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摘要： 目的　观察胰高血糖素样肽-１（Ｇｌｕｃａｇｏｎ-ｌｉｋｅ ｐｅｐｔｉｄｅ-１， ＧＬＰ-１）对 Ｇｏｔｏ-Ｋａｋｉｚａｋｉ 鼠骨髓间充质干细胞（Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ
ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌ， ＢＭＳＣｓ）成骨分化能力的影响，并讨探其可能作用机制。 方法　贴壁法取 ８ 周龄 ＧＫ鼠 ＢＭＳＣｓ，逆转录 ＰＣＲ法验
证 ＢＭＳＣｓ表达 ＧＬＰ-１受体，ＭＴＴ法筛选 ＧＬＰ-１对 ＧＫ鼠 ＢＭＳＣｓ的最佳刺激浓度，选取该浓度干预 ＧＫ鼠 ＢＭＳＣｓ，观察其成骨
分化相关指标：第 ７ ｄ、１４ ｄ测定碱性磷酸酶活性，第 １４ｄ应用实时定量 ＰＣＲ检测 ＡＬＰ、ＲＵＮＸ２、ＯＣＮ、Ｓｍａｄ１、β-ｃａｔｅｎｉｎ、ＯＰＧ和
ＲＡＮＫＬ的表达。 结果１．ＧＫ鼠ＢＭＳＣｓ中存在 ＧＬＰ-１受体；２畅２０ ｎｍｏｌ／Ｌ的 ＧＬＰ-１ 对细胞刺激作用最佳；３．成骨诱导后 ＡＬＰ
活性升高。 成骨诱导 ７ ｄ，诱导组和 ＧＬＰ-１干预组的 ＡＬＰ活性相对于对照组均明显升高（P＜０畅０５）；成骨诱导 １４ ｄ，诱导组和
ＧＬＰ-１干预组的 ＡＬＰ活性进一步升高（与自身 ７ｄ时相比，P＜０畅０５），且均高于对照组（P＜０畅０５）；ＧＬＰ-１干预组 ＡＬＰ活性在第
７ｄ时稍高于诱导组（P＞０畅０５），第 １４ｄ 时明显高于诱导组（P＜０畅０５）；４．与正常成骨诱导组相比，ＧＬＰ-１干预组 ＡＬＰ和 ＲＵＮＸ
２表达量均明显增加（P＜０畅０５），ＯＣＮ的表达量增加，但无统计学意义。 ＧＬＰ-１ 干预组表达 Ｓｍａｄ１ 减少（P＞０畅０５），β-ｃａｔｅｎｉｎ
明显增多（P＜０畅０５）。 ＧＬＰ-１干预组表达 ＯＰＧ增加（P＞０畅０５），ＲＡＮＫＬ减少（P＜０畅０５），ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ升高（P＜０畅０５）。 结论
１．ＧＫ鼠ＢＭＳＣｓ上存在 ＧＬＰ-１ 受体；２．ＧＬＰ-１ 可促进 ＧＫ 鼠 ＢＭＳＣｓ 向成骨细胞分化，并调节 Ｗｎｔ 通路部分基因的表达及
ＯＰＧ／ＲＡＮＫ／ＲＡＮＫＬ轴的动态平衡。
关键词： 胰高血糖素样肽-１（ＧＬＰ-１）；骨向分化；信号通路
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Abstract： Objective　To investigate the effect of glucagon-like peptide-１ （GLP-１） on the ability of osteoblast differentiation
from bone marrow stromal cells （BMSCs）， and the possible mechanism．Methods　BMSCs was extracted from ８-week-old GK
rats．Real-time RT-PCR was used to evaluate the expression level of GLP-１ receptor．MTT assay was used to assess the best
concentration of stimulation of GLP-１．GLP-１ at this concentration was used to induce cell differentiation from BMSCs to
osteoblasts．ALP staining was performed on the ７th and １４thday of osteoblasts induction．Real-time RT-PCR was used to evaluate
the expression levels of ALP， RUX２， OCN， Smadl， β-catenin， OPG， and RANKL on the １４th day．Results　There were GLP-
１ receptors in BMSCs．The best concentration of cell stimulation with GLP-１ was ２０ nmol／L．ALP activity increased after
osteogenic induction．After ７d osteogenic induction， ALP activity in induction group and GLP-１ intervention group was significantly
higher than that in the control group （P ＜０．０５）．After １４d osteogenic induction， ALP activity in induction group and GLP-１
intervention group was even much higher than that in the control group and that on ７d （P＜０．０５）．The activity of ALP in GLP-１
group was slightly higher than that in induction group on the ７th day， but significantly higher on the １４th day （P ＜０．０５）．The
expression levels of ALP and RUNX２ increased markedly in GLP-１ group （P ＜０．０５）．Although the expression level of OCN
increased， there was no statistical significance．The expression level of Smad１ reduced in GLP-１ group （P＜０．０５）．The expression
level of β-catenin increased significantly （P＜０．０５）．After the intervention of GLP-１， the expression level of OPG increased （P＞
０．０５）， the expression level of RANKL decreased （P ＜０．０５）， and the expression level of OPG／RANKL increased （P ＜０．０５）．
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Conclusion　There were GLP-１ receptors in BMSCs of GK rats．GLP-１ can promote the osteoblast differentiation from BMSCs
and regulate the expression of some genes in Wnt signal pathway and influence the dynamic balance in OPG／RANK／RANKL axial．
Key words： GLP-１； Osteogenic differentiation； Signal pathway

　　糖尿病是一种以慢性高血糖为特征的内分泌代
谢综合征。 糖尿病可并发多种并发症，心脑血管、
肾、眼及神经系统病变已广为人们所知，糖尿病合并
钙磷代谢紊乱和骨质疏松已渐为众多学者公认。
ＧＬＰ-１ 具有葡萄糖浓度依赖性的促胰岛素分泌作
用，并且通过抑制食欲等多种途径维持血糖的平
稳［１］ 。 ＧＬＰ-１ 类似物和 ＧＬＰ-１受体激动剂作为新型
糖尿病治疗药物具有降低血糖、促进胰岛β细胞再
生、减轻体重及保护心血管等多重效应，有着广阔的
临床应用前景。 目前关于 ＧＬＰ-１ 与骨代谢的研究
较少，临床上关于 ＧＬＰ-１ 对糖尿病患者骨代谢影响
的回顾性研究尚无，但是 Ｍｏｎａｍｉ等［２］就 ＤＰＰ４抑制
剂与骨折二者关系进行 Ｍｅｔａ分析，认为 ＤＰＰ４ 抑制
剂能降低 ２型糖尿病患者骨折发生的风险。 本部分
实验拟在体外诱导 ＧＫ 鼠 ＢＭＳＣｓ 向成骨细胞分化
的过程中加入 ＧＬＰ-１进行干预，观察 ＢＭＳＣｓ 骨向分
化能力是否增强，初探 ＧＬＰ-１ 对 ＢＭＳＣｓ 的直接作用
及可能机制。

1　材料与方法
1畅1　主要试剂

ＧＬＰ-１（７-３６）（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；α-ＭＥＭ 培养
基（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司）；胎牛血清 （ ＦＢＳ） （美国
Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司）；成骨分化诱导液（美国 ｓｉｇｍａ公司）；
ＲＮＡ 提取试剂 Ｔｒｉｚｏｌ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；ｃＤＮＡ 第一
链合成试剂盒 （立陶宛 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）；２ ×Ｔａｑ ＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ （ ＴＩＡＮＧＥＮ 产品）； ＴｒｉｔｏｎＸ-１００ （美国
ｓｉｇｍａ）；碱性磷酸酶染色试剂盒（美国 ｓｉｇｍａ）；硝酸
银（美国 ｓｉｇｍａ）；番红 Ｏ（美国 ｓｉｇｍａ）；ＭＴＴ 细胞增
殖及细胞毒性检测试剂盒，碱性磷酸酶（ＡＬＰ）测定
试剂盒，ＢＣＡ蛋白含量检测试剂盒均由南京凯基生
物有限公司提供； ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ （ １００ｂｐ、 ２５０ｂｐ、
５００ｂｐ、７５０ｂｐ、１０００ｂｐ、２０００ｂｐ）均购自北京天为时代
科技有限公司；目的基因和内参照引物委托南京金
斯瑞生物科技有限公司合成。
1畅2　主要仪器

二氧化碳恒温细胞培养箱（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
公司）；ｑＰＣＲ 循环仪（ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ 型，美国 ＡＢＩ 公
司）；全自动酶标仪：ＭＫ３ 型（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公
司）；流式细胞仪（ＦＡＣＳＣＡＬＩＢＵＲ，美国 ＳＤ公司）。

1畅3　实验方法
1畅3畅1　ＢＭＳＣｓ 的制备：选取 ８ 周龄的雄性 ＧＫ 大
鼠，留取股骨和胫骨骨髓，制成单细胞悬液后转移至
１５ｍｌ 离心管，１０００ ｒ／ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃上清，α-
ＭＥＭ完全培养基重悬后计数，以 １ ×１０９ ／Ｌ 的细胞
浓度接种于 ２５ ｃｍ２ 培养瓶中，置入 ３７℃、５％ＣＯ２饱

和湿度培养箱中培养。 待细胞长满瓶底后传代备
用。
1畅3畅2　逆转录 ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ＰＣＲ）检测
ＧＫ 大鼠 ＢＭＳＣｓ 上 ＧＬＰ-１ 受体 （ ＧＬＰ-１ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＧＬＰ-１Ｒ）的表达：取生长状态良好的 ＧＫ 大鼠的 Ｐ３
ＢＭＳＣｓ，Ｔｒｉｚｏｌ 法提取 ＲＮＡ，并通过 ＧｅｎｅＱｕａｎｔ 将
ＲＮＡ的 Ｒａｔｉｏ 调节在 １畅８-２畅０之间。 取 ２畅０ μｌ ＲＮＡ
样品，０畅５ μｌ ＲＮＡ酶抑制剂及 ２畅０ μｌ随机引物加入
一无 ＲＮＡ酶的 ２００ μｌＥＰ 管中，用灭活 ＤＥＰＣ 水补
足至 ８ μｌ，小心混匀。 ６５℃加热 ５ ｍｉｎ，室温放置
１０ｍｉｎ，短暂离心 ５ｓ 以将所有溶液收集到管底。 按
次序分别加入下列试剂：Ｍ-ＭｕＬＶ ５ ×Ｂｕｆｆｅｒ ５畅０ μｌ，
ｄＮＴＰｓ（２畅５ ｍＭ） ２畅５ μｌ，ＲＮＡ 酶抑制剂 （２０ Ｕ ·
μｌ －１）１畅０ μｌ，Ｍ-ＭｕＬＶ逆转录酶（２００ Ｕ· μｌ －１ ） １畅０
μｌ，ＤＥＰＣ水（补足至 ２５ μｌ）５畅５ μｌ，小心混匀，反应
混合物于 ４２℃保温 ６０ ｍｉｎ 后，升温至 ７２℃加热 １０
ｍｉｎ使逆转录酶灭活，ＤＮＡ、ＲＮＡ 杂合分子变性解
离。 立即转入冰浴中冷却 ５ ｍｉｎ，然后短暂离心。 反
应产物立即扩增，通过定时定量 ＰＣＲ检测 ＧＬＰ-１ 受
体基因表达。
1畅3畅3　ＭＴＴ法检测 ＧＬＰ-１ 对 ＧＫ大鼠 ＢＭＳＣｓ 的细
胞毒性作用：将生长状态良好的 ＧＫ大鼠 Ｐ２ ＢＭＳＣｓ
接种于 ９６ 孔培养板，接种密度为 ５ ×１０３ 个／孔，每
孔１００ μｌ α-ＭＥＭ完全培养基，每板种植５０孔，共种
植 ３板。 待细胞融合 ８０％以上时（约 ２４ ｈ 后），予
０、１、１０、２０、５０、１００、１０００ ｎｍｏｌ／Ｌ 的 ＧＬＰ-１ 进行干
预，每个浓度 ４ 个复孔，与之对应设置 ４ 平行对照
孔。 不同浓度 ＧＬＰ-１干预 ２４ ｈ、４８ ｈ 和 ７２ ｈ 后，进
行 ＭＴＴ检测，选取合适浓度。
1畅3畅4　碱性磷酸酶（ＡＬＰ）染色：取生长状态良好的
第３代ＧＫ大鼠 ＢＭＳＣｓ，按２ ×１０４ 个／孔接种于 ６孔
板，先用α-ＭＥＭ完全培养基培养至细胞融合 ８０％
以上时，一板用成骨细胞诱导培养基诱导，另一板用
含有 ２０ ｎｍｏｌ／Ｌ 的 ＧＬＰ-１ 的成骨诱导培养基换液
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（根据之前 ＭＴＴ 法检测 ＧＬＰ-１ 的细胞毒性结果），
每 ３天换液一次。 第 １４ｄ时进行 ＡＬＰ 染色：倒净各
孔内培养液，ＰＢＳ液清洗 ２遍，纸上拍干后加入固定
剂（２６％柠檬酸盐液 ＋６６％丙酮 ＋３７％甲醛溶液，
４℃冰箱保存，用前加热至 １８℃ －２６℃）１畅５ ｍｌ／孔，
固定 ３０ｓ 后倒净，去离子水水洗拍干，滴加染剂（亚
硝酸钠 ０畅５ ｍｌ＋ＦＲＶ-Ａｌｋａｌｉｎｅ ０畅５ ｍｌ ＋ｄｄＨ２Ｏ ２２畅５
ｍｌ＋Ｎａｐｈｔｈｏｌ ＡＳ-ＢＩ ０畅５ ｍｌ）１畅５ ｍｌ／孔，避光 １５ －３０
ｍｉｎ，再水洗、拍干，苏木精 １ｍｌ／孔复染，水洗拍干后
镜下拍照。
1畅3畅5　骨矿结节 Ｖｏｎｋｏｓｓａ 染色：种板、换液、干预
均与碱性磷酸酶染色相同，染色于成骨诱导第 ２８ｄ
进行：倒净各孔内培养液，ＰＢＳ液清洗 ２ 遍，４％多聚
甲醛 １畅５ ｍｌ／孔固定 １５ｍｉｎ，倒净后双蒸水清洗 ３
次，拍干，每孔加入 ２ ｍｌ的 ５％硝酸银溶液，紫外线
下照射 １ ｈ（６ 孔板揭去盖子），水洗 ３次，５％硫代硫
酸钠 １畅５ ｍｌ／孔孵育 ２ ｍｉｎ，双蒸水漂洗后 ０畅０５％中
性红 １畅５ ｍｌ／孔复染 ３ ｍｉｎ，水洗后于倒置相差显微
镜下拍照。
1畅3畅6　碱性磷酸酶活性测定：将 ＧＫ大鼠骨髓间充
质干细胞接种至 ６ 孔板，２ ×１０４细胞／孔，共接种 ４
板，先用α-ＭＥＭ 完全培养基培养至细胞融合 ８０％
以上时，两板用成骨细胞诱导培养基诱导，另两板用
含有 ２０ ｎｍｏｌ／Ｌ 的 ＧＬＰ-１ 的成骨诱导培养基换液
（根据之前 ＭＴＴ 法检测 ＧＬＰ-１ 的细胞毒性结果），
每 ３天换液一次，分别在第 ７ ｄ和第 １４ ｄ 行碱性磷
酸酶活性测定。
1畅3畅7　Ｒｅａｌ-Ｔｉｍｅ ＰＣＲ检测成骨细胞相关特异性基
因表达：取体外扩增的第 ２代 ＧＫ大鼠 ＢＭＳＣｓ，以每
瓶 ２ ×１０４ 的浓度接种于 ６ 孔板，共接种 ２ 板，先用
α-ＭＥＭ完全培养基培养至细胞融合 ８０％以上时，
一板用成骨细胞诱导培养基诱导，另一板用含有 ２０
ｎｍｏｌ／Ｌ的 ＧＬＰ-１的成骨诱导培养基换液（根据之前
ＭＴＴ法检测 ＧＬＰ-１ 的细胞毒性结果），每 ３ 天换液
一次，于第 １４ ｄ Ｔｒｉｚｏｌ法提取 ＲＮＡ，行 ＲＮＡ浓度、纯
度测定，逆转录合成 ｃＤＮＡ：２５ μｌ反应体系包括：样
品 ＲＮＡ２畅０ μｌ，ＲＮＡ酶抑制剂 ０畅５ μｌ，随机引物 ２畅０
μｌ，Ｍ-ＭｕＬＶ ５ ×Ｂｕｆｆｅｒ ５畅０ μｌ，ｄＮＴＰｓ（２畅５ ｍＭ）２畅５
μｌ，ＲＮＡ酶抑制剂（２０ Ｕ· μｌ －１）１畅０ μｌ，Ｍ-ＭｕＬＶ逆
转录酶（２００ Ｕ· μｌ －１ ） １畅０ μｌ，ＤＥＰＣ 水补足至 ２５
μｌ，４２℃保温 ６０ ｍｉｎ后，升温至 ７２℃加热 １０ ｍｉｎ 使
逆转录酶灭活，ＤＮＡ、ＲＮＡ 杂合分子变性解离。 立
即转入冰浴中冷却 ５ ｍｉｎ，然后短暂离心。 ＰＣＲ：各
取 ２ μｌ逆转录产物进行 ＰＣＲ扩增，２０ μｌ反应体系，

其中 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍｉｘ １０ μｌ，上下游引物各 ０畅６ μｌ，
ｄｄ Ｈ２Ｏ ６畅８ μｌ。 ９４℃预变性 ２ ｍｉｎ，然后 ９４℃变性
４５ ｓ、５６℃或 ５７℃退火 ４５ ｓ、７２℃延伸 ４５ ｓ 进行 ４０
个循环扩增，再以 ７２℃延伸 ７ ｍｉｎ。

ＡＬＰ 上游引物：５′-ＡＧＧＣＡＧＧＡＴＴＧＡＣＣＡＣＧＧ-
３′； 下 游 引 物： ５′-ＴＧＴＡＧＴＴＣＴＧＣＴＣＡＴＧＧＡ-３′。
ＰＣＲ产物 ４４０ｂｐ。

ＲＵＮＸ２ 上 游 引 物： ５′- ＣＧＣＡＣＧＡＣＡＡＣ
ＣＧＣＡＣＣＡＴ-３′； 下 游 引 物： ５′-ＣＡＧＣＡＣＧＧＡＧＣ
ＡＣＡＧＧＡＡＧＴＴ-３′。 ＰＣＲ产物 ９２ｂｐ。

ＯＣＮ 上 游 引 物： ５′- ＧＧＴＧＣＡＡＡＧＣＣＣＡ
ＧＣＧＡＣＴＣＴ-３′；下游引物： ５′-ＧＧＡＡＧＣＣＡＡＴＧＴＧ
ＧＴＣＣＧＣＴＡ-３′。 ＰＣＲ产物 １９９ｂｐ。

ＧＬＰ-１Ｒ 上 游 引 物： ５′- ＧＴＧＡＴＡＧＣＣＡＡＧ
ＣＴＧＡＡＧＧＣ-３′；下游引物： ５′-ＧＴＣＣＣＴＣＴＧＧＡＴＧＴ
ＴＣＡＡＧＣ-３′。 ＰＣＲ产物 ３００ｂｐ。

Ｓｍａｄ１ 上 游 引 物： ５′-ＣＴＴＴＴＣＡＧＡＴＧＣＣ
ＡＧＣＣＧＡＣ-３′； 下 游 引 物： ５′-ＴＣＴＧＣＴＣＣＣＣＡＧＣ
ＣＣＴＴＣ-３′。 ＰＣＲ产物 ２２４ｂｐ。

β-ｃａｔｅｎｉｎ 上 游 引 物： ５′-ＡＧＣＡＧＴＴＣＧＴＧ
ＧＡＧＧＧＣＧＴ -３′；下游引物：５′-ＣＡＴＴＣＣＴＧＧＡＧＴＧＧ
ＡＧＣＡＡＣＴＣＴ -３′。 ＰＣＲ产物 ２７３ｂｐ。

ＯＰＧ 上 游 引 物： ５′-ＴＣＣＴＧＧＣＡＣＣＴＡＣ
ＣＴＡＡＴＡＣＡＧＣＡ-３′；下游引物： ５′-ＣＴＡＣＡＣＴＣＴＣ
ＧＧＣＡＴＴＣＡＣＴＴＴＧＧ-３′。 ＰＣＲ产物 １１７ｂｐ。

ＲＡＮＫＬ 上 游 引 物： ５′-ＡＧＣＣＴＴＴＣＡＡＧＧＧ
ＧＣＣＧＴＧＣ-３′； 下 游 引 物： ５′-ＧＧＧＣＣＡＣＡＴＣＧＡＧ
ＣＣＡＣＧＡＡ-３′。 ＰＣＲ产物 １０４ｂｐ。

β-ａｃｔｉｎ 上 游 引 物： ５′-ＣＴＡＣＡＡＴＧＡＧＣＴ
ＧＣＧＴＧＴＧＧ-３′；下游引物： ５′-ＴＡＧＣＴＣＴＴＣＴＣＣＡＧ
ＧＧＡＧＧＡ-３′。 ＰＣＲ产物 ２２１ｂｐ。
每个样本检测均重复 ３ 次，反应以β-ａｃｔｉｎ为内

对照，采用比较循环阈值法（２-ΔΔＣｔ）来分析样本中
的 ＡＬＰ、 ＲＵＮＸ２、 ＯＣＮ、 Ｓｍａｄ１、 β-ｃａｔｅｎｉｎ、 ＯＰＧ 和
ＲＡＮＫＬ 的相对含量。
1畅3畅8　统计学方法：数据以 珋x ±s 表示，ＳＰＡＳＳ１８畅０
统计软件分析数据，ＡＬＰ 活性指标采用两因素方差
分析进行显著性检验，其余指标采用单因素方差分
析进行检验，组间比较采用 Ｓ-Ｎ-Ｋ 检验，P＜０畅０５ 认
为差异具有统计学意义。

2　结果
2畅1　ＧＫ鼠 ＢＭＳＣｓ 上 ＧＬＰ-１受体的表达

凝胶图谱扫描显示在Ｍａｒｋｅｒ ３００ｂｐ处有一高亮
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条带，先前查阅文献提示 ＧＬＰ-１Ｒ 大小为 ３００ｂｐ，证
明 ＧＫ鼠 ＢＭＳＣｓ存在 ＧＬＰ-１受体（见图 １）。

图 1　逆转录 ＰＣＲ检测 ＧＫ鼠 ＢＭＳＣｓ上 ＧＬＰ-
１Ｒ的表达
Fig．1　ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＬＰ-１ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎ
ＧＫ ｒａｔ ＢＭＳＣｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ-ＰＣＲ．
　

2畅2　ＧＬＰ-１对 ＧＫ鼠 ＢＭＳＣｓ的毒性作用
ＧＫ鼠 ＢＭＳｃｓ 成骨诱导过程中，加入浓度梯度

的 ＧＬＰ-１（０、１、１０、２０、５０、１００、１０００ ｎｍｏｌ／Ｌ），分别
作用 ２４、４８、７２ ｈ，ＧＬＰ-１ 浓度为 １ ｎｍｏｌ／Ｌ时始终对
细胞有毒性作用，１０、５０、１００、１０００ ｎｍｏｌ／Ｌ在不同时
间段对细胞毒性作用不同，唯有２０ ｎｍｏｌ／Ｌ的ＧＬＰ-１
一直对 ＢＭｓｃｓ 刺激效果最佳，因此选用 ２０ ｎｍｏｌ／Ｌ
的 ＧＬＰ-１进行实验（见图 ２）。
2畅3　碱性磷酸酶染色（ＡＬＰ 染色）测定 ＧＬＰ-１ 对
ＧＫ鼠 ＢＭＳＣｓ成骨分化的影响

ＧＫ大鼠对照组与 ＧＬＰ-１干预组 ＢＭＳＣｓ经成骨
诱导培养液培养 １４ ｄ，碱性磷酸酶染色可见细胞膜
及胞浆内颗粒均呈阳性反应，染色呈蓝黑色颗粒。
两组阳性率未见明显差异（见图 ３）。

图 2　ＧＬＰ-１对 ＧＫ鼠 ＢＭＳＣｓ活力的影响
Fig．2　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＧＬＰ-１ ｏｎ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＧＫ ｒａｔ ＢＭＳＣｓ．

倡P＜０畅０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ０ ｎｍｏｌ／Ｌ ｇｒｏｕｐ．
　

图 3　ＧＫ大鼠对照组与 ＧＬＰ-１ 干预组 ＢＭＳＣｓ 成骨诱
导 ＡＬＰ染色（ ×１００）
Fig．3 　 Ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＧＬＰ-１ ｇｒｏｕｐ （ ×１００）
　

2畅4　Ｖｏｎｋｏｓｓａ 染色测定 ＧＬＰ-１ 对 ＧＫ 鼠 ＢＭＳＣｓ 成
骨分化的影响

ＧＫ大鼠对照组与 ＧＬＰ-１ 干预组 ＢＭＳＣｓ经成骨
诱导培养液培养 ２８ ｄ，细胞形态由梭形改变为多角
形，细胞间质内含较多矿盐沉积，并可见矿化沉积形
成的钙化结节。 对照组矿化结节明显小于 ＧＬＰ-１
干预组（见图 ４）。
2畅5　碱性磷酸酶活性测定 ＧＬＰ-１ 对 ＧＫ 鼠 ＢＭＳＣｓ

图 4　ＧＫ大鼠对照组与 ＧＬＰ-１ 干预组 ＢＭＳＣｓ 成骨诱
导 Ｖｏｎｋｏｓｓａ染色（ ×１００）
Fig．4　Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＧＬＰ-１ ｇｒｏｕｐ （ ×１００）
　

成骨分化的影响

成骨诱导 ７ ｄ，诱导组和 ＧＬＰ-１ 干预组的 ＡＬＰ
活性相对于对照组都明显升高（P ＜０畅０５）；成骨诱
导 １４ ｄ，诱导组和 ＧＬＰ-１干预组的 ＡＬＰ活性进一步
升高（与自身 ７ ｄ 时相比，P＜０畅０５），且均高于对照
组（P＜０畅０５）；ＧＬＰ-１ 干预组 ＡＬＰ 活性在第 ７ ｄ 时
稍高于诱导组（P＞０畅０５），第 １４ ｄ 时则明显高于诱
导组（P＜０畅０５）（见表 １）。
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表 1　ＧＬＰ-１对 ＧＫ鼠 ＢＭＳＣＳｓ 成骨分化 ＡＬＰ
活性的影响（珋x±s）

Table 1　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＬＰ-１ ｏｎ ＡＬＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ
ＧＫ ｒａｔ ＢＭＳＣｓ．

组别 n
ＡＬＰ活性（Ｕ／ｇｐｒｏｔ）

７ｄ １４ｄ
对照组 ４ µ７ ÅÅ畅９４６３ ±３ �畅１９４４ １１ 55畅９３１５ ±３ w畅４９６８
诱导组 ４ µ１６ ÅÅ畅４４８３ ±４ �畅０７５倡 ２６ 55畅０９３３ ±２ w畅８４８６倡△

ＧＬＰ-１ 组 ４ µ１８ ÅÅ畅００１８ ±２ �畅１５３３倡 ３２ 55畅２７１０ ±３ w畅１００６倡＃△

　　倡P ＜０畅０５ 与各自对照组相比；＃ P ＜０畅０５ 与同时间诱导组相

比；△P ＜０畅０５ 与各自 ７ｄ相比
倡P＜０畅０５， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｅａｃｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ；＃P＜０畅０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ；△P＜０畅０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｅａｃｈ ７ｄ ｇｒｏｕｐ

2畅6　ＧＬＰ-１ 对 ＧＫ 鼠 ＢＭＳＣｓ 成骨分化指标 ｍＲＮＡ
的影响

ＧＬＰ-１（２０ ｎｍｏｌ／Ｌ）干预 ＧＫ 鼠 ＢＭＳＣｓ 成骨分
化 １４ ｄ， ＡＬＰ和 ＲＵＮＸ ２表达较正常成骨诱导组明
显增加（P＜０畅０５），ＯＣＮ的表达增加，但无统计学意
义。 Ｓｍａｄ１的表达减少（P ＞０畅０５），β-ｃａｔｅｎｉｎ 表达
明显增多 （ P ＜０畅０５）。 ＯＰＧ 增加 （ P ＞０畅０５），
ＲＡＮＫＬ减少（P ＜０畅０５），ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ 升高（P ＜
０畅０５）（见表 ２ －４）。

表 2　ＧＬＰ-１对 ＧＫ鼠 ＢＭＳＣＳｓ 成骨分化指标 ｍＲＮＡ的影响
（珋x±s）
Table 2　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＬＰ-１ ｏｎ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
ｍａｒｋｅｒ ｍＲＮＡ ｉｎ ＧＫ ｒａｔ ＢＭＳＣｓ．

分组 n ２ －ΔΔＣｔ

ＡＬＰ ＯＣＮ ＲＵＮＸ２
正常诱导组 ３ ï０ ��畅６２７４ ±０ 3畅０７３５ ０ YY畅６９３７ ±０ s畅０９２７ ０ ½½畅５２７４ ±０ ×畅０６３５
ＧＬＰ-１ 干预组 ３ ï０ ¸̧畅８２６３ ±０ �畅００９３倡 ０ YY畅８１６３ ±０ s畅０６４２ ０ ††畅７３５４ ±０ º畅０５２７倡

P ＝０ ‡‡畅０２１６ P ＝０   畅０６６３ P ＝０ ÑÑ畅００６０
ｔ ＝４ ‘‘畅６５００ ｔ ＝１ ��畅８８３１ ｔ ＝４ xx畅３６５８

　　倡P ＜０畅０５ 与各自对照组相比
倡P ＜０．０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

表 3　ＧＬＰ-１对 ＧＫ鼠 ＢＭＳＣＳｓ 成骨分化指标 ｍＲＮＡ的影响
（珋x±s）
Table 3　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＬＰ-１ ｏｎ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
ｍａｒｋｅｒ ｍＲＮＡ ｉｎ ＧＫ ｒａｔ ＢＭＳＣｓ．

分组 n
２ －ΔΔＣｔ

β-ｃａｔｅｎｉｎ Ｓｍａｄ１ }
正常诱导组 ３ Ç０ ��畅８２６３ ±０ Y畅０４２４ ０ !!畅８１９３ ±０ c畅０３６２
ＧＬＰ-１ 干预组 ３ Ç１ ˆ̂畅１７９１ ±０ 8畅００７３倡 ０ !!畅７９１１ ±０ c畅００７４

P ＝０ ˙̇畅００２４ P ＝０ ��畅１９７０
ｔ ＝１４ ��畅２０３０ ｔ ＝０ ˜̃畅９５４０

　　倡P ＜０畅０５ 与各自对照组相比
倡P ＜０．０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

表 4　ＧＬＰ-１对 ＧＫ鼠 ＢＭＳＣＳｓ 成骨分化指标 ｍＲＮＡ的影响
（珋x±s）
Table 4　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＬＰ-１ ｏｎ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
ｍａｒｋｅｒ ｍＲＮＡ ｉｎ ＧＫ ｒａｔ ＢＭＳＣｓ．

分组 n
２ －ΔΔＣｔ

ＯＰＧ ＲＡＮＫＬ ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ
正常诱导组 ３ ˝０ ÅÅ畅７２９３ ±０ õ畅００８２ ０ ¡¡畅５８７３ ±０ ¤畅００７３ １ ��畅１４７３ ±０ �畅００７２
ＧＬＰ-１ 干预组 ３ ˝０ ÅÅ畅８０９８ ±０ õ畅０６２５ ０ §§畅４２８３ ±０ æ畅０６２５倡 １ ‰‰畅９６０７ ±０ ˛畅０５８９倡

P ＝０ HH畅０７８７ P ＝０ àà畅０２４２ P ＝０ »»畅０００８
ｔ ＝２ <<畅２１１９ ｔ ＝４ ||畅３７６５ ｔ ＝２３ ŒŒ畅７４２６

　　倡P ＜０畅０５ 与各自对照组相比
倡P ＜０．０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

3　讨论
糖尿病性骨质疏松（Ｄｉａｂｅｔｉｃ ｏｓｔｅｏｐｒｏｓｉｓ， ＤＯ）

作为糖尿病新型并发症近年来正日益受到医学界的

重视，它是指糖尿病并发单位体积内骨量减少、骨组
织微结构改变、骨强度减低、脆性增加等易发生骨折
的一种全身性、代谢性骨病［３］ 。 研究显示，约 １／２-
２／３ 的糖尿病患者伴有骨密度 （ Ｂｏｎｅ ｍｉｎｅｒａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ， ＢＭＤ）降低，有将近 １／３ 患者可诊断为骨质
疏松［４］ 。 １型糖尿病患者已明确伴随有 ＢＭＤ下降，
其髋部骨折风险是正常人的 ６畅９ 倍，２ 型糖尿病患
者尽管 ＢＭＤ增加，但其髋部骨折风险相对正常人仍
然升高 １畅９倍［５］ 。 随着糖尿病患病率不断上升，糖
尿病性骨质疏松已成为糖尿病患者生存质量下降的

主要原因之一，因此，研究糖尿病性骨质疏松的具体
发病机制意义重大，可为糖尿病患者及早防治骨质
疏松提供恰当的治疗依据。 本研究从细胞层面研究
ＧＬＰ-１干预细胞效果及其可能作用机制。 ＧＬＰ-１Ｒ
由 ４６３个氨基酸组成，隶属于 Ｇ蛋白偶联受体 Ｂ家
族中的胰高血糖素受体亚家族，广泛存在于人类和
啮齿类动物的中枢神经系统、心血管、胰腺β细胞、
胃肠道等组织中。 ＧＬＰ-１ 通过与 ＧＬＰ-１Ｒ结合发挥
不同生理作用［６］ 。 研究证实大鼠骨髓间充质干细
胞和未成熟的成骨细胞上存在 ＧＬＰ-ｌＲ［７］ ，但成熟的
成骨细胞上尚未发现 ＧＬＰ-１Ｒ［８］ ，体外实验也未发
现它对成熟成骨细胞存在任何影响［９］ 。 ＧＬＰ-１Ｒ 亦
表达于人骨髓间充质干细胞，其可促进骨髓间充质
干细胞的增殖，并阻止其向脂肪细胞分化［１０］ 。 不同
的动物实验证实了 ＧＬＰ-１ 在体水平可促进骨形成，
抑制骨吸收［７， ９］ ，这无疑为我们的细胞实验提供了
研究依据，我们在实验中检测到 ＧＫ鼠 ＢＭＳＣｓ 表面
确实表达 ＧＬＰ-１Ｒ，以 ２０ｎｍｏｌ／Ｌ ＧＬＰ-１体外干预 ＧＫ
鼠 ＢＭＳＣｓ向成骨细胞分化，ＧＬＰ-１干预组 ＡＬＰ活性
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显著增高，表达 ＡＬＰ、ＯＣＮ和ＲＵＮＸ ２ 等成骨细胞特
异性基因均增加，初步证实了 ＧＬＰ-１ 可增强 ＧＫ 鼠
ＢＭＳＣｓ成骨分化能力。
结合其他研究者的动物实验和我们的细胞实验

结果，我们不难得出 ＧＬＰ-１ 可促进骨形成这一结
论，但ＧＬＰ通过何种机制影响 ＢＭＳＣｓ向成骨分化仍
然有待进一步深入研究。 ＢＭＳＣｓ 成骨分化过程受
到多种细胞信号传导通路的调控，包括 Ｗｎｔ／β-
ｃａｔｅｎｉｎ 信号途径、ＢＭＰｓ 信号途径等［１１］ 。 Ｗｎｔ／β-
ｃａｔｅｎｉｎ信号通路对于正常骨骼的发生起着决定性
作用，位于 Ｉｈｈ和 Ｏｓｘ 的下游的β-ｃａｔｅｎｉｎ 可促进成
骨细胞的成熟，因此β-ｃａｔｅｎｉｎ 功能的缺失将会影响
成骨细胞的增殖、分化与成熟［１２］ 。 骨形态发生蛋白
（ＢＭＰ-２）属于 ＴＧＦ-β超家族成员，不仅可以促进成
骨细胞及其前体细胞的增殖，而且能够促进成骨细
胞的分化，在其下游信号传导过程中 Ｓｍａｄｓ 是最重
要的信号传导介质，Ｓｍａｄ１作为 Ｓｍａｄｓ的一种，可诱
导 Ｃ２Ｃ１２ 细胞碱性磷酸酶 ＡＬＰ 活化并增加骨钙蛋
白的产生［１３］ 。 研究表明，成骨细胞和基质细胞可以
表达 ＲＡＮＫＬ，在巨噬细胞 Ｍ-ＣＳＦ 存在的情况下，破
骨细胞前体细胞表达的 ＲＡＮＫ可以和成骨细胞、基
质细胞表达的 ＲＡＮＫＬ 配体相互作用结合，诱导破
骨细胞前体细胞分化成破骨细胞，成熟的破骨细胞
也可以表达 ＲＡＮＫ，成骨细胞和基质细胞亦可以通
过 ＲＡＮＫＬ 调节破骨细胞骨吸收的活性［１４］ 。 ＯＰＧ
是一种可溶性的 ＲＡＮＫＬ受体，与 ＲＡＮＫＬ结合可竞
争性抑制 ＲＡＮＫＬ 与 ＲＡＮＫ 的结合，进而抑制破骨
细胞的分化［１５］ 。 ＯＰＧ／ＲＡＮＫ／ＲＡＮＫＬ 这个调节轴
是影响破骨细胞分化、发育、调节其功能唯一、最终
的途径［１６］ 。 ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ 比值决定了破骨细胞分
化、成熟及功能。 本研究中，ＧＬＰ-１ 干预组表达
Ｓｍａｄ１变化不大，β-ｃａｔｅｎｉｎ 和 ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ 比值均
明显升高，表明 ＧＬＰ-１ 可能在 ＢＭＳＣｓ成骨分化过程
中通过上调Ｗｎｔ 通路中β-ｃａｔｅｎｉｎ 促进其向成骨细
胞分化，另一方面 ＧＬＰ-１ 通过提高 ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ 比
值间接抑制破骨细胞功能，使得成骨细胞功能强于
破骨细胞，也就是说，ＧＬＰ-１ 可部分逆转高糖环境造
成 ＢＭＳＣｓ的骨向分化能力减弱。
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