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　　【摘要】　目的　探讨糖尿病大鼠应用胰岛素对下颌骨成骨细胞体外生物学活性的影响。方法　将２０只７周

龄的ＳＤ大鼠分为对照组（８只）与实验组（１２只），实验组大鼠注射四氧嘧啶建立糖尿病大鼠模型，建模后获取下颌

骨进行培养并提取成骨细胞，设置对照组并根据胰岛素剂量设置各实验组，采用噻唑蓝（ＭＴＴ）法检测大鼠成骨细

胞的增殖率，采用对硝基苯磷酸盐（ＰＮＰＰ）法检测骨细胞碱性磷酸酶（ＡＬＰ）水平，并进行下颌骨成骨细胞糖摄取检

测，比较分析各组检测结果。结果　加药后４８ｈ与７２ｈ各不同剂量胰岛素实验组标本的吸光度值与对照组和实验

组比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５），其中以１０－６ｍｏｌ／Ｌ剂量组的吸光度值最高。加药后３、７、１４ｄ各不同剂量

胰岛素实验组标本的ＡＬＰ水平与实验组及对照组比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；加药后２１ｄ１０－６ｍｏｌ／Ｌ及

１０－７ｍｏｌ／Ｌ胰岛素实验组与对照组比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。２ＮＢＤＧ加入２０ｍｉｎ时吸光度值从高到

低依次为１０－６ｍｏｌ／Ｌ胰岛素＋对照组、１０－６ｍｏｌ／Ｌ胰岛素＋实验组、实验组、对照组；４０ｍｉｎ时吸光度值从高到低

依次为实验组、１０－６ｍｏｌ／Ｌ胰岛素＋对照组、对照组、１０－６ｍｏｌ／Ｌ胰岛素＋实验组。结论　糖尿病大鼠应用胰岛素

后可改善其上颌骨成骨细胞的分化功能，同时对糖摄取量也具有明显的抑制作用。
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　　糖尿病可对患者的骨整合形成产生明显的影响，以往通常

采用羟基磷灰石涂层进行改善，但常存在溶解及感染等不良事

件，导致实施效果受到限制［１］。由于大部分糖尿病患者都需要

长期注射胰岛素［２］，临床医师在人工种植牙过程中逐渐丰富给

药思路，在通过颌骨局部给药确保血糖控制的同时发挥其改善

骨整合的作用［３］。而骨整合的良好改善与成骨细胞的作用密

切相关［４５］，目前关于糖尿病患者颌骨成骨细胞的临床报道较

为少见，本研究通过对糖尿病大鼠与健康大鼠开展相关研究，

观察其上颌骨成骨细胞分化与糖摄取量的相关表现，为下颌骨

局部应用胰岛素提供良好的依据，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　实验动物与分组　选取７周龄的ＳＤ大鼠２０只，其中雌

性、雄性大鼠各１０只，体质量１９０～２５０ｇ，平均（２２３．７±

５．３）ｇ。将大鼠随机分为对照组（８只）与实验组（１２只）。

１．２　糖尿病动物模型的建立　对照组大鼠经腹腔注射生理盐

水，剂量为１００ｍｇ／ｋｇ；实验组大鼠经腹腔注射２０ｍｇ／ｍＬ的

四氧嘧啶，剂量为２００ｍｇ／ｋｇ。待腹腔注射３ｄ后，检测实验组

大鼠血糖，若空腹血糖为７．８ｍｍｏｌ／Ｌ或以上则糖尿病大鼠建

模成功。所有实验大鼠均根据《关于善待实验动物的指导性意

见》开展相关处理与操作。

１．３　方法

１．３．１　下颌骨成骨细胞培养　对照组大鼠无需测量血糖水

平，将下颌骨成骨细胞培养于５．５ｍｍｏｌ糖培养基。实验组大

鼠在建模成功后１０ｄ内均给予标准喂养，第１１天将大鼠处

死，应用酶消法联合组织块法对获取的标本进行培养。将大鼠

处死后置入乙醇中浸泡消毒５ｍｉｎ，依据无菌操作标准取出下

颌骨，再次置于乙醇中浸泡消毒，然后于氯酸钠内放置１ｍｉｎ。

应用０．０１ｍｏｌ／Ｌ的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）连续清洗标本３次，

放至培养基中剔除标本组织的筋膜、肌肉、神经等，将全部牙齿

拔除，再将处理标本清洗３次。将获取标本剪成１ｍｍ３ 小块，

注入其５倍体积的胰蛋白酶以有效地去除消化液。相同方式

反复进行５次，离心处理后在所获得的白色沉淀物中加入培养

基与胎牛血清（ＦＢＳ），再置于培养瓶内。采用ＦＢＳ抑制标本再

消化，旋松培养瓶口后放置孵箱中培养。培养３ｄ后针对酶消

法所获得的细胞组织进行换液，７ｄ后针对组织块进行换液，

此后每３天进行１次换液。

１．３．２　下颌骨成骨细胞分化检测　针对大鼠标本进行合理的

分组，建 立 对 照 组 （健 康 大 鼠）、实 验 组 （糖 尿 病 大 鼠）、

１０－５ｍｏｌ／Ｌ胰 岛 素 实 验 组、１０－６ ｍｏｌ／Ｌ 胰 岛 素 实 验 组 及

１０－７ｍｏｌ／Ｌ胰岛素实验组。采用噻唑蓝（ＭＴＴ）法检测大鼠成

骨细胞的增殖率，采用对硝基苯磷酸盐（ＰＮＰＰ）法检测骨细胞

碱性磷酸酶（ＡＬＰ），并将２项检测结果进行统计学比较分析。

１．３．３　下颌骨成骨细胞葡萄糖摄取检测　针对大鼠标本进行

合理分组，建立对照组（健康大鼠）、１０－６ ｍｏｌ／Ｌ胰岛素＋对照

组、实验组（糖尿病大鼠）、１０－６ ｍｏｌ／Ｌ胰岛素＋实验组。荧光

标记２脱氧葡萄糖（２ＮＢＤＧ）的配置方法为０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ

中加入２ＮＢＤＧ粉末，浓度为２００μｍｏｌ／Ｌ，将标本第５代细胞

接种于玻片上，通过培养液反复处理后应用荧光显微镜进行观

察，再采用处理软件获取荧光积分吸光度值。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行数据处理

与统计学分析，计量资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验或

方差分析；以α＝０．０５为检验水准，犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　大鼠下颌骨成骨细胞增殖率比较　ＭＴＴ法检测结果显

示，在加药后２４、４８、７２ｈ不同剂量胰岛素实验组标本的吸光
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度与对照组和实验组比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；胰

岛素实验组中，以１０－６ｍｏｌ／Ｌ剂量组的吸光度最高。见表１。

表１　大鼠下颌骨成骨细胞吸光度比较（狓±狊，Ａ）

组别 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

对照组 ０．１９±０．４ ０．１４±０．３ ０．１４±０．２

实验组 ０．１２±０．２ ０．１１±０．２ ０．１１±０．２

１０－５ｍｏｌ／Ｌ胰岛素实验组 ０．１６±０．４ａｂ ０．１７±０．４ａｂ ０．１８±０．３ａｂ

１０－６ｍｏｌ／Ｌ胰岛素实验组 ０．１７±０．３ａｂ ０．２０±０．５ａｂ ０．１９±０．４ａｂ

１０－７ｍｏｌ／Ｌ胰岛素实验组 ０．１６±０．３ａｂ ０．１９±０．３ａｂ ０．１７±０．４ａｂ

　　注：与对照组比较，ａ犘＜０．０５；与实验组比较，ｂ犘＜０．０５。

２．２　大鼠下颌骨成骨细胞 ＡＬＰ水平比较　ＰＮＰＰ法检测结

果显示，在加药后３、７、１４ｄ时不同剂量胰岛素实验组标本的

ＡＬＰ水平与实验组和对照组比较差异均有统计学意义（犘＜

０．０５），２１ｄ时１０－６ ｍｏｌ／Ｌ及１０－７ ｍｏｌ／Ｌ胰岛素实验组与对

照组比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５），１０－５ ｍｏｌ／Ｌ胰岛素

实验组与对照组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。在不同

水平胰岛素实验组中ＡＬＰ水平在３ｄ时以１０－７ｍｏｌ／Ｌ胰岛素

实验组最高，７、１４ｄ时以１０－６ｍｏｌ／Ｌ胰岛素实验组最高，２１ｄ

时以１０－５ ｍｏｌ／Ｌ胰岛素实验组最高。各组标本 ＡＬＰ水平在

１４ｄ内均随时间延长而提高，１４ｄ后均呈现下降。见表２。

表２　大鼠下颌骨成骨细胞ＡＬＰ水平比较（狓±狊，金氏单位）

组别 ３ｄ ７ｄ １４ｄ ２１ｄ

对照组 ０．６１±０．１３ １．２４±０．３８ １．２８±０．４０ ０．８３±０．２２

实验组 ０．１７±０．０６ ０．２３±０．０８ ０．６２±０．１４ ０．４６±０．１１

１０－５ｍｏｌ／Ｌ胰岛素实验组 ０．１１±０．０２ａｂ ０．３９±０．０９ａｂ ０．８９±０．２７ａｂ ０．８１±０．１７ｂ

１０－６ｍｏｌ／Ｌ胰岛素实验组 ０．２１±０．０４ａｂ ０．７２±０．１７ａｂ １．１３±０．４２ａｂ ０．６３±０．１５ａｂ

１０－７ｍｏｌ／Ｌ胰岛素实验组 ０．２６±０．０９ａｂ ０．３３±０．１０ａｂ ０．５３±０．１１ａｂ ０．６７±０．１９ａｂ

　　注：与对照组比较，ａ犘＜０．０５；与实验组比较，ｂ犘＜０．０５。

２．３　大鼠下颌骨成骨细胞葡萄糖摄取量比较　各组大鼠标本

均呈现出荧光表现随时间延长而增强的特征，将２ＮＢＤＧ加

入２０、４０ｍｉｎ时各组积分吸光度比较差异均有统计学意义

（犘＜０．０５），其吸光度值从高到低依次为１０－６ｍｏｌ／Ｌ胰岛素＋

对照组、１０－６ｍｏｌ／Ｌ胰岛素＋实验组、实验组、对照组；４０ｍｉｎ

时吸光度值从高到低依次为实验组、１０－６ ｍｏｌ／Ｌ胰岛素＋对

照组、对照组、１０－６ｍｏｌ／Ｌ胰岛素＋实验组，见表３。

表３　大鼠下颌骨成骨细胞荧光积分吸光度比较（狓±狊，Ａ）

组别 ２０ｍｉｎ ４０ｍｉｎ

对照组 ２８９３．６±７９２．４ ２０７８９．２±９２８．７

１０－６ｍｏｌ／Ｌ胰岛素＋对照组 ３０４７２．１±１６４３．２ ４５９８１．４±１９３８．２

实验组 １０９３７．９±９２６．７ ８７３６９．３±２１１３．６

１０－６ｍｏｌ／Ｌ胰岛素＋实验组 １９３７２．１±１１３２．６ １７８１９．１±９８７．６

３　讨　　论

　　１型糖尿病在青少年中发病时会明显抑制骨骼发育，在成

人中发病还会影响骨密度，使骨质疏松的发生概率上升，造成

各种骨折的发生并影响愈合速度［６］。而２型糖尿病的发生会

升高患者的骨密度，但明显降低骨强度［７］。上述差异主要是由

于１型糖尿病患者处于胰岛素绝对缺乏状态，而２型糖尿病患

者主要表现为胰岛素抵抗［８］。通过不同的表现可以判断，在骨

骼的生长过程中胰岛素可发挥合成代谢效用。本研究对大鼠

成骨细胞的分化状况进行检测后发现，应用胰岛素的实验组大

鼠其成骨细胞增殖率与 ＡＬＰ 水平均提高，并且 １０－５～

１０－７ｍｏｌ／Ｌ胰岛素剂量组具有不同程度的改善。在２４～７２ｈ

中，１０－６ｍｏｌ／Ｌ胰岛素的促增殖效果最佳并且伴随用药时间

的延长，细胞内ＡＬＰ水平存在一定的剂量依赖性表现，提示长

期应用胰岛素后成骨细胞可能存在耐药表现，敏感性下降。

相对于健康人群，糖尿病患者骨转换率下降与骨量减少高

发［９］，主要由患者血糖控制状况所致，以往血糖控制较好者其

不良事件的发生情况会受到明显抑制［１０］。本研究针对不同大

鼠开展了成骨细胞糖摄取的相关实验，结果显示各组标本的荧

光表现均随时间延长而增强。在２ＮＢＤＧ加入２０ｍｉｎ时各组

别荧光积分吸光度比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），吸光度

值从高到低依次为１０－６ ｍｏｌ／Ｌ胰岛素＋对照组、１０－６ ｍｏｌ／Ｌ

胰岛素＋实验组、实验组、对照组；２ＮＢＤＧ加入４０ｍｉｎ时各

组别荧光积分吸光度比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），吸光

度值从高到低依次为实验组、１０－６ ｍｏｌ／Ｌ胰岛素＋对照组、对

照组、１０－６ ｍｏｌ／Ｌ胰岛素＋实验组。表明在胰岛素的作用下

糖尿病大鼠成骨细胞糖摄取会受到限制，进而改善患者成骨细

胞的状态。

综上所述，糖尿病大鼠应用胰岛素后可改善上颌骨成骨细

胞的分化功能，同时对糖摄取量也具有明显的抑制作用。
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理选药。鲍曼不动杆菌对氨基青霉素，１～２代头孢菌素和１

代喹诺酮抗菌药物天然耐药，对常用抗菌药物的耐药率均大于

５０．００％，对替加环素较敏感，但儿童不宜使用
［８］。鲍曼不动杆

菌的耐药机制与铜绿假单胞菌相似，且前者的耐药性更为严

重，给临床医生用药带来了极大困难。本研究结果中，鲍曼不

动杆菌对亚胺培南和美罗培南的敏感率与２０１２年的检测结果

（５５．１９％和５３．４４％）相近，比２０１１年（４１．６２％和３５．５７％）明

显提高［３］，这可能与切实有效的医院感染管理及抗菌药物临床

应用专项整治等活动有关。由于嗜麦芽窄食单胞菌产生金属

酶，对碳青霉烯类药物天然耐药，故治疗嗜麦芽窄食单胞菌引

起的感染不可使用该类药物。而本研究结果显示，嗜麦芽窄食

单胞菌对ＣＬＳＩ所推荐的左氧氟沙星、复方磺胺甲唑和米诺

环素的敏感率均在９１．３０％及其以上，较２０１１年明显提高，可

以作为抗感染治疗的首选药物；而对头孢哌酮／他唑巴坦的敏

感率较低（４４．９３％），应参考药敏结果选药。在实际工作中，采

用ＫＢ法检测肺炎链球菌时其对青霉素和苯唑青霉素的敏感

性低，因此改用ＣＬＳＩ推荐的 ＭＩＣ法进行检测。同样，对青霉

素敏感的金黄色葡萄球菌需要做青霉素抑菌圈边缘试验［９］，

“沙滩样”、β内酰胺酶诱导试验阴性时表明该菌对青霉素敏

感；“绝壁样”、β内酰胺酶诱导试验阳性表明该菌对青霉素

耐药。

多重耐药菌的变化趋势图显示，ＭＲＳＡ 和 ＰＤＲＰＡ 从

２００９年起连续５年下降；ＰＤＲＡＢＡ对包括碳青霉烯类在内的

几乎所有抗菌药物均存在耐药菌株，２００５～２０１０年呈逐年上

升趋势，但从２０１１年起连续３年逐渐下降，由６７．６５％下降为

５０．２２％和４４．７３％
［２］。此外，产ＥＳＢＬｓ的大肠杆菌和肺炎克

雷伯菌由 ２０１２ 年的 ６２．９９％ 和 ４８．５６％ 降至 ２０１３ 年的

５９．２７％和３４．０３％
［２］。这一方面可能是由于医院各项感染控

制措施的落实使多重耐药菌感染减少；另一方面可能由于细菌

培养送检率增高，使细菌检测总数增高，从而使多重耐药菌比

例相对下降。因此尚需进一步探讨。ＩＣＵ病房、烧伤病房和神

经外科病房是多重耐药及泛耐药鲍曼不动杆菌和铜绿假单胞

菌分布最多的科室［１０］；碳青霉烯类抗菌药物耐药的肠杆菌科

细菌主要分布在儿科病房，应引起相关科室的注意。

综上所述，经过抗菌药物的专项整治等一系列活动，特别

是对碳青霉烯类、四代头孢、糖肽类、利奈唑胺等抗菌药物的限

制使该院的细菌耐药情况逐渐得以改善。但是，多重耐药菌感

染的防控形势依然严峻，应逐步提高临床医师的细菌培养送检

意识，遵守卫生部《抗菌药物临床应用指导原则》。并在应用抗

菌药物前，应正确留取合格的标本送检，尽早将经验治疗转为

目标治疗，并根据病原菌药敏检测结果及时地修正用药种类和

剂量。
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