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川芎嗪对骨髓移植小鼠骨髓造血的影响!
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内容提要 目的：探讨川芎嗪对同基因骨髓移植（,"-./011"2310-4560-3037"-，89:）小鼠89:后骨髓

造血的影响。方法：建立典型同基因89:小鼠模型，随机分成两组：骨髓移植（89:）组和89:加川芎嗪处

理组（川芎嗪组），另设正常组（未做任何处理）。89:组胃饲生理盐水，每次(;)/6／只，每天)次。川芎嗪

组胃饲磷酸川芎嗪注射液，每次(;)/6／只，每天)次。分别于89:后第<、’、<+天观察外周血细胞，骨髓单

个核细胞（899!=），采用免疫组化>?8=@?A法测定骨髓组织切片中硫酸肝素（B>）表达水平；基质细胞来

源因子@<（431"/06C.17D.CE0F3"1，>GH@<）的表达水平；=I=趋化因子受体+（=I=J+）表达水平。结果：川芎

嗪组第’、<+天外周血白细胞、红细胞、血小板、899!=及=I=J+、B>、>GH@<表达水平均显著高于89:
组（!"(;(K或!"(;(<）。结论：川芎嗪能够在骨髓移植造血重建早期促进骨髓造血。
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89:#$%(;#：:"7-D.437N03.3P..EE.F3"E67NR4310S7-.（T:）"-P./03"5"7.4747-/7F.0E3.1,"-./011"274"@
310-4560-3037"-（74"@89:）#1#%<&=+：:P.3M57F06/"C.6"E74"@89:204.430,674P.C0-C3P./"C.6/7F.2.1.
10-C"/6MC7D7C.C7-3"32"N1"R54，3P.T:N1"R531.03.C273PT:7-U.F37"-(#)/60-C3P.F"-31"6N1"R531.03.C
273P-"1/064067-.(#)/6，327F.0C0M,MN0431"N0D0N.#:P.E"66"27-N5010/.3.142.1.",4.1D.C7-3P.C0M<，

’0-C<+：5.175P.106,6""CF.664，,"-./011"2/"-"@-RF6.01F.664（899!=），P.5017-4R6E03.（B>）.V51.447"-
7-,"-./011"24.F37"-,M7//R-"P743"FP./7F06>?8=@?A/.3P"C，431"/06F.66C.17D.CE0F3"1@<（>GH@<）.V@
51.447"-0-C=I=FP./"30V74E0F3"11.F.53"1+（=I=J+）.V51.447"-#>#+*7%+：:P.6.D.64"E5.175P.106W8=，

5603.6.3，899!=，=I=J+，B>，>GH@<033P.C0M’0-C<+7-3P.T:N1"R52.1.066P7NP.147N-7E7F0-36M3P0-
3P"4.7-3P.F"-31"6N1"R5（!"(;(K"1!"(;(<）#?&/$7*+(&/：T:F"R6C7/51"D.3P.,"-./011"2
P./03"5"7.4747-3P..016MP./03"5"7.37F1.@.430,674P7-N430N.0E3.189:#

@#A2&,=+ 67NR4310S7-.，,"-./011"2310-4560-3037"-，P./03"5"7437F1.@.430,674P7-N，P.5017-4R6E03.，

431"/06F.66C.17D.CE0F3"1<，=I=FP./"30V74E0F3"11.F.53"1+

造血干细胞（B>=）移植回髓及骨髓造血重建过程

是一个有多种因素介入的复杂过程，不仅取决于回髓

的B>=的质与量，还取决于造血微循环（BX9）的修复

情况，需BX9与B>=密切接触并调节B>=增殖、分

化与自身维持，才能使骨髓造血重建。本实验探讨川

芎嗪对骨髓移植（89:）小鼠89:后骨髓造血的影

响。

材料与方法

< 材料

<;< 实验动物 清洁级近交系8?T8／=小鼠K*
只，&!<(周龄，体重<’!)(N，雌雄兼用，由湖北省医

学科学院实验动物中心提供。于照射前$天至照射后

<+天灌喂庆大霉素注射液（)((R／只）清洁胃肠道。

<;) 药物 磷酸川芎嗪注射液，每毫升含磷酸川

芎嗪<(/N，丽珠利民制药厂生产，批号为%%(<(<。

<;$ 试剂 兔抗小鼠>GH@<单抗，购自:"-"M
A7-F487"60,4公司，即用型>?8=@?A（兔XNO）试剂盒，

购自武汉博士德公司；羊抗小鼠=I=趋化因子受体+
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（!"!#$）多抗（%&’()）及%**!+大鼠,-.单抗，购自

北京中山公司；小鼠抗小鼠硫酸肝素（/0）单抗（美国，

1(232-(453），即用型061!+67（小鼠,-8）试剂盒，购自

武 汉 博 士 德 公 司；大 鼠 抗 小 鼠,-8 单 抗，购 自

795:;()-<)公司。

=>$ 仪 器 ?$@AA血 细 胞 计 数 仪（0B’;<C公

司）；流式细胞仪（1<4D2)E(4F()’2)%6!02:D公司）；

/7,60+=AAA高清晰度彩色病理图像测量系统。

G 动物分组及处理 16H1／!小鼠@I只分为J
组。正常组K只，未作任何处理；18*组及18*加

川芎嗪组（川芎嗪组）各G$只，均经IA!2!射线全身均

匀照射，剂量为=>I$$.B／;()，总剂量L>@.B。

J 18*模型的建立 参照文献（=）方法。取正常

的16H1／!小鼠，颈椎脱臼处死后，立即取双侧股骨

制备有核细胞悬液并计数，调浓度至@M=AI／;3，将此

在$9内经尾静脉输入受照射的18*组及川芎嗪组

小鼠体内，输入细胞数GM=AI／只，液体量A>G;3／只。

$ 动物用药 18*模型建立后，川芎嗪组小鼠

立即腹腔注射磷酸川芎嗪注射液A>G;3／只，每天G
次。18*组腹腔注射生理盐水A>G;3／只，每天G次。

分别在18*后第=、L、=$天分批处死各组小鼠。

@ 观察项目

@>= 外周血细胞计数 收集眼眶血以二乙酸四

乙二钾抗凝，计数外周血红细胞、白细胞和血小板。

@>G 骨髓单个核细胞（188N!）计数 小鼠处

死后立即取双侧股骨，分离出188N!并计数。

@>J 骨髓组织学观察 小鼠处死后即取双侧尺

骨，以体积分数为=AO的中性甲醛固定，采用文献（G）

方法，低温塑料包埋，室温下尺骨中段横面切片和矢状

面切片，/P+.(<;’5染色，于=AM$A高倍镜下使用@
M@网格计微器观察以下指标：随机计取=@个视野中

造血组织、脂肪组织、微血管及血液中红细胞各自的点

击数（各自所占的比例即为各自所占的容量）。

@>$ !"!#$表达水平分析 小鼠处死后，分离

出188N!，参照文献（J）方法，采用流式细胞仪测定各

组!"!#$的表达水平。

@>@ 重建骨髓组织切片中基质细胞来源因子+=
（0E%+=）表达 小鼠处死后，即取一侧尺骨，常规固定

脱钙，浸蜡包埋。尺骨矢状切片（J";），常规脱蜡至

水，复方消化液消化JA;()后，正常山羊血清封闭，甩

干。以=Q=AA稀释度加入一抗（兔抗小鼠0E%+=多

抗），$R孵育过夜，A>A=;23／H*10（N5!3加*:(’加乙

酸）洗J次后，依次加入生物素化二抗（山羊抗兔,-.）

JLR孵 育GA;()，061!+67JLR孵 育GA;()，1!,7／

N1*显色剂室温显=A#JA;()，镜下控制反应时间，

蒸馏水洗涤，干燥后水溶性片剂封闭，显微镜下观察并

进行图像分析。

@>I 重建骨髓组织切片中/0表达水平 小鼠

处死后，取一侧肱骨，常规固定脱钙，浸蜡包埋。肱骨

矢状面切片（J";）常规脱蜡至水，复方消化液消化

JA;()后，正常山羊血清封闭，甩干。以=QGAA稀释度

加入 一 抗（小 鼠 抗 小 鼠 /0单 抗），$R孵 育 过 夜，

A>A=;23／H*10（N5!3加*:(’加乙酸）洗J次后，依次

加入 生 物 素 化 二 抗（ 山 羊 抗 小 鼠,-8）JLR孵 育

GA;()，061!+67JLR孵育GA;()，1!,7／N1*显色剂

室温显色=A;()，显微镜下控制反应时间，蒸馏水洗

涤，干燥后水溶性封片剂封片，计算机图像分析测量

/0阳性面积百分数。

I 统计学处理 统计学分析数据以均数S标准

差（!!S"）表示，采用060I>=G进行#检验和相关分

析。

结 果

= 外周血白细胞、红细胞及血小板计数测定结果

见表=。川芎嗪组在18*后第L、=$天的红细胞、

白细胞、血小板计数均显著高于18*组（$"A>A@或

$"A>A=），低于正常组（$"A>A@或$"A>A=）。

G 骨髓188N!计数测定结果 见表=。18*
后第=天川芎嗪组和18*组的188N!急剧减低

（$"A>A=）；川芎嗪组在18*后第L、=$天188N!
数均显著高于18*组（$"A>A@）。

J 骨髓组织学观察结果 见表G。观察同一张

切片上造血组织及微血管血窦的相对比例，川芎嗪组

在18*后第L、=$天的造血组织容量百分率均显著

高于18*组（$"A>A@），而 均 低 于 正 常 组（$"
A>A=）；川芎嗪组骨髓微血管及血窦中成熟红细胞容量

在第L、=$天 均 显 著 低 于18*组（$"A>A@，$"
A>A=），而两组的成熟红细胞容量均显著高于正常组

（$"A>A=）。第L天川芎嗪组和18*组均未见到巨

核细胞，第=$天仅川芎嗪组出现巨核细胞。

$ !"!#$表达水平分析结果 见表J。18*
后第L、=$天川芎嗪组和18*组的!"!#$荧光强度

显著高于正常组（$"A>A=），而川芎嗪组显著高于

18*组（$"A>A=）。

@ 重建骨髓组织切片中0E%+=、/0的表达水平

结果 见表$。18*后第L、=$天川芎嗪组0E%+=表

达水平显著高于18*组（$"A>A@）。18*后川芎嗪

组和18*组中/0的表达水平急剧减低，但川芎嗪组
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表! 各组小鼠外周血细胞计数及!""#$计数比较 （!!%"）

组别
!"&后时间

（’）
鼠数

(!$
（)*+,／-）

.!$
（)*+*/／-）

!0$
（)*+,／-）

!""#$
（)*+1／根股骨）

正常 2 34,+%+41, ,435%+4/6 27,4++%,746* 546+%+4/+
!"& * 1 /4*5%+415" 247,%+45+" 7,/4++%6*455 +4/7%+4+3""

7 1 +45+%+4+2" 74/1%+422"" 6346+%/*4/+"" +453%+4+*""

*3 1 +455%+4+2"" 741+%+471"" 2342+%24,,"" +416%+4+/""
川芎嗪 * 1 /457%+412"" 242,%+45+ 23/4++%1*4,/ +45+%+4+/""

7 1 +461%+4/*""## 24/6%*4**"## *5142+%55427""# +436%+4+/""#

*3 1 +462%+4*,""## 24*/%+45/"## *224++%/64*+""## +47,%+4+/""#

注：与正常组比较，"#$+4+6，""#$+4+*；与!"&组同期比较，##$+4+6，###$+4+*
表" 各组小鼠组织学观察结果比较 （!!%"）

组别
!"&后时间

（’）
鼠数

巨核细胞数

（个／89:）

微血管面积

（格／根血管）

造血组织容量

（;<=>）

成熟红细胞容量

（;<=>）

正常 2 6472%+467 +42+%+451 ,5452%/45+ /42+%*4/+
!"& * 1 641+%+45/ 34*+%*4*+" 6,4,3%3461 /*426%54/+"

7 1 + — *74,,%54*7" 63411%54/5"

*3 1 + — /2476%54++" 5,45*%34/+"
川芎嗪 * 1 6417%+4*6 542,%+4,5" 1+4*1%34,1 /*4+6%/46+"

7 1 + — 5*4,1%54/7"# 364*6%54*5"#

*3 1 +472%+46,"## — 574/6%/46+"# *246/%/42+"##

注：与正常组比较，"#$+4+*；与!"&组同期比较，##$+4+6，###$+4+*；由于!"&后第7、*3天微血管、血窦扩张破裂，弥漫出血，难以测

定微血管面积，因此该时点微血管面积项无数值

表# 各组小鼠$?$.3在!""#$表面表达变化 （!!%"）

组别
!"&后时间

（’）
鼠数

$?$.3表达量

（荧光强度）

正常 2 54,,%+471
!"& 7 1 ,42/%/461"

*3 1 647,%+46*"
川芎嗪 7 1 *546*%/4/5"#

*3 1 2476%*4*5"#

注：与正常组比较，"#$+4+*；与!"&组同期比较，##$+4+*

表$ 各组小鼠重建骨髓组织切片中@A:B*、

8@表达的变化 （!!%"）

组别
!"&后

时间（’）
鼠数

8@
（;<=>）

@A:B*
（;<=>）

正常 2 *,461%/4/6 —

!"& 7 1 3437%*4*1 5423%/4,+
*3 1 14/5%*416 1435%5431

川芎嗪 7 1 1455%*47+" *+452%2415"

*3 1 ,4+/%*423"" **42/%146+"

注：与!"&组同期比较，"#$+4+6，""#$+4+*

在!"&后第7、*3天8@表达水平均高于!"&组（#
$+4+6，#$+4+*）。

讨 论

我们 所 建 立 的 小 鼠 !"&模 型，其 外 周 血 象、

!""#$计数以及骨髓组织学的变化特点与文献（3）报

道基本一致，说明模型建立是成功的。

观察小鼠!"&后骨髓造血重建的过程，发现这

一过程可能是依次出现以下组织学特征：早期骨髓微

血管、血窦扩大破裂，大面积出血；随后造血组织增殖、

扩增。川芎嗪组小鼠的骨髓早期骨髓微血管、血窦扩

张瘀血，都明显较正常组轻；同时，川芎嗪组小鼠的

!""#$和造血组织容量显著升高，巨核细胞提早出

现，这些结果说明，川芎嗪能通过改善骨髓造血微环

境，促进造血组织恢复而加快了!"&后骨髓的造血

重建。

$?$.3是一种7次跨膜$蛋白藕联受体，大量表

达于$A53C加造血细胞及巨核细胞的表面，与@A:B*
相互作用，可以加速造血祖细胞的跨内皮迁移，间接促

进巨核细胞的生长。我们观察到$?$.3的水平在川

芎嗪组有明显的提高，说明了川芎嗪能促进!"&后

!""#$上的$?$.3早期大量的表达，其表达水平

又反映了造血干细胞迁移、造血重建的进程。这可能

是川芎嗪加速!"&造血重建的作用之一。

@A:B*属于$?$趋化因子家族，主要由骨髓基质

细胞分泌，可与造血干细胞表面的$?$.3相互作用。

@A:B*不 仅 可 以 高 效 趋 化 $A53C 加 造 血 干 细 胞

（8@$），还能激活造血细胞上表达的粘附分子（;-DB
3、;:DB*），并增强与内皮细胞上相互配体（;$D"B*、

E$D"B*）的相互作用，使滚动于血管内皮细胞上的造

血干细胞与骨髓内皮细胞紧密结合，使外周血中8@$
向骨髓的跨内皮迁移加快，促进8@$回髓。因而，

!&"后@A:B*的表达水平与骨髓造血重建密切相

关。我 们 的 实 验 显 示：!"&后 川 芎 嗪 组 织 切 片 中
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!"#$%的表达水平，在第&、%’天均高于()*组，说明

川芎嗪之所以能使()*后+!,回髓，增加基质细胞

和细胞粘附功能，促进造血重建，基质细胞大量表达

!"#$%可能是其又一机制。

+!是一类由线性硫酸化二糖重复单位（即葡萄

糖胺!葡萄糖醛酸）构成的糖胺聚糖大分子，与核心蛋

白共价结合，从而以蛋白多糖的形式存在于几乎所有

组织微环境中（包括骨髓微环境）。+!在骨髓中主要

分布于基质细胞表面和细胞外基质（-,)）中，能与多

种细胞因子（,.）和-,)成分相互作用，保护这些配

体免遭酶解或将之滞留在-,)中；+!在细胞表面作

为共受体来增加与特异性受体结合机率，形成多分子

干细 胞 龛（/），一 方 面 参 与 介 导 +!,与 基 质 细 胞 和

-,)的粘附，另一方面通过与,.和-,)成分选择

性定位，诱导+!,静止／存活或增殖／分化。+!能促

进巨核细胞造血（0）和(淋巴细胞造血（&），我们对骨髓

+!的表达水平的动态观测显示：()*后小鼠骨髓组

织切片中+!表达水平显著下降，但川芎嗪组+!的表

达水平明显高于正常组，说明川芎嗪可促进()*小

鼠骨髓+!的表达。参与介导+!,粘附定居和增殖

分化，故川芎嗪通过作用于+!而加速()*后造血微

环境的修复。这可能是川芎嗪促进()*后造血重建

过程又一机制。

总之，川芎嗪能促进()*小鼠骨髓微血管的修

复，增加微血管数量，增加骨髓微环境供氧，促进造血

细胞增生，增加骨髓())1,上!"#$%受体,2,3’

及骨髓组织中!"#$%的表达，促进骨髓组织在()*
后表达+!。川芎嗪能促使()*后骨髓重建造血。
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关于举办“中华中医药学会学术年会暨创新优秀论文评选活动”的通知

为了促进中医药学术在新世纪的发展，总结我会建会以来

的中医药学术成就，研讨我国加入 \*U后中医药发展的战略

和对策，做好中医药的继承、发展、创新工作，促进中医药整体

学术水平的提高，推动中医药行业技术创新，实现中医药现代

化，中华中医药学会主办、浙江康莱特药业有限公司协办，定于

6::6年%:月在杭州举办“中华中医药学会学术年会暨创新优

秀论文评选活动”。现将有关事宜通知如下。

% 征文内容 （%）中医内、外、妇、儿等临床各科研究进展

及发展趋势；（6）中医基础理论研究及进展；（9）中西医结合研

究的思路与方法；（’）经络临床研究与应用；（/）中医现代化研

究；（0）如何作好中医药学术的继承与发展；（&）中医药创新研

究；（8）中药现代化研究；（5）中医药在农村基层医疗中的应用；

（%:）中医药人才的教育与培养；（%%）中医药养生、康复、保健研

究与实践；（%6）中医药古籍的整理；（%9）中医药与信息网络技

术；（%’）中医专科专病建设；（%/）中药新药开发研究；（%0）中医

药如何迎接\*U挑战；（%&）中药剂型改革；（%8）中药材的栽

培、炮制及中药提取技术研究；（%5）中医药多学科研究；（6:）中

药复方配伍及药性研究；（6%）中医医院管理、中医护理经验总

结；（66）与中医药相关的其他内容。

6 征文要求 （%）来稿要求有创新性，论据充分，观点鲜

明，内容充实，字数限’:::字以内，附8::字以内摘要，请一律

用打印稿并寄送软盘或将文章发送到我会-$F?D=上；（6）来稿

请详细注明作者单位、职务、职称、邮编、地址等；（9）请自留底

稿，恕不退稿，来稿一律文责自负；（’）大会学术委员会将对所

录用的论文进行评审，并设创新优秀论文奖；（/）截稿日期：

6::6年&月9:日。

9 来稿联络处：%:::65北京市朝阳区樱花区东街甲’号

中华中医药学会学术部（收），请在信封右上角注明“学术年会”

字样。咨 询 电 话：:%:—0’6%6868，传 真：:%:—0’65&589，-$
F?D=：̂C???!6094@>A，̂C=??!J;<O4E;F。
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