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摘  要 

研究目的：用含有鱼鳞胶的培养基培养小鼠胚胎成骨细胞(MC3T3-E1细胞)，探究鱼鳞胶对MC3T3-E1细
胞成骨性能的影响，为临床应用鱼鳞胶治疗骨质疏松症提供理论基础。研究方法：1. 用鱼鳞胶分别以5 
mg/mL、10 mg/mL、20 mg/mL的浓度培养MC3T3-E1细胞，同时设置空白对照组和阳性对照组。在

培养的第14 d，通过ALP染色检测碱性磷酸酶(ALP)的活性，imageJ软件计算反映蓝紫色沉淀单位面积

浓度的平均光密度(AOD)值，并进行组间比较。2. 上述浓度诱导MC3T3-E1细胞，在培养的第21 d，通

过茜素红染色(ARS)评估钙结节形成情况。3. 设置空白对照组，处理组，含20 mg/mL鱼鳞胶的处理组，

培养MC3T3-E1细胞48 h后，通过逆转录–实时荧光定量PCR (RT-qPCR)分别检测上述三组MC3T3-E1
细胞的碱性磷酸酶(ALP)，Runx相关转录因子2 (Runx2)，骨钙素(OCN) mRNA相对表达量的变化。研究

结果：1. ALP染色实验结果显示，不同浓度鱼鳞胶干预MC3T3-E1细胞14 d，与对照组相比，10 mg/mL
鱼鳞胶组，20 mg/mL鱼鳞胶组和阳性对照组的AOD均比空白对照组增加(P < 0.05)。2. 不同浓度的鱼

鳞胶体外培养MC3T3-E1细胞21 d时，茜素红染色结果显示，鱼鳞胶组与空白对照组相比，各组均形成

钙化结节，且存在剂量依赖性，即鱼鳞胶浓度越大，结节越明显。3. RT-qPCR结果表明，体外培养

MC3T3-E1细胞48 h，处理组和含鱼鳞胶的处理组ALP、OCN mRNA表达量均上调，与空白对照组相比

有统计学意义(P < 0.01)，且两组间均有统计学差异(P < 0.05)。处理组和含鱼鳞胶的处理组Runx2 mRNA
表达量较空白对照组上调(P < 0.05)，两组间没有统计学差异(P > 0.05)。结论及意义：鱼鳞胶能够显著

促进MC3T3-E1细胞的成骨分化成熟、矿化，从而加快骨基质矿化过程，促进骨形成。这些体外实验数

据证实了鱼鳞胶对骨质疏松症具有潜在的治疗作用，为全面评价其在临床上防治骨质疏松症的药效作用

提供实验参考依据。 
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Abstract 
Research aim: To culture mouse embryonic osteoblasts (MC3T3-E1 cells) in a medium containing 
fish scale glue, and investigate the effect of fish scale glue on the osteogenic performance of MC3T3-E1 
cells, providing a theoretical basis for the clinical application of fish scale glue in the treatment of 
osteoporosis. Methods: 1. MC3T3-E1 cells were cultured with fish scale glue at concentrations of 5 
mg/mL, 10 mg/mL, and 20 mg/mL, respectively, while a blank control group and a positive control 
group were set up. On the 14th day of culture, the activity of alkaline phosphatase (ALP) was de-
tected by ALP staining, and the average optical density (AOD) value reflecting the concentration 
per unit area of blue-violet precipitates was calculated by imageJ software and compared between 
groups. 2. MC3T3-E1 cells were induced at the above concentrations. On the 21st day of culture, 
the formation of calcium nodules was evaluated by alizarin red staining (ARS). 3. Set up a blank 
control group, a treatment group and a treatment group containing 20 mg/mL fish scale glue. After 
culturing MC3T3-E1 cells for 48 hours, detect the changes in the relative expression of alkaline 
phosphatase (ALP), Runx related transcription factor 2 (Runx2), and osteocalcin (OCN) mRNA in 
the above three groups of MC3T3-E1 cells by reverse transcription real-time fluorescence quantit-
ative PCR (RT-qPCR). Results: The results of ALP staining experiment showed that the AOD of 
MC3T3-E1 cells in the 10 mg/mL fish scale glue group, the 20 mg/mL fish scale glue group, and the 
positive control group increased compared to the blank control group after 14 days of interven-
tion with different concentrations of fish scale glue (P < 0.05). When MC3T3-E1 cells were cultured 
in vitro with different concentrations of fish scale colloid for 21 days, the results of alizarin red 
staining showed that compared with the blank control group, calcified nodules were formed in 
each group, and there was a dose dependent relationship. That is, the greater the concentration of 
fish scale colloid, the more obvious the nodules were. The results of RT-qPCR showed that the ex-
pression of ALP and OCN mRNA in MC3T3-E1 cells cultured in vitro for 48 hours was upregulated 
in both the treatment group and the treatment group containing fish scale gum, which was statis-
tically significant compared to the blank control group (P < 0.01), and there was a significant dif-
ference between the two groups (P < 0.05). The expression of Runx2 mRNA in the treatment group 
and the treatment group containing fish scale glue was upregulated compared to the blank control 
group (P < 0.05), and there was no statistical difference between the two groups (P > 0.05). Con-
clusion and significance: Fish scale glue can significantly promote the osteogenic differentiation, 
maturation, and mineralization of MC3T3-E1 cells, thereby accelerating the mineralization process of 
bone matrix and promoting bone formation. These in vitro experimental data confirm the poten-
tial therapeutic effect of fish scale glue on osteoporosis, providing experimental reference for 
comprehensive evaluation of its clinical efficacy in preventing and treating osteoporosis. 
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1. 背景及目的 

骨质疏松症(Osteoporosis, OP)是常见的骨骼疾病，是一种以骨量减少、骨组织微结构损伤、易发生脆

性骨折为特征的全身性骨病[1]。人体骨骼的完整性需要一系列不断重复的骨重建过程维持，即由成骨细

胞(osteoblast, OB)介导的骨形成和由破骨细胞(osteoclast, OC)介导的骨吸收之间的动态平衡。骨代谢紊乱

会导致骨质疏松症、骨关节炎等一系列骨代谢疾病的发生，严重威胁人体特别是中老年人的身体健康[2]。
流行病学调查显示，我国 50 岁以上人群骨质疏松症患病率为 19.2%，其中女性为 32.1%，男性为 6.9%；

60 岁以上人群骨质疏松症患病率为 32%，其中女性为 51.6%，男性为 10.7% [3]，呈现随总人口年龄增加

而逐渐增加的趋势。目前临床上治疗骨质疏松的药物主要有骨吸收抑制剂、骨形成促进剂、双重作用药

物、其他机制类药物及中成药[3]，其中骨吸收抑制剂应用较为广泛，如双膦酸盐、降钙素、雌激素类药

物，而骨形成促进药物可供选择的种类有限，亟待更多的基础研究成果向临床转化[4]，本课题研究天然

产物鱼鳞胶对小鼠胚胎成骨细胞(MC3T3-E1 细胞)成骨性能的影响，以期为临床应用鱼鳞胶治疗骨质疏松

症提供理论基础。 
鱼鳞的结构分为两层：外层由羟基磷灰石晶体形成骨质层，内层由 I 型胶原纤维排布形成胶合板层[5] 

[6] [7]，其结构和成分与骨细胞外基质相似[8] [9]，具有良好的生物相容性[10] [11]。整体来看，鱼鳞表

面有放射状的凹槽和环脊，类似于微拓扑结构[12]，而细胞外基质的微拓扑结构是调节细胞粘附和细胞骨

架组装的重要生物物理信号[13] [14]。因此，鱼鳞的拓扑结构可能会影响细胞粘附、增殖、迁移等重要的

细胞行为。Rena Matsumoto 等人研究了鱼鳞胶原纤维对人间充质干细胞(hMSCs)成骨细胞分化的影响，

实验发现，hMSCSs 更易粘附在鱼鳞的胶原纤维上，体外细胞培养过程中显著加速了 hMSCs 的早期成骨

细胞分化。而且人间充质干细胞(hMSCs)在鱼鳞胶原蛋白表面培养时，早期成骨细胞分化阶段，碱性磷酸

酶活性、骨桥蛋白和骨形态发生蛋白 2 等成骨分化标志物水平显著上调[15]，这提示鱼鳞胶原蛋白可能具

有干细胞分化诱导潜力。 
Wei Wu 等人制造了脱钙的鱼鳞衍生支架，脱钙后，胶原纤维暴露，更有利于胶原蛋白的释放。实验

观察了在鱼鳞衍生支架上培养的大鼠骨髓间充质干细胞(BMSCs)迁移趋势，发现 BMSCs 可以很好地粘附

在鱼鳞衍生支架表面，良好的粘附性使 BMSCs 在鳞片上更好地增殖，从而在鳞片上形成细胞层。实验进

一步分析了鱼鳞衍生支架对细胞增殖的影响，结果表明，直接或间接接触鱼鳞的 BMSCs 增殖显著高于对

照组，说明鱼鳞材料可以促进 BMSCs 的增殖[12]。 
鱼鳞的高生物相容性和细胞培养作用展示了其在促进成骨细胞分化中的应用潜力。然而，现有研究

均未探讨鱼鳞对成骨细胞成骨分化的影响。本课题旨在进一步研究鱼鳞制品鱼鳞胶对成骨细胞分化的影

响，为临床应用鱼鳞胶治疗骨质疏松症提供理论基础。 

2. 研究方法 

2.1. 实验细胞、主要试剂和仪器 

小鼠胚胎成骨细胞(MC3T3-E1 细胞)购自赛百慷(上海)生物技术股份有限公司，用含 10%胎牛血清的

α-MEM 培养基，置于 37℃、5% CO2培养箱中培养，收集对数生长期细胞用于实验，鱼鳞胶来自山东省

青岛市融智汇实验室。α-MEM 培养基及胎牛血清购自大连美仑生物技术有限公司，抗坏血酸(日本和光

纯药工业株式会社)、β-甘油磷酸盐 Sigma-Aldrich (美国)、地塞米松(北京索莱宝科技有限公司)用于配制

阳性对照组及处理组培养基。ALP 染色试剂盒购自无锡菩禾生物有限公司，茜素红 S 染液购自北京索莱

宝科技有限公司。组织细胞 RNA 抽提液 TRIzol，cDNA 逆转录试剂盒，ChamQ Universal SYBR qPCR 
Master Mix 购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司。 
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2.2. 实验溶液配制 

① 完全培养基(空白对照组)：向丝口瓶中分别加入 89% α-MEM 培养基，10%胎牛血清，及 1%青、

链霉素； 
② 实验组：鱼鳞胶粉末用完全培养基稀释成 5 mg/mL、10 mg/mL、20 mg/mL； 
③ 阳性对照组：完全培养基中加入 10 mM β-甘油磷酸盐、50 μg/mL抗坏血酸和 10 nM 地塞米松； 
④ 处理组：同③； 
⑤ 含鱼鳞胶的处理组：溶液③中加入 20 mg/mL 的鱼鳞胶。 

2.3. ALP 染色检测鱼鳞胶对 MC3T3-E1 细胞胞外基质影响 

将对数生长期 MC3T3-E1 细胞分别以 5 mg/mL、10 mg/mL、20 mg/mL 的鱼鳞胶浓度培养，同时设置

空白对照组和阳性对照组，分别诱导 MC3T3-E1 细胞分化，每 3 天更换一次培养基，细胞培养至第 14 d
时，使用 ALP 染色试剂盒进行碱性磷酸酶(ALP)染色，通过 imageJ 软件计算反映蓝紫色沉淀单位面积浓

度的平均光密度(AOD)值，并进行组间比较。 

2.4. 茜素红染色检测鱼鳞胶对 MC3T3-E1 细胞钙化的影响 

细胞分组同“1.3”，分别诱导 MC3T3-E1 细胞分化，每 3 天更换一次培养基，细胞培养至第 21 d
时，进行茜素红染色检测钙化结节，多聚甲醛固定后加入茜素红染色，双蒸水清洗数次，直到染液不再

脱落，洗液比较澄清为止，保证每个孔板清洗次数一致，洗涤后，开盖晾干，显微镜下观察钙结节并拍

照。 

2.5. RT-qPCR 法检测鱼鳞胶对 MC3T3-E1 细胞成骨分化的影响 

Table 1. Primer sequences for RT-qPCR 
表 1. RT-qPCR 各引物序列 

引物名称 引物序列(5’-3’) Tm 值 

m-Ocn-F CATCTTTCTGCTCACTCTGCTGA 58 

m-Ocn-R AGGTAGCGCCGGAGTCTGT 59 

m-Runx2-F CCTCTGGCCTTCCTCTCTCA 58 

m-Runx2-R TAGGTAAAGGTGGCTGGGTAGTG 58 

m-Alpl-F TGAATCGGAACAACCTGACTGA 59 

m-Alpl-R GAGCCTGCTTGGCCTTACC 58 

m-Gapdh-F GCCACCCAGAAGACTGTGGAT 60 

m-Gapdh-R GGAAGGCCATGCCAGTGA 59 

 
将对数生长期 MC3T3-E1 细胞分别接种在处理组，含鱼鳞胶的处理组培养基中，并设置空白对照组，

诱导 48 h 后，使用 Trizol 法提取各组细胞的总 RNA，并测量 RNA 的浓度和纯度，以提取的 RNA 为模

板，使用 Hiscript 试剂将 RNA 逆转录为 cDNA，获得的 cDNA 储存于−20℃条件下，qPCR 反应时原液稀

释 5 倍进行后续步骤。使用 ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix 试剂进行实时荧光定量 PCR 检测，

反应条件：95℃预变性 30 s；95℃、10 s，60℃、30 s，共 40 个循环；溶解曲线 95℃、15 s，60℃、60 s，
95℃、15 s。根据两步法扩增程序，得到 Ct 循环阈值，并通过公式 2-ΔΔCt求出不同组别 RNA 的相对表
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达量，甘油醛-3-磷酸脱氢酶(Glycerol-3-Phosphate Dehydrogenase, GAPDH)用作内部对照。各引物序列见

表 1。 

2.6. 统计学分析 

采用 GraphPad Prism 9.0 统计软件进行统计学分析，实验数据表示为平均值 ± 标准差，组间两两比

较采用 t 检验，多组间结果比较采用单因素方差分析，以 P < 0.05 为差异有统计学意义。 

3. 实验结果 

3.1. ALP 染色检测鱼鳞胶对 MC3T3-E1 细胞胞外基质影响 

含不同浓度鱼鳞胶培养基培养 MC3T3-E1 细胞 14 d 后，行 ALP 染色检测各实验组及对照组中碱性

磷酸酶活性，染色结果见图 1。采用 Image J 软件计算反映蓝紫色沉淀单位面积浓度的 AOD 值，与空白

对照组相比，10 mg/mL 鱼鳞胶组，20 mg/mL 鱼鳞胶组和阳性对照组的 AOD 均明显增加(P < 0.01)，将

20 mg/mL 鱼鳞胶组和阳性对照组进行两组间比较，阳性对照组较鱼鳞胶组碱性磷酸酶活性(P < 0.05)，见

图 2。 
 

 

 
Figure 1. The results of ALP staining 
图 1. ALP 染色结果 
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Figure 2. The AOD of ALP staining 
图 2. ALP 染色的 AOD 值 

3.2. 茜素红染色检测鱼鳞胶对 MC3T3-E1 细胞钙化的影响 

 
空白对照组                       5 mg/mL 鱼鳞胶培养基组 

 
10 mg/mL 鱼鳞胶培养基组              20 mg/mL 鱼鳞胶培养基组 

 
阳性对照组 

Figure 3. The results of ARS 
图 3. 茜素红染色结果 
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含不同浓度鱼鳞胶培养基培养 MC3T3-E1 细胞 21 d 后，行茜素红染色检测鱼鳞胶对 MC3T3-E1 细胞

钙化的影响，染色结果见图 3，结果显示，与空白对照组相比，各组均形成钙化结节，且钙结节面积存

在剂量依赖性，即鱼鳞胶浓度越大，结节越明显。说明鱼鳞胶能促进成骨细胞钙结节的形成从而促进成

骨分化。 

3.3. RT-qPCR 法检测鱼鳞胶对 MC3T3-E1 细胞成骨分化的影响 

 
Figure 4. The relative expressions of mRNA 
图 4. 各组间 mRNA 相对表达量 

 

与空白对照组相比，处理组和含鱼鳞胶的处理组成骨相关因子 ALP、Runx2、OCN mRNA 相对表达

量均升高，且差异有统计学意义(P < 0.01)。处理组与含鱼鳞胶的处理组两组间比较，ALP 和 OCN mRNA
有统计学差异，含鱼鳞胶的处理组 MC3T3-E1 细胞 ALP 和 OCN mRNA 表达量均升高(P < 0.05)，含鱼鳞

胶的处理组 Runx2 mRNA 表达量较处理组上调，但没有统计学差异(P > 0.05)，见图 4。 

4. 讨论 

流行病学调查显示，骨质疏松症已成为我国重要的公共健康问题。目前治疗骨质疏松症的药物疗效

显著，但同时需注意其副作用。例如，使用双膦酸盐类药物时需警惕双膦酸盐类相关性下颌骨坏死[16] 
[17]、非典型股骨骨折[18]的发生；而长期使用降钙素类药物可能与恶性肿瘤风险增加相关[19]；启动绝

经激素治疗时需格外关注子宫内膜癌、乳腺癌[20]、心血管疾病病史及血栓的风险[21]；另外一项动物实

验发现，大剂量、长时间使用甲状旁腺素类似物特立帕肽增加了大鼠骨肉瘤的发生率[22]。迄今为止，大

多数抗骨质疏松症药物机制为抑制破骨细胞活性，从而抑制骨吸收。甲状旁腺素类似物是当前促骨形成

的代表性药物，其能刺激成骨细胞活性，促进骨形成，增加骨密度，改善骨质量[23]。 
为此，我们期待更多的毒副作用小而且效果显著的骨形成剂，以刺激新骨形成并纠正受损骨小梁的

微结构。天然产物相对于药物对人体产生的不良反应少，更适合长期服用，受到国内外的广泛关注和研

究。本课题以成骨细胞为重点，选用小鼠 MC3T3-E1 细胞，以天然产物鱼鳞胶进行诱导，探讨了其具有

的潜在促进骨形成的作用。 
细胞成骨分化可以通过多种方式进行检测和评估，ALP 染色和茜素红染色通常是提示成骨分化早期

[24]和晚期[25]的标志性实验方法。成骨细胞能够分泌碱性磷酸酶，合成 I 型胶原等细胞外基质，从而进
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一步矿化形成骨组织。在碱性磷酸酶催化下，ALP 染色试剂盒能形成不溶性的蓝紫色沉淀。我们的实验

于 14 d 进行 ALP 染色，实验结果表明用鱼鳞胶干预的 MC3T3-E1 细胞表现出更高的 ALP 活性水平，

10mg/mL 鱼鳞胶组和 20mg/mL 鱼鳞胶组 ALP 活性水平显著高于空白对照组，这说明鱼鳞胶能够增强

MC3T3-E1 细胞 ALP 活性，促进 MC3T3-E1 细胞中早期分化。成骨细胞矿化的一个特征是钙结节的形成，

可用于确定成骨细胞发生矿化的程度。茜素红染色是检验成骨晚期标志物钙化结节的经典实验，本实验

于 21 d 进行茜素红染色，结果提示添加了鱼鳞胶的培养基形成的钙化结节较空白对照组多，染色面积大，

且存在剂量依赖性。这些结果提示鱼鳞胶能够促进 MC3T3-E1 细胞成骨分化及矿化能力。 
成骨细胞的分化分为两个阶段，第一个阶段，细胞增殖并伴随细胞基质的成熟，与骨细胞表型相关

的特定蛋白质，例如碱性磷酸酶(ALP)可以在细胞增殖和基质成熟期被检测[26]。成骨的第二阶段是基质

的矿化，产生晚期骨标志物，例如骨钙蛋白(OCN) [27]。其中多种合成代谢信号通路积极参与控制骨形成，

例如 BMP，Wnt 和 Runx2 通路，其中 Runx2 通路调控的具体例子包括与 DLX 蛋白和 ATF4 的相互作用

以及 ERK/MAP 激酶通路的磷酸化等[28]。我们设置了空白对照组，处理组，及含鱼鳞胶的处理组，通过

RT-qPCR 在 RNA 水平对成骨相关基因 ALP、Runx2 及 OCN 的表达进行分析，以进一步验证鱼鳞胶对

MC3T3-E1 细胞成骨分化的影响。本研究结果表明，与不含鱼鳞胶的处理组相比，含鱼鳞胶的处理组提

高了 ALP mRNA 和 OCN mRNA 的水平，对 Runx2 mRNA 水平没有影响。这些结果表明鱼鳞胶在 RNA
水平促进了 MC3T3-E1 细胞成骨分化，增强了其 ALP 和 OCN 基因的表达，但可能并不是通过 Runx2 通

路发挥作用的。 

5. 结论 

综上，本研究验证了鱼鳞胶能够显著促进 MC3T3-E1 细胞的成骨分化，从而加快骨基质矿化过程，

促进了骨形成。这些体外数据都证实了鱼鳞胶对骨质疏松症具有潜在的治疗作用，为全面评价其在临床

上防治骨质疏松症的药效作用提供理论依据，但因对鱼鳞胶成分研究较少，其药效药理机制尚不明确，

可能涉及多条信号通路及其关键信号分子，这些仍需进一步探讨，广泛地展开相关体内、体外研究进一

步证实。 
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