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脂多糖刺激小鼠 MLO-Y4 骨细胞白细胞介素 6 及核因子 κB 受体活化因子
配体的表达

刘奇奇 1，刘  敏 2，杨  健 1，余  科 1

文题释义：

脂多糖：是革兰阴性细菌内毒素的主要活性成分，在炎症性骨吸收中发挥着重要作用，可诱导多种炎性细胞因子，如白细胞介素1/6、前

列腺素等。脂多糖由类脂A、核心多糖、O-抗原组成，主要与存在于宿主细胞细胞膜表面的Toll样受体相结合，而Toll家族与炎性细胞因子

表达有关，在炎症免疫中起着重要作用。
PI3K/AKT信号通路：在调控各种不同细胞功能(包括代谢、生长、增殖、存活、转录及蛋白质合成)方面发挥重要作用。PI3K是由调节亚基
p85和催化亚基p110构成的二聚体，当它与细胞因子受体结合后可改变AKT的蛋白结构并使其活化，并以磷酸化作用激活或抑制下游一系

列底物及其他信号转导途径。在脂多糖的刺激下，PI3K/AKT信号通路可以介导多种炎性细胞因子的产生。

摘要

背景：前期研究证实，脂多糖刺激小鼠MLO-Y4骨细胞上调炎症相关细胞因子白细胞介素6的表达，白细胞介素6上调破骨细胞生成相关因

子核因子κB受体活化因子配体(receptor activator of nuclear factor-κB ligand，RANKL)的表达，而PI3K/AKT信号通路是骨代谢中的重要调节通

路，验证其是否参与脂多糖诱导骨细胞炎症因子的产生，对研究细菌炎症性骨吸收的机制具有重要意义。

目的：验证PI3K/AKT信号通路是否参与脂多糖刺激下小鼠MLO-Y4 骨细胞白细胞介素6及RANKL的表达。 
方法：①分别以0，100 µg/L的脂多糖刺激MLO-Y4骨细胞，1，2，4，6，8 h后，采用RT-qPCR检测白细胞介素6和RANKL的mRNA表达，
Western blot法检测RANKL和p-AKT蛋白表达；②取对数生长期的MLO-Y4骨细胞，分7组处理：不做任何处理(对照组)、100 µg/L脂多糖、   
1 µmol/L PI3K抑制剂+100 µg/L脂多糖、2.5 µmol/L PI3K抑制剂+100 µg/L脂多糖、5 µmol/L PI3K抑制剂+100 µg/L脂多糖、10 µmol/L PI3K抑制

剂+100 µg/L脂多糖、20 µmol/L PI3K抑制剂+100 µg/L脂多糖，采用RT-qPCR检测白细胞介素6和RANKL的mRNA表达；③将MLO-Y4骨细胞分4
组处理：不做任何处理(对照组)、100 µg/L脂多糖、二甲基亚砜+100 µg/L脂多糖、10 µmol/L PI3K抑制剂+100 µg/L脂多糖，采用RT-qPCR检测
RANKL的mRNA表达，Western blot法检测RANKL与p-AKT蛋白表达。

结果与结论：①脂多糖刺激后，骨细胞内白细胞介素6与RANKL的mRNA表达呈先升高后降低的趋势，各时间点的两基因表达量均高于无

脂多糖刺激组(P < 0.05)；骨细胞内RANKL和p-AKT蛋白表达呈先升高后降低的趋势，各时间点的两蛋白表达量均高于无脂多糖刺激组(P < 
0.05)；②1-10 µmol/L的PI3K抑制剂呈浓度依赖性降低脂多糖诱导的骨细胞白细胞介素6和RANKL的 mRNA表达量升高，浓度越高降低效果越

明显，当浓度达到20 µmol/L时降低效果与10 µmol/L无明显差异；③二甲基亚砜与PI3K抑制剂均可降低脂多糖刺激诱导的骨细胞RANKL蛋白

与mRNA表达量的升高，降低脂多糖刺激诱导的骨细胞p-AKT蛋白表达，其中以PI3K抑制剂的降低效果更明显；④结果表明，PI3K/AKT信号

通路参与了脂多糖刺激小鼠MLO-Y4骨细胞白细胞介素6和RANKL的表达。
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缩略语：核因子κB受体活化因子配体：receptor activator of nuclear factor-κB ligand，RANKL
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文章快速阅读：

MLO-Y4 骨细胞

MLO-Y4
骨细胞

MLO-Y4
骨细胞

△ 0 µg/L 脂多糖
△ 100 µg/L 脂多糖

△不做任何处理
△ 100 µg/L 脂多糖
△二甲基亚砜 +100 µg/L 脂多糖
△ 10 µmol/L PI3K 抑制剂 +100 µg/L 脂多糖

△ RT-qPCR
检测白细
胞 介 素 6
和核因子
κB 受体活
化因子配
体  m R N A
表达

△ RT-qPCR 检测核因子 κB 受体活
化因子配体 mRNA 表达
△ Western blot 法检测核因子 κB 受
体活化因子配体与 p-AKT 蛋白表达

△不做任何处理
△ 100 µg/L 脂多糖
△ 1 µmol/L PI3K 抑制剂 +100 µg/L 脂多糖
△ 2.5 µmol/L PI3K 抑制剂 +100 µg/L 脂多糖

△ 5 µmol/L PI3K 抑制剂 +100 µg/L 脂多糖
△ 10 µmol/L PI3K 抑制剂 +100 µg/L 脂多糖
△ 20 µmol/L PI3K 抑制剂 +100 µg/L 脂多糖

△ RT-qPCR 检测白细胞介素 6 和核因子 κB 受体活化因子配体 mRNA 表达
△ Western blot 法检测核因子 κB 受体活化因子配体和 p-AKT/ 蛋白表达
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0   引言   Introduction
脂多糖是革兰阴性细菌内毒素的主要活性成分，研究

表明其与多种炎症性骨吸收有关，如慢性根尖周炎
[1]
、牙周

炎
[2]
、种植体周围骨吸收

[3-5]
、类风湿性关节炎

[6]
、骨坏死

[7]
，

然而，脂多糖引起炎性骨吸收的机制仍未完全清楚。骨吸收

是由骨重建过程中成骨细胞和破骨细胞功能不平衡或溶解

性疾病中破骨细胞活性增强引起的
[8]
，因此越来越多的研究

集中于脂多糖如何诱导破骨细胞的生成。破骨细胞生成的关

键因子有核因子 κB 受体活化因子配体 (receptor activator of 
nuclear factor-κB ligand，RANKL)[9-10]

、肿瘤坏死因子家族成

员
[8]
。RANKL 主要来源于成骨谱系细胞，包括成骨细胞和骨

细胞，但哪种成骨谱系细胞产生的 RANKL 水平更高仍存在

争议
[11]
。研究表明脂多糖诱导的骨吸收可通过降低 RANKL

的表达来抑制
[12]
，因此可以认为 RANKL 是炎性骨吸收中的

关键细胞因子。

虽然已有研究证实脂多糖可诱导骨细胞表达 RANKL[4]
，

但该过程中涉及的信号传导途径仍未完全清楚。基于现有研

究，Toll 样受体是各种细胞中 ( 包括成骨细胞和骨细胞 ) 脂
多糖的经典受体，当脂多糖与成骨谱系细胞中的 Toll 样受体

结合时一系列信号通路被激活，并且诱导骨重塑细胞因子的

表达，例如白细胞介素 1β、白细胞介素 6、白细胞介素 8、
骨涎蛋白、前列腺素 E2、肿瘤坏死因子 α 和基质金属蛋白

酶
[13-14]

。其中白细胞介素 6 可以诱导骨组织中的 RANKL 表

达
[15]
，并通过促进 RANKL 活性来增强骨细胞介导的破骨细

胞生成
[16-17]

，因此，骨细胞中脂多糖 - 白细胞介素 6-RANKL

途径成为研究脂多糖诱导骨吸收疾病的焦点。前期研究证实

ERK1/2 信号通路参与了脂多糖诱导骨细胞白细胞介素 6 的分

泌，白细胞介素 6 通过自分泌的方式进一步刺激骨细胞表达

RANKL[4]
；然而，当 ERK1/2 信号通路被阻断时，脂多糖诱导

骨细胞中白细胞介素 6 和 RANKL 表达的上调未被完全抑制，

表明可能还有其他信号通路参与其中
[4]
。

PI3K/AKT 信号通路是骨生物学中与细胞凋亡
[18]
、成骨

细胞增殖和分化
[19]
、破骨细胞产生和活化有关的重要信号转

导途径
[20]
，该途径由机械应力

[21]
、循环压缩力

[22]
、脂多糖

激活
[23]
，随后激活下游核因子 κB 信号通路

[24]
，并表现出与

经典 Wnt/β- 连环蛋白信号传导途径的串话
[25]
。研究表明，

PI3K/AKT 不仅与脂多糖诱导的白细胞介素 6 表达有关，而且

与 RANKL 的产生有关，当脂多糖刺激的 AKT 活化被抑制时白

细胞介素 6 在成骨样细胞中的表达也被抑制
[26]
。鉴于 PI3K/

AKT 信号通路在骨代谢中的重要性，实验将验证其是否参与

了脂多糖刺激骨细胞白细胞介素 6 和 RANKL 的表达，以丰富

脂多糖诱导的炎症性骨吸收的机制。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   体外细胞实验，计量资料采用单因素 ANOVA 分析。

1.2   时间及地点   实验于 2020 年 6 月至 2021 年 2 月在西南

医科大学口腔颌面修复重建和再生实验室完成。  
1.3   材料

1.3.1   细胞   细胞系 MLO-Y4 来源于 Lynda F.Bonewald 博士 ( 密

苏里州堪萨斯城密苏里大学口腔生物学系，美国 ) 惠赠
[27]
，

Corresponding author: Yu Ke, MD, Associate professor, Department of Oral Implantology, School/Hospital of Stomatology, Southwest Medical University, 
Luzhou 646000, Sichuan Province, China

Abstract
BACKGROUND: Previous studies have confirmed that lipopolysaccharide could up-regulated the expression of interleukin-6, an inflammation-related cytokine, 
in mouse MLO-Y4 osteocytes, and interleukin-6 could further up-regulate the expression of receptor activator of nuclear factor κB ligand (RANKL), a factor 
related to osteoclastogenesis, in osteoblasts. PI3K/AKT signaling pathway is an important regulatory pathway in bone metabolism. Verifying whether this 
signaling pathway is involved in the production of inflammatory factors induced by lipopolysaccharides is greatly beneficial to studying the mechanism of bone 
resorption that is caused by bacterial inflammation.
OBJECTIVE: To verify whether PI3K/AKT signaling pathway is involved in the expression of interleukin-6 and RANKL in mouse MLO-Y4 osteocytes stimulated by 
lipopolysaccharides.
METHODS: MLO-Y4 osteoblasts were stimulated with 0 or 100 µg/L lipopolysaccharides for 1, 2, 4, 6, and 8 hours. Then the mRNA expressions of interleukin-6 
and RANKL were detected by real-time quantitative polymerase chain reaction, and the protein expression of RANKL and p-AKT were detected by western blot. 
MLO-Y4 osteocytes in logarithmic growth was divided into seven groups: no treatment group (control group), 100 µg/L lipopolysaccharide group, 1 µmol/L PI3K 
inhibitor+100 µg/L lipopolysaccharide group, 2.5 µmol/L PI3K inhibitor+100 µg/L lipopolysaccharide group, 5 µmol/L PI3K inhibitor+100 µg/L lipopolysaccharide 
group, 10 µmol/L PI3K inhibitor+100 µg/L lipopolysaccharide group, 20 µmol/L PI3K inhibitor+100 µg/L lipopolysaccharide group. Real-time quantitative 
polymerase chain reaction was used to detect the mRNA expression of interleukin 6 and RANKL. MLO-Y4 osteocytes were divided into four groups: no treatment 
group (control group), 100 µg/L lipopolysaccharide group, dimethyl sulfoxide+100 µg/L lipopolysaccharide group, and 10 µmol/L PI3K inhibitor+100 µg/L 
lipopolysaccharide group. Real-time quantitative polymerase chain reaction was used to detect the mRNA expression of RANKL, and western blot was used to 
detect the protein expression of RANKL and p-AKT.
RESULTS AND CONCLUSION: After lipopolysaccharide stimulation, the mRNA expression of interleukin-6 and RANKL in osteocytes was increased first and then 
decreased; however, the mRNA expression levels were higher than those in the control group at each time point (P < 0.05). After lipopolysaccharide stimulation, 
the protein expression of RANKL and p-AKT in osteocytes was significantly higher than that in the control group (P < 0.05) at each time point, although the 
protein expression in lipopolysaccharide groups was increased first and then decreased. PI3K inhibitor of 1-10 µmol/L could decrease the mRNA expression of 
interleukin 6 and RANKL in lipopolysaccharide-induced osteocytes in a concentration-dependent manner, while 20 and 10 µmol/L PI3K inhibitor showed similar 
effects. Both dimethyl sulfoxide and PI3K inhibitors could inhibit the increase in the protein and mRNA expression of RANKL and the protein expression of p-AKT 
in osteocytes induced by lipopolysaccharide. Furthermore, PI3K inhibitor showed the better inhibitory effect. These results indicate that lipopolysaccharide 
stimulates the expression of interleukin-6 and RANKL in mouse MLO-Y4 osteocytes through the PI3K/AKT signaling pathway.
Key words: osteocyte; interleukin-6; lipopolysaccharide; PI3K/AKT; receptor activator of nuclear factor-κB ligand; bone resorption; phosphorylation; PI3K inhibitor

Funding: the 2017 Scientific Research Plan of the Educational Department of Sichuan Province, No. 17ZB0481 (to YK); Western Stomatology Clinical Research 
Fund of Chinese Stomatological Association, No. CSA-W2018-03 (to YK); the Luzhou Municipal People’s Government - Southwest Medical University Strategic 
Cooperation Project, No. 2020LZXNYDJ31 (to YK)
How to cite this article: LIU QQ, LIU M, YANG J, YU K. Lipopolysaccharide stimulates the expression of interleukin-6 and nuclear factor kappa B receptor 
activator ligand in mouse MLO-Y4 osteoblasts. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2022;26(20):3121-3126. 
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该细胞系为 Y4 小鼠长骨中分离的骨细胞。

1.3.2   主要试剂   α-MEM 培养基购自美国 HyClone 公司；小

牛血清和胎牛血清均购自杭州四季青公司；胰酶和 LY294002 

(PI3K 抑制剂 ) 购自上海碧云天生物技术有限公司；胶原购自

美国 Biosciences 公司；脂多糖、链霉素和青霉素均购自美国

Sigma Aldrich 公司；抗 RANKL 抗体、抗 β-肌动蛋白抗体及二

抗均购自美国 Abcam 公司；RNA 提取试剂盒购自北京天根生

化科技有限公司；qPCR RT Master Mix 购自日本 TOYOB 公司；

qPCR Master Mix 购自上海生工生物工程股份有限公司；CCK-8

试剂盒、RIPA 裂解液及蛋白提取试剂盒购自北京索莱宝科技

有限公司；ECL 显影液购自北京英格恩生物科技有限公司。

1.4   实验方法

1.4.1   细胞的培养   复苏 MLO-Y4 细胞后，加入含 89% α-MEM

培养基、体积分数 5% 胎牛血清、体积分数 5% 小牛血清和 1%

双抗 (100 g/L 链霉素和 100 U/mL 青霉素 ) 的完全培养基培养，

培养于37 ℃、体积分数95%空气和5%CO2组成的潮湿环境中。

将MLO-Y4细胞以1×109 L-1
的细胞浓度接种在单独的培养瓶中，

待细胞长到 90% 时用磷酸盐缓冲盐水 (pH=7.4) 洗涤 2 次并进

行传代，加入 0.25% 胰酶消化液 1 mL ，37 ℃消化约 3 min，

显微镜下观察细胞已呈流沙样脱落，再加入 2.5 mL 完全培养

基终止消化后，1 000 r/min 离心 5 min，弃上清后加入新鲜完

全培养基重悬细胞，平均分装到新的培养瓶中。

1.4.2   脂多糖对骨细胞的白细胞介素 6、RANKL 表达及 AKT

磷酸化的影响   将 MLO-Y4 细胞以 1×109 L-1
的细胞浓度接种

于 6 孔板中，每孔 2.5 mL，待细胞贴壁后分 2 组处理：实验

组加入含脂多糖 ( 使其质量浓度为 100 µg/L)[4]
，对照组不做

处理。培养 1，2，4，6，8 h 后提取细胞总 RNA 和总蛋白，

采用 RT-qPCR 检测白细胞介素 6 和 RANKL 的 mRNA 表达，

Western blot 法检测 RANKL 和 p-AKT/AKT 蛋白表达。

1.4.3   不同浓度 LY294002 对脂多糖诱导骨细胞白细胞介素 6、
RANKL 表达的影响   将对数生长期的 MLO-Y4 细胞以 1×109 L-1

的细胞浓度接种于 6 孔板中，每孔 2.5 mL，每孔分别加入一

定量的 LY294002 溶液 ( 溶于二甲基亚砜中 )，使其浓度分别

为 1，2.5，5，10，20 µmol/L。培养 1 h 后，每孔加入脂多

糖使其质量浓度为 100 µg/L，处理 2 h 或 4 h。设置单独脂多

糖处理组与对照组 ( 不做任何处理 )。提取细胞总 RNA，采

用 RT-qPCR 检测白细胞介素 6 和 RANKL 的 mRNA 表达。

1.4.4   二甲基亚砜对骨细胞增殖的影响   将 MLO-Y4 细胞以 

1×109 L-1
的细胞浓度接种于 96 孔板中，每孔 0.1 mL，实验组

加入 1 µL 二甲基亚砜，对照组未加入二甲基亚砜。24，48，
72 h 后，采用 CCK-8 法检测细胞增殖情况。

1.4.5   LY294002 或二甲基亚砜对脂多糖诱导骨细胞 RANKL 表

达与 AKT 磷酸化的影响   将 MLO-Y4 细胞以 1×109 L-1
的细胞浓

度接种于 6 孔板中，每孔 2.5 mL，分 4 组处理：对照组不做

任何处理，培养 4 h 或 6 h；脂多糖组加入脂多糖 ( 质量浓度

为 100 µg/L) 处理 4 h 或 6 h；二甲基亚砜组加入二甲基亚砜

( 与 LY294002 组加入的二甲基亚砜量相同 ) 处理 1 h，随后加

入脂多糖 ( 质量浓度为 100 µg/L) 处理 4 h 或 6 h；LY294002

组加入 LY294002 溶液 ( 浓度为 10 µmol/L) 处理 1 h，随后加

入脂多糖 ( 质量浓度为 100 µg/L) 处理 4 h 或 6 h。提取细胞

总 RNA 和总蛋白，采用 RT-qPCR 检测 RANKL 的 mRNA 表达，

Western blot 法检测 RANKL 与 p-AKT/AKT 蛋白表达。

1.4.6   相关指标检测方法

RT-qPCR 检测：磷酸缓冲盐溶液洗涤细胞 2 次后，用

RNA 提取试剂盒严格按照说明书从细胞中提取总 RNA，并

用 Rever traAce®qPCR RT Master Mix 反转录成 cDNA。用 2×SG 

Fast qPCR Master Mix 在 ABI PRISM 7300 Fast Real-Time PCR 

System 中进行 PCR 扩增引物。PCR 引物，见表 1。

表 1 ｜ PCR 引物                                         
Table 1 ｜ PCR primer sequences

基因 引物序列 (5’-3’)

白细胞介素 6 正义链：5′-GAC AAA GCC AGA GTC CTT CAG AG-3′
反义链：5′-TCC TTA GCC ACT CCT TCT GTG AC-3′

核因子 κB 受体活化因子配体 正义链：5′-CTG ATG AAA GGA GGG AGC ACG-3′
反义链：5′-GGA AGG GTT GGA CAC CTG AAT G-3′

GAPDH 正义链：5′-GAC ATC AAG AAG GTG GTG AAG C-3′
反义链：5'-GAA GGT GGA AGA GTG GGA GTT-3'

倍数变化计算为 2-ΔΔCt
，其中 ΔΔCt=ΔCt 实验组 –ΔCt 对照组，

以及 ΔCt= Ct 目的基因-CtGAPDH。所有引物均由上海生工生物工程

股份有限公司合成。每次实验取 3 孔平均值为样本检测值，

每组重复实验 3 次。

Western blot 法检测：用低温的磷酸缓冲盐溶液 (pH=7.4)

洗涤细胞 3 次，使用总蛋白提取试剂盒在冰上提取总蛋白，

4 ℃下 13 000 r/min 离心 15 min，使用 BCA 方法定量测定上

清液蛋白浓度，以 SDS 样品缓冲液 (0.125 mol/L Tris-HCl，
pH=6.8；10% 甘油；2%β- 巯基乙醇；2%SDS；0.1% 溴酚蓝 )

稀释来自每个样品的等量蛋白质 (20 μg)，再沸水浴 8 min，

通过 SDS-PAGE 分离样品并转移到 PVDF 膜上。将膜与 50 g/L

牛血清白蛋白 TBST(10 mmol/L Tris-HCl，pH=8.0；150 mmol/L 

NaCl；0.05%Tween20) 在室温下孵育 2 h 来阻断非特异性蛋白

质结合，随后将膜分别与抗 AKT、抗磷酸化 AKT、抗 RANKL

或抗 β-actin 抗体在 4 ℃过夜。 将膜用 TBST 洗涤 3 次，每次

5 min，并与辣根过氧化物酶结合的二抗在室温下孵育 1 h。

再次将膜在 TBST中洗涤 3次 (每次 5 min)以除去过量的二抗。

滴加 ECL 显色液，根据说明书推荐，使用美国 GE Healthcare

公司 ECL 系统检测可视化蛋白条带，使用美国 Bio-Rad 公司

Quantity OneV.4.6.6 软件分析条带。每个结果重复实验 3 次。

1.5   主要观察指标   脂多糖对骨细胞的白细胞介素 6、RANKL

表达及 AKT 磷酸化的影响，不同浓度 LY294002 对脂多糖诱

导骨细胞白细胞介素 6、RANKL 表达的影响，以及 10 µmol/L 

LY294002 对脂多糖诱导骨细胞 RANKL 表达与 AKT 磷酸化的影

响。

1.6   统计学分析   所有数据均以 x-±s 表示。使用 SPSS 22 软件

(IBM，美国 ) 通过单因素 ANOVA 分析数据，并使用 SNK 测试

进行样品之间的多重比较。以P < 0.05表示差异有显著性意义。
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2   结果   Results 
2.1   脂多糖上调骨细胞白细胞介素 6 和 RANKL 的 mRNA 表达   

脂多糖处理后，骨细胞白细胞介素 6 与 RANKL 的 mRNA 表达

显著升高，白细胞介素 6 mRNA 表达于 2 h 达峰值，RANKL 

mRNA 表达于 4 h 达峰值，脂多糖处理不同时间点的细胞白

细胞介素 6 与 RANKL mRNA 表达均高于对照组 (P < 0.05)，

并且脂多糖处理不同时间点间的细胞白细胞介素 6 与 RANKL 

mRNA 表达比较差异均有显著性意义 (P < 0.05)，见图 1。

2.4   二甲基亚砜对骨细胞增殖的影响   二甲基亚砜处理骨细

胞不同时间点的增殖吸光度值与对照组比较差异无显著性意

义 (P > 0.05)，见图 5。

图注：与对照组比较，
aP < 0.05

图 1 ｜脂多糖对 MLO-Y4 骨细胞中白细胞介素 6 和核因子 κB 受体活化因

子配体 (RANKL)mRNA 表达的影响

Figure 1 ｜ Effects of lipopolysaccharide on the mRNA expression of 

interleukin-6 and nuclear factor kappa B receptor activator ligand in mouse 

MLO-Y4 osteocytes

细胞介素 6 和 RANKL mRNA 表达显著升高 (P < 0.05)。与单独脂

多糖处理比较，不同浓度的 LY294002 预处理 + 脂多糖处理组

骨细胞的白细胞介素 6 和 RANKL mRNA 表达显著降低 (P < 0.05)；

其中 10 µmol/L LY294002 预处理 + 脂多糖处理组与 20 µmol/L

LY294002 预处理 + 脂多糖处理组骨细胞的白细胞介素 6 和

RANKL mRNA 表达比较差异无显著性意义 (P > 0.05)，但均低于

其他浓度 LY294002 预处理 + 脂多糖处理组 (P < 0.05)，见图 3。

2.2   脂多糖上调骨细胞 RANKL 和 p-AKT/AKT 蛋白的表达   脂

多糖处理后，骨细胞 RANKL 与 p-AKT 蛋白表达显著升高，于

6 h 两种蛋白表达达峰值，脂多糖处理不同时间点的 RANKL

与 p-AKT 蛋白表达均高于对照组 (P < 0.05)，脂多糖处理不

同时间点的 AKT 蛋白与对照组比较差异均无显著性意义 (P > 

0.05)，见图 2。

图注：A 为 RANKL、p-AKT/AKT 蛋白表达条带；B 为 RANKL、p-AKT/AKT
蛋白表达定量分析结果，与对照组比较，

aP < 0.05
图 2 ｜脂多糖对 MLO-Y4 骨细胞中核因子 κB 受体活化因子配体 (RANKL)
蛋白表达和 AKT 磷酸化的影响

Figure 2 ｜ Effects of lipopolysaccharide on the protein expression of nuclear 

factor kappa B receptor activator ligand and p-AKT in mouse MLO-Y4 osteocytes

图注：LY294002 为 PI3K 抑制剂，LPS 为脂多糖。与对照组比较，
aP < 0.05；

与 LPS 组比较，
bP < 0.05

图 3 ｜不同浓度 LY294002 预处理对脂多糖诱导 MLO-Y4 骨细胞白细胞介

素 6 和核因子 κB 受体活化因子配体 (RANKL)mRNA 表达的影响

Figure 3 ｜ Effects of pretreatment with various concentrations of LY294002 

on mRNA expression of interleukin-6 and nuclear factor kappa B receptor 

activator ligand stimulated by lipopolysaccharide in mouse MLO-Y4 osteocytes

表明可以通过对 PI3K 的抑制可下调脂多糖刺激下白细胞

介素 6 和 RANKL 的表达，见图 4。

 

图注：LPS 为脂多糖，IL-6 为白细胞介素 6
图 4 ｜ PI3K/AKT 信号通路在脂多糖刺激下白细胞介素 6 和核因子 κB 受

体活化因子配体 (RANKL) 表达中的重要调控作用

Figure 4 ｜ Important regulatory role of PI3K/Akt signaling pathway in the 

expression of interleukin-6 and nuclear factor kappa B receptor activator 

ligand stimulated by lipopolysaccharide

图注：二甲基亚砜处理骨细胞不同

时间点的增殖吸光度值与对照组比

较差异无显著性意义 (P > 0.05)
图 5 ｜二甲基亚砜对 MLO-Y4 骨细胞

增殖的影响

Figure 5 ｜ Effect of dimethyl 

sulfoxide on proliferation of mouse 

MLO-Y4 osteocytes

由于 AKT 磷酸化激活 PI3K/AKT 信号途径，实验分析

p-AKT/AKT 蛋白比率以确定 PI3K/AKT 在脂多糖刺激白细胞介

素 6 和 RANKL 表达中的作用。与对照组比较，脂多糖处理

1 h 后的 p-AKT/AKT 蛋白比率增加 (P < 0.05)，6 h 后的 p-AKT/

AKT 蛋白比率显著高于其他时间点 (P < 0.05)，然后 p-AKT/

AKT 蛋白比率下降，各时间点间两两比较均差异均有显著性

意义 (P < 0.05)，见图 2。 

2.3   PI3K 抑制剂降低脂多糖诱导的骨细胞白细胞介素 6 和

RANKL mRNA 表达   与对照组比较，脂多糖处理后骨细胞的白
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初始刺激，它在微生物入侵时与许多细胞 ( 包括成骨细胞和

骨细胞 ) 中表达的 Toll 样受体结合引发免疫反应。许多研究

证实，在炎症过程中脂多糖和 Toll 样受体的相互作用可上调

RANKL 的表达，从而启动破骨细胞的生成过程
[8，33-34]

，这一

结论再次得到此次实验的证实。然而，脂多糖诱导骨细胞中

RANKL 表达的机制仍不清楚，特别是 RANKL 和其他细胞因子

之间的复杂关系及参与的相关信号传导途径仍然未知，这些

均是治疗炎性骨吸收的挑战。

前期研中证实，脂多糖通过 ERK1/2 通路上调白细胞介

素 6 的表达，但当 ERK1/2 通路被抑制时，脂多糖诱导的白

细胞介素 6 和 RANKL 表达虽有降低但仍然高于正常水平
[4]
，

因此推测还有其他一个或多个通路涉及此过程。首先考虑

PI3K/AKT 信号通路参与这一过程是因为：已有研究证实在骨

细胞中 PI3K/AKT 和 ERK1/2 两个通路共同参与了循环压缩力

诱导的白细胞介素 6 分泌
[23]
，此外 PI3K/AKT 和 ERK 信号传

导途径表现出串联和代偿的关系
[35]
。PI3K/AKT 信号通路严格

控制整个身体的细胞存活、生长和增殖
[36]
，各种分子包括胰

岛素、葡萄糖、多种生长因子和细胞因子都能启动 PI3K/AKT

信号传导
[37]
。其他信号传导途径也表现出与 PI3K/AKT 的串

联关系，例如核因子 κB 和 Wnt/β-连环蛋白
[24-25，38]

。实验结

果也表明，PI3K/AKT 确实参与了脂多糖诱导的白细胞介素 6

和 RANKL 的表达。

PI3K/AKT 是成骨细胞和破骨细胞中的重要信号转导系

统，在骨生物学中发挥重要作用，并与骨组织中的 MAPK 亚

家族 (ERK、p38、JNK)、GSK3β 和 Wnt 相互作用以调节骨代

谢
[39-40]

。当成骨细胞中 PI3K/AKT 被抑制时可以观察到 3 种细

胞表型的自主异常：对细胞凋亡的易感性增加，分化和功能

受到抑制，RANKL 表达降低
[26]
。有研究表明，在成骨细胞中

PI3K/AKT 是脂多糖激活的核因子 κB 信号传导中的重要中间

途径，其介导许多炎性细胞因子的产生
[24]
。实验结果显示，

当 PI3K 被 LY294002 抑制时脂多糖诱导的 RANKL 表达降低，

这有利于抑制破骨细胞生成。在破骨细胞中，PI3K/AKT 是

RANKL 活化的重要信号传导途径，当 AKT 被抑制时，RANKL

诱导的破骨细胞形成受到抑制
[41]
。因此，在成骨细胞和破骨

细胞中 PI3K/AKT 信号传导途径的抑制有利于阻止破骨细胞的

活化，减少脂多糖诱导的炎症性骨吸收。

实验以脂多糖诱导 MLO-Y4 骨细胞 RANKL 表达的峰值

时间明显晚于白细胞介素 6，这个发现有两种可能的解释：

第一，RANKL 的表达与白细胞介素 6 之间无任何联系；第

二，RANKL 是白细胞介素 6 的下游。前期研究中抑制白细胞

介素 6 下游的 STAT3 途径导致 RANKL 表达显著降低
[4]
，这表

明 RANKL 是脂多糖刺激下骨细胞白细胞介素 6 的下游因子。

在加入 PI3K 抑制剂 LY294002 后，白细胞介素 6 和 RANKL 的
mRNA 表达水平都出现了明显降低，这表明 PI3K/AKT 可能既

存在于白细胞介素 6 的上游来影响白细胞介素 6 的表达，也

存在于白细胞介素 6 的下游来影响 RANKL 的表达。白细胞介

素 6 与 PI3K/AKT 的联系在多种疾病研究中已经被证实，如慢

2.5   LY294002 或二甲基亚砜对脂多糖诱导骨细胞 RANKL 表

达与 AKT 磷酸化的影响   与对照组比较，脂多糖组骨细胞的

RANKL mRNA 和蛋白表达显著升高 (P < 0.05)，p-AKT 蛋白表

达升高 (P < 0.05)。与脂多糖组比较，二甲基亚砜组骨细胞的

RANKL mRNA 和蛋白表达显著降低 (P < 0.05)，p-AKT 蛋白表

达显著降低 (P < 0.05)，但是并未降到对照组的水平，与对照

组比较差异仍有显著性意义 (P < 0.05)，说明二甲基亚砜部分

阻断了 PI3K/AKT 信号通路。与脂多糖组比较，LY294002 组

骨细胞的 RANKL mRNA 和蛋白表达显著降低 (P < 0.05)，p-AKT

蛋白表达显著降低 (P < 0.05)，但是 RANKL 表达并未降到对照

组的水平，与对照组比较差异仍有显著性意义 (P < 0.05)，说

明 10 µmol/L 的 LY294002 可完全抑制 AKT 的磷酸化，但不能

完全阻断脂多糖诱导的 RANKL 表达，见图 6。  

图注：LPS 为脂多糖，DMSO 为二甲基亚砜，LY294002 为 PI3K 抑制剂。A
为RANKL mRNA的表达，与对照组比较，

aP < 0.05；与 LPS组比较，
bP < 0.05。

B为 RANKL与 p-AKT蛋白的表达，与对照组比较，
aP < 0.05；与 LPS组比较，

bP < 0.05
图 6 ｜ LY294002 或二甲基亚砜预处理对脂多糖诱导 MLO-Y4 骨细胞核因

子 κB 受体活化因子配体 (RANKL) 表达及 AKT 磷酸化的影响

Figure 6 ｜ Effects of LY294002 or dimethyl sulfoxide pretreatment on the 

expression of nuclear factor kappa B receptor activator ligand and p-AKT in 

mouse MLO-Y4 osteocytes induced by lipopolysaccharides

3   讨论   Discussion
脂多糖在炎症性骨吸收中起关键作用，特别是在口腔感

染性疾病中如种植体周围炎、牙周炎和根尖周炎
[19，28]

，常

引起严重的牙槽骨吸收，导致牙脱落或种植体失败。因此，

迫切需要通过进一步的研究来对脂多糖所致的炎症性骨吸收

提供新的治疗选择和理论依据，然而脂多糖诱导骨吸收的机

制仍未完全清楚。目前有较多的研究集中于脂多糖诱导成骨

谱系细胞产生白细胞介素 6 和 RANKL 的机制。白细胞介素

6 属于常见的炎症因子，拥有多种细胞效性，可激活多种下

游信号通路
[16]
。RANKL 不仅存在于病理性骨吸收中，也在正

常的生理性骨重塑中发挥重要作用
[29]
。成骨谱系细胞作为

RANKL 的重要来源已被许多研究证实
[30-32]

。许多因素都可以

刺激成骨细胞表达 RANKL，例如机械刺激、脂多糖和炎性因

子
[21-23]

，在这些因素中，脂多糖是引起局部免疫应答重要的
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性炎症、糖尿病、前列腺癌
[42-44]

，其中 Toll 样受体和 PI3K/

AKT 在免疫细胞的聚集和多种炎症递质所导致的组织损伤中

发挥了重要作用
[44]
。

综上所述，脂多糖与骨细胞中的 Toll 样受体结合后同时

激活 PI3K/AKT 和其他信号途径以诱导白细胞介素 6 和 RANKL

的表达，这一发现为骨细胞中脂多糖和 RANKL 的相互关联提

供了另一条线索，但脂多糖诱导骨细胞中 RANKL 表达的机制

仍需进一步研究。
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