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人参总皂甙诱导人内皮细胞表达造血生长因子的实验研究 

昊 宏，姜 蓉，王亚平 

(重庆医科大学基础医学院组胫教研宣 重庆 4000t6) 

【麓 蔓l目的：研究和论墨 ．̂叠僵避血粗胞发生及“补气生血”的现代生哟学机理。方击：采用盎血生长因子生哟活性检舅与 

免疫细胞化学辱技术．研完烃人参总皂栽《 诱导的人脉静|j=内皮细赡株(Ecv埘 )上清棱(柏酬 )中盎血生长因子的活 

性及GM—csF、【L一3和IL一6在内皮细赡的表达。蛄秉 T G体外诱导翻备的H螂 能显著促进a —GM和a ～ 

M_x的增殖；同时．TSPO能不同程塞地促进内皮细胞表达GM—C 、IL一3和 IL一6蛋白。蛄论：奉研究提示TSPO能上 

造血徽环境中的内皮细胞分泌造血生长园子来调节血细胞的生长，这或许是人参“补气生血”的现代生籀掌机理之一。 
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Experimental study OR expression of hematopoietic growth factors 

from human el~othelial cel Iinduced by TSPG 

WU Hong．etal 

( rⅡn拍t of H 。l。gy and En妇 D1o移，College of Ba c Medical Sciences，Chongqing Medical University) 

(AbstractJ 0f归玎坩：T0 study modern biohglc~n haI1 for hematonie of Oin8er ．肘 ma出：By using the 

techniques of cal of hematopoietlc growth factor and immmloc~ try，the activity of 

hematopoietic growth f~etors of the conditioned culture media of human umbilical vein er~ot．he]ial oen(Ec~334) 

(HE~CM)and the expression of GM—CSF，IL一3，IL一6 in the endothelial cell i~luoed by T咖l ∞ of 

Panax Ginse ( ) studied．Results：HEcCMprepared with TSPGmarkedly胂 the protifera- 

tion and differentiationofCFU —GM andCFU—Mix．The expression ofGM 一 ，．儿 一3 amiIL一6 inthe 

endothelial cellinduced by TSPG WRS much stronger than that of the co~trd．Coac／／a~an ： We specuhte that 

SPG augmented endothelial cell capacitytO support hema蜘)0i鹤is，andthis propertymight~esultfrcm the up- 

regulation of hematopoietic growth factors expression． 

【Key words】Total saponins of panax ginseng；Endothelial cell；Hematopoiefic p1q昏e t。rs；Hematopoietic 

growth factors 。 

血管内皮细胞(EC)是造血诱导微环境的重要 

组成部分。国内外文献报道 EC能分秘多种细胞因 

子来调控造血_I．2J。人参是中医临床“补气”要药， 

有“补气生血”之功效。既往的实验已证明 ．4J：人 

参总皂甙(僦 )对正常和贫血小鼠的造血干／祖细 

胞增殖分化有显著刺激作用，但人参“补气生血”的 

现代生物学机理尚不清楚。本研究采用造血生长因 

子生物活性检测与免疫细胞化学等技术，探讨 

TSPG诱导人内皮细胞表达GM—CSF、IL一3、IL一6 

作者卉鲳：是 童(1963一 )，★．浙江八，讲师．覃士 主要研兜方 

向：̂ ■如生生噩}鼻稿拉 

与促进人造血祖细胞增殖分化的相置关系。 

1 材料与方法 

1．1 人生总皂甙(Tot~ 姗  ofPanaxGins~g．TSFG) 

四川省中药研究所惠赠．皂甙纯度选95％以上。 

1．2 妇胞 

l 2 1 脐静融内皮细胞株(＆v304)：呐售中茸科学院上 

海细施生物学研究所。 

1．2 2 人骨蕾细赡(hBMc)；取自奉校外科手术切除助骨， 

供奠者无放、化疗史．量■细艏潦片齄_董无遗血景坑异常。 

淋巴翔奠分膏灌分离量■革个棱鞠赡，J日 +1640培彝液 
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洗涤，过4号针头倒备单细胞悬液。 

1．3 主要试搠 RPM[一1640培养基、[MDM培养基、甲基 

纤维素。美厨GIBCO公司产品；马血清、rhfL一3和EFO，中 

国军事医学稃院提供，小牛血清，购自抗州四季青公司； 

rhGM-c ，北京北医联合生物工程公司产品；rhIL一1，北 

京北方同正生物技术公司分装；大鼠抗人 GM—c 单克盎 

抗体．茭国Ph日nnh蛳 公司产品；大鼠抗人 【L一3、【L一6单 

克睦抗体，美国S~mtaCraz公司产品；过氧化物醇标记的链 

薯卵自章染乜试荆童，北京中山生物技术有限公司产晶。 

1．4 内皮JwM,~-养上清囊(}玎 M)的．4备 在古10％小 

牛直湃的RPMI—ItS0墙眷液中常规传代培养．待内皮细胞 

■满瓶鹿后进行分组；对照组：常规培彝，不加任何朝激物； 

IL一1诱导组：培彝时加入 儿一l(鲣浓度为 10~U／m／)i 

T 诱导组：培养时加入 ； 终浓度为50~g／m1)。分别 

培眷24、72h，收集上清液。 

1 5 造血生长固子活性栓洲 粒单系祖细胞(CFU—GM) 

培养为本宣常规方法 ．|J，人多向性遣血祖细胞(CFU— 

Mix)~体外甲基纤鲣塞培养参用t血液实验学》 J，在CFU 
— GM和CFU—Mix培养中鼹置{对照蛆：常规培养；实验对 

腻组(I-IF．cC_M)：常规培养的基础上加入 10％(V／V)未经朝 

激的}旧 M；1 组(1 一r~cCM)：常规培养的基础 

上加入 10％(V／V)经 1 诱导倒备的瞰 M；IL—l组 

(【L—l—t-~CM)：常规培养的基础上加入 10％(v／v)经 IL 
— l谤辱翻备的}崛 M。以每种檀1xl 个骨蕾有拨细胞 

所生戚的CFU—GM、CFU—Mix集落敷评价各种 HEcCM 

中跫直生长因子生暂学活性。 

1．6 GM— 、【L一3和 [L-6蛋白表达 采用 免疫细 

臆化学检测耐J鼠鲢、【L一1诱导组,TSPG诱导组(作用浓度 

和时伺同1．4)的内霞细穗患质中GM—CSF、【L～3和【L一 

6蛋白矗选精况 并设置不加一抗的阴性对照组。光镜下 

计数300十绷奠／辱张羹片 计算三种逢直生长因子蛋白表 

达1日性事及暇牲强虞(器用性 ++++，阳性 ++，弱阳性 

+，阴性一，分别计为 3、2、1和0分，求出表达的积分指数 

(8t分指数；阳性百分卓 ×强度计分) 所获数据经计算机 

处理分析稃胄寅砖结果。 

2 结 果 

2．1 TSP6诱导剥薯的HEcCM 中所舍遣血生长 

固子生物学活性的检测 

实验结果表明：常规制备的IqEcCM对CFU— 

GM和CFU—M|x的增礁分化有一定刺激作用，而 

经 IL—l或TSPG体外诱导24h制备的HEcCM就 

能显著促进CFU—GM和CFU-Mix的增殖(图1、 

图2)，诱导 72h制备韵 HEeCM对 CFU—GM和 

CFU—M妇鳃产率与，前一作用时间比较无显著差 

异。提示TSPG可能诱导血管内皮细胞生成造血生 

长因子样活性物质。 

塾 

幸 

A B C D ·与毗较肿 5 

■ 1 懈 诱导一t的F~-'CM 

对CFU—GM增曩的 一(”=16，；± ) 

● 

■2 TSi~G诱导一鲁的HEcCM 

对CFU-Mix增蕴的辱一【”：16，；± ) 

2．2 沪G对 GM—CsF、IL一3和 【L一6蛋白表 

达的影响 

免疫细胞化学检测显示静止状态下 EC胞浆内 

GM—CSF和 IL。_6蛋白表达阳性率及强度均很低 

(图3、4)，EC胞浆内几乎元IL-3蛋白表达(图5)； 

经IL—l或TSPG诱导24h后内皮细胞表达GM— 

CSF、IL一3和IL一6蛋白的阳性率和阳性强度均明 

显提高(图6—8)(表1)。 

l 

固3 ■止状瘩下内皮蛔臆的GM—CSF 

蛋白囊选水平鞍鼍I 10c×1000J 
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圈5 静止状态下内皮细胞的IL一3 
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。萏 
圈 6 1 爵辱 24h后．内皮龋胞 GM—C 

置白表达量着提高(IOc×1000) 

一  

5 

圈7 T髓G诱导24h后．内皮细胞 IL一6 
置白表达五着摄■(ICCx1000) 
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． 
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每 iii： ·奄 矗’■—■f‘ 
3 讨 论 

既往研究证 4】：人参皂甙是人参“补气生 

血”或促进血细胞生成的有效成分，对髓系造血干／ 

祖细胞的增殖分化有明确的调控作用．但其机理尚 

不清楚。内皮细胞是造血散环境中的重要萋质细胞 

成分．它可通过分泌造血生长因子(HGF)对血细胞 

发生进行调控【 。Candal等l 研究发现在骨髓内 

皮细胞培养上清中台有干细胞因子(8CF)、IL一6、 

C-M—CSF、IL—h、IL一1l和G—GSF。其上清可扩 

增由脐带血单个核细胞富集的a墙细胞。Jazwiec 

8．证明在脐静脉内皮细胞与 旺磕细胞协同培养 

的上精 中可检测到 IL一6、LIF、G—a 、GM — 

CSF、M—CSFo IL—h和糖皮质激素并不童接作 

用于造血祖细胞，但它们可以分别上调和下调内皮 

细臆表达造血生长因子而间接调控造血。从造血干 

细胞到造血祖细胞的增殖分化直至威燕血细胞的形 

成过程中，存在着多种造血生长因子的网络性谱控 

作用．其中遗血祖缎胞是造血■拄趋重要阶段，造血 

祖细胞膜上有HGF受体，可受檑应HGF调节，形成 

不同集落，由此可以检测HGF的生物学活性。本研 

究采用人脐静脉内皮细胞株Ec~304．研究TSPG对 

内皮细胞的作用及其与血细胞发生的相互关系，结 

果表明：经TSI'G或IL—I诱导制备的内皮细胞培 

养上精液对CFU—GM 和CFU—M_x的增殖分化 

有明显促进作用，提示其中I-IGF含量或活性有所增 

加。因此推测础 对内皮细胞表达 H( 具有明 

显的刺激作用。 
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‘与 1比较 P<0．0l 

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 

纤维细胞及内应细胞等。它能刺激多种造血祖细胞 

增殖，是对早舰造血襁缎鞫具有广泛增殖促进活性 

的集落拥激因子L9J。IL-3在体内主要由活化的T 

淋巴细胞产生，是刺激造血干细胞、髓系和淋巴系细 

胞增殖分化的集落拥激因子u 。IL一6可诱导骨 

髓造血于细胞生长和臣孩细胞成熟，在造血调控中 

与GIrl—C 和 lL一3有协同作用。现代研究认 

为：HGF与造血细胞膜上相应的HGF受体结台，启 

动调控信号向核内转导，引起核内某些基因转录增 

强或其他基因转录抑制，最终表现出蛋白合成改变。 

而导致细艏行为等变化。可见研究HGF的蛋白表 

达及调控能深入阐明造血调控的分子生物学机理。 

HGF生物掌活性检测仅反映了内皮细胞条件培养 

液所吉HGF的生物学活性．HGF有其多效性和丰 

謇性的楸  ．为进一步阐明TSPG能诱导和彰响哪 

些HGF表达，本研究采用免疫细胞化学SP法对内 

皮细胞的GM—CSF IL一3和 IL一6蛋白表达进行 

检铡，结果表明：IL一1或TSPG诱导后内皮细胞的 

GM—CSF、IL一3和 IL一6蛋白表达阳性率和强瘦 

积分值均显著高于对l照组，这与生物学活性检测的 

结果相物台。研究结果提示：TSPG调控造血的机 

理之一是上霸造l盥徽环境中的内皮细胞分泌造血调 

控因子来调节血细胞的生成。 
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