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人参总皂甙诱导人骨髓基质细胞表达 GM—CSF的实验研究 

陈 笛 ，王莎莉 ，王亚平 ，王 璐 ，姜 蓉 

(1、重庆医科大学基础医学院生理学教研室；2．组织胚胎学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究人参总皂甙(TsPG)对人骨髓基质细胞表达 GM～CSF的影响及其与人粒单系血细胞发生的关系。方 

法：采用造血祖细胞与骨髓基质细胞体外培养 、造血生长因子生物学活性检测、免疫细胞化学和核酸分子原位杂交等技术。 

结果：TSPG能显著刺激粒单系造血祖细胞(CFU—GM)增殖；经 TSPG诱导制备的骨髓基质细胞条件培养液富含 GM—CSF 

样活性 ；TSPG能显著促进骨髓基质细胞的 GM—CSF蛋白和 mRNA表达。结论：TSPG可能通过直接和／，或间接途径促进造 

血诱导微环境中的骨髓基质细胞合或和分泌 GM—CSF，进而促进 CFU—GM 的增殖分化。 
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Experimental study on expressing GM —CSF in human bone marrow 

stromal cells by total saponins of Panax ginseng(TSPG) 

CHEN Di，et al 

(Department ofPhysiology，College of Basic Medicine，ChongqingMedical University) 

【Abstract】 Obja’tire：To study the relationship between effect of total salmnins of Panax ginseng(TSPG)on expression of GM— 

CSF in human bone maFrow stromal cells and modulation of human gxanulocytolmiesis and monocytopoiesis．Methods：The techniques 

Of culture 0f hematol~ietic progenitoi’cells and human bo ne maFrow stromal cells in vitro，immunocytochemistry，nucleic acid in situ 

hybridization were used．Results：TSt’G could marked ly promote the colony formation of CFU —GM ；human bone nlan_()w stromal 

cells conditioned media prepared with TSPG could significantly enhance the proliferation and differentiation of CFU ～GM ，and ex— 

pression of GM —CSF in protein and mRNA level in human bone marrow stromal cells induced by TSPG were much higher than those 

of the control group．Camclusion：TSt G may directly and／or indirectly promote stromal cells in hematolmietic inductive microenviron— 

ment to prod uce GM CSF，which further prowote the proliferation and differentiation of human CFU —GM ． 

【Key words】Total SalXmins of Panax gin~ng；CFU—GM；GM—CSF 

骨髓基质细胞是造血诱导微环境的核心成分 ， 

它不仅为血细胞发生提供支架，而且还可能通过细 

胞间直接接触和分泌多种造血生长因子来调节血细 

胞生成。人参是祖国传统医学的“补气”要药，人参 

皂甙是其主要药效成分。既往研究表明一 ．2]，人参 

皂甙是人参“补气生血”或促进血细胞发生的有效成 

分，人参总皂甙(TSPG)在体内外均能促进小鼠造血 

干／祖细胞的增殖分化。本研究采用造血祖细胞体 

外培养、造血生长因子生物学活性检测、免疫细胞化 

学和核酸分子原位杂交等实验血液学技术，研究 TS 

作者介绍：陈 笛(1974 )，女，硕士．讲师。 

主要研 究方向 ：造血调控 机理 

基金项目：国家自然科学基金项目(39670880)。 

PG对人骨髓基质细胞表达 GM—CSF的影响及其 

与粒单系造血调控的关系。 

1 材料与方法 

1．1 人骨髓细胞(hBMC) 

取胸外科手术切除新鲜肋骨，供髓者无放、化疗史，骨髓 

细胞涂片检查无造血系统异常。淋 巴细胞分离液分离骨髓 

有核细胞 ，RPM1—1640培养液洗涤 ，用 4号针头制备单细 

胞悬液。 

1．2 人参总皂甙(total salmnins of Panax ginseng，TSPG) 

重庆中药研究所提供 ，纯度 98％以上 ，RPM1—1640培 

养液配制成所需浓度。 

l、3 主要试 弈I】 

RPM1—1640培养液，美国 G1BCO公 司产 品；马血清 
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(HS)，中国军事医学科学院提供；重组人粒 一巨噬细胞集落 

刺激因子(rhGM—CSF)，购 自中国军事医学科学 院基础 医 

学研究所 ；鼠抗人 GM—CSF单克隆抗体 ，美国 Phamlingen 

公司产品。 

1．4 人 GM—CSFcDNA探针 制备与标记 

本实验室合成与标记L3一。 

1．5 人骨髓基质细胞条件培养液(HBMSCM)制备 

按Dexter等方法制备 。实验分组：对照组 (HBM— 

SCM)，常规培养；TSPG组(TSPG～HBMSCM)，培养体系中 

加 TSPG(终浓度 50／,g／m1)；细菌脂多 糖(LPS)组 (LPS— 

HBMSCM)，培养体系中加入 LPS(终浓度 10,ug／m1)。分组 

加药后 ，置 37℃，含 5％coe的培 养箱中培养 24h，离心收集 

培养上清液。 

1．6 体外作用对粒单 系造血祖 细胞(CFU—GM)增 

殖分化的影响 

CFU—GM体外琼脂半固体培养 、集落染色鉴定与计数 

按本室常规方法进行 · 。对照组 ，常规培养；TSPG组 ，常 

规培养基础上分别加不同浓度的 TSPG(终浓度 10～90,ug／ 

m1)；药物对照组，常规培养体系中不加外源性 GM—CSF，而 

加入 TSPG(终 浓度 10～90／*g／m1)。根 据每 皿 种 植 l× 

10 BMC所形成的集落数，评价 TSPG体外作用对 CFU— 

GM增殖分化的影响。 

1．7 TSPG诱导制备的 HBMS~M 中所含 GM—CSF生物 

学 活性检 测 

在 CFU—GM 培养体系中设置：常规对照组 ，常规培养 ； 

实验对照组(HBMSCM)，常规培养基础上加入 10％(v／V)未 

经刺激 制备 的 HBMSCM；TSPG诱 导 组 (TSPG—HBM— 

SCM)，常规培养基础上加 10％(、，／V)经 TSPG诱 导制备的 

HBMS~2M；LPS诱导组(LPS—HBMSCM)，常规培养基础上 

加入 10％(v／V)经 LPS诱 导制备 的 HBMSCM。根据 1× 

105BMC所生成的 CFU—GM集落数，评价各组 HBMSCM 

中所含 GM—CSF的生物活性。 

1．8 TSPG对骨髓基质细胞 GM—CSF蛋白表达的检测 

采用 sP免疫细胞化学技术检测未诱导组(常规培养)、 

TSPG组和 LPS组(作用浓度和时间同 1 5)的骨髓基质细胞 

胞质内GM—CSF蛋白表达，并设置不加一抗的阴性对照 

组。每张载片计数 300个细胞，计算 GM—CSF蛋白表达阳 

性率和积分指数。反应强度依据胞浆 中棕黄色颗粒多少及 

颜色深浅分为强阳性 (+++)、阳性(++)、弱阳性(+)和 

阴性(～)4级 ，分别记为 3、2、1和 0分 ，积分指数 =阳性百 

分率 ×强度积分。 

1．9 TSPG对骨髓基质细胞 GM—CSFmRNA表达的检测 

采用核酸原位杂交技术检测骨髓基质细胞表达 GM— 

CSFmRNA的水平(实验分组同 1．8，诱导时间为 12h)，并设 

置不加探针和 RNA酶处理载片的阴性对照组。光镜下每张 

载片计数 200个细胞，计算阳性细胞的百分比和积分指数。 

反应强度依据胞浆中棕黄色颗粒多少及颜色深浅分为强阳 

性(+++)、阳性(++)、弱阳性(+)和阴性(一)4级 ，分别 

记 为3、2、1和 。分，积分指数 =阳性百分率 ×强度积分。 

1．10 统计学方法 

所获数据经计算机 SAS统计软件处理，进行方差分析 、 

Dunnet t检验和 S卜 检验。 

2 结 果 

2．1 TSPG体外作用对 CFU—GM 集落形成的影 

响 

在有外源性 GM—CSF存在的条件下，TSPG 

体外作用能明显促进人 CFU—GM 的增殖。当加 

入 TSPG10txg／ml时，即表现出对 CFU～GM 增殖 

的刺激作用 ，在一定浓度范围内，随着加入药物浓度 

提高，其集落产率也显著提高，约在 50t~g／ml时达 

高峰(表 1)。若不加外源性 GM—CSF，而仅加入 

TSPG，则几乎无 CFU—GM形成。 

2．2 TsPG诱导制备的 MSCM 中所舍 GM — 

CSF生物 活性 的检测 

常规制备的 船 MSCM 对 CFU—GM 的增殖分 

化有一定的刺激作用，而经 TSPG或 LPS体外诱导 

24h制备的 删 SCM 能明显促进 CFU—GM 的增 

殖分化(图 1)，提示经 TSPG诱导后 MSCM 中所 

含 GM—CSF含量或活性增加。 

2．3 TsPG对骨髓基质细胞表达 GM～CsF蛋 白 

的影响 

免疫细胞化学检测显示：未经诱导的骨髓基质 

细胞表达 GM—CSF蛋 白的阳性率较低；经 TsPG 

或 LPS体外诱导 24h后，其表达 GM—CSF蛋白的 

阳性率显著提高(表 2)，提示 TSPG可诱导和促进 

骨髓基质细胞表达 GM—CSF蛋白。 

2．4 TsPG对骨髓基质细胞表达 GM—CSFhRNA 

的影响 

表 1 不同浓度的 TSPG体外作用对人 CFU—GM增殖的影响(CFU—GM 集落数／1×10 BMC，7／=31) 

与对照组相比 P<O．05 

—T百—■— 1_1 1t1翻— l  
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图 1 TSPG诱 导制备 的人骨髓基质 细胞条件 培养液对 

(、FU—GM 生长的影 响 

表 2 TSP( 对 人骨髓基质 细胞表达 

( M 一(、SF蛋 白的影 响(， 5) 

与 I相比 P<0 05 

表 3 TSPG对人 骨髓基质细胞 表达 

GM 一(、 FmR A的影响 (， 5) 

与 I相比 P<0 05 

核酸原位杂交结果显示 ：正常静止状 态下骨髓 

基质 细胞 的 GM CSFmRNA 表 达 水 平 较 低 ；经 

TSPG或 LPS诱导 12h后 ，其 GM CSFmRNA表 

达阳性 率 和表达 阳性 强度 积 分值均 显 著提 高 (表 

3)，提示 TSPG能诱导 和促 进骨髓基 质细胞 的 GM 

—

CSFmRNA表达 

3 讨 论 

人参皂甙是人参“补气生血”或促进血细胞发生 

的有效成分 之一 。人参 总皂 甙 (TSPG)能促进 

小 鼠造血干／祖细胞 的增殖 分 化。粒细胞与单核 一 

巨噬细胞起源 于粒单系造 血祖细胞 (CFU—GM)， 

CFU—GM 膜表面有与粒单系集落刺激因子 (GM ～ 

CSF)相结合的受体 ，机体的粒 单系造血调控主要在 

此阶 段进 行。我 们 的实 验结 果显 示 ：在 有外 源 性 

GM—CSF存在时 ，当加 入 TSPG10#g／ml即表现出 

对 CFU～GM 增 殖 的刺 激作用 ，且在 一定 范 围内 ， 

随着加入 TSPG浓度提高 ，集落的产率也逐步增加。 

若不加 入外源性 GM —CSF而用 TSPG替代 ，则无 

CFU—GM 形 成 ，提 示 TSPG 单 独 作 用 不 能 替 代 

GM —CSF，而是协 同外源性 GM —CSF促进 CFU— 

GM 的增殖分化 。这说 明 TSPG并不具有生长因子 

样作用，它可能通过其它途径调控粒单系血细胞发 

生 

造血 诱 导 微 环 境 (hematopoietic inductive mi 

croenvironment，HIM)是造 血干／祖细 胞定居 、增 殖 

和分化的场所，HIM 主要 由造血基质细胞 、细胞外 

基质和基质细胞分泌的各种可溶性 生长因子组成 。 

骨髓基质细胞是构成 HIM 的核心成分 ，它包括成纤 

维细胞 、单核 巨噬细胞 、内皮细胞 和载脂细胞等 。 

实验证明，骨髓基质细胞不 仅为血细胞发生提供 有 

活力的支架 ，还可通过细胞 问直接 接触来调节血 细 

胞生成 而骨髓基 质细 胞更 为重要 的造血 调控 

方式是分泌多种造血生长因子和／或受体 ，促进或抑 

制血发 生 一 基 质细 胞 同时又表 达多 种生 长因子 

受体 ，结合和聚集外来 因子于局部 ，造成不同因子的 

浓度分布 区，通过粘附作用使相应造血细胞定位 ，受 

到高浓度造血生长因子的调节而发生分化。体外建 

立的骨髓基质细胞层正好模拟 了体 内 HIM，是公认 

的研究 HIM 对造血 细胞增 殖分化 的理想模 型。从 

造血干细胞到造血祖细胞的增殖分化直至成熟血细 

胞的形成过程 中，存在着多种造血生长 因子 (HGF) 

的网络性调控作用 ，其 中造血祖细胞 是造 血调控 的 

重要 阶段 ，造血祖 细胞膜 上有 HGF受体 ，可受相应 

HGF调节 ，形成不同的集落 ，由此可 以检测 HGF的 

生物学活性 。尽管粒单系造 血祖细胞 (CFU—GM) 

的增殖分化受 到诸 多造血调控 因子 的控 制 ，但 GM 

— CSF与 GM—CSF受体相互作用却是粒单系血细 

胞发生调控 的关键环节。本研究采用造血祖细胞体 

外培养技术 ，研究 TSPG对骨髓 基质细胞 的作用 及 

其与粒单 系造血 的相互关 系。结 果表 明 ：经 TSPG 

诱导制备 的骨髓基质细胞条件培养液对 CFU GM 

的增殖分 化有明显促进 作用 ，提示其 中 GM —CSF 

样活性有所增加。可以推测 TSPG对骨髓基质细胞 

表达 GM CSF具有明显 的刺激作用。 

造 血生 长因子与造 血细 胞膜上 相应 的受体结 

合 ，所启动的信号转导是 当今造 血调控分子生物学 

机理研究的核 心内容。现代 造血理论认 为：造血调 

控因子与造血细胞膜上相应受体结合，启动调控信 

号向核 内转导 ，引起核内某些基因转录增强和／一或其 
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它基因转录抑制，最终表现为蛋白质合成改变，导致 

细胞行为的变化。可见研究造血生长因子的蛋白和 

mRNA表达调控能深入阐明造血调控的分子生物 

学机理。HGF生物学活性检测仅反映了骨髓基质 

细胞条件培养液所含 GM—CSF的生物学活性，但 

由于 HGF有其多效性和丰余性的特点 ，为进一步验 

证 rrSPG能否影响骨髓基质细胞表达 GM—CSF， 

本研究采用免疫细胞化学 SP法对骨髓基质细胞的 

GM —CSF的蛋 白表 达进 行检测 ，结果表 明：经 

TSPG诱导后骨髓基质细胞的 GM—CSF的蛋白表 

达水平显著提高，这与生物学活性检测的结果相吻 

合。为了进一步明确 TSPG能否在转录水平上促进 

GM—CSF表达，我们制备 GM —CSF cDNA探针， 

运用原位杂交技术对骨髓基质细胞的 GM—CSFm— 

RNA表达水平进行检测，结果显示 ：经 TSPG诱导 

后骨髓基质细胞的 GM—CSFmRNA表达阳性率和 

强度积分指数均显著高于未诱导组，提示 TSPG能 

促进骨髓基质细胞的GM—CSFmRNA表达。 

综上所述，TSPG调控粒单系造血的可能机制 

之一是上调造血诱导微环境中的骨髓基质细胞合成 

和分泌 GM—CSF，进而调节粒单系血细胞发生。 
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