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羊骨髓肽⁃钙螯合物对诱导分化的破骨细胞形成
和吸收的影响

陈静１，姚薇２，韩克光１∗，郑明学１，古少鹏１，张鼎１，田文霞１，霍乃蕊１∗
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨羊骨髓肽（ｓｈｅｅｐ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｐｅｐｔｉｄｅｓ，ＭＰ）及其钙螯合物（ＭＰ⁃Ｃａ）对诱导分化的 ＯＣ 形

成和活性的影响。 方法　 将 ＭＰ 与 ＣａＣｌ２ 螯合制备 ＭＰ⁃Ｃａ，以 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 为破骨前体细胞模型，建立 ＯＣ 的 ＲＡＮＫＬ
诱导体系，以 ＭＰ 和 ＭＰ⁃Ｃａ 干预诱导过程，确定二者在最适作用浓度下对诱导曲线、ＴＲＡＰ 活性和骨吸收陷窝数的

影响。 结果　 诱导后第 ５ 天，细胞呈现 ＯＣ 典型形态，ＴＲＡＰ 染色呈阳性并在共培养的骨片上形成骨吸收陷窝，ＭＴＴ
检测时 ＯＤ４９０达到峰值；以第 ５ 天作为检测时间，ＭＰ 与 ＭＰ⁃Ｃａ 均以 １０３ μｇ ／ ｍＬ 时 ＯＤ４９０最低；以 １０３ μｇ ／ ｍＬ ＭＰ 和

ＭＰ⁃Ｃａ 干预诱导体系，除第 １ 天外，干预组 ＯＤ４９０ 均显著低于空白组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；在第 ５ 天，ＭＰ⁃Ｃａ 组的 ＯＤ４９０ 和

ＴＲＡＰ 活性均显著低于 ＭＰ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；各干预组的骨吸收陷窝数均显著低于空白组，且 ＭＰ 组显著低于 ＭＰ⁃Ｃａ
组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；１７β⁃雌二醇（１０ μｇ ／ ｍＬ）的各检测指标均显著低于干预组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 虽效果不及雌激素，
ＭＰ 和 ＭＰ⁃Ｃａ 均可抑制 ＯＣ 的诱导形成及其破骨活性，ＭＰ⁃Ｃａ 对 ＯＣ 诱导形成的抑制作用强于 ＭＰ。
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ； ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｐｅｐｔｉｄｅｓ； ｃａｌｃｉｕｍ⁃ｃｈｅｌａｔｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ； １７⁃β⁃ｅｓｔｒａｄｉｏｌ； ｂｏｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
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　 　 骨质疏松（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＯＰ）是一种常见的全身

性骨代谢病［１］，正常的骨代谢过程中，骨吸收和骨形

成处于动态平衡。 研究表明 ＯＰ 发生时，ＯＣ 过度形

成和活化，骨吸收活性异常增加，导致骨流失加快，骨
量减少，骨质劣变［２ － ３］。 因此抑制 ＯＣ 形成及其骨吸

收活性是 ＯＰ 防治的一个重要策略。 钙制剂在 ＯＰ 防

治中的作用，已被大量研究证实［４］。 作为第四代钙制

剂，肽钙螯合物溶解性和解离性好，生物利用度高，且
其中的肽可促进钙离子的转运和吸收［５］。

课题组前期研究结果已证实了羊骨髓肽（ｓｈｅｅｐ
ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ，ＭＰ）及其钙螯合物（ＭＰ⁃
Ｃａ）对去卵巢大鼠骨质疏松的防治效果［６］。 本研究

将以 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 为破骨前体细胞， 建立 ＯＣ 的

ＲＡＮＫＬ 诱导体系，研究 ＭＰ 和 ＭＰ⁃Ｃａ 对 ＯＣ 诱导形

成和活性的影响，并将二者的效果进行比较，揭示

其抑制 ＯＰ 发生的机制，为 ＯＰ 防治药物研发奠定理

论基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试剂与仪器

ＭＰ 由内蒙古锡林郭勒盟肽好生物制品有限责

任公司生产、分离和纯化，以干基计，蛋白含量为

９６％ 。 小鼠单核巨噬细胞系 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 和 ＲＰＭＩ
１６４０ 不完全培养基购自南京凯基生物科技发展有

限公司。 完全培养基在不完全培养基中补充 １０％
的胎牛血清（浙江）；抗酒石酸酸性磷酸酶（ ｔａｒｔｒａｔｅ⁃
ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ａｃｉｄ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＴＲＡＰ）染色试剂盒、ＴＲＡＰ
酶活性检测试剂盒和 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒均

购自南京建成科技有限公司；ＭＴＴ 试剂盒与 Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ⁃１００ 为 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 产品；ＲＡＮＫＬ 和 ０􀆰 ２５％胰蛋白酶⁃
ＥＤＴＡ 消化液分别为美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 和 Ｓｉｇｍａ 产品；
茚三酮试剂。

ＪＥＯＬ ＪＥＭ⁃６４９０ＬＶ 扫描电子显微镜（日本电子光

学实验室，日本）；６ 孔和 ２４ 孔细胞培养板（Ｃｏｒｎｉｎｇ，
美国）；Ｏｌｙｍｐｕｓ ＣＸ２１ 倒置相差显微镜；ＭＣ７２１ 酶联

免疫检测仪（上海箐华科技仪器有限公司）。
１􀆰 ２　 ＭＰ⁃Ｃａ 的制备与鉴定

以 ＭＰ 和 ＣａＣｌ２ 为原料，按照实验室优化的螯

合工艺制备 ＭＰ⁃Ｃａ 冻干粉［７ － ８］。 对 ＭＰ⁃Ｃａ 鉴定时，
先对其进行纯化，除去样品中的游离的氨基酸和

肽，具体操作为：在 ＭＰ⁃Ｃａ 溶液中加 ５ ～ ８ 滴茚三酮

试剂，加热至沸腾，若溶液变为蓝紫色，说明样品中

仍有游离的氨基酸或小肽，需要继续对样品进行醇

沉纯化，直至加入茚三酮试剂不再变色。 溶解纯化

后的 ＭＰ⁃Ｃａ 样品，加入过量的硫化钠，振荡摇匀，放
置一段时间，若有硫化钙沉淀生成，说明钙离子来

自于肽钙螯合物，过滤掉沉淀，滤液中加入茚三酮

试剂，如果颜色变为蓝紫色，说明溶液中的肽来自

肽钙螯合物。
取适量 ＭＰ 和 ＭＰ⁃Ｃａ 样品送至山西农业大学实

验中心，进行扫描电镜分析。
１􀆰 ３　 破骨细胞诱导体系的建立

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞用完全培养基于 ３７℃，５％ ＣＯ２

培养箱中培养 ４８ ｈ，换液培养。 待细胞贴壁达到瓶

底面积 ７０％～ ８０％ 时，以 ０􀆰 ２５％ 胰蛋白酶⁃ＥＤＴＡ 消

化，收集消化液，１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，细胞用完全

培养基重悬后传代。
取对数期的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞用含 ＲＡＮＫＬ（终

浓度为 ５０ ｎｇ ／ ｍＬ）的完全培养基制成浓度为 １０４个 ／
ｍＬ 的细胞悬液。 在 ６ 孔培养板小孔中预置无菌盖

玻片（１ ｃｍ × １ ｃｍ）和骨片（０􀆰 ５ ｃｍ × ０􀆰 ５ ｃｍ，厚
２０ μｍ），每孔加入 １ ｍＬ 上述细胞悬液，培养约 ４ ｈ，
待细胞贴壁后在小孔中补加含 ５０ ｎｇ ／ ｍＬ ＲＡＮＫＬ 的

培养基，隔天换液，期间观察细胞形态。
于培养第 ３ 天开始，每 ２４ ｈ 取出一枚盖玻片和

骨片，盖玻片按 ＴＲＡＰ 染色试剂盒说明进行 ＴＲＡＰ
染色，骨片超声清洗后，梯度乙醇脱水，自然晾干，
１％甲苯胺蓝室温染色 ３ ～ ４ ｍｉｎ，蒸馏水洗。 将盖玻

片和骨片置光镜下观察，确定破骨细胞诱导形成的

时间。

５７５



中国实验动物学报 ２０１８ 年 １０ 月第 ２６ 卷第 ５ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２６􀆰 Ｎｏ． ５

１􀆰 ４　 ＭＴＴ 法测定细胞生长曲线及受试物的最适干

预浓度

９６ 孔板上，ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞（１０４个 ／ ｍＬ）的接种

量为 １００ μＬ ／孔，诱导组小孔中 ＲＡＮＫＬ 的终浓度为

５０ ｎｇ ／ ｍＬ，对照组小孔不加 ＲＡＮＫＬ。 每组 ８ 个平

行，每个平行 ５ 个复孔，每天取一个平行进行测定，
各孔按照 ＭＴＴ 试剂盒说明进行操作，并测定 ＯＤ４９０

值，绘制细胞生长曲线，确定 ＯＤ４９０峰值所对应的检

测天数，并以此作为确定各受试物最适作用浓度时

的检测时间。
按 １􀆰 ３ 建立诱导体系，以不同浓度的受试物干

预 ＲＡＮＫＬ 诱导的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞向 ＯＣ 分化的过

程。 ＭＰ，ＭＰ⁃Ｃａ 浓度分别为 ０，１０，１０２，１０３，１０４，１０５

μｇ ／ ｍＬ，１７β⁃雌二醇（Ｅ２ ）浓度为 ０，１，１０，１０２，１０３，
１０４ μｇ ／ ｍＬ，于培养第 ５ 天用 ＭＴＴ 法进行检测，确定

各受试物的最适作用浓度。
１􀆰 ５　 最适作用浓度下受试物对破骨前体细胞分化

增殖的影响

按 １􀆰 ３ 建立诱导体系，以等体积最适作用浓度

的 ＭＰ，ＭＰ⁃Ｃａ 及 Ｅ２ 干预 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 的 ＲＡＮＫＬ 诱

导分化的过程，同时设空白组，每组 １０ 个平行，每个

平行 ５ 个复孔，每隔 ２４ ｈ 进行 ＭＴＴ 测定，记录 ＯＤ４９０

值并绘制各组细胞生长曲线。 其中一个平行与骨

磨片共培养，于第 ５ 天进行骨吸收陷窝计数，另取一

个平行于第 ５ 天测定 ＴＲＡＰ 活性。
１􀆰 ６　 ＴＲＡＰ 活性的测定

吸弃培养基，细胞用 ＰＢＳ 洗涤两次，每孔加入

２００ μＬ ０􀆰 ２％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 裂解细胞。 取 １００ μＬ 细

胞裂解液，按 ＴＲＡＰ 酶活性检测试剂盒说明进行操

作，测定 ＯＤ４０５值。 另取 １００ μＬ 细胞裂解液按 ＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒进行操作并测定 ＯＤ５６２值。 按

式（１）将 ＯＤ５６２值换算成细胞裂解液总蛋白浓度，式
中标准样品浓度为 ５６３ μｇ ／ ｍＬ。

定义在 ｐＨ ４􀆰 ８、３７℃条件下，每分钟水解 ｐａｒａ⁃
ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ（ＰＮＰＰ）显色底物产生 １ μｍｏｌ
ｐ⁃ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌ 呈色物所需的酸性磷酸酶的量为一个

酶活力单位（Ｕ）。 以总蛋白浓度作对照，ＴＲＡＰ 活

性以 ＴＲＡＰ 比活力表示，按式（２）进行计算。

　 　 总蛋白浓度（μｇ ／ ｍＬ） ＝
ＯＤ５６２（测定） － ＯＤ５６２（空白）

ＯＤ５６２（测定） － ＯＤ５６２（空白）
× 标准样品浓度 （μｇ ／ ｍＬ） （１）

　 　 ＴＲＡＰ 比活力 Ｕ ／ ｇ·ｐｒｏｔ( ) ＝
ＯＤ４０５（测定） － ＯＤ４０５（空白）

呈色物微摩尔消光系数
× 反应液总体积

比色光径 × 反应时间 × 取样量
÷ 待测样本蛋白浓度 （２）

１􀆰 ７　 骨吸收陷窝的计数

骨片取出后，按 １􀆰 ３ 描述经 １％ 甲苯胺蓝染色

后，１００ 倍光镜下计数整张骨片的吸收陷窝数。
１􀆰 ８　 统计学方法

数据采用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 统计软件和 Ｓｉｇｍａ Ｐｌｏｔ
１０􀆰 ０ 软件处理，组间比较采用 ｔ 检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 时

认为差异显著。

２　 结果分析

２􀆰 １　 ＭＰ⁃Ｃａ 的鉴定

制备的 ＭＰ⁃Ｃａ 经纯化后加入过量 Ｎａ２Ｓ，生成了

ＣａＳ 沉淀和游离肽（显色反应呈阳性），说明钙离子

和肽结合形成了螯合物。 在扫描电镜下，ＭＰ 与

Ｃａ２ ＋ 螯合后，其疏松的片状结构表面增加了颗粒性

物质，类似于盐的结构，这表明 ＭＰ 与钙离子发生了

螯合，形成了羧酸盐和胺盐。 （见图 １）
２􀆰 ２　 破骨细胞鉴定

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞加入 ＲＡＮＫＬ 培养 ２４ ｈ，光镜下

可见部分细胞开始融合，培养 ７２ ｈ 出现了具有典型

ＯＣ 形态的细胞，可观察到胞体较大，边缘不整齐，
周围有刷状缘（褶皱），有伪足的细胞（图 ２⁃左），第
５ 天观察时视野中基本都是此类细胞。 第 ６ 天部分

细胞胞体缩小，第 ７ 天细胞数目明显减少，细胞裂

解。 第 ３ 天检测时，共培养的盖玻片经 ＴＲＡＰ 染色

可观察到胞浆内形成棕红色沉淀（图 ２⁃中）；诱导培

养至第 ５ 天，共培养的骨片经甲苯胺蓝染色可观察

到清晰的吸收陷窝（图 ２⁃右）。
综上，破骨前体细胞 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 培养 ４ ｈ 贴壁

后，以 ５０ ｎｇ ／ ｍＬ ＲＡＮＫＬ 诱导培养 ９６ ｈ，分化形成具

有典型细胞形态特征和骨吸收活性的成熟 ＯＣ，所以

第 ５ 天检测到的细胞为成熟的 ＯＣ。
２􀆰 ３　 细胞生长曲线

由图 ３ 可以看出，第 １ 天检测时，诱导组和对照

组的 ＯＤ４９０值大致相同，两组细胞都在第 ５ 天达到峰

值，随后直接进入凋亡期。 第 ２ 天检测时，对照组细

胞直接进入对数期，而诱导组细胞的 ＯＤ４９０值没有升

高。 对数期内诱导组每个检测点的 ＯＤ４９０值均低于

对照组。 此结果与 ２􀆰 ２ 中的形态学观察结果吻合，
所以在确定各受试物的最适作用浓度时，选择第 ５
天作为 ＭＴＴ 法的检测点。
２􀆰 ４　 ＭＰ 和 ＭＰ⁃Ｃａ 对 ＯＣ 诱导形成的影响

以不同浓度的受试物干预诱导过程，于第 ５ 天

进行检测，由图 ４ 可知，随着浓度的增加，ＭＰ、ＭＰ⁃
Ｃａ、Ｅ２ 组的 ＯＤ４９０ 值总体呈下降趋势，达到最低值

６７５
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图 １　 ＭＰ（左）和 ＭＰ⁃Ｃａ（右）的扫描电镜图片（ × ２０００）
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＭＰ （ｌｅｆｔ） ａｎｄ ＭＰ⁃Ｃａ （ｒｉｇｈｔ） （ × ２０００）

图 ２　 ＲＡＮＫＬ 诱导的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞形态（左， × ４０）、ＴＲＡＰ 染色结果（中， × １００）及骨吸收陷窝（右， × １００）
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ （ｌｅｆｔ， × ４０）， ＴＲＡＰ ｓｔａｉｎｉｎｇ （ｍｉｄｄｌｅ， × １００） ｏｆ ＲＡＮＫＬ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＡＷ２６４􀆰 ７ ｃｅｌｌｓ，

ａｎｄ ｐｉｔｓ ｆｏｒｍｅｄ ｉｎ ｂｏｎｅ ｓｌｉｃｅ （ｒｉｇｈｔ， × １００）

图 ３　 经 ＲＡＮＫＬ 诱导和未经 ＲＡＮＫＬ
诱导的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞生长曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ＲＡＮＫＬ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｎｄ
ｎｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＡＷ２６４􀆰 ７ ｃｅｌｌｓ

后，ＯＤ４９０值保持相对稳定，因此确定 ＭＰ 和 ＭＰ⁃Ｃａ
的最适作用浓度为 １０３ μｇ ／ ｍＬ、１７β⁃雌二醇为 １０
μｇ ／ ｍＬ。

在含等量 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞的诱导体系中添加

最适作用浓度的受试物，ＭＴＴ 法测定并绘制细胞

生长曲线，如图 ５ （Ａ ～ Ｃ）所示，Ｅ２、ＭＰ 和 ＭＰ⁃Ｃａ
干预组的 ＯＤ４９０起始值相同，但在第 ２ ～ ８ 天 ＯＤ４９０

值均低于空白组，说明各受试物对破骨前体细胞

的诱导分化和增殖均有抑制作用。 由图 ５⁃Ｄ 可

知，各干预组第 ５ 天的 ＯＤ４９０ 值均显著低于空白

图 ４　 各受试物的不同浓度对破骨细胞诱导形成的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｅｓｔ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＡＮＫＬ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ

组，且 ＭＰ⁃Ｃａ 组显著低于 ＭＰ 组，但显著高于 Ｅ２ 组

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ５　 ＭＰ 和ＭＰ⁃Ｃａ 对 ＴＲＡＰ 活性和骨吸收陷窝数

的影响

图 ６ 中各干预组细胞裂解液中的 ＴＲＡＰ 活性均

显著低于空白组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 Ｅ２ 组 ＴＲＡＰ 活性最

低，ＭＰ⁃Ｃａ 组显著低于 ＭＰ 组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 各干预

组的骨吸收陷窝形成数均显著低于空白组 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５），Ｅ２ 组陷窝数最少，ＭＰ 组显著低于 ＭＰ⁃Ｃａ 组

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

７７５
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注：５⁃Ｄ 中柱上方不同的字母表示各组之间差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），图 ６ 与此相同。

图 ５　 ＭＰ、ＭＰ⁃Ｃａ、Ｅ２ 干预组细胞的生长曲线（Ａ ～ Ｃ）及第 ５ 天各组 ＯＤ４９０值比较（Ｄ）
Ｎｏｔｅ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒ ｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ａｂｏｖｅ ｅａｃｈ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎ ５⁃Ｄ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｉｎ Ｆｉｇｕｒｅ ６．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ＭＰ⁃， ＭＰ⁃Ｃａ⁃， ａｎｄ １７⁃β⁃ｅｓｔｒａｄｉｏｌ⁃ｉｎｔｅｒｖｅｎｅｄ ＲＡＷ２６４􀆰 ７ ｃｅｌｌｓ ｔｈａｔ ｗｅｒｅ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｗｉｔｈ ＲＡＮＫＬ （Ａ⁃Ｃ） ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ＯＤ４９０ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｎ ｄａｙ ５ （Ｄ）

图 ６　 ＭＰ、ＭＰ⁃Ｃａ、Ｅ２ 干预组细胞的 ＴＲＡＰ 活性和骨吸收陷窝数比较

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＴＲＡＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｌａｃｕｎａ ｎｕｍｂｅｒｓ ｆｏｒｍｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＭＰ⁃， ＭＰ⁃Ｃａ⁃， ａｎｄ １７⁃β⁃ｅｓｔｒａｄｉｏｌ⁃ｉｎｔｅｒｖｅｎｅｄ ｇｒｏｕｐｓ

３　 讨论

肽与钙结合可形成稳定的肽钙螯合物 ［９］ 。
茚三酮化学反应法和电镜观察结果均表明 ＭＰ 与

Ｃａ２ ＋ 发生了螯合，证明 ＭＰ⁃Ｃａ 制备成功。 ＭＰ⁃Ｃａ
既可满足动物对氨基酸的需求，又可促进钙的

吸收 ［１０］ 。

目前抑制骨吸收的药物多为双磷酸盐类、激素

类药物及中药等［１１］。 尽管许多研究证实了多肽钙
制剂对大鼠骨质疏松症的防治效果［７，１２］，但有关其
对骨吸收抑制作用的研究，报道较少［１３］。

ＴＲＡＰ 被认为是破骨前体细胞向 ＯＣ 分化过程

中产生的标志性酶，其活性高低能反映 ＯＣ 的分化

程度［１４］。 融合形成的多核巨细胞虽然呈 ＴＲＡＰ 阳

性，但不具有骨吸收活性，只有最后真正成熟的 ＯＣ

８７５
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方具有骨吸收活性［１５］。 本研究在第 ２ 天观察时个

别细胞发生融合，第 ３ 天便可检测到 ＴＲＡＰ 活性，但
处于此分化阶段的细胞没有骨吸收活性，第 ４ 天开

始，具有刷状缘的成熟 ＯＣ 细胞数开始增多，第 ５ 天

达到高峰并可检测到骨吸收陷窝。
ＭＴＴ 法是检测活细胞数目和细胞增殖情况的

常用方法［１６］。 本研究表明最适浓度的受试物只减

少破骨前体细胞分化过程中的活细胞数目，不改变

生长曲线中峰值出现的时间，此结果与吴庆儒等［１４］

相同。 本研究 ＭＴＴ 法及 ＴＲＡＰ 活性检测结果表明，
相同最适作用浓度时，ＭＰ⁃Ｃａ 对 ＯＣ 诱导形成的抑

制作用强于 ＭＰ。 活跃的 ＯＣ 会分泌酸性物质和酶

对矿化的骨基质进行分解吸收［１７］，骨吸收陷窝的数

量、大小和深度能直接反应 ＯＣ 的骨吸收能力［１８］。
ＭＰ 及 ＭＰ⁃Ｃａ 均能显著减少骨吸收陷窝的数目，ＭＰ
组陷窝数目显著少于 ＭＰ⁃Ｃａ 组，但单一的数目变化

不足以说明 ＯＣ 骨吸收活性的变化，并不表明ＭＰ 组

的骨吸收活性一定低于 ＭＰ⁃Ｃａ 组，除骨吸收数目

外，还应考虑吸收陷窝的面积和深度。
综上，在 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 的 ＲＡＮＫＬ 诱导体系中，

ＭＰ 和 ＭＰ⁃Ｃａ 均可抑制破骨前体细胞的增殖和分

化，并抑制 ＯＣ 的骨吸收功能，并且 ＭＰ⁃Ｃａ 对 ＯＣ 诱

导形成的抑制作用强于 ＭＰ，具体机制有待进一步

研究。
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