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高糖及高糖波动对MG63细胞株氧化应激
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摘要：目的 研究波动性葡萄糖和恒定高葡萄糖对MG63细胞增殖、细胞周期及氧化应激的影响，探

讨波动性葡萄糖造成糖尿病性骨质疏松症可能的发病机制。方法 体外培养的人成骨肉瘤MG63细

胞株，随机分为正常对照NG组(葡萄糖浓度为5．5mmol／L)，恒定高葡萄糖HG组(含葡萄糖

33．3mmol／L)，波动性葡萄糖FG组(5．5／33．3mmol／L)，共作用24h。MTT比色分析法测定细胞增殖，

流式细胞仪检测细胞周期及凋亡率。取MG63细胞培养上清液，以黄嘌呤氧化酶法测定超氧化物歧

化酶(SOD)活性，以硫代巴比妥酸为底物检测丙二醛(MDA)含量。结果 (1)高糖及高糖波动可抑

制MG63细胞的增殖，与高糖组相比，高糖波动组的抑制效应更加明显。(2)高糖及高糖波动可阻滞

MG63细胞周期，使c1期细胞比例增加，s期比例减少，诱导细胞凋亡。高糖波动组作用更加明显。

(3)高糖作用下MG63细胞SOD活性降低(P<0．05)，MDA水平升高(P<0．．05)，高糖波动组更加明

显。结论 波动性葡萄糖可加重高糖环境下MG63细胞的氧化应激状态，抑制成骨细胞增殖，阻滞其

细胞周期，诱导细胞凋亡。此可能是糖尿病性骨质疏松症的一个重要的发病机制。
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Abstract：Objective To observe the effects of glucose and high glucose fluctuation on proliferation，cell

cycle，apoptosis，and oxidative stress by MG63 cells，and to study the role of non—physiological

concentration of glucose in the pathogenesis of diabetic osteoporosis．Methods MG63 cells were incubated

for 24h in the presence of 5．5 mmol／L glucose(NG)，33．3 mmol／L glucose(HG)，and high glucose

(5．5／33．3mmol／L)fluctuation(FG)，respectively．The proliferation of MG63 cells was examined with

MTT colorimetric analysis．The cell cycle and apoptotic rate of the cells were determined with flow

cytometry．The activity of SOD in the supernatant was measured with xanthine oxidase method and the

content of MDA was detected with thiobarbituric acid substrate．Results 1)Both high glucose and high

glucose fluctuation inhibited MG63 cell proliferation，and the effect in high glucose fluctuation group was

significantly higher than in high glucose group(P<0．05)．2)Both high glucose and high glucose

fluctuation blocked cell cycle，increased the percentage of G1 phase，decreased the percentage of S phase，

and induced apoptosis．The effect in high glucose fluctuation group was obviously stronger than that in high

glucose group(P<0．05)．3)High glucose decreased the activity of SOD(P<0．05)and increased the

content of MDA(P<0．05)．Compared with those in HG group，the activity of SOD decreased and the

content of MDA increased significantly in high glucose fluctuation group．Conclusion High glucose

fluctuation not only inhibits the proliferation but also blocks cell cycle，induces apoptosis，and aggravates

oxidative stress in MG63 cells，which may be one of the key pathogenic factors in diabetic osteoporosis．
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高血糖是糖尿病的主要特征，糖尿病慢性并发

症主要通过长期持续性高血糖和血糖波动¨4o两种

方式实现，而其核心是氧化应激¨’4。。研究表明，高

糖波动可加重糖尿病患者血管内皮细胞的氧化应激

反应，从而导致大血管并发症”一1。糖尿病易并发

骨质疏松症已为公认，既往研究表明，高浓度葡萄糖

可通过抑制成骨细胞的增殖及影响其细胞周期参与

骨质疏松症的发生¨1。但高糖及高糖波动对成骨

细胞的氧化应激是否有影响，目前未见报道。我们

拟观察不同浓度葡萄糖及葡萄糖波动对MG63细胞

株增殖、细胞周期及氧化应激表达的影响，进一步探

讨糖尿病性骨质疏松症的发病机制。

1材料和方法

t．1材料

第106代MG63细胞株由中南大学湘雅二医院

代谢内分泌研究所惠赠；MEM培养液购自Sigma公

司；胎牛血清购自杭州四季青生物工程材料研究所；

牛血清白蛋白购自Gibco公司；超氧化物歧化酶

(SOD)、丙二醛(MDA)试剂盒购自南京建成生物工

程研究所。

1．2方法

1．2．1细胞培养：将第106代MG63细胞株，根据

实验要求接种于培养瓶或培养板(Nunc公司)中，用

含100 ml／L胎牛血清、50 mg／L维生素c的无酚红

MEM培养液，于37℃，50 ml／L CO，条件下培养，2d

换液1次。

1．2．2干预试验：细胞达50％～60％汇片后换含

0．1％牛血清白蛋白的无血清MEM培养液培养3h

后，随机分为：①正常对照NG组(葡萄糖浓度为

5．5mmol／L)；②恒定高葡萄糖HG组(含葡萄糖

33．3mmol／L)；③波动性葡萄糖FG组(葡萄糖浓度

为5．5mmol／L与葡萄糖浓度为33．3mmol／L两种条

件培养液，每8h更换一次)；NG组和FG组同样每

8h更换培养液，共作用24h。

1．2．3 MTT比色分析法：将细胞悬液(1×104／

m1)，每孔200斗1，每组设6个复孑L，接种在96孔培

养板。细胞生长24h后，吸去上清液，每孔加入

1mg／ml MTT lOOFd，37℃孵育2h，细胞内出现深蓝

色晶体后，终止培养，吸弃孔内上清液，每孔加人

100斗1 DMSO，4。C冰箱内过夜，使细胞内结晶体完全

溶解，直接于DG3022酶联免疫检测仪570nm波长

处比色，测定各孑L的光吸收值(A，，。值)，以该组复孑L

的平均值作为该组细胞的AⅢ值，并计算其生长抑

制率。细胞生长抑制率(IR)=(1一实验组A，，。值／

对照组A。值)×100％。

1．2．4流式细胞仪细胞周期及凋亡率检测：不同浓

度葡萄糖的MEM培养液培养24h后，消化、收集细

胞约100，PBS洗涤两次后快速加入4。C 1ml预冷的

流式细胞固定液(含70％无水酒精，1．5％牛血清，

28．5％PBS)，吹打混匀制成细胞悬液。加入PI染

液4℃染色30min。FCM测定细胞DNA含量，专用

软件进行细胞周期和凋亡分析。每组实验重复3

次，取平均值。

1．2．5细胞上清液SOD活性、MDA含量测定：细

胞在不同条件下培养24h后，取上清液200斗1。按

SOD试剂盒说明操作，用黄嘌呤氧化酶法测定SOD

活性，550nm处测定吸光度，计算SOD活性；按MDA

试剂盒说明操作，以硫代巴比妥酸为底物检测MDA

含量，532nm处测定吸光度，计算MDA含量。每组

实验重复3次，取平均值。

1．3统计学处理

用SPSSl3．0软件包统计分析。数据用面±s表

示，组间比较用单因素方差分析，组间两两比较用

LSD—t检验：。

2 结果

2．1不同浓度葡萄糖对MG63细胞形态的影响

倒置显微镜下可见，正常葡萄糖组MG63细胞

呈梭形、多角形，贴壁生长，细胞边界不清，伪足伸出

呈融合状态，部分区域出现重叠，细胞生长旺盛。稳

定性高糖组细胞伪足明显回缩，细胞逐渐变圆，细胞

间隙增大，脱壁。波动性高糖组细胞大部分呈脱壁

状，圆形，悬浮于培养基中，可见崩解坏死的细胞

(见图1)。

2．2不同浓度葡萄糖对MG63细胞增殖的影响

MTT比色结果显示，高浓度葡萄糖可抑制

MG63细胞的增殖。与正常葡萄糖组相比，稳定性

高糖组可明显抑制MG63细胞的增殖(P<0．05)，

并在波动性高糖组达到最大效应(P<0．05)。见

表1。
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③ ⑩

图l 不同浓度葡萄糖对不同浓度葡萄糖对MG63细胞的形态的影响

注：a正常葡麴糖组．h稳定性高糖组，c波动性高糖组

表l不同浓度葡萄糖对MG63细胞

增殖的影响(x±s。,rt=6)

注：8P<0．05．与NG组比较；“JP<0．05，与HG组比较

2．3不同浓度葡萄糖对MG63细胞周期的影响

高浓度葡萄糖可影响细胞周期，将细胞阻滞在

G1期，且凋亡细胞增多，凋亡率增加。波动性高糖

组细胞周期阻滞效应及诱导细胞凋亡作用更加明显

(P<0．05)。见表2。

表2小同浓度葡萄糖对MG63细胞周期

及捌亡率的影响(i 4-s，n=3)

注：。P<0．05，与NG组比较；”P<0．05，与HG组比较

2．4 高糖及高糖波动对MG63细胞上清液SOD活

性和MDA表达的影响

各组细胞培养24h后，与正常葡萄糖组相比，稳

定性高糖组SOD活性降低，MDA含量升高(P<

0．05)；波动性高糖组的SOD活性降低，MDA含量

升高更加明显。见表3。

表3 MG63细胞培养上清液SOD活性

和MDA含量(z±s，n=3)

注：‘P<O．05，与NG组比较6_P<0．05，与HG绢比较

3 讨论

研究表明，糖尿病慢性并发症的发生发展不仅

@

与整体血糖水平相关，而且与血糖的波动性密切相

关¨。』j。持续性高血糖引起糖尿病慢性并发症的

机制主要有：多元醇途径，己糖胺途径，蛋白激酶C

(proteinkinaseC，PKC)途径，晚期糖基化终末产物

(advancedglycationendproducts，AGE)途径”。J等o

Brownlee 3进一步提出了糖尿病并发症的统一机制

学说，其核心是由于高糖作用下线粒体呼吸链中氧

自南基生成过多和(或)抗氧化防御系统受损导致

氧化应激的结果。随着糖尿病病理生理机制的深入

研究及多项大型临床观察的开展，学者们开始关注

血糖波动对糖尿病慢性并发症的影响，发现HbAlc

接近的患者，血糖波动较大者发生慢性并发症的风

险大’“一1，可能的机制是：血糖波动大者其氧化应

激的相应产物浓度增加，氧化应激促进体内糖基化

终末产物和脂氧化终末产物的大量生成和蓄积，增

加了糖尿病慢性并发症的风险。超氧化物歧化酶

(superoxide dismutase，SOD)和丙二醛(malondial

dehyde，MDA)是反映机体氧化应激状态的常用指

标。SOD是体内重要的氧自南基清除剂，能保护细

胞免受损伤，其活力的高低间接反映机体清除氧自

由基的能力，SOD常被看做是机体抗氧化损伤防御

体系中的第一道防线。MDA作为氧自由基与生物

膜不饱和脂肪酸发生脂质过氧化反应的代谢产物，

其含量变化间接反映了组织中氧自由基含量及细胞

损伤的程度。

骨质疏松是糖尿病常见的并发症之一【2。”。3I，

表现为成骨细胞与破骨细胞分化及功能失衡，进而

导致全身骨量减少、易于发生骨折，其发病机制较为

复杂。近年来，骨质疏松与氧化应激的相关性受到

了广泛关注，但多限于血液中氧化应激水平与骨质

疏松的关系研究。¨4“，反映的是全身氧化应激状

态，有关骨组织、成骨细胞中的氧化应激水平与骨质

疏松的关系则较少报道。糖尿病可提高机体氧化应

激水平“I，但高糖及高糖波动对成骨细胞如何影

响，目前更少见报道。
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MG63细胞株是当前已公认的永生化成骨样细

胞系中的一种，具有成骨细胞的大部分特征，广泛应

用于基础研究及药效观察等¨3|。我们应用MTT比

色分析法和流式细胞术分别观察了葡萄糖及葡萄糖

波动对具有成骨细胞表型特征的MG63细胞增殖和

细胞周期表达的影响，发现高糖能降低MG63细胞

的增殖能力，将细胞阻滞在G1期，并诱导细胞凋

亡。而葡萄糖波动对细胞的增殖抑制和细胞周期的

阻滞及细胞凋亡的诱导作用更加明显。

慢性高糖状态下，细胞可以通过改变某些代谢

状态或者进行调节性反馈来部分拮抗葡萄糖毒性作

用，有学者称其为“高血糖记忆效应”，而葡萄糖浓

度剧烈波动时，该适应性调节作用减弱，葡萄糖毒性

增强。波动性高血糖可能更能促进多元醇通路、己

糖胺通路、PKC及AGE的活性，也更能使氧化应激

放大¨⋯。我们观察了高糖及波动性高糖对MG63

细胞SOD和MDA表达的影响，发现：高糖可使体外

培养的MG63细胞上清液中SOD活性表达下降，

MDA含量增高；波动性高糖降低SOD活性及增高

MDA含量的效应更加明显。故推测，高糖波动可能

通过诱导成骨细胞的氧化应激反应，进而导致其增

殖减少、细胞周期改变及细胞凋亡，此可能是糖尿病

性骨质疏松症的发病机制之一。
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