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RANKL通过ROS介导HIF-1α下调促进自噬和破骨细胞分化
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［摘要］ 目的 探究核因子 κB 受体活化因子配体（receptor activator of nuclear factor-κB ligand， 
RANKL）通过ROS-HIF-1α信号轴调控自噬和破骨细胞分化的分子机制。方法 以RAW264. 7小鼠单

核/巨噬细胞系为模型，采用随机数字表法将细胞分为Control组、RANKL组及联合干预组［RANKL+CQ
组（自噬抑制剂干预）、RANKL+FG-4592组（HIF-1α稳定剂干预）、RANKL+NAC组（ROS清除剂干预）］。

通过抗酒石酸酸性磷酸酶（TRAP）染色定量检测成熟多核破骨细胞数量；Western blot检测HIF-1α、LC3
蛋白表达水平；qRT-PCR分析破骨细胞分化相关基因（TRAP、Cath K和 MMP-9）mRNA表达水平；基于

腺病毒mRFP-GFP-LC3标记系统结合激光共聚焦显微镜观察自噬通量活性；DCFH-DA探针检测细胞内

活性氧（ROS）水平。结果 与 Control 组相比，RANKL 组中 TRAP 阳性多核破骨细胞数量显著增加

（P<0. 05），破骨细胞分化相关基因mRNA表达水平明显上调；同时激活自噬通路，表现为LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ
比值升高（P<0. 05）及自噬溶酶体数量增加（P<0. 05）；细胞内 ROS 水平显著升高（P<0. 05），且 HIF-1α
蛋白表达下调（P<0. 05）。与RANKL组比较，RANKL+NAC组显著抑制细胞内ROS蓄积（P<0. 05），并逆

转HIF-1α蛋白的低表达（P<0. 05）；同时降低 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值（P<0. 05）及自噬通量活性（P<0. 05）；

伴随破骨细胞分化相关基因表达水平下降（P<0. 05）及成熟破骨细胞数量减少（P<0. 05）。与RANKL组

比较，RANKL+FG-4592组明显提升HIF-1α蛋白表达水平（P<0. 05）；同时抑制自噬激活［LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ
比值降低（P<0. 05）；自噬通量活性减少（P<0. 05）］，进而减少破骨细胞分化相关基因表达（P<0. 05）及

成熟破骨细胞数量（P<0. 05）。与 RANKL组比较，RANKL+CQ组显著抑制自噬通量活性（P<0. 05）；同

时明显减少破骨细胞分化相关基因表达水平（P<0. 05）及成熟破骨细胞数量（P<0. 05）。结论 RANKL通

过ROS介导的HIF-1α下调激活自噬，促进破骨细胞分化。
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RANKL drives autophagy and osteoclast differentiation via ROS-mediated HIF-1α  
down-regulation
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［Abstract］ Objective　To investigate the molecular mechanism by which receptor activator of 
nuclear factor-κB ligand (RANKL) regulates autophagy and osteoclast differentiation through the ROS-HIF-1α 
signaling axis.  Methods　Mouse monocytic/macrophage RAW264. 7 cells were randomly divided into 
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control group, RANKL group, and 3 combined intervention groups, that is, RANKL+CQ group (intervention 
with autophagy inhibitor, CQ), RANKL+FG-4592 group (intervention with HIF-1α stabilizer, FG-4592), and 
RANKL+NAC group (intervention with ROS scavenger, NAC).  The number of mature multinucleated 
osteoclasts was quantitatively detected with tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) staining; the protein 
levels of HIF-1α and LC3 were detected by Western blotting and the mRNA levels of osteoclast differentiation-

related genes (TRAP, Cath K and MMP-9) were analyzed by qRT-PCR; autophagy flux and activity were 
observed by adenovirus mRFP-GFP-LC3 labeling system combined with confocal laser microscopy; and the 
production of intracellular reactive oxygen species (ROS) was measured by DCFH-DA probe.  
Results　Compared with the control group, the RANKL group obtained significantly increased number of 
TRAP-positive multinucleated osteoclasts (P<0. 05), up-regulated mRNA levels of osteoclast differentiation-

related genes, activated autophagy pathway, as evidenced by the increased LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ ratio (P<0. 05) and 
number of autophagic lysosomes (P<0. 05), elevated intracellular ROS generation (P<0. 05), and down-

regulated HIF-1α protein level (P<0. 05).  NAC intervention significantly inhibited intracellular ROS 
accumulation (P<0. 05), reversed the lowered expression of HIF-1α protein (P<0. 05), decreased the LC3-Ⅱ/
LC3-Ⅰ ratio (P<0. 05) and autophagy flux and activity (P<0. 05), and reduced expression levels of osteoclast 
differentiation-related genes and the number of mature osteoclasts (P<0. 05).  In the RANKL+FG-4592 group, 
HIF-1α protein level was significantly increased (P<0. 05), autophagy activation was inhibited [with decreased 
LC3- Ⅱ/LC3- Ⅰ ratio (P<0. 05) and autophagy flux and activity (P<0. 05)], and the expression of osteoclast 
differentiation-related genes and number of mature osteoclasts were decreased (P<0. 05) when compared with 
the RANKL group.  While CQ treatment resulted in inhibited autophagy flux and activity (P<0. 05), declined 
expression levels of osteoclast differentiation-related genes, and reduced number of mature osteoclasts (P<
0. 05).  Conclusion　RANKL activates autophagy through ROS-mediated down-regulation of HIF-1α, and 
thereby promotes osteoclast differentiation.  

［Key words］ HIF-1α； autophagy； osteoclast differentiation； reactive oxygen species
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正常骨代谢及骨量的维持依赖于成骨细胞介导

的骨形成与破骨细胞介导的骨吸收之间的动态平

衡［1］。破骨细胞是源自造血干细胞单核/巨噬细胞谱

系的融合分化细胞，TRAP 染色鉴定为阳性。作为骨

吸收的关键效应细胞，其在维持骨骼稳态中具有重要

作用［2］。破骨细胞的过度分化及其所致的骨吸收增强

是多种骨吸收性疾病的病理基础，如绝经后骨质疏松

症、炎症性关节炎和骨质增生症［3］。因此，靶向破骨细

胞分化的药物抑制剂有望为骨吸收性疾病的预防和

治疗提供新的策略。破骨细胞分化与成熟过程复杂，

受多种细胞因子的调控［4］。其中，RANKL作为肿瘤坏

死因子超家族的关键信号分子，通过特异性结合破骨

前体细胞表面的 RANK 受体，激活 NF-κB、Src、MAPK
等信号通路，释放核转录因子（如 NFATc1、AP-1），并

通过调节破骨细胞生成关键基因的表达水平，促进其

分化与成熟［5-6］。然而，RANKL 诱导破骨细胞形成的

具体机制尚未完全阐明。

自噬作为高度保守的胞内代谢调控机制［7］，依赖

于溶酶体，对维持细胞稳态至关重要［8］。自噬与多种

细胞类型的发育和分化密切相关，包括淋巴细胞、脂

肪细胞、软骨细胞、神经元和红细胞［9-10］。研究表明，

自噬在糖皮质激素治疗、缺氧条件和微重力条件下的

破骨细胞形成过程中起促进作用［11-12］。此外，自噬相

关蛋白（如 Atg5 和 LC3）通过调控溶酶体内容物的分

泌，影响破骨细胞的骨吸收功能［13］。近年来，研究发

现 RANKL 不仅能诱导破骨细胞的分化，还能激活自

噬过程。RANKL处理可显著增加破骨细胞前体细胞

中的自噬标志物 LC3-Ⅱ的表达，并促进自噬体的形

成［14］。然而，RANKL 诱导破骨细胞自噬的具体分子

机制仍不清楚。

缺氧诱导因子 -1α（hypoxia-inducible factor-1α，

HIF-1α）是细胞在缺氧条件下稳定表达的关键转录因

子［15］，通过调控下游靶基因参与细胞代谢及生存适

应。在常氧条件下，HIF-1α被VHL蛋白结合，VHL招
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募泛素连接酶，导致HIF-1α被蛋白酶体降解。VHL的

结合依赖于HIF-1α中一个特定脯氨酸残基的羟基化，

该羟基化过程由脯氨酸羟化酶PHD催化，使用O2作为

底物，因此，在缺氧条件下，PHD 活性受到抑制［16］，
HIF-1α 得以稳定并进入细胞核，激活下游基因的转

录。HIF-1α可转录激活超过 100个基因，对细胞生命

活动具有重要调控作用。研究表明，HIF-1α能够通过

多种机制激活自噬。ROS 在细胞自噬和凋亡中扮演

重要角色，本课题组前期研究表明，在RANKL诱导的

破骨细胞形成中，ROS 的累积能够促进自噬的激

活［17］。此外，有文献提示 ROS 与 HIF-1α 之间存在密

切的相互作用［18-20］，在细胞的生理与病理过程中具有

重要作用。在 RANKL 诱导的破骨细胞分化过程中，

ROS、HIF-1α和自噬之间可能存在复杂的相互作用网

络，这些因子可能通过多种机制相互影响，最终导致

破骨细胞的形成，但具体的调控机制和相互关系需要

进一步研究。本研究旨在揭示这一分子机制，为骨吸

收性疾病的治疗提供新的理论依据。

1　材料与方法

1. 1　试剂与抗体

RANKL（315-11）购自Peprotech公司；氯喹磷酸盐

（S4157，CQ）购自 Selleck 公司；N-乙酰 -L-半胱氨酸

（A9165）购自 Sigma 公司；FG-4592 购自 MCE 公司；含

有 mRFP-GFP-LC3 的腺病毒（HB-AP210 0001）购自

HanBio 公 司 ；GAPDH（60004-1-Ig）的 抗 体 购 自

Proteintech 公 司 ；LC3A/B（4108S）的 抗 体 购 自 Cell 
Signalling Technology 公司；HIF-1α（ab308433）的抗体

购自Abcam公司。

1. 2　细胞培养及分组

RAW264. 7 小鼠单核/巨噬细胞系购自中国科学

院细胞培养中心，采用含 1% 青霉素/链霉素（P/S）及

10% 胎牛血清（FBS）的 DMEM 培养基培养。细胞在

37 ℃、95%空气和 5%CO₂的湿润环境中孵育。采用随

机数字表法将细胞分为：Control 组，细胞在不含

RANKL 的基础培养基中培养；RANKL 组，细胞在含

100 ng/mL RANKL 的培养基中诱导培养；RANKL+CQ
组，在RANKL诱导培养基中加入自噬抑制剂CQ（5和

10 μmol/L）处理；RANKL+FG-4592组，在RANKL诱导

培养基中加入 HIF稳定剂 FG-4592（50和 100 μmol/L）
处理；RANKL+NAC 组：在 RANKL 诱导培养基中加入

ROS清除剂NAC（10和 20 mmol/L）处理。细胞于诱导

培养后第 3 天收集自噬相关指标，第 4 天进行蛋白表

达检测取样，第 6 天进行 TRAP 染色及破骨细胞计数

分析。

1. 3　破骨细胞分化实验

通过 TRAP 染色检测破骨细胞的形成情况。

RAW264. 7细胞经 100 ng/mL RANKL及不同浓度药物

处理 6 d后，固定 30 min，使用TRAP染色试剂盒（碧云

天）染色。以TRAP阳性的多核细胞（≥3个细胞核）作

为成熟破骨细胞的判定依据，采用光学显微镜计数

TRAP+多核细胞进行定量分析。

1. 4　Western blot检测

RIPA 裂解液提取蛋白后，经梯度凝胶（6%/8%/
12% 分离胶，5% 浓缩胶）电泳并转至 PVDF 膜。一抗

（GAPDH、HIF-1α、LC3A/B）4 ℃孵育 16 h，HRP标记二

抗 室 温 孵 育 1 h。 采 用 Millipore 化 学 发 光 底 物

（WBKLS0100）于 GE ImageQuant LAS4000 系统显影，

然后用 Image J软件进行灰度分析。

1. 5　qRT-PCR实验

使用 RNAiso 试剂（日本 TaKaRa）提取总 RNA，

NanoDrop2. 0 系统（美国 Thermo）测定 RNA 浓度及纯

度。按PrimeScriptTM RT试剂盒（含 gDNA清除剂，日本

TaKaRa）合成 cDNA 第一链。采用 SYBR Premix Ex 
TaqTM Ⅱ（2×）试剂盒（日本 TaKaRa）于 ABI7500 实时

荧光定量 PCR 仪（美国 Foster City）进行扩增，引物由

上海生工合成，GAPDH作为内参基因。

1. 6　自噬通量检测

细胞接种至共聚焦培养皿，当细胞汇合度达50%，

用腺病毒 mRFP-GFP-LC3（中国汉恒）感染细胞，感染

复数（MOI）为 1 000，感染 24 h。随后用含有 100 ng/mL 
RANKL的培养基替换为新鲜完全培养基，继续培养细

胞 72 h。处理结束后，用PBS洗涤细胞，采用激光共聚

焦显微镜（德国Leica）检测自噬区室。基于GFP（绿色

荧光）和RFP（红色荧光）特性，早期自噬小体（黄色斑

点，GFP+RFP+）和自噬溶酶体（红色斑点，RFP+）可被区

分。每皿随机选取 5 个视野，共观察 30 个细胞，计算

荧光斑点的平均数量以量化自噬通量水平。

1. 7　细胞内ROS检测

按试剂盒（中国碧云天）说明，以 2’，7’二氯荧光

素二乙酸酯（DCFH-DA）探针检测 ROS。细胞经处理

后在无血清培养基中孵育 10 μmol/L探针 30 min，胞内

酯酶水解生成DCFH，ROS氧化后产生绿色荧光，荧光

信号通过激光共聚焦显微镜定量分析。

1. 8　统计学分析

采用 GraphPad Prism 软件进行统计分析，连续变
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量以 x̄±s表示。两组间比较使用 t检验，多组比较采用

单因素方差分析，P<0. 05为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　RANKL通过激活自噬促进破骨细胞的形成

通过 TRAP 染色评估 RAW264. 7 细胞的分化情

况，与Control组相比，RANKL组中融合多核细胞的比

例显著增加，且诱导形成了TRAP阳性的多核（≥3）破

骨细胞（P<0. 05，图 1A）。进一步探讨 RANKL 是否通

过自噬调控破骨细胞形成，Western blot 结果显示，与

Control 组相比，RANKL 处理组中 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值

显著升高（P<0. 05，图1B、C）。此外，通过腺病毒-mRFP-

GFP标记的 LC3系统检测自噬通量活性，与Control组
相比，RANKL处理组的合并图像中黄色和红色荧光斑

点的数量显著增加（P<0. 05，图 2A、B），说明自噬小体

形成和自噬溶酶体降解均被激活。使用自噬抑制剂

CQ 进行干预，与 RANKL 组相比，RANKL+CQ 处理组

中红色荧光斑点的数量显著减少（P<0. 05，图 2A、B），

同时 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值进一步升高（P<0. 05，图 2C、

D），表明 CQ 处理显著抑制了自噬溶酶体的降解。

qRT-PCR 检测结果显示，与 RANKL 组相比，RANKL+
CQ 处理组中破骨细胞分化相关基因 TRAP、Cath K 和

MMP-9的 mRNA 表达量明显被抑制（P<0. 05，图 2E）。

且 RANKL+CQ组中 TRAP阳性多核（≥3）破骨细胞的

数量较RANKL组明显减少（P<0. 05，图2F）。

2. 2　稳定 HIF-1α 的表达能抑制 RANKL 诱导的自噬

和破骨细胞形成

Western blot 检 测 结 果 示 ，与 Control 组 相 比 ，

RANKL组中HIF-1α的蛋白表达水平显著下调（P<0. 05，
图 3A）。采用HIF-1药理学稳定剂FG-4592干预后，与

RANKL组相比，RANKL+FG-4592组中的 HIF-1α蛋白

表达水平显著上升（P<0. 05，图 3A），并逆转了RANKL
诱导的LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值升高（P<0. 05，图3B、C）。

利用腺病毒-mRFP-GFP 标记的 LC3 系统进一步

检测自噬通量活性，结果显示，相较于 RANKL 组，

RANKL+FG-4592组的合并图像中黄色和红色荧光斑

点的数量均显著减少（P<0. 05，图 3D、E）。qRT-PCR
结果显示，RANKL+FG-4592 组中破骨细胞分化相关

基 因 TRAP、Cath K 和 MMP-9 的 mRNA 表 达 量 较

RANKL组显著下调（P<0. 05，图 3F）。TRAP染色进一

步证实，RANKL+FG-4592组中的TRAP阳性多核（≥3）
破骨细胞的数量较 RANKL 组显著减少（P<0. 05，
图3G）。

2. 3　细胞内 ROS 的蓄积通过下调 HIF-1α 的表达，激

活自噬并促进破骨细胞形成

DCFH-DA探针检测结果显示，与 Control组相比，

RANKL 组细胞内 ROS 水平在第 3 天显著升高（P<
0. 05）；而 RANKL+NAC 组 细 胞 中 的 ROS 含 量 较

RANKL 组明显降低（P<0. 05，图 4A）。进一步探究

ROS 对 HIF-1α 的调控作用，Western blot 结果显示，

RANKL组细胞中的HIF-1α蛋白表达水平较Control组
明显降低（P<0. 05），而RANKL+NAC组细胞中的HIF-1α
蛋白表达水平显著高于 RANKL 组（P<0. 05，图 4B）。
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a：P<0. 05，与 Control 组比较；↘：示典型的成熟破骨细胞；A：RANKL 处理后 RAW264. 7 细胞向成熟破骨细胞分化；

B：Western blot检测LC3-Ⅰ、LC3-Ⅱ蛋白表达水平；C：LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ蛋白相对比值

图1　RANKL诱导破骨细胞形成与自噬激活 （n=3，x̄±s）
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a：P<0. 05，与 Control组比较；b：P<0. 05，与 RANKL 组比较；A：激光共聚焦显微镜评估自噬流；B：自噬小体和自噬溶酶体

的量化；C：Western blot检测 LC3-Ⅰ、LC3-Ⅱ蛋白表达水平；D：LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ蛋白相对比值；E：qRT-PCR检测破骨细胞分

化相关基因 TRAP、Cath K 和 MMP-9的 mRNA 表达水平；F：TRAP 染色评估 TRAP 阳性多核（细胞核数≥3）成熟破骨细胞

的形成情况

图2　抑制自噬对RANKL诱导破骨细胞分化的影响 （（n=3，x̄±s））
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a：P<0. 05，与 Control 组比较；b：P<0. 05，与 RANKL 组比较；A：Western blot 检测 HIF-1α 的蛋白表达水平；B：Western blot
检测 LC3-Ⅰ、LC3-Ⅱ的蛋白表达水平；C：LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ蛋白相对比值；D：激光共聚焦显微镜评估自噬流；E：自噬小体和

自噬溶酶体的量化；F：qRT-PCR检测破骨细胞分化相关基因 TRAP、Cath K和 MMP-9的 mRNA表达水平；G：TRAP染色评

估TRAP阳性多核（细胞核数≥3）成熟破骨细胞的形成情况

图3　稳定HIF-1α对自噬和破骨细胞分化的调控 （n=3，x̄±s）
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检测NAC处理后的自噬活性，结果显示，RANKL组中

的LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值显著高于Control组，而RANKL+
NAC 组中该比值较 RANKL 组明显下降（P<0. 05，图
4C、D）。通过腺病毒-mRFP-GFP标记的LC3系统进一

步检测自噬通量活性发现，RANKL组中自噬小体与自

噬溶酶体的数量均显著增加（P<0. 05），而 RANKL+
NAC组中自噬小体和自噬溶酶体数量较RANKL组明

显减少（P<0. 05，图 5A、B）。qRT-PCR 检测结果示，

RANKL 组中破骨细胞分化相关基因 TRAP、Cath K 和

MMP-9 的 mRNA 表达量较 Control 组显著上调（P<
0. 05），而 RANKL+NAC 组中这些基因的表达水平较

RANKL组明显下调（P<0. 05，图 5C）。TRAP染色结果

进一步证实，RANKL+NAC组中的TRAP阳性多核（≥3）
破骨细胞的数量较 RANKL 组显著减少（P<0. 05，
图5D）。

3　讨论

3. 1　自噬在破骨细胞分化中的复杂调控作用

自噬作为细胞稳态的核心调节机制，通过动态清

除受损细胞器及调控关键信号分子参与骨代谢，对骨

稳态的维持具有重要意义［21］。一方面，磨损颗粒诱导

的 CD147 上调可激活 Beclin-1 介导的自噬，从而促进

破骨细胞形成［22］；另一方面，GIT1 通过破坏 Beclin-1
与 Bcl-2 的结合激活自噬，推动破骨细胞分化［23］。这

些发现共同印证了自噬在破骨细胞分化中的复杂调

控作用。本研究进一步证实，RANKL通过激活自噬促

进破骨细胞形成，与之前的研究结果一致，但其上游

分子机制仍存在关键空白。本课题组前期发现

RANKL-NOX4-ROS 调控轴，RANKL 与受体 RANK 结

合后激活 TRAF6信号通路，进而促进NOX4的转录与

翻译，NOX4 作为定位于内质网的氧化酶，催化

NADPH 生成非线粒体来源的 ROS［17］。本研究阐明

RANKL 通过增加细胞内 ROS 水平，下调 HIF-1α 的蛋

白表达，从而激活自噬并促进破骨细胞形成。这一发

现不仅为RANKL诱导的破骨细胞生成机制提供了新

的见解，更为骨吸收性疾病提供了潜在的治疗靶点，

即通过干预 ROS-HIF-1α 轴调控自噬活性，可能成为

现有 RANKL 靶向治疗（如地诺单抗［24］）的有效补充

策略。

3. 2　HIF-1α 调控自噬的双重作用及其对破骨细胞分

化的影响

本研究发现RANKL处理可显著下调HIF-1α的蛋

白表达水平，而通过药理学手段稳定 HIF-1α表达后，

RANKL诱导的自噬激活和破骨细胞分化均受到显著

抑制，这表明HIF-1α在自噬和破骨细胞分化过程中可

能发挥关键作用。有研究表明，HIF-1α能够通过直接

或间接机制调控自噬。HIF-1α 在低氧条件下通过调

控 BNIP3 和 BNIP3L 等基因的表达，破坏 Beclin-1 与

!
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# $

a：P<0. 05，与 Control 组比较；b：P<0. 05，与 RANKL 组比较；A：DCFH-DA 探针检测细胞内 ROS 水平；B：NAC 处理后
Western blot检测 HIF-1α的蛋白表达水平；C：Western blot检测 LC3-Ⅰ、LC3-Ⅱ的蛋白表达水平；D：LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ蛋白相
对比值

图4　清除ROS对HIF-1α表达及自噬的影响 （n=3，x̄±s）
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Bcl-2 的相互作用，从而释放 Beclin-1 并启动自噬［25］。
此外，HIF-1α 还可通过激活 AMPK/mTOR 信号通路，

抑制 mTOR 活性，促进自噬体的形成［26］。然而，本研

究发现，在常氧条件下，HIF-1α过表达反而抑制自噬，

这与低氧条件下 HIF-1α促进自噬的作用存在明显差

异，这种差异可能源于低氧诱导的自噬需要特定激活

一种自噬诱导分子BNIP3（另一种类似于Beclin 1的仅

含BH3结构域的Bcl-2家族成员），而该分子仅在缺氧

细胞中由HIF-1α激活［27］。此外，有研究发现，在肿瘤

细胞中，HIF-1α的降解可通过下调Bcl-2促进Beclin-1
与 hVps34 的结合，从而诱导自噬［28］。本研究在常氧

条件下的结果与上述研究一致，进一步支持了HIF-1α
在不同氧环境下对自噬调控的复杂性。

3. 3　ROS在自噬和破骨细胞分化中的调控作用

ROS是一类具有高反应活性的含氧化合物，包括

过氧化氢（H2O2）、超氧阴离子（O2）和自由基（HO•）。

近年来的研究表明，ROS 不仅是细胞代谢的副产物，

还可调控多种细胞内信号通路，在免疫反应、自噬、细

胞应激和炎症等过程中发挥关键作用［29］。本研究发

现，RANKL处理可显著增加细胞内ROS水平，而使用

ROS 清除剂 NAC 可逆转 RANKL 诱导的 HIF-1α 表达

下调，并抑制自噬激活和破骨细胞分化。这一结果提

示，ROS 在 RANKL 诱导的自噬和破骨细胞生成中具

有关键作用。在缺氧条件下，ROS通过抑制脯氨酸羟

化酶（prolyl hydroxylase domain proteins， PHDs）的活

性，稳定HIF-1α蛋白水平［30］。然而，本研究在RANKL
诱导的常氧条件下发现，ROS含量的增多反而降低了
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a：P<0. 05，与对照组比较；b：P<0. 05，与 RANKL 组比较；A：NAC 处理后激光共聚焦显微镜评估自噬流；B：自噬小体和自噬溶
酶体的量化；C：qRT-PCR 检测破骨细胞分化相关基因 TRAP、Cath K 和 MMP-9 的 mRNA 表达水平；D：TRAP 染色评估 TRAP 阳
性多核（细胞核数≥3）成熟破骨细胞的形成情况

图5　清除ROS对自噬和破骨细胞分化的影响 （n=3，x̄±s）

823



陆军军医大学学报，2025，47（8） http：//aammt. tmmu. edu. cn

细胞内 HIF-1α蛋白的表达。这一现象与部分研究结

果一致，即H₂O₂可通过阻止HIF-1α蛋白的积累，选择

性抑制缺氧诱导的HIF-1活性。这表明ROS对HIF-1α
的调控具有氧浓度依赖性：在缺氧条件下，ROS 通过

抑制PHDs稳定HIF-1α；而在常氧条件下，ROS可能通

过促进 HIF-1α 的降解或抑制其合成来下调其表达。

这种差异反映了细胞在不同氧环境下的适应性调节

机制。

综上所述，本研究揭示了 RANKL通过“ROS/HIF-

1α/自噬”信号轴调控破骨细胞分化的分子机制，为骨

吸收性疾病的治疗提供了新的潜在靶点。然而，本研

究也存在一些局限性。首先，本研究所有实验均基于

RAW264. 7细胞系，该模型虽广泛用于破骨细胞研究，

但缺乏骨微环境中成骨细胞-破骨细胞的偶联作用，可

能影响对体内真实生理过程的模拟效果。其次，HIF-1α
调控自噬的下游效应分子尚未完全解析，例如HIF-1α
是否通过调控 BNIP3 和 Bcl-2 等基因的表达，破坏

Beclin-1 与 Bcl-2 的相互作用，从而释放 Beclin-1 并启

动自噬过程［25］，这一机制仍有待进一步阐明。最后，

本研究中ROS-HIF-1α-自噬轴的作用仅在体外细胞模

型中进行了研究，未来需要通过动物实验进一步探讨

这一调控机制在体内的具体作用。
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