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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(TRAII )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、33．3 mmol／ 

L)分别刺激培养的 MG63细胞 24 h，采用 RT—PCR法检测 TRAIl 、OPG、OPGL mRNA 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，、OPGL mRNA 的表达 ，均按 照对照组 、 

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

33．3 mmol／L组 TRAII mRNA的水平明显高于对照组[(1．004±0．070)"us(O．740±0．023)，P<O．os]，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ee TRAIL和OPGI 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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Effects of glucose on expression of tumor necrosis factor-related ap0pt0sis—inducing ligand in M G63 cells 
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[ABSTRACT] 0 biective：To observe the effects of different concentrations of glucose on the expression of tumor necrosis 

factor—related apoptosis—inducing ligand(TRAIL)，osteoprotegerin(OPG)，and the ligand of osteoprotegerin(OPGL) in 

osteosarcoma MG63 cells，so as to assess the role of glucose in pathogenesis of diabetic osteoporosis．Methods：MG63 cells were 

incubated with glUCOse at the concentrations of 5．5，16．7，33．3 mmol／L for 24 h．The expression of TRAIL，OPG and OPGI 

mRNA were examined by RT—PCR． Expression and distribution of TRAIL in MG63 cells were investigated by 

immunohistochemica1 method．Results：The mRNA expression of TRAII and OPGL in MG63 cells increased in the order of 

control group，5．5，16．7，33．3 mmol／L glucose groups(P< 0．05)，and the expression of OPG mRNA decreased in the same 

order(P<0．05)．TRAIL mRNA level in 33．3 mmol／L glucose group was significantly higher than that in the control group 

r(1．004±0．070) s(0．740±0．023)，P<0．05]and the expression of TRAIL was stronger than that in the control group． 

Conclusion：High concentration of glucose can lead to increased expression of TRAIL and OPGI in osteoblasts and decreased 

expression of OPG，which may be one of the key pathogenetic factors of diabetic osteoporosis． 

[KEY WORDS] diabetes mellitus；osteoporosis；glucose；MG63 cell；tumor necrosis factor—related apoptosis—inducing ligand 

f Acad J Sec Mil Med Univ，2007，28(7)：771-774] 

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Eli。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(tumor necrosis factor～ 

related apoptosis—inducing ligand，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 一一，可介导病毒引起的凋亡 ]，并在一些 自身 

免疫性疾病中起作用 。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(osteoprotegerin lig～ 

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。 

l 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× 

10。／I 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 7 mm×22 mill盖玻 片的培养皿 

中，用含 10 胎牛血清、50 mg／L维生素 C的无酚 

红 MEM 培养液 ，于 37 C、5 CO 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 1 g／L牛血清 白蛋 

白的无血清 MEM 培养液培养 3 h，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 5．5 mmol／L组 ；(3)葡萄糖 

16．7 mmol／L组；(4)葡萄糖 33．3 mmol／L组 。干 

预 24 h后，抽提细胞总 RNA行 RT—PCR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 RT—PCR TRIzol抽提 MG63细胞总 RNA。 

取 2雎g总 RNA，用逆转录试剂盒合成 cDNA，再取 

1 l cDNA 行 PCR扩 增 OPG、OPGL、TRAIL基 

因，以 l?-actin基 因为 内对照。OPG 上游引物 ：5，_ 

AGT GGG AGC AGA AGA CAT TG一3 ，下 游引 

物 ：5，_ATT GGA CCT GGT TAC CTA TC一3 ，扩 

增长度 为 268 bp；OPGL上 游引 物：5．_GCG TCG 

CCC TGT TCT TCT AT一3 ，下 游 引 物：5，_TTG 

GTG CTT CCT CCT TTC AT一3 ，扩增长度为 598 

bp；TRAIL 上 游 引 物 ：5，_GGC ATT CAT TCC 

TGA GCA ACT T一3 ，下 游 引 物：5 GAT CTC 

GTG ATC TAC CCA CCT T一3 ，扩增长度为 908 

bp。反应体系 为 25 l，双蒸水 18 l，10×Buffer 

2．5 121，Taq酶 0．5 l，上游引物各 2 l，下游引物各 

2 l，模板 1 l。OPG反应条件 ：94℃预变性 3 min， 

94℃变性 30 S，55。C退火 15 S，72℃延伸 30 S共 30 

个循环 ，最后延伸 10 min。OPGL反应条件 ：94。C预 

变性 3 min，94℃变性 30 S，55℃退火 15 S，72℃延伸 

40 S共 30个循环 ，最后延伸 10 min。TRAIL反应 

条件 ：94℃预变性 3 min，94 C变性 30 S，57℃退火 

15 S，72。C延伸 60 S共 30个循环 ，最后延伸 10 min。 

分别取 l0 l PCR扩增产物于含 0．5 mmol／L溴化 

乙啶的 20 g／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 B— 

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 40 g／L甲醛 

固定后，经二甲苯、无水乙醇常规脱水。用 0．5 0．4甲 

醇一双氧水室温作用 30 min，以封闭内源性过氧化物 

酶。墒 加 鼠抗人 TRAIL单克隆抗体(稀释度为 1： 

200)于 4。C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 2 h。以上各步骤之间 

均用 PBS(pH 7．3)振洗 5 min×4次。加 ABC复 

合物(稀释度为 l：200)室温孵育 l h。DAB (含 

DAB 5．0 mg，PBS 40 ml和 30 双氧水 40肚1)显色 

10～20 min。脱水、透明及 DPX封片。观察及记录 

结果。采用 Olympus BH一2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 SPSS 13．0软件包进行统计 

分析。方差齐性数据用 ± 表示 ，组间比较用单因 

素方差分析 ，组间两两 比较用 LSD-t检验，方差不齐 
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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I8j。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Ig。 ，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 j，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 OPGL mRNA表达增加，呈剂量依赖性，糖 

浓度越高，OPGL mRNA的表达越高。高糖同时能 

抑制 MG63细胞中 OPG mRNA 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～步 

的研究。 
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