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通络生骨胶囊含药血清对破骨细胞及 Toll 样受体 4/
核因子 κB 信号通路的影响

范思奇 1，曾  平 1，农  焦 2，刘金富 2，钱晓芬 2

文题释义：
TLR4/NF-κB 信号通路：MyD88是TLR4信号通路中重要的衔接蛋白，MyD88激活一个死亡域激酶，引起 IRAK自磷酸化，磷酸化的IRAK与肿瘤

坏死因子受体相关因子6(TRAF6) 相互作用形成复合物，促使NIK活化，进而活化IKK，降解ⅠκB，释放核因子κB(如 核因子κB p65)，由胞质

转位到核内，刺激各种细胞因子等的表达。

核因子κB(NF-κB)：是一种与炎症因子产生、细胞增殖、细胞外基质交联和细胞凋亡密切相关的转录因子，参与多种炎症的信号转导，在

细胞中最常见的作用形式为核因子κB p65及核因子κB p50。

摘要

背景：在激素性股骨头坏死发病机制中Toll样受体4(Toll-link receptors 4，TLR4)信号通路异常发挥着重大的作用，调控TLR4有望成为有效治

疗激素性股骨头坏死的突破点。

目的：研究通络生骨胶囊对破骨细胞分化过程中TLR4信号传导通路的影响，了解通络生骨胶囊对破骨细胞分化抑制过程的分子生物学机制。

方法：将28只12周龄的C57BL/6小鼠随机分为通络生骨胶囊高、中、低剂量灌胃组[设置0.91 g/(kg•d)为中剂量，该浓度剂量的2倍为高剂

量，0.5倍为低剂量]和生理盐水灌胃组，每日1次，持续灌胃14 d。末次给药8 h后，通过腹主动脉取血来制备含药血清和对照血清组。采

用核因子κB受体激活蛋白配体和巨噬细胞集落刺激因子诱导因子联合诱导RAW264.7 细胞株，将细胞分为5组：正常组、生理盐水组、通

络生骨胶囊含药血清低、中、高浓度组。经CCK-8法观察含药血清对细胞增殖的影响后，选择剂量浓度为20%的含药血清在诱导的第4天干

预破骨细胞前体，每组分别在诱导24，48，72，96 h观察破骨细胞前体的生长形态及融合程度，第8天通过TRAP染色来观察破骨细胞的数

目，通过Western blot检测关键蛋白TLR4、核因子κBp65的表达，ELISA检测细胞上清液肿瘤坏死因子α的水平。实验方案经广西中医药大学

动物实验伦理委员会批准。

结果与结论：①通络生骨胶囊低、中、高剂量组培养液中肿瘤坏死因子α水平均低于正常组(P < 0. 01)，通络生骨胶囊低剂量组与中剂量组

之间差异无显著性意义；②通络生骨胶囊高、中、低剂量组TLR4蛋白表达均显著低于正常组(P < 0.05)；通络生骨胶囊组中剂量、高剂量组核

因子κBp65蛋白表达显著低于正常组(P < 0.05)；其中TLR4、核因子κBp65蛋白的表达在通络生骨胶囊中剂量组中抑制效果最为有效；③结果说

明，通络生骨胶囊治疗激素性股骨头坏死的机制之一可能是通过抑制TLR4//NF-κB信号通路，减少了下游的炎症因子肿瘤坏死因子α的释放，

改善了激素性股骨头坏死中的炎症环境；另一方面又抑制了破骨细胞活性，使骨吸收减弱，改善了激素性股骨头坏死中的骨代谢平衡。
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0   引言   Introduction
激素性股骨头坏死是由于长期使用糖皮质激素，损坏了

股骨头的血供，导致骨细胞、骨髓成分坏死，在持续机械应

力作用下导致股骨头的局部区域中出现骨小梁稀疏和骨髓的

坏死为特征的代谢性疾病
[1-2]

。骨骼结构的稳定及骨组织的

新陈代谢依赖于成骨细胞与破骨细胞的平衡
[3]
。研究表明长

期大剂量应用糖皮质激素可以影响成骨细胞及破骨细胞的活

性及存活周期，导致股骨头中出现骨代谢紊乱现象，使股骨

头内骨组织力学结构改变，在外界重力的作用下发生微骨折，

诱发激素性股骨头坏死
[4]
。因此，从破骨、成骨细胞活性方

面作为突破点，可以在根本上起到治疗甚至逆转激素性股骨

头坏死病程的作用。前期应用 iTRAQ 技术筛选激素性股骨头

坏死患者的血清进行蛋白质组学研究，发现激素性股骨头坏

死患者体内 SERPINA4、SAA1、CD14、HP 蛋白存在显著差异；

通路分析表明，这些差异蛋白显著富集在 Toll 样受体 4(Toll-

link receptors 4，TLR4) 信号通路
[5-7]

。最近研究证明，大剂量

应用糖皮质激素可导致 TLR4 信号通路过度激活，加剧炎症

因子的释放，使破骨细胞大量增殖，骨吸收远远强于骨形成，

导致骨组织的结构力学改变及骨小梁的稀疏，引起股骨头不

堪负重而坏死塌陷
[8-11]

。因此，在激素性股骨头坏死发病机

制中 TLR4 信号通路异常发挥着重大的作用，调控 TLR4 有望

成为有效治疗激素性股骨头坏死的突破点。前期动物及细胞

实验研究表明通络生骨胶囊可以有效防治激素性股骨头坏

死，但其具体机制还有待进一步研究
[12-14]

。此次实验旨在从

TLR4 信号通路影响骨代谢为切入点，通过从通络生骨胶囊含

药血清对体外培养破骨细胞活性及 TLR4 信号通路影响的研

究，在前期临床观察的基础上从分子生物学角度以进一步阐

述通络生骨胶囊治疗激素性股骨头坏死的机制。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计    细胞学实验观察。

1.2   时间及地点   实验于 2018 年 7 月至 2019 年 11 月在广

西中医药大学第一附属医院分子实验室完成。

1.3  材料

1.3.1  实验动物  取 12 周龄清洁级 C57BL/6 雌性小鼠 28 只，

体质量 18-20 g，分为通络生骨胶囊高、中、低剂量组、正常

组及生理盐水对照组，每组 7 只。实验动物来源于长沙市天

勤生物技术有限公司；许可证号码：SCXK( 湘 )2014-0011。

合格证编号：43006700014844。
1.3.2  中药组成及来源  通络生骨胶囊中药组成：木豆叶；

胶囊剂型购于广西中医药大学第一附属医院中药房。

1.3.3  实验试剂  RAW264.7( 上海纪宁实业公司 )；CCK-8 试剂

盒 ( 日本同仁 CK04)；人核因子 kB 受体活化因子配体 (receptor 

activator of nuclear factor κB ligand，RANKL)(R&D Systems 

462-TR-010/cf)；人巨噬细胞集落刺激因子 (M-CSF)(R&D 

Systems 216-MC-025/cf)；TRAP 染色试剂盒 (sigma  387a)、
TLR4 Antibody-Internal 试剂盒 (affinity AF7017)；NF-kB p65 

Antibody -C-terminal 试剂盒 (affinity AF0874)；小鼠肿瘤坏
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Abstract
BACKGROUND: Abnormal Toll-like receptor 4 (TLR4) signaling pathway plays an important role in the pathogenesis of steroid-induced necrosis of femoral head, 
and regulating TLR4 expression is expected to become a breakthrough point for effective treatment of hormonal femoral head necrosis.
OBJECTIVE: To study the effect of Tongluo Shenggu Capsule on the TLR4 signal transduction pathway in the process of osteoclast differentiation, in order to 
understand the molecular biological mechanism by which Tongluo Shenggu Capsule inhibits osteoclast differentiation.
METHODS: Twenty-eight 12-week-old C57BL/6 mice were randomly divided into Tongluo Shenggu Capsule high-dose, medium-dose, low-dose gavage group 
and normal saline gavage group. Medium dose was set to be 0.91 g/(kg·d), the high dose was 2 times up on the medium dose, and the low dose was 0.5 time 
up on the medium dose. The drug-containing serum was prepared by continuous gavage for 14 days. At 8 hours after the last administration, blood samples 
were taken from the abdominal aorta to prepare the serum containing the drug and the control serum. RAW264.7 cell line was induced by the combination of 
receptor activator of nuclear factor kappa B ligand and macrophage colony stimulating factor inducer. The cells were divided into five groups: normal group, 
normal saline group, high-, medium-, and low-dose drug-containing serum groups. Cell counting kit-8 method was used to observe the effect of drug-containing 
serum on cell proliferation. Then, the precursor of osteoclast was pretreated with 20% drug-containing serum on the 4th day of induction. Cell growth, 
morphology, and fusion were observed at 24, 48, 72, and 96 hours after induction. The number of osteoclasts was observed by TRAP staining on the 8th day. 
The expression of TLR4 and NF-κBp65 in cell supernatant was detected by western blot. The level of tumor necrosis factor α in cell supernatant was detected 
using ELISA. The study protocol was approved by the Animal Experimental Ethics Committee of Guangxi University of Chinese Medicine.
RESULTS AND CONCLUSION: The level of tumor necrosis factor α in low-, medium- and high-dose drug-containing serum groups was lower than that in the 
normal group (P < 0.01), whereas there was no significant difference between the low-dose and medium-dose drug-containing serum groups. The protein 
expression of TLR4 in low-, medium- and high-dose drug-containing serum groups was significantly lower than that in the normal group (P < 0.05), whereas the 
protein expression of NF-κBp65 in the medium- and high-dose drug-containing serum groups was significantly lower than that in the normal group (P < 0.05). 
Moreover, inhibiting the protein expression of TLR4 and NF-κBp65 was most obvious in the medium-dose drug-containing serum group. Overall, one of the 
mechanisms underlying Tongluo Shenggu Capsule in the treatment of steroid-induced necrosis of femoral head may be to reduce the release of tumor necrosis 
factor α and improve the inflammatory environment by inhibiting TLR4/NF-κB signal pathway; on the other hand, it can inhibit the activity of osteoclasts, 
weaken bone absorption and improve the balance of bone metabolism after steroid-induced necrosis of femoral head.
Key words: compound traditional Chinese medicine; factor; bone resorption; osteoclast; Toll-like receptor 4; nuclear transcription factor-B; RAW264.7 cell
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死因子 α(TNF-α)ELISA 试剂盒 ( 武汉华美 CSB-E04741m)。
1.4   实验方法

1.4.1  含药血清的制备   将 28 只雌性清洁级 C57BL/6 小鼠随

机分为高、中、低剂量组及生理盐水对照组共 4 组，每组共

7 只。首先计算小鼠的剂量，按照标准剂量小鼠是人体剂量

的 9.1 倍，通络生骨胶囊的成人用量为每日 6 g，为方便计算

按成人 60 kg 换算，则小鼠的正常灌胃为 0.91 g/(kg•d)。研究

将此剂量设置为中浓度剂量，该浓度剂量的 2 倍为高剂量，

0.5 倍为低剂量。各组适养 2 d 后，进行药物灌胃，灌胃容积

按 20 μL/g 计算。将通络生骨胶囊拆开其外表溶于温水中，配

置好各组所需浓度，每天灌服通络生骨胶囊混悬液，对照组

每天灌服生理盐水。各组连续灌胃给药 14 d，每天 1 次，末

次灌胃后，空腹 8 h。水合氯醛麻醉小鼠，采用腹主动脉取血，

1 500 r/min 离心 5 min，取上清液致 EP 离心管中，恒温水浴

箱水浴灭活后，放至 -80 ℃冰箱保存。

1.4.2  破骨细胞的诱导分化   将复苏好的 RAW264.7 小鼠巨噬

细胞株，放至含体积分数 10% 胎牛血清的 DMEM 培养液的

离心管中离心，弃去上清液，再加入含体积分数 10% 胎牛血

清的 DMEM 培养液 5-10 mL，吹打混匀后移至培养瓶中，放

置于 37 ℃、体积分数 5% CO2 培养箱中孵育 24-48 h，待培

养瓶底细胞密度达到 70%-80% 时，用 PBS 轻柔地将贴壁的

RAW264.7 细胞吹打下来后，收集细胞于 15 mL 离心管中，

1 000 r/min 离心 5 min，弃上清，再加入含体积分数 10% 胎

牛血清的 DMEM 培养液 5 mL，充分吹打混匀后使细胞成单

细胞悬液，用细胞计数板算出此时的细胞浓度，然后配制成

1×108 L-1
目的浓度的细胞悬液，加入配置好的含 30 mg/L 巨

噬细胞集落刺激因子、60 μg/L RANKL 及体积分数 10% 胎牛

血清的 DMEM 诱导因子培养液，将 RAW264.7 前体细胞按

1×108 L-1 浓度接种于 96 孔培养板 (12 行 8 列 ) 中，每孔加入

细胞悬液 200 μL，CO2 培养箱中培养，每天换 1 次液。使用

倒置相差显微镜密切观察RAW264.7细胞的生长及分化情况，

连续培养 3 d。然后改用含 30 mg/L 巨噬细胞集落刺激因子、

200 μg/L RANKL 及体积分数 10% 胎牛血清的 DMEM 诱导因

子培养液，每天用倒置相差显微镜动态观察培养前体细胞生

长及分化情况，连续培养 5 d，总时长 8 d。

1.4.3  破骨细胞的鉴定   按说明书进行 TRAP 染色，甘油明胶

封固，显微镜观察，以 TRAP( + ) 且细胞核≥ 3 为破骨细胞。

1.4.4   CCK-8法检测含药血清毒性实验    实验分 5组：正常组、

对照组 ( 生理盐水组 )、通络生骨胶囊含药血清低、中、高

浓度组，每组 5 个副孔，每孔接种密度为 1×108 L-1
，置于培

养箱中培养 4 h；这时 RAW264.7 细胞基本已经贴壁，吸去培

养基，各组加入对应的药物浓度，每孔 100 μL，继续培养。

在培养的 24，48，72 h 这 3 个时间点，每孔中加入 10 μL 的
CCK-8 溶液，置于培养箱中培养 4 h。然后应用酶标仪测定各

组在 450 nm 波长处的吸光度。重复 5 次，得出 A 值。

1.4.5  含药血清干预   按每孔接种密度 1×108 L-1
的标准，将

RAW264.7 细胞接种于 96 孔板中，用含 30 mg/L 巨噬细胞集落

刺激因子 +60 μg/L RANKL+10% 胎牛血清的 DMEM 进行诱导，

每天换液，连续培养 3 d 后，待 RAW264.7 细胞基本都分化为破

骨细胞前体。改用含 30 mg/L 巨噬细胞集落刺激因子 +200 mg/L 

RANKL+10% 胎牛血清的 DMEM 进行诱导，于第 4 天时各组加入

剂量浓度为 20% 的不同含药血清干预，每天干预 1 次，共 5 d。
1.4.6   ELISA 检测细胞上清液的肿瘤坏死因子 α 水平   细胞浓

度调整为 1×108 L-1
，100 μL/ 孔，按上述方法干预培养细胞后，

收集各孔培养的上清液，按照 ELISA 试剂盒说明书要求检测

细胞上清液中肿瘤坏死因子 α 的水平。

1.4.7   Western blot 法检测 TLR4、核 因 子 κBp65 蛋白表达   

用 RIPA 裂解液裂解细胞收集细胞碎片及裂解液蛋白，离心

后取收集到的上清液样品。等量样品经 SDS-PAGE 凝胶进行

蛋白电泳，蛋白分离后转至 PVDF 膜上。PVDF 膜在室温下 5%

脱脂奶粉封闭 2 h，加各目标分子特异性一抗 4 ℃孵育过夜，

次日 TBST 缓冲液洗涤膜，加入二抗室温孵育 1 h。采用 ECL

法显影，用 ChemiDocXRS 化学发光成像系统显色、曝光，使

用 ImageJ 软件分析各条带平均灰度值。

1.5  主要观察指标  ① RAW264.7 细胞及破骨细胞的形态学

观察；②破骨细胞的 TRAP 染色鉴定；③含药血清的毒性实

验结果；④ Western blot 检测 TLR4、核因子 κBp65 蛋白表达；

⑤ ELISA 检测细胞上清液肿瘤坏死因子 α 的水平。

1.6   统计学分析  实验数据使用 SPSS 22.0 统计软件进行处

理，实验结果用 x-±s 表示。组间比较采用单因素方差分析，

以 P < 0.05 为差异有显著性意义。

2   结果   Results 
2.1  RAW264.7 细胞及破骨细胞的形态学观察  见图 1。对传

代细胞进行观察时，图 1A 可见 RAW264.7 细胞在刚刚接种

时，细胞呈圆形，贴壁后呈不规则扁平状圆形或椭圆形；图

1B 可见，接种第 2 天 RAW264.7 细胞增殖迅速，呈椭圆形，

成片生长；图 1C 可见，诱导第 4 天，RAW264.7 细胞分化为

破骨细胞前体，大部分长出伪足，且细胞大量增殖正常；图

1D 可见，正常组诱导第 8 天，大量破骨细胞前体融合成破

骨细胞，其体积形态均不同于之前的破骨细胞前体。通过图

1E，F，G，H 看出，与正常组相比生理盐组中破骨细胞数量

相差不大，低、中、高剂量组数量均少于正常组。

2.2   破骨细胞的 TRAP 染色鉴定   见图 2。TRAP 染色后，细

破骨细胞的诱导分化培养及鉴定

细胞来源： RAW264.7 小鼠巨噬细胞株，上海纪宁实业公司

培养基及添加

材料：

(1)DMEM 培养液：含体积分数 10% 胎牛血清；
(2)DMEM诱导因子培养液：①含30 mg/L 巨噬细胞集落刺激因子、
60 μg/LRANKL 及体积分数 10% 胎牛血清；②含 30 mg/L 巨噬细

胞集落刺激因子、200 μg/L RANKL 及体积分数 10% 胎牛血清

培养时间： 8 d

细胞传代： 2 d 即可传代，用第 3 代细胞实验。

细胞鉴定： TRAP 染色鉴定

伦理学批准： 实验方案经广西中医药大学动物实验伦理委员会批准
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胞形态呈现不规则状，类似椭圆形，细胞中细胞核数量较多，

呈现出紫色或者紫蓝色，其体积与之前的破骨细胞前体相比

明显增大。

2.3  含药血清的毒性实验结果   使用不同浓度的通络生骨胶

囊含药血清干预 RAW 264.7 细胞，在 24，48 及 72 h 这 3 个

时间段采用 CCK-8 检测细胞活性，发现各组差异无显著性意

义 (P > 0.05 )，见图 3 。
2.4   Western blot 检测 TLR4、核因子 κBp65 蛋白的表达   见

图 4-6。正常组、生理盐水组及高、中、低剂量组 TLR4 蛋白

表达量分别为 2.81±0.37，2.47±0.33，1.50±0.26，1.39±0.25，

1.88±0.44。与正常组相比，生理盐水组中 TLR4 蛋白表达水

平差异无显著性意义；而通络生骨胶囊高、中、低剂量组

TLR4 蛋白水平均显著低于正常组 (P < 0.05)；但通络生骨胶囊

高剂量组与低、中剂量相比，TLR4 蛋白水平反而增高。正常

组、生理盐水组及高、中、低剂量组核因子 κBp65 蛋白表达

量分别为 2.48±0.5，1.58±0.3，1.72±0.3，0.83±0.24，0.82±0.27。

生理盐水组及低浓度组中核因子 κBp65 蛋白表达水平差异无

显著性意义，但通络生骨胶囊中、高剂量核因子 κBp65 蛋白

表达显著低于正常组 (P < 0.05)。
2.5  ELISA 检测各组破骨细胞上清液肿瘤坏死因子 α 的水平 

见图 7。培养液中肿瘤坏死因子 α 水平通络生骨胶囊低剂量

组为 (1.20±0.20) μg/L，中剂量组为 (1.10±0.18) μg/L，高剂量

组为 (0.75±0.15) μg/L，均显著低于正常组 [(1.80±0.30) μg/L，   

P < 0.05]；而生理盐水组 (1.72±0.24) μg/L 与正常组相比差异

无显著性意义；通络生骨胶囊组低、中剂量两组之间表达值

接近，差异无显著性意义。

3   讨论   Discussion
骨骼系统的稳定依赖于骨形成和骨吸收共同作用的动态

平衡，其中成骨细胞和破骨细胞各自发挥着重要作用，维持

钙磷代谢和骨骼完整。但由于大剂量糖皮质激素的使用将导

致破骨细胞大量增殖，使骨吸收破坏作用占据主导地位，不

断的加重骨组织损伤，形成一种恶性循环，长期积累下将导

致软骨下骨小梁发生不可逆的进行性破坏，最终致关节面塌

陷，诱发激素性股骨头坏死
[15-16]

。骨组织损伤与修复几乎是

同时进行的，在激素性股骨头坏死的早期，机体发挥自主的

修复功能时破骨细胞的活性便开始增强，主要是促进坏死骨

的吸收，但在这基础上新生的骨往往比较脆弱，其硬度较低

与周边正常骨质存在较大的压力差，骨小梁极易发生微骨折，

进一步加重激素性股骨头坏死的病情进展。如若不加干预，

随着破骨细胞的活性的一步步升高，其发展成为晚期激素性

股骨头坏死将极为迅速
[17-18]

。因此，破骨细胞在激素性股骨

头坏死的修复重建中扮演着重要的角色，其活性越高塌陷的

程度越深。

TLR4是Toll样受体家族 ( Toll like receptor，TLR)成员之一，

TLR4 主要表达于单核 / 巨噬细胞和树突状细胞，识别病原的

分子模式，在免疫识和免疫应答中起作用。已有研究表明在

骨细胞上也有 TLR4 的表达，并且它的活化参与到 TLR 介导

的破骨细胞形成，影响破骨细胞的分化
[19-20]

。它是免疫反应

与骨代谢紊乱之间联系的桥梁。免疫系统中的多个因子都在

骨髓中产生，骨组织也可以通过释放多种细胞因子来合理调

节免疫反应
[21]
。因此，骨坏死的发病机制与 TLR4 有一定的

关联，两者之间起到了一种相互关联的双向调节作用。TLR4

信号通路有两条不同的传导模式：一条是 MyD88 依赖通路

传导；另一条是 MyD88 非依赖性通路传导。MyD88 依赖性

途径可以激活促炎细胞因子，而 MyD88 非依赖性通路可以

激活干扰素诱导基因
[22]
，其中 TLR4 参与 MyD88 依赖型模式较

多。TLR4 的下游因子核因子 κB 被认为是炎症级联反应的重要

始动因素，其活化可产生肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1β、

白细胞介素 6 等炎症因子。有文献报道破骨细胞的活性与分

化依赖于 RANKL 和核因子 κB 受体激活剂的结合
[23]
，且核因子

核因子 κB 下游的炎症因子肿瘤坏死因子 α、白细胞介素 1β、

白细胞介素 6 可以通过对破骨细胞活性的影响，上调核因子

κB 受体活化因子配体的表达，促进破骨细胞分化
[24-26]

。国内

外的一些研究采用了 TAK242(TLR4 受体拮抗剂 ) 来验证 TLR4/

NF-κB 信号通路与破骨细胞的关系
[27]
。ADAPALA 等 [28]

发现了

股骨头坏死骨骨髓来源的巨噬细胞，增加了 ERK1/2 和 IκBα

的磷酸化，增加了炎症细胞因子的表达，但可被 TLR4 抑制

剂 TAK242 阻断，证明了坏死骨刺激巨噬细胞炎症反应是通

过 TLR4 信号通路激活的。田雷等
[8]
发现甲基强的松龙可通

过 TLR4 信号通路过度激活破骨细胞，使正常的骨代谢失衡，

造成骨小梁的结构力学改变，诱导大鼠激素性股骨头坏死。

这些发现表明 TLR4/NF-κB 信号通路可以影响破骨细胞分化使

骨代谢紊乱，其在激素性股骨头坏死的发生发展中起着重要

作用。

从激素性股骨头坏死的发病机制上来讲，由于血供的缺

乏，局部势必出现低氧微环境，进而造成无菌性的炎症。XIE

等
[29]

在骨坏死的动物模型中观察到，在大剂量糖皮质激素

诱导的骨坏死早期，血浆纤维蛋白原含量明显增加，提示糖

皮质激素诱导的骨坏死有一个前炎症期阶段。多数研究均发

现激素性股骨头坏死患者体内的炎症因子水平明显增高。因

此，激素性股骨头坏死的致病机制与过度的炎症反应密切相

关。有文献报道 TLR4/NF-κB 通路是糖皮质激素导致股骨头坏

死的重要途径
[30-34]

，因为其可以影响骨形成、骨吸收、血管

的生成及炎症因子的释放，其过量激活将增加下游炎症因子

肿瘤坏死因子 α 的释放，促进破骨细胞增殖分化。因此，此

次研究认为激素性股骨头坏死的发病机制与 TLR4 信号通路

介导的炎症及其对破骨细胞活性的影响相关。

通络生骨胶囊是为了针对治疗股骨头坏死而研发出来

的，能够有效改善髋部疼痛、跛行、下肢肌肉的萎缩、行走

乏力及髓关节的活动受限等症状
[14]
。其主要成分是天然药

物木豆叶，有药理学研究表明木豆素及木豆叶提取物都具有

抗炎、刺激成骨细胞骨形成、促进细胞间质矿化及抑制破骨

细胞形成的活性
[35]
，降低骨吸收减少骨量的丢失，但其与
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TLR4 信号通路的分子机制尚未见文献报道。此次实验中，加

入不同浓度的通络生骨胶囊含药血清对破骨细胞进行干预，

Western blot 检测结果表明核因子 κB 蛋白表达水平在一定范

围内均低于正常组，通过 ELISA 检测各组破骨细胞上清液中

肿瘤坏死因子 a 的水平，发现通络生骨胶囊低、中、高剂量

组培养液中肿瘤坏死因子 α 水平均低于正常组。这也证实了

通络生骨胶囊可以抑制核因子 κB 蛋白的表达及肿瘤坏死因

子 α 炎症因子的释放，进而抑制破骨细胞的增殖，但 TLR4

的表达并没有随着通络生骨胶囊含药血清的浓度增高而下

降，在低、中剂量组下调以中剂量最为明显，在高剂量组中

反而增高。这可能与核因子 κB是多条信号通路的连接点相关，

TLR4 并不是唯一能激活核因子 κB 的信号通路，其作用的具

体机制还有待进一步研究。

综上所述，此次研究认为通络生骨胶囊治疗激素性股骨

头坏死的作用机制之一在于其改善了激素性股骨头坏死中的

炎症环境，机制可能是通过抑制 TLR4//NF-κB 信号通路，减

少了下游的炎症因子肿瘤坏死因子 α 的释放从而降低其介导

的炎性损害，另一方面又抑制了破骨细胞活性，使骨吸收减

弱，改善了激素性股骨头坏死中的骨代谢平衡，缓解激素性

股骨头坏死的进展。因此，研制出抑制体内 TLR4/NF-κB 信号

通路的生物制剂，以降低破骨细胞的活性，可能在将来会有

效地降低因临床上长期大剂量应用糖皮质激素药物而并发激

素性股骨头坏死的风险。
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图 1 ｜ RAW264.7 细胞及破骨细胞的形态学观察 (×40)
Figure 1 ｜ Morphological observation of RAW264.7 cells and osteoclasts (×40)

图注：图 A 为接种时；B 为接种第 2 天；C 为诱导 4 d，D
为正常组诱导第 8 天；E 为生理盐水组诱导第 8 天；F 为

低剂量组诱导第 8 天；G 中剂量组诱导第 8 天；H 为高剂

量组诱导第 8 天。与正常组相比生理盐水组中破骨细胞数

量相差不大，通络生骨胶囊低、中、高剂量组数量均少于

正常组

图注：细胞形态呈现不规则状，类似椭

圆形，细胞中细胞核数量较多，呈现出

紫色或者紫蓝色，其体积与之前的破骨

细胞前体相比明显增大

图 2 ｜破骨细胞的 TRAP 染色鉴定 (×40)
Figure 2 ｜ TRAP staining identification 

of osteoclasts (×40)
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图注：3 个时间段各组细胞活性差异无显著性意义

图 3 ｜通络生骨胶囊含药血清对于 RAW264.7 细胞的毒性作用观测

Figure 3 ｜ Toxic effect of Tongluo Shenggu Capsule on RAW264.7 cells

正常组                            生理盐水组                       低剂量组              

中剂量组                        高剂量组 

图注：通络生骨胶囊高、中、低剂量组 TLR4 蛋白表达均显著低于正常

组；通络生骨胶囊中、高剂量组核因子 κBp65 蛋白表达显著低于正常组。

TLR4：Toll 样受体 4
图 4 ｜ Western blot 检测各组关键蛋白表达结果 
Figure 4 ｜ Western blot detection of key protein expression in each group

正常组        生理盐水组      低剂量组        中剂量组          高剂量组

TLR4

核因子 κB

actin

4 

3 

2 

1 

0
TL

R4
相

对
表

达

正常组    

生理盐水组  

低剂量组  

中剂量组  

高剂量组

图 5 ｜不同浓度通络生骨胶囊含药血清对 TLR4 蛋白表达的影响

Figure 5 ｜ The effect of serum containing different concentrations of 

Tongluo Shenggu Capsule on the expression of Toll-like receptor 4 protein

图注：通络生

骨胶囊高、中、

低剂量组 TLR4
蛋白表达均显

著低于正常组。

TLR4：Toll 样

受体 4
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图 6 ｜不同浓度通络生骨胶囊含药血清对核因子 κB(NF-κB) 蛋白表达的

影响

Figure 6 ｜ The effect of serum containing different concentrations of 

Tongluo Shenggu Capsule on the expression of nuclear factor-κB protein
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图注：通络生骨

胶囊中、高剂量

组核因子 κBp65
蛋白表达显著低

于正常组

图 7 ｜各组破骨细胞上清液中肿瘤坏死因子 α 水平

Figure 7 ｜ The level of tumor necrosis factor α in the supernatant of 

osteoclasts in each group

图注：与正常组和

生理盐水组比较，
aP < 0.05；与通络生

骨胶囊低、中剂量

组比较，
bP < 0.05
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