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左归丸和右归丸对去卵巢大鼠股骨骨髓 PPAＲγ、
C /EBPβ、C /EBPα蛋白表达的影响
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［摘要］ 目的 探讨左归丸和右归丸治疗绝经后骨质疏松症的可能作用机制。 方法 60 只大鼠随机分为空
白组、假手术组、模型组、补佳乐组、左归丸组、右归丸组，每组 10 只。除空白组、假手术组外，其余各
组经双侧卵巢切除手术建立绝经后骨质疏松症大鼠模型。3 天后，左归丸组、右归丸组、补佳乐组给予相应
药物灌胃，剂量分别为 9. 45 g / ( kg·d) 、10. 26 g / ( kg·d) 、0. 09 g / ( kg·d) ，空白组、假手术组、模型组灌
胃 2ml蒸馏水，各组均灌胃 12 周。灌胃结束后，HE染色观察股骨近端骨组织形态学变化，western blot法检
测股骨骨髓过氧化物酶增殖物激活受体 γ ( PPAＲγ) 、CCAAT-增强子结合蛋白 β ( C /EBPβ) 、CCAAT-增强
子结合蛋白 α ( C /EBPα) 蛋白表达量。 结果 与空白组比较，模型组大鼠股骨脂肪细胞数目以及骨髓
PPAＲγ、C /EBPβ、C /EBPα蛋白表达明显升高 ( P ＜ 0. 01) ; 与模型组比较，补佳乐组、左归丸组、右归丸
组大鼠股骨脂肪细胞数目以及骨髓 PPAＲγ、C /EBPβ、C /EBPα 蛋白表达量均有不同程度降低，并且补佳乐
组、左归丸组优于右归丸组 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。 结论 左归丸与右归丸均能改善去卵巢大鼠骨髓微环
境，其机制可能与抑制股骨脂肪分化和骨髓 PPAＲγ、C /EBPβ、C /EBPα蛋白表达有关。
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β; CCAAT-增强子结合蛋白 α; 脂肪细胞

随着人口老龄化的加剧，绝经后骨质疏松症

( postmenopausal osteoporosis，PMOP ) 已成为威胁
老年人健康的疾病之一，其发病机制为妇女绝经期

后卵巢功能衰退，体内的雌激素水平明显下降，骨

形成与骨吸收代谢平衡失调，从而导致骨量丢

失［1］。成骨细胞和成脂细胞有一个共同的前体细
胞源，即骨髓间充质干细胞 ( bone marrow mesen-
chymal stem cells，BMSCs) ，骨髓腔内骨与脂肪组
织的量的维系是由 BMSCs 向成骨细胞与成脂细胞
分化来决定的［2 － 3］。研究发现，绝经后妇女 BMSCs
产生分化成熟脂肪细胞能力增加［4 － 6］。本实验采用
切除大鼠双侧卵巢法建立绝经后骨质疏松症模型，

观察左归丸、右归丸对去卵巢大鼠股骨近端骨组织
形态学和过氧化物酶增殖物激活受体 γ ( PPAＲγ) 、
CCAAT-增强子结合蛋白 β ( C /EBPβ) 、CCAAT-增
强子结合蛋白 α ( C /EBPα) 表达的影响，旨在为
探讨左归丸和右归丸防治绝经后骨质疏松症的可能

分子机制。

1 材料与方法

1. 1 动物
SPF级雌性未生育 SD 大鼠 60 只，2 月龄，体

重 200 ～ 220 g，购自辽宁长生生物技术有限公司，
实验动物许可证号: SCXK ( 辽) 2015-0001。
1. 2 药品制备
左归丸: 熟地黄 24 g，麸炒山药 12 g，枸杞子

12 g，山萸肉 12 g，鹿角胶 12 g，菟丝子 12 g，牛膝
9 g，龟甲胶 12 g。右归丸: 熟地黄 24 g，麸炒山药
12 g，枸杞子 12 g，山萸肉 12 g，鹿角胶 12 g，菟丝
子 12 g，当归 9 g，肉桂 6 g，杜仲 9 g，炮附片 6 g。
中药饮片购于辽宁中医药大学附属第一院，自制成

生药量 1 g /ml 水煎液。戊酸雌二醇片 ( 补佳乐，
DELPHAＲM lille S. A. S 公司，批号 J20130009 ) ，
用蒸馏水溶化补佳乐为 0. 1 mg /L。青霉素注射液
( 河南新乡华星药厂，批号: H41020818) 。
1. 3 主要试剂与仪器

PPAＲγ 抗体 ( 批号: ab191407 ) ，Abcam 公
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司; C /EBPβ 抗体 ( 批号: bs1396Ｒ) 、C /EBPα 抗
体 ( 批号: bs1630Ｒ) ，均购于北京博奥森生物技
术有限公司; β-Actin ( 批号: cst # 3700 ) ，美国
CST公司; ＲIPA 裂解液 ( 批号: 40N00150) ，ED-
TA-Glycerol ( 批号: 45230202251) ，均购于北京鼎
国昌盛生物技术有限责任公司; 2 ×蛋白上样缓冲
溶液 ( 批号: 10L16B31) ，武汉博士德生物工程有
限公司; ECL 发光液 ( 批号: P0018 ) ，沈阳科硕
商贸有限公司。Neofuge13Ｒ 台式高速冷冻离心机，
香港 Heal Force公司; Alpha View SA 3. 4. 0 凝胶图
像分析软件，美国 NatureCrop公司; X-Cite Adaptor
显微镜，加拿大 LDGI公司。
1. 4 动物分组与模型建立

60 只大鼠适应性喂养 1 周后，按体重分层采
用随机数字表法分为空白组、假手术组、模型组、
补佳乐组、左归丸组、右归丸组，每组 10 只。采
用 10%水合氯醛 ( 0. 3 ml /100 g) 进行麻醉。除空
白组、假手术组外，其余各组分别从背部切除双侧
卵巢。假手术组只切除卵巢周围适量的脂肪组织，
不切除双侧卵巢。切口处术后立即给予青霉素
0. 08 ml /100 g肌肉注射，预防感染。
1. 5 给药方法
大鼠等效剂量按成人每日用药量的 6. 3 倍计

算。造模 3 天后，左归丸组、右归丸组、补佳乐组
分别灌胃相应药物，剂量分别为 9. 45 g / ( kg·d) 、
10. 26 g / ( kg·d) 、0. 09 g / ( kg·d) ，空白组、假手
术组、模型组灌胃给予 2 ml 蒸馏水，均每日上午
灌胃 1 次，共 12 周。
1. 6 观察指标及方法
末次给药 2 h 后，麻醉，取出大鼠股骨，剔除

肌肉和筋膜，将左侧股骨投入到 4%多聚甲醛溶液
中固定。剪断右侧股骨两端，显露髓腔，用 1. 5 ml
PBS缓冲液反复冲洗髓腔，冲出骨髓，直至骨干发
白透亮。将冲出的骨髓 4℃ 2500 r /min离心 10 min，
弃去 PBS，将装有骨髓的离心管放入 － 80℃冰箱保
存，用于提取总蛋白。
1. 6. 1 骨组织脂肪细胞数目 经 4%多聚甲醛固
定后股骨组织块置于 EDTA-Glycerol 脱钙液中脱
钙，4℃脱钙 21 天，每 3 ～ 5 天更换 1 次脱钙液。
经针刺法检测脱钙情况 ( 组织很容易被刺透而无

阻力) ，石蜡包埋。每组采用抽签法选取 3 只大
鼠，对每只大鼠股骨近端相同部位进行连续切片，

切片经常规 HE染色后，在光学显微镜下对每只大
鼠相同部位进行观察拍片。每张片子选取( 200 × )

视野，统计视野内脂肪细胞数目。
1. 6. 2 western blot 法检测股骨骨髓组织 PPAＲγ、
C /EBPβ、C /EBPα 蛋白表达 称取骨髓组织
0. 1 g，加入 500μl 蛋白裂解液研磨提取匀浆液，
4℃ 12000r /min离心 10 min，取上清，加入上样缓
冲液，100℃变性 5 min，蛋白变性后，进行聚丙烯
酰氨凝胶电泳，每孔上样等量总蛋白，电泳后转膜

2 h，封闭 2 h，一抗孵育 1 h 后，4℃过夜，次日二
抗孵育 1 h 后，TBST 充分洗膜后，加入 ECL 发光
液，曝光，扫描图像后分析结果，计算目的蛋白与

内参 ( β-Actin) 条带灰度值的比值后，再进行各
组比较。
1. 7 统计学方法
采用 SPSS 13. 0 软件。数据用均数 ± 标准差

( 珋x ± s ) 表示，用单因素方差分析，方差齐采用
LSD检验，方差不齐采用 Tamhane's方法。

2 结果

2. 1 各组大鼠股骨近端骨组织形态学表现
图 1、表 1 示，与空白组比较，假手术组股骨

近端骨小梁排列致密整齐，形态完整，骨髓中有少

量的脂肪细胞，差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) ;
与空白组比较，模型组骨小梁结构散乱稀疏变细，

股骨近端骨髓脂肪细胞数目增多 ( P ＜ 0. 01 ) ; 与
模型组比较，补佳乐组、左归丸组、右归丸组股骨
近端骨髓脂肪细胞数目明显减少 ( P ＜ 0. 01 ) ; 右
归丸组股骨近端骨髓脂肪细胞数目多于左归丸组和

补佳乐组 ( P ＜ 0. 01) 。

表 1 各组大鼠股骨近端脂肪细胞数目比较 ( 个，珋x ± s)

组别 鼠数 脂肪细胞数目 ( 个)

空白组 10 39. 67 ± 7. 234
假手术组 10 52. 33 ± 14. 640△

模型组 10 162. 33 ± 7. 767*

补佳乐组 10 38. 67 ± 5. 508△▲

左归丸组 10 46. 33 ± 11. 846△▲

右归丸组 10 88. 67 ± 3. 055＊△

注: 与空白组比较，* P ＜ 0. 01; 与模型组比较，△P ＜ 0. 01;

与右归丸组比较，▲P ＜ 0. 05，▲▲P ＜ 0. 01

2. 2 各组大鼠股骨骨髓组织 PPAＲγ、C /EBPβ、
C /EBPα蛋白表达比较
表 2 示，与空白组比较，假手术组大鼠股骨骨

髓 PPAＲγ、C /EBPβ、C /EBPα 蛋白表达量相当
( P ＞ 0. 05 ) ，而模型组大鼠股骨骨髓 PPAＲγ、
C /EBPβ、C /EBPα 蛋白表达量升高 ( P ＜ 0. 01 ) 。
与模型组比较，补佳乐组、左归丸组、右归丸组股
骨骨髓PPAＲγ、C / EBPβ、C / EBPα蛋白表达明显
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注: 脂肪细胞表现为圆形不着色空洞

图 1 各组大鼠股骨股骨近端骨组织形态学表现 ( HE染色 × 200)

表 2 各组大鼠股骨骨髓组织 PPAＲγ、C /EBPβ、C /EBPα蛋白表达比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数 PPAＲγ C /EBPβ C /EBPα

空白组 10 0. 8564 ± 0. 02210 0. 7238 ± 0. 01462 0. 7440 ± 0. 00844
假手术组 10 0. 8413 ± 0. 03218△ 0. 6808 ± 0. 02500△ 0. 7002 ± 0. 03402△

模型组 10 1. 2284 ± 0. 01390* 0. 9871 ± 0. 05643* 1. 1510 ± 0. 03043*

补佳乐组 10 0. 7550 ± 0. 04272＊△▲▲ 0. 6683 ± 0. 03329△▲ 0. 7683 ± 0. 04193△

左归丸组 10 0. 7594 ± 0. 03856＊△▲▲ 0. 6738 ± 0. 07877△▲ 0. 7594 ± 0. 05659△

右归丸组 10 0. 9600 ± 0. 03905＊△ 0. 7783 ± 0. 02930△ 0. 8100 ± 0. 03122＊△

注: PPAＲγ，过氧化物酶体增殖物激活受体 γ; C /EBPβ，CCAAT-增强子结合蛋白 β; C /EBPα，CCAAT-增强子结合蛋白 α; 与空白组比

较，* P ＜ 0. 01; 与模型组比较，△P ＜ 0. 01; 与右归丸组比较，▲P ＜ 0. 05，▲▲P ＜ 0. 01

降低 ( P ＜ 0. 01) ，右归丸组 PPAＲγ、C /EBPβ 表达
量高于左归丸组和补佳乐组( P ＜0. 05或 P ＜0. 01) 。

注: A，空白组; B，假手术组; C，模型组; D，补佳乐
组; E，左归丸组; F，右归丸组; PPAＲγ，过氧化物酶
增殖物激活受体 γ; C /EBPβ，CCAAT-增强子结合蛋白
β; C /EBPα，CCAAT-增强子结合蛋白 α
图 2 各组大鼠骨髓组织 PPAＲγ、C /EBPβ、

C /EBPα蛋白电泳图

3 讨论

绝经后骨质疏松症是女性绝经后常见的骨代谢

疾病，属于中医学 “骨痿”范畴。中医学认为，
PMOP病因是肾阴损及肾阳，以致阴阳俱虚。阴精
为充骨生髓的物质基础，阳精为阴精的原动力。依
据“肾主骨，生髓”理论，肾精不足所致的骨髓
空虚是 PMOP发病的关键，治疗应以补肾为基本治

则。左归丸与右归丸均出自明代医家张景岳的
《景岳全书》，左归丸功效为滋阴补肾、填精益髓，
方中熟地黄滋阴补肾，龟甲胶、鹿角胶为血肉有情
之品，峻补精髓，育阴涵阳，取阳中求阴之意; 右

归丸功效为温补肾阳、填精益髓，重用附子、肉
桂、鹿角胶大补肾中元阳，补阳药与补阴药相配，
则阳得阴助而生化无穷，体现了阴中求阳的治疗

法则。
BMSCs是一种具有多向分化潜能的细胞，能

够向成骨细胞、成软骨细胞、成肌细胞、肌膜细
胞、成脂细胞等分化。随着年龄的增长骨髓细胞中
大部分细胞被脂肪细胞所取代，BMSCs 向成骨与
成脂细胞分化的失衡会导致 PMOP 的发生［7］。孙
月娇［8］研究发现，左归丸、右归丸及其拆方皆可
促进成骨细胞、抑制脂肪细胞分化，有效预防
PMOP的发生。李书娟［9］研究发现，左归丸、右归
丸对绝经后女性脂质代谢紊乱起到很好的调节作用。
过氧化物酶增殖物激活受体 ( PPAＲs) 属核激

素受体超家族，共分为 α、β ( 也称 δ) 、γ 三种亚
型。PPAＲγ作为脂肪细胞成熟的关键因子，在骨
髓细胞中表达，调节成脂和成骨分化方向，从而影
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响骨髓成骨与成脂细胞数目［10 － 11］。CCAAT 结合蛋
白 ( C /EBP) 是一类拥有 6 个成员的转录因子家
族，在脂肪细胞生产中 C /EBP 家族成员起到重要
作用［12 － 13］。C /EBPβ可诱导 PPAＲγ 的表达，作用
发生于成脂化过程的初期，表达的 PPAＲγ 再诱导
C /EBPα 的产生，C /EBPα 则作用于成脂化末
期［14］。PPAＲγ 激活 C /EBPα 因子，C /EBPα 和
PPAＲγ共同激活相关基因表达，促进脂肪细胞最
终分化，这三种转录因子协同调控脂肪细胞的生

成［15 － 16］。
本研究结果显示，与模型组比较，各用药组大

鼠股骨骨髓成脂分化转录因子 PPAＲγ、C /EBPβ、
C /EBPα蛋白表达有不同程度降低，并且股骨组织
脂肪细胞数目减少，其中左归丸组和补佳乐组疗效

最好，且左归丸组疗效优于右归丸组。证实骨形成
的减少与骨组织中脂肪组织的增加相伴发生，且补

肾益精中药可以调控 BMSCs 的分化，其中滋阴补
肾、填精益髓的左归丸治疗 PMOP的效果最佳。
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Impact of Zuogui Pill ( 左归丸) and Yougui Pill ( 右归丸) on Expressions of PPAＲγ，C/EBPβ and C /EBPα
Proteins in Femur Bone Marrow of Ovariectomized Ｒats
ZHANG Tianhao，ＲEN Yanling，AI Siyu，QIN Zhen
( Liaoning University of Traditional Chinese Medicine，Shenyang，110032)

ABSTＲACT Objective To explore the possible mechanism of Zuogui Pill ( 左归丸) and Yougui Pill ( 右归丸) in
treating postmenopausal osteoporosis ( PMOP) ． Methods Sixty rats were randomized into a blank group，a sham
operation group，a model group，an estradiol valerate tablets group，a Zuogui Pill group and a Yougui Pill group，10
rats in each group． Except the blank group and the sham operation group，rats in other groups were built PMOP
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models by bilateral oophorectomy． After 3 days，the Zuogui Pill group，Yougui Pill group and estradiol valerate tablets
group were given corresponding medicine by gavage，with the dose of 9. 45 g / ( kg·d) ，10. 26 g / ( kg·d) ，and 0. 09
g / ( kg·d) ，respectively． The blank group，the sham operation group and the model group were given 2 ml of dis-
tilled water by gavage． All groups were treated for 12 weeks． After intragastric administration was over，morphological
changes of bone in proximal femur was examined by hematoxylin and eosin stain ( HE stain ) ． The expressions of
femur bone marrow peroxisome proliferator activated receptorsγ ( PPAＲγ ) ，CCAAT-enhancer binding proteinβ
( C /EBPβ) and CCAAT-enhancer binding proteinα ( C /EBPα) were detected with Western blot method． Ｒesults
Compared with the blank group，fat cells in the femur，and the expressions of bone marrow PPAＲγ，C /EBPβ and
C /EBPα proteins in the model group increased ( P ＜ 0. 01) ． Compared with the model group，fat cells in the femur，
and the expressions of bone marrow PPAＲγ，C /EBPβ and C /EBPα proteins in the estradiol valerate tablets group，
the Zuogui Pill group and the Yougui Pill group decreased to varying degrees，especially in the estradiol valerate tab-
lets group and the Zuogui Pill group ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ． Conclusion Zuogui Pill and Yougui Pill might both
improve the bone marrow microenvironment of ovariectomized rats． The mechanism might relate to inhibiting the femur
adipose differentiation and the expressions of bone marrow PPAＲγ，C /EBPβ and C /EBPαproteins．
Keywords postmenopausal osteoporosis; Zuogui Pill; Yougui Pill; peroxisome proliferator activated receptorsγ;
CCAAT-enhancer binding proteinβ; CCAAT-enhancer binding proteinα; fat cell
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第四届国际中医药临床研究新进展暨养生保健学术大会征文通知
由世界中医药学会联合会国际合作部、《世界中医药》杂志社联合主办的“第四届国际中医药临床研究新进展暨养生

保健学术大会”将于 2017 年 5 月 19 日至 22 日在中国福建省泉州市滨海大酒店举行。
一、会议征文与研讨内容
( 一) 中医临床及养生保健: ( 1) 发挥中医特色、继承老中医学术经验的总结; ( 2 ) 中医药现代研究的新思路、新方法;

( 3) 中医、中西医结合临床研究和治疗的新经验、新成果; ( 4) 中医基础理论研究及探讨; ( 5) 临床应用成方及验方的治疗体
会; ( 6) 中医食疗及药膳方法介绍及理论研究; ( 7) 中医养生方法及理论研究; ( 8) 临床应用推拿、按摩及其它理疗方法的经
验; ( 9) 非药物康复疗法经验总结。
( 二) 中药的临床应用及研发与创新: ( 1) 中药新药的临床研究; ( 2) 中成药的合理应用; ( 3) 中西药合并应用的合理性

和安全性; ( 4) 中药临床用药不良反应的分析与防范; ( 5) 创新药物研发规律与中药制剂创新战略; ( 6) 中药新药防治疑难
病症; ( 7) 中药复方研究的思路、经验与模式; ( 8) 中药制剂工艺设计和质量标准化研究; ( 9) 中药制剂药物动力学与生物等
效性的研究。
二、征文要求
( 1) 论文要求论点明确、论据充分、结构严密、层次分明、文字精炼，具有科学性、创新性、实用性; ( 2) 征文请附医院或

主管单位介绍信; ( 3) 文题下署作者姓名，作者单位名称、地址、邮政编码、电话请写在文稿末尾，请在投稿信封左下角注明
“会议”字样; ( 4) 每位作者可投数篇论文( 要求 2000 字以内) ; ( 5) 征文经专家评审后，录用文章将刊登在《世界中医药》杂
志 2017 年增刊上( 第 1、第 2 作者分别授予国家继续教育学分) ，并邀请参加会议，入选论文将安排在大会上交流，参加会
议者颁发证书并授予国家 II类继续教育 10 学分。征文截止日期为 2017 年 4 月 18 日。
三、会议地址及住宿: 滨海大酒店 ( 四星级) 泉州市丰泽区美桐街中段 28 号 ( 长途中心客运站旁) ，电话: 0595 －

22135555。住宿:双人标间 160 元 /床 /天;单人间 270 元 /天。
四、注册费用:国内代表每位 1680 元 ( 含餐费、场地租用费、专家讲课费、会议资料、礼品、会议合影照片、参观交通

费) ;提前 2 个月回执者优惠 10%。
五、投稿地址:世界中医药学会联合会国际合作部、《世界中医药》杂志社，北京市朝阳区小营路 19 号财富嘉园 A 座

303 室，邮编: 100101，电话: ( 010 ) 58239055、( 010 ) 62143672，手机: 13901318403，http: / /www. wfcms. org，E － mail:
13901318403@ 139. com。联系人:王炳岐、徐晖、邓爱英、赵和爱。
六、汇款方式
1. 邮局汇款:收款人:北京华盛国际医药信息交流中心; 2. 银行汇款:户名:北京华盛国际医药信息交流中心，开户银
行:兴业银行知春路支行，帐号: 321180100100043563。
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