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当归多糖对小鼠造血细胞表面粘附分子表达的影响 

杜小丽，王改琴，吴 宏 

(重庆医科大学基础医学院组胚教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨当归多糖(Angelica polysaccharides，APS)对小鼠造血细胞表面粘附分子表达的影响，旨在为阐述APS 

在造血调控和动员方面的机制提供实验依据。方法：采用外周血WBC、骨髓单个核细胞(Marraw mononuclear cell，MNC)计数， 

流式细胞术检测外周血和骨髓 Sca一1+细胞率以及骨髓 MNC和 Sca—l+细胞表面 CD49d(vLA一4的 Ot链)、CD44表达情况。结 

果：1采用 4mg／kg APS动员后小鼠外周血的 WBC、Sca一1 细胞数明显高于 NS组( ，<O．O1)，而骨髓 MNC和 Sca一1+细胞数却明 

显低于NS组( ：O．O1)；2APS组骨髓 MNC及 Sca一1+细胞表面CD49d表达明显下降( ：O．05)；骨髓 MNC表面 CD44表达阳性 

率下降( ：O．05)，但荧光强度无明显变化；骨髓 Sca一1+细胞表面 CD44的表达与NS组无显著性差异。结论：APS可能通过降低 

造血细胞表面的某些粘附分子的表达而产生动员效果。 
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Effect of angelica pOlySaccharideS on adhesion molecules expressions in 

murine hematopoietic cells 

D Xiao一 ，e 

【Department of Histology and Embryology，College of Basic Medicine，Chongqing Medicine University) 

【Ahstract】Objective：To explore the effect of angelica polysaccharide(APS)on adhesion molecules expressions in murine 

hematopoietic cells，in order to provide experimental evidence of APS on hematopoietic regulation and the mechan ism of 

mobilizing．Methods：Techniques of peripheral blood white blood cell(WBC)and bone malTow mononuclear cells(MNC)count 

were made．Flow cytometry detected the rate of Sca-1 cells in peripheral blood and bone malTow and the expression of CD49d 

(VLA—4 of a chain)，CD44 on bone marrow MNC and Sca-1 cells．Results：1．In APS group(4mg／kg)：the number of peripheral 

blood WBC and Sea-l cells were markedly higher than that of NS group(P<0．O1)，and bone malTow MNC and Sca-1 cells 

was significantly lower than that of NS group(P<0．O1)：2．In APS group：the expression of CD49d on bone malTow MNC and 

Sea-l cells significantly declined(P<0．05)：the percent of CD44’expression on bone malTow MNC also decreased(P<0．05)， 

but we did not observe any change of the mean fluorescence intensity at the same time，or that of CD44’expression on bone 

IIqB1TOW Sca-1 cells．Conclusion：APS may reduce adhesion molecules expressions on some hematopoietic cells，resulting in 

mobilizing hematopoietic stem and progenitor cells cells(HSPC)from the bone malTow into the peripheral blood． 

【Key words】Angelica polysaccharides；Hematopoietic stem and progenitor cells；Adhesion molecule；VLA一4；CD44 

正常情况下外周血中的造血干／祖细胞(Hemato- 

poietic stem and progenitor cells，HSPC)数量很少 ， 

因此需要进行动员才能获取足够数量的HSPC以 

保证移植成功。当归为中医“补血 、活血”的要药 ， 

APS是其主要有效成分之一。有实验证实 ：APS能 
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够动员 HSPC从骨髓向外周血迁移f11。目前国内外较 

为通用的干细胞动员剂为重组人粒细胞集落刺激 

因子(rhG—CSF)，已有大量的实验证实其动员机制 

跟细胞表面的粘附分子如 CD49d、CD49e、CD49b、 

CD62L、CD44、CD58等[2-6】表达下调有关 ，APS动员 

作用是否也是通过改变粘附分子的表达来实现，有 

待深入探讨。我们用 APS动员小鼠HSPC，进而检测 

造血细胞表面粘附分子 CD49d(VLA一4的 仅链 )和 

CD44[a，5]表达，旨在为传统中医药的进一步开发和应 
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用以及丰富动员机制提供理论和实验依据。 

1 材料和方法 

1．1 实验动物 

8～12周龄 BALB／c小鼠，雌雄不限，体重 18～22g，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(纯度 

950mg／g以上 )。PE标记抗小鼠 sca．_1抗体及其同型对照抗 

体(eBioscience公司产品，4~C保存)、FITC标记抗小鼠CD49d 

抗体及其同型对照抗体(eBioscience公司产品 ，4~C保存)、 

FITC标记抗小鼠 CD44抗体及其同型对照抗体(eBioscience 

公司产品，4~C保存)。淋巴细胞分离液(比重 1．077±0．002)， 

上海华精生物高科技有限公司产品。 

1．3 主要仪 器和设 备 

超净工作台、倒置显微镜、流式细胞仪等。 

1．4 实验动物分组与给药方法 

BALB／c小鼠随机分为 2组 ：NS组、APS组 ，每组 24只 

(其中 12只用于采集外周血 ，12只用于采集骨髓 )，分别腹 

腔注射 NS和 4mg／kg APS 0．2ml[-1，1次 ／d，连续注射 6d，第 

8d采集外周血及骨髓。 

1．5 外周血 WBC、单个核细胞(MNC)分类计数 

给药后第8d取小鼠尾静脉血，用常规方法进行 WBC、 

MNC分类计数。 

1．6 外周血 MNC的分 离 

给药后第 8d摘小鼠眼球取外周血 ，肝素抗凝，采用 Fj— 

coll—Hypague密度梯度离心法 ，2 500r／min[~离心 20min后获 

取 MNC，用 PBS洗涤 2次，制成 MNC悬液备用。 

1．7 骨髓 MNC的分离及计数 

给药后第 8d以颈椎脱臼法处死小鼠，用 PBS冲出股骨 

(2根 )骨髓。采用 Ficoll—Hypague密度梯度离心法，2 500r／min 

离心 20min后获取 MNC，用 PBS洗涤 2次，制成 MNC悬液， 

用常规方法进行骨髓 MNC计数。 

1．8 流式细胞术检测外周血和骨髓 Sca-1+细胞数以及骨髓 

MNC和 sca．_1+细胞表面粘附分子表达 

1．8．1 流式细胞术检测外周血和骨髓 Sca一-1 细胞数 分别 

取外周血和骨髓 MNC细胞悬液各 100 l，加入新鲜稀释的 

PE标记的Sca～1单抗 100 l，4~C避光孵育 30min。PBS洗涤 

后重悬细胞，置流式细胞仪，检N#t-周血和骨髓中 sca一-1+细 

胞率。骨髓和外周血中sca-1+细胞数计算公式如下： 

骨髓 sca．_1+细胞数 =骨髓 MNC×sc 1 细胞率。 

外周血 Sca．_1+细胞数 =外周血 WBC×MNC％×Sca一1 

细胞率 

1．8．2 流式细胞术检测骨髓 MNC和 sca一-1 细胞表面粘附分 

子 CD49d、CD44表达 取骨髓 MNC细胞悬液 100 l，加入 

新鲜稀释的PE标记的 sca．_1单抗 100 l，4~C避光孵育 30min 

PBS洗涤 2次后再加入 PBA稀释的 FITC标记的 CD49d或 

CD44单抗，4~C避光孵育 30min。洗涤后重悬细胞，置流式细 

胞仪，检测骨髓 MNC表面黏附分子 CD49d、CD44的表达情 

况。另设 Sca一1细胞窗，检测骨髓 Sca．_1+细胞表面 CD49d、 

CD44的表达。 

1．9 统计学方法 

先对各变量进行正态性检验，正态分布数据以互± 来表 

示 ，两均数间比较采用 t检验。数据均经 SAS 10．1统计软件 

进行分析，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 APS对小鼠外周血 WBC、骨髓 MNC、外周血和 

骨髓 Sca—l+细胞数的影响 

APS组的小鼠外周血 WBC、Sca一1+细胞数均明 

显增高(P<0．01)；而骨髓 中的 MNC、Sca一1+细胞数 

却显著低于 NS组(P<0．O1)(图 1)。 

外 周血sca_l̈ 

细胞 

注：外周血 WBC和sca-1 细胞数(×109个 几)；骨髓 MNC和 

Sca．_1+细胞数(×106个／根股骨)。 

图 1 APS对小鼠外周血 WBC、骨髓 MNC、外周血和骨髓 

Sca一1+坌田胞数的影响 

2．2 APS对小鼠骨髓 MNC表面粘附分子 CD49d、 

CD44表达的影响 

给小鼠注射 APS后 ，骨髓 MNC表面 CD49d表 

达 的阳性率 (P<0．01)和平 均荧光 强度 (MFI) 

(P<0．05)都明显下降；骨髓 MNC表面 CD44表达的 

阳性率有所下降(P<0．05)，但 MFI无明显变化(P> 

0．05)(表 1)。 

2．3 APS对小鼠骨髓 Sea-1+细胞表 面粘附分子 

CD49d、CD44表达的影响 

APS动员后。小鼠骨髓 Sca一1+细胞表面 CD49d 

表达的阳性率显著降低(P<0．05)，而 CD44表达的 

变化无统计学差异(P>0．05)(表 2)。 
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表 2 APS对小鼠骨髓 Sca一1 细胞表面黏附分子表达的 

影响( =12。互±s) 

3 讨 论 

如何更有效地促进骨髓 HSPC的增殖及动员是 

目前研究的热点之一。既往研究发现：APS可能是 

通过促进造血微环境(Hematopoietic microenviron— 

ment，HME)中的基质细胞表达和分泌 G—CSF、IL一3 

等造血生长因子，从而促进人早期造血细胞的发 

生 ，同时可上调 HME中的内皮细胞分泌造血生长 

因子来调节血细胞的生成罔。胡晶等_l_发现 APS能够 

动员小鼠HSPC从骨髓向外周血迁移，并且与 rhG— 

CSF联合使用时，动员 HSPC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 HSPC表面粘附分子的表达而利于 HSPC迁 

移入血 63，其机制尚不清楚，有待进一步研究。 

由骨髓基质细胞和细胞外基质共 同构成的 

HME在 HSPC、基质细胞和髓窦内皮细胞表面以及 

骨髓基质内有一系列粘附分子受体 ，配体，它们之 

间的相互作用介导了 HME对造血的调节，也影响 

着 HSPC的动员和归巢。在众多的干细胞表面粘附 

分子中，VLA一4( 4 13 1)是介导干细胞与骨髓粘附 

的最重要受体，它通过与VCAM一1、FN 的结合介导 

干细胞与骨髓微环境的粘附，使干细胞定位于骨髓 

特定区域增强由跨膜生长因子介导的干细胞与基 

质细胞的相互作用，传递增殖和分化信号，在特定 

的生长因子浓度下还可维持干细胞的静息状态。此 

外，CD44作为归巢相关粘附分子，与造血干细胞的 

归巢有直接关系[61。Vermeulen等用粘附分子抗体封 

闭小鼠干细胞后发现抗 VLA一4和抗 CD44对小鼠 

干细胞进人骨髓的抑制程度达到了77％～86％。而 

其它粘附分子抗体的抑制作用明显不如前两者，说 

明小鼠干细胞归巢至骨髓依靠 vLA一4和 CD44作 

用圆。因此我们选择 CD49d(VLA一4的 链)、CD44 

作为我们的观察指标，同时比较这两种粘附分子在 

APS动员 HSPC时何者的变化占主导地位。 

小鼠HSPC具有特征性的表面标志 一干细胞抗 

原 一1(Sca一1)，因此，可以通过 Sca一1抗体将 HSPC 

从小鼠骨髓细胞中分离出来_5_。将 APS按 4mg／kg 

剂量连续 6d作用于小鼠后，其外周血WBC在第 8d 

达到高峰_l_。我们继续按该方法动员小鼠HSPC，第 

8d时小鼠外周血WBC和Sca一1 细胞数均增高，其 

中Sca一1 细胞数增高了近 50％，而骨髓 MNC、Sca一1 

细胞数却显著的减少，说明出现了HSPC从骨髓至 

外周血的再分布 。此时骨髓 MNC表面 CD49d表达 

的阳性率 、平均荧光强度和骨髓 Sca一1 细胞 中的 

CD49d的表达都明显低于对照组，骨髓MNC表面CD44 

的表达也有减弱。说明 APS通过使造血细胞表面粘 

附分子表达发生变化，影响造血细胞对骨髓基质的 

粘着力而使其“外移”至外周血。APS动员时骨髓 

MNC、Sca一1+细胞表面 CD49d表达降低的同时 ， 

CD44的变化远不如 CD49d显著 ：骨髓 MNC表面 

CD44阳性率的变化与 CD49d类似，但平均荧光强 

度和骨髓 Sca一1 细胞表面 CD44表达阳性率无明 

显变化，说明 HSPC和骨髓的粘附通过 VLA_4介 

导，而 APS主要通过削弱 VLA一4粘附能力使未成 

熟的 HSPC提前进入血循环而产生动员作用_4’51。 

本实验发现，一定浓度的 APS可使小鼠骨髓造 

血细胞表面的某些粘附分子尤其是 CD49d的表达 

降低，这一变化影响了 HSPC出髓而达到动员的目 

的。APS动员时外周血 MNC表面粘附分子表达是 

否也有相应的变化，以及是不是还有其他的粘附分 

子参与等，皆需要进一步的实验证实，APS使造血细 

胞表面粘附分子表达变化的机制也需要进一步研 

究和探索。 

(下转第 300页) 
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占Down’s综合征的 1％～2％)也有重要的诊断价 

值 ，但不适于三体比例较低的嵌合体诊断，也不能 

用于平衡易位携带者的诊断 (易位型占Down’s综 

合征的 3％～4％)。 

将 Down’s综合征患儿 21号染色体上的 STR 

电泳条带与其父母的STR电泳条带进行对比，通过 

带型特征确定患儿 STR的来源。20例患儿的电泳 

条带均包含了母亲的全部电泳条带，而与父亲的电 

泳条带只有部分相同，就整个人群中 Down’s综合 

征而言，推测其多数情况是来源于母亲，与 Down’s 

综合征的发生与其母亲生殖细胞形成时 21号染色 

体不分离有关。 

由此可见，本研究所采用的实验方法能较好地 

对 D21S1 1和 D21S1414多态性进行分析，以确定21 

号染色体的数目，方法准确、快速(整个过程 24h内 

完成)、简便和费用低廉。应当注意的是仅选用 1个 

STR作为基因诊断标记，会有少数对象不能诊断，我 

们建议同时选择上述 2个 STR标记，以提高检测的 

灵敏度和准确性。它对部分嵌合型 Down’s综合征 

的诊断存在一定漏诊，也不能用于诊断平衡易位携 

带者，有待进一步研究。 
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