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摘要：目的探讨GLP．1受体激动剂艾塞那肽(Exenatide)对人成骨肉瘤MG-63细胞株增殖及成骨分化的作用。方法将

MG-63细胞制成单细胞悬液，接种于细胞培养板，分别用不同浓度的艾塞那肽(0 mol／L、10一mol／L、10～mo]／L、10。mol／L)

处理细胞。24 h后采用CCK-8比色法检测MG-63细胞增殖率，并将艾塞那肽处理后的细胞裂解并取上清，使用碱性磷酸酶测

定试剂盒测定AKP活力。结果(1)艾塞那肽可促进MG-63细胞增殖(P<0．05)，但随着GLP-l受体激动剂浓度升高，细胞

增殖程度降低(P<0．05)，低浓度的艾塞那肽(10’9 moL／L)促增殖能力最强。(2)艾塞那肽不同浓度处理后各组AKP活力增

加(P<0．05)，而且低浓度的艾塞那肽(10。9 mo]／L)升高AKP活力最明显(P<0．05)。结论 艾塞那肽能促进人成骨肉瘤

MG-63细胞的增殖及成骨分化，且低浓度的艾塞那肽(10
1
mol／L)促增殖分化能力最强。

关键词：胰高血糖素样肽-l受体激动剂；MG-63细胞；细胞增殖；成骨分化
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Abstract：Objective To investigate the effect of GLP-1 receptor agonist，exenatide，on the proliferation and osteoblastic

differentiation by the human osteosarcoma MG63 ceHs．Methods Different concenUations of exenatide(0 mol／L，10一mol／L，

10～mol／L．and 10一mol／L。respectively)were additioned to MG63 ceHs cultured in vitro．Cell proliferation was measured with

cell counting kit．8(CCK-8)after 24 h．Moreover，the supernatants of exenatide-treated MG63 ceils were collected．AKP activity

was tested using AKP kit．Results (I)Exenatide promoted proliferation of MG63 ceHs(P<0．05)．With the increase of the

concentration．the proliferation rate of MG63 cells declined(P<0．05)．The most stimulation effect was achieved at the

concentration of 10一moL／L．(2)The AKP activity of MG63 cells increased after treatment with exenatide，and the effect Was the

most obvious at the lower the concenffation of exenafide(P<0．05)．Conclusion Exenatide promotes proliferation and

osteoblastic differentiation by human osteosarcoma MG63 cells．Exenatide at the lower concenffation(10”mol／L)has me

sffongest effect on promoting the proliferation and differentiation．
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近年来肠促胰素与骨代谢的相关研究逐渐成为

热点，其中促胰岛素分泌多肽(glucose-dependent

·通讯作者：杨乃龙，Email：nailongy@163．com

insulinotropic ploypeptide，GIP)和胰高血糖素样肽．2

(glucagon—like peptide-2，GLP-2)参与骨转换代谢的

调节⋯。GIP既促进骨形成，又抑制骨重吸收㈦。

近期研究表明‘31，GIP受体(GIPR)缺失能够破坏骨

皮质的质量与强度。另外皮下注射GLP-2可减少
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小鼠循环中骨重吸收的分子标记物水平。健康绝经

后女性口服GLP．2能够增加髋部及转子的骨密

度H]。关于GLP一1对骨代谢的作用似乎有争议。

正常小鼠121服GLP．1对骨结构并无影响，但2型糖

尿病及胰岛素抵抗小鼠服用GLP一1后骨质量显著

增加"]。与GLP一1相比，GLP一1受体激动剂具有类

似的生物学作用，且其半衰期更长，与GLP-1受体

亲和力更高M’川。目前研究提示GLP．1受体激动剂

具有促进骨形成和抑制骨吸收的双重作用旧引，然而

关于GLP．1受体激动剂对骨吸收影响的研究颇

多¨0’⋯，关于GLP．1受体激动剂对骨形成影响的研

究相对较少。本研究采用的MG63细胞来源于人成

骨肉瘤，其特性与未分化的早期成骨细胞表型类似，

且研究发现。12]，MG63细胞高表达GLP一1受体并易

于获得。故本研究探讨艾塞那肽对MG63细胞增殖

及成骨分化的影响，进一步完善GLP-1受体激动剂

与骨代谢相关作用研究，为GLP一1受体激动剂的临

床应用提供新的思路。

1材料和方法

1．1 材料

MG63细胞(由中南大学湘雅二院骨代谢内分

泌研究所提供)，高糖．DMEM、胎牛血清、胰蛋白酶、

双抗(Hyclone公司)，地塞米松、L一2-磷酸抗坏血酸、

p-甘油磷酸(Sigma公司)，Cell Counting Kit一8细胞

增殖／毒性检测试剂盒、BCA法蛋白定量试剂盒及

碱性磷酸酶测定试剂盒(南京建成生物工程研究所

有限公司)，TRITON—X100(Solarbio公司)，艾塞那

肽(标准品，由美国Lilly公司提供)。

1．2实验方法

1．2．1 MG63细胞复苏与培养：一80℃冰箱中取出

冻存MG63细胞，立即投入37℃一40℃恒温水中迅

速晃动至冻存液完全缓解。将细胞悬液移至离心管

内，加人5 ml培养液(含高糖DMEM，体积分数为

10％胎牛血清，1％双抗)，轻轻吹打混匀。将细胞

悬液经1 000 r／min离心5 min，弃上清液。向细胞沉

淀内加入完全培养液5 ml，轻轻混匀，将细胞悬液转

移至培养瓶内，补足培养液进行培养。复苏第2天

上午更换培养基，之后每2天换液1次，待细胞长至

80％一90％时传代，取细胞进行实验。

1．2．2 CCK-8比色法测定细胞增殖率：MG63单细

胞悬液以1×10’／ml密度接种于96孔细胞培养板

中，每孔100 ul，放置于37℃、5％CO：培养箱中孵育

24 h，待细胞融合至70％，换用终浓度分别为0 moL／

L、10一mol／L、lO～mol／L、lO‘7 mol／L的艾塞那肽

培养液继续培养细胞，每孑L 100 ul，每组设置5个复

孔。36 h后分别于每孔加入10 ul CCK-8溶液，在

5％CO，培养箱内孵育2 h，用酶标仪测定450 nm处

的吸光度OD值。

1．2．3蛋白浓度的测定：MG63单细胞悬液以1×

105／ml密度接种于24孔细胞培养板中，每孔100

ul，放置于37。C、5％CO，培养箱中孵育。10 h后，待

细胞融合度达70％，换用终浓度分别为0 mol／L、

10一mol／L、10～mol／L、10‘7 mol／L的艾塞那肽培

养液培养细胞，每孔100 ul，每组设3个复孔。36 h

后吸出24孔细胞培养板内原培养液，PBS漂洗3

次，加入0．2％Triton．X100进行裂解，每孔150 ul。

收集裂解细胞，1 000 r／min 4℃离心10 min，吸取上

清液。在96孑L板中分别加人双蒸水10 ul(空白

孔)、563 ug／ml标准品lO ul(标准孑L)、上述上清液

各10 ul(测定孑L)，空白孑L及标准孑L设1个复孑L，测

定孔设2个复孔。每孔加入工作液250 ul，混匀，

37℃孵育30 min，酶标仪测定各孔吸光度OD姗值，

并通过以下公式计算总蛋白浓度：

总蛋白浓蜘g／ml，=糯爿髫搿藉×
标准品浓度(563 ug／m1)×样本测试前稀释倍数

1．2．4 AKP活力测定：96孔细胞培养板中取18

孔，各孔分别加入双蒸水5 ul(空白孑L)、0．1 mg／ml

酚标准应用液5 ul(标准孑L)、不同浓度艾塞那肽(0

mol／L、10一mol／L、10～mol／L、10“mol／L)处理后

的上清液各5 ul(测定孔)，空白孔及标准孔设1个

复孔，测定孔设4个复孔。分别于每孑L加入缓冲液

和基质液各50 ul，充分混匀，37。C水溶15 rain，加入

显色剂150 ul，轻轻振摇孔板混匀，波长520 nm，酶

标仪测定各孑L吸光度OD值。

公式计算AKP活力：AKP活力(金氏单位／gprot、)=襟蹇{罟羞{勰×标准品浓度(。．2标罹『石百否_二至曩■丽×环准品猥度【u‘
02mg／m1)÷待测样本蛋白浓度(gprot／m1)

1．3统计学处理

采用SPSS 21．0统计分析软件分析数据，实验

数据用均数±标准差(面±s)表示，组间比较采用单

因素方差分析，P<0．05时认为差异有统计学意义。

2 结果

2．1 MG63细胞形态

图1为复苏后MG63细胞，光镜下细胞贴壁生
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长，形态近似梭形，有少量伪足，核仁清晰、大。

t

图1 MG一63细胞形态观察(20 X)

Fig．1 The morphology of MG63 cells(20 X)

2．2艾塞那肽对MG63细胞增殖的影响

实验发现，对照组、10。mol／L组、10。8 mol／L

组、10。mol／L组的OD值分别为0．605±0．468、

0．828±0．272、0．748±0．368、0．682±0．487。

MG63细胞增殖率测定与对照组相比，实验组各组

OD值均显著增高(P<0．05)，且随着GLP．1受体激

动剂浓度的降低，测定OD值逐渐增高，各组之间差

异均有统计学意义(P<0．05)。

2．3艾塞那肽对MG63细胞成骨分化的影响

实验发现，对照组、10。9 mol／L组、10。mol／L

组、10。mol／L组的AKP活力值依次为7．051±

0．995、8．036±0．057、7．365±0．075、7．355±

0．1 13，与对照组相比，实验组各组AKP活力均显著

增高(P<0．05)，且低浓度的艾塞那肽(10
q
mol／

L)促进成骨活性能力高于中高浓度组，差异有统计

学意义(P<0．05)。

3讨论

糖尿病可导致骨质量下降，从而增加糖尿病患

者骨折风险。13‘¨J。Janghorbani等‘1纠的研究显示，

T2DM患者髋骨骨折风险增高，与非T2DM患者比，

男性风险比为2．8，女性风险比为2．1，T1 DM患者

髋骨骨折风险则更加显著，RR达6．3，此外糖尿病

患者非椎体骨折风险亦明显增加。1⋯。

GLP一1受体激动剂是糖尿病药物治疗的新兴药

物，除了促进胰岛素分泌及抑制胰高血糖素分泌的

作用外，还有减缓胃排空、抑制食欲、对心肌的保护、

对神经元细胞的保护、对肝炎症与脂肪变性的改善

等作用Ⅲ1。由于糖尿病患者骨质疏松风险的增高，

445

GLP一1受体激动剂对于骨代谢的影响也逐渐成为研

究热点。目前研究显示，GLP．1受体可通过直接或

间接作用调节骨代谢向骨形成方向转化旧。。也有

研究发现，GLP．1受体激动剂可通过与甲状腺C细

胞表面的受体结合促进降钙素分泌，从而抑制骨吸

收¨0’博J。Ma等人∽1已证明GLP．1受体激动剂艾塞

那肽可降低卵巢切除小鼠尿钙、尿磷的排泄，减少体

内钙的丢失，从而缓解骨质疏松的发展。Yamada等

人⋯o将小鼠GLP—l受体激动剂受体基因敲除后发

现骨量减少、骨脆性增加、破骨细胞数目增多、骨吸

收活性增强。因此，GLP．1受体激动剂在骨代谢中

可能存在促进增殖及抑制吸收的作用。

本实验结果显示GLP．1受体激动剂艾塞那肽

在一定范围内可促进MG63细胞增殖，低浓度作用

更强，与之前的研究结果一致。“。AKP活性是成骨

细胞分化的功能指标¨⋯，其活性高低可反映成骨细

胞的成熟状况，AKP活性越高，表明向成骨细胞分

化的程度越高【2引。实验结果中各实验组AKP活力

较对照组均增高(P<0．05)，提示艾塞那肽对成骨

分化有促进作用，与低浓度组相比，中高浓度组的

AKP活力均显著降低，提示低浓度的艾塞那肽更能

促进成骨分化。艾塞那肽可能通过与MG63细胞高

表达的GLP．1受体激动剂受体结合，从而促进其增

殖及向成骨细胞分化。

GLP．1受体激动剂除了降糖作用外，还有减体

重、改善血脂代谢、改善骨代谢等多种作用。本研究

在体外实验中证明了GLP．1受体激动剂可促进

MG63细胞增殖并促进成骨细胞分化。当然实际临

床应用中GLP一1受体激动剂能否降低糖尿病患者

骨折风险尚有待观察。
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