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［摘要］　目的：观察不同葡萄糖浓度对人成骨肉瘤 ＭＧ６３细胞株护骨素（ＯＰＧ）、护骨素配体（ＯＰＧＬ）及肿瘤坏死因子相关凋

亡诱导配体（ＴＲＡＩＬ）、巨噬细胞集落刺激因子（ＭＣＳＦ）、转化生长因子β（ＴＧＦβ）表达的影响。方法：ＭＧ６３细胞经不同浓度

（５．５、１６．７、３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ）葡萄糖处理后，用ＲＴＰＣＲ法检测上述基因表达情况。结果：高糖能下调 ＭＧ６３细胞中 ＯＰＧ及

ＴＧＦβ的表达（Ｐ＜０．０５），上调ＯＰＧＬ、ＭＣＳＦ和ＴＲＡＩＬ的表达（Ｐ＜０．０５）。结论：高糖环境可能导致成骨细胞中 ＯＰＧ及

ＴＧＦβ的表达减少，ＯＰＧＬ、ＭＣＳＦ和ＴＲＡＩＬ等细胞因子的表达增多，使破骨细胞的数目和活性增加，骨吸收增强和骨量丢

失，这可能是糖尿病骨质疏松症的一个重要的发病机制。
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　　近年来发现，肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）家族的新成

员———护骨素（ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ，ＯＰＧ）、护骨素配体

（ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎｌｉｇａｎｄ，ＯＰＧＬ）及其相关因子，如

肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓ

ｆａｃｔｏｒｒｅｌａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇｌｉｇａｎｄ，ＴＲＡＩＬ）、

巨噬细胞集落刺激因子（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕ

ｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＭＣＳＦ）、转化生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒ

ｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）等，在调节破骨细胞

的形成和活化方面起重要作用［１５］。这些细胞因子

之间形成了复杂的调控网络，是许多骨代谢调节激

素（因子）在骨细胞水平发挥调节作用的共同通道。

糖尿病易并发骨质疏松症已被公认，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疏松［６］。其发病机

制较为复杂，确切的细胞机制尚未阐明。

　　本实验拟观察不同浓度葡萄糖环境下人成骨细

胞表型特征的 ＭＧ６３细胞株中 ＯＰＧ、ＯＰＧＬ及其

ＴＲＡＩＬ、ＭＣＳＦ、ＴＧＦβ的表达情况，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　细胞培养　第１０６代 ＭＧ６３细胞株（中南大学

湘雅二医院代谢内分泌研究所惠赠），以５×１０５／ｍｌ
密度接种于５０ｃｍ２培养瓶（Ｎｕｎｃ公司），用含１０％
胎牛血清、５０ｍｇ／Ｌ维生素Ｃ的无酚红 ＭＥＭ 培养

液（Ｓｉｇｍａ公司），于３７℃、５％ ＣＯ２条件下培养，２ｄ
换液１次。

１．２　干预试验　ＭＧ６３细胞达６０％～７０％融合后，

换含０．１％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）５．５ｍｍｏｌ／Ｌ
葡萄糖组；（３）１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组；（４）３３．３

ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组。干预２４ｈ后，抽提细胞总ＲＮＡ
行ＲＴＰＣＲ操作。

１．３　半定量ＲＴＰＣＲ　ＴＲＩｚｏｌ（Ｇｉｂｃｏ公司）抽提细

胞总ＲＮＡ。取２μｇ总ＲＮＡ，用逆转录试剂盒（Ｐｒｏ

ｍｅｇａ公司）合成ｃＤＮＡ，再取１μｌｃＤＮＡ行ＰＣＲ扩

增ＯＰＧ、ＯＰＧＬ、ＭＣＳＦ、ＴＲＡＩＬ、ＴＧＦβ基因，以β

ａｃｔｉｎ基因为内对照，ＯＰＧ 基因的正向引物为５′

ＡＧＴＧＧＧＡＧＣＡＧＡＡＧＡＣＡＴＴＧ３′，反向引物

为５′ＡＴＴＧＧＡＣＣＴＧＧＴＴＡＣＣＴＡＴＣ３′，退火

温度为５５℃，Ｍｇ２＋浓度为２０ｍｍｏｌ／Ｌ，３０个循环，

产物２６８ｂｐ。ＯＰＧＬ基因的正向引物为５′ＧＣＧ

ＴＣＧＣＣＣＴＧＴＴＣＴＴＣＴＡＴ３′，反向引物为５′

ＴＴＧＧＴＧＣＴＴＣＣＴＣＣＴＴＴＣＡＴ３′，退火温度

为５５℃，Ｍｇ２＋浓度为２０ｍｍｏｌ／Ｌ，３０个循环，产物

５９８ｂｐ。ＭＣＳＦ基因的正向引物为５′ＣＴＧＧＣＧ

ＡＧＣＡＧＧＡＧＴＡＴＣＡＣ３′，反向引物为５′ＴＣＡ

ＧＡＧＴＣＣ ＴＣＣＣＡＧ ＧＴＣ ＡＡ３′，退火温度为

５５℃，Ｍｇ２＋浓度为２０ｍｍｏｌ／Ｌ，３０个循环，产物６０６

ｂｐ。ＴＲＡＩＬ基因的正向引物为５′ＧＧＣＡＴＴＣＡＴ

ＴＣＣＴＧＡＧＣＡ ＡＣＴＴ３′，反向引物为５′ＧＡＴ

ＣＴＣＧＴＧＡＴＣＴＡＣＣＣＡＣＣＴＴ３′，退火温度为

５７℃，Ｍｇ２＋浓度为２０ｍｍｏｌ／Ｌ，３０个循环，产物９０８
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ｂｐ。ＴＧＦβ基因的正向引物为５′ＧＡＧＴＴＧＴＧＣ

ＧＧＣＡＧＴＧＧＴＴＧＡＧ３′，反向引物为５′ＣＧＡ

ＧＧＣＡＧＡＡＧＴＴＧＧＣＡＴＧＧＴＡＧ３′，退火温

度为５６℃，Ｍｇ２＋浓度为２０ｍｍｏｌ／Ｌ，循环３０次，产

物３６６ｂｐ。βａｃｔｉｎ基因的正向引物为５′ＣＧＴＧＧＧ

ＣＣＧＣＣＣＴＡＧＧＣＡＣＣＡ３′，反向引物为５′ＴＴＧ

ＧＣＣＴＴＡＧＧＧＴＴＣＡＧＧＧＧＧＧ３′，退火温度为

５５℃，Ｍｇ２＋浓度为２０ｍｍｏｌ／Ｌ，循环３０次，产物２４３

ｂｐ。１０μｌＰＣＲ扩增产物于１％琼脂糖凝胶电泳，溴

化乙啶染色，拍照，并用ＩｍａｇｅｍａｓｔｅｒＶＤＳ凝胶图

像分析系统行条带光密度检测，测值与βａｃｔｉｎ光密

度值比较，比值表示各ｍＲＮＡ的表达量。

１．４　统计学处理　用ＳＰＳＳ１３．０软件包进行统计

分析。定量数据用珚ｘ±ｓ表示，组间均数比较用单因

素方差分析，两两之间比较用ＳＮＫｑ检验。

２　结　果

　　ＲＴＰＣＲ 半定量结果显示，与对照组和５．５

ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组相比，１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ的葡萄糖可

降低ＯＰＧｍＲＮＡ表达（Ｐ＜０．０５），在３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ
时这种下调作用更明显。高浓度葡萄糖能上调

ＭＧ６３细胞中ＯＰＧＬｍＲＮＡ的表达，１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ
时同体积ＲＴＰＣＲ产物电泳结果的光密度值即较

对照组和５．５ｍｍｏｌ／Ｌ 组显著增加（Ｐ＜０．０５），

３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ时增加更明显。

　　葡萄糖可上调 ＭＧ６３细胞中 ＭＣＳＦｍＲＮＡ的

表达：５．５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖即可出现上调作用（Ｐ＜
０．０５），１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖作用更明显，并在３３．３

ｍｍｏｌ／Ｌ时达到最大效应。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（Ｐ＜０．０５），３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ浓

度时这种上调作用更明显。葡萄糖能下调 ＭＧ６３细

胞中ＴＧＦβｍＲＮＡ的表达：１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ的葡萄

糖即可显著降低 ＴＧＦβｍＲＮＡ 表达（Ｐ＜０．０５），

３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ浓度时这种下调作用更明显。

表１　不同浓度葡萄糖对 ＭＧ６３细胞ＯＰＧ、ＯＰＧＬ及其相关因子ｍＲＮＡ表达的影响
（ｎ＝５，珚ｘ±ｓ）

组别 ＯＰＧ ＯＰＧＬ ＴＲＡＩＬ ＭＣＳＦ ＴＧＦβ
对照组 ０．９６１４±０．０２７７ ０．１０９２±０．００４３ ０．７３９８±０．０２３０ ０．９９８７±０．０１２１ １．１１３７±０．０２８０
葡萄糖组（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

　　 ５．５ ０．９６０３±０．０１２７ ０．１３５０±０．００９５ ０．７８０６±０．０２３３ １．０７１１±０．０２６３ １．０６６９±０．０４７０

　　１６．７ ０．９１９３±０．０１９０△ ０．２０１４±０．０２２０△ ０．８８３９±０．０３４６△ １．４５２３±０．０３６７△ ０．９８４４±０．０５４６△

　　３３．３ ０．９０７０±０．０１４４△ ０．２３３８±０．０１９８△▲１．００３８±０．０７０４△▲１．８０７７±０．０４２２△▲０．９６６６±０．０４０７△

　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

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。动物实验表明，

并发骨质疏松症的糖尿病大鼠在病程早期即出现成

骨细胞数下降、破骨细胞数上升，骨形成减少，骨吸
收相对大于骨形成［７］。糖尿病并发骨质疏松症的病
理机制较为复杂，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。

　　近年发现ＯＰＧ是一种新的ＴＮＦ受体家族的分

泌型蛋白，是核因子κＢ受体活化因子（ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃ
ｔｉｖａｔｏｒｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢｌｉｇａｎｄ，ＲＡＮＫＬ）、

ＯＰＧＬ、ＴＲＡＩＬ等ＴＮＦ家族成员的假受体，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［３５］。ＯＰＧ 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。ＯＰＧＬ能刺

激骨髓、脾脏甚至外周血中破骨细胞前体细胞分化、
成熟，但此作用需有适当浓度的 ＭＣＳＦ参与［４，８］。

ＯＰＧ竞争性结合ＯＰＧＬ，能阻断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在转基因小鼠中过度表达可以导致骨

质硬化，提示这种ＯＰＧ转基因小鼠存在破骨细胞分
化缺陷［９］。相反，ＯＰＧ基因敲除小鼠由于破骨细胞
分化和活性明显增强，所以表现为严重的骨质疏
松［１０］。ＴＮＦ配体家族另一成员 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，它可结合ＯＰＧ，并相互中和对方的功能［３］，从而
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间接解除ＯＰＧ对ＯＰＧＬ的抑制。这表明ＯＣ生成、

分化过程处于一个复杂的细胞因子调节网络

中。　　　　

　　本研究从 ｍＲＮＡ水平观察了不同浓度葡萄糖

对 ＭＧ６３细胞株中ＯＰＧ／ＯＰＧＬ及其相关因子表达

的影响。发现高糖能使ＯＰＧＬｍＲＮＡ表达增加，且

呈剂量依赖性，同时，高糖能抑制 ＭＧ６３细胞中

ＯＰＧｍＲＮＡ的表达，使细胞内ＯＰＧ／ＯＰＧＬ比率降

低。提示高糖可能通过调节ＯＰＧ／ＯＰＧＬ的水平对

成骨细胞产生影响，如果此现象在正常成骨细胞及

整体中存在，此可能是在成骨细胞环节糖尿病导致

骨质疏松症的机制之一。

　　葡萄糖对 ＭＧ６３细胞中与ＯＰＧ／ＯＰＧＬ有关的

基因，如ＴＲＡＩＬ、ＭＣＳＦ和ＴＧＦβ的表达亦有调节

作用。高糖能增加ＭＧ６３细胞中ＴＲＡＩＬｍＲＮＡ和

ＭＣＳＦｍＲＮＡ的表达。其中，ＭＣＳＦ是 ＯＣ生成

的必要条件，它与ＯＰＧＬ协同作用才能使ＯＣ祖细

胞分化、成熟［４，８］。刘好等［１１］研究发现，长期高糖可

诱导胰岛细胞发生凋亡，使胰岛细胞数量进行性减

少。高糖对 ＴＲＡＩＬ的调节提示，高糖还可能从细

胞凋亡的途径以自分泌或旁分泌的形式调节ＯＢ或

ＯＣ的数量，这有待进一步研究。ＴＧＦβ是具有多

种功能的细胞因子，能提高转化为 ＯＣ的前体细胞

的比例，是ＯＣ形成的因子之一。此外，ＴＧＦβ也能

上调ＯＰＧ而下调 ＯＰＧＬ的表达［１２１４］，我们的实验

表明，高糖能下调成骨细胞中ＴＧＦβ的表达。由此

推测，高糖对ＯＰＧ／ＯＰＧＬ表达的调节作用，可能部

分是通过ＴＧＦβ介导的。
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