶庆树!侯加法"
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要"为研究来曲唑对蛋鸡髓质骨形成的影响!阐明髓质骨形成的机制!选用
#"'

羽
"&

周龄伊莎母鸡!预饲
"

周

后随机杀
"'

羽取骨骼样本作为背景对照%剩余母鸡随机平均分为
#

组!试验组经口给予来曲唑
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M

.
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另一组作为对照组!试验为期
"H7

&结果显示!与对照组相比!来曲唑可极显著降低鸡体内雌激素水平和雌激素受

体的表达"

.
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#!显著提高雄激素水平"

.
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#%显著提高胫骨骨皮质指数!降低骨放射密度"

.
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#%胫

骨外骨膜周长'内骨膜周长'皮质骨面积'平均皮质骨厚度'皮质骨面积比例差异不显著"
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#&本研究表明来

曲唑能抑制雌激素合成!阻止髓质骨的形成!减缓骨骼生长&

关键词"来曲唑%雌激素%髓质骨%
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髓质骨"
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#是雌禽所特有的

结构!在生殖期间形成!与禽类产蛋功能密切相关&

随着产蛋周期的变化!髓质骨发生周期性的吸收与

重建!为蛋壳钙化提供约
&'̂

的钙源+

"

,

&研究表

明!髓质骨的形成与雌激素水平有关!但其确切机理

仍不详+

#

,

&作者通过雌激素抑制剂///来曲唑

"

G1208O841

#来控制髓质骨的形成!以研究其对髓质

骨形成及雌激素受体"
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#的影

响!为进一步探讨笼养蛋鸡骨质疏松症的发病机理

提供理论依据&
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材料与方法
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实验动物及分组

从南京某鸡场购入
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周龄"
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日龄#
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蛋鸡
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羽!预饲
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周后!随机杀
"'

羽取骨样本!作为背

景对照&剩余
#''

羽随机平均分为
#

组!

C

组为对

照组!正常饲喂%
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组为试验组!经口给予来曲唑
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!试验为期
"H7

&试验日粮参照

B9;

标准!根据等氮'等能原则配制!日粮配方及营

养水平见表
"

&鸡舍维持室温"
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!光照不少于
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!每只鸡定量采食
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!自由饮水&
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日粮配方及营养水平
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含量
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赖氨酸
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蛋氨酸
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蛋氨酸
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胱氨酸
]12L38.3.1j ;
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主要试剂

来曲唑"武汉远城科技发展有限公司#!每天用

药 前 将 原 粉 溶 解 于 水 中!使 其 终 浓 度 为
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免疫组化试剂盒"武汉博士德公司#!血清雌二

醇"

A

#

#'睾酮"

:

#放射免疫试剂盒"北京福瑞生物工

程公司#&
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试验方法
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样品采集
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组分别在用药后第
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天随机各取
"'

羽!翼静脉采

血!断头处死!将右侧胫骨剔除肌肉!从中间锯
"

段

约
'%*/K

长骨段置于预冷的
&̂

多聚甲醛磷酸缓

冲液中固定!供组织学和免疫组织化学观察%完整取

出左侧股骨和胫骨!固定于
('̂

乙醇中!用于骨形

态计量学和骨放射密度测定&

"%$%#

!

脱钙骨切片观察髓质骨形成的变化+

$

,

!!

将骨组织从多聚甲醛中取出!水冲过夜!

"'̂

硝酸

脱钙!

*̂

硫酸锂碱处理!脱水!浸蜡!石蜡包埋后切

片!甲苯胺蓝染色!观察髓质骨的形成&

"%$%$
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免疫组织化学观察雌激素受体的变化+

&
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将上述白片用
C?;

法进行免疫组织化学染色!用
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代替
A9

&

抗作为阴性对照&每张片子连续取
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个视野!用
DK-

M
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"美国国家卫生研究院开

发#软件进行雌激素受体表达的半定量分析&

"%$%&
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雌激素'雄激素测定
!!

采用放射免疫法!

运用智能放免
(

测量仪"型号为
=B!)+*?

!上海原子

核研究所日环仪器厂#测定血浆雌二醇"

A

#

#与睾

酮"

:

#水平&
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骨形态计量学测定+
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将骨组织从乙醇

中取出!干燥后!在胫骨中点处用微型电锯锯一

$KK

厚骨环!用
]D;9Y:Ab*)''

透射扫描仪"上

海中晶科技有限公司#扫描骨环!

DK-

M

1e

软件分析

骨环图像&测定外骨膜面周长"

,1038621QK,103K1!
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#'内骨膜面周长"

A.78621QK,103K1210
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#'平均皮质骨厚度"

;8023/-4V372L
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#'骨

皮质指数"
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#'皮质骨面积
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#'皮质骨面积比例"

;8023/-4C0!

1-9-238
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骨放射密度测定+

)!(
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!!

股骨从乙醇中取

出!干燥后将其按编号排列于暗盒上!在暗盒一端放

置
")

级铝阶"英国
98643.

研究所馈赠#&调整摄片

参数$焦点胶片距
H'/K

!球管电压
&&@Z

!毫安秒

$%HH

!用
]3bC=CRS#''C

型小动物专用
U

射线机

"日本米卡萨公司#进行摄片&

U

线片经透射扫描

后!用
DK-

M

1e

软件进行灰度值测定!换算成相应铝

阶厚度来表示其放射密度"

KKC4
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数据分析

试验数据采用
=,=="$%'

统计软件处理&方差

分析进行差异显著性判定&各组数据结果均以
Pg

A

表示&
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结
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果
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髓质骨形成的变化

脱钙骨切片经甲苯胺蓝染色以观察髓质骨形成

)+$"
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期 邓益锋等$来曲唑对青年
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蛋鸡髓质骨形成的影响

的变化&在
"'*

日龄时!皮质骨被淡染!外环骨板颜

色相对较淡!内环骨板颜色较深&在皮质骨可见致

密的哈佛氏系统和哈佛氏管!偶见窝通管穿行其中&

在内侧骨板附近未见髓质骨生成&骨髓腔内组织呈

蓝色蜂窝状结构"图
"C

#&

C

组在试验第
"#

天"

""(

日龄#时开始有少量髓质骨形成"图
"?

#!到试验第
"H

天"

"#$

日龄#时!形成大量的髓质骨"图
";

#&

?

组服

用来曲唑后!在试验期间一直未出现髓质骨"图
"<

#&

C%

第
"

天骨切片"

&'d

#!可见淡染的皮质骨!致密的哈佛氏系统和窝通管!未见髓质骨形成%

?%

第
"#

天对照组骨切片"

"''

d

#!髓质骨开始形成"箭头#%

;%

第
"H

天对照组骨切片"

"''d

#!小梁上形成大量髓质骨"箭头#%

<%

第
"H

天来曲唑处理组骨切

片"

"''d

#!未见髓质骨形成
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脱钙骨切片的甲苯胺蓝染色
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雌激素受体的变化

雌激素受体免疫组化染色显示!胫骨中雌激素

受体主要分布在骨小梁周围的成骨细胞'破骨细胞

以及骨髓中未分化的间充质细胞中!在胞核'胞质中

均有表达!但胞质着色较深%皮质骨和骨小梁中未见

阳性细胞"图
#C

#&雌激素受体半定量结果表明!试

验开始时阳性细胞率为
'%&$+g'%'*"

%试验结束时

C

组阳性细胞率升高为
'%*"&g'%'&#

"图
#?

#!差

异极显著"

.

#

'%'"

#%

?

组未见阳性细胞"图
#;

#&

C%

试验第
"

天骨切片!可见棕色阳性细胞"箭头#%

?%

试验结束时对照组骨切片!可见棕色阳性细胞"箭头#%

;%

试验结束时

来曲唑处理组骨切片!未见棕色阳性细胞
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骨切片雌激素受体免疫组化染色$
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血浆雌!雄激素的变化

试验期间!

C

'

?

组雌激素水平随蛋鸡日龄的增

加而上升!但
?

组雌激素水平整体低于
C

组%用药
&

7

后!

?

组雌激素水平极显著低于
C

组"

.

#

'%'"

#&

C

组雄激素水平变化差异不明显!

?

组雄激素水平

随用药的持续而显著上升%在用药
"#7

后!

?

组雄

激素水平显著高于
C

组"

.

#

'%'*

#"表
#

#&

!]$

!

骨形态计量学变化

表
$

结果显示!

?

组骨皮质指数显著高于
C

组

"

.

#

'%'*

#!而胫骨外骨膜周长'内骨膜周长'平均

皮质骨厚度'骨皮质指数'皮质骨面积'皮质骨面积

比例均差异不显著!随蛋鸡日龄增加而增加&

!]K

!

骨放射密度测定结果

表
&

结果显示!随着日龄的增长!骨放射密度都

(+$"
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表
!

!

不同时间血浆雌!雄激素水平$

/̀ %"

%

9,C+1!

!

9611)-4*

M

1/,/8,/84*

M

1/2*/21/-4,-.*/)./

;

+,)I,,-8.<<141/--.I1

$

/̀ %"

%

采样时间-
7

=-K

5

43.

M

23K1

雌激素-"

5M

.

KG

!"

#

A6208

M

1.

雄激素-"

.

M

.

KG

!"

#

C.708

M

1.

对照组

;8.2084

M

08Q

5

来曲唑处理组

G1208O841201-217

M

08Q

5

对照组

;8.2084

M

08Q

5

来曲唑处理组

G1208O841201-217

M

08Q

5

' "+'%(#)g"+)%+'& '%#*"g'%'+&

# #H)%*$&g#"+%H$' "H#%H+&g""'%*+( '%"#$g'%'#" '%"('g'%'$(

& $("%+*"g"((%$#$

"$(%&(#gHH%"(#

""

'%#*$g'%')+ '%"+$g'%'$(

) &"$%'&Hg#$"%&#H #**%(+Hg#$*%"$' '%"H*g'%')) '%#HHg'%"($

H &"#%'($g#"#%'+*

""(%'))g(&%$'"

""

'%"*'g'%')$ '%*+Hg'%'+*

"' &&(%$H"g"$(%&H&

#$'%+++g"#)%$$"

""

'%"+(g'%'&) '%$&+g'%"*)

"# *&&%"'&g#""%*'#

#""%$"(g"+(%$(*

""

'%"((g'%'(' '%$H&g'%"+*

"& *H#%*(#g"(#%'H"

#(&%'"+g"+*%($*

""

'%#'&g'%'H(

'%&#)g'%)#+

"

") *)'%#&"gH#%""'

#(#%###g"'H%#$#

""

'%"+Hg'%'*+

'%&(*g'%"*H

"

"H ***%"$"g"'H%))&

#$*%+*+g")(%H)$

""

'%")"g'%'(+

'%(#(g'%$')

"

与对照组比较!

"

表示差异显著"

.

#

'%'*

#!

""

表示差异极显著"

.

#

'%'"

#&下表同

"

%.

#

'%'*

!

""

%.

#

'%'"

!

/8K

5

-017[32L/8.2084

M

08Q

5

%:L16-K1-6E148[

表
'

!

骨形态计量学变化

9,C+1'

!

56,/

M

1)*<C*/16.)-*I*4

;

6*I1-4

@

指标

,-0-K1210

试验开始时

"

.k"'

#

=2-023.

M

Z-4Q1

试验期间总平均"

.k+'

#

CZ10-

M

1Z-4Q17Q03.

M

2L11P

5

103K1.2

对照组

;8.2084

M

08Q

5

来曲唑处理组

G1208O841201-217

M

08Q

5

胫骨外骨膜周长-
KK:3E3-,%,K #"%+()g'%(#' ##%#')g"%$)+ #"%+$&g'%($'

胫骨内骨膜周长-
KK:3E3-A.%,K "(%'(Hg'%H$H "(%)"$g"%$(+ "(%$#)g'%H#&

胫骨平均皮质骨厚度-
KK:3E3-;V '%(#*g'%'&+ '%($#g'%')" '%($&g'%'&H

胫骨骨皮质指数
:3E3-?;D '%#')g'%"*& '%#'(g'%'#"

'%#"'g'%'"(

"

胫骨皮质骨面积-
KK

#

:3E3-;C

"&%'$"g'%H$) "&%**+g"%*&& "&%$+)g'%+$"

胫骨皮质骨面积比例
:3E3-;C9 $)%()&g#%"'' $(%'(+g$%#$H $(%**&g#%*'(

有增长的趋势&与
C

组相比!

?

组用药
)7

后!其放

射密度显著降低"

.

#

'%'*

#%从总平均结果看!

?

组

放射密度显著低于
C

组"

.

#

'%'*

#&

'

!

讨
!

论

雌激素参与机体骨骼生理和病理的相关过程!

对蛋鸡骨骼的生长发育'成熟以及骨量的维持有重

要的调节作用&动物体内雌激素是由雄激素经芳香

化酶转化而来+

H

,

!来曲唑为第三代芳香化酶抑制剂!

与雄激素竞争!可逆性结合到芳香化酶细胞色素

,&*'

的血红素上!从而使雌激素生成受阻+

+!"'

,

&本

试验结果显示!来曲唑抗鸡雌激素作用非常明显!在

用药后第
#

天
?

组雌激素水平即明显低于
C

组!在

用药第
&

天极显著低于
C

组!且在整个试验过程

中!

?

组雌激素水平都维持在一个相对较低的水平!

这与以往报道相似+

+

!

""

,

&

?

组雄激素水平上升!是

表
$

!

不同时间骨放射密度$

/̀ %"

%

9,C+1$

!

961C*/14,8.*

M

4,

;

6.281/).-

@

,-8.<<141/-

-.I1

$

/̀ %"

%

KKCG

采样时间-
7

=-K

5

43.

M

23K1

组别-
>08Q

5

对照组

;8.2084

M

08Q

5

来曲唑处理组

G1208O841201-217

M

08Q

5

'7 "%#(Hg'%'#"

#7 "%$("g'%##$ "%#H+g'%"H#

& "%*'Hg'%"(H "%$*&g'%'H+

) "%('$g'%"#+

"%&'&g'%''(

"

H "%+)#g'%*#&

"%$*Hg'%++'

"

"' #%##+g'%$+'

"%&"#g'%&H)

"

"# #%#$Hg'%$H*

"%&"(g'%'+&

"

"& #%'"'g'%$&'

"%*H$g'%')(

"

") "%H#"g'%"$' "%*H+g'%#""

"H #%#$+g'%$')

"%*&+g'%(+&

"

总平均
>0866K1-."%H$)g'%&&'

"%&#$g'%#"#

"
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期 邓益锋等$来曲唑对青年
D=C

蛋鸡髓质骨形成的影响

由于来曲唑竞争性与芳香化酶结合!使雄激素被阻

滞而在体内积聚增多所致&

!!

据报道!来曲唑可抑制哺乳动物
+Ĥ

以上的雌

激素合成!可使雌激素降低至无法检测的水平+

"#

,

&

本试验结果显示!来曲唑可将
D=C

蛋鸡体内雌激素

降低到约正常水平的
"

-

$

%

"

-

#

!但没有达到难以检

测的程度!这是来曲唑在蛋鸡体内不能充分吸收!血

药浓度较低!还是蛋鸡对其不敏感!而使鸡体芳香化

过程仍在部分进行!其确切机理还有待进一步的研

究&来曲唑同时可以通过抑制雌激素合成!来影响

雌激素受体的表达&本试验
C

组雌激素水平上升!

其受体阳性细胞率也增加%

?

组雌激素水平下降!其

受体表达也下降!试验结束时!

?

组免疫组化切片上

几乎找不到雌激素受体的阳性细胞!其试验结果与

理论推导相吻合&

髓质骨的形成!与雌激素有着密切的关系!只有

当雌激素达到一定水平后!通过雌激素受体!才能诱

发髓质骨产生+

"$

,

&有研究表明!蛋鸡在性成熟前
"'

7

左右!体内雌激素水平急剧上升!从而诱发髓质骨

产生+

"

,

&从本试验结果分析!

C

组蛋鸡在
""(

日龄

时开始形成髓质骨!到
"#$

日龄时大量形成%

D=C

蛋

鸡性成熟日龄约在
"#)

日龄"

"H

周龄#!其髓质骨形

成也是在性成熟前
"'7

左右开始&

?

组无髓质骨

的产生!主要是因为来曲唑抑制了雌激素合成!去除

了髓质骨产生的诱发因素%特别是来曲唑几乎完全

抑制雌激素受体的表达!从而阻断了雌激素发挥作

用的路径!因而来曲唑能有效阻滞髓质骨的产生&

在髓质骨形成初期!

?

组骨皮质指数显著高于

C

组!皮质骨厚度和皮质骨面积比例也有高于
C

组

的趋势!说明
C

组皮质骨在整个骨体内的比例在下

降!这也证实了(髓质骨的产生和维持是以动员皮质

骨为代价)的推论+

"&

,

&本试验
C

'

?

两组皮质骨面

积比较差异不显著!但
C

组骨放射密度却显著大于

?

组"

.

#

'%'*

#!说明髓质骨具有一定的放射密度!

髓质骨的存在可以增加骨放射密度&

?

组外骨膜周

长'内骨膜周长'皮质骨面积均小于
C

组!提示来曲

唑可阻滞蛋鸡骨骼的生长&它通过与芳香化酶结

合!使雌激素合成减少!从而导致蛋鸡钙'磷吸收减

少!引起钙'磷在骨骼上的沉积下降!肾脏钙'磷排泄

增加!最终使骨骼生长缓慢+

"*

,

&

上述研究表明!来曲唑可显著降低鸡体内雌激

素水平!减少雌激素受体的合成!从而使骨骼生长缓

慢%同时能有效抑制髓质骨的形成!为髓质骨形成的

研究提供良好的动物模型&但来曲唑/雌激素/髓

质骨之间的作用机理尚待进一步深入研究&
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