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随着生活水平的提高和寿命的延长，! 型糖尿

病（8!W+）和骨质疏松症的患病率都在增加b:c。许多

研究表明，糖尿病与各种骨骼疾病有关，包括骨质

疏松、骨微结构破坏和骨折率增加等b!9%c。糖尿病性

骨质疏松发生的主要原因是营养条件的变化和代

谢微环境改变等b"9)c。
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骨形态发生蛋白内皮细胞前体来源调节因子

（!"#$%）最初在对果蝇胚胎内皮前体差异表达蛋

白的筛选中被发现，不同情况下对骨形态发生蛋白

的作用具有刺激和拮抗作用&'(。)"#$% 基因敲除小

鼠的骨骼和软骨发育异常&*(。+"#,% 基因突变在透

明椎体发育不良和坐骨棘骨发育不良中也有报道，

这两种疾病均导致骨骼发育不良表型&-./(。这一发现

提示 +"#$% 可能参与成骨过程。目前关于 +"#$%

在糖尿病条件下对成骨分化的作用及机制仍不清

楚，因此，本研究旨在探究在糖尿病条件下 +"#$%

在成骨分化中的生物学作用。

! !"#$%

012 !"#$% 小鼠前成骨细胞 "3454.,2 细

胞购自武汉普诺赛生命科技公司；!."," 培养基、

胎牛血清、青.链霉素和胰蛋白酶均购自美国 6789:

公司；辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 ;<6（货号：

=>?@@2）、".A9B7C抗体（货号：>"/@@2）购自天津三箭

生物技术公司；D9B7EF ".GABFC7C 抗体（货号H2/-@*）

购自美国 3FII J7<CAI7C< 5F9KC:I:<L 公司；%MCN? 抗

体（?@*@@O2.D#）、PCB4A 抗体（货号：?Q*RR.2.D#）、

PCB2 抗体（货号：?*/4S.2.D#）购自美国 #T:BF7C!

BF9K 公司；+"#,% 抗体（A8*4/@@）购于英国 D89AU

公司；#型胶原 !2（G:I2!2）抗体（+J*@2SS）购自美

国 +7:V:TIW 公司；+G;#XY+5 碱性磷酸酯酶染色试

剂盒（货号：G4?@'）、+GD 蛋白浓度测定试剂盒（货

号：#@@2?J）购自上海碧云天生物技术公司；".甘

油磷酸酯和抗坏血酸购自美国 J7<UA 公司。低温高

速离心机购自德国 ,ZZFCW:T[ 公司；恒温金属浴购

自杭州博日科技公司；凝胶成像仪购自上海天能

公司；G\
?

恒温培养箱购自美国赛默飞公司。

21? &'()*+, "3454.,2细胞在加入 2@ ]

胎牛血清、2 ]青O链霉素的 !O"$" 培养基中培养。

细胞置于 4*"，S]G\

?

的恒温培养箱中。每 ?#4 W

更换 2次培养基。待细胞融合至 /@]左右，用 @^?S]

胰蛋白酶消化细胞并传代。在成骨分化实验中，

"G454O$2 细胞融合至 -@]时用成骨培养基（!O

"$" 培养基中加入 2@]胎牛血清，S UU:I_= " O甘

油磷酸酯和 S@ $<XU= 抗坏血酸）处理 2R W，每 4 W

更换 2 次培养基。

2^4 -./012̀ =#345 将 "3454O,2 细胞

在成骨培养基中培养 2R W，磷酸盐缓冲溶液（#+J）

洗涤后，用 R]多聚甲醛固定 ?@ U7C，#+J 洗涤 4 次，

依照说明书使用 +3;#XY+5 染色工作液室温避光染

色 4@ U7C，去除 +3;#XY+5 染色工作液，用蒸馏水洗

涤 ? 次，终止显色反应，观察并记录。

2^R &'678*94 将 "3454O,2 细胞均匀

接种于 Q 孔板中，每孔约 2$2@

S 个细胞。当细胞增殖

至 a@]bc@]左右时吸掉旧培养基，用无菌 #!J 洗

涤 ? 次后，对细胞进行成骨诱导或转染。

2^R^2 成骨诱导 采用成骨培养基（\"）培养"3454O

,2 细胞，诱导成骨分化。在成骨培养基中加入

?S UU:IX= 葡萄糖（d6）和 @^?S UU:IX= 棕榈酸

（#D）模拟 5?e" 环境，将 "3454O,2 细胞分为对照

（9:CBT:I）组、成骨诱导（\"）组和成骨诱导f高糖高

脂（\"gd6X#D）组。

21R1? !"#,% 过表达质粒转染 !"#,% 过表达质

粒及空载体对照质粒均委托美国 6FCF3:Z:F7A 公司

进行构建。将空载体对照质粒及 !"#,% 过表达质

粒转染到 "3454O,2 细胞中，将 "3454O,2 细胞分

为 ZOY3 和 ZO!"#,% 组。采用 =7Z:[F9BAU7CF 4@@@

试剂盒，根据转染说明书进行转染。

21R14 h7%YD 转染 应用非特异性 h7%YD 及合成

的靶向沉默 +"#,% 小干扰 %YD（h7%YD）转染

"3454O,2 细胞，将细胞分为 h7OY3 组及 h7O+"#,%

组。以 T78:i,355" 作为转染试剂，按照转染试剂盒

说明进行 h7%YD 转染。

21S :;<=>?@AB8:;CDEF 收集

"3454O,2细胞，用预冷的 #+J冲洗 4次，加入 %;#D

裂解液对各组细胞充分裂解，提取总蛋白，冰上孵育

4@ U7C，期间每 2@ U7C 混匀 2 次。R"，2? @@@ TXU7C，

离心 2S U7C，并通过 +3D 蛋白检测试剂盒测定蛋

白水平。蛋白经 2@]聚丙烯酰胺凝胶电泳（JeJO

#D6,）分离后，将蛋白质转移到聚偏二氟乙烯膜

（#jei）上，在室温下用 S]脱脂牛奶封闭 2 K。一抗

"OA9B7C（2H2@ @@@）、A9B7EF "O9ABFC7C（2HS @@@）、

%MCN?（2H2 @@@）、PCB4A（2H2 @@@）、PCB2（2H2 @@@）、

+"#,%（2H2 @@@）、G:I2!2（2H2 @@@）R"孵育 2?%2Q K。

5+J5 洗涤 4 次，辣根过氧化物酶标记的二抗室温

孵育 2 K，5+J5 洗涤 4 遍后使用 ,G= 试剂盒进行化

学发光显影，使用蛋白凝胶成像仪拍照。应用 ;U!

A<F k 软件进行分析。以 "OA9B7C 为内参，目的条带灰

度值与 "OA9B7C 灰度值之比表示蛋白表达水平。

21Q GHIJK 利用6TAZK#AW #T7hU c1@进行统计

分析，正态分布的计量资料采用 !"#表示结果。两组独

立样本比较采用 !检验。"l@1@S为差异有统计学意义。

" &'

?12 LMLNOPQR "G454O,2 &'ST7

U 成骨诱导 2R W 后，\" 组 %MCN? 蛋白水平较对

照（9:CBT:I）组显著升高（!#221Q?c，"l@1@S，图 2D），

而 d6X#D 处理后显著降低（!ma1Sa?，"$ @1@S，图

刘峥，等1+"#,% 通过 PCBX"O9ABFC7C 信号通路减轻高糖高脂对 "3454O,2 细胞成骨分化的抑制!
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!"）。此外，#$ 组 %&'!!! 蛋白水平较对照组显著升

高（!(!)*)+,，"-+*+.，图 /0）。与 #$ 组相比，1234"

处理后 %&'/!/ 蛋白水平显著降低（!567.86，"-+*+.，

图 /0）。与 #$ 组相比，#$91234" 组 ":4 染色减

轻（图 /%）。

,7, 0$4;< !"#"$%&'()*+ 成骨培

养基诱导 $%=>?@;/ 细胞成骨分化 8 A 后，#$ 组

0$4;< 蛋白表达水平与对照组比较无明显差异

（"#+7+.）。#$成骨分化 /B A后，与对照组相比，#$组

0$4;< 蛋白表达水平显著升高（!567.?.，"- +7+.），

见图 ,"。与 #$ 组相比，#$ 91234" 组 0$4;< 蛋

白表达水平显著降低（!5/+7CB,，"-+7+.），见图 ,0。

,7? 0$4;< ,-./01234 DEFGEHI 印迹

显示 JK0$4;< 组 0$4;< 蛋白水平较 JKL% 组明

显升高（!(M7/6/，"-+7+N），见图 ?"。在高糖高脂环境

中，成骨分化后，与 JKL%组相比，JK0$4;<组 <OIP,

和 %&'/!/ 表达水平升高（!5Q*6/R、6*??/，"-+*+N，

图 ?0）。与 JKL% 组相比，JK0$4;< 组碱性磷酸酶

（":4）染色加深（图 ?%）。

,*S 0$4;< 5-.67 DIGT"KUVGEIWI 89:

; DEFGEHI 印迹结果显示，0$4;< 在 $%?>?K;/

细胞中过表达（!5/?7+,?，"-+7+N），见图 S"。与 JKL%

组相比，J K0$4;< 组 $%?>? K;/ 细胞中 DIG/、

注X"，0X各组成骨相关蛋白检测；%：各组 ":4 染色；与 U&IGH&'

相比，Y"-+*+NZ 与 #$ 组相比，[

"-+7+N；U&IGH&'：对照组；#$X成骨诱导

组；#$\12T4"X成骨诱导\高糖高脂组

! ! "#"$%&'("#$%$&'()*+,-.

)*+( ,-./0 *12*3*456 425 78457+51*9 6*::5;514*<4*71 7: "=$%$&'>

95??8

注X与 U&IGH&' 相比，Y"-+7+.Z 与 #$ 相比，[

"-+7+.Z U&IGH&'：对照

组；#$X成骨诱导组；#$\12T4"X成骨诱导\高糖高脂组Z0$4;<X骨

形态发生蛋白内皮细胞前体来源调节因子
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!"#$%、%&#'()!*&%#)"'"显著上调（!+,-./$、/.-$.$、0-/12，

均 "34-41），见图 .5。

6-1 5789: !"#$ !"#;! *&%#)"'" %&'

( !)<#)="印迹结果显示，与 <'*>?组相比，<'*57!

89:组7?$@$*9/细胞中 5789:显著下调（!+2-0//，

"34-41），见图 1A。与 <'*>? 组相比，<'*5789: 组

7?$@$*9/ 细胞中 !"#/、!"#$%、%&#'() !*&%#)"'" 的

表达水平显著降低（!+/4-,4B、,-2B,、/4-/2B，均 "34-41），

见图 15。

! !"

本研究探讨了 5789: 在 7?$@$*9/ 细胞成骨

分化中的作用。结果显示，与未成骨诱导组相比，

C7*7?$@$*9/ 组细胞中 5789: 表达增加。57!

89: 在高糖高脂环境中表达降低。在高糖高脂环境

中过表达 5789: 可促进成骨分化及上调 !"#;!*

&%#)"'" 信号通路，下调 5789: 抑制 !"#;!*&%#)"'"

信号通路。这些数据表明，5789: 在高糖高脂环境

中 7?$@$*9/ 细胞成骨分化中具有促进作用。

骨质疏松症是一种常见的全身性骨骼疾病，会

导致骨骼脆弱并增加骨折风险D/4E。@6F7 是一种慢

性代谢性疾病，以糖代谢受损和胰岛素抵抗导致血

糖水平升高为特征，随着时间的推移转化为胰岛素

缺乏D//E。@6F7 与骨质疏松的发生有关D/6E。研究表明，

糖尿病诱发的骨质疏松症是由慢性高血糖、晚期

糖基化终末产物和氧化应激引起的D/$*/.E。在体外，高

糖通过抑制成骨细胞增殖和分化显著抑制骨形成D/1E。

:G"H6 和 ?IJ/"/ 是参与调控成骨细胞分化的关键

因子。在本实验中，与对照组相比，高糖高脂刺激下

的 7?$@$ *9/ 细胞成骨生物标志物 :G"H6 和

?IJ/"/ 的表达降低。此外，有研究发现高糖可诱导

成骨细胞凋亡并抑制前成骨细胞的成骨分化D/2E。

与健康个体相比，自发发展为高胰岛素血症和

胰岛素抵抗的小鼠的 5789:血清水平较低，代谢综

合征（7K）患者的 5789:血浆水平降低了约 14L

D/BE，

提示 5789: 参与了调控 @6F7 发生的关键分子机

制。促进骨形成是治疗骨折、骨折延迟愈合和其他

相关疾病的关键D/,E。研究发现，5789: 在成骨分化

过程中发挥积极作用D/0E。5789: 通过上调成骨细胞

标志物如 AM8和 :G"H6促进人冠状动脉平滑肌细胞

的成骨分化 D64E。本实验发现成骨分化后5789: 表

达增加，而高糖高脂环境中的7?$@$*9/ 细胞57!

89:表达减少。在高糖高脂环境中 5789:过表达促

进 7?$@$ *9/ 细胞成骨生物标志物 :G"H6 和

?IJ/"/的表达，表明 5789:在 @6F7患者骨质疏松

发展中具有重要作用。

!"#;!*&%#)"'" 信号通路是维持骨稳态的重要

通路。该信号通路的激活促进骨形成，而该通路的

失活导致骨质减少D6/*66E。成骨过程中经典 !"# 信号

通路的激活和失活异常分别导致硬化症和骨质疏

松症D6$E。活化的 !*?%#)"'" 与细胞核内 @?N;M9N*/

或其他转录辅激活因子相互作用，诱导成骨相关蛋

白的表达，调控成骨D6.*61E。!"#$% 可与低密度脂蛋白

受体相关蛋白 1;2（M:81;2）协同受体结合，通过诱

导 OKP*$!磷酸化，稳定细胞质 !*&%#)"'"。!*&%#)"'"

注：各组蛋白表达水平；与 Q*>? 组相比，R"34-41；C7STO;8AU

成骨诱导S高糖高脂VQ*>?：阴性对照组；Q*5789:：过表达 5789:

组；5789:U骨形态发生蛋白内皮细胞前体来源调节因子

# " #$%&'$%&'(()*+!,-.*/)0))*+,

102 " ()*+!,-.*/)0) 302).40)2 5.*67.8 59:;:*/< =8 *6/ :>/9!

/?59/330:) :@ #$%&'

注U各组蛋白表达水平；与 <'*>? 组相比，R"34-41；C7STO;8AU成
骨诱导S高糖高脂V<'*>?：阴性对照组；<'*5789:：下调 5789: 组；
5789:U骨形态发生蛋白内皮细胞前体来源调节因子
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在细胞质中积累，并转运到细胞核中对靶基因进行

调控!"#$。在笔者的研究中，%&'()过表达上调)*+,-

和 ./01!1，证明 %&'() 过表达促进成骨分化。此

外，%&'() 过表达上调 2+34"56738+9+ 信号通路，

而 %&'() 下调抑制 2+34"56738+9+ 信号通路。这些

数据表明，%&'() 通过 2+34"56738+9+ 信号通路促

进 &.:;:5(1 细胞成骨分化。

本研究的所有数据均来自于使用 &.:;:5(1

细胞株建立的 ;-<& 模型，因此还需要使用其他成

骨细胞株进行进一步验证。此外，目前的研究还没

有从 ;-<& 动物模型或 ;-<& 患者中获得对应结

果，这些数据还需要进一步收集，以证实体外结果。

总之，本研究发现 %&'() 在成骨分化后表达

增加，而在高糖高脂环境中的 &.:;:5(1 细胞中表

达减少。%&'() 通过 2+34"56738+9+ 信号通路减轻

高糖高脂对 &.:;:5(1 细胞成骨分化的抑制。本研

究揭示了 %&'() 在 &.:;:5(1 细胞成骨分化中发

挥重要的调节作用。%&'() 可能成为 ;-<& 患者

骨代谢疾病临床治疗的潜在靶点。
!"#$%
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