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云南白药对牙龈卟啉单胞菌诱导骨破坏中

ＲＡＮＫ／ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ系统的影响
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　　摘　要：目的　建立昆明小鼠头颅骨接种牙龈卟啉单胞菌（Ｐｇ）的动物模型，客观评价云南白药对Ｐｇ诱导的骨破坏中核因子

κＢ受体活化因子（ＲＡＮＫ）／ＲＡＮＫ配体（ＲＡＮＫＬ）／骨保护素（ＯＰＧ）系统的影响。方法　７２只雄性昆明小鼠分为模型组、云南白

药治疗组、对照组。模型组和云南白药治疗组在小鼠两耳中间颅顶至枕部骨的骨上接种Ｐｇ，同时云南白药治疗组在建模的当天

开始给予云南白药灌胃。在建模的第５、８、１４天各组分别处死８只小鼠。检测头颅骨中破骨细胞的含量及头颅骨中ＲＡＮＫＬ、

ＯＰＧｍＲＮＡ的表达。结果　在术后３个时间点模型组的破骨细胞数目及头颅骨中ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ的表达均明显高于云南白药

治疗组（犘＜０．０５）；模型组、云南白药治疗组也明显高于对照组（犘＜０．０５）。ＯＰＧｍＲＮＡ的表达在各组之间进行比较则发现在术

后３个时间点中云南白药治疗组均明显高于模型组和对照组（犘＜０．０５）；而在第５天模型组低于对照组（犘＜０．０５），第８、１４天模

型组高于对照组（犘＜０．０５）。结论　云南白药可下调ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ的表达，上调ＯＰＧｍＲＮＡ的表达，以抑制破骨细胞的形

成，提高骨的修复能力，从而抑制骨的吸收，促进骨的修复。
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　　牙槽骨的丧失是导致口腔中牙齿松动脱落的主要原因之

一［１］，而骨丧失又是由于骨的重建失衡所致。骨重建是骨组织

的一种替换机制，其基本过程包括骨形成和骨吸收［２］。近年发

现的肿瘤坏死因子超家族新成员，核因子κＢ受体活化因子

（ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆＮＦκＢ，ＲＡＮＫ）／ＲＡＮＫ 配体（ｒｅｃｅｐｔｏｒ

ａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆＮＦκＢｌｉｇａｎｄ，ＲＡＮＫＬ）／骨保护素（ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅ

ｇｅｒｉｎ，ＯＰＧ）系统
［３］在骨重建当中起着重要的调控作用：当

ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ的含量比值发生改变时将直接影响骨的重建。

而牙龈卟啉单胞菌（ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓｇｉｎｇｉｖａｌｉｓ，Ｐｇ）作为口腔中

牙周炎病最主要的优势菌，具有多种生物学活性，可促进和导

致骨吸收。

云南白药作为我国著名的中草药之一，在促进骨缺损修复
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及引导骨再生中具有重要的作用，其作用机制可能有：抑制炎

症介质释放和白细胞游走［４］，促进骨缺损修复及引导骨再生

等［５］。为了进一步了解云南白药在分子水平上的药理作用及

对ＲＡＮＫ／ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ系统的影响，本研究建立了Ｐｇ模型

并进行相应研究。

１　材料与方法

１．１　材料　５０ｄ的雄性昆明小鼠，体质量２０～２５ｇ，昆明医学

院实验动物中心提供；Ｐｇ，四川大学华西口腔医学重点实验室

提供；云南白药，云南白药集团股份有限公司提供；ＴＲＡＰ试剂

盒，中国医学科学院血研所科技公司；柱式小量总 ＲＮＡ提取

试剂盒 Ｗ７００１，上海华舜公司；ＰＣＲ引物，生工生物工程（上

海）有限公司合成；一步法逆转录ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＲＴＰＣＲ）反应体系，宝生物工程有限公司。

１．２　方法

１．２．１　实验分组　７２只５０ｄ雄性昆明小鼠分为３组：模型组

２４只，云南白药治疗组２４只，对照组２４只，于术后第５、８、１４

天各组分别处死８只。

１．２．２　动物模型的建立　在乙醚麻醉下，在云南白药治疗组

和模型组的小鼠两耳中间颅顶至枕部骨的骨上，分两次接种

２００μＬＰｇ（浓度１×１０
８ＣＦＵ／ｍＬ）于小鼠头颅骨膜下

［６］，每次

１００μＬ，隔天注射；对照组则注射等量的生理盐水。在建模的

当天，云南白药治疗组则开始运用小鼠灌胃针每天给予灌胃

０．５ｍＬ（浓度１２．５ｇ／ｍＬ）云南白药稀释液；模型组和对照组

则给予同等剂量的生理盐水［７］。

１．２．３　标本采集　在相对无菌的条件下，将处死的小鼠头颅

骨沿正中矢状面一分为二：一半用４％多聚甲醛固定液常温下

固定２４ｈ，１０％ 乙二胺四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｅ

ａｃｉｄ，ＥＤＴＡ）脱钙液脱钙４ｄ（每天换脱钙液），梯度乙醇脱水，

二甲苯置换至石蜡包埋，矢状向连续５μｍ厚石蜡切片备用；

另一半去除头颅骨表面的软组织后将头颅骨存于ＲＮＡ保存

液中－４℃保存，而后在无菌的条件下将头颅骨从ＲＮＡ保存

中取出，甩干，放入研钵中，在液氮中研磨头颅骨，提取总

ＲＮＡ，并保存于－８０℃。

１．２．４　抗酒石酸酸性磷酸酶染色（ｔａｒｔｒａｔｅｒｅｓｉｓｔａｎｔａｃｉｄ

ｐｈｏｓｐｈａｔｅｓ，ＴＲＡＰ）　通过多核破骨细胞内酶活性部位呈现红

色沉淀，胞核染呈蓝色的特点进行染色。采用Ｎｉｋｏｎ光学显微

镜，每一样本选取一张切片，每张切片选取１０个高倍视野，从

而计数出颅骨单位毫米长度中表面破骨细胞的数量。

１．２．５　ＲＡＮＫＬ和ＯＰＧｍＲＮＡ表达检测　取７μＬＲＮＡ溶

液经１％琼脂糖凝胶电泳鉴定ＲＮＡ的纯度和完整性，紫外灯

下观察；另取７μＬＲＮＡ溶液稀释后于２６０ｎｍ、２８０ｎｍ测定光

密度（犗犇），计算ＲＮＡ含量及犗犇２６０ｎｍ／犗犇２８０ｎｍ比值以确

定其纯度。选 犗犇２６０ｎｍ／犗犇２８０ｎｍ 比值在１．８～２．０的

ＲＮＡ作 ＲＴＰＣＲ；检测基因、引物序列及大小见表１。运用一

步法ＲＴＰＣＲ反应体系：模板ＲＮＡ２μＬ、上游引物１μＬ、下游

引物１μＬ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ１ＳｔｅｐＥｎｚｙｍｅＭｉｎ２μＬ、２×１Ｓｔｅｐ

Ｂｕｆｆｅｒ２５μＬ，补去离子水１９μＬ至５０μＬ体系，对ＲＡＮＫＬ和

ＯＰＧ进行转录和扩增。ＲＡＮＫＬ和 ＧＡＰＤＨ 的反应条件是：

９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ、５３℃退火３０ｓ、７２℃延伸

１ｍｉｎ，３０次循环；７２℃优化１０ｍｉｎ；－４℃冷却、－２０℃保存。

ＯＰＧ的反应条件：９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ、５４℃退

火３０ｓ、７２℃延伸１ｍｉｎ，３０次循环；７２℃优化１０ｍｉｎ；－４℃

冷却、－２０℃保存。将ＲＴＰＣＲ产物７μＬ上样于１．５％琼脂

糖凝胶中电泳。紫外灯下观察，运用ＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ成像

系统拍照，并用 Ｔａｔａｌｌａｂｖ１．１０软件系统分析各样本和内参

ＧＡＰＤＨ的灰度值。计算每一样本和其内参照的比值，以

ＯＰＧ／ＧＡＰＤＨ、ＲＡＮＫＬ／ＧＡＰＤＨ作为目的基因ＲＮＡ的相对

表达量。见表１。

表１　　扩增片断所用引物序列

基因 引物
扩增产物

（ｂｐ）

ＯＰＧ 上游引物：５′ＴＴＧＧＣＴＧＡＧＴＧＴＴＣＴＧＧＴＧＧＡ３′ ４３１

下游引物：５′ＴＧＡＣＧＧＴＴＴＴＧＧＧＡＡＡＧＴＧＧＴＡＴ３′

ＲＡＮＫＬ上游引物：５′ＣＴＡＴＧＡＴＧＧＡＡＧＧＴＴＣＧＴＧＧＣＴ３′ ３１９

下游引物：５′ＣＴＴＧＧＧＡＴＴＴＴＧＡＴＧＣＴＧＧＴＴＴ３′

ＧＡＰＤＨ 上游引物：５′ＧＡＴＧＣＴＧＧＴＧＣＴＧＡＧＴＡＴ ＧＴＣＧ３′ ２００

下游引物：５′ＧＴＧＧＴＧＣＡＧＧＡＴＧＣＡＴＴＧＣＴＣＴＧＡ３′

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学处理，结

果以狓±狊表示，采用单因素方差分析和狇检验比较各组各项

指标之间的差异。对每项指标的各组数据进行正态检验和方

差齐性检验，数据符合正态分布和方差齐性，采用方差分析对

相应指标的均数进行显著性检验，并通过狇检验进行样本均数

的两两比较。如果方差不齐，采用秩和检验，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＴＲＡＰ染色结果　通过计数颅骨单位毫米长度中表面破

骨细胞的数量分析发现模型组、云南白药治疗组、对照组３组

之间两两比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），且在第５天模型

组的数目达到最高，而后持续下降；在每个时间点上模型组都

比云南白药治疗组高（犘＜０．０５），见表２、图１。

表２　　３组术后各时间点破骨细胞计数（狓±狊，个／ｍｍ，狀＝８）

组别 第５天 第８天 第１４天

模型组 ５．６１±０．２４ａ ４．４３±０．１９ａ ２．５８±０．１３ａ

云南白药治疗组 ４．５４±０．１７ａｂ ３．０６±０．１６ａｂ １．３９±０．１４ａｂ

对照组 ０．７９±０．１５ ０．８８±０．１３ ０．８５±０．１６

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与模型组比较。

２．２　ＯＰＧ、ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ的表达　对于 ＯＰＧｍＲＮＡ的相

对表达量在各组之间进行比较发现在术后３个时间点中云南

白药治疗组都明显高于模型组和对照组（犘＜０．０５）。术后３

个时间点模型组头颅骨中ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ的相对表达量均明

显高于云南白药治疗组（犘＜０．０５）；两组也明显高于对照组

（犘＜０．０５）。见表３、４，图２。

表３　　３组术后各时间点ＯＰＧｍＲＮＡ相对

　　表达量的变化（狓±狊，狀＝８）

组别 第５天 第８天 第１４天

模型组 ０．２０±０．０３ａ ０．３５±０．０５ａ ０．２９±０．０２

云南白药治疗组 ０．４３±０．０３ａｂ ０．５７±０．０４ａｂ ０．４４±０．０３ａｂ

对照组 ０．２７±０．０２ ０．２７±０．０３ ０．２６±０．０２

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与模型组比较。
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　　Ａ：对照组；Ｂ、Ｃ、Ｄ：模型组第５、８、１４天；Ｅ、Ｆ、Ｇ：云南白药治疗组第５、８、１４天。

图１　　各组不同时间点破骨细胞数量变化（ＴＲＡＰ×４００）

　　Ａ：第５天；Ｂ第８天；Ｃ第１４天。

图２　　各组ＯＰＧ、ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ在第５、８、１４天的表达情况

表４　　３组术后各时间点ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ相对表达量的

　　　　　　变化（狓±狊，狀＝８）

组别 第５天 第８天 第１４天

模型组 ０．７８±０．０４ａ ０．６３±０．０４ａ ０．４５±０．０３ａ

云南白药治疗组 ０．３８±０．０１ａｂ ０．３１±０．０２ａｂ ０．２６±０．０１ａｂ

对照组 ０．１８±０．０１ ０．１９±０．０１ ０．１８±０．０１

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与模型组比较。

　　通过对３组中ＯＰＧ、ＲＡＮＫＬ相对表达量进行对比分析发

现，ＯＰＧ在第５、８、１４天时云南白药治疗组都明显高于模型组

和对照组（犘＜０．０５），而ＲＡＮＫＬ在第５、８、１４天时进行对比

差异都有统计学意义（犘＜０．０５），且在第５天模型组和云南白

药治疗组的ＲＡＮＫＬ相对表达量达到高峰，可见云南白药可

以通过上调ＯＰＧｍＲＮＡ的表达，下调ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ的表达

来抑制破骨细胞的形成、抑制骨的吸收，从而促进骨的形成。

３　讨　　论

骨具有重新塑造的能力，改建开始时由破骨细胞吸收骨而

后由成骨细胞产生新骨［８］。成骨细胞和破骨细胞维持着骨的

平衡，当受到外界的刺激引起内部机构的改变如 ＯＰＧ／

ＲＡＮＫＬ值的改变都将打破这个平衡使骨吸收加快或骨过度

增生导致骨质疏松、牙周炎、骨硬化症等。近年发现当成骨细

胞接受到外界骨吸收信号时成骨细胞可以通过分泌ＲＡＮＫＬ

和ＯＰＧ来调控破骨细胞的分化和功能
［９］。ＲＡＮＫＬ由成骨细

胞谱系细胞分泌，是骨改建过程中关键的调节因子，是破骨细

胞形成和激活的下游调节因子［１０］；ＲＡＮＫ位于破骨细胞前体

细胞的膜表面，是一种膜受体，同时又是ＲＡＮＫＬ的惟一受体，

当ＲＡＮＫＬ和ＲＡＮＫ结合时激发了信号级联反应，包括 ＮＦ

κＢ的活化，激活的ＲＡＮＫ将信号转入细胞内，可加快破骨细

胞分化、成熟，增加破骨细胞的活性，并抑制破骨细胞凋亡，帮

助破骨细胞成活，增强破骨细胞骨吸收。ＯＰＧ是成骨细胞合

成的一种分泌蛋白，是骨代谢的一个重要负调控因子，是一种

诱导假受体，能结合ＲＡＮＫＬ，通过与这些配体的竞争性结合

从而封闭ＲＡＮＫＬ与破骨细胞表面的ＲＡＮＫ结合从而抑制破

骨细胞分化、成熟，诱导破骨细胞凋亡，减弱破骨细胞介导的骨
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吸收［１１１２］。因此，ＲＡＮＫＬ和ＯＰＧ的浓度比是调节破骨细胞

分化、成熟的决定性因素。ＯＰＧ浓度下降或基因缺失，将不能

抑制ＲＡＮＫＬ与ＲＡＮＫ的结合，最终导致破骨细胞生成过多

而发生骨质疏松。１９９８年４月，Ｍｉｚｕｎｏ等
［１３］和Ｂｕｃａｙ等

［１４］

分别报道了ＯＰＧ基因敲除纯合子小鼠表现出严重的骨质疏松

症。相反ＯＰＧ的浓度升高或ＲＡＮＫＬ基因的缺失则会引起骨

的过度增生，如ＯＰＧ过量表达导致骨硬化病，骨髓腔缩小，骨

组织学分析显示矿化的小梁骨增加和小梁骨破骨细胞数量显

著减少［１５］，同样还发现小鼠敲除ＲＡＮＫＬ基因后表现为严重

的大理石样骨病和出牙障碍［３］。

目前对于成骨细胞、破骨细胞与中药的研究大多都是通过

体外研究含药血清对成骨细胞、破骨细胞的影响。基于云南白

药的组成成分复杂，不易提纯，不易溶解等原因及头颅骨接种

Ｐｇ建立炎性骨病模型的可行性
［６］。本实验运用在昆明小鼠的

头颅骨上接种Ｐｇ建立炎性骨病模型，并给予云南白药灌胃进

行干预治疗，研究云南白药对骨的影响。

对于ＲＡＮＫ／ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧ系统的研究目前发现某些中

药如补肾复方含药［１６］、葛根素［１７］、蛇床子［１８］等都能上调成骨

细胞ＯＰＧｍＲＮＡ的表达，下调ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ的表达从而减

少破骨细胞的生成，抑制破骨细胞的活化，降低破骨细胞的骨

吸收功能。本研究对模型组、云南白药治疗组、对照组在第５、

８、１４天头颅骨ＯＰＧ和ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ的相对表达量进行分

析发现云南白药治疗组的 ＯＰＧｍＲＮＡ相对表达量明显高于

模型组且在第５、８天时也明显高于对照组，云南白药治疗组在

第８天时比值达到高峰；ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ相对表达量则是模型

组明显高于云南白药治疗组和对照组，在第５天时达到高峰。

可见云南白药可通过上调ＯＰＧｍＲＮＡ的表达，下调ＲＡＮＫＬ

ｍＲＮＡ来促进骨的修复；同时还发现Ｐｇ诱导的炎性骨病模型

中第５天时骨破坏是最严重的，这和ＴＲＡＰ染色的结果是一

致的。

在Ｐｇ诱导的炎性骨病模型中给予云南白药灌胃治疗可

以上调炎症部位ＯＰＧｍＲＮＡ的表达，下调ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ的

表达，升高ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ值，从而抑制破骨细胞的形成和功

能的表达，抑制骨的破坏，促进骨的形成。进一步验证了云南

白药在修复骨破坏当中的作用，也为进一步研究云南白药对促

进骨修复的机制提供指导。
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［９］ ＫｈｏｓｌａＳ．ＴｈｅＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ／ＲＡＮＫｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．Ｅｎｄｏ

ｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，２００１，１４２（１２）：５０５０５０５５．

［１０］ＪｏｎｅｓＤＨ，ＫｏｎｇＹＹ，ＰｅｎｎｉｎｇｅｒＪＭ．ＲｏｌｅｏｆＲＡＮＫＬａｎｄ

ＲＡＮＫｉｎｂｏｎｅｌｏｓｓａｎｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．ＡｎｎＲｈｅｕｍ Ｄｉｓ，

２００２，６１（２）：３２３９．

［１１］刘继中，胡蕴玉，纪宗玲，等．骨保护素对破骨细胞分化和

骨吸收活性的抑制作用［Ｊ］．中国临床康复，２００４，９（１４）：

２７３７２７４０．

［１２］ＨｏｆｂａｕｅｒＣＬ，ＫｈｏｓｌａＳ，ＤｕｎｓｔａｎＣ．Ｔｈｅｒｏｌｅｓｏｆｏｓｔｅｏ

ｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎａｎｄｏｓｔｅｒｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎｌｉｇａｎｄｉｎｔｈｅｐａｒａｃｒｉｎｅ

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｂｏｎｅｒｅｓｏｒｐｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢｏｎｅＭｉｎｅｒＲｅｓ，２０００，

１５（３）：２１２．

［１３］ＭｉｚｕｎｏＡ，ＡｍｉｚｕｋａＮ，ＩｒｉｅＫ，ｅｔａｌ．Ｓｅｖｅｒｅｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ

ｉｎｍｉｃｅｌａｃｋｉｎｇｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｏｓｔｅｏ

ｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，１９９８，２４７

（３）：６１０６１５．

［１４］ＢｕｃａｙＮ，ＳａｒｏｓｉＩ，ＤｕｎｓｔａｎＣＲ，ｅｔａｌ．Ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎｄｅ

ｆｉｃｉｅｎｃｅｍｉｃｅｄｅｖｅｌｏｐｅａｒｌｙｏｎｓｅｔｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓａｎｄａｒｔｅｒｉａｌ

ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＧｅｎｅｓＤｅｖ，１９９８，１２（９）：１２６０１２６８．

［１５］ＳｉｍｏｎｅｔＷＳ，ＬａｃｅｙＤＬ，ＤｕｎｓｔａｎＣＲ，ｅｔａｌ．Ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ：ａ

ｎｏｖｅｌｓｅｃｒｅｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｂｏｎｅ

ｄｅｎｓｉｔｙ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，１９９７，８９（２）：３０９３１９．

［１６］肖鲁伟，王伟东，童培建，等．补肾复方含药血清对大鼠成

骨细胞ＯＰＧ、ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ 表达的影响［Ｊ］．中医正

骨，２００６，１８（９）：１３．

［１７］吴乃中，李红丽，崔淑云．葛根对成骨细胞ＯＰＧ、ＲＡＮＫＬ

ｍＲＮＡ表达的影响［Ｊ］．中华医学研究杂志，２００６，６（１）：

６９．

［１８］杨庆秋，王少飞，胡侦明，等．云南白药促进骨缺损修复及

引导性骨再生的实验研究［Ｊ］．中国矫形外科杂志，２００２，

７（１０）：２９３２９５．

（收稿日期：２０１４０１０８　修回日期：２０１４０３０９）
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