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鹅骨胶原蛋白及肽对大鼠骨髓间充质干细胞增殖 

及向成骨分化的影响 
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摘要：本实验通过研究鹅骨胶原蛋白、含钙胶原蛋白、胶原肽、含钙胶原肽对大鼠骨髓间充质干细胞（Bone marrow mesenchymal 

stem cells, BMSCs）增殖及向成骨细胞（Osteoblast, OB）分化的影响，阐述鹅骨胶原蛋白及多肽对骨质疏松的作用机制。采用MTT

（噻唑蓝）法测定鹅骨胶原蛋白及多肽对BMSCs 增殖的影响；碱性磷酸酶（Alkaline phosphatase, ALP）染色、ALP 活性测定、茜素

红染色和骨钙素（BGP）分泌量测定分析 BMSCs 成骨分化能力。结果表明，相较于对照组，试验组可促进BMSCs 的增殖，第 14d ALP

染色试验组 ALP 染色阳性率显著高于对照组（p<0.05），第 7 d和第 14 d 鹅骨胶原蛋白及肽可显著提高ALP 的活性表达(p<0.05)，第

21 d茜素红染色试验组钙结节个数相较于对照组显著增加(p<0.05)，骨钙素分泌量试验组显著高于对照组(p<0.05)。由此表明，大分子

胶原蛋白、含钙大分子胶原蛋白、小分子胶原多肽、含钙小分子胶原多肽均可促进 BMSCs 的增殖及向成骨细胞分化，以含钙小分子

胶原多肽作用效果最佳。 
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Abstract: The effects of collagen, collagen containing calcium, collagen peptides, and collagen peptides containing calcium extracted 

from goose bones on the proliferation of rat bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) and their differentiation into osteoblasts (OBs) 

were studied, and the mechanism by which collagen and peptides influence osteoporosis was described. The effects of goose bone collagen and 

peptides on BMSC proliferation were determined by an MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide) assay. The 

osteogenic differentiation capacity of BMSCs was measured by alkaline phosphatase (ALP) staining, ALP activity, Alizarin Red staining, and 

osteocalcin secretion. The experimental groups exhibited greater proliferation of BMSCs than the control group. The positive ALP staining rate 

of the experimental group on day 14 was significantly higher that of the control group (p < 0.05); ALP activity levels of the experimental group 

on days 7 and 14 were significantly higher than that of the control group (p < 0.05). On day 21, the number of calcified nodules of the 

experimental groups, detected by Alizarin Red staining, was significantly high than that of the control group (p < 0.05). The osteocalcin 

secretion of experimental groups was significantly higher than that of the control group. These results indicated t hat macromolecular collagen, 

macromolecular collagen containing calcium, small collagen peptides, and small collagen peptides containing calcium promote BMSC 

proliferation and the differentiation of BMSCs into OBs, and the small collagen peptides containing calcium displayed the strongest effect. 
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骨质疏松症是单位体积内骨量减少，骨的微观结 

构受到破坏，从而导致骨脆性增加甚至骨折的一类骨

代谢疾病。I 型胶原蛋白和胶原多肽在骨有机质中起

支撑作用，对骨细胞成熟和矿化具有关键作用，研究

证实摄食胶原蛋白和胶原蛋白多肽可提高骨骼强度，
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促进矿物质吸收，对骨质疏松有有效防治作用[1~2]。钙

与胶原结合的产品可更好的防治骨质疏松[3]。 

骨代谢异常是导致骨质疏松的要素之一，骨重建

是骨形成与骨吸收的动态过程，成骨细胞和破骨细胞

参与骨重建
[4~5]

。骨髓间充质干细胞（BMSCs）贴壁

容易，易于培养，可塑性强，可自我更新，不同条件

下可向多种细胞分化，如 OB、神经细胞、软骨细胞、

脂肪细胞、皮肤细胞等，是骨组织工程中有颇具研究

价值与应用价值的种子细胞，在骨质疏松的预防和治

疗方面具有广阔的应用前景[6~9]。随着年龄的增长，

BMSCs 的增殖能力减弱，向成骨分化能力降低，成骨

细胞与破骨细胞之间的动态平衡被打破，使得骨质丢

失的速度加快、单位体积骨量减少、骨强度降低，骨

脆性增加，从而导致骨质疏松症
[10~11]

。所以，筛选能

提高 BMSCs 的细胞增殖能力，促进其向成骨细胞分

化能力增强的药物将成为研制治疗骨质疏松药物的新

方向。研究证实，从畜骨中提取的胶原多肽对骨质疏

松有一定的预防和治疗作用。猪骨胶原多肽能有效改

善骨质疏松大鼠骨微观结构，猪骨胶原含钙磷多肽可

明显改善骨质疏松大鼠症状，并且多肽中分子量最低

的成分对成骨细胞的增殖作用最明显
[12]
，但至今还没

有有关鹅骨胶原蛋白及胶原蛋白多肽对骨质疏松作用

的研究报导。 

本实验通过观察鹅骨大分子胶原蛋白、大分子含

钙胶原蛋白、小分子胶原蛋白多肽、小分子含钙胶原

蛋白多肽对于促进大鼠 BMSCs 的增殖及向成骨细胞

分化过程中 ALP 活性的表达、钙结节等的变化，研究

不同类型的胶原蛋白在促进大鼠 BMSCs 向成骨细胞

分化过程中所起的作用，为应用胶原蛋白治疗骨质疏

松提供新的实验依据，并取得治疗骨质疏松的最佳胶

原蛋白类型，同时也为鹅骨的综合利用开辟新的途径。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

DMEM-F12 培养基（Hyclone），BMSCs，茜素

红（广州赛业）；胎牛血清，0.25%胰酶-EDTA（Gibco）；

青霉素-链霉素，PBS，BCA 蛋白浓度测定试剂盒，

MTT 细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒，TritonX-100

（南京碧云天）；4%甲醛（宜兴市第二化学试剂厂）；

鹅骨大分子胶原蛋白、含钙大分子胶原蛋白、小分子

胶原多肽、含钙小分子胶原多肽（均实验室自制，从

鹅骨中提取，大分子的分子量>250 ku，小分子的分子

量<30 ku）；碱性磷酸酶染色试剂盒，碱性磷酸酶测

试盒（微板法）（南京建成）大鼠骨钙素（BGP）ELISA

试剂盒（上海桥杜）。 

1.2  仪器与设备 

CO2 培养箱 SANYO；倒置相差显微镜 Olympus；

酶标仪TECAN；超净工作台苏州净化设备有限公司；

微孔滤膜 MILLEX.GP。 

1.3  方法 

1.3.1  大鼠 BMSCs 的传代培养及诱导  

将大鼠BMSCs 以1×10
5个/mL的密度接种于培养

板中，以每毫升分别添加 0.1 毫克大分子胶原蛋白、

含钙大分子胶原蛋白、小分子胶原蛋白多肽、含钙小

分子胶原蛋白多肽的培养基（DMEM-F12+10%的胎牛

血清(FBS)+1%的双抗）为试验组 A组、B组、C 组、

D 组，以 DMEM-F12（10% FBS+1%双抗）作为对照

组。在 37 ℃，5% CO2 培养箱中进行培养，三天换液

一次，待细胞生长到 80%~90%融合时，PBS 洗 2~3

遍，0.25%胰酶-EDTA消化 1~2 min，显微镜下观察，

当细胞间隙变大，接近圆形时，加入完全培养基终止

消化，用吸管吹打成单细胞悬液，移入离心管，20 ℃，

250 g。离心 5 min。弃上清，按1:2 的比例接进行传

代培养。 

1.3.2  BMSCs 成骨分化相关指标的检测 

1.3.2.1  MTT 法检测细胞增殖绘制细胞生长曲线 

取 P3 代生长良好的 SD 大鼠 BMSCs，融合达到

80%时候，0.25%胰酶-EDTA消化，20 ℃，250 g。离

心 5 min，重悬细胞，计数，调整细胞密度，以约 2×10
4

个/mL细胞接种于 96 孔板，每孔 100 µL。每个样本

重复 4 次，另取平行 4 孔作为空白对照组，不加细胞

悬液，其他步骤一样，放入 37 ℃、5% CO2细胞培养

箱培养，待 24 h 后细胞完全贴壁时，分别加入对照组

培养液和试验组培养液 A、B、C、D 进行培养，于第

1、2、3、4、5、6、7、8、9 d各测一板。用 MTT 细

胞增殖及细胞毒性检测试剂盒测定细胞活性，以时间

为横坐标，吸光值为纵坐标绘制细胞生长曲线。  

1.3.2.2  钙钴法碱性磷酸酶染色 

选择 P3 代 SD 大鼠 BMSCs，按 1×10
5
 cells/mL

密度接种于 6 孔细胞培养板，3 d 更换培养液一次，待

细胞贴壁达 70%~80%融合时，弃原培养基，分别加入

对照组培养液和试验组培养液 A、B、C、D。培养 14 

d 后，按照碱性磷酸酶染色试剂盒对 5 组细胞进行碱

性憐酸酶染色。在 100×倒置相差显微镜下拍照观察，

分别于上下左右中 5 个方位随机取 5 个非重叠视野，

每个视野随机取 100 个细胞计数 ALP 阳性细胞，以分

组为横坐标，ALP 染色阳性率为纵坐标绘图。 
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1.3.2.3  ALP 活性检测  

取生长良好 P3 代 SD 大鼠 BMSCs，消化后制成

单细胞悬液调整浓度至 1×10
5
个/mL接种于 24 孔板，

每孔 l mL，每组 4 个复孔，24 h 后分别添加对照组培

养液和试验组培养液，置 37 ℃，5 % CO2 饱和湿度孵

箱内孵育，于第 7 d 和第14 d分别测定对照组和试验

组的 ALP 活性，吸去孔内培养液，PBS 洗 3 次，加入

l mL 2% Triton X-100，4 ℃冰箱过夜裂解，12000 g，

4 ℃离心 5 min 取上清，取 30 µL于 96 孔板，按照 ALP

试剂盒说明书测定，酶标仪测各管吸光度，根据下列

公式计算 ALP 活性。 

）（金氏单位

）待测样本蛋白浓度（）酚标准品浓度（
值空白值标准

值空白值测定
活力培养细胞中的

gprot

mLgprotmLmg
ODOD

ODOD
AKP

/

//02.0
-

-


1.3.2.4  茜素红染色及钙结节的计数 

取生长良好的 P3代 BMSCs，以每孔1×10
5 个/mL

细胞接种于 6 孔板，用完全培养基培养细胞达到80 %

融合后，更换培养液，分别加入对照组培养液和试验

组 A、B、C、D 培养液，每 3 d 换液，连续培养 21 d

后进行茜素红染色液染色鉴定。吸去各孔培养液，用

1×PBS 冲洗。2 mL 4%甲醛溶液固定 30 min。再用

1×PBS 冲洗孔两次，用 1 mL 的茜素红溶液染色 3~5 

min。1×PBS 冲洗孔 2~3 次，然后放在倒置相差显微

镜下观察照相。低倍镜（40×）下，每孔随机取 5 个

视野，进行矿化结节计数。 

1.3.2.5  骨钙素检测 

将 BMSCs 以 1×10
5个/mL的密度接种于 6孔板，

分别用对照组和试验组培养液培养，3 d换液一次，分

别在第 3、6、9、12、14 d 收集细胞培养上清液，250 

g 离心 15 min，取上清，用酶联免疫法（ELISA）检

测骨钙素分泌。 

1.3.3  统计学处理 

数据结果采用 SPSS 13.0 统计软件进行单因素方

差分析(One-Way ANOVA)，最终处理结果用origin 7.5

作图。 

2  结果与讨论 

2.1  细胞生长曲线 

SD 大鼠的 BMSCs 细胞开始生长时成纤维状、梭

形，生长后期呈现多角形，方形，鳞片状，个别近似

圆形，局部成结节状，6 d 左右达到 70%~80%的融合

率。图 1可知，各组细胞增殖曲线均成 S 型生长，第

1 至 3 d 细胞生长缓慢，处于潜伏期，从第 4 d 开始快

速生长，进入对数生长期，到第 7 d 生长缓慢，基本

不生长，进入平台期，并且在促进细胞生长方面，整

体上含钙小分子胶原多肽组（D 组）>小分子胶原多

肽组（C 组）>含钙大分子胶原蛋白组（B 组）>大分

子胶原蛋白（A 组）>对照组（control）。试验组细胞

生长较对照组生长快速，含钙小分子胶原多肽对

BMSCs 的促进作用效果最佳。 

 
图 1 对照组和试验组细胞生长曲线 

Fig.1 Cell growth curves for the control and experimental 

groups 

Guillerminet 证实对切除卵巢的小鼠饲喂水解胶

原蛋白，可改善骨的质量，提高骨性能，Yoshihiro 研

究表明，鲨鱼胶原蛋白可有效改善去卵巢大鼠的骨矿

物密度，增加骨胶原和氨基葡聚糖含量。Han 研究表

明对去卵巢大鼠饲喂鱼骨胶原，可有效改善骨的微结

构，改善骨代谢相关的生理生化指标。鹿骨胶原蛋白、

鹿角鹿角脱盘胶原蛋白、鹿筋胶原对骨质疏松均有一

定的预防和治疗作用。BMSCs 是骨组织中成骨细胞的

来源细胞，其数量和功能活性直接影响成骨细胞的数

目及功能活性，维持了骨形成和骨吸收的平衡，在骨

重建中有重大调控作用。随着年龄增长，BMCSs 的增

殖能力及成骨能力都会降低，成脂能力升高，进而导

致骨质疏松。胶原蛋白和胶原多肽中的羟脯氨酸是血

浆中钙的运输工具，可将钙运送到骨细胞，在一定程

度上促进钙吸收，增加骨胶原结构，提高骨强度，增

加骨密度，促进骨形成，具有预防和治疗骨质疏松的

作用。胶原蛋白广泛存在于各组织中，生理功能广泛，

胶原蛋白对细胞有锚定和支持作用，可为细胞的增殖

生长提供适宜的微环境。小分子胶原多肽有利于细胞

生长，具有促进多种细胞增殖的功能。与胶原蛋白相

比，胶原多肽一些活性基团的暴露，小分子信号物质

的释放，诱导了细胞内生物信号的传递，导致细胞生

理功能的改变。细胞增殖受多种因素影响，胶原多肽
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的促增殖活性，可能是因为改变了细胞的其他生理功

能，如促进细胞粘附，具体作用机制还有待研究。 

2.2  ALP 染色结果 

 

图 2 对照组和试验组碱性磷酸酶染色结果图 

Fig.2 Images of alkaline phosphatase staining for the control and 

experimental groups 

从图 2 可以看出，染色第14 d，各组均有阳性反

应，但程度不同，染色后呈咖啡色，红棕色、棕褐色

甚至黑色颗粒，部分呈片状或块状沉淀，呈现阳性反

应，但对照组染色较少，对照组染色阳性率明显低于

四组试验组，对照组、A 组、B 组、C 组、D 组的染

色阳性率呈增加趋势。四组试验组与对照组相比，均

差异显著(p<0.05)；除 A 组与 B 组相比差异不显著

（p>0.05），其余各组间均有显著差异(p<0.05)。 

 
图 3 对照组和试验组 ALP 染色阳性率 

Fig.3 Positive ALP staining rates for the control and experimental 

groups 

注：相同字母代表无显著差异，字母不同表示有显著差异，

下同。 

2.3  ALP 活性测定结果 

 

图 4 对照组和试验组 ALP 活性 

Fig.4 ALP activities for the control and experimental groups 

ALP 阳性表达是 BMSCs 向成骨细胞分化的前期

标志，ALP 与骨钙化有关，可促进骨的矿化。ALP 活

性表达值的升高代表着 BMSCs 向成骨细胞的分化能

力的增强[13-14]。从图 4 可以看出，对照组和四组试验

组碱性磷酸酶活性均有表达，第 7 d和第 14 d 各试验

组较对照组比均可显著的促进 BMSCs的 ALP 活性的

表达，含钙小分子胶原多肽组 ALP 活性表达最高。随

着培养时间延长，第14 d 对照组和四组试验组的组细

胞内 ALP 活性较第 7 d 呈增加趋势，且第7 d和第 14 

d，ALP 活性平均值 D 组>C 组>B组>A组>对照组。

统计学结果分析，第7 d和第 14 d与对照组相比，A、

B、C、D 胞内 ALP 活性显著高于对照组（p<0.05），

D 组细胞 ALP 活性最高。第7 d和第 14 d，A组与 B

组，A组和 C 组，A组与 D 组，B组与 C 组，B组与

D 组之间，有显著差异(p<0.05)。C 组和 D 组在第 7 d 

有显著差异（p<0.05），到第 14 d 无显著差异（p>0.05）。

由此可知，在正常情况下，BMSCs 可能有部分向成骨

细胞分化，但是在加入鹅骨大分子胶原蛋白、含钙大

分子胶原蛋白、小分子胶原多肽、含钙小分子胶原多

肽的情况下，可明显地促进 ALP 的表达，对 BMSCs

向成骨细胞分化有明显的促进作用，大分子胶原蛋白

组、含钙大分子胶原蛋白组、小分子胶原多肽组、含

钙小分子胶原多肽组促进作用逐渐增强。并且对

BMSCs ALP 活性的促进作用随着时间的延长呈增加

趋势。 

2.4  茜素红钙结节染色结果 

由第 21 d 茜素红钙结节染色可知(图 5)，对照组

和试验组结节处均呈橘红色，对照组仅有少数钙结节

生成，大分子胶原蛋白、含钙大分子胶原蛋白、小分

子胶原多肽、含钙小分子胶原多肽均可显著促进钙结

节生成，以含钙小分子胶原多肽效果最佳。A、B、C、

D 四组的钙化结节数呈现逐渐增多的趋势，钙结节的

面积增大，大的染色结节数目也逐渐增多。通过钙结
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节计数可知，试验组与对照组相比，均有显著差异

(p<0.05)，A组与 C 组，A组与 D 组，B组与 D 组之

间 p<0.05，差异显著；B组与 C 组，C 组与 D 组之间

p<0.05，具有显著差异；A组与 B组之间 p>0.05，差

异不显著，没有统计学意义（图 6）。 

 

图 5 对照组和试验组茜素红染色结果 

Fig.5 Alizarin Red staining for the control and 

experimental groups 

 

图 6 对照组和试验组钙结节计数 

Fig.6 Calcified nodule counts for the control and experimental 

groups 

2.5  骨钙素分泌量比较 

骨钙素又称骨钙蛋白（Osteocalcin，OCN），是一

种多肽，是向成骨分化中晚期的标志，BGP 含量越高，

说明骨髓间充质干细胞向成骨细胞分化能力越强。由

图 7 可知，试验组较对照组骨钙素含量均明显升高，

且整体上骨钙素分泌量，含钙小分子胶原多肽组>小

分子胶原多肽组>含钙大分子胶原蛋白组>大分子胶

原蛋白组>对照组，随着培养时间的延长，骨钙素含

量逐渐增加。 

 

图 7 对照组和试验组骨钙素分泌量 

Fig.7 Amount of secreted osteocalcin for the control and 

experimental groups 

3  结论 

本研究证明鹅骨大分子胶原蛋白、含钙大分子胶

原蛋白、小分子胶原多肽、含钙小分子胶原多肽均对

SD 大鼠 BMSCs 向 OB分化有一定的诱导促进作用，

大分子胶原蛋白、含钙大分子胶原蛋白、小分子胶原

多肽、含钙小分子胶原多肽对 BMSCs 向 OB 分化的

作用逐渐增强，含钙小分子胶原多肽对 BMSCs 向 OB

分化作用能力最强，但具体多少分子量肽段的作用效

果最佳还需进一步研究。本研究结果可为利用鹅骨开

发含钙小分子胶原多肽功能食品提供理论依据。 
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