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!
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%

作者单位#

#4
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%:%!""

%&

!4

福建中医药大学中西医结合研究院骨病研究所$福州
%6"#!!

%

通讯作者#林燕萍!

)=3

#

"6;# > !!$:#";"

!

? > @,A3

#

30B::C#!:4D2@

EF(

#

#"

!

7::#GH

!

DHA@

!

!"#7":#8

!

#%$

!基础研究!

青娥方含药血清对破骨细胞前体
IJ* !:8

!

7

细胞

KJ<GL/DGB#%"&,M

通路及上清液炎症因子的影响

郭世明#

"

!

"郑亚明#

"陈"盛#

"吴银生!

"黄美雅!

"林燕萍!

摘要"目的"观察青娥方含药血清对破骨细胞前体
IJ* !:8

!

7

细胞
KJ<GL/DGB#%"&,M

通路相关基

因蛋白表达及上清液炎症因子的影响# 方法"制备青娥方含药血清和生理盐水血清"分别干预体外培养的

破骨细胞前体
IJ* !:8

!

7

细胞# 干预
#! N

和
!8 N

后"提取
@I5J

和蛋白"荧光定量
O&I

$

PO&I

%检测

KJ<GL/DGB#%"&,M

及下游信号关键因子
&I<

&

&%Q

和
IJL @I5J

表达的变化"应用蛋白免疫印迹法

$

*=MR=/- S32R

%检测
KJ<GL/DGB#%"&,M

及下游信号关键因子
&I<

&

&%Q

和
IJL

蛋白表达的变化'应用

?T(LJ

法检测细胞上清液
(T

#

:

&

)5K

#

!

&

OQ?

!

含量# 结果"与同期生理盐水血清组比较"青娥方含药血清

组
KJ<

&

L/D

&

B#%"&,M

&

&I<

&

&%Q

和
IJL

的
I5J

和蛋白表达均明显减少$

O U "

!

"6

"

O U "

!

"#

%"以

KJ<

&

L/D

&

B#%"&,M

下降最为显著"而细胞上清液炎症因子
(T

#

:

"

)5K

#

!

和
OQ?

!

含量明显下降$

O U

"

!

"6

"

O U "

!

"#

%# 结论"青娥方含药血清能够下调
KJ<GL/DGB#%"&,M

及其下游信号分子的表达"抑制

IJ* !:8

!

7

细胞分泌炎症因子"从而抑制
IJ5<T V+&LK

诱导的破骨细胞分化#

关键词"青娥方'含药血清'

IJ* !:8

!

7

'

KJ<GL/DGB#%"&,M

通路'炎症因子

?WW=DR 2W XA-Y

$

= I=DAB= &2-R,A-A-Y L=/.@ 2- FMR=2D3,MR O/=D./M2/ IJ* !:8

!

7 &=33M ZA,

KJ<GL/DGB#%"&,M O,RN[,0 ,-\ (-W3,@@,R2/0 K,DR2/M

"

Q]F LNA

#

@A-Y

#

!

!

!

^_?5Q 9,

#

@A-Y

#

!

&_?5

LN=-Y

#

!

*] 9A-

#

MN=-Y

!

!

_]J5Q +=A

#

0,

!

!

,-\ T(5 9,-

#

BA-Y

!

"

# E=B,/R@=-R 2W FMR=2B,=\ADM

!

^N,-

#

Y`N2. _2MBAR,3 2W )/,\ARA2-,3 &NA-=M= +=\ADA-=

!

K.HA,-

$

%:%!""

%&

! (-MRAR.R= 2W a2-= EAM=,M=

!

JD,\=@0

2W (-R=Y/,RAZ= +=\ADA-=

!

K.HA,- ]-AZ=/MAR0 2W )/,\ARA2-,3 &NA-=M= +=\ADA-=

!

K.`N2.

$

%6"#!!

%

JaL)IJ&)

#

FSH=DRAZ=

#

)2 2SM=/Z= RN= =WW=DRM 2W XA-Y

$

= I=DAB=

$

XI

%

D2-R,A-A-Y M=/.@ 2- 2MR=2D3,MR

B/=D./M2/ IJ* !:8

$

7 D=33M ZA, KJ<GL/DGB#%"&,M B,RN[,0 ,-\ A-W3,@@,R2/0 W,DR2/M4 +=RN2\M

#

XI D2-R,A-A-Y

M=/.@ ,-\ -2/@,3 M,3A-=

$

5L

%

M=/.@ [=/= B/=B,/=\

!

[NADN A-R=/Z=-=\ 2MR=2D3,MR B/=D./M2/ IJ*!:8

$

7 D=33M

A- ZAR/2 /=MB=DRAZ=304 JWR=/ #! ,-\ !8 N A-R=/Z=-RA2-

!

@I5J ,-\ B/2R=A- [=/= =bR/,DR=\4 @I5J ,-\ B/2R=A- 3=Z

#

=3M 2W KJ<GL/DGB#%"&,M ,-\ RN= \2[-MR/=,@ MAY-,3 c=0 W,DR2/M

$

&I<

!

&%Q

!

IJL

%

[=/= \=R=DR=\ ZA, I=,3

#

RA@= P.,-RAR,RAZ= O&I

$

PO&I

%

,-\ *=MR=/- S32R /=MB=DRAZ=304 )N= 3=Z=3M 2W (T

#

:

!

)5K

#

!

!

,-\ OQ?

!

2- D=33 M.B=/

#

-,R,-R [=/= \=R=DR=\ ZA, ?T(LJ4 I=M.3RM

#

@I5J ,-\ B/2R=A- =bB/=MMA2- 3=Z=3M 2W KJ<

!

L/D

!

B#%"&,M

!

&I<

!

&%Q

!

,-\ IJL 2SZA2.M30 \=D/=,M=\ A- RN= XI D2-R,A-A-Y M=/.@ Y/2.B

!

,M D2@B,/=\ [ARN RN= 5L

Y/2.B

$

O U"

$

"6

!

O U"

$

"#

%

4 )N= \=D/=@=-R 2W KJ<

!

L/D

!

,-\ B#%"&,M \=D/=,M=\ @2/= MAY-AWAD,-R304 )N= M=

#

D/=RA2- 2W A-W3,@@,R2/0 D0R2cA-=M (T

#

:

!

)5K

#

!

!

,-\ OQ?

!

\=D/=,M=\ @2/= MAY-AWAD,-R30 A- RN= XI D2-R,A-A-Y

M=/.@ Y/2.B

$

O U"

$

"6

!

O U"

$

"#

%
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#
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#
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2W KJ<GLI&GB#%"&,M ,-\ RN=A/ \2[-MR/=,@ MAY-,3A-Y @23=D.3=M

!

A-NASAR A-W3,@@,R2/0 D0R2cA-=M M=D/=R=\

S0 IJ* !:8

$

7 D=33M

!

RN=/=W2/=

!

A-NASARA-Y IJ5<T V+&LK A-\.D=\ 2MR=2D3,MR \AWW=/=-RA,RA2-4

<?9*FIEL

#

XA-Y

$

= I=DAB=

&

\/.Y D2-R,A-A-Y M=/.@

&

IJ* !:8

$

7 D=33M

&
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A-W3,@@,R2/0 W,DR2/
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""骨质疏松症确切发病机制目前还不清楚!但骨代

谢失衡的观点己被广泛接受' 破骨细胞功能的失调是

导致绝经后骨质疏松症发病的重要原因!破骨细胞体

外培养是研究破骨细胞生物学特性及骨吸收机制与调

控因素的重要方法!因此建立破骨细胞体外培养模型

是研究骨质疏松症的重要手段' 目前研究已表明!

KJ<GL/DGB#%"&,M

通路可以通过调节破骨细胞的结

构和功能来抑制破骨细胞活性!在早期骨质疏松起重

要作用(

#

)

' 本课题组前期研究表明!青娥方可减缓骨

质疏松模型大鼠骨密度及雌二醇含量水平的下降(

!

)

'

临床研究也表明!青娥方对原发性骨质疏松症有明显

的防治作用(

%

)

' 为进一步阐明青娥方防治绝经后骨

质疏松症的作用机制!本研究从骨吸收角度切入!通过

青娥方含药血清干预体外培养破骨细胞!检测
KJ<G

L/DGB#%"&,M

及其下游信号分子
&I<

*

&%Q

和
IJL

@I5J

和蛋白表达!以及细胞上清液炎症因子
(T

#

:

*

)5K

#

!

和
OQ?

!

的含量变化!以探讨青娥方防治骨质

疏松症的发病机制'

材料与方法

#

"实验动物"

%

月龄
LOK

级雌性
LE

大鼠

%"

只!由上海斯莱克实验动物有限责任公司提供!实

验动物许可证号#

L&d<

$沪%

!"#!

%

"""#

!合格证编

号#

"""##"#

!体重$

!%#

&

##

%

Y

!医学实验动物环境

设施为福建中医药大学动物实验中心鼠类实验室$合

格证号#

L9d< !"#!

%

"""#

%' 饲养环境#温度$

!!

&

!

% '!湿度$

66

&

6

%

e

'

!

"实验药物"青娥方由杜仲$盐炒%

#6 Y

*补骨

脂$盐炒%

#" Y

*核桃仁$炒%

#" Y

*大蒜
6 Y

组成!原药

材购于福建中医药大学国医堂!由福建中医药大学医

学实验中心中药制剂室制备'

$

倍量水浸泡后常规煎

煮法煎煮
!

次!合并煎煮液!旋转蒸发器中蒸发浓缩!

再水浴锅上浓缩成膏$每克浸膏含生药
6

!

7; Y

!

8

'保

存备用%'

%

"主要试剂与仪器"

IJ* !:8

!

7

细胞$美国

J)&&

细胞库!生产批号#

)(a

%

7#

%&

KJ<

抗体$美国

&=33 LAY-,3A-Y )=DN-232Y0

公司! 生产批号#

%!$6

%&

B#%"&,M

抗体$美国
L,-R, &/.`

公司! 生产批号#

MD

%

%:6!""

%&

D

#

L/D

抗体$美国
L,-R, &/.`

公司!

生产批号#

MD

%

#$

%&

&%Q

抗体$美国
L,-R, &/.`

公

司!生产批号#

MD

%

%!"66

%&

I,M

抗体$美国
&=33 LAY

#

-,3A-Y )=DN-232Y0

公司!生产批号#

%;:6

%&

&/c

抗体

$美国
aE )/,-M\.DRA2- T,S2/,R2/A=M

公司! 生产批

号#

:#""%:

%&一抗稀释液$碧云天生物技术研究所!

生产批号#

O""!%J

%&二抗稀释液$碧云天生物技术研

究所! 生产批号#

O""!%E

%&

"

#

,DRA-

$北京全氏金生物

技术有限公司! 生产批号#

_&!"#

%&鼠二抗$北京全

氏金生物技术有限公司! 生产批号#

_L!"#

%&兔二抗

$北京全氏金生物技术有限公司! 生产批号#

_L#"#

%&

彩色预染蛋白质分子量标准
+,/c=/

$碧云天生物技

术研究所! 生产批号#

O"":$

%&

a=02 B3.M

超敏化学

发光试剂盒 $碧云天生物技术研究所! 生产批号#

O""#$

%&反转录试剂盒$日本
),<,I,

公司!生产批

号#

II"87J

%&

O&I

引物$日本
),<,I,

公司!生产

批号#

5LFf!"%%;86f""# g"#8

%&

L9aI O/=@Ab ?b

),P O&I <AR

$日本
),<,I,

公司! 生产批号#

II$!"J

%&

(T

#

:

酶联免疫吸附测试试剂盒$南京森贝

伽科技有限公司! 生产批号#

La'

#

+""88

%&

)5K

#

!

酶

联免疫吸附测试试剂盒$南京森贝伽科技有限公司! 生

产批号#

La'

#

+""%"

%&

OQ?

!

酶联免疫吸附测试试剂盒

$南京森贝伽科技有限公司! 生产批号#

La'

#

+""66

%&

?Tb$""

型酶标仪$美国
aA2

#

)?<

公司%&凝胶成像系

统
Q?T EF& !"""

型 $美国
O?

公司%&荧光实时定量

O&I

仪
76"" W,MR

型$美国
Ja(

公司%'

8

"实验方法

8

(

#

"含药血清的制备"

%"

只
%

月龄
LOK

级
LE

雌性大鼠!随机分成
!

组#青娥方组和生理盐水组!各

#6

只' 适应性饲养
7

天后!开始灌胃' 青娥方组给予

青娥方浸膏
"

!

:! YG

$

cY

"

\

%!生理盐水组以生理盐水

! @TG\

灌胃!两组均连续灌胃
7

天!于最后一次灌胃

后
# N

无菌采集腹主动脉血' 全血室温下静置
! N

!

% """ / G@A-

!离心
#6 @A-

后取上清!同组血清混匀!

6:

'水浴灭活补体
%" @A-

!过滤器$

"

!

!! #@

孔径%

过滤除菌! %

!"

'保存备用'

8

(

!

"破骨细胞前体
IJ* !:8

!

7

细胞的诱导分

化与破骨细胞的鉴定"取
#6

代以内的同代细胞!以

#

)

#"

8

G@T

密度接种!加入高糖
E+?+

培养基
V

#"eKaL

!在
%7

'*

6e &F

!

培养箱培养!细胞贴壁

8$ N

后!去原培养基!加入诱导分化液$高糖
E+?+

培养基
VIJ5<T V+&LK

!

IJ5<T

及
+&LK

在板孔

中的终浓度分别为
6" -YG@T

和
%" -YG@T

%' 第
:

天

镜下观察!并用
)IJO

法染色!出现
%

个核及以上的

多核细胞且具有皱折缘即为破骨细胞'

8

(

%

"应用梯度浓度的血清干预
IJ* !:8

!

7

细

胞以确定最佳干预血清浓度"取第
:

代
IJ* !:8

!

7

细胞消化种植于
!8

孔板!细胞密度
%

)

#"

%

G

孔!待细

胞贴壁
!8 N

后更换培养液$高糖
E+?+

培养基
V

IJ5<T V+&LK

!

IJ5<T

及
+&LK

在板孔中的终浓
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#

" !&###"

度分别为
6" -YG@T

和
%" -YG@T

%!分别加入
6e

*

#"e

和
#6e

的青娥方含药血清或生理盐水血清!每组

%

个复孔' 每
!

天换液
#

次!连续培养
:

天!

)IJO

染

色!显微镜下计数每个孔
%

个核及以上的多核破骨细

胞数量' 取相同浓度青娥方含药血清组与生理盐水血

清组分化细胞数量差别较明显的血清浓度作为最佳浓

度进行正式实验'

8

!

8

"破骨细胞分组*干预"取同代的
IJ*

!:8

!

7

细胞消化*接种于
!6 D@

!培养瓶!细胞密度
#

)

#"

:

G

瓶!以高糖
E+?+

培养基
V#"eKaL

培养!待细胞

贴壁
!8 N

后!弃原培养液!分组#青娥方含药血清组*生

理盐水血清组!加入培养液$见
8

!

%

%!再分别加入最佳

浓度的青娥方含药血清及相应浓度的生理盐水血清'

培养
#!

*

!8 N

后收集细胞及细胞上清液检测'

8

!

6

"荧光实时定量
O&I

法检测"

I5J

采用

)/A`23

法提取细胞总
I5J

!根据反转录试剂盒提供实

验步骤进行逆转录!合成
KJ<

*

L/D

*

B#%"&,M

*

&I<

*

&%Q

和
IJL

扩增引物!进行
O&I

反应'

O&I

引物

序列#

KJ<

引物#上游#

6

$#

JQJJ&))QQJ&Q&)Q

#

)J))QQJQJ

#

%

$! 下 游#

6

$#

)Q&JJ&JQ&&JJJ

Q&)QQJ

#

%

$&

L/D

引物#上游#

6

$#

Q&JJQJ)&J&

#

)JQJ&QQQJJ)&J

#

%

$!下游#

6

$#

Q&J))Q)&QJJ

Q)&QQJ)J&JQJQ

#

%

$&

B#%"&,M

引物# 上游
6

$#

&QJQJ&&&J))Q))QQJ)Q)Q)J

#

%

$! 下 游
6

$#

QQQ&J&J)&&))Q&)&J&JQ

#

%

$&

&I<

引物#上游

6

$#

)QJQ&)JQQQ)&JJ)&Q&)&J)&

#

%

$!下游
6

$#

&&J)QJJQQ)JJJ)QQQ)))QJQJJ

#

%

$&

IJL

引

物#上游
6

$#

JQJ&)&QJQ)QQJJ))QQQ)QJJ

#

%

$!

下游
6

$#

)QJJ&J)))QQ&)Q&)Q)QQJ

#

%

$&

&%Q

引

物#上游
6

$#

)&)QQJ&JJQQ)QQJ&&JQJJQ

#

%

$!

下游
6

$#

)QQ&)Q)QQJJJ)&J)Q&JJ

#

%

$&

"

#

,DRA-

引物#上游
6

$#

JQQ&)Q)Q))Q)&&&)Q)J

#

%

$!下游

6

$#

J)Q)&J&Q&J&QJ)))&&

#

%

$' 引物使用前用

E?O&

水溶解成
#" B@23G#T

浓度的引物溶液' 反应

体系低速离心机离心!在低速震荡器震荡混匀' 荧光

定量
O&I

仪设定如下#

;6

'

6 M

变性!

:"

'

%8 M

退

火*延伸!循环
8"

次!得到扩增曲线'

;6

'

#6 M

!

:"

'

# @A-

!

;6

'

#6 M

!得到溶解曲线' 以各组

"

#

,DRA-

作为内参!对各组样品进行校正!应用
!

%

$$&R法

$

IX

值%计算基因相对表达量'

8

!

:

"

*=MR=/- S32R

法检测蛋白"细胞裂解液裂

解细胞后!提取总蛋白'

a&J

法检测蛋白浓度后变

性' 计算
%" #Y

蛋白样品所需的体积以及
8 #T

彩色

蛋白分子量标准
+,/c=/

!分别加入上样孔中!电泳*转

膜*封闭!一抗孵育!二抗孵育!洗膜!化学发光与曝光'

应用
(@,Y= O/2

#

B3.M B/2Y/,@ Z=/MA2- 6

!

"

图像分

析系统分析
O1EK

膜中的目的条带!计算机自动读取

并记录每条带的光密度值'

8

!

7

"

?T(LJ

法检测"试剂盒及细胞上清液于室

温下平衡
%" @A-

!按照
?T(LJ

试剂盒操作方法!根据

标准品的浓度及对应的
FE

值!绘制标准曲线!再根据

样品
FE

值计算出对应的样品浓度!计算
(T

#

:

*

)5K

#

!

*

OQ?

!

的含量'

6

"统计学方法"实验数据运用
LOLL #$

!

"

软

件包处理分析!参数值用
b

&

M

表示!组间比较采用单

因素方差分析!

O U"

!

"6

为差异有统计学意义'

结""果

#

"两组诱导破骨细胞的鉴定与数量的比较

$图
#

%"诱导培养
:

天后发现
IJ* !:8

!

7

细胞分化

成有数个细胞核的多核巨细胞!经
)IJO

液染色!可

见细胞边缘的皱折缘' 当两组血清浓度均为
6e

时!

生理盐水血清组和青娥方含药血清组的破骨细胞的数

量最多!随着干预的血清浓度的升高!两组的破骨细胞

数逐渐减少' 与生理盐水血清组比较!相同浓度的青

娥方含药血清组所诱导的破骨细胞数减少!但低浓度

血清的两组差别不明显' 当青娥方含药血清浓度为

#"e

时!青娥方含药血清组与相同浓度的生理盐水血

清组破骨细胞数量相差最大$

O U"

!

"#

%' 当两组的血

清浓度为
#6e

时!两组破骨细胞的数量也逐渐减少!

两组差别亦减小$

O U"

!

"6

%' 故选择
#"e

血清浓度

进行后续实验'

!

"两组细胞
KJ<

*

L/D

*

B#%"&,M

*

&I<

*

&%Q

和
IJL @I5J

表达比较$表
#

%"青娥方含药血清组

表
#

#两组细胞
KJ<

*

L/D

*

B#%"&,M

*

&I<

*

IJL

*

&%Q @I5J

相对表达量比较"$

b

&

M

%

组别
-

培养时间
KJ< L/D B#%"&,M &I< IJL &%Q

生理盐水血清
% #! N #

(

"""

&

"

(

""" #

(

"""

&

"

(

""" #

(

"""

&

"

(
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(
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&

"

(
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(
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&

"
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(
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&

"

(

"""

!8 N #

(
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&

"

(
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(
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&

"

(
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(

!$%

&

"

(

":7 #

(

%:8

&

"

(

"%6 #

(

8:!

&

"

(

"6% #

(

6$%

&

"

(

";6

青娥方含药血清
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"

(
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(
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(
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(
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(
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(
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(
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(
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"
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(
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"

(
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&

"

(
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!!

"

(
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&

"

(
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!!

"

(
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&

"
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#

""注#与生理盐水血清组比较!

!

O U"

!

"6

!

!!

O U"

!

"#

图
#

#梯度浓度青娥方含药血清干预小鼠
IJ* !:8

!

7

细胞分化成破骨细胞"$

)IJO

染色%

与生理盐水血清组比较!各时间段上述各指标均明显

下降$

O U "

!

"6

!

O U "

!

"#

%!以
KJ<

*

L/D

*

B#%"&,M

下降最为显著'

%

"两组细胞
KJ<

*

L/D

*

B#%"&,M

*

&I<

*

&%Q

*

IJL

蛋白表达比较$图
!

!表
!

%"青娥方含药血清组

与生理盐水血清组比较!各时间段上述各指标均明显

下降$

O U "

!

"6

!

O U "

!

"#

%!以
KJ<

*

L/D

*

B#%"&,M

下降最为显著'

""注#

5

为生理盐水血清组&

X

为青娥方含药血清组

图
!

#

KJ<GL/DGB#%"&,M

信号通路信号蛋白的

*=MR=/- S32R

检测结果

8

"两组细胞上清液
(T

#

:

*

)5K

#

!

*

OQ?

!

含量比

较$表
%

%"生理盐水血清组
IJ* !:8

!

7

细胞分泌

(T

#

:

!

)5K

#

!

和
OQ?

!

持续升高' 培养
#! N

!青娥方含

药血清组
(T

#

:

有所下降!与生理盐水血清组无明显差

异$

O h"

!

"6

%!但
)5K

#

!

*

OQ?

!

明显低于生理盐水血

清组$

O U"

!

"6

%' 至
!8 N

!青娥方含药血清组
(T

#

:

*

OQ?

!

进一步下降!与生理盐水血清组比较!差异有统

计学意义$

O U "

!

"6

!

O U "

!

"#

%!

)5K

#

!

两组比较差

异无统计学意义$

O h"

!

"6

%'

讨""论

绝经后骨质疏松症主要表现为高转换型!即骨的

高吸收与高形成!绝经后骨质疏松$

O+FO

%的早期预

防应着重于抑制骨吸收' 破骨细胞体外培养是研究破

骨细胞生物学特性及骨吸收机制与调控因素的重要方

法!因此建立破骨细胞体外培养模型是研究骨质疏松

症的重要手段'

IJ* !:8

!

7

细胞为小鼠单核白血病

细胞!来源于小鼠肿瘤!生物学特性较稳定!是目前运

用较广泛的一种破骨细胞前体细胞' 国内外研究表

明!

IJ5<T

和
+&LK

联合诱导外周血单核细胞即可成

功获得破骨细胞!可用来建立理想的破骨细胞体外模

型(

8

!

6

)

' 本研究应用
IJ* !:8

!

7

细胞!在
IJ5<T V

+&LK

的诱导下培养
:

天!即可分化成有数个细胞核

的多核巨细胞!经
)IJO

液染色!可见细胞边缘的皱

折缘!故破骨细胞的体外培养模型成功建立'

本研究结果发现!血清浓度为
6e

时!破骨细胞的

数量最多!随着血清浓度的升高!破骨细胞数却逐渐减

少!两组之间差异有统计学意义' 可见高浓度的青娥

方含药血清对破骨细胞的分化有抑制作用!其机制可

能为青娥方通过抑制肌动蛋白环的形成使破骨细胞分
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表
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#两组细胞上清液
(T

#

:

*

)5K

#

!

*

OQ?
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含量比较"$

b

&

M

%

组别
-

培养时间
(T

#
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(
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(
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(
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(
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""注#与生理盐水血清组同期比较!

!

O U"

!

"6

!

!!

O U"

!

"#

化下降!但生理盐水血清组破骨细胞数量也进一步减

少!其机制有待于进一步探讨'

现代研究发现!

)5K

#

!

可直接促进破骨细胞前体

细胞的增殖及破骨祖细胞的分化(

:

)

!对成熟破骨细胞

的骨吸收功能也有促进作用(

7

)

'

OQ?

!

是一种重要的

骨吸收刺激因子!能促进破骨细胞的形成!可增强破骨

细胞前体的融合!从而使破骨细胞数量增加!并抑制钙

化!促进骨的吸收'

(T

#

:

主要由单核
G

巨噬细胞合成并

分泌!直接作用于破骨细胞促进其增值* 分化!刺激骨

吸收&同时也可以刺激其他细胞分泌!增加其他因子的

作用! 如
(T

#

:

可与
OQ?

!

协同来调节破骨细胞分

化(

$

)

'

)5K

#

!

*

(T

#

:

及
OQ?

!

是骨质疏松发病过程中

%

种重要的炎症因子!可代表破骨细胞的增殖*破骨细

胞的分化以及破骨功能的骨吸收功能' 本研究结果发

现予青娥方含药血清干预
#! N

!

)5K

#

!

及
OQ?

!

明显

降低$

O U"

!

"6

%!

(T

#

:

虽有降低但与生理盐水血清组

比较差异无统计学意义' 干预
!8 N

!

(T

#

:

显著降低

$

O U"

!

"6

%!

OQ?

!

下降更明显$

O U"

!

"#

%!而
)5K

#

!

表达水平与生理盐水血清组比较无明显差异' 提示

OQ?

!

作为最早期的炎症因子!在刺激因子作用下即

出现高表达!再经过
(T

#

:

协同作用及刺激时间的延

长!升高更明显' 青娥方含药血清在早期可明显抑制

)5K

#

!

和
OQ?

!

!后期明显抑制
(T

#

:

表达!推测青娥方

含药血清优先抑制破骨细胞前体细胞的增殖以及破骨

细胞前体的融合!使之无法形成完整的破骨细胞结构'

破骨细胞的吞噬功能表现在骨吸收过程中吸收骨

基质以及暴露出骨陷窝的骨细胞' 这种功能依赖于破

骨细胞的运动及黏附!而破骨细胞的运动及黏附依赖

于破骨细胞肌动蛋白环'

KJ<

属于非受体蛋白酪氨

酸激酶!参与了肌动蛋白环的形成!可以促进破骨细胞

的分化*重塑和骨再生(

;

)

'

KJ<

活化后构象改变! 促

进
KJ<

与
D

#

L/D

的
L_!

域结合'

KJ<GLI&

复合体

通过磷酸化
B#%"&,M

后再通过
&I<

连接到
&%Q

进

入
IJL

途径!继而激活
+JO<

信号转导通路!启动骨

吸收' 激活的
&I<

与下游具有富含脯氨酸区域的蛋

白质
&%Q

通过
&I<

的
L_%

结构域相互结合!其结

合点也定位于粘着斑复合物(

#"

)

' 研究表明!

KJ<

可

调节破骨细胞的结构和功能!

KJ<

敲除后骨吸收减少

%"e

(

##

)

!其作用正是通过调节破骨细胞的结构和功能

来抑制破骨细胞活性'

L/D

基因敲除的小鼠!无法形

成肌动蛋白环(

#!

)

!破骨细胞活性抑制!出现骨硬化

症(

#%

)

' 因此在骨质疏松症的发病机制中
KJ<GL/DG

B#%"&,M

及其下游信号分子在早期骨质疏松起重要

作用'

本研究结果表明!

IJ* !:8

!

7

细胞用
IJ5<T V

+&LK

刺激
#!

*

!8 N

后!

KJ<

*

L/D

*

B#%"&,M

*

&I<

*

&%Q

和
IJL @I5J

和蛋白表达均增加!其中后三者

的增加尤为明显' 经予青娥方含药血清干预后!

KJ<

*

L/D

*

B#%"&,M

*

&I<

*

&%Q

和
IJL

的
I5J

和

蛋白表达均明显减少!以前三者下降最为显著' 可见

青娥方通过抑制
KJ<GL/DGB#%"&,M

的表达!从而抑

制破骨细胞的肌动蛋白环的形成使破骨细胞分化下

降'

IJ5<T V +&LK

刺激
IJ* !:8

!

7

细胞后

&I<

*

&%Q

和
IJL

表达明显增加!增加幅度明显高

于
KJ<

*

L/D

*

B#%"&,M

!提示
KJ<

激活后与
L/D

*

B#%"&,M

结合形成
KJ<GL/DG B#%"&,M

复合体(

#8

)

!

故游离
KJ<

*

L/D

*

B#%"&,M

因子增加不明显' 另一

方面! 青娥方含药血清干预后细胞
KJ<

*

L/D

*

B#%"&,M

的 表 达 下 降 最 明 显! 推 测
KJ<GL/DG

B#%"&,M

可能是形成肌动蛋白环的始发点!在破骨细

胞形成中起+开关,样的作用' 由此可见!青娥方含药

血清可通过下调
KJ<GL/DGB#%"&,M

及其下游信号分
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细胞向破骨细胞分

化' 对
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及其下游信号分子的调节

作用可能是青娥方抑制破骨细胞分化和骨吸收!从而
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