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[摘　要 ] 目的：探讨白介素-17（IL-17）诱导的自噬及其相关蛋白在促进牙槽骨破

坏过程中的具体机制。方法：对照组以含30 ng/mL巨噬细胞集落刺激因子、

50 ng/mL核因子κB受体活化因子配体（RANKL）的培养基诱导小鼠骨髓来源巨噬

细胞（BMM），IL-17组分别以 0.01、0.1、1.0、10 ng/mL IL-17处理，采用抗酒石酸

酸性磷酸酶（TRAP）染色观察 TRAP阳性多核破骨细胞；鬼笔环肽荧光染色检测肌

动蛋白环周长；甲苯胺蓝染色分析骨吸收陷窝形成情况。另设对照组使用含

50 ng/mL RANKL 的培养基诱导 RAW264.7 细胞，IL-17组分别以 0.01、0.1、
1.0、10 ng/mL的 IL-17处理，采用蛋白质印迹法检测不同浓度 IL-17处理后自噬相

关蛋白 Beclin-1、微管相关蛋白 1 轻链3（LC3）及破骨细胞相关蛋白 c-fos、活

化 T细胞核因子 1（NFATc1）的表达；检测1.0 ng/mL IL-17 处理及加入自噬抑制

剂 3-MA后RAW264.7细胞 LC3、NFATc1、TRAF6/ERK/p38信号通路相关蛋白

的表达。结果：0.01、0.1、1.0 ng/mL IL-17处理BMM后，TRAP阳性多核破骨细

胞数量、肌动蛋白环周长以及骨吸收陷窝面积较对照组均增加，且1.0 ng/mL
IL-17 处理 RAW264.7 细胞后，c-fos、NFATc1、Beclin-1、LC3、TRAF6、磷酸

化 ERK、磷酸化 p38蛋白表达均上调（均P<0.05）；而采用自噬抑制剂 3-MA处理

后，LC3、NFATc1、TRAF6、磷酸化 ERK、磷酸化 p38 的表达水平均下降（均

P<0.05）。结论：IL-17可促进 Beclin-1、LC3等自噬关键蛋白表达，增强破骨前体

细胞的分化能力，TRAF6/ERK/p38信号通路参与该过程。
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[Abstract ] Objective: To investigate the effects of interleukin (IL)-17-mediated
autophagy on the TNF receptor associated factor (TRAF6)/extracellular signal-regulated
kinase (ERK)/p38 pathway and osteoclast differentiation.Methods: Mouse bone marrow-
derived macrophages (BMM) were cultured with a medium containing 30 ng/mL
macrophage colony stimulating factor and 50 ng/mL receptor activator of nuclear
factor-kappa B ligard (RANKL), and IL-17 (0.01, 0.1, 1.0, 10 ng/mL) was added for
intervention (IL-17 group). Tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) staining was used
to observe TRAP positive multinucleated cells; phalloidin fluorescent staining was used to
detect actin ring circumference; toluidine blue staining was used to analyze bone
resorption lacuna formation. To further examine the mechanism of the effect of IL-17-
mediated autophagy on the differentiation of osteoclasts, the control group used 50 ng/mL
RANKL medium to culture mouse macrophage RAW264.7 cells, while the IL-17 group
was treated with IL-17 (0.01, 0.1, 1.0, 10 ng/mL). Western blot was used to detect the
expression of autophagy-related proteins Beclin-1, microtubule-associated protein 1 light
chain 3 (LC3) and osteoclast-related proteins c-fos and nuclear factor of activated T cell 1
(NFATc1) after treatment with different concentrations of IL-17. The expression of LC3,
NFATc1, TRAF6/ERK/p38 signaling pathway related proteins were detected in
1.0 ng/mL IL-17 and autophagy inhibitor 3-MA group. Results: The number of TRAP
positive multinucleated cells, the circumference of the actin ring and the area of bone
resorption lacuna in IL-17 group treated with IL-17 (0.01, 0.1, 1.0 ng/mL) were
significantly higher than those in the control group. In IL-17 treated RAW264.7 cells, the
expression of c-fos, NFATc1, Beclin-1, LC3, TRAF6, p-ERK, and p-p38 was all
significantly up-regulated (all P < 0.05). After treatment with the autophagy inhibitor 3-
MA, the expression levels of LC3, NFATc1, TRAF6, p-ERK, and p-p38 all decreased
significantly (all P < 0.05). Conclusion: IL-17 can promote the expression of autophagy
proteins and enhance the differentiation ability of osteoclast precursor cells, and the
TRAF6/ERK/p38 signaling pathway may be involved in this process.
[Key words ] Osteoclast; Cell differentiation; Interleukin-17; Autophagy; TRAF6/ERK/
p38 pathway

[J Zhejiang Univ （Med Sci）, 2021, 50（2）: 162-170.]
[缩略语 ] 白介素（interleukin，IL）；辅助性T细胞（helper T cell，Th）；抗酒石酸酸性

磷酸酶（tartrate-resistant acid phosphatase，TRAP）；肿瘤坏死因子受体相关因子（TNF
receptor associated factor，TRAF）；核因子κB受体活化因子配体（receptor activator of
nuclear factor-kappa B ligand，RANKL）；胞外信号调节激酶（extracellular signal-regulated
kinase，ERK）巨噬细胞集落刺激因子（macrophage colony stimulating factor，M-CSF）；微
管相关蛋白 1轻链3（microtubule-associated protein 1 light chain 3，LC3）；活化T细胞核

因子（nuclear factor of activated T cell，NFATc）；细胞计数试剂盒（cell counting kit，
CCK）；聚偏二氟乙烯（polyvinylidenefluoride，PVDF）；骨髓来源巨噬细胞（bone marrow-
derived macrophages，BMM）；磷酸盐缓冲液（phosphate buffered saline，PBS）;甘油醛-3-
磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH）
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牙周炎是以菌斑微生物及其产物为始动因

子，以牙周组织炎性浸润为特征的慢性感染性疾

病，可导致牙槽骨进行性破坏，继而引发牙齿脱

落[1]。IL-17是主要由 Th17产生的促炎细胞因子，

近年来因其在牙周炎牙槽骨吸收过程中起到重要

作用而受到广泛关注[2]。已有研究表明， IL-17可

通过诱导自噬促进破骨细胞的分化，加重实验性

牙周炎小鼠模型的牙槽骨吸收[3]，但自噬参与这

一过程的具体机制尚未明确。

破骨细胞是人体内唯一的骨吸收细胞，其极

化后的封闭区可在骨表面形成密闭的骨吸收微环

境，并通过褶皱缘胞膜分泌氢离子及胶原分解酶

至微环境中溶解矿物质、降解有机骨基质[4-6]。
TRAP阳性多核细胞是破骨前体细胞分化的标志，

具有 3个或 3个以上细胞核的 TRAP阳性细胞被

称为成熟破骨细胞[7-8]；而肌动蛋白环是破骨前体

细胞终末分化的特征，也是破骨细胞发挥骨吸收

功能的必要条件；骨吸收陷窝的形成则表明破骨

细胞已分化成熟并具有骨吸收活性[7]。
TRAF6是 IL-17受体信号转导以及Th17分化

的重要调控因子，同时也是RANKL在破骨细胞分

化和骨吸收过程中发挥作用的关键下游介质[9]。
有学者指出，在 IL-17 诱导的类风湿关节炎中，

TRAF6下游相关通路蛋白 ERK、p38均被激活，提

示 TRAF6/ERK/p38信号通路参与 IL-17诱导的炎

症反应[10]。Beclin-1是介导自噬体膜延伸的关键

启动子[11]，其与三型磷脂酰肌醇3激酶的相互作

用在自噬体的形成与成熟过程中不可或缺[12]。
有研究显示，Beclin-1上存在两个可能与TRAF6结

合的位点，且 TRAF6介导的 Beclin-1泛素化能够

促进单核巨噬细胞白血病细胞RAW264.7自噬，提

示 TRAF6与自噬诱导之间存在密切联系，但

TRAF6及其相关通路在IL-17诱导自噬促进破骨细

胞分化过程中的作用机制尚未明确[13]。本文旨

在研究IL-17促进破骨细胞分化过程中的自噬活动

与 TRAF6/ERK/p38信号通路之间的关系，探讨牙

周炎症性牙槽骨吸收的致病机制，为牙周炎的治

疗提供新的靶点。

1 材料与方法

1.1 试剂和仪器

可溶性重组小鼠 IL-17为美国 PeproTech公

司产品；M-CSF和RANKL为美国 R&D Systems

公司产品。所有细胞培养基及耗材均为美国Gib-
co和Thermo Fisher Scientific公司产品。LC3、Beclin-
1、c-fos、NFATc1、TRAF6和 GAPDH抗体为美国

Proteintech公司产品；磷酸化ERK及磷酸化 p38抗
体为美国Cell Signaling Technology公司产品；山羊

抗兔免疫球蛋白G二抗为博士德生物工程有限公

司产品；二辛可宁酸试剂盒、增强化学发光检测试

剂及鬼笔环肽为美国Thermo Fisher Scientific公司

产品；自噬抑制剂 3-MA为上海翊圣生物科技有限

公司产品；TRAP试剂盒及 CCK-8为德国 Sigma-
Aldrich 公司产品；PVDF 膜、分光光度计为美国

Bio-Rad Laboratories公司产品。CKX53倒置显微

镜为日本 Olympus 公司产品； 荧光显微镜为德

国 Leica公司产品。

1.2 实验动物

本研究经浙江大学医学院附属第二医院动

物伦理委员会审批（批准文号为 2017–052），所
有动物实验均根据美国国立卫生研究院的实验

动物护理和使用原则及程序进行。所有手术均

在戊巴比妥钠麻醉下进行。 1 0只 7周龄的

C57BL/6雌性小鼠购自浙江大学实验动物中心，

体重为（23.4±1.7）g，饲养于浙江大学医学院附

属第二医院动物中心，喂食清洁饲料和纯净水，每

日按时更换垫料，环境温度25 ℃，日光照时间

12 h。
1.3 细胞来源及培养

1.3.1 小鼠 BMM细胞培养及制备破骨细胞

BMM获取方法同文献[14]，即小鼠用戊巴比妥钠

（150 mg/kg，腹膜内注射）麻醉后，通过颈椎脱位

法实施安乐死。解剖分离小鼠股骨和胫骨，切开

末端，用含有30 ng/mL M-CSF的对照培养基（含

10%胎牛血清、100 U/mL青霉素、100 U/mL链霉

素的DMEM培养基）冲洗骨髓腔。将混合物均质

化后置于培养皿中，于含 5%二氧化碳的37 ℃恒

温培养箱中孵育3 d，收集贴壁细胞，即BMM。

BMM以5×104个/孔接种至48孔板，使用含M-CSF
（30 ng/mL）、RANKL（50 ng/mL）及不同浓度 IL-
17（0、0.01、0.1、1.0、10 ng/mL）的对照培养基培

养[3，15]。每隔1 d更换培养基，直到倒置显微镜下

出现多核细胞。制备的细胞用于TRAP染色、鬼笔

环肽染色及甲苯胺蓝染色实验。

1.3.2 小鼠RAW264.7细胞培养及制备破骨细

胞 实验所用RAW264.7细胞来自上海酶研生物
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科技有限公司。用DMEM培养基以 2×104个/cm2

的浓度培养细胞，培养基中含有 10%胎牛血清、

50 ng/mL RANKL、100 U/mL青霉素和100 U/mL
链霉素，在含 5%二氧化碳的25 ℃恒温培养箱中孵

育。RAW264.7细胞以 10×104个/孔的密度接种

到六孔板中，使用含 50 ng/mL RANKL及不同浓

度 IL-17（0、0.01、0.1、1.0、10 ng/mL）的对照培养

基培养；每隔1 d更换培养基，直至倒置显微镜下出

现多核细胞。制备的细胞用于检测相关蛋白表达

水平。

1.4 细胞增殖实验测定细胞活力

将 RAW264.7细胞在 96孔板（3×103个/孔）

中孵育24 h，用不同浓度的 IL-17（0、0.01、0.1、
1.0和10 ng/mL）或 3-MA（1 mmol/L）处理后继续

培养72 h。每孔在相同的时间点下加入10 μL
CCK-8溶液，在含 5%二氧化碳的37 ℃恒温培养箱

中孵育1.5 h后，采用分光光度计在450 nm下测量

吸光度值。

1.5 TRAP染色鉴定成熟破骨细胞

对照组以含30 ng/mL M-CSF、50 ng/mL
RANKL的培养基培养BMM，IL-17组分别以 0.01、
0.1、1.0、10 ng/mL IL-17作为干预，BMM形成多

核细胞后，吸出培养基，用 PBS 洗涤，在室温下

用 4%多聚甲醛固定20 min，使用 TRAP 染液在

37 ℃恒温孵箱中避光孵育1 h，PBS洗净染液后光

学显微镜下观察细胞并计数。体积大、细胞质呈

紫红色，且具有 3个或 3个以上细胞核的 TRAP阳

性细胞称为成熟破骨细胞[8]。
1.6 荧光显微镜观察破骨细胞分化情况

肌动蛋白环的形成是终末分化破骨细胞的特

征[7]。对照组培养基含30 ng/mL M-CSF、50 ng/mL
RANKL，IL-17组分别添加 0.01、0.1、1.0、10 ng/mL
的 IL-17作为干预，成熟破骨细胞形成后，在室温下

将细胞用4%多聚甲醛固定30 min，PBS洗涤后用鬼笔

环肽孵育2 h，再次用PBS洗涤后使用荧光显微镜观

察肌动蛋白环的形成。

1.7 甲苯胺蓝染色测定体外骨吸收陷窝

将 BMM以 5×104个/孔的密度接种在放置牛

骨片的 4 8 孔板上 ， 2 4 h后将对照组细胞用

30 ng/mL M-CSF、50 ng/mL RANKL处理，IL-17组
细胞在对照组基础上加入不同浓度的 I L -17
（0.01、0.1、1.0和10 ng/mL）。每隔1 d更换一次

培养基，观察到成熟的破骨细胞后继续培养3 d。

培养结束后牛骨片用 PBS洗涤并干燥，使用甲苯

胺蓝染色，观察骨吸收陷窝。

1.8 蛋白质印迹法检测破骨细胞分化、自噬和

TRAF6/ERK/p38通路相关蛋白的表达

采用蛋白质印迹法检测破骨细胞分化早期关

键转录因子 c-fos、NFATc1[7]，介导自噬体形成的

关键启动子Beclin-1，自噬小体膜延伸的关键标志

物 LC3蛋白[11，16]，以及 TRAF6/ERK/p38通路相

关蛋白的表达。使用细胞裂解液提取细胞的总

蛋白后，采用二辛可宁酸试剂盒进行蛋白浓度

定量。随后使用十二烷基硫酸钠–聚丙烯酰胺

凝胶电泳分离15 μg的总蛋白，并转移至0.2 μm孔

径的 PVDF 膜上，在室温下用 5%脱脂奶粉封闭

1 h，并在相应的一抗中4 ℃孵育过夜。第二天

使用 1×TBST 洗涤 PVDF 膜后将其与二抗在室

温下共同孵育1 h，化学发光检测试剂检测相应

蛋白条带。

1.9 统计学方法

每组实验均重复 3 次，所有定量数据以均

值±标准差（x s± ）表示。使用 GraphPad Prism
8.0软件用单向方差分析法进行统计学分析，两样

本均数间差异采用 t检验。P<0.05为差异具有统

计学意义。

2 结 果

2.1 IL-17对细胞增殖活性的影响

0.01、0.1 ng/mL IL-17处理后细胞增殖活性

较对照组增强（均P<0.05）；1.0、10 ng/mL IL-17
及1 mmol/L 3-MA处理后细胞增殖活性与对照组

差异无统计学意义（均P>0.05），见图 1。结果提

示，0.01、0.1、1.0、10 ng/mL IL-17及1 mmol/L
3-MA对破骨前体细胞均无毒性。

2.2 IL-17 对 TRAP 阳性多核破骨细胞数量的

影响

0.01、0.1、1.0 ng/mL IL-17处理后，TRAP阳

性 多 核 破 骨 细 胞 的 数 量 较 对 照 组 增 加 ； 但

10 ng/mL IL-17处理后 TRAP阳性多核破骨细胞

的数量较对照组减少，见图 2。结果提示，0.01、
0.1、1.0 ng/mL IL-17可促进破骨细胞成熟，而

10 ng/mL IL-17则会抑制破骨细胞成熟。

2.3 IL-17对破骨细胞分化的影响

0.01、0.1、1.0 ng/mL IL-17处理后，破骨细胞

肌动蛋白环的周长较对照组增加；而10 ng/mL
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IL-17处理后破骨细胞肌动蛋白环的周长较对照

组减小，见图3。结果提示，0.01、0.1、1.0 ng/mL
IL-17可促进破骨细胞的分化，而10 ng/mL IL-17
则会抑制破骨细胞分化。

2.4 IL-17对体外培养破骨细胞骨吸收活性的

影响

0.01、0.1、1.0 ng/mL IL-17处理后，骨吸收

陷窝面积较对照组增大；而10 ng/mL IL-17处理

后骨吸收陷窝面积较对照组减小，见图 4。结果提

示，0.01、0.1、1.0 ng/mL IL-17可以促进破骨细胞

骨吸收活性，而10 ng/mL IL-17则会抑制破骨细胞

骨吸收活性。

与对照组比较，*P<0.05. IL：白介素.

图 1 3-MA及不同浓度IL-17处理后RAW264.7细胞增殖
活性变化

Figure 1 Effects of 3-MA and different concentrations of
IL-17 on the cell viability of RAW264.7

紫红色为TRAP表达阳性；与对照组比较，0.01、0.1、1.0 ng/mL IL-17组 TARP阳性细胞数量增加，10 ng/mL IL-17组 TRAP阳性细胞

数量减少.标尺=200 μm.IL：白介素；TRAP：抗酒石酸酸性磷酸酶.

图 2 不同浓度 IL-17处理小鼠骨髓来源巨噬细胞后TRAP染色结果

Figure 2 Tartrate-resistant acid phosphatase staining results of BMM cells treated with different concentrations of IL-17

黄色荧光为肌动蛋白；与对照组比较，0.01、0.1、1.0 ng/mL IL-17组肌动蛋白环周长增加，10 ng/mL IL-17组肌动蛋白环周长减小.

标尺=200 μm.IL：白介素.

图 3 不同浓度 IL-17处理小鼠骨髓来源巨噬细胞后肌动蛋白环染色结果

Figure 3 Actin circles staining results of BMM cells treated with different concentrations of IL-17

箭头指示的深蓝色为骨吸收陷窝；与对照组比较，0.01、0.1、1.0 ng/mL IL-17组骨吸收陷窝面积增大，10 ng/mL IL-17组骨吸收陷窝面

积减小. 标尺=500 μm. IL：白介素.

图 4 不同浓度IL-17处理小鼠骨髓来源巨噬细胞后骨吸收陷窝的变化

Figure 4 Bone resorption lacuna variety of BMM cells treated with different concentrations of IL-17
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2.5 IL-17对破骨细胞分化相关蛋白表达的影响

0.01、0.1、1.0 ng/mL IL-17处理后细胞中

c-fos和NFATc1表达较对照组增加（均P<0.05）；
而10 ng/mL IL-17处理后细胞中c-fos和NFATc1的

表达减少（均P<0.05），见图5和表1。结果提示，

0.01、0.1、1.0 ng/mL IL-17可上调破骨细胞分化

相关转录因子表达并促进破骨细胞分化 ，而

10 ng/mL IL-17处理后这一过程被抑制。

2.6 IL-17在破骨细胞分化过程中对自噬相关蛋

白表达的影响

0.01、0.1、1.0 ng/mL IL-17处理后细胞中

Beclin-1和LC3 蛋白表达水平较对照组上调（均

P<0.05），而10 ng/mL IL-17处理后自噬相关蛋

白Beclin-1和LC3表达较对照组下调（均P<0.05），
见图 6和表 1。结果提示，自噬参与 IL-17诱导的

破骨细胞分化过程。

2.7 自噬抑制剂对 IL-17诱导的破骨细胞分化

过程中TRAF6/ERK/p38通路的影响

选择对破骨细胞分化及自噬相关蛋白表达促

进作用较为明显的1.0 ng/mL IL-17处理组检

测 TRAF6/ERK/p38通路相关蛋白 TRAF6、磷酸

化 ERK、磷酸化 p38的表达。结果显示，破骨细胞

经1.0 ng/mL IL-17处理后，TRAF6、磷酸化ERK、

磷酸化 p38蛋白表达较对照组上调（均P<0.05）；
而自噬抑制剂 3-MA（1 mmol/L）可使破骨细胞分

化相关蛋白、自噬相关蛋白 TRAF6、磷酸化 ERK、

磷酸化 p38表达下调（均P<0.05），见图 7、表 2。
结果提示，TRAF6/ERK/p38 信号通路参与

IL-17诱导的自噬促进破骨细胞分化过程。

3 讨 论

牙周炎是以牙菌斑为始动因子、受多种因素

A：c-fos蛋白表达电泳图；B：NFATc1蛋白表达电泳图.IL：白
介素；NFATc：活化 T细胞核因子；GAPDH： 甘油醛-3-磷酸脱氢酶.

图 5 不同浓度 IL-17处理破骨细胞相关蛋白表达变化

Figure 5 Effect of IL-17 on the expression of osteoclast-
related genes

表 1 不同浓度 IL-17处理后破骨细胞分化和自噬相关蛋白表达量比较
Table 1 Expression of osteoclast and autophagy-related proteins after treatment with different concentrations of IL-17

（x s± ）

组 别 n c-fos NFATc1 Beclin-1 LC3
对照组 3 1.000±0.026 1.000±0.028 1.000±0.012 1.000±0.020
IL-7 0.01 ng/mL 3 1.068±0.100* 1.142±0.039** 1.070±0.059* 1.053±0.043*

0.1 ng/mL 3 1.127±0.136* 1.121±0.085* 1.050±0.031* 1.053±0.051*

1.0 ng/mL 3 1.162±0.101* 1.146±0.034** 1.046±0.032* 1.168±0.089*

10 ng/mL 3 0.800±0.116* 0.900±0.048* 0.789±0.153* 0.827±0.095*

　　与对照组比较，*P<0.05，**P<0.01. IL：白介素；NFATc：活化T细胞核因子；LC3：微管相关蛋白 1轻链 3.

A：Beclin-1蛋白表达电泳图；B：LC3蛋白表达电泳图.IL：白
介素；LC3：微管相关蛋白 1 轻链 3.
图 6 IL-17对自噬相关蛋白表达的影响

Figure 6 Effect of IL-17 on the expression of autophagy-
related protein
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（遗传、环境、宿主因素等）影响的慢性感染性疾

病[1，17]。牙菌斑中的微生物及其有毒产物可在牙

周组织中引起局部炎症反应，产生的炎症因子可

增加破骨细胞活性并促进牙槽骨吸收[18]。研究

表明，BMM经M-CSF与 RANKL刺激可分化为成

熟的破骨细胞，而RAW264.7细胞同时表达M-CSF
及其受体 c-fms，因此只需 RANKL刺激即可分化

为破骨细胞，两者均为体外破骨细胞的主要来

源[19-20]。BMM作为原代细胞取自新鲜组织，其生

物学特性尚未发生较明显的变化，所得数据更具

有说服力，但 BMM获取难度大且无法增殖，无法

满足蛋白提取实验所需，且研究证实RAW264.7细
胞与BMM细胞向破骨细胞分化的特性无明显差

异[21]，因此本研究在 TRAP染色、鬼笔环肽染色及

骨吸收实验中使用BMM细胞，而在蛋白免疫印迹

分析实验中使用RAW264.7细胞。

IL-17是炎症因子中极具潜力的骨生理稳定

调节介质之一[22]。本文资料显示，0.01、0.1、
1.0 ng/mL IL-17处理能够促进破骨细胞相关蛋

白 c-fos、NFATc1表达，TRAP阳性多核破骨细胞、

肌动蛋白环形成，且以1.0 ng/mL IL-17的促进

作用较为显著，但当 IL-17 浓度达到10 ng/mL
时，c-fos、NFATc1蛋白表达以及 TRAP阳性多核

破骨细胞、肌动蛋白环形成均减少，提示 0.01、
0.1、1.0 ng/mL IL-17可以促进破骨细胞的分化

与成熟，但10 ng/mL IL-17 可抑制这一过程。

Kitami等[15]和Wijekoon等[23]的研究也得到了相

似的结果：1.0 ng/mL IL-17刺激人RAW264.7细

胞或犬BMM后 TRAP阳性多核破骨细胞数量及骨

吸收陷窝面积均增大，10 ng/mL IL-17则可降低

TRAP阳性多核破骨细胞生成及骨吸收陷窝面

积。然而，Sprangers等[24]观察到10 ng/mL IL-17对
人源性 BMM 的破骨细胞分化仍具有积极作用；

Yago等[25]研究发现，1.0、10、30 ng/mL IL-17均可

促进人外周血单核细胞破骨分化，而当 IL-17浓度

达到100 ng/mL时破骨细胞分化活性出现下降。

上述结果提示，IL-17对破骨细胞分化的作用差异

可能与细胞的种属以及不同实验条件下多种复杂

的信号通路调节相关，其机制仍需进一步探索。

但不同研究均显示1 ng/mL IL-17对破骨细胞分化

具有促进作用，本研究结果与其一致。

自噬是维持细胞内环境稳态的一种机体自我

保护机制，近年来因其在免疫防御和炎症调控方

面的作用而备受关注[26]。本文资料显示，0.01、
表 2 自噬抑制剂处理后破骨细胞LC3、NFATc1、TRAF6、磷酸化ERK及磷酸化 p38蛋白表达量比较
Table 2 Comparison of LC3，NFATc1，TRAF6，p-ERK and p-p38 protein expression after autophagy inhibitor treatment

（x s± ）

组 别 n LC3 NFATc1 TRAF6 磷酸化ERK 磷酸化 p38
对照组 3 1.000±0.027 1.000±0.038 1.000±0.017 1.000±0.025 1.000±0.023
IL-17组 3 1.337±0.099** 1.106±0.061* 1.397±0.084** 1.090±0.042* 1.211±0.115*

3-MA组 3 0.600±0.051** 0.673±0.021** 0.705±0.016** 0.800±0.023** 0.536±0.090**

IL-17+3-MA组 3 0.612±0.089** 0.757±0.038** 0.754±0.039** 0.873±0.037** 0.719±0.041**

　　与对照组比较，*P<0.05，**P<0.01.IL：白介素；LC3：微管相关蛋白 1轻链3；NFATc：活化 T细胞核因子；TRAF：肿瘤坏死因子受体相关

因子；ERK：胞外信号调节激酶.

“－”：无；“＋”：有.LC3：微管相关蛋白 1轻链 3；NFATc：
活化 T细胞核因子；TRAF：肿瘤坏死因子受体相关因子；ERK：胞

外信号调节激酶；GAPDH： 甘油醛-3-磷酸脱氢酶； IL：白介素.

图 7 自噬抑制剂对破骨细胞 LC3、NFATc1及 TRAF6/
ERK/p38通路相关蛋白表达的影响

Figure 7 Effects of autophagy inhibitors on the expression of
LC3，NFATc1 and TRAF6/ERK/p38 pathway
related proteins

·168· 浙江大学学报（医学版） Journal of Zhejiang University（Medical Sciences）



0.1、1.0 ng/mL IL-17能够促进自噬相关蛋白 LC3、
Becliln-1表达，而当 IL-17浓度达到10 ng/mL时，

LC3、Becliln-1蛋白表达减少。自噬抑制剂3-MA也

可通过抑制破骨细胞的自噬活动下调 LC3、 Be-
cliln-1。Ke等[27]研究也揭示 IL-17可上调破骨前

体细胞中自噬相关蛋白 LC3、Becliln-1的表达，并

进一步促进破骨细胞分化。Lin等[28]进一步使用

小分子干扰RNA敲除小鼠自噬相关基因Atg7，结
果显示Atg7敲除小鼠糖皮质激素和卵巢切除术

诱导的全身骨丢失显著减轻，且药物抑制自噬

同样会降低破骨细胞活性并减少破骨细胞中

NFATc1、TRAP和组织蛋白酶K的表达[29]。本文

资料中 3-MA组破骨细胞 NFATc1蛋白表达下调

与上述研究结果一致。这些研究结果均提示，

IL-17通过激活自噬促进破骨细胞分化，但其具体

机制仍须进一步明确。

IL-17可上调人类破骨前体细胞中 RANK的

表达，促进RANKL与 RANK的结合，激活核因子

κB通路，从而介导破骨前体细胞分化[30]。而该过

程中 TRAF6/ERK/p38作为 RANKL-RANK的下

游通路蛋白对破骨细胞分化起关键作用[31-34]。
Qian等[35]采用去卵巢小鼠模型模拟绝经后骨质

疏松症，发现半胱氨酸可通过抑制 ERK及 p38通

路下调破骨细胞分化能力，减少去卵巢小鼠模型

的全身骨丢失。本文资料显示，1 ng/mL IL-17能

促进通路相关蛋白 TRAF6、磷酸化 ERK、磷酸

化 p38的表达，提示 TRAF6/ERK/p38信号通路参

与 IL-17促进破骨前体细胞分化的过程。随后用

自噬抑制剂 3-MA刺激1 ng/mL IL-17组，结果显示

自噬相关蛋白 LC3、TRAF6相关通路蛋白TRAF6、
磷酸化ERK、磷酸化p38及破骨相关蛋白NFATc1
的表达均下调，表明抑制自噬可使TRAF6/ERK/
p38通路激活受限，导致IL-17介导的破骨细胞分

化能力减弱。由此推测IL-17可通过促进LC3等自

噬关键蛋白的表达，增强破骨前体细胞的分化能

力，这一过程中 TRAF6/ERK/p38信号通路被激

活。Arai等[36]进一步探索自噬与破骨细胞分化之

间机制，证明TRAF6介导的 Beclin-1 泛素化对

于 RANKL刺激的破骨细胞分化是不可或缺的。

也有学者检测到B e c l i n - 1 上存在两个可能

与 TRAF6结合的位点[13]。因此，推测单纯3-MA
组破骨细胞中TRAF6、磷酸化ERK、磷酸化p38表
达下调缘于Beclin-1与TRAF6的结合对TRAF6/

ERK/p38通路激活至关重要，而自噬抑制剂可降

低破骨细胞中 Beclin-1 水平从而下调 TRAF6/
ERK/p38通路蛋白表达，但其中的分子生物学机

制仍需进一步探索。

综上，TRAF6/ERK/p38信号通路参与了IL-17
介导自噬促进破骨前体细胞分化这一过程。本研

究进一步阐明了 IL-17促进破骨细胞分化的具体

分子机制，为宿主免疫反应介导牙槽骨破坏提供了

新的理论解释，但自噬与TRAF6/ERK/p38通路间

相互作用的关键靶点有待进一步探索，以期为牙周

病治疗提供新的可能干预措施。
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