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［摘要］　目的：考察Ｇｒａｖｅｓ病患者血浆睾酮（ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ，Ｔ）浓度以及其外周血白细胞和甲状腺组织中雄激素受体（ａｎｄｒｏｇｅｎ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡＲ）水平，以探讨雄激素及其受体与Ｇｒａｖｅｓ病的关系。方法：以８例女性Ｇｒａｖｅｓ病患者、８例甲状腺腺瘤患者及８
例配对的健康对照者为研究对象，采用酶联免疫分析法测定血浆Ｔ浓度，放射配体结合法检测患者外周血白细胞３Ｈ雄激素

（Ｔ）特异结合位点，ＲＴＰＣＲ检测外周血白细胞ＡＲ的ｍＲＮＡ表达，免疫组织化学法检测甲状腺组织ＡＲ水平。结果：Ｇｒａｖｅｓ
病组和对照组血浆Ｔ浓度分别为（６６０±８０）ｎｇ／Ｌ及（６２０±１００）ｎｇ／Ｌ，组间无明显差异（Ｐ＞０．０５）；两组外周血白细胞 ３ＨＴ
特异结合位点分别为（３８１±１０５）位点／细胞、（５７２±１４１）位点／细胞，组间差异显著（Ｐ＜０．０５）；Ｇｒａｖｅｓ病患者外周血白细胞

ＡＲ的ｍＲＮＡ表达量显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）；免疫组化检测显示，Ｇｒａｖｅｓ病患者甲状腺组织 ＡＲ水平显著高于正常甲状

腺组织（Ｐ＜０．０１）。结论：Ｇｒａｖｅｓ病患者血浆Ｔ浓度较正常对照组无明显变化，但外周血白细胞ＡＲ的ｍＲＮＡ表达和甲状腺

组织中ＡＲ水平均增高，考虑是机体保护性反应的调节。此外，也可能与病理情况下性激素结合能力下降、ＡＲ不能良好发挥

生理效应相关。外周血白细胞中蛋白结合活性检测结果降低，推测是甲亢患者ＡＲ分解加速所致。
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　　Ｇｒａｖｅ病为自身免疫性疾病，具体病理机制目
前尚不明确。Ｇｒａｖｅ病的发病存在显著性别差异，
女性与男性发病率比例约为８１，提示可能与性激
素的病理生理作用有关。雄激素（ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ，Ｔ）
有对抗炎症反应的特性，在多种自身免疫的动物模
型中发挥免疫抑制作用，雄激素受体（ａｎｄｒｏｇｅｎｒｅ
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ｃｅｐｔｏｒ，ＡＲ）作为Ｔ依赖性转录激活因子介导其生
理效应。本研究通过比较Ｇｒａｖｅ病患者与正常对照
者外周血及甲状腺组织中Ｔ与ＡＲ的水平，探讨其
在Ｇｒａｖｅｓ病中的作用机制及意义。

１　对象和方法

１．１　对象　Ｇｒａｖｅｓ病患者８例，女性，年龄１７～６１
（３７±１７）岁；甲状腺腺瘤女性患者８例，年龄２７～
５６（４３±１０）岁；健康体检者８例，女性，年龄２４～５５
（４１±１３）岁。所有入选者明确无心、肺、肝、肾及内
分泌疾病，且自愿参加该项研究，并签署知情同意
书。研究对象均于晨８：００抽取静脉血２０ｍｌ，肝素
抗凝，分离白细胞与血浆，细胞于显微镜下计数，标
本用液氮贮存备用。８例Ｇｒａｖｅｓ病患者和８例甲状
腺腺瘤患者于本院普外科进行手术治疗，术中留取

Ｇｒａｖｅｓ病患者病灶区甲状腺组织、甲状腺腺瘤周围
正常甲状腺组织备用。

１．２　主要试剂　葡聚糖Ｔ５００购于ＰｈａｍａｃｉａＢｉｏ
ｔｅｃｈ公司，放免血浆睾酮测定试剂盒购自天津九鼎
生物制品有限公司，异硫氰酸胍购于ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ公司，一抗和ＳＰ试剂盒均购自北京中山生物技
术有限公司，３ＨＴ购自英国放化中心。其余试剂均
为国产分析纯。

１．３　血浆雄激素水平测定　用酶联免疫法测定血
浆Ｔ浓度。

１．４　外周血白细胞３ＨＴ特异结合位点检测　采用
放射配体结合法。将分离后的白细胞用 Ｈａｎｋｓ（ｐＨ
７．３５）液调至（１～３）×１０７个细胞／ｍｌ，取０．５ｍｌ悬
液加１ｎｍｏｌ／Ｌ的３ＨＴ。３７℃保温１ｈ。放入冰水
终止反应后迅速通过玻璃纤维滤膜（孔径１μｍ，

ＷｈａｔｍａｎＧＦ／Ｂ）负压滤过，继以３ｍｌ冷ＰＢＳ液洗２
次。滤膜经８０℃、２０ｍｉｎ烘干，放入闪烁液。用美
国ＢｅｃｋｍａｎＬＳ５０００Ｃ液闪仪计数。采用近饱和浓
度作一点分析。

１．５　外周血白细胞ＡＲｍＲＮＡ表达的检测　取分
离好的外周血白细胞，采用异硫氰酸胍苯酚氯仿
一步法，经苯酚氯仿抽提２次，获得纯度更高的

ＲＮＡ样品。

　　ＲＴＰＣＲ引物由中国科学院上海生物化学研究
所提供，ＡＲ 引物序列如下：Ｐｒｉｍｅｒ１：５′ＣＡＣ
ＡＧＧＣＴＡＣＣＴＧＧＴＣＣＴＧＧ３′；Ｐｒｉｍｅｒ２：５′
ＣＧＧＧＴＴＣＴＣＣＡＧＣＴＴＧＡＴＧＣＧ３′；Ｐｒｉｍｅｒ
３：５′ＴＣＡＧＡＡＡＴＧＧＴＣＧＡＡＧＴＧＣＣＣ３′。β
ａｃｔｉｎＲＮＡ 引物序列如下：Ｐｒｉｍｅｒ１：５′ＴＧＧＧＣＡ
ＴＧＧＧＴＣＡＧＡ ＡＧＧ ＡＴ３′；Ｐｒｉｍｅｒ２：３′ＧＡＧ

ＧＣＧＴＡＣＡＧＧＧＡＴＡＧＣＡＣ５′。

　　取总 ＲＮＡ１μｇ，１０ｐｍｏｌＰｒｉｍｅｒ２，７０℃变性

１０ｍｉｎ，ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／ｌ）１μｌ，ＤＴＴ２μｌ，５（Ｂｕｆｆｅｒ
４μｌ，Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ酶１μｌ，于４２℃反应１ｈ，９５℃５
ｍｉｎ终止反应。取５ｐｍｏｌＰｒｉｍｅｒ１，５ｐｍｏｌＰｒｉｍｅｒ
３，逆转录产物１μｌ，Ｔａｑ酶０．１μｌ（２Ｕ），１０（Ｂｕｆｆｅｒ
２μｌ，ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／ｌ）１．６μｌ，总反应体积２０μｌ。

９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃１ｍｉｎ，６４℃１ｍｉｎ，７２℃１
ｍｉｎ，共３０个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ。

１．６　甲状腺组织 ＡＲ水平检测　免疫组织化学法

１６例甲状腺标本经１０％中性甲醛固定，常规脱水、
石蜡包埋，连续切片，厚５μｍ。经二甲苯和梯度乙
醇脱蜡脱水，用３％ Ｈ２Ｏ２水溶液作用１０ｍｉｎ，除去
内源性过氧化物酶的活性。蒸馏水冲洗后用０．４％
胃蛋白酶３２～３３℃作用１０ｍｉｎ，蒸馏水冲洗，切片
浸入枸橼酸缓冲液（０．１ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ６．０）于微波炉

９２～９８℃修复抗原１０ｍｉｎ。室温冷却１０ｍｉｎ，磷酸
缓冲液（ＰＢＳ）冲洗，用阻断血清封闭２０ｍｉｎ以减少
非特异性染色，加入一抗兔抗雄激素受体，在湿盒中

４℃过夜。ＰＢＳ洗涤后，加入二抗羊抗兔抗体，室温
孵育３０ｍｉｎ。ＰＢＳ冲洗，加入ＡＢＣ复合物室温孵育

３０ｍｉｎ。最后在二甲氨基偶氮苯（ＤＡＢ）溶液中显
色５～１５ｍｉｎ，在显微镜下控制显色时间。ＰＢＳ洗
涤，苏木精复染，梯度乙醇脱水，封片观察。以已知

ＡＲ阳性的前列腺增生病变标本为阳性对照，以

ＰＢＳ代替一抗、二抗做阴性对照。细胞内出现棕黄
色为阳性细胞，阳性细胞≥２０％为阳性，阳性细胞＜
２０％为阴性。由２名工作人员逐一观察同一切片，
以２人判断结果核对后作为受体定性及定位的依
据。

１．７　统计学处理　酶联免疫分析和放射配体结合
法实验数据以珚ｘ±ｓ表示，组间均数比较用ｔ检验。
免疫组织化学法实验数据输入计算机中，应用Ｓｔａｔａ
８．０统计软件包，采用Ｆｉｓｈｅｒ精确概率法进行统计
学处理。

２　结　果

２．１　血浆Ｔ水平和白细胞３ＨＴ结合能力测定　血

浆Ｔ水平Ｇｒａｖｅｓ病组和对照组分别为（６６０±８０）

ｎｇ／Ｌ 及 （６２０±１００）ｎｇ／Ｌ，两 组 无 明 显 差 异

（Ｐ＞０．０５），白细胞３ＨＴ放射配体结合测定结果２
组分别为（３８１±１０５）和（５７２±１４１）位点／细胞，

Ｇｒａｖｅｓ病患者均明显低于对照组（Ｐ＜０．０５）。

２．２　外周血白细胞 ＡＲｍＲＮＡ表达　两组ＰＣＲ
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反应产物进行凝胶电泳后经激光光密度仪扫描，以

其光密度值作为ＡＲｍＲＮＡ表达量比较，Ｇｒａｖｅｓ病

患者外周血白细胞 ｍＲＮＡ表达量显著高于正常对

照组，如图１所示。

图１　Ｇｒａｖｅｓ病患者与对照组外周血白细胞

ＡＲｍＲＮＡ表达产物的凝胶电泳结果

Ｍ：ｐＢＲ３２２＋ＨｉｎｆⅠ；１，２：Ｇｒａｖｅｓ病患者组；３，４：正常对照组

２．３　甲状腺组织 ＡＲ水平检测　Ｇｒａｖｅｓ病患者甲

状腺滤泡细胞增大呈立方形，ＡＲ呈现棕黄色阳性

染色，以胞质内分布为主，胞膜和胞核也有，高倍镜

下见胞质阳性反应物呈颗粒状，腺泡基底部和周边

细胞阳性染色较强，移行至腺泡中心部细胞阳性染

色渐弱（图２Ａ）。阳性对照组前列腺癌标本 ＡＲ阳

性反应定位在细胞质和细胞核，细胞膜未出现阳性

染色（图２Ｂ）。阴性对照片均未出现染色反应（图

２Ｃ）。Ｇｒａｖｅｓ病甲状腺组织ＡＲ阳性率（７５％）显著

高于正常对照组（１２．５％，Ｐ＜０．０１）。

３　讨　论

　　自身免疫性疾病的发病率存在显著性别差异，

有关性激素及受体在自身免疫性疾病的作用近年来

图２　免疫组织化学法检测甲状腺组织ＡＲ水平

Ａ：Ｇｒａｖｅｓ病组甲状腺滤泡上皮细胞；Ｂ：前列腺癌标本（阳性对照）；Ｃ：ＰＢＳ（阴性对照）

受到许多学者的关注。ＡＲ是类固醇核受体家族中
的一员，在人体内分别广泛。Ｌｉｖａ等［１］研究发现Ｔ
可通过ＡＲ作用于ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞，增加ＩＬ１０细

胞因子的表达。Ｄｕｌｏｓ等［２］研究认为，Ｔ可显著降低

ＣＤ４＋、ＣＤ８＋淋巴细胞的比例，并通过ＡＲ加速胸腺
细胞的凋亡，而雌激素（ｅｓｔｒｏｇｅｎ，Ｅ）没有此作用。
由此推断，Ｔ和 ＡＲ可能是自身免疫性疾病发病性
别差异的原因之一。

　　Ｇｒａｖｅｓ病的病因不明，目前普遍认为与患者自
身免疫耐受的缺乏有关。本研究对 Ｇｒａｖｅｓ病患者
血浆Ｔ浓度及ＡＲ在外周血白细胞和甲状腺组织中
的水平进行了观察，结果显示，Ｇｒａｖｅｓ病患者血浆
３ＨＴ浓度较正常对照组无明显变化。外周血白细
胞ＡＲｍＲＮＡ表达较正常对照组增多（Ｐ＜０．０５），
但受体结合活性显著降低（Ｐ＜０．０５），与既往研究
结果［３，６］相似。这种ｍＲＮＡ表达与蛋白结合水平间
的差异，可能与 Ｇｒａｖｅｓ病患者白细胞 ＡＲｍＲＮＡ
翻译成蛋白质的过程受阻或患者ＡＲ的分解加速有

关。此外，病理情况下 ＡＲ激素结合能力下降，ＡＲ
不能良好发挥生理效应，也可能是蛋白结合活性检
测结果降低的重要原因。

　　免疫组化染色结果显示，Ｇｒａｖｅｓ病患者甲状腺

滤泡细胞的胞质中ＡＲ水平明显高于正常甲状腺组

织，胞膜和胞核也有染色。已有研究显示，当 Ｔ缺

乏时，ＡＲ主要定位于胞质，当内源性Ｔ存在时，ＡＲ
则主要定位于胞核，并且能够激活 ＡＲ 反应性基因

的转录。目前认为性激素有双向剂量作用，如低剂

量激素能增强免疫活性，而高剂量能阻止特殊的免

疫活性。因此，Ｇｒａｖｅｓ病患者甲状腺滤泡细胞的胞

质中ＡＲ高表达，提示Ｔ可能通过 ＡＲ对甲状腺组

织发挥保护作用。

　　以上结果分别从基因水平和蛋白水平证实了

Ｇｒａｖｅｓ病患者 ＡＲ 在外周血白细胞和甲状腺滤泡
细胞的改变，均支持雄激素在Ｇｒａｖｅｓ病的发病中起
一定作用，为研究Ｔ影响白细胞功能的机制及探讨
病理情况下Ｔ和ＡＲ的作用机制奠定了基础，对选
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择治疗及评价预后有重要意义。
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葡萄糖对 ＭＧ６３细胞株ＴＲＡＩＬ表达的影响

周　玮，王加林，赵亚平，吴德平，惠亮亮，张　勇，顾　媛
（解放军第８２医院内分泌科，淮安２２３００１）

［摘要］　目的：观察在不同浓度葡萄糖环境下人成骨肉瘤 ＭＧ６３细胞株肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（ＴＲＡＩＬ）及其护骨

素（ＯＰＧ）、护骨素配体（ＯＰＧＬ）的表达，探讨糖尿病骨质疏松症的发病机制。方法：用不同浓度葡萄糖（５．５、１６．７、３３．３ｍｍｏｌ／

Ｌ）分别刺激培养的 ＭＧ６３细胞２４ｈ，采用ＲＴＰＣＲ法检测ＴＲＡＩＬ、ＯＰＧ、ＯＰＧＬｍＲＮＡ的表达，以免疫组织化学法检测 ＭＧ６３

细胞中ＴＲＡＩＬ的表达及分布。结果：不同浓度葡萄糖环境的 ＭＧ６３细胞中ＴＲＡＩＬ、ＯＰＧＬｍＲＮＡ的表达，均按照对照组、

５．５ｍｍｏｌ／Ｌ组、１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ组、３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ组的顺序递增（Ｐ＜０．０５），ＯＰＧｍＲＮＡ的表达按照此顺序递减（Ｐ＜０．０５）。

３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ组ＴＲＡＩＬｍＲＮＡ的水平明显高于对照组［（１．００４±０．０７０）ｖｓ（０．７４０±０．０２３），Ｐ＜０．０５］，ＴＲＡＩＬ免疫反应阳

性物质密度也明显高于对照组。结论：高糖环境可能导致成骨细胞中ＴＲＡＩＬ和ＯＰＧＬ表达增多，ＯＰＧ表达减少。这可能是

糖尿病骨质疏松症的重要发病机制之一。

［关键词］　糖尿病；骨质疏松；葡萄糖；ＭＧ６３细胞；肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体
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ｍＲＮＡ ｗｅｒｅ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ ＲＴＰＣＲ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＴＲＡＩＬ ｉｎ ＭＧ６３ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｂｙ
ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｍｅｔｈｏｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＲＡＩＬａｎｄＯＰＧＬｉｎＭＧ６３ｃｅｌｌｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｏｒｄｅｒｏｆ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，５．５，１６．７，３３．３ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯＰＧｍＲＮＡｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｓａｍｅ

ｏｒｄｅｒ（Ｐ＜０．０５）．ＴＲＡＩＬｍＲＮＡｌｅｖｅｌｉｎ３３．３ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
［（１．００４±０．０７０）ｖｓ（０．７４０±０．０２３），Ｐ＜０．０５］ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＲＡＩＬｗａｓｓｔｒｏｎｇｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＨｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｇｌｕｃｏｓｅｃａｎｌｅａｄｔｏｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＲＡＩＬａｎｄＯＰＧＬｉｎｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯＰＧ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｏｎｅｏｆｔｈｅｋｅｙｐａｔｈｏｇｅｎｅｔｉｃｆａｃｔｏｒｓｏｆｄｉａｂｅｔｉｃｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ；ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ；ｇｌｕｃｏｓｅ；ＭＧ６３ｃｅｌｌ；ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｌａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇｌｉｇａｎｄ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００７，２８（７）：７７１７７４］

［作者简介］　周　玮，硕士，主治医师．Ｅｍａｉｌ：ＺＷ８１１０７＠１２６．ｃｏｍ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．Ｅｍａｉｌ：ＷＪＬＤＲ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　糖尿病对骨代谢的影响主要表现为骨吸收增
加，骨形成减少与缓慢，使骨矿物质含量减少和骨质
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疏松［１］。但其确切的细胞发生机制尚未阐明。肿瘤

坏死因子相关凋亡诱导配体（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ

ｒｅｌａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇｌｉｇａｎｄ，ＴＲＡＩＬ）是新发

现的肿瘤坏死因子超家族的成员，可表达于人体的

许多组织，对许多肿瘤来源的细胞具有很强的杀伤

作用［２３］，可介导病毒引起的凋亡［４５］，并在一些自身

免疫性疾病中起作用［６］。但ＴＲＡＩＬ在糖尿病骨质

疏松发病过程中是否起作用，目前少见报道。我们

拟观察不同浓度葡萄糖环境下具有人成骨细胞表型

特征的 ＭＧ６３细胞株中ＴＲＡＩＬ及其护骨素（ｏｓｔｅｏ

ｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ，ＯＰＧ）、护骨素配体（ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎｌｉｇ

ａｎｄ，ＯＰＧＬ）的表达情况，以进一步探讨糖尿病骨质

疏松症的发病机制。

１　材料和方法

１．１　材料　第１０６代人成骨肉瘤 ＭＧ６３细胞株由

中南大学湘雅二医院代谢内分泌研究所惠赠；ＭＥＭ
培养液购自Ｓｉｇｍａ公司；胎牛血清购自杭州四季青

生物工程材料研究所；牛血清白蛋白及ＴＲＩｚｏｌ试剂

盒购自 Ｇｉｂｃｏ公司；逆转录反应试剂盒购自 Ｐｒｏ

ｍｅｇａ公司；ＰＣＲ扩增试剂盒和 ＤＮＡ梯度 ｍａｒｋｅｒ
购自ＴａＫａＲａ公司；ＰＣＲ引物由北京三博远志公司

合成。鼠抗人ＴＲＡＩＬ单克隆抗体购自第二军医大

学基础部免疫学教研室；生物素标记的羊抗鼠ＩｇＧ
抗体购自宝泰克公司；ＡＢＣ复合物购自华美生物工

程公司；ＤＡＢ购自Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　细胞培养　将第１０６代 ＭＧ６３细胞株，以５×

１０８／Ｌ密度接种于培养瓶或制成单细胞悬液，接种

于预先放置４张７ｍｍ×２２ｍｍ 盖玻片的培养皿

中，用含１０％胎牛血清、５０ｍｇ／Ｌ维生素Ｃ的无酚

红 ＭＥＭ培养液，于３７℃、５％ＣＯ２条件下培养，每２

ｄ换液１次。

１．３　干预试验 　 接种于 ５０ ｍｌ细胞培养瓶的

ＭＧ６３细胞达６０％～７０％ 汇片，行细胞爬片的

ＭＧ６３细胞贴壁后，即分别换含１ｇ／Ｌ牛血清白蛋

白的无血清 ＭＥＭ培养液培养３ｈ，再分别用含不同

浓度葡萄糖的 ＭＥＭ 培养液干预，分为４组：（１）培

养基对照组；（２）葡萄糖５．５ｍｍｏｌ／Ｌ组；（３）葡萄糖

１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ组；（４）葡萄糖３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ组。干

预２４ｈ后，抽提细胞总ＲＮＡ行ＲＴＰＣＲ检测，细胞

制片行免疫组织化学检测。以上各组实验均独立重

复５次。

１．４　ＲＴＰＣＲ　ＴＲＩｚｏｌ抽提 ＭＧ６３细胞总ＲＮＡ。

取２μｇ总ＲＮＡ，用逆转录试剂盒合成ｃＤＮＡ，再取

１μｌｃＤＮＡ 行 ＰＣＲ扩增 ＯＰＧ、ＯＰＧＬ、ＴＲＡＩＬ基

因，以βａｃｔｉｎ基因为内对照。ＯＰＧ 上游引物：５′

ＡＧＴＧＧＧＡＧＣＡＧＡＡＧＡＣＡＴＴＧ３′，下游引

物：５′ＡＴＴＧＧＡＣＣＴＧＧＴＴＡＣＣＴＡＴＣ３′，扩

增长度为２６８ｂｐ；ＯＰＧＬ上游引物：５′ＧＣＧ ＴＣＧ

ＣＣＣＴＧＴ ＴＣＴ ＴＣＴ ＡＴ３′，下游引物：５′ＴＴＧ

ＧＴＧＣＴＴＣＣＴＣＣＴＴＴＣＡＴ３′，扩增长度为５９８

ｂｐ；ＴＲＡＩＬ 上游引物：５′ＧＧＣ ＡＴＴ ＣＡＴ ＴＣＣ

ＴＧＡ ＧＣＡ ＡＣＴ Ｔ３′，下游引物：５′ＧＡＴ ＣＴＣ

ＧＴＧＡＴＣＴＡＣＣＣＡＣＣＴＴ３′，扩增长度为９０８

ｂｐ。反应体系为２５μｌ，双蒸水１８μｌ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ

２．５μｌ，Ｔａｑ酶０．５μｌ，上游引物各２μｌ，下游引物各

２μｌ，模板１μｌ。ＯＰＧ反应条件：９４℃预变性３ｍｉｎ，

９４℃变性３０ｓ，５５℃退火１５ｓ，７２℃延伸３０ｓ共３０
个循环，最后延伸１０ｍｉｎ。ＯＰＧＬ反应条件：９４℃预

变性３ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５５℃退火１５ｓ，７２℃延伸

４０ｓ共３０个循环，最后延伸１０ｍｉｎ。ＴＲＡＩＬ反应

条件：９４℃预变性３ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５７℃退火

１５ｓ，７２℃延伸６０ｓ共３０个循环，最后延伸１０ｍｉｎ。

分别取１０μｌＰＣＲ扩增产物于含０．５ｍｍｏｌ／Ｌ溴化

乙啶的２０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳并拍照，并用凝胶成

像分析系统行条带光密度定量检测，以测得值与β

ａｃｔｉｎ光密度值的比值表示各指标的 ｍＲＮＡ相对表

达量。

１．５　免疫组织化学实验　细胞爬片经４０ｇ／Ｌ甲醛

固定后，经二甲苯、无水乙醇常规脱水。用０．５％甲

醇双氧水室温作用３０ｍｉｎ，以封闭内源性过氧化物

酶。滴加鼠抗人ＴＲＡＩＬ单克隆抗体（稀释度为１∶

２００）于４℃过夜。加生物素标记的羊抗鼠ＩｇＧ抗体

（稀释度为１∶１００）室温孵育２ｈ。以上各步骤之间

均用ＰＢＳ（ｐＨ７．３）振洗５ｍｉｎ×４次。加 ＡＢＣ复

合物（稀释度为１∶２００）室温孵育１ｈ。ＤＡＢ（含

ＤＡＢ５．０ｍｇ，ＰＢＳ４０ｍｌ和３０％双氧水４０μｌ）显色

１０～２０ｍｉｎ。脱水、透明及ＤＰＸ封片。观察及记录

结果。采用 ＯｌｙｍｐｕｓＢＨ２光学显微镜观察并摄

片。以正常羊血清及ＰＢＳ代替一抗染色，作为阴性

和空白对照。

１．６　统计学处理　用ＳＰＳＳ１３．０软件包进行统计

分析。方差齐性数据用珚ｘ±ｓ表示，组间比较用单因

素方差分析，组间两两比较用ＬＳＤｔ检验，方差不齐
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数据用中位数（四分位数间距）［Ｍ（ＱＲ）］表示，采用

秩和检验，组间两两比较用Ｎｅｍｅｎｙｉ法检验。

２　结　果

２．１　葡萄糖对 ＭＧ６３细胞ＴＲＡＩＬ、ＯＰＧ及ＯＰＧＬ

ｍＲＮＡ表达的影响　ＲＴＰＣＲ半定量结果显示，葡

萄糖能上调 ＭＧ６３细胞中ＴＲＡＩＬｍＲＮＡ的表达。

１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ的葡萄糖即可出现上调作用，并在

３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ时这种上调作用更明显（Ｐ＜０．０５）。

高葡萄糖能下调 ＭＧ６３细胞中 ＯＰＧ ｍＲＮＡ 的表

达，与对照组和５．５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组相比，１６．７

ｍｍｏｌ／Ｌ的葡萄糖即可降低 ＯＰＧｍＲＮＡ表达，并

在３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ时这种下调作用更明显（Ｐ＜０．０５，

表１）。葡萄糖还能上调 ＭＧ６３ 细胞中 ＯＰＧＬ

ｍＲＮＡ的表达，对照组、５．５ｍｍｏｌ／Ｌ、１６．７ｍｍｏｌ／

Ｌ、３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组，ＯＰＧＬｍＲＮＡ光密度值

的中位数（四分位数间距）［Ｍ（ＱＲ）］分别为０．１０７
（０．００８），０、１１４（０．０１５）、０．２０６ （０．０４０）、０．２３４
（０．０３７），３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ组的ＯＰＧＬｍＲＮＡ表达明

显高于对照组（Ｐ＜０．０５）。

２．２　葡萄糖对 ＭＧ６３细胞ＴＲＡＩＬ免疫组织化学

染色的影响　ＴＲＡＩＬ免疫反应阳性细胞多呈梭形，

少数呈不规则形。阳性物质呈棕黄色颗粒，位于胞

质内，胞核阴性。在培养基对照组（图１Ａ）及５．５

ｍｍｏｌ／Ｌ组（图１Ｂ）中，ＴＲＡＩＬ免疫反应产物呈阴性

或弱阳性。在高浓度葡萄糖组中，ＴＲＡＩＬ免疫反应

阳性物质密度明显增高（图１Ｃ、１Ｄ）。

表１　不同浓度葡萄糖对 ＭＧ６３细胞

ＴＲＡＩＬ、ＯＰＧｍＲＮＡ表达的影响
（ｎ＝５，珚ｘ±ｓ）

组　别 ＯＰＧ ＴＲＡＩＬ

对照组 ０．９６１±０．０２８ ０．７４０±０．０２３
葡萄糖（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

　　 ５．５ ０．９６０±０．０１３ ０．７８１±０．０２３

　　１６．７ ０．９１９±０．０１９△ ０．８８４±０．０３５△

　　３３．３ ０．９０７±０．０１４△ １．００４±０．０７０△▲

　Ｐ＜０．０５与对照组比较；△Ｐ＜０．０５与５．５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组比

较；▲Ｐ＜０．０５与１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组比较

图１　不同浓度葡萄糖对 ＭＧ６３细胞ＴＲＡＩＬ免疫反应产物的影响（ＳＡＢＣ，×２００）

Ａ：对照组；Ｂ：５．５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组；Ｃ：１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组；Ｄ：３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组

３　讨　论

　　骨质疏松与遗传有关，是破骨细胞（ＯＣ）和成骨

细胞（ＯＢ）之间活性不平衡的结果。且动物实验表

明在糖尿病大鼠病程早期即表现为成骨细胞数下

降、破骨细胞数上升，说明骨形成减少，骨吸收相对

大于骨形成［７］。糖尿病对骨代谢的影响主要表现为

骨吸收增加，骨形成减少与缓慢，骨吸收过程大于骨

形成过程，使骨矿物质含量减少和骨质疏松。其发

病机制较为复杂，既往研究发现，其发病与胰岛素或

胰岛素样生长因子１缺乏、持续高糖状态、高级糖基

化终末产物增多及糖尿病并发症等有关，但其确切

的细胞机制尚未阐明。

　　ＴＲＡＩＬ是新发现的肿瘤坏死因子超家族的凋

亡分子，在胎儿和成人的许多正常组织中都有

ＴＲＡＩＬｍＲＮＡ的表达。ＴＲＡＩＬ是一种能与多种

受体结合，发挥诱导或抗凋亡作用的细胞因子。

ＴＲＡＩＬ有５个受体：死亡受体（ＤＲ４，ＤＲ５）、诱骗受

体（ＤｃＲ１，ＤｃＲ２）和分泌型受体 ＯＰＧ。ＴＲＡＩＬ与

ＤＲ４、ＤＲ５相互作用，诱导许多组织来源的肿瘤细胞

株迅速凋亡，但不能诱导正常细胞凋亡。ＴＲＡＩＬ的

两个诱骗受体ＤｃＲ１缺乏死亡功能区，ＤｃＲ２只含有
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死亡功能区的１／３，因而不能介导凋亡，但是可以抑

制ＤＲ４、ＤＲ５介导的凋亡［８］。ＯＰＧ是一个分泌型的

ＴＮＦ受体，是骨代谢的一个重要的负调控因子，能

抑制ＯＣ生成、活化，减少骨吸收［９１１］，增加骨密度的

作用。它主要通过中和性结合 ＯＰＧＬ发挥骨保护

作用，后者是诱导ＯＣ生成的关键性细胞因子，通过

作用于ＯＣ上的受体ＲＡＮＫ刺激ＯＣ形成、分化及

活化，增强骨吸收。ＯＰＧ竞争性结合 ＯＰＧＬ，阻断

ＯＰＧＬ 与 其 靶 信 号 受 体 ＲＡＮＫ 的 结 合，抑 制

ＯＰＧＬ／ＲＡＮＫ对破骨细胞信号转导的活化，减少

ＯＣ生成，发挥抗骨质疏松作用。ＯＰＧ还能通过与

ＴＲＡＩＬ的竞争性结合，抑制ＴＲＡＩＬ和死亡受体结

合，来抑制 ＴＲＡＩＬ诱导细胞凋亡的作用。反之，

ＴＲＡＩＬ可结合ＯＰＧ，并相互中和对方的功能［９］，即

可间接解除 ＯＰＧ对 ＯＰＧＬ的结合，抑制它的抑制

破骨细胞的发生和增加骨密度的作用。可见 ＯＰＧ
和ＴＲＡＩＬ是相互抑制的。

　　我们从基因水平观察了不同浓度葡萄糖对

ＭＧ６３细胞株中ＯＰＧ、ＯＰＧＬ表达的影响。发现高

糖能使ＯＰＧＬｍＲＮＡ表达增加，呈剂量依赖性，糖

浓度越高，ＯＰＧＬｍＲＮＡ的表达越高。高糖同时能

抑制 ＭＧ６３细胞中ＯＰＧｍＲＮＡ的表达，使细胞内

ＯＰＧ／ＯＰＧＬ比值降低，提示高糖对成骨细胞中

ＯＰＧ／ＯＰＧＬ水平的调节，可能是糖尿病导致骨质疏

松症的机制之一，高糖引起ＯＰＧ／ＯＰＧＬ比值失调，

导致骨质疏松。我们从基因及免疫组织化学的角度

还观察到，不同浓度葡萄糖对 ＭＧ６３细胞株ＴＲＡＩＬ
表达有影响，发现随着葡萄糖浓度的升高，ＴＲＡＩＬ

ｍＲＮＡ表达增多。ＴＲＡＩＬ分布于胞质内，高糖环

境可导致 ＴＲＡＩＬ 免疫反应阳性物质明显增多。

ＴＲＡＩＬ是与细胞凋亡有关的细胞因子，这提示了高

浓度的葡萄糖可能是通过ＴＲＡＩＬ以自分泌或旁分

泌的形式介导ＯＢ的凋亡，从而调节ＯＢ的数量，导

致骨形成减少，骨质疏松的发生。另一方面，高糖环

境下ＴＲＡＩＬ表达的增多，可竞争性结合ＯＰＧ，阻断

后者对ＯＰＧＬ的结合，促进了ＯＣ数目的增多及分

化成熟。关于ＴＲＡＩＬ的死亡受体和诱骗受体在糖

尿病骨质疏松症发病中的变化情况，有待于进一步

的研究。
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