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细胞和外周血 W B C 具有显著的促进作用 其可能的机

制为通过调节机体的免疫机能 诱导机体产生 GM - C S F

和多种细胞因子 并通过提高小鼠体内 S O D 活力 减

弱辐射对造血微环境和造血细胞的损伤 促进造血细胞

的增殖 诱导造血细胞向粒单系细胞分化
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大豆异黄酮和牛初乳复合制剂对去卵巢大鼠

骨密度及子宫组织抗氧化作用的研究
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摘   要 目的 探讨大豆异黄酮和牛初乳制剂(复合制剂)对去卵巢大鼠骨密度及子宫超氧化物歧化酶(SOD)活性

丙二醛(MDA)和谷胱甘肽(GSH)含量的影响 方法 大鼠去卵巢建立骨质疏松症模型 连续灌胃给予复合制剂三

个月 测定胫骨骨密度及骨钙 磷 锌含量 测定子宫 M D A G S H 含量 子宫 S O D 活性 梯度胶电泳分离

子宫 S O D 同工酶 分析 S O D 谱带活性 结果 大鼠建模后 骨密度及骨钙 磷 锌含量均低于正常对照组

给予复合制剂后 各剂量组骨密度和骨钙 磷 锌含量均升高 其中高 中剂量组的骨重 骨密度 骨矿盐

密度和中剂量组的骨钙密度与模型相比 差异有显著性 中 低剂量组的骨钙 磷和低剂量组的骨锌 显著高

于模型组 去卵巢大鼠子宫 M D A 含量明显升高 G S H 含量显著下降 给予复合制剂后 中剂量组 M D A 含量下

降明显 GSH 含量增加 与模型组比差异有显著性 模型组子宫SOD 活性显著低于对照组 给予复合制剂后能

显著提高中剂量组子宫 SOD 比活性 Mn-SOD 活性和高剂量组 SOD 比活性 大鼠子宫有三种 SOD 同工酶 去卵

巢后同工酶活性都受到了明显抑制 给予复合制剂后 中 低剂量组的SO D 同工酶活性恢复明显 复合制剂含

有类SOD 活性为3492U/g 结论 复合制剂能增加去卵巢大鼠骨密度 抑制骨量丢失 提高子宫组织抗氧化损伤

能力 对骨质疏松症有较好的改善作用

关键词 大豆异黄酮 牛初乳 子宫 骨密度 S O D M D A
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Effects of Complexes of Soy Isoflavones and Bovine Colostrum (SIBC) on Bone Density

and Anti-oxidant of Uterus in OVX Rats
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Abstract Objective: To investigate the effects of the complexes of SIBC (soy isoflavones and bovine colostrum) on BMD(bone

mineral density), and SOD(superoxide disnmtase), MDA(malonaldehyde) and GSH(glutathione) concentration of uterus in

ovariectomized rats. Methods: The osteoporosis model was induced by extirpating uterus of rats and the rats were given SIBC

for 3 months. The tibias bone density and contents of calcium, phosphorus and zinc and MDA and GSH concentrations of uterus

were all assayed by spectrophotometry. SOD activity was assayed after the extract of uterus brought to 25% saturation with

(NH4)2SO4. The isozyme of uterus SOD activity was analyzed by 8% 37% concentration gel gradient electrophoresis. Results:

Compared with model group, SIBC groups significantly increase BMD and concentrations of calcium, phosphorus, zinc; decrease

the concentration of MDA and increase the concentration of GSH in uterus. The SOD activity in the model group is lower than

the control group. The specific activity of SOD both in the middle dose group and high dose group and activity of Mn-SOD in

the middle dose group also increase after given SIBC. The activity of the isozyme markedly decreases in the model group, but

after given SIBC, the activity of isozyme of middle dose group and low dose group markedly increase. The SOD-like activity of

SIBC is 3492U/g. Conclusions: SIBC could increase BMD and prevent bone loss and could increase the anti-oxidation of uterus

in OVX(ovariectomy) rats. It showed that SIBC has improvement on osteoporosis disease.

Key words soy isoflavone bovine colostrum uterus BMD SOD MDA
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骨质疏松症是一种骨量降低 骨组织显微结构退

化 导致骨脆性增加 骨折危险性增高的全身性疾病

它是中老年人常见的疾病之一 尤其是绝经后的女性

随着雌激素水平降低 体内脂质过氧化增加 机体抗

氧化能力下降 发病率高达 5 0 % 已严重威胁着人类

的健康[1] 对于骨质疏松症的防治方法主要是补充钙质

和雌激素及其它的药物治疗 但它们在治疗的同时 也

会带来一些毒副作用 因而开发以天然食品为原料 对

该病有预防和改善作用的保健食品 不失为一种安全有

效途径 本文对大豆异黄酮和牛初乳复合制剂 进行

增加骨密度功能和抗氧化作用的研究 旨在为预防骨质

疏松症的保健食品的开发提供理论依据

1 材料与方法

1.1 材料和试剂

大豆异黄酮和牛初乳复合制剂(批号 20040910    江

苏吴中大自然生物工程有限责任公司 其组成为大豆异

黄酮 牛初乳冻干粉和超细鲜骨粉 以下简称复合制

剂) NBT    国药集团化学试剂有限公司 四甲氧基丙

烷    Fluka 公司 BSA 丙烯酰胺和甲叉双丙烯酰胺

Sigma公司 谷胱甘肽试剂盒    南京建成生物工程研究

所 其他试剂为国产分析纯及生化试剂

1.2 方法

1.2.1 大鼠骨质疏松症模型建立

健康雌性大鼠 体重 30 0 g 左右 共 50 只 按文

献[2]建立去卵巢大鼠骨质疏松症模型 实验按体重随

机分成 5 组 每组 1 0 只 即分为假手术组(对照组)

去卵巢模型组(模型组) 去卵巢给予复合制剂高剂量组

(467mg/kg bw 高剂量组) 去卵巢给予复合制剂中剂

量组(233mg/kg bw 中剂量组)和去卵巢给予复合制剂低

剂量组(117mg/kg bw 低剂量组) 对照组和模型组均

给予与样品体积相等的双蒸水 实验样品用双蒸水配制

经口灌胃给予 连续灌胃给予 3 个月 实验结束时 处

死动物 取其胫骨和子宫组织进行生化指标分析

1.2.2 骨密度及骨矿物质含量分析

取大鼠胫骨 用纱布剔去肌肉等软组织后 于105

干燥至恒重 按张建国等[ 3 ]的方法测定骨体积 再于

600 灰化 24h 测定骨灰分质量 骨矿质元素含量分

析时取其骨灰分充分溶解后 采用原子吸收分光光度法

测定 C a Z n 含量 采用分光光度法测定 P 含量 骨

密度以骨重(g)/ 骨体积(cm3)表示 骨矿盐密度以骨灰分

重(g)/骨体积(cm3)表示 骨钙密度以骨钙重(g)/骨体积
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(cm3)表示

1.2.3 S O D 活性测定

采用Stewert和Bewly[4]的方法测定子宫SOD活性 酶

活性以U/g 组织表示 酶比活性以U/mg 蛋白表示

子宫总SOD 测定时 取子宫组织 用生理盐水洗去

污血 拭干 剪碎 加入预冷的50mmol / L 的磷酸缓冲

液(pH7.8) 于冰浴中进行超声波破碎(400W 20s 3)

经超声波破碎的细胞悬液于12000r/min离心10min 取上

清液加饱和硫酸铵溶液至25%饱和度 于12000r/min离心

10 m i n 上清液即为 SO D 粗酶液 用于测定总 SO D 活

性 测定 Mn - S O D 活性时 先在反应体系中加入 KC N

使其浓度达2mmol/L 然后加入 SOD 粗酶液 于 37

避光保温 10 m i n 测定其残存的 SO D 活性 即为 Mn -

S O D 活性

1.2.4 M D A 及 G S H 含量测定

MDA 含量测定采用TBA 比色法 结果以nmol/ m g

组织表示 谷胱甘肽测定按试剂盒说明书进行

1.2.5 S O D 同工酶谱分析

采用聚丙烯酰胺梯度胶电泳(胶浓度为8% 37%)分

离子宫 SOD 同工酶[5] 电泳结束后进行酶活性染色 用

岛津CS-9000 激光扫描仪对酶谱带进行扫描分析 计算

表1    复合制剂对去卵巢大鼠胫骨骨密度的影响

Table 1       Effects of SIBC on tibias bone density of OVX rats

组别 剂量(mg/kg) 骨重(g) 骨长(mm) 骨密度(g/cm3) 骨矿盐密度(g/cm3) 骨 Ca密度(mg/cm3)

对照组 0 0.506 0.028B 39.44 0.07 2.37 0.10A 1.50 0.17 757.83 77.88A

模型组 0 0.454 0.021 40.18 0.12 2.24 0.20 1.42 0.15 648.27 86.55

高剂量组 467 0.486 0.032A 39.90 0.08 2.50 0.13B 1.53 0.15A 728.06 110.70

中剂量组 233 0.480 0.023A 39.58 0.10 2.41 0.14B 1.54 0.12A 784.55 95.98A

低剂量组 177 0.476 0.028 39.70 0.05 2.36 0.10 1.42 0.10 688.66 68.81

注 与模型组比 A p 0 . 0 5 B p 0 . 0 5

表2   复合制剂对去卵巢大鼠胫骨钙 磷 锌含量的影响

Table 2     Effects of SIBC on concentration of tibias bone calcium, phosphorus, zincum of OVX rats

组别 剂量(mg/kg) 骨Ca (mg/g) 骨P(mg/g) 骨Zn( g/g)

对照组 0 319.36 35.32A 220.69 51.65B 294.00 45.94A

模型组 0 269.16 28.76 153.12 28.07 261.58 35.49

高剂量组 467 285.10 23.43 155.83 46.14 271.49 46.03

中剂量组 233 321.28 23.97A 236.86 21.06B 288.36 36.14A

低剂量组 177 308.15 24.86A 184.16 42.37A 273.31 39.01

注 与模型组比 A p 0 . 0 5 B p 0 . 0 5

表3    复合制剂对去卵巢大鼠子宫重量 MDA及 SGH含量的影响

Table 3       Effects of SIBC on uterus weight and concentration of MDA and SGH of OVX rats

组别 剂量(mg/kg) 重量(g) MDA(nmol/ml 组织) GSH(mg/g pro)

对照组 0 0.644 0.180B 3.369 1.220A 630.70 126.15B

模型组 0 0.104 0.022 4.559 0.991 185.25 60.74

高剂量组 467 0.186 0.109A 3.872 1.660 288.16 106.18A

中剂量组 233 0.108 0.024 3.699 0.596A 331.01 84.21B

低剂量组 177 0.118 0.023 4.805 1.127 374.72 78.45B

注 与模型组比 A p 0 . 0 5 B p 0 . 0 5

其每一活性谱带含量

1.2.6 蛋白质含量测定

蛋白质含量测定采用Bradford 法[6] 以BSA 为标准

蛋白

1.2.7 统计学分析

采用spss10.0软件处理数据 进行方差分析和显著

性检验 实验数据用 x s 表示

2 结果与分析

2.1 复合制剂对去卵巢大鼠胫骨骨密度和矿质元素含量

的影响

结果见表 1 2 造模后大鼠胫骨重量明显低于对

照组 给予复合制剂后高 中剂量组骨重 骨密度

骨矿盐密度和中剂量骨 C a 密度 与模型组相比差异都

具有显著性 骨矿质元素含量测定结果表明 复合制

剂中 低剂量组的骨 Ca P 含量和中剂量组的骨 Zn 含

量显著高于模型组 可见 复合制剂对骨质疏松症的

骨量丢失有较好缓解作用

2.2 复合制剂对去卵巢大鼠子宫重量 MDA 及 GS H 含

量的影响

结果见表3 造模后大鼠子宫重量明显下降 与对
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                    同工酶a                  同工酶b                   同工酶c

组别 峰 相对百分数 峰 相对百分数 峰 相对百分数

面积 (%) 面积 (%) 面积 (%)

对照组 23226 100 6022 100 5956 100

模型组 9781 42.1 2135 35.5 602 10.1

高剂量组 14058 60.5 3226 53.6 803 13.5

中剂量组 18746 80.7 4954 82.3 2171 36.5

低剂量组 16074 69.2 4288 71.2 1988 33.4

表4   复合制剂对子宫 SOD同工酶的影响

Table 4     Effects of SIBC on uterus SOD isozymes

1.对照组 2.模型组 3.高剂量组 4.中剂量组 5.低剂量组 加样

量为40 l

图1   子宫 SOD同工酶的聚丙烯酰胺浓度梯度胶电泳(8% 37%)图谱

Fig.1     8% 37% gel concentration gradient electrophoresis of

uterus SOD isozymes

1 2 3 4 5

c
b
a

照组相比差异具有显著性 给予复合制剂后 高剂量

组的大鼠子宫重量明显升高 说明复合制剂对去卵巢大

鼠的子宫的恢复有一定的促进作用 去卵巢大鼠的子宫

M D A 含量较对照组显著升高 G S H 含量较对照组显著

下降 给予复合制剂后 中剂量组子宫 M D A 含量下降

明显 三个剂量组的 G S H 含量显著提高 与模型组比

差异有显著性 说明复合制剂对脂质过氧化损伤有较好

的改善作用

2.3 复合制剂对去卵巢大鼠子宫SOD 同工酶的影响

子宫组织中有三条SOD 同工酶谱带(见图1) 造模

后模型组各 S O D 谱带活性均明显降低 其 a b c 带

活性只有对照组的 42.1% 35.5% 10.1% 给予复合

制剂后对三条带活性的恢复均有较大的影响 其中中剂

量组a b c 带活性分别提高到80.7% 82.3% 36.5%

(见表 4 ) 有较明显的改善作用

2.4 复合制剂对去卵巢大鼠子宫 SO D 活性及比活性的

影响

子宫组织经超声波破碎和高速离心后测定 S O D 活

性 溶液中的悬浮微粒干扰测定 当延长离心时间或

加大离心转速后 仍无法改善 当取上清液加饱和硫

酸铵溶液至25%饱和度后 再于12000r/min离心10min

上清液即呈现了很好的量效关系(见图2) 故取经硫酸铵

溶液盐析后的上清液测定SOD 活性(见表 5) 结果表明

模型组子宫 S O D 活性显著低于对照组 给予复合制剂

后 高剂量组和中剂量组的 SOD 比活性及中剂量组子宫

M n - S O D 活性均显著提高 与模型组比差异有显著性

说明复合制剂对因去卵巢后自由基对子宫造成的损伤

有较好的预防作用

表5    复合制剂对去卵巢大鼠子宫 SOD活性及比活性的影响

Table 5      Effects of SIBC on uterus SOD activity and specific activity of OVX rats

组别 剂量
                           SOD活性(U/g) SO D 比活性

总活性 % Mn-SOD % (U/mg)

对照组 0 2254.78 478.27B 100 561.84 94.69B 100 100.44 16.85A

模型组 0 605.47 113.78 26.8 256.71 432.91 45.7 72.70 22.42

高剂量组 467 616.14 149.89 27.3 259.46 35.05 46.2 119.04 18.34B

中剂量组 233 765.17 92.12 33.9 310.64 46.58A 55.3 106.00 18.07A

低剂量组 177 623.89 219.6 27.7 273.43 52.17 48.7 98.48 30.30

注 与模型组比 A p 0 . 0 5 B p 0 . 0 5

2.5 复合制剂类 SOD 活性测定

复合制剂类 S O D 活性结果表明 复合制剂类 S O D

活性为 3492.3 287.0 U/g 清除氧自由基的 IC50 为

411.8 33.9 g/ml 即 0.29mg相当一个SOD酶单位 复

合制剂中的大豆异黄酮类SOD活性为5471.6 188.4U/g

清除氧自由基的IC50为 261.4 9.0 g/ml 即 0.18mg相

当一个 S O D 酶单位

3 讨  论

本文在建立大鼠去卵巢所致骨质疏松模型的基础

图2   盐析对子宫 SOD测定的影响

Fig.2     Effects of salting out on uterus SOD determination
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上 对复合制剂在改善骨质疏松症和提高子宫抗氧化作

用方面进行了研究 结果表明 复合制剂在提高骨密

度 骨矿盐密度 骨钙密度和骨矿质元素含量等方面

都具有较好的效果 可以提高去卵巢大鼠的子宫SOD 活

性和 G S H 含量 降低 M D A 浓度

研究表明动物切除卵巢后 造成体内雌激素水平的

降低 而导致子宫重量减少 骨吸收大于骨形成 骨

转换率增高 骨钙丢失而形成骨质疏松[7] 大豆异黄酮

结构与雌激素类似 可以与雌激素受体(ER)结合发挥弱

的雌激素样效应 ER 分为两类 ER- 主要存在于子宫

和乳腺 ER- 主要存在骨骼[8] 大豆异黄酮对ER- 的

作用大于 ER- 所以大豆异黄酮对骨代谢保护作用比

较强 因此可以减少去势大鼠骨小梁和骨皮质丢失 改

善绝经后妇女骨的丢失 增加腰椎骨密度[8-11] 其有效

剂量都在 100mg/d 左右 这与复合制剂中的大豆异黄

酮日供给量一致 研究还表明大豆异黄酮具有抗氧化

作用 可以显著提高血清 S O D 的活性及降低 M D A 含

量[12-13] 与本实验结果基本一致 本实验测得大豆异黄

酮类SOD 活性高达5471U/g 复合制剂类SOD 活性也有

3492U/g 都高于目前对自由基有清除作用的绿茶[14]

可见 大豆异黄酮作为主要功效成分对增加骨密度和子

宫组织抗氧化能力起到了重要作用 牛初乳冻干粉含有

多种生物活性物质和生长因子 有多种保健功能 其

中的胰岛素样生长因子(IGF- )是一种重要的多肽生长因

子 它能够促进子宫内膜的增殖[15] 并且 IGF- 可能

与腰椎骨密度的降低有关[16] 血清IGF- 的低水平可能

造成成骨作用的减少[1] 已报道牛初乳提取物对成骨细胞

增殖及胎鼠骨骼发育有促进作用 在促进骨骼发育方面的

效果优于活性钙[16] 能代替血清培养动物细胞[17] 它作

为复合制剂中原料之一 无疑对骨质疏松症大鼠的骨代

谢起到了很好改善作用 超细鲜骨粉是动物鲜骨经超微

粉碎技术加工而成 含有丰富的蛋白质 钙 磷等人

体骨骼生长发育必需的营养元素 比其它无机钙源更有

利于生物体的吸收和利用 它的吸收率 钙存留率

股骨矿盐含量 矿盐密度和钙含量均显著高于普通骨粉
[ 1 8 ] 本研究表明复合制剂能抑制骨质疏松小鼠的骨丢

失 超细鲜骨粉中的生物钙源在补 C a 中起了很重要作

用

对于去卵巢后子宫组织的抗氧化作用研究 目前尚

未见详细报道 本文结果表明去卵巢大鼠子宫的总 SOD

和 Mn-SOD 活性分别比对照组下降至 26.8% 和 45.7%

S O D 同工酶也显示 a b c 三条同工酶活性也只有

对照组的42.1% 35.5% 和 10.1% 可见 切除卵巢后

的大鼠子宫不仅雌激素缺失 而且抗氧化酶活性受到明

显抑制 自由基产生和淬灭的动态平衡受到破坏 自

由基在体内异常活跃 可导致细胞膜脂质过氧化损伤

破坏 D N A 和蛋白质的高级结构 加速细胞衰老和死

亡 生物体内的自由基防御体系具有清除自由基的作

用 S O D 和 G S H 均属于它的重要的组分 S O D 是清除

自由基的关键酶 广泛存在于生物体内 在高等动物

中只发现定位于线粒体内膜基质中的Mn-SOD 和主要存

在血液中的 C u Z n - S O D 两种同工酶类型 由于生物体

90% 以上的氧是在线粒体内消耗 在呼吸链上有几个位

点可产生自由基 因而线粒体 Mn-SOD 的活性对维系线

粒体内膜结构完整性显得异常重要 对子宫 Mn-SOD 活

性的提高 不仅可避免自由基对线粒体内膜系统的攻

击 而且可使细胞膜上雌激素受体免受自由基的损伤和

破坏 有利于大豆异黄酮与之结合发挥雌激素的效应

GSH 是一种低分子清除剂 在细胞中GSH 有 10% 分布

于线粒体 它与 SOD 等相关酶类共同构成脂质过氧化防

御体系 保护线粒体内一些重要酶 如 A T P 酶及细胞

色素 c 等从而保证细胞氧化呼吸能正常进行 但线粒体

由于缺乏合成GSH 的酶 并且不能将被氧化的GSSG 输

出线粒体外 因而在生理或病理性氧化应激状态下 细

胞死亡与线粒体 GSH 浓度的相关性更大 GSH 水平及其

相关酶活性被作为机体抗氧化状态的标志[19-20] 通过大

鼠去卵巢后 给予复合制剂 观察到它能提高子宫线

粒体 M n - S O D 活性和 S O D 比活性 使 a b 两种同工

酶活性恢复到 60% 80% 和 54% 82% 能使 GSH 含量

由 2 9 % 提高到 4 4 % 5 9 % 同时 子宫重量的部分恢

复和 M D A 浓度降低 提示去卵巢大鼠的子宫的萎缩和

脂质过氧化作用得到控制 可见 复合制剂一方面通

过提高线粒体抗氧化能力 抑制 M D A 生成 保护线粒

体内膜系统完整性 另一方面可能通过加强 SOD 酶的合

成 提高 SO D 比活性 从而提高子宫组织抗氧化能力

骨质疏松症是一种中老年人常见的退行性疾病 与

机体的衰老密切相关 复合制剂能提高子宫 SO D 活性

抑制 M D A 生成 提高 G S H 含量 进而能避免自由基

损伤骨细胞和子宫组织 将有利于骨质疏松症的预防和

改善
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摘   要 用胰蛋白酶水解玉米胚芽蛋白 研究了玉米胚芽蛋白酶解物对小鼠体内的免疫调节作用 研究结果表明

玉米胚芽蛋白酶解物能显著提高正常小鼠的免疫脏器指数 腹腔巨噬细胞的吞噬百分率 吞噬指数和淋巴细胞的转
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Abstract Corn germ protein was hydrolyzed by trypsin and the effects of hydrolysates on mouse immunity were investigated.

The results of the experiments showed that hydrolysates can remarkably enhance the thymus and spleen index, the phagocytsis

index and phagocytsis percent of macrophage, and the lymphocyte transformation for normal mouse while also promote the form

of hemolysin in mouse body. The results demonstrated that they can increase the organic immune function and are good nonspecific

immunity activators.
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玉米胚芽是玉米淀粉及酒精工业的副产品 占玉米

籽粒的10% 1 5 % 所含的营养成分十分丰富 脱脂后

的玉米胚芽 蛋白质含量约为 3 0 % 其中 7 0 % 是清蛋

白和球蛋白 玉米胚芽蛋白的蛋白质功效比值为2.04 
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