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补骨脂异黄酮抑制破骨细胞分化缓解小鼠去卵巢骨质疏松

李啸群，徐凯航，纪  方

文题释义：

破骨细胞分化：成熟的破骨细胞由骨髓单核细胞分化而来，骨髓细胞在巨噬细胞克隆刺激因子的诱导下形成骨髓单核细胞，在巨噬细胞

克隆刺激因子和RANKL的诱导下，骨髓单核细胞逐渐分化，形成成熟破骨细胞，成熟破骨细胞TRAP染色呈阳性，F-actin是破骨细胞行使骨

吸收功能的重要结构，帮助破骨细胞在体内行使骨吸收功能。

绝经后骨质疏松：是一种与衰老有关的常见病，主要发生在绝经后妇女，由于雌激素缺乏导致骨量减少及骨组织结构变化，使骨脆性增

多，骨折风险显著上升，同时由骨折引起的疼痛、骨骼变形、出现合并症等严重地影响老年人的身体健康和生活质量。

摘要

背景：骨代谢平衡由破骨细胞介导的骨吸收作用和成骨细胞介导的骨形成作用共同完成。破骨细胞的过度激活可导致一系列的骨代谢疾

病如风湿性关节炎、骨质疏松等。RANKL介导的NF-κB通路激活在破骨细胞分化中发挥重要作用。

目的：探究补骨脂异黄酮在RANKL介导的破骨细胞分化中的作用。

方法：以0，1，2，4，8，16，32，64，128 μmol/L补骨脂异黄酮孵育RAW264.7细胞，CCK-8分析补骨脂异黄酮的细胞毒性；RANKL诱导

RAW264.7细胞向破骨细胞分化，分化过程中给予2，5，10 μmol/L补骨脂异黄酮，干预5 d后采用TRAP染色分析破骨细胞数量，F-actin染
色分析破骨细胞形态及功能；干预2 d后骨吸收实验分析破骨细胞的骨吸收功能；干预0，15，30，60 min后western blot分析RANKL介导的

NF-κB通路的激活情况；然后进行体内实验，卵巢切除小鼠每周接受10 mg/kg补骨脂异黄酮腹腔注射治疗2次，干预6周后取小鼠股骨进行

形态学分析。

结果与结论：①在16 μmol/L浓度以下补骨脂异黄酮无细胞毒性；②补骨脂异黄酮可抑制RANKL介导的破骨细胞分化，抑制作用呈浓度依赖

性；③补骨脂异黄酮可抑制破骨细胞F-actin形成和破骨细胞的骨吸收功能；④补骨脂异黄酮可抑制RANKL介导的NF-κB通路；⑤补骨脂异黄

酮干预可缓解小鼠绝经后骨质疏松后的骨量丢失；⑥结果表明，补骨脂异黄酮通过抑制RANKL介导的NF-κB通路激活，进而调控破骨细胞

分化并缓解绝经后骨质疏松。
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0    引言  Introduction
骨代谢的平衡由破骨细胞介导的骨吸收作用和成骨细胞

介导的骨形成作用共同完成
[1]
。破骨细胞过度激活可能导致

一系列的骨骼代谢疾病如风湿性关节炎、骨质疏松症等
[2]
。

研究表明，抑制破骨细胞的分化及功能，减轻破骨细胞的过

度激活，是治疗骨丢失疾病的有效方法
[3]
。

骨质疏松症是一种常见的以骨量丢失、骨微结构改变和

骨脆性增加为特点的骨骼代谢疾病，骨质疏松症患者发生骨

折的风险显著增加
[4]
。目前，全世界有超过 2 亿骨质疏松患

者
[5]
。流行病学数据显示，骨质疏松发病率与年龄和性别相

关，而绝经后骨质疏松是骨质疏松症的最常见形式
[6]
。抑制

骨吸收的药物如双膦酸盐等，是目前临床治疗骨质疏松的主

要药物
[7]
，但是其在抑制破骨细胞骨吸收功能的同时，也对

成骨细胞的骨形成功能产生了抑制，干扰了骨骼的正常重建，

在长期用药过程中，还会产生一系列严重的并发症，如下颌

骨坏死、非典型性骨折等
[8]
。寻找更好的药物治疗骨质疏松

在临床工作中具有重要意义。

破骨细胞来源于单核巨噬细胞系，参与一系列的骨骼

代谢疾病的病理过程
[9]
。破骨细胞的分化过程需要一系列

细胞因子的参与和通路的激活，其中巨噬细胞克隆刺激因

子 (macrophage colony-stimulating factor，M-CSF) 和核因子 κB

受体激活配体 (receptor activator of nuclear factor-κB ligand，
RANKL) 在其中发挥重要作用

[10-12]
。巨噬细胞克隆刺激因子

可促进破骨前体细胞增殖和 RANK 的表达
[11]
，随后 RANK 与

RANKL 结合，TRAF 家族细胞因子被募集，下游 NF-κB、PI3K/

AKT 和 MAPK 通路被激活，破骨细胞分化相关细胞因子如

NFATc1、MMP-9、CTR等表达，共同调控破骨细胞分化过程
[13-14]

。

补骨脂异黄酮是传统强骨中药补骨脂的提取物
[15]
。研

究表明，补骨脂异黄酮可减轻脂多糖介导的炎症反应，增加

肝癌细胞对化疗的敏感性，抑制肿瘤细胞生长
[16]
。在骨代谢

方面，补骨脂异黄酮可促进成骨细胞分化，调控成骨细胞功

能
[17]
。但是，补骨脂异黄酮对破骨细胞的影响尚无报道，其

在骨丢失疾病中的作用仍不清楚。该研究对补骨脂异黄酮在

破骨细胞分化中的作用及分子通路进行了探索，为临床骨质

疏松症的药物治疗提供了参考依据。

1    材料和方法  Materials and methods
1.1   设计   细胞学基础实验和动物体内实验。

1.2   时间及地点   2019 年 4 月至 2020 年 1 月在上海长海医

院中心实验室完成。

1.3   材料   补骨脂异黄酮 ( 上海诗丹德公司 )；RAW264.7 细

胞 ( 中科院上海细胞库 )；DMEM 培养基 (Gibco，USA)；胎牛

血清 (Gibico，USA)；RANKL(Peprotech，USA)；巨噬细胞克隆

刺激因子 (Peprotech，USA)；CCK-8 试剂盒、TRAP 染色试剂

盒 (Sigma-Aldrich，USA)；IκB、p-IκB、p50、p-p50、p65、p-p65、
β-actin(Cell Signaling Technology，USA)。

实验动物：8 周龄雌性 C57BL/6 小鼠 15 只，体质量

22-23 g，由上海斯莱克实验动物有限责任公司提供。实验过

程遵循上海长海医院动物实验伦理规定 (SYXK 2015-0017)。
1.4   方法

1.4.1   CCK-8 检测补骨脂异黄酮的细胞毒性   RAW264.7 细胞

以 1.5×105/ 孔的密度接种于 96 孔板中，待细胞贴壁后，分

别以 0，1，2，4，8，16，32，64，128 μmol/L 补骨脂异黄

酮孵育细胞，每组 3 孔，5 d 后用 CCK-8 试剂盒检测细胞在

450 nm 波长处的吸光度值。

1.4.2  体外破骨细胞培养  RAW264.7 细胞以 1.5×104/ 孔的密

度接种于 96 孔板中，待细胞贴壁后，加入 25 μg/L 巨噬细胞

克隆刺激因子和 100 μg/L RANKL 进行诱导，同时分别加入 2，
5，10 μmol/L 补骨脂异黄酮孵育细胞，5 d 后用 TRAP 染色试

剂盒对细胞进行 TRAP 染色。5 个核以上的细胞被认为是破

骨细胞
[18]
。

1.4.3  F-actin 染色   RAW264.7 细胞以 1.5×105/ 孔的密度接种

于 96 孔板中，待细胞贴壁后，加入 25 μg/L 巨噬细胞克隆刺

激因子和 100 μg/L RANKL 进行诱导，同时分别加入 2，5，
10 μmol/L 补骨脂异黄酮孵育细胞，5 d 后用鬼笔环肽对细胞

F-actin 进行染色。
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1.4.4   骨吸收实验   RAW264.7 细胞诱导为成熟破骨细胞后，

加入胰酶消化，以每孔 100 个破骨细胞接种于 12 孔骨板中，

加入 25 μg/L 巨噬细胞克隆刺激因子和 100 μg/L RANKL)，同

时分别加入 2，5，10 μmol/L 补骨脂异黄酮孵育细胞，2 d 后

加入 1% 次氯酸钠消化，收集细胞，在光学显微镜下拍照，

用 Image J 软件对骨板吸收面积进行分析
[19]
。

1.4.5   Western blot 实验   在 10 μmol/L 补骨脂异黄酮孵育

细胞后的第 0，15，30，60 分钟，加入裂解液，提取贴

壁细胞的总蛋白并测定蛋白含量，制定标准曲线，然后

电泳、转膜、5% 脱脂奶粉封闭 2 h，加入一抗 4 ℃孵育过

夜，加入二抗室温孵育 2 h，化学发光试剂显影，对细胞的

IκB(1 ∶ 400)，p-IκB(1 ∶ 300)，p50(1 ∶ 300)，p-p50(1 ∶ 300)，
p65(1 ∶ 200)，p-p65(1 ∶ 500)，β-actin(1 ∶ 300) 表达水平

进行分析。

1.4.6   小鼠卵巢切除模型   C57BL/6 小鼠用 5% 水合氯醛麻醉

后，切开背部皮肤、腹膜，暴露出卵巢，行卵巢切除后用可

吸收线进行结扎，最后缝合背部皮肤。术后恢复 2 d 开始进

行正式实验。15 只 C57BL/6 小鼠随机分为 3 组：假手术组、

卵巢切除组以及药物治疗组，每组 5 只。由预实验浓度梯度

给药，确定最终无毒给药质量浓度为 10 mg/kg。药物治疗组

小鼠每周接受 10 mg/kg 补骨脂异黄酮腹腔注射治疗 2 次。

药物干预 6 周后，处死小鼠，取小鼠股骨进行形态学分析。

1.4.7   苏木精 - 伊红染色   将小鼠股骨在 40 g/L 多聚甲醛溶

液中固定 3 d，用 EDTA 溶液进行脱钙处理 21 d，将股骨标本

石蜡包埋，切片厚度为 4 μm，进行苏木精 - 伊红染色，对

小鼠骨小梁面积进行了统计。

组织工程实验动物造模过程的相关问题

造模目的： 探究补骨脂异黄酮对体内骨代谢的影响

选择动物的基本资料： 8 周龄性成熟的雌性 C57BL/6 小鼠

模型与所研究疾病的关系： 卵巢双侧切除模拟临床妇女绝经后骨质疏松

动物来源及品系： C57BL/6 小鼠

造模技术描述： 麻醉后切除小鼠双侧卵巢

动物数量及分组方法： 随机对照分为假手术组、卵巢切除组以及药物治疗

组，每组 5 只

造模成功评价指标： 卵巢切除后 6 周，观察到卵巢萎缩且骨量减少

造模后取材及观察指标： 苏木精 -伊红染色观察股骨形态

伦理委员会批准及批号： 实验方案经过上海长海医院动物伦理委员会批准，

批准号为 SYXK 2015-0017

1.5   主要观察指标  ①补骨脂异黄酮干预 5 d 后，RAW264.7 细

胞存活情况、成熟破骨细胞数量、F-actin 阳性细胞数量；②补

骨脂异黄酮干预 2 d 后骨板吸收面积；③补骨脂异黄酮干预后

0，15，30，60 min，破骨细胞分化 NF-κB 通路相关蛋白表达；

④补骨脂异黄酮干预 6 周后，卵巢切除小鼠骨量变化。

1.6   统计学分析   统计分析由 Graphpad Prism 软件完成。两

组间数据分析比较用 Student t 检验，P < 0.05 为差异有显著

性意义。

2    结果  Results 
2.1   补骨脂异黄酮无毒剂量确定  为排除补骨脂异黄酮细

胞毒性对实验结果的影响，用不同浓度的补骨脂异黄酮对

RAW264.7 细胞进行孵育。结果发现，在 16 μmol/L 浓度以下

时，补骨脂异黄酮无明显细胞毒性，见图 1。

2.2   补骨脂异黄酮可抑制破骨细胞分化   为探究补骨脂异黄

酮对破骨细胞分化的影响，用不同浓度补骨脂异黄酮对巨噬

细胞克隆刺激因子及 RANKL 诱导下的 RAW264.7 细胞进行孵

育。结果发现，与对照组相比，RANKL 诱导组细胞形成大量

成熟破骨细胞；加入补骨脂异黄酮后，成熟破骨细胞的数量

明显减少，在浓度为 10 μmol/L 时破骨细胞的形成受到明显

抑制。以上结果表明，补骨脂异黄酮可抑制破骨细胞分化，

同时这种抑制作用呈浓度依赖性，见图 2。

2.3   补骨脂异黄酮可抑制破骨细胞 F-actin 形成    F-actin 是破

骨细胞发挥骨吸收功能的重要单位
[20]
。为探究补骨脂异黄酮

对破骨细胞功能的影响，用不同浓度补骨脂异黄酮对巨噬细

胞克隆刺激因子及 RANKL 诱导下的 RAW264.7 细胞进行孵育，

然后进行 F-actin 染色。结果发现，与对照组相比，RANKL 诱

导后有大量 F-actin 形成；加入补骨脂异黄酮后，F-actin 形成

受到明显抑制，这种抑制作用呈浓度依赖性，见图 3。

2.4   补骨脂异黄酮可抑制破骨细胞的骨吸收作用   为探究补

骨脂异黄酮对破骨细胞骨吸收作用的影响，用不同浓度补骨

脂异黄酮对巨噬细胞克隆刺激因子及 RANKL 诱导下的成熟破

骨细胞进行孵育。结果发现，补骨脂异黄酮干预可显著抑制

破骨细胞的骨吸收功能，骨板吸收面积随用药浓度上升而降

低，见图 4。

2.5   补骨脂异黄酮可抑制 RANKL 介导的 NF-κB 通路   为探

究补骨脂异黄酮抑制破骨细胞分化及功能的分子机制，

10 μmol/L 补骨脂异黄酮干预不同时间点对 RANKL 介导的

NF-κB 通路相关蛋白进行分析。结果发现，在 RANKL 诱导后，

IκB，p65，p50 磷酸化水平明显上升，在加入补骨脂异黄酮

之后，NF-κB 通路的激活受到了抑制，见图 5。

2.6   补骨脂异黄酮治疗可缓解小鼠绝经后骨量丢失  为探究

补骨脂异黄酮在治疗骨丢失疾病如骨质疏松中的作用，对小

鼠施行卵巢切除术用来模拟绝经后骨质疏松状态，术后腹腔

注射补骨脂异黄酮进行治疗。6 周后股骨苏木精 - 伊红染色

结果显示，卵巢切除组小鼠骨量丢失明显，骨小梁面积明显

下降，但是补骨脂异黄酮治疗可显著缓解小鼠的骨量丢失，

对小鼠绝经后骨质疏松具有治疗作用，见图 6。 

3    讨论 Discussion
骨质疏松症是一种年龄相关的慢性骨骼代谢疾病，主要

以骨量减少、骨微结构改变和骨脆性增加为特点
[21]
，主要发

病原因为成骨细胞介导的骨形成作用和破骨细胞介导的骨吸

收作用的失衡
[13]
。研究表明，雌激素缺失导致炎症因子大量

表达，同时 RANKL 介导的信号通路过度激活，从而使破骨细

胞功能失调，是绝经后骨质疏松的重要病因
[14]
。因此，抑制
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体内过度激活的破骨细胞功能是治疗绝经后骨质疏松的重要

方法
[22]
。

该研究首次报道了补骨脂异黄酮对破骨细胞分化和功能

具有抑制作用，同时对其分子机制进行了探讨，发现其可抑

制 RANKL 介导的 NF-κB 通路激活，进而影响破骨细胞的分化。

通过体内实验对补骨脂异黄酮的功能进行了验证，发现其可

减轻小鼠卵巢切除手术后的骨质疏松症状，对骨质疏松症具

有良好的治疗效果。

骨骼代谢的平衡由成骨细胞介导的骨形成作用和破骨

细胞介导的骨吸收作用共同完成
[23]
。当破骨细胞被过度激

活时，会导致一系列的疾病，如风湿性关节炎、骨质疏松症

等
[24-25]

。研究表明，中药提取物在肿瘤治疗、抗炎、抗氧化

等方面都具有重要作用
[26]
。补骨脂异黄酮来源于传统健骨

中药补骨脂，其可抑制肿瘤细胞生长，同时具有抗炎、抗氧

化的作用
[17, 27-29]

。在骨代谢方面，补骨脂异黄酮可促进成骨

细胞分化，促进骨形成功能
[17]
。然而，其在破骨细胞中发

挥的作用尚不明确。成骨细胞和破骨细胞之间平衡的失调常

由于免疫系统平衡的打破。因此，作者推测补骨脂异黄酮在

骨质疏松症的治疗中可能发挥重要作用。

为了排除补骨脂异黄酮本身细胞毒性的影响，首先进行

了 CCK-8 实验，并确定了 2，5，10 μmol/L 无毒剂量来对细胞

进行干预，发现补骨脂异黄酮可显著抑制 RANKL 介导的破骨

细胞分化，并具有浓度依赖效应。RANK 与 RANKL 结合后，

TRAF 细胞因子家族被募集，同时下游分子通路如 NF-κB、
MAPK 和 PI3K/AKT 通路被激活。既往研究表明，补骨脂异黄

酮可抑制 NF-κB 通路，抑制炎症反应和肿瘤转移
[27，29]

。为探

究补骨脂异黄酮抑制破骨细胞分化的分子通路机制，Western 

blot 实验检测了 IκB，p65，p50 磷酸化水平，结果发现补骨

脂黄酮干预可显著抑制 NF-κB 通路的激活。因此，补骨脂异

黄酮可通过阻断 NF-κB 通路的激活来抑制破骨细胞的分化。

F-actin 参与成熟破骨细胞内封闭环的形成，是破骨细胞

行使骨吸收功能的单位
[20，30]

。为了进一步探究补骨脂异黄

酮对破骨细胞功能的影响，进行了 F-actin染色和骨吸收实验，

结果发现补骨脂异黄酮对成熟破骨细胞的功能也具有明显的

抑制作用。

目前，抑制破骨细胞骨吸收功能的药物如双膦酸盐，是

目前临床上治疗骨质疏松的主要药物
[31]
，但双膦酸盐抑制骨

吸收作用的同时会干扰骨重建的过程，抑制成骨细胞的骨形

成功能
[32]
。研究发现，长期应用双膦酸盐药物会导致下颌骨

坏死和非典型性骨折
[33]
。特立帕肽是一种重组甲状旁腺激素，

也是目前临床上应用的唯一一种生物制剂
[34]
，同时抗小鼠硬

化蛋白抗体也是近年来用来促进骨形成的重要药物，其安全

性也正在接受临床评估
[35]
。生物制剂治疗病理性骨量丢失越

来越受到研究者的重视。

实验进一步通过卵巢切除小鼠模型来模拟临床中绝经后

骨质疏松状况
[36]
，并进行了补骨脂异黄酮干预体内实验。在

补骨脂异黄酮治疗 6 周后，采用苏木精 - 伊红染色方法对小

鼠股骨进行了组织形态学分析，结果发现小鼠骨量丢失状况

得到了明显的缓解，表明补骨脂异黄酮在体内具有非常好的

治疗绝经后骨质疏松的效应。

该研究通过体内及体外实验探究了补骨脂异黄酮对破骨

细胞分化和功能的抑制作用，并对相关分子通路进行了探索，

证明补骨脂异黄酮在骨质疏松疾病治疗中具有非常重要的价

值，但是其抑制破骨细胞分化的具体机制仍需进一步实验说明。
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             RANKL                          RANKL+ 补骨脂异黄酮 图 5 ｜ Western blot 检测
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的表达

Figure 5 ｜ Western blot 
assay for the activation of 
nuclear factor-κB pathway 
at different time of corylin 
intervention


