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摘要： 目的　研究珍珠粉对 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞成骨增殖、分化、间质矿化及凋亡的影响，并初步探讨其作用机制。 方法　在体外
培养的 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞中分别加入珍珠粉和低钙珍珠粉，采用 ＭＴＴ法及碱性磷酸酶（Ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）试剂盒检测其
对 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞增殖及分化的影响；Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色法观察矿化结节的形成；ＲＴ-ＰＣＲ 检测细胞中转录因子（Ｒｕｎｔ-ｒｅｌａｔｅｄ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＩＩ，Ｒｕｎｘ２）、骨钙素（Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，ＯＣ）、骨保护因子（Ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ， ＯＰＧ）及核因子-κＢ 受体活化因子配体
（Ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ＮＫ-κＢ ｌｉｇａｎｄ， ＲＡＮＫＬ）ｍＲＮＡ的表达；流式细胞术检测血清饥饿诱导的细胞凋亡。 结果　珍珠粉及低钙
珍珠粉在一定浓度范围内，能促进 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞成熟期的 ＡＬＰ合成分泌和矿化结节的形成，并对 Ｒｕｎｘ２ 及 ＯＣ基因表达具
有明显促进作用，可降低 ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ 的比率，明显改善血清饥饿诱导的成骨细胞凋亡。 结论　珍珠粉及低钙珍珠粉对
ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞分化成熟过程有显著的促进作用，前者作用显著强于后者，说明珍珠粉中钙成分对 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞分化成熟起
到主要作用。
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Abstract： Objective　 To investigate the effect of pearl powder on the osteogenic proliferation， differentiation， interstitial
mineralization， and apoptosis in MC３T３-E１ cells， and to explore the potential mechanisms．Methods 　MC３T３-E１ cells were
cultured with pearl powder or low-calcium pearl powder in vitro．The osteogenic proliferation was determined using MTT method．
And the differentiation was determined using alkaline phosphatase （ALP） kit．The formation of mineralized nodules was observed
using von Kossa staining．The mRNA expression of Runt-related transcription factor II （ Runx２ ）， osteocalcin （ OC ），
osteoprotegerin （OPG）， and receptor activator of NK-κB ligand （RANKL） was detected using RT-PCR．The cell apoptosis
induced by serum deprivation was detected using flow cytometry．Results　In a certain range of concentration， pearl powder and
low-calcium pearl powder could significantly increase the secretion of ALP and the formation of mineralized nodules， and markedly
improve the mRNA expression of Runx２ and OC in MC３T３-E１cells．Furthermore， pearl powder and low calcium pearl powder
could significantly decrease the RANKL／OPG ratio， and ameliorate the apoptosis of the osteoblasts induced by serum deprivation．
Conclusion 　Both pearl powder and low calcium pearl powder can promote the differentiation and maturation in MC３T３-E１cells．
And the effect of pearl powder is much stronger， suggesting a critical role of calcium contained in pearl powder in regulating the
osteogenic proliferation and differentiation in MC３T３-E１cells．
Key words： Pearl powder； MC３T３-E１ cell； Osteogenic activity

　　骨质疏松症（Ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ， ＯＰ）是指骨量减少、骨
组织微观结构退变，以致骨的脆性增高而骨折危险性

增加的一种全身骨病。 目前用于治疗骨质疏松的药
物主要分为两大类：促骨形成药物和抑制骨吸收药
物，两者均能减少骨折发生率、增加骨矿密度，但是相
关的不良反应和高昂的费用限制了它们的使用 。
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珍珠作为一种名贵的中药材， 在我国的应用已
有几千年的历史。 珍珠粉有很高的药用价值，主要
成分为碳酸钙、蛋白质、水分及包括铁、铝、镁、锌、
硒、铜、钾、锰、锶、锗等多种微量元素及多种氨基酸。
董娜等

［１］
利用原子吸收光谱法测定珍珠粉中的微

量元素发现，其中的钙含量最高（３７７畅０８４ ｍｇ／ｇ），
是主要成分，锰、锶、铁、钠的含量也较为丰富，而锌、
锰、铜的含量较少。 据资料报道［２-５］ ，珍珠粉中富含
的钙元素和多种微量元素，对骨量减少和骨小梁变
细、断裂等病理改变有明显改善作用。 本文观察了
珍珠粉以及低钙珍珠粉对 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１ 细胞的增殖、
分化、矿化和凋亡的作用，并对其作用机制进行初步
探讨。

1　材料和方法
1畅1　药物及试剂

珍珠粉（浙江长生鸟珍珠生物科技有限公司）；
ＭＴＴ、Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ-１００（美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司）；β-甘油磷酸
钠、维生素 Ｃ（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；α-ＭＥＭ培养基、胎
牛血清 ＦＢＳ（美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）；ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１ 细胞（中
国科学院上海生命科学研究院细胞资源中心）；碱
性磷酸酶（ＡＬＰ）、考马斯亮蓝测定试剂盒（南京建成
生物工程研究所）；Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ -ＦＩＴＣ 凋亡检测试剂
盒（美国 ＢＤ Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ公司）。
1畅2　药物处理及分组
1畅2畅1　药物前处理：取珍珠粉用 １ ｍｏｌ／Ｌ ＨＣｌ 溶
解，模拟人体胃肠道消化过程，用 ＰＢＳ 缓冲液稀释
到一定浓度，作为珍珠粉原液。 另取定量珍珠粉原
液，加入硫酸钠溶液，完全沉淀钙离子，作为低钙珍
珠粉溶液。 采用原子吸收光谱法测定珍珠粉和低钙
珍珠粉中钙离子浓度。 结果显示，５０ μｇ／ｍＬ 珍珠粉
和低钙珍珠粉中钙离子浓度分别为 １８畅８１ μｇ／ｍＬ
和 １畅８９ μｇ／ｍＬ，前者为后者的 ９畅９５倍。
1畅2畅2 　 分组及受试药配制： 设正常对照组
（Ｃｏｎｔｒｏｌ），珍珠粉组（Ｐｅａｒｌ Ｐｏｗｄｅｒ，ＰＰ）和低钙珍珠
粉组（Ｌｏｗ Ｃａｌｃｉｕｍ Ｐｅａｒｌ Ｐｏｗｄｅｒ，ＬＣａ-ＰＰ）。 珍珠粉
和低钙珍珠粉分别用 ＰＢＳ 缓冲液稀释到一定浓度，
０畅４５ 微孔滤膜过滤除菌，４ ℃保存。 临用前用细胞
培养基配成所需浓度（５ μｇ／ｍＬ， ５０ μｇ／ｍＬ，１００
μｇ／ｍＬ）。
1畅3　方法
1畅3畅1　细胞培养：ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１ 细胞用 １０％ＦＢＳ α-
ＭＥＭ培养基在 ３７℃、５％ＣＯ２ 、饱和湿度培养箱中培
养。 每 ２ 天更换培养基，待细胞铺满培养瓶时，用

０畅２５％胰酶消化，做传代培养。
1畅3畅2　对 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞增殖的影响：指数生长期
的ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞按 １ ×１０４

个／ｍＬ 密度接种于 ９６
孔板，每孔 １００ μＬ，１０％ＦＢＳ α-ＭＥＭ培养液，３７ ℃、
５％ＣＯ２ 、饱和湿度培养箱中培养

［６］ 。 ２４ ｈ 后换以
５％ＦＢＳ α-ＭＥＭ培养液，同时按照分组加入 ５％ＦＢＳ
α-ＭＥＭ作为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组，受试药物 ＰＰ（５ μｇ／ｍＬ， ５０
μｇ／ｍＬ，１００ μｇ／ｍＬ），ＬＣａ-ＰＰ（５ μｇ／ｍＬ， ５０ μｇ／ｍＬ，
１００ μｇ／ｍＬ），每组 ６孔。 继续培养 ２４ ｈ 后，每孔加
入 １０ μｇ／ｍＬ， ５ ｍｇ／ｍＬ 的 ＭＴＴ，４ ｈ 后小心吸弃培
养液，再在每孔加入 １５０ μＬ ＤＭＳＯ（分析纯），于酶
联免疫检测仪上 ５７０ ｎｍ波长处测各孔吸光度值，结
果用 ＯＤ５７０表示。 实验重复 ３ 次［７］ 。
1畅3畅3　对ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞内 ＡＬＰ活性的影响：细胞
按 １ ×１０５

个／ｍＬ 密度接种于 ２４ 孔板，每孔 １ ｍＬ，
１０％ＦＢＳ的α-ＭＥＭ 培养液，３７ ℃、５％ＣＯ２、饱和湿
度培养箱中培养。 待细胞融合 ８０％后，换以成骨诱
导培养基。 成骨诱导培养基组成：５％ＦＢＳ α-ＭＥＭ
培养液，５０ μｇ／ｍＬ维生素 Ｃ，１０ ｍｍｏｌ／Ｌ β-甘油磷酸
钠。 同时按照分组加入 ５％ ＦＢＳ α-ＭＥＭ 作为
Ｃｏｎｔｒｏｌ组，受试药物 ＰＰ （５０ μｇ／ｍＬ）， ＬＣａ-ＰＰ （５０
μｇ／ｍＬ），每组 ６孔，连续给药 １４ ｄ。 给药结束后，吸
弃培养液，加入 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ-１００ 溶液 ２００ μＬ，置 ４
℃冰箱中放置 １ｈ 以裂解细胞，然后按 ＡＬＰ 检测试
剂盒及考马斯亮蓝蛋白定量法分别测定 ＡＬＰ 值和
蛋白含量，并计算出细胞内碱性磷酸酶的活性［８-９］ 。
1畅3畅4　对 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１ 细胞钙化结节形成的影响
（Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 法［１０］ ）：ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１ 细胞以 １ ×１０５ ／ｍＬ
密度接种于 ２４ 孔板，１０％ＦＢＳ α-ＭＥＭ 培养液，３７
℃、５％ＣＯ２ 、饱和湿度培养箱中培养。 待细胞融合
８０％后，换以 ５％ＦＢＳ α-ＭＥＭ 培养液，同时加入 ５０
μｇ／ｍＬ维生素 Ｃ及 １０ ｍｍｏｌ／Ｌ β-甘油磷酸钠，并按
照实验分组加入 ５％ＦＢＳ α-ＭＥＭ作为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组，受
试药物 ＰＰ（５０ μｇ／ｍＬ），ＬＣａ-ＰＰ（５０ μｇ／ｍＬ），每组 ６
孔，２天换液 １次。 于第 ２８ 天先用冰 ＰＢＳ 洗细胞 ２
遍，加入 ５％的 ＡｇＮＯ３ 溶液，于紫外灯下照射 １ ｈ。
将 ＡｇＮＯ３ 溶液吸出，细胞用蒸馏水洗 ３遍，加入 ５％
的 Ｎａ２Ｓ２Ｏ３ 溶液，５ ｍｉｎ 后将细胞用蒸馏水洗 ２ 遍，
１％的中性红溶液染色 ５ ｍｉｎ，细胞用蒸馏水洗 ２ 遍
以移除多余的染液，低倍光镜下（２００ ×）观察矿化
结节染色情况并拍照。 实验重复 ３次。
1畅3畅5　对血清饥饿诱导的细胞凋亡的影响：取指数
生长期 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞以 １ ×１０５ ／ｍＬ 密度接种于 ６
孔板，１０％ＦＢＳ α-ＭＥＭ培养液，３７ ℃、５％ＣＯ２ 、饱和
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湿度培养箱中培养 ２４ ｈ后用 ＰＢＳ 液洗 ３ 次，再加无
血清培养基并同时按照分组加入受试药物 ＰＰ（５０
μｇ／ｍＬ），ＬＣａ-ＰＰ（５０ μｇ／ｍＬ），以等量的 １％ＦＢＳ α-
ＭＥＭ培养液作为正常对照组（Ｎｏｒｍａｌ），不含血清的
α-ＭＥＭ培养液作为血清饥饿组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）。 继续培
养 ４８ ｈ后收集细胞，加入 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ／ＦＩＴＣ 和 ＰＩ 于
流式细胞仪上检测细胞凋亡情况。 实验重复 ３次。
1畅3畅6　对 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１ 细胞中骨相关基因表达的影
响：取指数生长期 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１ 细胞以 １ ×１０５ ／ｍＬ 密
度接种于 ６ 孔板，１０％ＦＢＳ α-ＭＥＭ 培养液，３７ ℃、
５％ＣＯ２ 、饱和湿度培养箱中培养。 待细胞融合 ８０％
后，换以 ５％ＦＢＳ α-ＭＥＭ 培养液，同时加入 ５０ μｇ／
ｍＬ维生素Ｃ及１０ ｍｍｏｌ／Ｌ β-甘油磷酸钠，并按照实
验分组加入 ５％ＦＢＳ α-ＭＥＭ作为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组，受试药
物 ＰＰ（５０ μｇ／ｍＬ），ＬＣａ-ＰＰ（５０ μｇ／ｍＬ），２ ｄ 换液 １
次。 培养 ２１ ｄ后，去掉培养基，提取总 ＲＮＡ，用紫外
分光光度仪检测 ２６０ ｎｍ和 ２８０ ｎｍ处的吸光度以估
计总 ＲＮＡ的量和纯度。 反转录过程按反转录 ＰＣＲ
试剂盒说明书操作。 Ｒｅａｌｔｉｍｅ-ＰＣＲ采用 Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅｒ
Ｓｙｓｔｅｍ （Ｒｏｃｈｅ Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ） 使用 ＳＹＢＲ瞮 Ｇｒｅｅｎ 作
为 ＤＮＡ-特异性结合染料。 ＰＣＲ 反应总体积为 １０
μｌ，包括：１ μｌ ｃＤＮＡ 样本，１０ ｐｍｏｌ 引物 （见 Ｔａｂ．
１），和 Ｑｕａｎｔｉｔｅｃｔ瞮 ＳＹＢＲ瞮 Ｇｒｅｅｎ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ 试
剂。 反应程序如下：９５ ℃ ３ ｍｉｎ，４０循环各 ９５ ℃ ３０
ｓ，６０ ℃ １５ ｓ和７２ ℃ ３０ ｓ。 以 ＧＡＰＤＨ作为内参，采
用ΔＣｔ 法计算各个基因的相对表达水平。

Table 1　Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅ-ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ
Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′→３′） Ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ （ｂｐ）

ＧＡＰＤＨ ＧＧＴＴＧＴＣＴＣＣＴＧＣＧＡＣＴＴＣＡ
ＴＡＧＧＧＣＣＴＣＴＣＴＴＧＣＴＣＡＧＴ ２２０ |

ＲＡＮＫＬ ＧＡＡＧＧＧＴＴＧＧＡＣＡＣＣＴＧＡＡＴＧＣ
ＴＣＧＴＣＡＧＡＣＣＧＡＧＡＡＧＴＧＧＴ １２８ |

ＯＰＧ ＴＣＣＴＧＧＣＡＣＣＴＡＣＣＴＡＡＡＡＣＡＧＣＡ
ＡＣＡＣＴＧＧＧＣＴＧＣＡＡＴＡＣＡＣＡ １２５ |

ＯＣ ＴＴＣＴＧＣＴＣＡＣＴＣＴＧＣＴＧＡＣＣ
ＡＧＡＣＣＡＣＴＣＣＡＧＣＡＣＡＡＣＴＣ ２０３ |

Ｒｕｎｘ２ {ＴＣＧＴＣＡＧＡＣＣＧＡＧＡＡＧＴＧＧＴ
ＴＴＣＡＡＧＧＴＧＣＣＧＧＧＡＧＧＴＡ ２３１ |

1畅4　统计学处理
所有数据均以平均值 ±标准误（珋x ±ＳＥＭ）表

示，采用 ＳＰＳＳ软件统计单因素方差分析方法进行分
析，组间比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ ｓ ｔｅｓｔ 检验，P ＜０畅０５ 表
示差异具有统计学意义。

2　结果
2畅1　对 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞增殖的影响

如 Ｆｉｇ．１ 所示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，５ μｇ／ｍＬ、５０
μｇ／ｍＬ、１００ μｇ／ｍＬ 的 ＰＰ 和 ５０ μｇ／ｍＬ、１００ μｇ／ｍＬ
的 ＬＣａ-ＰＰ在 ２４ ｈ作用范围内对 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１ 细胞具
有显著性的促增殖作用（P ＜０畅０５，P＜０畅０１）。

Fig．1　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＰＰ ａｎｄ ＬＣａ-ＰＰ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１ ｃｅｌｌｓ．Ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｒａｎｇｅ
ｏｆ ５ ～１００ μｇ／ｍＬ ｆｏｒ ２４ ｈ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｗａｓ
ａｓｓｅｓｓｅｄ ｕｓｉｎｇ ＭＴＴ ｍｅｔｈｏｄ．Ｖａｌｕｅｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ 珋x ±

ＳＥＭ．倡P＜０畅０５，倡倡P＜０畅０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌ．Ｔｈｉｓ ａｓｓａｙ
ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｉｎ ｔｒｉｐｌｉｃａｔｅ
　

2畅2　对 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞 ＡＬＰ活性的影响
细胞在含有 ５０ μｇ／ｍＬ 维生素 Ｃ、１０ ｍｍｏｌ／Ｌ β-

甘油磷酸钠的培养液中连续诱导培养给药 １４ ｄ 后
处理。 Ｆｉｇ．２显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＰＰ 组和 ＬＣａ-
ＰＰ组 ＡＬＰ 活力分别增加了 ９２畅７７％（ p ＜０畅００１）、
３４畅６３％（P＜０畅０１）。 提示对处于成熟期的成骨细
胞，ＰＰ和 ＬＣａ-ＰＰ均能显著促进其分泌 ＡＬＰ，进而促
进骨骼钙化，然而，两组之间存在显著性差异（P ＜
０畅００１）， ＰＰ作用效果明显强于 ＬＣａ-ＰＰ。
2畅3　对 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞矿化结节形成的影响

ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞在含有 ５０ μｇ／ｍＬ 维生素 Ｃ、１０
ｍｍｏｌ／Ｌ β-甘油磷酸钠的培养液中诱导培养给药 ２８
ｄ后进行 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色，可见矿化结节生成，Ｖｏｎ
Ｋｏｓｓａ染色后呈现大小、形态不一的黑色阳性结节
（Ｆｉｇ．３）。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比较，ＰＰ 组和 ＬＣａ-ＰＰ 组
的矿化结节数均明显增多，但是 ＰＰ 组明显多于
ＬＣａ-ＰＰ组。
2畅4　对血清饥饿诱导的细胞凋亡的影响

由 Ｆｉｇ．４ 可见，ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞在无血清培养液
中培养 ４８ ｈ后细胞出现明显的凋亡，而 ＰＰ组、ＬＣａ-
ＰＰ组成骨细胞总凋亡率与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比分别下降
了 ４３畅５３％、３５畅２２％，具有极显著差异（P ＜０畅００１）。
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Fig．2 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＰＰ ａｎｄ ＬＣａ-ＰＰ ｏｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１ ｃｅｌｌｓ．ＡＬＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１
ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ５０ μｇ／ｍＬ ＰＰ， ５０ μｇ／
ｍＬＬＣａ-ＰＰ， ｏｒ ｖｅｈｉｃｌｅ ｆｏｒ １４ ｄａｙｓ．Ｖａｌｕｅｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ 珋x
±ＳＥＭ．倡倡P ＜０畅０１，倡倡倡 P ＜０畅００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ，＃＃＃P
＜０畅００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＰＰ．Ｔｈｉｓ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｉｎ
ｔｒｉｐｌｉｃａｔｅ
　

2畅5　对 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１ 细胞 ＯＰＧ ｍＲＮＡ 与 ＲＡＮＫＬ
ｍＲＮＡ表达量的影响

Fig．3　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＰＰ ａｎｄ ＬＣａ-ＰＰ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１ ｃｅｌｌｓ
（２００ ×）．ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａｆｔｅｒ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ５０ μｇ／ｍＬ
ＰＰ （Ｂ）， ５０ μｇ／ｍＬ ＬＣａ-ＰＰ （Ｃ）， ｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌ ｖｅｈｉｃｌｅ （Ａ） ｆｏｒ ２８ ｄａｙｓ．Ｔｈｅ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ａｒｅａ ｗａｓ ｓｔａｉｎｅｄ ａｓ ｂｌａｃｋ ｉｎ ｃｏｌｏｒ．Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄ ｎｏｄｕｌｅ ｗａｓ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ
５０ μｇ／ｍＬ ＰＰ ａｎｄ ５０ μｇ／ｍＬ ＬＣａ-ＰＰ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ　

ＲＴ-ＰＣＲ结果（Ｆｉｇ．５）显示，各组受试药处理成
骨细胞 ２１ｄ 后，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＰＰ 组和 ＬＣａ-ＰＰ
组的 ＯＰＧ ｍＲＮＡ表达量高达 ３畅５７ 倍和 ２畅８０ 倍，具
有极显著性差异（P ＜０畅００１），但是 ＲＡＮＫＬ ｍＲＮＡ
的表达量各组的增加幅度相对较小，ＰＰ 组为 １畅３６
倍，ＬＣａ-ＰＰ组 １畅５１ 倍。 结果显示，ＰＰ 组和 ＬＣａ-ＰＰ
组对增加 ＯＰＧ 的表达作用强于对 ＲＡＮＫＬ的作用。
然而与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ的比值（Ｆｉｇ．５
Ｃ），ＰＰ组和 ＬＣａ-ＰＰ 组都显著性降低（P ＜０畅００１），
并且两组间存在显著性差异（P ＜０畅０１），ＰＰ组作用
强于 ＬＣａ-ＰＰ组。
2畅6　对 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１ 细胞 ＯＣ ｍＲＮＡ和 Ｒｕｎｘ２ ｍＲＮＡ
表达量的影响

ＲＴ-ＰＣＲ结果（Ｆｉｇ．５）显示，各组受试药处理细

胞 ２１天后，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，在 Ｒｕｎｘ２的 ｍＲＮＡ表
达量上，ＰＰ组和 ＬＣａ-ＰＰ组明显升高，差异具有显著
性（P＜０畅００１，P＜０畅０５），提示 ＰＰ组和 ＬＣａ-ＰＰ组均
可以促进 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１ 细胞的早期分化，且两组存在
显著性差异（P＜０畅０１）， ＰＰ组作用强于 ＬＣａ-ＰＰ组。
同样 ＰＰ组和 ＬＣａ-ＰＰ组均可显著性升高 ＯＣ ｍＲＮＡ
的表达量 （P＜０畅００１，P ＜０畅０５）。 提示两组可以显
著促进成熟成骨细胞的分化与骨形成，其中 ＰＰ 组
效果最明显，ＬＣａ-ＰＰ 组次之，两组间存在显著性差
异（P＜０畅０５）。

3　讨论
骨量的维持取决于骨形成和骨吸收的动态平

衡，该平衡失调将引发骨代谢性疾病［１１］ 。 成骨细胞
来源于间质前体细胞，是骨发生和骨形成的物质基
础，可合成和分泌 ２０余种胶原与非胶原蛋白质以及
一些骨代谢的局部调节因子，在骨重建中生成类骨
质并促进类骨质的矿化，形成的新骨质修补破骨细
胞骨吸收形成的陷窝，并且可以分泌细胞因子调节
破骨细胞分化

［１２，１３］ ，因此在骨不断的更新活动中是
最重要的功能细胞之一。 由于成骨细胞决定骨形成
并维持成骨细胞和破骨细胞的平衡，成骨细胞成骨
功能减退会导致新骨形成减少，对骨吸收陷窝的修
补能力减弱，造成骨小梁变细、薄弱、穿孔，骨皮质出
现多孔性变化。 因此研究药物对成骨细胞增殖及分
化作用的影响，对于观察药物的疗效并探索其作用
途径和机制具有重要意义。 本文通过检测细胞增
殖、ＡＬＰ活性、矿化结节形成、无血清凋亡作用以及
骨相关基因表达来考察珍珠粉对 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞增
殖、分化和矿化的影响。 结果显示，珍珠粉及低钙珍
珠粉在对 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞分化成熟过程中有显著性
地促进作用，并且两者存在显著差异，前者作用效果
显著强于后者。
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Fig．4 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＰＰ ａｎｄ ＬＣａ-ＰＰ ｏｎ ｓｅｒｕｍ-ｄｅｐｒｉｖｅｄ ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ．ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｒ ａｂｓｅｎｃｅ ｏｆ １％ ＦＢＳ ｆｏｒ ４８ ｈ
（Ｎｏｒｍａｌ （Ａ）， Ｃｏｎｔｒｏｌ （Ｂ））， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ-ｄｅｐｒｉｖｅｄ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ５０ μｇ／ｍＬ ＰＰ （Ｃ） ｏｒ ５０ μｇ／ｍＬ ＬＣａ-ＰＰ （Ｄ） ｆｏｒ ４８ ｈ．Ｔｈｉｓ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｉｎ
ｔｒｉｐｌｉｃａｔｅ．Ｖａｌｕｅｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ 珋x ±ＳＥＭ．＃＃ P ＜０畅０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ Ｎｏｒｍａｌ； 倡倡 P ＜

０畅０１，倡倡倡P＜０畅００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
　

ＡＬＰ是成骨细胞分化成熟的早期标志，ＡＬＰ 通
过分解基质中的磷酸酯，使局部磷酸化，促进羟基磷
灰石的形成，并在局部沉积，使基质钙化，同时水解
焦磷酸，解除对骨形成的抑制［１４］ 。 本实验结果显示
ＰＰ和 ＬＣａ-ＰＰ 均可以于成骨细胞诱导培养 １４ 天后
明显的增强 ＡＬＰ的活性，且 ＰＰ显著强于 ＬＣａ-ＰＰ（P
＜０畅０１），说明 ＰＰ 和 ＬＣａ-ＰＰ 可以刺激成骨细胞的
早期分化进而影响成骨细胞的矿化，珍珠粉中钙成
分起主要促进作用。

ＡＬＰ活性的高表达是成骨细胞分化的早期标

志，矿化则是细胞进一步分化成熟的功能表现。 维
生素 Ｃ 能促进成骨细胞合成Ⅰ型胶原，而处于成熟
期的成骨细胞具有高活性的碱性磷酸酶，能将底物
β-甘油磷酸钠的磷酸键断裂，从而提高培养基中无
机磷浓度，促进钙盐沉积在胶原基质中，因此成骨细
胞在含有维生素 Ｃ 及 β-甘油磷酸钠的培养基内生
长能产生独特的矿化结节，Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色法是用于
检测钙沉积的传统手段

［１０］ 。 本实验中，ＰＰ 和 ＬＣａ-
ＰＰ均可以增加矿化结节的数目和结节斑块的大小，
表明其促进了成骨细胞的分化成熟，含钙成分的 ＰＰ
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Fig．5　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＰＰ ａｎｄ ＬＣａ-ＰＰ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＰＧ （Ａ）， ＲＡＮＫＬ （Ｂ），
ＯＣ （Ｄ） ａｎｄ Ｒｕｎｘ２ （Ｅ） ｏｆ ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１ ｃｅｌｌｓ．Ｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＡＮＫＬ
ａｎｄ ＯＰＧ．Ａｆｔｅｒ ２１-ｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ-ｔｉｍｅ
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倡倡倡P＜０畅００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ， ＃P＜０畅０５， ＃＃P＜０畅０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＰＰ．
　

组效果强于去除钙成分的 ＬＣａ-ＰＰ组。
成骨细胞凋亡与新骨基质矿化有关，是骨代谢

的一个重要过程，大约有 ７０％，参与骨重建的成骨
细胞都会凋亡

［１５］ 。 因此，绝经后成骨细胞的异常凋
亡也许会导致骨重建的不平衡，从而成为绝经后骨
质疏松发生的重要机制。 本实验证实 ＰＰ和 ＬＣａ-ＰＰ
均可以抑制血清饥饿诱导的成骨细胞凋亡，表明两
者均具有抗成骨细胞凋亡的作用，两组间不存在显
著性差异。

Ｒｕｎｘ２属于 Ｒｕｎｔ结构域基因家族，是一种成骨
细胞特异性转录因子，能够特异性的识别并结合许
多靶基因启动子上的 ＰｙＧｐｙＧＧｔＰｙ 序列，影响靶基

因转录。 Ｒｕｎｘ２主要在成骨细胞和肥大软骨细胞中
表达，是成骨细胞分化和功能的关键因子。 Ｒｕｎｘ２
可以诱导或促进骨基质蛋白基因的表达，从而启动
未分化的间质细胞或使已分化的其他类型的细胞向

成骨细胞方向分化，是成骨细胞早期分化的标志性
的基因

［１６］ 。 ＯＣ是由成骨细胞合成的一种非胶原蛋
白，主要分布于细胞外基质，对骨基质钙化和矿化非
常重要，是成骨细胞晚期分化的标志［１７］ 。 ＲＴ-ＰＣＲ
实验结果显示 ＰＰ 和 ＬＣａ-ＰＰ 均可以上调 Ｒｕｎｘ２ 和
ＯＣ的基因表达，说明两者既能够增强成骨细胞的早
期分化又能增强其晚期分化， ＰＰ 组作用效果强于
ＬＣａ-ＰＰ组（P ＜０畅０１， P ＜０畅０５）。
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近年来的研究发现，ＯＰＧ 和 ＲＡＮＫＬ 是调控破
骨细胞激活分化的重要细胞因子，分别属于肿瘤坏
死因子受体和肿瘤坏死因子超家族成员。 ＲＡＮＫＬ
与破骨细胞或者其前体细胞表达的一类膜受体—
ＲＡＮＫ（ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ＮＦ-κＢ）受体特异性的结
合，诱导前体细胞分化为活性破骨细胞，促进骨吸
收

［１８］ 。 而 ＯＰＧ作为诱饵受体与 ＲＡＮＫＬ结合，阻止
其与 ＲＡＮＫ结合，从而抑制前体细胞激活为破骨细
胞，抑制破骨细胞功能表达，从而拮抗破骨细胞的骨
吸收作用

［１９］ ，所以又被称之为骨保护素。 也就是说
破骨细胞的激活和分化主要取决于 ＲＡＮＫＬ和 ＯＰＧ
相对含量的比值。 本实验中，ＰＰ 和 ＬＣａ-ＰＰ 能显著
性增加 ＯＰＧ 的基因表达 （ P ＜０畅００１ ），但是对
ＲＡＮＫＬ 的表达增加效果较弱 （ P ＜０畅０５， P ＜
０畅０１）。 ＯＰＧ表达显著增高而 ＲＡＮＫＬ 水平改变较
小，结果就是导致了 ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ 比率的明显下降
（P ＜０畅００１），从而说明两者不但具有促骨形成作
用，同时还可能抑制骨吸收，但两组间存在显著差异
（P＜０畅０１）， ＰＰ组强于 ＬＣａ-ＰＰ组。
综上所述，实验结果显示珍珠粉和低钙珍珠粉

均对体外培养的 ＭＣ３Ｔ３-Ｅ１细胞的分化成熟过程呈
现直接促进作用，珍珠粉作用强于低钙珍珠粉，两组
间存在显著差异，说明珍珠粉中钙成分对 ＭＣ３Ｔ３-
Ｅ１细胞分化成熟起到主要作用。 然而，人体是一个
复杂的环境，骨代谢受多种激素和因子的影响，药物
对骨形成的影响可能不仅仅通过其对成骨细胞的直

接作用来实现，还可通过对机体宏观网络的调控来
完成，其作用途径也有待进一步探讨。
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