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当归多糖诱导胎儿胸腺细胞、脾细胞表达GM—CSF、IL．3的实验研究 

郑 敏，王亚平，姜 蓉，吴 宏 

(重庆医科大学基础医学研究所，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究 “补血活血”要药当归的主要有效成分一当归多糖 (APS)对胎儿胸腺细胞、脾细胞表达造血生长因子 

GM·CSF、IL一3的影响。方法：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、核酸探针原位杂交 

等实验技术。结果：APS诱导的胸腺细胞、脾细胞培养上清液可促进早期造血祖细胞CFU—Mix增殖分化；APS诱导可促进胸腺 

细胞、脾细胞表达GM—CSF、IL一3蛋白及mRNA。结论：APS可促进淋巴细胞表达造血生长因子GM—CSF、IL一3，进而促进人 

早期造血细胞发生。 
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Experimental study on expression of GM-CSF，I L-3 from fetal thymocytes and splenocytes 

ZI-[ENG Min,et a7 

(Institute ofBasic Medical Sciences，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To explore the effect of Angelica polysaccharide(APS)on the expression of GM—CSF and 

IL一3 from fetal thymocytes(FTC)and splenocytes(FSC)．Methods：Techniques of hematopoietic progenitor cell 

culture in vitro，biological assay of hematopoietic growth factor(HGF)，immunocytochemistry and in situ 

hybridization were used．Results：The conditioned media of FTC and FSC induced by APS can markedly 

promote the proliferation and differentiation of early multipotential progenitor cell(CFU—Mix)；the expression of 

GM —CSF，IL一3 protein in FTC and FSC induced by APS were much stronger than that of the control；expression 

level of GM—CSF and IL·3mRNA showed similar tendency．Conclusion：APS promotes the expression of GM — 

CSF＼IL·3 of FTC andFSC ，then proceeds to promote early human hematopoiesis． 

【Key words 1 Angelica polysaccharide；Lymphocyte；Multipotential progenitor cell；Hematopoietic grouch 

factor；Hematopoietic regulation 

当归多糖 (Angelica polysaccharides，APS)是 

传统中药当归补血养血的主要有效成分，对多种造 

血祖细胞的增殖分化有促进作用⋯。淋 巴细胞是造 

血调控的重要细胞，既往研究证明无论是T淋巴细 

胞、B淋巴细胞都能对血细胞发生起调节作用 j。 A 

Ps能否对淋巴细胞调控造血有影响尚未见报道。我 

们以llJL胸腺细胞和脾细胞为模型，研究APS作用 

于淋巴细胞的造血调控及其机理，目的在于多角度 

探讨APS调控造血的机理，为APS的开发与临床应 

用提供实验依据和理论基础。 

1 材料与方法 

作者介绍：郑 敏 (1972- 

主要研 究方向： 

)，女，讲师，博士研究生 

造血早期调控． 

1．1 人骨髓有核细胞 (human bone marrow cell，hBMC) 

取自胸外科手术切除之肋骨，涂片检查无造血系统异 

常 。 

1．2 胎儿胸腺细胞、脾细胞 

取自正常妊娠中晚期 (24—30周)水囊引产的胎儿胸腺 

和脾脏。 

1．3 主要药品试剂 

当归多糖 (Angelica polysaccharides，APS)甘肃岷县当 

归中分离提取，纯度大于85％ RPMII640配制。鼠抗人GM— 

CSF及IL一3单克隆抗体：美国Santa Cruz公司产品。人GM— 

CSF、 IL．3 cDNA探针制备、标记与鉴定：由本实验室完 

成，见文献[3，4】。 

l、4 细胞条件培养液制备 

按本室常规方法制备胸腺细胞培养上清液 (HTCM)、 

脾细胞培养上清液 (HSCM)151 o实验分组：对照组：常规 

培养；APS作用组：培养体系中加入APS终浓度为200 g／ 

ml：刀豆蛋白A (ConA)作用组：加入ConA终浓度为l0 

g／ml。加药后置37"(2，5％CO2培养箱中培养24h，离心， 
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收集上清液，保存。 

1．5 人髓系多向造血祖细胞 (CFU．Mix)体外培养、鉴定与 

集落计数 

参照文献【6】进行。 

1．6 APS诱导制备的细胞条件培养液中所含造血生长因子活 

性检 测 

在CFU．Mix集落培养体系中加入l 5％ (v／v)的各组细 

胞条件培养液，根据l×10'BMC所生成的集落数评价细胞条 

件培养液中所含造血生长因子活性。 

1．7 APS诱导后细／J~,GM．CSF、IL．3蛋白表达的检测 

sP免疫细胞化学法检测胸腺细胞、脾细胞GM．CSF、IL 

．3蛋白表达水平，实验分组：对照组，APS作用组， ConA 

作用组 (同1．4)。 

1．8 APS诱导后细胞GM．CSF、IL．3mRNA表达的检测 

以制备的GM．CSF、IL．3cDNA探针作原位杂交检测APs 

诱导后胸腺细胞、脾细胞GM．CSF、IL．3mRNA表达，实验 

分组：对照组，APS作用组，ConA作用组 (同1．4)。设立 

不加探针和RNA酶处理切片的阴性对照组。 

1．9 统计学处理 

所获数据经SAS统计软件进行方差分析和 ，检验。 

2 结 果 

2．1 APS诱导制备的胸腺细胞、脾细胞条件培养液 

(HTCM、HSCM)对 CFU．Mix增殖分化的影响 

经APS诱导制备的HTCM，HSCM 中富含造血 

生长因子活性，可促进CFU·Mix的增殖分化 (图 

1)。 

2．2 APS对胸腺细胞、脾细胞表达GM．CSF、IL．3 

蛋 白的影响 

SP免疫细胞化学染色结果显示，经APS诱导后 

胸腺细胞、脾细胞表达GM-CSF、IL-3蛋白的阳性 

率显著提高。结果提示APS能不同程度地促进胸腺 

细胞、脾细胞表达GM-CSF、IL-3(表1)。 

2．3 核酸原位杂交技术检测表明，APS可促进胸腺 

细胞 、脾细胞 表达GM-CSF、IL一3mRNA，说 明 

APS对造血生长因子GM-CSF、IL-3表达的调控发生 

在基因表达水平 (表2)。 

CFU．Mix集落数／l X 10 BMC(2+-S) 

口untouched 

_~S20Oug／ll 

IIConA 10~g／,] 

H删 I蚕 

图l APS诱导制备的HTCM、HSCM对CFU．Mix 

增殖分化的影响 

3 讨 论 

淋巴细胞对造血调控具有十分重要的作用。 

T、B淋巴细胞可产生多种生物活性物质对血细胞 

发生进行调控。胸腺是T淋 巴细胞增殖分化的场 

所，在胎儿和婴幼儿时期胸腺发育最好，其T细胞 

对刺激物和诱导因素有 良好反应；脾脏富含B淋巴 

表l APS对胸腺细胞、脾细胞表达GM·CSF、IL·3蛋白的影响 

与对照相 比P<0．05 (APS 200 p-g／ml， ConA l0 p-g／m1) 

∞ ∞ ∞ ∞ ∞ m 0 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科大学学报2OO2年第27卷第4期 (Journal of Chongqing Medical University 2002．Vo1．27 No．4) ．．375．， 

细胞。在实验血液学研究中，ConA~lJ激的脾细胞 

条件培养液和胸腺细胞条件培养液常作为造血生长 

因子替代品，用于造血祖细胞培养。 

多糖是有效的免疫调节剂，对淋巴细胞功能有 

增强作用。近年来研究发现：APS可刺激淋巴细胞 

的增殖，促进其活化和分泌功能 。既往研究结果 

表明：体内注射APs可显著提高脾脏重量，且淋巴 

细胞分裂相增多。在体外培养中加入经APS诱导制 

备的胸腺细胞、脾细胞培养上清液R~BFU．E、CFU． 

GM的增殖分化有明显促进作用。为探讨APS~b-j人 

胸腺细胞、脾细胞分泌造血生长因子的影响，本实 

验取正常妊娠 中、晚期引产胎儿的胸腺和脾脏，在 

体外用APS诱导制备HTCM、HSCM，并观察了 

APS~(,-j淋巴细胞的刺激作用及其与血细胞生成的调 

节的关系。结果表明： 在CFU-Mix培养体系中加入 

胎儿的胸腺细胞和脾细胞培养上清液可促进CFU— 

Mix集落形成，经APS诱导制备的胸腺细胞、脾细 

胞培养上清液对集落的刺激作用显著提高，说明培 

养上清液中富含HGF样活性物质。 

细胞因子与造血细胞表面的相应受体结合，调 

节造血细胞的增殖分化。 白细胞介素3(IL一3)是 

主要的早期造血调控因子，在造血调控中作用极其 

重要 】。在体 内，IL一3主要由活化的T淋巴细胞产 

生，是多功能的集落刺激因子，其作用的发挥需与 

其他造血生长因子协同。粒一巨噬细胞集落刺激因 

子 (GM-CSF)不仅能刺激粒一巨噬细胞集落的形 

成，对红系、巨核系造血祖细胞和造血干细胞的增 

殖和分化均起调控作用 ]。机体内多种细胞和组织 

可产生GM—CSF，尤其是活化的T淋巴细胞、IL一1诱 

导的巨噬细胞、成纤维细胞及内皮细胞等。本文采 

用免疫细胞化学sP法对胸腺细胞 、脾细胞的GM— 

CSF、IL一3蛋 白表达进行检测，结果表明：APS诱 

导后胸腺细胞、脾细胞的GM-CSF、IL-3蛋白表达 

与对照组相比有不同程度提高，胸腺细胞的提高程 

度较为明显。说明APS调控造血的可能机制之一在 

于刺激细胞分泌高水平HGF。组织细胞核酸分子原 

位杂交不仅能检测基因表达，还能直观地观察目标 

分子在组织与细胞内的定位、分布与半定量。为了 

进一步明确APS对GM-CSF、IL-3的作用是在翻译水 

平上还是在转录水平上，我们制备了GM-CSF、IL- 

3 cDNA探针，运用原位杂交技术对胸腺细胞、脾细 

胞GM-CSF、IL-3 mRNA表达进行检 测，结果发 

现：APS诱导后胸腺细胞、脾细胞GM-CSF、IL-3 

mRNA表达与对照组相比有不同程度提高。 

研究提示：APS促进造血的机理之一是在基因 

水平上对淋巴细胞表达造血生长因子GM-CSF、IL- 

3进行调控，从而达到促进正常造血的作用。而APS 

促进胸腺细胞、脾细胞分泌HGF的具体途径和基因 

调控机制还不清楚，对此我们将进行更深入的研 

究 。 
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