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人参皂甙协同 EPO和 GM-CSF对 K562细胞诱导分化的实验研究

陈地龙 ,王亚平 ,陈婷梅　　(重庆医科大学基础医学院组织胚胎学教研室 , 重庆 400016)

　　提　要:目的　研究人参总皂甙(Total saponins of panax ginseng , TSPG)协同细胞因子(EPO、GM-CSF)对人红白血病细胞

株(K562)诱导分化的影响 。方法　采用细胞体外培养技术 ,光镜和电镜观察细胞形态变化;联苯胺染色 、POX 染色 、α-NAE

细胞化学染色分别检测细胞血红蛋白 、过氧化物酶 、非特异性脂酶α-NAE;免疫细胞化学检测细胞表面分化抗原 CD15、

HIR2、EPO-R、GM-CSF-R。结果　TSPG协同细胞因子对 K562 细胞的诱导作用与 TSPG单独作用相比 , ①K562 细胞形态学

更趋向于成熟;②K562细胞血红蛋白(Hb)、过氧化物酶(POX)的表达明显增加;③细胞表面分化抗原 CD15、HIR2 、EPO-R、

GM-CSF-R的表达明显增强。结论　TSPG协同细胞因子作用能明显诱导K562 细胞向成熟方向分化。
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Effects of TSPG combined with EPO or GM-CSF on differentiation of K562 cells
CHEN Di-long , WANG Ya-ping , CHEN Ting-mei (Department of Histology and Embryology , Chongqing University of Medical Sciences ,
Chongqing 400016 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the effects of total saponins of Panax ginseng(TSPG)combined with ery-

thropoietin(EPO)or granulocyte-macrophage colony stimulating factor(GM-CSF)on the differentiation of K562 cells.

Methods　Cells were cultured in vitro.Morphologic changes of cells were observed with light microscope and elec-

tron microscope.The levels of hemoglobin , peroxidase , non-specific lipaseα-NAE in cells were detected respectively

by benzidine staining , peroxidase(POX)staining andα-NAE cytochemical staining.Levels of cell surface differentia-

tion antigens CD15 , HIR2 , EPO-R andGM-CSF-R were determined by immunocytochemistry.Results　TSPG com-

bined with EPO or GM-CSF resulted in more mature morphological features of K562 , increased expressions of

hemoglobin and myeolperoxidase in K562 cells , and enhanced expressions of cell surface differentiation antigens

CD15 , HIR2 , EPO-R and GM-CSF-R.Conclusion　TSPG combined with cytokine EPO or GM-CSF can induce

more mature differentiation of K562 cells.
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　　白血病是严重危害人类生命健康的造血系统恶性

肿瘤 ,迄今白血病的治疗仍主要采用传统的联合化疗 ,

但此疗法副作用甚大 ,复发率高 ,尤其对机体免疫与造

血系统有较大的损害。我们既往的研究表明[ 1～ 4] ,人

参皂甙能促进正常血细胞生成 ,并能抑制白血病细胞

的增殖 ,但这种双向调控的机制尚不清楚 。本研究采

用实验血液学技术 ,研究人参总皂甙(Total saponins of

panax ginseng , TSPG)协同细胞因子对人红白血病细胞

(K562)的诱导分化作用 ,旨在阐述人参对白血病细胞

发生的调控机制 ,为研制开发天然中药分化诱导剂提

供理论与实验依据。
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1　材料与方法

1.1　人参总皂甙
　　重庆中药研究所惠赠 ,为人参的总皂甙 , 通过酶法精制 , 纯

度98%以上 ,以 RPMI1640 培养液配制成所需浓度(5 mg/ml), 过

滤除菌。

1.2　重组人粒-巨噬细胞集落刺激因子(rhGM-CSF)
　　购自北京北医联合生物工程公司。活性 1×107 IU/mg , RP-

MI1640 培养液稀释为 1×104 IU/ml。

1.3　促红细胞生成素(EPO)
　　美国Amgen公司产品 , 活性 105 U/ml。PRMI1640 培养液稀

释为 100 U/ ml。

1.4　K562细胞(人红白血病细胞株)
　　重庆医科大学临床生物化学教研室惠赠 , 在含 10%小牛血

清的 RPMI1640 培养液中常规培养 ,每 2 ～ 3 天换液传代。

1.5　主要药品与试剂
　　RPMI1640 培养基 , 美国 GIBGO 公司产品;小牛血清(BS),
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杭州四季清公司;大鼠抗人 EPO受体单克隆抗体 , 晶美生物工

程有限公司产品;大鼠抗人 GM-CSF 受体单克隆抗体 , 美国

Pharmingen 公司产品;小鼠抗人 CD15 单克隆抗体 , 北京中山生

物技术公司产品;抗人血型糖蛋白-2(HIR2), 军事医学科学院

产品;DAB试剂盒 ,北京中山生物技术有限公司产品。

1.6　诱导分化实验
1.6.1　TSPG 与 TSPG协同细胞因子对 K562细胞诱导分化的光

镜形态学观察　　取处于对数生长期的 K562 细胞培养进行诱

导分化实验。 对照组:常规培养;TSPG 组:培养体系中加入

TSPG(终浓度为 100、200 μg/ml);TSPG+EPO 组:除加入 TSPG

外 ,同时加入 EPO(1 U/ ml);TSPG+GM-CSF组;加入 TSPG同时

加入GM-CSF(100 U/ml)。分别在培养第 3 、6 天取样 , 经细胞离

心涂片后进行瑞特染色 , 光镜下观察细胞形态 , 同时每例用图

像分析仪随机测量 300个细胞的体积 、直径 , 计算核/浆比例。

1.6.2　TSPG 诱导后K562 细胞超微结构观察　　取对数生长

期的 K562 细胞进行分组培养 ,对照组:常规培养;TSPG 单独诱

导组:培养体系中加入 TSPG(终浓度为 100 ～ 200 μg/ml);TSPG

与细胞因子联合诱导组:培养体系中加 TSPG+EPO(1 U /ml)或

GM-CSF(100 U/ml), 在培养第 6 天取样 , 经 2.5%戊二醛固定

1 h ,电镜常规超薄切片制备 ,H-600 型透射电镜观察与摄片。

1.6.3　TSPG 与 TSPG协同细胞因子诱导 K562细胞的细胞化学

与免疫细胞化学检测　　按 1.6.1 分组培养 K562细胞 , 细胞经

离心涂片 , 分别进行联苯胺染色 , POX染色 、α-NAE 细胞化学染

色 ,另以大鼠抗人 EPO 受体 、GM-CSF受体单克隆抗体进行免疫

细胞化学SP法染色 ,每例用图像分析仪计数 300 个细胞 ,计算

阳性细胞表达率。

1.7　统计学处理
　　用 SAS 统计软件进行方差分析 、秩和检验等。

2　结果

2.1　TSPG协同细胞因子对K562细胞诱导的形态学影响

　　对照组 K562 细胞体积较大 , 核大而明显 , 核仁清楚 , 核浆

比例大 , 胞浆强嗜碱性 , 无特殊颗粒 , 见图 1。 经 TSPG100、200

μg/ml诱导 6 d 后 , 可见细胞体积缩小 , 核直径减小 , 核仁减少

或消失 ,核染色质浓缩 , 胞浆丰富 ,核浆比例降低 , 见图 2。 TSPG

与GM-CSF或 EPO 协同诱导 6 d 后 , K562 细胞直径和体积有进

一步变小的趋势 , 见表 1。细胞向成熟方向分化趋势更明显 ,

TSPG与 EPO 作用 K562 细胞有向红系分化的趋势 , 与 GM-CSF

作用K562 有向粒单系分化的趋势 , 见图 3、4。

图 1　对照 K562细胞　(瑞特染色×1000)

Fig 1　K562 cells in the control group　(Wright staining ×1000)

图 2　TSPG(100μg/ml)诱导 6 d K562细胞　(瑞特染色×400)

Fig 2　K562 cells on day 6 after induction with TSPG(100μg/ml)　(Wright staining ×400)

图 3　TSPG(100μg/ml)+GM-CSF(100 U/ml)诱导 K562细胞 3 d　(瑞特染色×1 000)

Fig 3　K562 cells on day 3 after induction with TSPG(100μg/ml)+ GM-CSF(100 U/ml)　(Wright staining ×1 000)

图 4　TSPG(100μg/ml)+EPO(1 U/ml)诱导 K562细胞 6 d　(瑞特染色×400)

Fig 4　K562 cells on day 6 after induction with TSPG(100μg/ml)+EPO(1 U/ml)　(Wright staining×400)
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表 1　TSPG协同EPO或 GM-CSF对 K562细胞形态分化的影

响( x±s)

Tab 1　Effects of TSPG combined with EPO or GM-CSF on the

morphodifferentiation of K562 cell s( x±s)

Parameter
Control
(6 d)

TSPG
(6 d)

TSPG+EPO
(6 d)

TSPG+GM
-CSF(6 d)

Cell diameter(μm) 35.15±7.86 21.86±2.53 21.16±2.94 28.03±3.28

Cell volume(μm2) 810.76±291.56 372.92±78.30 355.04±84.80 309.04±84.80

Nucleus/cytoplasm
ratio(%)

86.00±17.00 71.00±15.00 67.00±11.00＊ 50.00±7.70＊＊

＊:P <0.05, ＊＊:P <0.01 vs untouched;Final concentration of

TSPG:100μg/ml;Final concent ration of EPO:1 U/ml;Final concentra-

tion of GM-CSF:100 U/ml

　　TSPG与 GM-CSF、EPO 协同诱导 K562 细胞后 , 电镜观察可

见细胞体积明显缩小 ,核内异染色质增多 , 电子密度增加 ,核仁

减小或消失 , 胞浆增多 , 胞浆中细胞器增加 , 出现溶酶体 , 也可

见血红蛋白颗粒 , 部分细胞呈类早 、中 、晚幼红细胞及粒单系

早 、中期细胞细胞化学变化 , 见图 5～ 7。

图 5　对照 K562细胞　(TEM×6 000)

Fig 5　K562 cell s in the control group　(TEM×6 000)

图 6　TSPG(100μg/ml)+EPO(1 U/ml)诱导 K562细

胞 6 d　(TEM×8 000)

Fig 6　K562 cells on day 6 after induction with TSPG(100μg/ml)+

EPO(1 U/ml)　(TEM×8 000)

图 7　TSPG(100μg/ml)+诱导 K562+GM-CSF(100 U/ml)细胞

6 d　(TEM×15 000)

Fig 7　K562 cells on day 6 after induction with TSPG(100μg/ml)+

GM-CSF(100 U/ml)　(TEM×15 000)

2.2　TSPG协同细胞因子诱导 K562细胞分化的细胞

化学改变
　　未经 TSPG 作用的 K562 细胞联苯胺染色反应阳性率为

5%, POX 反应阳性率为 15%。经 TSPG+EPO 或 GM-CSF 诱导

K562 细胞 6 d 后血红蛋白 、过氧化物酶均有所提高 , 联苯胺染

色阳性率提高到 28%, POX 阳性率提高到 66%, 与对照组相比

有明显差异 ,α-NAE无阳性表达 ,见表 2。

表 2　TSPG协同细胞因子对K562细胞 Hb、POX表达的影响(%,  x±s)

Tab 2　Effects of TSPG combined with cytokines on the expressions

of Hb , POX andα-NAE in K562 cells(%,  x±s)

Postive ratio
Parameter

Control 6 d TSPG 6 d TSPG+EPO 6 d TSPG+GM-CSF 6 d

Bezidine reaction 5±1.2 28±3.6＊ 34±1.9＊ 21±5.6＊

POX reaction 15±0.8 66±8.2＊ 62±9.3＊ 69±8.5＊

α-NAE reaction 0 0 0 0

＊:P<0.01 vs control;Final concentration of TSPG:100μg/ml;Final

concentration of EPO:1 U /ml;Final concentration of GM-CSF:100 U/ml

2.3　TSPG协同细胞因子诱导对 K562细胞分化抗原

表达的影响
　　TSPG协同EPO、GM-CSF诱导K562 细胞6 d ,利用免疫细胞

化学检测细胞表面分化抗原 、图像分析仪计算 CD15、HIR2阳性

率 ,结果显示:HIR2和 CD15 表达明显提高 ,见表 3。

表 3　TSPG协同细胞因子对 K562表面分化抗原 CD15、HIR2

表达的影响(%,  x±s)

Tab 3　Effects of TSPG combined with cytokines on expressions of

CD15 and HIR2 in K562 cells(%,  x±s)

Positive ratio
Condition

Control 6 d TSPG 6 d TSPG+EPO 6 d TSPG+GM-CSF 6 d

HIR2 19.91±2.13 56.27±10.78＊ 89.93±3.98＊ 68.47±4.55＊

CD15 3.05±0.38 12.96±1.62＊ 15.98±5.78＊ 18.77±4.87＊

＊:P<0.01 vs control;Final concentration of TSPG:100μg/ml;Final

concentration of EPO:1 U /ml;Final concentration of GM-CSF:100 U/ml
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2.4　TSPG协同细胞因子对K562表达 EPO受体 、GM-

CSF 受体蛋白的影响

　　TSPG协同 EPO或 GM-CSF 诱导 K562 细胞 6 d , 结果显示:

经TSPG诱导后 K562 细胞 , EPO受体与 GM-CSF 受体蛋白表达

明显增强。 TSPG协同 EPO、GM-CSF作用后 K562 细胞 EPO-R、

GM-CSF-R的表达较对照组有显著性差异 , 而与 TSPG 单独作用

相比无统计学意义。

表 4　TSPG及 TSPG协同 EPO、GM-CSF对 K562细胞表达 EPO、

GM-CSF受体蛋白的影响(%,  x±s)

Tab 4　Effects of TSPG combined with combined with EPO or GM-

CSF on the expressions of EPO-R and GM-CSF-R in K562

cells(%,  x±s)

Positive ratio
Condition

Control 6 d TSPG 6 d TSPG+EPO 6 d TSPG+GM-CSF 6 d

EPO-R 21.35±4.08 76.31±33.03＊ 75.86±1.98＊ 71.67±2.62＊

GM-CSF-R 26.84±7.50 82.23±6.23＊ 81.77±6.85＊ 85.43±3.75＊

＊:P<0.01 vs control;Final concentration of TSPG:100μg/ml;Final

concentration of EPO:1 U /ml;Final concentration of GM-CSF:100 U/ml

3　讨论

　　研究白血病细胞的诱导分化及逆转机制已成为当

今生物医学领域内最热点的课题之一[ 5 ～ 7] 。从祖国医

学宝库中寻找抑制白血病细胞恶性增殖并诱导其向成

熟方向分化的中药诱导分化剂是值得探索的途径之

一。我们用 TSPG 协同细胞因子(EPO 、GM-CSF)诱导

K562细胞 ,对其形态学 、细胞化学 、细胞表面分化抗原

等方面进行了探讨。

　　我们的实验结果表明:TSPG(100 ～ 200 μg/ml)诱

导K562 后 ,K562 细胞在形态上趋向粒 、红系细胞分

化。经 TSPG诱导后 ,K562细胞 CD15的表达增强 ,且

随着时间延长 ,表达增强的程度也增加;同时 K562细

胞表达 HIR2增强。结合形态学指标 、酶化学与免疫

标志检测 ,我们认为:TSPG能诱导K562细胞向红系与

粒系方向分化 。但我们注意到 TSPG 持续作用后 ,

K562细胞并没有继续分化成为更成熟的细胞 ,而且

K562细胞核与胞浆发育不平衡 ,我们推测可能原因在

于TSPG 诱导后调节 K562细胞分化状态 ,诱导后继续

分化成熟需要造血生长因子的作用 。不同发育阶段与

不同系的造血细胞表达不同造血生长因子(HGF)受

体 ,依赖不同HGF刺激[ 8 ,9] 。因此我们观察了TSPG与

EPO 、GM-CSF 协同作用对 K562细胞诱导分化的影响 。

实验结果表明:TSPG 协同 EPO 、GM-CSF 两种细胞因子

进行诱导后 ,细胞直径与细胞体积较 TSPG单独作用有

进一步变小的趋势 ,而核浆比例进一步变小。表明

TSPG能协同细胞因子进一步促进 K562细胞向成熟方

向分化的趋势 ,形态学上更趋向红系与粒系细胞的特

点。细胞化学结果表明:TSPG协同 EPO作用K562细胞

的HIR2的表达较 TSPG单独作用明显增强 ,而 CD15的

表达无显著性差异。TSPG 协同 GM-CSF 作用后 ,K562

细胞的HIR2表达无显著差异 ,而 CD15 的表达明显增

强。

　　EPO-R、GM-CSF-R 的检测表明在 K562 细胞经

TSPG诱导后 , 二者受体的表达阳性率明显增强 ,但

TSPG单独诱导与 TSPG协同 EPO或 GM-CSF诱导之间

并无显著差异 。我们推测:TSPG 能促进 K562 细胞

EPO-R 、GM-CSF-R受体的表达 , 而 EPO 、GM-CSF 这两

种细胞因子不能加强 K562细胞的受体表达 ,很可能是

通过增强 EPO-R、GM-CSF-R的活性而增强对细胞因子

的灵敏性 。可见 TSPG协同 EPO 能促进 K562细胞向

红系继续分化的作用;TSPG协同 GM-CSF 能促进 K562

细胞向粒系进一步分化。我们推测 TSPG 促进 K562

细胞成熟分化的作用机理可能是 TSPG 促进 K562细

胞EPO-R 、GM-CSF-R的表达 ,受体与相应造血生长因

子结合最终导致细胞向某一细胞系分化 。

　　我们既往研究证明[ 1 , 2] TSPG 对造血干细胞的增

殖分化有明确的刺激作用 ,而对白血病细胞的增殖有

抑制作用 。本研究进一步证明:TSPG 能有效诱导

K562细胞向成熟方向分化 ,协同细胞因子后仍有进一

步分化的趋势 ,但未见功能和形态十分正常的血细胞 ,

我们认为造血发生是一个复杂的过程 ,我们正在对白

血病细胞癌基因的转录及信息调控进行研究之中 。
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