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ABSTRACT
Objective: This study investigated biochemical parameters in osteoporosis mouse model induced 
by prolonged glucocorticoid administration.

Materials  and  methods: Mice were orally administered prednisone at doses of 5, 10, and 20 
mg/kg/day continuously for 6 and 8 weeks. Biochemical parameters, including bone weight, ash 
weight, bone phosphorus and calcium content were evaluated. The model’s responsiveness  
(optimal dose/duration) to the anti-osteoporosis drug alendronate (5 mg/kg) was also assessed at 
4 weeks post-prednisone treatment.

Results: Prednisone administration significantly reduced bone weight, ash weight, bone  
phosphorus and calcium content, with the most pronounced effects observed at the 20 mg/kg 
dose over 8 weeks. Alendronate treatment at dose 5mg/kg effectively increased these parameters, 
restoring bone health indicators.

Conclusion: The mouse model of prednisone-induced osteoporosis (20 mg/kg/day for 8 weeks) 
is suitable for evaluating the anti-osteoporosis efficacy of drugs and formulations in preclinical 
research.

Keywords: Glucocorticoid-induced osteoporosis, alendronate, prednisone, phosphorus content 
in bone, calcium content in bone, ….. 
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TÓM TẮT
Mục tiêu: khảo sát các chỉ tiêu sinh hóa của chuột trong mô hình gây loãng xương thực nghiệm do 
sử dụng dài ngày glucocorticoid. 

Đối tượng và phương pháp: Chuột được cho uống prednison ở các liều 5, 10 và 20 mg/kg/ngày liên 
tục trong 6 và 8 tuần. Sau đó, chuột được đánh giá các chỉ tiêu về sinh hóa như trọng lượng xương, 
trọng lượng tro và hàm lượng phospho và canxi của xương. Đồng thời, khảo sát đáp ứng của mô 
hình (liều và thời gian tối ưu nhất) với thuốc điều trị loãng xương alendronat liều 5 mg/kg tại thời 
điểm 4 tuần sau khi uống prednison.

Kết quả: Việc sử dụng prednison làm giảm các chỉ tiêu trọng lượng xương, trọng lượng tro và hàm 
lượng phospho và canxi của xương điển hình nhất là ở liều prednison 20 mg/kg trong 8 tuần. Việc 
cho uống alendronate liều 5 mg/kg có tác dụng làm tăng trọng lượng xương, trọng lượng tro và hàm 
lượng phospho và canxi của xương chuột.

Kết luận: Mô hình chuột cho uống prednison liều 20 mg/kg/ngày trong 8 tuần có thể sử dụng để 
đánh giá tác dụng phòng chống loãng xương của các thuốc và chế phẩm trong nghiên cứu.

Từ khóa: Loãng xương do glucocorticoid, alendronat, prednisone, hàm lượng phospho trong xương, 
hàm lượng canxi trong xương,…

1. ĐẶT VẤN ĐỀ

Loãng xương là bệnh lý chuyển hóa xương đặc trưng bởi 
sự suy giảm mật độ khoáng xương và rối loạn vi cấu trúc 
mô xương, dẫn đến tăng nguy cơ gãy xương tự phát. Trong 
đó, loãng xương do glucocorticoid là nguyên nhân thứ 
phát phổ biến nhất, chiếm 20-30% trường hợp gãy xương 
liên quan đến thuốc. Glucocorticoid là nhóm thuốc ức 
chế miễn dịch mạnh, được sử dụng rộng rãi trong điều trị 
các bệnh tự miễn như viêm khớp dạng thấp và hen phế 
quản. Tuy nhiên, ngay ở liều thấp nó có thể gây mất xương 
nhanh chóng (5-15% BMD) trong 3-6 tháng đầu), đặc biệt 
tại xương đốt sống và xương đùi. Tại Việt Nam, tỷ lệ lạm 
dụng glucocorticoid không kê đơn trong điều trị các bệnh 
cơ xương khớp vẫn ở mức báo động (82-94%), đặc biệt ở 
nhóm bệnh nhân cao tuổi [1]

Mô hình thử nghiệm trên động vật đóng vai trò quan trọng 
trong nghiên cứu y sinh nhờ thử nghiệm đồng đều và cho 
phép thử nghiệm rộng rãi hơn. Việc lựa chọn mô hình 
động vật phù hợp cho nghiên cứu loãng xương giúp hạn 

chế những rào cản thường gặp khi thực hiện trên người, 
như chi phí cao, thời gian kéo dài hoặc tác động đến hành 
vi con người [2]. Trong số các loài vật thí nghiệm, chuột 
nổi bật nhờ khả năng sinh sản nhanh và vòng đời ngắn, trở 
thành công cụ lý tưởng để đánh giá hiệu quả và độ an toàn 
của thuốc trong giai đoạn tiền lâm sàng. Nghiên cứu này 
tập trung phân tích đặc điểm sinh hóa ở chuột nhắt trắng 
sau khi gây loãng xương bằng prednison kéo dài, qua đó 
xác định liều và thời gian tối ưu để xây dựng mô hình mô 
phỏng bệnh lý loãng xương.

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.1. Động vật nghiên cứu

Chuột nhắt trắng cái chủng Swiss albino, 15 tuần tuổi, 
trọng lượng trung bình 40 ± 2 g, được cung cấp bởi Viện 
Vắc-xin và Sinh phẩm Y tế - TP Nha Trang. Chuột được 
nuôi ở nhiệt độ phòng (25 ± 2 0C), chu kỳ chiếu sáng 12 giờ 
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sáng/tối theo sinh lý của chuột với nước uống đầy đủ và 
thức ăn viên tiêu chuẩn được cung cấp từ Viện Vắc-xin và 
Sinh phẩm Y tế - TP Nha Trang. Chuột được nuôi ổn định 
1 tuần trước khi thử nghiệm. Thể tích tiêm hay cho uống 
ở chuột là 10 ml/kg trọng lượng chuột. 

Toàn bộ quy trình nghiên cứu gồm chế độ chăm sóc và 
thử nghiệm đều được thực hiện theo đúng quy định trong 
tài liệu “Hướng dẫn quản lý hoạt động sử dụng động vật 
thí nghiệm” do Bộ Khoa học và Công nghệ ban hành [5].

2.2. Thiết kế thí nghiệm

2.2.1. Khảo sát liều và thời gian cho uống prednison

Chuột được cho uống nước cất (Nhóm sinh lý) hoặc 
prednison (APO-Prednison 5 mg, Apotex, Canada, Nhóm 
bệnh lý) với các liều 5,10 và 20 mg/kg trọng lượng chuột 
hàng ngày và liên tục trong 6 và 8 tuần. 

Vào ngày cuối cùng của thí nghiệm chuột được gây mê 
bằng đá khô CO2, và mổ thu nhận xương đùi. Mẫu xương 
đùi trái được thu nhận để đánh giá các chỉ tiêu về trọng 
lượng xương, tro xương, hàm lượng canxi và phospho [3].

2.2.2. Khảo sát đáp ứng của mô hình với thuốc đối chiếu

Chuột được cho uống nước cất (Nhóm sinh lý) hoặc  
prednison (Nhóm bệnh lý và Nhóm đối chiếu) với liều tối 
ưu nhất (5,10 hoặc 20 mg/kg) trọng lượng chuột hàng 
ngày và liên tục trong khoảng thời gian tối ưu nhất (6 hoặc 
8 tuần). Vào tuần thứ 4 của thí nghiệm, Nhóm đối chiếu 
được cho uống alendronat liều 5 mg/kg (Alendronate so-
dium, Sigma–Aldrich) hàng ngày cho đến hết thí nghiệm. 
Cho uống nước cất tương tự ở Nhóm bệnh Lý.

2.3. Các phương pháp phân tích

2.3.1. Khảo sát tỉ lệ trọng lượng xương và tỉ lệ tro xương

Xương đùi được thu nhận và loại bỏ lông, da và cơ xung 
quanh bằng nhíp và kéo nhỏ. Sau khi được cân trọng lượng 
tươi, xương đùi trái được tiến hành sấy ở nhiệt độ 105 oC 
đến trọng lượng không đổi, ghi nhận trọng lượng khô. Tiếp 
theo xương được nung ở nhiệt độ 550 oC trong 4 giờ để 
loại bỏ các chất hữu cơ, cân trọng lượng phần tro xương.

2.3.2. Xác định hàm lượng phospho của xương chuột 
bằng phương pháp so màu

Hàm lượng phospho được xác định dựa trên qui trình 
phân tích chuẩn xác định hàm lượng phosphorus bằng 
phương pháp quang phổ [4]. Phần tro xương đùi được hòa 
tan trong 10 ml HCL 1M. Hút 0,01 ml dung dịch tro xương 
vào ống nghiệm, thêm 1,5 ml nước cất và 2 ml natri molyp-
dat (acid ascorbic thêm vào làm tác nhân khử), lắc đều. 
Đun cách thủy các ống nghiệm 15 phút sau đó để nguội 
đến nhiệt độ phòng, thêm nước cất vừa đủ 10 ml. Cường 
độ màu của phức màu xanh da trời (MoO24MoO3H3PO4) 
được đo bằng máy quang phổ ở bước sóng 823 nm. Sau 
đó thiết lập đường chuẩn phospho (y = 0,8131 + 0,0074 
với R2= 0,9998) dựa vào đó xác định được hàm lượng 
phospho của xương

X = (D/N)/1000 x W

	 X: hàm lượng phospho trong xương (mg)

	 D: nồng độ phospho trong dung dịch đo (mg/l)

	 N: % dịch xương trong dung dịch đo (0,2%)

	 W: thể tích dịch chiết HCl 1M dùng hòa tan xương (10 ml)

2.3.3. Xác định hàm lượng canxi của xương chuột

Hàm lượng canxi trong xương được xác định bằng phương 
pháp phổ hấp thu nguyên tử, đây là phương pháp phân 
tích phổ để định lượng các nguyên tố hóa học dựa vào 
sự hấp thụ bức xạ quang học bởi các nguyên tử tự do ở 
trạng thái khí. Mẫu được vô cơ hóa và hòa tan trong dung 
dịch HCl trước đó được sử dụng để chạy máy. Hàm lượng 
canxi được suy ra từ phương trình đường chuẩn xây dựng 
với nồng độ từ 0,25 đến 2,5 mg/l. Từ đó tính được nồng độ 
canxi trong dung dịch và suy ra hàm lược canxi dựa trên 
công thức:

Y= (C/1000) x W

	 Y: hàm lượng canxi trong xương (mg)

	 C: nồng độ canxi trong dung dịch xương (mg/l)

	 W: thể tích dịch chiết HCl 1M dùng hòa tan xương (10 ml)

2.5. Đánh giá kết quả

Các kết quả thu được trong các thử nghiệm được biểu thị 
bằng số trung bình M ± SEM (Standar Error of The Mean: 
sai số chuẩn của giá trị trung bình) và xử lý kết quả thống 
kê dựa vào phép kiểm One-way ANOVA phù hợp cho 
nhiều nhóm với độ tin cậy 95% (p < 0,05) bằng phần mềm 
SigmaStat 3.5.

3. KẾT QUẢ 

3.1. Khảo sát liều và thời gian cho uống prednison

3.1.1. Khối lượng xương khô và khối lượng tro xương

Bảng 1. Khối lượng khô và tro của xương chuột uống 
prednison sau 6 và 8 tuần thí nghiệm

Thời gian

Lô (n=8) Khối lượng 
xương khô (mg)

Khối lượng tro 
xương (mg)

6 tuần

Chứng sinh lý 57,9 ± 3,7 38,8 ± 2,4

Prednison 5 mg/kg 54,9 ± 3,4 35,2 ± 2,5

Prednison 10 mg/kg 52,7 ± 3,9 34,1 ± 2,6

Prednison 20 mg/kg 54,4 ± 4,1 35,4 ± 3,0

8 tuần

Chứng sinh lý 57,1 ± 2,1 37,1 ± 1,8

Prednison 5 mg/kg 49,5 ± 1,7* 31,8 ± 1,5*

Prednison 10 mg/kg 52,7 ± 2,2 33,4 ± 1,4

Prednison 20 mg/kg 48,2 ± 2,0* 31,1 ± 1,4*

*: p<0,05 so với sinh lý cùng thời gian cho uống
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Khối lượng xương cả cả 2 nhóm uống prednison trong 6 và 
8 tuần đều giảm so với lô chứng sinh lý, tuy nhiên chỉ có ở 
nhóm cho uống prednison với liều 5 mg/kg và liều 20 mg/
kg trong 8 tuần mới đạt ý nghĩa thống kê so với lô chứng 
sinh lý, trong đó lô sử dụng prednison liều 20 mg/kg trong 
8 tuần đạt giá trị suy giảm cao nhất.

3.1.2. Hàm lượng canxi và phospho trong xương

Bảng 2. Hàm lượng canxi và phospho  
trong xương chuột uống prednison sau 6 và 8 tuần

Thời gian

Lô (n=8) Hàm lượng 
canxi (mg)

Hàm lượng 
phospho (mg)

6 tuần

Chứng sinh lý 12,25 ± 0.67 6,23 ± 0,43

Prednison 5 mg/kg 10,49 ± 0,77 5,69 ± 0,40

Prednison 10 mg/kg 10,02 ± 0,65* 5,62 ± 0,42

Prednison 20 mg/kg 9,43 ± 0,69* 5,15 ± 0,23

8 tuần

Chứng sinh lý 10,21 ± 0,31 5,86 ± 0,27

Prednison 5 mg/kg 9,77 ± 0,32 5,04 ± 0,23*

Prednison 10 mg/kg 10,47 ± 0,66 5,08 ± 0,23

Prednison 20 mg/kg 8,73 ± 0,36* 4,79 ± 0,18*

*: p<0,05 so với sinh lý cùng thời gian cho uống

Hàm lượng canxi trong xương giảm dần theo liều  
prednison ở nhóm 6 tuần và đạt ý nghĩa thống kê so với 
lô chứng sinh lý ở lô cho uống prednison liều 10 mg/kg 
và 20 mg/kg. Ở nhóm uống prednison trong 8 tuần hàm 
lượng canxi giảm ở cả 2 lô cho uống prednison ở liều 5 
mg/kg và 20 mg/kg nhưng chỉ đạt ý nghĩa thống kê ở lô  
prednison liều 20 mg/kg và đây cũng là liều gây giảm 
mạnh nhất trong tất cả các lô ở 2 nhóm 6 và 8 tuần thử 
nghiệm. Hàm lượng phospho trong xương ở tất cả các lô 
uống prednison đều giảm so với nhóm chứng sinh lý và 
đạt ý nghĩa thống kê ở 2 lô cho uống prednison liều 5 và 
20 mg/kg trong 8 tuần, trong đó liều prednison 20 mg/kg 
đạt giá trị giảm mạnh nhất trong tất cả các lô thử nghiệm.

3.1.3.  Tổng hợp các chỉ tiêu phân tích

Bảng 3. Các chỉ tiêu liên quan đến loãng xương  
ở chuột uống prednison sau 6 và 8 tuần.

Thời gian

Liều  
Prednison

Khối 
lượng 
xương 

khô (mg)

Khối 
lượng tro 

xương 
(mg)

Hàm 
lượng 
canxi 
(mg)

Hàm 
lượng 

phospho 
(mg)

6 tuần

5 mg/kg - - - -

10 mg/kg - - + -

20 mg/kg - - + -

8 tuần

5 mg/kg + + - +

10 mg/kg - - - -

20 mg/kg + + + +

+: Có sự thay đổi đạt ý nghĩa thống kê.,  
- :Không có sự thay đổi đạt ý nghĩa thống kê

Dựa vào các chỉ tiêu sinh hóa ở Bảng 3 từ đó chọn được 
phát đồ cho uống prednison liều 20 mg/kg trong khoảng 
thời gian 8 tuần là tối ưu nhất để mô phỏng tình trạng loãng 
xương trên chuột. Đây là khoảng liều và thời gian tối ưu để 
khảo sát đáp ứng của thuốc đối chiếu là alendronat.

3.2. Khảo sát đáp ứng của mô hình với thuốc đối chiếu

3.2.1. Khối lượng xương khô và khối lượng tro xương

Bảng 4. Trọng lượng xương khô và khối lượng  
tro xương ở chuột bị gây loãng xương  

và được điều trị bằng alendronat

Lô (n=8) Khối lượng 
xương khô (mg)

Khối lượng tro 
xương (mg)

Chứng sinh lý 60,7 ± 1,8 39,7 ± 1,3

Chứng bệnh lý 
(Pred 20 mg/kg/8 

tuần)
48,2 ±1,8* 30,0 ± 1,2*

Đối chiếu (Pred 
20 mg/kg/8 tuần + 

alendronat)
57,1 ± 1,6# 36,5 ± 0,9#

*: p<0,05 so với chứng sinh lý,  
#: p<0,05 so với chứng bệnh lý

Cả 2 chỉ tiêu về khối lượng khô và khối lượng tro ở nhóm 
chứng bệnh lý đều giảm so với nhóm sinh lý, ở lô điều trị 
với thuốc đối chiếu các chỉ tiêu này có sự phục hồi đạt 
ý nghĩa thống kê về gần như mức bình thường (lô chứng 
sinh lý). Điều này cho thấy alendronat có tác dụng ngăn 
ngừa sự suy giảm của các thành phần cấu tạo nên xương 
(biểu hiện qua khối lượng xương khô), tổng các thành 
phần vô cơ (biểu hiện qua khối lượng tro xương).
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3.2.2. Hàm lượng canxi và phospho trong xương

Bảng 5. Hàm lượng canxi, phospho ở chuột bị gây 
loãng xương và được điều trị bằng alendronat

Lô (n=8) Hàm lượng 
canxi (mg)

Hàm lượng 
phospho (mg)

Chứng sinh lý 15,09 ± 0,63 4,75 ± 0,16

Chứng bệnh lý  
(Pred 20 mg/kg/8 tuần) 10,64 ± 0,29* 3,39 ± 0,11*

Đối chiếu  
(Pred 20 mg/kg/8 tuần 

+ alendronat)
13,07 ± 0,31# 4,26 ± 0,10#

*: p<0,05 so với chứng sinh lý,  
#: p<0,05 so với chứng bệnh lý

Hàm lượng canxi và phospho trong xương ở lô chứng bệnh 
lý giảm đạt khác biệt về mặt thống kê so với lô chứng sinh 
lý, trong khi đó ở nhóm điều trị với alendronate thì hàm 
lượng canxi và phospho trong xương đều tăng đạt ý nghĩa 
thống kê so với lô chứng bệnh lý.

4. BÀN LUẬN

Khối lượng xương đo lường tổng lượng mô xương đã 
khoáng hóa, liên quan trực tiếp đến độ bền cơ học 
của xương. Trong loãng xương, sự suy giảm khối lượng 
xương phản ánh quá trình mất khoáng và phá hủy cấu 
trúc vi mô của xương. Ở mô hình chuột, việc sử dụng  
glucocorticoid gây ức chế hoạt động tạo cốt bào  
(osteoblast) và kích thích hủy cốt bào (osteoclast), dẫn 
đến giảm khối lượng xương đặc trưng, nhất là ở xương xốp 
(trabecular bone) [6]. Tro xương là phần khoáng chất còn 
lại sau khi đốt cháy các thành phần hữu cơ (như collagen)  
ở nhiệt độ cao. Giá trị này đánh giá trực tiếp hàm lượng 
khoáng chất (chủ yếu là calcium và phosphorus) trong 
xương. Trong loãng xương do glucocorticoid, sự suy 
giảm tro xương phản ánh rối loạn chuyển hóa canxi và  
phospho, thường do tác động ức chế hấp thu canxi ở ruột 
và tăng bài tiết phospho qua thận [7]. Khối lượng xương 
khô và tro xương ở mô hình sử dụng prednison đường uống 
giảm đạt ý nghĩa thống kê so với nhóm sinh lý. Ngoài ra, hai 
giá trị này còn tỉ lệ thuận chặc chẽ với nhau biểu thị cho 
tính tương quan hợp lý giữa các chỉ tiêu. Kết quả này phù 
hợp với nghiên cứu của Ajay K và cộng sự (2010), trong 
nghiên cứu của mình tác giả cũng dựa vào chỉ tiêu về khối 
lượng xương khô và tro để đánh giá mức độ loãng xương 
trên mô hình chuột sử dụng glucocorticoid và cho thấy sự 
suy giảm 2 giá trị khối lượng này ở nhóm bệnh lý [8]. Một 
nghiên cứu khác sử dụng prednisolon để gây loãng xương 
trên chuột của K. Hara (1993) cũng cho thấy sự suy giảm 
đạt ý nghĩa thống kê khối lượng khô của xương đùi chuột 
ở lô chuột có sự mất xương do xử lý với prednisolon [9].

Định lượng canxi và phospho trong xương là một phần 
quan trọng trong các nghiên cứu loãng xương, hai khoáng 
chất này chiếm khoảng 80% thành phần vô cơ của xương, 
tạo nên cấu trúc hydroxyapatite [Ca₁₀(PO₄)₆(OH)₂] – yếu tố 
quyết định độ cứng và khả năng chịu lực của xương. Mất 

cân bằng tỷ lệ canxi và phospho phản ánh rối loạn quá 
trình khoáng hóa xương, thường gặp trong loãng xương do 
glucocorticoid hoặc thiếu hụt dinh dưỡng [10].  Kết quả 
nghiên cứu của đề tài cho thấy việc cho uống prednison 
làm suy giảm hai giá trị này, kết quả cũng tương tự nghiên 
cứu của Weinstein và cộng sự (1998), chuột được uống 
prednison liều 20 mg/kg/ngày trong 8 tuần làm giảm hàm 
lượng canxi và phospho xương so với nhóm đối chứng 
[11].

Alendronat một bisphosphonate thế hệ thứ ba, là thuốc 
hàng đầu trong điều trị loãng xương do glucocorticoid 
nhờ cơ chế ức chế hủy xương và bảo tồn mật độ khoáng 
xương. Kết quả nghiên cứu này cho thấy việc cho uống 
alendronat giúp phục hồi lại các chỉ tiêu sinh hóa trong 
xương. Nghiên cứu của Russell (2008) trên mô hình chuột 
loãng xương do prednison cũng sử dụng alendronat liều 
5 mg/kg trong 4 tuần cũng cho thấy sự phục hồi các chỉ 
tiêu về trọng lượng xương và hàm lượng canxi và phospho 
trong xương [12].

4. KẾT LUẬN

Mô hình gây loãng xương thực nghiệm bằng cho uống 
prenison liều tiêm 20 mg/kg trong 8 tuần có thể được ứng 
dụng để sàng lọc các thuốc có tác dụng hỗ trợ trong điều 
trị các bệnh lý suy hỏng quá trình tạo hình xương và tái 
cấu trúc xương.
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