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链脲佐菌素诱导糖尿病大鼠骨髓间

充质干细胞成骨分化

胡苏１，２，逄曙光２，崔莹２，于春晓１，赵家军１，管庆波１
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摘要：目的　观察糖尿病大鼠模型骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）体外增殖、抗凋亡和成骨分化能力。方法　将４０
只６周龄雌性ＳＤ大鼠随机分为２组，每组２０只，实验组腹腔注射链脲佐菌素，对照组注射等量的生理盐水。处
理１０周后，采用贴壁法获得２组大鼠的ＢＭＳＣｓ。应用ＣＣＫ８检测第２代ＢＭＳＣｓ增殖能力，０．３％过氧化氢和血
清剥夺诱导的ＢＭＳＣｓ凋亡；成骨诱导培养４周后，ＲＴＰＣＲ检测Ｉ型胶原蛋白（ＣＯＬＩ）、骨钙素（ＯＣＮ）和核心结
合蛋白因子２（Ｒｕｎｘ２）的ｍＲＮＡ表达水平；应用酶联免疫吸附法定量分析细胞碱性磷酸酶活性；茜素红染色及
ｖｏｎＫｏｓｓａ染色分析矿化能力。结果　链脲佐菌素成功诱导制备糖尿病大鼠模型。与对照组比较，实验组ＢＭＳＣｓ
增殖和抗凋亡能力降低，细胞成骨相关基因表达下降，细胞碱性磷酸酶活性显著降低，细胞成骨分化能力减弱

（Ｐ＜０．０１）。结论　糖尿病大鼠来源的ＢＭＳＣｓ体外增殖、抗凋亡作用减弱，成骨分化能力显著下降。
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　　随着人口老龄化的进程，糖尿病在临床上越来
越多见。糖尿病引起的代谢紊乱可直接对心、肾等

多个器官造成损害，其中对骨代谢的影响近年受到

重视［１］。然而，糖尿病继发性骨质疏松症的具体机

制尚不清楚。骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍｅｓｅｎｃｈｙ
ｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）是骨髓中除造血干细胞以
外的另一种重要的成体干细胞，参与构成造血微环

境，ＢＭＳＣｓ可以向成骨细胞定向分化，促进骨的形
成，在维持骨量的相对稳定方面起着重要作用，其数

量或活性的改变直接导致骨质疏松或骨硬化的发

生［２］。近期研究发现，糖尿病患者骨髓造血干细胞

有不同程度的损害［３］，而成骨细胞数量减少和功能

降低与 ＢＭＳＣｓ成骨分化功能直接相关。因此，为
了确定糖尿病体内环境对 ＢＭＳＣｓ成骨分化能力的
影响，本研究通过观察糖尿病骨质疏松模型大鼠

ＢＭＳＣｓ的增殖、抗凋亡和成骨分化能力等生物学特
性，分析糖尿病对骨代谢影响的细胞病理学机制，为

了解糖尿病骨质疏松发病机制提供新的证据。

１　材料与方法

１．１　实验动物　４０只健康 ６周龄雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌｅｙ大鼠（清洁级），体质量１９０～２４５ｇ，购自山
东大学实验动物中心。

１．２　主要试剂及仪器设备　高糖 ＤＭＥＭ（美国
ＧＩＢＣＯ公司），ＦＢＳ（美国 ＧＩＢＣＯ公司），β甘油磷
酸钠（美国Ｓｉｇｍａ公司），地塞米松（美国 Ｓｉｇｍａ公
司），抗坏血酸（美国Ｓｉｇｍａ公司），ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ染
色试剂盒（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＣＣＫ８和 ＡＬＰ定
量试剂盒购于碧云天生物试剂公司；荧光定量 ＰＣＲ
试剂盒 ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥＸＴａｑＴＭ（ＤＲＲ４２０Ａ，日本
Ｔａｋａｒａ公司）。细胞孵箱（德国Ｈｅｒａｅｕｓ公司），流式
细胞仪 （美国 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司）；奥林巴斯倒
置光学显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；ＡＢＩ７５００荧
光ＰＣＲ仪。
１．３　方法
１．３．１　糖尿病大鼠模型建立　将所选动物随机分为
实验组（２０只）和对照组（２０只）。所有动物均在
２４～２８℃、通风良好的相同条件下饲养，自由摄水，普
通饲料喂养；实验组参照 Ｍａｎｎａ等［４］报道的方法制

作糖尿病大鼠模型，具体方法如下：将链脲佐菌素

（６５ｍｇ／ｋｇ，溶于５ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲液，ｐＨ４．５）一
次性腹腔内注射。分别于链脲佐菌素处理后的第１、２
和３周截尾取血，用罗氏试纸测禁食１２ｈ后的血糖，
选择３次血糖都高于１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ者纳入实验组［４］。

实验组大鼠不用胰岛素控制血糖，并继续喂养１０周。
１．３．２　大鼠 ＢＭＳＣｓ分离培养　将符合糖尿病特
征的１４只大鼠在链脲佐菌素处理后的第 １０周和
２０只正常ＳＤ大鼠分别在无菌条件下取其股骨，剪
去长骨两端，１ｍＬ注射器吸取完全培养基冲洗骨髓
腔，收集骨髓混悬液，巴氏吸管反复吹打，接种于培

养瓶，加入５ｍＬ完全培养基（含Ｌ谷氨酰胺的高糖
ＤＭＥＭ补充１５％ ＦＢＳ及５０μｇ／ｍＬ青 －链霉素双
抗），培养条件为３７℃、５％ ＣＯ２，１ｄ后首次换液，以
后每 ２天换液 １次。待细胞生长、铺满瓶底约
８０％，０．２５％胰蛋白酶ＥＤＴＡ消化贴壁细胞，以１∶３
比例传代培养，取第２代细胞分别检测细胞增殖能
力、凋亡率和矿化能力。

１．３．３　生长曲线测定　取生长良好的第 ２代
ＢＭＳＣｓ，消化收集并制成细胞悬液，将两组未分化
的培养细胞消化、离心、重悬、计数后，按照细胞浓度

１×１０３个／孔接种于 ９６孔细胞培养板。分别于培
养后第１、２、３、５、７、１０、１４天时 ＣＣＫ８法测定细胞
活力。具体操作如下：每孔加入 １０μＬＣＣＫ８溶
液，在细胞培养箱内继续孵育１ｈ，在４５０ｎｍ测定吸
光度，使用６５０ｎｍ作为参考波长进行双波长测定。
实验重复３次，绘制生长曲线。
１．３．４　ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ染色法检测细胞凋亡率　将
实验组和对照组来源的ＢＭＳＣｓ分别分为３个亚组，
血清组、血清剥夺组和０．３％过氧化氢组，处理２４ｈ
后检测凋亡率。检测方法如下：各组细胞经相应处

理后，加入０．２５％不含ＥＤＴＡ的胰蛋白酶０．８ｍＬ消
化，约２ｍｉｎ后于倒置显微镜下见细胞稍收缩、间隙
增大，加入２ｍＬ１０％胎牛血清混匀以中和胰蛋白酶
的活性，用吸管轻轻吹打细胞，吸回到１５ｍＬ离心管
中，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，加入细胞缓冲液
（ＢｕｆｆｅｒＡ）１００μＬ（１ｍＬＢｕｆｆｅｒＡ＋４ｍＬ双蒸水），
立即加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶ和１μＬＰＩ（１００ｎｇ／ｍＬ），
避光下３７℃孵育１５ｍｉｎ，再加入 ＢｕｆｆｅｒＡ４００μＬ，
制成１０６个／ｍＬ细胞悬液。
１．３．５　ＡＬＰ活性测定　经成骨诱导培养后第０、１４
和２８天收集两组细胞，制成２．５×１０６个／ｍＬ细胞悬
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液，以１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，加入６００μＬ
０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００细胞裂解液，４℃冰箱中放置
１２ｈ，吸管反复吹打裂解液，倒置相差显微镜下观察
ＢＭＳＣｓ结构全部破坏后，按 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书
检测细胞中ＡＬＰ活性。
１．３．６　ＲＴＰＣＲ检测 ＣＯＬＩ、Ｒｕｎｘ２和 ＯＣＮ的
ｍＲＮＡ表达水平　成骨诱导培养４周后，取两组细
胞ＰＢＳ液冲洗，Ｔｒｉｚｏｌ细胞裂解液抽提总ｍＲＮＡ，使
用特异性引物将ｍＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡ（引物序列
见表１），然后以 ＳｙｂｒＧｒｅｅｎ染料作为荧光标记物，
按ＰＣＲ试剂盒说明书在冰上配制 ＰＣＲ反应液，适
当混匀后在ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ荧光实时定量 ＰＣＲ仪上进
行ＰＣＲ反应（ＡＢＩＰＲＩＳＭ ７５００），反应程序如下：
９５℃３０ｓ→９５℃５ｓ、６０℃３４ｓ（２℃／ｓ），４５个循环
→９５℃ １５ｓ、６０℃ ６０ｓ、９５℃ １５ｓ。以正常培养细
胞制作外在标准曲线，反应结束后确认荧光定量

ＰＣＲ的扩增曲线和融解曲线，以目的基因与 βａｃｔｉｎ
基因表达水平进行相对定量分析。

表１　ＲＴＰＣＲ引物序列

目的

基因
　　　　　序列（５′３′） 产物长

度（ｂｐ） 基因编号

Ｒｕｎｘ２ Ｒ：ＣＣＧＡＧＡＴＧＧＡＣＴＧＣＴＧＡＡＣＣＴＧ １３７ ＮＭ＿０５３４７０

Ｆ：ＣＡＧＣＣＧＡＧＧＣＡＡＧＧＧＡＣＴＴ

ＣＯＬＩ Ｒ：ＴＣＣＴＧＣＣＧＡＴＧＴＣＧＣＴＡＴ ３８３ ＮＭ＿０５３３０４．１

Ｆ：ＡＧＡＴＴＧＧＧＡＴＧＧＡＧＧＧＡＧＴＴ

ＯＣＮ Ｒ：ＡＧＣＧＡＣＴＣＴＧＡＧＴＣＴＧＡＣＡＡＡ ２２１ ＮＭ＿０１３４１４．１

Ｆ：ＡＡＣＧＧＴＧＧＴＧＣＣＡＴＡＧＡＴＧＣＧ

βａｃｔｉｎ Ｒ：ＣＣＴＧＴＡＣＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴＧＣ ３０８ ＮＭ＿０１７００８

Ｆ：ＡＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡＴＣＣ

１．３．７　ｖｏｎＫｏｓｓａ染色法和茜素红染色评价细胞矿
化能力　将 ＢＭＳＣｓ以１．５×１０６个／孔接种于６孔
板，并加入成骨诱导液（５０μｇ／ｍＬ抗坏血酸，
１０ｍｍｏｌ／Ｌβ磷酸甘油，１０ｎｍｏｌ／Ｌ地塞米松），成骨
诱导培养２８ｄ后分别比较实验组和对照组细胞成骨
分化能力。ｖｏｎＫｏｓｓａ染色法具体如下：ＰＢＳ磷酸缓
冲液冲洗培养细胞２次，甲醛磷酸缓冲液室温下固定
１０ｍｉｎ，流水冲洗；加入２％硝酸银溶液，强光照射
２０ｍｉｎ，再次流水冲洗；加入５％五水硫代硫酸钠溶
液，放置３ｍｉｎ后，再次流水冲洗。光镜镜检、计数各
组矿化阳性细胞数目。茜素红染色如下：用１０％的
中性甲醛在室温固定细胞１０ｍｉｎ。吸弃固定液，在６
孔板中每孔加入８００μＬ１％茜素红的染色工作液，于
室温染色１０ｍｉｎ，吸弃染色液，ＰＢＳ漂洗１５ｍｉｎ，３７℃
温箱中过夜烘干。光镜镜检、计数各组矿化阳性细

胞。所有图片均通过奥林巴斯倒置光学显微镜拍摄

获得，图像分析软件采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ５．１软件包。
１．４　统计学处理　所有数据来源于３次独立的重复
实验，数据统计使用 ＳＡＳ５．１软件，数据以 珋ｘ±ｓ表
示，采用方差分析比较组间各时间点的差异，ｔ检验比
较同一时间点上两组间的差异，Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２　结　果

２．１　糖尿病模型建立　实验组２只大鼠死亡，对照组
处理前血糖为（３．９±０．６）ｍｍｏｌ／Ｌ，注射生理盐水后血
糖为（４．５±０．８）ｍｍｏｌ／Ｌ，差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。实验组在链脲佐菌素处理前血糖为（４．２±
０．５）ｍｍｏｌ／Ｌ，２周后血糖为（１１．５±２．５）ｍｍｏｌ／Ｌ，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。实验组１８只存活的大
鼠中１４只３次血糖均高于１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ，符合实验
要求。

２．２　细胞形态学观察及细胞鉴定　原代 ＢＭＳＣｓ
经完全培养基培养１ｄ后贴壁，呈圆形或多角形，集
落形成能力低于对照组；经传代后 ＢＭＳＣｓ细胞数
量明显增多，呈漩涡状排列；７ｄ后细胞９０％以上汇
合，细胞边界不清，汇合成片，呈纺锤形，见图１。对
第２代ＢＭＳＣｓ的表面抗原进行流式细胞术的检测，
发现 ＣＤ４５阳性率为 ０．１％，而 ＣＤ９０阳性率为
９８％，符合实验要求。

图１　实验组和对照组ＢＭＳＣｓ形态学观察（×５０）
Ａ：实验组来源的原代ＢＭＳＣｓ形成的细胞集落较正常
小；Ｂ：经传代后实验组的细胞呈扁平和不规则形态，
并且一部分细胞变圆、脱落。

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆＢＭＳＣｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ（×５０）
Ａ：Ｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｃｏｌｏｎｙｕｎｉｔｓｗｅｒｅ
ｍｕｃｈｓｍａｌｌｅｒｔｈａｎｔｈｅｉｒｃｏｎｔｒｏｌｃｏｕｎｔｅｒｐａｒｔｓ；Ｂ：Ａｆｔｅｒ
ｔｈｅｙｗｅｒｅｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅｄｔｏｔｈｅｓｅｃｏｎｄｐａｓｓａｇｅ，ｄｉａｂｅｔｉｃ
ＢＭＳＣｓｓｈｏｗｅｄｉｒｒｅｇｕｌａｒａｎｄｆｌａｔｓｈａｐｅａｎｄａｐａｒｔｏｆ
ｔｈｅｍｔｕｒｎｅｄｉｎｔｏｒｏｕｎｄｓｈａｐｅａｎｄｂｅｇａｎｔｏｓｈｅｄｏｆｆ．



　１０　　　 山　东　大　学　学　报　（医　学　版） ５１卷８期　

２．３　ＢＭＳＣｓ的细胞增殖能力　取第２代细胞测定
增殖能力，两组 ＢＭＳＣｓ数量均随培养时间延长而
增加，传代后的ＢＭＳＣｓ潜伏期为１～２ｄ，指数生长
期为３～５ｄ，７ｄ后进入平台期，１０ｄ后生长速度逐
渐缓慢。２～３ｄ对照组 ＢＭＳＣｓ增殖能力强于实验
组，但差异无统计学意义；５～１０ｄ对照组ＢＭＳＣｓ增
殖能力明显强于实验组，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），见图２。

图２　ＣＣＫ８测定第２代 ＢＭＳＣｓ增殖能力。在第５、７、１０
天，实验组细胞增殖能力明显低于对照组。Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１ｖｓ对照组。

Ｆｉｇ．２　ＢＭＳＣｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＣＣＫ８．Ｏｎ
ｄａｙｓ５，７ａｎｄ１０，ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅａｂｉｌｉｔｙｏｆＢＭＳＣｓ
ｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｓｃｏｍ
ｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１
ｖｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

２．４　ＢＭＳＣｓ的细胞凋亡率　正常培养条件下，对
照组和实验组的细胞凋亡率均较低（＜３％），两组
无统计学差异。用０．３％过氧化氢和血清剥夺模拟
体内氧化应激损伤，诱导细胞凋亡，在血清剥夺２４ｈ
后，对照组细胞的凋亡率为（９．０±３．０）％，实验组
为（１６．０±３．５）％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
在０．３％过氧化氢处理２４ｈ后，对照组细胞的凋亡
率为（１５．０±４．０）％，实验组为（２６．０±５．５）％，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图３。
２．５　成骨基因表达和ＡＬＰ活性　经成骨诱导培养
２８ｄ后，实验组 ＢＭＳＣｓ的 ＣＯＬＩ、ＯＣＮ和 Ｒｕｎｘ２
的表达量只有正常组的３５．０％、２２．０％和５８．０％，
与对照组之间存在统计学差异，见图４Ａ；在成骨诱
导前（第０ｄ），ＡＬＰ活性在实验组与对照组之间无统
计学差异，但是经成骨诱导培养后第１４天和２８天，
ＡＬＰ活性分别只有对照组的 ５０．０％和３０．０％，见
图４Ｂ。
２．６　ＢＭＳＣｓ矿化能力　对照组和实验组 ＢＭＳＣｓ
经成骨诱导培养 １４ｄ后，细胞呈集落状生长，ｖｏｎ
Ｋｏｓｓａ染色呈团状并向四周放射，形成钙结节，经茜
素红染色后放射状团样中心呈橘红色，但是两组之

间的钙结节均较少且差异不明显；在成骨诱导培养

２８ｄ后观察到大片矿化结节，但实验组钙结节较对
照组分布稀疏，镜下计数并进行半定量分析发现差

异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图５。

图３　流式细胞分析仪检测凋亡率（ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ法）
Ａ：流式细胞仪检测典型图片；Ｂ：细胞分别在正常血
清、血清剥夺和０．３％过氧化氢条件下培养，比较两组
细胞凋亡率。Ｐ＜０．０５ｖｓ对照组。

Ｆｉｇ．３　Ａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｕｓｉｎｇｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅ
ｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓ（ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩｓｔａｉｎｉｎｇ）
Ａ：Ｔｙｐｉｃａｌｐｉｃｔｕｒｅｓｏｕｔｐｕｔｂｙａｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｅｒ；Ｂ：
Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎｃｉｄｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉ
ｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｕｎｄｅｒｓｅｒｕｍｓｕｐ
ｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ，ｓｅｒｕｍｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎａｎｄ０．３％ ｈｙｄｒｏｇｅｎ
ｐｅｒｏｘｉｄｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ．Ｐ＜０．０５ｖｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．
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图４　ＥＬＩＳＡ法检测碱性磷酸酶活性和ＲＴＰＣＲ分析ＣＯＬＩ、ＯＣＮ、Ｒｕｎｘ２ｍＲＮＡ表达量
Ａ：成骨诱导２８ｄ后，实验组的成骨相关基因ＣＯＬＩ、ＯＣＮ和Ｒｕｎｘ２表达明显低于对照组；
Ｂ：成骨诱导培养１４、２８ｄ后，实验组ＡＬＰ活性低于对照组。Ｐ＜０．０５ｖｓ对照组。

Ｆｉｇ．４　ＡＬＰａｃｔｉｖｉｔｙｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＥＬＩＳＡａｎｄｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＣＯＬＩ，ＯＣＮａｎｄＲｕｎｘ２ａｎａｌｙｚｅｄ
ｂｙＲＴＰＣＲ
Ａ：Ａｆｔｅｒ２８ｄａｙｏｓｔｅｏｉｎｄｕｃｔｉｖｅｃｕｌｔｕｒｅ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＣＯＬＩ，ＯＣＮａｎｄＲｕｎｘ２ｍＲＮＡ
ｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ａｆｔｅｒ
ｏｓｔｅｏｉｎｄｕｃｔｉｖｅｃｕｌｔｕｒｅｆｏｒ１４ａｎｄ２８ｄａｙｓ，ＡＬＰａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０５ｖｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图５　两组大鼠ＢＭＳＣｓ经成骨分化后染色结果（×５０）
Ａ：成骨诱导４周后，ｖｏｎＫｏｓｓａ染色和茜素红染色检测矿化结节；Ｂ、Ｃ：分别为钙染色阳性细胞
数占总细胞数的相对比率，结果显示实验组矿化结节数量显著下降。Ｐ＜０．０５ｖｓ对照组。

Ｆｉｇ．５　ＭｉｎｅｒａｌｉｚｅｄｎｏｄｕｌｅｓｄｅｖｅｌｏｐｅｄｆｒｏｍＢＭＳＣｓｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ（×５０）
Ａ：ＭｉｎｅｒａｌｉｚｅｄｎｏｄｕｌｅｓｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｂｙｖｏｎＫｏｓｓａｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄＡｌｉｚａｒｉｎｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇ４ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒ
ｏｓｔｅｏｉｎｄｕｃｔｉｖｅｃｕｌｔｕｒｅ；ＢａｎｄＣ：Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄｎｏｄｕｌｅｓｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｔｈｅｐｒｏｐｏｒ
ｔｉｏｎｏｆｃａｌｃｉｆｉｅｄｎｏｄｕｌｅｓｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃａｌｃｉｆｉｅｄｎｏｄｕｌｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎ
ｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０５ｖｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

３　讨　论

糖尿病患者常常伴有骨量下降和骨微结构改

变，１型和 ２型糖尿病患者的骨折风险均明显增
加［５］。由于２型糖尿病自身发病机制的复杂性和
差异性，其骨量表现为减少、正常甚至增加［６］，然而

在１型糖尿病中常常伴有普遍且严重的骨量下
降［７］。目前认为与糖尿病继发性骨质疏松症有关

的因素主要有以下几个方面：高血糖可引起渗透性

利尿，使钙和磷排泄增加［８］；在高糖环境下，糖基

化终末产物生成增加，抑制了成骨细胞分化，导致成

骨细胞数量减少和活性降低［９］；糖尿病导致性激素

水平异常［１０］。虽然糖尿病引起内环境改变和激素

分泌的异常，直接影响了骨代谢，但是糖尿病继发性

骨质疏松的具体机制仍未阐明。一般而言，大剂量

链脲佐菌素导致胰岛β细胞坏死，３～７ｄ后出现持
续的高血糖，２８～４２ｄ后出现明显的肝肾功能损害，
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４２～５６ｄ后出现明显的骨质疏松［１１］，因此该研究

中，选择在模型建立１０周后提取原代ＢＭＳＣｓ，进一
步研究糖尿病来源 ＢＭＳＣｓ的增殖和分化特点，推
断糖尿病性骨质疏松的发病机制。

本研究发现，在细胞培养第 ５～１０天，实验组
ＢＭＳＣｓ增殖能力显著低于对照组，与金培峰等［１２］

发现糖尿病导致ＢＭＳＣｓ增殖能力减弱的研究结果
一致。然而后期两组细胞之间差异并不明显，这可

能与后期细胞密度较高、增殖受到限制有关。

糖尿病导致体内的氧自由基水平上升，加重细

胞的氧化应激损伤［１３］，而血清剥夺［１４］和过氧化

氢［１５］是诱导氧化应激损伤的常用方法，因此，为进

一步观察细胞对氧化应激损害抵抗能力，分别应用

以上两种方法处理细胞后检测凋亡率。结果显示，

在血清剥夺和 ０．３％过氧化氢诱导下，实验组
ＢＭＳＣｓ的抗凋亡能力明显下降。该研究结果提示，糖
尿病导致的骨质疏松不仅与体内异常分泌的激素相

关，而且与ＢＭＳＣｓ抗氧化应激损伤能力下降有关。
ＣＯＬＩ是成骨细胞合成的主要细胞外基质；

ＯＣＮ的主要功能是维持骨的正常矿化速率，促进骨
组织矿物质沉积和正常钙化过程。Ｒｕｎｘ２是间充
质干细胞向成骨细胞分化的特异性转录调节因子，

它能调节成骨细胞增殖和分化。因此，ＣＯＬＩ、ＯＣＮ
和Ｒｕｎｘ２是反映成骨活性的三个关键基因［１６１７］。

本研究发现，经成骨诱导培养２８ｄ后，实验组和对
照组ＢＭＳＣｓ的成骨相关基因表达增高，但是实验
组ＢＭＳＣｓ的成骨相关基因表达水平较对照组低，
矿化能力也显著低于对照组。李良等［１６］也发现，去

卵巢骨质疏松模型 ＢＭＳＣｓ的成骨能力显著下降。
以上研究结果提示，骨质疏松的发生发展与 ＢＭＳＣｓ
成骨分化能力不足相关。

参考文献：

［１］ＶｅｓｔｅｒｇａａｒｄＰ．Ｄｉｓｃｒｅｐａｎｃｉｅｓｉｎｂｏｎｅｍｉｎｅｒａｌｄｅｎｓｉｔｙａｎｄ
ｆｒａｃｔｕｒｅｒｉｓｋｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｔｙｐｅ１ａｎｄｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓ—ａ
ｍｅｔａａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＯｓｔｅｏｐｏｒｏｓＩｎｔ，２００７，１８（４）：４２７
４４４．

［２］ＧｉｍｂｌｅＪＭ，ＮｕｔｔａｌｌＭＥ．Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎａｄｉ
ｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅａｎｄｂｏｎｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ［Ｊ］．ＣｌｉｎＢｉｏｃｈｅｍ，
２０１２，４５（１２）：８７４８７９．

［３］ＦａｄｉｎｉＧＰ，ＡｌｂｉｅｒｏＭ，ＶｉｇｉｌｉｄｅＫｒｅｕｔｚｅｎｂｅｒｇＳ，ｅｔａｌ．
Ｄｉａｂｅｔｅｓｉｍｐａｉｒｓｓｔｅｍｃｅｌｌａｎｄｐｒｏａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｃｅｌｌｍｏｂｉｌｉ
ｚａｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｓ［Ｊ］．ＤｉａｂｅｔｅｓＣａｒｅ，２０１３，３６（４）：９４３
９４９．

［４］ＭａｎｎａＰ，ＪａｉｎＳＫ．Ｄｅｃｒｅａｓｅｄｈｅｐａｔｉｃｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉ
ｔｏｌ３，４，５ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ（ＰＩＰ３）ｌｅｖｅｌｓａｎｄｉｍｐａｉｒｅｄｇｌｕ

ｃｏｓｅｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓｉｎｔｙｐｅ１ａｎｄｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｓ［Ｊ］．
ＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌＢｉｏｃｈｅｍ，２０１２，３０（６）：１３６３１３７０．

［５］ＨｏｆｂａｕｅｒＬＣ，ＢｒｕｅｃｋＣＣ，ＳｉｎｇｈＳＫ，ｅｔａｌ．Ｏｓｔｅｏｐｏｒｏ
ｓｉｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ［Ｊ］．ＪＢｏｎｅＭｉｎｅｒ
Ｒｅｓ，２００７，２２（９）：１３１７１３２８．

［６］ＲａｋｅｌＡ，ＳｈｅｅｈｙＯ，ＲａｈｍｅＥ，ｅｔａｌ．Ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓａ
ｍｏｎｇｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｔｙｐｅ１ａｎｄｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓ［Ｊ］．Ｄｉａｂｅ
ｔｅｓＭｅｔａｂ，２００８，３４（３）：１９３２０５．

［７］ＡｎａｆｏｒｏｇｌｕＩ，ＮａｒＤｅｍｉｒｅｒＡ，ＢａｓｃｉｌＴｕｔｕｎｃｕＮ，ｅｔａｌ．
Ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅｏｆｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓａｎｄｆａｃｔｏｒｓａｆｆｅｃｔｉｎｇｂｏｎｅｍｉｎ
ｅｒａｌｄｅｎｓｉｔｙａｍｏｎｇｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌＴｕｒｋｉｓｈｗｏｍｅｎｗｉｔｈ
ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓ［Ｊ］．ＪＤｉａｂｅｔｅｓＣｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，２００９，２３
（１）：１２１７．

［８］ＭｃＮａｉｒＰ，ＭａｄｓｂａｄＳ，ＣｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎＭ Ｓ，ｅｔａｌ．Ｂｏｎｅ
ｍｉｎｅｒａｌｌｏｓｓｉｎｉｎｓｕｌｉｎｔｒｅａｔｅｄｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ：ｓｔｕｄｉｅｓｏｎ
ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＡｃｔａＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌ（Ｃｏｐｅｎｈ），１９７９，９０
（３）：４６３４７２．

［９］ＴａｋａｇｉＭ，ＫａｓａｙａｍａＳ，ＹａｍａｍｏｔｏＴ，ｅｔａｌ．Ａｄｖａｎｃｅｄ
ｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｂｙｈｕｍａｎｂｏｎｅｄｅｒｉｖｅｄｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＢｏｎｅＭｉｎｅｒＲｅｓ，
１９９７，１２（３）：４３９４４６．

［１０］ＫａｎａｂｒｏｃｋｉＥＬ，ＨｅｒｍｉｄａＲＣ，ＷｒｉｇｈｔＭ，ｅｔａｌ．Ｃｉｒｃａ
ｄｉａｎｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆｓｅｒｕｍｌｅｐｔｉｎｉｎｈｅａｌｔｈｙａｎｄｄｉａｂｅｔｉｃｍｅｎ
［Ｊ］．ＣｈｒｏｎｏｂｉｏｌＩｎｔ，２００１，１８（２）：２７３２８３．

［１１］ＨｏｒｃａｊａｄａＭｏｌｔｅｎｉＭＮ，ＣｈａｎｔｅｒａｎｎｅＢ，ＬｅｂｅｃｑｕｅＰ，ｅｔ
ａｌ．Ａｍｙｌｉｎａｎｄｂｏｎｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎｉｎ
ｄｕｃｅｄｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｓ［Ｊ］．ＪＢｏｎｅＭｉｎｅｒＲｅｓ，２００１，１６
（５）：９５８９６５．

［１２］金培峰，张浩，郑亮承，等．糖尿病大鼠来源骨髓间充
质干细胞体外培养观察及其生物学特性［Ｊ］．温州医学
院学报，２０１０，４０（１）：１５．

［１３］ＳａｉｔｏＭ．Ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓａｎｄｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ．Ｂｏｎｅｑｕａｌｉ
ｔｙｉｎｄｉａｂｅｔｅｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｌｃｉｕｍ，２０１２，２２（９）：１３２３
１３３２．

［１４］ＣｈａｒｌｅｓＩ，ＫｈａｌｙｆａＡ，ＫｕｍａｒＤＭ，ｅｔａｌ．Ｓｅｒｕｍｄｅｐｒｉ
ｖａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｓａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｄｅａｔｈｏｆｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｒａｔｒｅｔｉ
ｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌｓｖｉａｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓ
［Ｊ］．ＩｎｖｅｓｔＯｐｈｔｈａｌｍｏｌＶｉｓＳｃｉ，２００５，４６（４）：１３３０
１３３８．

［１５］孙慧环，刘福强，龚蕾，等．骨髓间充质干细胞对
ＩＮＳ１细胞凋亡的影响［Ｊ］．山东大学学报：医学版，
２０１１，４９（５）：６１０．

［１６］李良，李冬菊，吴江，等．骨髓间充质干细胞在去卵巢
大鼠骨质疏松发病机理中潜在的作用［Ｊ］．生物医学
工程学杂志，２００６，２３（１）：１２９１３５．

［１７］ＡｂｄａｌｌａｈＢＭ，ＫａｓｓｅｍＭ．Ｎｅｗｆａｃｔｏｒｓｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇｔｈｅ
ｂａｌａｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄ ａｄｉｐｏｇｅｎｅｓｉｓ
［Ｊ］．Ｂｏｎｅ，２０１２，５０（２）：５４０５４５．

（编辑：周英智）


