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摘要 目的 研究特立帕肽( TPTD) 通过 Wnt3a /β-catenin
通路对高糖环境下 MC3T3-E1 细胞向成骨分化的影响。方
法 实验分为 5 组: 低糖组、低糖 + TPTD组、高糖组、高糖 +
TPTD组、高糖 + TPTD + G244-LM 组。Calcein-AM 染色及
CCK-8 法检测细胞增殖活性，碱性磷酸酶( ALP) 及茜素红 s
染色观察细胞矿化结节形成情况，免疫荧光检测分析肌动蛋

白形成情况，Ｒeal-time PCＲ检测 Wnt3a、β-catenin、Tcf1、OPG、
COL Ⅰ mＲNA 表达情况。结果 TPTD 对高糖条件下
MC3T3-E1 细胞的增殖活性无显著影响。低糖 + TPTD 组细
胞 ALP染色区域、蛋白活性及茜素红 s染色面积均高于其他
四组( P ＜ 0. 05 ) ，且高糖组低于低糖组( P ＜ 0. 05 ) ，高糖 +
TPTD组高于高糖组和高糖 + TPTD + G244-LM 组 ( P ＜
0. 05) 。低糖 + TPTD 组细胞骨架最清晰; 高糖组和高糖 +
TPTD + G244-LM 组细胞骨架清晰程度均低于高糖 + TPTD
组。低糖 + TPTD组细胞 Wnt3a、β-catenin、Tcf1、OPG、COL Ⅰ
mＲNA水平最高( P ＜ 0. 05) ; 低糖组各基因 mＲNA 水平均高
于高糖组( P ＜ 0. 05) ; 高糖 + TPTD 组细胞各基因 mＲNA 水
平均高于高糖组和高糖 + TPTD + G244-LM 组( P ＜ 0. 05 ) 。
结论 高糖抑制成骨细胞分化，TPTD 通过调控 Wnt3a /β-
catenin通路促进高糖环境下成骨细胞分化。
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糖尿病性骨质疏松症 ( diabetic osteoporosis，
DOP) 是糖尿病常见并发症，其发病因素包括成骨细
胞功能降低［1］和糖基化终末产物积累［2］，目前临床

上主要通过降糖药配合抗骨质疏松药进行治疗，尚

无更具有针对性的治疗药物，临床治疗效果仍待提

高。Wnt信号通路是多种骨质疏松症发生发展的重

要通路，通过影响骨稳态平衡调控骨质疏松的发

生［3］。研究［4］表明，Wnt /β-catenin信号通路可通过
调节细胞胞质内 β-catenin 表达量影响成骨细胞増
殖分化。高糖状态下 Wnt /β-catenin 通路表达异常
后会干预成骨细胞分化，影响 DOP 的骨形成及代
谢［5］。
特立帕肽( teriparatide，TPTD) 与甲状旁腺激素

［PTH( 1-84) ］的前 34 个氨基酸分子相同，是一种用
于治疗重度骨质疏松症的促骨形成类首选药物，能

够促进骨形成，提高骨量［6］。临床上，TPTD 多用于
绝经后重度骨质疏松症及伴发骨折的治疗，治疗效

果理想［7］，但尚未发现其影响 DOP的分子学及临床
实验研究。该实验通过诱导 MC3T3-E1 细胞在高糖
条件下成骨分化，同时加入 TPTD及 Wnt3a 抑制剂，
观察 TPTD 对高糖环境下成骨细胞分化的影响及
Wnt3a /β-catenin通路在其中的调控作用，以期为临
床上 TPTD成为 DOP 的潜在治疗药物提供细胞学
理论研究基础。

1 材料与方法

1． 1 细胞 小鼠 MC3T3-E1 细胞，为成骨细胞前体
细胞，可诱导分化为成骨细胞( 中科院上海细胞

库) 。
1． 2 实验方法
1． 2． 1 细胞培养和实验分组 实验分为 5 组: 低糖
组( 5. 5 mmol /L 葡萄糖) 、低糖 + TPTD 组 ( 5. 5
mmol /L葡萄糖 + 10 nmol /L TPTD) 、高糖组( 16. 5
mmol /L葡萄糖) 、高糖 + TPTD 组( 16. 5 mmol /L 葡
萄糖 + 10 nmol /L TPTD) 、高糖 + TPTD + G244-LM
组( 16. 5 mmol /L 葡萄糖 + 10 nmol /L TPTD + 0. 1
μmol /L G244-LM) 。MC3T3-E1 细胞培养至含 15%
胎牛血清的 DMEM完全培养基中，在细胞接种且贴
壁后，更换为含有成骨诱导液( 10 nmol /L 地塞米松
溶液 + 50 μmol /L 抗坏血酸溶液 + 10 mmol /Lβ-甘
油磷酸钠溶液) 的新鲜培养基，并按照分组加入

TPTD溶液及 Wnt3a抑制剂 G244-LM。
1． 2． 2 细胞增殖实验 5 组细胞于 96 孔板中培养
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24、48、72 h后，加入 CCK-8 溶液，37 ℃恒温培养 4 h
后，测定 490 nm 处的吸光度值，并按照数据绘制 5
组细胞的生长曲线图。5 组细胞培养 3d 后，PBS 冲
洗 3 次，加入钙黄绿素乙酰氧基甲酯( calcein ace-
toxymethyl ester，Calcein-AM) 染色工作液，室温避光
孵育 20 min，荧光显微镜观察细胞染色情况并进行
细胞计数。
1． 2． 3 成骨分化检测 5 组细胞培养 7 d后，4%多
聚甲醛溶液室温固定 15 min，NBT /BCIP 碱性磷酸
酶( alkaline phosphatase，ALP ) 试剂避光染色 30
min，PBS冲洗 3 次，观察各组细胞 ALP 染色情况。
ALP试剂盒检测各组细胞蛋白活性，酶标仪读取各
组数据。5 组细胞培养 21 d 后，每孔加入 4%多聚
甲醛溶液于室温固定 15 min，1%茜素红 s 染色 20
min，PBS洗涤 3 次后观察钙化沉积情况。使用 Im-
age J软件分析茜素红阳性面积占总面积百分比。
1． 2． 4 免疫荧光分析 5 组细胞培养 5 d后，4%多
聚甲醛固定 15 min，0. 5% Triton X-100 溶液透化细
胞 15 min，室温下加入 FITC-phalloidin 孵育 3 h 后，
用 5 μg /ml DAPI室温孵育 5 min 后，观察各组细胞
肌动蛋白形成情况。
1． 2． 5 实时荧光定量 PCＲ 分析 将各组细胞总
ＲNA 逆转录为 cDNA，SYBＲⓇ Green Ｒealtime PCＲ
Master Mix进行 Ｒeal-time PCＲ，PCＲ产物用 StepOn-
ePlus实时 PCＲ系统( 美国赛默飞世尔科技公司) 检
测。选用 GAPDH作为内参基因。反应程序: 95 ℃、
1 min，95 ℃、15 s，60 ℃、15 s，72 ℃、45 s，共 40 个循
环。以 2 － ΔΔCT法分析测定基因表达水平，引物序列

见表 1。

表 1 实时定量 PCＲ目的基因引物序列

目的基因 引物序列( 5'-3')
Wnt3a F: TACTACGAGGCCTCACCCAA

Ｒ: ACCCATCTATGCCATGCGAG
β-catenin F: GGTGCTGACTTTGCTTGCTT

Ｒ: CCGCACGTATCCCCGATAAA
Tcf1 F: CTGCGGCCTTACACCAAGTA

Ｒ: AGACCGATAACCAGGGTGGA
OPG F: AGGGCATACTTCCTGTTGCC

Ｒ: GTAGGTGCCAGGAGCACATT
COL Ⅰ F: CCCCTCAACCCCGTCTACTT

Ｒ: ACAGTCCAAGAACCCCATGTC
GAPDH F: AGGCCGGTGCTGAGTATGTC

Ｒ: TGCCTGCTTCACCACCTTGT

1． 3 统计学处理 采用 SPSS 22. 0 统计软件对数
据进行分析，实验数据均以�x ± s表示，5 组均数比较

应用单因素方差分析，两两比较行 Dunnett 多重比
较检验。以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 TPTD对高糖条件下 MC3T3-E1 细胞增殖活
性的影响 应用 CCK-8 法测定 5 组细胞培养 24、
48、72 h后各组细胞增殖情况。结果显示，各组细
胞增殖活性结果差异无统计学意义( F = 0. 985，P ＞
0. 05) 。见图 1、表 2。提示 TPTD 对高糖环境下各
组细胞增殖活性无影响。

图 1 CCK-8 实验检测细胞培养
24、48、72 h后各组细胞的生长增殖曲线

表 2 CCK-8 检测高糖环境下MC3T3-E1 细胞

增殖活性( �x ± s，n = 3)

组别 24 h 48 h 72 h
低糖 0． 36 ± 0． 02 1． 38 ± 0． 03 2． 47 ± 0． 03
低糖糖 + TPTD 0． 41 ± 0． 01 1． 42 ± 0． 01 2． 52 ± 0． 02
高糖 0． 35 ± 0． 03 1． 37 ± 0． 02 2． 23 ± 0． 03
高糖 + TPTD 0． 40 ± 0． 02 1． 40 ± 0． 01 2． 49 ± 0． 01
高糖 + TPTD + G244-LM 0． 36 ± 0． 02 1． 37 ± 0． 03 2． 10 ± 0． 02
组间比较 F = 0． 985 P ＞ 0． 05

5 组细胞培养 3 d 后，进行 Calcein-AM 染色观
察细胞增殖趋势。各组细胞计数结果分别为: 低糖
组( 437. 43 ± 37. 19 ) 个，低糖 + TPTD 组( 494. 13 ±
66. 04) 个，高糖组( 401. 20 ± 44. 42) 个，高糖 + TPTD
组( 409. 90 ± 79. 08 ) 个，高糖 + TPTD + G244-LM 组
( 342. 06 ± 53. 42) 个。各组细胞计数结果差异无统
计学意义( F = 2. 742，P ＞ 0. 05 ) 。见图 2。提示各
组细胞增殖趋势无明显差异。
2． 2 TPTD对高糖条件下成骨细胞分化的影响 5
组细胞培养 7 d后，进行 ALP染色及蛋白活性检测。
ALP染色结果显示: 各组细胞都存在不同程度的成
骨分化现象，其中，低糖 + TPTD 组细胞染色区域高
于其他四组，细胞分化状态较好( P ＜ 0. 05) ; 高糖组
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细胞分化较少，明显低于高糖 + TPTD 组和低糖组
细胞的分化结果( P ＜ 0. 05) ; 高糖 + TPTD组染色区
域高于高糖组和高糖 + TPTD + G244-LM 组( P ＜
0. 05) ，见图 3。蛋白定量检测结果( U /g) 为: 低糖
组( 0. 508 ± 0. 006 ) ，低糖 + TPTD 组 ( 0. 767 ±
0. 026) ，高糖组( 0. 382 ± 0. 019 ) ，高糖 + TPTD 组
( 0. 449 ± 0. 022) ，高糖 + TPTD + G244-LM组( 0. 213
± 0. 008) ( F = 449. 804，P ＜ 0. 05 ) 。结果提示高糖
抑制成骨细胞 ALP 分化及蛋白活性，TPTD 促进成
骨细胞 ALP分化及蛋白活性; 高糖 + TPTD 组加入
Wnt3a抑制剂后，成骨细胞分化量减少，蛋白活性降

低。
5 组细胞培养 21 d 后，进行茜素红 s 染色。结
果显示，低糖组( 16. 82% ± 0. 98% ) 、低糖 + TPTD
组 ( 32. 40% ± 1. 09% ) 、高 糖 组 ( 11. 79% ±
1. 28% ) 、高糖 + TPTD 组( 19. 26% ± 0. 78% ) 、高糖
+ TPTD + G244-LM 组( 7. 51% ± 1. 15% ) 各组细胞
染色阳性区域比组间差异有统计学意义 ( F =
235. 692，P ＜ 0. 05 ) 。见图 4。低糖 + TPTD 组细胞
染色阳性区域比最高( P ＜ 0. 05 ) ; 高糖组细胞染色
阳性区域比低于低糖组( P ＜ 0. 05) ，高糖 + TPTD 组
细胞染色阳性区域比高于高糖 + TPTD + G244-LM

图 2 各组细胞培养 3 d后 Calcein-AM染色观察细胞增殖 Calcein-AM染色 × 40

A: 低糖组; B: 低糖 + TPTD组; C: 高糖组; D: 高糖 + TPTD组; E: 高糖 + TPTD + G244-LM组

图 3 各组细胞培养 7 d后 ALP染色后观察
A: 低糖组; B: 低糖 + TPTD组; C: 高糖组; D: 高糖 + TPTD组; E: 高糖 + TPTD + G244-LM组; 1: × 40; 2: × 100

图 4 细胞培养 21 d后进行茜素红 s染色结果
A: 低糖组; B: 低糖 + TPTD组; C: 高糖组; D: 高糖 + TPTD组; E: 高糖 + TPTD + G244-LM组; 1: × 40; 2: × 100
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组( P ＜ 0. 05 ) 。以上结果表明: 高糖抑制成骨细胞
分化; TPTD 的加入促进成骨细胞分化; 在高糖 +
TPTD组加入 Wnt3a 抑制剂后，成骨细胞分化水平
降低。
2． 3 TPTD对高糖条件下成骨细胞肌动蛋白的影
响 5 组细胞培养 5 d 后，免疫荧光染色结果显示，
低糖 + TPTD 组细胞骨架最清晰; 高糖组和高糖 +
TPTD + G244-LM组细胞骨架清晰程度均低于高糖
+ TPTD组。见图 5。结果表明，高糖降低 MC3T3-
E1 细胞细胞骨架清晰程度; TPTD 的加入提高了细
胞骨架清晰程度; Wnt3a 抑制剂明显降低高糖 +
TPTD组细胞骨架清晰程度。
2． 4 TPTD对高糖条件下成骨相关基因 mＲNA 表
达的影响 5 组细胞进行 Ｒeal-time PCＲ 检测结果
显示: 低糖 + TPTD 组细胞 Wnt3a、β-catenin、Tcf1、
OPG、COL Ⅰ mＲNA水平最高; 低糖组各基因 mＲNA
水平均高于高糖组; 高糖 + TPTD组细胞各基因 mＲ-
NA水平均高于高糖组和高糖 + TPTD + G244-LM

组。见图 6。结果表明，高糖抑制成骨细胞 Wnt3a、
β-catenin、Tcf1、OPG、COL Ⅰ mＲNA表达; 加入 TPTD
后促进成骨细胞上述各基因 mＲNA 表达; 加入
Wnt3a抑制剂后各基因 mＲNA表达均降低。

3 讨论

该研究表明高糖抑制成骨细胞分化，同时抑制

Wnt /β-catenin通路相关基因 Wnt3a、β-catenin、Tcf1、
OPG、COL Ⅰ mＲNA表达; TPTD 可促进高糖环境下
成骨细胞分化，提高上述各基因 mＲNA表达。
有研究［8］通过检测糖尿病模型中细胞焦亡相

关因子的表达，表明高血糖可通过细胞焦亡途径抑

制成骨细胞的增殖和分化; 同时研究 ME3T3-E1 细
胞显示，高血糖可通过 Caspase-1 /GSDMD /IL-1β 途
径抑制成骨细胞增殖分化。Wu et al［9］在糖尿病小
鼠模型中发现，高血糖小鼠体内成骨分化相关基因

ALP和 Ｒunx2 蛋白的表达明显降低，成骨分化受到
抑制。研究［10］表明，高糖抑制 MC3T3-E1 细胞向成

图 5 5 组细胞细胞骨架 FITC-phalloidin染色及细胞核 DAPI染色观察 × 400

A: 低糖组; B: 低糖 + TPTD组; C: 高糖组; D: 高糖 + TPTD组; E: 高糖 + TPTD + G244-LM组
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图 6 5 组细胞进行 Ｒeal-time PCＲ分析结果
A: 低糖组; B: 低糖 + TPTD组; C: 高糖组; D: 高糖 + TPTD 组; E: 高糖 + TPTD + G244-LM 组; 与低糖组比较: * P ＜ 0. 05; 与高糖组比较: ＆P

＜ 0. 05; 与高糖 + TPTD组比较: #P ＜ 0. 05

骨分化，抑制成骨标志物 Ｒunx2、COL Ⅰ表达。但目
前高糖抑制成骨细胞分化的具体分子机制尚在研

究。该实验通过高糖培养基与低糖培养基分别培养
成骨细胞前体 MC3T3-E1 细胞，观察在高糖水平下
成骨细胞增殖活性及分化矿化水平是否受到影响，

结果显示，高糖水平下各组细胞增殖活性不具有统

计学差异，但高糖会降低成骨细胞分化及矿化结节

形成水平。Wnt /β-catenin 通路在成骨微环境中起
重要作用［11］，Wnt3a 是 Wnt /β-catenin 通路的重要
组成部分，通过调控 β-catenin的表达量参与多项成
骨分化相关研究。Deshmukh et al［12］研究表明，
Wnt3a 可通过调控其下游 β-catenin 因子影响
Wnt3a /β-catenin通路下游靶基因，参与间充质细胞
向成骨细胞和软骨细胞分化的平衡。Feng et al［13］

研究发现，胰岛素生长因子-1 ( IGF-1 ) 可通过 Wnt /
β-catenin 途 径，经 Wnt3a、β-catenin、cyclin D1、
Ｒunx2、OPN 等因子促进骨髓间充质干细胞增殖及
骨质发生分化。那么，Wnt3a 是否可以通过干预 β-
catenin表达量在高糖环境下对成骨细胞发挥作用
尚未可知。该实验通过加入 Wnt3a 抑制剂，探究了
其是否参与了高糖环境下成骨细胞分化作用，结果

显示抑制 Wnt3a表达后，β-catenin 及其下游 Tcf1 表
达量随之降低，成骨分化相关基因 OPG 及 COL Ⅰ
表达亦受到抑制，说明 Wnt3a /β-catenin 通路参与了
高糖环境下成骨细胞分化过程。
研究［14］表明，PTH( 1-84) 可以通过与 Wnt 配体

共用一个受体 β-catenin 信号发挥作用。小鼠体内
PTH( 1-84) 受体过表达，会导致 Wnt /β-catenin 通路
下游基因表达增加，促进成骨细胞增殖，减少其凋

亡［15］; 但 TPTD作为治疗骨质疏松症的 PTH( 1-34 )

的重组骨代谢药物，能否通过 Wnt /β-catenin通路参
与 MC3T3-E1 细胞成骨分化过程尚未有明确报道。
该实验通过在高糖环境下加入药物 TPTD 及 Wnt3a
抑制剂进行干预，观察 MC3T3-E1 细胞成骨分化及
细胞骨架情况。ALP 染色及蛋白活性定量、茜素红
s染色和免疫荧光实验结果显示，高糖 + TPTD 组细
胞成骨分化水平及细胞骨架清晰度优于高糖组及高

糖 + TPTD +Wnt3a抑制剂组; Ｒeal-time PCＲ 结果显
示高糖 + TPTD 组细胞 Wnt3a、β-catenin、Tcf1、OPG、
COL Ⅰ 各基因 mＲNA表达量高于高糖组和高糖 +
TPTD +Wnt3a抑制剂组，提示 TPTD 可通过 Wnt3a /
β-catenin通路调控成骨细胞分化。
综上所述，该研究表明，高糖降低成骨细胞分化

水平及细胞骨架清晰程度，抑制 Wnt3a 及其下游 β-
catenin、Tcf1、OPG及 COL Ⅰ表达; TPTD可通过调控
Wnt3a /β-catenin信号通路促进高糖环境下 MC3T3-
E1 细胞成骨分化，提高细胞骨架清晰程度，提高上
述通路相关基因表达。该研究为临床上 TPTD 成为
DOP潜在治疗药物提供了理论基础，并说明 Wnt3a /
β-catenin信号通路有潜力成为治疗 DOP的新靶点。
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Effect of teriparatide on osteoblast differentiation in high
glucose environment through Wnt3a /β-catenin pathway

Gu Yingying，Hou Tian，Qin Yazhi，Zhang Yan，Wen Guochen，Bi Wenjuan，Dong Wei
( School of Stomatology，North China University of Science and Technology，Tangshan 063210)

Abstract Objective To investigate the effect of teriparatide ( TPTD) on the generation of MC3T3-E1 cells to-
wards osteogenic differentiation via the Wnt3a /β-catenin pathway in a high-glucose environment． Methods The
experiment was divided into five groups: low glucose group，low glucose + TPTD group，high glucose group，high
glucose + TPTD group，high glucose + TPTD + Wnt3a inhibitor G244-LM group． Cell proliferation activity was de-
tected by Calcein-AM and CCK-8 assay，cell mineralized nodule formation was observed by ALP and alizarin red
staining，and actin formation was analyzed by immunofluorescence assay． Ｒeal-time PCＲ was performed to detect
Wnt3a，β-catenin，Tcf1，OPG and COL Ⅰ mＲNA expression． Ｒesults TPTD had no significant effect on the pro-
liferative activity of MC3T3-E1 cells under high glucose condition． The ALP staining area，protein activity and aliza-
rin red staining area of the cells in the low glucose + TPTD group were higher than those in the other four groups ( P
＜ 0. 05) ; the high glucose group was lower than the low glucose group ( P ＜ 0. 05 ) ; the high glucose + TPTD
group was higher than the high glucose group and the high glucose + TPTD + G244-LM group ( P ＜ 0. 05) ． The cy-
toskeleton in the low glucose + TPTD group was the clearest; the cytoskeleton was less clear in both the high glucose
and high glucose + TPTD + G244-LM groups than in the high glucose + TPTD group． Genes such as Wnt3a，β-cate-
nin，Tcf1，OPG and COL Ⅰ had the highest mＲNA levels in the cells of the low glucose + TPTD group ( P ＜
0. 05) ; the mＲNA levels of all genes were higher in the low glucose group than thosein the high glucose group ( P
＜ 0. 05) ; the mＲNA levels of all genes in the cells of the high glucose + TPTD group were higher than those in the
high glucose group and the high glucose + TPTD + G244-LM group ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion High glucose inhibi-
ted osteoblast differentiation，and TPTD promoted osteoblast differentiation in high glucose environment by regula-
ting Wnt3a /β-catenin pathway．
Key words teriparatide; osteoblasts; high glucose; Wnt3a /β-catenin
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