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全蝎-土鳖虫药对抑制 NF-κB 信号通路减轻胶原诱导关节炎小鼠骨破坏研究 
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摘  要：目的  研究全蝎-土鳖虫药对减轻胶原诱导的关节炎（collagen-induced arthritis，CIA）模型小鼠关节骨破坏的作用

以及对破骨细胞分化的核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）信号通路的影响，探讨全蝎-土鳖虫药对治疗类风湿关节炎的

机制。方法  DBA/1J 小鼠随机分为正常组、模型组及全蝎-土鳖虫低、高剂量组和甲氨蝶呤组。除正常组外，其余组建立 CIA

模型，正常组和模型组 ig 纯净水，其余各组给药干预 4 周。测定各组小鼠足趾肿胀情况；采用 Micro-CT 扫描的方法重建小

鼠关节 3D 图并分析相关骨参数；苏木素-伊红（HE）染色观察小鼠踝关节病理变化；抗酒石酸酸性磷酸酶（tartrate-resistant 

acid phosphatase，TRAP）染色检测关节中破骨细胞分化情况。体外实验考察全蝎-土鳖虫药对对核因子-κB 受体活化因子配

体（receptor activator of nuclear factor-κB ligand，RANKL）处理的小鼠骨髓来源的巨噬细胞诱导破骨细胞的影响；免疫荧光

染色检测 NF-κB p65 核定位情况。Western blotting 检测破骨细胞分化、CIA 小鼠骨组织中 NF-κB 信号通路相关蛋白表达。

结果  各给药组显著降低 CIA 模型小鼠足趾肿胀（P＜0.05、0.01）；与模型组比较，Micro-CT 3D 重建结果表明，全蝎-土鳖

虫药对明显抑制 CIA 模型小鼠骨破坏，保留小鼠骨结构完整性，显著改善骨参数（P＜0.05、0.01）；全蝎-土鳖虫药对显著减

少关节 TRAP 染色阳性细胞数量（P＜0.01）；全蝎-土鳖虫药对高剂量组显著降低 CIA 小鼠骨组织中 NF-κB p65 磷酸化水平

（P＜0.01）。体外实验结果显示，全蝎-土鳖虫药对显著抑制破骨细胞的分化（P＜0.01），抑制 NF-κB p65 核定位；与 RANKL

对照组比较，全蝎-土鳖虫药对组 p65、核因子-κBα 抑制蛋白（inhibitor of nuclear factor-κB alpha，IκBα）磷酸化水平明显降

低（P＜0.05、0.01）。结论  全蝎-土鳖虫药对能够减轻 CIA 小鼠骨破坏，可能是通过抑制 NF-κB 信号通路活化、降低破骨

细胞的分化而发挥作用。 
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Abstract: Objective  To investigate the effect of Quanxie (Scorpio)-Tubiechong (Eupolyphaga Steleophaga) drug pair on alleviating 

joint bone destruction in collagen-induced arthritis (CIA) mice and nuclear factor-κB (NF-κB) signaling pathway for osteoclast 

differentiation, and explore the mechanism therapy for treating rheumatoid arthritis. Methods  DBA/1J mice were randomly divided 

into normal group, model group, Scorpio-Eupolyphaga Steleophaga low-and high-dose groups, and methotrexate group. Except for 

the normal group, the other groups were established with CIA models. The normal group and model group were treated with purified 

water, the other groups were treated with medication for four weeks. The swelling of toes of mice in each group was measured; Micro 
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CT scanning method was used to reconstruct 3D images of mouse joints and analyze relevant bone parameters; HE staining was used 

to observe the pathological changes of the mouse ankle joint; Tartaric acid resistant acid phosphatase (TRAP) staining was used to 

detect the differentiation of osteoclast in joints. In vitro experimental study on the effect of Scorpio-Eupolyphaga Steleophaga drug 

pair on receptor activator of nuclear factor-κB ligand (RANKL) treated mice bone marrow derived macrophages induced osteoclast. 

Immunofluorescence staining was used to detect NF-κB p65 nuclear localization. Western blotting was used to detect the differentiation 

of osteoclast and NF-κB signaling pathway related protein expressions in bone tissue of CIA mice. Results  Each administration group 

significantly reduced toe swelling in CIA model mice (P < 0.05, 0.01); Compared with model group, Micro-CT 3D reconstruction 

results showed that Scorpio-Eupolyphaga Steleophaga drug pair significantly inhibited bone destruction in CIA model mice, preserved 

bone structural integrity of mice, and significantly improved bone parameters (P < 0.05, 0.01); Scorpio-Eupolyphaga Steleophaga drug 

pair significantly reduced the number of TRAP positive cells in joints (P < 0.01); Scorpio-Eupolyphaga Steleophaga drug pair high-

dose group significantly decreased NF-κB p65 phosphorylation level in bone tissue of CIA mice (P < 0.01). The results of in vitro 

experiment showed that Scorpio-Eupolyphaga Steleophaga drug pair significantly inhibited the differentiation of osteoclast and NF-

κB p65 nuclear localization; Compared with RANKL control group, p65 and inhibitor of nuclear factor-κB alpha (IκBα) 

phosphorylation levels were significantly decreased in Scorpio-Eupolyphaga Steleophaga drug pair group (P < 0.05, 0.01). Conclusion  

Scorpio-Eupolyphaga Steleophaga drug pair can alleviate bone damage in CIA mice, which may be through inhibiting NF-κB signaling 

pathway activation and reducing the differentiation of osteoclast. 

Key words: Scorpio-Eupolyphaga Steleophaga drug pair; rheumatoid arthritis; collagen-induced arthritis mice; osteoclast; NF-κB 

signaling pathway 

类风湿关节炎（rheumatoid arthritis，RA）是一

种以对称性、慢性多关节滑膜炎、骨及软骨破坏为

主要特征的自身免疫性疾病。RA 是一种临床常见病

和多发病，全世界约有 1%的成人发病。随着滑膜的

增生，后期可对关节软骨和骨组织侵蚀，造成关节软

骨、骨和滑囊破坏，最终关节畸形和功能丧失[1]。RA

反复发作，不断侵蚀关节骨和软骨，严重影响患者

生活质量，同时也是导致我国人群劳动力丧失和致

残的主要疾病之一，目前尚无有效治疗 RA 骨破坏

的方法，因此，抑制骨破坏被认为是治疗 RA 的重

点[2]。破骨细胞是人体内唯一具有骨吸收功能的细

胞，许多证据表明，破骨细胞在 RA 骨破坏中起着

关键作用[3-4]，RA 患者骨破坏关节部位存在大量分

化成熟的破骨细胞，抑制破骨细胞的分化成熟有利

于防治 RA 骨破坏。研究表明，在 RA 发病中多种

细胞因子可以激活核因子-κB（nuclear factor-κB，

NF-κB）信号通路，NF-κB 信号通路是破骨细胞分

化的主要信号通路之一[5]。 

全蝎-土鳖虫药对为临床治疗 RA 的常用药对，

具有祛风通络、逐瘀散结的功效，在控制 RA 疾病

发展方面疗效明显。全蝎-土鳖虫药对是否通过抑制

破骨细胞分化起到治疗 RA 的作用尚不清楚。本研

究采用 II 型胶原诱导的关节炎（collagen-induced 

arthritis，CIA）小鼠模型，探讨全蝎-土鳖虫药对治

疗 CIA 小鼠骨破坏的作用，观察全蝎-土鳖虫体外

对破骨细胞分化 NF-κB 信号通路的影响，初步研究

其潜在的作用机制，为全蝎-土鳖虫治疗 RA 的临床

应用提供理论依据。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级雄性 DBA/1J 小鼠 50 只，6～8 周龄，体

质量 18～22 g，购自上海斯莱克实验动物有限责任

公司，生产许可证号 SCXK（沪）2017-0005；SPF

级雄性 C57BL/6 小鼠 6 只，7 周龄，购自常州卡文

斯实验动物有限公司，生产许可证号 SCXK（苏）

2021-0013。动物饲养于江苏省中医药研究院实验动

物中心，室温（20±2）℃，相对湿度 50%～60%，

12 h 光/暗循环光照，自由饮水和摄食。动物实验符

合江苏省中医药研究院动物实验伦理审查委员会批

准，实验动物伦理号 AEWC-20211123-174。 

1.2  药材 

全蝎（郑州润龙制药股份有限公司，批号

18040115）、土鳖虫（江苏华洪药业科技有限公司，

批号 201806），经江苏省中医药研究院黄一平研究

员鉴定分别为钳蝎科动物东亚钳蝎 Buthus martensii 

Karsch 的干燥体和鳖蠊科昆虫地鳖雌虫 Eupolypha 

gasinensis Walk 的全体。 

1.3  药品与试剂 

甲氨蝶呤片（2.5 mg/片，批号 036210701）购

自上海上药信谊药厂有限公司；免疫级牛 II 型胶原

（批号 210217v）、完全弗氏佐剂（批号 190288）、弗

氏不完全佐剂（批号 210332）购自美国 Chondrex 公
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司；重组小鼠巨噬细胞集落刺激因子（macrophage 

colony stimulating factor ， M-CSF ， 批 号

ME4920081）、重组小鼠核因子-κB 受体活化因子配

体（receptor activator of nuclear factor-κB ligand，

RANKL，批号 CWA2519111）购自美国 R&D 公司；

抗 酒 石 酸 酸 性 磷 酸 酶 （ tartrate-resistant acid 

phosphatase，TRAP）试剂盒（批号 SLBP7795V）购

自美国 Sigma-Aldrich 公司；p65 抗体（批号 13）、

p-p65 抗体（批号 17）、核因子 -κBα 抑制蛋白

（inhibitor of nuclear factor-κB alpha，IκBα）抗体（批

号 17）、p-IκBα 抗体（批号 18）、β-actin 抗体（批号

12）、HRP 标记的 IgG 二抗，HRP 连接抗体（批号

29）购自美国 CST 公司；CCK-8 试剂（批号 110427）

购自美国 MCE 公司。 

1.4  仪器 

HERA CELL 150 型 CO2 培养箱（美国 Thermo

公司）；SG604 型二级生物安全柜（美国 BAKER 公

司）；Skyscan 1176 型 Micro-CT（德国 Bruker 公司）；

Odyssey 近红外双色激光成像系统（美国 LI-COR 公

司）；520MR 型鼠爪肿胀测量仪（美国 IITC 公司）；

Axio Observer A1型蔡司倒置显微镜（德国Carl Zeiss

公司）；Mini-Protean 垂直板电泳槽、Mini Trans-Blot

小型转印槽（美国 Bio-Rad 公司）。 

2  方法 

2.1  全蝎-土鳖虫药对的制备 

全蝎-土鳖虫药对组方临床处方常用剂量为全

蝎 6 g、土鳖虫 10 g。分别取全蝎、土鳖虫粉碎，过

24 目筛。按质量比 3∶5 分别取全蝎、土鳖虫过筛

粉末，混合，加 10 倍量的去离子水煎煮提取 2 次，

每次 45 min，合并提取液，减压浓缩，得 0.2 g/mL

的浓缩液。通过高效液相色谱法检测提取物主要成

分腺苷、次黄嘌呤含量，其平均质量分数分别为

0.045%、0.25%，同时通过竞争性酶联免疫吸附法测

定 makatoxin-3[6]的质量分数为 0.09%，对全蝎-土鳖

虫药对提取物进行质控。 

2.2  CIA 模型的建立与分组 

将 50 只雄性 DBA/1J 小鼠随机分为正常组、模

型组及全蝎-土鳖虫低、高剂量组和甲氨蝶呤组，每

组 10 只。按照文献方法制备 CIA 模型[7-8]，将 2 

mg/mL 牛 II 型胶原蛋白与 2 mg/mL 完全弗氏佐剂

在相对无菌的 4 ℃环境下混合乳化，以乳剂滴入水

中不扩散为乳化完成终点。首次免疫，除正常组外，

其余每只小鼠在尾部距离尾根 0.5 cm 处 sc 0.1 mL

上述乳化好的乳剂，此为第 0 天；第 21 天加强免

疫，免疫佐剂为弗式不完全佐剂，加强免疫时距离

尾根部 1.5 cm，每只小鼠免疫剂量 0.1 mL。 

2.3  给药方法 

参考《药理实验方法学》[9]附录中人和动物间

按体表面积折算的等效剂量比值表，计算小鼠的全

蝎-土鳖虫药对等效剂量为 2.08 g/(kg·d)，其 2 倍剂

量 4.16 g/(kg·d)定为高剂量，甲氨蝶呤组剂量为 0.65 

mg/kg。待 CIA 模型小鼠建立成功后 ig 药物，正常

组和模型组 ig 等体积的生理盐水，1 次/d，甲氨蝶

呤组每周 2 次 ig 给药，给药 4 周。 

2.4  足肿胀度测量 

采用鼠爪肿胀测量仪测量小鼠双后肢容积，以

鼠爪对水的压力的质量转换值（g）表示，每 4 天测

量 1 次，直至处死。 

2.5  Micro-CT 扫描 

实验结束后，处死小鼠，随机取各组 5 只小鼠

左后肢进行 Micro-CT 扫描分析，扫描参数：层厚 18 

µm，电压 50 kV，电流 455 µA。扫描结束后采用

CTvox 软件对骨骼进行 3D 重建，采用 CTAn 软件

分析骨参数（骨密度、骨小梁厚度、骨表面积与骨

体积比值、骨体积分数）。 

2.6  组织学染色分析 

将已固定好的小鼠右后肢膝关节以下部分剔除

皮肤和肌肉组织，置 10% EDTA 脱钙溶液中脱钙 4

周，将脱钙好的小鼠骨骼组织进行石蜡包埋切片，

切片厚度 5 µm。对切片进行苏木素-伊红（HE）和

TRAP 染色。 

2.7  小鼠骨髓单核 -巨噬细胞（bone marrow-

derived macrophages，BMMs）的分离和培养 

BMMs 从 6～8 周龄的雄性 C57BL/6 小鼠的长

骨中分离得到[10]，分散在含 10%胎牛血清、30 ng/mL 

M-CSF 的 α-MEM 培养基中，置 37 ℃、5% CO2 的

培养箱中培养 3 d，贴壁细胞即为 BMMs。 

2.8  细胞毒性试验 

采用 CCK-8 实验评价全蝎 -土鳖虫药对对

BMMs 的毒性。将全蝎-土鳖虫药对提取浓缩液用 α-

MEM 培养基进行稀释，过 0.22 µm 无菌微孔滤膜，

设置 0.125、0.250、0.500、1.000、2.000 mg/mL 剂

量组，各剂量组分别置于渗透压仪中检测，渗透压

均在哺乳动物细胞适宜的 260～320 mmol/kg 范围

内。BMMs 以 5×103/孔接种于 96 孔板，培养在含

10%胎牛血清、30 ng/mL M-CSF 的 α-MEM 培养基
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中。细胞培养 24 h 后，加入上述不同质量浓度的全

蝎-土鳖虫药对提取物，分别继续培养 48、96 h，培

养结束后每孔加入 10 µL CCK-8 溶液，37 ℃培养

箱继续培养 2 h，用酶标仪检测 450 nm 处吸光度（A）

值，计算细胞毒性，每个质量浓度设置 5 个复孔。 

2.9  破骨细胞分化及给药 

将 BMMs 消化后以 1×104/孔接种于 48 孔板，

培养在含 30 ng/mL M-CSF、50 ng/mL RANKL 破骨

细胞分化诱导液中，同时给予全蝎-土鳖虫药对提取

液干预，设置空白组、RANKL 对照组及全蝎-土鳖

虫（0.125、0.250、0.500、1.000 mg/mL）组，每组

平行设置 3 个孔，连续培养 5 d，每 2 天全量换液 1

次，BMMs 分化成多核的破骨细胞。破骨细胞分化

结束后加入 4%多聚甲醛溶液固定 10 min，依据

TRAP 染色试剂盒说明进行 TRAP 染色，细胞核≥

3 的细胞为 TRAP 染色阳性多核破骨细胞，并在光

学显微镜下观察并计数阳性细胞数量。 

2.10  免疫荧光实验 

将细胞爬片置入 24 孔板中，BMMs 细胞以 2×

104/孔接种于 24 孔板中，加入 30 ng/mL M-CSF 培

养 24 h，设置空白组、RANKL 对照组及全蝎-土鳖

虫（1.0 mg/mL）组，其中全蝎-土鳖虫给药 8 h 后加

入 RANKL 进行诱导，RANKL 诱导 1 h，吸弃培养

基，用 4%多聚甲醛固定 20 min，0.5% Triton X-100

渗透 15 min，PBS 清洗 2 次，加入 1%牛血清白蛋

白阻断 30 min，将固定的细胞与 p65 一抗孵育过夜，

PBS 清洗 3 次，避光加入荧光标记二抗孵育 1 h，

PBST 清洗爬片 3 次，滴加 DAPI 避光孵育 5 min，

PBST 清洗 4 次，用含抗荧光猝灭剂的封片液封片，

荧光显微镜观察采集图像。 

2.11  Western blotting 检测 NF-κB 通路相关蛋白

表达 

2.11.1  Western blotting检测RANKL诱导的BMMs

细胞相关蛋白表达  BMMs 以 6×105/孔接种于 6

孔板，于含 10%胎牛血清、30 ng/mL M-CSF 的 α-

MEM 培养基中培养过夜，加入 1 mg/mL 全蝎-土鳖

虫提取物，6 h 之后加入 50 ng/mL 的 RANKL 分别

刺激 5、10、20、30、60 min，细胞用 PBS 清洗 2

次，加入 RIPA 裂解液，冰上裂解 30 min，BCA 法

测定蛋白浓度。蛋白样品经 8%～12%十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，分别加入

p-IκBα、IκBα、p-p65、p65 抗体孵育后显影，采用

Image J 软件进行定量统计分析。 

2.11.2  Western blotting 检测 CIA 小鼠骨组织中相

关蛋白表达  实验结束后，处死小鼠，随机取各组

3 只小鼠后肢，去除皮肤及肌肉组织，将含有踝关

节和趾关节的后肢骨置研钵中，加入适量液氮冷冻，

迅速研磨，得骨组织粉末，收集骨组织粉末置 1.5mL

离心管中，加入 RIPA 裂解液和研磨珠，离心管置

低温研磨仪中充分研磨，研磨结束后离心，取上清，

BCA 法测定蛋白浓度。采用 Western blotting 检测 p-

p65 和 p65 蛋白表达。 

2.12  统计学分析 

采用 SPSS 24.0 软件进行统计分析，结果用

x s 表示，两组之间比较采用 t 检验分析，多组间

比较使用 One-way ANOVA。 

3  结果 

3.1  全蝎-土鳖虫抑制 CIA 小鼠足趾肿胀 

如图 1 所示，小鼠第 2 次免疫后 7 d 脚趾最先

开始出现肿胀，随着时间的进展，模型组小鼠脚背

和踝关节出现严重肿胀，后爪关节僵硬，第 44 天肿

胀达到高峰。与模型组比较，全蝎-土鳖虫组第 32 天

后呈剂量相关性地显著减轻了CIA小鼠足趾肿胀程

度（P＜0.05、0.01）。甲氨蝶呤组能显著抑制 CIA 小

鼠足趾肿胀情况（P＜0.05），其抑制效果与全蝎-土

鳖虫低剂量组类似。 

3.2  全蝎-土鳖虫降低 CIA 小鼠关节骨破坏 

Micro-CT 成像分析可以更直观地评估全蝎-土

鳖虫药对抑制 CIA 小鼠骨破坏的效果，对小鼠足关

节 Micro-CT 扫描结果进行 3D 重建，得小鼠足 3D

骨结构图。如图 2 所示，模型组小鼠骨表面粗糙、 

 
与正常组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，

图 2、4、9 同 

##P < 0.01 vs normal group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group, 

same as figs. 2, 4, 9 

图 1  各组小鼠足趾肿胀程度 
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图 2  全蝎-土鳖虫对 CIA 小鼠骨破坏的影响和相关骨参数分析 ( x s , n = 5) 

Fig. 2  Effect of Scorpio-Eupolyphaga Steleophaga drug pair on bone destruction in CIA mice and analysis of related bone 

parameters ( x s , n = 5) 

关节变形，有严重的骨侵蚀和关节破坏的特征。与

模型组比较，全蝎-土鳖虫低、高剂量组对 CIA 小鼠

骨侵蚀和关节破坏均有保护作用，且高剂量组几乎

未见骨侵蚀。3D 重建图显示，甲氨蝶呤组能抑制

CIA 小鼠骨破坏，全蝎-土鳖虫高剂量组抑制踝关节

和趾骨关节骨破坏作用要优于甲氨蝶呤组。全蝎-土

鳖虫低、高剂量组能显著改善 CIA 小鼠的骨密度、

增加骨小梁厚度、提高骨体积分数、降低骨表面积

与骨体积比值（P＜0.05、0.01）。骨参数结果表明，

全蝎-土鳖虫能延缓 CIA 小鼠骨侵蚀放射学进展，

对 CIA 小鼠骨侵蚀具有显著缓解作用。 

3.3  全蝎-土鳖虫改善 CIA 小鼠关节病理并减少关

节破骨细胞分化 

3.3.1  病理切片 HE 染色观察  如图 3 所示，模型

组可见滑膜组织增生、关节软骨侵蚀、关节腔狭窄、

关节内大量炎性细胞浸润。与模型组比较，全蝎-土

鳖虫组和甲氨蝶呤组可减轻滑膜增生、关节软骨破

坏、关节腔炎性细胞浸润，且全蝎-土鳖虫高剂量组

优于甲氨蝶呤组。 

3.3.2  TRAP 染色分析  如图 4 所示，模型组小鼠

关节内可见大量染成红色的阳性破骨细胞，全蝎-土

鳖虫低、高剂量组均能显著抑制小鼠关节内破骨细

胞的分化形成（P＜0.01），且其抑制作用呈剂量相

关性。甲氨蝶呤组能抑制小鼠关节内破骨细胞的分

化（P＜0.01），但其抑制作用低于全蝎-土鳖虫低、

高剂量组。 

3.4  全蝎-土鳖虫对 BMMs 细胞活力的影响 

 如图 5 所示，与空白组比较，0.250、0.500、

1.000 mg/mL 的全蝎-土鳖虫对 BMMs 的增殖无明

显影响，0.125 mg/mL 的全蝎-土鳖虫对 BMMs 增殖

有显著促进作用（P＜0.05、0.01）；2.000 mg/mL 的

全蝎-土鳖虫对 BMMs 增殖有显著抑制作用（P＜

0.01）。因此，选择全蝎-土鳖虫质量浓度≤1 mg/mL

进行后续研究。 

 

图 3  全蝎-土鳖虫对 CIA 小鼠关节骨破坏的影响 (HE, ×200) 

Fig. 3  Effect of Scorpio-Eupolyphaga Steleophaga drug pair on bone destruction in CIA mice (HE, × 200)
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图 4  全蝎-土鳖虫对 CIA 小鼠关节破骨细胞形成的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Effect of Scorpio-Eupolyphaga Steleophaga drug pair on osteoclast formation in joints of CIA mice ( x s , n = 3)

 

与空白组（0 mg·mL−1）比较：*P＜0.05   **P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group (0 mg·mL−1) 

图 5  不同质量浓度全蝎-土鳖虫对小鼠 BMMs 细胞增殖的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 5  Effects of different concentrations of Scorpio-Eupolyphaga Steleophaga drug pair on the proliferation of mouse BMM 

cells ( x s , n = 5)

3.5  全蝎-土鳖虫抑制 RANKL 诱导的 BMMs 细胞

分化成破骨细胞 

如图 6 所示，BMMs 细胞加入 M-CSF、RANKL

诱导 5 d 后，大量的 TRAP 染色阳性的破骨细胞在

RANKL 对照组出现。与 RANKL 对照组比较，全

蝎-土鳖虫组呈剂量相关性显著降低 TRAP 染色阳

性破骨细胞分化数量（P＜0.01）。表明全蝎-土鳖虫

能够抑制破骨细胞的形成。

             

与 RANKL 对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，图 8 同 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs RANKL control group, same as fig. 8 

图 6  全蝎-土鳖虫对体外诱导破骨细胞形成分化的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  Effect of Scorpio-Eupolyphaga Steleophaga drug pair on differentiation of osteoclasts in vitro ( x s , n = 3)
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3.6  全蝎-土鳖虫减少 RANKL 诱导的 BMMs 细胞

NF-κB p65 核定位 

通过免疫荧光染色观察 NF-κB p65 定位，细胞

核被 DAPI 染成蓝色，NF-κB p65 染成红色。如图 7

所示，空白组、1.000 mg/mL 全蝎-土鳖虫组 NF-κB 

p65 表达较弱，且主要分散在胞质中，胞核呈空洞 

 

图 7  全蝎-土鳖虫对破骨细胞形成 NF-κB p65 核定位的影

响 (免疫荧光, ×120) 

Fig. 7  Effect of Scorpio-Eupolyphaga Steleophaga drug pair 

on nuclear localization of NF-κB p65 in osteoclasts formation 

(immunofluorescence, × 120) 

状。RANKL 对照组 NF-κB p65 表达增强，呈亮红

色分布于胞核中。全蝎-土鳖虫能够抑制 RANKL 诱

导的 BMMs 细胞 NF-κB p65 表达及核定位。 

3.7  全蝎-土鳖虫抑制破骨细胞分化中 NF-κB 通路

相关蛋白表达 

RANKL 为破骨细胞分化因子，RANKL 刺激

BMMs 时间不同，BMMs 向破骨细胞分化的 NF-κB

信号通路相关蛋白表达量不同。如图 8 所示，1.000 

mg/mL 全蝎 -土鳖虫处理 BMMs 细胞后，加入

RANKL 分别刺激 5、10、30、60 min，显著降低了

p-IκBα 水平（P＜0.01）；RANKL 分别刺激 5、10、

20、30、60 min 能显著降低 p-p65 的表达（P＜0.05、

0.01）。表明全蝎-土鳖虫能够在不同时间点抑制破

骨细胞分化 NF-κB 信号通路相关蛋白表达。 

3.8  全蝎-土鳖虫抑制CIA小鼠骨组织中NF-κB通

路相关蛋白表达 

Micro-CT 成像结果表明，CIA 小鼠的踝关节和

趾关节容易发生骨侵蚀和关节破坏。如图 9 所示，

与正常组比较，模型组骨组织中 p-NF-κB p65 蛋白

表达水平显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，全

蝎-土鳖虫低、高剂量组 p-NF-κB p65 蛋白表达水平

呈下降趋势，且高剂量组 p-NF-κB p65 蛋白表达水

平显著降低（P＜0.01）。

 

图 8  全蝎-土鳖虫对破骨细胞分化 NF-κB 通路相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 8  Effect of Scorpio-Eupolyphaga Steleophaga drug pair on expression of proteins related to NF-κB pathway in osteoclast 

differentiation ( x s , n = 3)
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图 9  全蝎-土鳖虫对 CIA 小鼠骨组织 NF-κB 通路相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 9  Effect of Scorpio-Eupolyphaga Steleophaga drug pair on expression of proteins related to NF-κB pathway in bone tissue 

of CIA mouse ( x s , n = 3)

4  讨论 

RA 属中医痹症范畴，根据 RA 骨破坏的发展

规律，其中医主要病机可概括为外邪（风、寒、湿

为主）内侵，袭踞经隧，气血为邪所阻，周流不畅，

湿停为痰，血停为淤，痰瘀交阻，凝涩不通，痹阻

经络，病延日久，邪入骨骸，蓄于骨节，胶着不去，

骨节肿痛，结节畸形，甚则溃破，最终导致骨质损

伤，关节破坏。RA 骨破坏患者常久痛多瘀，关节肿

痛，功能障碍，缠绵不愈，多是病邪与瘀血凝聚骨

节，胶结难解，常规草木之品，恒难凑效。须采用

透骨搜络、涤痰化瘀之品，可搜剔深入骨骱之痰瘀，

以蠲肿痛，利关节，壮筋骨。虫类善行，入药搜剔

穿透力雄，为开闭解结之良药，能软坚除痰、破血

消癥，治疗顽痹具有殊效[11]。 

全蝎具有息风止痉、攻毒散结、通络止痛的功

效，对于风寒湿痹久治不愈，筋脉拘挛，甚则关节

变形之顽痹，作用颇佳。土鳖虫具有破血逐淤、消

肿止痛、续筋接骨的功效。现代药理研究表明，全

蝎具有免疫调节、镇痛、抗炎的作用[12-13]，土鳖虫

具有促进骨折愈合、抗血栓、免疫调节的作用[14]。

临床上全蝎、土鳖虫配伍相须为用，能开坚结，祛

瘀血，散顽风，消凝痰，对于难治性风湿入络、痰

瘀互结之 RA 关节屈伸不利，甚至畸形者作用较好。 

骨是一种动态组织，通过在破骨细胞与成骨细

胞之间的平衡来持续重塑以保持骨骼的完整性。正

常生理条件下，破骨细胞的骨吸收和成骨细胞的骨

形成活动受到严格控制[15]。RA 表现为慢性炎症，

破坏了这种生理平衡，从而有利于骨吸收而不是骨

形成。破骨细胞是唯一能进行骨吸收的细胞类型，

大量证据表明，在关节炎动物模型中发现了具有破

骨细胞表型的多核细胞[16-17]。破骨细胞的分化主要

是由核因子受体激活剂 RANKL 调控，RANKL 诱

导了一些与破骨细胞活化有关的基因编码蛋白的表

达，如组织蛋白酶-K、TRAP、破骨细胞相关 Ig 样

受 体 （ osteoclast-associated immunoglobulin-like 

receptor，OSCAR）和基质金属蛋白酶-9（matrix 

metalloprotein-9，MMP-9）等[18]。RANKL 与其在单

核破骨前体细胞上的特定受体 RANK 的结合启动

了一系列转录变化，最终导致破骨细胞分化[19-20]。 

RANKL与RANK结合激活的NF-κB信号通路

在破骨细胞形成中起着关键作用[21-22]。NF-κB 信号

通路广泛存在于多种细胞过程中，包括各种免疫细

胞的激活和分化过程、树突状细胞的成熟以及巨噬

细胞的天然和获得性免疫途径[23]。NF-κB 信号通路

由 NF-κB、IκB 和 IκB 激酶（IκB kinase，IKK）组

成。当细胞受到胞外信号刺激时可激活 NF-κB 经典

信号通路，信号传递到 IKK，IκB 在 IKK 诱导下发

生磷酸化而被降解，暴露 NF-κB 核转移定位信号区

域，NF-κB 活化进入细胞核，进而激活 NF-κB 信号

通路[24]。NF-κB 信号通路是细胞因子与炎症反应之

间的桥梁。RA 是一种与炎症相关的自身免疫性疾

病，与 NF-κB 信号通路的过度激活密切相关[25]。本

研究采用 CIA 小鼠模型及 RANKL诱导的体外破骨

细胞分化模型，确认了全蝎-土鳖虫药对治疗 RA 骨

破坏的药效。全蝎-土鳖虫药对在整体动物水平上能

显著抑制 CIA 模型小鼠的骨破坏，减少关节破骨细

胞 TRAP 染色阳性细胞数量，改善关节病理。体外

能显著抑制 BMMs 向破骨细胞的分化，并能降低破

骨细胞分化的 NF-κB p65、IκBα 磷酸化水平，减少

NF-κB p65 的核定位，体内结果表明全蝎-土鳖虫高

剂量组能显著降低 CIA 小鼠骨组织中 NF-κB p65 磷

酸化水平，表明全蝎-土鳖虫药对可以通过抑制 NF-

κB 信号通路，减少破骨细胞分化，进而抑制 RA 骨

破坏。 

正常  模型  甲氨   4.16  2.08 

            蝶呤 全蝎-土鳖虫/(g·kg−1) 

正常        模型    甲氨蝶呤  全蝎-土鳖虫 全蝎-土鳖虫 

4.16 g·kg−1   2.08 g·kg−1 
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综上，本研究针对全蝎-土鳖虫药对抑制 RA 骨

破坏及其作用机制进行研究，结果表明，全蝎-土鳖

虫药对作为临床常用动物药药对能够抑制 RA 骨破

坏，表现为调控过度激活的 NF-κB 信号通路中 p65、

IκBα 磷酸化水平，抑制破骨细胞的分化，降低 CIA

小鼠骨组织中 p-NF-κB p65 蛋白表达水平。提示全

蝎-土鳖虫可能通过抑制 NF-κB 信号通路降低 RA

骨破坏。本研究为全蝎-土鳖虫药对临床治疗 RA 特

别是有 RA 骨破坏放射学进展的患者，提供了组方

遣药选择的理论依据，同时为该药对进一步开发成

治疗 RA 骨破坏的药物提供了相关基础。 
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