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β-酪蛋白磷酸调控成骨细胞功能的分子途径
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（1.华南农业大学食品学院，广东省功能食品活性物重点实验室，广东广州 510642）

（2.仲恺农业工程学院轻工食品学院，广东广州 510224）（3.广东华活之光生物科技有限公司，广东肇庆 526238） 

摘要：β- 酪蛋白磷酸肽（β-Casein Phosphopeptides, β-CPP）是一类来源于 β- 酪蛋白的生物活性肽，具有良好的钙结合

能力，在促进骨健康方面具有潜在应用价值。该研究利用酶法制备 β-CPP，探讨其对成骨细胞（Osteoblast，MC3T3-E1）增殖、

分化和矿化的作用，并通过转录组学分析其作用机制。结果表明，当 β-CPP 质量浓度为 50 μg·mL-1
时，作用 MC3T3-E1 细

胞 72 h 后，细胞的增殖率显著增长至 128.43%（P<0.05）。处理 7 d 后，碱性磷酸酶活性较空白组提高 2.17 倍，21 d 后矿

化率较空白组提高 2.15 倍，表明 β-CPP 显著增强了 MC3T3-E1 细胞碱性磷酸酶活性和细胞外基质的矿化能力（P<0.05）。

RNA-seq 结果显示，β-CPP 处理的 MC3T3-E1 细胞中存在 476 个差异表达基因，其中 258 个基因上调，218 个基因下调。

基因本体论（GO）分析表明，差异基因主要参与生物过程的调控。KEGG 通路富集分析显示，TGF-β 和 PI3K-Akt 等信号

通路参与了 MC3T3-E1 细胞的分化过程。该研究揭示了 β-CPP 对 MC3T3-E1 细胞增殖、分化和矿化的促进作用，为 β-CPP

在骨健康和功能性食品中的应用提供了理论依据。
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Abstract: β-Casein phosphopeptides (β-CPP), a class of bioactive peptides derived from β-casein, possess excellent calcium-

binding capacity and have potential applications in promoting bone health. In this study, β-CPP was prepared through enzymatic 

hydrolysis to investigate its effects on the proliferation, differentiation, and mineralization of osteoblasts (MC3T3-E1), with its 

mechanism of action being analyzed through transcriptomics. MC3T3-E1 cell proliferation rate significantly increased to 128.43% 

after treating with 50 μg·mL−1 β-CPP for 72 h (P<0.05). The alkaline phosphatase activity and mineralization rate of the β-CPP-

treated cells were 2.17 and 2.15 times higher than that of the control cells after 7 and 21 days, respectively, demonstrating that 

β-CPP significantly enhanced alkaline phosphatase activity and extracellular matrix mineralization in MC3T3-E1 cells (P<0.05). 

RNA-seq results revealed 476 differentially expressed genes in β-CPP-treated MC3T3-E1 cells, including 258 upregulated and 

218 downregulated genes. Gene Ontology analysis indicated that the differentially expressed genes were primarily involved in the 
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骨质疏松症和骨缺损是当今全球范围内日益严重

的健康问题，其发病率逐年上升。骨质疏松症不仅导

致骨密度下降和骨微结构退化，还显著增加骨折风险，

严重影响患者的生活质量 [1] 。传统的治疗方法，如药

物治疗和手术干预，虽在一定程度上能够缓解症状，

但仍存在疗效有限、副作用明显以及成本高昂等问

题 [2] 。因此，开发新型的骨修复材料或功能性成分以

促进骨形成和骨再生具有重要的现实意义。

近年来，生物活性肽因其独特的生理功能和良好

的生物相容性受到广泛关注。其中，来源于乳蛋白

的 CPPs 因富含磷酸丝氨酸基团，能够与钙离子形成

稳定的复合物，可以增强钙的生物利用度。研究表

明，CPPs 能够调节钙的代谢 [3] ，还促进成骨细胞增

殖、分化和矿化，在促进骨健康方面具有潜在的应用

价值 [4] 。在本团队之前的研究中，从 CPPs 中分离出 5 个肽：

P1（含 1 个磷酸基）、P2（含 2 个磷酸基）、P3（含 1
个磷酸基）、P4（含 1 个磷酸基）和 P5（含 4 个磷酸

基），P5 在增强肠道钙吸收方面的活性强于其他 4 个

活性肽 [5] 。更重要的是，P5 可以显著减少大鼠尿钙的

流失，增加股骨长度和骨钙含量。在此研究的基础上，

Zhong 等 [6] 发现 CPPs（残基 1-25）P5 中的磷酸化结

构可以刺激 MC3T3-E1 细胞的成骨活性，能显著促进

MC3T3-E1细胞增殖、分化和矿化。P5来源于β- 酪蛋白，

β- 酪蛋白酶解制备得到的 β-CPP 对成骨细胞的影响及

机制未有研究。

成骨细胞是骨形成和骨再生的关键细胞，其增殖、

分化和矿化能力直接影响骨组织的修复与再生。研究

β-CPP 对成骨细胞的影响，不仅有助于揭示其在骨修

复中的作用机制，还能为开发基于 β-CPP 的骨修复材

料或功能性成分提供理论依据。此外，通过转录组学

分析，可以全面解析 β-CPP 调控成骨细胞功能的分子

网络，为进一步优化其应用提供科学支持。

基于以上背景，该研究以 β-CPP 为研究对象，研

究其对成骨细胞增殖、分化和矿化的影响，利用转录

组学研究其作用机制，探究 β-CPP 对成骨细胞的影响

及其作用机制。为 β-CPP 作为一种潜在的成骨活性成

分及其成骨机制提供理论依据。

1  材料与方法 

1.1 材料与设备

1.1.1 原料

β- 酪蛋白由广东华活之光生物科技有限公司提供。

1.1.2 主要实验试剂

MC3T3-E1 细胞，购自中国科学院上海生物科学

研究所细胞资源中心；胎牛血清、α-MEM 培养基、青

霉素、链霉素、体积分数 0.25% 的胰蛋白酶、PBS，
均购自澳洲 Gibco 公司；MTT、二甲基亚砜，购于美

国 SIGMA 公司；β- 甘油磷酸二钠、L- 抗坏血酸、氯代

十六烷基吡啶，购于上海麦克林生物化学公司；碱性

磷酸酶检测试剂盒、BCA 蛋白检测试剂盒，购于上海

碧云天生物技术公司；胰蛋白酶、茜素红染液、多聚

甲醛，购于上海源叶生物科技有限公司；盐酸、氢氧

化钠、氯化钙、乙醇等其他试剂均为分析纯。

1.1.3 仪器与设备

DELTA320 pH 计，上海梅特勒 - 托利多仪器有限

公司；AL104 电子天平，上海梅特勒 - 托利多仪器有

限公司；DK-S24 磁力水浴搅拌锅，上海森信试验仪器

有限公司；DW-86L388 超低温冰箱，青岛海尔冰箱有

限公司；5417R 高速冷冻离心机，Eppendorf 公司；FD-
1PF 真空冷冻干燥机，北京德天佑科技发展有限公司；

CCL-170B-8 二氧化碳培养箱，新加坡艺思高科技有限

公司；SW-CJ-2FD 超净工作台，苏州安泰空气技术有

限公司；XPV-25C/25D 显微镜，上海普丹光学仪器有

限公司；Enspire2300 多功能酶标仪，美国 PerkinElmer
公司。

1.2 实验方法

1.2.1 试剂配制

完全培养基（比例均为体积分数）：89% 的

α-MEM，10% 的胎牛血清，1% 的双抗（100 U·mL-1

青霉素和 100 U·mL-1 链霉素），混合均匀，4 ℃储存。 
分化培养基：含有质量浓度 50 μg·mL-1 的 L- 抗坏

regulation of biological processes. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes pathway enrichment analysis showed that signaling 

pathways such as TGF-β and PI3K-Akt were involved in MC3T3-E1 cell differentiation. This study revealed that β-CPP promotes 

MC3T3-E1 cell proliferation, differentiation, and mineralization, providing a theoretical basis for β-CPP application in bone health 

and functional foods.

Key words: β-casein phosphopeptide; MC3T3-E1 osteoblast; proliferation; differentiation; mineralization; transcriptomics
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血酸 0.01 mol·L-1 的 β- 甘油磷酸钠的完全培养基。全

程需在无菌条件下进行，混合均匀，4 ℃保存，避免

反复冻融。

1.2.2 β-CPP的制备

参考前期研究 [7] ，利用胰蛋白酶对 β- 酪蛋白进行

酶解。酶解结束后 90 ℃水浴，灭酶 30 min。酶解液冷

却至室温。调节 pH 值至 4.6，4 000 r·min-1 离心 15 min。
取上清液，调节 pH 值至 6.8，加入体积分数 0.6% 的

CaCl2 搅拌溶解，加入无水乙醇至体系中乙醇终体积

分数为 50%，在 4 ℃放置 12 h ；离心收集沉淀，冷冻

干燥即为 β-CPP。

1.2.3 细胞培养

MC3T3-E1 细胞培养于完全培养基，于 37 ℃，5% 
CO2（V/V）培养箱中培养，隔天更换培养基。当细胞

在培养瓶中达到约为 80% 的覆盖面积时，以 1:3 的比

例进行传代培养。

1.2.4 细胞增殖率的测定

采用 MTT 法检测细胞增殖情况。将细胞以每

孔 5×104 个细胞的密度接种于 96 孔板中，培养 24 h。
然后更换含不同质量浓度 β-CPP（0、10、50、100、
200、500 μg·mL-1）的完全培养基，分别培养 24、48
和 72 h。培养结束后，每孔加入 100 µL 质量浓度为

0.5 mg·mL-1 的 MTT 溶液，避光孵育 4 h。随后，去除

MTT 溶液，每孔中加入 150 µL DMSO 溶液。在摇床

缓慢摇晃 10 min 后，使用酶标仪在 570 nm 波长处测

量吸光度。按式（1）进行计算。

B = 
As-Ab

Ac-Ab
×100%                                             （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 碱性磷酸酶活性的测定

  MC3T3-E1 细胞以每孔 5×105 个细胞接种于 12 孔板

中培养。24 h 后，更换含有不同质量浓度的 β-CPP（0、
10、50、100、200、500 μg·mL-1）的分化培养基培养细胞。

培养基隔天更换。7 d 后，收集细胞。按照 BCA 蛋白

检测试剂盒（上海碧云天生物技术公司）和碱性磷酸

酶检测试剂盒中说明书（上海碧云天生物技术公司），

测定细胞碱性磷酸酶活性。按式（2）进行计算。

D = 
Ds

Dc
×100%                                                   （2）

式中：

Ds——实验组碱性磷酸酶活性；

Dc——对照组碱性磷酸酶活性。

1.2.6 成骨细胞矿化实验

细胞操作同 1.2.5，培养 21 d 后，用 PBS 洗涤细

胞，加入 4% 多聚甲醛固定细胞 30 min 后，用 PBS 冲

洗细胞然后用茜素红染料染色 5 min。染色结束后，用

PBS 洗涤细胞显微镜下观察细胞，并拍照。

用 10%（m/V）十六烷基吡啶氯溶解染色钙结节，

用酶标仪在 562 nm 波长下测定提取的溶解溶液的吸光

值进行定量。按式（1）进行计算。 

1.2.7 RNA测序和数据分析

将 MC3T3-E1 细胞以每孔 1×106 个细胞的密度接

种于 6 孔板中。培养 24 h 后，弃置培养基，改用含有

质量浓度 50 μg·mL-1 的 β-CPP 的分化培养基。7 d 后，

提取总 RNA。转录组测序和分析由诺禾致源生物技术

有限公司进行。通过 Agilent 2100 bioanalyzer 对 RNA
样品进行严格质控，精确检测 RNA 完整性。转录组

测序是基于 Illumina 测序平台，使用 Oligo dT 磁珠从

总 RNA 中富集 mRNA。在片段化之后，使用随机六

聚体引物合成第一链 cDNA，随后进行第二链 cDNA
的合成。经过末端修复、加 A 尾、接头连接、片段

选择、扩增和纯化后，文库准备就绪。文库构建完成

后，先使用 Qubit2.0 Fluorometer 进行初步定量，稀释

文库至 1.5 ng·μl-1，随后使用 Agilent 2100 bioanalyzer
对文库的 insert size 进行检测，insert size 符合预期

后，qRT-PCR 对文库有效浓度进行准确定量（文库有

效浓度高于 1.5 nmol·l-1），以保证文库质量。库检合

格后，把不同文库按照有效浓度及目标下机数据量的

需求 pooling 后进行 Illumina 测序。差异表达分析使

用 DESeq（2012）R 软件包进行。以 P  ＜  0.05 和 fold 
change ＞ 2 为显著差异表达的阈值。对差异基因进行

层次聚类分析，分析不同组和样本的基因表达模式。

利用基于超几何分布的 R，分别对差异基因进行 GO
富集和 KEGG 途径富集分析。

1.3 数据统计与分析

所有试验均重复 3 次，使用 Origin 2021 和 SPSS 
27.0 软件进行数据统计和显著性分析，P ＜ 0.05 被认

为具有显著差异。并使用 Origin 2021 制作图表。

2  结果与讨论

2.1 细胞增殖率实验

MTT 是一种黄色水溶性化合物，可被线粒体酶还

原为不溶于水的紫色甲臜结晶，经 DMSO 溶解后形

成紫色溶液，通过酶标仪在 570 nm 测定吸光度以评
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估细胞增殖和活力，广泛应用于细胞生物学和药理学

研究 [8] 。在不同质量浓度的 β-CPP 作用下，成骨细胞

的 MTT 实验结果如图 1 所示。β-CPP 处理 24、48 和

72 h 后，MC3T3-E1 细胞的增殖率均显著高于空白组

（P  ＜  0.05）。质量浓度为 50 μg·mL-1 时细胞增殖效果

最强，其中 24 h 时为空白对照组的 1.27 倍，48 h 时为

空白对照组的 1.31 倍，72 h 时为空白对照组的 1.33 倍。

这表明，β-CPP 对 MC3T3-E1 细胞的增殖有积极作用。

选取 β-CPP 质量浓度 10、50、100 μg·mL-1 进行后续实验。

图 1 β-CPP 处理对 MC3T3-E1 细胞的增殖率影响

Fig.1 Effect of β-CPP treatment on the proliferation rate of 

MC3T3-E1 cells

注：（a）24 h ；（b）48 h ；（c）72 h。不同字母表示具有显

著差异，P ＜ 0.05。下图同。

徐豪伟等 [9] 用 100 μg·mL-1 南极磷虾蛋白消化产

物上清液处理 MC3T3-E1 细胞 72 h，细胞增殖率约为

120%。Huang 等 [10] 发现与空白对照组相比，250 μg·mL-1 
CPP-Ca 处理的 MC3T3-E1 细胞的增殖在 24、48 和 72 h
时分别增加了 21.65%、26.43% 和 28.43%。β-CPP 在

较低浓度下即可达到更好的效果，说明 β-CPP 可能具

有更强的促进 MC3T3-E1 细胞增殖的能力。

2.2 碱性磷酸酶活性实验

根据 2.1 实验结果，选择选取 β-CPP 质量浓度 10、
50、100 μg·mL-1 进行后续实验。成骨细胞分化是骨形

成的关键过程，碱性磷酸酶活性是评估其分化程度的

重要指标。碱性磷酸酶由成骨细胞分泌，通过水解磷

酸酯释放无机磷酸盐，促进羟基磷灰石形成，驱动骨

基质矿化 [11] 。研究表明，碱性磷酸酶活性在分化早期

显著升高，通过检测碱性磷酸酶活性，可量化成骨细

胞分化水平，为相关研究提供重要依据 [12] 。β-CPP 对

MC3T3-E1细胞分化的影响如图2所示。与空白组相比，

β-CPP 处理后的 MC3T3-E1 细胞碱性磷酸酶活性均显

著增加（P  ＜  0.05），在 β-CPP 浓度为 10~50 μg·mL-1

时碱性磷酸酶活性逐渐增强，在 β-CPP 浓度为

50~100 μg·mL-1 时碱性磷酸酶活性减弱，在 β-CPP 质

量浓度为 50 μg·mL-1 时碱性磷酸酶活性最强，是空白

处理组的 2.17 倍。

Qiu 等 [13] 将 CPP 静电吸附到 PEEK 表面得到 CPP
改性的 PEEK（PEEK-CPP）样品，作用于成骨细胞

后发现，CPP 修饰后，PEEK-CPP 的碱性磷酸酶活性

约为未修饰的两倍左右。这表明，PEEK-CPP 标本上

的 CPP 层可以增强 MC3T3-E1 细胞的体外成骨分化。

Huang 等 [10]  研究了 CPP-Ca 对 MC3T3-E1 细胞增殖、

分化和矿化的影响。质量浓度 250 μg·mL-1 CPP-Ca 处

理后 MC3T3-E1 细胞的碱性磷酸酶活性约为空白处理

组的 1.53 倍。本研究发现质量浓度 50 μg·mL-1 β-CPP
的碱性磷酸酶活性是空白处理组的 2.17 倍。这说明，

β-CPP 比 CPP-Ca 有着更强的诱导 MC3T3-E1 细胞分

化的能力。

图 2 β-CPP 对 MC3T3-E1 细胞 ALP 活性的影响

Fig.2 Effect of β-CPP on ALP activity in MC3T3-E1 cells
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2.3 矿化实验

图 3 β-CPP 对 MC3T3-E1 细胞矿化的影响

Fig.3 Effect of β-CPP on mineralization of MC3T3-E1 cells  

注：（a）茜素红染色结果；（b）茜素红染色定量分析。

茜素红染色是评估成骨细胞矿化情况的经典方法，

因其特异性强、操作简便而被广泛应用。茜素红能与

钙离子特异性结合，形成红色复合物，从而直观地标

记矿化结节 [14] 。β-CPP 对 MC3T3-E1 细胞矿化的影响

如图 3 所示。（图 3a）。相比于对照组，经 β-CPP 处理

的 MC3T3-E1 细胞有明显的矿化结节产生，形状多呈

圆形，少数呈不规则形，且呈浓度依赖性。表明 β-CPP
能够促进成骨细胞矿化。利用氯代十六烷基吡啶对矿

化结节进行定量分析，结果如图 3b 所示。氯代十六

烷基吡啶能够溶解茜素红显色，利用这一特性对矿化

结晶进行定量分析。通过定量分析染色结果，可以准

确反映成骨细胞分泌的钙盐沉积程度，进而评估矿化

能力 [15] 。与空白组相比，β-CPP 处理后的 MC3T3-E1
细胞矿化率均显著增加（P  ＜  0.05），在 β-CPP 浓度为

10~50 μg·mL-1 时矿化率逐渐升高，在 β-CPP 浓度为

50~100 μg·mL-1 时矿化率降低，在 β-CPP 质量浓度为

50 μg·mL-1 时矿化率最高，是空白处理组的 2.15 倍。

Wu等 [16] 研究猪骨教员肽（CP）、磷酸化CP（PCP）、
CP- 钙螯合物（CP-Ca）和 PCP-Ca 对 MC3T3-E1 细

胞的增殖、分化和矿化的影响。结果发现，质量浓度

500 μg·mL-1 的 CP、PCP、CP-Ca 和 PCP-Ca 的矿化率

分别是空白组的 1.54 倍、2.09 倍、3.27 倍和 3.82 倍。

这些结果表明，磷酸化处理和螯合钙均能提高胶原蛋

白肽对 MC3T3-E1 增殖、分化和矿化的促进作用，且

具有协同作用（P ＜ 0.05）。Huang 等 [10] 制备 CPP-Ca
螯合物，发现它在体外对 MC3T3-E1 细胞的增殖、分

化和矿化有积极影响。质量浓度 250 μg·mL-1 CPP-
Ca 处理后 MC3T3-E1 细胞的矿化钙结节是空白组的

1.73 倍。本研究质量浓度 50 μg·mL-1 β-CPP 的矿化率

能达到空白处理组的 2.17 倍。这说明，β-CPP 比 CP、
CPP-Ca 有着更强的诱导 MC3T3-E1 细胞矿化的能力。

2.4 RNA测序及结果分析

RNA 测 序（Ribonucleic Acid Sequencing, RNA-
seq）的核心是基因表达差异的显著性分析，使用统计

学方法，比较两个条件或多个条件下的基因表达差异，

从中找出与条件相关的特异性基因，然后进一步分析

这些特异性基因的生物学意义，分析过程包括质控、

比对、定量、差异显著性分析、功能富集等环节。

2.4.1 差异基因分析

本研究在经 β-CPP 处理的 MC3T3-E1 细胞中筛选出

476 个差异基因［P ＜ 0.05 和 |log2（Fold Change）| ＞ 0］，
其中 258 个上调基因，218 个下调基因。如图 4 所示。

图 4 差异基因火山图

Fig.4 Differential gene volcano map

注：绿点代表下调的基因，红点代表上调的基因，蓝点代

表基因中没有显著的双重差异。

2.4.2 GO功能富集分析

将差异基因进行 GO 功能富集分析，结果如图 5
所示差异基因主要在生物过程的调控中发挥重要作用。

差异基因参与的生物过程主要有细胞对干扰素 β、
γ 的反应、上皮细胞增殖、垂体发育、DNA 复制起始

和对其他生物的防御反应。细胞对干扰素 β 的反应是细

胞在 IFN-β 刺激下激活的一系列抗病毒、免疫调节和炎
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症调控反应。这一过程主要通过 JAK-STAT 信号通路实

现，并涉及多种干扰素刺激基因的表达，对维持机体免

疫稳态和抵抗病原体感染至关重要 [17] 。上皮细胞增殖是

上皮细胞通过细胞分裂增加数量的过程，受生长因子、

信号通路和细胞周期蛋白的精确调控，这一过程在组织

发育、修复和稳态维持中起关键作用。垂体发育是垂体

从胚胎期到成熟期的形成和功能建立过程，涉及 Rathke
囊的形成、细胞分化、激素分泌功能的建立以及 BMP、
FGF 和 Wnt 等信号通路和转录因子的精确调控 [18] 。

图 5 GO 富集分析柱状图

Fig.5 GO enrichment analysis bar diagram

2.4.3 KEGG通路富集分析

从 KEGG 富集结果中，选取最显著的 20 个

KEGG 通路绘制散点图进行展示，上调和下调的差异

基因中前 20 个显著富集的通路分别如图 6a、6b 所示。

从图中可以看出，显著上调的通路是 TGF-β 信号通路、

ECM- 受体相互作用、PI3K-Akt 信号通路、Notch 信号

通路等。显著下调和富集的途径包括戊糖和葡萄糖醛

酸互变、DNA 复制、抗坏血酸和醛糖代谢、细胞周期、

细胞凋亡等。

在成骨细胞增殖和分化的早期阶段，TGF-β 与细

胞表面的受体结合，激活下游的 SMAD2/3 信号通路，

一旦被激活，SMAD2 和 SMAD3 就会易位到细胞核，

在那里它们会影响关键成骨基因的转录，促进成骨细

胞的增殖来启动成骨过程 [19] 。ECM- 受体相互作用指

的是细胞通过特定的细胞表面受体（如整合素）与细

胞外基质（ECM）之间动态且复杂的通讯 [20] 。已有

多篇文献报道 ECM- 受体相互作用已被证实与成骨机

制密切相关 [21-23] 。PI3K 是一类重要的激酶，包括三类

分子（I、II、III）。AKT 是一种丝氨酸 / 苏氨酸激酶，

由大约 480 个氨基酸残基组成，是 PI3K 的主要下游

效应分子之一，可通过直接磷酸化各种转录因子（如

NF-κB 和 mTOR）参与多种生命活动过程的调节 [24] 。

研究表明，PI3K 可以通过激活 AKT 抑制成骨细胞凋

亡，并通过 Wnt-3a 进一步激活 PI3K-Akt 信号通路，

影响骨形成和骨细胞的存活，控制骨密度的平衡 [25] 。

Notch 信号通路也被证实可以调节成骨细胞分化和骨

稳态 [26] 。在骨细胞中，Notch1 的存在导致特定的结果，

包括通过上调 OPG 和下调 SOST 来抑制骨吸收，最终

导致 Wnt 信号的激活增加 [27] 。此外，Notch1 通过下调

SOST 和 Dkk1（Dickkopf Wnt 信号通路抑制剂 1）来

增加骨细胞中 Wnt/β-catenin 的活性 [28] 。

图 6 DEGs 的富集通路的前 20 位 KEGG 富集通路分析散点图

Fig.6 Scatter plots of the top 20 KEGG enrichment pathways 

for DEGs enrichment pathways

注：（a）上调；（b）下调。
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研究表明，乳铁蛋白可以通过刺激成骨前细胞中

的转化生长因子 β（TGF-β）信号传导来达到促进成

骨细胞增殖的作用 [29] 。Liu 等 [30] 发现，适当的高葡萄

糖浓度（15.5 mmol.L-1）可通过激活 MC3T3-E1 细胞

中的 PI3K/Akt 通路来增加成骨分化，表明 PI3K/Akt
通路在 MC3T3-E1 细胞的生理过程中起重要作用。这

些与本文实验结果类似。β-CPP 可能通过 TGF-β 信号

通路、PI3K-Akt 信号通路、戊糖和葡萄糖醛酸互变和

DNA 复制等通路促进成骨细胞生长。

3  结论

本研究系统探讨了 β-CPP 对 MC3T3-E1 成骨细胞

增殖、分化和矿化的影响及其分子机制。研究结果表

明，β-CPP 在 50 μg·mL-1 质量浓度下能够显著促进成

骨细胞的增殖，作用 24、48 和 72 h 后分别使细胞增

殖率达到 126.78%、130.92% 和 132.52%。同时，β-CPP
显著提高了成骨细胞的碱性磷酸酶活性，使其达到空

白组的 2.17 倍，并显著增强了细胞外基质的矿化能力，

矿化率为空白组的 2.15 倍。转录组学结果表明，β-CPP
处理的 MC3T3-E1 细胞中存在 476 个差异表达基因，

其中 258 个基因上调，218 个基因下调。基因本体论

（GO）分析表明，差异基因主要参与生物过程的调控。

KEGG 通路富集分析显示，β-CPP 通过上调 TGF-β 和

PI3K-Akt 等信号通路，下调戊糖和葡萄糖醛酸互变和

抗坏血酸和醛糖代谢等通路参与 MC3T3-E1 细胞的分

化过程。

综上所述，β-CPP 通过调控关键信号通路促进成

骨细胞分化，揭示了其在骨组织工程和功能性食品中

的潜在应用价值。本研究不仅丰富了乳蛋白衍生肽的

生理功能研究，还为开发新型骨修复材料或功能性成

分提供了重要的理论依据。
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