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微生态补钙制剂的生物利用研究

万婷婷，罗爱平*，尹彦洋，刘  海，唐莹莹

(贵州大学生命科学学院，贵州 贵阳      550025)

摘   要：补钙制剂的生物利用率是评价补钙效果的重要指标。以 KM 种健康小鼠为模型，饲喂不同钙源及钙含量

的饲料，测定饲料消耗量、粪钙、尿钙、骨钙和血钙，计算钙的表观吸收率及存留率，并与对应剂量的碳酸钙

组对比，评价微生态补钙制剂的生物利用情况。结果表明：微生态补钙制剂低剂量组和标准剂量组的骨钙含量与

相同水平的碳酸钙对照组比较差异显著(P ＜ 0.05)，钙的表观吸收率明显高于对应碳酸钙剂量组(P ＜ 0.01)；微生态

补钙制剂组与碳酸钙对照组相比，血钙水平差异不显著(P ＞ 0.05)，但均高于碳酸钙对照组。表明微生态补钙制剂

生物利用率高，是一种理想的补钙制剂。
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Abstract ：Bioavailability of calcium preparations is an important indicator for evaluating calcium absorption efficiency. In order
to evaluate bioavailability of a microbial calcium from co-cultured Lactobacillus rhamnosus and Lactobacillus acidophilus in
bovine bone power medium, KM mice fed feed containing different calcium sources and contents were used as the model to
determine feed consumption, fecal calcium, urinary calcium, bone calcium and blood calcium, and calculate the absorption rate
and retention rate of calcium. Meanwhile, the bioavailability of the microbial calcium was compared with that of calcium
carbonate at identical doses. The results indicated that the bone calcium content in the microbial calcium group at low or standard
dose revealed a significant difference when compared with the calcium carbonate agent at the same dose (P ＜ 0.05). An obviously
higher apparent absorption rate of the microbial calcium was observed when compared with calcium carbonate group (P ＜ 0.01).
No obvious difference in blood calcium level between the microbial calcium group and calcium carbonate group was observed
although the blood calcium level was higher in the microbial calcium group (P ＞ 0.05). Therefore, the microbial calcium is an ideal
calcium preparation with high biological activity and bioavailability.
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我国居民的膳食组成以植物性食品为主，植物性食

品钙含量少，且存在草酸、植酸等多种不利于钙吸收

的因素，居民普遍缺钙[1]。成年人平均每日的钙摄入量

仅为营养学会推荐供给量标准(RDA)的 50% 左右，而儿

童和青少年只达到 RDA 的 30%～40%[2]。食用补钙制剂

已成为改善居民钙营养状况的重要途径[3]。目前钙制剂

种类繁多，但由于钙含量低、水溶性差、生物利用率

低等原因，补钙效果并不理想。因此，寻找一种新型

的补钙制剂成为迫切需要解决的问题[4]。

鲜骨中 Ca、P 含量高，分别为 19.3% 和 9.39%，Ca
与 P 比值近似 2 : 1，是人体吸收 C a、P 的最佳比例，

因此骨是理想的天然钙源[5-7]。微生态补钙制剂利用益生

菌(鼠李糖乳杆菌和嗜酸乳杆菌)发酵牛骨粉研制，益生

菌代谢产生的乳酸使结合钙转变成游离钙[8]，提高钙的

吸收利用率。补钙制剂的生物利用率是评价补钙效果的

重要指标，通过动物实验，求出受试动物钙的表观吸收

率，并与对应剂量的碳酸钙组对比，评价微生态钙制剂

的生物利用情况，探索微生态钙制剂的补钙效果，为进
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一步探讨人体对微生态补钙制剂的吸收利用提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

新鲜成年牛骨   贵阳市花溪农贸市场。

鼠李糖乳杆菌(Lactobacillus rhamnosus，LGG)，菌种

编号 1.2466；嗜酸乳杆菌(Lactobacillus acidophilus，LA)，
菌种编号 1.1854；均购于中国科学院微生物研究所。

基础饲料配方：玉米 59%、豆粕 23.43%、菜籽粕

5%、麦麸 10%、大豆油 1.5%、磷酸二氢钠 0.8%、赖

氨酸 0.27%、钙含量 80mg/100g。
碳酸钙    淄博志华工贸有限公司；微生态补钙制剂

贵州大学动物性食品综合实验室研制。

盐酸、硝酸、甲基红、氨水、草酸铵、硫酸、

高锰酸钾、无水乙醇、草酸钠均为分析纯。

1.2 仪器与设备

LD4-2 低速离心机    北京医用离心机厂；FJ-300 高

速分散均脂机    上海标模仪器厂；TGL-16B 高速离心机

上海安亭科学仪器厂；UV-7502PC 紫外 - 可见分光光度计

上海欣茂仪器有限公司；游标卡尺    上海量具刃具厂。

1.3 实验动物

选用出生 3 周断乳同一批次 KM 种健康小鼠，84 只

雌雄各半，由贵阳医学院实验动物中心提供 ( 合格证

号：SCXK(黔)2002-0001)，体质量(18.84 ± 3.22)g。
1.4 方法

1.4.1 牛骨粉的制备

选用新鲜牛管骨﹑扁骨各 50%，用切割机切成 4～5cm
的骨块，清水洗净后，剔除筋、腱等非骨成分。将

骨块置于锅中，以蒸馏水刚好浸没为宜，微沸 1 h，除

去残血。取出骨块放入 3% Na2CO3 溶液(38～40℃)中浸

泡 40min 脱脂。0.1MPa 高压蒸煮 3～4h，60～70℃恒温

干燥 4～6h。将干燥后的骨块进一步粗粉碎为约 1cm 的

小块，再用超微粉碎机进行细粉碎，过 2 0 0 目筛 [ 9 ]。

1.4.2 微生态钙制剂制备

鼠李糖乳杆菌与嗜酸乳杆菌协同发酵牛骨粉。发酵

条件：接种量 3%，菌种比例(LGG:LA)4.67:1、发酵时

间 67h、骨粉质量分数 4.45%。将发酵液 2500r/min 离心

10min，取上清液 100mL，添加促钙吸收因子 VD3 和酪

蛋白磷酸肽(CPP)，添加量分别为 25μg 和 40mg；用柠

檬酸调节其口感，调 p H 值为 4 . 6 7，巴氏杀菌( 6 5℃，

3 0 m i n )制成微生态钙制剂 [ 1 0 ]，经测定，钙含量高达

293.48mg/100mL。

1.4.3 含钙饲料配制

按照我国实验动物饲料营养标准 GB14924 — 2001
《实验动物 大鼠小鼠配合饲料》，配制成不同钙源的含

钙饲料。微生态补钙制剂为实验组钙来源，碳酸钙为

对照组钙来源，基础饲料为空白组。

我国实验动物饲料营养标准中规定小鼠饲料中钙含

量为 1.0%～1.8%，故设定标准对照组饲料钙含量为 1.6%，

低剂量对照组为 0.8%，高剂量对照组为 3.2%，空白组不

添加微生态补钙制剂。按表 1 设计不同钙源及钙含量。

名称 饲料配方 钙含量 /(mg/100g)
空白组 基础饲料 80

低剂量对照组 基础饲料 + 碳酸钙 800
标准对照组 基础饲料 + 碳酸钙 1600

高剂量对照组 基础饲料 + 碳酸钙 3200
补钙制剂低剂量组 基础饲料 + 微生态补钙制剂 800
补钙制剂标准组 基础饲料 + 微生态补钙制剂 1600
补钙制剂高剂量组 基础饲料 + 微生态补钙制剂 3200

表 1 不同钙源及钙含量实验设计

Table 1   Formulation of calcium agents with different calcium sources
and contents

1.4.4 动物实验

84 只雌雄各半的 KM 种健康小鼠，按组别、雌雄

随机分为 7 组，每组 12 只，分别饲养在聚乙烯塑料盒

内，适应性喂养 3d，空腹 12h 后，自由进食和饮用去离

子水，实验期为 4 周，第 4 周进行 3d 代谢实验，记录食

量，收集粪尿，测定饲料钙、粪钙和尿钙，计算钙的

表观吸收率及存留率。实验期间每周空腹称体质量 2 次，

实验结束后断头采血，处死小鼠后分离双侧股骨备用。

1.4.5 指标测定及计算

微生态钙制剂含钙量：高锰酸钾滴定法 [ 1 1 ]。

血钙：小鼠断头采血，经离心分离出血浆，采用

邻甲酚肽络合酮比色法试剂盒测定[12]。

股骨质量及股骨长：小鼠喂养 3 0 d 后处死，剥离

出右侧股骨，于 105℃烤箱中烘至质量恒定，称量骨干

质量。游标卡尺测量小鼠左股骨长 [ 1 3 ]。

骨钙：用高锰酸钾滴定法测定小鼠整块右股骨钙，

计算小鼠骨钙含量。

                                  股骨钙质量
骨钙含量 /(mg/g)=——————                              (1)
                                     股骨质量

尿钙：高锰酸钾滴定法测定 [ 1 1 ]。

3d 摄入钙量 = 饲料钙含量× 3d 饲料消耗量          (2)
粪钙=粪便中钙含量×粪便排出量                          (3)
                                       摄入钙量－粪钙量
钙的表观吸收率 /%=—————————×100    (4)
                                               摄入钙量

                       
摄入钙量－粪钙量－尿钙量

钙存留率 /%= ————————————× 100   (5)
                                      摄入钙量

                                
小鼠体质量增加量

饲料利用率 /%= —————————× 100          (6)
                                    摄入饲料量
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组别 空白组
补钙制剂

低剂量对照组 标准对照组 高剂量对照组
低剂量组 标准组 高剂量组

血钙含量 /(mmol/L) 2.03 ± 0.11 2.140 ± 0.09 2.33 ± 0.06 2.4 ± 0.14 2.11 ± 0.07 2.19 ± 0.12 2.35 ± 0.10

表 5 小鼠血钙测定结果

Table 5   Determination of blood calcium in mice

2 结果与分析

2.1 补钙制剂的吸收利用情况

由表 2 可知，小鼠被随机分组后，实验初期各组

间的体质量无显著差异(P ＞ 0.05)；第 1 周与第 2 周小鼠

体质量增加较快，整个实验期间小鼠体质量组间无显著

差异(P ＞ 0 .05 )；实验期内小鼠无死亡，活动、饮食、

排便均正常，低钙对照组小鼠表现出倦怠、不好动、

毛色欠光泽，其他实验组小鼠运动活跃，毛色光泽；

小鼠饲料利用率组间差异均不显著(P ＞ 0.05)。
2.2 小鼠骨钙测定结果

体质量/g 饲料利用率/%
组别

初始质量 第 1周 第 2周 第 3周 第 4周 第 1周 第 2周 第 3周 第 4周 总利用率

空白组 18.1±0.5 24.2±0.2 29.9±0.3 32.1±0.5 34.2±0.4 10.6±0.7 9.82±0.9 3.79±0.6 3.62±0.7 6.56±0.2
低剂量对照组 17.8±0.4 23.0±0.5 29.2±0.5 32.3±0.3 34.4±0.5 8.96±0.2 10.68±0.8 5.34±0.3 3.62±0.6 6.04±0.2
标准对照组 18.4±0.2 24.3±0.3 29.5±0.4 32.8±0.5 34.0±0.2 10.17±0.4 8.96±0.2 5.68±0.5 2.06±0.7 5.46±0.4
高剂量对照组 18.2±0.5 24.5±0.4 29.1±0.5 32.4±0.2 34.6±0.5 10.86±0.4 7.93±0.3 5.68±0.6 3.79±0.7 5.62±0.2

补钙制剂低剂量组 17.9±0.3 23.6±0.5 28.0±0.4 31.2±0.5 33.5±0.2 9.82±0.8 7.58±0.8 5.51±0.4 3.96±0.5 5.46±0.4
补钙制剂标准组 18.6±0.5 24.9±0.2 29.6±0.5 32.0±0.3 34.0±0.5 10.86±0.9 8.10±0.5 4.13±0.3 3.44±0.8 5.19±0.6
补钙制剂高剂量组 18.0±0.4 24.0±0.1 29.8±0.5 32.1±0.3 34.3±0.4 10.34±0.8 10.00±0.6 3.96±0.2 3.79±0.6 5.33±0.4

F值 2.984 3.539 2.167 3.244 2.232 8.384 9.539 5.167 7.244 5.232
P值 ＞0.05 ＞0.05 ＞0.05 ＞0.05 ＞0.05 ＞0.05 ＞0.05 ＞0.05 ＞0.05 ＞0.05

表 2 不同钙源对小鼠体质量及饲料利用率的影响

Table 2   Effect of calcium source on body weight of mice and bioavailability of calcium

组别 股骨长 /mm 股骨质量 /mg 骨钙含量 /(mg/g)
空白组 20.6 ± 0.4 46.6 ± 2.0aA 109.1 ± 8.7aA

低剂量对照组 19.8 ± 0.3 51.4 ± 2.7bB 127.0 ± 8.9bB

标准对照组 20.7 ± 0.5 57.2 ± 2.4cC 144.5 ± 8.7cdD

高剂量对照组 19.4 ± 0.3 60.6 ± 3.4dDE 159.2 ± 13.1eEF

补钙制剂低剂量组 19.8 ± 0.2 52.2 ± 2.1bB 135.6 ± 9.9bcC

补钙制剂标准组 20.4 ± 0.3 58.7 ± 1.7cdCD 152.8 ± 7.7deE

补钙制剂高剂量组 19.8 ± 0.3 61.2 ± 2.6dE 162.2 ± 8.6eF

表 3 不同补钙剂量对小鼠股骨的影响

Table 3   Effect of calcium dose on femur of mice

注：同列大写字母不同表示差异显著(P ＜ 0.05)；同列小写字母不同表

示差异极显著(P ＜ 0.01)。下同。

组别 3d 摄入钙质量 /mg 表观吸收率 /% 存留率 /%
空白组 16.8 ± 1.5 95.31 ± 2.14eE 93.94 ± 2.35eE

低剂量对照组 174.3 ± 16.0 64.63 ± 9.57cC 61.96 ± 9.92cdC

标准对照组 329.0 ± 31.4 45.05 ± 9.51aA 42.48 ± 9.80aA

高剂量对照组 672.1 ± 59.5 43.41 ± 8.57aA 41.23 ± 8.71aA

补钙制剂低剂量组 168.0 ± 14.9 73.52 ± 9.24dD 71.02 ± 9.39dD

补钙制剂标准组 336.1 ± 29.1 56.69 ± 8.45bcB 54.21 ± 8.82bcB

补钙制剂高剂量组 668.9 ± 49.7 48.89 ± 7.22abA 47.35 ± 7.43abA

表 4 不同补钙剂量对小鼠钙代谢的影响

Table 4   Effect of calcium dose on calcium metabolism in mice

量对照组之间无显著性差异(P ＞ 0.05)，微生态补钙制剂

低剂量组与标准剂量组的骨钙含量与相同水平的碳酸钙

对照组比较差异显著(P ＜ 0.05)，表明微生态补钙制剂补

钙效果好。

2.3 小鼠钙表观吸收率与存留率测定结果

如表 3 所示，补钙各组的股骨质量与空白组的股骨

质量差异极显著(P ＜ 0.01)，补钙可明显增加股骨质量。

相同水平微生态补钙制剂组和碳酸钙对照组间的股骨质

量无显著差异(P ＞ 0.05)。不同补钙制剂和补钙剂量水平

对股骨长度未见显著影响(P ＞ 0.05)。
骨钙测定的是整块骨骼中的钙含量，无论从理论上

还是从实验方法上，骨钙都是反映补钙效果更直接、更

可靠的指标[14]。由表 3 可见，补钙各组的骨钙含量与空

白组的骨钙含量差异极显著(P ＜ 0.01)，补钙可明显增加

骨钙含量。微生态补钙制剂高剂量组的骨钙含量与高剂

表观吸收率是评价补钙制剂的重要标准，如表 4 所

示，空白组的表观吸收率和存留率达到 9 0 % 以上，均

明显高于各补钙组(P ＜ 0.01)，微生态补钙制剂高剂量组

的表观吸收率与高剂量对照组之间无显著性差异(P＞ 0.05)，
微生态补钙制剂低剂量组与标准组钙的表观吸收率明显高

于相应剂量碳酸钙对照组(P ＜ 0.01)。符合钙吸收实验结

果判断标准[15]中受试样品钙的表观吸收率若在两种钙摄

入水平上均显著高于相同水平碳酸钙，则可以判定受试

样品为“钙吸收率较高”的要求。

2.4 小鼠血钙测定结果

由表 5 可知，空白组的血钙水平最低，各实验组小

鼠的血钙含量均高于空白组。微生态补钙制剂组与碳酸钙

对照组相比，血钙水平差异不显著(P ＞ 0.05)，但均高于

碳酸钙对照组。表明不同剂量钙对小鼠血清钙水平影响较

小，机体可以通过自身调节来维持血钙浓度的相对恒定。

2.5 补钙指标间的相关关系

由表 6 可见，摄入钙与骨钙呈正相关。为满足统

计分析对资料分布的要求，将摄入钙量和表观吸收率、
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存留率均进行自然对数变换后作直线相关分析，发现摄

入钙量与表观吸收率、存留率呈负相关。血钙与上述

各项指标均无相关关系。

图 1 钙表观吸收率和摄入钙的关系

Fig.1   Relationship between calcium absorption and calcium intake

理论数据

碳酸钙对照组实测数据

钙
表
观
吸
收
率

/%

摄入钙量 /(mg/3d)

120
100
80
60
40
20

0
16.8 168 336.1 668.9

微生态钙制剂组实测数据

常。低钙对照组小鼠表现出倦怠、不好动、毛色欠光

泽，其他实验组小鼠运动活跃，毛色光泽。各组小鼠

体质量及饲料利用率组间差异均不显著(P ＞ 0.05)。
3.2 微生态补钙制剂低剂量组与标准剂量组的骨钙含量

与相同水平的碳酸钙对照组比较差异显著(P ＜ 0.05)，表

明微生态补钙制剂效果好。补钙可明显增加骨钙、股

骨质量(P ＜ 0.05)，但对股骨长度未见显著影响(P ＞ 0.05)。
3.3 空白组的钙表观吸收率和存留率都明显高于各补钙

组(P ＜ 0.01)，微生态补钙制剂低剂量组与标准剂量组钙

的表观吸收率明显高于相应剂量碳酸钙对照组(P ＜ 0.01)。
符合钙吸收实验结果判断标准，表明微生态补钙制剂的

生物利用率高。

3.4 空白组的血钙水平最低，各实验组小鼠的血清钙

含量均高于空白组。微生态补钙制剂组与碳酸钙对照组

相比，血钙水平差异不显著 ( P ＞ 0 . 0 5 )，但均高于

碳酸钙组。各不同剂量实验组间血钙含量差异不显

著(P ＞ 0.05)，表明不同剂量钙对小鼠血清钙水平影响较

小，机体可以通过自身调节来维持血钙浓度的相对恒定。

3.5 摄入钙与骨钙呈正相关，与钙表观吸收率、存留率

呈负相关。血钙与骨钙、吸收率、存留率均无相关关系。

3.6 碳酸钙因其补钙效果确切，功效价格比高，常被

作为补钙营养剂的参照标准。不同剂量水平的微生态补

钙制剂在小鼠体内的吸收利用率明显高于碳酸钙。结果

表明微生态补钙制剂具有较高的生物活性，生物利用率

高，是一种理想的补钙制剂。
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由图 1 可见，实测数据与理论数据回归线较为接

近，说明回归效果良好。决定系数 R 2 分别为 0.9018 和

0.9115，说明微生态补钙制剂组及碳酸钙对照组方程可

分别表明钙表观吸收率 90.18% 和 91.15% 的变异程度。

在“钙饥饿”状态下吸收率明显增加，实验期内钙摄

入量＜ 100mg/3d，则表观吸收率随摄入钙的减少而急剧

增加，此时只要摄入钙稍有变化，表观吸收率则发生

明显变化，就补钙营养品的开发研究而言，在此条件下

得到的高表观吸收率是没有实际意义的。当摄入钙在 150～
350mg/3d(低剂量组、标准组)时，随着钙摄入量的增加，

表观吸收率有所降低，但下降速度明显减缓，此时应注意

在摄入量相等的情况下比较各组的吸收率。当摄入钙在

350～800mg/3d(高剂量组)之间时，表观吸收率的变化几乎

呈平台趋势，此时摄入钙的改变对吸收率的影响已很小。

3 结  论

3.1 实验期内小鼠无死亡，活动、饮食、排便均正

测定项目
                        摄入钙量                   血钙含量

R P R P
骨钙含量 0.482 0.033 － 0.033 0.965
表观吸收率 － 0.484 0.001 0.024 0.850

存留率 － 0.633 0.001 0.053 0.944

表 6  摄入钙、血钙与骨钙、表观吸收率、存留率的相关关系

Table 6   Correlations between calcium intake or blood calcium and
bone calcium, apparent absorption rate or retention rate

2.6 摄入钙量与表观吸收率的量效关系

为分析摄入钙与表观吸收率的量效关系，以摄入钙

量为 X 轴，表观吸收率为 Y 轴，在直角坐标系中绘制散

点图，经与标准图形对照[16]，发现其变化趋势为双曲线，

微生态补钙制剂组(7)及碳酸钙组(8)方程的表达式分别为：

Y =－22.291 lnX＋146.6                                               (7)
Y=－14.411 lnX＋107.23                                              (8)
经假设检验微生态补钙制剂组F=254.234，P ＜ 0.01，

碳酸钙组 F=207.341，P ＜ 0.01，表明回归效果有显著性。


