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独活寄生汤含药血清对兔退变软骨细胞
“caveolin-p38MAPK”信号通路调控作用的影响

林飞太 1，林　煜 1，张怡元 1，夏　春 2，张　兵 3，肖莉莉 1，冯尔宥 1，王武炼 1

　　【摘　要】目的：观察独活寄生汤含药血清对兔退变软骨细胞“caveolin-p38MAPK”信号通路的调

控作用，探讨独活寄生汤治疗骨关节炎的作用机制。方法：将 20 只 3 月龄新西兰兔随机分为生理盐水组（空

白血清组）和独活寄生汤组（含药血清组），每组 10 只。分别在 24 h、36 h、48 h 不同采血时间点采集

独活寄生汤含药血清和空白血清，将 5%、10%、15%、20% 不同浓度两种血清作用于体外培养第 2 代软

骨细胞，确定含药血清最佳干预条件；建立体外退变软骨细胞模型，分别给予独活寄生汤含药血清（含药

血清组）和空白血清（空白血清组）干预 36 h，收集软骨细胞，运用 Western Blot 法检测血清干预后退变

软骨细胞 caveolin-1、p38、p-p38 蛋白表达，RT-PCR 法检测血清干预后退变软骨细胞白细胞介素（IL）-

1β、肿瘤坏死因子（TNF）-α、基质金属蛋白酶（MMP）-3、MMP-13、caveolin-1 mRNA 表达。结果：

浓度为 15% 的 36 h 采血时间点含药血清的促增殖作用最明显；退变软骨细胞中存在“caveolin-p38MAPK”

信号通路的激活，独活寄生汤含药血清可抑制 caveolin-1、p-p38 蛋白表达及 IL-1β、TNF-α、MMP-3、

MMP-13、caveolin-1 mRNA 的表达，差异有统计学意义（P < 0.05）。结论：独活寄生汤能通过抑制

“caveolin-p38MAPK”信号通路的激活及其下游效应分子，从而有效抑制软骨细胞凋亡。

　　【关键词】　骨关节炎；独活寄生汤；软骨细胞；细胞凋亡；信号通路
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Effects of Serum Medicated with Duhuo Jisheng Decoction on the Induced Degeneration of  Articular 

Chondrocytes in Vitro Culture Based upon “caveolin-p38MAPK” Signal Pathway

LIN Fei-tai,LIN Yu,ZHANG Yi-yuan,XIA Chun,ZHANG Bing,XIAO Li-li,FENG Er-you,WANG Wu-lian

　　【ABSTRACT】Objective:To observe the effects of serum medicated with Duhuo Jisheng Decoction on 

the induced degeneration of  articular chondrocytes in vitro culture based upon “caveolin-p38MAPK” signal path-

way and probe the mechanism of Duhuo Jisheng Decoction in the treatment of osteoarthritis.Methods:20 March

old New Zealand rabbits were randomly divided into normal saline group（blank serum group）and Duhuo 

Jisheng Decoction group （drug containing serum group）,10 rats in each group.The second generation of carti-

lage cells was cultured in vitro using different time points of sample collection such as 24 h,36 h and 48 h,serums 

medicated with 5%,10%,15% and 20% concentrations of Duhuo Jisheng Decoction and blank serums.The best 

intervention time of medicated serum was determined,which was then used to deal with the degenerating chon-

drocytes.The degenerated cartilage cell models in vitro were established,which were intervened by the serum 

medicated with Duhuo Jisheng Decoction（drug containing serum group）and the blank serum（blank serum 
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group）after 36 h,collecting chondrocytes. 

The Western Blot method was used to detect 

the expression of degenerated cartilage cells 

caveolin-1 and p-p38 protein after serum 

intervention.The RT-PCR method was used 
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　　骨关节炎（osteoarthritis,OA）是一种进展性的

累及全身多关节的高发性疾病，是机械性和生物性

因素的共同作用，使关节软骨细胞、细胞外基质和

软骨下骨合成与降解失去平衡的结果，细胞凋亡是

软骨退变的关键因素之一［1］。独活寄生汤能有效

改善 OA 的临床症状，但其确切作用机制尚未完全

明了。本实验通过独活寄生汤含药血清对兔退变软

骨细胞“caveolin-p38MAPK”信号通路的调控研究，

探讨独活寄生汤干预软骨细胞凋亡的作用途径，为

揭示其治疗 OA 的作用机制及药效物质基础提供新

的研究思路。

1　实验材料

1.1　实验动物　普通级 3 月龄新西兰兔（体质量

约 1.7 ～ 2.2 kg）20 只，雌雄各半，用于制备血清；

4 周龄普通级新西兰兔 6 只，用于建立体外培养软

骨细胞的取材（上海市松江区松联实验动物场）。

福建中医药大学实验动物中心提供清洁级医学实

验动物环境设施，动物许可证号：SYXK（闽）

2009-0001。

1.2　药　物　独活寄生汤由独活、桑寄生、牛膝、

杜仲、秦艽、防风、肉桂、细辛、川芎、当归、芍

药、干地黄、人参、茯苓、甘草组成，由本院药剂

科提供。

1.3　试　剂　DMEM/F12 培养基（Hyclone 公司）；

胎牛血清（Gibico 公司）；双抗混合液（100 U·mL-1

青 霉 素、100 μg·mL-1 链 霉 素）， 胰 酶、I 型 胶

原 酶（Sigma 公 司）；TRIZOL 试 剂（Invit-rogen
公 司）； 逆 转 录 试 剂 盒（Fermentas 公 司）； 引

物合成（上海生工生物工程公司）；Anti-p-p38α
（Thr180/Tyr182）一抗（Millipore 公司）；p38 一

抗（Millipore 公司）；caveolin 1 一抗（BD biosci-

ence 公司）。

2　方　法

2.1　独活寄生汤含药血清的制备　将 20 只普通

级 3 月龄新西兰兔随机分为独活寄生汤组（含药

血清组）和生理盐水对照组（空白血清组），每

组 10 只。根据人和动物间按体表面积折算的等效

剂量比率表换算［2］，含药血清组给予独活寄生汤

3.3 g·kg-1·d-1，空白血清组给予质量分数 0.9% 生

理盐水灌胃；两组均连续灌胃 5 d，上午、下午各给

药 1 次，于末次灌胃后 3 h 腹主动脉采血，静置于

4 ℃冰箱 4 h 后 2500 r·min-1 离心 25 min，分离血清，

同组血清混合，于 56 ℃水浴灭活 30 min，0.22 μm
滤器过滤，分装，-20 ℃保存备用。

2.2　退变软骨细胞模型的建立及含药血清干预软

骨细胞最佳量效、时效关系的确定　采用酶消化法

从 4 周龄普通级新西兰兔的膝关节软骨中分离得到

软骨细胞，进行细胞培养至第 2 代软骨细胞；再予

10 ng·mL-1 白细胞介素（IL）-1β 诱导获得退变

软骨细胞［3］；诱导退变干预 24 h 后弃培养液，换

用如下 6 种培养体系进行干预。

　　细胞分为 6 组，正常组用 20% 空白血清加入

正常软骨细胞共培养。模型组用 20% 空白血清

加入退变软骨细胞共培养。含药血清组用 5%、

10%、15%、20%（体积百分比）含药血清干预退

变软骨细胞。每组每个时间段设 6 个复孔，做好标

记及记录，分别于培养 24 h、36 h、48 h 后取 1 板

运用 MTT 法检测干预后软骨细胞的活性，确定干

预软骨细胞的最佳量效与时效关系。

2.3　Western Blot法检测软骨细胞caveolin-1、p-p38
蛋白表达　将第 2 代软骨细胞按抽签法随机分为正

常组、模型组、含药血清组，见表 1。

to detect  the expression of degenerated cartilage cells  IL-1β,TNF-α,MMP-3,MMP-13 and caveolin-1 mRNA 

after serum intervention.Results:The concentration of 15% and 36 h sampling time point serum on the prolifera-

tion;the activation of "caveolin-p38MAPK" signaling pathway in the degeneration of cartilage cell,Duhuo Jisheng 

decoction containing serum can inhibit the expression of caveolin-1,p-p38 protein expression and IL-1β,TNF-α, 

MMP-3,MMP-13,caveolin-1,mRNA,the difference was statistically significant（P < 0.05）.Conclusion:Duhuo 

Jisheng decoction can inhibit the "caveolin-p38MAPK" signal pathway and its downstream effector molecules, 

which can effectively inhibit the apoptosis of cartilage cells.

　　【Keywords】 osteoarthritis;Duhuo Jisheng Decoction;chondrocyte;apoptosis;signal pathway
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表 1　血清干预方法

组别 培养液类型 干预时间

正常组  15% 兔空白血清 36 h

模型组 15% 兔空白血清 36 h

含药血清组 15% 兔含药血清 36 h

　　血清干预结束后，退变软骨细胞中总蛋白的提

取，BCA 法测定蛋白含量，Western Blot 法检测蛋

白表达，按每个样品总蛋白 40 μg 加样，电泳，转

膜，5% 牛奶室温封闭 1 h，加入一抗：caveolin-1 

1∶1000；Anti-p-p38α（Thr180/Tyr182）1∶6000；

p38 11000。4 ℃过夜，TBST 洗膜 4 次，结合二抗

anti-rabbit（1∶10 000），anti-rat（1∶10 000），

室温孵育 1 h 后，洗膜 6 次后 ECL 化学发光检测。

2.4　RT-PCR 法检测软骨细胞 IL-1β、肿瘤坏死

因子（TNF）-α、基质金属蛋白酶（MMP）-3、

MMP-13、caveolin-1 mRNA 表达　实验分组及干

预方法同 2.3，血清干预软骨细胞结束后，弃掉培

养液，用 PBS 轻轻漂洗后，加 1 mL Trizol 进行裂

解，提取总 RNA，逆转录反应合成 cDNA，进行

目的基因的扩增。PCR 扩增反应液共 20 μL，含

Dream Taq Green PCR Master Mix（2×）10 μL、模

板 DNA、上下游引物各 1 μL，灭菌蒸馏水 7 μL，

在 PCR 扩增仪上扩增。扩增参数 94 ℃预变性 3 min，

94 ℃变性 30 s，52 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 45 s，

35 次循环后 72 ℃延伸 10 min。将 PCR 产物一起

进行琼脂糖凝胶电泳、拍照、结果分析。目的基因

引物序列见表 2。

2.5　统计学方法　研究中软骨细胞的培养、干预

及指标的检测均经独立重复实验 3 次，采用 SPSS 

13.0 软件进行统计分析。计量资料以 sx± 表示，组

间比较采用单因素方差分析，两两比较采用 LSD
检验。以 P < 0.05 为差异有统计学意义。

3　结　果

3.1　软骨细胞的形态及鉴定　分离培养的软骨细胞

外观呈多角形，胞质丰富，胞核清楚，核为圆形或

椭圆形，位于胞体中心，核仁为 1 ～ 2 个，细胞折光

性好，且呈集落生长，甲苯胺蓝染色使正常软骨细

胞胞浆呈蓝色，可见 1 ～ 2 个核仁，呈蓝紫色，见

图 1（1）；OA 软骨细胞相对于正常软骨细胞，细胞

变狭长，胞浆染色稍浅，胞浆内可见空泡，一部分

细胞形态不规则，见图 1（2）；正常软骨细胞 II 型

胶原免疫组化染色呈阳性反应，细胞胞浆内有黄色

颗粒，胞核基本无着色，见图 1（3）；OA 软骨细胞

相对于正常软骨细胞，胞浆颗粒颜色变浅，见图1（4）。

图 1　新西兰兔正常和 OA 软骨细胞分离培养

组织细胞学光镜切片

表 2　目的基因引物序列

基因名称
上游引物（5’→ 3’）

下游引物（5’→ 3’）
产物长度（bp） 退火温度（℃）

IL-1β CTGTCCTGCGTGATGAAAGA
CAGTGGGGTGTCACAATCTG 344 58.0

TNF-α
CTCCTACCCGAACAAGGTCA
TGAGTCCTGGAAGCCTCAGT 446 60.0

MMP-3
 GCCAAGAGATGCTGTTGATG
AGGTCTGTGAAGGCGTTGTA 363 56.0

MMP-13 TTCGCTTAGAGGTGACAGG 527 56.0

caveolin-1
ACTCTTGCCGGTGTAGGTGT
CAAATGCCACTTTGCTCAGA
ACAAAGCCATTTCCCAAGTG

462 58.0

GAPDH
TTCAACAGTGCCACCCACTCCTCTA

TGGAAACTGTGAAGAGGGGCAGATT 278 60.0

（1）正常软骨细胞
（甲苯胺蓝染色×200）

（2）OA 软骨细胞
（甲苯胺蓝染色×200）

（4）OA 软骨细胞（II型胶原
免疫组化染色×200）

（3）正常软骨细胞（II型胶原
免疫组化染色×200）
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3.2　含药血清的最佳干预时间及最佳浓度　经

MTT 法检测，结果显示，在不同时间点，模型组

关节软骨细胞的 OD 值均降低，与正常组比较，差

异有统计学意义（P < 0.05），提示 IL-1β 诱导退变

的软骨细胞出现增殖减缓。其中，10%、15%、20%

浓度的含药血清，均能促进软骨细胞增殖，随着干

预时间的延长，促增殖作用越明显，具有时间依赖

性，其中以 15% 浓度的含药血清，干预 36 h，促增

殖作用最明显，与模型组比较，差异有统计学意义

（P < 0.01），故选择以 15% 含药血清，36 h 作为

后续实验的最佳含药血清干预浓度和干预时间。

3.3　软骨细胞中 caveolin-1、p-p38 蛋白的检测口

Western Blot 检测细胞中 caveolin-1、p-p38 蛋白的

表达情况，各组均可见 caveolin-1、p-p38 蛋白的表

达，其中 p-p38 在正常软骨细胞中仅为微弱表达，

模型组软骨细胞 caveolin-1、p-p38 蛋白的表达可

见明显增强（P < 0.05），而含药血清能降低 cave-
olin-1、p-p38 的表达，但仍高于正常组（P < 0.05），

见图 2。

注　1. 正常组；2. 模型组；3. 含药血清组

图 2　各组细胞 caveolin-1、p-p38 蛋白的表达

3.4　独活寄生汤含药血清对 IL-1β、TNF-α、MMP-3、

MMP-13、caveolin-1 mRNA 表达的影响　RT-PCR 检

测各组软骨细胞 IL-1β、TNF-α、MMP-3、MMP-13、

caveolin-1 mRNA 的表达，各组均可见相关基因的

特异性条带。各目的基因的表达，在模型组均见明

显的增强（P < 0.05），而含药血清能明显降低这

一趋势（P < 0.05）。见图 3。

注　1. 正常组；2. 模型组；3. 含药血清组

图 3　各组细胞 IL-1β、TNF-α、MMP-3、

MMP-13 、caveolin-1 mRNA 的表达

4　讨　论

　　OA 属中医学“痹证”范畴，主要由于患者机体

正气不足，气血亏虚，风寒湿侵袭关节，血运不畅，

气血津液运行障碍造成。独活寄生汤有祛风湿、止

痹痛、益肝肾、补气血之功，能够延缓OA软骨的退变。

既往研究已经发现，独活寄生汤可以抑制软骨细胞

的线粒体凋亡通路［4-5］，而 caveolin-p38MAPK 信号

通路与细胞的生长凋亡密切相关［6］，通过揭示独活

寄生汤多靶点、多层面、多环节的整体调节方式，

会更好地针对 OA 的复杂病理。

　　Caveolae 首先由日本学者 Yamada 在 1955 年

使用电子显微镜观察小鼠胆囊上皮细胞质膜时发

现，随着研究的深入，人们逐渐认识到 Caveolae

不仅与细胞的物质分子和离子转运有关，还在细胞

凋亡中发挥重要的调控作用［7-8］，caveolin-1 对软

骨细胞内 p38MAPK 信号转导途径的激活具有重要

作用，是 p38MAPK 上游的关键信号分子［9］，其
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高表达能诱导 p38MAPK 信号通路的激活并且引起

软骨细胞合成 II 型胶原蛋白和聚集蛋白聚糖的能

力减弱，从而促进软骨细胞的凋亡。p38MAPK 最

早在研究细胞外高渗环境对酵母菌的影响时发现

的，是细胞外信号引起细胞核内反应的重要通道，

能被细胞外环境的改变、促炎因子等多种细胞外刺

激所激活，参与细胞的生长、分化、退变、衰老

及凋亡等多种生理病理过程。p38MAPK 通路未被

激活时，p38 主要分布于胞浆，其激活需要苏氨酸

（Threonin,Thr180）和酪氨酸（Tyrosin,Tyr182）双位

点的磷酸化，激活后的 p-p38 能转移入胞核中，磷

酸化转录因子，调控特定基因的表达。

　　在关节软骨中有很多因素可以激活 p38，如各

种细胞因子、滑液中的炎性因子、机械应力，甚至

是 X 线，而在关节炎发生发展中，力学因素和关

节内环境均会发生改变，所以 p38MAPK 信号通路

在关节炎中容易被激活。研究表明，p38MAPK 信

号通路是关节软骨细胞凋亡的上游信号通路之一，

一氧化氮、IL-b［10］均可以通过激活 p38 诱导软骨

细胞的凋亡，阻断 p38MAPK 信号通路可以明显阻

断 OA 软骨细胞的凋亡。因而 p38MAPK 信号通路

在关节软骨的破坏中可能处于一个枢纽地位，它与

软骨细胞表型的保持和分化、软骨细胞调亡、软骨

基质金属蛋白酶的合成及软骨促炎性细胞因子的产

生等有密切关系。本实验研究发现，独活寄生汤能

下调 caveolin-1、p-p38 表达，从而抑制 p38MAPK
凋亡通路的激活，并进一步抑制下游效应指标

IL-1β、TNF-α、MMP-3、MMP-13 的表达。IL-1β、

TNF-α 是重要的分解型细胞因子，其过表达将导致

细胞因子合成与分解途径的失衡，造成 OA 关节软

骨毁损，而 MMPs 是一系列以降解细胞外基质成

分为主要功能的蛋白酶，可引起软骨基质的破坏进

而导致关节结构与功能的紊乱，IL-1β、TNF-α、

MMPs 均是 p38MAPK 凋亡通路下游的重要效应分

子［11-12］，因而独活寄生汤能有效抑制软骨细胞凋

亡，本结果为利用独活寄生汤治疗 OA 提供了较好

的理论依据。
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