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高浓度葡萄糖通过 p38MAPK-TXNIP/TRX-ROS通路抑制MC3T3-E1
细胞成骨分化 *
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摘要 目的：研究高浓度葡萄糖抑制MC3T3-E1细胞成骨分化的机理。方法：建立 MC3T3-E1细胞成骨分化诱导体系，观察不同浓

度葡萄糖（5.5mM和 22mM）对 MC3T3-E1细胞成骨分化的影响；用不同浓度的 p38 MAPK抑制剂 Fr167653（0.1 滋M、1.0 滋M和
10 滋M）进行药物干预，观察 MC3T3-E1细胞在 22mM葡萄糖浓度下成骨分化的变化情况。通过钙含量检测、Real time PCR检测

相关分化的变化；用Western Blot方法检测 MC3T3-E1细胞分化过程中 p38 MAPK磷酸化状态、TXNIP表达水平的变化；使用胰

岛素二硫键还原法检测细胞内 TRX活性水平；使用活性氧检测试剂盒检测细胞内自由氧生成水平。结果：体外诱导条件下，高浓

度（22mM）葡萄糖通过升高 p38 MAPK磷酸化水平，上调 TXNIP表达水平，同时降低 TRX活性，使细胞内自由氧生成增加，抑制

MC3T3-E1细胞的成骨分化；Fr167653通过抑制 p38 MAPK磷酸化，下调 TXNIP表达同时升高 TRX活性，抑制细胞内自由氧生

成，解除高浓度葡萄糖对细胞成骨分化的抑制作用。结论：高浓度葡萄糖通过 p38 MAPK-TXNIP/TRX-ROS信号通路抑制
MC3T3-E1细胞成骨分化。
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High Glucose Suppresses Osteoblastic Differentiation of MC3T3-E1 Cells
Via p38 MAPK-TXNIP/TRX-ROS Signal Pathway*

Our study focus on the role of p38 MAPK and ROS in osteoblast differentiation of

MC3T3-E1 cell under high concentration of glucose . MC3T3-E1 cells were divided into four groups: negtive control

group(NC, MC3T3-E1 cells cultured in 琢-MEM medium), normal glucose and calcification induced control group(NIC, MC3T3-E1 cells

cultured in calcification medium with 5.5mM glucose), high glucose group (HG, MC3T3-E1 cells cultured in calcification medium with

22mM glucose) and Fr167653 intervention group(Fr~, MC3T3-E1 cells cultured in calcification medium with 22mM glucose, in the pres-

ence of p38 MAPK inhibitor, Fr167653). The calcium deposition, alkaline phosphatase activity and the mRNA levels of osteoblast mark-

ers were tested to evaluate the osteoblast differentiation potency of MC3T3-E1 cells. P38 MAPK phosphorylation level and TXNIP pro-

tein expression level were detected by Western blot. Intracellular TRX activity was detected using the insulin disulfide reduction assay

method. Intracellular ROS generation level was detected by Reactive Oxygen Species Assay Kit. We showed in this report that

22mM glucose suppressed the osteoblast differentiation process of MC3T3-E1 cells, as indicated by the reduced calcium deposition, ALP

activity and osteoblast markers. In the presence of Fr167653, the specific inhibitor of p38 MAPK, could significantly reverse the suppres-

sion effect of high glucose and the decrease of above-mentioned osteoblast differentiation markers. Furthermore, high glucose increased

p38 MAPK phosphorylation level. The TXNIP expression level was up-regulated and the TRX activity was decreased, which further in-

creased the intracellular ROS generation. Fr167653, which blocked the p38 MAPK phosphorylation, down-regulated the TXNIP expres-

sion, enhanced the TRX activity and reduced the ROS generation. These data suggest that high concentration of glucose had

a deleterious effect on osteoblast differentiation of MC3T3-E1 cells probably via p38 MAPK-TXNIP/TRX-ROS signal pathway.
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1.5.2 基质钙化形成检测 成骨诱导 25天后，使用茜素红染

色法[11]定性分析各组细胞胞外基质钙化的形成情况。PBS洗 3
次；90%酒精室温固定 1h，吸去酒精，PBS洗 3次；2%茜素红溶

液（pH4.2）染色 15 min后 PBS洗 3次以去除非特异性染色。然

前言

糖尿病患者常合并骨质减少、骨质疏松等骨骼系统疾病。

临床实验[1, 2]表明：1型和 2型糖尿病均会损伤新骨形成、骨骼

微结构和骨骼质量，患者发生骨折风险增高。研究发现[3, 4]，糖尿

病导致的骨骼系统代谢异常主要是骨形成缺陷，成骨细胞数量

减少、类骨质形成不足和骨矿化速度减慢等，高血糖在这个过

程中发挥重要作用。然而高血糖抑制成骨细胞分化的机理并不

十分清楚。

p38 MAPK是细胞内的一种丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶，在

外界刺激激活体内炎症反应、氧化应激等方面发挥重要作用[5]。

高血糖在人体多个组织中激活 p38 MAPK信号通路，导致糖尿

病并发症的形成[6,7]。体外研究表明，高糖激活 MC3T3-E1细胞
p38 MAPK表达从而诱导细胞凋亡[8]。高血糖以及伴发的血脂

异常是产生氧化应激的重要始动因素[9]。氧化应激能抑制成骨

细胞分化及其矿化，促进成骨细胞凋亡，在骨质疏松发生和发

展中起重要作用[10]。但是目前对于高血糖条件下成骨细胞分化

研究中，p38 MAPK信号通路与氧化应激的相互作用并不清楚。

本研究通过体外诱导MC3T3-E1细胞成骨分化模型，利用
p38 MAPK抑制剂 Fr167653探讨 p38 MAPK与氧化应激在高
糖条件下成骨细胞分化过程中的生物学效应。

1 材料与方法

1.1 细胞株

小鼠 MC3T3-E1成骨细胞株，购自美国标准生物品种保藏

中心（ATCC）。
1.2 实验试剂

茁-磷酸甘油(Sigma，美国），维生素 C（Sigma，美国），地塞

米松（Sigma，美国），茜素红（Sigma，美国），琢-MEM细胞培养液

（Gibco，美国），胎牛血清（Gibco，美国），0.25%胰酶（Gibco，美

国），Fr167653（藤泽药品工业株式会社，日本），蛋白酶抑制剂

（Roche，美国），牛 TRX 还原酶（Sigma，美国），Trizol 试剂（In-

vitrogen，美国），M-MLV反转录试剂盒（Thermo，美国），SYBR

试剂盒（Takara，日本），磷酸化 p38 MAPK抗体

（CST，美国），p38 MAPK抗体（CST，美国），TXNIP抗体（Invit-

rogen，美国），IRDye 800CW驴抗兔二抗（LI-COR Biosciences，

美国），钙检测试剂盒（杰美基因，中国），活性氧检测试剂盒（碧

云天生物技术研究所，中国），BCA蛋白分析试剂盒（Pierce，美

国）。

1.3 实验仪器

细胞培养箱（Thermo，美国），酶标读数仪（Tecan，瑞士），荧

光定量 PCR仪（Bio-Rad，美国），电泳仪（Bio-Rad，美国），转移

槽（Bio-Rad，美国），荧光酶标仪（Bio-Rad，美国），Odyssey红外

成像系统（LI-COR Biosciences，美国）。
1.4 Real time PCR引物（表 1）

1.5 方法步骤
1.5.1 钙化模型制备及分组用含 10%血清的 琢-MEM培养液在
37 ℃、5 % CO2的恒温培养箱中培养 MC3T3-E1成骨细胞。细

胞对数生长期时，0.25%胰酶消化成细胞悬液。104/ml细胞密度

铺 24孔细胞培养板，细胞生长至 80%密度时更换钙化诱导培

养液 (Calcificaton medium,CM)（含有 10 mM 茁-磷酸甘油、50

mg/L维生素 C以及 10-8M地塞米松的 琢-MEM培养液），记为

第 0天，连续培养 25天后终止诱导。细胞每 2~3天换液，换液

时药物干预组加入不同浓度的 p38 MAPK抑制剂Fr167653。细

胞分组见表 2。

Primers Primer sequences, 5'-3'

Runx2

Osteorix

ALP

Osteocalcin

TXNIP

TRX

β -actin

Forward: GCTTGATGACTCTAAACCTA

Reverse: AAAAAGGGCCCAGTTCTGAA

Forward: GAAGAAGCTCACTATGGCTC

Reverse: GAAAAGCCAGTTGCAGACGA

Forward: GCCCTCTCCAAGACATATA

Reverse: CCATGATCACGTCGATATCC

Forward: CAAGTCCCACACAGCAGCTT

Reverse: AAAGCCGAGCTGCCAGAGTT

Forward: GAAGCTCCTCCCTGCTATATGGA

Reverse: CCATGTCATCTAGCAGAGGAGTTGT

Forward: TTAACGAGGCTGGAAACA

Reverse:AACGACATCGCTCATAGA

Forward: ATATCGCTGCGCTGGTCGTC

Reverse: AGGATGGCGTGAGGGAGAGC

表 1 Real time PCR引物

Table 1 Primers for Real time PCR

Groups Culture medium

Negative control(NC)

Normal glucose and calcification induced control（NIC）

High glucose（HG）

Fr167653 intervention（Fr~）

5.5mM glucose + 琢-MEM medium

5.5mM glucose + CM

22mM glucose + CM

0.1 滋M Fr167653+22mM glucose + CM

1 滋M Fr167653+22mM glucose + CM

10 滋M Fr167653+22mM glucose + CM

表 2 细胞分组及培养条件

Table 2 Groups and culture medium
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后进行组间比对并用照相机拍摄。

使用钙含量检测试剂盒定性分析成骨诱导 25天后各组细

胞基质外钙化情况。PBS洗 3次后，加入 0.6N HCl脱钙 24h后

收集上清。按照试剂盒操作步骤，检测上清中钙离子含量。PBS

洗脱钙后各组细胞 3次后，用 0.1 N NaOH/0.1% SDS溶液溶解

细胞并收集上清，使用 BCA方法测定蛋白含量。用细胞蛋白含

量进行标准化。

1.5.3 Real time PCR检测相关基因的表达情况 提取细胞总

RNA：弃去培养液，PBS冲洗 2次，6孔板每孔加入 1 mL Trizol

试剂，反复吹打后移入 1.5 mL EP管内，室温静置 5 min；静置

后每孔加入 200 滋L氯仿，震荡 30sec；4 ℃，12 000 rpm离心 10

min，小心吸取上层液体至新 1.5 mL EP管内，加入等体积的异

丙醇，4℃，12 000 rpm离心 10 min，在管底可见白色沉淀物。弃

上清后加入 1mL 75%乙醇，4 ℃，12 000 rpm离心 5 min；弃去

上清，EP管倒置，待干燥后将 RNA溶解于 20 滋L DEPC水中。

紫外分光光度计 260 nm波长进行定量。反转录：按照 Invitro-

gen公司 M-MLV反转录试剂盒说明进行，反应体系 20 滋L，其

中 5× RT buffer 4 滋L，dNTP混合液 2 滋L，DTT 2 滋L，M-MLV

逆转录酶 1 滋L，随机引物(N) 5（1 滋g/滋L）1 滋L，总 RNA 2 滋g，
DEPC水补齐至 20 滋L。混匀后低速 short离心，37 ℃水浴 120

min，-20 ℃保存。Real time PCR：按照 Takara 公司 SYBR誖
Premix Ex Taq试剂盒说明书进行操作。取反转录产物，用水 5

倍稀释后取 1 滋L为模板，配制 10 滋L实时定量 PCR扩增反应

体系，其中 SYBR Premix Ex Taq 5 滋L，模板 1 滋L，上、下游引

物各 0.25 滋L，双蒸水 3.5 滋L。在 Bio-Rad荧光定量 PCR仪上

完成相应的反应。反应条件为：95.0 ℃预变性 3 min，45个循环

（95.0℃ 5sec，60 ℃ 30sec）。使用管家基因 茁-actin作为内参，用
Excel软件对 茁-actin和各样品 RNA循环阈值（Ct）进行计算分

析。应用 2 -Δ ΔC
t法[12]处理数据，计算目的基因转录相对表达量。

1.5.4 细胞内 TRX活性检测 用胰岛素二硫键还原分析法[13]

检测诱导第 7天各组细胞 TRX活性。RIPA裂解液裂解第 7天

各组细胞，收集裂解上清，BCA法蛋白定量。每 100 滋g裂解细

胞中，加入 40 滋L反应混合液（由 200 滋L HEPES液，40 滋L ED-

TA，40 滋L NADPH 和 500 滋L 胰岛素配制），加入 10 滋L 牛
TRX还原酶。37℃，孵育 15分钟。加入 500 滋L反应终止液（含

有 6M盐酸，1 mM DTNB的 Tris-HCl溶液），酶标仪 412 nm波

长进行定量。

1.5.5 细胞内活性氧生成检测 依试剂盒说明书步骤操作。取

培养第 7天各组细胞，PBS冲洗 2次，加入 DCFH-DA，37 ℃孵

育 20分钟后用荧光酶标仪检测 488 nm 激发波长，525 nm 发
射波长下的荧光强度。

1.5.6 Western Blot 检测相关蛋白表达情况 取各组细胞，

PBS洗 3次，RIPA 裂解液冰上裂解 15min，4 ℃ 12 000 rpm离

心 5 min，收集上清；取 2 滋L用 BCA法进行蛋白定量，其余裂

解上清加入 6× 上样缓冲液，煮沸 5 min，-20 ℃保存。分别取
50 滋g各组蛋白样品进行蛋白 SDS-PAGE电泳后电转至 PVDF

膜，用含 7.5%的脱脂奶的 TBST室温封闭 2h，p38 MAPK、磷

酸化 p38 MAPK以及 TXNIP一抗杂交 PVDF膜 4 ℃过夜，荧

光二抗室温避光孵育 1 h，洗膜后用 Odyssey红外成像系统扫

膜。

1.5.7 统计方法分析 上述实验均进行 3次重复，得出的实验

数据使用 SPSS2.0统计软件进行分析。数据以（mean± SD）表

示，组间比较使用 bonferroni法。p＜ 0.05认为有统计学差异。用
*代表药物干预组和高糖诱导组之间的统计学比较；用 #代表

高糖诱导组和正常糖浓度诱导组之间的统计学比较。

2 结果

2.1 基质钙化检测

各组细胞连续诱导培养 25天后，茜素红染色定性分析。结

果如图 1所示：阴性对照组组细胞钙化极少，正常诱导组较阴

性对照组细胞钙化明显升高，MC3T3-E1 细胞进行成骨分化；

高糖组细胞较正常诱导组明显降低，提示高糖条件 MC3T3-E1

细胞成骨分化受到抑制；加入不同浓度的 Fr167653后，细胞钙

化水平随药物浓度升高而增强，Fr167653 能减弱高糖条件对
MC3T3-E1细胞成骨分化的抑制作用。

细胞外基质钙含量检测结果如图 2所示。正常诱导组细胞

钙含量水平最高。阴性对照组细胞钙含量最低。高糖组钙含量

较正常糖浓度诱导组低了 1.26倍（HG：122.33± 29.14 滋g/mg

蛋白，NIC：276.00± 19.08 滋g/mg蛋白），高糖组比阴性对照组

钙含量高，但两组间无统计学差异。加入不同浓度的 Fr167653

后，细胞钙含量水平随药物浓度升高而升高（Fr0.1组：152.33±
29.14 滋g/mg；Fr1 组：183.33± 12.90 滋g/mg；Fr10 组：206.67±
18.01 滋g/mg），呈浓度依赖性。
2.2 成骨相关基因表达变化

检测 MC3T3-E1细胞诱导第 7 天的成骨相关基因表达情
况，如图 3所示：对细胞进行正常浓度葡萄糖（5.5 mM）的成骨

诱导后，成骨标志分子 Runx2、Osteorix、Osteocalcin 和 ALP
mRNA表达水平均出现增高；用含高浓度葡萄糖（22 mM）诱导

培养基培养后，Runx2、Osteorix，Osteocalcin 和 ALP mRNA 表

达水平出现了下降，但仍较阴性对照组高；加入不同剂量

Fr167653 后，Runx2、Osteorix、Osteocalcin 和 ALP mRNA 分别
出现了升高，且随着加入 Fr167653浓度增大，mRNA表达水平

升高越强。表明高糖能够抑制成骨基因的表达，且这种抑制作

用能被 p38 MAPK抑制剂 Fr167653解除。
2.3 p38 MAPK磷酸化表达和 TXNIP表达情况

为了观察高糖条件下 MC3T3-E1 细胞分化过程中 p38

MAPK磷酸化状态，分别收集第 0，3，7，10，15，20天高糖培养

组细胞，进行免疫印迹实验。结果如图 4(a)所示，在高糖培养过

程中，p38 MAPK磷酸化状态逐渐增强。

收集诱导第 7 天各组细胞，进行免疫印迹实验，检测
Fr167653对于 p38 MAPK磷酸化和 TXNIP表达的影响。如图
4 (b) 所示，加入 Fr167653后，p38MAPK磷酸化表达水平和
TXNIP表达随着药物浓度升高而下降，在 10 滋M浓度时下降
至最低。

2.4 TXNIP和 TRX mRNA表达情况

收集钙化诱导第 7天 MC3T3-E1细胞，提取 RNA，实时定
量 PCR检测 TXNIP和 TRX mRNA表达变化情况。如图 5所

示，高糖组 TXNIP mRNA 表达比正常诱导组明显高（P＜
0.01），加入 p38 MAPK 抑制剂后，TXNIP mRNA表达水平下
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降，出现浓度依赖特点。而高糖条件下诱导，MC3T3-E1细胞
TRX mRNA表达较 PC 组显著降低（P＜ 0.01），加入 Fr167653

后，TRX mRNA表达升高。
2.5 TRX活性检测
收集钙化诱导第 7天MC3T3-E1细胞，进行 TRX活性检

测。如图 6所示，高浓度葡萄糖抑制 TRX活性，Fr167653能够

升高 TRX活性。
2.6 胞内 ROS水平变化

选取诱导诱导培养第 7天的各组细胞进行 ROS检测。如

图 7所示，在高糖诱导条件下，MC3T3-E1细胞内 ROS生成增

加，高出正常诱导组 2倍以上；加入 Fr167653后，胞内 ROS水
平降低。Fr167653能够减少高糖条件下 MC3T3-E1成骨分化

过程中 ROS的生成。

3 讨论

本研究表明体外高浓度葡萄糖通过活化 p38 MAPK信号

通路，上调硫氧还原蛋白相互作用蛋白（thioredoxin interacting

protein，TXNIP）mRNA 和蛋白水平表达，降低了硫氧还蛋白

（thioredoxin，TRX）mRNA和蛋白活性，导致细胞内 ROS的失

衡，从而抑制 MC3T3-E1成骨细胞的分化。

血糖升高是糖尿病的最主要特征，高血糖导致骨骼代谢紊

乱，损害骨重建[14]。本研究通过 茁-磷酸甘油、维生素 C和地塞

米松这一经典的成骨细胞诱导体系，研究不同浓度葡萄糖对

MC3T3-E1细胞成骨分化能力影响。定性和定量结果均表明
22 滋M葡萄糖抑制了细胞成骨分化能力，同时降低了成骨标志

分子 mRNA 的表达；使用 p38 MAPK 抑制剂 Fr167653 后，
MC3T3-E1细胞成骨分化能力增强，成骨标志分子 mRNA 表

达升高，高糖对 MC3T3-E1细胞成骨分化的抑制作用被解除。

糖尿病患者体内存在有不同程度的慢性炎症反应[15]。p38

MAPK是介导炎症反应重要的分子。高浓度葡萄糖使机体的渗

透压改变，导致 p38 MAPK活化，降低了成骨细胞 I型胶原的

表达 [16]。此外，高糖对 MC3T3-E1 细胞的凋亡作用与 p38
MAPK信号通路活化相关[8]。本研究中，检测高糖条件下不同时

间点 p38 MAPK磷酸化状态表明高浓度葡萄糖能够活化 p38

MAPK，与文献报导一致。

线粒体是细胞产生活性氧的重要来源。氧气通过氧化呼吸

链产生 ROS；ROS通过谷胱甘肽氧化酶系统和硫氧还蛋白系

统分解为水，维持正常活性氧浓度[17]。当体内活性氧生成速度

超过清除速度时，就会导致氧化应激的发生。TRX是一个分子

量为 12 KDa的蛋白，能通过巯基结构中具有还原能力的二硫
键清除活性氧（reactive oxygen species，ROS）。TXNIP是细胞内

图 1 成骨诱导 25天各组细胞茜素红染色

Fig.1 Alizarin Red S staining of each group after 25 days of culture

图 2 成骨诱导 25天各组细胞胞外基质钙盐含量测定（#/*表示 P＜0.05；

##/**表示 P＜0.01）

Fig.2 Extracellular calcium deposition of each group after 25 days of

culture(#/* P＜0.05, ##/** P＜0.01)
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图 3 成骨诱导 7天的各组细胞成骨标志基因表达水平（#/*表示 P＜0.05；##/**表示 P＜0.01）

Fig.3 The relative mRNA expressions of osteoblast markers(#/* P＜0.05,##/** P＜0.01)

图 4 p38 MAPK和 TXNIP蛋白表达

（a）高糖组不同时间点 p38 MAPK磷酸化水平；（b）各组细胞诱导培养

7天 p38 MAPK磷酸化和 TXNIP蛋白表达。

Fig.4 The levels of p38 MAPK phosphorylation and TXNIP expression

(a) p38 MAPK phosphorylation at different time points in MC3T3-E1 cells

of high glucose group. (b) p38 MAPK phosphorylation and TXNIP

expression of each group after 7 days of culture.

图 5 成骨诱导第 7天，各组细胞 TXNIP、TRX mRNA表达（#/*表示 P

＜0.05；##/**表示 P＜0.01）

Fig.5 The relative mRNA expression of TXNIP and TRX of each group

after 7 days of cultures(#/*P＜0.05,##/**P＜0.01)

源性的 TRX抑制剂，通过结合 TRX的半胱氨酸残基使 TRX

失去抗氧化能力[18]。人体通过一系列复杂的分子调控网络调节

TRX和 TXNIP的活性，以维持正常的 ROS浓度。在肾小球系

膜细胞、远端小管细胞和血管平滑肌细胞中，高糖能升高

TXNIP的表达 [19，20]。在体外培养的肾脏细胞中，高糖诱导的

TXNIP损伤 TRX的还原反应能力造成[21]。本研究结果表明，高

浓度葡萄糖激活 p38 MAPK磷酸化同时，细胞 TXNIP mRNA 和蛋白表达水平均升高；使用 Fr167653 进行干预后，p38
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MAPK 磷酸化水平、TXNIP mRNA和蛋白表达水平呈现浓度

依赖性降低。TRX mRNA表达和活性测定结果显示，高浓度葡

萄糖下调 TRX的表达与活性，最终使胞内 ROS水平升高，相

反 Fr167653上调 TRX的表达与活性，降低胞内 ROS的含量。

在糖尿病性骨质疏松形成和发展过程中，伴随着炎症反

应、氧化应激以及其他的病理因素。本试验在细胞水平阐明了

高浓度葡萄糖通过 p38 MAPK-TXNIP/TRX-ROS 信号通路抑

制MC3T3-E1细胞向成骨细胞分化，有助于我们进一步探索糖

尿病性骨质疏松症的发病机制和靶向性治疗，具有重要的临床

意义。
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图 7成骨诱导第 7天，各组细胞胞内 ROS生成检测（#/*表示 P＜0.05；

##/**表示 P＜0.01）

Fig.7 Intracellular ROS generation level of each group after 7 days of

culture(#/*P＜0.05,##/** P＜0.01)

图 6 成骨诱导第 7天，各组细胞 TRX活性检测（#/*表示 P＜0.05；##/**

表示 P＜0.01）

Fig.6 The TRX activity of each group after 7 days of cultures(#/*P＜0.05,

##/**P＜0.01)
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