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卵黄高磷蛋白磷酸肽及其钙螯合物在双细胞共培养

体系中对成骨细胞分化的促进作用

周聪聪，赵梦蝶，李松明，马美湖，金永国，黄茜*

（华中农业大学食品科学技术学院，蛋品加工技术国家地方联合工程中心，湖北武汉 430070）

摘要：研究了卵黄高磷蛋白磷酸肽（Phosvitin Phosphopeptide，PPP）及其钙螯合物（PPP-Ca）在成骨细胞（MC3T3-E1）和破

骨前体细胞（RAW264.7）共培养体系中对成骨细胞分化的调节作用。对细胞毒性、碱性磷酸酶（AKP）、抗酒石酸酸性磷酸酶（TRAP）

的活性和 TRAP染色进行分析；用 RT-PCR技术进一步探究成骨细胞 RANKL/OPG通路相关蛋白的mRNA表达情况。结果发现，PPP

和 PPP-Ca可以使MC3T3-E1体系中的AKP活性分别增加 9.5%和 12.7%；PPP和 PPP-Ca的加入可以使MC3T3-E1体系中OPG基因

mRNA的表达量从 0.92分别提升至 1.25和 1.39、使 RANKL基因mRNA的表达量从 1.00分别提升至 1.23和 1.45。该研究结果表明，

PPP和 PPP-Ca可有效促进成骨细胞的分化。实验结果为进一步探索磷酸肽在多细胞模型体系中的作用提供了研究基础，同时为磷酸

肽的功能活性开发提供理论依据。
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Abstract: The regulatory effects of phosvitin phosphopeptide (PPP) and its calcium chelate (PPP-Ca) on osteoblast differentiation in the

co-culture system of osteoblast (MC3T3-E1) and osteoclast precursor (RAW264.7) were investigated. Cytotoxicity, alkaline phosphatase (AKP)

activity, tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) activity and TRAP staining were analyzed. The mRNA expressions of RANKL/OPG

pathway-related proteins in osteoblasts were further studied by RT-PCR. The results showed that PPP and PPP-Ca increased theAKP activity in

the MC3T3-E1 system by 9.5% and 12.7%, respectively. In the MC3T3-E1 system, PPP and PPP-ca increased the mRNA expression levels

from 0.92 to 1.25 and 1.39, respectively, for OPG, and from 1.00 to 1.23 and 1.45, respectively for RANKL. The results of this study showed

that PPP and PPP-ca could effectively promote the differentiation of osteoblasts. The experimental results provide a research basis for further

exploration of the role of phosphopeptides in the multi-cell model system and the development of functional activity of phosphopeptides.
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骨组织作为人体结构的重要组成部分，对人体健

康具有重要意义，而骨质疏松症是目前最常见的骨骼

病变。骨质疏松是一种以骨密度减少、骨脆性增加为

特征，容易引起骨折的全身性骨病。据报道，年龄在

50岁以上的人群，有近 20%的人患有骨质疏松症等骨

骼疾病，且发病率一直呈现上升趋势[1]。可以通过增加

成骨细胞活性与抑制破骨细胞活性来改善骨质疏松的

病理状态[2]。

研究发现，骨髓基质干细胞、成骨细胞和破骨细

胞在骨组织的正常生长和代谢中有重要作用，它们会

形成一个动态平衡的生物过程，即成骨细胞分泌特征

因子调节如：胶原蛋白、碱性磷酸酶、骨钙素和其他

骨基质蛋白来诱导骨生成和破骨细胞相关因子调节诱

导骨吸收[3-5]，在这个过程中，若生骨量少于被吸收骨

量，骨总量丢失，则会引起骨质疏松症[6]。这些过程受

到雌激素、核因子κB受体激活配体（RANKL）/骨保

护素（OPG）通路、活性氧（ROS）、多种生长因子和

其他相关激酶信号转导通路的调控[7]。

卵黄高磷蛋白（PV）是磷酸化程度最高的蛋白质。

由于卵生动物的胚胎骨骼在发育过程中所需要的磷元

素主要由卵内的卵黄提供，因此卵黄高磷蛋白 PV与卵

生动物的骨矿化过程关系密切。PV经过酶解后形成的

一种短肽物质是卵黄高磷蛋白磷酸肽（PPP），PPP因

其多聚阴离子的结构表现出独特的金属螯合、抗氧化、

乳化等特性[8]。已有实验证明 PPP可显著提高生长期大

鼠的钙吸收[9]。牛奶中的酪蛋白磷酸肽（CPP）作为一

种已知的磷酸肽补钙制剂，能够促进婴幼儿对钙元素

的吸收，作为一种新型功能性食品添加剂，已被广泛

添加到婴幼儿奶粉和保健食品当中[10]。PV是自然界中

磷酸化程度最高的蛋白质，更多的磷酸基团使 PPP具

有比 CPP更强的持钙能力[11]。目前，PPP的研究还处

在实验室阶段，有望发展成为一种新型的食品添加剂。

前期实验室已证实 PV和 PPP 能促进MC3T3-E1
细胞增殖、分化和矿化结节的形成[12]。还研究了 PV对

破骨前体细胞 RAW264.7的作用机制，主要是通过下

调 TRAP的分泌活性来影响 RAW264.7细胞分化形成

破骨细胞[13]。但关于 PV和 PPP在成骨细胞和破骨细

胞共培育体系中作用还未见报道。通过测定 AKP、
TRAP因子的分泌，以及成骨细胞中 RANKL/OPG通

路的 RT-PCR表达量，进一步研究 PPP和 PPP-Ca在共

培养体系中对成骨细胞分化的影响。为在细胞水平上

更好的模拟体内骨细胞相互作用的微环境，本研究建

立了MC3T3-E1-RAW264.7细胞共培养体系，以便进

一步探索PPP和PPP-Ca在共培养体系中对成骨细胞分

化的影响。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

1.1.1 原料
PV由实验室制得。成骨细胞（MC3T3-E1 cells）

和破骨前体细胞（RAW264.7 cells），由武汉普诺赛生

命科技有限公司提供。

1.1.2 试剂与药品
医用酒精、KBr、NaOH、CaCl2，国药集团化学试

剂有限公司；青霉素、链霉素、α-DMEM培养基，美

国HYCLONE公司；胰蛋白酶（EC 3.4.4.4）、磷酸二

氢钾、HEPES、MTT、二甲基亚砜，美国 SIGMA公

司；胎牛血清、0.25%胰酶-EDTA，澳洲GIBCO公司；

TRAP染液、TRAP活性试剂盒、碱性磷酸酶（AKP）
试剂盒，南京建成生物有限公司。

1.1.3 仪器与设备
HERAcell 1501 二氧化碳培养箱，德国 Thermo

Scientific公司；IX71荧光倒置显微镜，日本 Olympus
公司；MS104S/01分析天平，上海梅特勒-托利多仪器

有限公司；iMark酶标仪，联想生物科技有限公司；

TDL-50B 台式低速离心机，上海安亭科学仪器厂；

Option S7超纯水系统，英国 ELGA公司；DL-CJ-2ND
超净工作台，哈尔滨东联电子技术开发有限公司；HH-4
数显电子恒温水浴锅，巩义市予华仪器有限责任公司；

EDC-810 RT-PCR仪，东胜创新生物科技有限公司；

QuantStudio 6实时荧光定量 PCR仪，ABI；Nano-100
微量分光光度计，杭州奥盛仪器有限公司；LS-100HD
高压灭菌锅，江阴滨江医疗设备有限公司。

1.2 试验方法

1.2.1 溶液配制
细胞冻存液：按照 DMEM:胎牛血清:DMSO=

6:3:1的体积比配制，现配现用。

完全培养基（m/m）：89%的 DMEM，10%的胎牛

血清，1%的双抗（100 U/mL青霉素和 100 μg/mL链霉

素）。0.22 μm无菌滤膜过滤，4℃储存。

成骨分化培养基：含有 50 μg/mL的 L-抗坏血酸和

10 mmol/L的β-甘油磷酸钠的完全培养基。

1.2.2 PV、PPP、PPP-Ca的制备
PV的提取参照文献方法，主要为加入 2倍体积的

蒸馏水稀释蛋黄液后，离心分离，收集下层沉淀。用 4
倍质量体积比的 m=10% NaCl和 0.06 mol/LNaOH（pH
值 11.3~11.5）溶液均质沉淀 5 min，再用 5 mol/L HCl
调节 pH值到 3.5~4.0，加入 3倍体积的水离心，收集
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上清液。超滤脱盐，离心后将上清液冻干得到 PV[14]。

前期实验室已通过单因素实验确定了嗜热菌蛋白

酶的加酶量 2 000 U/g、酶解时间 24 h、复合酶解顺序

（先胰蛋白酶后嗜热菌蛋白酶复合酶解）时钙螯合率

最高并优化了 PPP-Ca的螯合条件（pH值 9.5，肽钙比

7:1）[15]。PPP的制备参照文献方法并加以修改，通过

高温中压（HTMP）对 PV 溶液进行预处理。配制

10 mg/mL的 PV溶液，调节 pH值 6.5后利用高压灭菌

设备对 PV进行HTMP处理，HTMP预处理的条件为：

温度 121℃、压力 0.1 MPa、时间 30 min[16]。选择胰蛋

白酶和嗜热菌蛋白酶复合酶解制备 PPP，按照酶与底物

比为 1:50（m/m）加入胰蛋白酶，调节 pH值 8.0，在

37 ℃下酶解 8 h。随后样品在 100 ℃下水浴灭酶

10 min。灭酶后再用嗜热菌蛋白酶对 PV进行酶解，按

照酶与蛋白比为 2 000 U/g加入胰蛋白酶，调节 pH值

6.8，在 68℃下酶解 24 h。进一步在 100℃下水浴灭酶

10 min后冻干得到 PPP。
将冻干后得到的 PPP 溶于去离子水，配制成

10 mg/mL的溶液，以多肽与钙质量比 7:1的比例加入

0.1 mol/LCaCl2混匀，调节pH值9.5，室温下反应30 min
得到 PPP-Ca。
1.2.3 细胞培养

对MC3T3-E1，加入m=0.25%胰酶37℃消化3min，
用完全培养基终止消化；对RAW264.7，加入完全培养

基，用细胞刮刀将贴壁的RAW264.7细胞刮下，后续两

种细胞分别按照 1:2比例分瓶，补加 3mL完全培养基，

于 37℃ CO2培养箱中培养。细胞复苏后培养 3~5代，

此时细胞活力上升，处于生长对数期，可进行实验操作。

1.2.4 MTT法测细胞毒性
试验分为四组：①空白组：培养液+MTT溶液；②

对照组：培养液+MTT溶液+细胞；③给药组 1：PPP（1、

2、4、8mg/mL）+培养液+MTT溶液+细胞；④给药组 2：
PPP-Ca（1、2、4、8mg/mL）+培养液+MTT溶液+细胞。

取对数生长期的MC3T3-E1和 RAW264.7细胞，

以每毫升 3×104~5×104个的细胞悬浊液 100 μL放入 96
孔培养板中，放置在 37℃，5% CO2，湿度 90%的培养

箱中培育 24 h，细胞贴壁后换液，分别加入含有不同

质量浓度的样品的培养基 100 μL（添加样品前经

0.22 μm滤膜过滤）。培养 24 h结束后，吸弃旧培养基，

每孔加入含有 0.5 mg/mL 的 MTT 的无血清培养液

MEM 200 µL，继续培养 4 h后，尽可能的吸去上清液，

每孔加入 150 µLDMSO，室温下在摇床上震荡 10 min，
充分混匀并溶解蓝紫色的甲臜颗粒。在酶联免疫检测

仪上选择 570 nm波长，测定各孔吸光度值。实验重复

3次，取平均值。按以下公式计算细胞增殖率（B，%）：

100%s b

c b

A AB
A A


 


（1）

式中：

As——实验组吸光度值；

Ac——对照组吸光度值；

Ab——空白组吸光度值。

1.2.5 MC3T3-E1与 RAW264.7共培养的建立
用含成骨诱导剂（抗坏血酸 50 μg/mL、β-甘油磷

酸钠 10 mmol/L）以及 m=10%胎牛血清、m=1%青霉素

和 m=1%链霉素的 DMEM培养基培养，置于 37℃含

体积分数 5% CO2的培养箱中。隔天换液 1次，待分化

为成熟的成骨细胞。

MC3T3-E1细胞与 RAW264.7细胞以 1:1（成骨细

胞的种植密度为每毫升 5×104个，破骨细胞为每毫升

5×104个）和 2:1（成骨细胞的种植密度为每毫升 1×105

个，破骨细胞为每毫升 5×104个）的比例共同接种于 6
孔板。置于 37℃含 5% CO2的培养箱中。成骨细胞分

泌的 RANKL因子能促使 RAW264.7单核巨噬细胞向

多核的破骨细胞分化，培养 7 d，对破骨细胞进行鉴定。

1.2.6 破骨细胞的鉴定
按照 TRAP染色试剂盒说明书进行染色，将细胞

用 PBS 缓冲液冲洗后晾干，TRAP 固定液 4 ℃固定

30 s~3 min，水洗，放置 3 min，加入 TRAP孵育液，

置于 37℃温箱，避光侵染 45~60 min，水洗。苏木素

复染 3 min，水洗，晾干，镜下观察。TRAP能够将破

骨细胞的细胞质染为酒红色，鉴定为破骨细胞。

1.2.7 抗酒石酸酸性磷酸酶（TRAP）活性测定
接种后，每 2 d更换新鲜培养基一次并添加不同浓

度的 PPP和 PPP-Ca，共培养 7 d后，收集细胞培养液，

1 000 r/min离心 10 min，去除细胞沉淀后，进行抗酒石

酸酸性磷酸酶活性检测。按照试剂盒说明书操作，依

次加入检测缓冲液、显色底物和培养基上清，充分混

匀后 37℃下反应 30 min，取出加入终止液终止其反应，

于 530 nm处，光径 1 cm，测定其吸光度。

1 0 0

1

1OD OD Vu
l t V


  


（2）

式中：

u——TRAP活力，U/L；

ε——呈色物微摩尔消光系数，为 12.8×10-3L·μmol-1·cm-1；

l——比色光径，cm；

t——反应时间，s；

V0——反应液总体积，L；

V1——取样量，L；

OD1——测定OD值；

OD0——对照OD值。
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1.2.8 碱性磷酸酶（Alkaline Phosphatase，AKP）
活性检测

选择共培养 7 d 后，收集细胞培养液上清，

1 000 r/min离心 10 min去除细胞沉淀后，进行 AKP活

性检测。按照AKP活性试剂盒说明书操作，依次加入

检测缓冲液、显色底物和培养基上清，充分混匀后37℃
下孵育 30 min，取出加入终止液终止其反应，于 405 nm
处测定其吸光度。

1.2.9 MC3T3-E1 成骨细胞和 RAW264.7 巨噬
细胞共培养系统的蛋白基因 RT-PCR

首先通过 Trizol法提取 RNA，在细胞样品中加入

1 mL Trizol 试剂，用枪吹打混匀，移至无 RNase 的
1.5 mLEP管中，裂解 10 min。按照试剂盒说明书提取

总 RNA后，放于-80℃冰箱内保存以备用。接着 RT逆

转录成 cDNA，最后实时荧光定量 PCR检测。基因检

测使用引物序列如表 1所示。

表1 引物序列表

Table 1 Primer sequence

Gene Primer Sequence (5'-3') PCR Products

β-actin
Forward CACGATGGAGGGGCCGGACTCATC

240 bp
Reverse TAAAGACCTCTATGCCAACACAGT

Mus RANKL
Forward ATGAAAGGAGGGAGCACGAA

168 bp
Reverse GAAAGCCCCAAAGTACGTCG

MusOPG
Forward CCTGCCTGGGAAGAAGATCA

227 bp
Reverse TTGTGAAGCTGTGCAGGAAC

1.2.10 数据处理
所有试验数据采用 SPSS Statistics软件进行单因素

方差分析，采用邓肯分析法进行差异性分析，p＜0.05
为差异显著。使用Origin软件作图。

2 结果与讨论

2.1 细胞毒性试验

从图 1可知，MC3T3-E1细胞（a）在经过 PPP处

理 24 h后，细胞活性分别为 95.53%、95.25%、94.79%、

92.93%，经过 PPP-Ca处理后，细胞活性分别为 94.49%、

93.11%、93.00%、92.68%；RAW264.7细胞（b）在经

过 PPP 处理后，细胞活性分别为 95.35%、95.70%、

92.88%、92.23%，经过 PPP-Ca处理后，细胞活性分别

为 96.78%、95.70%、93.10%、92.82%。细胞活性均呈

现下降趋势，但两种细胞的细胞活性均高于 85%，说

明 PPP 和 PPP-Ca 对MC3T3-E1 细胞和 RAW264.7 细

胞没有明显的毒性作用，可用于后续试验。

图1 不同质量浓度PPP和 PPP-Ca对 MC3T3-E1（a）细胞和

RAW264.7（b）细胞的细胞毒性作用

Fig.1 Cytotoxic effects of different concentrations of PPPand

PPP-Ca onMC3T3-E1 (a) cells and RAW264.7 cells (b)

2.2 抗酒石酸酸性磷酸酶染色

倒置显微镜观察发现MC3T3-E1细胞的细胞形态

是贴壁的纤维状，而 RAW264.7细胞在未分化前是圆

形，分化后形成破骨细胞。进行 TRAP染色可以观察

到 RAW264.7细胞分化形成破骨细胞的形态变化。

如图 2所示，MC3T3-E1细胞和 RAW264.7细胞的

共培养体系中，RAW264.7细胞体积增大，分化形成破

骨细胞。这是由于MC3T3-E1分泌的 RANKL因子可

以通过 OPG/RANKL/RANK 通路将 信号传递给

RAW264.7细胞，进而调节 RAW264.7细胞的分化，促

使RAW264.7单核的巨噬细胞向多核的破骨细胞分化。

介怡琳[17]也发现了类似的现象：TRAP染色后，细胞的

体积变大，有三个以上的细胞核，有棕褐色的颗粒出

现在细胞质中。杨兴等[18]也观察到了在共培养体系建
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立后，RAW264.7细胞发生融合，体积变大，分化为了

破骨细胞。

图2 MC3T3-E1细胞和RAW264.7细胞共培养的TRAP染色

Fig.2 TRAPstaining of MC3T3-E1 cells and RAW264.7 cells

co-cultured

注：图 a 为 MC3T3-E1 细胞；图 b 为 MC3T3-E1 细胞

+RAW264.7细胞（2:1）；图 c为MC3T3-E1细胞+RAW264.7细

胞（1:1）。

2.3 碱性磷酸酶活性测定

碱性磷酸酶（AKP）是成骨细胞早期分化阶段分

泌的标志酶，在分化后期可水解有机磷酸酯释放出游

离磷酸盐与钙结合促进骨矿化的形成[19]。成骨细胞

AKP活性检测结果如图 3所示，在单一MC3T3-E1成
骨细胞中，PPP 和 PPP-Ca 组的 AKP 活性分别为

2.07金氏单位/100 mL和 2.13金氏单位/100 mL，显著

高于对照组的 1.89金氏单位/100 mL，这表明 PPP和

PPP-Ca处理可以促进成骨细胞 AKP的分泌。一方面，

PPP和 PPP-Ca中更多的磷酸基团增强了与MC3T3-E1
细胞的相互作用，并通过MC3T3-E1细胞表面受体介

导的方式触发了信号的转化，刺激成骨细胞分化；另

一方面，这可能是因为 Ca2+与 PPP表面的磷酸基团结

合，并与为MC3T3-E1细胞发生相互作用，为细胞矿

化提供了大量的成核位点，从而加速了MC3T3-E1细
胞的矿化[12]。类似的研究发现，加入 0.1、0.3、1.0 mg/mL
的卵黄高磷蛋白后，碱性磷酸酶表达增加 [20]。在

MC3T3-E1细胞与 RAW264.7细胞（1:1）的共培养体

系中，对照组的 AKP活性为 2.06金氏单位/100 mL，
经过 PPP和 PPP-Ca处理的AKP活性上升到 2.39金氏

单位/100 mL和 2.79金氏单位/100 mL。MC3T3-E1细
胞与 RAW264.7细胞（2:1）的共培养体系中，AKP活

性表现出相同的趋势。这说明，PPP和 PPP-Ca可能通

过增加 AKP 的活性，进而诱导共培育体系中

MC3T3-E1 细胞分化，并有利于后期的矿化。单一

MC3T3-E1 细胞和MC3T3-E1 细胞与 RAW264.7细胞

共培养体系之间的AKP活性没有太大差异，表明在成

骨细胞早期分化过程中，破骨前体细胞对成骨细胞并

无显著性的影响。

图3 PPP和 PPP-Ca对 MC3T3-E1细胞和RAW264.7细胞共培养体

系中AKP活性的影响

Fig.3 Effect of PPPand PPP-Ca onAKPactivity inMC3T3-E1

cells and RAW264.7 cells co-culture system

2.4 TRAP活力测定

破骨前体细胞 RAW264.7细胞在形成破骨细胞后

会分泌 TRAP酶，因此，可用 TRAP酶活表示破骨细

胞活性[21]。图 4表明无论是在单一 RAW264.7细胞中，

还是MC3T3-E1细胞和 RAW264.7细胞的共培养体系

中，样品处理组的 TRAP酶活力显著低于对照组，表

明 PPP和 PPP-Ca，均可显著降低 TRAP的活性。有研

究表明，PV同样可以抑制 RAW264.7的分化，从而使

TRAP酶活降低[13]。

在单一 RAW264.7 细胞组中，空白组中对照的

TRAP 活性为 5.78 U/L，添加 PPP 和 PPP-Ca 的细胞

TRAP活性下降为 3.01 U/L和 3.32 U/L，分别降低了

48%和 43%。在人体骨重建过程中，MC3T3-E1细胞能

分泌破骨细胞因子[6]，从而影响破骨细胞的生理活性。

结果显示，在MC3T3-E1细胞与 RAW264.7细胞（1:1）
的共培养体系中，对照组的 TRAP值为 4.26 U/L，低于

单一RAW264.7细胞的对照组 TRAP活性，表明共培育

体系中的MC3T3-E1 细胞会对 RAW264.7 细胞分泌

TRAP产生影响，添加了 PPP和 PPP-Ca的共培育组，

TRAP值进一步减低到2.69 U/L和2.46 U/L。MC3T3-E1
细胞与 RAW264.7细胞（2:1）的共培养体系中，PPP
和 PPP-Ca 的加入，使 TRAP活性从 5.08 U/L 降低至

1.72 U/L和 1.60 U/L，降幅达到 66%和 69%，比 1:1体
系的降幅更大。类似研究发现，在 MC3T3-E1 与

RAW264.7的共培养条件下，添加不同浓度的牛乳蛋白

（20、100、500 μg/mL）后，共培养体系中的 TRAP活
性呈现先上升后下降的变化，20、100、500 μg/mL的

TRAP活性分别为对照组的187.8%、168.9%与25.6%[22]。
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图4 PPP和 PPP-Ca对 MC3T3-E1细胞和RAW264.7细胞共培养体

系中TRAP活性的影响

Fig.4 Effect of PPPand PPP-Ca on TRAPactivity inMC3T3-E1

cells and RAW264.7 cells Co-culture system

2.5 PPP和PPP-Ca对共培养体系中MC3T3-E1

细胞的 OPG和 RANKL基因 mRNA表达的影

响

通过RT-PCR技术检测在MC3T3-E1和RAW264.7
细胞的共培养体系中成骨细胞骨保护素（OPG）、核因

子κB受体活化因子配体（RANKL）基因mRNA表达

量[23]。图 5a中可看出共培养 7 d后，单一MC3T3-E1
细胞组中，PPP和 PPP-Ca组的 OPG mRNA表达量分

别为 1.25和 1.39，高于对照组 0.92，表明PPP和PPP-Ca
能促进 OPG基因的表达。同样如图 5b所示，在单一

MC3T3-E1培养体系中，PPP和 PPP-Ca组的 RANKL
基因表达量为 1.23和 1.45，高于对照组 1.00。在共培

养体系中，OPG的表达量显著低于单一MC3T3-E1细
胞体系中的，说明 RAW264.7能抑制MC3T3-E1细胞

OPGmRNA的表达。这是因为在共培养体系中，受到

RAW264.7 破骨前体细胞的刺激，成骨细胞分泌

RANKL，并通过与破骨前体细胞 RAW264.7表面受体

RANK结合，刺激破骨细胞的分化，从而影响成骨细

胞的增殖。因此，在共培养体系中OPG表达量比单一

成骨细胞中低。但相较于共培养的空白对照组，PPP
和 PPP-Ca 仍提高了共培养体系的 OPG 和 RANKL
mRNA的表达量，这表明 PPP和 PPP-Ca在单一体系

和共培养体系中均能促进OPG和 RANKL的表达。

OPG能抑制破骨细胞的形成和分化，诱导破骨细

胞凋亡[24]。OPG和 RANKL基因mRNA的表达水平能

反应出对破骨细胞的调控情况，OPG/RANKL比值高，

抑制破骨细胞分化；OPG/RANKL比值低，促进破骨

细胞分化[25]。此外，共培养体系中，空白组、PPP和

PPP-Ca处理下 OPG与 RANKL的比值为 0.09、0.16、
0.18，呈现上升的趋势，表明 PPP和 PPP-Ca处理能够

增强对破骨细胞分化的抑制作用。介怡琳的研究表明，

卵黄高磷蛋白能通过上调OPG/RANKL的比例从而对

RANKL和OPG的表达产生积极影响[17]。Li等[26]也发

现松果菊苷可以通过上调 OPG/RANKL的比值来促进

成骨细胞的增殖和分化。

图5 a：PPP和 PPP-Ca对 MC3T3-E1细胞和RAW264.7细胞共培养体系中成骨细胞中OPG和RANKL mRNA的表达量的影响；

b：OPG与 RANKL的比值；c：OPG m RNA的电泳图；d：RANKL mRNA的电泳图

Fig.5 a: Effects of PPPand PPP-Ca on the expression of OPG and RANKLmRNAin osteoblast in co-culture system of MC3T3-E1

cells and RAW264.7 cells; b: OPG to RANKLratio; c: Run plastic figure of OPGmRNA; d: Run plastic figure of RANKLmRNA
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3 结论

PPP和 PPP-Ca可以显著提高单一MC3T3-E1体系

中的 AKP 活性；显著降低单一 RAW264.7 体系中的

TRAP活性。无论是在单一体系还是共培育体系中，PPP
及其钙处理后，成骨细胞 OPG、RANKL mRNA的表

达量明显提高，表明磷酸肽及其钙螯合物能促进成骨

细胞的分化，抑制破骨细胞的活性。该研究为进一步

探索磷酸肽在多细胞模型体系中的作用提供了研究基

础，同时为磷酸肽的功能活性开发提供理论依据。后

期将进一步研究 PPP和 PPP-Ca在小肠上皮细胞、成骨

细胞和破骨细胞等三细胞体系中的对细胞生理活性的

影响，明确其作用机制。
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