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·论著·

糖基化终产物对成骨细胞I型胶原积聚的影响

蔡若男 金晖 张丽娟

中图分类号：R589．5 文献标识码：A 文章编号：1006-7108(2011)12-1065m4

摘要：目的 探讨糖基化终产物(AGEs)对成骨细胞与破骨前体细胞共培养体系中I型胶原合成与

降解的影响。方法在成骨细胞与破骨前体细胞共培养体系中分别加入不同浓度的糖基化终产物

(50、100、200、400mg／L)干预24h，以无血清培养基和相应浓度的牛血清白蛋白为对照。用免疫印迹

的方法检测I型胶原蛋白水平的表达，酶联免疫吸附法检测上清中I型胶原的含量，用明胶酶谱法检

测上清中MMP一2、MMP一9的活性。结果 AGEs干预组的I型胶原蛋白水平和上清中含量与对照组

比较有显著差异，I型胶原蛋白水平随浓度增加而增加(P<0．05)，上清中I型胶原含量随AGEs浓

度增加而减少(P<0．05)。糖基化终产物干预后，上清中MMP一2、MMP-9的活性随着AGEs浓度的增

加而增加(P<0．05)。结论AGEs可能通过打破I型胶原合成与降解之间的平衡，使其降解多于合

成，I型胶原总量减少，从而参与骨质疏松的发病，使骨骼脆性增加。
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Abstract：0bjective To explore the effect of advanced glycation end products(AGEs)on the synthesis

and degradation of type I collagen in a co—cultured system of osteoblast and osteoclast precursors．Methods

The AGEs of 50，100，200，and 400 mg／L different concentrations were respectively added into the CO-

cultured system of osteoblast and osteoclast precursors for 24 hours．The serum free medium and bovine

serum albumin(BSA)were considered as negative contr01．The expression of type I collagen protein was

measured using Western blotting method．The concentration of type I collagen in the supernatant was

measured using enzyme linked immunosorbent assay(ELISA)．The activity of MMP-9 and MMP-2 were

measured using gelatin enzymogram．Results The expression of type I collagen protein and concentration of

type I collagen in the supernatant in AGEs group were significantly different with those of DMEM and BSA

groups．The level of type I collagen protein expression increased with the increase of AGEs concentration．

However，type I collagen in the supernatant decreased with the increase of AGEs concentration(P<0．05)．

The activities of MMP-9 and MMP-2 increased with the increase of AGEs concentration(P<0．05)．

Conclusion AGE·BSA may break the balance between the synthesis and the degradation of type I collagen，

resulting in degradation excess synthesis．The content of type I collagen decreases，leading to the occurrence

of osteoporosis and the increase of bone fragility．

Key words：Advanced glycation end products；Type I collagen；Osteoporosis

骨质疏松(osteoporosis，OP)是一种以骨强度

降低，骨折危险性增加为特征的骨骼代谢疾病。骨

强度反应的是骨密度与骨质量的总和，而骨组织中

I型胶原代谢异常会严重影响骨强度，增加骨质疏
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松性骨折风险。有研究发现骨质疏松患者组织中有

大量的糖基化终产物积聚(AGEs)⋯，AGEs的积聚

可引起皮质骨和小梁骨机械特性的降低嵋1，使骨脆

性增加，骨折的危险性增加。胶原分子是一种长寿

蛋白，极易被糖基化终产物修饰。所以糖基化终产

物可能参加了年龄相关的骨强度降低，本文通过用

体外制备的AGE一牛血清白蛋白(AGE．BSA)干预成
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骨细胞与破骨前体细胞共培养体系，检测I型胶原

合成与降解指标的变化，探讨AGEs在骨质疏松尤

其是骨质疏松性骨折发病过程中的作用。

1材料与方法

1．1主要试剂

牛血清白蛋白(BSA，AMRESCO产品)；仅．MEM

培养基(Gibco公司)；胎牛血清(杭州四季青公司)；

小鼠I型胶原试剂盒(R&D公司)；其他试剂均为国

产分析纯。AGE—BSA的制备：BSA的浓度为59／L，

葡萄糖的浓度为50mmol／L，充分溶解于pH7．4的

PBS后，过滤除菌，37。C无菌避光孵育90d。PBS溶

液透析出去未结合的葡萄糖。不含葡萄糖的BSA

作为阴性对照。荧光光谱扫描分析(激发波长

370nm，发射波长440nm，狭缝3nm)鉴定AGE。

1．2细胞培养及干预

小鼠成骨样细胞(MC3T3E1)及小鼠巨噬细胞

(RAW264．7)购买于中国科学院上海生命科学研究

院。用含10％胎牛血清的d．MEM培养液，置37。C，

5％CO：培养箱培养。将处于对数生长期的细胞分

别按1：3移人6孔板中，RAW264．7细胞移人预先放

人Transwell小室的6孔板内，待细胞生长至80％～

90％融合状态时，将接种有RAW264．7的Transwell

小室移入接种MC3T3E1的6孔板中，换用无血清的

培养液同步化饥饿24h后，分别加人不同浓度的

AGE—BSA(0、50、100、200、400mg／L)干预共培养的

细胞，不含葡萄糖BSA(浓度为400mg／L)最为对

照，每组3个复孔，24h后收集细胞及上清。

1．3 Westernblot法检测成骨细胞I型胶原蛋白的

表达

裂解MC3T3E1提取总蛋白，以Bradford法检测

总蛋白浓度。在10％SDS．PAGE分离胶上覆盖5％

的浓缩胶，将样本用裂解缓冲液稀释相同浓度，与等

量上样缓冲液混合，取蛋白量为701山g，95。C 5min冰

上冷却后上样。电泳后将凝胶一次进行湿电转移、

5％脱脂牛奶室温封闭1h，一抗4℃孵育过夜、二抗

室温孵育1h，显影液显影，x光胶片曝光。
’

1．4 ELISA法检测上清中I型胶原的含量

参照ELISA试剂盒说明书操作。

1．5 明胶酶谱法测定细胞培养上清中MMP．2、

MMP一9活性

取培养细胞上清与4x上样缓冲液(10％SDS

1 g，4％蔗糖0．49，0．1％溴酚蓝0．019，0．25mol／L

Tris—HCl)按1：3混匀，上样后低温100V电泳约

2．5h。将胶浸泡于2．5％Triton X．100中温和震荡

洗涤1h，每15min更换一次洗涤液，再浸泡于孵育

缓冲液中(50mmol／L Tris．HCl，5mmol／L CaCl，，

0．2mol／L NaCl，0．02％Briji一35，pH 7．6)37 oC孵育

18h，考马斯亮蓝染色，脱色液脱色，蓝色背景上出现

MMP透亮带。经图像分析系统BandScan读取条带

面积和酶解条带灰度，酶含量=条带面积×(条带

灰度一背景灰度)。

1．6统计学处理

计量数据用面-4-s表示，采用SPSS 16．0软件分

析数据，组间差异用方差分析进行统计学检验。

P<0．05为差异有显著性意义。

2 结果

2．1 不同浓度AGEs对I型胶原蛋白表达的影响

结果显示MC3T3E1细胞中有I型胶原蛋白的

表达。不同浓度AGE—BSA(0、50、100、200、400mg／

L)干预MC3T3E1后I型胶原蛋白表达呈剂量依赖

方式增加。I型胶原蛋白／B．actin(0．2440±

0．05657 VS 0．6200±0．06647 VS 0．4200±0．02546

V8 0．59990士0．07778 V8 0．7775±0．09546 VS

1．1045±0．04596，P<0．05，如图1)。
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图1不同浓度AGEs对I型胶原蛋白表达的

影响(P<0．005)

2．2不同浓度AGEs对共培养上清中I型胶原含

量的影响

基础状态下MC3T3E1即分泌I型胶原(斗g／L)

为25．30士0．4108，分别用浓度为50、100、200、

400mg／L的AGE—BSA干预后，发现AGE．BSA在浓

度为50mg／L时I型胶原含量即已减少，并随AGE．

BSA浓度的增高进一步减少。AE．BSA各浓度点I

型胶原含量均低于对应BSA组(P<0．05)。AGE。

BSA各浓度点I型胶原含量(仙g／L)分别是(AGE．

BSA vs BSA)50mg／L：21．3145±0．3081 vs 25．3100
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±0．30811：100mg／L：20．37704±0．1541 VS 25．2176

±0．0770；200mg／L：19．3537-I-0．2054 vs 25．2542±

0．7703；400mg／L：18．1373-I-0．3851 VS 25．4357±

0：1284(图2)。
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图2 不同浓度AGEs对共培养上清中I型胶原含量的影响

注：与空白组比较。’P<0．05，与BSA相比，。P<0．05

2．3 不同浓度AGEs对共培养上清中MMP一2、

MMP-9活性的影响

基础状态下即分泌MMP．2、MMP．9，其条带的

酶解量为(INTmm2)分别为41．47±8．2778、21 1．26

±1．6696，分别用浓度为50、100、200、400mg／L的

AGE。BSA干预后，发现MMP．2及MMP一9的酶解量

随AGE．BSA浓度的增高而增加。BSA对照组

MMP一2及MMP一9酶解量分别为5．87±1．4714、

144．70±12．8477。各浓度点MMP．2酶解量依次为

75．34±0．9364、1 17．58-I-7．9536、138．71±3．4963、

158．32±5．9569；各浓度点MMP．9的酶解量依次为

451．25土18．8466、578．86±59．2758、667．01土

19．1219、751．13土22．5777(见图3)。
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图3不同浓度AGEs对共培养上清中MMP-2、

MMP-9活性的影响

注：与空白对照相比，+P<0．05．与BSA组相比．4P<o．05

3 讨论

随着我国人口的老龄化，骨质疏松已成为严重

的公共健康问题。随着研究的深入，骨强度的概念

逐渐受到重视，I型胶原是骨有机质的主要组成成

分，I型胶原的转换主要是受体力活动、胶原的合成

及降解所支配¨1，其代谢异常可引起骨强度降低，

骨折危险性增加，且有研究显示正常人和骨质疏松

患者胶原纤维中的羟磷灰石体积无明显差异，而在

成骨不全患者中I型胶原的三链螺旋结构受到破

坏，I型胶原翻译后过度修饰，且胞外分泌明显减

少H1。骨组织中的胶原蛋白是一种长寿蛋白，极易

发生非酶糖基化。故启发我们研究AGEs是否通过

影响I型胶原的代谢而参与骨质疏松的发生与发

展。

骨重建主要由成骨细胞和破骨细胞共同完成，

在体内，这两种细胞相互偶联，相互影响。大量的研

究已经证实成骨细胞可通过RANK／RANKL／OPG

途径影响破骨细胞的分化。而Kubota¨J等首先报

道了破骨细胞也可直接作用于成骨细胞。朱梅

等¨’叫研究发现破骨细胞样细胞及其细胞器可显著

增加成骨细胞骨钙素、碱性磷酸酶活性及核结合因

子Cbfotl基因与蛋白质水平的表达，参与成骨细胞

的分化和成熟，并激活成骨细胞的特异基因如骨涎

蛋白(BSP)、骨桥素(OPN)和I型胶原等。因此我

们选择了成骨细胞与破骨前体细胞共培养的模型，

更好的模拟体内的微环境。本研究发现，AGEs干

预后，成骨细胞I型胶原的合成增加，可能是由于在

共培养环境下AGEs可使破骨前体细胞活性增加，

破骨前体细胞分泌细胞因子增加，从而使成骨细胞

活性增加，I型胶原的合成增加，但上清中I型胶原

的含量减少，两者之间似乎不相符合，我们推论除了

I型胶原的分泌减少外，I型胶原的降解增多也可

能是引起上清中含量减少的原因。因此我们进一步

研究了AGEs干预后基质金属蛋白酶(MMPs)的变

化。

MMPs是一种能水解多种细胞外基质的锌离子

依赖的蛋白酶，常以酶原的形式存在，经不同途径激

活后参与细胞外基质的降解。研究表明骨组织中存

在多种MMPs，其中MMP一9主要由破骨细胞合成和

分泌，MMP-2主要由成骨细胞合成和分泌。有研究

表明，绝经后妇女血清中MMP．2、MMP．9水平随骨

密度的降低呈现升高趋势¨1，我们的研究结果也显

示MMP一2、MMP一9的水平随AGEs的浓度增加呈剂

量依赖性增加，说明在糖基化终产物干预下，I型胶

原的降解活跃。因此，我们推论AGEs干预后，I型

胶原的降解与合成之间的平衡被打破，降解多于合

成，在整体水平中I型胶原的含量减少，从而使矿物

(下转第1072页)
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高其健康水平及生活质量。
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