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摘要 目的：研究三七总甙对:;-细胞促凝活性和组织因子表达及诱导分化作用的影响。方法：用三

七总甙处理:;-细胞，测定复钙时间观察:;-细胞的促凝活性（<=9891>?(1@A18A2B2AC，DEF），G&/DEG检测

&H/0G:F的表达；采用四唑蓝（I&&）法检测三七总甙对:;-细胞增殖抑制作用；以:;&还原实验、细胞

形态学观察及流式细胞术分析研究三七总甙对:;-细胞诱导分化的影响。结果：（!）不同浓度三七总甙均

可显著延长:;-细胞的复钙时间，降低:;-细胞的DEF水平，呈时间浓度依赖性，同时下调组织因子&H/
0G:F的表达；（%）三七总甙可部分抑制:;-细胞的增殖；（)）三七总甙可提高:;-细胞:;&还原能力

（!!#"#$），细胞形态方面显示单核／巨噬细胞分化趋势。结论：三七总甙可降低:;-细胞的促凝活性及

&H/0G:F的表达，诱导:;-细胞部分分化，有望作为新的抗凝药物。
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急 性 早 幼 粒 细 胞 白 血 病（18?A’<=90C’(98CA28
(’?W’021，FDJ）是 一 种 有 严 重 出 血 倾 向 的 白 血 病，

FDJ细胞表面异常表达组织因子（A2RR?’S18A9=，&H）

是导致凝血活性增高，引起弥散性血管内凝血（MKE）

的主要因素，治疗和预防MKE目前还没有更有效的抗

凝药物，本研究以活血化瘀代表药三七提取成分三七

总甙（<1@15@9A9>2@R’@>，D:T）处理FDJ细胞株:;-
细胞，研究三七总甙的抗凝作用，并从诱导分化角度探

讨其抗凝机制，有助于寻找新的抗凝药物及治疗MKE
的方法。

材料与方法

! 主要药物及试剂 三七总甙购自云南植物药

业，用不含血清的GDIK!6-#培养液配成工作液浓度。

四唑蓝（I&&）购自T2>01公司。&GJX9(G:F提取试剂

盒购自OK;EN公司，组织因子引物由华美生物工程公

司合成，随机引物及I/IJY逆转录酶购自D=90’>1公

司，&1ZM:F聚合酶购自华美生物工程公司。

% 细胞培养 :;-细胞引自天津血研所，培养

于含!#[灭活胎牛血清（OK;EN;GJ）、青霉素!##\／

0(及链霉素!##0>／0(的GDIK!6-#培养液中，于
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!"#$%，饱和湿度为&’’"，()*培养箱中悬浮培养，

每%!(天传代&次，实验用对数生长期细胞，台盼蓝

染色拒染率均在+!"以上。

( 三七总甙对,-.细胞促凝活性的影响

(/& 促凝活性（012324567489439:;:9<，=#>）测定

细胞分组：用不同浓度的三七总甙处理,-.细胞，分

为!’"5、&’’"5、%’’"5／?7及空白对照组，于.@A、+BA、

&..A收集细胞，调整细胞浓度为&C&’)／?7，取!’"7
细胞悬液加等体积健康人混合血浆（,D=，含凝血因

子，包括EF#）于()*孵育(?:8，再加入’/’%!?27／G
氯化钙!’"7，参照文献〔&〕方法记录凝固时间，凝固时间

越短，则=#>越高。独立实验重复(次。

(/% 组织因子?H,>测定 收获经%’’"5／?7
=,I作用.@A、)%A、+BA、&%’A、&..A的,-.细胞及未

经处理的对照组,-.细胞，JH7K27一步法提取细胞总

H,>，电泳鉴定H,>质量并用紫外分光光度计（JLM
&@’’，北京通用）定量。逆转录后，=#H扩增，引物设

计与扩增参照文献〔%〕。JE上游引物（!)!M!+.N0）：!OM
P>>PP>>#>>#>#JJJ##J>M(O，下 游 引 物

（)@@M)B!N0）：!OMPPP#JPJ#JPJ>#J#JJ##P
PJJ>M(O，扩增条件为+.*，(’Q；B’*，(’Q；)%*，.!Q；

(!个 循 环，)%*延 伸&’?:8，扩 增 片 段 长 度%&(N0。

&!5／G 的 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳（ 含 R-!"5／?7），+’F，

.’?:8，在紫外线灯下观察结果，读胶仪（>70A4S?M
45TJU&%%’VW236?T8949:28>847<Q:QI<Q9T?，>70A4
S8829T3#2102149:28，LI>）扫描定量，以JE／P>=WD
的比值代表JE?H,>的表达丰度。P>=WD为磷酸

甘油 醛 脱 氢 酶（57<3T147XTA<XT0A2Q0A49TXTA<X125TM
84QT）。

. ,-.细胞增殖测定 用UJJ法〔(〕检测：将对

数期生长的细胞悬液接种于+B孔培养板，每孔%’’"7
（细胞浓度%C&’! 个／?7），加 入 终 浓 度 为!’、&’’、

%’’"5／?7的=,I，每个浓度接种(个复孔，分别孵育

’、%.、.@、)%、+B、&%’A。同时设空白对照组。培养结束

前BA加入%’"7UJJ（!?5／?7），离心培养板&’?:8，

弃上清，加入%’’"7二甲基亚砜（X:?T9A<7Q67Y2Z:XT，

WUI$），振 荡 溶 解 甲 替 结 晶，酶 标 仪（-S$MH>W）

.+’8?测吸光度!值，绘制细胞生长曲线。独立实验

重复(次。

! 三七总甙对,-.细胞诱导分化影响

!/& 硝基蓝四氮唑（8:912N76T9T914K27:6?，,-J）

还原试验 采用文献〔.〕方法。收集%’’"5／?7=,I处

理第.天，第B天,-.细胞及空白对照组细胞，离心，

加终浓度为&/’?5／?7,-J和%’85／?7佛波酯（&%M’M

9T914XT348<M0A21N27M43T949T，J=>），()*孵 育%’?:8，

离心涂片，瑞M姬氏染色，光镜下计数%’’个细胞，细胞

内有蓝黑色斑为阳性，计数,-J阳性细胞百分率。

!/% 细胞形态学观察 收集%’’"5／?7=,I处

理第.天、第B天,-.细胞，瑞M姬氏染色，光镜下观

察细胞形态并照相。

!/( #W&&N、#W&.测定 收集%’’"5／?7处理

第.天、第B天 的 ,-.细 胞，冷=-I洗 两 遍，加 入

#W&&N、#W&.抗 体，孵 育(’?:8，流 式 细 胞 仪（E>#M
I#47:N61）检测。

B 统计学处理 用I=II&&/!统计软件处理。

采用"检验或单因素方差分析。

结 果

& 不同浓度=,I对,-.细胞=#>的影响 见

表&。未经处理的,-.细胞凝固时间最短，=#>水平

最高，不同浓度三七总甙均可延长,-.细胞的凝固时

间，降低,-.细胞的=#>，呈时间及浓度依赖性。其

中=,I%’’"5／?7组 作 用 最 强，与=,I!’"5／?7及

=,I&’’"5／?7组比较差异均有显著性。

表! 不同浓度=,I对,-.细胞=#>的影响 （Q，!#[$）

组别 %
=#>

’A .@A +BA &..A
空白对照 (!)/.[%/%! B’/@([./’& B’/.([./@( B’/)([./.!
=,I!’"5／?7 (!)/.[%/%! )’/(([)/BB @’/@([&/’." +)/B)[./)(""
=,I&’’"5／?7(!)/.[%/%! @’/B([&/B!" @!/!)[)/)+" &&&/’’[&&/!("
=,I%’’"5／?7(!)/.[%/%!#@B/’’[)/%&"#+&/!’[&/(%" &!./(’[+/)&""##$

注：与空白对照组比较，"&%’/’!，""&%’/’&；与=,I!’"5／?7
组比较，#&%’/’!，##&%’/’&；与=,I&’’"5／?7组比较，$&%’/’&

% 各组JE?H,>的表达结果比较 见图&。

=#H产物可见().N0（P>=WD），%&(N0（JE）条带。对

照组（未经=,I处理的,-.细胞）JE?H,>与内参

照比值为.’/@"，经%’’"5／?7=,I处理的,-.细

胞，.@A比值降至&./+"，&..A被完全抑制。
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! 三七总甙对"#$细胞的增殖影响 见图%。

各组与对照组比较细胞增殖部分受抑。&"’())!*／+,
组及%))!*／+,组孵育-%.时与空白对照组比较差异

有显著性（!!)/)0）。

$ &"’对 "#$细 胞 "#1阳 性 率 及 23((4、

23($表达的影响 见表%。三七总甙处理第$天

"#$细 胞 的 "#1阳 性 率 升 高，第5天 达（%0/!!6
$/)$）7，与对照组比较差异有显著性（!!)/)0或

表! &"’对"#$细胞"1#阳性率、23((4、

23($表达的影响 （7，""6#）

组别 "#1阳性率 23((4 23($
空白对照 第$天 -/)6%/) %/5-6)/8( %/)-6)/5$

第5天 9/)6(/8 %/5-6)/8( %/)-6)/5$
&"’%))!*／+, 第$天 (0/)6%/)# 0/$)6(/8! $/!%6(/)$

第5天 %0/!6$/)## $/!!6(/(! 0/$-6$/%(

注：与空白对照组比较，#!!)/)0，##!!)/)(

!!)/)(）。23((4、23($表达有一定上调，但与对照

组比较差异无显著性。

0 &"’对"#$细胞形态影响 见图!。三七总

甙%))!*／+,处理"#$细胞第$天，可见部分细胞胞

体变大，胞浆染色变浅，空泡增多，浆／核比例增大，核

仁变淡或消失，细胞核呈肾形或出现折叠。显示单核／

巨噬细胞分化趋势。

讨 论

以往的研究证实〔0，5〕，"#$细胞的促凝活性是由细

胞表面组织因子决定的，组织因子与血浆中的:"结

合，共同激活:#，由此进入外源性凝血途径，促进血

液凝固。因此"#$细胞的&2;主要反映组织因子的

功能活性。本实验结果显示："#$细胞具有较强的促

凝活性，在2<%=存在下，能使健康人混合血浆（">&）

迅速凝固。不同浓度三七总甙均显著延长"#$细胞

的复钙时间，降低"#$细胞的&2;水平，呈浓度及时

间依 赖 性，显 示 三 七 总 甙 有 较 强 的 抗 凝 作 用。在

1:+?";的 表 达 上，&"’%))!*／+,处 理 "#$细 胞

$8.，1:+?";的表达即明显降低，表明三七总甙抑制

了1:+?";的转录，减少了组织因子的合成释放，进

而降低"#$细胞的促凝活性，抑制凝血系统的激活。

为了解三七总甙的作用机制，我们进行了诱导分

化方面的相关研究，"#1还原能力为正常中性粒细胞

或分化细胞所具有，23((4为成熟粒细胞分化抗原标

志，23($为成熟单核细胞分化抗原标志，本实验结果

显示经三七总甙处理第$天"#$细胞的"#1阳性率

升高，第5天达（%0/!!6$/)$）7，细胞形态方面也出

现单核／巨噬细胞分化趋势，23((4和23($与对照组

比较也有一定的变化，另外，@11法显示三七总甙部

分抑制"#$细胞的增殖，在-%.后，各处理组与对照

组比较差异有显著性，表明三七总甙在形态及功能方
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面可诱导!"#细胞的部分分化，进而抑制!"#细胞

的增殖。其诱导分化作用较弱，故$%&&’和$%&#表

达未明显上调。

以往研究中，如维甲酸、丹参酮!(〔)，*〕均显示既

降低促凝活性，又有较强的诱导分化或促凋亡作用，本

研究显示三七总甙显著降低!"#细胞的+$(水平及

,-./!(的表达，但抑制增殖诱导分化作用相对较

弱，两方面的作用不完全同步，提示三七总甙的抗凝机

制部分由于其对!"#细胞的诱导分化作用，而更多的

机制有待我们进一步探讨。

三七是活血止血的代表药，三七总甙既有较强的

抗凝作用，又可诱导部分细胞分化，这一点可能更适合

抗凝药物的选择及%0$的预防治疗。
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