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Abstract 

BACKGROUND: Tougu Xiaotong granule composed of mornda root, radix paeoniae alba from Hangzhou of China, herba 

sarcandrae, and szechwan lovage rhizome can effectively delay alteration of macroscopic form of articular cartilage and 

degeneration of cartilage matrix and chondrocytes. But the underlying mechanism remains poorly understood.  

OBJECTIVE: To observe the effects of Tougu Xiaotong granule on Wnt4, glycogen synthase kinase 3β (GSK-3β) and β-catenin 

levels in wnt/β-catenin signal pathway of chondrocytes.   

METHODS: SD rat articular chondrocytes were isolated and induced with human interleukin-1β for degeneration. Passage 2 

degenerated chondrocytes were randomly divided into a control group and a Tougu Xiaotong granule group. Alcohol extract 

product of Tougu Xiaotong granule was added to the Tougu Xiaotong granule group. After 4 and 8 days of culture, Wnt4, GSK-3β 

and β-catenin levels were detected using RT-PCR and western blot methods.  

RESULTS AND CONCLUSION: Human interleukin-1β could induce the degeneration of chondrocytes. Wnt4, GSK-3β, β-catenin 

protein expression was observed in the chondrocytes during the early stage of degeneration. But with time going, Wnt4 and 

β-catenin protein expression was decreased while GSK-3β expression was increased. After intervention with Tougu Xiaotong 

granule, these phenomena could be reversed. These findings suggest that Tougu Xiaotong granule can induce chondrocytes to 

synthesize Wnt4 and β-catenin and inhibit GSK-3β expression. 

 

Liu BL, Zou JL, Liang GQ, Liu XX, Li XH, Wu GW. Regulatory effects of Tougu Xiaotong granule on wnt/β-catenin signal pathway 

of articular chondrocytes. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(46): 8574-8578.     

[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

背景：由巴戟天、杭白芍、肿节风和川芎等组成的透骨消痛颗粒能有效延缓关节宏观形态、软骨基质及软骨细胞退变。 

目的：观察透骨消痛颗粒对软骨细胞 wnt/β-连环蛋白信号通路中Wnt4、糖原合成酶 3β及 β-连环蛋白的影响。 

方法：将 SD大鼠关节软骨细胞分离培养成功后，人白细胞介素 1β诱导软骨细胞退变，取第 2代退变软骨细胞，随机分为

对照组和透骨消痛颗粒组，后者加入透骨消痛颗粒醇提物，分别培养 4，8 d后，采用 RT-PCR检测 2组Wnt4、糖原合成酶

3β、β-连环蛋白 mRNA表达，采用蛋白印迹法检测Wnt4、糖原合成酶 3β及 β-连环蛋白表达。 

结果与结论：采用人白细胞介素 1β可诱导软骨细胞退变，软骨细胞退变早期均有Wnt4、糖原合成酶 3β及 β-连环蛋白表达，

但随着时间推移Wnt4、β-连环蛋白表达下降，而糖原合成酶 3β表达增高，采用透骨消痛颗粒醇提物干预后均可逆转上述现

象。说明透骨消痛颗粒醇提物能诱导软骨细胞转录合成 β-连环蛋白和Wnt4蛋白，并抑制糖原合成酶 3β表达。 

关键词：透骨消痛颗粒；软骨细胞；wnt/β-连环蛋白信号通路；白细胞介素 1β；中医药；组织构建 

doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.46.006 
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0  引言 

 

骨性关节炎是多种因素共同作用下导致软

骨细胞、细胞外基质、软骨下骨3者降解和合成

正常耦联失衡的结果，而这一失衡又是炎性递

质、基质成分经与特殊受体结合传递信号进入

细胞核，激活软骨细胞中基质金属蛋白酶和炎

性基因的转录。骨性关节炎病程中的信号通路

非常复杂，目前研究表明，Wnt/β-连环蛋白通

路在骨性关节炎病程中起着重要作用。Wnt信号

转导途径调节控制着许多生命过程，包括生物

体的生长、发育、疾病、衰老与死亡等，也包

括细胞形态与功能的分化与维持、免疫、应激、

细胞癌变与细胞凋亡等
[1]
。透骨消痛颗粒是由

巴戟天、杭白芍、川芎与肿节风等药物组成，

具有补肝肾、强筋骨、止痹痛等作用。长期运

用于临床，临床研究证实能有效的改善膝骨关

节炎早、中的临床症状，延缓关节宏观形态、

软骨基质及软骨细胞退变
[2-3]
。 

实验通过体外大鼠关节软骨细胞退变模

型，采用RT-PCR和Western-blot等方法检测

Wnt/β-连环蛋白信号转导通路中Wnt4、糖原合

成酶3β和β-连环蛋白等信号相关分子的基因、

蛋白表达；并通过透骨消痛颗粒在调控该信号

转导通路中的作用靶点和强度，旨在从细胞分

子水平探讨透骨消痛颗粒调控软骨细胞Wnt/β-

连环蛋白通路的作用机制。
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1  材料和方法 

 

设计：细胞学体外实验。 

时间及地点：于2009-05/2010-11在福建

中医学院中西医结合研究院中心实验室完成。 

材料： 

实验动物：健康4周龄清洁级SD大鼠12只，

体质量80~100 g，由上海西普尔必凯实验动物

有限公司提供，许可证号： SCXK(沪 ) 

2008-0002。实验对动物的处理方法符合中华

人民共和国科学技术部颁发的《关于善待实验

动物的指导性意见》
[4]
。 

试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

透骨消痛颗粒：透骨消痛颗粒醇提取物的制

备：取药物粉碎，以体积分数95%乙醇回流提

取3次，1 h/次，回收乙醇，得到浸膏，再加双

蒸水，制成质量浓度1 g/mL生药的混悬液，置

于4 ℃冰箱保存。 

实验方法： 

大鼠关节软骨细胞的分离、培养及表面标志抗

原的检测：大鼠断颈处死，体积分数75%乙醇

浸泡5 min，无菌条件下分离膝关节，切取软

骨，含双抗磷酸缓冲液 (PBS)漂洗3 次，

DMEM漂洗3次，剪成大小约1 mm
3
，置入盛

有体积分数0.2%Ⅱ型胶原酶的培养皿，置于

37 ℃培养箱中，每隔60 min取1次上清液，

800 r/min，离心5 min，收集细胞沉淀，重复

4次。用DMEM完全培养液(含体积分数10%

胎牛血清，维生素C 50 mg/L和青链霉素各

100 U/mL)重悬细胞，200目不锈钢筛网过滤，

血球计数板计数调整细胞悬液浓度为

(2.0~3.0)×10
8
 L

-1
，接种于培养瓶，37 ℃体积

分数5%CO2培养箱原代培养， 倒置显微镜下

观察细胞长满80%后传代，甲苯胺蓝染色鉴定

第2代软骨细胞。 

白细胞介素1β诱导大鼠软骨细胞退变：取第2

代软骨细胞，按1×10
4
/cm

2
接种于6孔板。采用

质量浓度10 μg/L白细胞介素1β诱导软骨细胞

退变
[5]
，倒置显微镜观察软骨细胞形态、生长状

况，诱导4 d后行免疫组织化学染色检测Ⅱ型胶

原并与未诱导组相对照。 

分组：实验取第2代退变软骨细胞以1×   

10
8
 L

-1
 接种于25 cm

2
培养瓶中，培养48 h，随

机分为2组：对照组和透骨消痛颗粒组(加入透

骨消痛颗粒醇提物1 g/mL)，每组6孔，分别培

养4，8 d后，采用RT-PCR检测2组Wnt4、糖原

合成酶3β和β-连环蛋白mRNA表达，蛋白印迹

法(Western Blot)检测Wnt4、糖原合成酶3β和

β-连环蛋白的表达。  

甲苯胺蓝染色鉴定软骨细胞：将第2代软骨细

胞爬片72 h，PBS冲洗，40 g/L中性甲醛固定

30 min，用体积分数1%甲苯胺蓝染色30 min，

迅速用无水乙醇漂洗1次，干燥，封固，光学显

微镜下观察。 

Ⅱ型胶原免疫组织化学染色观察退变大鼠软

骨细胞功能：白细胞介素1β诱导前后软骨细胞

爬片，PBS 冲洗， 40 g/L多聚甲醛固定     

30 min，含体积分数0.5%H2O2的甲醇室温处

理30 min，蒸馏水洗3次；滴加封闭液，室温

20 min，甩去余液；滴加5 mg/L Ⅱ型胶原单

克隆抗体，置于湿盒内4 ℃过夜，PBS洗2 min，

共洗3次；生物素化山羊抗兔IgG 37 ℃作用 

20 min，PBS 冲洗2 min，共3次。链霉亲和

素-过氧化物酶复合物置于室温30 min，PBS 

冲洗5 min，共4次；DAB显色，脱水，透明，

封固。 

每张细胞爬片随机观察200倍视野10个，

采用Image-Pro Plus 5.0 图像分析软件对Ⅱ型

胶原阳性染色(棕褐色)的吸光度值进行定量分

析。 

RT-PCR检测大鼠软骨细胞细胞Wnt4、糖原合

成酶3β和β-连环蛋白 mRNA表达：各组软骨细

胞，按操作说明提取总RNA，取1 μg RNA 反

转录成cDNA，以此cDNA为模板行RT-PCR 

扩增Wnt4、糖原合成酶3β、β-连环蛋白，以

GAPDH为内参，Primer 5 设计引物序列。 

RT-PCR 扩增反应条件：94  5 min℃ ，94  ℃

30 s，55 /50 /50 /50 ℃ ℃ ℃ ℃各30 s，72 ℃  

30 s，35个循环，72  10 min℃ ，4 ℃终止保

存。扩增产物经1.5%琼脂糖电泳，采用凝胶成

试剂及仪器 来源 

DMEM 培养液、胎牛血清、胰

蛋白酶 

Ⅱ型胶原酶 

总蛋白提取试剂盒 

β-连环蛋白抗体、糖原合成酶

3β 抗体、Wnt4 抗体、内参

β-actin 

辣根酶标记兔抗山羊 IgG 

 

兔抗鼠Ⅱ型胶原单克隆抗体、

羊抗兔二抗 IgG、DAB 免疫

组织化学学试剂盒  

美国 HyClone 公司 

 

美国 Sigma 公司 

中国凯基生物公司 

美国 Santa Cruz 公司

 

 

北京中衫生物技术 

有限公司 

武汉博士德生物试剂

有限公司 
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1               2               3 

240 bp

337 bp

512 bp

288 bp

像系统对Wnt4、糖原合成酶3β、β-连环蛋白与GAPDH

的灰度值比值进行定量分析。 

引物信息： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Western Blot 检测细胞Wnt4、糖原合成酶3β、β-连环蛋

白的蛋白表达水平：各组软骨细胞，参照试剂说明书，分

组提取总蛋白，采用BCA法测定蛋白浓度。 

每份样品取25 μL(含20 μg 总蛋白 )进行12% 

SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳，并转移至PVDF膜上，放入

封闭液中封闭室温孵育2~4 h，分别与兔抗鼠β-连环蛋

白、糖原合成酶3β、β-actin单克隆抗体(1∶1 000)4 ℃

孵育过夜，羊抗兔多克隆二抗IgG(1∶5 000)37 ℃孵育  

2 h，洗涤10 min，共3次，ECL底物显色，X射线片曝

光。 

Fluor-s凝胶成像分析系统对蛋白条带进行分析，数

据用目的蛋白与β-actin的灰度值比值表示。 

主要观察指标：透骨消痛颗粒干预后大鼠Wnt4、糖

原合成酶3β、β-连环蛋白 mRNA和蛋白表达的变化。 

统计学分析：采用SPSS 13.0统计学软件处理数据，

计量资料采用x
_

±s表示，组间比较用单因素方差分析，

组间均数差异的多重比较用SNK-q 检验。P < 0.05为差

异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  大鼠软骨细胞形态观察和鉴定  原代软骨细胞，

接种细胞为小圆形，培养24 h 后细胞开始贴壁，软骨

细胞边缘出现突起，可见伪足伸出，细胞呈不规则三角

形、四边形等多边形，培养约8 d，致密生长状态下的

软骨细胞相互排列紧密，特别紧密处软骨细胞融合成典

型铺路石样，见图1a。第2代软骨细胞，甲苯胺蓝染色，

可见细胞核呈深蓝色，以圆形、椭圆形为主，细胞内呈

紫红色异染颗粒，细胞周围也出现紫红色异染颗粒，见

图1b。 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

2.2  退变的大鼠软骨细胞中Ⅱ型胶原的表达  正常培

养的第2代软骨细胞，加入退变诱导剂白细胞介素1β诱

导4 d后，细胞生长缓慢，细胞形态缩小, 细胞间隙增宽，

细胞外基质降解，并可见钙化结节形成。白细胞介素1β

诱导4 d后，软骨细胞及胞外基质棕黄色着色的吸光度

值，未诱导组(0.45±0.24)明显高于诱导后(0.17±0.05；

P < 0.05)，见图2。 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

2.3  退变大鼠软骨细胞Wnt4，糖原合成酶3β，β-连环

蛋白mRNA的表达  见图3，表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

引物 引物序列(5′-3′) 
片段长度

(bp) 

退火温度 

( )℃  

 

Sense: GGT CAG CCC 

ACA GGG TTT CCA 

 

Wnt4 

Anti-sense: ACC GCT CGC 

CAG CAT GTC TTT 

 

240 

 

55 

Sense: TAG TCC GAT TGC 

GGT ATT T 

糖原合成

酶 3β 

Anti-sense: CTC CCT TGT 

TGG TGT TCC T 

512 50 

Sense: TCC GCA TGG 

AGG AGA TAG TTG 

β-连环蛋

白 

Anti-sense: ACC GAA AGC 

CGT TTC TTG TAG 

337 50 

Sense: TGC TGA GTA TGT 

CGT GGA G 

GAPDH 

Anti-sense: GTC TTC TGA 

GTG GCA GTG AT 

288 50 

Figure 1  Morphological observation and identification of 
chondrocytes (×200) 

图 1  大鼠软骨细胞形态(×200) 

a: Primary chondrocytes

cultured for 8 d 

b: Passage 2 chondrocytes 

cultured for 3 d, stained by 

toluidine blue 

Figure 2  Immunohistochemistry staining for degenerated 
chondrocytes with collagen type  (×200)Ⅱ  

图 2  退变大鼠软骨细胞Ⅱ型胶原的免疫组织化学染色结果
(×200) 

a: Primary chondrocytes

cultured for 8 d 

b: Passage 2 chondrocytes 

cultured for 3 d, stained by 

toluidine blue 

1: Before treatment group; 2: Normal group; 

3: Tougu Xiaotong granule group 

Figure 3  Expression of Wnt4, glycogen synthase 3β 
(GSK-3β) and β-catenin mRNA in chondrocytes by 
RT-PCR method 

图 3  RT-PCR 测定大鼠软骨细胞中 Wnt4、GSK-3β 和 β-
连环蛋白 mRNA表达 

Wnt4 

 

β-catenin 

 

GSK-3β 

 

β-actin  

 



 

刘伯龄，等. 透骨消痛颗粒对关节软骨细胞 wnt/β-连环蛋白信号通路的调控 

ISSN 1673-8225  CN 21-1539/R   CODEN: ZLKHAH 8577

www.CRTER.org 

1            2             3        Mr 

49 600

92 000
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培养4 d后各组软骨细胞Wnt4、糖原合成酶3β、β-

连环蛋白mRNA均有表达，对照组8 d后软骨细胞Wnt4、

β-连环蛋白与干预前相比表达下降(P < 0.01)，而糖原

合成酶3β与干预前相比表达增高(P < 0.01)；透骨消痛

颗粒组8 d后软骨细胞Wnt4、β-连环蛋白与干预前和对

照组相比表达均增高(P < 0.05)，而糖原合成酶3β表达

下降(P < 0.05)。 

2.4  两组细胞Wnt4，GSK-3β，β-连环蛋白的蛋白表达  

培养4 d后各组软骨细胞Wnt4、GSK-3β、β-连环蛋白均

有表达，对照组培养8 d后软骨细胞Wnt4、β-连环蛋白

表达较干预前下降(P < 0.05，P < 0.01)，而GSK-3β表

达增高(P < 0.01)；透骨消痛颗粒组培养8 d后软骨细胞

Wnt4、β-连环蛋白表达较对照组增高(P < 0.05)，而

GSK-3β表达下降(P < 0.05)，见图4，表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

Wnt信号转导途径调节控制着许多生命过程，包括

生物体的生长、发育、疾病、衰老与死亡等，也包括细

胞形态与功能的分化与维持、免疫、应激、细胞癌变与

细胞凋亡等
[6]
。Wnt家族的各成员在骨与软骨发育过程

中具有重要调节作用
[7-9]
。在肢芽间充质细胞发育为成熟

骨骼组织过程中，间充质细胞经历的演变：间充质细胞

聚集→增殖型软骨细胞→前肥大型软骨细胞→肥大型

软骨细胞→软骨细胞凋亡、坏死、血管侵入，软骨内骨

化。这一系列连续性变化中，软骨细胞在多个环节被调

控，正、负调控机制共同维持着一种动态平衡，保证了

骨骼的正常发育形态。Wnt家族及其信号传导途径中的

相关信号分子，如Frizzled受体、β-连环蛋白和糖原合

成酶3β等，对于这种平衡系统的维持发挥着重要的作 

用
[10-11]
。鉴于Wnt/β-连环蛋白信号途径在软骨生成中的

重要作用，其是否也在骨性关节炎关节软骨退变过程中

发挥重要的调控作用是课题组关注的焦点。因此，阐明

关节软骨细胞内Wnt/β-连环蛋白信号通路的具体作用

机制，有目的的调控关节软骨细胞功能，将是延缓关节

软骨退变的关键环节。 

目前许多学者已经意识到作用于一种靶点的单分

子药物不能有效的治疗复杂疾病，目前药物开发的模式

已从单一靶点药物开发转向基于系统生物学的药物开

发，中医药疗法具有多途径、多靶点的特性，透骨消痛

颗粒是以“肾主骨”、“肝主筋”等中医理论为指导，针

对骨关节炎发病机制及治疗认识基础上组方，具有补肝

肾、强筋骨的功效。因此，实验主要观察透骨消痛颗粒

对退变软骨细胞的Wnt4、β-连环蛋白和糖原合成酶3β

表达影响，从而影响软骨细胞β-连环蛋白活性的作用机

制。  

关节软骨由软骨细胞和细胞外基质组成，实验采用

机械-Ⅱ型胶原酶消化法，可分离培养出较高纯度的软

骨细胞，甲苯胺蓝与第2代软骨细胞分泌的蛋白多糖发

生耦合反应，聚合成多聚体出现异染性
[12]
。在骨关节炎

的软骨细胞、关节滑液及滑膜组织均能检出较高水平的

白细胞介素1β。已有证据表明，白细胞介素1β在软骨细

胞的降解、退变过程中起到最重要的分解作用
[13]
。实验

采用白细胞介素1β诱导软骨细胞退变，免疫组织化学结

果提示退变软骨细胞Ⅱ型胶原含量减少。实验结果中发

现软骨细胞退变早期Wnt4、糖原合成酶3β和β-连环蛋

白均表达，但随着时间推移Wnt4、β-连环蛋白表达下

降，而糖原合成酶3β表达增高，透骨消痛颗粒醇提物干

预后，Wnt/β-连环蛋白信号通路激活后，促使β-连环蛋

白转移至细胞核内，抑制β-连环蛋白-AXIN-APC-糖原

合成酶3β复合物形成，降低糖原合成酶3β的活性从而抑

表 1  退变的大鼠软骨细胞Wnt4、GSK-3β和 β-连环蛋白
mRNA表达 

Table 1  Expression of Wnt4, glycogen synthase 3β (GSK-3β) 
and β-catenin mRNA in degenerated chondrocytes    

(x
_

±s, n=6)

a
P < 0.01, vs. normal group. 

b
P < 0.05, vs. Tougu Xiaotong granule group 

Group Wnt4 β-catenin GSK-3β 

 

Before treatment 

Normal 

Tougu Xiaotong granule 

 

0.95±0.07
ab

 

0.32±0.04
b

1.23±0.09 

 

0.73±0.06
ab

 

0.41±0.07
b
 

0.92±0.08 

 

0.57±0.05
ab

0.88±0.08
b
 

0.35±0.04 

1: Before treatment group; 2: Normal group; 

3: Tougu Xiaotong granule group 

Figure 4  Expression of Wnt4, glycogen synthase 3β 
(GSK-3β) and β-catenin protein in chondrocytes by 
Western Blot 

图 4  Western Blot测定各组细胞Wnt4，GSK-3β，β-连环
蛋白的表达 
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表 2  大鼠软骨细胞Wnt4、GSK-3β、β-连环蛋白的蛋白表达
Table 2  Expression of Wnt4, glycogen synthase 3β (GSK-3β) 

and β-catenin protein in chondrocytes by Western Blot 
(x
_

±s, n=6)

a
P < 0.01, 

b
P < 0.05, vs. normal group 

Group Wnt4 β-catenin GSK-3β 

 

Before treatment 

Normal 

Tougu Xiaotong granule 

 

0.62±0.06
 b

0.45±0.05 

0.76±0.06
b

 

0.84±0.08
 a
 

0.52±0.06 

1.03±0.09
b
 

 

0.94±0.07
b

1.06±0.09 

0.83±0.06
b
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制β-连环蛋白的磷酸化，导致β-连环蛋白在胞质内稳定

的积累，继而进入细胞核，激活转录因子Tcf-4/LEF，调

节目的基因的表达
[14]
。软骨细胞内β-连环蛋白的水平受

Wnt4、糖原合成酶3β的动态调控，实验显示，透骨消

痛颗粒醇提物能诱导软骨细胞转录合成β-连环蛋白、

Wnt4，抑制糖原合成酶3β表达。 
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