
 

2 型糖尿病对大鼠颌骨骨髓间充质干细胞生物学特性的影响及其机制
研究
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摘要：背景　2型糖尿病患者骨代谢异常，颌骨骨质和骨量都发生明显改变，是牙周炎的全身促进因素之一。Wnt信号通

路可以促进干细胞矿化并修复骨组织缺损。然而 2型糖尿病影响下 Wnt信号通路是否参与了对颌骨骨髓间充质干细胞 (jaw
bone marrow mesenchymal stem cells，JBMMSCs)的成骨分化调控仍未可知。目的　研究 2型糖尿病对大鼠 JBMMSCs增殖

及分化等生物学特性的影响，并对其机制进行初步探索。方法　选取连续两周随机血糖≥16.7mmoL/L的 13周龄 GK大鼠

为 2型糖尿病组，相同周龄的Wistar大鼠作为对照组，两组各 10只；无菌条件下采用骨髓冲洗法与骨片消化法相结合的方法

分离培养两组 JBMMSCs作为研究对象。CCK-8法检测并比较两组细胞增殖能力，流式细胞术检测细胞被诱导凋亡的能

力。对 JBMMSCs进行成骨、成脂诱导后，qRT-PCR评估成骨、成脂及 Wnt信号通路相关基因的表达改变，碱性磷酸酶

(alkaline phosphatase，ALP)染色检测成骨诱导后 ALP的表达变化，茜素红染色比较钙结节形成能力，油红 O染色检测成脂

诱导后脂滴形成能力。结果　与对照组相比，2型糖尿病组 JBMMSCs的增殖及克隆形成能力降低，凋亡早期与晚期的细胞

比例增加 (P＜0.05)。两组 JBMMSCs成骨诱导后成骨相关基因 ALP、OCN和 Runx2 mRNA表达升高，但 2型糖尿病组低于

对照组 (P＜0.05)，2型糖尿病组钙结节形成能力和 ALP染色面积及密度较对照组低 (P＜0.05)。成脂诱导后，成脂相关基因

的表达和脂滴的形成较对照组减少 (P＜0.05)。2型糖尿病组 JBMMSCs成骨诱导 7 d后 Wnt信号通路相关分子 Wnt4、
Wnt5a、Wnt7b的 mRNA表达较对照组升高，β-catenin的表达水平较对照组低。结论　2型糖尿病影响大鼠颌骨骨髓间充质

干细胞的增殖和克隆、抑制成骨及成脂分化能力，其成骨能力的降低可能与Wnt信号通路相关。
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Abstract: Background  Patients  with  type  2  diabetes  have  abnormal  bone  metabolism  and  marked  alterations  in  both  bone
quality and bone mass of  the jaw, which is  one of  the systemic contributors  to periodontitis.  Wnt signaling pathway can promote
stem cells mineralization and repair bone tissue defects. However, it is still unknown whether the Wnt signaling pathway is involved
in  the  regulation  of  osteogenic  differentiation  of  bone  marrow mesenchymal  stem cells  in  the  jaws  under  the  influence  of  type  2
diabetes.  Objective  To  investigate  the  effects  of  type  2  diabetes  on  the  proliferation  and  differentiation  of  jaw  bone  marrow
mesenchymal stem cells (JBMMSCs) in rats and the possible mechanisms. Methods The 13-week-old GK rats with random blood
glucose≥16.7 mmol/L for two consecutive weeks were selected as the type 2 diabetes group, and Wistar rats of the same weeks of
age served as the control group, with 10 rats in each group. Two groups of JBMMSCs were isolated and cultured as the research
object  by the combination of bone marrow flashing and bone slice digestion under sterile conditions.  CCK-8 method was used to
detect and analyze the cell’s proliferative ability. The apoptosis ability of cells was assessed by flow cytometry. The expression of
genes  related  to  osteogenesis,  adipogenesis  and  Wnt  signaling  pathway  was  assessed  by  qRT-PCR,  alkaline  phosphatase  (ALP)
expression was detected by alkaline phosphatase staining, and the difference in calcium nodule formation was compared by alizarin
red staining. Oil Red O staining was used to detect lipid droplet formation differences after lipogenesis induction. Results Compared
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with  the  control  group,  the  proliferation  and  clonogenic  ability  of  JBMMSCs  in  the  type  2  diabetes  group  decreased,  and  the
proportion  of  cells  of  early  and  late  apoptosis  increased  (P<0.05).  Osteogenesis-related  genes  ALP,  OCN  and  Runx2  mRNA
expression elevated in both groups after JBMMSCs osteogenic induction, but the expression in the type 2 diabetes group was lower
than that in the control group (P<0.05), and calcium nodule forming ability and ALP staining area and density in the type 2 diabetes
group were lower than those in the control group (P<0.05). After adipogenic induction, the expression level of adipogenesis-related
genes  and  lipid  droplet  formation  in  the  type  2  diabetes  group  reduced  compared  with  the  control  group  (P<0.05).  The  mRNA
expression levels of Wnt4, Wnt5a and Wnt7b related to the Wnt signal pathway in the type 2 diabetes group were higher than those
in the control group at 7 days after JBMMSCs osteogenesis induction, while the expression level of β-catenin was lower than that in
the  control  group. Conclusion  Type  2  diabetes  inhibits  the  proliferation,  cloning,  osteogenic  and  adipogenic  differentiation  of
JBMMSCs, and the reduction of their osteogenic capacity may be related to the Wnt signaling pathway.

Keywords： type  2  diabetes  mellitus;  jaw  bone  marrow  mesenchymal  stem  cells;  osteogenic  differentiation;  Wnt  signaling
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目前全世界约 4.6 亿人患糖尿病，其中 90% 以

上是以胰岛素抵抗和胰岛功能障碍为主要发病机

制的 2 型糖尿病 (type 2 diabetes mellitus，T2DM)[1]。
研究显示 2 型糖尿病患者颌骨骨质更疏松，骨小

梁间隙更大 [2]。颌骨骨髓间充质干细胞 (jaw bone
marrow  mesenchymal  stem  cells， JBMMSCs) 是 源

于颌骨骨髓的一类具有高度自我更新和多向分化

潜能的成体干细胞，具有成骨、成脂、成软骨等

多向分化能力，是骨组织修复与再生的基础 [3]。

但 2 型糖尿病对 JBMMSCs 成骨分化能力的影响

及其机制尚不清楚。本课题拟探讨 2 型糖尿病状

态下颌骨组织来源骨髓间充质干细胞的生物学变

化及成骨分化中 Wnt 信号通路相关分子的变化规

律，为进一步研究通过调控 Wnt 信号通路恢复

2 型糖尿病环境下 JBMMSCs 成骨能力提供基础。

 材料与方法

 1     实验动物　10 只 12 周龄 SPF 级雄性 Wistar 大

鼠购于北京维通利华实验动物技术有限公司 [ 动物

生产许可证号：SCXK(京)2016-0006]；10 只 12 周

龄 SPF 级雄性 GK 大鼠购于常州卡文斯实验动物

有限公司 [ 动物生产许可证号：(SCXK(苏)2021-
0013]。本课题已通过解放军总医院实验动物伦理

委员会审查 (批准号：2022-X18-20)。
 2     材料、试剂与仪器　血糖仪 (罗氏 -活力型 )；
45% 高脂饲料 (无锡帆泊生物技术有限公司，中

国 )；α-MEM 培 养 基 (Gibco， 美 国 )； 胎 牛 血 清

(BI，以色列 )；1% 青霉素 -链霉素、0.25% 胰蛋

白酶 -EDTA、PBS(中科迈晨，中国 )；Ⅱ型胶原

酶 (Sigma,美国)；成骨诱导试剂盒 (赛业，中国)；
成脂诱导试剂盒 (Gibco，美国 )；CCK-8 试剂盒

(东仁，日本)；Annexin V-PE/7-AAD 凋亡检测试

剂 盒 (Sino  Biological， 中 国 )；RNA 提 取 试 剂 盒

(天根生化科技，中国 )；BCA 蛋白定量试剂盒

(Thermo  Fisher， 美 国 )； 逆 转 录 试 剂 盒 (Takara，
日本)；4% 多聚甲醛、油红 O 染色试剂盒、0.2%
茜素红染色液 (索莱宝，中国)；BCIP/NBT 碱性磷

酸酯酶显色试剂盒、结晶紫染色液 (碧云天，中

国 )；细胞培养箱 (Thermo，美国 )；流式细胞仪

(BD Celesta，美国)；酶标仪、实时荧光定量 PCR
仪 (Bio-Rad，美国)。
 3     2型糖尿病大鼠模型的构建　GK 大鼠是目前

常用的非肥胖自发性 2 型糖尿病模型，其高血糖

是由胰岛素分泌受损和胰岛素抵抗引起的，与人

类 2 型糖尿病进展极为相似 [4]。GK 大鼠以 45%
高脂饲料喂养，12 ~ 13 周龄时每周固定时间测量

血糖和体质量，以 GK 大鼠连续两次随机血糖≥

16.7 mmol/L 作为建模成功的标准 [5]。相同周龄的

Wistar 大鼠作为对照，以普通饲料喂养，每周相同

时间测量血糖和体质量。本实验选取 10 只造模成

功的 GK 大鼠作为 2 型糖尿病组，10 只 Wistar 大

鼠为对照组。

 4     JBMMSCs的分离与培养　选取建模成功的

10 只 13 周龄 GK 大鼠及 10 只 13 周龄 Wistar 大鼠

腹腔注射 2% 戊巴比妥钠麻醉 (2 mL/kg)，颈椎脱

臼处死，75％乙醇浸泡 30 min 后转移至超净台。

无菌条件下解剖下颌骨，去除下颌骨上附着的皮

肤、肌肉、全部牙齿；使用咬骨钳去除两端后暴

露骨髓腔，用含有 10% FBS、1% 青霉素-链霉素

的 α-MEM 完全培养基反复冲洗骨髓腔，收集颌

骨骨髓冲洗液至 15 mL 离心管中，800 r/min 离心

3 min，去上清，1 mL 完全培养基重悬。将细胞悬

液转移至含有 9 mL 完全培养基的 10 cm 皿中，放

置于 37℃、5% CO2 细胞培养箱中培养。冲洗后的

下颌骨用咬骨钳分割成 1 ~ 3 mm3 骨片并将其转移

至 15 mL 离心管中，加入 0.1% Ⅱ型胶原酶 3 mL，
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置于 200 r/min 摇床上；37℃ 、200 r/min 条件下消

化 90 min；800 r/min 离心 3 min，去上清，3 mL
完全培养基重悬，将骨片转移至含有颌骨骨髓冲

洗液的培养皿中，放置于 37℃、5% CO2 细胞培养

箱培养。接种 72 h 后半换液，以后每 2 d 换液

1 次。倒置相差显微镜下观察颌骨骨髓间充质干细

胞形态及生长特点，细胞汇合度达到 80% ~ 90%
时按 1∶2 的比例传代，第 2 次传代时去除骨片，

取第 3 ~ 5 代细胞进行实验。

 5     CCK-8检测细胞增殖能力　取生长状态良好的

各组第 3 代 JBMMSCs，以 2000/孔接种到 96 孔板

中，连续培养 8 d，每 3 d 换液 1 次；于接种后 1 ~
8 d 每天检测细胞的增殖活力，吸弃原有培养基，

每孔加入 90 µL 的完全培养基和 10 µL 的 CCK-8
试剂，37℃ 培养 4  h，酶标仪检测 450  nm 处的

OD 值并绘制细胞增殖曲线。

 6     JBMMSCs克隆形成率检测　取生长状态良好

的各组第 3 代 JBMMSCs，以 1 000/皿接种到直径

为 10 cm 的培养皿中，在 37℃、5% CO2 的细胞培

养箱中培养，每 3 d 换液 1 次，连续培养 15 d 后

进行结晶紫染色。PBS 清洗 3 遍，甲醇固定 5 min，

结晶紫染色 5 min，PBS 清洗多次至无多余染液，

室温下晾干并拍照观察。

 7     细胞凋亡检测　收集各组第 3 代 JBMMSCs，
用 4℃ 预冷的 PBS 洗细胞 2 次，离心后去上清用

Binding Buffer 重悬细胞至 5 × 106/mL，将细胞悬

液 转 移 至 流 式 管 中 ， 每 管 100 µL。Wistar 组 和

GK 组每组 4 管：一管为阴性对照组，一管加入

5 µL Annexin V-PE，一管加入 5 µL 7-AAD，一管

加入 5 µL Annexin V-PE 和 5 µL 7-AAD；轻轻混

匀，室温避光孵育 15 min 后加入 400 µL Binding
Buffer 终止反应，上机检测。在细胞凋亡早期，磷

脂酰丝氨酸暴露于细胞表面，但细胞膜不具有通

透性，因此 Annexin V 可以与细胞结合，但细胞拒

染 7-AAD， 因 此 早 期 凋 亡 细 胞 为 Annexin V 阳

性、7-AAD 阴性。在凋亡晚期，7-AAD 可以通过

细胞膜进入细胞与 DNA 结合，同时 Annexin V 进

入细胞与磷脂酰丝氨酸结合，因此凋亡晚期的细

胞表现为 Annexin V 和 7-AAD 双阳性。

 8     成骨诱导、碱性磷酸酶 (alkaline  phosphatase，
ALP)及茜素红染色　取生长状态良好的各组第

3 代 JBMMSCs 以 1 × 105/孔接种于六孔板中，细

胞汇合度达 70% 时更换为成骨诱导液，每 3 ~ 4 d
换液。成骨诱导培养 7 d 后按照 BCIP/NBT 碱性磷

酸酯酶显色试剂盒的说明书进行 ALP 染色实验。

成骨诱导分化 21 d 时进行茜素红染色实验，吸去

六孔板中的液体，PBS 清洗 3 次，4% 多聚甲醛溶

液 室 温 固 定 30  min 后 吸 去 固 定 液 ， PBS 清 洗

3 次，每孔加入 2 mL 茜素红工作液，室温染色

5 min，吸去多余染色液，PBS 清洗多次至无多余

染液，显微镜下观察钙结节数量。

 9     成脂诱导及油红 O染色 　 将 各 组 第 3 代

JBMMSCs 以 1 × 105/孔接种于六孔板中，细胞汇

合度达 70% 时更换为成脂诱导液，每 3 ~ 4 d 换

液。成脂诱导 14 d 时按照油红 O 染色试剂盒说明

书的步骤进行油红 O 染色，并在显微镜下观察脂

滴数量。

 10     qRT-PCR检测成骨、成脂及 Wnt信号通路相

关基因的 mRNA表达　将各组第 3 代 JBMMSCs
以 1 × 105/孔接种于六孔板，细胞汇合至 70% 时更

换为成骨或成脂诱导液，每 3 ~ 4 d 换液 1 次，连

续培养 7 d 后使用 RNA 提取试剂盒提取总 RNA，

使用酶标仪测定 RNA 浓度，以 500 ng RNA 为模

板，按照逆转录试剂盒 (PrimeScriptTM RT reagent
Kit  with  gDNA  Eraser， TaKaRa) 的 说 明 书 合 成

cDNA。采用 SYBR Green 荧光定量 PCR 检测试剂

盒检测成骨相关基因 ALP、骨钙素 (osteocalcin，

OCN)、Runt 相关转录因子 2(runt-related transcrip-
tion factor-2，Runx2)、成脂相关基因脂蛋白脂酶

(lipoprotein lipase，LPL)、过氧化物酶体增殖物激

表 1    相关基因引物序列

Tab. 1   Primer sequences of related genes 
　基因 序列 (5'-3')

GAPDH F: ACCCAGAAGACTGTGGATGG
R: CACATTGGGGGTAGGAACAC

ALP F：CACGTTGACTGTGGTTACTGCTGA
R：CCTTGTAACCAGGCCCGTTG

OCN F：GGTGGTGAATAGACTCCGGC
R：GCAACACATGCCCTAAACGG

Runx2 F：GCACCCAGCCCATAATAGA
R：TTGGAGCAAGGAGAACCC

LPL F：GGAGTTTGGCTCCAGAGTTT
R：AAGGTTTTGCTGCTGTGGTTG

PPARγ F：ACCGCCCAGGCTTGCTGAAC
R：TGGAGCACCTTGGCGAACAGC

β-catenin F：AAGTTCTTGGCTATTACGACA
R：ACAGCACCTTCAGCACTCT

Wnt4 F: TCAGGTTGGCCACGCACTAAAGGAG
R: AGTCTGGACTTGGCTCCAGGTACAC

Wnt5a F：GCGGGACTTTCTCAAGGACA
R：CGGCTGCCTATTTGCATCAC

Wnt7b F：CTGGGAGCCAACATCATCTG
R：TGCCCAAAGACGGTCTTCTC

374 解放军医学院学报 Acad J Chin PLA Med Sch   Apr  2023，44（4） https://xuebao.301hospital.com.cn



活 受 体 (peroxisome  proliferators-activated  receptor-
γ，PPARγ) 及 Wnt 信号通路相关基因的 mRNA 表

达水平；相关引物均由上海生工合成，引物序列

见表 1。

x̄± s

 11     统计学分析　使用 Graphpad Prism 9.0 软件进

行分析，计量资料以   表示，各组采用正态性检

验，两组间样本均数比较采用 t 检验。多组间比较

采用单因素方差分析，两两比较采用 LSD-t 检验，

P＜0.05 为差异有统计学意义。

 结　果

 1     2型糖尿病大鼠模型构建情况　2 型糖尿病组

大鼠随机血糖为 (24.63 ± 5.123) mmol/L，对照组

随 机 血 糖 为 (9.220  ±  0.957)  mmol/L  (P＜ 0.001)，
2 型糖尿病组体质量为 (360.5 ± 18.65) g，对照组

体质量为 (598.4 ± 35.88) g (P＜0.001)。2 型糖尿病

组大鼠随机血糖＞16.7 mmol/L，体质量显著低于

对照组，毛色发黄，毛发脏乱，并存在多饮多食

 

图  1    对照组和 2 型糖尿病组随机血糖和体质量

Fig.1   Randomized blood glucose and weight in control and T2DM groups
 

 

图  2    对照组和 2 型糖尿病组 JBMMSCs 镜下形态观察

A：原代培养第 3 天；B：原代培养第 5 天；C：第 1 代 (标尺=100 µm)
Fig.2   Morphological observation of JBMMSCs in control and T2DM groups (bar=100 µm)

A: P0 passage on day3; B:P0 passage on day5; C: P1 passage
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多尿的表现，符合 2 型糖尿病的特征 (图 1)。
 2     大鼠 JBMMSCs细胞形态　对照组和 2 型糖尿

病组 JBMMSCs 分离培养 3 d 后，镜下可见少量贴

壁生长的长梭形或三角形细胞，以及大量圆形、

较亮的血细胞；随着换液次数的增加，血细胞数

量逐渐减少，JBMMSCs 不断分裂增殖，数量增

加，7 d 左右汇合度可达 80%，按 1∶2 的比例进

行传代，细胞纯化后增殖速度变快，3 d 后汇合度

可 达 80%  ~  90%。 显 微 镜 下 观 察 可 见 对 照 组 和

2 型糖尿病组第 1 代 JBMMSCs 均呈长梭形，细胞

形态无显著差异 (图 2)。
 3     两组 JBMMSCs活力及克隆能力比较　CCK-8
法检测对照组和 2 型糖尿病组 JBMMSCs 连续培

养 1 ~ 8 d 的增殖数量变化，两组 JBMMSCs 均呈

现出稳定的体外扩增能力，细胞生长曲线均类似

“S”形，但 2 型糖尿病组细胞生长较对照组平缓。

第 1、2 天两组细胞的增殖能力无显著差异，2 d
后两组细胞均进入快速生长期，但对照组细胞增

殖速度更快，450 nm 处的 OD 值明显大于 2 型糖

尿病组；6 d 后两组细胞的生长速度明显放缓，但

对照组的细胞数量仍多于 2 型糖尿病组 (图 3A)。
两组 JBMMSCs 以较低密度接种至直径 10 cm 的培

养皿中，常规培养 15 d 后镜下可见克隆形成，散

在分布。0.2% 结晶紫溶液染色后，克隆呈蓝色，

对照组的克隆数显著多于 2 型糖尿病组 (图 3B)，
说明 2 型糖尿病显著抑制 JBMMSCs 的克隆形成

能力。流式检测结果显示，对照组凋亡早期细胞

占比 1.37%，凋亡晚期 6.73%，2 型糖尿病组凋亡

早期细胞占比 3.11%，凋亡晚期 10.6%(图 3C)；对

照组凋亡细胞比例明显低于 2 型糖尿病组。

 4     两组大鼠 JBMMSCs成骨及成脂分化能力比较

　qRT-PCR 显示，成骨诱导 7 d 后对照组和 2 型

糖尿病组 JBMMSCs 成骨相关基因 ALP、OCN、

Runx2 的表达均升高 (P＜0.05)；2 型糖尿病组细

胞成骨诱导后成骨相关基因的 mRNA 水平低于对

照组 (P＜0.05) (图 4A)。成骨诱导 7 d 后对 ALP 染

色实验结果显示 2 型糖尿病组蓝紫色染色颗粒分

布较稀疏，蓝染面积及密度低于对照组 (图 4B)。
 

图  3    2 型糖尿病对 JBMMSCs 增殖、克隆及凋亡的影响

A：CCK-8 法检测细胞的增殖能力；B：细胞克隆形成能力；C：细胞凋亡检测 (aP＜0.05，bP＜0.001，vs 2 型糖尿病组)
Fig.3   Effect of type 2 diabetes on the proliferation, clone formation and apoptosis ability of JBMMSCs

A: Proliferation ability by CCK-8; B: Clone-forming ability; C: Detection of apoptosis (aP＜0.05, bP＜0.001, vs T2DM group)
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图  4    两组 JBMMSCs 成骨分化能力比较

A：qRT-PCR 检测正常培养和成骨诱导 7 d 后对照组和 2 型糖尿病组中成骨相关基因的 mRNA 表达水平的变化 (aP＜0.05，vs 对照组-
未成骨诱导；bP＜0.05，vs 对照组-成骨诱导；cP＜0.05，vs 2 型糖尿病组-未成骨诱导)；B：ALP 染色；C：茜素红染色

Fig.4   Comparison of osteogenic differentiation ability of JBMMSCs between the two groups
A: Changes in mRNA expression levels of osteogenesis-related genes in the control group and the T2DM group after 7 days of normal
culture and osteogenesis induction by qRT-PCR (aP＜0.05, vs control-NC group; bP＜0.05, vs control-OS group; cP＜0.05, vs T2DM-
NC group); B: ALP staining; C: Alizarin red staining

 

 

图  5    两组 JBMMSCs 成脂分化能力比较

A：qRT-PCR 检测正常培养和成脂诱导 7 d 后对照组和 2 型糖尿病组中成骨相关基因的 mRNA 表达水平的变化 (aP＜0.05，vs 对照组-
未成脂诱导；bP＜0.05，vs 对照组-成脂诱导；cP＜0.05，vs 2 型糖尿病组-未成脂诱导)；B：油红 O 染色 (标尺=100 µm)

Fig.5   Comparison of adipogenic differentiation ability of JBMMSCs between the two groups
A: Changes in mRNA expression levels of adipogenesis-related genes in the control group and the T2DM group after 7 days of normal
culture  and  adipogenic  differentiation  induction  by  qRT-PCR  (aP＜ 0.05, vs control-NC  group; bP＜ 0.05, vs control-AD  group;
cP＜0.05, vs T2MD-NC group); B: Oil Red O staining (bar=100 µm)
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茜素红染色结果显示对照组钙结节颗粒数量及红

染面积明显多于 2 型糖尿病组 (图 4C)。成脂诱导

7 d 后对照组和 2 型糖尿病组 JBMMSCs 成脂相关

基因 LPL 及 PPARγ 的表达均升高 (P＜0.05)；2 型

糖 尿 病 组 细 胞 成 脂 诱 导 后 成 脂 相 关 基 因 的

mRNA 水平低于对照组 (P＜0.05) (图 5A)。油红

O 染色结果显示对照组脂滴数量多于 2 型糖尿病

组 (图 5B)。
 5     2型糖尿病抑制 JBMMSCs成骨能力的机制研

究　成骨诱导 7 d 后对照组及 2 型糖尿病组 Wnt
信号通路中的相关分子 β-catenin、Wnt4、Wnt5a、
Wnt7b 的 mRNA 表达水平均显著高于常规培养。

然而成骨诱导 7 d 后 2 型糖尿病组 JBMMSCs 成骨

诱导后 Wnt4、Wnt5a、Wnt7b 的 mRNA 表达较对

照组增高，β-catenin 的表达较对照组低 (图 6)。本

部分结果提示 Wnt 信号通路促进了 JBMMSCs 的

成骨分化，并且在 2 型糖尿病抑制 JBMMSCs 成

骨分化能力的过程中发挥了作用。然而成骨诱导

7 d 后，β-catenin、Wnt4、Wnt5a、Wnt7b 在 2 型

糖尿病组与对照组中的变化趋势并不相同，提示

Wnt 信号通路中不同分子在 2 型糖尿病对大鼠

JBMMSCs 成骨能力的影响过程中发挥了不同作用。

 讨　论

糖尿病既可以促进牙周病发展，又可以影响

种植牙的骨结合、引发种植体周围炎；糖尿病患

者种植体周围骨吸收量增加，术后稳定性差 [6-7]。

有学者通过体外构建高糖微环境来模拟 2 型糖尿

病，将大鼠 JBMMSCs 在高糖培养基中诱导成骨

培养 7 d 后，细胞中 ALP 和 Runx2 蛋白的表达较

低糖培养基低 [8]。但体外的高糖环境无法完全模

拟 2 型糖尿病患者颌骨中的环境。因此，本实验

选取与人类 2 型糖尿病发生发展过程相似的 GK
大鼠作为 2 型糖尿病组，选取相同周龄的 Wistar
大鼠作为对照 [9]。

颌骨骨髓间充质干细胞是一种具有较强增殖

能力和多向分化潜能的成体干细胞，病理因素、

理化因素及生物因素均可影响其生物学特性 [10]。

本实验成功分离培养了来源于大鼠的 JBMMSCs，
并对其增殖、分化等生物学性能进行了分析与

比较。体外培养条件下对照组与 2 型糖尿病组

JBMMSCs 贴壁生长，并呈长梭形的成纤维细胞样

形态，无显著差异。CCK-8 法检测细胞的增殖能

力，与对照组相比，2 型糖尿病组 JBMMSCs 的细

胞增殖较缓慢，克隆形成能力较低。流式细胞术

检测结果显示，2 型糖尿病促进细胞的凋亡，处于

凋亡期的细胞比例高于对照组。同时，2 型糖尿病

可抑制细胞的成骨与成脂分化能力。JBMMSCs 成

骨诱导及成脂诱导 7 d 后 2 型糖尿病组成骨、成脂

相关基因的 mRNA 表达均低于对照组，ALP 染色

结节的数量也显著降低，产生的脂滴数量也显著

少于对照组。研究表明，与正常来源 JBMMSCs 相

比，糖尿病来源的 JBMMSCs 增殖及成骨分化能

力显著减弱，这与本实验的研究结果一致 [11]。

目前关于 2 型糖尿病对颌骨骨髓间充质干细

胞成骨分化影响机制的研究较少。2 型糖尿病猪拔

牙后牙槽窝的生长分化因子 11(growth differentiation
factor 11，GDF11) 的 mRNA 和蛋白表达水平显著

高于对照组，降低 GDF11 的表达可提高 2 型糖尿

病来源的 JBMMSCs 成骨能力，促进 2 型糖尿病

条件下拔牙窝的愈合 [12]。种植失败糖尿病患者牙

槽骨骨髓间充质干细胞的黏附、迁移和成骨分化

能力显著低于种植成功糖尿病患者和正常患者，

整合素亚单位 α10(ITGA10) 的表达也低于种植成

功糖尿病患者和正常患者；ITGA10 基因敲除可

显著降低 JBMMSCs 的黏附和迁移能力，并通过

干扰 FAK/PI3K/AKT/GSK3β/β-catenin 通路抑制其

成骨分化潜能 [13]。陆玖青等 [11] 研究发现 2 型糖尿

病大鼠来源的 JBMMSCs 中 NF-κB p65 核蛋白的

mRNA 及蛋白表达增加，并推测 NF-κB 可能参与

2 型糖尿病抑制 JBMMSCs 成骨分化能力的过程。

抑制 miR-203-3p 的表达可上调 BMP/Smad 信号通

路，促进体外高糖环境下 JBMMSCs 的成骨分化 [8]。

 

图  6    Wnt 信号通路相关分子 mRNA 水平在两组 JBMMSCs 成骨

诱导过程中的变化 (aP＜ 0.05， vs 对照组 -未成骨诱导；
bP＜0.05，vs 对照组-成骨诱导；cP＜0.05，vs 2 型糖尿病组-未
成骨诱导)

Fig.6   Changes  in  mRNA  levels  of  Wnt  signaling  pathway-related
molecules during osteogenesis induction (aP＜0.05, vs control-
NC group; bP＜0.05, vs control-OS group; cP＜0.05, vs T2DM-
NC group)
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糖尿病组 JBMMSCs 的胰岛素样生长因子结合蛋

白 2 的 mRNA 表达和蛋白翻译水平显著高于非糖

尿病组 [14]。

Wnt 信号通路是调控干细胞增殖和多向分化

的关键途径，与骨髓间充质干细胞骨向分化关系

密切 [15]。根据是否依赖 β-catenin 可分为经典通路

与非经典通路；非经典 Wnt 信号通路主要分为

Wnt/Ca2+和 Wnt/平面细胞极性信号通路 [16]。目前

的研究表明糖尿病性骨质疏松症与 Wnt/β-catenin
信号通路关系密切，2 型糖尿病患者血清中骨转换

标志物及 β-catenin 含量显著低于对照组 [17]。Gassel
等 [18] 的研究结果显示，患有夏科氏关节病的 2 型

糖尿病患者下肢骨组织中 Wnt3a、Wnt5a 的 mRNA
表达水平低于正常组。经典 Wnt 信号通路激活

后，细胞质中的 β-catenin 含量升高并向细胞核中

迁移，激活靶基因进而引起下游的一系列反应 [19]。

Wnt4、Wnt5a、Wnt7b 是非经典 Wnt 信号通路的

启动子，但也可以通过经典 Wnt 信号通路发挥作

用 [20-22]。在本实验中 2 型糖尿病组 JBMMSCs 成

骨诱导后 Wnt 信号通路相关分子 Wnt4、Wnt5a、
Wnt7b 的 mRNA 表达水平较对照组升高，β-catenin
的 mRNA 表达水平较对照组降低，说明 2 型糖尿

病影响下经典及非经典 Wnt 信号通路可能均参与

了对颌骨骨髓间充质干细胞成骨分化的调控过程，

并且 Wnt4、Wnt5a、Wnt7b 可能通过非经典 Wnt
信号通路发挥作用。但 Wnt 信号通路调节网络结

构复杂，其调控具体机制还需进一步研究。

综上所述，2 型糖尿病会影响颌骨骨髓间充质

干细胞的增殖、克隆及分化能力。2 型糖尿病影响

下 JBMMSCs 的增殖、克隆、成骨及成脂分化能

力均降低，成骨分化过程中 Wnt 信号通路相关分

子的表达也有所改变。但若要明确 2 型糖尿病通

过 Wnt 信号通路对 JBMMSCs 具体调控机制，还

需进一步实验研究。
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