
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．２０９７０９２７．２０２２０４２１５

高糖及巨噬细胞共培养对成骨细胞氧化应激及自噬的影响
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　　［摘要］　目的　探讨在高糖环境下，与巨噬细胞 Ｒａｗ２６４．７共培养的成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１氧化应
激、自噬及细胞凋亡的变化。方法　①根据培养基的葡萄糖浓度将 Ｒａｗ２６４．７细胞分为 ２５、３０、
３５ｍｍｏｌ／Ｌ３组，流式细胞术检测细胞 ＣＤ８６表达；ＲＴｑＰＣＲ检测 ＩＬ６、ＴＮＦα、ｉＮＯＳ、ＮＯＸ２、ｐ４７ｐｈｏｘ的
ｍＲＮＡ表达水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｉＮＯＳ的蛋白表达水平，ＤＣＦＨＤＡ探针检测ＲＯＳ水平。②ＭＣ３Ｔ３Ｅ１
细胞分为正常糖单独培养组（５．５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖浓度，５．５Ｍｏｎｏ组）、高糖单独培养组（３５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄
糖浓度，３５Ｍｏｎｏ组）和高糖共培养组（与Ｒａｗ２６４．７细胞共培养２４ｈ，３５Ｃｏ组）３组，ＤＣＦＨＤＡ探针检
测ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞ＲＯＳ水平；透射电镜、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞自噬水平；流式细胞术检测
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞凋亡水平。结果　高糖下Ｒａｗ２６４．７细胞表面标志 ＣＤ８６表达增加，与２５ｍｍｏｌ／Ｌ组相
比，３５ｍｍｏｌ／Ｌ组ＩＬ６、ＴＮＦα、ｉＮＯＳ的ｍＲＮＡ表达水平显著增加（Ｐ＜０．０５），ｉＮＯＳ蛋白表达水平显著增
加（Ｐ＜０．０５），ＲＯＳ水平增加，ＮＯＸ２、ｐ４７ｐｈｏｘ的ｍＲＮＡ表达水平显著增加（Ｐ＜０．０５）；与５．５Ｍｏｎｏ组相
比，３５Ｍｏｎｏ、３５Ｃｏ组ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞ＲＯＳ均增加且３５Ｃｏ组增加更明显，透射电镜显示３５Ｃｏ组自噬
溶酶体数量明显增加，３５Ｃｏ组ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞中ＬＣ３ＩＩ及ＳＱＳＴＭ１／ｐ６２的蛋白表达水平明显升高（Ｐ＜
０．０５），３５Ｃｏ组的ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞凋亡率较３５Ｍｏｎｏ组明显升高（Ｐ＜０．０５）。结论　与高糖下Ｍ１向极
化的Ｒａｗ２６４．７细胞共培养会诱导ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞凋亡，该作用可能与 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞胞内 ＲＯＳ增加
和自噬过强有关。
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　　高血糖是许多疾病的危险因素，包括缺血性心血
管损伤［１］、肾脏疾病［２］和败血症［３］，同时也被视为糖

尿病患者骨改建不良的主要危险因素［４－５］。骨改建过

程一般是指在力的作用下发生的一个成破骨动态循环

过程，包括了骨吸收和骨形成，而成骨细胞和破骨细胞

在其中发挥主要调节作用［６］。正常情况下，成骨与破

骨的动态平衡是正畸治疗中牙齿发生移位的生理基

础。在高糖环境下，巨噬细胞作为先天免疫细胞，首先

被激活并到达骨改建区发挥免疫作用，分泌大量炎症

因子［７－８］。根据活化状态、细胞表型及功能差异，巨噬

细胞分为Ｍ１和Ｍ２型巨噬细胞，Ｍ１型巨噬细胞在炎
症早期浸润，其释放的炎性介质或细胞因子可发挥破

骨细胞分化的第二信使作用；Ｍ２型巨噬细胞则在减轻
炎症、减弱抗原呈递、促进组织愈合等过程中发挥重要

功能，同时释放如ＢＭＰ２、ＴＧＦβ和 ＩＧＦ１等细胞因子
促进骨髓间充质干细胞成骨分化［９－１０］。在骨改建过程

中，成骨细胞功能受到巨噬细胞的调控［１１］，当成骨细

胞发生功能障碍时，将导致成破骨状态失衡，骨改建不

良甚至失败［１２］。氧化应激被认为是导致成骨细胞功

能障碍的原因［１３］。氧化应激是指因为活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）和活性氮 （ｒｅａｃｔｉｖｅｎｉｔｒｏｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＮＳ）的产生与清除之间失衡而导致细胞器、
蛋白、脂质等受到氧化损伤［１４］。ＲＯＳ是机体产生的诱
导体内发生氧化应激的一组物质，主要包括超氧阴离

子（Ｏ－２）、过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）和羟自由基（·ＨＯ）
［１５］，在

决定细胞命运中发挥重要作用。目前对高糖环境下骨

改建过程的研究较少，高糖环境对成骨细胞氧化应激

的影响及巨噬细胞在其中发挥的作用仍不清楚。因

此，本研究将采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞间接共培养技术探究
高糖环境下巨噬细胞对成骨细胞氧化应激、自噬及凋

亡的影响。

１　材料与方法

１．１　细胞与主要试剂
　　小鼠前成骨细胞系ＭＣ３Ｔ３Ｅ１和小鼠单核巨噬细
胞系 Ｒａｗ２６４．７来源于美国 ＡＴＣＣ公司；胎牛血清
（ＦＢＳ）购自阿根廷 Ｎａｔｃｏｒ公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞小室购
自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；αＭＥＭ培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ
公司；ＲＯＳ检测试剂盒和ＥＣＬ化学发光法检测试剂盒
购自上海碧云天生物科技有限公司；ＴＲＩｚｏｌＲｅｇｅｎｔ购
自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＲＴＰＣＲ试剂盒购自美国
Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＰＡＧＥ凝胶快速制备试剂盒购自上海雅
酶生物科技有限公司；ＬＣ３ＲａｂｂｉｔｍＡｂ购自美国 Ｃｅｌｌ
ＳｉｇｎａｌｉｎＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；ＳＱＳＴＭ１／ｐ６２ＲａｂｂｉｔｍＡｂ购
自英国Ａｂｃａｍ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　将前成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１和小
鼠单核巨噬细胞Ｒａｗ２６４．７分别置于含有１０％胎牛血
清和１％双抗的αＭＥＭ培养基中，在３７℃、５％ＣＯ２的
细胞培养箱中培养。当ＭＣ３Ｔ３Ｅ１增殖到密度为８０％
左右，用０．２５％胰酶消化２ｍｉｎ后终止消化，并吹打、
离心后去除上清，用３ｍＬα完全培养基重悬沉淀并以
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１∶３的比例进行传代培养，Ｒａｗ２６４．７吹打离心后去除
上清，用３ｍＬα完全培养基重悬细胞并以１∶３比例进
行传代培养。

１．２．２　高糖对 Ｒａｗ２６４．７细胞 Ｍ１表面抗原标志
ＣＤ８６表达的影响　　将 Ｒａｗ２６４．７细胞分别培养于
含葡萄糖浓度为２５、３０、３５ｍｍｏｌ／Ｌ的细胞培养基中培
养２４ｈ，其中５．５ｍｍｏｌ／Ｌ作为阴性对照。２４ｈ后去除
培养基并用 ＰＢＳ洗２次，用含３％ＦＢＳ的 ＰＢＳ吹打并
将细胞收集至１５ｍＬ离心管中，１５０×ｇ离心５ｍｉｎ，收
集细胞沉淀，去除上清并用１ｍＬ含３％ＦＢＳ的ＰＢＳ重
悬细胞并计数，取１×１０６个细胞于１．５ｍＬＥＰ管中，以
５００×ｇ离心５ｍｉｎ，去除上清，每管加入１００μＬ含３％
ＦＢＳ和１％抗ＣＤ８６ＰＥ的ＰＢＳ重悬细胞，避光，４℃摇
床孵育３０ｍｉｎ，每５ｍｉｎ重悬一次，孵育完成后５００×ｇ
离心５ｍｉｎ去除上清，用含３％ＦＢＳ的ＰＢＳ清洗３次后
并用筛网将细胞悬液过滤至流式细胞管，上机检测，结

果用ＦｌｏｗＪｏ．ｖ１０软件进行作图分析。
１．２．３　不同葡萄糖浓度对 Ｒａｗ２６４．７细胞 ＴＮＦα、
ＩＬ６、ｉＮＯＳ、ＮＯＸ２、ｐ４７ｐｈｏｘｍＲＮＡ表达的 ＲＴｑＰＣＲ检
测　　将Ｒａｗ２６４．７细胞分别培养于含葡萄糖浓度为
２５、３０、３５ｍｍｏｌ／Ｌ的细胞培养基中培养２４ｈ。２４ｈ后
采用ＴＲＩｚｏｌ试剂提取各组细胞的 ＲＮＡ，用 Ｐｒｏｍｅｇａ反
转录试剂盒反转录 ＲＮＡ为 ｃＤＮＡ，以 ＧＡＰＤＨ作为内
参，采用２－ΔΔＣｔ法分析目的基因表达水平。相关基因
ＴＮＦα、ＩＬ６、ｉＮＯＳ、ＮＯＸ２、ｐ４７ｐｈｏｘ的上下游引物序列
来源于ＮＣＢＩ，引物序列使用生工生物工程（上海）股
份有限公司合成，引物序列见表１。
１．２．４　不同葡萄糖浓度对Ｒａｗ２６４．７细胞ｉＮＯＳ表达的
蛋白检测　　去除培养基，将培养于２５、３０、３５ｍｍｏｌ／Ｌ
葡萄糖浓度的 Ｒａｗ２６４．７细胞用冰冷的 ＰＢＳ清洗
２遍，用含有ＰＭＳＦ的ＲＩＰＡ裂解细胞，进行 ＢＣＡ蛋白
定量检测并按 ４∶１的比例加入 ５×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ后
１００℃煮沸５ｍｉｎ。加入各组蛋白样品进行凝胶电泳，
转膜，封闭，一抗４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ清洗３遍后二抗
常温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ清洗３遍后采用ＥＣＬ化学发光显
影液进行显影，通过ＩｍａｇｅＪ软件进行目的蛋白半定量
分析。

１．２．５　细胞ＲＯＳ检测　　细胞ＲＯＳ含量用ＤＣＦＨＤＡ

法测定，将 ＤＣＦＨＤＡ探针加入不含血清的培养基中，
达到终浓度为 １０μｍｏｌ／Ｌ，并以换液的方式加入至不
同葡萄糖浓度培养的Ｒａｗ２６４．７（２５、３０、３５ｍｍｏｌ／Ｌ葡
萄糖浓度）或 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１（５．５、３５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖浓
度）细胞中，３７℃细胞培养箱内孵育 ３０ｍｉｎ后用不含
血清的培养基清洗３次，每次５ｍｉｎ。通过荧光显微镜
记录荧光图片。

１．２．６　高糖共培养体系的建立　　采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
间接共培养技术模拟细胞的旁分泌过程，即将两种

细胞分别接种于上室和下室，细胞之间不直接接触，

但仍可通过细胞分泌的细胞因子等物质进行信息交

流。本实验将 Ｒａｗ２６４．７细胞置于 ６孔板中细胞上
室，ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞置于 ６孔板中细胞下室，采用含
有３５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖的培养基在３７℃、５％ＣＯ２的细
胞培养箱中进行间接共培养（图 １），共培养 ２４ｈ后
进行后续实验，后续实验分为正常糖单独培养组

（５．５Ｍｏｎｏ组）、高糖单独培养组（３５Ｍｏｎｏ组）、高糖
共培养组（３５Ｃｏ组）３组。

图１　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ间接共培养体系示意图

１．２．７　高糖共培养下 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞透射电镜检测
　　去除 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞上室及 Ｒａｗ２６４．７细胞，将下
室的ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞用 ＰＢＳ清洗后以 ０．２５％的胰酶
消化１ｍｉｎ使细胞形成单个细胞后用 ＰＢＳ缓冲液以
１２０×ｇ离心 ５ｍｉｎ，离心管底部形成松散团块，保留
１．５ｍＬ上清液，吸弃余下上清，重新将团块吹散后转
移至１．５ｍＬＥＰ管内并以１２０×ｇ离心１０ｍｉｎ，ＥＰ管底
部形成细胞团块，吸弃上清并沿管壁缓慢加入戊二醛

固定液，送电镜室观察。

表１　ＲＴｑＰＣＲ引物序列

基因 正义（５′→３′） 反义（３′→５′）
ＩＬ６ ＣＴＴＣＴＴＧＧＧＡＣＴＧＡＴＧＣＴＧＧＴＧＡＣ ＡＧＧＴＣＴＧＴＴＧＧＧＡＧＴＧＧＴＡＴＣＣＴＣ
ＴＮＦα ＧＣＧＡＣＧＴＧＧＡＡＣＴＧＧＣＡＧＡＡＧ ＧＣＣＡＣＡＡＧＣＡＧＧＡＡＴＧＡＧＡＡＧＡＧＧ
ｉＮＯＳ ＡＣＴＣＡＧＣＣＡＡＧＣＣＣＴＣＡＣＣＴＡＣ ＴＣＣＡＡＴＣＴＣＴＧＣＣＴＡＴＣＣＧＴＣＴＣＧ
ＮＯＸ２ ＧＡＡＧＡＣＡＡＣＴＧＧＡＣＡＧＧＡＡＣＣＴＣＡＣ ＡＡＡＴＣＣＣＧＡＣＴＣＴＧＧＣＡＴＴＣＡＣＡＣ
ｐ４７ｐｈｏｘ ＧＣＧＡＡＧＡＡＧＣＣＴＧＡＧＡＣＡＴＡＣＣＴＧ ＡＡＣＴＣＴＴＣＴＣＧＴＡＧＴＣＡＧＣＡＡＴＧＧＣ
ＧＡＰＤＨ ＧＧＴＴＧＴＣＴＣＣＴＧＣＧＡＣＴＴＣＡ ＴＧＧＴＣＣＡＧＧＧＴＴＴＣＴＴＡＣＴＣＣ
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１．２．８　高糖共培养下 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞 ＬＣ３、ＳＱＳＴＭ１／
ｐ６２的蛋白检测　　去除 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞上室及
Ｒａｗ２６４．７细胞，将下室的 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞用冰冷的
ＰＢＳ清洗２遍，用含有 ＰＭＳＦ的 ＲＩＰＡ裂解细胞，进行
ＢＣＡ蛋白定量检测，并按 ４∶１的比例加入 ５×Ｌｏａｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ后１００℃煮沸５ｍｉｎ。上样后进行凝胶电泳、转
膜、封闭，一抗４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ清洗３遍后加二抗
常温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ清洗３遍后采用ＥＣＬ化学发光显
影液进行显影，蛋白堆积量为加入自噬抑制剂

ＢａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１前后蛋白表达量的差值。通过 ＩｍａｇｅＪ
软件进行目的蛋白半定量分析。

１．２．９　流式细胞术检测高糖共培养下 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细
胞凋亡　　去除 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞上室，将下室的
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞用 ＰＢＳ清洗后以 ０．２５％的胰酶消化
１ｍｉｎ使细胞形成单个细胞后用 ＰＢＳ缓冲液以１５０×ｇ
离心５ｍｉｎ，去除上清，重复２次后取至少１×１０６个细
胞并用４００μＬＰＢＳ重悬，加入荧光探针 ＡｎｎｅｘｉｎＶ和
ＰＩ双重标记细胞，利用流式细胞仪快速检测细胞凋亡
水平，结果用ＦｌｏｗＪｏ．ｖ１０软件进行作图分析。
１．３　统计学分析
　　数据的统计均采用 ３组样本取平均值，ＲＴｑＰＣＲ
数据用 ＢｉｏＲａｄＣＦＸｍａｎａｇｅｒ记录，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ数据用
ＢｉｏＲａｄ，ｃａｔ＃１２００３１５４记录，流式数据用ＦｌｏｗＪｏ．ｖ１０记

录，均采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据分析，以 珋ｘ±ｓ表示，
多组间比较采用单因素方差分析，两组间比较采用两

独立样本ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　高糖促进Ｒａｗ２６４．７细胞Ｍ１型极化
　　为探究高糖是否会激活 Ｒａｗ２６４．７细胞并导致其
Ｍ１向极化，对Ｍ１型巨噬细胞表面标志抗原 ＣＤ８６进
行流式细胞表面抗原检测，结果发现相比于正常糖浓

度组，高糖环境下，ＣＤ８６阳性的 Ｒａｗ２６４．７细胞明显
增加（图２Ａ），表明高糖促进 Ｒａｗ２６４．７细胞 Ｍ１向极
化。为进一步明确 Ｍ１向极化的 Ｒａｗ２６４．７细胞在何
种高糖浓度下产生最明显的促炎效应，采用 ＲＴｑＰＣＲ
及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测促炎因子 ＩＬ６、ＴＮＦα、ｉＮＯＳ
基因及蛋白表达，ＲＴｑＰＣＲ结果显示 ３０、３５ｍｍｏｌ／Ｌ
高糖浓度下Ｒａｗ２６４．７细胞促炎因子的 ｍＲＮＡ表达显
著高于２５ｍｍｏｌ／Ｌ组（Ｐ＜０．０５，图 ２Ｂ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果显示３５ｍｍｏｌ／Ｌ高糖浓度下 ｉＮＯＳ蛋白表达显著
高于２５ｍｍｏｌ／Ｌ组及 ３０ｍｍｏｌ／Ｌ组（Ｐ＜０．０５，图 ２Ｃ、
Ｄ）。上述研究结果提示高糖促进 Ｒａｗ２６４．７细胞 Ｍ１
向极化，且３５ｍｍｏｌ／Ｌ高糖浓度下 Ｒａｗ２６４．７产生促
炎效应最明显。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与２５ｍｍｏｌ／Ｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与３０ｍｍｏｌ／Ｌ组比较
Ａ：流式细胞术检测各组细胞 ＣＤ８６表达 　 ５．５ｍｍｏｌ／Ｌ作为对照组；Ｂ：ＲＴｑＰＣＲ检测 Ｍ１极化相关促炎因子基因表达；
Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｉＮＯＳ蛋白表达；Ｄ：ｉＮＯＳ蛋白表达半定量分析

图２　Ｒａｗ２６４．７细胞ＣＤ８６流式细胞检测，ＩＬ６、ＴＮＦα和ｉＮＯＳ的ＲＴｑＰＣＲ及ｉＮＯＳ的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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２．２　高糖促进Ｒａｗ２６４．７细胞产生氧化应激
　　为探究不同葡萄糖浓度对Ｒａｗ２６４．７细胞ＲＯＳ产
生、氧化应激相关基因表达的影响，采用 ＤＣＦＨＤＡ探
针检测胞内 ＲＯＳ水平，并采用 ＲＴｑＰＣＲ对相关基因
进行检测。ＤＣＦＨＤＡ探针的荧光结果显示，高糖环境
促进Ｒａｗ２６４．７胞内 ＲＯＳ产生，且呈浓度依赖性，在
３５ｍｍｏｌ／Ｌ高糖浓度下 ＲＯＳ产生最多（图 ３Ａ）。ＲＴ
ｑＰＣＲ结果显示，高糖环境下Ｒａｗ２６４．７细胞氧化应激
相关基因表达明显增加，且在３５ｍｍｏｌ／Ｌ高糖环境下
增加最明显 （图３Ｂ），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
表明３５ｍｍｏｌ／Ｌ高糖环境显著促进 Ｒａｗ２６４．７细胞氧
化应激。

２．３　高糖共培养条件下ＭＣ３Ｔ３Ｅ１胞内ＲＯＳ增加
　　为探究各组 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞氧化应激水平，采用

ＤＣＦＨＤＡ探针检测 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞胞内 ＲＯＳ。荧光
结果显示，与正常糖浓度相比，在３５ｍｍｏｌ／Ｌ高糖环境
下，ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞产生较多 ＲＯＳ，且与 Ｒａｗ２６４．７细
胞共培养下 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞产生 ＲＯＳ更多，荧光最强
（图４），提示高糖共培养刺激 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞产生氧
化应激。

２．４　透射电镜结果
　　为进一步探究高糖共培养环境下ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞
及细胞器形态学改变，本研究采用透射电镜观察高糖

单独培养或与 Ｒａｗ２６４．７细胞高糖间接共培养中
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞及其细胞器形态。结果显示，３５Ｍｏｎｏ
组的ＭＣ３Ｔ３Ｅ１胞内出现线粒体肿胀，线粒体部分溶
解的现象，３５Ｃｏ组的ＭＣ３Ｔ３Ｅ１胞内线粒体未见明显
肿胀，但可见较多自噬溶酶体形成（图５）。
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图３　Ｒａｗ２６４．７细胞ＲＯＳ检测及ＮＯＸ２、ｐ４７ｐｈｏｘ的ＲＴｑＰＣＲ检测
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黑色箭头示正常线粒体；绿色箭头示肿胀线粒体；红色箭头示自噬溶酶体

图５　透射电镜观察与Ｒａｗ２６４．７细胞高糖共培养下ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞线粒体及自噬溶酶体的形态

２．５　高糖共培养促进 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞自噬相关蛋白
表达

　　为探究在高糖环境下，与 Ｒａｗ２６４．７细胞共培养
的ＭＣ３Ｔ３Ｅ１胞内自噬流是否有改变，采用自噬抑制
剂ＢａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１分别将３组 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞的自噬
流阻断，ＬＣ３合成后在羧基末端迅速裂解产生ＬＣ３Ⅰ，
在自噬过程中ＬＣ３Ⅰ被脂质化为ＬＣ３Ⅱ，从而将ＬＣ３
与自噬小泡结合，与ＳＱＳＴＭ１／ｐ６２一起形成自噬体，而

ＢａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１阻断后自噬体无法与溶酶体融合降解
（图６Ａ），进而ＬＣ３Ⅱ及 ＳＱＳＴＭ１／ｐ６２等自噬相关蛋白
会堆积，根据阻断后 ＬＣ３Ⅱ及 ＳＱＳＴＭ１／ｐ６２堆积的多
少可以判断自噬流的强弱。根据 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞自噬相关蛋白 ＬＣ３Ⅱ及 ＳＱＳＴＭ１／ｐ６２
表达的结果显示，在未加入 ＢａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１的 ３组
中，３５Ｃｏ组 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞的 ＬＣ３Ⅱ最少，但加入
ＢａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１将自噬流阻断后，可以发现 ３５Ｃｏ组

４１８１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞的 ＬＣ３Ⅱ堆积最为明显，即加入自噬
抑制剂ＢａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１前后ＬＣ３Ⅱ蛋白表达量的差值
最大，自噬流明显强于单独培养组（图６Ｂ、Ｃ），且差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．６　高糖共培养条件减少ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞凋亡
　　为了探讨在高糖环境下，与 Ｒａｗ２６４．７细胞共培

养的 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞 ＲＯＳ及自噬的增加是否影响其
凋亡，通过流式细胞仪分析３组ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞的凋亡
率。结果显示，在３５ｍｍｏｌ／Ｌ高糖环境下，与Ｒａｗ２６４．７
共培养的ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞（３５Ｃｏ组）的凋亡率较高糖
单独培养（３５Ｍｏｎｏ组）明显增加（Ｐ＜０．０５，图７），表
明高糖共培养促进ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞凋亡。
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Ａ：自噬过程示意图；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组相关蛋白表达；Ｃ：经ＢａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１阻断前后各组ＬＣ３Ⅱ蛋白堆积量差值半定量
分析　　ａ：Ｐ＜０．０５，与３５Ｍｏｎｏ组比较；Ｄ：各组ＳＱＳＴＭ１／ｐ６２蛋白半定量分析；Ｅ：各组 ＬＣ３Ⅱ蛋白半定量分析　 ａ：Ｐ＜０．０５，
与３５Ｃｏ组比较

图６　与Ｒａｗ２６４．７细胞高糖共培养对ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞ＬＣ３Ⅱ及ＳＱＳＴＭ１／ｐ６２蛋白表达的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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Ａ：流式细胞术检测ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞凋亡；Ｂ：各组 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞凋亡率　　ａ：Ｐ＜０．０５，与５．５Ｍｏｎｏ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，
与３５Ｍｏｎｏ组比较

图７　高糖共培养对ＭＣ３Ｔ３Ｅ１凋亡的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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３　讨论

３．１　高糖与骨改建
　　糖尿病是一种代谢紊乱，常伴随炎症状态的增加。
活性氧的产生和晚期糖基化终产物的积累，会增加骨

折风险，干扰骨改建，损害骨折愈合［４］，但糖尿病骨改

建不良的具体机制仍有待进一步阐明。巨噬细胞作为

天然免疫细胞，是最先抵达并作用于牙移动区域的细

胞之一［１１］。根据其活化状态、细胞表型及功能差异，

巨噬细胞分为 Ｍ１和 Ｍ２型巨噬细胞。研究表明，Ｍ１
型巨噬细胞分泌炎症介质和细胞因子介导炎症反应的

发生，主要供能方式为糖酵解［１６］，但糖酵解效率难以

满足炎性反应的高ＡＴＰ需求，细胞代谢方式由糖酵解
转变为氧化磷酸化，Ｍ２型巨噬细胞逐渐代替Ｍ１型巨
噬细胞，炎症将逐步趋于缓和甚至自限［１７－１８］。但在高

糖环境下，过量的葡萄糖导致线粒体电子传递功能被

破坏，巨噬细胞无法完成从 Ｍ１到 Ｍ２型的转换，炎症
失去自限性，促炎因子、趋化因子和受体被大量表达，

进而导致糖尿病患者体内长期处于高氧化应激和炎症

状态［１９］。有研究表明，高糖还伴随着巨噬细胞胞浆

ＮＡＤＰＨ氧化酶（ＮＯＸ）的异常激活，加剧 ＲＯＳ的产生
和线粒体功能障碍［２０－２１］。ＮＯＸ是一种多亚基酶复合
体，是体内氧化应激的关键酶，也是巨噬细胞中 ＲＯＳ
的主要来源之一［２２］。ＮＯＸ蛋白存在于胞膜上，本身
几乎没有催化活性，其需要与多种调节亚基（ｐ４０ｐｈｏｘ、
ｐ４７ｐｈｏｘ、ｐ６６ｐｈｏｘ等）结合形成复合物而发挥催化作
用，在血红素等辅基的协助下将电子从基质转移至氧

分子，形成 ＲＯＳ。本研究证实高糖促进 Ｒａｗ２６４．７细
胞Ｍ１向极化，且随着培养环境中葡萄糖的浓度逐渐
升高，Ｒａｗ２６４．７细胞的Ｍ１型促炎效应及氧化应激更
明显。

　　在机体的骨组织不断形成或修复过程中，成骨细
胞分泌骨基质，矿化形成新骨，而来自单核造血细胞的

巨噬细胞则对成骨细胞的功能起调控作用［２３－２４］，这两

种细胞类型是骨改建的主要参与者，骨改建也是一个

持续影响我们骨骼健康的过程［２５］。成骨细胞来源于

骨髓间充质干细胞，在骨重塑中发挥重要作用，但在高

糖环境下其功能发生显著改变。研究表明，高糖会导

致ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞ＲＯＳ产生增加，成骨能力减弱［２６］。

大量体内实验也表明，糖尿病大鼠骨缺损处的骨愈合

速度及质量均较正常组差［２７］。ＷＨＯ在 ２００６年发布
的糖尿病指南中明确指出，随机血糖≥７．０ｍｍｏｌ／Ｌ以
及餐后２ｈ血糖≥１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ可诊断为糖尿病，该指
南在一项对３８个前瞻性研究进行的 Ｍｅｔａ分析中，证

实未达到糖尿病标准的高血糖会增加患心血管疾病的

风险，并提到空腹血糖５．５ｍｍｏｌ／Ｌ可能为一个阈值，多
项研究也表明空腹血糖＞５．５ｍｍｏｌ／Ｌ时，心血管疾病发
生风险将成倍增加［２８］。因此，许多研究都将５．５ｍｍｏｌ／Ｌ
作为正常血糖浓度，本研究也不例外。本研究通过

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ间接共培养模型，模拟体内环境中的细胞旁
分泌交流，结果证实高糖促进 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞产生
ＲＯＳ，而Ｒａｗ２６４．７细胞在高糖环境下持续的氧化应激
和炎症介质等的分泌对 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞产生不利影
响。ＶＯＬＰＥ等［１５］表明，高糖通过直接作用于细胞表

面的Ｔｏｌｌ样受体导致成骨细胞胞内 ＲＯＳ产生增加，而
ＲＯＳ可以通过激活细胞内质网应激的ＰＥＲＫ通路或破
坏自噬与凋亡的平衡而导致细胞凋亡。

３．２　氧化应激，自噬与凋亡
　　ＲＯＳ的来源分为外源性和内源性，外源性来源于
辐射、药物等刺激，而内源性来源于线粒体、内质网、过

氧化物酶、ＮＡＤＰＨ氧化酶体等，在大部分细胞中，线粒
体氧化呼吸链中的复合体 Ｉ和复合体 ＩＩＩ是产生 ＲＯＳ
的主要部位［２９］。在高糖环境下，过量的葡萄糖导致大

量电子供体进入线粒体氧化呼吸链，导致电子泄露和

大量 ＲＯＳ产生，随之线粒体电子传递功能被破坏。
ＲＯＳ的产生和损伤线粒体表面发出的“吃我”的信号
均会激活细胞自噬，从而在一定程度上缓解细胞受到

氧化应激的压力，但当这个压力持续时间过长或超过

阈值时，细胞自噬也无法挽救细胞死亡的命运［１５］。由

于自噬是一个动态变化过程，也被称作自噬流，可以通

过检测自噬关键蛋白 ＬＣ３Ⅱ和 ＳＱＳＴＭ１／ｐ６２来反映
自噬的强弱，但单独检测某一时间点的自噬相关蛋白

结果并不准确，使用自噬阻断剂 ＢａｆｉｌｏｍｙｃｉｎＡ１可以
在自噬体与溶酶体融合阶段进行阻断，从而更准确的

观察自噬流过程中 ＬＣ３Ⅱ和 ＳＱＳＴＭ１／ｐ６２蛋白的堆
积量，反映自噬流的强弱。本研究结果发现３５ｍｍｏｌ／Ｌ
高糖环境下，与Ｒａｗ２６４．７细胞共培养的ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细
胞自噬被大量激活。通常在同一细胞中，自噬先于凋

亡发生，这是因为压力通常会首先刺激自噬反应，尤其

是在压力水平不致命的情况下。当压力超过临界持续

时间或强度阈值时，凋亡和非凋亡致死程序被激

活［３０］。文献表明，自噬小体的形成，有助于激活

ｃａｓｐａｓｅ８，从而激活凋亡的 ｃａｓｐａｓｅ级联过程［３１］，此外

自噬也可能通过消耗细胞死亡途径的内源性抑制蛋白

（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＩＡＰｓ），破坏凋亡与凋亡
抑制蛋白之间的平衡来刺激细胞凋亡［３２］。我们的结

果表明相比于 ３５Ｍｏｎｏ组，３５Ｃｏ组 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞
凋亡率明显上升，提示我们过强的 ＲＯＳ和自噬导致
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了细胞死亡的发生。

　　综上，本研究发现与 Ｒａｗ２６４．７细胞在高糖环境
下共培养会诱导 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞产生凋亡，而该凋亡
的发生可能与高糖环境下 Ｒａｗ２６４．７细胞持续氧化应
激和促炎因子分泌而导致 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１胞内产生大量
ＲＯＳ和过度自噬有关，然而上述结论仍需通过体内实
验进一步验证。本研究有助于诠释高糖环境下正畸骨

改建失败的生物学基础，高糖环境对成骨细胞氧化

应激和自噬的影响及巨噬细胞在其中发挥的作用，

力求探索保护成骨细胞正常生理功能的关键靶点，

为临床制定针对性预防和治疗策略提供新的思路和

理论依据。
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