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牛骨胶原蛋白肽促进HOB增殖
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摘要：目的 研究牛骨胶原蛋白肽(Bovine collagen peptides，BCP)对人成骨细胞(Human Oseoblast，HOB)增殖的影

响。方法分离培养HOB，茜素红染色鉴定HOB的成骨特性，利用MTT实验检测胶原蛋白肽对HOB的增殖，流式

细胞仪测定胶原蛋白肽对HOB细胞周期。结果 茜素红矿化染色结果表明，HOB具有成骨能力。MTT实验表明

0．3 mg／ml胶原蛋白肽能显著促进细胞的增殖，并能增加G2+S期的百分含量。结论 牛骨胶原蛋白肽能够促进

HOB增殖，为骨质疏松的预防和治疗提供理论依据。
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BoVine coUagen peptides promotes prolif电ration of human osteoblasts
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Abstr戤t： 0bjective To investigate the effect of bovine collagen peptides (BCP) on the proliferation of human

osteoblasts(HOB)．Methods HOBs were isolated and culcured． The osteogenesis of HOB was identified using Alizarin

red staining．The ef耗ct of BCP on proliferation of the cells was detected using MTT method．The efkct of BCP on cell cycle

of HOB was examined using now cytometry． Results Aliza“n red staining showed that HOB had osteogenic ability．The

results of MTT showed that 0．3 mg／ml BCP could significantly promote HOB proliferation．And the results of now cytometry

showed that O．3 mg／ml BCP could increase the percentage of G2+S phase． ConcIusion Bovine collagen peptide can

pmmote HOB prolifemtion，which may provide a theoretical basis for the preVention and the treatment of osteoporosis．

Key words：Bovine coIlagen peptides；HOB；Proliferation

随着世界人口日趋老龄化，骨质疏松的发病率

愈来愈高，对中老年人的身体健康构成严重威

胁⋯。目前治疗骨质疏松症的药物根据其主要作

用机制可分为三大类：抑制骨吸收药物，促进骨形成

药物和骨健康基本补充剂。作为骨健康基本补充

剂，胶原蛋白肽被发现在骨质疏松症的预防和治疗

中发挥作用拉o，它是以骨明胶为原料，应用酶解工
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号：DBsw2013．01)，总装后勤部课题资助项目
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艺，通过控制反应条件制备骨胶原蛋白产品，该产品

早已被用于医药和食品，一般被监管机构公认为安

全食品旧1。据文献报道，口服胶原蛋白肽化合物已

被证明吸收循环后能够在软骨积累，该机制可能有

助于饱受关节疾病折磨的关节病患者。4。。然而，胶

原蛋白肽预防和治疗骨质疏松症的机理目前尚未有

文献报道。因此本实验将研究胶原蛋白肽对人成骨

细胞(Human osteoblast，HOB)增殖的影响，初步探

究牛骨胶原蛋白肽的促骨活性机理，为骨质疏松的

预防和治疗提供理论依据。
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1材料和方法

主垦量亟蓝坠蓥查!Q!!至!旦笙!!鲞箜!塑鱼!!!!Q!!!!P!竺!：!!!!垫!!!!!!!!!型!：1

1．1试剂与仪器

小鼠前成骨细胞系MC3T3为美国ATCC公司

产品，本室保存。DMEM培养基和优质胎牛血清购

自Gibco公司，地塞米松、B一甘油磷酸钠、抗坏血酸

磷酸盐，二甲基亚砜(Dimethylsulphoxide，DMSO)，胰

蛋白酶购自美国Sigma公司，MTT购自美国

Genview公司，青霉素、链霉素购自华北制药公司，

其他试剂均为市售分析纯，胶原蛋白肽由包头东宝

生物技术股份有限公司提供。

本实验所用仪器为HERAcelll50型CO，细胞

培养箱(贺力氏公司，德国)，IMT一2型倒置显微镜

(奥林巴斯公司，日本)，550型酶联免疫检测仪

(BIO．RAD公司，美国)；耗材为培养皿，96孔培养

板(Constar公司，美国)。

1．2 方法

1．2．1 HOB分离与培养：HOB(Human Bone，

HOB)来源于1例患者骨髂嵴废用骨(男，23岁)，经

病人知情同意后进行实施。具体步骤参照文献～5‘

进行，简述如下：标本简单用PBs冲洗，然后切成小

块(直径l～2 mm)，然后用PBS彻底清洗后，加入2

ml含粗胶原酶的DMEM培养基在37℃轻轻摇动2

h，然后用PBS冲洗。骨头碎片和分离的细胞分别

培养在含有15 mmol／L Hepes，pH 7．4和10％胎牛

血清的DMEM培养基中，第一次更换培养液的前4

天不做任何处理，然后每星期更换一次培养液，当原

代培养的细胞融合后，用胰蛋白酶／EDTA进行消

化，传代，冻存。

1．2．2细胞的常规培养：取冻存的HOB，MC3T3进

行复苏，用含100 ml／L胎牛血清和100 U／mL青霉

素、100u／ml链霉素的DMEM在37℃、5％C0，及饱

和湿度条件的恒温培养箱内培养，根据生长情况定

期传代，采用第3～5次传代后24 h的细胞进行实

验。

1．2．3 茜素红染色鉴定HOB：为测量细胞外基质

钙沉积形成骨结节，细胞基质用能够结合ca的茜

素红染料染色，茜素红染色形成的红色是矿化的指

示。。。HOB在6孔板中接种密度为8×104／孔，细

胞用成骨诱导剂(50斗g／m1抗坏血酸磷酸盐，10

mM B一甘油磷酸钠，10 nmol／L地塞米松)诱导，每

3d换液1次，21d天后吸去培养液，PBS洗两次，然

后用4％多聚甲醛4℃固定30 min，用去离子水冲

洗。细胞用40 mmol／L茜素红溶液(pH值4．4)染

色40 min，在室温下，用去离子水冲洗两次，染色细

胞的图像被数码相机(IM50，Leica，Germany)捕获。

1．2．4 MTT法检测胶原蛋白肽对HOB增殖：为了

明确胶原蛋白肽(CollagolProtein，CP)化合物对成骨

细胞增殖的适宜的效应浓度，分别将cP配制成适

宜的浓度，并设空白(control，cN)对照，将第3次传

代的HOB分为4组，空白对照组(Blank组)仅加入

含PBS的10％胎牛血清的DMEM培养基，将传代

细胞按每孔4000个／100斗L分别接种于3个96孑L

细胞培养板中，按上述分组方案分组，每组设6个复

孔。24 h细胞贴壁后换液，分别加入上述相应药物

置于37℃、5％CO，及饱和湿度条件恒温培养箱内

培养。培养结束后，分别在所需检测的培养孔内每

孔加入20“L浓度为5 mg／m1的MTT溶液，37℃继

续孵育4 h，终止培养，小心吸取孔内培养上清液，

每孑L加入150“L DMSO，振荡10 min。选择490 nm

波长，在酶联免疫检测仪上测定各孔吸光度值。

1．2．5 流式细胞仪测定HOB细胞周期：为了明确

牛骨胶原蛋白肽对HOB细胞周期的影响，分别将牛

骨胶原蛋白肽配制成0．3 mg／ml的浓度，并设空白

(control，CN)对照，将HOB传代细胞以3．0×104

个／孔细胞密度接种于六孔板，将0．3 mg／ml的牛

骨胶原蛋白肽，空白对照分别作用于HOB，并置于

37℃，5％CO，细胞培养箱培养3 d、4 d和5 d，培养

结束后，各组细胞用O．25％胰酶消化制成单细胞悬

液，70％乙醇固定于一20℃24 h，PBS清洗后，1000

rpm离心5 min，加入1 mg／ml RNaseA于37℃处理

30 min后离心，加入10 mg／ml碘化丙啶0．15 ml染

色30 min，流式细胞仪检测细胞周期。各组细胞用

0．25％胰酶消化制成单细胞悬液，70％乙醇固定于

一20℃24 h，PBS清洗后，1000 rpm离心5 min，加

入1 mg／ml RNaseA于37℃处理30 min后离心，加

入10 mg／ml碘化丙啶0．15 ml染色30 min，流式细

胞仪检测细胞周期。

1．2．6统计分析处理：统计分析参照《sPssl6．0统

计方法》，利用SPSS软件包进行两组独立样本的f

检验，并对多于3组以上的样本进行每一个时间段

的单因素方差分析。其基本过程如下：在选人因变

量和分类变量后，首先分析所分析数据是否服从正

态分布，并满足方差齐性要求，如果满足则运行程序

对各处理数据间的差异是否显著进行判定，并利用

“S．N．K”和“LsD”进一步作组间的两两多重比较，P

<0．05认为具有显著性差异。

万方数据



2 结果

2．1 HOB培养与鉴定

当原代培养的细胞融合后，用胰蛋白酶／EDTA

进行消化，细胞呈长梭形，生长密，胞体丰满，细胞呈

现极性排列。因为MC3T3具有成骨能力，茜素红矿

化染色后能够形成红色。为鉴定HOB成骨能力，本

实验将MC3T3作为参照，HOB经成骨诱导剂诱导

2l d天，茜素红染色结果表明HOB能够形成红色，

但形态与MC3rI’3不同：Mc3，I’3为橘红色，细胞长满

后易卷起脱落，HOB呈深红色，贴壁能力较强(图

1)，表明HOB具有成骨能力。

}{()B MC’jIj

图1 茜素红矿化染色鉴定HOB

Fig．1 Identification of HOB using

alizarin red staining

2．2胶原蛋白肽对HOB增殖的效应

为了进一步明确胶原蛋白肽对HOB增殖的最

佳效应，分别将胶原蛋白肽配制成0．3，3 mg／ml的

浓度，并设空白(Control，CN)对照，将传代细胞按每

孔3000个／100 u1分别接种于96孔细胞培养板中，

培养3 d，5 d，7 d，倒置显微镜×100下观察：0．3

mg／ml胶原蛋白肽组HOB为长梭形，生长密，胞体

丰满，胞突细长，伸展充分，胞浆均匀，核圆形或卵圆

形，细胞呈现极性排列；对照组细胞生长密度较稀，

细胞伸展状态没有明显差别，3 mg／ml的胶原蛋白

肽组细胞生长较对照组稀，胞突变短，伸展不够充

分，细胞极性排列不明显。

MTT检测结果发现，5 d，7 d后，与空白对照组

相比，0．3 mg／ml的胶原蛋白肽能显著促进细胞的

增殖活动(P<0．05)，而3 mg／ml的胶原蛋白肽对

细胞的增殖表现出一定的抑制效应(图2)，表明

0．3 mg／ml胶原蛋白肽对细胞的增殖具有最佳效

应。

2．3流式细胞仪检测胶原蛋白肽对HOB细胞周期

的效应

MTT结果表明，0．3 mg／ml的胶原蛋白肽对

HOB的增殖具有显著促进作用，因此，在检测细胞

周期时，将0．3 mg／ml的胶原蛋白肽分别作用于

HOB 3 d，4 d，5 d，统计分析结果表明，与CN组相

◆
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图2牛骨胶原蛋白肽对HOB增殖的影响

Fig．2 The efkct of BCP on the pmlifbration of HOB

BCP：牛骨胶原蛋白肽CN：对照

BCP：Bovine Collagen Peptides CN：Contml’+：P<O．Ol vs CN

比，CP组G1期比例显著减少，G2+S期比例显著增

加(P<0．01)(图3，4)，进一步说明CP对MC3T3一

E1具有显著促进作用，表明胶原蛋白肽通过促进

G2+S期的百分含量而促进细胞的增殖。

3讨论

我国骨关节疾病患者总数已超过1．5亿人，是

骨关节疾病的“超级大国”。而且目前，我国老龄化

的形式将日益严峻。一些研究表明，每日摄人胶原

蛋白肽可增加骨密度⋯。由于胶原肽是胶原或明

胶经蛋白酶降解处理后制成的，具有较高的消化吸

收性，胶原蛋白富含人体需要的甘氨酸、脯氨酸、羟

脯氨酸等氨基酸。有关胶原蛋白肽功能方面的报

道，有四项报告认为胶原蛋白肽是有益的，没有副作

用，但研究并不广泛，存在一定的局限性，建议进一

步增加对照研究¨40|。一项研究发现，口服胶原蛋

白能够改善少数患者的症状，但具有恶心等副作

用⋯o。另一项研究报道类风湿关节炎患者的疾病

症状没有改善。12|，胶原蛋白肽有益的作用可能是由

于在软骨积累并刺激软骨细胞产生胶原蛋白¨引。

上述结果启示我们：服用胶原蛋白肽可能对骨关节

疾病患者有益，但具有一定的选择性，即使能够改善

少数患者的症状，但并未阐明其作用机制，因此胶原

蛋白肽能否促进HOB的增殖是本文研究的关键所

在。

小鼠前成骨细胞系MC3T3虽然具有成骨能力，

但并不能真实反映人成骨细胞的功能效应。因此，

本研究选取23岁男性患者的骨髂嵴废用骨分离培

养人成骨细胞，由于人成骨细胞包绕在硬组织中，致

使处理困难，用骨组织块法、酶消化法、骨膜组织块

法、骨髓培养法以及薄层骨片经EDTA法处理并经

胶原酶消化，均可分离培养成骨细胞。本研究采用

万方数据



706 主国量厦堕坠盘查!!!!生!旦箜!!鲞箜!塑垦!垫!Q!!!121翌!：!!!z!!!!：!!!!!：塑!：!

要 G】=

豸 j
(j!S

l～

{ iF

|J
(j1 88jI

(j2·S 】l 6

k一．

j r
1d 4d 5d

图3流式细胞仪检测HOB细胞周期

Fig．3 CeU cycle analysis of HOB using now cytometry

BCP：牛骨胶原蛋白肽CN：对照

BCP：Bovine CoUagen Peptides CN：Control

BCP

CN

图4牛骨胶原蛋白肽改变HOB细胞周期时相分布

Fig．4 Alteration of Cell Cycle Distribution

of HOB bv BCP Treatment

BcP：牛骨胶原蛋白肽 ．

CN：对照’：P<O．05，¨：P<O．01 vs CN

BCP：Bovine CoUagen P8ptides CN：Control

上述四种方法，对HOB分别进行培养，发现骨组织

块法分离培养HOB简单，易行，细胞不易污染，操作

比较方便。成骨细胞在体外培养时加入成骨诱导剂

能够形成矿化的细胞外基质，一般在培养lOd时即

可出现。本研究选用Mc3T3作为对照，利用茜素红

．矿化染色鉴定HOB的成骨特性，发现HOB茜素红

矿化染色着色深红，具有较强的成骨能力，可用于细

胞增殖研究，能够比较客观地胶原蛋白肽对人体成

骨细胞的效应。

据文献报道，每天摄入10 g药物级的胶原蛋白

肽可减少膝关节或髋关节等骨关节炎患者的疼痛，

血液中的羟脯氨酸含量增加¨引。本实验以此剂量

为基础，选择一系列不同的胶原蛋白肽浓度，在不同

的作用时间内筛选胶原蛋白肽促进HOB细胞增殖

的最佳效应浓度，随着培养时间的延长，胶原蛋白肽

对HOB的增殖具有促进作用，进一步研究表明0．3

mg／ml的胶原蛋白肽是促进细胞增殖的最佳效应浓

度。

本研究进一步用流式细胞仪检测胶原蛋白肽对

HOB细胞周期的效应，表明胶原蛋白肽通过促进

G2+S期的百分含量而促进细胞的增殖，这为胶原

蛋白肽作为骨健康基本补充剂，用于骨质疏松的预

防和治疗提供了理论依据。在后续的研究中，我们

将进一步明确胶原蛋白肽对HOB的分化效应，以及

对去卵巢大鼠骨质疏松的预防及治疗效果，从整体

水平评价胶原蛋白肽对骨质疏松的预防及治疗的机

理。
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