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当归多糖对小鼠外周血造血干细胞动员作用的研究

胡 晶，吴 宏

(重庆医科大学基础医学院组胚教研室，重庆市生物化学与分子药理学重点实验室，

重庆医科大学基础医学研究所，重庆400016)

摘要：目的探讨当归多糖(APs)对小鼠外周m造血干细胞的动员作用。方法采用外周血自细胞(WBC)计

数、淋巴细胞(LC)计数、免疫细胞化学、流式细胞术、造血祖细胞体外培养等实验技术观察APS的动员作用。结果

APS动员后小鼠外周血的WBC、LC数明显高于生理盐水(Ns)组(P<o．05)；APS动员后外周血中CD34+细胞

百分率明显高于NS组(尸<0．05)；APS组CFU—Mix产率显著高于NS组(P<o．01)；并且APS和重组人粒细

胞集落刺激因子(rhG—CSF)联合动员后的各项指标均高于单用APS或单用rhG—CSF组。结论APS对小鼠外

周血造血干细胞有一定的动员作用，并且APS和rhG—CSF联合动员的效果好于单用APS或单用rhG—CSF的动

员效果。
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Mobilization of angelica polysaccharides on peripheral blood hematopoietic stem cell in mice

HU Jing．WU Hong
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Abstract：Objective To study angelica poIysaccharides(APS)for mobilizing peripheral blood

hematopoietic stem cellin BALB／e mice．Methods Techniques of peripheral white blood cell(WBC)and

lymphocyte(LC)count，immunocytochemistry，flow cytometry，and hematopoietic cell culture in vitro

were used to observe the APS mobilization．Results The numbers of WBC and I。C in APS group were

markedly higher than that in NS group(P<0．05)；the percentage of CD34+cells in peripheral blood in

APS group was markedly higher than that in NS group(P<0．05)；the yields of CFU—Mix in APS group

was significantly more than that in NS group(P<0．01)；the combined usage of APS and rhG—CSF

enhanced more effects(P<0．05)than that in either single use of APS or rhG—CSF group．Conclusion

The results indicate that APS could mobilize haernatopoietic stem cells into peripheral blood and the effect

of APS in combination with rhG—CSF could be better than single use of APS or rhG—CSF．

Key words：angelica p01ysaccharides(APS)；peripheral blood hematopoietic stem cell；mobilization

正常情况下外周血中的造血于细胞(PBHSC)

数量很少，因此需要进行动员才能获取足够数量的

PBHSC以保证移植成功。当归为中医补血、活血的

要药，当归多糖(angelica p01ysaccharides，APS)

是其主要有效成分之一。既往研究表明APS对正常

或贫血小鼠的髓系造血祖细胞(BFU—E、CFU—E、

CFU—GM和CFU—MK)的增殖、分化有显著的促

进作用Ⅲ。本研究以BAI．B／c小鼠为实验动物模

型，研究APS对小鼠PBHSC的动员作用，旨在从

祖国医学宝库中寻找简便、安全、高效的造血干细胞
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动员剂，为当归的临床用药和开发提供理论指导和

实验依据。

1材料

1．1 实验动物：8～12周龄BALB／c小鼠，雌、雄各

半，体重18～22 g，重庆医科大学实验动物中心提供。

1．2药品与试剂：APS，重庆医科大学化学教研室

分离、提取、纯化(质量分数>85％)。重组人粒细胞

集落刺激因子(rhG—CSF)：日本麒麟株式会社产

品。RPMI一1640培养基、马血清，Hyclone公司产

品。GM—CSF，Cytolab公司产品。白细胞介素一3

(IL一3)军事医学科学院基础研究所提供。EPO，美

国Amgen公司产品。L一谷氨酰胺、甲基纤维素，美

国Sigma公司产品。大鼠抗小鼠CD34抗体、FITC

标记的大鼠抗小鼠CD34抗体，英国Serotec公司

产品。SABC免疫组化染色试剂盒，武汉博士德生物

工程有限公司产品。DAB显色试剂盒，北京中山生

物技术有限公司产品。FITC标记的大鼠IgG2a(阴

性对照)，eBioscience公司产品。

2方法

2．1 APS给药剂量及采血时间的筛选：应甩统计

学正交试验设计，选用正交表L。。(56)，将25只雄性

BALB／c小鼠随机分为5组，每组5只，分别ip生

理盐水(NS，每次0．2 mL)和不同剂量APS(2、4、

8、16 mg／kg)，每天1次，连给6 d；分别于第7、8、9、

10、11天采集各组小鼠外周血，计数白细胞

(WBC)、淋巴细胞(LC)数。对正交试验结果进行

统计学分析，找出APS最佳给药剂量和采血时间。

2．2实验动物分组与给药方法：BALB／c小鼠随机

分为4组(每组16只)：NS组、APS(4 mg／kg)组、

rhG—CSF(10 tug／kg)组、rhG-CSF(10 tlg／kg)+

APS(4 mg／kg)组；NS、APS ip给药，每次0．2

mL，每天1次，连给6 d，rhG—CSF SC给药，每次

0．2 mL，每天1次，连给5 d，第8天采外周血。

2．3外周血WBC、LC计数：给药后第8天取小鼠

尾静脉血，用常规方法进行WBC和LC计数。

2．4外周血单个核细胞(MNC)的分离：给药后第

8天摘小鼠眼球取外周血，肝素抗凝，采用Ficoll—

Hypague密度梯度离心获取MNC，用PBS洗涤2

次，制成MNC悬液。

2．5 CD34+细胞免疫细胞化学染色：将MNC悬液

滴在APES包被的玻片上，免疫细胞化学法染色后

油镜下观察，细胞膜表面有棕黄色标记物的细胞为

CD34+细胞。

2．6 流式细胞术检测外周血CD34+细胞百分率：

将每一例MNC悬液分两管，一管加FITC标记的

大鼠IgG2a(设为对照)，另一管加FITC标记的

CD34抗体，用流式细胞仪定量检测CD34+细胞百

分率。

2．7 外周血CFU—Mix集落培养、染色鉴定与计

数：参照文献方法[z~4]略有改进。依次加入2一巯基乙

醇(1×io_4 mol／L)、3％L一谷氨酰胺、马血清、

EPO、IL一3、GM—CSF、2×106个MNC、2．7％甲基纤

维素，总体积2 mL，充分混匀后，接种于96孔板，

每孔0．2 mL，置5％CO。、37℃的培养箱中培养6

d后，于倒置显微镜下计数集落数，并染色鉴定。

2．8统计学方法：所获数据经SAS8．1统计软件进

行正交设计分析、方差分析和t检验。

3结果

3．1 APS给药剂量及采血时间的筛选：对正交试

验结果进行方差分析：总的P一0．006 8，有统计学

意义；NS组与不同剂量APS组之间比较，P一

0．037；不同采血时间之间比较，P一0．007 3，均有统

计学意义。对各水平具体分析发现：不同剂量APS

给药后，小鼠外周血WBC、LC数量均有不同程度

的增高，APS(4 mg／kg)组最高，与NS组比较差

异有显著性(P<o．05)，其余APS组与NS组比较

差异无显著性(P>o．05)，结果见表1(数据为每个

剂量组在给药后不同时间点测得数据的均值)。APS

给药后第8天小鼠外周血WBC、LC数量升至最

高，与第9、10、11天比较差异有显著性(P<

0．05)，与第7天比较差异无显著性(P>O．05)，结

果见表2(数据为每个时间点各剂量组测得数据的

均值)。所以选择APS的给药剂量为4 mg／kg，采血

时间为给药后第8天。

3．2 APS对小鼠外周血WBC、LC数量的影响：

APS作用后小鼠外周血WBC、LC数明显高于NS

组(P<o．05)；rhG—CSF+APS联合作用后小鼠外

表1不同剂量APS对小鼠外周血WBC和LC数量的影响

(工±s，弹一5)

Table 1 Effect of APS at different doses on numbers

of WBC and LC in peripheral blood of mice

(x±s，一一5)

与NS组比较：’P<O．05

’P<0．05口sNS group
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表2给药后不同时间小鼠外周血WBC和LC的数量

(i士s，露一5)

Table 2 Numbers of WBC and LC in peripheral blood

of mice in different days after ip administra—

tion(；士s，弹一5)

与第9、10、11天比较：。P<0．05

’P<0．05口s day 9，day IO，and day 1l

周血的WBC、LC数高于单用APS组(P<0．05)

或单用rhG—CSF组(P<0．05)；APS组与rhG—

CSF组比较差异无显著性(P>0．05)，见表3。

3．3 APS对小鼠外周血中CD34阳性细胞的影

响：免疫细胞化学法对细胞表面CD34+抗原检测发

现：APS组CD34阳性细胞的数量明显比NS组多；

计数200个细胞中阳性细胞的数量，计算百分率，

进行比较，见表4。

表3 APS对小鼠外周血WBC和LC数量的影响

(；士s，疗一6)

Table 3 Effect of APS on numberS of WBC and LC

in peripheral blood of mice(；±s，万一6)

与NS组比较：’P<0．05

与rhG—CSF+APS组比较：△P<o．05

。P<0．05口s NS group：△P<0．05"5 rhG—CSF+APS group

表4小鼠外周血MNC中CD34+细胞百分率

(；±s，n一5)

Table 4 CD34+Cell percentage in peripheral blood

MNC of mice(；士s，n一5)

与NS组比较：⋯P<O．001
⋯P<0．001"5 NS group

3．4 APS对小鼠外周血CD34+细胞百分率的影

响：流式细胞术检测表明APS组小鼠外周血

CD34+细胞百分率明显高于NS组(P<0．05)；

rhG—CSF+APS联合动员组CD34+细胞百分率高

于单用APS组或单用rhG—CSF组(尸<0．05)；

APS组与rhG—CSF组比较差异无显著性(P>

0．05)，见表5。

3．5 APS对小鼠外周血CFU—Mix集落产率的影

响：CFU—Mix集落培养显示APS组CFU—Mix产

率显著高于NS组(P<o．01)；rhG—CSF+APS联

合动员后CFU—Mix产率高于单用APS组或单用

rhG—CSF组(P<0．01)，见表6。

表5 APS对小鼠外周血MNC中CD34+细胞百分率的

影响(i土s，n一5)

Table 5 Effect of APS on CD34+cell percentage in

peripheral blood MNC of mice(工土s，n=5)

与NS组比较：+P<0．05

与rhG—CSF+APS组比较：△P<0．05

+P<0．05 F5 NS group；△P<0．05"5 rhG—CSF+APS group

表6 APS对小鼠外周血CFU—Mix集落产率的影响

(；±s，席一5)

Table 6 Effect of APS on yields of CFU-Mix in

peripheral blood of mice(j士s，辟一5)

与NS组比较：一P<O．01

与rhG—CSF+APS组比较：△△P<0．01

‘’P<0．01 795 NS group；

AAp<0．01 795 rhG—CSF+APS group

4讨论

造血干细胞移植是目前治疗部分白血病和部分

实体瘤的有效方法，外周血干细胞移植(PBSCT)

是因其具有采集安全方便、供者无痛苦、造血及免疫

功能恢复快、受肿瘤细胞浸润或污染的机会较少、潜

在的抗残留病优势等优点，正被临床广泛接受，已有

替代骨髓移植的趋势口]。正常情况下PBHSC的数

量很少，如小鼠PBHSC数仅为骨髓的1／50～

1／lOO，CD34+造血干细胞仅为外周血MNC的

0．01％～0．10％，远远不能满足造血干细胞移植时

所需的数量l-引，因此需要进行动员才能获取足够数

量的PBHSC以保证移植成功。rhG—CSF作为动员

剂已广泛用于临床，动员效果明显，但其体内注射存

在许多不足之处：如所需剂量大、费用高；需定时监

测PBHSC的数量；异基因移植时，大剂量rhG—CSF

注射可引起剧烈骨骼疼痛，健康供者不愿接受。所以
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寻找新的PBHSC动员剂成为造血干细胞移植领域

的热点问题之一。

既往研究发现：APS可能是通过促进造血微环

境中的基质细胞表达和分泌G—CSF、IL一3等造血生

长因子，促进人早期造血细胞的发生[71；同时APS

能上调造血微环境中的内皮细胞分泌造血生长因子

来调节血细胞的生成[8]。但目前尚未见APS对外周

血造血干细胞动员的研究报道。

造血干细胞(hematopoietic stem cell，HSC)

没有明确的形态学特征，与小淋巴细胞相似[9]，用常

规形态学技术无法区分，但是如果外周血中的HSC

数量增加，那么外周血中的WBC、LC也会相应地

增加。本实验表明，给小鼠体内注射APS后外周血

WBC、LC数与对照组相比明显增加，推测APS可

能使外周血中的HSC数量增加。

CD34+抗原是造血干细胞分离纯化的主要标

志，选择性地表达于早期造血干／祖细胞(HS／PC)

表面n⋯。本研究采用免疫细胞化学法检测发现：

APS动员后小鼠外周血CD34+细胞阳性率明显高

于NS组，但免疫细胞化学染色的阳性结果也难排

除有可能检测的是无活性的变性分子或细胞因子裂

解片段。流式细胞术能更加精确地检测出外周血

MNC中CD34+细胞百分率，结果表明APS动员后

小鼠外周血中CD34+细胞百分率明显高于NS组；

rhG—CSF+APS联合动员后小鼠外周血中CD34+

细胞百分率高于单用APS组或单用rhG—CSF组，

提示APS动员后分离的外周血MNC悬液中含有

较多的HS／PC。

CFU—Mix集落的数量可直接或问接反映细胞

群中早期HS／PC的数量及其活性，本研究采用外

周血CFU—Mix集落培养计数，检测外周血中的

HS／PC，实验结果表明，APS动员后CFU—Mix产

率显著高于NS组；rhG—CSF+APS联合动员后

CFU—Mix产率高于单用APS组或单用rhG—CSF

组，进一步证明了APS对小鼠外周血HS／PC的动

员作用。

本实验结果证明：APS能够动员HS／PC从骨

髓向外周血迁移，并且当与rhG—CSF联合使用时，

动员HS／PC的作用更加明显。APS具体的动员机

制目前尚未明确，是否与G—CSF一样因改变造血干

细胞表面黏附分子的表达而利于干细胞迁移入

血[1]，尚有待进一步研究，同时动员的干细胞移植后

能否有效地重建造血，亦需要实验室和临床进一步

的实验证明。
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