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� � 摘要 � 目的:探讨梯度高糖对体外培养成骨细胞( osteoblast , OB)的影响。方法:采用胰蛋白酶� 型
胶原酶消化法从 1~ 2 日龄 SD大鼠颅盖骨中分离出 OB,倒置显微镜下及 HE 染色观察其形态, 碱性磷

酸酶( alkaline phosphatase, ALPase)染色法、钙化结节染色、Van�Gieson 染色鉴定细胞后用不同浓度的糖

溶液加入到成骨细胞培养体系中,作用不同时间,应用 MTT 比色法、ALPase含量测定、矿化结节形成量

等来检测其对成骨细胞增殖和成骨能力的影响。结果:不同浓度的糖溶液在 OB 培养 48 h 时具有明显

的促进增殖作用,但> 15 mmol/ L 的溶液在 72 h 时则呈抑制效应, 其中以 ! 15 mmol/ L的糖溶液在培养

早期有显著促进作用( P< 0� 05 或 P< 0�01) ,而在培养较长时也无明显抑制效应; ∀ 30 mmol/ L 的糖溶

液在 OB 培养 7 d 时显著抑制 ALPase的分泌( P < 0� 05) ; ∀10 mmol/ L 的糖溶液在培养 18 d 时对矿化

结节的形成也具有明显的延迟效应; < 10 mmol/ L的糖溶液对 OB 分泌 ALPase 及矿化结节形成无抑制

作用。结论 :高糖可影响 OB 增殖、分化与矿化能力, OB 增殖耐受的糖浓度为 ! 15 mmol/ L, OB 分化与

矿化过程耐受的糖浓度为< 10 mmol/ L。
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Abstract � Objective:To explore the effect of high gradient glucose on t he proliferation and differ entiation

of osteoblastic cells( OB) cultured in vitro .Methods:OB w as isolated from the skull of 1~ 2 day newly born SD

rats by means of T rypsin�collagenase digestion, and the osteoblasts w er e identified by morpholog ic analysis, V�

G collagen staining, ALPase staining, calcificat ion nod staining etc. Different concentrations of g lucose were

added to the cultured OB. The effects of glucose on the proliferation and differ entiation of osteoblasts was mon�

itor ed by MTT analysis, ALPase activit y analysis and formation of miner alized nodulus. Results:Different con�
centrations of glucose promoted the pro liferation of osteoblastic cells for 48 hours culture, but inhibited for 72

hour s when it w as beyond 15 mmol/ L. Among these different concentr ations g lucose, the glucose of less than

15 mmol/ L could promote osteoblastic cells prolifer at ion on the early per iod of cultivation ( P < 0� 01, P <

0�05) and has no suppression during a relative long time, and t he glucose o f more t han 30 mmol/ L inhibited

t he secret ion of ALPase for 7 days( P< 0�05) , and the g lucose of beyond 10 mmol/ L could delay formation of

mineralized cell nodulus for 18 days, below 10 mmol/ L glucoses did not inhibit the secretion of ALPase and

formation of mineralized nodulus.Conclusion:High gr adient glucose could influence on the pr oliferation, differ�

ent iat ion and mineralization of ost eoblastic cells. The tolerance concentrations of glucose were no more than

15 mmol/ L on the proliferation of OB, and the differentiation and mineralization of OB were below 10 mmol/ L.
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� � 长期高血糖状态是导致糖尿病性骨质疏松( dia� betetic osteoporosis, DOP) 的主要危险因素之一
[ 1]
。

对于 DOP 的发病机制国内外研究主要集中在高血

糖状态下的机体糖基化反应及其产物的影响方
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面[ 2] ,而对于高血糖直接对骨骼细胞谱系的影响, 国

外报道不同[ 3, 4]。本研究拟通过观察不同浓度糖溶

液条件下成骨细胞增殖、分化及矿化能力的变化, 以

揭示高血糖对骨代谢的影响,为进一步探讨 DOP 的

发病机制及其防治策略打下研究基础。

1 � 材料与方法
1�1 � 试剂 � 四甲基偶氮唑盐( MTT )购自 Sigma 公

司;新生牛血清( NCS)、��MEM 培养基、青�链霉素溶
液均购自 Hyclone( USA)公司; 分析纯葡萄糖购自上

海化学试剂公司; ALP 试剂盒购自南京建成生物有

限公司。

1�2 � 仪器 � 荧光倒置显微镜( # 70,日本 Olympus) ,

CO2 培养箱( GBB16,德国Hearas) ,酶标仪( ELX808,

美国 Bio�Tek) ,紫外分光光度计( DU650,德国 Beck�
man)。

1�3 � 梯度糖培养液的配制 � 分别配制成含 10%

NCS及糖 5、10、15、30、60 mmol/ L 的��MEM 溶液,

经 0�22 �m 的滤膜过滤除菌, 4 ∃ 保存备用。

1�4 � 成骨细胞的分离、培养与鉴定 � % 实验动物:

1~ 2日龄SD乳鼠 5只,购于福建医科大学实验动物

中心。& 颅骨成骨细胞的分离、培养:取 2只1~ 2日

龄SD乳鼠颅盖骨, 先以 0�25%胰酶溶液预消化, 再

用0�1%  型胶原酶溶液振荡消化, 制成细胞悬液,

接种于培养瓶置 37 ∃ 、5% CO2 培养箱中培养, 24 h

换液 1次,以后每 2~ 3 d换液 1次,细胞汇合后进行

消化传代。 ∋ 细胞爬片的制备: 将消化下的细胞悬

液接种于含有已消毒玻璃片的 6 孔培养板, 待细胞

汇合后取出, PBS 液洗涤, 固定液固定, - 20 ∃ 储存

备用。(成骨细胞的鉴定:倒置显微镜下及 HE染色

观察细胞的形态与生长情况; 组织化学对细胞爬片

分别进行 V�G胶原染色、ALPase 染色、矿化结节茜
素红染色。

1�5 � MTT 比色法测定 OB增殖功能 � 取 5~ 8代成

骨细胞, 2 ) 104/ ml的细胞密度接种于 96 孔培养板

经同步化后,分别加入不含糖(对照组)及含糖 5、10、

15、30、60 mmol/ L 的 10% NCS ��MEM 培养液,

0�1 ml/孔, 培养 48、72 h。培养结束前 4 h弃去原培

养液,用 PBS 液洗 3 次, 分别加入用 PBS 液配制的

5 mg / ml M TT, 20 �l/孔, 结束后弃去培养上清液, 加

入 DMSO, 100 �l/孔振荡 15 m in,待紫色结晶完全溶

解,在酶标仪上以波长 490 nm 测定各孔的 OD值。

1�6 � OB分泌 ALPase 的测定 � 分组同上, 于 24 孔

培养板培养 7 d 后取培养上清液 50 �l, 采用磷酸苯

二钠盐为底物,经 520 nm 波长比色,测 OD值, 换算

成 ALPase活性(金氏单位/ 100 m l)。

1�7 � OB矿化功能的测定 � 分组同上, 同步化后换

入含50 �g / ml维生素 C、10 mmol/ L  �甘油磷酸钠的
不含糖及含糖 5、10、15、30、60 mmol/ L 的 10% NCS

��MEM 培养液,隔天换液。培养 18 d后将培养基吸

出,用 PBS洗板 3次, 95%乙醇固定 10 m in, 0�1%茜
素红溶液染色 30 min,蒸馏水洗, 镜下计数矿化结节

数。

1�8 � 统计学处理 � 所得计量资料均采用  x ∗ s 表

示,应用 SPSS 11�0进行统计分析,多组之间比较先

采用 F 检验而后进行 q 检验, 以 P< 0�05为差异有
显著性意义。

2 � 结果

2�1 � 原代及传代 OB形态学观察 � 培养第 1天可见

细胞数量较多悬浮在培养液中, 呈圆形,核大而圆位

于胞体的一端; 24 h 后细胞全部贴壁, 胞体展开呈三

角形、多角形、棱形等,核呈卵圆形;对数生长期细胞

分裂相多见, 有较多的突起互相连接;细胞汇合时呈

铺石状,并可重叠生长。符合 OB的形态学特征。

2�2 � OB染色鉴定 � V�G 胶原染色可见红色的胶
原、蓝色的胞核、黄色的胞质; ALPase 染色可见胞内

的 ALPase 黑色团块, ALPase测定培养液有较高的

ALPase活性; 矿化结节茜素红染色可见矿化结节形

成。符合 OB的功能学特征。

2�3 � 梯度葡萄糖 ��MEM 培养液对 OB增殖功能的

影响 � 见表 1。

表 1� 不同浓度糖培养液对 OB增殖功能的影响(  x ∗ s , n = 6)

Tab. 1� The ef fect of diff erent concentration of glucose

on the prolif eration of osteoblastic cells

( OB) cultured in vitro(  x ∗ s , n = 6)

Groups 48 h 72 h

Concent rat ion of glucose( mmol/L )

5 0�389 0 ∗ 0�016 4 + + 0�549 3 ∗ 0�017 1

10 0�388 4 ∗ 0�019 5 + 0�526 5 ∗ 0�011 4

15 0�380 1 ∗ 0�012 9 , + 0�447 9 ∗ 0�011 8

30 0�345 8 ∗ 0�014 6 , − 0�336 8 ∗ 0�011 0 + + , , − −

60 0�337 0 ∗ 0�010 5 , − 0�276 3 ∗ 0�007 7 + + , , − −

Cont rol group 0�329 3 ∗ 0�013 7 , − 0�528 8 ∗ 0�015 2

Note: Compared with control group, + + P < 0�01, + P < 0�05; com pared

w ith 5 mmol /L group, , , P < 0�01, ,P < 0�05; compared w ith

10 mmol/ L group, − −P < 0�01, −P < 0�05

� � 表 1显示: 不同浓度的糖溶液在 OB 培养 48 h

和 72 h 时对其增殖效应具有显著性差异 ( F =

2�163, P< 0�05和 F= 10�484, P< 0�01)。在培养
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48 h时,与 5 mmol/ L 相比较, 15、30、60 mmol/ L 及

正常对照组均有显著性差异 ( P < 0�05 ) ; 与
10 mmol/ L相比较, 30、60 mmol/ L 及正常对照组均

有显著性差异 ( P < 0�05 )。在培养 72 h 时, 与

5 mmol/ L或10 mmol/ L相比较, 30、60 mmol/ L 及正

常对照组均有非常显著性差异( P< 0�01)。
2�4 � 梯度糖 ��MEM 培养液对 OB 分泌 ALPase 的

影响 � 见表 2。

表 2 � 不同浓度的糖溶液对 OB分泌 ALPase的

影响(  x ∗ s , n= 6)

Tab. 2 � The effect of different concentration glucose on the

secretion of ALPase of osteoblastic cells( OB)

cultured in vitro(  x ∗ s, n= 6)

� Groups OD value( king unit /100 ml)

Concent rat ion( mmol/ L)

� � � � � � � 5 2�626 9 ∗ 0�062 8 + −

� � � � � � � 10 2�140 5 ∗ 0�050 7 ,

� � � � � � � 15 1�950 9 ∗ 0�015 6 ,

� � � � � � � 30 1�711 0 ∗ 0�072 9 + , −

� � � � � � � 60 1�300 6 ∗ 0�085 4 + + , , − −

Cont rol group 2�438 2 ∗ 0�237 0

Note:Compared w ith cont rol group, + + P < 0�01, + P < 0�05; compared

w ith 5 mmol/ L group, , , P < 0�01、,P < 0�05; compared with

10 mmol/ L group, − −P < 0�01, −P< 0�05

� � 表 2显示: 不同浓度的糖溶液在 OB培养 7 d时

对其分泌 ALPase 作用具有显著性差异( F= 9�486,
P< 0�01)。与 5 mmol/ L 相 比 较, 10、15、30、

60 mmol/ L 组均有显著性差异 ( P < 0�05 ) ; 与
10 mmol/ L相比较, 30、60 mmol/ L 及正常对照组均

有显著性差异( P< 0�05)。
2�5 � 梯度糖��MEM 培养液对 OB 矿化功能的影响

� 经过18 d的培养,对照组及5 mmol/ L 糖溶液组可

形成圆形矿化结节,呈橘红色, 边界清晰。而大于等

于 10 mmol/ L 浓度的糖培养液均不能按时形成矿化

结节。

3 � 讨论

OB是体内骨形成的主要细胞, 糖尿病时 OB 功

能的减退是糖尿病性骨质疏松症发病的重要机制之

一。体外培养 OB 的生物学性状类似于体内成骨细

胞的表型,体内组织液中的糖浓度相当于体外培养

体系中培养基的糖终浓度。但究竟 OB 在体外培养

过程中细胞各种功能可以耐受的糖浓度为多少? 什

么样的糖浓度不影响 OB 生物学效应的发挥? 糖尿

病患者的血糖该控制在什么范围才不影响 OB的功

能,即不影响骨质量,以往的研究并未见报道。我们

的研究发现: 只有 ! 15 mmol/ L 的糖溶液在培养早

期有显著促进增殖作用, 而在培养较长时也无明显

抑制效应。分化和矿化功能是 OB 的重要特性,

ALPase是一种较为肯定的 OB分化的早期指标,是衡

量多种细胞向 OB方向分化的一个重要标志;矿化是

细胞进一步分化成熟的功能表现。在我们的研究

中,小于 10 mmol/ L 的糖溶液对 OB 分泌 ALPase及

矿化结节形成均无抑制作用。研究结果表明 OB增

殖耐受的糖浓度为 ! 15 mmol/ L , OB 分化与矿化功

能耐受的糖浓度为< 10 mmol/ L。从 OB 的整体效

应而言, 小于 10 mmol/ L 浓度的糖溶液即本研究中

的 5 mmol/ L不仅对 OB 增殖和分化能力, 而且对其

矿化成骨能力都无抑制影响, 这提示在临床上应尽

量将糖尿病患者的血糖水平控制在 10�0 mmol/ L 以

下(接近于 5 mmol/ L) , 才有可能控制或延缓糖尿病

骨骼并发症的发生。

已有研究证实: 高浓度的葡萄糖对细胞膜的通

透性[ 5]、信号传导方面[ 6]具有重要影响; 同时, 高糖

本身引起细胞产生细胞因子的改变
[ 7]
在糖尿病发病

及其并发症中也有重要影响, 并且高糖还存在诱导

或加速细胞凋亡[ 8]以及胀亡等。这是否在高糖培养

的骨系细胞变化及 DOP 发病中也呈同样机制, 有待

于进一步进行研究。
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