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摘要： 目的　 研究白花蛇舌草⁃半枝莲药对乙酸乙酯组分 （ＹＤＷ１１） 对破骨细胞分化的抑制作用。 方法　 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ 法

鉴定 ＹＤＷ１１ 中化学成分后， ＭＴＴ 法分析其对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞活力的影响。 １００ ｎｇ ／ ｍＬ 核因子⁃κＢ 受体活化因子配体

（ＲＡＮＫＬ） 诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ７ ｄ 以建立破骨细胞模型后， 抗酒石酸酸性磷酸酶 （ＴＲＡＰ） 染色考察 ＴＲＡＰ 阳性多核

细胞数， 相应试剂盒测定 ＴＲＡＰ 酶活性。 ＱＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＴＲＡＰ、 树突状细胞⁃特异性跨膜蛋白 （ＤＣ⁃ＳＴＡＭＰ）、 活化 Ｔ
细胞核因子 ｃｌ （ＮＦＡＴｃ１） 基因表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测核因子 κＢ 受体活化因子 （ＲＡＮＫ）、 肿瘤坏死因子受体相关

因子 ６ （ＴＲＡＦ６）、 ＮＦＡＴｃ１、 组织蛋白酶 Ｋ 蛋白表达， Ｔａｑｍａｎ ＭｉｃｒｏＲＮＡ ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ⁃１５５ 表达。 结果 　 ＹＤＷ１１
中有 １６ 种成分， 鉴定出对羟基苯乙酮、 野黄芩苷、 木犀草素、 芹菜素。 与模型组比较， ＹＤＷ１１ 组 （２５、 ５０ μｇ ／ ｍＬ）
阳性多核细胞数显著减少 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 并对细胞活力无明显影响 （Ｐ＞ ０􀆰 ０５）； 呈剂量依赖性地显著抑制酶活性，
ＴＲＡＰ、 ＤＣ⁃ＳＴＡＭＰ、 ＮＦＡＴｃ１ 基因表达， ＲＡＮＫ、 ＴＲＡＦ６、 ＮＦＡＴｃ１、 组织蛋白酶 Ｋ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 并显著提高

ｍｉＲ⁃１５５ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 ＹＤＷ１１ 可通过上调 ｍｉＲ⁃１５５ 表达、 下调相关基因和蛋白表达抑制 ＲＡＮＫＬ 诱导的破

骨细胞分化。
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ｆａｃｔｏｒ ｏｆ ａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｃｌ （ＮＦＡＴｃ１） ｂｙ ＱＲＴ⁃ＰＣＲ， ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｆｏｒ ｎｕ⁃
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ａｐｉｇｅｎｉｎ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＹＤＷ１１ ｇｒｏｕｐｓ （２５， ５０ μｇ ／ ｍＬ）， ｌｅａｖｉｎｇ ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ （Ｐ＞０􀆰 ０５）， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｐｏｓｔｉｖｅ ｐｏｌｙｋａｒｙｏｃｙｔｅ ｃｏｕｎｔ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ，
ＴＲＡＰ， ＤＣ⁃ＳＴＡＭＰ， ＮＦＡＴｃ１ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ， ＲＡＮＫ， ＴＲＡＦ６， ＮＦＡＴｃ１， ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｄｏｓｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙ ｍｉＲ⁃１５５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ 　 ＹＤＷ１１ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ
ＲＡＮＫＬ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｓｔｅｏｃｌａｓｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｂｙ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ⁃１５５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ
ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｈｅｄｙｏｔｉｓ ｄｉｆｆｕｓａ Ｗｉｌｌｄ．； Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉａ ｂａｒｂａｔａ Ｄ． Ｄｏｎ； ｄｒｕｇ ｐａｉｒ； ｅｔｈｙｌ ａｃｅｔａｔｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ； ｏｓｔｅｏ⁃
ｃｌａｓｔｓ； ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

　 　 风湿性关节炎、 慢性病毒感染、 肿瘤等疾病的

发展过程中都伴有骨密度减少、 破骨细胞异常活

化［１⁃３］， 同时乳腺癌、 肺癌、 前列腺癌晚期常见骨

转移， 其一旦发生将伴发病理性骨折、 脊髓压迫、
疼痛等， 降低患者生活质量， 甚至危及生命［４］。
破骨细胞的分化依赖成骨细胞产生的核因子⁃κＢ 受

体活化因子配体 （ＲＡＮＫＬ） 与破骨细胞前体细胞

膜上的核因子 κＢ 受体活化因子 （ＲＡＮＫ） 相互作

用活化， 两者结合后促进骨吸收， 并抑制破骨细胞

凋亡［５］。
中医药在干预乳腺癌等肿瘤中， 不仅可抑制肿

瘤生长， 在转移环节还具有延缓骨转移发生及减少

溶骨性损伤的作用。 中医认为， 肿瘤属于 “岩证”
“恶核” “石瘕” “石疽” 等范畴， 清热解毒、 活

血化瘀、 扶正祛邪、 软坚散结、 化痰祛湿等是中医

治疗肿瘤的常用方法［６］。 白花蛇舌草味甘、 淡，
性凉， 具有清热解毒、 利尿消肿、 活血止痛之功

效［７］； 半枝莲味辛、 苦， 性寒， 具有清热解毒、
散瘀活血之功效［８］， 两者均为清热解毒药， 临床

上常相须为用以治疗各种炎症、 肿瘤等。 现代药理

研究表明， 两者提取物或所含成分对结直肠癌、 肝

癌、 膀胱癌等均具有抑制作用［９⁃１１］， 也是乳腺癌治

疗的核心药对［１２］， 但尚未开展其对破骨细胞分化

及肿瘤骨转移的研究。 前期预实验对白花蛇舌草⁃
半枝莲药对不同配比提取物及其不同极性组分进行

活性导向的追踪分离， 发现等比提取的乙酸乙酯组

分抑制体外破骨细胞分化活性最强， 故本实验基于

ＲＡＮＫＬ 诱导 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞分化作为破骨细胞模

型， 探讨该组分抑制破骨细胞分化的机制， 为其临

床治疗肿瘤骨转移或其他骨性疾病提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 试药 　 白花蛇舌草 （批号 ０５０８１５）、 半枝莲

（批号 ０５０６２１） 饮片购自上海养和堂药业连锁经营

有限公司， 经上海市食品药品检验所专家鉴定为正

品 （报告书编号 ２００８０３３８、 ２００８０３３７）。 对羟基苯

乙酮、 野黄芩苷、 木犀草素、 芹菜素由上海中医药

大学中药学院中药化学课题组提供， 含有量均＞
９８％ 。 小鼠巨噬细胞株 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 购自美国 ＡＴＣＣ
公司； ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基干粉购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司； 胎牛血清购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司； 噻唑蓝

（ＭＴＴ）、 二甲基亚砜 （ＤＭＳＯ）、 Ｔｒｉｚｏｌ ＲＮＡ 提取

试 剂、 ＨｉｇｈＣａｐａｃｉｔｙ ｃＤＮＡ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
Ｋｉｔｓ、 ｍｉＲ⁃１５５ 引 物 套 装 及 ＴａｑＭａｎ Ｓｍａｌｌ ＲＮＡ
Ａｓｓａｙｓ 购自美国 Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司； ＲｅａｌＭａｓｔｅｒ⁃
Ｍｉｘ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 试 剂 盒 购 自 美 国 罗 氏 公 司；
ＲＡＮＫＬ 购自美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ 公司； ＰＶＤＦ 膜购自美

国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司； ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒、 抗

酒石酸酸性磷酸酶检测试剂盒购自上海碧云天生物

技术有限公司； 抗酒石酸酸性磷酸酶 （ＴＲＡＰ） 染

色试剂盒购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司； ＲＡＮＫ、 肿瘤坏死

因子受体相关因子 ６ （ＴＲＡＦ６）、 活化 Ｔ 细胞核因

子 ｃｌ （ ＮＦＡＴｃ１）、 组织蛋白酶 Ｋ 抗体购自美国

Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司； 引物由生工生物工程 （上海） 股

份有限公司合成。 其他溶剂均为分析纯， 购自国药

集团化学试剂有限公司。
１􀆰 ２ 　 仪 器 　 Ｄｅｌｔａ Ｓｅｒｉｅｓ 生 物 安 全 柜 （ 美 国

Ｌａｂｃｏｎｃｏ 公司）； ＣＯ２ 培养箱、 高分辨质谱仪 （美
国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； 倒置显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公

司）； Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５８１０Ｒ 低温高速离心机 （德国 Ｅｐ⁃
ｐｅｎｄｏｒｆ 公司）； Ｃｅｌｌｏｍｅｔｅｒ Ａｕｔｏ Ｔ４ 全自动细胞计数

仪 （美国 Ｎｅｘｃｅｌｏｍ 公司）； Ｓｐｅｃｔｒａ ＭＡＸ１９０ 酶标仪

（美国 ＭＤ 公司）； ＱＢ⁃９００６ 恒温微孔板快速振荡器

（海门市其林贝尔仪器有限公司）； ７５００Ｆａｓｔ Ｓｙｓｔｅｍ
荧光定量 ＰＣＲ 仪 （美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司）；
ＰｏｗｅｒＰａｃＴＭＨＣ 电 泳 仪 （ 美 国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公 司 ）；
Ｔａｎｏｎ ＮＩＭ２０４５ 凝胶成像系统 （上海天能科技有限

公司）； ＵＰＬＣ （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １ 　 白 花 蛇 舌 草⁃半 枝 莲 药 对 乙 酸 乙 酯 组 分

（ＹＤＷ１１） 制备及成分鉴定　 白花蛇舌草、 半枝莲

５４
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以 １ ∶ １ 比例加水提取， 取适量浸膏溶于蒸馏水中，
乙酸乙酯萃取， 即得相应组分。

取适量 ＹＤＷ１１ 溶于 ＤＭＳＯ 溶液中， 离子源喷

雾电压正、 负离子模式下分别为 ３􀆰 ５、 ３􀆰 ２ ｋＶ； 毛

细管温度 ３５０ ℃； 鞘气、 辅助气体积流量 ３５、
１５ ａｒｂ （ １ ａｒｂ ＝ ０􀆰 ３ Ｌ ／ ｍｉｎ ）； 反吹气体积流量

１ ａｒｂ； 离子源雾化温度 ３００ ℃。 Ｓ⁃Ｌｅｎｓ 级别 ６０；
离子检测方式全扫描 （Ｆｕｌｌ Ｓｃａｎ）， 分辨率 ６０ ０００。
二级采用 １０ 个峰的 ＤＤＡ 检测模式 （数据依赖分析

模式）； 分辨率 １５ ０００； 碰撞能 ３５ ｅＶ； 动态排除

时间 １０ ｓ。
ＹＤＷ１１ 以 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 质量浓度溶于甲醇中进行

ＵＰＬＣ 分析， 条件为 Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ３
色谱柱； 流动相乙腈⁃０􀆰 １％ 甲酸； 柱温 ４０ ℃。
２􀆰 ２　 ＹＤＷ１１ 对细胞活力的影响　 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞

以 １×１０４ ／ １００ μＬ 密度接种于 ９６ 孔板中， 培养过

夜， 设 置 对 照 组、 模 型 组、 ＹＤＷ１１ 组 （ ２５、
５０ μｇ ／ ｍＬ）， 刺激处理 ２４ ｈ 后弃去上清， 每孔加

入 ＲＰＭＩ １６４０ １００ μＬ、 ＭＴＴ （ＰＢＳ 溶解为 ５ ｇ ／ Ｌ）
１０ μＬ， 继续培养 ４ ｈ 后弃去上清， 加入１００ μＬ
ＤＭＳＯ， 置于摇床上至结晶完全溶解， 酶标仪读取

４９０ ｎｍ 下 吸 光 度， 以 对 照 组 为 １００％ ， 计 算

ＹＤＷ１１ 对细胞活力的影响。 每组设 ３ 个复孔， 实

验重复 ３ 次。
２􀆰 ３ 　 ＹＤＷ１１ 对 阳 性 多 核 细 胞 数 的 影 响 　
ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞在 １０％ ＦＢＳ１６４０ 条件下以 １０ ０００ ／孔
培养于 ２４ 孔板中， 分组同 “２􀆰 ２” 项， 贴壁生长

过夜， 第 ２ 天在相同条件下加药物预处理 ２４ ｈ， 第

３ 天在相同条件下加入诱导剂 ＲＡＮＫＬ （终质量浓

度 １００ ｎｇ ／ ｍＬ）， 再加入药物进行处理， 隔天换液

并加入上述诱导剂和药物， ＲＡＮＫＬ 诱导处理 ７ ｄ
后根据 ＴＲＡＰ 染色试剂盒说明书进行染色， ２００ 倍

镜下随机选取 ５ 个视野观察细胞分化情况， 具有 ３
个及 ３ 个以上细胞核的多核细胞认定为破骨样细

胞， 对其进行计数， 并进行典型破骨样细胞图像采

集。 实验重复 ３ 次。
２􀆰 ４ 　 ＴＲＡＰ 活性检测 　 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞在 １０％
ＦＢＳ１６４０ 条件下以 １０ ０００ ／孔培养于 ２４ 孔板中， 分

组同 “２􀆰 ２” 项， 贴壁生长过夜， 第 ２ 天在相同条

件下加药物预处理 ２４ ｈ， 第 ３ 天在相同条件加入诱

导剂 ＲＡＮＫＬ （终质量浓度 １００ ｎｇ ／ ｍＬ）， 再加入药

物进行处理， 隔天换液并加入上述诱导剂和药物，
诱导处理 ７ ｄ 后弃去上清， ＰＢＳ 洗涤 １ 次后每孔加

入 １００ μＬ ＰＢＳ， 刮取细胞并收集细胞悬液， １５０ Ｗ

下超声 ３ 次， 每 ３ ｓ 间歇 ２ ｓ， 超声后 ４ ℃、
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ下离心 １５ ｍｉｎ， 取上清， 根据 ＴＲＡＰ
试剂盒说明书检测 ＴＲＡＰ 活性， 同时采用 ＢＣＡ 蛋

白测定试剂盒测定样品蛋白浓度。 实验重复 ３ 次。
２􀆰 ５　 ＹＤＷ１１ 对 ＴＲＡＰ、 树突状细胞⁃特异性跨膜蛋

白 （ＤＣ⁃ＳＴＡＭＰ ）、 ＮＦＡＴｃ１ 基 因 表 达 的 影 响 　
ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞在 １０％ ＦＢＳ１６４０ 条件下以 １０ ０００ ／孔
培养于 ２４ 孔板中， 分组同 “２􀆰 ２” 项， 贴壁生长

过夜， 第 ２ 天在洗脱条件下加药物预处理 ２４ ｈ， 第

３ 天在相同条件下加入诱导剂 ＲＡＮＫＬ （终质量浓

度 １００ ｎｇ ／ ｍＬ）， 再加入药物进行处理， 隔天换液

并加入上述诱导剂和药物， 诱导处理 ７ ｄ 后收集

ＲＮＡ 样品， Ｔｒｉｚｏｌ 法提取 ＲＮＡ， 根据样品吸光度计

算 ＲＮＡ 浓度， 将其调整至 ５００ ｎｇ ／ μＬ， 按 ＲＴ 试剂

盒说明书逆转成 ｃＤＮＡ 样品后， 根据 ＰＣＲ 试剂盒

说明书进行聚合酶链式反应。 实验重复 ３ 次， 引物

序列见表 １。
表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 引物序列（５′⁃３′）
ＴＲＡＰ 正向 ＴＧＡＣＡＡＧＡＧＧＴＴＣＣＡＧＧＡ

反向 ＡＧＣＣＡＧＧＡＣＡＧＣＴＧＡＧＴＧ
ＤＣ⁃ＳＴＡＭＰ 正向 ＣＴＧＴＧＴＴＡＣＴＧＡＧＧＧＣＴＣＴＴＴＧ

反向 ＣＡＧＡＧＡＡＧＴＣＴＴＣＣＡＧＧＡＴＣＴＣ
ＮＦＡＴｃ１ 正向 ＧＴＣＴＣＴＴＴＣＣＣＣＧＡＣＡＴＣＡＴ

反向 ＴＣＴＣＣＡＡＧＴＡＡＣＣＧＴＧＴＡＧＣ
ＧＡＰＤＨ 正向 ＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴＴＧＧＧ

反向 ＣＡＧＧＧＧＴＧＣＴＡＡＧＣＡＧＴＴＧＧ

２􀆰 ６　 ＹＤＷ１１ 对 ＲＡＮＫ、 ＴＲＡＦ６、 ＮＦＡＴｃ１、 组织蛋

白酶 Ｋ 蛋白表达的影响 　 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞在 １０％
ＦＢＳ１６４０ 条件下以 １０ ０００ ／孔培养于 ２４ 孔板中， 分

组同 “２􀆰 ２” 项， 贴壁生长过夜， 第 ２ 天在相同条

件下加入药物预处理 ２４ ｈ， 第 ３ 天在相同条件下加

入诱导剂 ＲＡＮＫＬ （终质量浓度 １００ ｎｇ ／ ｍＬ）， 再加

入药物进行处理， 隔天换液并加入上述诱导剂和药

物， 诱导处理 ７ ｄ 后收集蛋白， １００ Ｗ 下超声 ３
次， 每 ３ ｓ 间歇 ２ ｓ， 超声后 ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 下

离心 １５ ｍｉｎ， 取上清， ＢＣＡ 蛋白测定试剂盒测定

样品蛋白浓度， 每孔上样 ３０ μｇ 蛋白， 在 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 凝胶中电泳， 转膜后 ５％ 牛奶封闭， 检测

ＲＡＮＫ、 ＴＲＡＦ６、 ＮＦＡＴｃ１、 ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｋ 蛋白表达。
实验重复 ３ 次。
２􀆰 ７　 ＹＤＷ１１ 对 ｍｉＲ⁃１５５ 表达的影响 　 ＲＡＷ２６４􀆰 ７
细胞在 １０％ ＦＢＳ１６４０ 条件下以 １０ ０００ ／孔培养于 ２４
孔板中， 分组同 “２􀆰 ２” 项， 贴壁生长过夜， 第 ２

６４
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天在相同条件下加入药物预处理 ２４ ｈ， 第 ３ 天在相

同条 件 下 加 入 诱 导 剂 ＲＡＮＫＬ （ 终 质 量 浓 度

１００ ｎｇ ／ ｍＬ）， 再加入药物进行处理， 隔天换液并

加入上述诱导剂和药物， 诱导处理 ７ ｄ 后收集 ＲＮＡ
样品， 采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ， 根据 Ｔａｑｍａｎ
Ｓｍａｌｌ ＲＮＡ 试剂盒说明书， 各样品取 １０ ｎｇ 总

ＲＮＡ， 逆转成 ｃＤＮＡ 后进行 ＰＣＲ 反应， 检测 ｍｉＲ⁃
１５５ 表达。 实验重复 ３ 次。
２􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ２１􀆰 ０ 软件进行处理，
组间资料比较采用单因素方差分析， 计量资料以

（ｘ±ｓ） 表示。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 成分鉴定 　 ＹＤＷ１１ 中可能含有 １６ 种成分。
通过比较 ＹＤＷ１１ 和各成分 ＵＰＬＣ 色谱图 （图 １），
鉴定出对羟基苯乙酮、 野黄芩苷、 木犀草素、 芹

菜素。

１． ＹＤＷ１１　 ２． 对羟基苯乙酮 　 ３． 野黄芩苷 　 ４． 木犀草素 　 ５． 芹

菜素

１． ＹＤＷ１１　 ２． ｐ⁃ｈｙｄｒｏｘｙａｃｅｔｏｐｈｅｎｏｎｅ 　 ３． ｓｃｕｔｅｌｌａｒｅｉｎ 　 ４． ｌｕｔｅｏｌｉｎ 　
５． ａｐｉｇｅｎｉｎ

图 １　 各成分 ＵＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＵＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

３􀆰 ２　 ＹＤＷ１１ 对细胞活力的影响　 图 ２ 显示， 与对

照组比较， ＹＤＷ１１ 组对细胞活力无明显影响 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）。

图 ２　 ＹＤＷ１１ 对细胞活力的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＹＤＷ１１ ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ

３􀆰 ３ 　 ＹＤＷ１１ 对 阳 性 多 核 细 胞 数 的 影 响 　
ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞体积较小， 镜下观察呈圆形、 多角

形等， 一般只含有 １ 个细胞核， 极少数有 ２ 个核，
ＴＲＡＰ 染色阴性； 与单核巨噬细胞比较， 破骨细胞体

积明显增大， 部分细胞质可见空泡状， 细胞核数≥３，
ＴＲＡＰ 染色阳性。 图 ３ 显示， 对照组无明显 ＴＲＡＰ
染色阳性多核细胞 （细胞核≥３）， 模型组显著增

加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＹＤＷ１１ 组显著减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ４　 ＹＤＷ１１ 对 ＴＲＡＰ 酶活性的影响 　 图 ４ 显示，
与对照组比较， 模型组酶活性显著升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）； 与模型组比较， ＹＤＷ１１ 组酶活性有所降

低， 以 ５０ μｇ ／ ｍＬ 组更显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ３　 ＹＤＷ１１ 对阳性多核细胞数的影响 （×２００）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＹＤＷ１１ ｏｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｏｌｙｋａｒｙｏｃｙｔｅ ｃｏｕｎｔ （×２００）
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注： 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ４　 ＹＤＷ１１ 对 ＴＲＡＰ 酶活性的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＹＤＷ１１ ｏｎ ＴＲＡＰ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

３􀆰 ５　 ＹＤＷ１１ 对 ＴＲＡＰ、 ＤＣ⁃ＳＴＡＭＰ、 ＮＦＡＴｃ１ 基因

表达的影响 　 图 ５ 显示， 与对照组比较， 模型组

ＴＲＡＰ、 ＤＣ⁃ＳＴＡＭＰ、 ＮＦＡＴｃ１ 基因表达显著升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， ＹＤＷ１１ 组三者基因表

达有所降低， 以 ５０ μｇ ／ ｍＬ 组更显著 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ６　 ＹＤＷ１１ 对 ＲＡＮＫ、 ＴＲＡＦ６、 ＮＦＡＴｃ１、 组织蛋

白酶 Ｋ 蛋白表达的影响 　 图 ６ 显示， 与对照组比

较， 模型组 ＲＡＮＫ、 ＴＲＡＦ６、 ＮＦＡＴｃ１、 组织蛋白

酶蛋白表达显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， ＹＤＷ１１ 组三者蛋白表达显著降低 （Ｐ＜

注： 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ５　 ＹＤＷ１１ 对 ＴＲＡＰ、 ＤＣ⁃ＳＴＡＭＰ、 ＮＦＡＴｃ１ 基因表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＹＤＷ１１ ｏｎ ＴＲＡＰ， ＤＣ⁃ＳＴＡＭＰ， ＮＦＡＴｃ１ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ

注： 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ６　 ＹＤＷ１１ 对 ＲＡＮＫ、 ＴＲＡＦ６、 ＮＦＡＴｃ１、 组织蛋白酶 Ｋ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＹＤＷ１１ ｏｎ ＲＡＮＫ， ＴＲＡＦ６， ＮＦＡＴｃ１， ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ

０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈剂量依赖性。
３􀆰 ７　 ＹＤＷ１１ 对 ｍｉＲ⁃１５５ 表达的影响 　 图 ７ 显示，
与对照组比较， 模型组 ｍｉＲ⁃１５５ 表达显著下降

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， ＹＤＷ１１ 组其表达有所

升高， 以 ５０ μｇ ／ ｍＬ 组更显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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注： 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ７　 ＹＤＷ１１ 对 ｍｉＲ⁃１５５ 表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＹＤＷ１１ ｏｎ ｍｉＲ⁃１５５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

４　 讨论

骨是一个代谢活跃的器官， 在整个生命周期中

都在进行不断的更新和改进。 正常情况下， 成骨细

胞介导的骨基质合成、 破骨细胞介导的骨吸收维持

着骨完整性的平衡， 数量与活性正常的两者对正常

的骨转换至关重要， 若功能失调将导致骨骼形态结

构异常， 如骨质疏松时骨量减少， 而骨硬化症时骨

量增多， 当骨形成动态平衡被打破， 破骨细胞介导

的骨吸收大于成骨细胞介导的骨形成时， 就会导致

骨质疏松［１３］。 由在肿瘤发生骨转移时， 常伴有骨

密度减少及破骨细胞异常活化， 故防治骨质疏松最

重要的方式之一就是抑制破骨细胞活性、 减少骨

吸收。
酸性磷酸酶也称为酸性磷酸酯酶， 在酸性条件

下可催化磷酸酯键水解， 其主要分为两类， 一类是

抗酒石酸酸性磷酸酶 （ＴＲＡＰ）， 一类是抗氟离子

酸性磷酸酶［１４］， 其中前者是一种糖基化的含金属

蛋白 酶， 主 要 存 在 于 巨 噬 细 胞、 破 骨 细 胞、
Ｇａｕｃｈｅｒ 细胞、 红细胞、 血小板、 脾脏毛状细胞、
单核吞噬细胞中， 但在肺泡巨噬细胞和破骨细胞中

含有量最丰富， 而单核细胞的前体则不含该酶［１５］，
它在细胞信号转导、 细胞增殖、 分化等方面起到重

要作用［１６］。 本实验发现， 经核因子⁃κＢ 受体活化

因子配体 （ＲＡＮＫＬ） 处理 ７ ｄ 后， 模型组中存在

大量破骨细胞 （细胞质呈空泡状、 细胞核数目≥
３、 体积明显增大、 ＴＲＡＰ 染色阳性）， 但在白花蛇

舌草⁃半枝莲药对乙酸乙酯组分 （ＹＤＷ１１） 干预下

破骨细胞明显减少， 同时 ＴＲＡＰ 表达及酶活性也被

显著抑制。
核因子⁃κＢ 受体活化因子 （ＲＡＮＫ） 是由其配

体 ＲＡＮＫＬ （ＴＲＡＮＣＥ ／ ＯＰＧＬ ／ ＯＤＦ） 激活的在树突

细胞上鉴定的 ＴＮＦＲ 家族成员， 可促进树突状细胞

存活和破骨细胞分化［１３］。 ＲＡＮＫＬ 促进破骨细胞前

体分化的过程中， 能诱导活化 Ｔ 细胞核因子 ｃｌ
（ＮＦＡＴｃｌ）、 树突状细胞⁃特异性跨膜蛋白 （ ＤＣ⁃
ＳＴＡＭＰ） 表达， 而且前者可通过后者上调破骨细

胞前体细胞间的融合， 从而促进破骨细胞分化［１７］。
肿瘤坏死因子受体相关因子 ６ （ＴＲＡＦ６） 是 ＮＦ⁃κＢ
受体活化因子 （ＲＡＮＫ） 的重要衔接分子， 它与

ＲＡＮＫ 的耦联对破骨细胞骨吸收功能的维持至关重

要［１８］； 组织蛋白酶 Ｋ 是一种溶酶体半胱氨酸蛋白

酶， 被认为在骨再吸收过程中由破骨细胞特异性表

达［１９］。 本实验证实， ＹＤＷ１１ 可显著抑制破骨细胞

分化重要蛋白和基因的表达， 抑制破骨细胞分化。
ｍｉＲＮＡ 是一种在细胞分化、 组织发育阶段特

异性表达， 主要参与基因转录后调节的内源性非编

码单链小分子 ＲＮＡ， 可通过与 ｍＲＮＡ 配对调节转

录后基因表达使得翻译抑制或 ｍＲＮＡ 降解， 在许

多生理或病理过程中发挥关键作用， 包括细胞分

化、 免疫发展、 癌症转化等［２０⁃２１］。 研究表明， 多种

ｍｉＲＮＡ 在破骨细胞分化的过程中发挥了重要作用，
如 ｍｉＲ⁃２２３、 ｍｉＲ⁃２１、 ｍｉＲ⁃５０３、 ｍｉＲ⁃１５５ 等［２］， 其

中 ｍｉＲ⁃１５５ 作为 ｍｉＲＮＡｓ 家族一员， 是一种炎症相

关的多功能 ｍｉｃｒｏＲＮＡ， 与免疫功能和细胞凋亡有

关， 活化 Ｔ 细胞、 Ｂ 细胞、 巨噬细胞可诱导其表

达［２０］。 研究表明， 在 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 向破骨细胞分化

时， ｍｉＲ⁃１５５ 表达显著下降， 而提升其表达可使破

骨细胞分化受到抑制［２２］。 本实验发现， 经 ＲＡＮＫＬ
处理 ７ ｄ 后， 模型组中 ｍｉＲ⁃１５５ 表达显著降低， 而

ＹＤＷ１１ 在 ５０ μｇ ／ ｍＬ 剂量下可大大提升其表达。
中药复方配伍灵活多变， 可依据症状种类及轻

重辨证论治， 随证加减， 药对是中药诸多配伍形式

中的一种， 为其最小单位［２３］。 课题组前期对白花

蛇舌草⁃半枝莲药对不同部位组分进行提取分离，
寻找活性部位或成分， 并对其中的化学成分进行初

步分析和质量控制， 有助于该药对药用价值的进一

步开发。
综上所述， ＹＤＷ１１ 可通过上调 ｍｉＲ⁃１５５ 表达、

下调相关基因和蛋白表达抑制 ＲＡＮＫＬ 诱导的破骨

细胞分化， 提示其具有抑制肿瘤骨转移的潜能， 可

为临床相关治疗提供一定参考。
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