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吡格列酮对正常MC3T3一E1成骨细胞增殖、

凋亡以及功能蛋白表达的影响
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摘要：目的探讨不同浓度吡格列酮(PIO)对正常糖浓度培养下MC3T3-E1小鼠早期成骨细胞增殖、

凋亡及功能蛋白分泌表达的影响。方法体外培养MC3T3．E1细胞，分为正常对照组、不同浓度PIO

干预组(5斗mol／L、10斗moVL、20恤moVL、40斗mol／L)，分别干预24、48 h。CCK一8检测细胞增殖，流式

细胞仪检测细胞凋亡率，RIA法和ELISA法分别检测相关功能蛋白骨钙素(OCN)、碱性磷酸酶

(ALP)，RT．PCR检测过氧化物酶体增殖物激活受体1(PPAR．y)、成骨因子runt相关基因2(Runx2)及

骨形成蛋白-2(BMP．2)mRNA表达水平。结果 (1)与对照组比较，MC3T3-E1细胞增殖能力在5

恤mol／L PIO干预组增加显著(P<0．05)、在PIO大于5仙moL／L一10恤moVL干预组则降低(P<

0．05)。干预时间由24 h延长至48 h，各组细胞增殖能力呈不同程度增加，但在20、40斗moL／L PIO干

预的两组增加无统计学差别。(2)对照组及各PIO浓度干预干预24 h，细胞凋亡率分别为：1．97％、

0．43％、13．0％、48．30％、81．00％；(3)随着PIO浓度从0—40“moL／L范围内的增加，MC3T3-El细胞

的PPAR_y mRNA表达水平呈增加趋势(户<0．05)；Runx2 mRNA表达量在5肛moL／L PIO浓度组时较

对照组增加，在剂量较高时(PIO≥10斗moL／L)随浓度升高表达下降。(4)细胞功能蛋白ALP、OCN的

分泌及BMP-2的表达在5斗moL／L PIO浓度组时最高，PIO≥10斗mo∥L时，上述蛋白量逐渐下降(P<

0．05)；随干预时间从24—48 h延长，各PlO浓度干预组ALP以及BMP一2量增加(P<0．05)，而OCN

无显著改变(P>0．05)。结论PIO对正常糖浓度培养的MC3T3-El细胞具有双向作用：低浓度促进

细胞增殖，高浓度则促进凋亡。PPART适当激活可促使成骨细胞通过Runx2增加功能蛋白的合成；

过度激活，则表现出细胞毒性。
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detected using semi·quantitative RT·PCR．Results (1)Compared tO the control group，cell proliferation

was promoted in PIO 5 pmoVL group(P<0．05)．In cultures administered with PIO concentration higher

than 5-10恤moVL，cell proliferation WaS decreased signifieantly compared to that in control group(P<

0．05)．Extending the interfering time from 24 h to 48 h，cell proliferation in each group increased in a

certain extent；however the increase was not statistically significant in 20 and 40恤moL／L PIO groups．(2)

In cultures of control and PIO groups exposed for 24 h，the apoptotic rates were 1．97％，0．43％，13．0％，

48．30％．and 81．00％，respectively．(3)In cultures with PIO concentration from 0 to 40斗moVL，PPART

mRNA expression levels of the cell showed a dose-dependent increase(P<0．05)．Runx2 mRNA expression

increased in PIO 5斗moL／L group．but it decreased in groups with PIO doses higher than 10 Izmol／L．(4)

The secretions of ALP。OCN，and the expression of BMP-2 were the highest in PIO 5 p．mol／L group．Those

were decreased dose—dependently when PIO concentrations were more than 10斗moVL(P<0．05)．

Expressions of ALP and BMP·2 increased in each group when the exposing time extended from 24 to 48 h(P

<0．05)，but the expression of OCN did not change(JP>0．05)．Conclusion PIO had a biphasic effect

on mouse preosteoblastic cell MC3T3-El exposed to nornqa]glucose．Low concentrations of PIO promoted cell

proliferation，while high concentrations of PIO stimulated cell apoptosis．Appropriate activation of PPAR'y

could stimulate cells to increase functional protein synthesis by increasing Runx2．Over activation of PPAR^，

showed cellular toxicity．

Key words：Pioglitazone；Peroxisome proliferator-activated receptor gamma；Osteogenie factor runt related

gene 2；Osteocalcin；Bone morphogenetic protein-2

噻唑烷二酮类药物(TZDs)是过氧化物酶体增

殖物激活受体1(PPARl)的人工合成配体，已广泛

用作2型糖尿病的基础用药及全程用药。随着对

TZDs研究的不断深入，其独立于降糖作用之外的多

效性受到医学界的广泛关注，除在糖尿病领域应用

外，还被试用于代谢综合症、肿瘤、心血管疾病、肾脏

疾病、多囊卵巢综合症等⋯。此外若干临床试验也

支持其应用于糖调节受损(IGR)的患者¨1。近年来

多项研究表明糖尿病高糖状态下，应用TZDs对骨

存在不利的影响，但TZDs对正常糖代谢亦或IGR

的人群是否有类似的骨骼抑制作用或有别于此，目

前仍少见报道。为此本研究采用不同浓度吡格列酮

(PIO)干预正常糖浓度(5．6斗mol／L)培养下的

MC3T3-E1小鼠早期成骨细胞，分别从细胞增殖、凋

亡、相关功能蛋白分泌及表达等方面观察PIO在正

常糖浓度下对成骨细胞的影响，并初步探讨其可能

的机制，以期对TZDs的I临床用药提供进一步的参

考。

1材料和方法

1．1细胞和试剂

小鼠早期成骨细胞株MC3T3．E1购自上海拜力

生物科技有限公司，低糖DMEM培养基(LDMEM)

购自美国Gibco公司，胎牛血清购自美国Hyclone公

司，流式An玎exinV—FITC／PI凋亡试剂盒购自BestBio

上海公司，碱性磷酸酶酶联免疫分析试剂盒(ALP

ELISA)购于美国R&D公司，骨钙素放免试剂盒

(OCN RIA)购于北京原子高科股份有限公司(批内

CV<10％；批间CV<15％)，半定量逆转录．聚合酶

链反应试剂盒(RT—PCR)购自天根生化科技北京有

限公司，Cell Counting Kit-8试剂盒(CCK．8)和BCA

蛋白定量试剂盒均购自碧云天生物技术研究所，吡

格列酮原粉由江苏德源药业有限公司提供(批号

23070201)。

1．2实验方法

1．2．1 细胞培养及实验分组：MC3T3．E1细胞培养

于含10％胎牛血清的LDMEM培养液中，当细胞进

入对数生长期时进行药物干预。根据PIO干预浓度

的不同将实验分为正常对照组、5斗mol／L PIO干预

组、10 p．moVL PIO干预组、20斗mol／L PIO干预组及

40 Ixmol／L PIO干预组，共五组，干预24、48 h。

1．2．2 CCK．8检测细胞增殖活性：取对数生长期

的MC3T3．E1细胞，按3×104个／tL接种于96孔培

养板。培养24 h，按上述实验分组分别加入相应浓

度PIO的培养液，分别培养24 h和48 h。最后每孔

加入10仙L CCK一8，孵育3 h，于450 am波长下测定

各孔光密度值(OD值)。

1．2．3流式细胞仪检测细胞凋亡率：取对数生长

期的MC3T3．El细胞，按3×105个接种于培养瓶

中，培养24 h。将细胞随机分为上述实验组，用含不

同浓度PIO的培养液干预24 h后收集细胞悬液，

PBS洗细胞两次，1000 r／min离心10 rain，最后剩余
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100恤L重新悬浮细胞。按试剂盒说明加入

AnnexinV和PI，流式细胞仪进行凋亡率定量检测。

1．2．4细胞OCN和ALP分泌的检测：接种于6孔

板的细胞培养至对数生长期，加入相应浓度PIO的

LDMEM培养液，干预24、48 h，收集上清液于EP

管，4℃，1000 r／min离心5 min，取上清液一20℃储

存备检。分别采用RIA法检测OCN和ELISA法检

测ALP的分泌情况，具体步骤参照说明书进行。所

得的功能蛋白分泌结果用ALP、OCN浓度与细胞蛋

白总量之比(ALP／PRO、OCN／PRO)表示。

1．2．5 RNA和蛋白质的分离：上述细胞完成上清

液的收集后，按Trizol法分离纯化蛋白质和RNA。

纯化的蛋白质按BCA蛋白定量试剂盒说明书检测

其总浓度。

1．2．6 RT．PCR检测PPAR、／、Runx2、BMP-2的表

达：引物委托Invitrogen上海公司设计合成，按RT

说明书将mRNA逆转录为eDNA后进行PCR扩增

反应。

引物序列如下：

B．actin 上游： 5’一TGGACTTCGAGCAAGAGA

TGG-3
7，

下游：5’-ATCTCCTTCTGCATCCTGTCG-3’，289

bp；

PPARl上游：5’一GCCCAGGCTTGCTGAACGTG

AAG．3’

下游：5 7-CACGTGCTCTGTGACGATCTGCC-3’，

147 bp；

Runx2上游：5’-CCGCACGACAACCGCACCAT一

3’，

下游：5’．CGCTCCGGCCCACAAATCTC一3’，289

bp；

BMP一2上游：5’．AGTTCTGTCCCCAGTGACGAG

rn’．3’．

下游：5’．GTACAACATGGAGAT TGCGCTGAG一

3’，708 bp。

反应条件如下：

B．actin：94。C 5 min，94℃60 s，60℃30 s，72c|C

45 8，30cycles，720C 7 rain；

PPAR'y：94。C 5 min，94℃60 s，58℃30 s，72℃

45 s，36cycles，72℃7 rain；

Runx2：94℃5 min，94℃30 s，60℃30 s，72℃

30 s，32cycles，72。C 7 rain；

BMP-2：94。C 5 min，94℃60 s，620C 45 s，72℃

45 8，36cycles，72"C 7 rain；

PCR产物在1％琼脂糖凝胶上电泳，图像扫描

仪行灰度扫描，实验结果以各组PPAR、／、Runx2、

BMP．2 mRNA与B．actin mRNA的灰度比值表示

mRNA的相对表达量。

1．3统计学处理

实验数据以均数±标准差(面±s)表示。应用

SPSS 17．0统计软件进行单因素方差分析，P<0．05

为差异有统计学意义。

2 结果

2．1细胞形态学观察

正常MC3T3．El细胞形态伸展呈长梭形或多角

形，有集落样分布，分布不均匀；细胞间胞突相互连

接，无明显的极性，细胞核圆，高倍镜下可见。PIO

干预浓度在5和10 pmol／L时，细胞形态并未见明

显变化，而浓度从20一40 Izmol／L，细胞逐渐出现变

异，且随干预时间的延长，这种趋势越明显。出现细

胞突起变钝、变圆，细胞贴壁能力减退，细胞间连接

汇合减少，胞浆内颗粒增多，核浓缩，有细胞脱壁漂

浮。

2．2吡格列酮对MC3T3-E1细胞增殖的影响

在相同干预时间点，5 I．tmoL／L PIO干预组细胞

增殖能力高于对照组(P<0．05)，而在PIO大于5

Izmol／L各组中，除干预48 h的10¨,moL／L干预组

外，均低于对照组(P<0．05)。在相同浓度PIO干

预组，随时间由24 h延长至48 h，各组细胞增殖能

力呈不同程度增加，但在高浓度PIO的两组(20、40

Izmol／L)增加趋势无统计学差别(P=0．100和

0．457)，见图1。

2．3吡格列酮对MC3T3-E1细胞凋亡的影响

与对照组相比，干预24 hPIO各组，细胞凋亡率

在5¨moL／L浓度时低于对照组，但两者无统计学差

别(P=0．09)；而浓度从10 p．mol／L逐渐增加，各组

细胞凋亡率均较对照组增加，差别有统计学意义(P

<0．05)，且细胞凋亡率随着药物浓度的增加呈上

升趋势。

2．4吡格列酮对MC3T3．E1细胞相关转录因子

PPARl和Runx2 mRNA表达的影响

干预24 h和48 h后，随着PIO浓度从0—40

IzmoL／L范围内增加，MC3T3一E1细胞的PPAR．1t

mRNA表达水平呈增加趋势，但与对照组相比，5

“mol／L组并无统计学差别(P值分别为0．708和

O．“8)；而Runx2 mRNA表达量在5恤moL／L组时增

加，在剂量较高时(PIO≥10 I山moL／L)随浓度升高表
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图l PIO的干预浓度和时间对MC3T3．El细胞增殖能力的影响

注：在相同干预时间点．与对照组比较，‘P<O．05；与5 ixmol／LPIO组比较．。P<O．05；与10 p．moL／LPIO组比较，‘

P<O．05；与20 p．mol／L PIO组比较。6P<O．05。在相同干预浓度，与不相同干预时间点比较。+P<O．05

表1 不同浓度吡格列酮干预24 h细胞的凋亡率％(i 4-s)

组别 例数 凋产率％

注：干预24 h，与对照组比较，’P<0．05；与5 p,mol／L PIO组比

较，’P<0．05；与10 p,mol／L PIO组比较。。P<0．05；与20 ixmol／L

PIO组比较，6P<0．05

达下降，见图2、3。

2．5吡格列酮对MC3T3．El细胞功能蛋白分泌表

达的影响

随着PIO浓度从0～40 IxmoL／L范围内增加，细

胞功能蛋白ALP、OCN、BMP-2的分泌表达量呈先增

加后下降的趋势，且在5 p．moL／L组时最高，PlO剂

量≥10 p．mol／L时，上述蛋白分泌表达量逐渐下降

(P<0．05)；随干预时间从24—48 h延长，各组ALP

以及BMP-2含量增加(P<0．05)，而OCN仅在5

p．mol／L组有略微差别(P=0．034)，而其余各组中

均无显著性改变(P>0．05)。见表2。

图2 PIO十预24和48小时PPARl／mRNA电泳图

注：A、B、C、D、E分别为对照组、5、lO、20和40 Izmol／L PIO干预组细胞内参B—actin；与PPAR'y；Marker从上到下依次是600 bp、500

bp、400 bp、300 bp、200 bp、100 bp)

图3 PIO干预24和48小时Runx2 mRNA电泳图

注：F,C、H、I、J分别为对照组、5、10、20和40 gmoL／L PIO干预组细胞Runx2；Fl、Gl、HI、Il、J1分别为对照组、5、10、20和40 p．mol／

L PIO干预组细胞内参B·actin；Marker同上)

万方数据
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裹2 PIO对OCN、ALP分泌及BMP-2 mRNA表达的影响(i±s)

对照组 16．42±0．753 15．95 s0．611 3．74±0．155 4．01 sO．091’0．55±0．029 0．70±0．016’

5 ttmoL／L PIO组 17．47 s0．894’ 16．59±0．573+4．02 s0．178’4．29 sO．134’◆0．60 s0．029‘0．72±0．022◆

10 tLmol／LPIO组 15．81 s0．586’ 15．48 s0，910’ 3．64：tO．187。 3．86 sO．072‘’。0．27±0．012‘’0．46 sO．033’。◆

20 p．moL／LPlO组 14．04 4-0．675‘’‘ 13．79±0．522’’☆ 3．33±0．121‘’4 3．56 s0．083‘’。◆0．16±O．019。’。0．40 4-0．032’‘‘◆

40 p．mol／LPIO组 12．92 s0．866’。。6 13．03 sO．679“。6 3．22 s0．118“6 3．44 s0．104‘‘。+0．08 s0．014‘“0．14 s0．015‘’。6’

注：在相同干预时间点，与对照组比较，‘P(O．05；与5 p,mol／L PIO组比较．’P<0．05；与10 ixmol／L PIO组比较，。P<0．05；与20 pmol／L

PIO组比较，6P<0．05。在相同干预浓度，与干预24 h组比较。’P<O．05

3讨论

TZDs类药物是过氧化物酶体增殖物激活受体

1(PPAR、／)的人工合成配体，该类药物与PPAR、／核

受体结合，并激活其活性，调控与胰岛素效应有关的

多种基因的转录，目前广泛用于治疗以胰岛素抵抗

为主的2型糖尿病。TZDs通过激活PPAR_y对骨骼

产生的作用是近年来研究热点。临床试验、动物及

细胞实验研究均报道了高糖状态下，应用TZDs对

骨骼存在不利的影响，能抑制骨髓间充质干细胞向

成骨细胞分化，抑制骨形成，诱导成骨细胞凋亡，损

伤成骨细胞正常功能，导致骨量丢失和骨折风险增

加[3-5]。近年来，随着TZDs在其他非糖尿病领域的

应用，有学者发现在正常糖浓度下，TZDs对骨的影

响并未如高糖环境一样，而是依赖剂量和种类的不

同对骨表现出不同的效应¨⋯。有研究显示环格列

酮、曲格列酮、奈格列酮等干预成骨细胞后，对其功

能的影响呈现一种先促进后抑制的趋势，但对于临

床常用的TzD8一吡格列酮(PIO)，是否有类似影

响，目前尚未见相关报道。

本研究显示：PIO干预浓度在5和10恤moL／L

时，MC3r13一E1细胞形态未见明显变化，并能随干预

时间的延长，细胞增殖力升高；而浓度从20一40

仙mol／L，细胞逐渐出现变异，且细胞增殖力不随干

预时间的延长而有所增加。PIO在5斗moL／L时促

进细胞增殖并对细胞凋亡产生一定抑制作用，同时

促进成骨标志物一骨形成蛋白2(BMP-2)的表达，

相应的功能蛋白骨钙素(OCN)、碱性磷酸酶(ALP)

分泌亦增强；而在浓度大于5“moL／L，特别是在20、

40“mol／L两组则明显抑制细胞的增殖能力，促进

细胞的凋亡，相关蛋白合成减少，表现出对成骨细胞

功能的抑制作用。这种对蛋白分泌表达的低剂量促

进，高剂量抑制的双向作用，其机制可能为：①正常

成骨细胞能表达多种信号蛋白，PIO激活PPARl的

同时还可能活化ROS、ERK、GSH、PPARa等多种复

杂的信号通路"川，它们与成骨细胞的增殖、凋亡及

功能密切相关。如PPARct，已经证实其特异性激动

剂非诺贝特等在用于正常糖代谢小鼠或人的降脂过

程时具有一定的促成骨细胞增殖及增加骨密度的作

用‘Ill。这些具有相反作用信号的激活强弱，决定了

该药物具有双向性作用的可能；②PPARv与成骨特

异性转录因子Runx2之间存在交互作用，而这种作

用影响着成骨细胞的功能¨2。。在正常糖代谢时，成

骨细胞能行使正常功能，小剂量TZDs适度激活

PPAR^y，可以刺激正常细胞代偿性增加Runx2的表

达量，从而实现短时间内的刺激作用；而高浓度药物

可能超过这种自身负反馈调节范围，损害成骨细胞

的正常功能，表现出毒性作用。本实验通过对

PPAR．y和Runx2检测结果支持这种推测。

本研究结果还发现：随干预时间的延长，细胞数

量有不同程度的增加，然而OCN却无显著性改变。

可能机制是OCN是成骨细胞晚期成熟的标志性蛋

白¨’131，随药物干预时间的延长，虽然增殖的细胞增

加了，但存在分化成熟障碍，故细胞晚期蛋白并未呈

增加趋势。ALP和BMP-2属于早期表达产物，并不

存在这种影响，其表达量随时间延长、细胞数量增加

呈上升趋势。

近年来流行病学调查显示糖尿病本身就是骨质

疏松的危险因素，在糖尿病人群中骨质疏松呈“隐

匿性流行”。在我们的系列研究中发现，高糖浓度

(22．5 mmol／L)培养的成骨细胞，PIO在2．5 pLmol／

L时即表现出对细胞的抑制(另文报道)。Barnett

等研究也证实，高糖环境下较低浓度的TZDs即可

对骨产生不利的影响，其与糖毒性具有协同作

用[1 41。但TZDs对骨细胞的抑制作用与高糖毒性作

用相比，孰重孰轻，目前医学界亦尚无统一的论断。
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令人可喜的是本研究显示低浓度PIO对正常糖环境

的成骨细胞并未表现出功能抑制，相反呈一定促进

作用，这一现象是否意味着在正常糖代谢乃至轻微

高血糖如IGR伴胰岛素抵抗的个体，选择合适剂量

的该类药物是具有一定安全性的?

目前TZDs对成骨细胞潜在的双向作用，其确

切机制有待进一步完善。同时由于人体内多种激素

和内环境的错综复杂，尚需继续这方面相关的基础

与临床研究加以证实，以期为将来的临床合理用药，

避免骨质疏松症的发生提供更多有说服力的依据。
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