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高糖对成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１凋亡和氧化应激的影响
高　瑞，辜　洁，康迪斯，王　萍　（陆军军医大学第二附属医院骨科，重庆 ４０００３７）

［摘　要］　目的　评价高糖环境对成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１凋亡和氧化应激的影响，为临床治疗糖尿病骨质疏松症提供实验
基础。方法　在细胞培养瓶中加入不同浓度高糖溶液（０、２０、４０、８０ｍｍｏｌ／Ｌ）培养成骨细胞株ＭＣ３Ｔ３Ｅ１，２４ｈ后分别采用ＣＣＫ８测
定其细胞存活率、细胞凋亡率，线粒体膜电位试剂盒测定其去极化程度，半胱天冬酶３（Ｃａｓｐａｓｅ３）试剂盒检测其活性，ＤＣＦＨＤＡ荧
光探针检测ＲＯＳ的生成。在８０ｍｍｏｌ／Ｌ高糖环境暴露，ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞在抗氧化剂ＮＡＣ作用下，采用上述方法测其线粒体膜电位
和Ｃａｓｐａｓｅ３含量。结果　与对照组相比，成骨细胞ＭＣ３Ｔ３Ｅ１在高糖暴露下的存活率和线粒体膜电位下降，细胞凋亡率、细胞活性
氧水平和Ｃａｓｐａｓｅ３活性增强，且都存在剂量依赖性；抗氧化剂 ＮＡＣ抑制高糖引起 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞线粒体膜电位降低和 Ｃａｓｐａｓｅ３
增高。结论　高糖环境下，ＮＡＣ通过抑制高糖引起的氧化应激，降低细胞凋亡率，保护成骨细胞ＭＣ３Ｔ３Ｅ１。
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　　血糖浓度高对许多类型的细胞均有不利影响，长
期存在的高血糖可导致各种组织病变和功能障碍，进

而引起许多疾病，如糖尿病［１］。糖尿病患者体液环境

中长期存在的高血糖，可影响成骨细胞的分布［２］。成

骨细胞是参与骨骼形成的主要细胞，对体内骨组织生

长与发育、骨代谢的平衡以及损伤修复发挥关键作用，

成骨细胞过度凋亡会影响骨骼修复，甚至导致骨质疏

松［３］。糖尿病易并发骨质疏松症［４］。许多与糖尿病

有关的因素，如氧化应激、高血糖、体质量降低等，参与

了糖尿病性骨质疏松的发生和发展［１］。糖尿病性骨

质疏松症是糖尿病患者常见的慢性并发症，存在骨量

减少，骨密度降低，骨组织结构受损等病变，易导致病

理性骨折，致残率高［５］。因此，高糖环境下，成骨细胞

增殖、分化、凋亡等情况引起了广泛关注。有研究表明

高糖可致成骨细胞增殖降低、凋亡增加［６７］。在高血糖

状态下，氧化应激明显增加，并可诱发各种类型细胞的

功能障碍，而活性氧簇 （ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）
的生成与高血糖及其他许多糖尿病并发症发展过程中

的代谢异常存在联系［１］。高糖引起的氧化应激是引

起成骨细胞代谢紊乱的主要因素之一，而线粒体是氧

化损伤最主要的靶细胞器，因此，细胞线粒体膜电位的

变化，可以反映其氧化应激水平［８９］。本研究通过成骨

细胞株ＭＣ３Ｔ３Ｅ１暴露于高糖建立实验模型，揭示抗
氧化剂Ｎ乙酰半胱氨酸（ＮＡＣ）降低线粒体膜电位去
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极化程度，即抑制高糖引起的氧化应激，进而降低成骨

细胞ＭＣ３Ｔ３Ｅ１的凋亡率，对其起到保护作用。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及配制
高糖溶液的制备：配制成浓度为８０ｍｍｏｌ／Ｌ的葡

萄糖溶液，高温灭菌，４℃保存，备用。成骨细胞株
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１购自美国 ＡＴＣＣ细胞库。ＪＣ１线粒体膜电
位试剂盒、活性氧检测试剂盒、ＢＣＡ蛋白浓度测定试
剂盒、Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测试剂盒和 ＲＩＰＡ裂解液均购
自碧云天生物技术研究所。ＣＣＫ８细胞增殖毒性检测
试剂盒购自东仁化学科技公司。ＤＭＥＭ培养基购自
Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。胎牛血清（ＦＢＳ）购自Ｇｉｂｃｏ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　培养 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞株采用的
ＤＭＥＭ培养基（含体积分数１０％的ＦＢＳ、１００ｋｕ／Ｌ的青
霉素和１００ｍｇ／Ｌ的链霉素），细胞培养箱参数为３７℃，
体积分数为５％ＣＯ２。
１．２．２　细胞存活率检测　　将 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞按
２×１０４个／孔接种于９６孔板，分为对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组，不
作任何处理）、高糖处理组（ＨＧ组，加入葡萄糖溶液，使
培养液中葡萄糖最终浓度分别为２０、４０、８０ｍｍｏｌ／Ｌ）和
空白组（单纯培养基加上ＣＣＫ８试剂，无细胞）。每组
设５个复孔，细胞置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱内培养
２４ｈ。根据ＣＣＫ８细胞增殖毒性试剂盒说明书检测细
胞存活率，测定时，吸干培养液，每孔加入含 １０μＬ
ＣＣＫ８试剂和新鲜培养液９０μＬ，孵育２ｈ，４５０ｎｍ波
长测量吸光值（ＯＤ值），根据 ＯＤ值计算细胞存活率。
细胞存活率（％）＝（实验组ＯＤ值－空白ＯＤ值）／（对
照组ＯＤ值－空白ＯＤ值）×１００％。。
１．２．３　细胞凋亡率测定　　实验分组同１．２．２，成骨
细胞以２×１０５个／瓶接种于２５ｃｍ２培养瓶，隔夜贴壁
后，以不同浓度高糖处理 ２４ｈ后，根据 Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＶ／ＰＩ双染试剂盒说明书，收集并处理细胞，用流
式细胞仪检测细胞凋亡，凋亡率＝Ｃ４早期凋亡细胞率
＋Ｃ２晚期凋亡细胞率。
１．２．４　细胞线粒体膜电位的检测　　取生长情况好
的ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞（细胞密度８×１０４个／ｍＬ）接种于
６孔板中，培养过夜细胞贴壁后加药，使其最终分别达
到上述实验分组所设置的浓度，此外还设置２５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮＡＣ＋８０ｍｍｏｌ／Ｌ高糖处理组和ＮＡＣ处理组。培养期
满，加入ＪＣ１探针，共同孵育２０ｍｉｎ后用ＪＣ１缓冲液洗
涤２次。当线粒体膜电位处于较高水平时，ＪＣ１荧光

探针主要聚集在线粒体的基质当中，形成聚合物，从而

产生红色荧光；当线粒体膜电位处于较低水平时，ＪＣ１
荧光探针大部分不能聚集在基质中，难以形成聚合物，

因而ＪＣ１单体产生绿色荧光。因此，使用ＴＣＳＳＰ５激
光共聚焦显微镜通过检测红色与绿色荧光比例的增减

来反映线粒体膜电位的变化。详细操作步骤按试剂盒

说明书进行。

１．２．５　细胞内 ＲＯＳ检测　　将 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞接种
于６孔板，接种量为２×１０５个／孔，待细胞生长旺盛时
进行实验，分组情况与１．２．２相同，细胞置于３７℃、
５％ＣＯ２培养箱内培养２４ｈ，去除细胞培养液，每孔加
入２ｍＬ浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ的荧光探针ＤＣＦＨＤＡ工作
液，３７℃孵育２ｍｉｎ后，用无血清细胞培养液洗涤细胞
３次，荧光显微镜下观察。
１．２．６　细胞提取液制备　　将 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞培养
于规格为７５ｃｍ２的培养瓶中，待细胞生长旺盛时进行
实验，分组与１．２．２中的设置一样，细胞置于３７℃、
５％ＣＯ２培养箱内培养２４ｈ，收集细胞培养液，备用。
用胰酶消化细胞后移至备用的细胞培养液中。４℃
６００ｇ离心５ｍｉｎ收集细胞，除去上清，ＰＢＳ洗涤１次，除
去上清，按照每２００万细胞加入１００μＬ裂解液的比例
加入裂解液，重悬沉淀，冰浴裂解１５ｍｉｎ，４℃１６０００～
２００００ｇ离心１５ｍｉｎ，吸取上清，ＢＣＡ法测定蛋白浓度
后－７０℃保存备用。
１．２．７　Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测　　Ｃａｓｐａｓｅ３的活性通过
Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测试剂盒完成。用１．２．６制备的蛋
白，催化底物ＡｃＤＥＶＤρＮＡ产生黄色的ρＮＡ（具体操
作见说明书），之后用酶标仪通过测量４０５ｎｍ处的吸
光度，反映Ｃａｓｐａｓｅ３的活性。
１．３　统计学分析

应用统计软件ＳＰＳＳ２１．０对所测实验数据进行分
析，统计数据采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。组间比
较采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），组间两两
比较采用ｑ检验（ＬＳＤ法）。Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　结果

２．１　高糖环境下ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞存活率
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞暴露于２０、４０、８０ｍｍｏｌ／Ｌ的葡萄

糖溶液２４ｈ后，高糖组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比存活率显著
降低（Ｐ＜０．０５），且细胞存活率随葡萄糖浓度的增高
逐渐下降（图 １），可能与葡萄糖浓度存在剂量依赖性
关系，表明高糖暴露会降低ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞存活率。
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：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｐ＜０．０５
图１　高糖环境下ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞存活率

２．２　高糖环境对ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞凋亡率、线粒体膜电
位和Ｃａｓｐａｓｅ３活性的影响
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞暴露于２０、４０、８０ｍｍｏｌ／Ｌ的葡萄

糖溶液２４ｈ后，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，高糖组凋亡率显著
增高（Ｐ＜０．０５），且细胞凋亡率随葡萄糖浓度的增加
逐渐增高（图２ａ）；与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，各高糖组线粒体

膜电位去极化程度显著增加，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），表明线粒体膜电位降低，且体现出明显的剂量
依赖性（图２ｂ）；此外，Ｃａｓｐａｓｅ３含量测定显示，与对
照组相比，各高糖组 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白含量显著增加，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），且随着葡萄糖浓度增高，
Ｃａｓｐａｓｅ３合成量逐渐增加（图２ｃ），表明高糖暴露２４ｈ
后，引起ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞凋亡率增加，线粒体膜电位降
低，Ｃａｓｐａｓｅ３合成增加。
２．３　高糖环境对ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞氧化应激的影响

ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞在０、２０、４０、８０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖溶
液中暴露２４ｈ后，高糖组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，正常情况
下细胞ＲＯＳ活性低，在荧光显微镜下观察并不明显，
高糖组细胞 ＲＯＳ活性与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比明显升高
（图３）；定量测定活性氧水平（图４），结果与显微镜观
察一致。提示高糖环境下，ＲＯＳ活性水平随葡萄糖浓
度升高而增加。

ａ：不同浓度葡萄糖处理，细胞凋亡率；ｂ：不同浓度葡萄糖处理，线粒体膜电位去极化程度；ｃ：不同浓度葡萄糖处理，Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白活
性　：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０５

图２　高糖环境对ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞凋亡率，线粒体膜电位和Ｃａｓｐａｓｅ３活性的影响

图３　高糖环境对ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞氧化应激的影响

２．４　抗氧化剂ＮＡＣ对高糖暴露下的 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞
线粒体膜电位和Ｃａｓｐａｓｅ３活性的影响
与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，８０ｍｍｏｌ／Ｌ高糖（ＨＧ）组细胞线

粒体膜电位去极化程度显著增加，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）；Ｃｏｎｔｒｏｌ组与ＮＡＣ组比较，２组的线粒体膜
电位去极化程度无明显差异；ＮＡＣ＋８０ｍｍｏｌ／ＬＨＧ组

：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０５
图４　酶标仪测定ＲＯＳ活性水平

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，其线粒体膜电位去极化程度显著增
加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；８０ｍｍｏｌ／ＬＨＧ组与
ＮＡＣ＋８０ｍｍｏｌ／ＬＨＧ组比较，后者线粒体膜电位去极
化程度显著降低（Ｐ＜０．０５），表明ＮＡＣ抑制高糖暴露引
起的 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞线粒体膜电位降低（图 ５ａ）。
８０ｍｍｏｌ／ＬＨＧ组与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｃａｓｐａｓｅ３活性显著
增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＮＡＣ组与Ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较，Ｃａｓｐａｓｅ３活性差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；
ＮＡＣ＋８０ｍｍｏｌ／ＬＨＧ组与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｃａｓｐａｓｅ３活
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性显著升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；８０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＨＧ组与ＮＡＣ＋８０ｍｍｏｌ／ＬＨＧ组相比，后者 Ｃａｓｐａｓｅ３
活性明显降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），表明
ＮＡＣ抑制高糖暴露引起的ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞内Ｃａｓｐａｓｅ３
活性升高（图５ｂ）。由此得出，ＮＡＣ可通过抑制高糖暴
露引起的 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞氧化应激的增强，降低
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞的凋亡率，对ＭＣ３Ｔ３Ｅ１起到保护作用。

ａ：不同处理组线粒体膜电位去极化程度；ｂ：不同处理组
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白活性　：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０５；＃：组间比
较，Ｐ＜０．０５
图５　ＮＡＣ对高糖暴露下的 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞线粒体膜电位和

Ｃａｓｐａｓｅ３活性的影响

３　讨论

高糖可显著抑制成骨细胞 ＭＧ６３及 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１
的增殖分化。成熟骨组织主要依靠持续循环性的破骨

和成骨过程，由破骨细胞和成骨细胞协同完成。大部

分糖尿病患者伴有骨密度减低，可能是高血糖状态下，

成骨细胞增殖分化障碍而致上述循环被破坏，并最终

导致糖尿病骨质疏松［１０１３］。同时，也有专家认为，糖

尿病患者由于长期血糖控制欠佳引起牙周炎、糖尿病

足等并发症，可能与骨质疏松等骨骼病变有关［１４］。高

糖对成骨细胞功能影响显著，因此，我们通过建立体外

成骨细胞高糖环境模型，对高糖暴露影响成骨细胞功

能进行了研究，结果表明，高糖可抑制成骨细胞增殖，

提高凋亡率，且存在剂量依赖性关系，与国内外学者的

研究结论一致［１３，１５］。

成骨细胞的增殖分化与氧化应激息息相关，当细

胞内 ＲＯＳ增加，最终可影响成骨细胞功能［１６１７］。同

时，Ｃａｓｐａｓｅ３活性在细胞凋亡过程中，起着非常重要的
作用，Ｃａｓｐａｓｅ３活性增高，可诱发细胞凋亡［１８］。因此本

实验研究在高糖刺激下加入ＮＡＣ，检测其ＭＣ３Ｔ３Ｅ１线
粒体膜电位去极化程度及Ｃａｓｐａｓｅ３活性水平，以反映
氧化应激与细胞凋亡的关系。实验表明，ＮＡＣ＋高糖组
的线粒体膜电位相对高糖组升高，即降低了氧化应激，

同时ＮＡＣ＋高糖组的 Ｃａｓｐａｓｅ３活性也相对下降，提
示ＮＡＣ通过抑制氧化应激，可降低成骨细胞在高糖环
境下的凋亡率，与还原型谷胱甘肽、二甲双胍等抗氧化

剂促进高糖成骨细胞的增殖和分化一致［１９２０］。

综上所述，本研究证实高糖能够显著抑制ＭＣ３Ｔ３
Ｅ１细胞的增殖，促进细胞凋亡，而抗氧化剂ＮＡＣ则可
通过降低高糖引起的氧化应激水平，对 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细
胞的增殖起到积极的促进作用，使其凋亡率下降。但

其中的作用机制极其复杂，具体机制尚未完全明确，仍

需要更加深入地探讨 ＲＯＳ相关信号通路在其中的调
节作用，以便后期针对糖尿病引起的骨质疏松等骨骼

病变研发新的、高效的药物，减少糖尿病骨质疏松的

发生。
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ｄｏｉ：１０．１１６５９／ｊｊｓｓｘ．０９Ｅ０１８０２９ ·基础研究·

胃癌组织中 ＨｕＲ表达与临床病理及生存状况的关系
雷海锋，寇振宇，闫　磊，王永奇　（铜川矿务局中心医院普外科，陕西 铜川 ７２７０００）

［摘　要］　目的　研究ＲＮＡ结合蛋白ＨｕＲ在胃癌组织中的表达及其临床意义。方法　选择铜川矿务局中心医院２０１０年８
月至２０１２年３月收治的胃癌根治术患者的７３份胃癌组织标本作为胃癌组，选择在同一时期内接受胃切除术的２１例正常胃组织作
为对照组。通过免疫组织化学技术检测胃组织福尔马林固定标本的表达情况，分别用细胞质和核染色评估 ＨｕＲ表达。比较正常
胃组织和胃癌组织中ＨｕＲ表达的差异。探讨ＨｕＲ的表达与临床病理特征之间的关系，并比较不同 ＨｕＲ表达患者的生存率差异。
通过ＣＯＸ模型确定胃癌根治术后预后的影响因素。结果　在胃癌组织细胞中，癌细胞核中ＨｕＲ的表达在５３个样本中表达率很高
（７２．６％；得分２，ｎ＝３３；得分３，ｎ＝２０）。癌细胞中的细胞质表达在２０个样本中表达较高（２７．４％；得分２，ｎ＝１３；得分３，ｎ＝７）。与
正常胃组织相比，胃癌细胞核和细胞质ＨｕＲ的表达显著增高（Ｚ＝５．２６９、８．４７５，Ｐ＜０．０１）。在癌细胞核中，未观察到ＨｕＲ表达与临
床病理学特征有明显相关（Ｐ＞０．０５）；而在癌细胞质中，观察到ＨｕＲ表达与ＴＮＭ分期、淋巴结转移和肿瘤大小明显相关（Ｐ＜０．０５）。
在细胞质中，ＨｕＲ阴性表达患者的中位生存期（５４个月）比ＨｕＲ阳性表达患者（２９个月）更长（Ｐ＜０．０１）。在细胞核中，ＨｕＲ阴性
表达患者的中位生存期（５２个月）比ＨｕＲ阳性表达患者（４４个月）长（Ｐ＝０．０１６）。应用多元Ｃｏｘ回归模型分析独立预后因素，结果
表明细胞质ＨｕＲ蛋白表达、肿瘤大小、淋巴结转移和 ＴＮＭ分期是影响患者生存的独立预后因素（Ｐ＝０．０４６、０．０４１、０．０３５和
０．０１２）。结论　细胞质ＨｕＲ表达与胃癌患者的恶性侵袭性和预后显著相关，可作为胃癌根治术后转移的预测指标。
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