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摘要 目的  考察双醋瑞因对破骨细胞生成及骨破坏功能是否具有抑制作用 以及双醋瑞因抑制破骨细胞的作

用是否与影响成骨细胞中 °及  的表达有关 ∀方法   ≤×2∞细胞与骨髓前体细胞共培养生成破骨细

胞 将 × °染色阳性 !细胞核数目 ∴ 个的细胞作为破骨细胞 计数生成的破骨细胞 ∀计数 2Β作用前后典型的

骨吸收陷窝以观察破骨细胞的活性 ∀应用 •  法 !流式细胞术及  ×2°≤ 法在蛋白水平及基因水平观察

 ≤×2∞细胞中  及 °的表达 ∀结果  双醋瑞因可显著抑制 2Β作用下破骨细胞的生成及其骨陷窝形

成功能  的加入可逆转双醋瑞因的上述作用 ∀双醋瑞因可在基因及蛋白水平上调  ≤×2×细胞中 ° 

 的比例 ∀结论  双醋瑞因具有抑制 2Β诱导的破骨细胞性骨破坏的作用 这一作用可能与其抑制  ≤×2

∞细胞中  表达同时促进 °表达有关 ∀

关键词 破骨细胞 核刺激因子受体配体 骨保护蛋白 双醋瑞因
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  骨关节炎 !类风湿性关节炎 !强直性脊柱炎等多

种炎性疾病中 关节均会出现不同程度的破坏 破骨

细胞是这种病理性骨吸收的主要执行者 ∀研究证

明 破骨细胞的分化 !融合 !活化受多种调控因子的

影响 ∀成骨细胞表达的核刺激因子受体配体

√ƒ2ϑ  与骨保

护蛋白 °是调控破骨细胞的重

要细胞因子体系  促进破骨细胞活化 而
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°抑制破骨细胞活化 生理状态下两者保持动态

平衡 ∀当 °表达降低时 破骨细胞活化增加 出

现骨质破坏 ≈ ∀

2Β是一种很强的骨吸收刺激剂 不仅可以刺

激破骨细胞增殖 !分化 还可以活化破骨细胞 抑制

破骨细胞的凋亡 ≈ ∀双醋瑞因是一种新型的 2

Β抑制剂 可以抑制 2的活性及滑膜组织中 2

的合成 很可能对类风湿关节炎亦有治疗作用 但尚

在试验阶段 ∀已有报道双醋瑞因具有软骨保护作

用 ≈
其对破骨细胞的作用及机制则未见报道 ∀本

研究主要观察了双醋瑞因是否可以抑制破骨细胞性

骨破坏 并在此基础上考察双醋瑞因骨保护作用的

可能作用机制 ∀

材料和方法

试剂与药品   2Β  2≤≥ƒ和   

购自 °胰酶 !双醋瑞因和 2  ∂ ⁄

均购自 ≥∀ Α ∞ 和进口特级胎牛血清 ƒ≤≥

购自 淋巴细胞分离液购自 ≠ ≤

× °染色试剂盒购自中国医学科学院血液病

研究所   °标记的羊抗兔   °标记的兔抗羊

!羊抗鼠 °抗体及浓缩型 ⁄显色试剂盒均

购自 ≥≤∏∀ °∏2∏× ≤∞

与 ƒ×≤  均购自 ∀ ƒ×≤  

2   购自 ≥∏∀其他试

剂均为国产分析纯 ∀

动物  新生 ≤ 小鼠  ∗  中国医学

科学院实验动物中心提供 ∀

ΜΧ3Τ32Ε1小鼠源性前成骨细胞株的培养

 ≤×2∞用含  ƒ≤≥的 Α ∞ 培养基 于

 ε  ≤细胞培养箱中培养 ∀细胞长满后 消

化离心 以 Β接种于新培养瓶中 补足培养液 放

入  ε  ≤孵箱培养 ∀

小鼠骨髓前体细胞的获取 ≈  取  ∗ 周的雄

性 ≤ 小鼠 颈椎脱臼法处死 无菌操作取出股

骨及胫 反复冲洗骨髓腔 直至骨质变白 ∀用淋巴细

胞分离液分离骨髓细胞悬液 收集乳白色细胞层 用

冰冷 Α ∞洗涤 次 种入塑料培养皿中 加 ƒ≤≥

培养  收集悬浮细胞 得到骨髓前体细胞 ∀

ΜΧ3Τ32Ε1与骨髓前体细胞共培养诱导生成

破骨细胞模型的建立  参考文献 ≈方法 在预置

载玻片和骨磨片的 孔培养板中 种入细胞数为

 ≅ 
 # 

的  ≤×2∞待其贴壁后 加入细胞

数为  ≅ 
 # 

的骨髓前体细胞 ∀同时加入 

# 


 2≤≥ƒ及  ≅ 


# 


2 

∂ ⁄ 诱导类破骨细胞生成 ∀在含有  ƒ≤≥的

Α ∞中培养  每  换 次液 并加入新的诱

导剂 ∀培养  ∗ 可见多核类破骨细胞出现 ∀破

骨细胞形成鉴定包括倒置光学显微镜形态学观察 

× °染色试剂盒染色 骨吸收陷窝观察 ∀

化合物对共培养模型破骨细胞的影响及对不同

细胞因子作用下共培养破骨细胞的影响  加入 

Λ# 
双醋瑞因 培养  后显微镜下计数破骨

细胞数目 计数 × °染色阳性 细胞核数目 ∴ 个

的细胞 及骨吸收陷窝数目 ∀在共培养模型中加入

2Β观察 2Β对共培养破骨细胞的影响 ∀在 2

Β处理的共培养模型中 加入不同浓度的双醋瑞

因 每  换液 次 包括诱导剂及各浓度的药物 ∀

培养 计数破骨细胞 ≤及骨吸收陷窝 ∀在另

一实验中 同时加入 2Β  加入不同浓度

的双醋瑞因 培养 计数 ≤及骨吸收陷窝 ∀

Ω εστερν βλοττινγ法检测 ΜΧ3Τ32Ε1中 ΟΠΓ

表达   ≤×2∞细胞以细胞数  ≅ 
 # 

种于

 
的塑料培养皿 置  ε  ≤孵箱 培养

至长满培养皿底面  ∗ 时 换新鲜含血清培

养液 除空白对照组外 各组均加入  # 


2Β及不同浓度的化合物 孵育结束后 消化细胞 

  # 
离心  收集上清液 得到样品 

于垂直电泳槽中电泳 ∀半干法转膜 加一抗 !二抗孵

育 ⁄染色试剂盒染色 拍照进行灰度扫描 ∀

流式细胞术测定 ΜΧ3Τ32Ε1中 Ρ ΑΝΚΛ的表

达   ≤×2∞细胞以细胞数  ≅ 
 # 

种于

 
的塑料培养皿 于  ε  ≤孵箱 培养

至  ∗ 融合时 换新鲜含血清培养液 除空

白对照组外 各组均加入  # 


2Β及不同

浓度的化合物 继续培养  弃上清液 消化细胞 

 ε   # 
离心  收集细胞沉淀 用

洗涤液洗 次 ∀用小鼠血清封闭非特异性结合 

ƒ≤≥洗液洗涤 次 ∀加入一抗  ε 孵育  

洗涤液洗 次 加入饱和剂量的 ƒ×≤标记抗体及

ƒ×≤标记的 同型对照 冰上避光染色  

ƒ≤≥洗液洗涤 次 ∀加适量固定液  ε 避光保

存 待上机检测 ∀检测前过 目尼龙网筛 流式细

胞仪记录  个细胞 通过比较细胞平均荧光强

度  ƒ分析细胞表面分子表达的强弱 ≈ ∀

Ρ Τ2ΠΧΡ测定 ΜΧ3Τ32Ε1中 Ρ ΑΝΚΛ和 ΟΠΓ

µ Ρ ΝΑ的表达  细胞接种于 孔板 加入化合物和

刺激剂孵育相应时间后 弃去培养液 每孔加入

## 药学学报 °∏≥  



×试剂  按照文献 ≈方法提取细胞总

 ∀取总    Λ加入   ° 

# Λ
  Λ×° # 


  Λ去

⁄∞°≤水加至总体积  Λ∀  ε 加热   ε

静置  将随机引物与总  退火 ∀加入  ≅

∏ Λ⁄×× 1 # 

  Λ 2 ∂ 

Λ于 °≤ 仪中  ε   ε  合成

⁄第 链 ∀  ε  灭活  2 ∂ ∀取逆转

录产物  ∗  Λ进行 °≤ 反应扩增 ⁄∀反应体

系为  ×产物  ∗  Λ ≅ ∏1 Λ×°

 # 

  Λ° #



 1 Λ≥° # 


 1 Λ

×酶 1 Λ去 ⁄∞°≤水补足体积至  Λ∀扩增

条件为  ε   ε  Τ   ε 

 ∗ 循环  ε   ε 保持 ∀ Τ表示反

应最适退火温度 详见表 其中 °⁄为内参 目

的条带以 ⁄ 辨别 ∀将 °≤ 产物  Λ点

样于含有 1 Λ# 


∞的 琼脂糖凝胶上 

 ∂电泳  用紫外凝胶成像系统照相 计算

机灰度扫描进行半定量分析 ∀

统计学处理  所得数据用 ξ ? σ表示 使用

≥°≥≥1的  ∂ 分析和 ⁄∏检验 

Π  1为差异有显著性 ∀

结果

1  共培养模型中类破骨细胞的鉴定

按方法所述建立模型 用 × °染色试剂盒染

色后 显微镜下可见 × °染色阳性 !体积大而具有

多个核的类破骨细胞 如图 ∀将骨磨片取出 用

°≥冲洗 超声清洁 去除黏附细胞碎片 显微镜下

可观察到典型的骨吸收陷窝 如图 ∀证明这一体

外培养破骨细胞的模型建立成功 ∀

2  双醋瑞因对 ΙΛ21Β作用前后共培养模型中破骨

细胞形成的影响

预置盖玻片和骨磨片的 孔培养板中 骨髓前

体细胞和  ≤×2∞按上述方法共培养 ∀实验结果

证实 双醋瑞因可显著减少 2Β诱导的 ≤生成

及骨吸收陷窝的形成 并缩小骨陷窝的面积 ∀ 

和 1 Λ# 
的双醋瑞因对 ≤形成的抑制

率分别为 1 和 1 对骨吸收陷窝形

成的抑制率分别为 1 1和 1 ∀如图

所示 ∀

Ταβλε 1  ×°≤  

 °      ≤ Τ ε °∏

  ≥χ2≤ ×≤ ≤× ≤×  ×2χ   

2χ2 ≤ ××  ××× × ×≤ 2χ

°  ≥χ2≤× ×≤ ×≤ ≤×× × 2χ   

2χ2≤ ××  ≤≤× × ×≤≤ ≤× 2χ

°⁄ ≥2≤ ×≤ ≤ ≤≤ ×≤ ××≤ ××2   

22×× ×× ××   ×≤× ≤2

Φιγυρε 1  ×22√∏∏ 

∏∏    ≤×2∞  2  ∂ ⁄

 ≅ 


# 

  2≤≥ƒ  # 


   ≤  ≤

∏ ≅   ≤× °  ≅ 

##王  霖等 双醋瑞因对破骨细胞性骨破坏的抑制作用及机制



Φιγυρε 2  ×  ∏∏ 

 ≤×2∞  2  ∂ ⁄  ≅ 


# 

  2≤≥ƒ  #



      ∏  ≅   

∏ ≅  ≤    

Φιγυρε 3  ×    

∏  ≤       

  2Β × ∏  × °2√
∏∏     ∏

∏∏

 ∏√

 ν   ξ ? σ
3 3

Π  1 ϖσ 

Π 1 ϖσ

3  可溶性核刺激因子受体配体 (σολυβλε Ρ ΑΝΚΛ,

σΡ ΑΝΚΛ)对双醋瑞因抑制共培养模型中骨吸收作

用的影响

在 2Β和  Λ# 
双醋瑞因处理的共培

养模型中 加入  # 


 培养  

后 计数 ≤和骨吸收陷窝 ∀实验结果发现 

# 


 几乎完全拮抗双醋瑞因对 ≤

及骨吸收陷窝形成的抑制作用 见图 ∀

4  双醋瑞因对 ΜΧ3Τ32Ε1 细胞中膜结合型

Ρ ΑΝΚΛ表达的影响

流式细胞术检测结果显示 双醋瑞因具有剂量

依赖性抑制  表达的作用 1和 1

Λ# 
时的抑制率分别为 1  1 

1和 1 ∀如图 所示 ∀

Φιγυρε 4  ×∏   #



       

  √   ≤ × ∏

× °2√∏∏

∏∏   ∏

     

∏√  ν  ξ ? σ

Φιγυρε 5  ×    

¬   ≤×2∞    2
Β   ∏  ƒ ∏

∏√  ×¬

 ∏ 

∏  ∏

## 药学学报 °∏≥  



5  双醋瑞因对 ΜΧ3Τ32Ε1细胞中 ΟΠΓ 分泌的影

响

•  法检测化合物对  ≤×2∞细

胞中 °分泌的影响 ∀双醋瑞因在 1 ∗  Λ#


可以促进  ≤×2∞中 °的分泌 ∀运用 

⁄软件灰度扫描进行半定量分析 结果如图 所示 ∀

Φιγυρε 6  ×∏   °

¬   ≤×2∞  2Β
 # 


     2Β 

⁄  Λ# 

  2Β  ⁄ 

Λ# 

  2Β  ⁄ 1 Λ#



  2Β  ⁄ 1 Λ# 


 

2Β × ¬ 

∏  ∏ 

∏

6  双醋瑞因对 ΜΧ3Τ32Ε1 细胞中 Ρ ΑΝΚΛ和

ΟΠΓ µ Ρ ΝΑ表达的影响

双醋瑞因在 1  ∗ Λ# 
抑制细胞中

  的表达 !促进 °的表达 如图 所

示 ∀ ⁄软件灰度扫描分析显示 1和

1 Λ# 
的双醋瑞因可使 °与  

 的比例分别增加 1倍 1倍 1倍和

1倍 ∀如图 所示 ∀

Φιγυρε 8  ×   °

    ¬  ≤×2∞  

  2Β ≥     °

     √ °⁄

  ¬ √  √   

√  °   

∏

讨论

破骨细胞是破骨细胞性骨吸收的主要执行者 

其分化 !融合 !活化受多种细胞及多种调控因子的影

响 ∀已证明成骨细胞或骨髓干细胞的存在是破骨细

胞分化成熟的必要条件 它们可以通过细胞间相互

作用或分泌细胞因子作用于破骨细胞 ∀炎症性骨破

坏中 巨噬细胞 !活化的 ×细胞等释放大量炎性因

子 包括 2Β×ƒΑ2 等 这些炎性因

子不仅可以直接作用于破骨细胞 还可作用于成骨

细胞 促进成骨细胞中破骨细胞调控因子的表达及

破骨细胞活化 ≈ ∀

Φιγυρε 7  ×   °   ¬   ≤×2∞  

2Β  # 

      °      2Β  2Β 

  Λ# 

  2Β    Λ# 


  2Β   1 Λ#



  2Β   1 Λ# 




##王  霖等 双醋瑞因对破骨细胞性骨破坏的抑制作用及机制



双醋瑞因对软骨细胞的抑制作用已经报道很

多 但对其是否可以影响成骨细胞及破骨细胞的报

道却很少 ∀作者研究了双醋瑞因对 2Β处理前后

 2≤≥ƒ和 2  ∂ ⁄诱导生成的破骨细胞的

影响 ∀实验结果显示  Λ# 
双醋瑞因对未经

2Β处理的共培养破骨细胞的数量及活性均无明

显影响 ∀在共培养体系中加入 2Β后 破骨细胞

生成增加 骨吸收陷窝数目增多 骨陷窝吸收面积增

大 此结果与文献 ≈报道一致 ∀ 1 ∗  Λ#


双醋瑞因显著抑制破骨细胞生成 同时显著抑制

骨吸收陷窝形成 因此作者推测双醋瑞因抑制骨吸

收至少部分通过抑制 2Β的作用而实现 ∀为了考

察化合物抑制 2Β刺激的骨吸收的作用是否与抑

制  表达有关 作者加入  # 


 于 2Β处理的共培养体系中 同时加入 

Λ# 
双醋瑞因 ∀实验结果显示  #




 几乎可完全拮抗双醋瑞因对破骨细

胞生成及活性的抑制作用 ∀因此 双醋瑞因抑制 2

Β刺激的骨吸收可能是通过抑制其培养系统中成

骨性细胞  的表达或抑制其上游调控因子而

实现的 ∀  和 °是成骨细胞分泌的最为重

要的两种骨代谢调控因子 ∀

 2 2°体系对骨代谢具有重要的

意义 ≈ ∀  与 °的比例决定了骨代谢的

方向 当  比例增加时 动物表现出骨质溶

解 而 °比例上升时 动物表现出骨质增生及骨

质硬化 ∀为了检测双醋瑞因是否通过影响 ° 

 体系而调控破骨细胞 作者考察了双醋瑞因

对 2Β作用下  ≤×2∞细胞  与 °表

达的影响 ∀实验数据显示双醋瑞因可以抑制

 ≤×2∞细胞中  表达并同时促进 °的

表达 上调 °  比例 这很有可能是双醋瑞

因抑制 2Β诱导的破骨细胞性骨破坏的机制之

一 ∀

Ρ εφερενχεσ

≈ ≥        2¬

  √ ≈ ≤≥

  

≈ ∏   ≠  ×   2
∏   √ ×ƒ

2  2≥ ¬ ≈  

∏   

≈ ∞ ∏ ×  √ ƒ2ϑ
√√   ∏√√    

∏2 ≈ ≤   

≈ ×∏ × ≥×    °

∏      

   ≈  ∞∏ °

  

≈ ×≥   ≥∏∏  √ 

    εξ ϖιϖο ¬ ∏

  ≈  °≤

°   

≈ ƒ° ≤2≥  ≤ •   

 ∏         

      

∏ ≈   

  

≈ ƒ° ≤2≥  ≤ •    

  ∏  

    

∏ ≈   

  

≈ ≠∏  ⁄∏ ⁄±  ≤ ÷   2  

   ∏ ×× 

∏  ∏ ≈  ° ≥

药学学报    

≈ √√  ≤ ¬   √ 

  ≈  √ ∏ 

  

≈ •      ≥≠   ×× ƒ  

∏ƒ2 √  

× ≤∞  ≈    ≤  

  

≈ ≠ ≠  ≠    ≥  ° 

∏   √

2≈ ∏ 

  

≈ ≥ • ≥  ⁄ ⁄∏ ≤   

  √ √√ 

∏   ≈ ≤  



## 药学学报 °∏≥  




