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淫羊藿苷对脂多糖诱导成骨细胞骨架 F-actin 损伤的保护作用 
 

黄孝闻，王绪平，张扬，寿旦*
(浙江省中医药研究院，杭州 310007) 

 
摘要：目的  考察淫羊藿苷对成骨细胞骨架 F-actin 损伤的保护作用及其对相关信号通路的调控。方法  采用脂多糖诱导

大鼠成骨细胞损伤模型。实验分为空白对照组、模型组和 0.1，1，10 μg·mL1 淫羊藿苷组，MTT 法观察淫羊藿苷对成骨

细胞活性的影响，TRITC-Phalloidin 荧光染色观察淫羊藿苷对细胞骨架的影响，ELISA 法测定各组成骨细胞中 F-actin 的

含量，RT-PCR 法测定细胞骨架 Rho A 和 Cofilin 的 mRNA 表达量。结果  与空白对照组比较，100 μg·mL1 脂多糖能显

著降低成骨细胞存活率(P<0.01)；与模型组比较，1~10 μg·mL1 淫羊藿苷预处理后能显著提高细胞存活率(P<0.05 或

P<0.01)；而 0.1 μg·mL1 淫羊藿苷则无显著影响。与模型组比较，1~10 μg·mL1 淫羊藿苷能显著抑制成骨细胞 F-actin 解

聚(P<0.05)，抑制 Rho A 的 mRNA 表达(P<0.05 或 P<0.01)，0.1~10 μg·mL1 淫羊藿苷能抑制 Cofilin 的 mRNA 表达(P<0.01)。

结论  淫羊藿苷对脂多糖诱导的细胞骨架 F-actin 损伤具有保护作用，其机制与抑制细胞骨架相关因子 Rho A 和 Cofilin

的 mRNA 表达有关。 
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Protective Effect of Icariin on Lipopolysaccharide-induced Cytoskeleton F-actin Injury 
 

HUANG Xiaowen, WANG Xuping, ZHANG Yang, SHOU Dan*(Zhejiang Academy of Traditional Chinese Medicine, 

Hangzhou 310007, China) 
 

ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the protective effect of icariin on F-actin damage of osteoblast cytoskeleton and the 
regulation of related signaling pathways. METHODS  Lipopolysaccharide(LPS) was used to induce osteoblasts to establish an 

injury model in vitro. Experimental group: control group, model group and 0.1, 1, 10 μg·mL1 icariin groups. MTT method was 
used to observe the effect of icariin on the activity of osteocytes. TRITC-Phalloidin fluorescence staining was used to observe the 
effect of icariin on cytoskeleton. ELISA method was used to determine the content of F-actin in osteocytes. RT-PCR method was 
used to determine the expression of cytoskeleton-related factors Rho A and Cofilin mRNA. RESULTS  Compared with the 

control group, 100 μg·mL1 LPS could significantly reduce the survival rate of osteoblasts(P<0.01). Compared with the model 

group, the survival rate could significantly improve after pretreatment with 110 μg·mL1 icariin(P<0.05 or P<0.01), while 

0.1 μg·mL1 icariin had no significant effect. Compared with the model group, 110 μg·mL icariin could significantly inhibit 
F-actin depolymerization in osteoblasts(P<0.05), inhibit the mRNA expression of Rho A (P<0.05 or 0.01), and icariin at 

concentration of 0.110 μg·mL1 could inhibit the mRNA expression of Cofilin (P<0.01). CONCLUSION  Icariin has 
protective effect on LPS-induced cytoskeleton F-actin injury model, and its mechanism may be related to inhibiting the 
expression of cytoskeleton-related factors Rho A and Cofilin mRNA. 
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慢性骨髓炎(chronic osteomyelitis，CO)属于骨

科难治愈病种。绿脓假单胞菌等致病菌可释放脂

多糖等内毒素，作用于成骨细胞膜受体，经信号

通路传递，使下游基因和蛋白表达发生变化，介

导多种炎症因子的合成和释放，诱导成骨细胞凋

亡，抑制骨的再生修复，表现为骨不连[1-2]。细胞

骨架纤维状肌动蛋白(F-actin)是细胞外信号启动

和调控细胞内信号时的首要靶蛋白，参与细胞维

持、运动、收缩、黏附、增殖和凋亡等多种行为，

也是调节细胞通透性的重要机制 [3]。其中，

RhoA/Rock 信号通路被称为肌动蛋白细胞骨架和

细胞形态异质器的调节器[4]，而 Cofilin 基因作为

下游一种重要的肌动蛋白结合蛋白，控制肌动蛋

白丝的解聚和聚合[5]。研究表明，脂多糖能诱导细
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胞骨架肌动蛋白的重构和改变，进而引起细胞收缩

和通透性增加，使其失去原有的形态和功能，导致

细胞凋亡[6]；而 Cofilin 能通过 NF-κB 途径介导脂

多糖诱导的小胶质细胞活化，表明细胞骨架肌动蛋

白的解聚是激活炎症信号通路的重要途径之一[7]。 

淫羊藿(Epimedium brevicornu Maxim.)是传统

补肾健骨中药，具有调节骨代谢，促进骨修复的

作用[8-9]。课题组前期研究表明[10]，淫羊藿主要活

性成分淫羊藿苷能促进成骨细胞增殖和矿化，且

在成骨细胞中的吸收和利用率较高。近年来，淫

羊藿苷抗炎作用的报道也越来越多[11]，淫羊藿可

以抑制由脂多糖诱导的炎症因子释放，从而保护

细胞[12]。但其是否通过调控细胞骨架相关的信号

通路而保护肌动蛋白，尚未见报道。 

本研究采用脂多糖诱导成骨细胞 F-actin 损伤

模型，考察淫羊藿苷对 F-actin 的保护作用及对细

胞骨架调控关键因子Rho A和Cofilin表达的影响，

初步阐明其作用机制。 

1  仪器与材料 

1.1  材料 

新生 SD 乳鼠，♂，体质量为(10±2)g，由浙江

省医学科学院动物中心提供。淫羊藿苷对照品(中

国药品生物制品检定所，批号：110703-200415)；

LPS from Escherichia coli 055:B5(Sigma，批号：

086M4159V)；DMEM 高糖培养基(Hyclone，批号：

AC14563280)；胎牛血清(批号：1707133)、PBS(批

号：1715884)均来自 Gibco；MTT 细胞增殖及细胞

毒性检测试剂盒(南京凯基生物科技发展有限公

司，批号：20180828)；大鼠F-actin酶联免疫(ELISA)

检测试剂盒(南京建成生物工程研究所，批号：

20181024)；DMSO(VETEC，批号：WXBC1590V)；

Trizol(ambion，批号：182809)；Rho A、Cofilin、

β-actin 引物合成[生工生物工程(上海)股份有限公

司]；BioRT cDNA First Strand Synthesis Kit(批号：

20180601)、BioEasy SYBR Green I Real Time 

PCR Kit(批号：20180902)均来自杭州博日科技有

限公司。 

1.2  仪器 

311 型二氧化碳细胞培养箱 (美国 Thermo 

Scientific)；ECLIPSE Ti 型倒置荧光显微镜(日本

Nikon)；Microfuge® 20R 型低温离心机 (美国

Beckman Coulter)；Spectra Max 190 全波长酶标仪

(美国 Molecular Devices)；AE50 型电子天平(瑞士

Mettler)；细胞培养板(美国 Costar)；7500 型实时

荧光定量 PCR 仪(美国 ABI)；FormaTM 900 系列超

低温冰箱(美国 Thermo)。 

2  方法 

2.1  细胞培养 

取新生 SD 乳鼠，拉颈处死后取颅骨，采用二

次酶消化法分离后，用含 10%FBS 的 DMEM 高糖

培养基，置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养、传

代，取 P3 代细胞进行实验。 

2.2  淫羊藿苷溶液的配制 

精确称取淫羊藿苷对照品，用含 0.1%DMSO

的 DMEM 高糖培养基配成 100 μg·mL1，临用前

稀释到相应浓度。 

2.3  分组 

正常对照组：空白 DMEM 培养基培养；模型

组：含 100 μg·mL1 脂多糖的 DMEM 培养基培养；

给药组：取“2.2”项下配制的淫羊藿苷溶液，用

DMEM 培养液稀释至 0.1，1，10 μg·mL1，分别

对各组细胞预处理 6 h ，再加入终浓度为

100 μg·mL1 的脂多糖进行培养。 

2.4  MTT 法检测细胞活力 

取对数生长期的 P3 代成骨细胞，调整浓度为

106 ·mL1，每孔 100 μL 接种于 96 孔板中，培养

24 h，按实验分组加入相应药物，每组设 6 个复孔。

作用 24 h 后，MTT 法检测细胞增殖情况，490 nm

处测量吸光度(A)值，计算细胞存活率(%)。 

2.5  成骨细胞骨架 F-actin的荧光染色标记和含量

测定 

106 ·mL1 的成骨细胞，接种于 6 孔板中，每

孔 2 mL，培养到细胞长满至 70%~80%，按分组加

入相应药物，每组设 3 个复孔，培养 24 h 后，取

各组细胞，用 PBS 清洗 3 遍，4%多聚甲醛固定

20 min，PBS 再漂洗 3 次后，加入 1%山羊血清封

闭液封闭 30 min，避光条件下用 5 μg·mL1 罗丹明

标记的鬼笔环肽(TRITC-Phalloidin)染色，37 ℃孵

育 40 min，弃去染液，用 DAPI 复染 5 min，PBS

快速润洗 3 次，荧光封片剂封片，荧光显微镜观

察并摄片。采集图像，使用 Image-Pro Plus 6.0 软

件分析细胞骨架结构 F-actin 的积分荧光强度。 

细胞分组和给药方式同“2.3”项下，结束培

养后，用冷的 PBS 轻轻清洗，然后用胰蛋白酶消

化成悬液，1 000 × g 离心 5 min 后收集细胞，再次

用冷的PBS 洗涤3次。每106 个细胞中加入200 μL 
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PBS 重悬，反复冻融使细胞破碎，1 500 × g 离心

10 min，收集细胞上清，酶联免疫试验(ELISA)竞

争法，制备标准曲线，检测各组样本中 F-actin 含量。 

2.6  实时荧光定量 PCR 法检测成骨细胞中 Rho A

和 Cofilin 的 mRNA 表达 

取 P3 代成骨细胞，按“2.3”项下分组和给药，

结束培养后，用 Trizol 法提取总 RNA，按试剂盒

说明进行逆转录反应和实时荧光定量 PCR 检测。

RT-PCR 反应程序设置：94 ℃，2 min；94 ℃，10 s；

60 ℃，15 s；72 ℃，30 s；40 cycles(荧光信号采集

设在 72 ℃)。融解度曲线程序设置：95 ℃，2 min；

72 ℃，1 min；95 ℃，30 s；步进 0.5 ℃·s1；30 ℃，

1 min。以 β-actin 为内参基因，采用∆∆Ct 法进行

分析。PCR 引物序列如下：β-actin 上游序列

5'-CGGTCAGGTCATCACTATCG-3' ， 下 游 序 列

5'-TTCCATACCCAGGAAGGAAG-3'；Rho A 上游

序列 5'-GTGATTGTTGGTGATGGAGC-3'，下游序

列 5'-CTCGTGGCCATCTCAAAAAC-3' ； Cofilin

上游序列 5'-TGTGGCTGTCTCTGATGGAG-3'，下

游序列 5'- TTGTCTGGCAGCATCTTGAC-3'。 

2.7  统计学方法 

实验数据和资料用 sx  表示，采用 SPSS 19.0

统计学软件进行统计学分析，采用配对 t 检验

(a=0.05)，比较各组间实验结果，并进行差异分析，

P<0.05 为差异有统计学意义。 

3  结果 

3.1  淫羊藿苷对脂多糖诱导成骨细胞损伤模型活

力的影响 

100 μg·mL1 脂多糖诱导成骨细胞后，细胞平

均存活率降低至 67.74%，较正常对照组有显著性

差异(P<0.01)。与模型组相比，1，10 μg·mL1 淫

羊藿苷给药组存活率明显上升，差异具有显著性

(P<0.05 或 P<0.01)，而 0.1 μg·mL1 淫羊藿苷给药

组则无显著性差异。结果见图 1。 

3.2  脂多糖诱导成骨细胞损伤模型及淫羊藿苷干

预保护作用 

100 μg·mL1 脂多糖诱导成骨细胞 8 h 后，细

胞出现收缩现象；24 h 后，细胞密度明显减少，

可见伪足现象。正常对照组细胞的 F-actin 呈梭型，

有序分布在细胞核周围；脂多糖作用 24 h 后，细

胞核周围的细胞骨架 F-actin 出现脱落、断裂和损

伤现象。与正常对照组比较，模型组的积分荧光

强度明显减小(P<0.01)；而经淫羊藿苷预处理后再

加脂多糖，各组细胞骨架的完整性均优于模型组，

相对应的积分荧光强度也均明显高于模型组

(P<0.05)。结果见图 2~3。 

 
图 1  脂多糖及淫羊藿苷对成骨细胞活力的影响( sx  , 

n=6) 
与正常对照组相比，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.05，3)P<0.01。 

Fig. 1  Effects of lipopolysaccharide and icariin on the 
viability of osteoblasts( sx  , n=6) 
Compared with control group, 1)P<0.01; compared with model group, 
2)P<0.05, 3)P<0.01. 

 
正常对照组        脂多糖作用 8 h      脂多糖作用 24 h 

图 2  普通显微镜下脂多糖诱导成骨细胞损伤模型及局部

放大图(100×) 

Fig. 2  Model of lipopolysaccharide induced osteoblast 
injury and local magnification under general microscope 
(100×) 

3.3  ELISA 法检测成骨细胞中 F-actin 的含量 

与正常对照组相比，模型组细胞 F-actin 含量

明显降低(P<0.05)。而各给药组细胞 F-actin 含量明

显增加，其中淫羊藿苷(1，10 μg·mL1)组的 F-actin

含量显著高于模型组 (P<0.05) ，而淫羊藿苷

(0.1 μg·mL)组的 F-actin 含量与模型组无显著性

差异，结果见表 1。提示淫羊藿苷具有对脂多糖致

成骨细胞损伤的保护作用，并且其作用随淫羊藿

苷浓度的增加而增强。 

3.4  淫羊藿苷对细胞骨架相关基因 Rho A 和

Cofilin 的调控作用 

与正常对照组相比，经脂多糖诱导的成骨细

胞模型，细胞骨架相关因子 RhoA 和 Cofilin 的

mRNA 表达上调明显(P<0.01)；与模型组相比，各 
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图 3  脂多糖诱导成骨细胞骨架 F-actin 损伤模型及淫羊藿

苷干预后的荧光染色强度比较(200×， sx  , n=3) 

与正常对照组相比，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.05。 

Fig. 3  Comparison of fluorescent dyeing intensity of 
lipopolysaccharide induced F-actin damage model of 
osteoblast cytoskeleton(200×, sx  , n=3) 
Compared with control group, 1)P<0.01; compared with model group, 
2)P<0.05. 

表 1  淫羊藿苷预处理后对脂多糖诱导成骨细胞 F-actin 损

伤的影响( sx  , n=3) 

Tab. 1  Effect of icariin pretreatment on F-actin damage 
induced by lipopolysaccharide in osteoblasts( sx  , n=3) 

组别 成骨细胞 F-actin 含量/ng·L 

正常对照组 143.56±11.41 

模型组 92.48±8.641) 

0.1 μg·mL1 淫羊藿苷组 115.26±15.44 

1 μg·mL1 淫羊藿苷组 134.24±10.012) 

10 μg·mL1 淫羊藿苷组 141.99±4.042) 

注：与正常对照组相比，1)P<0.05；与模型组相比，2)P<0.05。 

Note: Compared with control group, 1)P<0.05; Compared with model 
group, 2)P<0.05. 

给药组 RhoA 和 Cofilin 的 mRNA 表达均有不同程

度下调。其中 1，10 μg·mL1 淫羊藿苷组的 RhoA 

mRNA含量与模型组比具有显著性差异(P<0.05或

P<0.01)；0.1，1，10 μg·mL1 淫羊藿苷组的 Cofilin 

mRNA 与模型组比，均具有显著性差异(P<0.01)，

结果见图 4。 

 
图 4  脂多糖及淫羊藿苷预处理后对成骨细胞 Rho A 和

Cofilin mRNA 表达的影响( sx  , n=3) 

与正常对照组相比，1)P<0.01；与模型组相比，2)P<0.05，3)P<0.01。 

Fig. 4  Effects of lipopolysaccharide and icariin pretreatment 
on Rho A and Cofilin mRNA expression in osteoblasts( sx  , 

n=3) 
Compared with control group, 1)P<0.01; compared with model group, 
2)P<0.05, 3)P<0.01. 

4  讨论 

肌动蛋白细胞骨架控制着广泛的细胞过程，

如运动、细胞质分裂、分化、囊泡转运、吞噬、

肌肉收缩等，在多种信号传导途径中发挥调节作

用[13]。细胞骨架和 NF-κB 信号通路之间存在着密

切联系，细胞骨架在细胞的炎性反应、免疫应答、

肿瘤凋亡中扮演重要的角色[14]。目前，骨科领域

中对于成骨细胞骨架肌动蛋白的研究，大多集中

在力学作用下相关蛋白表达的分子机制[15]，而对

炎症因子引起成骨细胞骨架损伤的报道较少。 

脂多糖是革兰氏阴性细菌主要的致病成分，

可诱发一系列的炎症反应，从而导致组织器官的

损伤[16]。对于脂多糖刺激成骨细胞制备模型的剂

量浓度，根据实验目的不同也有所区别。要考察
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脂多糖对成骨细胞相关基因和蛋白表达的影响，

其浓度范围通常在 0.01~1 μg·mL1；而考察脂多糖

对成骨细胞的增殖、分化和凋亡等表型时，其浓

度范围在 1~50 μg·mL1[17-18]。另外， 新证据表

明，低浓度脂多糖 (500 ng·mL1)通过成骨细胞

NF-κB 信号通路激活自噬，促进细胞增殖，从而

抑制细胞凋亡，促进骨折愈合，其作用可能反而

有利于细胞 [19] 。本研究预实验证实， 0.01~ 

10 μg·mL1 脂 多 糖 能 促 进 成 骨 细 胞 增 殖 ，

100 μg·mL1 脂多糖对成骨细胞骨架的损伤效果

显著，可作为造模剂量。 

淫羊藿苷对多种器官、组织或细胞的损伤具

有保护作用。其中，淫羊藿苷对脂多糖诱导细胞

炎症损伤的保护作用被证实与激活 PI3K/Akt 通路

和抑制 NF-κB 有关[20]。本研究表明，经脂多糖诱

导培养，成骨细胞中的 RhoA 和 Cofilin mRNA 明

显上调，而 F-actin 含量明显减少，结合荧光染色

情况，提示脂多糖通过激活 RhoA/Rock 信号通路

诱导 F-actin 的解聚造成细胞损伤；而淫羊藿苷保

护成骨细胞的作用与抑制 RhoA 和 Cofilin 的上调

表达有关，通过减少脂多糖诱导的 F-actin 解聚重

组，维持成骨细胞中 F-actin 的含量，从而抑制下

游炎症通路的激活，起到保护细胞损伤的作用。 
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