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成 骨生 长肽 (Osteogenic growth peptide， 

简称 0GP)是新近发现的具有促进成骨作用和 

刺激造 血的多肽类因子，在骨形成和骨髓造血 

方 面有独 特 的 作用 ，目前 正 日益 成为 研究 的热 

点。本文通过 OGP对 SD大 鼠鼠胚颅盖骨成骨 

细胞样细胞酶 活性影响 的观察，证实 OGP能 

促进成骨细胞样细胞分泌碱性磷酸酶 ，而且不 

同浓度 的 OGP对细胞 的促 分泌作用 也有差 

异，为 OGP在治疗 和预 防骨质疏松方 面提供 

了理论依据。 

l 材料和 方法 

l l 动物 

出生 24小时内的 SD大鼠，本研究所动物 

房提供 。 

1．2 试 剂 及仪器 

对硝基苯酯二钠盐 (上海丽珠东风生物技 

术有 限公 司)； 

成骨 生长 肽 (SIGMA 公 司 )；胎 牛 血清 (中 

科院上海生物制品研究所 )；7530紫外可见分 

光光度计 (上海分析仪器三厂)；Hitachi 52D高 

速离心机(日本 日立公司)；Olympus AHBT研 

究显微镜(日本 Olympus公司)；Olympus倒置 

显 微镜 (日本 Olympus公 司)；E spec BNA一 

3l1二氧化碳培养箱。 

1．3 成骨细胞样细胞培养 

出生 24小时内的 SD大 鼠，无菌条件下 ， 

剥离颅盖骨，先用 Hank液冲洗剥离组织数次， 

再用剪 刀减碎 后 ，用 0．25 胰 蛋 白酶 消化约 l0 

分钟，弃去消化液 ，碎骨片再用胰蛋 白酶消化数 

分 钟后 ，过 滤 ，过 滤液 经 过离 心后 ，取沉 淀细 胞 

加入血清终止消化 ，即是第一次的细胞。将上清 

液倒入尚未完全消化的碎骨片中，继续消化后， 

如上所述重复 3次，收集所有细胞，合并计数， 

按酶活性制定 1．5×10 细胞数／cm 的密度种 

于培养瓶 中，对照组用 DMEM 作培养液，实验 

组在 DMEM 液 中加入 OGP，使 OGP浓度分别 

为 10 M 、10 。M、10一M ，上 述 细 胞 分 置 于 

37 C 5 CO：培养箱内培养 ，每 3天换液 1次， 

约两周传代 1次。第 2次传代后 ，分别于培养第 

3、7、1O、14、2l天收集细胞及培养液 ，测定其酶 

活力 。 

1．4 OGP制备 

OGP按 Greenberg_l一方法制备 获得 ，纯度 

达 99 ，称一定量 OGP制备成贮存液 ，置冰箱 

冷冻室内保存 ，用时解冻后，稀释成不同浓度或 

将其直接加入 DMEM 培 养液中，用于细胞培 

养液 。 

1．5 细胞观察 应用 Olympus倒置显微镜观 

察培养细胞的形态，生长情况 ，并摄影记录，培 

养成功再进行测定。 

1．6 酶活性 测定 

酶活性测定采用蔡武城等 方法 

1)碱 性 磷 酸 酶 ：以 37C，pHl0．0，在 l0 

mmo]【／L对 一硝基 酚磷 酸酯 (NPP)存 在条 件 

下 ，每分钟催化生成 1 tool对硝基酚的酶量为 
一 个酶活性单位(u) 

2)酸 性 磷 酸 酶 ：以 35C，PH5．0，在 1．2 

mmol／L对 一硝基 酚磷 酸酯 (NPP)存 在条件 

下，每分钟催化生成 Drnol对硝基 酚的酶量为 
一 个酶活性单位(u) 

l、7 统计学处理 结果以 X±s表示，统计方 

法采 用 t检验 。 

2 结果 

分别测定 四组细胞培养第3、7、10、14和21 

天的细胞内及培养液 中的碱性磷酸酶和酸性磷 

酸酶的活力 。详见附表及附图。 
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圈1 培养 14天四组细胞的碱性磷酸酶活性 
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3 讨 论 

早在1969年 Amsel等0 就发现 去骨髓 再 

生之前存在骨形成相，即骨髓腔中暂时性骨小 

粱形成 。后来 Bad_‘“ 证实愈台的骨髓组织能产 

生 促进成骨 细胞增 殖的生长 因子 活性 ，并 分离 、 

纯 化得 到一个 由14个 氨基 酸 组成 的小 肽 ，命 名 

为成骨生长肽 研究证实成骨生长肽在体外能 

促进成骨细胞分化 ，增殖和增加骨基质矿化；在 

体内能促进造血 ，刺激造血基质的微循环 ，促进 

机体成骨作用，提高骨小梁密度。 

圈2 _不同培养时间 四组细胞 内的碱性磷酸酶活性 

表l 酸性磷酸酶活性 

拄 ：结 果显 示 酸性 礴 酸 酶括 力实 验组 与对 照组 无显 著差 异 。 

本研究通过 鼠胚颅盖骨成骨细胞样细胞观 

察 ，证实培养液中加人 OGP后的用药组 ，不论 

OGP在培养液中的浓度如何 ，在培养早期都有 

碱性磷酸酶分泌，且碱性磷酸酶活力在细胞内7 

天 OGP10_1 M 浓度 用药组 为1．3O土0．19u／ 

L；对照组相同条件为0．62土0．19U／L；在细胞 

培养液内7天 0GP10 M 浓度用药组为0．82土 

0．16U／L；对照组相同条件为0．23土0．IOU／L， 

均显著地高于对照组 (尸<0．Ol～0．05)。鼠胚 

颅盖骨分离细胞是由不 同分化阶段的成骨细胞 

样细胞构成 ，因此 ，在培养过程中将表现出不同 

分化 阶段的功能，所以作者用它作为培养模型 

进行研究 。碱性磷酸酶是成骨细胞分化的指标， 

在碱 性 环境 中骨钙 化最 活 跃 ．成骨 细 胞释 放 的 

碱性磷酸酶能使无机磷酸盐水解，从而降低焦 

磷酸 盐 浓度 ，有 利 于骨 的矿 化 。因此 ，碱 性 磷酸 

酶可 以作为反映骨形成的生化标志物 本研究 

显 示 ，OGP能显著 增加成 骨细胞 样细 胞及 培养 

液 的 碱 性 磷 酸 酶 活 力 (P< 0．01～ 0．05) 

Robinson等报道LT]OGP在10。M 浓度时能增 

加人骨髓基 质细胞的碱性磷酸酶活性 ，本实验 

结 果 与 上 述 说 法 有 相 似之 处 ，说 明 OGP对 人 

成骨细胞样细胞也有上述结果 

据培养 日期分析(见图)，实验组在培养3～ 

7天的成骨细胞样细胞 的碱性磷酸酶活力开始 

升高，至lO天左右活力有所下降，约21天细胞活 

性回升 ，这是细胞周期的影响 

同时在研究中还发现不同 OGP浓度对成 

骨细胞样 细胞分 泌碱性磷 酸酶 有调节 作用 

OGP在l0_1 M～l 0 M 浓度范围内，表现为低 

浓度时分泌抑制 ，而高浓度时分泌上调(见图)。 

这与 Greenberg Z_5 等 报 道 ，OGP对 细胞 增 殖 

和碱性磷酸酶活性表现为低浓度时抑制，达到 

某一临界点后则为促进的结论相符台。实验证 

明，OGP具有使成骨细胞样细胞分泌碱性磷酸 

酶 增 加 ，与 对 照组 有 显 著 性 差 异 (尸< 0．。1～ 

0．05)，且 OGP的浓度对碱性磷酸酶活力有调 

节作用。 

酸性 磷 酸 酶活性 与 破骨 细 胞 的 活性 有关 ， 

因而成骨细胞样细胞培养液中的酸性磷酸酶水 

平 反映 了破骨 细 胞 的活性 和 骨 吸收 的状 况 。本 

研究 中用 0GP的实验组 的酸性磷酸酶活性与 

对照组无显著性 差异 ，说 明成 骨生长肽对成骨 

细胞样细胞酸性磷酸酶的分泌无影响 骨组织 

经 常处 于 旧骨被 吸收 ，新 骨再 形 成 的骨 重建 过 

程 。骨 质疏 松症 是 由于骨 重建 过程 中骨 吸收 大 

于骨的形成口]，实验表明成骨生长肽具有促成 

骨作用。 
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