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当归多糖对脐血造血细胞冷冻损伤的可恢复性研究

杨 慧，吴 宏

(重庆医科大学干细胞与组织工程研究室，组织胚胎学教研室，重庆400016)

摘 要：目的探讨当归多糖(APS)是否具有恢复脐血造血细胞冷冻损伤的作用及与造血生长因子(HGFs)联

合促进冷冻复苏后脐血单个核细胞(MNC)体外扩增的效应。方法将冷冻30d的脐血MNC复苏后，立即在常

规培养体系中分别加入APS 0、50、100、200、400 pg／mL，或同时加入HGFs组合，培养24 h或14 d，采用MNC计

数，台盼蓝拒染实验、MTT法、CFU—Mix集落形成实验以及流式细胞术计数CD34+细胞等方法分别观察APS促

进冷冻损伤的脐血造血细胞恢复的能力以及APS联合HGFs对脐血造血细胞的扩增能力。结果 冷冻复苏后加

入一定质量浓度的APS可使脐血MNC数量与台盼蓝拒染率明显增加，造血细胞的增殖能力显著提高，CFU—Mix

集落产率明显提高(P<0．05)。且能明显提高冻存脐血MNC中CD34+细胞率(P<O．05)；一定质量浓度的APS

联合HGFs可显著提高冷冻复苏后的脐血MNC扩增倍数及CFU-Mix集落产率(尸<o．05)I其作用无明显量效

关系。结论APS能提高冷冻复苏后脐血造血细胞的活力、增殖能力以及CD34+细胞率，可促进脐血造血细胞冷

冻损伤的恢复；与HGFs联合可促进冷冻复苏后的脐血MNC体外扩增。

关键词：当归多糖(APS)；脐血；造血细胞I冷冻保存
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Effect of APS on recoverable ability from cryopreserVation damage

Of UCB hematopoietic cells

YANG HUi．WU Hong

(Laboratory of Stem Cell and Tissue Engineering．Department of Histology and Embryology，

Chongqing Medical University，Chongqing 400016，China)

Abstract：Objective To study the effect of angelica polysaccharides(APS)on recoverable ability

from cryopreservation damage of umbilical cord blood(UCB)hematopoietic cells and APS with

hematopoietic growth factors(HGFs)on in vitro expansion of UCB mononuclear cells(MNC)after

thawing．Methods T‘hawed UCB MNC were cultured 24 h or 14 d with various concentration of APS(O，

50，100，200，and 400 pg／mL)or with APS and HGFs．The MNC counting assay，typan blue exclusion

assay．colorimetric MTT assay for cell proliferation，CFU—Mix colong—forming assay，and flow cytometry

for CD34+cell rate were detected．Results After adding certain concentration APS in thawed UCB cells，
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the number of MNC，the rate of trypan blue exclusion，the proliferation of MNC，and the colony

production of CFU—Mix were significantly enhanced(P<0．05)．The percentage of CD34+cells in UCB

was markedly higher than that of control group(P<O．05)．The certain concentration APS combined with

HGFs could significantly raise the expansion fold and the colony production of CFU—Mix of thawed UCB

hematopoietic cells(P<O．05)．There iS no dose—response relation．Conclusion APS could raise the post—

freezing recoverable ability of UCB hematopoietie cells．And APS combined with HGFs could promote the

in vitro expansion of hematopoietic cells after thawed．

Key words：angelica polysaccharides(APS)；umbilical cord blood(UCB)；hematopoietic cells，

cryopreservation

广泛地开展脐血造血干细胞移植必需建立脐血

库，因而需长期低温保存脐血造血细胞，这使得脐血

造血细胞必然要经历进入深低温状态和复苏两个过

程，因此将不可避免地引起细胞理化性质的变化，这

可能影响脐血造血细胞的生物特性，尤其是增殖能

力[1]。既往研究证明当归多糖(angelica polysac—

eharides，APS)是当归中促进造血的有效成分，

APS在体内外均能刺激造血干／祖细胞(HSPC)的

增殖和分化[2]。在有外源性造血生长因子(HGFs)

存在的条件下，APS可促进脐血单个核细胞

(MNC)总数、CFU—GM、CFU—E集落数量增多，且

可使脐血单个核细胞形成大量基质细胞贴壁口]。本

实验深入研究在冷冻复苏后的脐血MNC中加入

APS是否能促进冷冻损伤的造血细胞的复苏、增

殖，提高造血细胞冷冻损伤的可恢复性，以期为

APS在造血细胞冷冻保护中的应用提供实验依据。

l材料

1．1实验标本：所有实验标本脐血来源于重庆医科

大学附属第二医院妇产科。脐血收集适应证参考

Thierry等介绍的标准[4]。

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>90％)。淋巴细胞分离

液，上海华精生物高科技有限公司产品。明胶、L一谷

氨酰胺、甲基纤维素、二甲基亚砜(DMSo)、MTT，

美国Sigma公司产品。RPMI一1640培养基，美国

Gibco公司产品。马血清、胎牛血清(FBS)，美国

Hyclone公司产品。2一巯基乙醇，上海化学试剂采购

供应站进口分装。重组人粒一巨噬细胞集落刺激因子

(rhGM—CSF)，日本麒麟株式会社产品。重组人白细

胞介素一3(rhlL一3)、重组人粒细胞集落刺激因子

(rhG—CSF)、干细胞生长因子(SCF)，中国军事医学

科学院基础研究所提供。红细胞生成素(EPO)

Amgen公司产品。FITC标记的小鼠抗人CD34抗

体、FITC标记的小鼠IgG2a(阴性对照)，美国BD

公司产品。

2方法

2．1 脐血MNC的分离：所有脐血标本均在采集

6 h内分离。分离方法为明胶法，即采集脐血后用

PBS(1：1)稀释，与37℃3％明胶溶液等比混合，

室温下静置30 rain，吸取血浆层，以2 000 r／min离

心10 rain，弃上清液后用PBS重悬。按1：1的比

例加到淋巴细胞分离液表面，然后以2 000 r／min

离心25 rain。离心后轻轻吸取中间白膜层，再用

RPMI一1640培养液洗涤2次，重新悬浮即得到脐血

MNC悬液。

2．2脐血MNC的冷冻保存：冻存时临时配制冷冻

保护液(其中DMSO及FBS终体积分数分别为

5％和20％)。将等体积的MNC悬液和冷冻保护液

分别装入两支试管中，置冰水杯中预冷。待温度平衡

后，将冷冻保护液缓慢加入细胞悬液中。体系配制后

装入低温冷冻管中，在4℃冰箱中平衡30 rain，依

次转入一20℃冰箱，液氮冻存罐中的气相空间过

夜，最后投入液氮(一196℃)中保存。

2．3 脐血MNC的融冻与复苏：将冻存30 d的

MNC从液氮中取出，迅速置于40℃水浴中复温至

全部融化(3 rain内完成)，用含10％FBS的

RPMI一1640培养液[含不同质量浓度的APS(终

质量浓度分别为50、100、200、400 ttg／mL)]缓慢稀

释10倍，1 500 r／rain离心10 rain，弃上清液，用

RPMI一1640培养液洗涤2次待用。

2．4实验分组：将脐血标本用明胶分离法分离出脐

血MNC(见2．1项)，按2．2项冷冻保存脐血MNC

30 d。

2．4．1将冷冻30 d的脐血MNC复苏后随机分成

5组：APS 50、100、200、400#g／mL组和对照组。在

含10％FBS的RPMI一1640培养液中分别加入不

同质量浓度的APS，对照组加入等量的RPMI-1640

培养液，置于37℃、5 oA CO：、饱和湿度的培养箱中

培养24 h，测定并比较各组MNC数，台盼蓝拒染

率，增殖能力(MTT法)，脐血混合集落形成单位
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(CFU—Mix)集落产率(体外半固体培养法)和

CD34+细胞率(流式细胞术)。从而观察APS促进

冷冻损伤的造血细胞恢复的能力。

2．4．2将冷冻复苏后的脐血MNC随机分成5组：

APS 50 pg／mL+HGFs组、APS 100弘g／mL+

HGFs组、APS 200 pg／mL+HGFs组、APS 400

pg／mL+HGFs组和对照组(HGFs组)；HGFs包

括：SCF、IL一3、GM-CSF、G—CSF、EPO，同时在每组

分别加入不同质量浓度的APS，对照组仅加入

HGFs，不加APS。在含30％FBS的RPMI一1640培

养液中，置于37℃、5％C0：、饱和湿度条件的培养

箱中培养14 d，测定并比较各组MNC数、CFU—

Mix集落产率(体外半固体培养法)和CD34+细胞

率(流式细胞术)。从而了解APS联合HGF对脐血

造血细胞的扩增能力。

2．5脐血MNC计数：用常规方法进行脐血MNC

计数。

2．6台盼蓝拒染实验：先取9滴MNC悬液移入小

离心管中，再加入1滴0．4％台盼蓝溶液，混匀，在

3 rain内用血球计数板分别计数活细胞和死细胞。

镜下观察死细胞被染成蓝色，而活细胞拒染。计算台

盼蓝拒染率(活细胞率)[台盼蓝拒染率=活细胞

总数／(活细胞总数+死细胞总数)×100％]。

2．7 MTT比色试验：复苏后的脐血MNC用含

10％FBS的RPMI一1640培养液(含不同质量浓度

的APS)配成细胞悬液，同时设立对照组，以每孔

2．8 CFU—Mix体外培养与计数：按常规方法略有

改进。甲基纤维素体系中依次加入2一ME 1×10叫

mol／L、3％L一谷氨酰胺、马血清、EPO、IL一3、GM—

CSF、2×106个脐血MNC、0．9％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，置于37℃、5％CO：、饱和湿度的培养箱中培养

14 d后，于倒置显微镜下计数每孔CFU—Mix集

落数。

2．9流式细胞术检测脐血CD34+细胞百分率：将

分离的脐血MNC悬液分成两管，一管加FITC标

记的CD34抗体，另一管加入FITC标记的小鼠

IgG2a(设为对照)，用流式细胞仪定量检测CD34+

细胞百分率。

2．10 脐血造血细胞体外扩增：培养体系为含有

30％FBS的RPMl一1640培养液；HGFs的终质量

浓度分别为SCF：100 ng／mL，IL一3：2 ng／mL，

GM—CSF：40 ng／mL，G—CSF：20 ng／mL，EPO：2

U／ml；各APS组加入不同质量浓度的APS(50、

100、200、400／zg／mL)。设立对照组不加APS，只加

HGFs。MNC浓度为2×106／mL，置于24孔培养板

中，每孔1 mL，复种3孔，于37℃、5％CO。、饱和湿

度的培养箱中培养14 d，每周半量换液，进行细胞

计数和流式细胞仪检测。

2．11统计学方法：所获数据经SAS 8．2统计软件

进行方差分析和t检验。

3 结果

1×103～1×10‘个细胞接种于96孔培养板中，每孔 3．1 APS对冻存复苏的脐血MNC数量、活细胞

体积200弘L，每组复种3孔。将培养板放入37℃、 率和增殖能力的影响：检测冻存复苏后脐血MNC

5％CO孙饱和湿度的培养箱中培养24 h，先离心弃 的数量、活细胞率和增殖能力，结果显示：APS 100、

培养液后加入无血清的培养液，每孔加入MTT溶 200 pg／mL组的脐血MNC数量、台盼蓝拒染率和

液(5 mg／mL)20肛L，37℃继续孵育4 h，终止培 A值与对照组比较，差异有统计学意义(尸<0．05)，

养，1 000 r／min离心5 rain，后弃去孔内培养液，每 但作用无明显量效关系(表1)。

孔加入150弘L DMSO，震荡10 rain。选择490 am 3．2 APS对冻存复苏的脐血CFU-Mix集落产率

波长，在酶标仪上测定各孔吸光度(A)值。 和CD34+细胞率的影响：检测冻存复苏的脐血

裹1 APS对冻存复苏的脐血MNC数■、活细胞率、增殖能力、CFU—Mix集落产率、CD34+细胞率的影响(；士s，矗=9)

Table 1 Eff∞t of APS on number，viability，and reproductive activity，plating efficiency of CFU-Mix，

and pencentage of CD34+cell of UCB MNC after cryopreservated G+s，库一9)

与对照组比较。。P<0．05

。P<0·05 w comrol group
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CFU—Mix集落产率和CD34+细胞率，结果显示APS

100／-g／mL组的脐血CD34+细胞率明显高于对照组

(P<0．05)；APS 100、200 Pg／mL组的脐血CFU—

Mix集落产率明显高于对照组(P<0．05)，见表1。

3．3 APS联合HGFs对冷冻复苏的脐血造血细胞

体外扩增的影响：对冷冻复苏后的脐血造血细胞在

体外扩增，14 d后计数MNC数、CFU—Mix数和

CD34+细胞率。结果显示：APS 100／19／mL+HGFs

组和APS 200 pg／mL+HGFs组MNC数和CFU—

Mix数在扩增后明显高于对照组(尸<0．05)；APS

400／比g／mL+HGFs组CFU—Mix数明显低于对照

组(P<0．05)iAPS各组和对照组相比CD34+细胞

率差异无显著性(P>0．05)，见表2。

裹2 APS对冷冻复苏的脐血造血细胞体外扩增的影响

(i±$，拜一5)

Table 2 Effects of APs on in俯rD expansion

of UCB hematopoletic cells after

cryopreservated(；士$，辟=5)

组剧 MNC敦(×108)CFU—Mix／孔CD34+!tlll$／，《

与对照组比较：。P<0．05

。P<0．05 tB control group

4讨论

长期的临床实践证明，脐血造血干细胞是治疗

白血病、恶性肿瘤、重型地中海贫血等多种疾病的有

效方法，提高脐血干细胞冻存后的回收率和克隆形

成能力具有重要的临床意义。近年来低温保存技术

已取得很大的进展，如使用程序降温仪控制冻存温

度，改良冷冻保护剂，或在冻存液中加入膜稳定剂和

生物抗氧化剂，均能显著改善细胞回收率[5’6]。尽管

如此，复苏后24 h内仍有相当比例的冻存细胞死

亡。研究发现，细胞冷冻过程中在外界因素的作用

下，如氧化应激反应、渗透性损伤、Na+，K+一ATP酶

抑制导致离子内环境紊乱等，均可导致细胞的损伤。

低温保存细胞是否成功首先看复苏后细胞的数

量和存活率，在保证数量和存活率的基础上再进一

步探讨如何更好地使冻存细胞在复苏后能执行其正

常功能。冻存复苏后的脐血MNC，立即加入不同质

量浓度的APS共同培养24 h后检测脐血MNC的

数量，旨在了解APS能否促进冷冻复苏的脐血

MNC数量的恢复。实验结果显示一定质量浓度的

APS能使冻存复苏后的脐血MNC数量明显增加。

可能的原因有：①在细胞冻存和复苏过程中最容易

受损的是细胞膜，细胞膜对于低温有高度的敏感性，

是细胞受到低温损伤的主要部位。在降温过程中由

于细胞外溶质的浓缩，细胞处于一个高渗透压状态，

细胞膜存在一定的损害甚至完全破裂，其通透性较

正常时略高。细胞在复苏过程中，要经过与冷冻过程

相反的变化，细胞从高渗状态回到正常渗透压时导

致细胞外水分内流，使细胞膨胀乃至破裂。商澎等[7]

从新鲜当归中分离纯化得到当归多糖亚组分

AP一0、AP一1、AP一2、AP一3，并分别测定了各组分中

的总糖、糖醛酸、蛋白质的量及其单糖组分和糖苷键

的构成，证明APS主要由葡萄糖、阿拉伯糖、少量糖

醛组成。在复苏过程冲洗的培养液中加入一定浓度

的葡萄糖，可以减少渗透性休克，将细胞放人一种接

近等渗、含有非渗透性溶质(如蔗糖)的溶液中，使

低温保护剂扩散出细胞的同时，能够保持细胞不发

生肿胀。故在本研究中，在细胞冲洗和培养中均加入

不同质量浓度的APS，可能在细胞表面形成一层保

护层，稳定细胞膜从而保护了细胞。②既往的研究已

经证实：APS可促进人红系、粒单系及混合系造血

祖细胞的增殖分化，故推测APS使冷冻复苏后脐血

MNC数量增加的原因可能也与APS促进了脐血

MNC的增殖有关。台盼蓝拒染实验结果显示APS

在增加脐血MNC数量的同时，也保证了细胞的存

活率。MTT实验结果再一次证明适宜浓度的APS

能增强冷冻复苏MNC的活性和增殖能力。

CFU—Mix是由一个多潜能干／祖细胞发育成熟

的多系细胞集落，具有造血干细胞的部分功能，但比

最原始的造血干细胞趋向成熟。单位种植细胞数量

形成的CFU—Mix集落数可间接反映细胞群中早期

HSPC数量及其生物学活性，体外半固体培养方法

为检出HSPC提供了方便，同时为观察HSPC自我

更新和多向分化能力提供了可能性。本研究采用体

外CFU—Mix集落半固体培养，检测在冷冻复苏后，

立即加入APS共同培养的脐血造血细胞中HSPC

的数量及生物学活性。结果证明了适宜质量浓度的

APS不仅能够增加脐血MNC数和活细胞率，而且

还能增加或恢复脐血MNC中造血干／祖细胞的数

量或活性。在此基础上通过流式细胞术研究APS是

否作用在CD34+细胞阶段，实验结果表明APS在

使冷冻复苏的脐血MNC数量和活性得到提高和恢

复的同时，也使CD34+细胞数得到提高。对于脐血

移植中HSPC的回输有两种观点[8]：一种是复苏后

不经任何处理，直接快速地输给患者，主要是担心处
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理过程会增加HSPC的丢失，从而影响患者的造血

恢复；另一种是要求洗去冷冻保护剂后回输，认为冷

冻保护剂对人体可能有一定程度的副作用。本研究

提示；洗去冷冻保护剂和在体外与APS共培养的过

程，不但不会造成造血细胞数量的减少，还能提高

CD34+细胞的量。故认为回输时洗去冷冻保护剂并

在体外和适宜质量浓度的APS共同培养，可能更有

利于造血的恢复。

体外扩增是克服脐血干细胞数量不足，限制其

应用的主要途径[9’10。，联合多种HGFs选择适宜的

培养条件及扩增时间，可以在有效地扩增其数量的

同时保证其质量。APS能否和HGFs发挥协同作

用，增强脐血造血细胞冷冻后的扩增潜能，值得进一

步探讨。本实验以冷冻复苏的脐血MNC作为培养

的起始细胞，加入不同质量浓度的APS联合HGFs

组合(SCF+IL-3+GM—CSF+G—CSF+EPO)进

行体外扩增。实验结果说明适宜质量浓度的APS能

与HGFs组合发挥协同作用，促进冷冻复苏后的脐

血造血细胞的体外扩增。但CD34+细胞率增加不明

显。Gilmore等口1]认为，用SCF联合lL一3、IL一6、

GM—CSF等扩增脐血CD34+细胞，主要导致造血干

细胞发生分化，而不是增殖；APS在实验中可能和

以上细胞因子发生了协同作用，促进CD34+细胞发

生的分化效应强于增殖效应，从而导致CD34+细胞

率变化不显著；也可能是CD34+细胞的扩增和

MNC的扩增不同步，造成了CD34+细胞在MNC

的比例发生了不同步的变化，从而各个组CD34+细

胞率变化不明显。

综上所述，APS能促进冷冻脐血造血细胞的复

苏、增殖，提高脐血造血细胞冷冻损伤的可恢复性。

且能与HGFs协同，提高冷冻复苏的脐血造血细胞

的体外扩增潜力。但其作用机制有待进一步研究。
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龙葵碱对人肝癌HepG2细胞Ⅳ一乙酰基转移酶活性的影响

高世勇1”，季宇彬1’2

(1．哈尔滨商业大学生命科学与环境科学研究中心药物研究所博士后科研工作站，黑龙江哈尔滨 150076}

2．国家教育部抗肿瘤天然药物工程研究中心，黑龙江哈尔滨 150076)

摘要：目的探讨龙葵碱对HepG2细胞Ⅳ一乙酰基转移酶(NAT)活性的影响。方法采用HPLC方法，以2一氨

基芴(2．AF)为底物，以2-AF被NAT乙酰化为2一乙酰氨基芴(2一AAF)的量来反应NAT的活性。结果 龙葵

碱能显著降低HepG2完整细胞NAT的活性；龙葵碱能够降低HepG2细胞质内NAT的活性，作用具有剂量依赖

性。结论 龙葵碱通过抑制HepG2细胞NAT的活性发挥细胞毒作用。
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