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左归丸对衰老大鼠骨髓间充质干细胞成骨和成脂分化的影响

黄 进，徐志伟，詹 菲，张 晨，丁富平，罗川晋，李杰斌，张 进（广州中医药大学，广东 广州 510405）

摘要：目的 研究左归丸对衰老大鼠骨髓间充质干细胞（MSCs）成骨与成脂分化的影响。方法 通过腹腔注射

D-半乳糖建模，制备衰老大鼠模型，分离培养 MSCs，并诱导 MSCs成骨和成脂分化。通过碱性磷酸酶（ALP）

活性检测、ALP染色观察 MSCs成骨分化能力，通过甘油三酯（TG）表达量和油红 O染色观察 MSCs成脂分化能

力。结果 模型组 MSCs ALP染色阳性率明显低于正常组，左归丸组 MSCs染色阳性率明显高于模型组（P＜
0.05）。成骨诱导 14 d，模型组 MSCs ALP活性值明显低于正常组而左归丸组明显高于模型组（P＜0.05）。油红

O 染色，模型组 MSCs染色阳性率明显高于正常组，左归丸组 MSCs染色阳性率明显低于模型组（P＜0.05）。

成脂诱导 7 d，模型组 MSCs TG表达量明显高于正常组而左归丸组 MSCs TG表达量明显低于模型组（P＜0.05）。

结论 左归丸可促进衰老大鼠 MSCs向成骨细胞分化，同时可抑制其向脂肪细胞分化。
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Effect of Zuogui Pills on Osteogenic Differentiation and Adipogenic Differentiation of Aging rat
Mesenchymal Stem Cells
HUANG Jin，XU Zhiwei， ZHAN Fei， ZHANG Chen，DING Fuping， LUO Chuanjin， LI Jiebin， ZHANG Jin

（Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou 510405 Guangdong，China）

Abstract： Objective To investigate the effect of Zuogui pills on osteogenic differentiation and adipogenic

differentiation of aging rat bone marrow mesenchymal stem cells（MSCs）. Methods Aging rat model was established by

intraperitoneal injection of D-galactose， and then the MSCs of the model rat were isolated. Alkaline phosphatase

（ALP）activity was detected and ALP stain was applied for the observation of osteogenic differentiation of MSCs，

triglyceride（TG）content was detected and oil red O staining was used for evaluation of adipogenic differentiation of

MSCs. Results ALP staining results showed the positive dying rate of model group was significantly lower than that of

the normal group，while Zuogui pills group had obviously higher positive dying rate than the model group（P＜0.05）.

On osteogenic differentiation day 14，ALP activity of MSCs in the model group was lower than that of the normal group

but was higher in Zuogui pills group than that of the model group（P＜0.05）. The results of Oil red O staining showed

that the positive dying rate of model group were significantly higher than that of the normal group，but was obviously

lower in Zuogui pills group than that of the model group（P＜0.05）. On adipogenic differentiation day 7， TG
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中医学认为肾为先天之本、肾主藏精，影响机体

的生长、发育与衰老。本课题组将肾虚衰老理论与干

细胞衰老相结合，观察补肾填精的处理因素对细胞衰

老进程、增殖分化活动的影响。本研究通过观察大鼠

骨髓间充质干细胞（MSCs）经诱导后成骨、成脂分化

能力的不同表现，探索补肾益精代表方左归丸对衰老

大鼠 MSCs 成骨、成脂分化的影响。

1 材料与方法
1.1 动物 SD大鼠，雄性，SPF 级，3月龄，体质量

150～180 g，由广州中医药大学实验动物中心提供，

动物合格证号：SCXK（粤）2013-0020。

1.2 试剂 左归丸中药材，购于广州中医药大学第一

附属医院中药房；D-半乳糖 ，上海生工有限公司，

批号：LY1205B3012；ALP染色试剂盒，碧云天生物

技术研究所；油红 O 染色液，美国 Sigma 公司，批

号：1320065；甘油三酯检测试剂盒，浙江东瓯诊断

试剂有限公司，批号：2013100024；碱性磷酸酶检测

试剂盒，南京建成生物工程研究所，批号：

20140319。

1.3 分组、模型复制及给药 取 SD大鼠 50只，随机

分为 5组，即正常组，模型组，左归丸高、中、低剂

量组（35.96，17.96，8.98 g·kg-1·d-1）。除正常组外，

其余各组大鼠每天腹腔注射 D-半乳糖，连续 2个月

复制大鼠衰老模型。正常组注射等量的生理盐水，常

规饲养。同时，正常组和模型组灌胃给予等量的生理

盐水。

1.4 药物制备 左归丸水提液组成：熟地黄、山药、

枸杞、山茱萸、川牛膝、鹿角胶、龟板胶、菟丝子。

以上中药加入纯净水煎煮，过滤，浓缩至所需浓度。

左归丸高、中、低剂量组用药剂量分别相当于临床等

效剂量的 4，2，1倍。

1.5 MSCs 的分离、培养与传代 颈椎脱臼处死大

鼠，无菌条件下，分层剥离双后肢胫骨，用 10 %胎

牛血清的完全培养液反复冲洗骨髓腔。无菌针吸取溶

液制成单细胞悬液，接种后置于培养箱中培养；原代

MSCs培养 48 h后进行首次换液，以后每 3 d换液 1

次。培养 7～10 d后，细胞铺满瓶底约 80 %～90 %。

此时，加入 PBS缓冲液冲洗，再用 0.25 ％的胰蛋白

酶消化，接种于新培养瓶中进行扩增培养。按 1∶3

比例传代。

1.6 骨向分化能力观察
1.6.1 碱性磷酸酶（ALP）活性检测 各组大鼠 P3代

MSCs接种于 6孔板中培养。24 h后，移去旧的培养

液，每孔加入 2 mL的成骨诱导液。每 3 d换液，连

续干预 21 d。分别取第 7，14，21 天细胞上清液，

-20 ℃保存，标本收集齐后，按照试剂盒说明检测

ALP活性。

1.6.2 ALP染色 分别于第 7，14，21天取出相应 6

孔板进行 ALP 染色，光镜下随机取 10 个非重叠视

野，高倍镜下记数 ALP阳性细胞和总细胞数，计算

阳性染色率。

1.7 脂向分化能力观察
1.7.1 甘油三酯（TG）的检测 各组大鼠 P3代 MSCs

接种于 6孔板中培养。每 3 d进行换液，直至细胞达

到 100 %融合，每孔加入 2 mL成脂诱导液开始诱导。

3 d后更换为成脂维持液进行维持，24 h后再更换成

成脂诱导液诱导，如此进行 3个循环。分别取各组第

7、14、21天细胞上清液，-20 ℃保存，样本收集齐

后，按 TG测定试剂盒说明书操作。

1.7.2 油红 O染色 分别于第 7，14，21天取出相应

6孔板进行油红 O染色；光镜下随机取 10个非重叠

视野，高倍镜下记数阳性细胞和总细胞数，计数每个

视野中脂滴阳性率数值。

1.8 统计学处理方法 实验数据采用 SPSS 16.0统计

软件进行处理，运用方差分析。

2 结果
2.1 骨向分化能力比较
2.1.1 ALP染色 成骨细胞诱导分化：诱导 7 d左右

可见细胞表面有较多棕褐色细小颗粒出现，随着诱导

时间延长棕褐色颗粒明显增加。第 21天时 ALP染色

可见大量蓝黑色矿化结节，见图 1（箭头所指为代表性

阳性细胞）。其中，模型组大鼠 MSCs染色阳性率明

显低于正常组（P＜0.05），左归丸各剂量组大鼠 MSCs

染色阳性率明显高于模型组（P＜0.05），见表 1。

expression level of MSCs in the model group was higher than that of the normal group but was lower in Zuogui pills

group than that of the model group（P＜0.05）. Conclusion To some extent，Zuogui pills can promote osteogenic

differentiation of aging rat MSCs and inhibit their adipogenic differentiation.

Keywords：Zuogui pills；Aging；Mesenchymal stem cells；Osteogenic differentiation；Adipogenic differentiation
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表 1 各组大鼠 MSCs ALP染色阳性率比较（x依 s，n=10）
Table 1 ALP staining positive rate of MSCs in each group

注：与正常组比较， *P＜0.05；与模型组比较，▲P＜0.05。

2.1.2 ALP活性检测 从第 14天开始，模型组大鼠

MSCs ALP活性较正常组明显降低（P＜0.05），左归

丸中、高剂量组 ALP 活性明显高于模型组（P＜
0.05）。成骨诱导至 21 d，各组大鼠 MSCs ALP活性

有所下降，但模型组大鼠 MSCs ALP活性仍明显低于

正常组（P＜0.05），左归丸各组 ALP活性明显高于模

型组（P＜0.05）。提示模型组大鼠 MSCs 成骨分化能

力较正常大鼠降低，左归丸可促进衰老大鼠 MSCs向

成骨细胞分化，见表 2。

表 2 各组大鼠 MSCs ALP活性检测结果（x依 s，n=5）
Table 2 ALP activity of MSCs in each group

注：与正常组比较， *P＜0.05；与模型组比较，▲P＜0.05。

2.2 脂向分化能力比较
2.2.1 油红 O 染色 脂肪细胞诱导分化：诱导分化

14 d后细胞形态逐渐向类圆形转变，体积变大，细

胞质内出现少量圆形透亮小滴。油红 O 染色呈现胞

浆中的红色颗粒，见图 2（箭头所指为代表性阳性细

胞）。其中，模型组大鼠 MSCs 染色阳性率明显高于

正常组（P＜0.05），左归丸各剂量组大鼠 MSCs 染色

阳性率明显低于模型组（P＜0.05），见表 3。

组别

正常组

模型组

左归丸低剂量组

左归丸中剂量组

左归丸高剂量组

剂量

/g·kg-1·d-1

-

-

8.98

17.96

35.93

7 d

0.1980±0.0169

0.1450±0.0207*

0.1910±0.0292▲

0.1860±0.0189▲

0.1800±0.0284▲

14 d

0.3630± 0.0258

0.3270±0.0200*

0.3710±0.0300▲

0.3660±0.0403▲

0.3460±0.0347▲

21 d

0.4710±0.0524

0.4070±0.0283*

0.4570±0.0800▲

0.4550±0.0682▲

0.4540±0.0690▲

ALP染色阳性率 /%
组别

正常组

模型组

左归丸低剂量组

左归丸中剂量组

左归丸高剂量组

剂量

/g·kg-1·d-1

-

-

8.98

17.96

35.93

7 d

17.02±3.612

21.51±5.651

16.39±3.878

23.19±3.668

20.89±6.173

14 d

29.99±3.116

15.31±0.932*

21.00±6.898

26.67±3.869▲

23.16±6.350▲

21 d

26.97±3.046

13.79±1.388*

21.43±5.342▲

25.65±3.257▲

23.39±3.978▲

ALP/金氏单位

A. 正常组；B. 模型组；C. 左归丸低剂量组；D. 左归丸中剂量组；E. 左归丸高剂量组

图 1 各组大鼠 MSCs ALP染色
Figure 1 ALP staining result of MSCs in each group

2.2.2 TG 的检测 第 7天，模型组大鼠 MSCs TG 表

达量较正常组明显升高（P＜0.05），左归丸中、高剂

量组 TG表达量明显低于模型组（P＜0.05）。至 21 d，

模型组大鼠 MSCs TG表达量仍明显高于正常组（P＜
0.05），左归丸低、中剂量组 TG表达量明显低于模型

组（P＜0.05）。提示模型组大鼠 MSCs 成脂分化能力

较正常大鼠升高，左归丸在一定剂量时可抑制衰老大

鼠 MSCs向成脂细胞分化，见表 4。

3 讨论
本课题组前期研究将干细胞的特性和中医理论中

的“肾精”学说进行分析后提出：干细胞具先天之精

属性，是先天之精在细胞层次的存在形式 [1-3]。肾藏

精主骨，衰老时肾精亏虚，会出现骨质疏松。MSCs

A. 正常组；B. 模型组；C. 左归丸低剂量组；D. 左归丸中剂量组；E. 左归丸高剂量组

图 2 各组大鼠 MSCs 油红 O染色
Figure 2 Oil red O staining of MSCs in each group
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表 4 各组大鼠骨髓 MSCs TG表达量比较（x依 s，n=10）
Table 4 TG expression of MSCs in each group

注：与正常组比较， *P＜0.05；与模型组比较，▲P＜0.05。

组别

正常组

模型组

左归丸低剂量组

左归丸中剂量组

左归丸高剂量组

剂量

/g·kg-1

-

-

8.98

17.96

35.93

7 d

0.788±0.608

1.060±0.435*

0.974±0.112

0.855±0.064▲

0.902±0.113▲

14 d

0.731±0.155

1.186±0.082*

1.057±0.228

0.948±0.062

1.027±0.113

21 d

0.961±0.614

1.321±0.149*

1.021±0.181▲

0.948±0.085▲

1.155±0.180

TG/mmol·L-1

的成骨分化能力减弱、成脂分化能力增强是衰老骨质

疏松的重要机制[4-5]。基于干细胞与中医“肾精亏虚”

的衰老理论，本研究选择补肾填精之代表方左归丸，

研究补肾精治法对衰老大鼠 MSCs分化能力的影响。

左归丸出自明代温补名家张景岳的《景岳全书》，具有

滋阴补肾、填精益髓、强筋健骨的疗效。

MSCs成骨分化的重要表现是细胞能够合成、分

泌表达成骨特异性的蛋白和细胞外基质成分，其中，

ALP 和骨钙素是诱导成骨后的两个关键性标志 [6-7]。

ALP为一种较为肯定的参与促进钙化活动的酶类。在

骨代谢的研究中被广泛应用。学者研究[7]发现，MSCs

在成骨诱导后，ALP是最早出现的成骨性标志，并且

有时间依赖性，随着诱导时间延长表达量增加。ALP

可以衡量 MSCs向成骨细胞方向分化的程度。本研究

发现，正常组 ALP的表达量明显高于模型组，说明

我们的成骨诱导是成功的；左归丸各组的 ALP表达

量明显高于模型组，可以初步说明衰老大鼠骨质疏松

后，MSCs的成骨能力降低，而左归丸能够增强衰老

大鼠 MSCs的成骨分化能力。近年来，随着干细胞研

究的深入，骨髓腔内的脂肪细胞尤其是脂肪形成在骨

质疏松发病及治疗中的作用逐渐引起人们的兴趣和关

注。有学者[8]提出骨质疏松发病机制的“脂肪细胞过

剩”途径假说。TG 可以衡量 MSCs向脂肪细胞方向

分化的程度。模型组 TG 的表达量明显高于正常组，

说明我们的成脂诱导是成功的；左归丸各组的 TG表

达量明显低于模型组，可以初步说明衰老大鼠骨质疏

松后，MSCs的成脂能力增强，而左归丸能够抑制衰

老大鼠 MSCs的成脂分化能力。

研究[9-10]发现，MSCs成骨分化的减弱是细胞衰老

的重要改变。随着年龄的增长，成骨细胞数量和活性

的下降与脂肪细胞的数量增加相伴行[11]。本研究结果

表明，D-半乳糖亚急性衰老模型大鼠 MSCs骨向分化

能力降低，脂向分化能力增强，一定浓度左归丸水提

液能明显促进衰老大鼠 MSCs向成骨细胞分化，抑制

其向成脂细胞分化，从而达到延缓干细胞衰老的目

的。左归丸可以通过提高 MSCs成骨分化能力，抑制

其向脂肪细胞分化能力来改善老年骨质疏松，这诠释

了中医学补肾精壮骨的治疗方法，并在一定程度上佐

证了干细胞与先天之精相关的理论假说，及在此基础

上提出的衰老假说“肾精亏虚即为干细胞以及其调控

系统的衰老的过程[12]，是人类衰老的根本所在”这一

理论的正确性。
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表 3 各组大鼠 MSCs油红 O染色阳性率比较（x依 s，n=10）
Table 3 Oil red O staining positive rate of MSCs in each group

注：与正常组比较， *P＜0.05；与模型组比较，▲P＜0.05。

组别

正常组

模型组

左归丸低剂量组

左归丸中剂量组

左归丸高剂量组

剂量

/g·kg-1·d-1

-

-

8.98

17.96

35.93

7 d

0.1390±0.0223

0.2160±0.0237*

0.1780±0.0319▲

0.1800±0.0320▲

0.1796±0.0375▲

14 d

0.3370±0.0347

0.4070±0.283*

0.3490±0.0428▲

0.3580±0.0429▲

0.3470±0.0399▲

21 d

0.4480±0.0507

0.5120±0.0290*

0.4680±0.0602▲

0.4410±0.0433▲

0.4700±0.0501▲

油红染色阳性率 /%

8· ·


