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【摘 要1目的 探讨人参多糖 (GPS)对人粒单系造血祖细胞 (CFU—GM)和人早幼粒白血痫细胞株 (HL一601增殖分化的 

影响。方法 采用造血细胞体外培养，形态学现察 免疫细胞化学，流式细胞术等实验血液学技术。结果：GPS在休外能抑 

制HL-60细胞增殖．而同等剂量的GPS能明显促进正常粒单系造血祖细胞的增殖升化：在本实验条件下未见GPS对HL-6O细胞 

有明显的诱导升化作用。结论：GPS可能通过阻I[=HL-60细胞从静i 期 (G．期)进入增殖J爿期 (S／G2+M)期，抑制DNA的台 

成等途径进而抑制细胞的增殖 提示GPS有可能成为既能促进正常造血 又能抑制人自血病等肿瘤细胞增殖的天然诱导剜。 
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The effect of Ginseng pOIysaccha ride on proliferation of human promyelocytic 

Ieukemia cellline(HL．60) 

DAIQin．etat 

(Department ofHematology，College ofClinical Medicine．ChongqingMedical University) 

【Abstract】 obhclive：To study Ginseng polysaccharide’S effect on proliferation of human promyelocytic 

leukemia celI line(HL一60)and modulation of human granulocytopoiesis and monocympoiesis．Methods：Using 

the techniques of cell culture ex vivo，flOW-Cytomet~"，immunocytochemistry．the effects of GPS oa the 

proliferation of human promyelocytic leukemia cel1]ine(HL一60) and human granulocytopoiesis and 

monocytopoiesis were observed．Results：GPS can significantly inhibit the proliferation of HL一60 ex vivo．the 

inhibitory"effect is concerned with the concentration The higher the concentration of GPS ，the greater the 

proliferation inhibited；GPS may prevent HL一60 from the silent phase fGD1 entering the active proliferative phase(S／ 

G2+M)，thus prohibit the synthesis of DNA；GPS probably can not induce HL一60 to differentiate into mature 

granulocytes or monocytes under our experimental conditions．Conclusion：GPS not only can promote the colony 

formation of CFU-GM but also can inhibit the proliferation of HL一6O by cylotoxic effect or by preventing HL-60 

from Go phase entering S／Gz+M phase
． 
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多糖在分f生物学中起着决定性作用，它控制 

细胞分化、悯节细胞生长、衰老和死亡 人参是 p 

医临床 “补气”耍药，有 “补气生血”之功效，人 

参多糖 (GPS)是其主要药物成份 白血病是源自 

造血干细胞水平的血液系统恶性肿瘤，本文采用细 

胞体外培养，免疫细胞化学和流式细胞术等实验血 

液学技术，研究GPS对HL一60细胞和人CFU—GM增殖 

分化的影响。旨在为从祖国传统医学宝库中寻找既 

能刺激正常造血，又能抑制白血病等恶性肿瘤增 

殖，并能诱导其逆转、毒副反应小或无的L}r药诱导 

作者介绍；拽 勤 cl970- 士、重庆长寿人 主洁医师 硕士 

主要研完方向：中药对白血病细胞增殖分化的影响 

荆提供理论与实验依摒。 

材料与方法 

I l 材料 

I．I．I tfl--6O细胞株 畸自上海细胞生理研究所 在台l0％ 

弓血清，青，链霉索 (100ulm1)的RPMI-1640培养液中常规 

培养．每2—3天换液传代 

I 1．2 人骨髓细胞 (hBMC) 取自胸外科手术切除肋骨、 

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桉细胞 (BMC)，RPMI．1640培 

养液冼涤后制备单细胞悬液 调整细胞悬液浓度，备用。 

l 1．3 人参多精(Ginseng Pob．sacclmrlde．GPS) 四川省中药 

研究所刁长发教授吝赠 纯嫂95％队上．RPM!一1640培养液 
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配制成所需浓度，过1虑除菌备用 

1．I．4 主要试剂 RP Ml-1640培养基，美国GIBCO公司产 

品；全反式维甲酸(ATRA)．Sigma公司产品：重组人粒单系 

集落刺激因子(rhOM·CSF)，北京北医联台生物 l：程公司产 

品；小鼠抗人CD cB 单克降抗体，北京中山生物技术有 

限公司产品 琼J~(Azar)，日本进口、上海化学试剂采购供 

应站试剂厂分装：马血清(}器1 中国军事医学科学院提供。 

1．2 方法 

I-2．1 粒单系祖细胞(CFU-GM)的体外琼脂半固体培养、集 

落染色鉴定与计数：按本宝常规方祛进 。 

I．2．2 GPS体外作用对cF【J M增殖分化的影响：常规对照 

组，常规培养(~[IGM-CSF)；GPS组，常规培养基础上分别加 

入不同浓度的GPS(终浓度为0．1～100 u g／m1)。药物对照 

组，常规培养体系中除去外源性GM-CSF，加入GPS，浓度 

同前。根据每皿种植1 x 1 个BMC所生成的集落数，评价 

GPS体外作用对cFu M增殖分化的影响。 

1．2．3 GPS诱导HL·60细胞分化的实验：实验分组同上，分 

别在培养的第2、4、6天取样进行瑞氏染色 (Wright。S)，过 

氧化物酶染色 (POX)，糖元染色 (PAS)及非特异性酯酶 

染色 (NAE)，cD2 、C ，免疫细胞化学染色，油镜下计数 

阳性率及阳性强 。 

I．2．4 GPSX,]'HL-60细胞增殖影响的检测：取对数生长期的 

HL-60细胞，调整细胞终浓度为I×10 ／ml。对照组，常规培 

养；GPS组，培养体系中GPS终浓度为0．I～100 u g／ml： 

ATRA组，培养体系@ATRA终浓度为10 mol／L；分别在培养 

的第2、4，6天取样，台盼兰染色计数活细胞数，观察不同 

浓度GPS作用不同时间对HL-60细胞增殖的影响。 

1．25 细胞周期测定 对照组，常规培养；GPS组，GPS终 

浓度为100 u gCml；ATRA组，ATRA终浓度为l0 moil。置 

3TC 含5％CO~的孵箱中培养3天、PBS(pH7．21 i先涤细胞 

两次，70％冰乙醇固定 测定前去固定液、加RNA酶T作液 

和碘化丙啶 (P1)4'C染色，经流式细胞仪检测分析得出细 

胞周期各时相比例。 

1 2．6 统计学处理：所获实验数据均输人计算机，经SAS统 

计软件进行直线相关回归分析，^差分析和t检验= 

2 结 果 

2 1 GPS体外作用对CFU-GM集落形成的影响 

通过Wright。s染色，POX及PAS染色可区分粒细 

胞集落，单核细胞集落，粒细胞和单核细胞的混合 

集落。集落中单核细胞CDI4表达为强阳性，粒系细 

胞CD,5表达呈阳性反应。GPS体外作用能明显促进 

人CFU．GM的增殖分化，作用强度与药物剂量在一 

定范围内呈正相关 (图1)。 

图l GPS~~l,作用对CFU·GM集落影成的影响 

培养体系中GPS终浓度：a：对照组；b：GPS0．I gtml 

c：GPSl g／ml；d：GPS10 g，m1： e：GPSl00 gCml 

与对照组比较 (0．01 

2．2 GPS对HL-60的增殖抑制作用 

GPS在体外对HL一60细胞有明确的增殖抑制作 

用，抑制强度与剂量、时间有关。随加人GPS浓度 

的增加和时间延长，抑制作用增强。ATRA 10 oi／ 

L作用第4灭对HL·60也显示出增殖抑制作用 (见表 

1)。 

2l3 GPS对HL-60细胞增殖周期的影响 

对照组的HL一60细胞大多处于增殖旺盛状态， 

GPS100̈ g／ml作用3天后处于S／G2+M期的HL一60细 

胞数明显减少，表明GPS能阻止HL·60细胞由CJ~G] 

表 1 GPS对HL-60的增殖抑制作用 

量∞ = ＼崭甚 舌 nd_] 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


 

P<0．05 与对照组相比 

表3 GPS对HL-6湖 胞直径和}袤，浆比例的影响 

t作用第4天1 

P<0．05与对照组比较 

向S／Gz+M期移行 (表2)。 

2．4 GPS对HL-60细胞分化的影响 

GPS100 ml诱导4天后的HL-6O细胞胞体缩 

小，核直径减小，核浆比例降低，随时间延长到第 

6天，未见 HL·60细胞向成熟粒细胞和单核细胞分 

化(见表3)。GPS诱导后的HL·60细胞PAS，POX， 

cDl5阳性率与对照组相比无明显差异，NAE和CD；4 

表达在实验组和对照组均为阴性。提示在本实验条 

件下GPS未能诱导HL·60细胞向成熟粒细胞和单核 

细胞分化。 

3 讨 论 

目前治疗白血病的主要手段仍是采用传统的大 

剂量联合化疗，但此疗法 副作用甚大，复发率很 

高，尤其对机体的免疫与造血功能有极大的损害。 

在白血病的治疗中如何达到既抗癌叉扶正固本已成 

为学者们迫切需解决的难题。中药以其攻补兼施， 

毒副作用小或无，注重整体的优越性已得到广泛认 

可和重视。本研究探讨人参多糖 (GPS)对粒系白 

血病细胞增殖分化及对人粒单系造血祖细胞 (CFU． 

GM)增殖分化的影响。旨在为寻找一种既能刺激 

正常造血，又能抑制白血病等恶性肿瘤增殖，毒副 

反应小或无的中药诱导剂提供理论与实验依据。 

大量研究表明有近10o余种多糖均具有抗肿瘤 

作用 。Kim KH 报道从人参中分离得到的酸性多 

糖为具有抗肿瘤活性的免疫激活剂，并证实它从 

NK和T细胞内源性地产生多种细胞因子产生LAK 

激活杀伤细胞的能力。钱伯初等研究证明 ”，人参 

多糖能明显地抑制小鼠艾氏腹水癌 (EAC)细胞增 

殖，延长S1 80,J~鼠存活时间，对荷瘤而致小鼠免疫 

功能低下有较好的保护作用。杨桦等。’ 研究认为人 

参多糖可通过诱生肿瘤坏死因子而发挥抗肿瘤活 

性。并且又有报道 人参多糖能诱导T 术巴细胞和B 

淋巴细胞的增殖，经人参多精诱导后的脾细胞对多 

种肿瘤细胞均有细胞毒作用。它还可激活巨噬细 

胞，增强巨噬细胞Fc受体的表达而发挥抗肿瘤作 

用，且人参多糖对B16黑色素瘤细胞也具有抗瘤活 

性。本实验结果显示GPS对HL一6O细胞有明确的增 

殖抑制作用，其抑制强度与药物剂量和作用时间有 

关，随药物剂量提高，作用时间也相应缩短。而同 

等剂量的GPS对正常粒单系造血祖细胞却表现出促 

进增殖分化作用。为什么GPS对正常粒单系造血祖 

细胞和粒系白血病细胞的作用是表现出两种完全相 

反的结果，目前还不能完全解释这一现象，推测这 

是否与某些中药有 双向调节 作用有关。迄今人参 

多糖在体外对肿瘤细胞株增殖影响的实验研究报道 

甚少，本实验通过流式细胞术检测细胞周期显示未 

经处理的HL·60细胞大多数处于增殖旺盛的S／G：+M 

期，经GPS诱导后的细胞被阻滞在Ga"G1期，S／Cr：．+M 

期细胞显著减少，推NGPs对HL·60细胞的增殖抑 

制作用与抑制细胞DNA合成有关。此外白血病细 

胞自身能产生大量造血生长因子及其相应受体，这 

是导致细胞增殖失调的叉一重要因素 。GPS是否 

通过抑制HL-60细胞 自身分泌造血生长因子或抑制 

其受体的表达来达到抑制HL·60增殖的效应，对 

此，我们正在进行深人探讨。 

本实验结果提示GPS]00 ml诱导HL-60细胞 

第4灭时可见细胞体积变小，核直径缩小，核染色 

质较为固缩，核浆比例减小，但仍可见一两个核 

仁，未见典型的杆状核和分叶核细胞。GPS诱导HL 

·6O后POX、PASI~H性率与对照组无差异，NAE表达 

阴性。但用ATRA诱导后可明显观察到HL．6O向成熟 

(下转第13t页1 
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成，其促进作用较CCK明显 结果提示，BBS对胰 

腺的促生长作用既可为间接的、也可是直接的。 

VIP是胃肠道具有生理调节功能的重要的神经 

肽，它可能是调节胰腺分泌的主要非肾上腺素能神 

经递质之一 VIP可促进胰腺癌、肺癌等肿瘤细胞 

株的生长 。大鼠胰腺腺泡细胞表达VIP受体已被报 

道多年 ，但尚未见对其生理功能研究的报导。我 

们的结果显示VIP对大鼠胰腺腺泡细胞的一H-胸腺嘧 

啶核苷掺人无明显影响。 

SST能影响细胞的增殖能力．但对胰腺腺泡细 

胞的营养作用尚不明 本研究未能观察到SST对大 

鼠胰腺腺泡细胞生长的影响。这一结果使I临床应用 

SST治疗急性胰腺炎时，不必顾虑SST在抑制胰腺 

外分泌的同时是否会抑制胰腺腺泡细胞的再生，而 

使急性胰腺炎延迟恢复等问题。 

总而言之 促进大鼠胰腺腺泡细胞生长的胃肠 

多肽不仅有CCK，还有BBS。SST、VIP和胃泌素则 

不影响胰腺腺泡细胞的生长。上述研究结果增进了 

胃肠多肽对胰腺部分生理功能调节的认识 用CCK 

或BBS促进腺泡再生，是否有益于坏死型胰腺炎、 

馒性胰腺炎治疗以及胰腺移植有待进一步探讨 
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粒细胞方向分化 尽管本实验未观察到对HL-6O的 

诱导分化作用，但不能排除它们有诱导HL-60分化 

的可能性。为进一步明确GPS对HL一60的诱导分化 

作用及机理，还需在诱导条件包括药物浓度、时闻 

及其它因素进行分子生物学水平摸索井深入探讨 

综上所述，GPS体外对HL-60增殖有明显抑制 

作用，经GPS作用后HL-60细胞体积减小，榭 浆比 

例减小，但未证实GPS在体外能诱导HL一6O向成熟 

粒细胞和域 单核细胞方向分化。同等剂量的GPS能 

明显促进正常粒单系造血祖细胞的增殖分化。推测 

GPS有可能成为既能促进正常造血又能抑制白血病 

细胞增殖的天然诱导剂。在今后的实验中，我们将 

进一步探讨GPs诱导HL-60分化的作用及其机理， 
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