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高糖条件下大鼠下颌骨成骨细胞的活性☆ 
吕  娇1，赵文峰1，陈增力1，吴  璇2，刘洪臣3 

Effect of hyperglycemia on activity of rat mandibular osteoblasts    

Lü Jiao1, Zhao Wen-feng1, Chen Zeng-li1, Wu Xuan2, Liu Hong-chen3 

Abstract 
 
BACKGROUND: Clinical research has demonstrated that diabetes mellitus is a risk factor for periodontal lesion and alveolar 
bone loss. However, it remains poorly understood the effect of hyperglycemia on changes of jaw bone.  
OBJECTIVE: To investigate the effects of hyglycemia on proliferation, differentiation and mineralization of osteoblasts from rat 
mandible.  
METHODS: Primary osteoblasts were isolated and incubated with medium containing 5.5 mmol/L and 16.5 mmol/L glucose, 
respectively. Cell proliferation, alkaline phosphatase (ALP) activity, calcium uptake, bone gla protein (BGP) and mineralization 
were detected using MTT, PNPP, biochemistry, radioimmunoassay, as well as Alizarin Red S staining.  
RESULTS AND CONCLUSION: High glucose could significantly increase cell proliferation (P < 0.05), decreased BGP level (P < 
0.01), and increase number and the area of nodules (P < 0.01). Compared with the control group, the ALP activity of the high 
glucose group was obviously increased at 21 days after culture (P < 0.01); the calcium uptake was decreased at 14-21 days, but 
notably increased at 21-28 days (P < 0.01). These findings suggest that diabetes-associated hyperglycemia promotes rat 
mandibular osteoblasts proliferation while delaying differentiation and mineralization. 
 
Lü J, Zhao WF, Chen ZL, Wu X, Liu HC. Effect of hyperglycemia on activity of rat mandibular osteoblasts. Zhongguo Zuzhi 
Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(33): 6103-6107.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 
背景：临床研究证实，糖尿病是引起牙周病变及牙槽骨丧失的危险因素，而糖尿病所致的高血糖对颌骨改变的影响机制目

前仍未完全阐明。 
目的：观察高糖对体外培养的下颌骨成骨细胞增殖、分化、矿化的影响。 
方法：分离培养大鼠下颌骨成骨细胞，分别在生理糖浓度(5.5 mmol/L；对照组)和高糖条件下(16.5 mmol/L；高糖组)培养，

采用 MTT 法、PNPP 法、生化法、放射免疫法及茜素红 S 钙染法检测各组细胞的增殖能力、碱性磷酸酶活性、钙吸收、骨

钙素分泌水平及矿化能力。 
结果与结论：高浓度的葡萄糖能显著促进成骨细胞的增殖(P < 0.05)，降低成骨细胞骨钙素的分泌(P < 0.01)，增加钙结节的数

量及面积(P < 0.01)。与对照组比较，高糖组成骨细胞碱性磷酸酶活性在 21 d 时显著增高(P < 0.01)，钙吸收在 14~21 d 时显著

降低，而在 21~28 d 时显著增高(P < 0.01)。说明高糖能促进体外培养的大鼠下颌骨成骨细胞的增殖，延迟其分化和矿化。 
关键词：葡萄糖；成骨细胞；糖尿病；下颌骨；大鼠 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.33.006 
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0  引言 
 

临床研究已证实，糖尿病是引起牙周病变

及牙槽骨丧失的危险因素[1-4]。对2型糖尿病患

者为期两年的研究结果显示：与非糖尿病患者

比较，糖尿病患者发生进行性牙槽骨吸收的危

险性显著增高[1]。在链脲霉素诱导的糖尿病大鼠

中，牙槽骨丧失显著[5]，组织学研究进一步发现

糖尿病大鼠牙槽骨活性、骨陷窝和骨细胞密度

均显著低于对照组[6]。近年来，Giglio等[7]研究

发现糖尿病还可以引起颌骨生长和代谢发生改

变，糖尿病鼠的下颌骨骨单位的生长显著减少，

整个下颌骨在三维方向上的生长明显低于正常

对照组，证实颌骨也是糖尿病效应的敏感组织。

糖尿病所致的高血糖对颌骨改变的影响机制目

前仍未完全明确，基于此，实验以大鼠下颌骨

来源的成骨细胞为研究对象，观察体外模拟糖

尿病的高糖环境下细胞的增殖、分化及矿化能

力，以探讨糖尿病对颌骨骨形成的影响。 
 

1  材料和方法 

 
设计：体外对比观察实验。 
时间和地点：实验于2006-07/2007-09在

解放军总医院口腔医学研究所完成。 
材料： 

实验动物：雄性4~6周龄SD大鼠8只，体质

量180~200 g，由解放军军事医学科学院动物所

提供。实验中对动物的处置符合中华人民共和
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国科学技术部颁布的《关于善待实验动物的指

导性意见》的相关要求[8]。 

试剂及仪器： 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
方法： 

成年大鼠下颌骨成骨细胞的培养与鉴定：采用

酶消法-组织块法联合培养大鼠下颌骨成骨细

胞[9]。将大鼠处死后，无菌条件下取出下颌骨，

剪碎，加0.125%胰酶37 ℃，140 r/min消化    
8 min，消化6次后终止。收集第2~5次消化液并

离心，去除上清后用含体积分数20%胎牛血清的

L-DMEM重悬细胞，接种于培养瓶中，差速贴壁

除去成纤维细胞，纯化成骨细胞后继续培养。经

酶消化后的组织块，再次剪碎至1 mm ×1 mm，

铺于培养瓶中，37 ℃，体积分数5% CO2条件

下培养，待细胞长满传代，通过碱性磷酸酶

(alkaline phosphatase，ALP)染色和矿化结节

茜素红S钙染色进行成骨细胞鉴定。 
实验分组与干预：传代后，对照组和高糖组

分别用5.5 mmol/L和16.5 mmol/L葡糖糖配制

的培养基中培养。取生长良好的第4代细胞进行

实验。 
MTT法检测成骨细胞增殖：将细胞浓度为

2×107 L-1的两组细胞接种于96孔板中，细胞融

合后换为无血清培养基，次日加入含体积分数

2%胎牛血清配制的培养基继续培养1，3，5，   
7 d。在培养周期的最后4 h，每孔加入20 µL的
MTT，继续孵育至结束，加入二甲基亚砜，于

490 nm用酶标仪测吸光度(A)值。 
PNPP法检测成骨细胞ALP活性：将细胞浓度

为1×108 L-1的两组细胞接种至12孔板中，细胞

生长至融合时计为0 d，向培养基中加入      
5 mmol/L β-甘油磷酸钠和50 µg维生素C，分别

于培养的第7，14，21 天加入300 µL 体积分

数0.1%的Triton X-100裂解液，4 ℃过夜后，每

孔取50 μL裂解液加入含4.5 mmol/L PNPP的
底物液50 μL，37 ℃孵育30 min后，加入    
0.1 mol/L NaOH 50 µL终止反应，于酶标仪 
405 nm波长读取A值，蛋白校正ALP活性，每

个时间点每组设6个复孔。 
钙水平测定：将细胞浓度为1×108 L-1的两组

细胞接种至12孔板中，细胞生长至融合时计为 
0 d，向培养基中加入5 mmol/L β-甘油磷酸钠

和50 µg维生素C，继续培养至7，14，21，28 d。
隔日更换培养基。收集1~7 d，7~14 d，14~   
21 d，21~28 d的细胞培养液，采用全自动生化

分析仪检测培养液中的钙离子水平。 
放射免疫法检测成骨细胞骨钙素的分泌：将细

胞浓度为1×108 L-1的两组细胞接种至12孔板

中，细胞生长至融合时计为0 d，向培养基中加

入5 mmol/L β-甘油磷酸钠和50 µg维生素C，继

续培养至7，14，21，28 d。隔日更换培养基。

收集1~7 d，7~14 d，14~21 d，21~28 d的细

胞培养液，培养液上清经冻干、沉淀物骨钙素

标记后，γ计数仪测其放射性强度，得到样本骨

钙素水平。 
茜素红S钙染法检测成骨细胞矿化情况：细胞

培养28 d后，进行茜素红S钙染色[10]，培养皿用

PBS洗 2次，体积分数 95%乙醇原位固定     
10 min，1%茜素红(体积分数2%乙醇配制，pH 
8.3)染色5 min，加入体积分数50%乙醇去除非

特异性着色，空气干燥，应用Image Pro Plus 
6.0专业图像软件分析矿化结节数量和面积。 

主要观察指标：成骨细胞的增殖能力、ALP
活性、钙吸收情况、骨钙素分泌水平及矿化结

节数量和面积。 
设计、实施、评估者：设计为第一、五作

者，实施为第一、四作者，评估为第二、三作

者，均受过正规培训。 
统计学分析：采用SPSS 13.0统计软件进

行统计学分析，结果用x
_

±s表示，组间比较采用

方差分析和两独立样本t 检验，P < 0.05为差异

具有显著性意义。 
   

2  结果 

 
2.1  高糖对下颌骨成骨细胞增殖能力的影响  
MTT结果显示，随着培养时间的延长，两组细

胞A值均成比例增加。与对照组比较，高糖组

成骨细胞增殖能力明显增强(P < 0.05)，见图

1。 

试剂及仪器 来源 

L-DMEM 培养液，胎牛血清  
新生牛血清  
胰蛋白酶  
噻唑蓝(Methylthiazolyldiphenyl- 
 tetrazolium bromide，MTT)，  
磷酸对硝基苯酯二钠盐 
(4-Nitrophenyl phosphate 
disodium salt，PNPP)  
碘[125I]骨钙素放射免疫 
分析试剂盒  

CO2恒温孵箱  
倒置相差显微镜  
全自动生化分析仪  
SH-682 型放射免疫 γ计数仪   

Gibco 公司，美国 
杭州四季青公司 
Amresco 公司 
Sigma 公司，美国 
 
 
 
 
解放军总医院科技开发 

中心放免所 
ThermoForma，美国 
Leica，德国 
Hitachi7600，日本 
核福充电仪器有限 
公司，上海 
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2.2  高糖对下颌骨成骨细胞ALP活性的影响  对照组

的ALP活性于7 d时达到最高，21 d时明显下降；而高糖

组各时间点ALP活性无明显变化，7，14 d时与对照组

比较差异无显著性意义(P > 0.05)，在21 d时显著高于对

照组(P < 0.01)，见图2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2.3  高糖对下颌骨成骨细胞钙吸收的影响  见图3。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

培养液中钙水平与钙吸收呈负相关，细胞吸收的钙

越多，培养液中的钙越低。结果显示对照组钙吸收在

14~21 d时达最大值，随后钙吸收减少。高糖组钙吸收

的量随时间的增加而增加，在14~21 d时钙吸收显著低

于对照组，而在21~28 d时明显高于对照组(P < 0.01)。
2.4  高糖对下颌骨成骨细胞骨钙素分泌的影响  对照

组骨钙素分泌量随时间的增加而增加，在28 d时达到峰

值。高糖组骨钙素分泌量在14~21 d达到最高，在21~  
28 d时略有下降，显著低于对照组水平(P < 0.01)，见图

4。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2.5  高糖对下颌骨成骨细胞矿化的影响  培养28 d后，

两组均有矿化结节形成，经茜素红S染色后，镜下可见

明显钙盐沉积及红色结节。对照组矿化结节数量较少，

在细胞结节间可见微小钙沉积颗粒。高糖组矿化结节数

量较对照组明显增多，但大小各异，形态不规则，钙沉

积的量也明显增多(P < 0.01)，见图5，表1。 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 

Figure 5  Alizarin Red S staining of mineralized nodules 
图 5  茜素红 S 染色显示各组成骨细胞矿化结节的形成

a: Control group (×40)   

Figure 1  Effect of hyperglycemia on proliferation of rat 
mandibular osteoblasts (x

_

±s, n=6) 
图 1  不同浓度葡萄糖对大鼠下颌骨成骨细胞增殖的影响 
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Figure 2  Effect of hyperglycemia on alkaline phosphatase 
(ALP) activity of rat mandibular osteoblasts (x

_

±s, 
n=6) 

图 2  不同浓度葡萄糖对大鼠下颌骨成骨细胞 ALP 活性的影
响(x

_

±s, n=6) 
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Figure 3  Effect of hyperglycemia on calcium level of rat 
mandibular osteoblasts (x

_

±s, n=6) 
图 3  不同浓度葡萄糖对大鼠下颌骨成骨细胞培养液中钙 
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Figure 4  Effect of hyperglycemia on bone gla-protein (BGP) of 
rat mandibular osteoblast (x

_

±s, n=6) 
图 4  不同浓度葡萄糖对大鼠下颌骨成骨细胞骨钙素分泌的

影响(x
_

±s, n=6) 
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3  讨论 

 
骨质疏松症是常见的代谢性骨病，血糖长期控制不

良的糖尿病患者可并发骨质疏松症[11-19]。口腔颌骨作为

全身骨骼的一部分，多数观点认为影响全身骨质疏松的

因素同样作用于颌骨，但仍未有定论[1-4，20-21]。对于大

多数口腔疾病，颌骨的骨结构和机能正常是治疗成功的

基础和保障，因此，有必要了解糖尿病对口腔颌骨的影

响。实验将大鼠下颌骨成骨细胞置于高糖浓度下，观察

体外培养的大鼠下颌骨成骨细胞的增殖、分化和矿化情

况。 
MTT比色结果显示，高浓度葡萄糖培养显著促进了

成骨细胞的增殖(实验所采用的16.5 mmol/L葡萄糖浓度

为血糖控制不良，糖化血红蛋白水平> 10%的糖尿病患

者正常血糖水平)。 
ALP被认为是细胞外基质成熟的早期标志，ALP的

高峰表达发生在增殖期，为矿化期磷酸盐的聚集提供有

利条件，在成骨细胞分化晚期，当培养细胞进入矿化期，

细胞内的ALP活性下降。ALP活性检测的结果显示，在

5.5 mmol/L葡萄糖培养时，ALP活性在7 d表达最高，  
21 d时开始下降，说明细胞已经开始进入矿化期。而高

糖组成骨细胞的ALP活性直至21 d时仍持续在一种高表

达的状态，提示高糖下成骨细胞仍处于活跃的增殖状

态，维持着不成熟的成骨细胞的表型。 
钙是成骨细胞矿化所必需的，实验通过对培养基中钙

浓度的测定，发现在5.5 mmol/L葡萄糖培养下细胞钙吸收

在14~21 d达到峰值，随后钙吸收减少，16.5 mmol/L葡
萄糖则使钙吸收的升高明显滞后，在21~28 d时才达到

最大值。 
骨钙素是成骨细胞分化的晚期指标，也能在一定程

度上反映成骨细胞的矿化能力。实验中，两组细胞的骨

钙素分泌随着培养时间的延长而逐渐增高。在高糖的作

用下，成骨细胞的骨钙素分泌水平明显下降，这种变化

的产生可能与高糖培养时，细胞对钙吸收的抑制有关。 
从骨形成的最终结果出发，实验采用茜素红S钙染

法定量评价骨矿化的情况。结果显示，高糖虽可使成骨

细胞的矿化小结数量增多，但大小各异，形态不规则。 

综上所述，高糖培养可使成骨细胞骨钙素分泌水平

下降、ALP活性下降迟滞、矿化小结形态不规则和钙沉

积异常，提示高糖可能会增加成骨细胞的数量，但延迟

成骨细胞的分化和矿化，这和以往的研究结论相一致[22]，

组织学研究发现糖尿病引起牙种植后种植体周围骨愈

合不良及愈合的延迟，骨骼结构发生改变可能就与高糖

引起的下颌骨成骨细胞的这种变化有关[23-30]。 
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来自本文课题的更多信息--  

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相

关雇主或其他经济组织直接或间接的经济

或利益的赞助。 

课题的意义：糖尿病是引起牙周病变

及牙槽骨丧失的危险因素，而糖尿病所致

的高血糖对颌骨改变的影响机制目前仍未

完全明确。实验以大鼠下颌骨来源的成骨

细胞为研究对象，观察体外模拟糖尿病的

高糖环境下细胞的增殖、分化及矿化能力， 

 

 

以探讨糖尿病对颌骨骨形成的影响。 

课题评估的“金标准” ：目前文献报

道的常用于鉴定成骨细胞成骨能力的指标

有：碱性磷酸酶、骨钙素、钙吸收和矿化

结节的形成，实验采用了上述几项获得公

认的检测标准。 

设计或课题的偏倚与不足：课题采用

高浓度葡萄糖干预下颌骨成骨细胞模拟糖

尿病状态下的成骨细胞的生物学行为，其

结果能否完全代表糖尿病来源的成骨细胞 

 

 

还需进一步的证实。 

提供临床借鉴的价值：文章探讨了高

浓度葡萄糖对大鼠下颌骨成骨细胞骨形成

的影响，发现高浓度葡萄糖可促进体外培养

的大鼠下颌骨成骨细胞的增殖及分化，延迟

其矿化，提示升高的血糖不利于颌骨骨形

成，这为临床工作中防治糖尿病合并及并发

颌骨骨质疏松提供了一定的理论基础。 

 

 

 

 

 

 

1. 怎样提出观点： 
在提出自己的观点时，须注意语言表达上

的几点技术，以避免遭到审稿人置疑。  
(1)如果观点不是这篇文章最新提出的： We 

confirm that……  
(2)对于自己很自信的观点：We believe 

that……  
(3)用数据推断出一定的结论：Results 

indicate, infer, suggest, imply that……  
(4)在极其特别时可强调自己的创新：We put 

forward(discover, observe)……"for the first 
time"……  

(5)如果自己对所提出的观点不完全肯定： 
We tentatively put forward (interpret this 
to…) ；The results may be due to (caused by) 
attributed to resulted from……； This is 
probably a consequence of……；It seems 
that……can account for (interpret) this……； 
It is possible that it stem from…… 

同时要注意这些结构要合理搭配。如果通

篇是不肯定的英语表述（如1和5），那这篇文章

的意义就大打折扣。如果表述上过于自信（如

2），也会遭到置疑。所以要仔细分析自己成果

的创新性以及可信度。  
 

2. 连接词与逻辑： 
写英文论文最常见的毛病是文章的逻辑

不清楚，解决方法如下。  
(1)注意句子上下连贯，不能让句子独立。  
常见的连接词有，However, also, in addition, 

consequently, afterwards, moreover, 
furthermore, further, although, unlike, in 
contrast, similarly, unfortunately, alternatively, 
parallel results, In order to, despite, for 
example, compared with, other results, thus, 
therefore…… 
① 用好连接词能使文章层次清楚，意思明

确。比如，叙述有时间顺序的事件或文献。 
A advocated it for the first time. Then B further 
demonstrated that. Afterwards, C……More 
recent studies by D……  
② 当叙述两种观点，要把它们截然分开：A 
put forward that…… 
③ 表明前面观点错误：In contrast, B 
believe……；Unlike A, B suggest……；On the 
contrary，……。 
④ 只表明两种观点对立：In contrast B…… 
⑤ 表明两种观点相近：A suggest……

Similarly / alternatively, B……；Also, B ……；

B also does…… 

⑥ 表示因果或者前后关系：Consequently / 
Therefore / As a result…… 
⑦ 表明递进关系：Furthermore / Further, 
moreover / In addition……  

写完一段英文，最好首先检查是否较好地

应用了这些连接词。  
(2) 注意段落布局的整体逻辑：经常我们要叙

述一个问题的几个方面。这种情况下，一定要

注意逻辑结构。  
第一段要明确告诉读者你要讨论几个部

份…… 
Therefore, there are three aspects of this 

problem have to be addressed.  
The first question involves……The second 

problem relates to……The third aspect deals 
with…… 
清晰地把观点逐层叙述。也可以直接用First, 

Second, Third, Finally…… 
当然，Furthermore, in addition等可以用来补

充说明。  
(3) 讨论部份的整体结构：小标题是把问题分

为几个片段的好方法。  
通常第一个片段指出文章最重要的数据或

结果；补充说明部份放在最后一个片段。 
也可以把讨论部份分为两部份，一部份提

出观点，另一部份详细介绍过程以及论述的依

据。 
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