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塞来昔布对去卵巢骨质疏松症的保护机制研究

王　，阿尖措，王德元　（青海红十字医院骨科二病区，青海 西宁 ８１００００）

［摘　要］　目的　探讨塞来昔布对骨代谢稳态和骨质疏松症的作用。方法　体外培养骨髓来源巨噬细胞（ＢＭＤＭ）、ＲＡＷ２６４．７
和ＭＣ３Ｔ３Ｅ１。采用 ＣＣＫ８试剂盒检测不同浓度塞来昔布对 ＢＭＤＭ和 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞活力的影响；采用抗酒石酸酸性磷酸酶
（ＴＲＡＣＰ）染色检测塞来昔布对破骨细胞分化形成的影响；采用实时聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测 ＢＭＤＭ和 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞中活化
Ｔ细胞核因子１（ＮＦＡＴｃ１）、ＴＲＡＣＰ、组织蛋白酶Ｋ（ＣＴＳＫ）、降钙素受体（ＣＴＲ）、ＢＭＰ２、Ｒｕｎｘ２和碱性磷酸酶（ＡＬＰ）ｍＲＮＡ水平；采用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞ｐＮＦκＢ、ＮＦκＢ、ＮＦＡＴ和ＧＡＰＤＨ的表达水平。采用荧光素酶报告基因试验检测 ＢＭＤＭ中 ＮＦκＢ和 ＮＦＡＴ
活性。采用卵巢切除术构建骨质疏松症小鼠模型，雌性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠３０只随机分为对照组、模型组、塞来昔布低剂量（１２．５ｍｇ／ｋｇ）
组、塞来昔布中剂量（２５ｍｇ／ｋｇ）组和塞来昔布高剂量（５０ｍｇ／ｋｇ）组，每组６只，分别以相应剂量的溶剂或药物灌胃进行干预处理。采
用微计算机断层扫描（ｍｉｃｒｏＣＴ）扫描各组小鼠胫骨，分析骨微结构参数变化。结果　塞来昔布可抑制破骨细胞分化，但并不影响
细胞活力。塞来昔布可抑制 ＲＮＡＮＫＬ诱导的 ＮＦＡＴｃ１、ＴＲＡＣＰ、ＣＴＳＫ和 ＣＴＲｍＲＮＡ表达，并抑制 ｐＮＦκＢ和 ＮＦＡＴ蛋白表达及
ＮＦκＢ和ＮＦＡＴ活性。塞来昔布可促进成骨细胞增殖，并促进 ＢＭＰ２、Ｒｕｎｘ２和 ＡＬＰｍＲＮＡ表达。与模型组比较，塞来昔布低剂量
组、塞来昔布中剂量组和塞来昔布高剂量组小鼠骨体积／总体积（ＢＶ／ＴＶ）和骨小梁数目（Ｔｂ．Ｎ）显著增加（Ｐ＜０．０１），骨小梁分离度
（Ｔｂ．Ｓｐ）显著减小（Ｐ＜０．０１）。结论　塞来昔布可以抑制破骨细胞分化，促进成骨细胞增殖，改善骨质疏松症小鼠的骨微结构，对
骨质疏松症具有潜在的治疗活性。
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦＡＴｃ１，ＴＲＡＣＰ，ＣＴＳＫａｎｄＣＴＲｍＲＮＡｉｎｄｕｃｅｄｂｙＲＮＡＮＫＬ，ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＮＦκＢａｎｄＮＦＡＴｐｒｏｔｅｉｎａｎｄ
ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＮＦκＢａｎｄＮＦＡＴ．Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂｃｏｕｌｄｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ，ａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＭＰ２，Ｒｕｎｘ２ａｎｄ
ＡＬＰｍＲＮＡ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｂｏｎｅｖｏｌｕｍｅ／ｔｉｓｓｕｅｖｏｌｕｍｅ（ＢＶ／ＴＶ）ａｎｄｔｒａｂｅｃｕｌａｒｂｏｎｅｎｕｍｂｅｒ（Ｔｂ．Ｎ）ｏｆｔｈｅｍｉｃｅｉｎ
ｔｈｅｃｅｌｅｃｏｘｉｂｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｃｅｌｅｃｏｘｉｂｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｅｌｅｃｏｘｉｂｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０１），
ｗｈｉｌｅｔｈｅｔｒａｂｅｃｕｌａｒｂｏｎｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎ（Ｔｂ．Ｓｐ）ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｃｅｌｅｃｏｘｉｂｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
ｏｆｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ，ｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ，ｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｂｏｎｅｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｏｓｔｅｏｐｏｒｏｔｉｃｍｉｃｅ，ａｎｄｉｔｈａｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃａｃ
ｔｉｖｉｔｙｆｏｒｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃｅｌｅｃｏｘｉｂ；ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ；ｂｏｎｅｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ；ｂｏｎｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

　　骨重塑是由成骨细胞介导的骨形成与破骨细胞介
导的骨吸收所形成的动态平衡［１］。绝经后骨质疏松

症是一种与衰老有关的常见病，主要发生于绝经后妇

女，由于雌激素缺乏导致骨量减少及骨组织结构变化，

易出现病理性骨折，严重影响患者的生活质量［２］。针

对骨吸收和骨形成介导的骨重塑是治疗绝经后骨质疏

松症的重要策略。目前，临床上抑制骨吸收的药物主

要有雌激素、二膦酸盐、降钙素等，但这些药物通常具

有潜在的副作用，对于绝经后骨质疏松症的治疗并不

理想，故临床迫切需要寻找新的治疗药物［３４］。

破骨细胞是一种造血干细胞／多核巨细胞的单核
细胞，其刺激和分化主要由核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ
κＢ，ＮＦκＢ）配体（ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆＮＦκＢｌｉｇａｎｄ，
ＲＡＮＫＬ）的受体激活剂调节。ＲＡＮＫＬ主要通过各种
信号通路（如ＮＦκＢ、ＡＫＴ、ＭＡＰＫ和ＪＮＫ）促进破骨细
胞的分化，是一种调节骨代谢的重要细胞因子［５６］。有

研究发现，活化 Ｔ细胞核因子 １（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｏｆ
ａｃｔｉｖａｔｅｄＴｃｅｌｌｓｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ１，ＮＦＡＴｃ１）是 ＲＡＮＫＬ介
导的破骨细胞分化的关键转录因子［７］。ＮＦＡＴｃ１可以
诱导与破骨细胞分化有关的各种基因的转录，如组织

蛋白酶Ｋ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎＫ，ＣＴＳＫ）、抗酒石酸酸性磷酸酶
（ｔａｒｔｒａｔｅｒｅｓｉｓｔａｎｔａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＴＲＡＣＰ）和降钙素受
体（ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＣＴＲ）等［７］。

塞来昔布是一种高度选择性的环氧化酶２
（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２，ＣＯＸ２）抑制剂，可通过减少前列腺
素的形成来发挥抗炎和镇痛作用［８］。塞来昔布是唯

一获得美国食品药品监督管理局批准的 ＣＯＸ２抑制
剂，临床用于缓解骨关节炎和成人类风湿关节炎的症

状和体征，或治疗成人急性疼痛。有研究发现，塞来昔

布灌胃可以调节大鼠骨代谢稳态［９］。但塞来昔布对

骨代谢调节的具体作用和机制尚不清楚，因此，本研究

探讨塞来昔布对骨代谢稳态的影响及其对骨质疏松症

的保护作用，以期为临床提供参考。

１　材料与方法

１．１　试剂、细胞与动物
塞来昔布购自湖北鑫润德化工有限公司；胎牛血

清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）、α极限必需培养基
（αｍｉｎｉｍｕｍｅｓｓｅｎｔｉａｌｍｅｄｉｕｍ，αＭＥＭ）均购自美国
Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；巨噬细胞集落刺激因子（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
ｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＭＣＳＦ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司；
ｐＮＦκＢ、ＮＦκＢ、活化 Ｔ细胞核因子（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｏｆ
ａｃｔｉｖａｔｅｄＴｃｅｌｌｓ，ＮＦＡＴ）、ＧＡＰＤＨ和辣根素过氧化酶
（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记抗兔抗体均购自美
国ＣＳＴ公司。ＲＡＷ２６４．７和ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞均购自美
国典型培养物保藏中心，并培养于含 １０％ＦＢＳ和
１００Ｕ／ｍＬ青霉素／链霉素的 αＭＥＭ中。ＳＰＦ级雌性
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠［生产许可证号：ＳＣＸＫ（青）２０２１０００３］
３０只，购自青海省实验动物中心，饲养于 ＳＰＦ级动物
房，所有动物实验均经过我院伦理委员会批准

（２０２１０３１８０８６）。
１．２　细胞培养

小鼠骨髓来源巨噬细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ＢＭＤＭ）分离于 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠的股骨和
胫骨骨髓，培养于αＭＥＭ（含１０％ＦＢＳ、２ｍｍｏｌ／ＬＬ谷
氨酰胺和 １００Ｕ／ｍＬ青霉素／链霉素）中，并添加
ＭＣＳＦ。
１．３　细胞活力检测

将ＢＭＤＭ培养于９６孔板（６×１０３个／孔）中，加入
ＭＣＳＦ（２５ｎｇ／ｍＬ）培养，然后用不同浓度（０μｍｏｌ／Ｌ、

０９４ 局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵ８８ＲＧ　２０２２，３１（６）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



２μｍｏｌ／Ｌ、４μｍｏｌ／Ｌ、８μｍｏｌ／Ｌ、１０μｍｏｌ／Ｌ和２０μｍｏｌ／Ｌ）
的塞来昔布处理５ｄ。于第５天加入ＣＣＫ８并避光孵
育２ｈ，然后用酶标仪于４５０ｎｍ处测量吸光度值，计算
细胞活力。

１．４　破骨细胞形成检测
将ＢＭＤＭ培养于２４孔板（８×１０４个／孔）中，随机

分为对照组、ＲＡＮＫＬ组、ＲＡＮＫＬ＋８μｍｏｌ／Ｌ组、
ＲＡＮＫＬ＋１０μｍｏｌ／Ｌ组和 ＲＡＮＫＬ＋２０μｍｏｌ／Ｌ组，对
照组加入 αＭＥＭ培养基，其余各组加入含 ＲＡＮＫＬ
（５０ｎｇ／ｍＬ）的αＭＥＭ培养基；ＲＡＮＫＬ＋８μｍｏｌ／Ｌ组、
ＲＡＮＫＬ＋１０μｍｏｌ／Ｌ组和ＲＡＮＫＬ＋２０μｍｏｌ／Ｌ组再分
别加入不同浓度（８μｍｏｌ／Ｌ、１０μｍｏｌ／Ｌ和２０μｍｏｌ／Ｌ）
的塞来昔布干预。每２ｄ更换一次培养液，第５天固
定细胞并进行ＴＲＡＣＰ染色，拍照观察破骨细胞生成情
况（破骨细胞具有３个以上的细胞核）。
１．５　实时聚合酶链反应（ｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ

ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）
　　将 ＢＭＤＭ培养于６孔板（１×１０５个／孔）中，给予
ＭＣＳＦ（２５ｎｇ／ｍＬ）和ＲＡＮＫＬ（５０ｎｇ／ｍＬ）处理，然后加
入不同浓度（８μｍｏｌ／Ｌ、１０μｍｏｌ／Ｌ和２０μｍｏｌ／Ｌ）的塞
来昔布干预 ５ｄ。将 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞培养于 ６孔板
（１．５×１０５个／孔）中，随机分为对照组、８μｍｏｌ／Ｌ组、
１０μｍｏｌ／Ｌ组和２０μｍｏｌ／Ｌ组，分别加入 αＭＥＭ培养
基以及８μｍｏｌ／Ｌ、１０μｍｏｌ／Ｌ和２０μｍｏｌ／Ｌ的塞来昔
布干预４８ｈ。根据说明书用Ｔｒｉｚｏｌ裂解液提取细胞总
ＲＮＡ，按照说明书用逆转录试剂盒将１μｇＲＮＡ逆转
录成ｃＤＮＡ。根据说明书采用 ＳＹＢＲ染料试剂盒进行
荧光定量，ＡＢＳｔｅｐＯｎｅｐｌｕｓＲＴＰＣＲｓｙｓｔｅｍ仪器于
９５℃预变性５ｍｉｎ，９５℃变性１０ｓ，６０℃延伸３０ｓ，共
４０个循环，最后根据２－ΔΔＣｔ法计算目的基因的相对表
达量，以βａｃｔｉｎ作为内参。引物均由上海生工生物工
程有限公司合成和提供，引物序列见表１。
１．６　荧光素酶报告基因试验

根据说明书将稳定转染ＮＦκＢ和ＮＦＡＴ荧光素酶
报告基因的 ＲＡＷ２６４．７细胞培养于４８孔板中，随机
分为对照组、ＲＡＮＫＬ组、ＲＡＮＫＬ＋８μｍｏｌ／Ｌ组、
ＲＡＮＫＬ＋１０μｍｏｌ／Ｌ组和ＲＡＮＫＬ＋２０μｍｏｌ／Ｌ组。对
照组加入 αＭＥＭ培养基进行处理；ＲＡＮＫＬ组加入
ＲＡＮＫＬ（５０ｎｇ／ｍＬ）处理２４ｈ；ＲＡＮＫＬ＋８μｍｏｌ／Ｌ组、
ＲＡＮＫＬ＋１０μｍｏｌ／Ｌ组和ＲＡＮＫＬ＋２０μｍｏｌ／Ｌ组预先
用不同浓度（８μｍｏｌ／Ｌ、１０μｍｏｌ／Ｌ和２０μｍｏｌ／Ｌ）的塞
来昔布处理 １ｈ，然后加入 ＲＡＮＫＬ（５０ｎｇ／ｍＬ）处理
２４ｈ，检测ＮＦκＢ和ＮＦＡＴ活性。

表１　ＲＴＰＣＲ引物序列

基因 引物序列

ＮＦＡＴｃ１ 正向：５ＡＧＡＴＧＧＴＧＣＴＧＴＣＴＧＧＣＣＡＴＡＡＣＴ３

反向：５ＴＧＣＧＧＡＡＡＧＧＴＧＧＴＡＴＣＴＣＡＡＣＡＡ３
ＴＲＡＣＰ 正向：５ＧＣＣＡＡＧＡＴＧＧＡＴＴＣＡＴＧＧＧＴＧＧ３

反向：５ＣＡＧＡＧＡＣＡＴＧＡＴＧＡＡＧＴＣＡＧＣＧ３
ＣＴＳＫ 正向：５ＡＴＧＴＧＡＡＣＣＡＴＧＣＡＧＴＧＴＴＧＧＴＧＧ３

反向：５ＡＴＧＣＣＧＣＡＧＧＣＧＴＴＧＴＴＣＴＴＡＴＴＣ３
ＣＴＲ 正向：５ＴＧＧＴＴＧＡＧＧＴＴＧＴＧＣＣＣＡ３

反向：５ＣＴＣＧＴＧＧＧＴＴＴＧＣＣＴＣＡＴＣ３
ＢＭＰ２ 正向：５ＡＧＣＴＧＣＡＡＧＡＧＡＣＡＣＣＣＴＴＴ３

反向：５ＣＡＴＧＣＣＴＴＡＧＧＧＡＴＴＴＴＧＧＡ３
Ｒｕｎｘ２ 正向：５ＡＧＧＧＡＡＴＡＧＡＧＧＧＧＡＴＧＣＡＴＴＡＧ３

反向：５ＡＡＧＧＧＡＧＧＡＣＡＧＡＧＧＧＡＡＡＣＡ３
ＡＬＰ 正向：５ＡＡＣＣＡＧＡＣＡＣＡＡＧＣＡＴＴＣＣ３

反向：５ＣＣＡＧＣＡＡＧＡＡＧＡＡＧＣＣＴＴＴＧ３
βａｃｔｉｎ 正向：５ＧＧＣＡＣＣＡＣＡＣＣＴＴＣＴＡＣＡＡＴＧ３

反向：５ＧＧＧＧＴＧＴＴＧＡＡＧＧＴＣＴＣＡＡＡＣ３

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
将稳定转染ＮＦκＢ和ＮＦＡＴ荧光素酶报告基因的

ＲＡＷ２６４．７细胞按照１．６步骤处理，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测细胞中 ｐＮＦκＢ、ＮＦκＢ、ＮＦＡＴ的表达水平。细
胞裂解后提取细胞总蛋白，采用 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳
分离样品，然后转移到 ＰＶＤＦ膜上。室温下将膜于
５％脱脂牛奶中封闭１ｈ，然后将其与一抗（ｐＮＦκＢ、
ＮＦκＢ、ＮＦＡＴ和ＧＡＰＤＨ，按１∶１０００稀释）于４℃摇晃
孵育过夜，与二抗（ＨＲＰ标记抗兔抗体，按１∶１００００稀
释）于室温孵育２ｈ，然后用ＥＣＬ试剂曝光显影。
１．８　去卵巢骨质疏松症小鼠模型构建及放射学分析

雌性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠３０只随机分为对照组、模型
组、塞来昔布低剂量（１２．５ｍｇ／ｋｇ）组、塞来昔布中剂
量（２５ｍｇ／ｋｇ）组和塞来昔布高剂量（５０ｍｇ／ｋｇ）组，每
组６只。参考文献［１０］用１０％水合氯醛麻醉小鼠，并
切除卵巢，术后１周对照组和模型组灌胃０．９％生理
盐水，塞来昔布低剂量组灌胃１２．５ｍｇ／ｋｇ塞来昔布，
塞来昔布中剂量组灌胃２５ｍｇ／ｋｇ塞来昔布，塞来昔布
高剂量组灌胃 ５０ｍｇ／ｋｇ塞来昔布，每天 １次，连续
６周。对小鼠进行安乐死，分离胫骨，固定在４％多聚
甲醛中２４ｈ。采用微计算机断层扫描（ｍｉｃｒｏＣＴ，Ｓｋｙ
ｃａｎ，比利时）进行放射学分析，每个像素的电压、电流
和分辨率分别设置为５０ｋＶ、４００μＡ和８．８８μｍ，定量
计算骨体积／总体积 （ｂｏｎｅｖｏｌｕｍｅ／ｔｉｓｓｕｅｖｏｌｕｍｅ，
ＢＶ／ＴＶ）值、骨小梁分离度（ｔｒａｂｅｃｕｌａｒｂｏｎｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎ，
Ｔｂ．Ｓｐ）和骨小梁数目（ｔｒａｂｅｃｕｌａｒｂｏｎｅｎｕｍｂｅｒ，Ｔｂ．Ｎ）。
１．９　统计学处理

所有数据均采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０软件分析，
计量数据均满足独立性、正态性、方差齐性，以均数 ±
标准差（ｘ±ｓ）表示，体外对照组与 ＲＡＮＫＬ组及体内
对照组与模型组比较采用两独立样本 ｔ检验；体外
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ＲＡＮＫＬ组或对照组与各剂量组及体内模型组与低、中、
高剂量组比较采用单因素方差分析，以Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义，Ｐ＜０．０１为差异有极显著统计学意义。

２　结果

２．１　塞来昔布对ＢＭＤＭ细胞活力和破骨细胞形成的
影响

　　ＢＭＤＭ 细胞活力检测结果显示，与对照组
（０μｍｏｌ／Ｌ）比较，不同浓度（２μｍｏｌ／Ｌ、４μｍｏｌ／Ｌ、
８μｍｏｌ／Ｌ、１０μｍｏｌ／Ｌ和２０μｍｏｌ／Ｌ）的塞来昔布处理
５ｄ不影响细胞活力，因此选取最高的 ３个浓度
（８μｍｏｌ／Ｌ、１０μｍｏｌ／Ｌ和２０μｍｏｌ／Ｌ）用于后续研究，
见图 １ａ。ＴＲＡＣＰ染色结果显示，与对照组比较，

ＲＡＮＫＬ可诱导 ＢＭＤＭ 生成破骨细胞；但相较于
ＲＮＡＫＬ组，ＲＡＮＫＬ＋８μｍｏｌ／Ｌ组、ＲＡＮＫＬ＋１０μｍｏｌ／Ｌ
组和 ＲＡＮＫＬ＋２０μｍｏｌ／Ｌ组的破骨细胞生成明显减
少，见图１ｂ～ｆ。
２．２　塞来昔布抑制 ＲＡＮＫＬ诱导破骨细胞相关基因

的表达

　　 与对照组比较，ＲＡＮＫＬ组细胞中 ＮＦＡＴｃ１、
ＴＲＡＣＰ、ＣＴＳＫ和ＣＴＲｍＲＮＡ水平显著增加（Ｐ＜０．００１）；
与ＲＡＮＫＬ组比较，ＲＡＮＫＬ＋１０μｍｏｌ／Ｌ组和 ＲＡＮＫＬ＋
２０μｍｏｌ／Ｌ组细胞中 ＮＦＡＴｃ１、ＴＲＡＣＰ、ＣＴＳＫ和 ＣＴＲ
ｍＲＮＡ水平显著下降（Ｐ＜０．００１），ＲＡＮＫＬ＋８μｍｏｌ／Ｌ
组中细胞ＴＲＡＣＰ、ＣＴＳＫ和 ＣＴＲｍＲＮＡ水平显著下降
（Ｐ＜０．００１），见图２。

ａ：ＢＭＤＭ细胞活力；ｂ：对照组；ｃ：ＲＡＮＫＬ组；ｄ：ＲＡＮＫＬ＋８μｍｏｌ／Ｌ组；ｅ：ＲＡＮＫＬ＋１０μｍｏｌ／Ｌ组；ｆ：ＲＡＮＫＬ＋２０μｍｏｌ／Ｌ组　黑色箭
头：破骨细胞

图１　塞来昔布对ＢＭＤＭ细胞活力和破骨细胞形成的影响

ａ：ＢＭＤＭ细胞中ＮＦＡＴｃ１ｍＲＮＡ水平；ｂ：ＢＭＤＭ细胞中 ＴＲＡＣＰｍＲＮＡ水平；ｃ：ＢＭＤＭ细胞中 ＣＴＳＫｍＲＮＡ水平；ｄ：ＢＭＤＭ细胞中
ＣＴＲｍＲＮＡ水平　＃＃＃：与对照组比较，Ｐ＜０．００１；：与ＲＮＡＫＬ组比较，Ｐ＜０．００１

图２　塞来昔布对破骨细胞相关基因表达的影响
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２．３　塞来昔布抑制 ＲＡＮＫＬ诱导 ＮＦκＢ和 ＮＦＡＴ的
表达

　　荧光素酶报告基因试验结果显示，与对照组比较，
ＲＡＮＫＬ组细胞中 ＮＦκＢ和 ＮＦＡＴ活性明显增强
（Ｐ＜０．００１）；但相较于ＲＡＮＫＬ组，ＲＡＮＫＬ＋８μｍｏｌ／Ｌ组、
ＲＡＮＫＬ＋１０μｍｏｌ／Ｌ组和ＲＡＮＫＬ＋２０μｍｏｌ／Ｌ组细胞

中 ＮＦκＢ和 ＮＦＡＴ活性明显降低（Ｐ＜０．００１），见
图３ａ、ｂ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与对照组比较，
ＲＡＮＫＬ组细胞中 ｐＮＦκＢ和 ＮＦＡＴ蛋白表达明显增
强；但相较于 ＲＡＮＫＬ组，ＲＡＮＫＬ＋８μｍｏｌ／Ｌ组、
ＲＡＮＫＬ＋１０μｍｏｌ／Ｌ组和ＲＡＮＫＬ＋２０μｍｏｌ／Ｌ组细胞
中ｐＮＦκＢ和ＮＦＡＴ蛋白表达明显降低，见图３ｃ。

ａ：ＲＡＷ２６４．７细胞中ＮＦκＢ活性；ｂ：ＲＡＷ２６４．７细胞中ＮＦＡＴ活性；ｃ：ＲＡＷ２６４．７细胞中ｐＮＦκＢ和ＮＦＡＴ的蛋白表达　＃＃＃：与对

照组比较，Ｐ＜０．００１；：与ＲＡＮＫＬ组比较，Ｐ＜０．０１；：与ＲＡＮＫＬ组比较，Ｐ＜０．００１

图３　塞来昔布对ＮＦκＢ和ＮＦＡＴ活性和表达的影响

２．４　塞来昔布对成骨细胞增殖和成骨相关基因表达
的影响

　　细胞活力检测结果显示，与对照组比较，用不同浓
度（８μｍｏｌ／Ｌ、１０μｍｏｌ／Ｌ和２０μｍｏｌ／Ｌ）的塞来昔布处
理ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞可以明显促进细胞增殖，见图 ４ａ。

与对照组比较，１０μｍｏｌ／Ｌ组和２０μｍｏｌ／Ｌ组细胞中
ＢＭＰ２、Ｒｕｎｘ２和 ＡＬＰ ｍＲＮＡ 表 达 水 平 均 升 高
（Ｐ＜０．００１），８μｍｏｌ／Ｌ组仅ＡＬＰｍＲＮＡ表达水平升高
（Ｐ＜０．０１），见图４ｂ～ｄ。

ａ：ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞活力；ｂ：ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞中 ＢＭＰ２ｍＲＮＡ水平；ｃ：ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞中 Ｒｕｎｘ２ｍＲＮＡ水平；ｄ：ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞中 ＡＬＰ

ｍＲＮＡ水平　：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；：与对照组比较，Ｐ＜０．００１

图４　塞来昔布对成骨细胞增殖和成骨相关基因表达的影响

２．５　塞来昔布对去卵巢小鼠骨丢失的影响
体内实验结果显示，与对照组比较，模型组小鼠

ＢＶ／ＴＶ和Ｔｂ．Ｎ显著减小（Ｐ＜０．００１），Ｔｂ．Ｓｐ显著增加
（Ｐ＜０．００１）；但与模型组比较，塞来昔布低剂量组、塞来
昔布中剂量组和塞来昔布高剂量组小鼠ＢＶ／ＴＶ和Ｔｂ．Ｎ
显著增加（Ｐ＜０．０１），Ｔｂ．Ｓｐ显著减小（Ｐ＜０．０１），见图５。

３　讨论

骨质疏松症主要与成骨细胞介导的骨形成与破骨

细胞介导的骨吸收间的稳态有关，通常是由破骨细胞

的骨吸收超过成骨细胞的骨形成而引起［１１］。破骨细

胞的过度骨吸收是由较高的ＲＡＮＫＬ水平和相关下游
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ａ：各组小鼠ｍｉｒｏＣＴ图片；ｂ：ＢＶ／ＴＶ；ｃ：Ｔｂ．Ｓｐ；ｄ：Ｔｂ．Ｎ　＃＃＃：与对照组比较，Ｐ＜０．００１；：与模型组比较，Ｐ＜０．０１；：与模型

组比较，Ｐ＜０．００１

图５　塞来昔布对去卵巢小鼠骨丢失的影响

基因的表达增强引起的，该途径已成为治疗溶骨性疾

病的主要靶标［１２］。二膦酸盐通过抑制破骨细胞的功

能来保护骨骼，但具有下颌骨坏死和肾功能衰竭等风

险。有研究发现，多种中草药活性成分可抑制破骨细

胞的分化并缓解骨质疏松症，但其成药性比较缓

慢［１３］。塞来昔布是一种选择性 ＣＯＸ２抑制剂，已被
批准用于临床治疗骨关节炎和类风湿性关节炎，有研

究发现塞来昔布可以调节骨代谢稳态［９］。本研究结

果显示，塞来昔布可以抑制破骨细胞形成，并能够促进

成骨细胞增殖，对去卵巢骨质疏松症具有潜在的治疗

作用。

为了研究塞来昔布对破骨细胞分化的作用和机

制，本研究首先提取了小鼠ＢＭＤＭ细胞，结果显示，塞
来昔布可抑制 ＢＭＤＭ向破骨细胞分化，但不影响
ＢＭＤＭ细胞活力。ＲＡＮＫＬ属于肿瘤坏死因子，是破骨
细胞形成的关键细胞因子［１４］。ＲＡＮＫＬ与受体 ＲＡＮＫ
结合后可以激活 ＮＦκＢ、ＴＲＡＦ和 ＮＦＡＴｃ１等信号通
路，并调节破骨细胞的分化［１５］。ＮＦκＢ信号通路是
ＲＡＮＫＬ诱导破骨细胞分化的重要途径，ＲＡＮＫＬ与
ＲＡＮＫ结合后可促进ＩＫＫα和ＩＫＫβ磷酸化，从而诱导
ＩκＢ降解并引起ＮＦκＢ活化［１６］。本研究结果显示，塞

来昔布通过抑制 ＮＦκＢ磷酸化来抑制 ＮＦκＢ的转录
活性，表明塞来昔布可以抑制经典的 ＮＦκＢ通路。
ＮＦＡＴｃ１是破骨细胞分化的关键转录因子，ＮＦκＢ激
活后可诱导ＮＦＡＴｃ１活化，ＮＦＡＴｃ１也可调节和控制破
骨细胞分化标记基因（如ＣＴＳＫ、ＴＲＡＣＰ和 ＣＴＲ等）的

表达［１７］。本研究结果显示，塞来昔布可以抑制

ＮＦＡＴｃ１的蛋白表达和转录活性。目前尚不能确定塞
来昔布是否可直接抑制 ＮＦＡＴｃ１的活性或间接抑制
ＮＦκＢ的活性。但本研究发现，塞来昔布可以显著降
低破骨细胞相关蛋白 ＮＦＡＴｃ１、ＣＴＳＫ、ＴＲＡＣＰ和 ＣＴＲ
ｍＲＮＡ的表达。上述结果表明塞来昔布可通过阻断
ＮＦκＢ和 ＮＦＡＴｃ１介导的信号通路抑制破骨细胞的
分化。

不同浓度的塞来昔布可促进小鼠成骨细胞

ＭＣ３Ｔ３Ｅ１增殖，具有促进骨形成作用。Ｒｕｎｘ２是
ＲＵＮＸＸ家族的成员之一，作为成骨细胞特异的转录因
子，对成骨细胞的分化和成熟具有重要作用［１８］。

Ｒｕｎｘ２基因敲除在小鼠生长过程中可以诱导体内骨骼
完全丧失。Ｒｕｎｘ２与成骨细胞的主要细胞外基质基因
的表达密切相关，如碱性磷酸酶、骨钙素、Ⅰ型胶原、骨
唾液蛋白和骨桥蛋白［１９］。另外，有研究发现，ＢＭＰ和
Ｒｕｎｘ２信号通路可调节成骨细胞的增殖和分化，并在
骨形成中起关键作用，且成骨细胞还可通过调节骨保

护素表达调节骨吸收，以维持骨稳态［２０］。本研究结果

显示，不同浓度的塞来昔布可以诱导成骨细胞ＢＭＰ２、
Ｒｕｎｘ２和ＡＬＰ表达，说明塞来昔布可通过调节成骨细
胞分化和成熟分子的表达促进成骨细胞增殖，其可能

具有潜在的抗骨质疏松症活性。因此，本研究采用卵

巢切除术构建去卵巢骨质疏松症小鼠模型，探讨塞来

昔布抗骨质疏松症的体内活性。

卵巢切除术动物是一种常见的绝经后骨质疏松症
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体内研究模型，广泛应用于绝经后骨质疏松症的病理

和药物干预研究［２１］。骨稳态失调可以触发骨矿物质

密度的丢失，从而导致骨质疏松症。去卵巢诱导的小

鼠表现出明显降低的骨矿物质密度和异常的骨小梁结

构特性［２２］。因此，本研究构建去卵巢小鼠模型探究塞

来昔布抗骨质疏松症的体内活性，结果显示，与对照组

比较，模型组小鼠ＢＶ／ＴＶ和Ｔｂ．Ｎ显著减小，Ｔｂ．Ｓｐ显
著增加，说明本研究成功建立了骨质疏松症小鼠模型；

进一步研究发现，塞来昔布明显改善了去卵巢小鼠的

骨微结构。这些结果说明塞来昔布具有抗骨质疏松症

的体内活性，其作用机制可能与调节骨吸收和骨形成

间的代谢平衡有关。

综上所述，本研究发现 ＣＯＸ２抑制剂塞来昔布具
有潜在的抗骨质疏松症活性，并与调节骨代谢有关。

但塞来昔布治疗骨质疏松症的具体靶点或直接的信号

通路尚不清楚，仍需进一步探讨。
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