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［摘　要］　目的　比较左归丸、右归丸对大鼠脂肪干细胞成骨性分化的影响并探讨相关机制。 方法　将３０只ＳＤ大鼠随机

分为左归丸组、右归丸组和对照组各１０只，左归丸组、右归丸组灌胃相应药物的浓度均为７．５５ｇ／（ｋｇ·ｄ），对照组灌胃等量生

理盐水，连续灌胃３天后制备左归丸、右归丸和对照含药血清。分离大鼠脂肪间充质干细胞，分为左归丸组、右归丸组和对照

组，加入相应的体积分数１０％的含药血清诱导培养７天后进行碱性磷酸酶（ＡＬＰ）染色，诱导２８天后进行茜素红染色，诱导培

养１０天检测各组细胞 Ｗｎｔ３ａ、Ｌｅｆ－１、β－ｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达。 结果　各组细胞ＡＬＰ染色均为阳性，右归丸组细胞大面积深染，明

显强于左归丸组及对照组。各组细胞茜素红染色均为阳性，右归丸组的矿化结节在数量和大小上优于左归丸组及对照组。

左归丸组及右归丸组β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｌｅｆ－１蛋白表达均较对照组升高（Ｐ＜０．０５），右归丸组 Ｗｎｔ３ａ蛋白表达亦较对照组升高（Ｐ＜
０．０５）；并且右归丸组β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｌｅｆ－１、Ｗｎｔ３ａ蛋白表达均高于左归丸组（Ｐ＜０．０５）。 结论　右归丸及左归丸均促进大鼠脂肪

干细胞成骨性分化，且右归丸作用更为显著，其机制可能与上调β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｌｅｆ－１及 Ｗｎｔ３ａ蛋白，激活经典 Ｗｎｔ通路有关。
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　　骨质疏松症是指以骨强度下降、骨折风险增高
为特征的骨骼系统疾病［１］。中医学认为，肾虚是骨
质疏松症发病的核心病理基础，干细胞学说与中医
学“肾藏精”理论存在很大相似性，二者分别从不同
层面参与了人体的生长、发育以及衰老的整个过
程［２］。本研究在中医学理论指导下，选取滋补肾阴
和温补肾阳的代表方剂左归丸及右归丸制备含药血

清，观察两种药物对体外培养的脂肪干细胞（ＡＳＣｓ）
成骨性分化功能的影响，旨在揭示中医药治疗骨质
疏松症的深层次机理。

１　材料与方法
１．１　实验动物
清洁级ＳＤ大鼠３０只，体重（２００±１０）ｇ，雌雄

不限，购自上海中医药大学实验动物中心，动物许可
证号：ＳＣＸＫ（沪）２００８－００１６。

１．２　主要试剂与仪器
Ｌ－ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清、胰酶（Ｇｉｂｃｏ）；双

抗（Ｂｉｏｗｅｓｔ）；Ⅰ型胶原酶（Ｓｉｇｍａ）；ＣＣＫ－８试剂盒
（日本同仁化学研究所，批号：ＥＳ７８１）；Ｗｎｔ３ａ、淋巴
增强因子－１（Ｌｅｆ－１）、β－连环蛋白（β－ｃａｔｅｎｉｎ）兔抗大
鼠多克隆抗体（ＣＳＴ）；ＮＢＴ／ＢＣＩＰ染色液、ＢＣＡ蛋
白测定试剂盒（Ｐｉｅｒｃｅ，批号：ＮＩ１７７９４６）；丙烯酰胺、
甲叉双丙烯酰胺、ＳＤＳ、Ｔｒｉｓ－ｂａｓｅ（Ａｐｐｌｉｃａｍ）。ＣＯ２
恒温培养箱（ＨＥＲＡ）；细胞超净台（Ｌａｂｃｏｎｃｏ）；倒置
荧光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ）。

１．３　含药血清的制备、动物分组与给药
左归丸组成：山药１２ｇ，熟地黄２４ｇ，枸杞子

１２ｇ，山萸肉１２ｇ，川牛膝９ｇ，鹿角胶１２ｇ，龟甲胶

１２ｇ，菟丝子１２ｇ；右归丸组成：山药１２ｇ，熟地黄
２４ｇ，山萸肉９ｇ，枸杞子１２ｇ，菟丝子１２ｇ，鹿角胶
１２ｇ，杜仲１２ｇ，肉桂６ｇ，当归９ｇ，炮附片６ｇ，以上药
物剂量均为成人的临床日用量。将大鼠按照随机数
字表法分为左归丸组、右归丸组及对照组，每组１０
只，大鼠灌胃药物浓度为７．５５ｇ／（ｋｇ·ｄ），连续给药

３天，对照组灌胃等量生理盐水。末次给药１ｈ后采
集腹主动脉全血，室温放置２ｈ后离心（２　０００ｒ／ｍｉｎ，

２０ｍｉｎ），上层血清５６℃、３０ｍｉｎ灭活，０．２２μｍ滤膜
抽滤除菌，制备左归丸、右归丸和对照含药血清，分
装后置于－８０℃保存备用，各组含药血清干预细胞
的体积分数为１０％。

１．４　ＡＳＣｓ的体外分离培养
对照组大鼠处死后以７５％乙醇擦拭皮毛进行

消毒，沿腹股沟方向切开体表皮肤，取出白色脂肪组
织，置入含双抗的ＰＢＳ反复冲洗３次，清除肉眼可

见的血管及杂质。０．１％Ⅰ型胶原酶中３７℃消化脂
肪 组 织 ３０ｍｉｎ，１　０００ｒ／ｍｉｎ 离 心 １０ｍｉｎ，以
Ｌ－ＤＭＥＭ（含体积分数１０％ＦＢＳ）将细胞重悬，置
３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养。２４ｈ后首次进行换
液，以后每２天换液１次。细胞生长至８０％汇合时
传代，光镜下观察细胞形态学变化。ＡＳＣｓ成骨诱
导方案：Ｌ－ＤＭＥＭ，０．０１μＭ　１，２５－（ＯＨ）２Ｄ３，１０ｍＭ

β－甘油磷酸钠，５０ｍｇ／Ｌ抗坏血酸。

１．５　碱性磷酸酶（ＡＬＰ）染色
第三代细胞以２×１０４／ｍｌ密度接种于６孔板

中，分为左归丸组、右归丸组和对照组，每组３个复
孔。将体积分数１０％的含药血清相应的加入成骨
诱导培养基中，干预诱导细胞７天，弃掉细胞培养
液，ＰＢＳ清洗１次，４％中性多聚甲醛固定３ｍｉｎ，

ＮＢＴ／ＢＣＩＰ染色液于室温下避光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ
清洗２遍，倒置相差显微镜下观察。

１．６　茜素红染色
第三代细胞以２×１０４／ｍｌ密度接种于６孔板，

分为左归丸组、右归丸组和对照组，每组３个复孔。
将体积分数１０％的含药血清相应的加入成骨诱导
培养基中，干预诱导细胞２８天，弃掉细胞培养液，

ＰＢＳ清洗１次，９５％乙醇固定５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗２次，
每孔加入１ｍｌ　０．２％茜素红－Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ避光孵育
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗１次，于倒置显微镜下观察。

１．７　蛋白免疫印迹法测定细胞β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｌｅｆ－１、

Ｗｎｔ３ａ蛋白表达情况
第三代细胞以２×１０４／ｍｌ密度接种于６孔板，

分为左归丸组、右归丸组和对照组，每组３个复孔。
用相应的含药血清干预诱导培养１０天，ＲＩＰＡ裂解
细胞，提取细胞总蛋白，以ＢＣＡ蛋白测定试剂盒测
定样本蛋白浓度，加入上样缓冲液定量分装，煮沸
１０ｍｉｎ，经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ胶电泳后转膜，封闭１ｈ，加入
相应一抗（Ｗｎｔ３ａ／Ｌｅｆ－１／β－ｃａｔｅｎｉｎ）抗体孵育过夜；

ＴＢＳＴ洗膜３次。加入兔抗鼠二抗孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗
膜３次，化学发光法检测不同样品β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｌｅｆ－１、

Ｗｎｔ３ａ蛋白表达情况；经计算机图像分析仪扫描并
行灰度值测定及分析。

１．８　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１８．０统计软件进行分析，计量资料

用（珚ｘ±ｓ）表示，组间比较采用单因素方差分析。

２　结果
２．１　细胞形态学观察结果
倒置显微镜下观察，接种初期培养液表面漂浮

大量脂滴，大多数细胞约接种１ｈ左右开始贴壁，折

·２４９１· 李玲慧等　左归丸、右归丸含药血清对大鼠脂肪干细胞成骨分化的影响 ２０１３年第２２期



光性良好，呈圆球状或短梭形。２４ｈ后首次更换培
养液，ＰＢＳ清洗细胞培养皿以去除未贴壁细胞、脂
滴及其他杂质。接种４８ｈ后，多数细胞呈长梭形生
长，增殖旺盛，形态一致。原代培养７２ｈ后，细胞生
长至汇合，呈漩涡状排列紧密。经多次传代后，细胞
仍维持长梭状形态，增殖力旺盛，约３至５天即可生
长至汇合，第１０代以内的细胞未见明显衰老、凋亡
或大量脂滴生成。

２．２　ＡＬＰ染色结果

ＡＬＰ染色结果显示，阳性细胞呈蓝黑色，细胞
核呈圆形或卵圆形，位于细胞中央，胞质内亦可见蓝
黑色深染颗粒，各组细胞成骨诱导后均有ＡＬＰ阳性
表达。右归丸组细胞大面积深染，明显强于左归丸
组及对照组；而左归丸组与对照组比较则无明显差
异。提示右归丸可显著提高ＡＳＣｓ成骨性诱导后的

ＡＬＰ表达，效果优于左归丸。

２．３　茜素红染色结果
第三代 ＡＳＣｓ进行成骨性诱导后，细胞形态由

长梭形逐渐变得宽大，继续诱导后，细胞形态逐渐不
规则，堆积如铺路石状。连续加药诱导２８天，可见
细胞呈现重叠生长，局部细胞堆积成密集的团块状，
逐渐形成钙结节，茜素红染色后可见橘红色的矿化
结节，证实该细胞具备成骨细胞特性，符合干细胞可
定向分化的基本特征。各组染色后比较，左归丸组
及右归丸组的钙结节无论在数量或大小上，均高于
对照组；右归丸组与左归丸组相比，矿化结节数量无
明显差异，而右归丸组的结节普遍大于左归丸组。
提示左归丸和右归丸均可提高ＡＳＣｓ成骨性诱导后
的矿化结节形成率，而右归丸略强于左归丸。

２．４　各组细胞β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｌｅｆ－１、Ｗｎｔ３ａ蛋白表达比较
表１示，左归丸组及右归丸组β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｌｅｆ－１

蛋白表达均较对照组升高（Ｐ＜０．０５）；右归丸组
Ｗｎｔ３ａ蛋白表达亦较对照组升高（Ｐ＜０．０５），而左
归丸组 Ｗｎｔ３ａ蛋白表达与对照组差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。右归丸组β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｌｅｆ－１、Ｗｎｔ３ａ
蛋白表达亦高于左归丸组（Ｐ＜０．０５）。

表１　各组细胞β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｌｅｆ－１、

　　Ｗｎｔ３ａ蛋白表达比较（珚ｘ±ｓ）

　组别
样本
数

β－ｃａｔｅｎｉｎ／
ＧＡＰＤＨ

Ｌｅｆ－１／
ＧＡＰＤＨ

Ｗｎｔ３ａ／
ＧＡＰＤＨ

对照组 ３　 ０．９２０±０．０６０　 ０．３３５±０．０５０　 １．０７５±０．１１７
左归丸组 ３　 １．２８３±０．１１２＊ ０．８４６±０．０４３＊ １．０４８±０．０６９
右归丸组 ３　 ５．８０２±０．０３１＊△１．４７０±０．０９０＊△１．６２２±０．０６０＊△

　　注：与对照组比较，＊Ｐ＜０．０５；与左归丸组比较，△Ｐ＜０．０５

３　讨论
原发性骨质疏松症又称为退行性骨质疏松症，

步入老年后患者多表现为低转换型骨质疏松，骨形
成和骨吸收均不活跃。目前临床治疗骨质疏松症的
药物大多是基础钙制剂、维生素Ｄ及抗骨吸收类药
物，然而老年人的骨重建能力已经很低，对于本身并
不活跃的骨吸收，单纯给予钙剂和抑制溶骨很难从
根本上改善已经疏松的骨质状况，因此治疗上应着
重于促进骨形成，同时兼顾抑制骨吸收，从而使骨重
建达到新的平衡。
中医学认为，肾为先天之本，主骨藏精生髓；肾

虚则精亏髓空、骨骼失养，导致“骨痿”的发病。左归
丸、右归丸均源自《景岳全书》。左归丸可滋肾补阴，
临床上多用于真阴不足之肾虚证；右归丸可温补肾
阳、填精止遗，临床上常用于肾阳不足之证；二者共
用多味中药，而右归丸实则为左归丸去掉其中部分
滋阴药物后再增加若干温阳药物而成。现代医学理
论认为，成骨细胞和破骨细胞是骨组织中非常重要
的两类骨细胞。成骨细胞的功能为合成和分泌细胞
外基质、促进骨基质的矿化、参与破骨细胞性骨吸收
的调控及维持骨代谢平衡［３］；而破骨细胞是一类高
度分化的多核细胞，其主要功能为吸收骨。随着基
础研究的不断深入，研究者们已经逐渐认识到，成骨
细胞和破骨细胞之间的信号联系形成了最小的功能

单元［４］。综上，我们认为成骨细胞与破骨细胞的联
系可以在中医阴阳学说中得到阐述，根据二者的功
能特点可将成骨细胞划分为阳，破骨细胞则归属于
阴，二者之间的信号传递类似于阴阳之间的互根、消
长与转化，此推论已在前期的基础研究中得到证
实［５］。成骨细胞主要由间充质干细胞分化而来，先
后经历细胞增殖、基质分泌、基质成熟和矿化形成四
个阶段来完成成熟分化的过程［６］。故在本研究中，
我们选取易于取材、增殖旺盛的脂肪间充质干细胞
作为研究对象，探讨左归丸和右归丸对脂肪干细胞
向成骨性分化过程调控的差异及相关机理。

Ｗｎｔ信号通路在整个成骨分化过程中扮演重
要角色。当 Ｗｎｔ蛋白与低密度脂蛋白受体相关蛋
白５或６（ＬＲＰ５／６）、跨膜受体Ｆｒｉｚｚｌｅｄ结合后，受体
复合物使胞质内的Ｄｉｓｈｅｖｅｌｌｅｄ（Ｄｓｈ）高度磷酸化，
从而切断β－ｃａｔｅｎｉｎ的降解途径，抑制β－ｃａｔｅｎｉｎ蛋
白降解，使其大量聚集后进入核内，与核内转录因子
（ＴＣＦ／ＬＥＦ）相互作用，最终启动下游靶基因的转录
和表达，调节成骨细胞的增殖分化，影响骨形成［７］。
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现有的 Ｗｎｔ信号通路相关研究很多，然而大量关于
经典 Ｗｎｔ信号通路对于间充质干细胞成骨分化调
控作用的研究结果却是相互矛盾的。Ｃｈｏ等［８］研究
表明，Ｗｎｔ３ａ过表达后可抑制间充质干细胞的成骨
分化；但也有研究表明［９］，经典 Ｗｎｔ通路的激活可
以促进骨髓间充质干细胞（ｈＭＳＣ）的成骨分化。目
前较为公认的观点是经典 Ｗｎｔ信号通路对骨形成
的作用因靶细胞分化程度的不同而有所差别，当间
充质干细胞已启动成骨方向的定向分化后，经典

Ｗｎｔ信号通路的作用是正向的，而在分化的终末阶
段又对成骨细胞的最终分化成熟产生抑制［１０－１１］。
本研究中蛋白检测的时间点为１０天，脂肪干细胞已
处于定向成骨分化阶段，Ｗｎｔ通路对其有正向调节
作用。实验结果表明，左归丸和右归丸均可上调成
骨诱导后ＡＳＣｓ中β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｌｅｆ－１及 Ｗｎｔ３ａ蛋白，
但右归丸的作用效果更为显著。ＡＬＰ染色结果也
提示，右归丸可显著提高 ＡＳＣｓ成骨分化早期的

ＡＬＰ表达量。从理论上看，经典 Ｗｎｔ通路对成骨
细胞的最终分化成熟有负调节的作用，然而本研究
中茜素红染色结果显示，右归丸组的矿化结节在数
量及大小上均优于其他两组，这表明右归丸可明显
促进成骨细胞的成熟及矿化，因此我们推测温肾阳
中药可能是通过其他途径来完成对成骨细胞最终矿

化成熟的促进作用。
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读者·作者·编者
稿件中数字的用法

用于表示数量的数字一般应使用阿拉伯数字。在表示数值的范围时，可采用浪纹式连接号“～”或一字线连接号“－”。前
后两个数值的附加符号或计量单位相同时，在不造成歧义的情况下，前一个数值的附加符号或计量单位可省略。如果省略数
值的附加符号或计量单位会造成歧义，则不应省略。如：－３６～－８℃、１００～１５０ｋｇ，２亿～３亿（不写为２～３亿）、１５％～３０％
（不应写作１５～３０％）、４．５×１０４～５．５×１０４（不应写作４．５～５．５×１０４）。
年月日的表达顺序应按照年月日的自然顺序书写，如２００８年８月８日，２００８－０８－０８。８月８日不宜应写作“８－８”，２００８

年８月不应写作“２００８－８”，１９９０年不应写作“９０年”。时间的表示既可采用１２小时制，也可采用２４小时制。时分秒的表达
顺序应按照口语中时、分、秒的自然顺序书写，如１５时４０分，下午２时１２分３６秒，或写作１４：１２：３６。
在某些特定情况下应使用汉字数字。干支纪年、农历月日、历史朝代纪年及其他传统上采用汉字形式的非公历纪年等，

应采用汉字数字，如丙寅年三月十五日，正月初八，清咸丰十年九月二十日，日本庆应三年。数字连用表示的概数、含“几”的概
数应采用汉字数字，如三四个月，四十五六岁，二十几，几万分之一。数字作为词素构成定型词、词组、惯用语、缩略语或具有修
辞色彩的词句，应使用汉字，如一氧化碳，“十一五”规划，十二指肠等。

·４４９１· 李玲慧等　左归丸、右归丸含药血清对大鼠脂肪干细胞成骨分化的影响 ２０１３年第２２期


