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水甘草碱抑制破骨细胞活化缓解磨损颗粒诱导的炎性骨溶解

文题释义：

水甘草碱：一种从菊科长春花中提取的吲哚类生物碱，具有抗炎、抗菌、抗肿瘤的生物活性，已在神经系统、呼吸系统等多领域开发运

用。

假体周围骨溶解：全关节置换术是严重关节损伤及关节疾病终末期的有效外科干预措施，由于术后假体/假体或者假体/骨组织间长期磨

损，产生纳米、微米级别的磨损颗粒，磨损颗粒募集巨噬细胞，并被其吞噬，触发炎性因子风暴，骨微环境中炎性因子浸润导致成骨-破

骨偶联失衡，阻遏假体骨界面整合。

摘要

背景：水甘草碱因其抗炎生物活性在心肌重塑、急性肾损伤和肺损伤等疾病中表现出良好的治疗作用。假体磨损颗粒常引发无菌性炎症，

炎性因子的大量释放进一步导致了假体周围骨质的破坏和骨量丢失，然而目前尚无水甘草碱对假体周围骨溶解确切疗效的基础研究。

目的：探讨水甘草碱对破骨细胞活化、炎症因子表达及磨损颗粒诱导炎性骨溶解的影响。

方法：①细胞实验：将RAW264.7细胞分4 组培养：对照组细胞加入完全培养基；破骨诱导组加入破骨诱导培养基(含50 ng/mL RANKL的完

全培养基)；水甘草碱低、高剂量组分别加入1，5 μmol/L水甘草碱处理4 h后加入破骨诱导培养基。破骨诱导5 d后，分别进行抗酒石酸酸性

磷酸酶染色、F-actin染色及RT-PCR检测。②动物实验：采用随机数字表法将20只C57BL/6J小鼠随机分为假手术组、骨溶解组、水甘草碱低

及高剂量组，每组5只。骨溶解组、水甘草碱低及高剂量组通过将钛颗粒注射至颅骨表面的方法建立颅骨骨溶解模型，造模后第2天，水甘

草碱低、高剂量组分别腹腔注射10，20 mg/kg水甘草碱，每隔1 d注射1次，直至造模2周后，收集小鼠动脉血血清进行炎性因子(白细胞介

素1β、白细胞介素6、肿瘤坏死因子α)检测，收集颅骨进行micro-CT扫描和骨参数分析。

结果与结论：①细胞实验：抗酒石酸酸性磷酸酶和F-actin染色显示，与破骨诱导组比较，水甘草碱低、高剂量组可抑制破骨细胞的活化及

骨吸收，其中以高剂量组抑制更显著。RT-PCR检测结果显示，与对照组比较，破骨诱导组3种炎症因子的mRNA表达升高(P < 0.01)；与破骨

诱导组比较，水甘草碱低及高剂量组3种炎症因子的mRNA表达降低(P < 0.01)，其中以高剂量组降低更明显。②动物实验：与假手术组比

较，骨溶解组3种炎性因子水平升高(P < 0.01)；与骨溶解组比较，水甘草碱低及高剂量组3种炎性因子水平降低(P < 0.05，P < 0.01)，其中以

高剂量组降低更明显。micro-CT扫描结果显示，钛颗粒导致小鼠颅骨骨溶解破坏，水甘草碱可抑制钛颗粒诱导的骨溶解，其中以高剂量组

抑制作用更显著。③结果表明：水甘草碱可通过抑制炎症因子释放下调破骨细胞的骨吸收功能来改善钛颗粒诱导的骨溶解、骨破坏。
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Abstract
BACKGROUND: Tabersonine has shown good therapeutic effects in diseases such as myocardial remodeling, acute kidney injury and lung injury due to its anti-
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0   引言   Introduction
全髋关节置换术是近 20 年来发展最成功的外科技术之

一，旨在缓解疼痛并改善受损髋关节活动性，以恢复正常的

髋关节功能
[1]
。由于假体使用寿命有限以及关节置换术后并

发症严重，许多患者需接受进一步的翻修手术。近些年来，

社会大众对翻修手术的需求量呈现持续上升趋势，预计到

2030 年每年将超过 10 万例
[2]
。相较于初次置换，翻修手术

患者的获益较少
[3]
。另外，接受二次翻修患者术后再翻修风

险为初次置换患者的 5 倍
[4]
。围术期死亡率是另一个重要的

考虑因素，据报道，翻修 7 d 内每 1 000 例中有 90 例翻修患

者死亡，死亡率远超初次置换患者。最后，与初次置换术相

比，翻修手术的手术时间、失血量、住院时间和经济成本显

著增加
[5]
。翻修手术常用于治疗假体周围骨溶解、假体脱位、

假体断裂、假体周围骨折以及假体周围感染等假体置换术后

并发症，其中假体周围炎性骨溶解是导致假体置入失败和翻

修手术的主要原因。因此，缓解假体周围骨溶解、加强假体

骨界面整合是避免严重术后并发症、避免不必要的翻修手术、

保障患者生命健康、降低经济损失等问题的重要举措。

假体周围骨溶解的病程较长、机制复杂，其共性在于不

同的磨损颗粒导致假体周边活化的中性粒细胞、淋巴细胞、

巨噬细胞、多核巨细胞等免疫细胞聚集，诱发局部炎性风暴，

植入物 / 组织界面处的巨噬细胞和其他吞噬细胞因难以消化

降解磨损颗粒而被异常激活；异常激活的炎性细胞释放大量

白细胞介素 1β、白细胞介素 6、肿瘤坏死因子 α 等炎性因子，

于局部形成炎性风暴，促进了破骨细胞的活化、纤维组织的

增殖，抑制成骨细胞活性，最终导致假体周围骨质溶解的发

生
[6-10]

。大量研究发现，破骨细胞的过度激活在假体骨界面

整合失衡中起主要作用
[6，11]

。

inflammatory biological activity. Prosthetic wear particles often lead to aseptic inflammation, and the massive release of inflammatory factors further promotes 
periprosthetic bone destruction and bone loss; however, there are no basic studies on the efficacy of tabersonine on periprosthetic osteolysis.
OBJECTIVE: To investigate the effects of tabersonine on osteoclast activation, expression of inflammatory factors and inflammatory osteolysis induced by wear 
particles. 
METHODS: (1) Cell experiment: RAW264.7 cells were divided into four groups for culture. A complete medium was added in the control group. Osteoclast 
induction medium (50 ng/mL RANKL+complete medium) was added to the osteoclast induction group. 1 and 5 μmol/L tabersonine was added for 4 hours, 
and then osteoclast induction medium was added to the low- and high-dose tabersonine groups, respectively. After 5 days of induction, tartrate-resistant acid 
phosphatase staining, F-actin staining and RT-PCR were performed. (2) Animal experiments: Twenty C57BL/6J mice were randomly divided into sham operation 
group, osteolysis group, low-dose tabersonine group and high-dose tabersonine group (n=5 per group). Skull osteolysis model of the skull was established 
by injecting titanium pellets on the skull surface in the osteolysis group, low-dose tabersonine group and high-dose tabersonine group. On day 2 after model 
establishment, mice in the low-dose and high-dose tabersonine groups received intraperitoneal injections of 10 and 20 mg/kg tabersonine every 2 days, 
respectively. 2 weeks after surgery, mouse sera were collected for detecting inflammatory factors (interleukin 1β, interleukin 6, and tumor necrosis factor α), 
and cranial bones were collected for micro-CT scan and bone parameter analysis.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Cellular experiments: Tartrate-resistant acid phosphatase staining and F-actin staining showed that compared with the 
osteoclast induction group, low-dose and high-dose tabersonine significantly inhibited osteoclast activation and bone resorption, and the inhibition was 
more significant in the high-dose tabersonine group. RT-PCR results showed that compared with the control group, the mRNA expressions of three kinds of 
inflammatory factors were increased in the osteoclast induction group (P < 0.01). Compared with the osteoclast induction group, the mRNA expressions of 
three kinds of inflammatory factors were decreased in low- and high-dose tabersonine groups (P < 0.01), and the decrease was more obvious in the high-
dose tabersonine group. (2) Animal experiments: Compared with the sham operation group, the levels of three kinds of inflammatory factors were increased 
in the osteolysis group (P < 0.01). Compared with the osteolysis group, the levels of three kinds of inflammatory factors were decreased in the low- and high-
dose tabersonine groups (P < 0.05, P < 0.01), and the decrease was more obvious in the high-dose tabersonine group. The micro-CT scan results revealed that 
titanium particles caused the destruction of cranial osteolysis, and tabersonine could inhibit the osteolysis induced by titanium particles, especially in the high-
dose tabersonine group. (3) The results confirm that tabersonine can enhance the osteolysis and bone destruction induced by titanium particles by inhibiting 
the release of inflammatory factors and down-regulating the bone absorption function of osteoclasts.
Key words: tabersonine; inflammatory factor; osteoclast activation; wear particle; periprosthetic osteolysis
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水甘草碱分离提纯自菊科长春花，具有抗炎和抗癌等多

种生物学活性
[12-13]

。据报道，水甘草碱通过抑制核因子 κB 通

路和 P38/JNK 通路降低肺组织炎症反应，并抑制骨髓来源巨

噬细胞分泌促炎递质
[14]
。另外有研究指出，水甘草碱靶向抑

制 TAK1 介导的炎症级联反应，并对血管紧张素Ⅱ介导的心肌

损伤具有保护作用
[15]
。基于水甘草碱在多组织内的抗炎性能，

项目组提出水甘草碱通过抑制炎性反应改善破骨细胞异常活

化，并进一步缓解假体周围骨溶解的假设，旨在阐明水甘草

碱能否改善骨微环境炎症、抑制破骨细胞活化以及钛颗粒诱

导的炎性骨丢失，以期开发假体周围骨溶解防治新措施。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   体外细胞学实验和体内动物实验，两组间均数比

较采用 student t检验，多组间均数比较采用单因素方差分析。

1.2   时间及地点   实验于 2022 年 2 月至 2023 年 2 月在苏州

大学附属第一医院骨科研究所完成。

1.3   材料

1.3.1   主要细胞、材料和试剂   小鼠单核巨噬细胞白血病细胞

(RAW264.7) 购自中国科学院细胞库；水甘草碱 (HPLC ≥ 95%，

Cas 4429-63-4) 购自上海阿拉丁生物科技股份有限公司；金属

钛颗粒 ( 不规则形，直径 60-120 nm) 购自 Johnson Matthey

公司；胎牛血清、高糖 DMEM 培养基购自美国 HyClone 公司；

3% 戊巴比妥钠、抗酒石酸酸性磷酸酶试剂盒购自美国 Sigma

公司；小鼠来源核因子 κB 受体活化因子配体购自 R&D 公司；

罗丹明标记 F-actin 试剂盒购自中国爱必信生物科技有限公

司；dNTP 试剂购自日本 Takara 公司；NanoDrop-2 000 购自

美国赛默飞公司；小鼠来源白细胞介素 1β、白细胞介素 6、

肿瘤坏死因子 α 的 Elisa 试剂盒购自南京建成科技有限公司。
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1.3.2   实验动物与分组   20 只雄性 C57BL/6J小鼠，SPF级，6-8

周龄，体质量 28-32 g，从苏州大学动物中心获得，许可证号：

SYXK(苏 )2021-0074。实验小鼠饲养于标准环境中：室温26 ℃，

湿度约 55%，每天光照 12 h，自由活动，自主进食。采用随

机数字表法将小鼠随机分为假手术组、骨溶解组、水甘草碱

低剂量组、水甘草碱高剂量组，每组 5 只。实验获得苏州大

学伦理委员会批准 ( 批准号：SUDA20221123A02)。
1.4   实验方法   

1.4.1   RAW264.7 细胞的培养   使用高糖 DMEM+ 体积分数

10% 胎牛血清 +1% 青霉素 / 链霉素双抗配制成完全培养基进

行 RAW264.7 细胞的培养，置于恒温 37 ℃、体积分数 5%CO2

培养箱内培养。当细胞融合度达到 100% 时进行传代。

1.4.2   水甘草碱对 RAW264.7 细胞增殖的影响及细胞毒性作

用   在进行细胞实验之前，使用 CCK-8 检测试剂盒测定水甘

草碱的细胞毒性，筛选适宜浓度的水甘草碱。

将 RAW264.7细胞以 4×103/孔的密度接种到 96 孔板中，

每孔加入 100 μL 完全培养基进行孵育。待细胞贴壁后，向

每个孔中加入不同浓度 [0( 对照 )，1，3，5，10，20 μmol/L] 

的水甘草碱继续孵育 24，48，72 h，空白组仅加入完全培

养基 ( 无细胞 )。待孵育完毕，吸除培养基，每孔加入 10% 

CCK-8 孵育液，37 ℃避光孵育 2 h，使用酶标仪测量 450 nm

处的吸光度值 (A 值 )，以评估水甘草碱对 RAW264.7 细胞增

殖的影响。孵育 72 h 后，采用 CCK-8 法检测细胞存活率与细

胞生长抑制率。

细胞存活率 =(A 实验组-A 空白组 )/(A 对照组-A 空白组 )×100%

细胞生长抑制率 =(A 对照组-A 实验组 )/(A 对照组-A 空白组 )×100%

1.4.3   体外实验

破骨细胞活化诱导：将 RAW264.7 细胞以 4×104/ 孔的密

度接种于 24 孔板，加入完全培养基孵育过夜。第 2 天细胞

已贴壁，分 4 组培养：对照组、破骨诱导组继续使用完全培

养基进行培养，水甘草碱低、高剂量组分别加入 1，5 μmol/L 

水甘草碱，孵育 4 h；然后，破骨诱导组及水甘草碱低、高

剂量组进行破骨诱导 ( 加入 50 ng/mL 核因子 κB 受体活化因

子配体 )。各组细胞每 2 d 换液 1 次。破骨诱导 5 d 后，进行

细胞抗酒石酸酸性磷酸酶染色和 F-actin 染色、RT-PCR 检测。

细胞抗酒石酸酸性磷酸酶染色：吸除培养基终止细胞干

预，用 PBS 洗涤 3 次，40 g/L 多聚甲醛固定样品 10 min，并

使用抗酒石酸酸性磷酸酶染色液孵育 30 min。使用显微镜观

察，具有明显褶皱边界、抗酒石酸酸性磷酸酶染色阳性的多

核细胞 ( ≥ 3 个细胞核 ) 被鉴定为破骨细胞，记录图像并用

Image J 进行定量分析。

细胞 F-actin 染色：使用 PBS 洗涤干预后的细胞，40 g/L

多聚甲醛固定，以 PBS 洗 3 次，0.1%Triton 冰上打孔 10 min，

以 PBS 洗 3 次；然后使用配制好的罗丹明标记 F-actin 染液于

37 ℃避光孵育 60 min，随后 DAPI 染色液避光孵育 10 min。

使用蔡司荧光显微镜获取图像，Image J 对肌动蛋白环面积比

例进行定量分析。

RT-PCR 检测：用 Trizol 试剂裂解各组 RAW264.7 细胞，

然后用氯仿提取总 RNA。NanoDrop-2000 用于鉴定各组样品

的纯度和浓度。使用 PrimeScript RT 预混液将 RNA 反转录成

cDNA。热循环仪用于聚合酶链式反应，反应条件：95 ℃热

启动 5 min；95 ℃变性 30 s；55-65 ℃退火 30 s；72 ℃延伸

30 s；其中变性、退火、延伸进行 30 个循环。使用 dNTP 试

剂和无 RNase-H 的混合物测量白细胞介素 1β、白细胞介素 6

和肿瘤坏死因子 α 的 mRNA 表达水平。GAPDH 基因作为破

骨细胞分化过程中的管家基因。引物序列见表 1。

表 1 ｜引物序列
Table 1 ｜ Primer sequences

基因 前导引物序列 (5’-3’) 反向引物序列 (3’-5’)

小鼠源白细

胞介素 1β
ACT CAT TGT GGC TGT GGA GA TTG TTC ATC TCG GAG CCT GT

小鼠源白细

胞介素 6
TCG TGG AAA TGA GAA AAG AGT G AGT GCA TCA TCG TTG TTC ATA CA

小鼠源肿瘤

坏死因子 α
CTG AGG TCA ATC TGC CCA AGT AC CTT CAC AGA GCA ATG ACT CCA AAG

GAPDH GCA AGT TCA ACG GCA CAG CGC CAG TAG ACT CCA CGA C

组织工程实验动物造模过程中的相关问题：

造模目的 探讨不同剂量水甘草碱对磨损颗粒诱导颅骨溶解的影响

选择动物的条件 6-8 周龄 C57BL/6J 雄性小鼠，初始体质量 28-32 g

模型与所研究疾

病的关系

磨损颗粒导致局部骨微环境炎性改变、促进局部溶解丢失，是

假体周围骨溶解的经典模型

动物来源及品系 C57BL/6J 雄性小鼠，由苏州大学动物中心提供

造模技术描述 麻醉小鼠后，于小鼠颅骨矢状缝处做 1 cm 纵行切口，刮除骨膜，

在颅骨表面均匀注射 20 mg 钛颗粒，最后缝合皮肤

动物数量及分组

方法

采用随机数字表法将 20 只小鼠随机分为假手术组、骨溶解组及

水甘草碱低、高剂量组，每组 5 只

造模成功评价指

标

造模 2 周后，micro-CT 检测显示颅骨骨质稀疏、孔隙增加则可

视为成功构建骨溶解模型

造模后观察指标 ①小鼠血清炎性因子白细胞介素 1β、白细胞介素 6、肿瘤坏死

因子 α 的水平；②小鼠颅骨结构变化；③颅骨感兴趣区域骨密

度、骨体积分数、骨表面积骨体积比值和孔隙率的变化

造模后动物处理 造模 2 周后，麻醉后进行安乐死处理，检测相应指标

伦理委员会批准 实验获得苏州大学伦理委员会批准 ( 批准号：SUDA20221123A02)

1.4.4   体内实验  

构建小鼠颅骨骨溶解模型：在手术前，所有小鼠腹膜内

注射 3% 戊巴比妥钠 60 mg/kg 进行麻醉。待麻醉起效后，于

小鼠颅骨备皮，进行手术区域消毒、铺单，于颅骨中线切开

皮肤，刮除骨膜，将含有 40 mg 钛颗粒的 40 μL PBS 注射到

骨溶解组、水甘草碱低及高剂量组小鼠颅骨表面，假手术组

注射 40 μL PBS。缝合切口，继续饲养小鼠。术后第 2 天开始

干预治疗，水甘草碱低、高剂量组分别腹腔注射 10，20 mg/kg

水甘草碱，隔日 1 次，直至造模 2 周后。造模 2 周后，麻醉后

给予安乐死处理，将获取的颅骨于 40 g/L 多聚甲醛固定 48 h。

炎性因子水平检测：收集小鼠眼球动脉血液，离心后取

上清，分别使用白细胞介素 1β、白细胞介素 6、肿瘤坏死因

子 α 的 Elisa 试剂盒进行检测，首先将配制好的标准品和样
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品加入酶标孔中，37 ℃孵育 30 min，洗去未结合抗原，加入

酶标试剂 37 ℃孵育 30 min，加入显色试剂避光孵育 30 min，

最后加入终止液并于酶标仪下检测。

micro-CT断层扫描：预先刮除小鼠颅骨表面金属钛颗粒，

避免扫描产生金属尾影。通过高分辨率显微 CT (SkyScan1176，

比利时 ) 在 9 μm、50 kV 和 200 μA 下进行扫描获取图像，并通

过 NRecon、DataViewer、CTAn 和 Mimics 等软件进行颅骨重建及

骨参数分析。主要评估的骨形态学参数为：骨密度 (mg/cm3)、

骨体积分数 (%)、骨表面积骨体积比值 (1/mm) 和孔隙率 (%)。
1.5   主要观察指标   水甘草碱对破骨细胞活化、炎症因子产

生和钛颗粒诱导炎性骨溶解的影响。

1.6   统计学分析   使用 GraphPad Prism 8.0 软件对实验的所有

结果进行分析，结果数据以 x-±s 表达。两组均数间比较使用

student t检验，多组均数间比较使用单因素方差分析。P < 0.05

被认为组间差异有显著性意义。该文统计学方法已经由苏州

大学生物统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   水甘草碱对 RAW264.7 细胞增殖的影响及细胞毒性作用   

水甘草碱是一种菊科长春花提取物质 ( 分子结构式见图 1A)，

将 RAW264.7 细胞分别暴露于 0-20 μmol/L 的水甘草碱中

24，48，72 h，并进行 CCK-8 检测。检测结果显示，当水

甘草碱浓度低于 5 μmol/L 时，细胞吸光度值均未受到显著

影响；当水甘草碱浓度上升至 10，20 μmol/L 时，细胞吸光

度值急剧降低，见图 1B，提示水甘草碱浓度≤ 5 μmol/L 时

对 RAW264.7 细胞的增殖活性无影响。另外，使用水甘草

碱干预 72 h，若水甘草碱浓度≤ 5 μmol/L 时，细胞存活率

与对照组无明显差异 (P > 0.05)，见图 1C；当水甘草碱浓度

为 10，20 μmol/L 时，细胞抑制率分别达到 (57.41±8.25)% 和

(67.60±10.40)%，见图 1D，提示 10 μmol/L 及以上浓度的水

甘草碱影响 RAW264.7 细胞的增殖，对 RAW264.7 细胞具有

毒性作用。鉴于以上细胞抑制率检测结果，课题组选用 1， 

5 μmol/L 的水甘草碱进行细胞实验。

2.2   体外实验结果   

2.2.1   水甘草碱对破骨细胞活化的影响   抗酒石酸酸性磷酸

酶染色显示，破骨诱导组细胞融合形成抗酒石酸酸性磷酸酶

阳性多核破骨细胞，与破骨诱导组比较，使用水甘草碱干预

后破骨细胞形成显著减少，并且水甘草碱高剂量组对破骨

细胞活化的抑制作用强于水甘草碱低剂量组 (P < 0.05)，见 

图 2A、B。
F-actin 环的形成和破骨细胞的迁移、侵袭、黏附能力有

关，是反映破骨细胞活性的重要指标。F-actin 染色显示，在

破骨诱导过程中破骨细胞 F-actin 环逐步融合形成，使用水甘

草碱干预后破骨细胞 F-actin 环面积占比较破骨诱导组均降

低，并且水甘草碱高剂量组对 F-actin 的形成抑制作用强于水

甘草碱低剂量组 (P < 0.05)，见图 2C、D。

鉴于以上发现，课题组推断在安全剂量范围内水甘草碱

以浓度依赖性形式抑制了破骨细胞的激活。

2.2.2   水甘草碱对破骨细胞活化过程中炎性因子表达的影响  

RT-PCR 检测结果显示，与对照组比较，破骨诱导组白细胞介

素 1β、白细胞介素 6、肿瘤坏死因子 α 的 mRNA 表达均显著

上调 (P < 0.01)；与破骨诱导组比较，水甘草碱干预组白细胞

介素 1β、白细胞介素 6、肿瘤坏死因子 α 的 mRNA 表达均降

图注：A 为水甘草碱分子结构式；B 为不同浓度水甘草碱干预细胞 24，
48，72 h 后的 CCK-8 检测结果，与相应时间点 0 μmol/L 组比较，

aP < 
0.01；C 为不同浓度水甘草碱干预 72 h 后的细胞存活率，与 0 μmol/L 
组比较，

aP < 0.01；D为不同浓度水甘草碱干预 72 h后的细胞生长抑制率，

与 0 μmol/L 组比较，
aP < 0.01

图 1 ｜不同浓度水甘草碱对 RAW264.7 细胞存活率及生长抑制率的影响

Figure 1 ｜ Effect of different concentrations of tabersonine on the survival 
rate and growth inhibition rate of RAW264.7 cells

图注：A 为各组抗酒石酸酸性磷酸酶染色图像，标尺 =100 μm；B 为抗

酒石酸酸性磷酸酶阳性破骨细胞数量的定量分析，与破骨诱导组比较，
bP < 0.01；C 为各组 F-actin 染色图像，F-actin 呈红色，DAPI 呈蓝色，标

尺 =100 μm；D 为破骨细胞肌动蛋白环面积占比定量分析，与破骨诱导

组比较，
aP < 0.01

图 2 ｜不同剂量水甘草碱对破骨细胞活化的作用

Figure 2 ｜ Effects of different doses of tabersonine on osteoclast 
activation
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图注：A 为各组小鼠颅骨 CT 三维重建图像 ( 绿框内为骨溶解骨破坏区域，

红圈内为进行骨参数分析的感兴趣区域 )；B 为小鼠颅骨感兴趣区域 ( 方
框 ) 冠状面以及矢状面图像；C 为感兴趣区域骨密度、骨体积分数、骨

表面积骨体积比值和孔隙率的定量分析结果。与骨溶解组比较，
aP < 0.05，

bP < 0.01
图 5 ｜不同剂量水甘草碱对钛颗粒诱导小鼠骨溶解的作用

Figure 5 ｜ Effects of different doses of tabersonine on osteolysis induced 
by titanium particles in mice

图注：A-C 分别各组炎症因子白细胞介素 1β、白细胞介素 6、肿瘤坏死

因子α的mRNA表达定量分析结果，与破骨诱导组比较，
aP < 0.05，bP < 0.01

图 3 ｜不同剂量水甘草碱对破骨细胞内促炎因子表达的影响

Figure 3 ｜ Effects of different doses of tabersonine on the expression of 
proinflammatory cytokines in osteoclasts
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低 (P < 0.01，P < 0.05)，且水甘草碱高剂量组的抑炎作用强

于水甘草碱低剂量组 (P < 0.01)，见图 3。

图注：A-C 分别为小鼠血清白细胞介素 1β、白细胞介素 6、肿瘤坏死因

子 α 的质量浓度。与骨溶解组比较，
aP < 0.05，bP < 0.01

图 4 ｜不同剂量水甘草碱对钛颗粒诱导小鼠体内炎症的作用

Figure 4 ｜ Effects of different doses of tabersonine on inflammation 
induced by titanium particles in mice
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2.3   体内实验结果    

2.3.1   实验动物数量分析   20 只小鼠全部进入结果分析。

2.3.2   水甘草碱对钛颗粒诱导炎症的影响   与假手术组比较，

骨溶解组小鼠血清中白细胞介素 1β、白细胞介素 6、肿瘤坏

死因子 α 的水平升高 (P < 0.01)；与骨溶解组比较，水甘草碱

干预组小鼠血清中 3种炎性因子水平降低 (P < 0.05，P < 0.01)，

且水甘草碱高剂量组的抑制作用强于水甘草碱低剂量组 (P < 

0.01)，见图 4。

2.3.3   水甘草碱对钛颗粒诱导骨质破坏的影响   使用 micro-CT

对颅骨进行扫描，并进行 2D 和 3D 重建，对颅骨感兴趣区域

( 矢状缝和冠状缝交界处直径 200 mm、高度 20 mm 的圆柱

体区域 ) 进行骨溶解度和骨参数分析。2D 和 3D 重建图像显

示，骨溶解组小鼠颅骨受到广泛侵蚀，颅腔封闭性丢失；与

骨溶解组比较，水甘草碱干预组明显缓解了小鼠颅骨的骨质

侵蚀破坏，见图 5A、B。基于感兴趣区域的骨参数分析发现，

相较于假手术组，骨溶解组小鼠颅骨感兴趣区域的骨密度和

骨体积分数降低 (P < 0.01)、骨表面积骨体积比值和颅骨孔隙

率升高 (P < 0.01)，成功构建骨溶解模型；与骨溶解组比较，

水甘草碱干预逆转了钛颗粒导致的骨参数变化 (P < 0.05，P < 

0.01)，其中水甘草碱高剂量组的疗效好于水甘草碱低剂量组

(P < 0.05)，见图 5C。

3   讨论   Discussion
假体周围骨溶解是全关节置换术后最常见的并发症，是

一种渐进的、活跃的生物级联反应，可由多种类型磨损颗粒

引起
[16-17]

。传统假体中聚乙烯在空气中与伽马射线相结合，

可导致自由基产生增加，这是全髋关节置换术后常见的问题，

这些自由基可促进更多磨损颗粒产生，进一步加重骨质溶解，

最终导致假体无菌性松动
[18]
。既往研究发现，磨损颗粒可以

导致局部炎性因子风暴和破骨细胞的过度活化
[19-21]

，然而其

具体机制不清，缺乏对应的治疗药物，假体周围骨溶解的防

治工作仍具有较大的挑战性。由于传统抗骨吸收药物不能解

决假体周围炎症问题、治疗作用有限、不良反应较多
[22-24]

，

临床上亟需开发缓解局部炎性风暴、抑制破骨细胞活化的有

效药物。此次研究发现，水甘草碱作为一种吲哚生物碱在体

外可以缓解破骨细胞活化过程中炎性因子的表达、抑制破骨

细胞的形成，在体内可以下调钛颗粒诱导的炎性风暴、减少

钛颗粒放置区域的骨丢失和骨破坏，为临床防治假体周围骨

溶解提供了新的药物选择。

水甘草碱是在菊科长春花、玫瑰花等多种药用植物中发

现的萜烯吲哚生物碱，具有较强的抗癌和抗炎保护作用。在

呼吸系统中，水甘草碱可显著改善脂多糖诱导的毛细血管内

皮损伤和肺上皮损伤，减少炎症细胞浸润
[14]
；在心血管系统

中，水甘草碱靶向 TAK1 并抑制 TAK1 介导的炎性级联反应，

缓解血管紧张素Ⅱ介导的心脏炎症和心肌纤维化
[15]
；随着研

究的进一步深入，研究人员还发现水甘草碱可以通过抑制核
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因子 κB 信号通路介导的炎性因子释放，来改善高脂饮食和

饱和脂肪酸诱导的肾细胞损伤
[25]
，并能抑制脂多糖诱导的小

胶质细胞炎性反应
[26]
，由此可见，水甘草碱对多器官都具有

抑炎保护作用。另外，水甘草碱在骨骼系统退行性疾病骨质

疏松症中也体现出良好的治疗作用
[27]
。骨髓来源巨噬细胞是

破骨细胞的前体细胞，研究发现水甘草碱能同骨髓来源巨噬

细胞中炎症小体 NLRP3 的 NACHT 结构域结合，抑制炎症小

体寡聚化，进而干扰炎症小体的进一步激活，缓解腹膜炎、

败血症的进展
[28]
。基于前期研究人员对水甘草碱抗炎作用的

探索，此次研究推断水甘草碱能通过调控炎性因子水平，缓

解假体周围骨溶解的发生发展。此次研究结果发现，在核因

子 κB 受体活化因子配体诱导的破骨细胞活化过程中伴随着

白细胞介素 1β、白细胞介素 6 和肿瘤坏死因子 α 等炎性细

胞因子的表达增加，而水甘草碱在安全浓度内以剂量依赖性

形式降低了炎性因子负荷；在钛颗粒诱导的颅骨骨溶解模型

中，钛颗粒促进了血清炎性风暴的发生，隔日接受水甘草碱

显著缓解了机体炎性因子的激活释放。

假体周围骨溶解是由巨噬细胞、破骨细胞、成骨细胞和

成纤维细胞等多细胞参与的复杂过程，目前其病理机制尚不

清楚。值得注意的是，假体周围骨溶解中骨质破坏和骨量丢

失的直接原因在于破骨细胞和成骨细胞偶联失衡
[29]
。破骨细

胞来源于单核巨噬细胞谱系
[30]
，其过度激活占据骨重塑紊乱

的主导地位，而炎症递质间的协调互作加剧破骨细胞的激活，

加重骨损伤丢失
[31]
。因此，通过抑制炎性因子的释放，实

现对破骨细胞过度活化的抑制是治疗假体周围骨溶解的良好

策略。WEI 等 [32]
的研究发现，类黄酮可以抑制炎症并下调活

性氧累积来抑制破骨细胞的活化。WEN 等
[33]

开发了 MiR-92a

实现了对巨噬细胞 M1/M2 极化的调控，进而减轻了炎症因

子的释放，缓解了钛颗粒诱导的颅骨溶解。此次研究同样发

现水甘草碱在对破骨细胞活化以及钛颗粒诱导的骨溶解中的

抗炎作用。正如预期的，在破骨细胞活化过程中加入不同剂

量的水甘草碱后，融合形成的破骨细胞数量显著减少，反映

其骨吸收功能的 F-actin 环的形成同样显著降低；在钛颗粒诱

导的颅骨溶解模型中，骨溶解组小鼠颅骨骨破坏严重、孔隙

增加，在接受水甘草碱治疗后，骨破坏骨丢失明显缓解，颅

骨骨密度及骨体积分数显著升高，骨表面积骨体积比值及颅

骨孔隙率显著降低。

然而，研究中同样存在几个局限性：①首先，尽管小鼠

颅骨骨溶解模型被广泛用于假体周围骨溶解的机制研究，并

取得了一定的成绩，然而其模型仍存在待改进之处。小鼠颅

骨骨溶解模型以扁平骨为研究对象，并不能完全模拟人体长

骨骨溶解的组织结构变化；另外，骨溶解过程漫长，小鼠模

型中钛颗粒并非持续累积释放，且小鼠骨质溶解过程仅持续

了 2 周，与人体内病理变化存在差异。②其次，磨损颗粒类

型由假体材质决定，尽管钛颗粒和聚乙烯颗粒在体内均能诱

导类似的炎性反应及骨质溶解
[34-36]

，人工磨损颗粒的选择仍

有待优化。③此外，既往研究已发现了水甘草碱通过对核因

子 κB 信号通路、巨噬细胞极化、细胞焦亡的调控进而影响

炎症因子的表达释放，然而此次研究中并未对水甘草碱调控

炎症、破骨细胞活化以及钛颗粒诱导的颅骨溶解的具体机制

进行探讨。课题自组将针对以上不足改进骨溶解模型，并一

步研究水甘草碱的具体作用机制。

综上所述，此次研究发现天然植物萃取物水甘草碱无明

显细胞毒性，通过抑制炎性因子的表达、缓解破骨细胞的形

成及其骨吸收功能来改善小鼠骨溶解预后，为人体假体周围

骨溶解的防治工作提供了新的药物支持。
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