
口腔疾病防治 2017年 1月 第 25卷 第 1期

【收稿日期】2016⁃07⁃30；【修回日期】2016⁃09⁃01
【基金项目】广东省科技计划项目（2010B031600255）
【通讯作者】高海，主任医师，硕士，Email: drgaohai@aliyun.com

［DOI］10.12016/j.issn.2096-1456.2017.01.005 ·基础研究·

【摘要】 目的 探讨不同葡萄糖浓度培养环境对人骨髓间充质干细胞（human bone marrow mesenchymal stem
cells，hBMSC）增殖和成骨分化的影响。方法 用含不同葡萄糖浓度的基础培养基培养，在 1、4、7、10 d进行

CCK⁃8细胞增殖检测；用含不同葡萄糖浓度的成骨诱导分化培养基培养细胞 7 d，观察 hBMSC分化情况；实时荧

光定量PCR法检测碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）、骨钙素（osteocalcin，OC）、I型胶原蛋白（collagen type I，
Col⁃1）基因表达水平；在 7 d进行钙茜素红染色显示矿化结节形成。结果 10 mM葡萄糖有助于 hBMSC细胞增

殖，高浓度葡萄糖（＞30 mM）能够抑制 hBMSC增殖（P＜0.05）；成骨诱导液能诱导 hBMSC成骨分化，但葡萄糖浓

度升高会减少hBMSC的矿化结节形成、抑制成骨标志基因ALP、OC和Col⁃1表达（P＜0.05）。结论 在高糖环境

培养下，抑制hBMSC增殖、下调成骨标志性基因Col⁃1、ALP、OC的表达，同时高糖可以减弱干细胞的成骨矿化能

力，间接影响骨形成和代谢。
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【Abstract】 Objective To investigate the effects of different glucose concentration on the proliferation and osteogen⁃
ic differentiation of human bone marrow mesenchymal stem cells (hBMSC) in vivo. Methods Cultured with basal medi⁃
um containing different glucose concentrations, CCK⁃8 cell proliferation was detected at 1, 4, 7, 10 days. The osteogenic
differentiation of human bone marrow mesenchymal stem cells was observed at 7 d, which was induced by osteogenic
differentiation medium with different concentration of glucose. The expressions of alkaline phosphatase (ALP), osteocal⁃
cin (OC) and collagen type I (Col⁃1) gene were detected by real⁃time fluorescence quantitative PCR. Mineralized nodule
formation was displayed by calciumalizarin red staining on the seventh day. Results 10 mM glucose stimulated prolif⁃
eration of hBMSC, while the higher (＞30 mM) inhibited the proliferation (P < 0.05); Osteogenic induction can induce
osteogenic differentiation of hBMSC, but the increase of glucose concentration will decrease the formation of mineralized
nodules of hBMSC, inhibit the expression of osteogenic marker genes ALP, OC and Col⁃1 (P < 0.05). Conclusion The
expression of Col⁃1, ALP and OC in osteoblast was down⁃regulated by high glucose, and the hBMSC proliferation was in⁃
hibited. At the same time, high glucose can reduce the osteogenic mineralization ability of stem cells and indirectly af⁃
fect bone formation and metabolism.
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牙列缺损与牙列缺失是常见口腔疾病，随着口

腔种植技术以及口腔生物材料的不断发展和改进，

种植已经成为牙列缺损与缺失行之有效的修复手

段。随着口腔种植的日益普及，糖尿病患者的种植

失败率较正常缺牙患者明显偏高，在一定程度上限

制了口腔种植修复治疗的实施［1］。此外，糖尿病患

者缺牙区可能伴有更严重的牙槽骨缺损和糖尿病性

骨质疏松，良好的牙周环境也有助于糖尿病病情的

控制［2］。我国作为糖尿病高发国家［3］，提高糖尿病牙

列缺损、牙列缺失患者的种植修复成功率、改进骨

替代材料的相关研究，已成为目前口腔种植领域的

研究热点［4］。本研究通过细胞增殖检测、实时荧光

定量 PCR 法（quantitative real⁃ time polymerase chain
reaction，qRT⁃PCR）研究高糖对人骨髓间充质干细

胞（human bone marrow mesenchymal stem cells，hBM⁃
SC）成骨分化的影响，有助于进一步研究葡萄糖对

hBMSC分化调控机制，为糖尿病患者种植体周围炎

的预防和治疗提供新的方向。

1 材料和方法

1.1 试剂和仪器

D⁃（+）⁃葡萄糖（Sigma，美国），hBMSC（Cyagen
Biosciences Inc，美国）、hBMSC完全培养基（基础葡

萄糖浓度约 5.5 mM）、hBMSC成骨诱导分化培养基

（含 hBMSC成骨诱导分化基础培养基 175 mL，hBM⁃
SC培养专用胎牛血清 20 mL，谷氨酰胺 2 mL，青霉

素或链霉素 2 mL，抗坏血酸 400 μL，β⁃甘油磷酸

钠 2 mL，地塞米松 20 μL）（Cyagen Biosciences Inc，
美国），高速冷冻离心机（Hitachi，日本），酶标仪

（Fluostar Optima，美国），Nano Drop 2000分光光度

计（Thermo，美国），倒置相差显微镜（Zeiss，德

国），StepOne型荧光定量 PCR仪（ABI，美国）。

1.2 实验分组

根据文献选取 4种培养基糖浓度［5⁃7］，模拟体

外高糖培养环境：①A组，对照组，用 hBMSC完全

培养基培养；②B组，为成骨诱导组，用 hBMSC成

骨诱导分化培养基培养；③C组，用含 10 mM葡萄

糖的（只加葡萄糖诱导，非成骨诱导培养基）完全

培养基培养；④D组，用含 30 mM葡萄糖的完全培

养基培养；⑤E组，用含 50 mM葡萄糖的完全培养

基培养。

1.3 CCK⁃8检测细胞活力

细胞以 1×104个/孔（100 μL/孔）接种于 16个 96
孔板，贴壁 12 h后弃原培养基，更换为配制不同糖

浓度（0 mM、10 mM、30 mM、50 mM）的 hBMSC完全

培养基培养细胞 1、4、7、10 d。在 1、4、7、10 d的同

一时间点进行 CCK⁃8检测：向每个测试孔内加入

CCK⁃8 溶液 10 μL，继续避光孵育 3 h 显色，于

450 nm处测量OD值。以各自 0 mM培养的细胞作

为对照，SigmaPlot 10.0 软件绘制生长曲线图。每

次实验重复 5个平行副孔，独立重复 3次。

1.4 qRT⁃PCR检测葡萄糖对 hBMSC成骨标志性基

因表达的影响

将细胞以 5 × 105个/孔接种于 6孔板，贴壁后

按照不同分组方案继续培养细胞 1、4、7、10 d。冰

上用 Trizol 法分别提取 A、B、C、D组总 RNA，检测

碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）、骨钙素

（osteocalcin，OC）、I型胶原蛋白（collagen type I，Col⁃1）
基因表达水平（CCK⁃8检测细胞活力时，发现 E组

细胞大量凋亡，无研究意义，在之后的基因检测

和矿化结节实验时只选择了 A、B、C、D组进行实

验），按 照 Takara RR047A 试 剂 盒 说 明 书 进 行

操作。

根据公式：⁃ΔΔCT =（对照组目标基因 CT值⁃
对照组内参基因 CT值）⁃（待测样品 CT值⁃待测样

品内参基因 CT 值），以 3 次独立实验测量结果的

ΔΔCT值进行统计学检验，用 A组的 ΔΔCT值标准

化，以 RQ = 2⁃△△CT ± SD表示相对变化倍数，Sigma
Plot 6.0绘图。

GAPDH上游引物序列：5′⁃GGTTGTCTCCTGC⁃
GACTTCA⁃3′；GAPDH 下游引物序列：5′⁃TGGTC⁃
CAGGGTTTCTTACTCC⁃3′。ALP上游引物序列：5′⁃
AACATCAGGGACATTGACGTG⁃3；ALP下游引物序

列：5′⁃GTATCTCGGTTTGAAGCTCT⁃3′。Col⁃1上游引

物序列：5′⁃AGACATCCCACCAATCACCTG⁃3′；Col⁃1
下游引物序列：5′⁃CGTCATCGCACAACACCTT⁃3′。
OC 上 游 引 物 序 列 ：5′ ⁃ CAGGCGCTACCTGTAT⁃
CAATG ⁃ 3′；OC 下游引物序列：5′ ⁃ GATGTGGT⁃
CAGCCAACTCGT⁃3′。
1.5 茜素红染色检测矿化结节形成

将细胞以 5 × 104 个/孔接种于 24 孔板，贴壁

24 h后，A、B、C、D组按分组方案更换含不同葡萄

糖浓度的培养基体外培养细胞，每 72 h换液。

在第 7 天，对不同葡萄糖浓度下成骨诱导的

hBMSC进行茜素红染色，观察矿化结节形成。

1.6 统计学分析

计量资料数据以 x ± s表示，应用 SPSS 19.0软

件进行统计学分析。qRT⁃PCR以⁃ΔΔCT值进行检
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OC：骨钙素。

图 4 qRT⁃PCR检测OC基因表达水平

Figure 4 Gene expression level of OC

ALP：碱性磷酸酶。

图2 qRT⁃PCR检测ALP基因表达水平

Figure 2 Gene expression level of ALP

Col⁃1:Ⅰ型胶原蛋白。

图3 qRT⁃PCR检测Col⁃1基因表达水平

Figure 3 Gene expression level of Col⁃1

验，指标比较采用单因素方差分析（OneWay⁃ANO⁃
VA），经正态性检验和 Levene方差齐性检验，设定

正态检验和方差齐性的检验显著性水准为 P <
0.05具有统计学意义。均数间用LSD⁃t检验进行两

两比较，方差不齐时用近似F检验Welch法进行均

数间比较，Dunnett’s 法进行组间两两比较，P <
0.05为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 CCK⁃8检测高糖培养对 hBMSC增殖的影响

1、4、7、10 d，葡萄糖在一定浓度范围内，可促进

hBMSC的增殖（图1）。接种后1 d，各组OD值差异无

统计学意义（F = 0.31，P = 0.814）。在第4天时，各组

OD值总体差异有统计学意义（F = 155.88，P = 1.956），
10 mM葡萄糖浓度对细胞的增殖有明显的促进作用

（P < 0.01），而30 mM（P = 0.019）和50 mM（P = 0.018）
葡萄糖对细胞生长具有抑制作用。第7、10天时，葡

萄糖的促增殖作用减弱，与对照组相比，10 mM葡萄

糖对细胞的增殖无明显作用（P = 0.897），30 mM
（P = 0.002）和50 mM（P < 0.01）葡萄糖对细胞增殖抑

制明显。到第7天，可观察到E组细胞体积小且发生

皱缩、细胞深染，培养基内漂浮细胞较多。

2.2 qRT⁃PCR检测ALP、Col⁃1和OC表达

第 4天，各组ALP（F = 36.145，P < 0.05）、Col⁃1
（F = 21.953，P < 0.05）、OC（F = 50.366，P < 0.05）的

总体表达差异具有统计学意义；第 7天，各组ALP
（F = 89.771，P < 0.05）、Col ⁃ 1（F = 53.048，P <
0.05）、OC（F = 49.202，P < 0.05）的总体表达差异具

有统计学意义；第 10 天，各组 ALP（F = 146.353，
P < 0.05）、Col ⁃1（F = 33.338，P < 0.05）、OC（F =

29.997，P < 0.05）的总体表达差异具有统计学意义

（图 2～4）。

与对照组（A组）相比，成骨诱导液能明显诱导成

骨标志性基因表达，在第7天，B组ALP、Col⁃1、OC的

表达变化是A组的5.28、3.30和5.07倍（P < 0.01）；而
高糖对诱导后hBMSC成骨分化标志性基因的表达具

有明显的抑制作用。在第4、7、10天，10 mM、30 mM
葡萄糖能够明显抑制ALP的诱导表达（P < 0.05），

第 7天和第10天时，10 mM、30 mM葡萄糖能显著抑

制ALP、Col⁃1和OC的表达（P < 0.05）。
2.3 茜素红染色显示矿化结节形成

经过 7 d培养，hBMSC呈梭形，排列呈旋涡状

（图 5）。hBMSC经成骨诱导后，茜素红染色有大量

的红色钙结节形成（图 6）。随着糖浓度的升高，细

胞密度降低，矿化减弱。

#、△、*为在该时间点，与对照组A组相比，差异具有统计学

意义（P<0.05）。

图 1 CCK⁃8检测不同浓度葡萄糖对细胞增殖的影响

Figure 1 Proliferation Assay by CCK⁃8
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×100

×200

A组 B组 C组 D组

图 5 光镜下观察诱导第 7天 4组矿化结节形成情况 ×100，×200
Figure 5 Mineralization nodules formation in 4 groups on the 7th days before alizarin⁃red staining ×100，×200

×100

×200

A组 B组 C组 D组

图 6 荧光倒置显微镜下观察诱导第 7天 4组矿化结节形成情况 茜素红 ×100，×200
Figure 6 Mineralization nodules formation in 4 groups on the 7th days after alizarin⁃red staining ×100，×200

3 讨 论

随着生活水平的提高，糖尿病发病率也急剧升

高。2010年，在年龄≥20岁的中国人群中，糖尿病

和糖尿病前期患病率分别高达9.7%和15.5%［8］。大

量临床研究表明［9］，高血糖是导致包括种植体周围

炎在内的种植手术并发症的主要危险因素之一。

糖尿病对种植体骨结合的影响主要包括：引起牙

龈上皮细胞炎症因子分泌［10］、减少胶原纤维形成、

骨愈合能力下降、易感染以及胶原酶活性增强等，

导致骨质破坏，影响骨质沉积、改建和矿化［11⁃12］。

目前研究已经证实，高糖环境下成骨细胞的粘附和

矿化能力减弱，被认为是糖尿病导致骨质下降的原

因，但其机制尚不清楚。在长期高血糖状态下，机

体或细胞内氧自由基的消长失衡，细胞线粒体内处

于氧化应激状态，生成的过氧化物和超氧自由基激

活通路，形成糖基化终产物，如蛋白质氧化修饰产

物潴留，最终发生糖尿病微血管病变和糖尿病性骨

质疏松等。
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种植体周围的成骨过程是一个复杂的程序性

反应，生长因子通过趋化作用使间充质干细胞、巨

噬细胞、成纤维细胞等，一起向创伤区迁移分化，

启动愈合和骨改建过程［13］。成骨发生的关键是骨

髓间充质细胞向骨形成转变。成骨细胞的分化过

程可分为增殖、细胞外基质沉积、基质成熟与矿化

及凋亡，多因素调节这几个阶段［14］。骨形态发生

蛋白⁃2是促进骨形成和诱导成骨细胞分化最重要

的细胞外信号分子之一，ALP、Col⁃1、OC是成骨分

化的标志性基因。目前已证实，在持续高血糖的

状态下大鼠骨髓间充质干细胞向成骨细胞、分泌

胰岛素的细胞分化受到抑制［15］。本研究结果提

示，中低浓度葡萄糖（10 mM）在短期内能够促进细

胞增殖，高糖（30 mM、50 mM）在早期即对细胞增

殖具有抑制作用，本研究的实验结果与王俊成

等［16］的研究不完全一致。10 mM、30 mM、50 mM葡

萄糖能明显下调骨髓间充质干细胞的成骨分化标

志基因表达，差异具有统计学意义（P < 0.05）。同

时，高糖能干扰成骨诱导培养下骨髓间充质干细

胞矿化结节的形成。有研究认为高葡萄糖浓度培

养 hBMSC，可能会影响间充质干细胞的增殖、迁

移、分化和凋亡［17⁃18］，同时改变细胞的成骨分化能

力，导致矿化基因表达降低和矿化结节形成减

少［19］。具体机制可能涉及到一氧化氮⁃环磷酸鸟

苷、MAPK、PI3K/Akt、Wnt/β ⁃catenin、Notch 等经典

信号转导通路激活改变［20⁃22］，至于引起何种信号转

导通路蛋白及效应蛋白的时空表达改变，仍需要

进一步探讨。
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