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摘要：目的 观察不同糖浓度下吡格列酮对大鼠骨髓间充质干细胞（819: &:;:90<*&’) ;=:& 0:));，
>?@A;）向脂肪细胞分化的影响，探讨葡萄糖和吡格列酮对骨代谢的影响。方法 采用体外细胞培养
技术自大鼠股骨和胫骨中分离 >?@A;进行纯化，培养，扩增，在诱导成脂培养基（地塞米松、"5异丁基5
,5甲基黄嘌呤（B>?C）、胰岛素）中诱导 >?@A;分化为脂肪细胞，实验分为高糖组（葡萄糖浓度为 D#
&&1)EF）及正糖组（葡萄糖浓度为 $D &&1)EF），两组分别用不同浓度的吡格列酮（#，#/,，,!GE&)）干预
分化过程各 $,天，油红 H（H() 2:I H）染色鉴定分化后的脂肪细胞，光镜下观察橙红色脂滴沉着的细胞
比例。实时荧光定量 JA2测定脂肪细胞特异性标志 FJF，JJ42"&2K4的表达。结果 诱导分化培
养 $,天后，油红 H染色结果显示随糖浓度增加脂肪细胞数量增多，JA2结果显示 LMN KA组比 KM N
KA组 FJF，JJ42"&2K4表达分别增加 ,/!#倍（! O #/#D）和 ,/."倍（! O #/#D），在两种糖浓度下，分别
加入吡格列酮后脂肪细胞分化均显著增加，数量明显增多，体积明显增大。与 KM N KA组相比，KM N
FJ组 FJF和 JJ42"&2K4表达分别增加 ,/!"倍（! O #/#D）和 ,/D#倍（! O #/#D），KM N LJ组 &2K4
水平增加更明显，达 $/!,倍（! O #/#D）和 $/,6倍（! O #/#D），LM N LJ组和 LM N FJ与 LM N KA组相
比，LMN FJ组和 LMN LJ组 FJF和 JJ42"&2K4表达递增。结论 高糖会促进 >?@A;向脂肪细胞
分化，可能为糖尿病性骨质疏松形成的重要机制。吡格列酮有显著增加 >?@A;向脂肪细胞方向分化
的作用，且随药物剂量的增加，其诱导成脂分化的效应越明显。吡格列酮可能通过诱导 >?@A;向脂
肪细胞分化增多而向成骨细胞分化减少从而导致成骨作用减弱，这可能是吡格列酮致骨质疏松的重

要机制。
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CDEF年 G.%$(")3(%"等［C］在实验中发现了骨髓中
存在除造血细胞以外的一类骨髓间充质干细胞

（:!"( 0()("-*90#+ )3(0 -(++)，5678)），5678)具备自
我增值能力及多向分化潜能，能在特定诱导条件下

分化为包括成骨细胞，软骨细胞，脂肪细胞等在内的

多种细胞。大量研究表明骨髓间充质干细胞向脂肪

细胞和成骨细胞的分化之间存在密切的互反关系，

即当 5678)脂肪分化增加时，成骨分化则减少，反
之亦然［H］。骨髓脂肪细胞的增加与导致骨质疏松症

的条件密切相关，在增龄［I］、绝经［J］、代谢性异常等

导致的骨量减少或骨质疏松症中，骨体积的减少总

是伴随骨髓脂肪成分的增加。骨髓脂肪细胞增多可

能是骨质减少的原因之一。在临床和动物实验中，

糖尿病引起的高血糖症会导致骨量减少和骨质疏松

症的产生，但是具体机制尚不完全清楚。

噻唑烷二酮类药物（K*%#>!+%$%"($%!"()，KLA)）作
为一种胰岛素增敏剂被广泛用于治疗 H 型糖尿
病［M］，其疗效已得到广泛认可，但长期使用除导致水

肿，贫血，体重增加以外，另一重要副作用———骨质

疏松及骨质疏松性骨折的发生率增加已日益受到重

视。KLA) 是通过激活核转录因子过氧化物酶体增
殖物激活受体（",-+(#. 3.#")-.%&3%!" 4#-3!. &(.!/%)!0(<
&.!+%4(.#3!.<#-3%;#3($ .(-(&3!.，==@N!）起作用的，==@N

!是脂肪细胞形成的重要转录因子也是脂肪细胞的
特异性表达标记［E］。KLA)的副作用是否也与 ==@N

!有关不得而知。在本研究中，我们以高糖和 KLA)
的代表药物之一吡格列酮分别干预 5678) 的脂肪
分化过程以探讨糖尿病和 KLA)所致的骨质疏松的
潜在机制。

/ 材料和方法

/0/ 材料
/0/0/ 实验动物：健康 O%)3#.大鼠，雌雄不拘，体重
CHP Q CMP ’，由同济医学院试验动物中心提供。
/0/01 试剂和药品：R<A6S6（TU58B），胎牛血清
（TU58B），青霉素，链霉素，重组人胰岛素（V!;!

V!.$%)W 公司），地塞米松（7UT6@公司），I<异丙基<C<
甲基黄嘌呤（7UT6@公司），吡格列酮原药（由中美华
东制药有限公司提供），油红<B（7UT6@公司）。
/01 方法
/010/ 细胞培养：无菌条件下取出大鼠胫骨和股骨
中骨髓细胞，贴壁法分离并纯化其中的 5678)，接种
于 MP 0R 含基本培养基（R<A6S6，CPXG57，CPP ,Y0+
青霉素，CPP ,’Y0+链霉素）的培养瓶中，置于 IZ [，
饱和湿度，MX 8BH 孵箱培养，HJ *后首次换液，以

后每 H天换液 C次。传 J代后形态一致的 5678)细
胞培养接近融合时换成脂肪细胞诱导培养基（于基

本培养基中加 P\M 00!+YR U56]，C 00!+YR 地塞米
松，CP 0’Y0+胰岛素），并按不同的糖浓度分为正常
糖浓度组（"!.0#+ ’+,-!)( 即 HM 00!+YR）（根据大量文
献关于成脂培养条件的研究最佳脂肪分化的糖浓度

为 HM00!+YR［Z］）和高糖组（*%’* ’+,-!)(，即 MP 00!+YR）
组，每个糖浓度组又按照吡格列酮干预的不同分为

未加 药 物 组（ -!"3.!+），P\C "’Y0+ 组（ +!? $!)(
&%!’+%3#>!"(），C"’Y0+组（*%’* $!)( &%!’+%3#>!"）分别培
养，即#VT ^ V8；$VT ^ R=；%VT ^ 2=；&2T ^
V8；’2T ^ R=；(2T ^ 2=。每 H天换液 C次，共培
养 HC天，另按上述分组，取 CPJ Y孔细胞接种于留有
预先消毒处理的盖玻片的六孔板中，同样的方法诱

导成脂。

/0101 油红<B染色：油红<B 干粉 P\J ’ 加入到 CP
0+异丙醇（分析纯）中，密封，置于 IZ [水浴加温，
使其充分溶解，干液与三蒸水以 I _ H 比例混合，混
匀后过滤，取滤液作为新鲜染液，此染色液 H * 内
使用。取细胞爬片用 =57 冲洗 I次，用滤纸吸去多
余水份，CPX中性甲醛固定 CP 0%"；油红<B染液中
浸染 CP 0%"，染色时需加盖，EPX异丙醇洗去多余
染液，三蒸水冲洗 I次；6#9(. 氏苏木素复染 M Q CP
0%"，CX盐酸稍分化，三蒸水漂洗 CP 0%"，倒置显微
镜下观察并拍照记录。

/0102 实时定量 =8N测定 R=R和 ==@N!0NV@的
表达：各组细胞经 HC 天诱导分化后，用 K.%>!+ 溶液
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!!"#$%糖浓度对 &’()*分化为成骨细胞的影响，表
明高糖通过诱导细胞凋亡，减少成骨细胞 +,-的合
成，抑制 &’()*向成骨细胞分化［./］。有人指出高糖
及高渗透压状态可以抑制成骨细胞分化的晚期标记

如骨钙素，并增加脂肪细胞分化的标记如 00-1!2，
使得骨髓中成骨细胞的晚期成熟和其功能受到抑

制，成骨细胞数目降低，而骨髓中含致密脂质的脂肪

细胞增多［.2］。可见，高糖对骨骼产生不利影响的原

因可能是高糖通过调节骨髓中 &’()* 向脂肪细胞
和成骨细胞分化的转录因子，增强 00-1!的表达，
使得 &’()*向脂肪细胞分化增多，因为 &’()*成骨
分化和成脂分化的互反原理，增强成脂分化的结果

必然抑制骨钙素的表达，抑制成骨分化，使得成骨细

胞减少，骨矿含量降低以至骨质疏松的发生。通过

我们的这项研究结果可以解释在糖尿病患者，尤其

是血糖未获控制的糖尿病患者出现骨矿含量降低明

显，以及可能发生骨质疏松和骨折危险性增加的原

因。

噻唑烷二酮类是一种通过激活核转录因子过氧

化物酶增殖活化受体 00-1!来提高胰岛素敏感性
的有效治疗 2型糖尿病药物［.3］。但 45+* 的长期使
用会导致诸如水肿，贫血，体重增加等在内的有重要

临床意义的副作用［.3］，除此之外，45+*对骨骼的影
响也倍受关注，16"789等［.:］报道了用罗格列酮处理
的小鼠模型出现骨丢失。也有学者发现瑞士

;<=*><?小鼠用罗格列酮处理 2@天后出现骨丢失及
骨髓脂肪细胞的增多，成骨细胞和破骨细胞之比下

降和骨形成率的降低［.A］。同时一项由 ::: 名糖尿
病患者参与的临床实验也证实在年老的女性患者中

发现显著的骨丢失［.@］。噻唑烷二酮类药物的药理

作用主要通过活化 00-1!实现的，那么 45+*对骨
骼系统的影响是否也与 00-1!有关呢？
一个关于 /B/ 个携带 00-1!变异基因的日本

绝经期妇女的调查发现这些妇女显示有中度的骨密

度减低［.C］天然存在和人工合成的 00-1!激动剂阻
碍小鼠骨形成［2B］，另外，00-1!杂合缺失小鼠能够
增强成骨分化并导致骨量增加［2.］。此外，体外实验

中 00-1!单倍缺失（00-1!D $ E）促进成骨细胞分化，

进一步强烈支持 00-1!的抗成骨作用［22］。同 00-1
!在外周脂肪组织的作用相似，在骨髓中，00-1!
也起着启动成脂分化的作用［2F］。上述研究表明

00-1!在调节骨髓细胞的成脂和成骨分化方面起
到关键作用。有学者研究 GHFF$!2 细胞（用携带
00-1H!2基因的噬菌体转染骨髓间充质干细胞株

G-’(HFF 细胞即成为 GHFF$!2 细胞）的成骨和脂肪
形成受到 00-1!，特别是 00-1H!2亚型的控制［2/］，
当用罗格列酮激活 00-1!2以后，细胞分化由成骨
细胞系统转向脂肪细胞系统并不可逆的抑制成骨细

胞表型和成骨细胞特异性的基因表达［2/］。而 45+*
是人工合成的 00-1!配体激动剂，在我们的实验
中，以噻唑烷二酮的代表药物之一吡格列酮干预

&’()*的脂肪分化过程也发现了吡格列酮能显著促
进脂肪细胞的分化，使之分化率增加，脂肪细胞体积

变大，同时脂肪细胞的特异性标记 00-1!和 %0%
!1,-的水平增高，并与吡格列酮呈剂量依赖性关
系，与国外学者用罗格列酮处理动物实模型和细胞

株的结果相一致。而在我们的另一项研究中证实，

吡格列酮同时也能随剂量增加而加强对 &’()* 成
骨分化的抑制作用。因此从我们的实验中可以得出

以下结论：吡格列酮通过激活 00-1!使 &’()* 向
脂肪细胞分化增多，而根据上述脂肪细胞和而成骨

细胞分化的互反原理，增强成脂分化的同时会抑制

成骨分化，其结果导致骨髓腔中脂肪细胞的蓄积增

多，而成骨细胞数目减少，从而引起骨矿含量降低，

骨丢失明显以及骨质疏松的发生。

近来也有文献报道，00-1!的配体之一噻唑烷
乙酰胺配体 I;BBA2 抑制成骨细胞分化，但是并不
刺激成脂分化，而另一配体 CH羟基十八碳烯酸促进
成脂分化但并不影响成骨细胞分化［23］。另一种名

为 ’))H333的噻唑烷二酮类药物在诱导 GHFF$!2细
胞的成脂分化方面比罗格列酮的效力弱 .BB倍［2/］。
这些发现提示由于配体特性的不同，可能有不同的

途径来分别调节 00-1!的促成脂分化和抗成骨分
化作用。有学者应用 45+*拮抗剂 0-+IJ干预 +.
细胞株的脂肪分化发现其脂肪分化并未被 0-+IJ
所阻断［2:］，这可能与所用细胞株性质的差异以及拮

抗剂本身的性质差异有关。我们的实验结果以及上

述研究发现启示了未来研制开发保留胰岛素增敏作

用但对骨代谢无不良影响的新型药物的必要性。
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