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人参多糖动员的造血干／祖细胞移植重建 

造血衰竭小鼠造血功能的研究 

吴 宏，赵 俊，李芳菲，王亚平 

(重庆医科大学基础医学院组胚教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨经人参多糖动员的外周血造血干／祖细胞移植对造血衰竭小鼠造血重建的作用。方法：建立小鼠造血衰竭 

模型，移植经人参多糖动员的外周血单个核细胞，检测受体小鼠生存时间，外周血WBC，脾湿重及脾集落数，进行染色体嵌合实 

验。结果：经人参多糖动员的雄性小鼠外周血 MNC 1 X 10s个输注给致死剂量照射的雌性小鼠，可明显延长小鼠存活时间；提高 

受体小鼠外周血 WBC数 ；亦能增加脾湿重，提高脾集落(CFU—S)数；经 Y染色体检测(PCR法 )受体小鼠外周血单个核细胞可 

检出581bp Y染色体序列。结论：经人参多糖动员小鼠的外周血中存在数量较多的造血干 ／祖细胞，回输给造血衰竭小鼠能重 

建小鼠造血功能。 
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Study on hematopoietic reconstruction for bone marrow depression mice with 

the transpIantatiOn of mobilized peripheral blood stem／proginiter cells by 

ginseng pOIysaCcharide 

Hong，et al 

(Department ofHistology and Embryology，College ofBasic Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To study the hematopoietic reconstruction for bone marrow depression mice with mobilized peripheral blood 

stem／proginiter cells by ginseng polysaccharide．Methods：Establish hematopoiesis failure model of mouse and transplant murine periph- 

eral blood mononuclear cells mobilized by GPS ．To observe the survival time，WBC，the weight of spleen，the number of CFU-S of 

recipient mice and chromosome ehimerism．Results：After PBMNCs(1×10S)mobilized by GPS from mice (male)were injected to the 

lethality irradiated mice，it can reduce the time of WBC recovery obviously；prolong the time of murine survival，increase the number of 

WBC of the recipient mice；it can also increase the number of CFU-S，the weight of spleen；Evaluating the Y chromosome by PCR，the 

result showed that 58 l bp Y chromosome sequence was examined in peripheral blood of the recipient mice．Conclusion：There are a lot of 

hematopoietic stem／proginiter cells in peripheral blood of the mice mobilized by GPS，SO it can obviously reconstruct the hematopoiesis of 

the bone maITow depression mice by transplantation． 

【Key words】Ginseng polysaccharide；M0hilizatil)n；Hematnp0ietic stem／progenitor cell；Transplantation；Hematopoietic reconstruction 

人参多糖(Ginseng polysaccharide，GPS)为人参 

的主要药物成分之一，既往研究发现 ：在有外源性 

GM—CSF存在的情况下，GPS能显著促进粒单系祖 

细胞 CFU—GM的增殖与分化，同时 GPS能促进骨 

髓基质细胞合成和分泌造血生长因子[1．21。我们的实 

验已初步发现：GPS能提高小鼠外周血 WBC、MNC 

数以及 CD 细胞百分率，且外周血 CFU—Mix产率 

作者介绍：吴 宏(I963一 )，女，副教授，硕士， 

主要研究方向：造血干细胞生物学： 

基金项目：重庆市科委资助课题[渝科计发字(2001)54号】。 

显著高于对照组 ，提示 GPS对小鼠造血干 ／祖细胞 

有一定动员作用，且与 G—CSF联合应用动员效果更 

佳。经 GPS动员的外周血造血干／祖细胞(HSPC)能 

否重建造血功能呢?本文采用建立造血衰竭小鼠模 

型，移植经 GPS动员的外周血 HSPC，观察受体小鼠 

生存时间，检测外周血 WBC数 ，脾湿重及脾集落 

数，染色体嵌合等实验血液学技术研究 GPS动员的 

外周血 HSPC对骨髓抑制小鼠的造血重建作用，为 

从植物中药有效成分中寻找造血干细胞动员剂或 

辅助制剂提供理论与实验依据。 
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1 材料和方法 

1．1 材 料 

1．1．1实验动物 8～12周龄清洁级 BALB／c小鼠，雌、雄各半 ， 

体重 18～24g，重庆医科大学实验动物中心提供。 

1．1．2药物与试剂 人参多糖(GPS)由四川省中药研究所提 

供 ，纯度 >95％。Sry引物与 IL一3引物由上海生物工程有限公 

司合成。DNA抽提试剂盒是北京鼎国生物技术有限责任公 

司产品。Taq DNA聚合酶，200U／30IXl，Promega生物制品有 

限公司产品。 

1．2 方 法 

1．2．1造血干细胞的动员和外周血单个核细胞(PBMNC)采集 

雄性 BALB／c小鼠(供体小鼠)随机分为两组 ，分别一次性经 

尾静脉注射 GPS 2mg／kg或等量生理盐水(NS)。给药后 4h无 

菌条件下开胸取外周血，采用 Ficoll—Hypague密度梯度离心 

分离 PBMNC。 

1．2．2造血衰竭小鼠模型的建立和外周血造血干／祖细胞移植 

雌性 BALB／e小鼠(受体小鼠)装入面积 15cm X 15cm特制 

有机玻璃 鼠盒内 ，经 ôy射线 全身一次性致 死剂量 

(8．5Gy)照射，照射距离为 75cm，剂量率为57．28eGy／min。照 

射后 4～6h内，经尾静脉输注雄性供体小鼠 PBMNC，移植后 

小鼠在无菌层流架内饲养，饮水、饲料 、垫料均经高温高压消 

毒。实验分组 ：① 阴性对照组(对照组)：受体小鼠照射后未 

输注 PBMNC；② 实验对照组(Ns组)：通过尾静脉移植经 Ns 

动 员后的 PBMNC，1×10s个 PBMNC／只 ；③ 实验组(GPS 

组 )：通过尾静脉移植经 GPS动员后的 PBMNC，1 X 105个 

PBMNC／只。 

1．23外周血白细胞检测及生存时间的观察 移植后定期尾 

静脉取血检测各组受体小鼠WBC；观察移植后各组受体小 

鼠的生存时间和 30天存活率。 

1．2．4脾湿重及脾集落的检测 移植后 12天取受体小鼠脾 

脏 ，称脾湿重后放入 Bouin’s液中固定 24h。弃 Bouin’s液换 

同样容积 80％酒精 ，每 24h换 1次新的酒精 ，5天后观察脾 

脏表面结节并记数(即 CFU—S)。 

1．2．5受体小鼠Y染色体 PCR分析 取移植后 GPS组第 90 

天仍存活小鼠外周血，对小鼠Y染色体上的性别决定基因 

(Sry基因)进行 PCR分析，步骤如下： 

1)DNA抽提：摘眼球取小鼠全血 600 l，参照全血基因 

组 DNA提取试剂盒产品说明书提取 DNA。 

2)PCR扩增：以 IL一3为内参照 

Sry引物序列：上游5'-GCGTGCAAGCATCTAACTGG一3’ 

下游 5’一AGcccccTGAcTccTcTGAC一3’ 

IL一3引物序列 ：上游 5’一CATGCTGCTCCTGCTCCT— 

GAT一3’ 

下游 5 一ACATI'CCACGC IrrCCACGGTYAG一3’ 

50 l PCR反应体 系 ：ddH2O 34．5IXl，Buffer 5 l，Mg2+ 

25mmol／L，dNTP 200 mol／L，弓I物 20 mol／L，DNA 1 g，Taq 

酶 2unit~预变I生94~C lmin；94~C30s，60~C30s，72~C lmin，30个循 

环 。 

3)扩增物的检测：取 PCR扩增产物 1O l经 2％琼脂糖 

凝胶电泳后，溴化乙锭染色30～40min，在凝胶电泳图像分析 

系统中进行分析 ，并拍照。 

1．3 统计学处理 

所获数据均经 SAS8．1统计软件进行方差分析和 t检验。 

2 结 果 

2．1 移植后受体小鼠生存时间和30天存活率的观察 

对照组小鼠照射后 15天内全部死亡；NS组小 

鼠移植后 37天内全部死亡；GPS组小鼠存活时间 

均大于21天，有 5只存活时间超过了90天(表1)。 

表 1 移植后各组小鼠 30天存活情况 

：P<0．05 VS对照组和 NS组 

2．2 移植后受体小鼠外周血 WBC的变化 

照射后 3—4天小鼠外周血 WBC数迅速下降， 

对照组小鼠死亡前 WBC值均小于 0-3 x 109／L；NS 

组小鼠移植后 2周 WBC开始有一定程度上升，存 

活小鼠外周血 WBC在 4周后(仅存活 1只)恢复至 

3．8 x 10 ；GPS组小鼠WBC于移植 1周后开始上 

升，存活小鼠外周血 WBC在 3周后逐渐恢复至正 

常范围，以后仍持续升高(图 1)。 

2-3 移植后受体小鼠脾湿重及脾集落(CFU—S1计数 

经尾静脉给受体小 鼠输注 1 x lOs供体小 鼠 

PBMNC，12天后将受体存活小鼠处死，取脾脏，肉眼 

观察形态，称脾湿重，计数脾集落数。结果表明：NS组 

的脾脏萎缩，体积变小，GPS组的脾脏在形态上明显 

比 NS组大；NS组和GPS组的脾湿重分别为 30．4 4- 

13-4和 73．7±7．1(mg／lOg体重)；脾集落的计数分别 

为0和 3±1个(图2)，其差异有统计学意义。 

2．4 受体 小鼠 Y染色体的检测 

提取移植后 GPS组第 90天仍存活小鼠外周血 

基因组 DNA，经 Y染色体 PCR分析，鉴定其造血来 

源。结果均检出了 581 bp Y染色体序列，证实雌性 

受体小鼠重建的造血细胞来自雄『生供体小鼠(图3)。 
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圈 1 移植后不同时间小鼠外周血 w 的变化【xlO"／ 

， cI{ ～、引 I l I J比耐 fZ I 小吼仃活 

图 I， 组小鼠脾 集落 - L【一、 

图 3 受体小鼠、染色体Hm分析 
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irw4：n伟雌 小鼠山刘照I：I：R r 蜘 

【IIP 6：I；PS组 sn基In PCR j 蜘 

llI 7：iE常堆 小 鼠 _T基闻 PCÏ  物 
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462bI 

外阁血干细胞移植 ii4．I ral 14olJ【j：41 1 c-ell 

I ransplanlalilm．PRSCT)是啦朋米 r外 m液中的 

造血干／{=I__【细胞使患蕾重建造m和免疫功能的一币lj 

f：细胞移悄 ‘f造血十细胞 、大景 细胞的 I：D 

圳胞是jf 想的移帆物 I l I (：‘r以其采集霞全 便 、 

造 墁绝疫 』能愀 快 受肺稍细胞浸搁或污染的 

机会较少Fj 自 滞在的抗践留病等f见磐 I，而受到 

广泛的关注 们在稳定的造 隋况下，外l 由中倪 

有少量造 T ／槲细胞存住，1：l_f当于骨髓的 l～ 

109{"．小自 满足外1 l 1：细胞移 的需求 为了从循 

：的外悯 m巾采集刊垃够的 HSP(：而采取 的将 

Hsl吖：扶一日 髓池” 赶”刮外周lfil的h-法称 为外周血 

千 胞动员 PBSI：I’能疳成功的笑键 lF干／祖细 

咆的输沌剂毓，所以选择商设 ． 芷 f{勺造mL千j刚乜 

动员利就成为 前研究的热点 ( 一 sr是F{前lit．．14,： 

广泛使用的造血十细胞动员剂，但仍然存在一些不 

足之处 } 多抗癌药物，电具 造血 Ⅲ胞动 作 

州，其中l1人}f【l麓环磷眺胺最常州．{【_1只能用予恶 

睦肿痛患暂做 体移植 这 ‘B闭素限制r PBS(：T的 

广泛 门：艟 

』、参址祖1]j传统 学的“补气、补 药．人 

参多祧t【 I 1为其主 药物成分之一 披们前 l的 

研究发现给小鼠 射 (；PS 外 随向fil1．I泡、l下L个恢 

川胞、(_= 细胞数撮l_Ijj皿挺高：体外培养动儿II帕单 

个核细胞． (：兀7-Mix集落I 率硅菩高丁列照组 

观叫GPS刮小鼠外周血 HSI>I：自 一定的动员怍用． 

行日与【 —CS]-’联台城川效果更好 造I 『：细I抱移植 

实验法是 ·种体山造 m r细胞州量 ‘法．在评估造 

血细把的长如造 重建能力l，j‘Îf』 _仃较 高f}q应用 

价值．是榆删造血 1：卦̈胞 自我 新和多向分化能力 

的主要方珐 所以 j茸认为移艄 的造m霞建址评 

削动员的 HSP( 数琏1 质量的量重蛋标准 网此我 

仃J建立小鼠造血衰竭模型．通过多种实骑lnL液学技 

术．进⋯步研究 GI’ 动员的 HSt (：移植后能甭有敬 

地重建 、鼠造l札功能 

本研究录,r1】造口】=L十 胞移植宴验法，将雌rl 受 

体小鼠用 l n 驸线致死fflj壁照目t以致其造血功 

能衰蝎，通过外『爿I=ll_『象和， 6"-时『h川：明小融造血衰 

竭模型述、 ．址成功的 然『芹刘其进行 HSPC移植 实 

验发现：经 (： 动员的媾 供体小鼠 PB~INC输沣 

缔雌性受体小鼠 ．IIf口』J显DII快受体小鼠外脚血 

BC的陕复，井 】 移植 3周 逐渐恢复至正常值范 

． 、s 的 、、} (：不能诳复毛It 常瓶范I葡；( I 绀 

小鼠 3f)犬萍活牢 也明显高 r s组．移植后 Ns缩 

小鼠 37无内 c}『j ]--．m (：PS组 、鼠有 5 j仔活 

时间超世 r 9()天．．衍计如粜进一步提高移植的 

PBMNC的数量 ．可使小鼠的存活率逊一步提高，存 
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