
2020 年 第 30 卷 第 6 期 www.scicloudcenter.com/RM/

Rehabilitation Medicine

独活寄生汤对内质网应激下软骨细胞 
钙稳态和凋亡的影响

林 晴王文义潘丹虹黄艳峰付长龙"，叶锦霞

1福建中医药大学中西医结合研究院，福建福州350122；

2福建省中西医结合老年性疾病重 ，福建福州350122
* 通信作者：叶锦霞，E-m%il:xiaoyezi1203@126.com 

回
收稿日期：2020-05-25；接受日期：2020-07-20

:国 (81202836)；福建省卫生计生中青年骨干人才培养项目(2016-GQN-6F) :

D0I：10.3724/SP.J.1329.2020.06009 开放科学(资源服务)标识码(OSID)：

摘要目的：观察独活寄生汤在内质网应激(ERS)下对软骨细胞内钙离子(Ca"+ )平衡及细胞凋亡的影响，初 

步探讨其防治骨关节炎的作用机制。方法：采用4周龄SD大鼠膝关节软骨建立稳定的软骨细胞体外培养体 

系，用甲苯胺蓝染色法对第3代软骨细胞进行鉴定。用25 的毒胡 (TG) 体外培养的软骨

细胞产生ERS，诱导成功后给予独活寄生汤3个不同剂量(100、200、400 !g/mL&孵育24 h。将细胞分为空白 

组、模型组、独活寄生汤低剂量组、独活寄生汤中剂量组和独活寄生汤 。分采用倒置显微镜观察

软骨细胞的形态变化；细胞计数试剂盒-8 (CCK-8)检测各组软骨细胞活性；Hoechst 33342染色观察软骨细 

胞凋亡情况；双转盘激 细胞内Ca2+浓度实时动态变化。 ①软骨细胞形态：空白组

细胞 生长，而模型组细胞呈多角形增加，伪足增长，间隙增宽，细胞数量明显减少。独活

寄生汤(100、200、400 !g/mL) 模型组比较，细胞 ，细胞胞质均匀。②各组软骨细

胞活性：与空白 ，模 活率较低， 义(!<0.05)o与模 ，独活寄生汤各

剂量组的吸光度随着浓度的升高而增高，且差异均有统计学意义#!<0.05)。③软骨细胞凋亡情况：模型组 

的细胞凋亡数量显著增多，细胞 ，呈高密度的亮蓝色 。独活寄生汤各剂量组细胞凋

亡 ， 凋亡细 蓝色 ， 凋亡 独活寄生汤

而减少，呈一定 系。④细胞内Ca2+浓度变化：空白组细 Ca2+荧光强度较弱且较均匀，呈稳定状

态；与空白组比较，模 Ca2+释放明显增多， ，荧光波谱显示Ca2+火花较频繁，异具有统

义(！<0.05)；独活寄生汤、 软骨细胞能快恢复到钙稳态，且Ca2+火花 ；独活寄

生汤 虽然仍有部分Ca2+火花，但 模型组弱。结论：独活寄生汤对TG 软骨细

胞凋亡具有抑制作用，其作用机制可能是通过调节Ca2+平衡减轻ERS反应，从而抑制软骨细胞的凋亡。 

关键词独活寄生汤；软骨细胞；内质网应激；凋亡；钙稳态

骨关节炎(osteoarthritis,0A)是一种严重影响 

患者生活质量的慢性、退行性关节疾病％随着我国 

人口老龄化趋势加重，该病发病率显著增高，预计 

到2020年将成为第4大致残性疾病&1'。其发病的中 

心环节是关节软骨退变和继发性骨质增生，主要表 

现为关节疼痛、肿胀晨僵、活动不利、甚者关节畸形

等&2-3'。现代研究发现骨关节炎的发病与内质网应激 

(endoplasmic reticulum stress,ERS)介导的软骨细胞 

凋亡有着 关系⑷。内质网是Ca2+主要 ,

Ca2+作为细胞凋亡 一,细胞 性化

物影响时，内质网内的Ca2#稳态破坏，代谢乱, 

继而激发ERS 现细胞凋亡&5'。 (Thap-

1用3式：林晴，壬文义，潘丹虹，等.浊活寄生汤对内质网应激下软骨细胞钙稳态和凋亡的影响[J].康复学报,2020,30(6):468-473.
LIN Q, WANG W Y, PAN D H, et al. Effects of Duhuo Jisheng decoction on calcium homeostasis and apoptosis of chondrocytes under endoplasmic reticulum 
stress [J]. Rehabilitation Medicine,2020,30(6) ：468-473.
D0I： 10.3724/SP.J.1329.2020.06009
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sigargin,TG) Ca2+-ATP 酶 剂，

常 的蛋白在软骨细胞内蓄 内质内

Ca&+ ，常 来作软骨细胞ERS 型叫
试及动物实 ，独活生 I

软骨 骨

骨 的 ，

, 的，

法问。 活生在ERS Ca&+
平及软骨细胞 的 ， 骨关

的作用机制。

1材料与方法

1.1实验动物
SPF SD 20 , ,4 ,质

90-100 g, 实动物 公司

供，动物 ：SCXK( )2017-0005。 实验的

中医药学伦理委员会审批(批准 

文：〔2019〕中医伦理审字第007 )。

1.2实验药物
活生购自 省第三人民医院，全方由

活9 g,桑 生、杜仲、牛膝、细辛、秦；、茯苓、肉 

桂、风、川B、人参、甘草、当归、芍药、干地黄各 

6g组成。采 70%乙醇回流 取的方 备，并

滤液，浓缩、干燥。将活寄生 取物含10%
胎牛血清的培养基配成64 mg/mL溶液,置 

-20 "冰箱储存备。 含10%胎牛血清的

培养基配成所需浓度，并用0.22 "m的无菌型微孔 

滤膜滤。

1.3主要实验试剂和设备

见 1。

表1主要试剂及设备

Table 1 Main reagents and instruments

试剂及仪器

DMEM培养基、双抗、0.25%胰蛋白酶、PBS 
胎牛血清、！型胶原酶 

毒胡萝卜素

细胞计数试剂盒-8(Cell Counting Kit-8,CCK-8) 

二甲基亚C
超净工作台

HF212UV型CO?培养箱

TDZ4A-WS低速水平离心机

Hoechst 33342、Ca2+荧光染料 Fluo3/AM 
全自动生物图像细胞活力分析仪 

双转盘活细胞共聚焦实时成像分析系统

1.4 实验方法

1.4.1软骨细胞外培养系的立及鉴 用

1%戊巴比妥将2 SD 麻醉后脱颈处死，75%
酒精浸泡5 min,骨剪 取 ，75%酒精浸

泡10 min后 超净工作台操作：

液(phosphate buffered saline,PBS) 分 ，

的组织如肌肉、骨膜、滑膜。 术刀

片削取个 的软骨， 血度。PBS
分 软骨 3 。 术刀片 1 mm

,PBS 2 后，置入含8 mL 0.2% !型胶原

酶的 中，置于37 % ,100 r/min水
,2 h 取1 清液,120 滤，

所 滤液1 000 r/min,离心5 min, 清液，集 

细胞 ， 3次。 含10%胎牛血清的细胞培

养基(Dulbecco's modified eagle media,DMEM)重悬 

细胞， 后 培养中培养。37 "、5%
CO2培养箱原代培养,48 h后 置微 细

胞 ，后2〜3d 培养液1 ,

成细胞 ，选第2代软骨细胞,0.25%胰蛋白酶消 

来源

美国Hyclone公司

美国Gibco公司
美国 Sigma 公司 

美国MCE公司

国药集团

苏州安泰空气技术公司 

香港力康公司

湖南仪实验室仪器开发有限公司 

美 国 Invitrogen 公 司

美国 Beckman Coulter 公司
美国 PE 公司

备。3 软骨细胞采用甲苯胺蓝染色法鉴定 

并 后实。

1.4.2 CCK-8 软骨细胞的存活 2
软骨细胞以1.0X105个/mV度 96孔,

孔100 "L,24 h后 细胞生 ，50%〜60% 
时, 将细胞分 空白 组, 型组, 活 生 低、中 、 

高剂 组，组设置5个复孔。

1.4.2.1空白组孔中加入含10%胎牛血清培养基 

100 "L。

1.4.2.2 型组孔中 剂 25 "mol/LTG 
(DMEM 全培养基配)100 "L作用4hm&。
1.4.2.3 活 生 低、中、 剂 组 孔中 剂

25 "moL/L TG的含血清培养基100 "L作 4 h 
后, 培养基换成100、200、400 "g/mL 浓度

的活生(DMEM完全培养基配)。作24 h 
后，孔 CCK-8 溶液 10 "L, 37 "、5%
CO2, 4 h, 培养, 在 450 nm 的 酶

仪 各孔光 ％12-13&。
1.4.3 Hoechst 33342 软骨细胞 各 

469



康复学报 2020年 第30卷 第6期

组干预后，弃除培养基，用PBS洗1次，加入4%多 

聚甲醛，固定15 min。弃除固定液，用PBS洗3次, 

每次摇晃 3 min，加入 10 |!g/mL Hoechst 33342 染色 

液1 mL,染色30 min,期间摇晃几次使其染色充分 

均匀，去染色液，用PBS洗3次，每次摇晃3 min，最 

后加入200 ^L PBS,用共聚焦显微镜观察软骨细胞 

的凋亡情况。

1.4.4双转盘激光共聚焦显微镜观察细胞内Ca2+ 
浓度实时动态变化 采用Ca2#敏感荧光探针Fluo- 
3/AM进行细胞内Ca2+荧光标记,配 浓度为

50 ^mol/L Fluo-3/AM 10 !g/mL Hoechst 33342
液(DMEM培养基配)，加 培养的软骨细

, 5% C02 中 30 min。PBS 液
洗1次,双转盘激光共聚焦显微镜进行观察， 适 

当的参数对细胞进行动态扫描(Fluo-3/AM：激波

488 nm, 526 nm； Hoechst 33342 :激
350 nm, 460 nm),每组 5 细 ,

用 软 , 荧光 度变化-时间的 ,

细内 Ca2+浓度动态变化的 &

1.5统计学方法

用 SPSS 22.0 软 ，计量 (！±s)
, 数 态分 使用 分 ,

使用 LSD-# , 用 Gams-
Howell ；数 态分，用 Kruskal-
Wallis H & %<0.05 为 &

2结果

2.1软骨细胞的形态结构及鉴定

2.1.1甲 染色 后，细胞 ，

浮于培养液中,24 h后，大多数软骨细胞 ，

&培养 7 ，软骨细胞

, “ ”。2 、 

3 软骨细胞态 、 ， 。

4 软骨细胞 ，分化为 细

。 3 软骨细进行甲 染色，可见
细胞内蓝紫色染颗粒,细胞周围可见染颗粒。 

见 1。

注：细胞内蓝紫色异染颗粒。

Note: Intracellular blue-purple heterochromatic granules.
图1甲苯胺蓝染色鉴定('200)

Figure 1 Identification using toluidine blue staining (x200)

2.1.2软骨细胞态变化倒显微镜下观察各 

组软骨细胞的态,空白组 层 状生；

模型组独活寄生汤各剂量组细胞态由

状现多角 加， 变，细胞皱缩状态、细

胞间隙变、数量变少，悬死细胞多。独活寄生 

汤各剂量组与模型组比较,细胞数量明显多,细 

胞胞质均匀。见图2。

注:A为空白组,B为模型组,C为独活寄生汤低剂量组,D为独活寄生汤中剂量组,E为独活寄生汤高剂量组。

Note: A is blank group, B is model group, C is low-dose Duhuo Jisheng decoction group, D is medium-dose Duhuo Jisheng decoction
group, and E is high-dose Duhuo Jisheng decoction group.

图2第3代软骨细胞形态(X100)

Figure 2 Morphological observation of the third chondrocytes (x100)

2.2 CCK-8法检测独活寄生汤对软骨细胞存活率 
的影响

与空白组相比,模型组的存活率较低，

(PV0.05),而独活寄生汤各剂量组的 
存活率均比模型组高， (%<

0.05),其对软骨细胞的保护作用随剂量的升高而增 

高， 的量效关(％<0.05)。见 2。

2.3 Hoechst 33342检测软骨细胞凋亡情况

共聚焦显微镜下观察，空白组细胞核出现弥散 

均匀的低密度亮色荧光，凋亡细胞较少。模型组 

的凋亡细胞数量显著多,其细胞核固缩、颗粒 

状荧光,部分半月 加。独活寄生汤各剂量组 

的细胞凋亡数比模型组明显减少，只少量凋亡细 

胞高密度的亮色或半月，且独活寄生汤各组
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表2 5组软骨细胞活性比较(x±s)

Table 2 Comparison of the activity of chondrocytes
in five groups (x±s)

组别
剂量/

(!mo" L)
细胞活性（吸光值％

空白组 5 — 3.68 + 0.051%

模型组 5 25 1.91+0.13
独活寄生汤低剂量组 5 100 2.50 + 0.061%

独活寄生汤中剂量组 5 200 2.64 + 0.081%
独活寄生汤高剂量组

5 400 2.76&0.101%

注：与模型组比较,1% $<0.05。

Note: Compared with the model group, 1) $<0.05.

的细胞凋亡数量伴随剂量增高而减少,呈现一定量

（$）005% 见图 E 图 4
2・4》转盘激光&聚焦显微+观察细胞内Ca2+浓 

度实时动态变化

空白组CaA+荧光强度较弱且均一,观察30 min 
后,仍处于稳定的状态。与空白组比较,模型组中 

CaA+释放明显增多，荧光强度显著增强,荧光波谱显 

示Ca2+火花较频繁,差异具有统计学意义（$<0.05%。 

与模型组比较,独活寄生汤中、高剂量组（200）400 
!g/mL）软骨细胞Ca2+火花明显减少,且能较快恢 

复到Ca2+稳态,独活寄生汤低剂量组（100 !g/mL）

仍有 Ca20火花,荧光强度明显比模型组

注:A为空白组,B为模型组，C为独活寄生汤低剂量组，D为独活寄生汤中剂量组,E为独活寄生汤咼剂量组。

Note: A is blank group, B is model group, C is low-dose Duhuo Jisheng decoction group, D is medium-dose Duhuo Jisheng decoction 
group, and E is high-dose Duhuo Jisheng decoction group.

图3 Hoechst 33342检测软骨细胞凋亡情况(X400)
Figure 3 Detection of chondrocyte apoptosis by Hoechst 33342 staining (x400)

空白组

模型组

独活寄生汤低剂量组

独活寄生汤中剂量组

注：与模型组比较,1 % $<0.05。

Note: Compared with model group, 1） $<0.05
图4 5组软骨细胞凋亡率

Figure 4 The apoptosis rate of chondrocytes in five groups

弱,荧光强度-时间的动态变化曲线趋于平缓。见图 

5、图 6。

独活寄生汤高剂量组

图5 双转盘激光共聚焦显微镜观察细胞内C/2+荧 

光强度（1400）
Figure 5 Observation of Ca2+ fluorescence intensity

in cells by double rotary laser confocal

口
I

microscope (x400)
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注:A为空白组，B为模型组，C为独活寄生汤低剂量组，D为独活寄生汤中剂量组，E为独活寄生汤高剂量组

Note: A is blank group, B is model group, C is low-dose Duhuo Jisheng decoction group, D is medium-dose Duhuo Jisheng decoction 
group, and E is high-dose Duhuo Jisheng decoction group.

图6 5组Ca2+浓度动态变化

Figure 6 Dynamic changes of Ca^ concentration in five groups

3讨论

3.1 TG可建立稳定的软骨细胞ERS模型

本研究采用机械-02% !型胶原酶消化法获取 

大量软骨细胞，甲苯胺蓝染色可见细胞内蓝紫色异 

染颗粒，证实本研究建立了稳定的软骨细胞体外培 

养体系[11]o课题组前期研究发现，在0A患者的软骨 

细胞中存在ERS,且内质网过载会诱导软骨细胞的 
凋亡,导致软骨细胞外基质合成和降解代谢失衡，从 

而加速0A的病理进程[12]o

本实验运用Ca2+-ATP酶抑制 TG建立软骨 

细胞ERS 型[13]o ERS可 过

细胞 亡[14%15]O实验 表明,25 "mol/LTG 
作用于软骨细胞4h,显微镜下可观 软骨细胞

% %量 ，CCK-8 显软骨

细胞存 显降，Hoechst 33342染色可见明显 

细胞 % ， 细胞 亡现 ，

25 "mol/L TG 3代软骨细胞4 h即可建

立合而稳 软骨细胞ERS 型。TAKADA [16]

研究 证实了 ERS 0A软骨细胞

亡 $

3.2独活寄生汤可维持软骨细胞内Ca2"平衡

过 ERS 会 Ca2# 化，Ca2$作 I
亡过程中 ，可过 Ca2% 的 F
酶诱导细胞凋亡[17a19]o研究表明，

可抑制 ERS 的软骨细胞亡[20]，

过 细胞内Ca2+平衡而 
作用。本研究采用 显微镜实

观 现，模型组细胞内Ca2' % 现

% 显 ， 组 差异具有

统计学意义，可见在TG诱导的软骨细胞ERS 型 

中存在Ca2+稳态失衡现$谢文斌[21]在进行人膝关 

0A原位软骨细胞自 Ca2+ 特征分析 ；

证实了人膝 原位软骨层细胞自 Ca2*

软骨退程 负 $当加

中、高量进行 ，细胞内Ca2+ 减，

减弱， - 的动态化曲线趋

于缓，能很快地恢复到钙衡态。Hoechst 33342 
染色可见 软骨细胞 亡 量减

，CCK-8 提 组细胞存 较

型组高$这提， 可 软骨细胞内

钙平衡，减轻ERS 和软骨细胞亡。

4小结

在0A的病理过程中，Ca2+介导的软骨细胞凋 

亡在骨 炎发病中 作用$由于 软骨 

中Ca2+稳态失衡，ERS持续 ，进而 软骨细

胞 亡，导致软骨合成和降解代谢失衡，最终造成 

软骨细胞外基质和 软骨破坏$本研究证实，独

可过 软骨内钙衡，减轻ERS，
减软骨细胞亡,从而对 软骨产保护作用， 

目前 如何过控 表达

以 路 钙稳态 完全阐明，来可基

于以上研究进一步 讨 的作用机

制，为0A的早期 防及治疗提供新思路。
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Effects of Duhuo Jisheng Decoction on Calcium Homeostasis and Apoptosis of Chondrocytes 
under Endoplasmic Reticulum Stress

LIN Qing1, WANG Wenyi1, PAN Danhong1, HUANG Yanfeng1, FU Changlong2, YE Jinxia1*
1 AcademyIntegrative Medicine, Fujian University of Traditional Chinese Medicine, Fuzhou, Fujian, 350122, China;
2 Fujian Key Laboratory o* Integrative Medicine on Geriatrics, Fuzhou, Fujian 350122, China
* Correspondence: YE Jinxia, E-mail:xiaoyezi 1203@126.com

ABSTRACT Objective: To observe the effect of Duhuo Jisheng decoction on the balance of calcium homeostasis and apoptosis of 
chondrocytes under endoplasmic reticulum stress (ERS), and to preliminarily explore its mechanism of preventing and treating os­
teoarthritis. Methods: A steady chondrocyte in vitro culture system was established by using 4-week-old SD rat knee cartilage, and i­
dentify the third generation chondrocyte by toluidine blue staining. The 25 "mol/L Thapsigargin (TG) was used to induce chondrocyte 
in vitro culture to produce endoplasmic reticulum stress (ERS), incubate it in Duhuo Jisheng Decoction (100, 200, 400 "g/mL) for 24 
hours after induction. The cells were divided into the blank group, the model group, the low-dose Duhuo Jisheng decoction group, the 
medium-dose Duhuo Jisheng decoction group, and the high-dose Duhuo Jisheng decoction group. Then morphological changes of 
chondrocytes were observed respectively by inverted microscope, viability of chondrocyte in each group was examined by CCK-8 
method, chondrocyte apoptosis was observed by Hoechst 33342 staining and real-time dynamic changes of intracellular Ca2+ concentra­
tion was examined by double turntable laser confocal microscope. Results: ① The morphology of chondrocytes: the cells in the blank 
group grew in a single-layer paving stone shape, while the cells in the model group increased in a polygonal shape, the pseudopodia in­
creased, the gaps widened, and the number of cells decreased significantly. Compared with the model group, the number of cells in the 
three dose groups of Duhuo Jisheng decoction (100, 200, 400 "g/mL) increased significantly and the cytoplasm was uniform. The ac­
tivity of chondrocytes in each group: compared with the blank group, the survival rate of the model group was lower, and the difference 
was statistically significant (P<0.05). The absorbance of each concentration group of Duhuo Jisheng decoction increased with the in­
crease of concentration, and the difference was statistically significant compared with the model group (P<0.05).③ Apoptosis of chon­
drocytes: the number of apoptosis in the model group was significantly increased, and the degree of pyknosis of the nucleus was obvi­
ous, and some of them were a high density of bright blue or half moon-shaped. The number of apoptotic cells in each dose group of 
Duhuo Jisheng decoction was significantly reduced, only a few apoptotic cells showed a high density of bright blue or half-moon 
shape, and the number of apoptosis decreased with the increase of the concentration of Duhuo Jisheng decoction, showing a certain 
dose-effect relationship.④ The changes of intracellular calcium ion concentration: the calcium ion fluorescence intensity of the cells 
in the blank group was weaker and more uniform, maintaining a stable state. The calcium ion release of the model group was signifi­
cantly increased, and the fluorescence intensity was enhanced. The fluorescence spectrum showed that calcium sparks were more fre­
quent. Compared with the blank group, the difference was statistically significant (P<0.05). Chondrocytes in the medium and high-dose 
Duhuo Jisheng decoction groups could quickly return to calcium homeostasis, and calcium sparks were significantly reduced. Although 
there were still some calcium sparks in the low-concentration Duhuo Jisheng decoction group, the fluorescence intensity was signifi­
cantly weaker than the model group. Conclusion: Duhuo Jisheng decoction has an inhibitory effect on the apoptosis of chondrocyte in­
duced by TG, the mechanism may be that Duhuo Jisheng decoction can alleviate endoplasmic reticulum stress by regulating calcium 
balance, thus inhibiting the apoptosis of chondrocyte.
KEY WORDS Duhuo Jisheng decoction; chondrocyte; endoplasmic reticulum stress ; apoptosis; calcium homeostasis 
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