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摘要：目的　探讨苦参酮通过组织蛋白酶Ｋ（Ｃｔｓｋ）调控 Ｔｏｌｌ样受体９（ＴＬＲ９）信
号通路对骨髓巨噬细胞（ＢＭＤＭ）细胞的作用及其机制。方法　ＢＭＤＭ细胞分为
对照组、模型组［核因子κＢ受体活化因子配体（ＲＡＮＫＬ）５０ｎｇ·ｍＬ－１］、苦参酮
组（ＲＡＮＫＬ５０ｎｇ·ｍＬ－１，苦参酮 １０μｍｏｌ·Ｌ－１）、苦参酮 ＋ｏｅ－ＮＣ组（感染
ｏｅ－ＮＣ，ＲＡＮＫＬ５０ｎｇ·ｍＬ－１，苦参酮１０μｍｏｌ·Ｌ－１）、苦参酮＋ｏｅ－Ｃｔｓｋ组（感
染ｏｅ－Ｃｔｓｋ，ＲＡＮＫＬ５０ｎｇ·ｍＬ－１，苦参酮１０μｍｏｌ·Ｌ－１）。用实时荧光定量聚
合酶链反应（ｑＲＴ－ＰＣＲ）法检测 ＣｔｓｋｍＲＮＡ相对表达水平；用蛋白免疫印迹法
检测抗酒石酸酸性磷酸酶（ＴＲＡＰ）、ＴＬＲ９等信号通路相关蛋白表达水平；用免
疫荧光法检测破骨细胞分化相关蛋白表达水平；用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）
法检测炎症因子水平；用体外骨吸收试验检测骨吸收情况。结果　对照组、模型
组、苦参酮组、苦参酮 ＋ｏｅ－ＮＣ组和苦参酮 ＋ｏｅ－Ｃｔｓｋ组 ＣｔｓｋｍＲＮＡ相对表达
水平分别为１００±０１５、２０７±０２８、１３１±０１８、１３４±０１４和１７９±０２７，
ＴＲＡＰ蛋白相对表达水平分别为１００±０１６、２３１±０４４、１４３±０１７、１３８±０２２和
１９１±０３０，基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ－９）蛋白相对荧光水平分别为１００±０１５、
２１８±０３７、１３３±０１９、１２８±０１７和 １６２±０３１，活化 Ｔ细胞核因子 １
（ＮＦＡＴｃ１）蛋白相对荧光水平分别为 １００±０１３、１８７±０３９、１１３±０２１、
１１８±０１９和 １３８±０２２，整合素 β１（Ｉｔｇｂ１）蛋白相对荧光水平分别为
１００±０１９、１４９±０２５、１１９±０２２、１１４±０１７和１３２±０１８，白细胞介素－
１β（ＩＬ－１β）水平分别为（１５２８±２０５）、（４４６８±７９３）、（３１４０±６０８）、
（３３７５±５７６）和（３９６２±５５２）ｐｇ·ｍＬ－１，白细胞介素－１８（ＩＬ－１８）水平分别
为（１２２４５±２２３９）、（３１７５６±５１５１）、（１９１７２±３３３４）、（１８５９３±３２１９）和
（２１７８９±３３５８）ｐｇ·ｍＬ－１，肿瘤坏死因子 －α（ＴＮＦ－α）水平分别为
（８１３６±１２２７）、（２１６９３±３４３９）、（１３０８９±１６１８）、（１２５７６±１５１５）和
（１６２９４±２６５９）ｐｇ·ｍＬ－１，骨吸收陷窝数分别为每片（３５２６±６３５）、
（８４７２±１６１０）、（５０３８±９０７）、（４７８５±９０９）和（６１６３±１０８９），骨吸收陷
窝相对面积分别为（０２６±００５）％、（１３８±０２４）％、（１０４±０１８）％、
（１０６±０１６）％和（１２７±０１９）％，ＴＬＲ９蛋白相对表达水平分别为１００±０１５、
２０５±０３１、１３２±０１６、１２７±０１５和１５３±０２４，髓分化因子８８（ＭｙＤ８８）蛋白相对
表达水平分别为１００±０１３、２１８±０３３、１４２±０１８、１３６±０１７和１６２±０２６，
ｐ－ｐ６５／ｔ－ｐ６５分别是１００±０１１、２２２±０３４、１４０±０１９、１３９±０１９、１７６±０２７。
模型组的上述指标与对照组比较，苦参酮组的上述指标与模型组比较，苦参酮＋
ｏｅ－Ｃｔｓｋ组的上述指标与苦参酮组比较，在统计学上差异均有统计学意义
（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。结论　苦参酮能通过抑制Ｃｔｓｋ，抑制ＲＡＮＫＬ诱导的
破骨细胞分化、炎症因子分泌及骨吸收功能，可能是通过抑制ＴＬＲ９通路实现的。
关键词：苦参酮；组织蛋白酶Ｋ；Ｔｏｌｌ样受体９；破骨细胞分化；骨质疏松
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（ＩＬ－１８）ｗｅｒｅ（１２２４５±２２３９），（３１７５６±５１５１），（１９１７２±３３３４），（１８５９３±３２１９）ａｎｄ（２１７８９±３３５８）
ｐｇ·ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α （ＴＮＦ－α） ｗｅｒｅ（８１３６±１２２７），
（２１６９３±３４３９），（１３０８９±１６１８），（１２５７６±１５１５）ａｎｄ（１６２９４±２６５９）ｐｇ·ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒｏｆｂｏｎｅｒｅｓｏｒｐｔｉｏｎｐｉｔｓｗｅｒｅ（３５２６±６３５），（８４７２±１６１０），（５０３８±９０７），（４７８５±９０９）ａｎｄ
（６１６３±１０８９）ｐｅｒｐｉｅｃｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅａｒｅａｏｆｂｏｎｅｒｅｓｏｒｐｔｉｏｎｐｉｔｓｗｅｒｅ（０２６±００５）％，
（１３８±０２４）％，（１０４±０１８）％，（１０６±０１６）％ ａｎｄ（１２７±０１９）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＴＬＲ９ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１００±０１５，２０５±０３１，１３２±０１６，１２７±０１５ａｎｄ１５３±０２４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｙｅｌｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ８８（ＭｙＤ８８）ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１００±０１３，２１８±０３３，
１４２±０１８，１３６±０１７ａｎｄ１６２±０２６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｐ－ｐ６５／ｔ－ｐ６５ｗｅｒｅ１００±０１１，２２２±０３４，
１４０±０１９，１３９±０１９，１７６±０２７，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＣｏｍｐａｒｅｄｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｋｕｒａｒｉｎｏｎｅｇｒｏｕｐｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｃｏｍｐａｒｅｄｔｈｅｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ＋ｏｅ－Ｃｔｓｋｇｒｏｕｐｗｉｔｈｔｈｅｋｕｒａｒｉｎｏｎｅｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｗｅｒｅａｌｌｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
ＫｕｒａｒｉｎｏｎｅｃａｎｉｎｈｉｂｉｔＲＡＮＫＬ－ｉｎｄｕｃｅｄｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓｅｃｒｅｔｉｏｎ，ａｎｄｂｏｎｅｒｅｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｂｙｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇＣｔｓｋ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅａｃｈｉｅｖｅｄｔｈｒｏｕｇｈｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅＴＬＲ９ｐａｔｈｗａｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ；ｃａｔｈｅｐｓｉｎＫ；ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ９；ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ；ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ

　　骨质疏松症是一种以骨量流失、骨微结构破坏
为核心的代谢性骨病，严重增加中老年群体骨折风

险，其发病机制与破骨细胞过度分化活化导致的骨

吸收／骨形成失衡密切相关［１－２］。目前临床治疗药

物存在疗效局限或副作用等问题，从中草药中挖掘安

全有效的活性成分成为研究热点［３］。苦参酮是豆科

植物苦参的核心活性成分，已被证实具有抗炎、抗骨

吸收等药理活性［４－５］。值得注意的是，Ｔｏｌｌ样受体９

（ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ９，ＴＬＲ９）信号通路可通过调控下游炎
症因子释放，显著促进破骨细胞分化成熟［６］。组织蛋白

酶Ｋ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎＫ，Ｃｔｓｋ）作为破骨细胞特异性蛋白酶，在
骨基质降解中发挥关键作用，且可能介导ＴＬＲ９通路的
调控过程［７］。但苦参酮是否通过Ｃｔｓｋ调控ＴＬＲ９信号通
路抑制破骨细胞分化、改善骨质疏松的具体机制尚未明

确。本研究旨在系统探讨该作用机制，为苦参酮开发为

抗骨质疏松候选药物提供实验依据与理论支撑。
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材料与方法

１　材料
细胞　小鼠骨髓巨噬细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ－ｄｅｒｉｖｅｄ

ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ＢＭＤＭ），购自安徽合肥万物生物科技有
限公司。

药品与试剂　苦参酮，规格：１０ｍｇ，纯度：９８％，
四川成都普菲德生物技术有限公司生产。Ｃｔｓｋ质粒，
美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司生产；小鼠核因子κＢ受体活化因
子配体（ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ－κＢｌｉｇａｎｄ，
ＲＡＮＫＬ），湖北武汉博欧特生物科技有限公司生产；细
胞计数试剂盒－８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８）试剂
盒，弗元（上海）生物科技有限公司生产；兔抗小鼠

Ｃｔｓｋ、抗酒石酸酸性磷酸酶（ｔａｒｔｒａｔｅ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔａｃｉｄ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＴＲＡＰ）、基质金属蛋白酶９（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌ
ｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－９，ＭＭＰ－９）、活化 Ｔ细胞核因子 １
（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄＴ－ｃｅｌｌｓ１，ＮＦＡＴｃ１）、整合
素β１（ｉｎｔｅｇｒｉｎｂｅｔａ－１，Ｉｔｇｂ１）、ＴＬＲ９、髓分化因子８８
（ｍｙｅｌｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ８８，ＭｙＤ８８）、兔抗小鼠磷
酸化ＮＦ－κＢｐ６５（ｐｈｏｓｐｈｏ－ＮＦ－κＢｐ６５，ｐ－ｐ６５）、
兔抗小鼠总ＮＦ－κＢｐ６５（ｔｏｔａｌＮＦ－κＢｐ６５，ｔ－ｐ６５）
抗体、ＧＡＰＤＨ、β－ａｃｔｉｎ抗体和山羊抗兔二抗，均由英
国Ａｂｃａｍ公司生产；白细胞介素 －１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－
１β，ＩＬ－１β）酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒，上海吉泰依科赛
生物科技有限公司生产；ＩＬ－１８、肿瘤坏死因子 －α
（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）ＥＬＩＳＡ试剂盒，湖
北武汉菲恩生物科技有限公司生产；实时荧光定量聚

合酶链反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴ－ＰＣＲ）相关试剂：ＴＲＩｚｏｌＴＭ总 ＲＮＡ提取
试剂，美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司生产；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭⅡ第一
链ｃＤＮＡ合成试剂盒，日本 ＴａＫａＲａ公司生产；Ｐｏｗｅｒ
ＳＹＢＲＴＭ ＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司生产。

仪器　ＳｔｅｐＯｎｅＴＭｑＲＴ－ＰＣＲ仪，美国应用生物
系统公司产品；ＤＭ３０００ＬＥＤ正置荧光显微镜，德国
Ｌｅｉｃａ公司产品。
２　实验方法
２１　细胞培养［８］

取ＢＭＤＭ细胞接种于含１０％胎牛血清、１％双抗
的高糖达尔伯克改良伊格尔培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ
ｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ’ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）培养基中，随即放入
温度３７℃、ＣＯ２体积分数５％的培养箱中进行常规培养。

２２　细胞分组与给药方法
将生长状态良好的ＢＭＤＭ细胞按每孔８×１０３个的

密度接种于９６孔板中，分为对照组、模型组、苦参酮组、
苦参酮＋ｏｅ－ＮＣ组、苦参酮＋ｏｅ－Ｃｔｓｋ组。苦参酮溶
液配制以二甲基亚砜为溶剂。对照组：正常培养，不进

行 任 何 处 理。模 型 组：更 换 为 含 有 ＲＡＮＫＬ
（５０ｎｇ·ｍＬ－１）的诱导培养基培养５ｄ。苦参酮组：更换
为含有ＲＡＮＫＬ（５０ｎｇ·ｍＬ－１）及苦参酮（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）
的诱导培养基培养５ｄ。苦参酮 ＋ｏｅ－ＮＣ组：预先感
染空载慢病毒的 ＢＭＤＭ细胞，更换为含 ＲＡＮＫＬ
（５０ｎｇ·ｍＬ－１）及苦参酮（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）的诱导培养基
培养５ｄ。苦参酮＋ｏｅ－Ｃｔｓｋ组：预先感染Ｃｔｓｋ过表达慢
病毒的ＢＭＤＭ细胞，更换为含ＲＡＮＫＬ（５０ｎｇ·ｍＬ－１）及
苦参酮（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）的诱导培养基培养５ｄ。
２３　ＣＣＫ－８法检测细胞增殖能力［９］

将对照组、模型组细胞以８×１０３／孔密度接种于
９６孔板中，隔天将培养基换成含有不同浓度（０，１，５，
１０，２０和３０μｍｏｌ·Ｌ－１）苦参酮的培养基干预，２ｄ后
在每个培养孔中加入 ＣＣＫ－８工作液，在避光下孵育
２～４ｈ，全自动酶标仪（４５０ｎｍ）测量吸光度值并统计
分析实验结果。

２４　ｑＲＴ－ＰＣＲ法检测 ＣｔｓｋｍＲＮＡ相对表达
水平［１０］

收集各组处理后细胞，使用 ＴＲＩｚｏｌ法提取总
ＲＮＡ，测定浓度与纯度。取１μｇＲＮＡ通过反转录试
剂盒合成ｃＤＮＡ。以 ｃＤＮＡ为模板，加入 Ｃｔｓｋ特异性
引物及内参基因 ＧＡＰＤＨ引物，进行实时荧光定量
ＰＣＲ。扩增反应参数设定如下：先于９５℃条件下执行
５ｍｉｎ预变性处理；后续扩增程序为９５℃变性１０ｓ、
６０℃退火１５ｓ，７２℃延伸２０ｓ，累计完成４０轮循环。
ＣｔｓｋｍＲＮＡ的相对表达水平，通过 ２－ΔΔＣｔ法测算。
Ｃｔｓｋ上游引物序列为：５′－ＣＡＧＣＡＧＡＧＧＴＧＴＧＴＡＣ
ＴＡＴＧ－３′；下游引物序列为：５′－ＧＣＧＴＴＧＴＴＣＴＴＡＴ
ＴＣＣＧＡＧＣ－３′；ＧＡＰＤＨ上游引物序列为：５′－ＡＧ
ＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ－３′；下游引物序列为：
５′－ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ－３′。
２５　免疫荧光法检测 Ｃｔｓｋ、破骨细胞分化相关蛋白
表达［１１］

收集各组ＢＭＤＭ细胞，４％多聚甲醛固定后，使用
０２％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００透化。５％牛血清白蛋白室温封
闭１小时，加入一抗４℃孵育过夜。磷酸盐缓冲液洗
涤后，加入对应种属的荧光标记二抗室温避光孵育

１ｈ，ＤＡＰＩ复染细胞核。封片后于激光共聚焦显微镜
下观察并采集图像。为对免疫荧光结果进行定量，实
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ４Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５０）

验采用以下流程：每组实验独立重复３次，每次重复
于激光共聚焦显微镜下随机选取至少５个不重叠视
野进行图像采集。使用ＩｍａｇｅＪ软件（ＮａｔｉｏｎａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅｓ
ｏｆＨｅａｌｔｈ，ＵＳＡ，Ｖｅｒｓｉｏｎ１５３）进行定量分析。具体步
骤为：将图像转换为８－ｂｉｔ灰度图，设定统一的阈值
以区分阳性信号与背景，由软件自动识别细胞轮廓

（基于ＤＡＰＩ通道）。测量每个细胞内目标蛋白荧光
信号的平均灰度值，并扣除相同条件下无荧光一抗的

对照组视野背景值。最终，以对照组的平均荧光强度

为１，计算各实验组相对荧光强度。文中所示图片为
具有代表性的视野。

２６　蛋白免疫印迹法检测ＴＲＡＰ、ＴＬＲ９信号通路相
关蛋白表达［１０］

各组细胞经收集后，用 ＲＩＰＡ裂解液裂解以获取
总蛋白，ＢＣＡ定量法检测蛋白浓度。取等质量蛋白进
行凝胶电泳，继而转印至ＰＶＤＦ膜；将膜置于５％脱脂
牛奶中，室温封闭２ｈ。分别加入针对 ＴＲＡＰ、ＴＬＲ９、
ＭｙＤ８８、ｐ－ｐ６５、ｔ－ｐ６５、ＧＡＰＤＨ、β－ａｃｔｉｎ的特异性一
抗，４℃孵育过夜。ＴＢＳＴ洗膜后加入相应 ＨＲＰ标记
二抗，室温孵育１ｈ，采用ＥＣＬ化学发光法显影。利用
ＩｍａｇｅＪ软件对条带灰度进行分析，设定β－ａｃｔｉｎ为
ＴＲＡＰ的内参、ＧＡＰＤＨ为 ＴＬＲ９与 ＭｙＤ８８的内参，计
算得到各目标蛋白的相对表达量。

２７　ＥＬＩＳＡ法检测炎症因子水平［１２］

收集各组细胞培养上清液，４℃、３０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心１０ｍｉｎ去除沉淀。按ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书操作。
采用酶标仪以４５０ｎｍ为检测波长测定吸光度值，参
照标准曲线换算各炎症因子的浓度水平。

２８　体外骨吸收试验［１３］

将ＢＭＤＭ细胞以每孔 １×１０４个的密度接种于
牛骨切片上，培养７天，用４％多聚甲醛固定细胞，梯
度乙醇脱水后，使用１％甲苯胺蓝染色５分钟，蒸馏水
洗涤。于光学显微镜下观察骨吸收陷窝，使用 ＩｍａｇｅＪ
软件定量分析陷窝数量及吸收面积占总面积的比例。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２４０软件进行统计分析。计数资料用率

（％）表示，计量资料用均数 ±标准差表示，组间比较
用独立样本ｔ检验。

结　　果

１　苦参酮对ＢＭＤＭ细胞活性的影响
采用ＣＣＫ－８法检测不同浓度苦参酮对 ＢＭＤＭ

细胞增殖活性的影响。结果显示，与０μｍｏｌ·Ｌ－１组

相比，１、５、１０μｍｏｌ·Ｌ－１苦参酮处理对对照组和模
型组的细胞活性无显著影响（均 Ｐ＞００５）；２０、
３０μｍｏｌ·Ｌ－１苦参酮处理开始显著抑制对照组和模
型组细胞增殖（均 Ｐ＜０００１）。基于此，后续实验选
择１０μｍｏｌ·Ｌ－１作为苦参酮的作用浓度，见表１。

表１　各组细胞活性的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅ（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｍｏｄｅｌ

０（μｍｏｌ·Ｌ－１） １０ １００２４±１１４０ １０００６±１０９９
１（μｍｏｌ·Ｌ－１） １０ ９７７０±１８９４ ９８８８±９１４
５（μｍｏｌ·Ｌ－１） １０ ９４３９±１３３４ ９５０４±１５５６
１０（μｍｏｌ·Ｌ－１） １０ ９０２９±１４４２ ９０９６±１０１２
２０（μｍｏｌ·Ｌ－１） １０ ６００６±７４６ ５５４４±９９５

３０（μｍｏｌ·Ｌ－１） １０ ５２６４±９３６ ４５４２±７２５

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０μｍｏｌ·Ｌ－１，Ｐ＜０００１

２　苦参酮调控 Ｃｔｓｋ对 ＢＭＤＭ细胞 Ｃｔｓｋ表达的影
响

采用 ｑＲＴ－ＰＣＲ与免疫荧光检测各组细胞中
ＣｔｓｋｍＲＮＡ及蛋白表达水平。结果显示，与对照组相
比，模型组ＣｔｓｋｍＲＮＡ及蛋白相对荧光水平均显著升
高（均 Ｐ＜０００１）；与模型组相比，苦参酮组 Ｃｔｓｋ
ｍＲＮＡ及蛋白相对荧光水平均明显降低（均Ｐ＜０００１）；
与苦参酮组相比，苦参酮 ＋ｏｅ－ＮＣ组 ＣｔｓｋｍＲＮＡ及
蛋白相对荧光水平在统计学上差异无统计学意义

（Ｐ＞００５）；与苦参酮＋ｏｅ－ＮＣ组相比，苦参酮 ＋ｏｅ－
Ｃｔｓｋ组ＣｔｓｋｍＲＮＡ均显著升高（Ｐ＜０００１），见表２。

表２　各组组织蛋白酶Ｋ（Ｃｔｓｋ）ｍＲＮＡ及蛋白表达水平（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃａｔｈｅｐｓｉｎＫ（Ｃｔｓｋ）ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｃｔｓｋｐｒｏｔｅｉｎ ＣｔｓｋｍＲＮＡ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １０ １００±０１９ １００±０１５
Ｍｏｄｅｌ １０ ２２１±０３３ ２０７±０２８

Ｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ １０ １３３±０２３＃＃＃ １３１±０１８＃＃＃

Ｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ＋ｏｅ－ＮＣ １０ １３０±０３２ １３４±０１４
Ｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ＋ｏｅ－Ｃｔｓｋ １０ １７７±０２８△△△ １７９±０２７△△△

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｎｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ５０ｎｇ·ｍＬ－１

ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ－κＢｌｉｇａｎｄ（ＲＡＮＫＬ）；Ｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ

ｇｒｏｕｐ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ５０ｎｇ·ｍＬ－１ＲＡＮＫＬａｎｄ１０μｍｏｌ·Ｌ－１ｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ；

Ｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ＋ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ：Ｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｏｅ－ＮＣ，ｔｈｅｎｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ

５０ｎｇ·ｍＬ－１ＲＡＮＫＬａｎｄ１０μｍｏｌ·Ｌ－１ｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ；Ｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ＋ｏｅ－Ｃｔｓｋ

ｇｒｏｕｐ：Ｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｏｅ－Ｃｔｓｋ，ｔｈｅｎｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ５０ｎｇ·ｍＬ－１ＲＡＮＫＬａｎｄ

１０ μｍｏｌ· Ｌ－１ ｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈｔｈｅｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ＋ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ，△△△Ｐ＜０００１
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３　苦参酮调控 Ｃｔｓｋ对破骨细胞标志性蛋白 ＴＲＡＰ
表达的影响

对照组、模型组、苦参酮组、苦参酮 ＋ｏｅ－ＮＣ组
和苦参酮＋ｏｅ－Ｃｔｓｋ组ＴＲＡＰ蛋白相对表达水平分别
为１００±０１６、２３１±０４４、１４３±０１７、１３８±０２２
和１９１±０３０。与对照组相比，模型组 ＴＲＡＰ蛋白相
对表达水平显著升高（Ｐ＜０００１）；与模型组相比，苦
参酮 组 ＴＲＡＰ蛋 白 相 对 表 达 水 平 明 显 降 低
（Ｐ＜０００１）；与苦参酮组相比，苦参酮 ＋ｏｅ－ＮＣ组
ＴＲＡＰ蛋白相对表达水平在统计学上差异无统计学意义
（Ｐ＞００５）；与苦参酮＋ｏｅ－ＮＣ组相比，苦参酮＋ｏｅ－
Ｃｔｓｋ组ＴＲＡＰ蛋白相对表达水平显著升高（Ｐ＜０００１）。
４　苦参酮调控 Ｃｔｓｋ对破骨细胞分化相关蛋白表达
的影响

采用免疫荧光法检测破骨细胞分化关键蛋白

ＭＭＰ－９、ＮＦＡＴｃ１及Ｉｔｇｂ１的表达水平。结果显示，与
对照组相比，模型组 ＭＭＰ－９、ＮＦＡＴｃ１及 Ｉｔｇｂ１的荧
光强度均显著升高（均 Ｐ＜０００１）。与模型组相比，
苦参酮组三种蛋白的荧光强度均明显降低（Ｐ＜００５，
Ｐ＜０００１）。与苦参酮组相比，苦参酮＋ｏｅ－ＮＣ组三
种蛋白的荧光强度在统计学上差异均无统计学意义

（Ｐ＞００５）。与苦参酮 ＋ｏｅ－ＮＣ组相比，苦参酮 ＋
ｏｅ－Ｃｔｓｋ组三种蛋白的荧光强度均显著升高
（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），见表３。

表３　各组破骨细胞分化相关蛋白相对荧光水平比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｌｅｖｅｌｓｏｆｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＭＭＰ－９ ＮＦＡＴｃ１ Ｉｔｇｂ１

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００±０１５ １００±０１３ １００±０１９
Ｍｏｄｅｌ ２１８±０３７１８７±０３９１４９±０２５

Ｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ １３３±０１９＃＃＃ １１３±０２１＃＃＃ １１９±０２２＃

Ｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ＋ｏｅ－ＮＣ １２８±０１７ １１８±０１９ １１４±０１７
Ｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ＋ｏｅ－Ｃｔｓｋ１６２±０３１△△ １３８±０２２△ １３２±０１８△

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ２ＭＭＰ－９：Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－９；

ＮＦＡＴｃ１：ＮｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄＴ－ｃｅｌｌｓ１；Ｉｔｇｂ１：Ｉｎｔｅｇｒｉｎｂｅｔａ－１；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ＋

ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

５　苦参酮调控Ｃｔｓｋ对ＢＭＤＭ细胞分泌炎症因子水
平的影响

采用 ＥＬＩＳＡ法检测细胞上清液中炎症因子
ＩＬ－１β、ＩＬ－１８及 ＴＮＦ－α的含量。结果显示，与对
照组相比，模型组三种炎症因子的分泌水平均显著升

高（均Ｐ＜０００１）。与模型组相比，苦参酮组三种炎

症因子的分泌水平均明显降低（均 Ｐ＜０００１）。与苦
参酮组相比，苦参酮 ＋ｏｅ－ＮＣ组三种炎症因子水平
在统计学上差异均无统计学意义（均 Ｐ＞００５）。与
苦参酮＋ｏｅ－ＮＣ组相比，苦参酮＋ｏｅ－Ｃｔｓｋ组三种炎
症因子水平均显著升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），见表４。

表４　各组炎症因子水平比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｌｅｖｅｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
ＩＬ－１β

（ｐｇ·ｍＬ－１）

ＩＬ－１８

（ｐｇ·ｍＬ－１）

ＴＮＦ－α

（ｐｇ·ｍＬ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ １５２８±２０５ １２２４５±２２３９ ８１３６±１２２７
Ｍｏｄｅｌ ４４６８±７９３３１７５６±５１５１２１６９３±３４３９

Ｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ ３１４０±６０８＃＃＃ １９１７２±３３３４＃＃＃ １３０８９±１６１８＃＃＃

Ｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ＋ｏｅ－ＮＣ ３３７５±５７６ １８５９３±３２１９ １２５７６±１５１５
Ｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ＋ｏｅ－Ｃｔｓｋ３９６２±５５２△ ２１７８９±３３５８△ １６２９４±２６５９△△

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ２ＩＬ－１β：Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β；ＴＮＦ－α：Ｔｕｍｏｒ

ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－αＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ， ＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ＋ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

６　苦参酮调控 Ｃｔｓｋ对破骨细胞体外骨吸收功能的
影响

通过在骨片上培养破骨细胞并染色观察，评估其

骨吸收能力。结果显示，与对照组相比，模型组形成

的骨 吸 收 陷 窝 数 量 及 相 对 面 积 均 显 著 增 加

（均Ｐ＜０００１）。与模型组相比，苦参酮组骨吸收陷
窝数 量 及 相 对 面 积 均 明 显 减 少 （Ｐ ＜００１，
Ｐ＜０００１）。与苦参酮组相比，苦参酮 ＋ｏｅ－ＮＣ组
２项 指 标 在 统 计 学 上 差 异 均 无 统 计 学 意 义
（均Ｐ＞００５）。与苦参酮 ＋ｏｅ－ＮＣ组相比，苦参酮
＋ｏｅ－Ｃｔｓｋ组骨吸收陷窝数量及相对面积均显著增加
（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），见表５。

表５　各组骨吸收功能比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ５　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｂｏｎｅｒｅｓｏｒｐｔｉｏｎｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｎｕｍｂｅｒｏｆｂｏｎｅｒｅｓｏｒｐｔｉｏｎ

ｐｉｔｓ（ｐｅｒｐｉｅｃｅ）

Ｒｅｌａｔｉｖｅａｒｅａｏｆｂｏｎｅ

ｒｅｓｏｒｐｔｉｏｎｐｉｔｓ（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ３５２６±６３５ ０２６±００５
Ｍｏｄｅｌ ８４７２±１６１０ １３８±０２４

Ｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ ５０３８±９０７＃＃＃ １０４±０１８＃＃

Ｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ＋ｏｅ－ＮＣ ４７８５±９０９ １０６±０１６
Ｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ＋ｏｅ－Ｃｔｓｋ ６１６３±１０８９△△ １２７±０１９△

Ｄｏｓｅａｎｄ ｎ ｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ２ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
Ｐ＜０００１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ００１，
＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ＋ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５，
△△Ｐ＜００１
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ４Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５０）

７　苦参酮调控Ｃｔｓｋ对ＢＭＤＭ细胞ＴＬＲ９信号通路
相关蛋白表达水平的影响

采用蛋白免疫印迹检测ＴＬＲ９信号通路相关蛋白
相对表达水平。结果显示，与对照组相比，模型组

ＴＬＲ９与ＭｙＤ８８蛋白相对表达水平及 ｐ－ｐ６５／ｔ－ｐ６５
比值均显著升高（均 Ｐ＜０００１）。与模型组相比，苦
参酮组ＴＬＲ９与ＭｙＤ８８蛋白相对表达水平及ｐ－ｐ６５／
ｔ－ｐ６５比值均明显降低（均 Ｐ＜０００１）。与苦参酮组
相比，苦参酮＋ｏｅ－ＮＣ组２种蛋白相对表达水平在
统计学上差异均无统计学意义（均 Ｐ＞００５）。与苦
参酮＋ｏｅ－ＮＣ组相比，苦参酮 ＋ｏｅ－Ｃｔｓｋ组 ＴＬＲ９、
ＭｙＤ８８蛋白相对表达水平及 ｐ－ｐ６５／ｔ－ｐ６５比值均
显著升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），见图１和表６。

图１　蛋白免疫印迹检测 Ｔｏｌｌ样受体９（ＴＬＲ９）信号通路相关
蛋白表达

Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｏｌｌ－ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ９（ＴＬＲ９）ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ
１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：ＭｏｄｅｌＧｒｏｕｐ３：Ｋｕｒａｒｉｎｏｎｅｇｒｏｕｐ４：Ｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ＋

ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ；５：Ｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ＋ｏｅ－Ｃｔｓｋｇｒｏｕｐ

表６　各组ＴＬＲ９信号通路相关蛋白相对表达水平比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ６　 ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＬＲ９
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＴＬＲ９ ＭｙＤ８８ ｐ－ｐ６５／ｔ－ｐ６５

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００±０１５ １００±０１３ １００±０１１
Ｍｏｄｅｌ ２０５±０３１ ２１８±０３３ ２２２±０３４

Ｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ １３２±０１６＃＃＃ １４２±０１８＃＃＃ １４０±０１９＃＃＃

Ｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ＋ｏｅ－ＮＣ １２７±０１５ １３６±０１７ １３９±０１９
Ｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ＋ｏｅ－Ｃｔｓｋ １５３±０２４△△ １６２±０２６△ １７６±０２７△△

ＭｙＤ８８：Ｍｙｅｌｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ８８；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｋｕｒａｒｉｎｏｎｅ＋ｏｅ－ＮＣｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

讨　　论

在全球人口老龄化问题日益凸显的当下，骨质疏

松、类风湿关节炎等骨代谢紊乱性疾病的发病率持续

攀升，不仅严重损害患者骨骼健康与生活质量，也给

社会医疗体系带来沉重负担。该类疾病的核心病理

机制在于破骨细胞过度激活所致的骨吸收异常增强。

因此，抑制破骨细胞分化与功能是治疗此类疾病的关

键方向［１４］。苦参酮作为豆科植物苦参的天然活性成

分，虽已被证实具有抗炎、抗肿瘤等多种活性，但其在

骨代谢中的作用机制尚不明确［１５］。Ｃｔｓｋ作为破骨细
胞分泌的关键蛋白酶，在骨基质降解及破骨细胞分化

过程中发挥核心作用［１６］。本研究基于 ＣＣＫ－８实验
结果，选用对细胞活性无显著影响的１０μｍｏｌ·Ｌ－１苦
参酮进行后续机制探讨。该浓度的选择旨在确保观

察到的效应源于药物的特异性生物学作用，同时避免

细胞毒性干扰。本研究发现，ＲＡＮＫＬ诱导后 Ｃｔｓｋ表
达显著升高，苦参酮可有效下调其表达。这一结果表

明，ＲＡＮＫＬ可能通过激活下游信号促进 Ｃｔｓｋ转录与
翻译；苦参酮则可能通过抑制相关转录因子活性或促

进ＣｔｓｋｍＲＮＡ降解来发挥作用。
破骨细胞过度分化是骨代谢疾病的核心病理环

节，ＴＲＡＰ是破骨细胞分化的特异性标志物，ＮＦＡＴｃ１是
调控破骨细胞分化成熟的关键蛋白，ＭＭＰ－９参与降解
骨基质非胶原成分，Ｉｔｇｂ１介导破骨细胞与骨面的紧密
粘附［１７－１９］。实验结果显示，ＲＡＮＫＬ诱导后上述分化相
关蛋白表达均显著升高，苦参酮可有效抑制其表达，且

该效应可被Ｃｔｓｋ过表达逆转。这提示苦参酮通过下调
Ｃｔｓｋ，抑制了破骨细胞的分化进程。从机制分析，
ＮＦＡＴｃ１作为破骨细胞分化的核心转录因子，可直接调
控ＴＲＡＰ、ＭＭＰ－９等下游靶基因的表达，而 Ｃｔｓｋ可能
通过增强ＮＦＡＴｃ１转录活性；苦参酮下调Ｃｔｓｋ后，该通
路激活受阻，ＮＦＡＴｃ１表达降低，进而抑制下游分化相
关蛋白的表达，最终阻碍破骨细胞分化成熟［２０］。

炎症反应是驱动破骨细胞过度激活的重要因素，

ＩＬ－１β、ＩＬ－１８、ＴＮＦ－α等促炎因子可显著增强破骨
细胞分化与骨吸收功能［２１］。本研究发现，ＲＡＮＫＬ诱
导后促炎因子分泌增加、骨吸收功能显著增强，苦参

酮可有效抑制上述效应，且Ｃｔｓｋ过表达可逆转该调控
作用。这表明苦参酮抑制破骨细胞骨吸收功能。可

能的机制为，Ｃｔｓｋ可促进促炎因子分泌，进而增强破
骨细胞分化与骨吸收；苦参酮下调 Ｃｔｓｋ后，促炎因子
分泌减少，同时抑制骨基质降解关键酶的表达，最终

降低破骨细胞骨吸收能力，Ｃｔｓｋ过表达则可恢复这一
功能［２２］。为深入阐明其下游信号传导机制，本研究

进一步检测了ＴＬＲ９通路的核心下游节点。实验结果
显示，苦参酮在抑制ＴＬＲ９及其衔接蛋白 ＭｙＤ８８表达
的同时，也显著降低了 ＮＦ－κＢｐ６５的磷酸化水平。
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这一发现至关重要，它将苦参酮的分子作用点从上游

受体延伸至了关键的细胞内信号枢纽。ＴＬＲ９／ＭｙＤ８８
信号通路是免疫与骨代谢的关键通路，在炎症介导的

破骨细胞激活中发挥重要调控作用，该通路激活后，

经典的下游事件即是启动 ＮＦ－κＢ等转录因子的活
化［２３］。本研究表明，苦参酮对 ＴＬＲ９／ＭｙＤ８８的抑制
是功能性的，能够有效阻断其下游 ＮＦ－κＢ信号的传
导。从机制上分析，Ｃｔｓｋ可能通过降解胞外基质释放
内源性ＴＬＲ９配体，从而启动该信号轴；苦参酮通过下
调Ｃｔｓｋ表达，可能减少了配体的释放，进而从源头上
抑制了 ＴＬＲ９／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ通路的整体活化。而
ＮＦ－κＢ作为调控破骨细胞分化的核心转录因子，其
活性的降低，可直接导致下游 ＮＦＡＴｃ１等关键分化蛋
白的表达受抑。这在分子层面完整地解释了苦参酮

为何能同时抑制破骨细胞分化标志物表达、促炎因子

分泌及骨吸收功能。

本研究提示：苦参酮可能通过下调 Ｃｔｓｋ表达，进
而抑制ＴＬＲ９／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ信号轴的活化，减少促
炎因子分泌，抑制破骨细胞分化核心转录因子及下游

靶蛋白表达，最终协同降低破骨细胞骨吸收功能。
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