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也摘要页 目的 探究乳香-没药含药血清对骨髓间充质干细胞渊BMMSCs冤成软骨分化的影响及其作用机制遥 方法 采用全骨髓

贴壁法从大鼠双侧股骨和胫骨中分离 BMMSCs袁观察其形态并通过流式细胞术进行鉴定曰CCK-8 实验筛选乳香-没药含药血清

促进 BMMSCs增殖的最佳含量曰肿瘤坏死因子-琢渊TNF-琢冤诱导 BMMSCs建立体外炎症微环境袁并用 CCK-8 实验筛选其作用浓度曰

将 BMMSCs分为空白组尧TNF-琢组尧TNF-琢+乳香-没药含药血清组和 TNF-琢+塞来昔布组袁 用 10 ng/mL TNF-琢尧10%乳香-没药含药血

清或 10 滋mol/L塞来昔布处理BMMSCs后袁CCK-8实验检测各组BMMSCs活力袁TUNEL法检测各组BMMSCs凋亡袁 阿利新蓝染色检

测各组 BMMSCs 中基质蛋白糖胺聚糖生成袁Western blot 检测软骨分化标志基因 Sox9尧域型胶原渊Col 域冤尧聚集蛋白聚糖渊Aggre鄄
can冤及 p38 丝裂原活化蛋白激酶渊p38 MAPK冤信号通路相关蛋白表达遥 结果 分离的BMMSCs呈长梭形尧多角形袁排列整齐且呈漩涡状

生长袁CD44尧CD90尧CD105 为阳性表达袁CD34尧CD45尧HLA-DR 为阴性表达袁符合 BMMSCs 特征遥 2.5%尧5%尧10%的乳香-没药含药血

清干预的 BMMSCs 活力升高渊P<0.05冤袁20%尧25%的乳香-没药含药血清干预的 BMMSCs 活力降低渊P<0.05冤曰而 5尧10尧15尧20尧25尧30
ng/mL的 TNF-琢处理的 BMMSCs活力均降低渊P<0.05冤遥与空白组比较袁TNF-琢 组 BMMSCs活力降低渊P<0.05冤袁凋亡率升高渊P<0.05冤袁
阿利新蓝标记的蓝染细胞减少袁细胞中 Sox9尧Col 域尧Aggrecan蛋白相对表达量下调渊P<0.05冤袁p-p38/p38尧p-JNK/JNK蛋白相对表达比值

升高渊P<0.05冤曰与 TNF-琢 组比较袁TNF-琢+乳香-没药含药血清组和 TNF-琢+塞来昔布组的 BMMSCs 活力升高渊P<0.05冤袁凋亡率降低

渊P<0.05冤袁阿利新蓝标记的蓝染细胞增多袁细胞中 Sox9尧Col 域尧Aggrecan蛋白相对表达量上调渊P<0.05冤袁p-p38/p38尧p-JNK/JNK蛋白相

对表达比值降低渊P<0.05冤遥 结论 乳香-没药含药血清可以促进炎症环境下 BMMSCs 增殖袁并诱导其成软骨分化袁该机制可能与调控

p38 MAPK 信号通路有关遥
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Mechanism of Ruxiang (Olibanum) and Moyao (Myrrha)-containing serum
in promoting chondrogenic differentiation of BMMSCs through the p38

MAPK signaling pathway
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乳香-没药含药血清通过 p38 MAPK信号通路促进
BMMSCs成软骨分化的机制研究
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To investigate the effects of Ruxiang (Olibanum) and Moyao (Myrrha)-containing serum on chondrogenic
differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells (BMMSCs) and its mechanism of action. Methods The whole bone marrow
adherence method was employed to isolate BMMSCs from the bilateral femur and tibia of rats, and the cell morphology was
observed and identified by flow cytometry. The CCK -8 assay was used to determine the optimal concentration of Ruxiang
(Olibanum) and Moyao (Myrrha)-containing serum for promoting BMSC viability. Tumor necrosis factor-琢 (TNF-琢) was used to induce
BMMSCs to establish an in vitro inflammatory microenvironment, and its effective concentration was determined by CCK-8 assay.
The BMMSCs were divided into blank group, TNF-琢 group, TNF-琢+Ruxiang (Olibanum) and Moyao (Myrrha)-containing serum group,
and TNF-琢+celecoxib group. Cells in each group were treated with 10 ng/mL TNF-琢, 10% Ruxiang (Olibanum) and Moyao (Myrrha)-
containing serum, or 10 滋mol/L celecoxib. After the treatment, BMSC viability was measured by CCK-8 assay, apoptosis by TUNEL
staining, glycosaminoglycan deposition in the extracellular matrix by Alcian blue staining, and expression of chondrogenic
differentiation markers, including Sox9, collagen 域 (Col 域), and aggrecan, as well as key proteins in the p38 mitogen-activated protein
kinase (p38 MAPK) signaling pathway by Western blot. Results The isolated BMMSCs were spindle- or polygon-shaped, neatly
arranged in a whirlpool-like pattern, positive for CD44, CD90, and CD105, and negative for CD34, CD45, and HLA-DR, consistent
with the BMSC characteristics. The viability of BMMSCs treated with 2.5%, 5%, and 10% Ruxiang (Olibanum) and Moyao (Myrrha)-
containing serum increased (P<0.05), while that treated with 20% and 25% Ruxiang (Olibanum) and Moyao (Myrrha)-containing serum
decreased (P<0.05); the BMSC viability treated with 5, 10, 15, 20, 25, and 30 ng/mL TNF-琢 was reduced (P<0.05). Compared with
the blank group, the TNF-琢 group showed reduced viability (P<0.05), increased apoptosis (P<0.05), and fewer Alcian blue-stained
cells. Additionally, the relative protein expression levels of Sox9, Col 域, and aggrecan were downregulated (P<0.05), while the ratios
of p-p38/p38 and p-JNK/JNK were elevated (P<0.05). Compared with the TNF-琢 group, both the TNF-琢+Ruxiang (Olibanum) and
Moyao (Myrrha)-containing serum and TNF-琢+celecoxib groups showed improved viability (P<0.05), reduced apoptosis (P<0.05), and
increased Alcian blue-stained cells. The relative protein expression levels of Sox9, Col 域, and aggrecan were upregulated (P<0.05),
while the ratios of p-p38/p38 and p-JNK/JNK decreased (P<0.05). Conclusion Ruxiang (Olibanum) and Moyao (Myrrha)-containing
serum can promote the proliferation of BMMSCs in inflammatory environments and induce their chondrogenic differentiation. This
mechanism may be related to the regulation of the p38 MAPK signaling pathway.

也运藻赠憎燥则凿泽页 Ruxiang (Olibanum) and Moyao (Myrrha)-containing serum; bone marrow mesenchymal stem cells; chondrogenic
differentiation; tumor necrosis factor-琢; p38 mitogen-activated protein kinase

椎间盘退变是一种由椎间盘组织老化及机械性

损伤引起的退行性病变袁最终可导致显著的病理改

变及临床症状遥 腰痛是椎间盘退变最常见的临床表

现之一袁易演变为慢性疼痛袁严重时可引发功能障碍

甚至残疾[1]遥 目前袁临床上主要采取保守治疗方式袁
如卧床休息尧非甾体抗炎药尧物理康复等袁对于病情

进展至晚期的患者袁需实施椎板切除术尧椎间盘切除

术尧脊柱融合术等手术进行干预[2]遥 然而袁现有的治

疗方法多以缓解症状为主袁无法有效逆转椎间盘退

变的病理进程遥 终板软骨细胞位于软骨终板袁通过

调控细胞外基质的合成袁维持终板结构完整性和营

养供应遥在椎间盘退变过程中袁终板软骨细胞出现功

能障碍并发生凋亡袁导致基质降解加剧及营养运输

受阻袁进一步促进椎间盘组织的结构破坏和功能恶
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化[3]遥 因此袁如何恢复终板软骨细胞的数量和功能对

于延缓或治疗椎间盘退变意义重大遥
近年来袁干细胞介导的组织再生是一种极具前

景的软骨修复手段遥 间充质干细胞因其高增殖尧高
可塑性及多向分化潜能的优势袁成为组织再生领域

中应用价值较高的细胞来源遥 以间充质干细胞为基

础的替代修复策略已广泛应用于骨关节炎尧骨质疏

松症和多种自身免疫性疾病的研究与治疗[4-6]遥 间充

质干细胞可从多种组织中分离获得袁例如脐带尧脐带

血尧骨髓尧脂肪组织等袁其中袁骨髓间充质干细胞

渊bone marrow mesenchymal stem cells, BMMSCs冤
增殖能力强袁能够分化为软骨细胞和成骨细胞袁被
广泛应用于骨科临床治疗中[7]遥 然而袁BMMSCs 向软

骨表型分化的过程并非自发进行袁而是依赖于特定

的诱导微环境及调控因子的作用遥 乳香-没药是橄

榄科植物中常用的一对树脂药材袁乳香具有活血止

痛尧消肿生肌等功效袁没药则以活血散瘀尧消炎止痛

见长遥 二者常配伍使用袁相辅相成袁具有良好的协同

作用袁广泛用于治疗多种慢性炎症性疾病袁包括类风

湿关节炎尧肌肉骨骼疼痛及腰椎间盘退变等[8-9]遥 但其

具体作用机制尚不明确袁也尚未见乳香-没药对

BMMSCs 成软骨分化的相关研究遥因此袁本研究通过

观察乳香-没药含药血清对炎症微环境下 BMMSCs
成软骨分化的影响袁初步探究其作用机制袁旨在为乳

香-没药修复椎间盘退变损伤提供实验依据遥
1 材料与方法

1.1 实验大鼠

SPF 级雄性 SD 大鼠 12 只袁6 周龄袁体质量渊200依
20冤 g袁购自新疆医科大学实验动物中心袁动物许可

证号院SYXK渊新冤2023-0005遥 其中 6 只用于乳香-没
药含药血清制备袁另外 6 只用于 BMMSCs 分离遥 大

鼠饲养于温度渊22依2冤 益尧相对湿度 55%依5%尧12 h/
12 h 光暗交替的动物房中袁其间自由摄食尧饮水遥本

研究的动物实验获得本院伦理委员会批准渊伦理号院
IACUC202501013冤袁实验均按照叶实验动物管理条

例曳进行袁严格遵循 3R 原则遥

1.2 主要试剂与仪器

乳香尧没药购自苏州市天灵中药饮片有限公司曰
肿瘤坏死因子-琢渊tumor necrosis factor-琢, TNF-琢冤
购自美国 PeproTech 公司渊批号院300-01A冤曰胰蛋白酶

购自北京索莱宝科技公司渊批号院T1300冤曰琢-MEM
完全培养基购自美国 Gibco 公司渊批号院12571-063冤曰
胎牛血清购自杭州四季青公司渊批号院13011-8611冤曰
CCK-8 试剂盒购自南京凯基生物公司 渊批号院
KGA317-1冤曰TUNEL 凋亡细胞染色试剂盒渊批号院
C1098冤尧BCA 蛋白浓度测定试剂盒渊批号院P0012冤尧
RIPA 裂解液渊批号院P0013B冤购自上海碧云天生物

科技公司曰4',6-二氨基-2-苯基吲哚渊4',6-diamidi鄄
no-2-phenylindole, DAPI冤 购自深圳欣博盛生物科

技有限公司渊批号院H-1200-10冤曰阿利新蓝染色试剂

盒购自无锡天萃生物科技有限公司渊批号院YBEF0011冤曰
增强型化学发光试剂渊enhanced chemiluminescence,
ECL冤购自武汉纯度生物科技有限公司渊批号院CD-
103020GM冤曰异硫氰酸荧光素渊fluorescein isothio鄄
cyanate, FITC冤标记的 CD44尧CD90尧CD105 抗体及

藻红蛋白渊phycoerythrin, PE冤标记的 CD34尧CD45尧
HLA-DR 抗体均购自美国 BioLegend 公司渊批号院
338806尧328106尧323206尧304005尧307605尧304005冤曰
GAPDH 抗体尧Sox9 抗体尧域型胶原渊collagen 域, Col
域冤尧聚集蛋白聚糖渊Aggrecan冤抗体尧p38 丝裂原活化

蛋白激酶渊p38 mitogen-activated protein kinase, p38
MAPK冤抗体尧磷酸化 p38渊phospho-p38, p-p38冤抗
体尧c-Jun N-端激酶渊c-Jun N-terminal kinase, JNK冤
抗体尧磷酸化 JNK渊phospho-JNK, p-JNK冤抗体以

及抗兔或抗小鼠 IgG 抗体均购自英国 Abcam 公司

渊批号分别为院ab9485尧ab185230尧a b34712 尧 ab36861 尧
ab31828 尧 ab47363 尧 ab179461 尧 ab131499 尧 ab6721尧
ab6789冤遥

倒置显微镜渊型号院IX73冤购自上海光学仪器厂曰
流式细胞仪渊型号院FACSCanto 域冤购自贝克曼库尔

特有限公司曰多功能酶标仪渊型号院XMX-7000冤购自

广州市美瑞实验仪器有限公司曰荧光显微镜渊型
号院BX53冤购自北京光明仪器有限公司曰蛋白质定

量仪渊型号院Nanodrop 2000c冤购自美国Thermo Fisher
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Scientific公司曰电泳仪渊型号院Mini-PROTEAN Tetra
Cell冤购自美国 Bio-Rad 公司曰高速冷冻离心机渊型
号院Eppendorf 5810R冤购自德国 Eppendorf 公司遥
1.3 方法

1.3.1 乳香-没药含药血清的制备 6 只 SD 大鼠于

每日早晚各灌胃 1 次渊按 1颐1 比例配制的乳香-没药

混合提取液 2 mL冤袁按 6.72 g/kg 剂量连续灌胃 7 d遥
末次给药前禁食不禁水 12 h袁于末次灌胃后 2 h 麻

醉大鼠袁经腹主动脉采集全血遥 每只大鼠平均采血

量为 8耀10 mL袁可获得血清 4耀5 mL袁总产量为24耀
30 mL遥根据后续细胞实验分组及用量计算袁CCK-8尧
TUNEL尧阿利新蓝染色及 Western blot 等实验均采用

10%含药血清工作浓度袁单孔用量 0.1耀0.5 mL袁按
每组设置 6 个复孔及多次重复实验计算袁本批血清

总量可满足全程实验需求遥采集的血清置于室温静置

2 h袁以 3 000 r/min渊离心半径为 10 cm冤离心 15 min
分离上清袁于 56 益水浴灭活 30 min袁经 0.22 滋m 微

孔滤膜过滤除菌袁分装后置于-20 益保存备用遥
1.3.2 BMMSCs 的分离培养 在无菌条件下麻醉并

处死 6 只健康 SD 大鼠袁迅速取出双侧股骨和胫骨袁
彻底去除周围软组织袁75%乙醇对骨骼表面进行短

时消毒处理袁PBS 冲洗干净袁剪除骨骺端后袁暴露骨

髓腔袁利用无菌注射器向腔内注入预冷的 琢-MEM
完全培养基袁充分冲洗骨髓以获取细胞悬液遥 所得

混悬液经 200 目滤网过滤后袁以 4 000 r/min渊离心

半径为 10 cm冤离心 5 min袁弃去上清后用新鲜培养

基重悬细胞袁将细胞接种于无菌平底培养皿或培养

瓶中袁在 37 益尧5% CO2 恒温培养箱内进行贴壁培

养袁每 2耀3 d 更换培养液一次袁其间采用倒置显微

镜进行观察和记录袁当贴壁细胞融合度达 80%耀
90%时袁加入胰酶消化进行传代遥
1.3.3 流式细胞术鉴定 BMMSCs 取第 3 代生长状

态良好的 BMMSCs袁制成 1伊105 个/mL 的单细胞悬液袁
取 100 滋L 细胞悬液分别加入标记有不同荧光的抗

体 院CD34 -PE尧CD44 -FITC尧CD45 -PE尧CD90 -FITC尧
CD105-FITC尧HLA-DR-PE袁混匀后在避光条件下孵

育 30 min遥 孵育结束后加入 PBS 清洗两次袁并将细

胞重悬于 500 滋L PBS 中袁进行流式细胞仪检测遥
1.3.4 CCK-8 实验检测细胞活力 渊1冤乳香-没药

含药血清对 BMMSCs 活力的影响院取第 3 代 BMM鄄
SCs袁调整密度为 1伊105 个/mL袁在 96 孔板孔内加入

100 滋L 细胞悬液过夜培养后袁使用不同浓度大鼠乳

香-没药含药血清渊2.5%尧5%尧10%尧15%尧20%尧25%冤
处理 BMMSCs袁空白组为 10%胎牛血清培养袁每组设

置 6个复孔袁培养 24 h后取出袁每孔加入 10 滋L CCK-
8袁孵育 2 h袁酶标仪 450 nm波长处测量相应的吸光度

渊A冤值袁计算 BMMSCs 活力遥 细胞活力渊%冤=[渊A 实验-
A 空白冤/渊A 正常对照-A 空白冤]伊100%遥

渊2冤TNF-琢 对 BMMSCs 活力的影响院在 96 孔

板孔内加入 100 滋L 细胞悬液过夜培养后袁使用终

浓 度 为 5尧10尧15尧20尧25尧30 ng/mL TNF -琢 干 预

BMMSCs 24 h袁空白组 BMMSCs 不进行处理袁TNF-
琢 处理时间 24 h 的设置参考已有文献报道[10]袁该条

件已在多项研究中用于稳定建立 BMMSCs 炎症损

伤模型遥 每组设置 6 个复孔袁24 h 后采用 CCK-8 检

测各处理下 BMMSCs 活力遥
渊3冤乳香-没药含药血清对炎性环境下 BMMSCs

活力的影响院在 96 孔板孔内加入细胞悬液 100 滋L袁
分为空白组尧TNF-琢 组尧TNF-琢+乳香-没药含药血

清组和 TNF-琢+塞来昔布组袁每组设置 6 个复孔遥
TNF-琢 组用终浓度为 10 ng/mL TNF-琢 处理袁TNF-
琢+乳香-没药含药血清组用终浓度为 10 ng/mL TNF-
琢 和 10%乳香-没药含药血清处理袁TNF-琢+塞来昔

布组用终浓度为 10 ng/mL TNF-琢 和 10 滋mol/L 塞

来昔布[11]处理袁空白组不进行任何处理遥 各组细胞孵

育 24 h 后袁CCK-8 检测各处理下 BMMSCs 活力遥
1.3.5 TUNEL 法检测 BMMSCs 凋亡情况 取干预

处理后的 BMMSCs袁于载玻片上制备细胞爬片遥采用

4%多聚甲醛固定 15 min袁PBS 洗涤 3 次后 袁用

0.1% Triton X-100 膜通透液室温处理 10 min遥
PBS 再次洗涤后袁用 TUNEL 试剂盒中的 buffer 液

覆盖细胞袁室温预孵育 10 min遥 滴加 TUNEL反应液袁
置于 37 益恒温箱避光孵育 1 h遥 孵育结束后袁PBS
冲洗 3 次袁加入 DAPI 染液避光染核 5 min袁再次
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PBS 洗涤袁滴加封片剂封片遥使用荧光显微镜观察并

拍摄图袁凋亡细胞呈红色荧光袁细胞核呈蓝色袁每组

随机选取 6 个视野袁统计红色荧光细胞数与总细胞

数袁计算细胞凋亡率遥 细胞凋亡率渊%冤=凋亡细胞数

目/总细胞数目伊100%遥
1.3.6 阿利新蓝染色检测基质蛋白糖胺聚糖生成 各

组 BMMSCs处理结束后袁于 24孔板中制备细胞爬片袁
PBS 洗涤 2 次遥 采用 4%多聚甲醛室温固定 15 min袁
固定结束后 PBS 洗涤 3 次遥 以 1%阿利新蓝预染液

渊pH 2.5冤预染色 3 min袁再以新配制的 1%阿利新蓝

染液渊pH 2.5冤覆盖爬片袁室温染色 30 min遥 染色结

束后袁PBS 反复冲洗袁去除多余染液遥 在光学显微镜

下观察并拍照袁糖胺聚糖沉积部位呈现蓝色团块或

颗粒状遥
1.3.7 Western blot 检测 Sox9尧Col 域尧Aggrecan 蛋白

及 p38 MAPK 信号通路相关蛋白表达 各组BMM鄄
SCs 干预后袁PBS 洗涤细胞 3 次袁采用含蛋白酶及

磷酸酶抑制剂的 RIPA 裂解液提取总蛋白质袁置
于冰上充分裂解 30 min袁裂解液收集后于4 益尧
12 000 r/min渊离心半径为 10 cm冤离心 15 min袁取
上清液袁用 BCA 测定法定量蛋白质浓度遥 配制 10%
十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶袁每孔加入等量

30 滋g 总蛋白进行电泳分离袁并电印迹到 PVDF 膜

上遥 在室温下用 5%脱脂奶粉封闭 1 h袁TBST 洗涤袁

分别加入Sox9 抗体尧Col 域抗体尧Aggrecan 抗体尧p-
p38 抗体尧p38 抗体尧p-JNK 抗体尧JNK 抗体渊均按 1颐
1 000 稀释冤袁4 益下孵育过夜袁TBST 洗涤袁将膜与

抗兔或抗小鼠 IgG 抗体渊1颐5 000 稀释冤袁室温下孵育

1 h袁再次洗膜后采用 ECL 显影袁凝胶成像系统采集

图像袁使用 ImageJ 软件分析条带灰度值袁各目的蛋

白表达水平用内参蛋白 GAPDH 进行归一化处理遥
1.4 统计学分析

采用 SPSS 23.0 对各组数据进行统计分析袁
GraphPad Prism 8.30 软件绘图袁所有实验数据以

野曾依s冶表示遥 单因素方差分析进行多组间数据比较袁
组间两两数据比较采用 LSD-t 检验遥 P<0.05 为差异

具有统计学意义遥
2 结果

2.1 BMMSCs形态及细胞表型符合干细胞特征

分离获得的BMMSCs 培养 7 d 后袁可见大量长

梭形尧多角形细胞袁细胞排列整齐袁呈旋涡状生长遥细
胞表面标志物 CD44尧CD90尧CD105 均呈阳性袁表达

率分别为 99.1%尧97.9%尧90.9%袁CD34尧CD45尧HLA-
DR 为阴性袁阳性率为 0.95%尧0.48%尧0.22%遥 上述结

果提示所分离的细胞具备典型 BMMSCs 的形态学

特征和表面免疫表型袁说明分离培养 BMMSCs 成

功遥 详见图1遥

图 1 BMMSCs鉴定结果

Fig.1 Identification results of BMMSCs
注院A援光学显微镜观察 BMMSCs 形态渊伊100冤曰B.流式细胞术检测 BMMSCs 表面标志物表达遥

A B
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图 2 不同含量乳香-没药含药血清处理对 BMMSCs
活力的影响

Fig.2 Effects of different concentrations of Ruxiang
(Olibanum) and Moyao (Myrrha)-containing serum on the

viability of BMMSCs
注院与空白组比较袁*P<0.05遥

图 4 乳香-没药含药血清和塞来昔布对 TNF-琢诱导的

BMMSCs活力的影响

Fig.4 Effects of Ruxiang (Olibanum) and Moyao (Myrrha)-
containing serum and celecoxib on the viability of

BMMSCs induced by TNF-琢
注院与空白组比较袁*P<0.05曰与 TNF-琢 组比较袁#P<0.05遥

图 3 不同浓度 TNF-琢处理对 BMMSCs活力的影响

Fig.3 Effects of different concentrations of TNF-琢 on
the viability of BMMSCs
注院与空白组比较袁*P<0.05遥

2.2 乳香-没药含药血清调节 TNF-琢 诱导下BMM鄄
SCs活力变化

经过不同含量乳香-没药含药血清干预 BMM鄄
SCs 后袁与空白组比较袁2.5%尧5%尧10%的乳香-没药

含药血清干预的 BMMSCs 活力显著升高渊P<0.05冤袁
15%的乳香-没药含药血清干预的 BMMSCs 活力未

发生显著变化渊P>0.05冤袁而 20%尧25%的乳香-没药

含药血清干预的 BMMSCs 活力显著降低渊P<0.05冤袁
说明低中浓度乳香-没药含药血清可促进 BMMSCs
活力袁而高浓度则抑制 BMMSCs 活力遥 详见图 2遥

采用不同浓度 TNF-琢 处理后袁与空白组比较袁
5尧10尧15尧20尧25尧30 ng/mL 的 TNF-琢 均会显著降低

BMMSCs 活力渊P<0.05冤遥 详见图 3遥

通过乳香-没药含药血清和 TNF-琢 处理后袁与
空白组比较袁TNF-琢 组的 BMMSCs 活力显著降低

渊P<0.05冤曰 与 TNF-琢 组比较袁TNF-琢+乳香-没药含

药血清组和 TNF-琢+塞来昔布组的 BMMSCs 活力显

著升高渊P<0.05冤袁说明适当浓度的乳香-没药含药血

清能拮抗 TNF-琢 处理对 BMMSCs 活力的抑制作

用遥 详见图 4遥

2.3 乳香 -没药含药血清抑制 TNF-琢 诱导的

BMMSCs凋亡

与空白组比较袁TNF-琢 组的 BMMSCs 凋亡率显

著升高渊P<0.05冤曰与 TNF-琢 组比较袁TNF-琢+乳香-
没药含药血清组和 TNF-琢+塞来昔布组的 BMMSCs
凋亡率显著降低渊P<0.05冤袁说明 TNF-琢 诱导的BMM鄄
SCs 凋亡受到抑制遥 详见图 5遥
2.4 乳香-没药含药血清促进 TNF-琢 诱导下BMM鄄
SCs成软骨分化

空白组 BMMSCs 中有大量蓝色着色细胞袁而
TNF-琢 组蓝色着色细胞明显减少袁说明其成软骨分

化能力降低曰相较于 TNF-琢 组袁TNF-琢+乳香-没药

含药血清组和 TNF-琢+塞来昔布组的 BMMSCs 中蓝

染细胞增加袁说明成软骨分化能力增强遥 详见图 6遥
与空白组比较袁TNF-琢 组中 Sox9尧Col 域尧Ag鄄

grecan 蛋白相对表达量显著下调渊P<0.05冤曰与 TNF-
琢 组比较袁TNF-琢+乳香-没药含药血清组和 TNF-
琢+塞来昔布组中 Sox9尧Col 域尧Aggrecan 蛋白相对表

达量均显著上调渊P<0.05冤袁说明软骨基质合成能力

增强遥 详见图 7遥
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图 6 乳香-没药含药血清和塞来昔布对 TNF-琢诱导的 BMMSCs成软骨分化的影响渊阿利新蓝染色袁伊100冤
Fig.6 Effects of Ruxiang (Olibanum) and Moyao (Myrrha)-containing serum and celecoxib on chondrogenic

differentiation of BMMSCs induced by TNF-琢 (Alcian blue staining, 伊100)

图 7 乳香-没药含药血清和塞来昔布对 TNF-琢诱导的 BMMSCs中 Sox9尧Col 域尧Aggrecan蛋白表达的影响

Fig.7 Effects of Ruxiang (Olibanum) and Moyao (Myrrha)-containing serum and celecoxib on the protein
expression of Sox9, Col 域, and aggrecan in BMMSCs induced by TNF-琢

注院与空白组比较袁*P<0.05曰与 TNF-琢 组比较袁#P<0.05遥

图 5 乳香-没药含药血清和塞来昔布对 TNF-琢诱导的 BMMSCs凋亡的影响渊TUNEL 染色袁伊100冤
Fig.5 Effects of Ruxiang (Olibanum) and Moyao (Myrrha)-containing serum and celecoxib on

apoptosis of BMMSCs induced by TNF-琢 (TUNEL staining, 伊100)
注院与空白组比较袁*P<0.05曰与 TNF-琢 组比较袁#P<0.05遥

2.5 乳香-没药含药血清通过抑制 p38 MAPK 信号

通路调控 BMMSCs功能

与空白组比较袁TNF-琢 组中 p-p38/p38尧p-JNK/

JNK蛋白相对表达量比值显著升高渊P<0.05冤曰与TNF-
琢 组比较袁TNF-琢+乳香-没药含药血清组和 TNF-
琢+塞来昔布组中 p-p38/p38尧p-JNK/JNK 蛋白相对
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图 8 乳香-没药含药血清和塞来昔布对 TNF-琢诱导的 BMMSCs中 p38 MAPK信号通路蛋白表达的影响

Fig.8 Effects of Ruxiang (Olibanum) and Moyao (Myrrha)-containing serum and celecoxib on p38 MAPK
signaling pathway-related protein expression in BMMSCs induced by TNF-琢

注院与空白组比较袁*P<0.05曰与 TNF-琢 组比较袁#P<0.05遥

表达量比值显著降低渊P<0.05冤袁说明 p38 MAPK尧JNK
活化受到抑制遥 详见图 8遥
3 讨论

椎间盘退变过程中袁软骨终板经历钙化尧结构破

坏尧炎症激活和通透性降低等一系列病理改变袁且多

种因素之间相互影响袁共同参与椎间盘组织的退行

性演变遥 维持或重建软骨终板的结构与功能已成为

近年来椎间盘退变研究领域的重要方向遥 BMMSCs
因其较强的适应性和在特定诱导条件下的分化潜

能袁近年来被广泛应用于组织工程和软骨再生领域[12]遥
通过移植 BMMSCs 并诱导其成软骨分化以修复软

骨缺损袁被认为是一种具有前景的治疗策略[13]遥 然

而袁BMMSCs 的行为及其分化潜能受到周围微环境

的影响袁包括各种炎症因子尧信号分子及细胞外基质

成分等遥 在椎间盘病理状态下袁促炎因子水平升高可

能会打乱正常分化平衡袁削弱细胞的合成代谢能力并

促进其凋亡袁严重干扰终板软骨组织的再生修复能

力[14]遥 研究表明袁TNF-琢会降低软骨形成标志蛋白Ag鄄
grecan 和 Col 域表达袁抑制 BMMSCs 向软骨分化[15]遥
此外袁TNF-琢 能够激活核因子-资B渊nuclear factor-
资B, NF-资B冤通路袁进而阻碍 BMMSCs 的软骨形成曰
而干扰其表达可以抑制炎症袁改善类风湿关节炎症

状袁并促进软骨形成标志物表达[16]遥 本研究通过TNF-
琢 干预模拟炎症环境袁实验结果证实 TNF-琢 会降

低 BMMSCs 活力袁促进其凋亡袁并减少基质蛋白糖

胺聚糖生成袁抑制软骨形成标志蛋白 Sox9尧Col 域尧
Aggrecan的表达袁表明其对 BMMSCs 成软骨分化具

有负向调控作用遥
乳香和没药作为来源于天然树脂的中药材袁常

联合用于多种慢性炎症性及组织损伤性疾病的治

疗遥 现代药理研究显示袁乳香-没药主要活性成分具

备调控炎症信号通路尧抗氧化以及镇痛等多种生物

学作用袁当前已在多种软骨损伤疾病的治疗中展现

出良好的应用前景[17-18]遥 已有临床研究表明袁乳香提

取物 Aflapin 能够减轻骨关节炎患者疼痛尧僵硬和肿

胀等症状袁调节血清炎症因子水平袁并有助于软骨再

生[19]遥 此外袁没药在碘乙酸钠诱发的骨关节炎模型大

鼠中具有强效的镇痛和抗炎活性袁能够逆转软骨侵

蚀并改善软骨损伤[20]遥 软骨形成伴随着一系列特异

性标志物的表达遥 糖胺聚糖是构成软骨细胞外基质

的重要成分袁主要包括透明质酸尧软骨素硫酸和皮肤

素硫酸等袁通过与蛋白聚糖结合袁维持软骨的弹性和

抗压性能[21]遥 Sox9 是软骨形成过程中最关键的转录

因子之一袁能够激活编码 Col 域的软骨特异性基因

表达袁维持软骨细胞的分化状态和功能[22]遥 Col 域和

Aggrecan 是软骨特异性胶原蛋白和蛋白聚糖袁两者

协同维持基质稳定性与弹性[23]遥 塞来昔布是一种选

择性环氧合酶-2 抑制剂袁能够通过减少软骨细胞外

基质降解尧抑制促炎因子和促分解代谢酶表达袁减少
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软骨基质破坏[11]遥 本研究结果显示袁乳香-没药含药

血清可显著提升炎症环境中 BMMSCs 的活力袁减少

细胞凋亡袁增加基质蛋白糖胺聚糖生成袁并上调成软

骨关键蛋白 Sox9尧Col 域和 Aggrecan 的表达袁 以上

实验结果与塞来昔布处理下的实验结果相似遥 这一

现象提示袁乳香-没药不仅发挥抗炎作用袁同时还可

能直接促进 BMMSCs 向软骨方向的分化过程遥
p38 MAPK 信号通路作为炎症调控的核心通路

之一袁已被证实在多种疾病中发挥重要作用袁例如

心血管疾病尧神经退行性疾病尧骨科疾病以及癌

症[24-26]遥 在 BMMSCs 分化过程中袁该通路活性的变化

可显著影响成软骨表型的建立遥 过度激活的 p38
MAPK 通过介导 JNK 抑制 Sox9尧Col 域尧Aggrecan
等软骨形成特异性基因的表达袁进而干扰细胞软骨

分化的进程[27]遥 本研究观察到袁TNF-琢 干预显著上调

了BMMSCs 中 p38 和 JNK 的磷酸化水平袁说明 p38
MAPK信号通路被激活曰而乳香-没药含药血清则

可有效逆转这一激活趋势袁提示其调节作用可能与

抑制 p38 MAPK 信号通路的过度活化有关袁从而改

善 BMMSCs 在炎症环境中成软骨分化障碍遥
综上所述袁本研究表明乳香-没药含药血清在

炎症环境中能够提高 BMMSCs 活性袁减少细胞凋亡袁
促进其成软骨分化袁其潜在机制可能与调控 p38
MAPK 信号通路相关遥 这一发现为天然药物在组织

工程和再生医学领域的应用提供了新思路袁也为探

索椎间盘退变的新型治疗策略提供了理论依据遥 然

而袁研究仍存在局限性袁本实验未进一步分析乳香-
没药中活性成分及其具体作用机制袁且缺乏动物水

平的体内验证袁后续研究可采用 p38 MAPK 通路激

动剂和抑制剂进行干预袁结合动物模型探讨其临床

可行性与安全性袁为椎间盘退变治疗提供更为坚实

的实验基础遥
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