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研究原著

紫草素干预破骨细胞生成及破骨相关基因的表达

文题释义：

牙周炎：是一种常见的多因素感染性疾病，可导致牙周支持组织的破坏，是造成成年人失牙的首要原因，严重影响患者的生活质量。目前

临床上治疗牙周炎的方法主要是机械性清除菌斑、牙石并控制其他局部刺激因素，并应用药物作为机械性治疗的辅助治疗控制炎症、阻断

牙槽骨吸收及促进骨再生。

紫草素：为紫色片状结晶或结晶性粉末，不溶于水，溶于乙醇、有机溶剂和植物油，易溶于碱水，遇酸又沉淀析出的性质，是存在于紫草

中的一种萘醌类化合物，具有抗炎、抗病毒、抗肿瘤等作用。

摘要

背景：破骨细胞的活化在牙周炎的发生发展中起重要作用，紫草素因其毒副作用较小并具有抗炎等优点，可将其应用于牙周炎基础治疗后

的辅助药物治疗。

目的：探讨紫草素对核因子κB受体活化因子配体(RANKL)诱导的破骨细胞生成及破骨相关基因表达的影响。

方法：采用CCK-8法检测不同浓度紫草素(0，0.062 5，0.125，0.25，0.5，1，2 μmol/L)对RAW264.7细胞的毒性，筛选出安全浓度；用不同

质量浓度的核因子κB受体活化因子配体(0，30，50，100 μg/L)诱导RAW264.7细胞向破骨细胞分化，经抗酒石酸酸性磷酸酶染色观察破骨细

胞数目，筛选出最佳核因子κB受体活化因子配体质量浓度；给予核因子κB受体活化因子配体和不同浓度的紫草素干预后，通过抗酒石酸酸

性磷酸酶染色和抗酒石酸酸性磷酸酶活性检测其对破骨生成的影响；通过实时定量PCR技术检测破骨细胞标志性基因基质金属蛋白酶 9、
组织蛋白酶K、核因子κB受体活化因子、活化T细胞核因子和原癌基因c-Fos的mRNA表达。

结果与结论：①高于0.5 μmol/L的紫草素显著抑制RAW264.7细胞的生长 (P < 0.05)；② 50 μg/L的核因子κB受体活化因子配体为最佳诱导浓

度；③紫草素呈浓度依赖性的抑制体外破骨细胞生成(P < 0.05)；④紫草素呈浓度依赖性的抑制基质金属蛋白酶 9、组织蛋白酶K、核因子

κB受体活化因子、活化T细胞核因子和原癌基因c-Fos等参与破骨细胞分化的标志性基因表达(P < 0.05)；⑤结果表明，紫草素能够在体外呈

浓度依赖性的通过抑制破骨相关基因的表达，进而抑制核因子κB受体活化因子配体诱导的破骨细胞的生成。

关键词：紫草素；破骨细胞生成；牙周炎；RAW264.7；核因子κB受体活化因子配体；诱导；活化T细胞核因子；原癌基因c-Fos
缩略语：核因子κB受体活化因子配体：receptor activator for nuclear factor-κB ligand，RANKL；核因子κB受体活化因子：receptor activator for 
nuclear factor-κB，RANK
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0   引言   Introduction
牙周炎是一种口腔常见的炎症性疾病，总体患病率为

45%-50%，易造成牙周支持组织的破坏，是 40 岁以上成年

人牙齿缺失最主要的原因。严重的牙周炎还会加重动脉粥样

硬化、糖尿病等全身性疾病
[1-2]

，因此牙周病的防治对于维

持口腔及全身健康是非常重要的。目前临床上治疗牙周炎的

方法主要是机械性清除菌斑、牙石并控制其他局部刺激因素，

然而应用药物控制炎症、阻断牙槽骨吸收及促进骨再生也是

治疗牙周炎不可缺少的一种方法。因此临床上常使用一些抗

菌药物作为辅助治疗，常用的抗菌药物有硝基咪唑类
[3]
、四

环素类
[4]
、大环酯类等

[5]
。长期使用抗菌药物不仅会使细菌

耐药性增强，而且还会导致患者口腔和肠道菌群紊乱，甚至

出现牙面着色、呕吐和腹泻等不良反应
[6]
。近年来随着中草

药的不断发展，中西医结合治疗牙周炎不仅可以协调患者全

身状况，还可减少西药使用剂量及其不良反应的发生
[7]
，但

因中草药理化性质复杂，进一步探索其治疗牙周炎的作用机

制具有深远的意义。

破骨细胞是来源于骨髓造血系细胞的多核终末分化细

胞。RAW264.7 细胞系是来源于 cAbelson 白血病病毒转化的

BALB/c 小鼠细胞系的单细胞 / 巨噬细胞样细胞系，近年来因

其在巨噬菌体介导的免疫、代谢和吞噬功能方面有很好的特

性，被越来越多地用作研究破骨细胞的细胞模型
[8]
。核因子

κB 受体活化因子配体 (receptor activator for nuclear factor-κB 

ligand，RANKL) 与破骨细胞前体细胞结合，通过激活调节破

骨细胞生成的转录因子，从而促进破骨细胞的生成
[9]
。紫草

素 (Shikonin) 是存在于紫草中的一种萘醌类化合物，具有抗

炎
[10]
、抗病毒

[11]
、抗肿瘤等作用

[12]
，近年来已有中医利用

其清热解毒、消炎止痛的功效将紫草应用于牙周炎的治疗，

并发现其疗效甚佳
[13]
。SHINDO 等

[14] 研究表明紫草素可以抑

制牙周膜干细胞中白细胞介素 1β 和肿瘤坏死因子 α 刺激的

炎症反应，进而证明其可以作为抗牙周炎的消炎药。因其化

Abstract
BACKGROUND: The activation of osteoclast plays an important role in the occurrence and development of periodontitis. In recent years, shikonin has been 
used as an adjuvant drug after periodontal non-surgical treatment because of its small side effects and anti-inflammatory properties.   
OBJECTIVE: To discuss the effects of shikonin on osteoclast formation induced by receptor activator for nuclear factor-κB ligand (RANKL) and osteoclast-related 
gene expression.
METHODS: The toxicity of different concentrations of shikonin (0, 0.062 5, 0.125, 0.25, 0.5, 1, and 2 μmol/L) to RAW264.7 cells was detected by cell counting 
kit-8 assay, and the optimal concentration was determined. RAW264.7 cells were induced into osteoclasts by different concentrations of RANKL (0, 30, 50,  
100 μg/L). The number of osteoclasts was revealed by tartrate resistant acid phosphatase staining, and the optimal concentration of RANKL was determined. 
After treatment with different concentrations of shikonin, the effects of RANKL on osteoclast formation were detected by tartrate resistant acid phosphatase 
staining and tartrate resistant acid phosphatase activity. The mRNA expressions of osteoclast marker genes, including matrix metalloproteinase 9, cathepsin K, 
receptor activator for nuclear factor-κB, nuclear factor of activated T cells and proto-oncogene c-Fos, were detected by real-time quantitative PCR. 
RESULTS AND CONCLUSION: Shikonin at a concentration of higher than 0.5 μmol/L significantly inhibited the growth of RAW264.7 cells (P < 0.05). The optimal 
induction concentration of RANKL was 50 μg/L. Shikonin inhibited osteoclast formation in a concentration-dependent manner (P < 0.05). Shikonin also inhibited 
the expression of matrix metalloproteinase 9, cathepsin K, receptor activator for nuclear factor-κB, nuclear factor of activated T cells, and proto-oncogene 
c-Fos in a concentration-dependent manner (P < 0.05). To conclude, shikonin can inhibit RANKL-induced osteoclast formation by inhibiting the expression of 
osteoclast-related genes in a concentration-dependent manner in vitro.
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学成分复杂，还需要进一步研究其防治牙周炎的作用机制。

该实验旨在研究紫草素对 RANKL 诱导的破骨细胞生成的影

响，并初步探讨其作用机制。

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

1.2   时间及地点   实验于 2021 年 3-8 月在新疆医科大学第一

附属医院临床医学研究院完成。

1.3   材料   RAW264.7 细胞 ( 武汉普诺赛生命科技有限公

司 )、DMEM 培养基、α-MEM 培养基 (Gibco 公司，美国 )；

胎牛血清 (fetal bovine serum，FBS)、青霉素 - 链霉素双抗 

(penicillin-streptomycin solution，PS)(Biological Industries 公司，

以色列 )；重组小鼠 RANKL 蛋白 (Peprotech 公司，美国 )；

紫草素 ( 源叶，中国上海 )；抗酒石酸酸性磷酸酶染色试剂

盒、抗酒石酸酸性磷酸酶检测试剂盒 ( 索莱宝，中国 )；细

胞毒性试剂 (Dojindo 公司，日本 )；反转录试剂盒 (Thermo  

Scientific 公司，美国 )；Quanti Nova SYBR Green PCR 试剂盒

(QIAGEN 公司，德国 )。
1.4   实验方法   

1.4.1   细胞培养   小鼠单核巨噬细胞 RAW264.7 复苏后接种到

含体积分数 10%FBS、1%PS 的 DMEM 完全培养基的细胞瓶内，

置于 37 ℃、体积分数 5%CO2 培养箱中孵育过夜，次日观察

细胞贴壁情况，待细胞融合至 70%-80% 传代、冻存。 

RAW264.7 细胞的培养

细胞来源 小鼠单核巨噬细胞 RAW264.7 为武汉普诺赛生命科技有限公司提供

培养基介绍  DMEM 培养基、α-MEM 培养基

添加材料 含体积分数 10%FBS、1% 青霉素 -链霉素双抗 (PS)

培养时间 置于 37 ℃、体积分数 5%CO2 培养箱中孵育过夜，次日观察细胞贴壁

情况

细胞传代 待细胞融合至 70%-80% 传代，2 d 传代 1 次，取第 5 代细胞进行实验
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1.4.2   CCK-8 细胞毒性实验   将 RAW264.7 细胞以 2×103/ 孔的

密度接种于 96 孔板中，每孔 100 μL，每组 6 个复孔。24 h

后弃掉原培养基加入含紫草素浓度为 0，0.062 5，0.125，0.25，
0.5，1，2 μmol/L 及含 0.1% 二甲基亚砜的 DMEM 完全培养基，

分别培养 24，48，72 h 后将培养基更换为含 10%CCK-8 试剂

的 DMEM 培养基，37 ℃孵育 2 h 后于酶标仪上选择 450 nm

测吸光值。通过下述公式计算细胞存活率：[( 实验孔 - 空白

孔 )/( 对照孔 -空白孔 )]×100%。

1.4.3   RANKL 的质量浓度筛选   将 RAW264.7 细胞以 2×103/

孔的密度接种于 96 孔板中，每孔 100 μL，每组 3 个复孔。

24 h 后细胞贴壁弃去原培养基，分别加入含有 0，30，50， 

100 μg/L RANKL 的 α-MEM 完全培养基，隔天换液。培养 5 d

后用 PBS 冲洗，40 g/L 多聚甲醛固定细胞 10 min，采用抗酒

石酸酸性磷酸酶染色法对细胞染色。倒置相差显微镜下观察，

记录破骨细胞阳性细胞的数量 ( 细胞核数≥ 3)。
1.4.4   抗酒石酸酸性磷酸酶染色   将 RAW264.7 细胞以 2×103/

孔的密度接种于 96 孔板中，每孔 100 μL，每组 3 个复孔。24 h 

后细胞贴壁弃去原培养基，分别加入含有 RANKL(50 μg/L) 

且紫草素浓度为 0，0.062 5，0.125，0.25，0.5 μmol/L的α-MEM

完全培养基，隔天换液。培养 5 d 后用 PBS 洗 2 遍，40 g/L

多聚甲醛固定细胞 10 min，采用抗酒石酸酸性磷酸酶染色法

对细胞染色。倒置相差显微镜下观察，记录破骨细胞阳性细

胞的数量 ( 细胞核数≥ 3)。
1.4.5   抗酒石酸酸性磷酸酶活性检测   将 RAW264.7 细胞以

1×104/ 孔的密度接种于 24 孔板中，每孔 1 mL，每组 3 个复孔。

24 h后细胞贴壁弃去原培养基，分别加入含有 RANKL(50 μg/L) 

且紫草素浓度为 0，0.062 5，0.125，0.25，0.5 μmol/L的α-MEM

完全培养基，隔天换液。培养 5 d 后用 PBS 洗 2 遍，使用

0.1%Trition 裂解细胞提取蛋白，根据抗酒石酸酸性磷酸酶检

测试剂盒在 405 nm 测定吸光度。根据酶活性定义，计算出

样本中的抗酒石酸酸性磷酸酶活性。      

1.4.6   实时定量 PCR   将 RAW264.7 细胞以 1×105/ 皿的密度接

种于 6 cm 培养皿中，每皿 5 mL，每组 3 个平行皿。24 h 后

细胞贴壁弃去原培养基，别加入含有 RANKL 且紫草素浓度

为 0，0.062 5，0.125，0.25，0.5 μmol/L 的 α-MEM 完全培养

基，隔天换液。培养 5 d 后采用 Trizol 法提取总 RNA，并将

其反转录成 cDNA 用于 Real-Time PCR 检测基质金属蛋白酶、

RANK、组织蛋白酶 K、活化 T 细胞核因子 (nuclear factor- 

activated T cell 1，NFATc1) 和原癌基因 c-Fos mRNA 的表达。

使用反应体系为 10 μL，反应条件为 95 ℃ 5 s，58 ℃ 30 s，

进行 40 个循环。基因引物序列见表 1，以 GAPDH 为内参，

使用 2-ΔΔCt
法表示目的基因的相对表达水平。

1.5   主要观察指标   ①筛选紫草素作用于 RAW264.7 细胞的

最佳安全浓度；②筛选诱导破骨细胞的最佳 RANKL 质量浓

度；③观察破骨细胞的形态、抗酒石酸酸性磷酸酶染色及抗

酒石酸酸性磷酸酶活性情况；④破骨细胞标志性基因基质金

属蛋白酶 9、组织蛋白酶 K、RANK、活化 T 细胞核因子和 c-Fos

的 mRNA 表达。

1.6   统计学分析   采用 SPSS 24.0 统计软件进行统计学分析。

计量资料使用 x-±s 表示，若满足正态性及方差齐性，采用单

因素方差分析，组间两两比较采用 Dunnett 法；若不满足正

态性及方差齐性，则采用秩和检验。检验水准：α=0.05， 

P < 0.05 为差异有显著性意义。文章统计学方法已经通过新

疆医科大学生物统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   紫草素对 RAW264.7 细胞生存率的影响   因冻存细胞使

用的冻存液含有 1% 的二甲基亚砜，为排除紫草素抑制破骨

细胞生成是药物本身细胞毒性以及冻存时使用的二甲基亚

砜本身的毒性作用导致，采用 CCK-8 比色法测定 0-2 μmol/L 

的紫草素浓度及 1% 二甲基亚砜对 RAW264.7 细胞在 24，
48，72 h 的细胞毒性作用。结果显示，0-0.5 μmol/L 的紫草

素及 1% 二甲基亚砜 72 h 内对 RAW264.7 的毒性作用较小；

0.5 μmol/L 在 48，72 h 时存活率分别为 91.1% 和 76.6%( 均
P < 0.05)；1，2 μmol/L 在 24，48，72 h 时 存 活 率 均 低 于

50%，与对照组 (0 μmol/L) 相比差异有显著性意义，而其他

浓度与对照组相比差异无显著性意义。因此，实验选择了

0.062 5-0.5 μmol/L 的紫草素浓度进行后续实验，见表 2 和 

图 1。
表 2 ｜紫草素对 RAW264.7 细胞生存率的影响          (x-±s，n=8，%)
Table 2 ｜ The effect of shikonin on cell viability of RAW264.7

组别 24 h 48 h 72 h

对照组 (0 μmol/L) 100.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00
1% 二甲基亚砜 86.45±12.19 86.95±4.92 88.34±3.82
紫草素浓度

0.062 5 μmol/L 104.72±7.13 104.65±1.91 105.72±4.61
0.125 μmol/L 113.98±5.43 105.88±3.23 108.58±14.46
0.25 μmol/L 106.81±6.17 103.83±5.59 103.67±16.48
0.5 μmol/L 95.72±3.86 91.11±3.90a 76.62±3.30a

1 μmol/L 31.19±8.23b 44.82±0.56b 5.61±0.84b

2 μmol/L 41.82±4.94b 42.70±1.32b 5.13±0.44b

F 值 62.41 191.50 202.80
P 值 < 0.000 1 < 0.000 1 < 0.000 1

表注：与对照组相比，
aP < 0.05，bP < 0.01

表 1 ｜基因引物序列
Table 1 ｜ Primer sequences

基因 引物序列 产物长度
(bp)

基质金属蛋白

酶 9
forward 5′‐AAA CCC TGT GTT CCC GTT CAT C‐3′,
reverse 5′‐ AGT TTA TCC TGG TCA TAG TTG GCT GTG‐3′.

119

RANK forward 5′‐GTC TCA TCG TTC TGC TCC TCT TCA TC‐3′,
reverse 5′‐ GCT TTC CCT CCC TTC CTG TAG TAA AC‐3′.

85

组织蛋白酶 K forward 5′‐CTT CCA ATA CGT GCA GCA GA‐3′,
reverse 5′‐TCT TCA GGG CTT TCT CGT TC‐ 3′; 

155

活化 T 细胞核

因子

forward 5′‐CCG TTG CTT CCA GAA AAT AAC A‐3′,
reverse 5′‐ TGT GGG ATG TGA ACT CGG AA‐3′. 

102

c-Fos forward 5′‐CCA GTC AAG AGC ATC AGC AA‐3′, 
reverse 5′‐AAG TAG TGC AGC CCG GAG TA‐3′

247

GAPDH forward 5′‐GGT GAA GGT CGG TGT GAA CG‐3′, 
reverse 5′‐CTC GCT CCT GGA AGA TGG TG‐3′

233
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2.2   RANKL 质量浓度对破骨细胞生成的影响   为研究 RANKL

质量浓度对破骨细胞生成的影响，用 0，30，50，100 μg/L 

RANKL 处理 5 d。抗酒石酸酸性磷酸酶染色显示，RANKL 质

量浓度越高破骨细胞数目越多，100 μg/L 组的破骨细胞内

的细胞核较其他组明显更多。30，50，100 μg/L RANKL 组与

阴性对照组相比较差异有显著性意义 (P < 0.05)，但 50 μg/L 

与 100 μg/L 组之间差异无显著性意义。因此，实验选择了 

50 μg/L 的 RANKL 浓度进行后续实验，见图 2，表 3。

2.3   紫草素抑制 RANKL 诱导的破骨细胞生成    为研究紫草

素对破骨细胞生成的影响，用 RANKL 和不同浓度的紫草素

(0，0.062 5，0.125，0.25，0.5 μmol/L) 处理 5 d，进行抗酒

石酸酸性磷酸酶染色。在 0.062 5-0.5 μmol/L 浓度时紫草素

能够抑制体外 RANKL 诱导的破骨细胞分化，并呈浓度依赖性

(F=124.2，P < 0.01)。此外，紫草素还以浓度依赖的方式降低

了破骨分化过程中抗酒石酸酸性磷酸酶的活性 (F=676.1，P < 

0.01)，见图 3，表 4。

图注：与对照组相比，
aP < 0.05，bP < 0.01

图 1 ｜紫草素对 RAW264.7 细胞生存率的影响

Figure 1 ｜ The effect of shikonin on cell viability of RAW264.7

图注：图 A 为阴性对照组；B 为 30 μg/L RANKL 组；C 为 50 μg/L RANKL 组；

D 为 100 μg/L RANKL 组。抗酒石酸酸性磷酸酶染色阳性且细胞核数目大

于 3 个的为破骨细胞 ( 图中箭头所指 )
图 2 ｜核因子 κB 受体活化因子配体 (RANKL) 质量浓度对破骨细胞生成

的影响 ( 倒置显微镜下，抗酒石酸酸性磷酸酶染色，×100)
Figure 2 ｜ Effect of receptor activator for nuclear factor-κβ ligand 
concentration on osteoclast formation under an inverted microscope 
(tartrate-resistant acid phosphatase staining, ×100)

图注：图 A-D 为倒置显微镜下观察 (×100)，A 为空白组；B 为 RANKL 组；
C为RANKL+0.062 5 μmol/L紫草素组；D为RANKL+0.125 μmol/L紫草素组；
E 为 RANKL+0.25 μmol/L 紫草素组；F 为 RANKL+0.5 μmol/L 紫草素组。抗
酒石酸酸性磷酸酶染色阳性且细胞核数目大于 3 个的为破骨细胞 ( 图中
箭头所指 )；G为抗酒石酸酸性磷酸酶活性分析，空白组不参与方差分析，
与 RANKL 组相比，

aP < 0.01
图 3 ｜紫草素对核因子 κB 受体活化因子配体 (RANKL) 诱导的破骨细胞
分化的影响
Figure 3 ｜ Effect of shikonin on osteoclast differentiation induced by 
receptor activator for nuclear factor-κB ligand

表 3 ｜ RANKL 质量浓度对破骨细胞生成的影响      (x-±s，n=4，个 / 视野 )
Table 3 ｜ Effect of receptor activator for nuclear factor-κβ ligand 
concentration on osteoclast formation

RANKL 质量浓度 破骨细胞数量

阴性对照组 (0 μg/L ) 0.00±0.00
30 μg/L 10.67±1.53a

50 μg/L 25.67±1.53a

100 μg/L 25.67±1.33a

F 值 188.1
P 值 < 0.000 1

表注：按抗酒石酸酸性磷酸酶染色阳性且细胞核数目大于 3 个的破骨细胞进行计

数，与对照组相比，
aP < 0.01。RANKL：核因子 κB 受体活化因子配体

表 5 ｜紫草素对 RANKL 诱导的破骨细胞相关基因表达的影响      
(x-±s，n=5，相对表达量 )

Table 5 ｜ Effect of shikonin on expression of osteoclast-related genes 
induced by receptor activator for nuclear factor-κB ligand

组别 基质金属

蛋白酶 9
核因子 κB 受

体活化因子

组织蛋白

酶 K
活 化 T 细

胞核因子

c-Fos

RANKL 组 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00
RANKL+0.062 5 μmol/L 
紫草素   

0.99±0.42 0.77±0.12a 0.87±0.34 0.61±0.16b 0.85±0.19

RANKL+0.125 μmol/L 紫
草素

0.43±0.17b 0.69±0.20b 0.60±0.11b 0.43±0.13b 0.75±0.18b

RANKL+0.25 μmol/L 紫
草素

0.32±0.09b 0.63±0.14b 0.49±0.26b 0.41±0.19b 0.70±0.24b

RANKL+0.5 μmol/L 紫草

素

0.29±0.23b 0.39±0.11b 0.34±0.15b 0.33±0.13b 0.33±0.08b

F 值 21.37 23.64 15.26 30.14 20.95
P 值 < 0.000 1 < 0.000 1 < 0.000 1 < 0.000 1 < 0.000 1

表注：与 RANKL 相比，
aP < 0.05，bP < 0.01。RANKL：核因子 κB 受体活化因子配体

表4 ｜紫草素对RANKL诱导的破骨细胞分化的影响     (x-±s，n=5，个 /视野 )
Table 4 ｜ Effect of shikonin on osteoclast differentiation induced by 
receptor activator for nuclear factor-κβ ligand

组别 破骨细胞数量

空白组 ( 无 RANKL) 0.00±0.00
RANKL 组 25.67±1.53
RANKL+0.062 5 μmol/L 紫草素   16.67±1.53a

RANKL+0.125 μmol/L 紫草素 11.33±0.58a

RANKL+0.25 μmol/L 紫草素 8.67±1.53a

RANKL+0.5 μmol/L 紫草素 4.00±1.00a

F 值 124.2
P 值 < 0.000 1

表注：按抗酒石酸酸性磷酸酶染色阳性且细胞核数目大于 3 个的破骨细胞进行计

数，与对照组相比，
aP < 0.01。RANKL：核因子 κB 受体活化因子配体

2.4   紫草素抑制 RANKL 诱导的破骨细胞相关基因表达   为进

一步证实紫草素能够抑制破骨细胞的生成，通过实时定量

PCR 检测紫草素对 RANKL 诱导 5 d 后破骨细胞相关标志物基

因 mRNA 表达的影响。紫草素 0.125-0.5 μmol/L 能够浓度依

赖性地抑制基质金属蛋白酶 9、组织蛋白酶 K、c-Fos( 均 P < 

0.01)mRNA 水平的表达；0.062 5 μmol/L 的紫草素对 RANK、

活化 T 细胞核因子 1 mRNA 水平的表达具有明显的抑制作用

( 均 P < 0.01)，见表 5，图 4。
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3   讨论   Discussion
牙周炎是一种细菌导致的慢性炎症性疾病，可导致牙周

支持组织的破坏
[15]
。牙槽骨作为牙周支持组织的组成部分，

其结构和其他骨骼基本一致，是骨骼中变化最活跃的部分
[16]
，

牙槽骨的吸收是牙周炎病理性变化之一，而破骨细胞是参与

骨吸收的主要功能细胞。过去破骨细胞的体外分离和培养存

在相当大的困难，因此阻碍了破骨细胞的研究
[17]
。为了解决

破骨细胞培养的问题，研究者们发现一些原代破骨细胞前体

细胞，包括骨髓巨噬细胞
[18]
、脾细胞和外周血单核细胞

[19-20]
，

它们可以在 RANKL、巨噬细胞集落刺激因子等信号因子的刺

激下融合为多核细胞并最终活化成破骨细胞
[21]
。然而，由于

这些细胞系的特征，不同细胞研究准备之间的可用性和反应

模式的差异给这些原代细胞的使用带来了困难
[22]
。因此，此

次研究采用成熟的破骨细胞前体细胞 RAW264.7。
MASHALKAR 等

 [23]
研究表明绝经后妇女牙槽骨丢失的严

重程度可能是全身性骨质流失的一个早期危险指标，因此牙

周炎早期的发现可以有助于预防骨质疏松的发生。目前中药

治疗牙周炎的临床应用越来越广泛，紫草素是存在于紫草中

的一种萘醌类化合物，但对其治疗牙周炎机制的研究较少。

因此为初步探索其防治牙周炎的相关机制，此次研究将紫

草素倍比稀释成不同浓度作用于 RAW264.7 细胞，结果显示 

0.5 μmol/L 以下的紫草素对 RAW264.7 细胞是安全的。抗酒

石酸酸性磷酸酶被称为破骨细胞表型标记物，抗酒石酸酸性

磷酸酶染色是用于检测破骨细胞生成的标准方法
[24]
，此次

研究通过抗酒石酸酸性磷酸酶染色观察破骨细胞数目以及

抗酒石酸酸性磷酸酶活性检测发现紫草素呈浓度依赖性降低

RANKL 诱导的破骨细胞生成，证明紫草素可抑制 RANKL 诱导

的破骨细胞生成。但从染色中可发现高浓度药物处理组细胞

数量明显减少，提示结果并非通过抑制破骨细胞分化，而是

通过诱导细胞凋亡发挥作用，后续需通过细胞凋亡实验进一

步证明。

基质金属蛋白酶是锌依赖性内肽酶家族，基质金属蛋白

酶 9 与骨骼发育、重塑和修复以及细胞外基质的降解有关，

其通过切割组蛋白 H3N 末端尾部在破骨细胞基因的活性转录

中发挥关键作用刺激骨吸收
[25]
。组织蛋白酶 K 是破骨细胞上

的标志性表达，在激活的破骨细胞中高水平的活化酶极化细

胞皱褶缘，溶酶体囊泡与细胞膜皱褶缘融合，组织蛋白酶 K

被释放到细胞外
[26]
。因此为进一步探讨紫草素抑制破骨细胞

生成的机制，此次研究通过实时定量 PCR 技术检测结果显示

紫草素呈剂量依懒性的抑制了必需的转录因子基质金属蛋白

酶 9、组织蛋白酶 K 的 mRNA 表达水平。此外，RANK 是表

达在破骨细胞及其前体细胞上的 RANKL 受体
[27]
，RANKL 只

有与其结合后才能够诱导破骨细胞的生成，实验通过实时定

量 PCR 技术检测得出紫草素可以抑制 RANK mRNA 的表达水

平，这提示其抑制破骨生成可能和减少了 RANKL 与 RANK 的

结合有关。c-Fos 是一种已建立的参与破骨细胞分化的必需

转录因子，由 RANK-RANKL 相互作用传递信号诱导的 c-Fos

可以直接激活活化 T 细胞核因子的表达
[28]
。而活化 T 细胞核

因子是在调节许多破骨细胞特异性基因，例如组织蛋白酶 K

和基质金属蛋白酶 9 等基因的表达中起关键作用的下游核转

录因子
[29]
。因此，阻断 c-Fos/NFATC1 信号通路及其标志性表

达，对抑制 RANKL 诱导破骨细胞前体细胞向破骨细胞分化、

减少破骨细胞生成有重要意义。结合实时定量 PCR 结果推断，

紫草素也可能是通过抑制 RANK、活化 T 细胞核因子和 c-Fos 

的表达进而抑制破骨细胞的生成。

综上所述，紫草素通过抑制破骨细胞标志性基因基质

金属蛋白酶 9、RANK、组织蛋白酶 K、活化 T 细胞核因子和 

c-Fos mRNA的表达，来抑制体外 RANKL诱导的破骨细胞生成，

从而对牙周炎牙槽骨的吸收显出潜在的治疗作用，但仍需与

后期动物实验相互验证，为牙周炎的防治提供有力的理论依

据。破骨细胞的生物活性受到一系列信号通路的调控
[30]
，但

是若想证明紫草素是通过这一系列的信号通路抑制破骨细胞

的生成仍需进一步的蛋白质免疫印迹技术检测相关因子蛋白

水平表达的证实。前期课题组研究发现紫草粗提物对 6 种主

要致龋细菌的生长代谢及致龋的毒力因子均有显著的抑制作

用
[31]
，证明了紫草素有着抑菌的作用。而牙周炎的主要致病

因素为细菌，因此紫草素是否能够通过抑制其相关致病菌的

脂多糖进而防治牙周炎的发生发展还需进一步研究探讨。 
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图注：图 A 为基质金属蛋白酶 9 表达；B 为核因子 κB 受体活化因子表达；

C 为组织蛋白酶 K 表达；D 为活化 T 细胞核因子表达；E 为 c-Fos 表达。

与 RANKL 组相比，
aP < 0.05，bP < 0.01。RANKL：核因子 κB 受体活化因

子配体

图 4 ｜实时定量 PCR 检测紫草素对破骨细胞相关基因 mRNA 表达的影响

Figure 4 ｜ Effect of shikonin on mRNA expression of osteoclast-related 
genes induced by receptor activator for nuclear factor-κB ligand detected 
by real-time quantitative PCR
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