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摘要： 目的　观察加味左归丸对体外培养的骨髓间充质干细胞（Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）向成骨细胞分化的影响。 方法
　采用全骨髓法（贴壁筛选法）培养大鼠 ＭＳＣｓ，用加味左归丸含药血清诱导大鼠 ＭＳＣｓ向成骨细胞分化，并进行形态学观察和
免疫细胞化学技术检测。 结果　与空白对照组相比，加味左归丸组与经典诱导组均可以明显促进成骨表型化 ＭＳＣｓ的矿化结
节形成及 Ｉ型胶原表达（P ＜０畅０５）。 结论　加味左归丸可明显促进大鼠 ＭＳＣｓ向成骨细胞转化，优化骨组织工程的种子细胞
体系，改善骨组织的质量，促进骨组织的再生。
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Abstract： Objective　To observe the effect of Zuogui pill on the osteoblast differentiation from mesenchymal stem cells （MSCs）
in vitro．Methods　MSCs from SD rats were cultivated by using whole marrow method．MSCs were induced to differentiate into
osteoblasts by addition of conditioned serum of Zuogui pill．Morphology was observed and Immunocytochemistry was performed．
Results　Compared with the blank control group， mineralized nodule formation and type I collagen expression were promoted in both
Zuogui pill group and classical induction group （P ＜０畅０５）．Conclusion　Zuogui pill induces the differentiation of osteoblasts from
MSCs．It can optimize the seed cell system， improve the quality of the bone tissue， and promote the regeneration of the bone tissue．
Key words： Zuogui Pill； Traditional Chinese medieine； Conditioned serum； Mesenchymal stem cells； Osteoblast

　　骨髓间充质干细胞（ＭＳＣｓ）是干细胞领域的研
究热点之一，体外培养为贴壁生长，表达多种细胞表
面标记物，经不同条件诱导后，可向骨、软骨、脂肪、
成肌、神经等多种细胞定向分化，具有广阔的应用前
景［１］ 。 １９８８ 年 Ｍａｍｉａｔｏｐｏｕｌｏｓ 等［２］首次报道 ＭＳＣｓ

在体外培养能形成钙化的骨样组织，经 Ｘ射线衍射
分析确定形成的钙化物具有羟基磷灰石结构，证明
体外培养 ＭＳＣｓ具有成骨能力。 加味左归丸具有滋
阴补肾、填精益髓、强筋健骨的作用。 研究显示，左
归丸对去卵巢所致大鼠骨质疏松症具有一定的治疗

作用［３］ ，并能促进成骨细胞增殖，是其能够治疗骨
质疏松症的机理之一［４］ 。 本实验采用加味左归丸
含药血清作用于体外培养的大鼠 ＭＳＣｓ，观察其对大
鼠 ＭＳＣｓ向成骨细胞分化的影响，进一步探讨加味
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左归丸治疗骨质疏松症的机理。

1　材料和方法
1畅1　实验材料
1畅1畅1　实验动物：３月龄 ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠 ３０ 只， 雌
雄各半，体重 ２００ ～２２０ ｇ，由甘肃中医学院科研实验
动物中心提供（合格证号： ｓｃｘｋ （甘）字 ２００４-０００６
号）。
1畅1畅2　实验药物：加味左归丸水煎液（甘肃中医学
院附属医院药剂科制备）由熟地 ２４ ｇ、 山药 １２ ｇ、山
萸肉 １２ ｇ、菟丝子 １２ ｇ、枸杞 １２ ｇ、牛膝 ９ ｇ、龟板胶
１２ ｇ、鹿角胶 １２ ｇ、骨碎补 １２ ｇ、陈皮 １０ ｇ 组成。 按
１１ ｇ生药／ｋｇ大鼠的剂量购买药材，加入 ２０ 倍量的
水煎煮两次，每次 １畅５ ｈ，过滤，蒸发浓缩成 １ ｇ／ｍＬ，
于 ４ ℃冰箱保存备用。
1畅1畅3　主要试剂和仪器：ＤＭＥＭ培养基（ＧＩＢＣＯ）、
胎牛血清（ＦＢＳ）（杭州四季青生物工程有限公司）、
地塞米松（ＧＩＢＣＯ）、β-甘油磷酸钠（ＳＩＧＭＡ）、胰蛋
白酶（ＧＩＢＣＯ）、ＳＷ-ＣＪ-ＬＦ超净工作台（苏州安泰公
司）、二氧化碳培养箱（ＳＡＮＹＯ）、离心机（湘仪公
司）、普通光学显微镜等。
1畅2　实验方法
1畅2畅1　加味左归丸含药血清制备：３ 月龄 ＳＤ大鼠，
用加味左归丸水煎液（根据人和动物体表面积折算
的等效剂量比率表）灌胃，剂量为 １畅１ ｍＬ／１００ ｇ 大
鼠，每日 ２ 次，连续灌胃 ３ ｄ。 末次给药 １ ｈ 后从股
动脉取血，２ ５００ ｒ／ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ，分离血清，将所
得上清液以２ ５００ ｒ／ｍｉｎ再离心 １０ ｍｉｎ，此次吸取的
上清即是所需含药血清。 将此含药血清 ５６ ℃灭活
３０ ｍｉｎ，０畅２２ μｍ 滤器过滤除菌，分装， －２０ ℃冻存
备用。
1畅2畅2　骨髓 ＭＳＣｓ 体外分离和培养：选用 ６ 周龄
ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠（约 １５０ ｇ，雌雄不限），颈椎脱臼法
处死。 用 ７５％的酒精浸泡后，无菌条件下取出胫骨
和股骨，剪去骨骺端，用 ５ ｍＬ注射器抽取含有 １０％
ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养液反复冲洗骨髓腔，冲洗液用尖
吸管反复吹打均匀，以 １畅５ ×１０５ ／ｍＬ密度接种细胞
于培养瓶中，置 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的培养箱中孵育。
第三天初次换液，以后每 ２ ～３ ｄ换液 １ 次。 待细胞
融合达 ７０％ ～８０％时，用含 ０畅２５％胰蛋白酶消化、
传代培养。
1畅2畅3　诱导 ＭＳＣｓ 向成骨细胞分化：将第三代
ＭＳＣｓ按 ２ ×１０４ ／ｍＬ密度接种于预先置有小盖玻片
的 ６ 孔板中，将其分为空白对照组、经典诱导组和加

味左归丸组。 待细胞融合达 ７０％ ～８０％后，空白对
照组添加原培养液，经典诱导组添加经典诱导液
（最终浓度为 １０ －５ ｍｍｏｌ／Ｌ地塞米松、５０ μｇ／Ｌ维生
素 Ｃ、１０ ｍｍｏｌ／Ｌβ-甘油磷酸钠），加味左归丸组添加
加味左归丸含药血清。 置 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养箱中

孵育，每 ３ ｄ换液。
1畅3　检测项目与方法
1畅3畅1　成骨表型化 ＭＳＣｓ 的 Ｖｏｎ-Ｋｏｓｓａ 染色：取诱
导 ２１ ｄ的贴壁细胞的盖玻片，ＰＢＳ 漂洗数次，１０％
福尔马林固定 １０ ｍｉｎ，２％ＡｇＮＯ３ 水溶液浸染，紫外
线下照射 １ ｈ，蒸馏水洗 １ ｍｉｎ，５％硫代硫酸钠水溶
液处理 ５ ｍｉｎ后，水洗 ５ ｍｉｎ，脱水透明，树胶封片，
置普通光镜下观察。
1畅3畅2　免疫细胞化学法检测成骨表型化 ＭＳＣｓ的 Ｉ
型胶原表达：分别取诱导 ７ ｄ 和 １４ ｄ 贴壁细胞的盖
玻片，用０畅０１ ｍｏｌ／Ｌ ＰＢＳ（ｐＨ ７畅２ ～７畅４）漂洗３ 次，５
ｍｉｎ／次；４％多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ；ＰＢＳ 浸洗 ２ 次，５
ｍｉｎ／次；３０％Ｈ２Ｏ２ 和纯甲醇（１∶５０）处理１０ ｍｉｎ；５％
ＢＳＡ封闭 ２０ ｍｉｎ，加入一抗（ Ｉ 型胶原）４ ℃过夜；
ＰＢＳ适当洗涤后加入二抗（生物素标记的抗小鼠
ＩｇＧ）３７ ℃，２０ ｍｉｎ；ＰＢＳ适当冲洗后加 ＡＢＣ复合剂，
３７ ℃，２０ ｍｉｎ；ＤＡＢ 溶液显色 ２ ～２０ ｍｉｎ；苏木素复
染 ２ ～１０ ｍｉｎ；脱水；树胶封片。 采用 ＤＩ-２０００ 图像
分析系统进行图像分析。
阳性结果判断：染色阳性表达为棕黄色，主要存

在于细胞浆内。 核膜、胞浆同时着色亦为阳性，单纯
核膜着色而无胞浆着色或胞核、胞浆均无着色为阴
性。 灰度值表示阳性细胞表达强度，灰度值越小表
达信号越强。
1畅4　统计学处理

结果以珋x ±s表示，应用 ＳＰＳＳ １３畅０ 软件包统计
分析，进行单因素方差分析。

2　结果
2畅1　骨髓 ＭＳＣｓ的形态学特征

骨髓ＭＳＣｓ原代细胞生长第４ ｄ时，可见多数细
胞已贴壁，均匀分散生长，细胞以小角形、梭形多见，
胞核位于中央，其间夹杂少量有核的淋巴细胞，红细
胞极少见。 第一次换液后，细胞为典型的长梭形，并
呈集落生长，平行状或旋涡状排列，有一定的极性。
一般 １０ ～１４ ｄ便可达 ７０％～８０％融合（图 １），再次
进行传代。 传代以后以长梭形、多角形细胞为主。
2畅2　骨向分化诱导后细胞形态学观察

加味左归丸组诱导后第 ６ ｄ细胞形态开始发生
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变化，由梭形逐渐转化为方形、鳞片形、三角形或多
角形等，第 ８ ｄ时，细胞外基质分泌增多，胞浆中及
胞质外均可见较多细小黑色颗粒，胞核颜色较淡，胞
浆色变深。 第 ２１ ｄ时，细胞聚集成多个散在的细胞
结节，结节中间的细胞由梭形变为矮立方形或锥体
形，排列紧密，逐渐形成多层结构，并产生大量分泌
颗粒，将结节包埋，结节中心部逐渐变浓，直至不透
光而形成黑色的致密团状结构（图 ２）。 经典诱导组
诱导后细胞的形态变化跟加味左归丸组的变化相差

不大。

图 1　培养第 １４天的 ＭＳＣｓ（ ×４０）
Fig．1　Ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ＭＳＣｓ ｏｎ ｔｈｅ１４ｔｈ ｄａｙ （ ×４０）

　

图 2　ＭＳＣｓ经骨向诱导 ７天（ ×４０）
Fig．2　Ｔｈｅ ７ｔｈ ｄａｙ ｏｆ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ

ＭＳＣｓ ｔｏ ｂｏｎｅ（ ×４０）
　

2畅3　Ｖｏｎ-Ｋｏｓｓａ染色结果
骨髓ＭＳＣｓ经骨向诱导７ ｄ后，可见少量细胞呈

簇状生长，未见明显的细颗粒状结构（图 ３）。 经骨
向诱导２１ ｄ，可见细胞呈明显的簇状生长，其中心部
位成细颗粒状，无细胞结构，折光性强，经 ＡｇＮＯ３ 染

色呈黑色，证实为矿化结节，矿化结节以圆形或不规
则形态多见，大小不一，周围细胞也可轻微红染，细
胞核红色（图 ４）。 而未经诱导的对照组细胞则表现
为阴性。
2畅4　免疫细胞化学染色结果及分析

在诱导第 ７ｄ，经免疫细胞化学方法检测到细胞

图 3　ＭＳＣｓ经骨向诱导 １４天（ ×４０）
Fig．3　Ｔｈｅ １４ｔｈ ｄａｙ ｏｆ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ

ＭＳＣｓ ｔｏ ｂｏｎｅ（ ×４０）
　

图 4　ＭＳＣｓ诱导 ２１ｄ后形成的矿化结节（ ×４０）
Fig．4　Ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄ ｎｏｄｕｌｅｓ

ａｆｔｅｒ ２１ｄ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ（ ×４０）
　

呈现梭形或多角形，在细胞浆内可检测到 Ｉ型胶原，
表达为：经典诱导组染色为阳性（图 ５），加味左归丸
组染色为弱阳性（图 ６），空白对照组染色为阴性；在
诱导第 １４ｄ，经免疫细胞化学方法检测到细胞呈现
方形或多角形，在细胞浆内可检测到 Ｉ型胶原，表达
为：经典诱导组染色为强阳性（图 ７），药物组染色为
阳性（图 ８），空白对照组染色为阴性。 Ｉ型胶原灰度
分析结果见表 １。

图 5　经典诱导组骨向诱导 ７天 Ｉ型胶原
表达阳性（ ×４０）

Fig．5　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｙｐｅ Ｉ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｉｎ
７ｄ-ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｃｌａｓｓｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ（ ×４０）
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图 6　加味左归丸组骨向诱导 ７天 Ｉ型胶原
表达弱阳性（ ×４０）

Fig．6　Ｗｅａｋ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｙｐｅ Ｉ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｉｎ
７ｄ-ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｚｕｏｇｕｉ ｐｉｌｌ ｇｒｏｕｐ（ ×４０）

　

图 7　经典诱导组骨向诱导 １４天 Ｉ型胶
原表达强阳性（ ×４０）

Fig．7　Ｓｔｒｏｎｇ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｙｐｅ Ｉ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｉｎ
１４ｄ-ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｃｌａｓｓｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ（ ×４０）

　

图 8　加味左归丸组骨向诱导 １４天 Ｉ型
胶原阳性（ ×４０）

Fig．8　Ｓｔｒｏｎｇ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｙｐｅ Ｉ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｉｎ
１４ｄ-ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｚｕｏｇｕｉ ｐｉｌｌ ｇｒｏｕｐ（ ×４０）

　

3　讨论
骨髓 ＭＳＣｓ 具有向成骨细胞分化的潜能，自体

获取回输后不会发生免疫排斥反应，且易于体外分

　　 表 1　不同处理因素内各时间点Ⅰ型胶原
灰度分析（珋x ±s，n ＝６）

Table 1　Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｙｐｅⅠｇｒａｙ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ

组别 诱导后 ７ 天 诱导后 １４ 天

空白对照组 １０２   畅７１８７ ±０ O畅８７６０ １０２ ii畅４５６７ ±２ ǐ畅４８９９
经典诱导组 ９７   畅７９３４ ±１ O畅９９５３倡倡 ９２ ii畅４７８５ ±１ ǐ畅７５６２倡倡

加味左归丸组 ９９   畅９５７９ ±３ O畅０５２５倡 ９４ ii畅４５９９ ±２ ǐ畅４０２６倡倡

　　注：与空白对照组比较，倡P ＜０畅０５，倡倡P ＜０畅０１

Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，倡 P ＜０畅０５，倡倡 P ＜

０畅０１

离培养扩增，在体外可长时间保持未分化状态，加上
骨髓来源丰富，采集方便安全、损伤小，将其作为理
想的种子细胞用于创伤、感染、肿瘤及其他原因造成
的骨组织缺损的研究已成为当前研究的热点［５］ 。
骨髓 ＭＳＣｓ 作为骨组织工程的种子细胞，具备

向成骨细胞分化的能力，而 Ｉ 型胶原表达和矿化结
节形成是检测成骨细胞活性的特异性方法。 Ｏｗｅ
等［６］的研究表明：Ⅰ型胶原是成骨细胞表型和形成
钙结节的基本保障。 而矿化结节则能直接反映成骨
细胞体外矿化的能力。
成骨细胞是骨形成过程中最重要的功能细

胞［７，８］ ，并且近年来以治疗骨质疏松症为目的来讨
论各种药物对 ＭＳＣｓ 骨向分化作用的研究极为丰
富。 左归丸出自明代温补名家张景岳的枟景岳全书
·新方八阵枠，由熟地八两、山药炒四两、枸杞四两、
山茱萸四两、川牛膝三两、菟丝子四两、鹿角胶四两、
龟板胶四两，共 ８味药组成，方中重用熟地滋肾以补
真阴，山茱萸涩精补髓，枸杞滋补肾阴。 龟鹿二药，
为血肉有情之品，鹿胶补阳，龟板滋阴，两药合用，沟
通任督二脉，益精填髓，有补肾阴中包涵“阳中求
阴”之义。 菟丝子配牛膝，强腰膝，健筋骨。 山药滋
益脾肾。 在此方基础上加骨碎补以强筋骨，加陈皮
理气健脾、补而不腻。 以上药物合用，共收滋阴补
肾、填精益髓、强筋健骨之功。 李瀚旻等［９］研究表

明左归丸药物血清可以促进骨髓间充质干细胞转化

为肝细胞。 刘梅洁等［１０］研究结果显示，与正常血清
相比，左归丸含药血清能使 ＯＢ分泌 ＯＣ的量显著增
多，说明左归丸对成骨细胞的骨形成有促进作用，这
可能是其防治骨质疏松症的机制之一，亦为中医
“肾主骨”理论提供了实验依据。 本实验应用加味
左归丸含药血清诱导 ＭＳＣｓ 向成骨细胞分化，并采
用免疫细胞化学染色、Ｖｏｎ-Ｋｏｓｓａ 染色法分别检测 Ｉ
型胶原的表达和矿化结节的形成。 与空白对照组相
比，加味左归丸含药血清能明显促进矿化结节形成
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和 Ｉ型胶原表达，表明其能促进ＭＳＣｓ向成骨细胞分
化。 这一结果说明，加味左归丸能促进 ＭＳＣｓ 骨向
分化是其能够治疗骨质疏松症的机理之一，本实验
结果同时也为加味左归丸治疗骨质疏松症提供实验

依据。 需要指出的是，加味左归丸治疗骨质疏松症
的机理是非常复杂的，本实验只是对其中的一个环
节进行了探讨，有关其作用机理还有待于进一步深
入研究。
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