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·基础研究·

补肾活骨汤含药血清对小鼠 ＲＡＷ２６４．７细胞
向破骨细胞分化的影响及其作用机制

侯成志，赵勇，夏迪，俞张镜泽，秦伟凯，董永丽，魏光成，顾金光

（中国中医科学院望京医院，北京　１００１０２）

摘　要　目的：探究补肾活骨汤含药血清对小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞向破骨细胞分化的影响及其作用机制。方法：①补肾活骨汤含

药血清和空白血清制备方法。将２４只ＳＤ大鼠随机分为补肾活骨汤含药血清制备组和空白血清制备组，每组１２只，分别给予补

肾活骨汤药液和蒸馏水灌胃，连续灌胃７ｄ后，采集腹主动脉血，制备补肾活骨汤含药血清和空白血清。②补肾活骨汤含药血清

干预浓度的筛选方法。取第３代小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞，分为空白对照组及１０％、１５％、２０％、２５％补肾活骨汤含药血清组。空白

对照组加入１０％的空白血清，１０％、１５％、２０％、２５％补肾活骨汤含药血清组分别加入１０％、１５％、２０％、２５％的补肾活骨汤含药血

清。培养２４ｈ后，采用ＭＴＴ法检测各组小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞的活力，确定干预浓度。③补肾活骨汤含药血清对小鼠 ＲＡＷ２６４．７

细胞向破骨细胞分化影响的分析方法。取第３代小鼠 ＲＡＷ２６４．７细胞，分为空白对照组、诱导分化组及１０％、１５％、２０％补肾活

骨汤含药血清组。除空白对照组外，其余各组均加入终浓度为１００ｎｇ·ｍＬ－１的巨噬细胞集落刺激因子（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａ

ｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＭＣＳＦ）和５０ｎｇ·ｍＬ－１的核因子κＢ受体激活蛋白配体（ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢｌｉｇａｎｄ，ＲＡＮＫＬ）；同时，空

白对照组和诱导分化组加入１０％的空白血清，１０％、１５％、２０％补肾活骨汤含药血清组分别加入１０％、１５％、２０％的补肾活骨汤含

药血清。培养５ｄ后，进行抗酒石酸酸性磷酸酶（ｔａｒｔｒａｔｅｒｅｓｉｓｔａｎｔａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＴＲＡＰ）染色，并统计各组小鼠 ＲＡＷ２６４．７细胞

分化的破骨细胞数量。④补肾活骨汤含药血清影响小鼠 ＲＡＷ２６４．７细胞向破骨细胞分化作用机制的分析方法。取第３代小鼠

ＲＡＷ２６４．７细胞，分为空白对照组、诱导分化组、２０％补肾活骨汤含药血清组。除空白对照组外，其余各组均加入终浓度为

１００ｎｇ·ｍＬ－１的ＭＣＳＦ和５０ｎｇ·ｍＬ－１的ＲＡＮＫＬ；空白对照组和诱导分化组加入１０％的空白血清，２０％补肾活骨汤含药血清组

加入２０％的补肾活骨汤含药血清。培养５ｄ后，采用实时定量ＰＣＲ检测ＴＲＡＰ和活化Ｔ细胞核因子ｃ１（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄ

Ｔｃｅｌｌｓｃ１，ＮＦＡＴｃ１）的ｍＲＮＡ表达水平，采用ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测ＮＦＡＴｃ１、组织蛋白酶Ｋ、多囊蛋白１、ＰＤＺ结合基序转录共激活因

子（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒｗｉｔｈＰＤＺｂｉｎｄｉｎｇｍｏｔｉｆ，ＴＡＺ）的蛋白表达水平。结果：①补肾活骨汤含药血清干预浓度的筛选结果。

空白对照组及１０％、１５％、２０％补肾活骨汤含药血清组小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞活力组间两两比较，差异均无统计学意义（Ｐ＝０．７４５，

Ｐ＝０．９２２，Ｐ＝０．９８１，Ｐ＝０．９５８，Ｐ＝０．９９９，Ｐ＝０．９９３），２５％补肾活骨汤含药血清组小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞活力低于空白对照组及

１０％、１５％、２０％补肾活骨汤含药血清组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）。确定补肾活骨汤含药血清干预浓度为

１０％、１５％、２０％。②补肾活骨汤含药血清对小鼠 ＲＡＷ２６４．７细胞向破骨细胞分化影响的分析结果。空白对照组无破骨细胞。

１０％补肾活骨汤含药血清组小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞分化的破骨细胞数量与诱导分化组的差异无统计学意义（Ｐ＝０．２０９），１５％、

２０％补肾活骨汤含药血清组小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞分化的破骨细胞数量均少于诱导分化组和１０％补肾活骨汤含药血清组（Ｐ＝

０．０００，Ｐ＝０．００１；Ｐ＝０．０１６，Ｐ＝０．００２）；２０％补肾活骨汤含药血清组小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞分化的破骨细胞数量少于１５％补肾活

骨汤含药血清组（Ｐ＝０．０４６）。③补肾活骨汤含药血清影响小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞向破骨细胞分化作用机制的分析结果。诱导分

化组、２０％补肾活骨汤含药血清组小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞ＴＲＡＰ、ＮＦＡＴｃ１的ｍＲＮＡ相对表达量和ＮＦＡＴｃ１、组织蛋白酶Ｋ、多囊蛋白

１、ＴＡＺ的蛋白相对表达量均高于空白对照组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．０１１；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝

０．０００；Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．００２；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００１），２０％补肾活骨汤含药血清组小鼠 ＲＡＷ２６４．７细胞 ＴＲＡＰ、ＮＦＡＴｃ１的 ｍＲＮＡ相

对表达量和ＮＦＡＴｃ１、组织蛋白酶Ｋ、多囊蛋白１、ＴＡＺ的蛋白相对表达量均低于诱导分化组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００８，Ｐ＝

０．００５，Ｐ＝０．００６，Ｐ＝０．０２２）。结论：补肾活骨汤含药血清能够抑制小鼠 ＲＡＷ２６４．７细胞向破骨细胞分化，其作用机制可能通过

下调多囊蛋白１、ＴＡＺ的表达进而抑制ＮＦＡＴｃ１、组织蛋白酶Ｋ等破骨细胞分化相关基因的表达。
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ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｏｌｙｃｙｓｔｉｎ１ａｎｄＴＡＺ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ；ＢｕｓｈｅｎＨｕｏｇｕＴａｎｇ；ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ；ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ；ＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ

　　骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是临床常见的关节
退行性疾病，属中医“骨痹”范畴。中医认为，该病属

本虚标实之证，以肝肾亏虚为本，以风寒湿邪侵袭、瘀

血阻络为标［１－２］。赵勇教授基于补肾活血法创制了

补肾活骨汤。前期临床研究结果显示，补肾活骨汤可

有效缓解ＯＡ患者关节疼痛，改善关节活动功能；动
物实验结果显示，该方能够延缓 ＯＡ大鼠软骨退变，

减少软骨下骨质破坏［３］。但该方的具体作用机制尚

不清楚。软骨下骨异常重塑是 ＯＡ的主要病理特征

之一［４－６］。破骨细胞介导的骨吸收与成骨细胞介导

的骨形成是维持软骨下骨正常重塑的关键因素，破骨

细胞过度分化会导致软骨下骨重塑异常［７－８］；而调控

破骨细胞分化能够改善软骨下骨重塑，进而延缓 ＯＡ

进展［９－１０］。有研究发现，多囊蛋白１能够通过影响

ＰＤＺ结合基序转录共激活因子（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｃｏａｃｔｉ
ｖａｔｏｒｗｉｔｈＰＤＺｂｉｎｄｉｎｇｍｏｔｉｆ，ＴＡＺ）的核转位间接调控

活化 Ｔ细胞核因子 ｃ１（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄＴ
ｃｅｌｌｓｃ１，ＮＦＡＴｃ１）、组织蛋白酶 Ｋ等破骨细胞分化关

键基因的表达，影响破骨细胞分化［１１］。为了探究补

肾活骨汤含药血清对破骨细胞分化的影响及其作用

机制，我们进行了相关细胞实验，现总结报告如下。

１　材料与仪器
１．１　实验材料

８周龄ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠２４只，体质量（２００±
２０）ｇ，购自斯贝福（北京）生物技术有限公司［实验动

物生产许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０２４０００１］。大鼠饲养
于北京迈德康纳生物技术有限公司实验动物中心［实

验动物使用许可证号：ＳＹＸＫ（京）２０２３００６２］。动物
实验方案经北京迈德康纳生物技术有限公司实验动

物福利伦理委员会审查通过，伦理批件号：ＭＤＫＮ
２０２４０９９。小鼠单核巨噬细胞白血病细胞ＲＡＷ２６４．７
（货号：ＣＬ０１９０）购自武汉普诺赛生命科技有限公司。
１．２　实验药物

补肾活骨汤，药物组成包括熟地黄 １２ｇ、当归
１２ｇ、红花１０ｇ、续断１２ｇ、骨碎补９ｇ、丹参１５ｇ。中
药饮片购自中国中医科学院望京医院中药房。将中

药饮片煎煮浓缩为生药含量为１．２６ｇ·ｍＬ－１的药液，
备用。

１．３　实验试剂
ＤＭＥＭ（货号：ＳＨ３００２２．０１）购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，

胎牛血清（货号：１００９９１４１）购自ＧＩＢＣＯ公司，ＭＴＴ试
剂（货号：ＢＳ１８６）、ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶配制试剂盒（货号：
ＢＬ５０８Ａ）均购自Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司，巨噬细胞集落刺激因
子（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＭＣＳＦ）（货
号：３１５０２）购自ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司，核因子κＢ受体激活
蛋白配体（ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢｌｉ
ｇａｎｄ，ＲＡＮＫＬ）（货号：ＣＭ０４５２０ＭＰ）购自乔默生物技
术（上海）有限公司，抗酒石酸酸性磷酸酶（ｔａｒｔｒａｔｅｒｅ
ｓｉｓｔａｎｔａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＴＲＡＰ）染色试剂盒（货号：
Ｇ１４９２）购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司，Ｔｒｉｚｏｌ裂解液（货号：
ＥＴ１０１１Ｖ２）购自北京全式金生物技术股份有限公
司，总ＲＮＡ提取试剂盒（货号：Ｍ５１０２）购自新赛美生
物科技有限公司，ＨｉＳｃｒｉｐｔＩＩ１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓ
Ｋｉｔ（货号：Ｒ２２３）、ＳＹＢＲｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（货号：
Ｑ３３１０３）均购自 Ｖａｚｙｍｅ公司，二喹啉甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏ
ｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白浓度测定试剂盒（货号：Ｐ００１０）、
山羊抗兔免疫球蛋白 Ｇ（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ，ＩｇＧ）二抗
（货号：Ａ０２０８）均购自上海碧云天生物技术有限公
司，抗ＮＦＡＴｃ１抗体（货号：５８６１）购自ＣＳＴ公司，抗组
织蛋白酶 Ｋ抗体（货号：１１２３９１ＡＰ）购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
公司，抗多囊蛋白１抗体（货号：ＤＦ１３４１９）购自Ａｆｆｉｎｉｔｙ
公司，抗ＴＡＺ抗体（货号：ａｂ３０７１４８）购自Ａｂｃａｍ公司。
１．４　实验仪器

ＳＷＣＪ１ＦＤ型超净工作台（苏州净化设备有限公
司），ＸＤ１０１型 ＣＯ２培养箱（ＳＡＮＹＯ公司），８０２型
台式低速离心机（上海医疗器械股份有限公司医疗设

备厂），ＭＵＬＴＩＳＫＡＮＦＣ型酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ公司），
ＩＸ７３型生物倒置显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ公司），ＷＨ２型
振荡器（上海沪西分析仪器厂），Ｃ１０００型 ＰＣＲ仪
（ＢＩＯＲＡＤ公司），ＡＢＩ７５００型实时定量 ＰＣＲ仪
（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司），ＶＥ５８６型转移电泳槽、
ＥＰＳ２００型电泳仪、５２６０Ｍｕｌｔｉ型全自动化学发光分析
仪（上海天能生命科学有限公司）。
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２　方　法
２．１　补肾活骨汤含药血清和空白血清制备方法

将２４只８周龄雄性 ＳＤ大鼠应用随机数字表随
机分为补肾活骨汤含药血清制备组和空白血清制备

组，每组１２只。根据“人和动物间体表面积折算的等
效剂量比值表”计算大鼠补肾活骨汤的灌胃剂量［１２］，

补肾活骨汤组大鼠每次灌胃２ｍＬ浓缩药液，每天灌
胃２次，连续给药７ｄ。空白对照组大鼠给予等体积
蒸馏水灌胃。末次灌胃１ｈ后，按照４５ｍｇ·ｋｇ－１的
剂量腹腔注射戊巴比妥钠麻醉大鼠。采集腹主动脉

血，以３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ（离心半径１０ｃｍ），
取上层血清于离心管中，常温下静置３０ｍｉｎ后，将同
组大鼠的血清合并，获得补肾活骨汤含药血清和空白

血清。将血清置于５６℃的水浴中３０ｍｉｎ，过滤除菌，
于－８０℃冰箱保存备用。
２．２　细胞培养和传代方法

将小鼠 ＲＡＷ２６４．７细胞培养于含 １２％胎牛血
清、１００ＩＵ·ｍＬ－１青霉素、１００μｇ·ｍＬ－１链霉素的
ＤＭＥＭ中，于３７℃、５％ＣＯ２的培养箱内培养；待细胞
贴壁后，每隔２ｄ更换１次培养液；待细胞汇合度达
８０％时，用ＰＢＳ漂洗２次，加入胰酶消化，按１∶３的比
例进行传代。

２．３　补肾活骨汤含药血清干预浓度的筛选方法
取第３代小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞，用培养液稀释细

胞密度为３×１０４个·ｍＬ－１，按照每孔１００μＬ接种于
９６孔板，分为空白对照组及１０％、１５％、２０％、２５％补
肾活骨汤含药血清组，每组设 ３个复孔。于 ３７℃、
５％ＣＯ２的培养箱内过夜培养后，空白对照组加入
１０％的空白血清，１０％、１５％、２０％、２５％补肾活骨汤
含药血清组分别加入１０％、１５％、２０％、２５％的补肾活
骨汤含药血清。培养２４ｈ后，每组取３个复孔，采用
ＭＴＴ法检测各组小鼠 ＲＡＷ２６４．７细胞的活力。比较
各组间小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞的活力，确定干预浓度。

２．４　补肾活骨汤含药血清对小鼠 ＲＡＷ２６４．７细胞
向破骨细胞分化影响的分析方法

取第３代小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞，用培养液稀释细
胞密度为３×１０４个·ｍＬ－１，按照每孔３００μＬ接种于
２４孔板，分为空白对照组、诱导分化组及１０％、１５％、
２０％补肾活骨汤含药血清组，每组设３个复孔。除空
白对照组外，其余各组均加入终浓度为１００ｎｇ·ｍＬ－１

的ＭＣＳＦ和５０ｎｇ·ｍＬ－１的 ＲＡＮＫＬ；同时，空白对照
组和诱导分化组均加入１０％的空白血清，１０％、１５％、
２０％补肾活骨汤含药血清组分别加入 １０％、１５％、
２０％的补肾活骨汤含药血清。每隔２ｄ更换１次培养
液，培养 ５ｄ后，进行 ＴＲＡＰ染色，并统计各组小鼠
ＲＡＷ２６４．７细胞分化的破骨细胞数量。ＴＲＡＰ阳性且
细胞核数量＞３为破骨细胞。
２．５　补肾活骨汤含药血清影响小鼠 ＲＡＷ２６４．７细
胞向破骨细胞分化作用机制的分析方法

２．５．１　分组与干预　取第３代小鼠 ＲＡＷ２６４．７细
胞，用培养液稀释细胞密度为３×１０４个·ｍＬ－１，按照
每孔３００μＬ接种于２４孔板，分为空白对照组、诱导
分化组、２０％补肾活骨汤含药血清组。除空白对照组
外，其余各组均加入终浓度为１００ｎｇ·ｍＬ－１的ＭＣＳＦ
和５０ｎｇ·ｍＬ－１的ＲＡＮＫＬ；空白对照组和诱导分化组
均加入１０％的空白血清，２０％补肾活骨汤含药血清组
加入２０％的补肾活骨汤含药血清。每隔２ｄ更换１次
培养液，培养５ｄ后，采用下述方法进行各项指标检测。
２．５．２　破骨细胞分化相关基因ｍＲＮＡ表达水平检测
取各组细胞，加入 Ｔｒｉｚｏｌ裂解液裂解细胞，采用总
ＲＮＡ提取试剂盒提取总 ＲＮＡ，采用 ＨｉＳｃｒｉｐｔＩＩ１ｓｔ
ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ反转录合成 ｃＤＮＡ，采用实
时定量ＰＣＲ检测 ＴＲＡＰ和 ＮＦＡＴｃ１的 ｍＲＮＡ表达水
平。以β肌动蛋白为内参，采用２－ΔΔＣＴ计算ｍＲＮＡ相
对表达量。引物序列见表１。

表１　实时定量ＰＣＲ引物序列

基因名称 引物序列（５’—３’）

抗酒石酸酸性磷酸酶 上游引物ＣＡＧＣＧＡＣＡＡＧＡＧＧＴＴＣＣＡＧ

下游引物ＧＴＡＣＧＴＧＧＡＡＴＴＴＴＧＡＡＧＣＧ

活化Ｔ细胞核因子ｃ１ 上游引物ＡＧＴＡＣＡＧＴＣＴＣＡＡＴＧＧＣＣＧＧ

下游引物ＡＧＧＴＣＣＡＧＡＧＴＧＣＴＡＴＣＧＧＴ

β肌动蛋白 上游引物ＧＴＣＣＣＴＣＡＣＣＣＴＣＣＣＡＡＡＡＧ

下游引物ＧＣＴＧＣＣＴＣＡＡＣＡＣＣＴＣＡＡＣＣＣ
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２．５．３　破骨细胞分化相关基因蛋白表达水平检测　
取各组细胞，加入放射免疫沉淀法裂解液，于４℃以
１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ（离心半径１０ｃｍ），取上
清液，采用 ＢＣＡ法测定上清液蛋白浓度。取等量蛋
白样品处理后，采用十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝
胶进行电泳，电泳结束后，将凝胶上的蛋白湿转至硝

酸纤维素膜。用１×ＰＢＳＴ配制的５％脱脂奶粉溶液
封闭２ｈ。分别加入抗ＮＦＡＴｃ１抗体（１∶１０００）、抗组织
蛋白酶Ｋ抗体（１∶５００）、抗多囊蛋白１抗体（１∶５００）、抗
ＴＡＺ抗体（１∶１００），于４℃孵育过夜；洗膜后加入山羊
抗兔ＩｇＧ二抗（１∶１０００），室温孵育６０ｍｉｎ；洗膜后，
采用超敏增强化学发光试剂显影。采用５２６０Ｍｕｌｔｉ型
全自动化学发光分析仪拍照后，用 ＩｍａｇｅＪ软件分析
条带灰度值。以β肌动蛋白为内参，计算ＮＦＡＴｃ１、组
织蛋白酶Ｋ、多囊蛋白１、ＴＡＺ的蛋白相对表达量。
２．６　数据统计方法

采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０统计软件对所得数据进
行统计学分析。各组小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞活力、破骨
细胞数量、ＴＲＡＰ和 ＮＦＡＴｃ１的 ｍＲＮＡ相对表达量及
ＮＦＡＴｃ１、组织蛋白酶Ｋ、多囊蛋白１、ＴＡＺ的蛋白相对
表达量的组间总体比较均采用单因素方差分析，组间

两两比较均采用ＳＮＫｑ检验。检验水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　补肾活骨汤含药血清干预浓度的筛选结果

空白对照组及１０％、１５％、２０％、２５％补肾活骨汤
含药血清组小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞活力比较，组间差异
有统计学意义（１．０００±０．００１，０．９９９±０．００２，
０．９９８±０．００１，０．９９７±０．００１，０．９７９±０．００７，Ｆ＝
１９．６８０，Ｐ＝０．０００）。空白对照组及１０％、１５％、２０％
补肾活骨汤含药血清组小鼠 ＲＡＷ２６４．７细胞活力组
间两两比较，差异均无统计学意义（Ｐ＝０．７４５，Ｐ＝
０．９２２，Ｐ＝０．９８１，Ｐ＝０．９５８，Ｐ＝０．９９９，Ｐ＝０．９９３），
２５％补肾活骨汤含药血清组小鼠 ＲＡＷ２６４．７细胞活
力低于空白对照组及１０％、１５％、２０％补肾活骨汤含
药血清组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．０００）。确定补肾活骨汤含药血清干预浓度为
１０％、１５％、２０％。
３．２　补肾活骨汤含药血清对小鼠 ＲＡＷ２６４．７细胞
向破骨细胞分化影响的分析结果

空白对照组无破骨细胞。诱导分化组及 １０％、
１５％、２０％补肾活骨汤含药血清组小鼠ＲＡＷ２６４．７细

胞分化的破骨细胞数量比较，组间差异均有统计学意

义［（３４．０００±４．０００）个，（２７．６７０±１．５２８）个，
（１７．３３０±１．５２８）个，（１０．６７０±２．０８２）个，Ｆ＝
５２．１００，Ｐ＝０．０００］。１０％补肾活骨汤含药血清组小
鼠ＲＡＷ２６４．７细胞分化的破骨细胞数量与诱导分化
组的差异无统计学意义（Ｐ＝０．２０９），１５％、２０％补肾
活骨汤含药血清组小鼠 ＲＡＷ２６４．７细胞分化的破骨
细胞数量均少于诱导分化组和１０％补肾活骨汤含药
血清组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００１；Ｐ＝０．０１６，Ｐ＝０．００２）；
２０％补肾活骨汤含药血清组小鼠 ＲＡＷ２６４．７细胞分
化的破骨细胞数量少于１５％补肾活骨汤含药血清组
（Ｐ＝０．０４６）。各组小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞分化破骨细
胞ＴＲＡＰ染色结果见图１。确定采用２０％补肾活骨
汤含药血清用于补肾活骨汤含药血清影响小鼠

ＲＡＷ２６４．７细胞向破骨细胞分化作用机制分析。
３．３　补肾活骨汤含药血清影响小鼠 ＲＡＷ２６４．７细
胞向破骨细胞分化作用机制的分析结果

３．３．１　破骨细胞分化相关基因ｍＲＮＡ表达水平检测
结果　空白对照组、诱导分化组、２０％补肾活骨汤含
药血清组小鼠 ＲＡＷ２６４．７细胞 ＴＲＡＰ和 ＮＦＡＴｃ１的
ｍＲＮＡ相对表达量比较，组间差异均有统计学意义。
诱导分化组、２０％补肾活骨汤含药血清组小鼠
ＲＡＷ２６４．７细胞ＴＲＡＰ和ＮＦＡＴｃ１的ｍＲＮＡ相对表达
量均高于空白对照组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝
０．００２，Ｐ＝０．０１１），２０％补肾活骨汤含药血清组小鼠
ＲＡＷ２６４．７细胞ＴＲＡＰ和ＮＦＡＴｃ１的ｍＲＮＡ相对表达
量均低于诱导分化组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）。见表２。
３．３．２　破骨细胞分化相关基因蛋白表达水平检测结
果　空白对照组、诱导分化组、２０％补肾活骨汤含药
血清组小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞ＮＦＡＴｃ１、组织蛋白酶Ｋ、
多囊蛋白１、ＴＡＺ的蛋白相对表达量比较，组间差异
均有统计学意义。诱导分化组、２０％补肾活骨汤含药
血清组小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞ＮＦＡＴｃ１、组织蛋白酶Ｋ、
多囊蛋白１、ＴＡＺ的蛋白相对表达量均高于空白对照
组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝
０．００１，Ｐ＝０．００２；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．００１），２０％补肾活
骨汤含药血清组小鼠 ＲＡＷ２６４．７细胞 ＮＦＡＴｃ１、组织
蛋白酶Ｋ、多囊蛋白１、ＴＡＺ的蛋白相对表达量均低于
诱导分化组（Ｐ＝０．００８，Ｐ＝０．００５，Ｐ＝０．００６，Ｐ＝
０．０２２）。见表３、图２。
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图１　各组小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞分化破骨细胞抗酒石酸酸性磷酸酶染色结果（×１００）

表２　各组小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞破骨细胞分化相关基因ｍＲＮＡ相对表达量

组别 样本量／孔 抗酒石酸酸性磷酸酶（ｘ±ｓ） 活化Ｔ细胞核因子ｃ１（ｘ±ｓ）
空白对照组 ３ １．００３±０．０８１ １．００３±０．０９０
诱导分化组 ３ ６．０４７±０．４９９ ６．５４０±０．６５５

２０％补肾活骨汤含药血清组 ３ ２．７９７±０．３７０ ２．６２３±０．４２２
Ｆ值 １４９．８００ １１８．７００
Ｐ值 ０．０００ ０．０００

表３　各组小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞破骨细胞分化相关基因蛋白相对表达量

组别 样本量／孔 ＮＦＡＴｃ１１）
（ｘ±ｓ）

组织蛋白酶Ｋ
（ｘ±ｓ）

多囊蛋白１
（ｘ±ｓ）

ＴＡＺ２）
（ｘ±ｓ）

空白对照组 ３ ０．４２０±０．０６６ ０．２９０±０．０６２ ０．２６３±０．０４５ ０．４２３±０．０５５
诱导分化组 ３ ０．８９７±０．０４９ ０．８２０±０．０５３ ０．７６０±０．０４６ ０．８５０±０．０４４

２０％补肾活骨汤含药血清组 ３ ０．６９７±０．０３５ ０．５７７±０．０５９ ０．５９３±０．０３２ ０．６９７±０．０５０
Ｆ值 ６４．７２０ ６２．５１０ １１１．３００ ５６．３００
Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　注：１）活化Ｔ细胞核因子ｃ１；２）ＰＤＺ结合基序转录共激活因子。

　　　　　　①为空白对照组；②为诱导分化组；③为２０％补肾活骨汤含药血清组。

图２　各组小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞破骨细胞分化相关基因蛋白表达水平ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测结果

４　讨　论
补肾活骨汤以熟地黄、当归共为君药，续断、骨碎

补、丹参、红花共为臣药。熟地黄补血滋阴，益精填

髓，归肝、肾经；当归补血活血，归肝、心、脾经。二者

共为君药，当归于补血而外，复有活血之能；熟地黄于

填精之中，自寓补血之意。熟地黄辅以续断、骨碎补，
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补肾强筋以壮骨；当归得丹参、红花之助，祛瘀舒筋以

活骨。诸药合用，共奏补肾活血，强筋壮骨之功。

软骨下骨重塑是钙稳态系统的一个重要组成部

分，正常情况下，破骨细胞介导的骨吸收与成骨细胞

介导的骨形成协同作用，维持软骨下骨重塑稳定［１３］。

然而，在早期 ＯＡ软骨下骨微环境中，由于破骨细胞
分化变快，破骨细胞数量异常增多，进而导致骨吸收

加快，引起软骨下骨重塑异常［１４－１５］。破骨细胞是一

种特殊的多核巨细胞，是骨吸收的主要执行者；其分

化过程受 ＮＦＡＴｃ１、组织蛋白酶 Ｋ等分子的调控。
ＮＦＡＴｃ１是调节破骨细胞终末分化的主要转录因子，
ＮＦＡＴｃ１活化后从细胞质转运进入细胞核，能够促进
ＴＲＡＰ、组织蛋白酶Ｋ、基质金属蛋白酶９等基因的转
录［８］。组织蛋白酶Ｋ属于溶酶体半胱氨酸蛋白酶中
的番木瓜蛋白酶超家族成员，其在成熟破骨细胞中高

表达，而沉默组织蛋白酶Ｋ的表达能够抑制软骨下骨
吸收［１６］。

相关研究发现，抑制破骨细胞ＮＦＡＴｃ１、组织蛋白
酶Ｋ分子的过表达能够抑制破骨细胞的分化和活性，

改善软骨下骨重塑，延缓 ＯＡ进展［１７－１８］。本研究结

果显示，补肾活骨汤含药血清能够抑制小鼠

ＲＡＷ２６４．７细胞向破骨细胞分化，且在一定范围内其
抑制作用呈现剂量依赖性。进一步机制研究结果显

示，补肾活骨汤含药血清能够逆转诱导破骨细胞分化

引起的 ＴＲＡＰ、ＮＦＡＴｃ１的 ｍＲＮＡ表达水平升高和
ＮＦＡＴｃ１、组织蛋白酶 Ｋ的蛋白表达水平升高。该结
果提示，补肾活骨汤含药血清能够通过下调ＮＦＡＴｃ１、
组织蛋白酶Ｋ的表达，抑制破骨细胞分化。

近些年，骨细胞中多囊蛋白１和ＴＡＺ之间的关系
已被深入研究。有研究发现，ＴＡＺ是多囊蛋白１调节
骨细胞生理功能的关键蛋白［１９－２１］。多囊蛋白１是由

多囊肾病基因１编码的一种大型机械感应蛋白，与骨
骼的生成和重塑关系密切［２２］。ＴＡＺ是 Ｈｉｐｐｏ信号通

路的下游效应器；多项研究表明，ＴＡＺ参与破骨细胞
生成及骨重塑，能够调控下游ＮＦＡＴｃ１、组织蛋白酶Ｋ
等分子的表达［２３－２４］。Ｈｕａｎｇ等［１１］研究发现，在破骨

细胞中多囊蛋白１可通过形成多囊蛋白１ＴＡＺ复合
物影响ＴＡＺ的核转位，进而调节破骨细胞生成，影响
骨吸收；且在破骨细胞谱系中，多囊蛋白１或 ＴＡＺ的
条件性缺失能够导致组织蛋白酶 Ｋ、ＮＦＡＴｃ１等破骨
细胞分化相关基因的表达下调。本研究结果显示，诱

导破骨细胞分化会引起多囊蛋白１与 ＴＡＺ蛋白表达
水平上调，而补肾活骨汤含药血清能够逆转其表达水

平上调。因此，我们认为，多囊蛋白１与 ＴＡＺ可能是
补肾活骨汤调控破骨细胞分化的关键靶点。这也为

补肾活骨汤治疗 ＯＡ的作用机制研究提供了新的
方向。

本研究结果表明，补肾活骨汤含药血清能够抑制

小鼠ＲＡＷ２６４．７细胞向破骨细胞分化，其作用机制可
能通过下调多囊蛋白 １、ＴＡＺ的表达进而抑制
ＮＦＡＴｃ１、组织蛋白酶 Ｋ等破骨细胞分化相关基因的
表达。
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