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%%!摘%要"%目的%初步探讨中药黄芪甲甙对大鼠骨髓间充质干细胞$]F&O%表达细胞因子的影响& 方法%全

骨髓贴壁法和单克隆培养法分离培养大鼠]F&O'间接免疫荧光法鉴定其生物学特性'用 ]BB法检测黄芪甲甙对

]F&O增殖的影响'GBH0&G方法检测多种细胞因子的表达及黄芪甲甙对细胞因子的影响& 结果%成功分离出大鼠

]F&O'有干细胞因子$F&D%)血小板生成素$B0e%)粒细胞巨噬细胞集落刺激因子$Y]H&FD%)转化生长因子$BYDH

"

!%的表达'不表达白介素H;$W[H;%#加入不同浓度的黄芪甲甙与 ]F&O共培养 "#)#K)<" ' 后'以 "$$ .Ĉ.[黄芪

甲甙组 <" '增殖作用最明显$!I$6$>%#GBH0&G分析示黄芪甲甙培养组 ]F&O分泌 F&D.G78高于未加黄芪甲

甙的对照组$!I$6$!%'其余细胞因子表达量与对照组相比差异无统计学意义& 结论% 黄芪甲甙能促进 ]F&O体

外增殖'并可以诱导和促进]F&O分泌 F&D'这可能揭示了其促进]F&O增殖和分化的部分机制&
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!关%键%词"%黄芪甲甙#干细胞因子#间充质干细胞
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%%?</7-697* @<A.970B.%B+O,Q1R,'--PP-S,+P2O,32C25+O(1-W4+) ,'--E/3-OO(+) +PSR,+U()-O() T+)-.-O-)S'R.25

O,-.S-55O$]F&O% () 32,O6C.7;#:/%]F&OA-3-(O+52,-1 P3+.k(O,2332,OTR,'-.-,'+1 +P21'-O(N-SQ5,(32,(+) 2)1

S5+)-' 2)1 ,'-) ,'-(3T(+5+C(S252S,(N(,(-OA-3-2OO-OO-1 QO()C()1(3-S,(..Q)+P5Q+3-OS-)S-603+5(P-32,(+) +P]F&O

O,(.Q52,-1 A(,' 2O,32C25+O(1-W4A2O2OS-3,2()-1 TR,'-]BB.-,'+16XE/3-OO(+) +PSR,+U()-OA2O2OS-3,2()-1 QO()CGBH

0&G() ]F&OA(,' 2O,32C25+O(1-W4O,(.Q52,(+) +3)+,6D./457/%]F&OA-3--PP-S,(N-5R(O+52,-1 2)1 /Q3(P(-1 '/ @':6+' 2)1

'21 -E/3-OO(+) +P.2)RSR,+U()-O-ES-/,W[H;' OQS' 2OO,-.S-55P2S,+3$ F&D%' ,'3+.T+/+(-,() $B0e%' C32)Q5+SR,-

.2S3+/'2C-S+5+)RO,(.Q52,()CP2S,+3$Y]H&FD% 2)1 ,32)OP+3.()CC3+A,' P2S,+3$BYDH

"

!%68O,32C25+O(1-W4O,(.Q52,(+)

/3+.+,-1 ]F&O/3+5(P-32,(+)' 2)1 "$$ .Ĉ.[2O,32C25+O(1-W4,3-2,.-),/3+1QS-1 2/-2U -PP-S,<" '3O2P,-3SQ5,Q3-6B'-

F&D-E/3-OO(+) () ]F&OO,(.Q52,-1 A(,' 2O,32C25+O(1-W4()S3-2O-1 O(C)(P(S2),5RS+./23-1 A(,' ,'2,() ]F&OA(,'+Q,

2O,32C25+O(1-W4O,(.Q52,(+)6E#1954/0#1/%8O,32C25+O(1-W4.2R/3+.+,-]F&O/3+5(P-32,(+) 2)1 ()S3-2O-F&DO-S3-,(+) '/

@':6+4 !E;01F E#17.>%G.:067-' '()(' )' $*%*'[( +'['"

%%H.8 =#-:/*%8O,32C25+O(1-W4# F,-.S-55P2S,+3# ]-O-)S'R.25O,-.S-55

%%机体正常的造血活动依赖于造血细胞和支持造

血细胞生长发育的造血微环境的相互作用& 源于骨

髓中的间充质干细胞 $.-O-)S'R.25O,-. S-55O'

]F&O%是造血微环境的重要组成部分' 它通过与造

血细胞直接接触'分泌细胞外基质及多种细胞因子

调控造血' 其结构和功能的完整性对于保持机体在

生理状况下尤其是应激状态下造血的稳定性具有十

分重要的作用& 以往研究表明'黄芪甲甙可以影响

]F&O增值并诱导其分化!!"

'本研究以大鼠 ]F&O为

对象'探讨黄芪甲甙对 ]F&O增殖活性及部分细胞

因子表达的影响'从而探索其促增殖和诱导分化的

生物学机制'为黄芪甲甙在临床血液病中的应用提

供实验依据&
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)I材料和方法

)6)I材料

清洁级 # V=周龄k(O,23大鼠'体重 !"$ V!=$ C'

由南华大学实验动物中心提供& 黄芪甲甙由成都曼

斯特生物科技有限公司提供$纯度b9KL%'助溶剂为

羧甲基纤维素钠& SR;标记羊抗兔二抗)兔抗鼠&?##

多克隆抗体)&?#> 多克隆抗体购自北京奥博深生物

科技公司'0&G引物由上海生物工程公司合成&

)6'I方法

!6"6!%]F&O的分离%培养%鉴定和细胞增殖活性检

测%%全骨髓贴壁法和单克隆培养法相结合分离培

养大鼠]F&O& 取大鼠股骨)胫骨$去掉两端骨骺%'

用无血清的 ?]X]H[Y反复抽吸骨髓腔'重悬后取

瓶底白色沉淀物'加 !$L培养基吹匀移至培养瓶'

置 ;<a'>L &e

"

培养箱培养& "# ' 后弃去非贴壁

细胞'" V; 1换液一次& 当细胞达 K$L V9$L融合

时'$6!">L胰酶消化传代& 间接免疫荧光法检测大

鼠]F&O的免疫表型& 取第 ; 代传代培养第 " 天的

细胞接种于 "# 孔板中$! i!$

# 细胞 孔̂%'经固定)

透膜)封闭处理后'再分别加入兔抗鼠 &?##)&?#>

抗体 #a过夜'回收一抗'避光加入 SR; 标记羊抗兔

WYC'室温孵育 ! ' 后 0ZF 洗 " 次'荧光显微镜下观

察并拍照'阴性对照仅加入0ZF&

采用]BB法检测不同浓度的黄芪甲甙对 ]F&O

增殖活性的影响& 收集对数期细胞'调整细胞悬液

浓度加入 9= 孔板中$ I!$

; 孔̂%'放置培养箱中孵育

" '后'每孔加入不同浓度的黄芪甲甙 !$$

!

['阳性

对照仅加 !$$

!

[?]X]H[Y培养液'孵育 !" ')

"# ')<" '后'每孔加]BB$> .Ĉ.[%及?]Fe处理

后'用全自动酶标仪 #9$ ).波长进行比色分析&

!6"6"%黄芪甲甙干预 ]F&O的培养%%取第 ; 代

传代培养第 " 天的细胞'更换含有黄芪甲甙的培养

液'终末浓度分别为 ">)>$)!$$)"$$)#$$ .Ĉ.['对

照组仅用培养液培养'置于 ;<a'>L &e

"

培养箱中

培养 <" ' 中止培养'制备细胞裂解液'保存于

:K$a'备用&

!6"6;%GBH0&G法检测]F&O细胞因子的表达%%

各代大鼠 ]F&O总 G78的提取'按 BGWpe[试剂盒

说明书进行& 引物序列见表 !& 按 GBH0&G试剂盒

$B2g2G2公司%的说明书进行逆转录反应'反应体

系总体积 "$

!

['含有 G78!6$

!

C'随机引物

$6">

!

Ĉ

!

['8]4逆转录酶 !> Q& 逆转录产物于

9>a灭活 > .()后'存于:"$a备用& 聚合酶链反应

体系总体积 >$

!

[中含*!$ iZQPP-3$]C

" @

%>6$

!

['

17B0$!$ ].%!6$

!

['03(.-3!*$">

!

]% !6$

!

['

03(.-3"*$">

!

]%!6$

!

['B2_ 0+5R.-32O-$> ĵ

!

[%

$6>

!

['B-./52,-?78;6$

!

['?X0&水 ;K6>

!

['各

细胞因子0&G反应条件参照文献 !""

& 扩增产物再

用 "6>L琼脂糖电泳'溴化乙锭染色'紫外线下观察

拍照并以 Y-5?+-!$$$ 凝胶成像系统进行灰度扫

描'检测电泳条带光密度值'以 Y80?d作为内参进

行半定量分析& ]Z0.G78表达的相对量就是

?78的光密度强度比值$32,(+% c]Z0.G78̂Y80H

?d.G78&

表 )I检测各细胞因子的引物序列

基因 引物$正向% 引物$反向% 产物大小$T/%

Y80?d 8&B&8Y88Y8&BYBYY8BYY YBBY&BYBBY88YB&&8&YY ;";

B0e 8Y&BBY&88&88&BY&BB&YY YYB&BYBY8BY8YYB&&&8Y& ;><

Y]H&FD Y&B&8&&&88&&&BYB&8&&&Y &&B&8BBB&BYY8&&YY&BB&& ;<=

W[H; BY&&BBYY8Y8BBBBYYBY88Y&B&&& &8YYB&&BB88Y8BYY8B&8&YB8Y8 "9>

BYDH

"

! Y&&B&&Y&8B&&&8&&BBBY Y&YYYBY8&BB&BBBYY&YB "#>

F&D BB&Y&BBYB88BBYY&BBBY& BB&88&BY&&&BBYB88Y8&BBY8 "9=

!6"6#%统计学方法%%使用 F0FF !;6$ 软件进行

统计学分析& 数据以均数 J标准差$FJ;%表示'两

组之间采用:检验'!I$6$> 为差异有统计学意义&

'I结果

'J)ICSE/细胞形态学观察及鉴定

大鼠骨髓单个核细胞接种 $6> '开始贴壁'"# '

V#K ' 后贴壁完成'散在分布'伸出伪足为梭形或

多角形'> V< 1 后形态一致'以梭形为主'胞体饱

满'成纤维样放射状集落形成'< V!$ 1 细胞达培养

瓶底部 K$L左右& 传代后的细胞均匀分布生长'

"# '内细胞完全贴壁'; V# 1达对数生长期'呈较均

一的纺锤体'传代细胞生长旺盛时呈旋涡状& 传至

!$代时细胞形态基本保持不变& 通过不断传代纯化

]F&O'&?##表达率为 9"6;L'&?#>表达率为 =69L&

各代间差异无显著性'表明 ]F&O传代过程中保持

了其细胞表面标志的稳定性&

(!9"(



第 !" 卷第 # 期
"$!$ 年 # 月

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

中国当代儿科杂志
&'() *&+),-./ 0-1(2,3

4+56!" 7+6#

8/36"$!$

'J'I黄芪甲甙对CSE/增殖水平的影响

]F&O与黄芪甲甙共培养后']F&O的增殖指数

明显增加'与对照组相比差异有统计学意义

$!I$6$>%'!$$ .C组与 "$$ .C组比较差异也有统

计学意义$!I$6$>%'但 #$$ .C组与 "$$ .C组相

比'"$$ .C组的增殖作用更明显 $!I$6$>%'以

"$$ .Ĉ.[黄芪甲甙培养 <" ' 增殖作用最明显'说

明黄芪甲甙的促增殖作用有时间依赖性而无剂量依

赖性'当达到一定的药物浓度后'增殖指数将不再增

加$表 "%&

%%表 'I不同浓度的黄芪甲甙对CSE/增殖的影响

I

$FJ;' / c!"%

组别 "# ' #K ' <" '

对照组 $6!K J$6$! $6!9 J$6$! $6"$ J$6$"

"> .C组
$6!9 J$6$"

2

$6"$ J$6$"

2

$6"! J$6$"

2

>$ .C组
$6"$ J$6$!

2

$6"! J$6$"

2

$6"" J$6$!

2

!$$ .C组
$6"! J$6$"

2

$6"" J$6$!

2

$6"> J$6$!

2

"$$ .C组
$6"; J$6$"

2'T'S

$6"> J$6$"

2'T'S

$6"< J$6$"

2'T'S'1

#$$ .C组
$6"$ J$6$"

2

$6"! J$6$"

2

$6"! J$6$!

2

%%2*与对照组比较' !I$6$># T*与 !$$ .C组比较'!I$6$># S*与

#$$ .C组比较'!I$6$>#1*与同组 "# '及 #K '时间段比较'!I$6$>&

'J&I黄芪甲甙干预后CSE/表达细胞因子的检测

大鼠 ]F&O稳定表达 F&D)B0e)Y]H&FD)BYDH

"

!'不表达 W[H;& 经黄芪甲甙作用后 ]F&O表达

F&D增加'其余表达不变#与对照组相比'差异有统

计学意义$!I$6$!%$表 ;%&

%%表 &I黄芪甲甙干预后CSE/细胞因子>DP?表达的

相对量I

$FJ;' / c!$%

组别 B0e Y]H&FD BYDH

"

! F&D

对照组 >!6# J!$6; K96= J""6> <96" J!<6; 9<6< J!>6"

"$$ .C组 >;6" J!"6K 9#6> J!K6K K=6$ J"$6K !!#6! J!$6=

:值 $6;;= $6>"9 $6<9> "6K$!

!值 b$6$> b$6$> b$6$> I$6$!

&I讨论

]F&O是存在于骨髓的非造血干细胞'具有支持

造血)免疫调节功能和多向分化潜能& 本实验成功

提取了大鼠骨髓]F&O'并通过其贴壁生长的特性高

度纯化 ]F&O'其形态类似成纤维样细胞'呈平行或

纺锤体样生长'传至 !$ 代以上'细胞形态基本保持

不变'表达特异性标志物 &?##'不表达或低表达造

血细胞标志 &?#>'并在长期培养中生物学特性稳

定'与文献报道一致!""

& 而 ]F&O在增殖分化的过

程中分泌一些造血功能必需的细胞因子如 F&D)

B0e)Y]H&FD)BYDH

"

! 等'这些细胞因子均与造血

密切相关!;"

'本实验在体外用 GBH0&G的方法检测

它们的表达'发现这些细胞因子能持续表达'各代之

间差异无统计学意义'但不表达W[H;'因此推测这些

细胞因子对]F&O的生长有一定的作用&

本研究结果显示黄芪甲甙与 ]F&O共培养后'

]F&O的增殖指数明显增加'黄芪甲甙促进 ]F&O增

殖呈时间依赖性'但当达到一定的药物浓度后'增殖

指数将不再增加& 对于黄芪甲甙是如何作用于

]F&O的'目前国内外尚未见报道& 本实验通过检测

F&D)B0e)Y]H&FD)BYDH

"

!的表达发现'加入黄芪甲

甙后 F&D的表达较对照组明显增高'其他细胞因子的

表达差异无统计学意义'亦未见W[H; .G78的表达'

推测黄芪甲甙可以诱导和促进]F&O分泌 F&D&

F&D为SHU(,原癌基因编码受体的配体蛋白'参

与机体发育中多种细胞生长的调控'是一种多功能

细胞生长因子'在细胞增殖)分化和迁移过程中发挥

重要的调控作用& 有研究表明!!"

'黄芪甲甙可以定

向诱导]F&O转化为心肌细胞)神经胶质细胞等'但

诱导率仍有待提高'其诱导分化的机制目前尚不明

确& 本研究提示黄芪甲甙促进 ]F&O增殖和分化的

机制可能是其促进了]F&O分泌 F&D'F&D同样可以

促进]F&O的增殖和诱导分化!#H>"

&

F&D在血液学方面的作用主要表现在*

$

在骨

髓中与造血干细胞表面表达的 SHU(,结合'直接对造

血干细胞的生存)增殖)分化和粘附及骨髓微环境起

着关键作用#

%

提高造血干细胞对于其他造血生长

因子的敏感性'反应骨髓基质的造血调控作用#

&

促

进]F&O分化为造血细胞#

.

促进造血干细胞的移

植& 因此在血液系统疾病中具有广阔的应用前景&

本实验证实黄芪甲甙可以促进 ]F&O分泌 F&D'为

黄芪甲甙的机制研究及临床应用提供了线索'也为

黄芪甲甙应用于血液系统疾病提供了理论依据&

!参%考%文%献"

!!"%冼绍祥'杨忠奇'汪朝晖'李南夷'赵立诚6黄芪甲苷体外诱导

骨髓间充质干细胞分化为心肌样细胞的实验研究!*"6广州中

医药大学学报'"$$<' "#$!%*;<H#$6

!""%张翼鹜'赵丹丹'韩晓苹'靳海杰'达万明'于力6低危骨髓增生

异常综合征患者间充质干细胞的生物学特性的实验研究!*"6
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