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人参总皂甙诱导人内皮细胞和单核细胞

表达AB2CDE的实验研究!
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摘要 目的：研究人参总皂甙（,D7A）对人内皮细胞和单核细胞表达粒细胞巨噬细胞集落刺激因子

（AB2CDE）的影响，及其与人粒单系血细胞发生调控的关系。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、免疫细胞化学和核酸分子原位杂交等技术，检测内皮细胞和单核细胞中AB2CDE的表

达。结果：经,D7A诱导制备的内皮细胞和单核细胞条件培养液中富含AB2CDE样活性，能显著促进人粒

单系造血祖细胞的增殖分化；,D7A能显著促进内皮细胞与单核细胞的AB2CDE蛋白和3F!G表达。结

论：,D7A可能通过直接和间接途径促进造血诱导微环境中的内皮细胞和单核细胞合成和分泌AB2CDE，进

而促进血细胞生成。
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人参是中医的补气要药，具有补气生血之功效，人

参总皂甙（?"?4.K4;"959K"N7494O:59K-9:，,D7A）是其

主要药效成分之一。我们既往的工作证实,D7A能促

进贫血小鼠造血功能的恢复，亦能在体外促进造血祖

细胞的集落形成〔+，/〕。本研究采用造血祖细胞体外培

养、造血生长因子生物学活性检测、免疫细胞化学和核

酸分子原位杂交等实验血液学技术，探讨,D7A诱导

人内皮细胞和单核细胞表达粒细胞巨噬细胞集落刺激

因 子（:P49<.">M?-234>P";J4:->"."9M2K?53<.4?59:N4>2

?"P，AB2CDE）及其与粒单系造血调控的相互关系，旨

在阐明人参补气生血的细胞与分子生物学机理。

材料与方法

+ 材料

+U+ 人骨髓细胞（="9-34PP"Q>-..，VBC） 取胸

外科手术切除新鲜肋骨，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

有核细胞，F7BW2+&*(培养液洗涤制备单细胞悬液。

+U/ ,D7A 重庆中药研究所提供，纯度为%)X
以上，用F7BW2+&*(培养液配制成所需浓度。

+U$ 主要试剂 F7BW2+&*(培养液：美国AWV2
CY公司产品；马血清：军事医学科学院提供；新生牛
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血清（!"）：杭州四季青公司产品；重组人粒细胞巨噬

细胞集落刺激因子（#$%&’(")）：购自军事医学科学

院基础医学研究所；鼠抗人%&’(")单克隆抗体：美

国*$+#,-./0.公司产品。

123 %&’(")寡核苷酸探针合成与标记 上海

博亚生物技术有限公司按核酸序列45’67%7%%(7’
%(6%6%((7%(7%(’85在 9:6合 成 仪 上 合 成，经

*6%;纯化达<<=，并在45端用9-/>?-/0.-.’11’@A7*
进行末端标记。

124 人内皮细胞条件培养液（B;C(&）和单核

细胞条件培养液（B&(&）制备 人脐静脉内皮细胞

株（;CD8E3）和人单核细胞株（7B*’1）购自中国科学

院上海细胞生物学研究所。实验分组：未诱导组（简称

!组），在含1E=!"的F*&G’1H3E培养液中常规传代

培养；7"*%组（简称(组），培养体系中加7"*%（终

浓度4E!/／,I）；阳性诱导剂组（简称9组），培养体系

中加阳性诱导剂GJ’1（终浓度1EEA／,I）。分组加药

后，置8KL、4=(MN的培养箱中培养N3$，离心收集各

组培养上清液。

N 方法

N21 7"*%诱导制备的B;C(&和B&(&中所

含%&’(")生物学活性检测 人粒单系造血祖细胞

（C>I>.O’P>#,-./Q.-R’/#+.QI>COR0,+C#>S$+/0，()A’
%&）的体外培养集落鉴定与计数按本室常规方法进

行〔8〕。在()A’%&培养体系中设置：对照组（简称6
组）：常规培养；未诱导组（!组）：在常规培养基础上分

别加1E=（D／D）未经诱导制备的各组条件培养液；

7"*%组（(组）：在常规培养基础上分别加入1E=
（D／D）经7"*%诱导制备的各组条件培养液；阳性诱

导剂组（9组）：在常规培养基础上分别加入1E=（D／

D）经GJ’1诱导制备的各组条件培养液。根据1T
1E4!&(所生成的()A’%&集落数，评价各组条件培

养液中所含%&’(")的生物活性。

N2N 7"*%对内皮细胞和单核细胞表达%&’(")
蛋白的影响 采用"*免疫细胞化学技术检测〔3〕未诱导

组（!组）、7"*%组（(组）和阳性诱导剂组（9组，作用浓

度和时间同“124”）的内皮细胞和单核细胞胞质内%&’
(")蛋白表达，并设置不加一抗的阴性对照组。每张载

片计数8EE个细胞，计算%&’(")蛋白表达阳性率。

N28 7"*%对 内 皮 细 胞 和 单 核 细 胞 表 达%&’
("),F:6的影响 采用核酸原位杂交技术检测〔4〕内皮

细胞和单核细胞中%&’("),F:6表达（实验分组同

“N2N”，诱导时间为1N$），并设置不加探针和F:6酶处

理载片的阴性对照组。光镜下每张载片计数NEE个细

胞，计算阳性细胞的百分比和积分指数。反应强度依据

胞浆中杂交信号的多少及颜色深浅分为强阳性（UUU）、

阳性（UU）、弱阳性（U）和阴性（V）3级，分别记为8、N、

1和E分，积分指数W阳性百分率T强度积分。

8 统计学方法 采用方差分析及!检验。

结 果

1 各组%&’(")生物活性的检测结果 见表

1。6组常规制备的B;C(&和B&(&对()A’%&
的增殖分化的刺激作用较弱，而经7"*%或阳性诱导

剂体外诱导N3$制备的各组（(、9组）条件培养液能

显著促进()A’%&的增殖分化，其集落产率明显提

高，与未诱导组（!组）比较差异有显著性（"!E2E4）。

提示7"*%能诱导内皮细胞和单核细胞生成%&’(")
样活性物质。

表! 各组()A’%&生物活性检测结果

（集落数／1T1E4!&(，"#X$）

组别 %
%&’(")

B;C(& B&(&
6 N3 412KYXH214 4424KXK28N
! N3 44238X42H4# 4<284XK2N<#
( N3 HH24NX42N1$ K82NNXY2<E$
9 N3 H42E3XH281$ HY24KX<28K$

注：与6组比较，#"!E2E4；与!组比较，$"!E2E4

N 7"*%对内皮细胞和单核细胞表达%&’(")
蛋白的影响 见表N。免疫细胞化学检测显示未诱导

组（!组）的内皮细胞和单核细胞胞浆中%&’(")蛋白

表达水平较低；经7"*%体外诱导N3$（(组）及GJ’1
阳性诱导剂作用（9组）后，上述细胞表达%&’(")蛋

白的阳性率显著提高，与未诱导组（!组）比较的差异

有显著性（"!E2E4）。提示7"*%可诱导和促进上述

细胞表达%&’(")蛋白。

表" 7"*%对内皮细胞和单核细胞表达

%&’(")蛋白的影响 （=，"#X$）

组别 % 内皮细胞 单核细胞

! 4 14218X321E 1<2E3XN241
( 4 NK28EXN238# 8N2Y8XY2YY#
9 4 8321HX824E# N<2HHX82EH#

注：与!组比较，#"!E2E4

8 7"*%对 内 皮 细 胞 和 单 核 细 胞 表 达 %&’
("),F:6的影响 见表8。核酸原位杂交结果显

示：未诱导组（!组）内皮细胞和单核细胞表达%&’
("),F:6的水平较低；经7"*%诱导1N$（(组）及

GJ’1阳性诱导剂（9组）作用后，上述细胞%&’("),’
F:6表达阳性率和表达阳性强度积分值均显著提高，

与!组比较差异有显著性（"!E2E4）。提示7"*%能

促进上述细胞%&’("),F:6的表达。
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表! !"#$对内皮细胞和单核细胞表达

$%&’"()*+,的影响 （!!-"）

组别 #
内皮细胞

阳性率（.） 积分指数

单核细胞

阳性率（.） 积分指数

/ 0 12345-6378 5376-5359 723::-93:: 5390-5354
’ 0 7:365-1380"5324-5350"0536:-6384"53:9-5317"
; 0 61367-9327"5386-5359"073:2-9398"1356-5312"

注：与/组比较，"$#5350

讨 论

!"#$是人参补气生血或促进血细胞发生的有效

成分之一，能促进小鼠造血干（祖）细胞的增殖分化，但

其机理尚有待阐明〔1，2〕。造血诱导微环境（<=>)=?@A>&
B>CDCDBEFG?D@B)DGH@>BIDH@B)>B?，JK%）是造血干（祖）

细胞定居、增殖和分化的场所，骨髓基质细胞是构成

JK%的核心成分，它包括成纤维细胞、单核&巨噬细

胞、内皮细胞和载脂细胞等。实验证明，造血基质细胞

不仅为血细胞发生提供有活力的支架，还可通过细胞

间直接接触来调节血细胞生成〔8〕，更为重要的是它们

能分泌多种造血生长因子和（或）受体，促进或抑制造

血发生〔:〕。我们前期工作已经证明：!"#$在体外可

诱导骨髓基质细胞表达$%&’"(。

骨髓基质细胞是一混合细胞群体，而内皮细胞和

巨噬细胞是其主要组成成分。单核&巨噬细胞来源于

骨髓造血细胞，又反过来对造血发生起着调控作用。

无论是骨髓中单核巨噬细胞，还是骨髓外巨噬细胞，都

可通过分泌造血生长因子等活性物质调节造血。内皮

细胞不仅是造血细胞进出血循环的通路，也可通过分

泌造血生长因子对血细胞发生进行调控〔4L11〕。为明确

!"#$对内皮细胞和单核细胞分泌$%&’"(样活性的

影响，我们分别采用人单核细胞株!J#&1和脐静脉内

皮细胞株MGN659为单核&巨噬细胞和内皮细胞模型，

对其在!"#$刺激下分泌$%&’"(样活性进行了检

测。本研究结果显示：经!"#$诱导制备的!J#&1和

MGN659培养上清液对’(O&$%的增殖分化有明显促

进作用，提示其中$%&’"(样活性有所增加。可以推

测!"#$对内皮细胞和单核&巨噬细胞表达$%&’"(
具有明显的刺激作用。

采用造血祖细胞体外培养检测造血生长因子的生

物活性仅反映细胞条件培养液具有$%&’"(样活性，但

由于造血生长因子具有多效性和丰余性的特点，故该方

法的特异性不强。为进一步验证!"#$是否能影响上

述细胞表达$%&’"(，本研究采用免疫细胞化学技术检

测了!J#&1和MGN659的$%&’"(蛋白表达水平。结

果显示：经!"#$诱导后上述两种细胞的$%&’"(蛋白

表达阳性率显著高于未诱导组，这与生物活性检测的结

果相一致。为了进一步明确!"#$能否在转录水平上

促进$%&’"(表达，我们制备$%&’"(寡核苷酸探针，

运用原位杂交技术对!J#&1和MGN659的$%&’"()*&
+,表达水平进行检测，结果提示!"#$能促进内皮细

胞和单核&巨噬细胞中$%&’"()*+,的表达。

现代造血理论认为：造血调控因子与造血细胞膜上

相应受体结合，启动调控信号向核内转导，引起核内某

些基因转录增强和（或）其他基因转录抑制，最终表现为

蛋白质合成改变，导致细胞行为的变化。尽管在’O(&
$%的增殖分化中受到诸多造血调控因子的控制，但

$%&’"(与$%&’"(受体相互作用却是粒单系血细胞

发生调控的关键环节。本研究结果提示：!"#$能诱导

造血微环境中的内皮细胞和单核&巨噬细胞表达$%&
’"(蛋白和)*+,，这可能是!"#$调控粒单系血细胞

发生和促进免疫功能的生物学机理之一。
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