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白藜芦醇对 ＬＰＳ刺激下 ＲＡＷ２６４．７细胞
向破骨细胞分化的影响

刘子歌　张　晨　宋国瑞　李　燕　刘心蕊　陈德胜

摘　要　目的　探讨白藜芦醇对 ＬＰＳ刺激下体外破骨细胞形成的作用途径和作用机制。方法　小鼠 ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞

分３组培养，即空白组（Ｓｈａｍ组）、ＬＰＳ组［空白组 ＋ＬＰＳ（１μｇ／ｍｌ）］和 Ｒｅｓ组［ＬＰＳ组 ＋白藜芦醇（１０μｍｏｌ／Ｌ）］。抗酒石酸酸性磷

酸酶（ＴＲＡＰ）染色法检测各组成熟破骨细胞数量，酶联免疫吸附试实验（ＥＬＩＳＡ）法检测各组上清液中 ＴＮＦ－α和 ＩＬ－１β的含量，

荧光定量聚合酶反应法（Ｑ－ＰＣＲ）检测各组中 ＴＮＦ－α和 ＩＬ－１βｍＲＮＡ的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组核转录因子 κＢｐ６５

（ＮＦ－κＢｐ６５）与 ＩκＢα中磷酸化蛋白的水平。结果　ＴＲＡＰ染色：Ｒｅｓ组 ＴＲＡＰ染色阳性的破骨细胞数目相比 ＬＰＳ组明显减少；

ＥＬＩＳＡ检测：ＬＰＳ组中各炎性细胞因子表达水平较 Ｓｈａｍ组显著升高（Ｐ＜０．０５），Ｒｅｓ组较 ＬＰＳ组各炎性细胞因子表达显著降低

（Ｐ＜００５）；Ｑ－ＰＣＲ检测：ＬＰＳ组 ＴＮＦ－α和 ＩＬ－１βｍＲＮＡ的表达水平较 Ｓｈａｍ组明显升高（Ｐ＜０．０５），Ｒｅｓ组中 ＴＮＦ－α、ＩＬ－

１β的基因表达明显被抑制（Ｐ＜０．０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果显示，Ｒｅｓ组 ＩκＢα和 ｐ６５的磷酸化水平相对于 ＬＰＳ组显著降低

（Ｐ＜０．０５）。结论　白藜芦醇可以通过 ＮＦ－κＢ信号通路下调 ＬＰＳ刺激下小鼠 ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞中 ＴＮＦ－α与 ＩＬ－１β的表

达，进而影响破骨细胞的形成，有望作为治疗无菌性松动引起的炎性骨溶解的关键靶点。

关键词　白藜芦醇　核因子 κＢ信号转导通路　破骨细胞　无菌性松动
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　　人工关节置换术（ｔｏｔａｌｊｏｉｎｔａｒｔｈｒｏｐｌａｓｔｙ，ＴＪＡ）被
广泛用于治疗严重创伤、骨关节炎和类风湿关节炎等

晚期关节疾病
［１］
。然而，据报道，由假体周围骨溶解

（ｐｅｒｉ－ｉｍｐｌａｎｔｏｓｔｅｏｌｙｓｉｓ，ＰＩＯ）引起的无菌性松动是
假体失败的主要原因，导致超过 １／３的患者在行 ＴＪＡ
后的２０年内还需接受翻修手术［２］

。尽管翻修手术对

于无菌性松动有治疗作用，但是也不能忽视其费用较

高、生存期较短和临床效果较差等缺点。有研究证

明，植入的假体在后续使用过程收到多种因素的综合

作用会不断释放超高分子聚乙烯、钛、钴和铬等多种

纳米级磨损颗粒
［３］
。这些磨损颗粒会进一步刺激单

核 －吞噬细胞和成纤维细胞的聚集和吞噬，并释放白
细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）－１β、ＩＬ－６和肿瘤坏死因
子 －α（ｔｕｍｏｕｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）、前列腺
素 Ｅ２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２，ＰＧＥ２）等多种炎性细胞因子，
他们可以促进炎性反应并诱导破骨细胞的形成和成

熟。研究发现，在磨损颗粒刺激下的骨溶解小鼠模型

中有内毒素积聚的现象，其中内毒素主要成分是脂多

糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ），因此骨溶解及骨吸收等
可能与 ＬＰＳ密切相关［４］

。

白藜芦醇是一种天然植物产生的有多种益处的

多酚，其中最受关注的是预防癌症和神经保护。有研

究报道，它还有一定的骨保护作用，在去卵巢的大鼠

中，白藜芦醇显著改善了由雌激素缺乏引起的骨丢

失
［５］
。在老龄小鼠中，长期喂食含白藜芦醇的食物

显著延迟了老年性骨质疏松症的发生
［６］
。多项研究

表明，白藜芦醇这种天然物质可能在治疗或预防骨质

疏松症方面起作用。然而，白藜芦醇能否有效抑制

ＰＩＯ目前尚不清楚。因为破骨细胞在 ＰＩＯ中起着关
键作用，假设白藜芦醇可以通过抑制破骨细胞的形成

来防止骨丢失，从而减缓 ＰＩＯ。因此，本研究的目的
是研究在体外试验中白藜芦醇对破骨细胞形成的影

响，以及其在破骨细胞形成过程中可能的作用途径和

作用机制。

材料与方法

１．实验材料：ＤＭＥＭ高糖培养基、胎牛血清（美
国 Ｇｉｂｃｏ公司）；小鼠巨噬细胞株 ＲＡＷ２６４．７（中国科
学院上海细胞库）；ＬＰＳ（美国 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司）；
白藜芦醇（Ｃ１４Ｈ１２Ｏ３，美国 ＭＣＥ公司）；ＴＮＦ－α、ＩＬ－
１βＥＬＩＳＡ试剂盒（武汉伊莱瑞特生物技术公司）；抗
酒石酸酸性磷酸酶（ｔａｒｔｒａｔｅｒｅｓｉｓｔａｎｔａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，
ＴＲＡＰ）染色试剂盒（美国 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司）；
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅＲＮＡ反转

录试剂盒、ＵｌｔｒａＳＹＢＲＯｎｅＳｔｅｐＲＮＡＰＣＲＫｉｔ荧光定
量 ＰＣＲ试剂盒（日本 ＴａＫａＲａ生物公司）；β－ａｃｔｉｎ抗
体、ｐ－ＮＦ－κＢｐ６５、ｐ－ＩκＢα（美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｌｉｎｇ公司）。

２．细胞培养及分组：按照 Ｉｓｌａｍ等［７］
的方法建立

体外炎性骨吸收细胞模型。将 ＲＡＷ２６４．７细胞种于
含有 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基，在 ５％ＣＯ２、
３７℃细胞培养箱培养。细胞共分为 ３组，即空白组
（Ｓｈａｍ组）、ＬＰＳ组［空白组 ＋ＬＰＳ（１μｇ／ｍｌ）］和 Ｒｅｓ
组［对照组 ＋白藜芦醇（１０μｍｏｌ／Ｌ）］。本实验所使用
细胞均在１０代以内。

３．实验方法：（１）ＴＲＡＰ染色：将 ＲＡＷ２６４．７细胞
以１×１０４个／孔接种于６孔板，待细胞贴壁后按上述
实验方法分组处理，总共培养 ５天，每天换液。第 ５
天后４％多聚甲醛固定细胞。按说明书配置ＴＲＡＰ染
液，３７℃生物培养箱中避光孵育 １ｈ，用碱性液冲洗干
净，晾干，光镜下观察并计数。（２）ＥＬＩＳＡ法检测上清
炎性因子表达：按照上述分组方法处理，收集第 ５天
细胞培养的上清；８００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，用以去除细
胞，用 ＥＬＩＳＡ试剂盒，检测细胞培养上清液中 ＴＮＦ－

α、ＩＬ－１β蛋白含量。（３）ＲＮＡ提取及 Ｑ－ＰＣＲ检
测：将 ＲＡＷ２６４．７细胞以 １×１０４个细胞的密度接种
在６孔板中，贴壁 ２４ｈ。然后，加入按照实验分组的
完全培养基。隔天换液。培养５天后，按照 ＴＲＩｚｏｌ试
剂说明书规范提取总 ＲＮＡ。引物序列由上海生工设
计和合成，详见表 １。反转录试剂盒将总 ＲＮＡ反转
录成 ｃＤＮＡ，随后放入反转录仪中进行反转录反应。
（４）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测：各组细胞培养 ５天后，用细
胞蛋白试剂盒提取各组细胞的蛋白，ＢＣＡ蛋白定量
试剂定量，配置 １２％分离胶溶液，５０微克／孔加入蛋
白匀浆，用十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶
（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）电泳，硝酸纤维素膜膜（ＮＣ）转膜，５％
ＢＳＡ封闭 １ｈ后，一抗按 １∶１５００用 ＴＢＳＴ稀释 ４℃封
闭过夜。二抗按１∶１００００用 ＴＢＳＴ稀释室温孵育 ２ｈ。
加入显色液上机曝光。

表 １　目标基因引物序列

基因 引物序列（５′→３′）

ＴＮＦ－α 上游引物 ＣＣＣＴＣＡＣＡＣＴＣＡＧＡＴＣＡＴＣＴＴ

下游引物 ＣＴＧＣＴＡＣＧＡＣＧＴＧＧＧＣＴＡＣＡＧ

ＩＬ－１β 上游引物 ＣＣＴＣＧＴＧＣＴＧＴＣＧＧＡＣＣＣＡＴＡ

下游引物 ＣＡＧＧＣＴＴＧＴＧＣＴＣＴＧＣＴＴＧＴＧＡ

β－ａｃｔｉｎ 上游引物 ＡＧＧＧＴＧＴＧＡＴＧＧＴＧＧＧＡＡＴＧ

下游引物 ＧＣＴＧＧＧＧＴＧＴＴＧＡＡＧＧＴＣＴＣ
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　　４．统计学方法：通过 ＳＰＳＳ２２．０统计学软件对数
据进行统计分析，计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）
表示，３组样本均数的比较采用单因素方差分析
（Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ），两两比较采用 ＳＮＫ－ｑ检验。
所有实验均独立重复 ３次，以 Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

结　　果
１．白藜芦醇能够抑制 ＬＰＳ诱导体外破骨细胞的

形成：ＴＲＡＰ是破骨细胞特异性的标志酶，ＴＲＡＰ染
色是鉴定破骨细胞分化成熟的金标准，多核且 ＴＲＡＰ
呈现阳性（酒红色）的细胞便可鉴定为是破骨细胞。

在对照组中可以观察到较多体积较大、酒红色、内

含多个细胞核的破骨细胞。而 Ｒｅｓ组中应用白藜芦
醇干预后，染色呈阳性的破骨细胞数目明显减少

（图 １）。

图 １　ＴＲＡＰ染色下观察各组细胞培养 ５天后破骨细胞的数量（ＴＲＡＰ，×２００）
Ａ．Ｓｈａｍ组；Ｂ．ＬＰＳ组；Ｃ．Ｒｅｓ组。红色箭头标识表示染色呈阳性的破骨细胞

　

　 　 ２．白 藜 芦 醇 能 够 降 低 ＬＰＳ刺 激 下 小 鼠
ＲＡＷ２６４７巨噬细胞中炎性细胞因子 ＴＮＦ－α和
ＩＬ－１β的表达水平：用 ＥＬＩＳＡ试剂盒分别检测 ３组
细胞上清的炎性因子表达，评价白藜芦醇的抗炎作

用。白藜芦醇对这两种炎性细胞因子有显著的抑制

效果，Ｓｈａｍ组、ＬＰＳ组和 Ｒｅｓ组的 ＴＮＦ－α含量分别

为 ２４７８±２０６、５５５３２±１７２３和 ２１６４１±
１２０２ｐｇ／ｍｌ，ＩＬ－１β含 量 分 别 为 ４０５５±１８４、
２２３０５±５９４和 ７１４０±３４２ｐｇ／ｍｌ。ＬＰＳ组中各炎
性细胞因子较 Ｓｈａｍ组显著升高（Ｐ＜００５），Ｒｅｓ组
较 ＬＰＳ组显著降低 （Ｐ＜００５，图２中 Ａ、Ｂ）。

图 ２　白藜芦醇对 ＴＮＦ－α与 ＩＬ－１β的影响

与 Ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０．０５；与 ＬＰＳ组比较，＃Ｐ＜０．０５

　
　　３．白藜芦醇下调 ＴＮＦ－α和 ＩＬ－１βｍＲＮＡ的表
达：Ｑ－ＰＣＲ实验结果显示，ＬＰＳ组 ＴＮＦ－α和 ＩＬ－

１βｍＲＮＡ的表达水平较 Ｓｈａｍ组明显升高（Ｐ＜
００５）；而相比 ＬＰＳ组的刺激，在加入白藜芦醇后，
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Ｒｅｓ组中 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β的基因表达明显被抑制
（Ｐ＜０．０５，图２中 Ｃ、Ｄ）。

４．白藜芦醇调控 ＩκＢα和 ｐ６５蛋白的磷酸化影响

ＮＦ－κＢ通路：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果显示，Ｒｅｓ组
磷酸化的ＩκＢα和ｐ６５的水平相对于ＬＰＳ组有显著的
降低（Ｐ＜０．０５，图３）。

图 ３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分析各组 ＲＡＷ２６４．７中 ＩκＢα和 ＮＦ－κＢｐ６５蛋白磷酸化情况

与 Ｓｈａｍ组比较，Ｐ＜０．０５；与 ＬＰＳ组比较，＃Ｐ＜０．０５

　

讨　　论
人工全关节置换术是治疗终末期关节疾病的有

效方法
［８］
。然而，继发于 ＰＩＯ的无菌性松动是人工

关节置换术失败的主要原因
［９］
。虽然确切的机制尚

不清楚，但许多研究已经报道了破骨细胞在 ＰＩＯ的发
展中起着重要的作用

［１０］
。因此，破骨细胞被认为是

治疗溶骨性疾病的主要靶点。骨代谢内环境由破骨

细胞介导的骨吸收和成骨细胞介导的骨形成调控，在

健康个体中，二者维持功能平衡，但当破骨细胞增多、

功能亢进时就可能导致骨破坏疾病的发生。事实上，

许多已知的靶向针对破骨细胞功能的药物，如双膦酸

盐，雷尼酸锶和红霉素，已经被证明可以抑制由磨损

颗粒诱导的骨吸收作用
［１１～１４］

。然而，这些药物的不

良反应（发烧、胃溃疡、颌骨骨坏死和不典型骨折），

以及它们受限的生物利用度的限制，限制了它们在

ＰＩＯ长期治疗上的使用。因此，许多研究者将重点放
在了对不良反应较小的天然化合物上。

白藜芦醇最早在１９２４年被发现，其具有抗氧化、
抗炎症、抗衰老、肝保护和改善血脂异常的能力。有

研究指出白藜芦醇可以通过抑制软骨细胞凋亡而起

到预防骨关节炎的作用
［１５］
。ＬＰＳ是革兰阴性杆菌外

膜的主要组成成分，在骨组织中，它能够通过促进

Ｃｏｎｎｅｘｉｎ４３蛋白与基因的表达，从而促进破骨细胞增
多，从而增强骨吸收功能

［１６］
。本研究采用 ＬＰＳ刺激

下小鼠 ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞模拟的炎性骨溶解模
型，在细胞水平研究白藜芦醇在破骨细胞形成过程中

可能的作用途径和作用机制。

破骨细胞从 １８７３年被发现以来，关于其起源就
一直存有广泛的争议。但是现在已经证明破骨细胞

是一种终末细胞，与体内的成骨细胞同源，都是由巨

噬细胞分化和自我融合而形成的
［１７］
。本实验中所采

用的小鼠 ＲＡＷ２６４．７细胞与小鼠骨髓巨噬细胞
（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍａｃｒｏｐｈａｇｅ，ＢＭＭ）普遍用于破骨细胞
相关的体外实验研究。而体外诱导 ＲＡＷ２６４．７细胞
产生破骨细胞是一种比较成熟的体外培养破骨细胞

的方法。相比 ＢＭＭ原代细胞的提取，ＲＡＷ２６４．７具
有细胞个体差异小、体外易于扩增、无需分离纯化等

方法提纯和鉴定，更有利于对破骨细胞相关研究的

开展。

炎性骨病中骨生长重建机制尚不明确，而通过研

究 ＬＰＳ介导下的炎性骨病中破骨细胞的分化和活性
调控机制，对于明确其规律具有重大意义，同时也能

为感染性骨疾病的治疗提供新方向。ＬＰＳ所诱导的
炎性骨溶解反应主要是通过刺激巨噬细胞、成纤维细

胞、成骨细胞及 Ｔ淋巴细胞等分泌大量的 ＴＮＦ－α、
ＩＬ－１β、和 ＩＬ－６等炎性细胞因子引起。本研究的
ＴＲＡＰ结果也显示，Ｒｅｓ组中破骨细胞数目与大小与
ＬＰＳ组比较显著下降。研究表明，骨溶解与破骨细胞
过度活动和骨吸收密切相关

［１８］
。因此，探讨破骨细

胞与假体松动的关系具有重要的研究价值。炎性细

胞因子 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β和 ＩＬ－６等已被证实可以诱
导破骨细胞前体细胞生成，进而加速人工关节假体周

围骨溶解，最终导致无菌性松动
［１９］
。因此，调控炎性

相关骨溶解效应在骨科研究中具有重要作用。白藜

芦醇可显著降低在 ＬＰＳ刺激下的小鼠 ＲＡＷ２６４．７巨
噬细胞中 ＴＮＦ－α和 ＩＬ－１β的表达，ＥＬＩＳＡ对细胞
培养上清的检测结果也证实了这一点。提示白藜芦

醇对 ＬＰＳ刺激下骨吸收的保护作用部分归因于其抑
制促炎性细胞因子的产生。

经典的 ＮＦ－κＢ是一种异源二聚体，主要存在于
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细胞质中。它在炎症过程中被激活，上调细胞因子的

产生，以维持炎症的级联反应
［２０］
。在 ＴＮＦ－α、ＬＰＳ

的刺激下，ＩκＢα被磷酸化和降解，ＮＦ－κＢ二聚体释
放并移位到细胞核，通过与这些基因的启动子结合来

促进其靶基因的转录；ＮＦ－κＢ还可以被核因子 κＢ受
体活化因子配体（ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ－
κＢｌｉｇａｎｄ，ＲＡＮＫＬ）通过与破骨细胞前体膜上的核因
子 －κＢ受体活化因子（ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆＮＦ－κＢ，
ＲＡＮＫ）受体结合，从而促进破骨细胞的成熟、促进骨
吸收。Ｆｒａｎｚｏｓｏ等［２１］

早在１９９７年就研究证实，ＮＦ－
κＢｐ５０／ｐ５２基因敲除小鼠不能产生成熟的破骨细
胞。因此，阻断 ＮＦ－κＢ信号被认为是抑制破骨活性
和减缓磨损颗粒诱导的骨溶解的有效方法。本研究

通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法证实，白藜芦醇通过减少 ＩκＢα和
ｐ６５的磷酸化来抑制 ＮＦ－κＢ的激活。

综上所述，本研究证实白藜芦醇有效地减轻了

ＬＰＳ诱导的小鼠 ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞炎症骨吸收模
型，这可能是通过调控 ＮＦ－κＢ信号转导通路来实现
的。这些结果进一步支持了白藜芦醇的骨保护作用，

并为白藜芦醇公认的抗炎和骨保护作用提供了新的

机制见解。
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