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制首乌总多糖对贫血小鼠造血祖细胞增殖的影响

冯雪梅1，吕 艳2，祝彼得1，刘 啸1

(1．成都中医药大学基础医学院，四川成都610075；2．四川大学华西基础与法医学院，四川成都610041)

摘要：目的观察制首乌总多糖(PPS)对放化疗所致骨髓抑制贫血小鼠造血祖细胞增殖的影响。方法建立骨

髓抑制贫血小鼠模型，采用造血祖细胞培养技术，观察PPS体内ip给药和细胞培养直接用药对造血祖细胞增殖和

骨髓有核细胞(BMC)数目的影响。结果体内用药能显著增加BMC数目，提高BFU-E、CFU—E和CFU—Meg集

落数产率(尸<o．01)，能增加CFU—GM集落数产率(P<o．05)；在一定浓度下，体外直接用药，能增加CFU—Meg

集落数产率(P<o．01)。结论PPS能通过间接作用促进红系和粒系祖细胞的增殖，能通过问接和直接作用刺激

巨核系祖细胞的增殖。
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何首乌为蓼科多年生草本植物何首乌

Fogygonum multiflorum Thunb．的块根，经加工炮

制为黑色，称制首乌。制首乌具有补肝肾、益精血的

作用。既往对制首乌的研究多集中在抗衰老方面，对

其补血作用的研究少有报道。本实验提取制首乌总

多糖(Polygnum multiflorum Thunb．polysaccha-

ride，PPS)，采用造血细胞培养技术，通过体内ip

给药和体外培养细胞直接用药，观察PPS对骨髓抑

制贫血小鼠骨髓有核细胞(BMC)和造血祖细胞增

殖的影响。

1材料与方法

1．1 主要试剂：2一巯基乙醇、￡一谷氨酰胺(Sigma公

司)，TRIZOI一马血清、IMDM培养基(Gibco公

司)、mGM—CSF(Roche公司)，rhEPO(成都地奥公

司)，mTPO(R&D公司)，琼脂粉(Agar，日本进口

分装)，环磷酰胺、氯霉素(上海第十二制药厂)。

1．2体内用药

1．2．1 PPS注射液：制首乌经成都中医药大学中

药鉴定教研室鉴定后，参照文献方法[11提取总多糖

成分，真空干燥，经成都中医药大学基础化学与中药

化学教研室测定其含制首乌总多糖64．4％。经除菌

处理，用生理盐水配置成2．5 mg／mL注射液，用于

体内ip给药。

1．2．2 实验设计与分组：将BALB／C纯系小鼠，雄

性，体重(20土2)g，8～12周龄(由华西医科大学

实验动物中心提供)24只，随机分成3组，分别为正

常组、贫血组、PPS组，每组8只。贫血组和PPS组

小鼠经80Co一7 2．0 Gy全身照射后，于照射的第4天

开始ip环磷酰胺(40 mg／kg)及氯霉素(50 rag／

kg)，每日1次，连续注射3 d后造模完成，形成贫血

小鼠模型。于造模完成后第1天，贫血组ip生理盐

水0．2 mL，PPS组ip PPS 25 mg／kg(用药剂量参

照文献方法[2]，并选择12．5、25、50 mg／kg剂量组

进行预试验后确定)，每日1次，连续6 d，于造模完

成第7天，颈椎脱臼处死所有小鼠，无菌条件下取出

股骨，用生理盐水冲出骨髓细胞并反复吹打，过4号

针头制成单细胞悬液，分别计数骨髓有核细胞

(BMC)数目，做三系造血祖细胞培养，观察体内用
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药对BMC数目和骨髓造血祖细胞增殖的影响。

1．3体外用药

1．3．1 PPS工作液：将按上述方法提取的PPS用

IMDM培养基配制成1 mg／rnI，工作液，滤菌处理，

用于体外直接用药细胞培养。

1．3．2实验设计与分组：将BALB／C纯系小鼠10

只，按上述方法造模，造模完成后颈椎脱臼处死所有

贫血小鼠，制备骨髓单细胞悬液，混合所有单细胞悬

液，做三系造血祖细胞培养，分别设贫血对照组及4

个给药组，给药组加入PPS，终质量浓度分别为25、

50、100、200弘g／mL，观察体外直接用药对骨髓抑制

贫血小鼠造血祖细胞增殖的影响。

1．4造血祖细胞培养：培养体系参照文献方法[33进

行改良。粒单系祖细胞培养体系：1×10_4 mol／mL

2一巯基乙醇0．2 mL，3％L一谷氨酰胺0．03 rnL，马

血清0．5 mI。，50 ng／mL mGM—CSF 0．3 mL，BMC

1×105／mI．，IMDM培养基补足体积至1，8 mL，3％

Agar 0．2 mL，混匀。红系祖细胞培养体系：1×101

mol／rnL 2一巯基乙醇0．2 rnL，3％L一谷氨酰胺0．03

mL，马血清0．5 mL，20 U／rot。rhEPO 0．1 mI。，20

ng／mI。II，一3 0．1 mL，BMC 1×10s／mL，IMDM培

养基补足体积至1．8 rnL，3％Agar 0．2 mL，混匀。

巨核系祖细胞培养体系：1×10“mol／mL 2一巯基乙

rnL，2．5 ng／mL mTPO 0．2 mL，BMC 1×105／mL，

IMDM培养基补足体积至1．8 rnL，3％Agar 0．2

mL，混匀。各培养体系总体积为2 mL，于24孔板中

培养，每孔1 mL，平行做两孑L。参照文献方法[31于培

养第3天于倒置显微镜下计数CFU—E细胞集落

数，培养第7天分别计数BFU—E、CFU—GM、CFU—

Meg(含3个以上的细胞团为一个CFU—Meg集

落)细胞集落数，取两孔的平均值。

1．5统计学分析：实验数据用SPSS 11．5软件包

进行统计学分析，组间比较采用t检验。

2结果

2．1 体内用药：表1显示，贫血组与正常组比较，

BMC和CFU—E、BFU—E、CFU—GM、CFU—Meg集

落数均明显降低(P<o．01)；PPS组与贫血组比较

均显著增加，其中BMC、CFU—E、BFU—E和CFU—

Meg集落数，差异非常显著(P<0．01)，CFU—GM

集落数差异显著(P<0．05)。表明造模后，小鼠骨髓

BMC数和造血祖细胞的增殖能力均明显降低。用药

后可使BMC数明显增加，造血祖细胞的增殖能力

有所恢复。

2．2体外用药：表2显示，各给药组与贫血对照组

比较，CFU—E、BFU—E、CFU—GM集落产率均无明

显变化(P>0．05)，说明PPS无直接刺激作用，

醇0．2 mL，3％L一谷氨酰胺0．03 mL，马血清0．8 CFU—Meg集落产率在PPS 25 ptg／rnL时未表现出

mI一，20 U／mI。rhEPO 0．1 mI。，20 ng／mI。IL一3 0．1 明显的刺激作用，但是随着PPS质量浓度的增加，
表1 PPS体内给药对贫血小鼠BMC数目和造血祖细胞集落数的影响(i士s，n=8)

Table 1 Effect of PPS on numbers of BMC and colony forming unit of hematopoietic

progenitors in anemic mice in vivo 6±s，n=8)

与正常组比较：一尸<O．01； 与贫血组比较：AP<0．05△Ap<o．01

。。P<O·01"US normal group； △P<O．05△△P<O．Ol us anemic group

裹2 PPS体外直接用药对贫血小鼠造血祖细胞集落数的影响G+s，n=6)

Table 2 Effect of PPS OO numbers of colony forming unit of hematopoietic

progenitors of anemic mice in vitro(-irk s，n=6)

与贫血组比较：一P<o．01

’。P<0．01 W anemic group
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50、100、200／19／mI。组均表现出明显的刺激作用

(．P<o．01)，且有剂量依赖性。

3讨论

制首乌具有补肝肾、益精血的作用。据《本草纲

目》记载，该药有“养血益肝，固精益肾，健筋骨，乌髭

发，为滋补良药。不寒不燥，功在地黄、天门冬诸药之

上”。周志文等发现，何首乌提取物(水煎醇沉粗提

物)能增加CFU—S、BFU—E、CFU—E和CFU—GM

集落产率[2]。表明何首乌有促进造血作用，但是对于

巨核系祖细胞的影响及对骨髓抑制贫血小鼠造血恢

复的作用却未见报道。

本研究结果显示，PPS体内用药后能明显增加

骨髓抑制贫血小鼠BMC数，促进骨髓抑制贫血小

鼠红系、巨核系、粒系造血祖细胞的增殖；体外用药

后对红系和粒系祖细胞的增殖均无明显的直接刺激

作用，但对巨核系祖细胞的增殖仍表现出刺激作用。

提示PPS的对红系和粒系祖细胞的增殖似乎是一

种间接作用，而对巨核系则表现出直接／间接的刺激

作用。目前还不能解释PPS对巨核系祖细胞增殖的

直接刺激作用机制，其间接作用可能与刺激造血生

长因子分泌，促进生长因子受体、转录因子、抗凋亡

蛋白等的表达有关，有待进一步的研究。
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脑舒宁胶囊对培养皮层神经细胞自由基损伤的保护作用及其机制研究

彭 伟

(山东中医药大学附属医院，山东济南250011)

缺血性中风是临床常见的疑难病，其发病率、病

残率居高不下，对人类健康危害极大，因此，对脑缺

血神经元损伤机制进行研究并寻找有效的药物进行

治疗具有重要意义。本实验采用血清药理学方法，通

过离体神经细胞培养，制备自由基损伤模型，以神经

细胞存活率，丙二醛(MDA)、超氧化物歧化酶

(SOD)水平测定和细胞凋亡率检测探讨脑舒宁胶

囊对神经细胞损伤的保护作用及其机制。为临床防

治提供实验依据。

1材料与方法

1．1 主要试剂：MTT购自美国Sigma公司，

DMSO购自北京化学试剂三厂，MDA、SOD测试盒

购自南京建成生物工程研究所，原位凋亡检测试剂

盒购自北京医科大学病理系。

1．2神经细胞培养：无菌条件下分离新生大鼠(出

生o～1 d)大脑皮层，置于预冷的D—Hank
7

S液中，

仔细剔除软脑膜及血管，0．25％胰酶37℃消化30

min，终止消化，1 000 r／min离心10 min，沉淀用接

种液悬浮，机械吹打制成单细胞悬液，调细胞计数约

为1×106／mL，接种到经0．1％多聚赖氨酸过夜处

理的12孔培养板和培养瓶中。置37。C、5％CO。孵

箱中培养。24 h后全量换液1次以去除死细胞，以

后每3天换液1次，第5天加阿糖胞苷以抑制非神

经细胞的增殖。接种液成分：85％DMEM／Fml5％

小牛血清、100 U／mL青霉素，100 U／mL链霉素。

维持液为含10％小牛血清的DMEM／F，。培养液。

l。3神经细胞自由基损伤模型的建立

1．3．1 0。7损伤模型：生物体内自由基生成途径之

一是酶促催化产生自由基，黄嘌呤氧化酶催化产生

自由基通常称为X(黄嘌呤)／X0(黄嘌呤氧化酶)

模式。参照文献方法[1]，采用X／X0体系，将培养细

胞用D—Hank
7

S液洗2次，加入含有0．08 U／mL黄

瞟呤氧化酶和1 mmol／L黄嘌呤的无血清培养液作

用1 h，然后吸除培养液，加入无血清的DMEM培

养液，37℃、5％CO。孵箱中继续培养。

1．3．2 H：O。损伤模型：取培养8 d的神经细胞，吸

除原培养液，D—Hank
7

S液洗2次，加入终浓度为

100 p．mol／L H。0。作用1 h，换以无血清的DMEM
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