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左归丸促进骨髓形成肝细胞的分子机制研究

李瀚 * 高 翔* 晏雪生* 明安萍* 彭亚琴*

摘要 目的：探讨左归丸促进骨髓形成肝细胞的分子机制。 方法：采用交叉性别骨髓移植模型，雌性 BALB／c小鼠接受9.0Gy
60Co 源 γ射线照射后，经尾静脉注射输入同种系雄性小鼠骨髓细胞，分左归丸组和模型组，6个月后处死实验动物，取肝组织
标本。选用小鼠基因表达谱寡核苷酸芯片，观察实验小鼠肝组织基因表达谱的变化。结果：左归丸组小鼠在骨髓移植6个月后
肝组织的基因表达谱与模型组比较有显著不同，差异表达基因有1147条，已知功能基因有533条，其中上调基因264条，下调
基因269条。 结论：左归丸可能是通过影响肝组织基因表达谱的变化促进骨髓形成肝细胞。
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Study on Molecular Mechanism of Zuoguiwan in Promoting Bone Marrow Cells to Form Hepatic Cel ls
Li Hanmin，Gao Xiang，Yan Xuesheng，et al．
（ H epatop athy I nstitute，A f f iliated H osp ital of H ubei College of T CM ，W uhan430061）
Objective：T o study the molecular mechanism of Zuoguiw an in promoting bone marrow cells to form hepatic cells．Methods：After
irradiation w ith9．0Gy 60Co γ-rays，the female BALB／c mice w ere injected via the tail vein w ith bone marrow cells of homogenic
male mice to establish bone marrow transplantation model．T he female BALB／C mice w ere randomly divided into a Zuoguiw an
group，and a model group．After 6month，all mice w ere sacrificed and liver tissues w ere taken．Changes ence of gene expression
profile w as detected using the mouse gene expression profile oligo-nucleotide chip．Results：T here w ere significant differences in
gene expression profile of the liver tissue betw een the tw o groups after6months of transplantation，w ith1147genes of differential
expression，of which 533genes w ere function-known and264genes w ere up-regulated，269genes down-regulated．Conclusion：
T he molecular mechanism of Zuoguiw an in promoting bone marrow cells to form hepatic cells is exerted possibly via influencing
the changes of gene expression profile．
Key Words Bone marrow cell／drug effect；Zuoguiw an／therapeutic application

  为了研究左归丸提高骨髓形成肝细胞的转化率，
我们采用骨髓形成肝细胞动物模型对比观察左归丸对

实验小鼠骨髓形成肝细胞的影响。 以往的实验结果显
示，左归丸能够促进骨髓形成肝细胞，且作用优于八珍
汤［1］。本实验在前期研究基础上，采用基因芯片技术研
究左归丸促进骨髓形成肝细胞的分子机制。
1 材料与方法
1.1 动物与分组：4周龄 SPF 级 BABL／c小鼠，由湖
北省预防医学院动物中心提供。 雌性小鼠随机分为左
归丸组（灌服左归丸溶液）40只和模型组（灌服生理盐
水 ）40只，骨髓移植术前1周起饮水中加入红霉素
（250mg／L）和庆大霉素（320mg／L）以清洁消化道。
1.2 实验药物：左归丸由熟地黄、山药、枸杞子、山茱

萸、菟丝子、川牛膝、鹿角胶、龟甲胶依次按8∶4∶4∶
4∶4∶3∶4∶4称重，前6味水煎，后两味加温熔于其
中，用蒸馏水调浓度为100％，0.1mPa 下15分钟灭
菌，4℃保存。
1.3 骨髓移植与标本采集：雄性小鼠颈椎脱臼处死，
75％乙醇浸泡10分钟，无菌条件下取股骨，剪开干骺
端，用5ml 注射器吸取 RPMI-1640液0.5ml 冲出骨
髓，过6号针头3次、4号针头2次制成单个细胞悬
液，计数并调整细胞浓度为1×107／ml。 雌性小鼠接受
60Co源γ射线全身照射，总剂量为9Gy，然后经尾静脉
输入制备好的雄性小鼠骨髓细胞悬液0.2ml（ 约2×
106 个细胞） 。 移植雄性小鼠骨髓的雌性小鼠饲养于
SPF 级动物房，饮水中加入红霉素（250mg／L ） 和庆大
霉素（320mg／L） ，每天更换垫料和饮水，垫料、饲料和
饮水均经高温消毒。骨髓移植6个月后，颈椎脱臼处死
小鼠，无菌条件下切取肝组织用液氮速冻后保存于
－80℃待测。
1.4 基因芯片检测：小鼠16K v1.0基因表达谱寡核
苷酸芯片及其检测试剂盒由上海生物芯片公司提供。
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抽提并纯化肝组织总 RNA 后完成如下操作。
1.4.1 cDNA 探针制备：在 cDNA 第一链合成过程
中，通过反转录酶将 CyDye 标记核苷酸直接掺入到
cDNA 链中制备荧光探针。 将纯化好的探针转入酶标
板，分别测定 OD260、OD550、OD650以定量，Cy3探针
（ pmol） ＝A550×洗脱体积／0.15，Cy5探针 （ pmol） ＝
A650×洗脱体积／0.25。 将探针吸回 PCR管，真空加热
抽干，避光保存于－20℃，待杂交。Cy3标记左归丸组，
Cy5标记模型组。
1.4.2 芯片杂交：洗涤盖玻片，用50ml离心管分别配
制 ddH2O、95％乙醇并置于沸水中加热，将盖玻片依次
放入 ddH2O、95％乙醇、ddH2O，各3分钟，最后放入
50ml离心管中1000r／min 离心3分钟，去除残留的水
渍，放置备用。用纯水配制 PBS 溶液，杂交前加入适量
到杂交盒内以保持杂交体系100％的湿度。 平衡杂交
炉，用水平仪校准杂交炉以保持水平，确保杂交芯片的
均一性。 配制洗片液，洗液Ⅰ为含0.1％SDS 的1倍
SSC，洗液Ⅱ为0.1倍的 SSC。
1.5 检测与分析：使用 Agilent Scanner 获取图像，利
用 Split-tiff 软件和图像分析软件 Imagene确定杂交点
的范围，过滤背景噪音，提取得到基因表达的荧光信号
强度值。 将所得数据导入分析软件 Genespring 进行数
据标准化处理，计算得到两种荧光 Cy3与 Cy5的比
值。一般认为比值在0.5～2.0范围内的基因不存在显
著的表达差异，而在该范围之外的基因则被认为表达
出现显著改变，比值≤0.5为基因表达水平下调，比
值≥2为基因表达水平上调。
2 结果
2.1 左归丸组与模型组小鼠肝组织基因表达谱的差
异：在所检测的基因中，左归丸组相对于模型组小鼠的
差异表达基因有1147条，已知功能基因有533条，其
中上调基因264条，下调基因269条。
2.2 左归丸影响上调及下调表达的基因：在所检测的
基因中，补肾（左归丸）组相对于对照组小鼠的差异表
达基因有1147条，已知功能基因有533条，其中上调
基因264条、下调基因269条。其差异表达基因中已知
功能分类基因见附表。
3 讨论

在体内骨髓形成肝细胞这一过程可以分为骨髓细

胞迁移至肝脏和骨髓细胞在肝脏分化为肝细胞两个阶

段。左归丸能够提高骨髓形成肝细胞的转化率，促进骨
髓形成肝细胞，其分子机制可能是对骨髓形成肝细胞
这一过程的基因表达谱产生了影响，体现了中医药多
靶点、多途径、多层次综合作用的特点和优势。 实验结

附表 补肾（左归丸）组与对照组小鼠肝组织差异表达基因分类
基因分类

（按产物已知功能分类）
差异表达基因数

上调基因数 下调基因数

DNA 合成、重组和修复相关 6 3
DNA 结合蛋白 9 5
RNA 加工、更新和转运相关 6 4
癌基因和肿瘤抑制基因 － 4
打靶蛋白 5 14
蛋白质翻译后修饰 7 12
蛋白更新相关 12 13
凋亡相关蛋白 4 4
翻译相关 3 13
免疫系统蛋白 7 4
膜通道转运子 19 21
转录相关 45 21
细胞表面抗原 6 8
细胞骨架蛋白 13 7
细胞内效应器 15 31
细胞黏附受体 5 9
细胞受体 37 15
细胞外基质蛋白 4 2
细胞外通讯蛋白 10 10
细胞外转运蛋白 4 7
细胞周期相关 2 4
新陈代谢相关 26 47
张力感应蛋白 1 －
总计 264 269

果表明，左归丸组小鼠的基因表达谱与模型组小鼠相
比较，细胞因子／生长因子类表达上调的有表皮生长因
子（ EGF） 、成纤维细胞生长因子2（ FGF2） 、成纤维细
胞生长因子16（ FGF16） 、粒细胞集落刺激因子3（ G-
CSF3） 等；表达下调的有白细胞介素18（ IL-18） 、白细
胞介素12a（ IL-12a） 、肿瘤坏死因子（ TNF）超家族成员
8等；受体类表达上调的有粒－巨噬细胞集落刺激因
子2（ GM-CSF2）受体β2、促甲状腺激素受体（ T SHR） 、
睫状神经营养因子（ CNTF） 受体等；激素类促甲状腺
素释放激素（ TRH）表达下调。

EGF 是最早发现的生长因子之一，通过靶细胞的
特异受体起作用，具有刺激表皮细胞生长等多种生理
作用。肝细胞膜上存在 EGF 受体，是 EGF 的靶细胞之
一。 EGF 单独或者和其他因子联合应用均能刺激体外
培养肝细胞的 DNA 合成，体内实验也证明 EGF 具有
刺激肝细胞增殖的作用。 FGF 属于肝素结合生长因子
家族，亦可刺激体外培养肝细胞的 DNA 合成，还可刺
激成纤维细胞生长，促进实质细胞与细胞外基质连接。
EGF、FGF 对肝细胞生长因子（ HGF）诱导骨髓细胞转
化为肝细胞的作用具有协同效应［2～5］。 而 G-CSF 是刺
激骨髓干细胞动员和归巢的信号之一，广泛用于干细
胞的动员和归巢。 这些因子表达上调有利于动员骨髓
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细胞肝脏归巢，并诱导其向肝细胞方向转化。
IL-18主要由活化的单核－巨噬细胞、肝枯否细

胞等产生，在介导组织免疫、炎症损伤、免疫调节、抗病
毒、抗肿瘤等方面均具有重要作用［6］。 IL-18可通过促
进γ干扰素（ INF-γ） 、TNF、Fas 配体的表达使肝细胞
坏死，是内毒素所致肝损伤的重要诱导因子。 IL-12是
由巨噬细胞、B淋巴细胞等抗原递呈细胞在免疫应答
中产生的细胞因子，具有显著的抗肿瘤和移植癌转移
的作用。 IL-12作用于正常小鼠可引起肝实质中单核
细胞包括 CD8＋细胞、NK 细胞和单细胞的多处浸润，
引起髓外造血细胞增生，抑制骨髓中的造血细胞生成，
造成小鼠肝损伤和贫血［7］。 此外，还有研究提出 IL-12
可通过激活 IL-12／STAT4／IFN-γ信号途径而诱导同
种部分肝移植发生排斥反应。 TNF 能增强多聚酶活
性，使 DNA 复制增加，诱使内皮细胞和成纤维细胞增
殖［8］。有研究显示，TNF 对体外培养肝细胞的DNA 代
谢呈双相影响，低浓度 TNF 能刺激 DNA 合成，高浓
度 TNF 则使 DNA 复制受阻，并造成肝细胞损伤［9］。
这些因子在肝组织下调表达有可能起到保护肝细胞，
减少肝损伤的作用。

GM-CSF2受体、TSHR、CNTF 受体等上调表达
可能反映了 GM-CSF2、TSH 及 CNTF 的表达下调，造
成相应受体病理性上调表达。 GM-CSF 也是刺激骨髓
干细胞动员和归巢的信号之一，可引导人 CD34＋造血

祖细胞骨髓归巢，还能增加骨髓内皮前体细胞和肌源
性前体细胞的动员。 GM-CSF 能诱导 c-fac基因及 IL-
l、IL-6、G-CSF 及 TNF-α基因表达，增加中性粒细胞
存活，增加其胞外基质的酪氨酸磷酸化，调节其细胞膜
表面表型，增加中性粒细胞在趋化作用中的氧化代谢
能力，还能增加中性粒细胞及单核细胞黏附因子的表
达［10］。 CNTF 属于神经调节细胞因子家族，和造血细
胞因子如 IL-6、白血病抑制因子、抑瘤素 M 、G-CSF 及
骨髓单核细胞生长因子等有相似的螺旋框架结构，故
被认为是造血因子超家族的成员之一。 CNTF 具有多

种生物活性，能调节神经细胞的生长分化，诱导急性期
反应蛋白的产生，还可调节某些癌基因的表达，参与肿
瘤生长和分化调控。 GM-CSF、CNTF 及 TSH 表达减
少可能与机体抑制肝细胞过度增殖有关。

左归丸促进骨髓转化为肝细胞的基因表达谱变化

从整体调控角度反映了分子网络作用的复杂性，以上
讨论只涉及细胞因子／生长因子、激素及其受体相互作
用的部分机制，有关信号通路、代谢酶等作用机制尚待
进一步分析。此外，许多未知功能的基因与骨髓形成肝
细胞的相关机制尚待进一步深入研究。
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