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破骨细胞活化过程中免疫内酯LY267108对核因子κB的抑制 
 
余  剑，赵建宁(解放军第二军医大学附属南京临床医学院(解放军南京军区南京总医院)，江苏省南京市  210002) 

 
文章亮点： 
1 文章首次探讨了免疫内酯对破骨细胞活化的抑制作用及机制，并提出其在防止人工关节无菌性松动中的潜

在价值。 
2 实验通过 RANKL、巨噬细胞-集落刺激因子加入小鼠 RAW264.7 细胞系建立破骨细胞诱导模型，同时加入

免疫内酯 LY267108 及其他药物干预，利用电泳迁移率分析法及蛋白免疫印迹法测定核因子 κB 活性和胞浆内

κB 抑制蛋白 α含量，探讨免疫内酯对核因子 κB 的抑制作用。 
关键词： 
组织构建；骨组织工程；免疫内酯；核因子 kB；人工关节；无菌性松动；骨溶解；破骨细胞 
主题词： 
NF-κB；人工关节；破骨细胞；红霉素 
 
摘要 
背景：目前尚无理想药物可用于人工关节无菌性松动的防治。研究表明红霉素对假体周围骨溶解具有较强的

抑制作用，然而其抗菌活性却限制了其在人工关节松动防治中的应用。免疫内酯 LY267108 是一种新型红霉

素衍生物，其消除了抗菌活性，同时保留了抗炎活性。 
目的：评价 LY267108 在破骨细胞活化过程中对核因子 kB 的抑制作用。 
方法：将 RANKL、巨噬细胞-集落刺激因子加入小鼠 RAW264.7 细胞系建立破骨细胞诱导模型，同时分别加

入不同浓度的阿仑膦酸钠、红霉素及 LY267108 共培养 48 h，分别采用电泳迁移率分析法及蛋白免疫印迹法

测定胞核内核因子 κB 活性和胞浆内 κB 抑制蛋白 α含量。 
结果与结论：LY267108 对核因子 κB 具有较强的抑制活性，10 mg/L LY267108、25 mg/L 红霉素与 10 mg/L
阿仑膦酸钠对核因子 κB 具有相似的抑制作用，且显著强于 10 mg/L 红霉素，而 25 mg/L LY267108 具有最强

的抑制作用。10 mg/L LY267108、25 mg/L 红霉素与 10 mg/L 阿仑膦酸钠组中胞浆内 κB 抑制蛋白 α水平差

异无显著性意义，但显著高于 10 mg/L 红霉素组，而 25 mg/L LY267108 组胞浆内 κB 抑制蛋白 α水平最高。

提示免疫内酯 LY267108 在破骨细胞活化过程中，对核因子 kB 具有较红霉素更强的抑制作用，且安全性高于

阿仑膦酸钠。同时 LY267108 无抗菌活性的特性，使其成为防治人工关节无菌性松动的潜在理想药物。而

LY267108 对 κB 抑制蛋白 α降解的抑制作用，可能是其抑制核因子 κB 活化的机制之一。 
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Inhibitory effects of LY267108 on nuclear factor kappa B during osteoclast activation   
 
Yu Jian, Zhao Jian-ning (Nanjing Clinical Medical School Affiliated to the Second Military Medical 
University (Nanjing General Hospital of Nanjing Military Area Command of Chinese PLA), Nanjing 210002, 
Jiangsu Province, China) 
 
Abstract 
BACKGROUND: No ideal drugs can be used in the prevention and treatment of aseptic loosening of artificial 
joints. Some researchs showed that erythromycin has strong inhibitory effects on periprosthetic osteolysis. Its 
antibacterial activity, however, limits its application in artificial joint loosening prevention. LY267108 is a new type 
of erythromycin derivatives, eliminates the antibacterial activities, and retains the anti-inflammatory activity. 
OBJECTIVE: To evaluate inhibitory effect of LY267108 on nuclear factor kappa B during osteoclast activation.  
METHODS: RANKL and macrophage colony-stimulating factor were added to RAW264.7 cell line of a mouse 
model induced by osteoclasts. Simultaneously, different concentrations of alendronate sodium, erythromycin and 
LY267108 were cocultured for 48 hours. The activity of nuclear factor kappa B and content of intracytoplasmic 
inhibitory subunit of nuclear factor kappa B alpha were measured by electrophoretic mobility shift assay and 
western blot assay.  
RESULTS AND CONCLUSION: LY267108 has a strong inhibitory effect on nuclear factor kappa B. 10 mg/L 
LY267108, 25 mg/L erythromycin and 10 mg/L alendronate sodium had similar inhibitory effects on nuclear factor 
kappa B, which was obviously stronger than 10 mg/L erythromycin. However, 25 mg/L LY267108 had strongest 
inhibitory effects. No significant difference in intracytoplasmic inhibitory subunit of nuclear factor kappa B alpha 
levels was detected among 10 mg/L LY267108, 25 mg/L erythromycin and 10 mg/L alendronate sodium groups, 
but was still apparently higher than 10 mg/L erythromycin group. Levels of intracytoplasmic inhibitory subunit of  
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nuclear factor kappa B alpha were highest in the 25 mg/L LY267108 group. Results indicated that LY267108 in the 
process of osteoclast activation had stronger inhibitory effects on nuclear factor kappa B compared with erythromycin, 
and its safety was higher than alendronate sodium. Simultaneously, LY267108 did not have antimicrobial activity, and 
became a potential ideal drug for prevention and treatment of aseptic loosening of artificial joints. However, the inhibitory 
effects of LY267108 on the degradation of inhibitory subunit of nuclear factor kappa B alpha would be a mechanism of 
inhibiting the activation of nuclear factor kappa B.  
 
Subject headings: NF-kappa B; joint prosthesis; osteoclasts; erythromycin 
 
Yu J, Zhao JN. Inhibitory effects of LY267108 on nuclear factor kappa B during osteoclast activation. Zhongguo Zuzhi 
Gongcheng Yanjiu. 2014;18(15):2309-2313. 

 

0  引言  Introduction 
假体无菌性松动是人工关节置换最常见的并发症[1]。

尽管无菌性松动的原因很多，但目前认为磨屑诱导的假

体周围骨溶解是导致假体松动的主要原因 [2]。目前已证

实，RANKL-RANK-OPG系统途径是磨屑诱导骨溶解的

主要发生机制[3]。RANKL被证实为假体周围骨溶解的主

要使动分子，RANK是破骨及破骨前体细胞表面的一种受

体蛋白，骨保护素是一种游离的蛋白碎片，可与RANK
竞争性结合RANKL，阻断RANKL和RANK的结合。在人

工关节逐渐松动的过程中，大量磨屑产生并被吞噬，导

致假体周围软组织中的基质细胞表达RANKL mRNA异

常增多，RANKL和骨保护素的平衡被打破 [4-6]，大量

RANKL分子释放，这些RANKL与破骨前体细胞表面的

RANK结合，引发级联细胞内信号转导反应，最终使本来

呈结合状态的核因子κB与κB抑制蛋白发生解离[7-8]，移入

细胞核中与目的基因结合，启动目的基因转录，从而启

动破骨细胞分化激活，产生溶骨反应。近来研究表明红

霉素可以通过抑制核因子κB的活性，从而抑制破骨细胞

的分化和激活，进而对假体周围骨溶解具有较强的抑制

作用[9-10]；然而，红霉素的抗生素本质，限制了其长期使

用以防治人工关节松动。 
    免疫内酯是2005年Fecik等[11]命名的，具有更强抗炎及

免疫调节活性而无抗菌活性的一类新型红霉素衍生物，考

虑到红霉素的抗骨溶解作用，推测假设免疫内酯对破骨细

胞的分化和激活亦可能具有强烈抑制作用。如果这种假设

成立，那么免疫内酯毫无疑问将是防治人工关节松动的理

想药物之一。 
LY267108是近年来LO.Kibwage和H.A.Kirst两个研究

小组各自独立发现的免疫内酯类化合物[12]，现有研究表明，

LY267108无抗菌活性，而其免疫调节活性则大大增强。学

者在经典的诱导单核细胞向巨噬细胞分化实验中发现，

LY267108的活性是红霉素活性的30倍，提示免疫内酯

LY267108的免疫活性较红霉素显著增强。对T淋巴细胞增

殖影响的研究结果显示LY267108和红霉素抑制T淋巴细胞

的增殖 IC50值分别为 (176.38±10.42) μmol/L和 (606.28± 
35.43) μmol/L；在3.0-30.0 mg/L之间 LY267108引起T淋巴

细胞G2/M期周期阻滞[13-14]。然而，目前尚未见有关免疫内酯

LY267108对破骨细胞活化抑制作用及机制的文献报道。 

文章通过建立破骨细胞诱导模型并以LY267108为代

表进行药物干预，探讨免疫内酯对破骨细胞活化的抑制作

用及机制，并与红霉素及阿伦膦酸钠等作比较。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  

  设计：对比观察实验。 
时间及地点：解放军第二军医大学南京临床医学院(南

京军区南京总医院)骨科研究所。 
材料： 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

实验方法： 
破骨细胞诱导模型的建立及药物干预[14-15]：细胞培养

小鼠单核巨噬细胞系RAW264.7传代后，取第三四代细胞

洗涤3次，加DMEM全培养液制成细胞悬液，细胞计数，调

整细胞浓度至4×108 L-1，锥虫蓝排除法检测细胞活力均大

于95%。向培养板中滴加细胞悬液，每板接种7孔，每孔加

3 mL。共制备14板，7板用于细胞核中核因子κB活性的电

泳迁移率分析法检测，另7板用于细胞浆内κB抑制蛋白α含
量的Westem blot测定。每板制备方法均同下。置37 ℃，

体积分数5%CO2恒温恒湿培养箱培养4 h，使细胞贴壁，

洗涤除去非贴壁细胞。每板第1孔加DMEM全培养液     
3 mL(空白组)，将2-7孔加入浓度均为为50 μg/L的RANKL
和巨噬细胞-集落刺激因子的DMEM全培养液(第2孔为诱导

模型组)，于第3孔加入阿仑膦酸钠使其浓度为10 mg/L    
(10 mg/L阿仑膦酸钠组)，于第4孔加入红霉素使其浓度为  
10 mg/L(10 mg/L红霉素组)，于第5孔加入红霉素使其浓度为

25 mg/L(25 mg/L红霉素组 )，于第6孔加入免疫内酯

LY267108使其浓度为10 mg/L(10 mg/L LY267108组)，于第

免疫内酯LY267108抑制核因子κB实验的主要试剂及仪器： 

试剂及仪器 来源 

小鼠单核巨噬细胞系RAW264.7  南京大学生命科学院 

红霉素、免疫内酯LY267108  沈阳药科大学制药工程学院 

阿仑膦酸钠  杭州默沙东制药有限公司 

DMEM全培养液、聚蔗糖-泛影葡胺分层液 
(FICOLL)  

上海试剂厂 

CO2细胞培养箱(LB27)  东京池本理化工业株式会制造

电泳迁移率分析试剂盒及蛋白质免疫印迹相关

抗体试剂  
美国Promega公司 
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7孔加入免疫内酯LY267108使其浓度为25 mg/L(25 mg/L 
LY267108组)。混匀，同条件培养48 h。分组情况见表1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

电泳迁移率分析法(EMSA)检测细胞核中核因子κB活
性[16]：依电泳迁移率分析试剂盒说明书操作。主要步骤：

提取细胞核蛋白；标记核因子κB寡核苷酸探针(磷酸化反

应)；检测寡核苷酸探针标记百分率；清除未标记寡核苷酸；

寡核苷酸探针与细胞核蛋白的结合反应；7%非解离聚丙烯

酰胺凝胶电泳；放射自显影；将显影结果经扫描仪输入电

脑，用电泳区带分析软件Image Tool软件分析蛋白区带，

并用积分灰度值表示。 
蛋白质免疫印迹法(Westem blot)检测细胞浆内κB抑

制蛋白α水平：用细胞刮子将细胞从培养皿上刮下来，加

入SDS上样缓冲液裂解细胞，煮沸5 min并离心，取上清。

胞浆蛋白经考马斯亮蓝蛋白定量后点样，行10%SDS-聚
丙烯酰胺凝胶电泳。电泳完毕，将分离胶部分靠阴极侧，

硝酸纤维膜靠阳极侧进行电转。用T-TBS溶液清洗硝酸纤

维膜，将膜置于含50 g/L脱脂奶粉的T-TBS溶液中封闭非

特异性结合1 h后用T-TBS溶液漂洗3次，每次10 min(以
下同)。将膜与1∶2 000兔抗κB抑制蛋白α多克隆抗体   
4 ℃条件下共孵育过夜，T-TBS溶液漂洗。加入1∶200
生物素标记的羊抗兔IgG后室温孵育1 h，T-TBS溶液漂

洗。加入1∶200辣根过氧化物酶标记的链酶卵白素

(SPA-HRP)，室温孵育1 h，T-TBS溶液漂洗后置于DAB

溶液中避光显色10 min。将滤膜用光密度扫描仪输入电

脑，用电泳区带分析软件Image Tool分析蛋白区带，并

用积分灰度值表示。 
主要观察指标：胞核内活化核因子κB活性及胞浆内κB

抑制蛋白α水平。 
统计学分析：由第一作者采用SPSS 13.0软件包行单

因素方差分析及q 检验，计量数据以x
_

±s表示，P < 0.05为
差异有显著性意义。 

 
2  结果  Results  
2.1  应用电泳迁移率分析法检测核因子 κB 活性       
10 mg/L阿仑膦酸钠组、10，25 mg/L红霉素组、10，25 mg/L 
LY267108组均显著高于空白组，低于诱导模型组(P < 
0.05)；10 mg/L红霉素组显著高于10 mg/L阿仑膦酸钠组及

25 mg/L红霉素组(P < 0.05)，10 mg/L阿仑膦酸钠组、   
25 mg/L红霉素组、10 mg/L LY267108组差异无显著性意

义(P > 0.05)，10 mg/L LY267108组显著高于25 mg/L 
LY267108组(P < 0.05，表2，图1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 1  各组细胞核内核因子 κB 活性与细胞浆内 κB 抑制蛋白 a 蛋白水平比较 
Figure 1  Comparison of intranuclear nuclear factor kappa B activity and intracytoplasmic inhibitory subunit of nuclear factor kappa B alpha 
protein level in each group 
图注：LY267108 对核因子 κB 具有较强的抑制活性，10 mg/L LY267108、25 mg/L 红霉素与 10 mg/L 阿仑膦酸钠对核因子 κB 具有相似的抑制

作用，且显著强于 10 mg/L 红霉素，而 25 mg/L LY267108 具有最强的抑制作用，与 κB 抑制蛋白 α蛋白水平测定的结果吻合。 

表 1  破骨细胞诱导模型药物干预的分组情况 
Table 1  Drug intervention grouping in osteoclast-induced models 

组别 处理方法 

空白组 DMEM 全培养液 
诱导模型组 RANKL+巨噬细胞-集落刺激因子 
10 mg/L 阿仑膦酸钠组 RANKL+巨噬细胞-集落刺激因子+10 mg/L 阿仑膦酸钠

10 mg/L 红霉素组 RANKL+巨噬细胞-集落刺激因子+10 mg/L 红霉素 
25 mg/L 红霉素组 RANKL+巨噬细胞-集落刺激因子+25 mg/L 红霉素 
10 mg/L LY267108 组 RANKL+巨噬细胞-集落刺激因子+10 mg/L LY267108
25 mg/L LY267108 组 RANKL+巨噬细胞-集落刺激因子+25 mg/L LY267108

表 2  各组细胞核内核因子 κB活性与细胞浆内 κB抑制蛋白 α蛋白水

平比较 
Table 2  Comparison of intranuclear nuclear factor kappa B activity 
and intracytoplasmic inhibitory subunit of nuclear factor kappa B 
alpha protein level in each group    (x

_

±s, ×104 integral gray value)

组别 核因子 kB 活性 κB 抑制蛋白 α蛋白水平 

空白组 3.79±0.57 21.01±0.81 
诱导模型组 21.57±0.52 9.42±0.54 
10 mg/L 阿仑膦酸钠组 8.57±0.31 18.49±0.14 
10 mg/L 红霉素组 11.32±0.61 16.37±0.73 
25 mg/L 红霉素组 8.61±0.27 18.23±0.49  
10 mg/L LY267108 组 9.72±0.37 17.28±0.69 
25 mg/L LY267108 组 5.95±0.16 19.52±0.71 

表注：LY267108 对核因子 κB 具有较强的抑制活性，10 mg/L LY267108、

25 mg/L 红霉素与 10 mg/L 阿仑膦酸钠对核因子 κB 具有相似的抑制作用，

且显著强于 10 mg/L 红霉素，而 25 mg/L LY267108 具有最强的抑制作用，

这一结果与 κB 抑制蛋白 α蛋白水平测定的结果完全吻合。 

25
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×1
04

积
分
灰

度
值

 

核因子 κB 活性    κB 抑制蛋白 α蛋白水平

空白组          诱导模型组   10 mg/L 阿仑膦酸钠组   10 mg/L 红霉素组  25 mg/L 红霉素组  10 mg/L LY267108 组 25 mg/L LY267108 组 
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2.2  Westem blot检测κB抑制蛋白α蛋白水平  10 mg/L阿
仑膦酸钠组、10，25 mg/L红霉素组、10，25 mg/L LY267108
组均显著低于空白组，高于诱导模型组(P < 0.05)；10 mg/L
红霉素组显著低于10 mg/L阿仑膦酸钠组及25 mg/L红霉

素组(P < 0.05)，10 mg/L阿仑膦酸钠组、25 mg/L红霉素

组、10 mg/L LY267108组差异无显著性意义(P > 0.05)，
10 mg/L LY267108组显著低于25 mg/L LY267108组(P < 
0.05，表2，图1)。 
 
3  讨论  Discussion 

人工关节松动发生的过程中，磨屑刺激巨噬细胞释放

肿瘤坏死因子α、白细胞介素1、白细胞介素6、前列腺素

E2等大量炎症因子，从而开启RANK/RANKL/OPG信号通

路，激活核因子κB，从而使得破骨细胞分化激活，发挥骨

溶解作用[17]。破骨细胞的分化激活是假体周围骨溶解的直

接原因，在这个过程中，核因子κB起到关键的枢纽作用。

通过抑制核因子κB的活性来防治骨溶解，是目前药物预防

人工关节松动的一个重要思路。 
在这个思路下，目前研究较多的药物主要包括双膦

酸盐及红霉素两大类，这两种药物对核因子κB都有一定

的抑制作用，遗憾的是却都存在一些临床上难以忽略的

缺陷[18-23]。红霉素在体代谢很快，因此如果用于防治骨溶

解需要长期使用，然而其自身固有的抗生素属性，不允许

临床上长期服用；双膦酸盐虽然无需连续长期使用，但是

临床已有报道其易导致下颌骨坏死等并发症，同时其常见

的胃肠道反应也不容忽视。 
免疫内酯是近年来新发现的一大类十二元环红霉素衍

生物，其具有抗炎及免疫调节活性，而消除了红霉素固有

的 抗 菌 活 性 [24] 。 LY267108 是 近 年 来 IO.Kibwage 和

H.A.Kirst两个研究小组各自独立发现的免疫内酯类化合

物，其化学结构上属于十二元大环内酯类化合物，化学结

构较为新颖(图2)。现有的研究表明，LY267108无抗菌活

性，亦无胃动素样作用，而其免疫调节活性则显著增强。

国内吴岚等[13]通过实验发现，免疫内酯LY267108对T淋巴

细胞增殖较红霉素抑制作用更强，提示其具有更强的抗炎

活性。而迄今为止，尚未见免疫内酯在骨溶解防治中的研

究报道。 
本文通过在小鼠RAW264.7细胞培养系中加入RANKL

及巨噬细胞-集落刺激因子，建立破骨细胞诱导模型，同时

进行药物干预。核因子κB测定实验结果表明，在破骨细胞

的分化过程中，LY267108对核因子κB具有较强的抑制活

性，10 mg/L LY267108、25 mg/L红霉素与10 mg/L阿仑膦

酸钠对核因子κB具有相似的抑制作用，且显著强于10 mg/L
红霉素，而25 mg/L LY267108具有最强的抑制作用。 

在正常静息细胞，核因子κB与κB抑制蛋白α结合成无

活性的三聚体存在于胞浆中，κB抑制蛋白α掩盖了核因子

κB核移位序列，抑制核因子κB核移位。在RANKL、巨噬 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

细胞-集落刺激因子诱导的破骨细胞分化过程中，κB抑制

蛋白α发生磷酸化及降解和核因子κB解离，允许核因子κB
移位至胞核，与其相应的基因启动子序列结合，启动基因

转录[25-26]。因此κB抑制蛋白α降解是核因子κB活化的前提。

本实验结果显示，LY267108作用下，胞浆内κB抑制蛋白α
呈现较高水平，表明LY267108抑制了κB抑制蛋白α的降

解，从而抑制了核因子κB向细胞核内的转位活化。10 mg/L 
LY267108、25 mg/L红霉素与10 mg/L阿仑膦酸钠组中胞

浆内κB抑制蛋白α含量水平差异无显著性意义，但显著高

于10 mg/L红霉素组，而25 mg/L LY267108组胞浆内κB抑
制蛋白α含量水平最高。这一结果与核因子κB活性测定的

结果完全吻合，充分佐证了免疫内酯LY267108在破骨细胞

分化中对核因子κB强大的抑制作用，也提示了LY267108
对κB抑制蛋白α降解的抑制作用，可能是其抑制核因子κB
活化的机制之一。 

本实验结果可以看到，相同浓度条件下，LY267108
对核因子κB抑制作用较红霉素更强，但与阿仑膦酸钠相比

似乎无显著差异，然而考虑到阿仑膦酸钠存在导致下颌骨

坏死等严重并发症的风险，且胃肠道不良反应较大，而

LY267108无相关风险，因此LY267108安全性更高。 
本实验的不足之处是仅在分子水平观察了LY267108

对核因子 κB 活性的影响，但并未在细胞水平观察

LY267108究竟对破骨细胞活化的作用。后续将进一步在细

胞水平研究LY267108对破骨细胞活化的影响，并与本实验

的结果进行对照，评价LY267108作用下，破骨细胞活化过

程中分子水平变化和细胞水平变化的相关性。 
核因子κB是细胞分化与细胞凋亡等信号通路的交汇

点，在破骨细胞分化激活的信号通路中起着重要的枢纽作

用，抑制核因子κB的过度表达可直接抑制破骨细胞的活

化。本实验结果表明，免疫内酯LY267108在破骨细胞活化

过程中，对核因子κB具有较强的抑制作用，且在一定范围

图 2  免疫内酯 LY267108 的分子结构 
Figure 2  Molecular structure of LY267108 
图注：LY267108 是近年来 IO.Kibwage 和 H.A.Kirst 两个研究小组各

自独立发现的免疫内酯类化合物，其化学结构上属于十二元大环内酯

类化合物，化学结构较为新颖。 

LY267108(XV) 
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内其抑制效应与剂量浓度呈正相关，同样剂量浓度下免疫

内酯LY267108对核因子κB的抑制作用较红霉素更强，而

同为10 mg/L的LY267108与阿仑膦酸钠对核因子κB的抑

制作用无显著差异。因此，鉴于免疫内酯LY267108无抗菌

活性，同时在破骨细胞活化过程中对核因子κB具有更强的

抑制作用，其将有可能成为抑制假体周围骨溶解，防治人

工关节无菌性松动的理想药物。 
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