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熟地超滤膜提取物对氯化镉诱导骨髓间充质干细胞

增殖及遗传稳定性变化的影响
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摘要$目的$探讨熟地超滤膜提取物对氯化镉"

'I'1

!

#诱导骨髓间充质干细胞"

J3A; =>//3K =;L

#

;AEM@=>1 LN;= E;11L

!

O,P'L

#增殖及遗传稳定性变化的影响$ 方法$采用微核实验%染色体分析%流式

细胞术观察熟地超滤膜提取物对化学毒性物质
'I'1

!

诱导
O,P'L

增殖%细胞微核率%染色体畸变率及凋亡

率的影响$ 结果$与
'I'1

!

组比较!不同分子量段熟地超滤膜提取物在浓度为
"

!

6 BHQ

对
'I'1

!

诱导的

O,P'L

有明显的促进增殖作用"

R S"

!

"$

#$ 与对照组比较!

'I'1

!

组细胞微核率%染色体畸变率及凋亡率

均明显增高"

R S"

!

"$

#&与
'I'1

!

组比较!不同分子量段熟地超滤膜提取物对
'I'1

!

诱导的
O,P'L

微核

率%染色畸变率及凋亡率均明显降低"

R S"

!

"$

#!其中
O,P'L

微核率及染色畸变率以
#" """

分子量以下

组降低最为明显"

R S"

!

"$

#!凋亡率以
#" """ T!"" """

分子量组下降明显"

R S"

!

"$

#$ 结论$熟地提取

物可以减少
'I'1

!

诱导
O,P'L

的凋亡率!降低
O,P'L

的微核率和染色体畸变率$
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$$随着现代工业的迅猛发展"镉污染问题日益严重"

大量的研究表明'

#

"

8

(

#少量的镉$

'I

%进入人体即可产

生生物放大作用和生物积累"机体自身不易将其排出"

其蓄积时间可达
$"

年之久) 同时"镉可以引起机体

的急性和慢性中毒"对哺乳动物具有较强的致畸*致癌

和致突变作用"对机体危害极大) 骨髓间充质干细胞

$

J3A; =>//3K =;L;AEM@=>1 LN;= E;11L

"

O,

#

P'L

%是一群来源于骨髓组织中的非造血干细胞"属于

多能干细胞"具有自我更新和多向分化等特性"是临床

细胞与移植治疗的重要种子细胞"

O,P'L

在生物或

化学性致癌环境中的遗传稳定性及其防治措施研究"

特别是从中药中筛选可提高
O,P'L

临床安全应用的

研究备受关注'

#"

(

) 基于+肾藏精"主骨生髓,的中医

学理论"+肾藏先天之精,"是构成生命的原始物质"具

有繁衍生殖*生髓化血*化气化神等多元化生性"与

O,P'L

的多向分化的能力具有相对应性"故可认为

干细胞具先天之精属性"是先天之精在细胞层次的存

在形式'

##

(

) 基于此"可以认为补肾类中药应可通过

+益精填髓,"从而对促进
O,P'L

增殖*提高其遗传

稳定性方面具有优势) 熟地为滋阴补肾类代表性中

药"本实验观察了其超滤膜提取物对化学毒性物质氯

化镉$
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!

%诱导
O,P'L

增殖*细胞微核率和染色

体畸变率的保护作用"现报道如下)

材料与方法

#

$细胞$小鼠
O,P'L

株"由解放军兰州军区总

医院骨科研究所赵红斌博士馈赠"购自美国
-*''

公

司$细胞株编号#

'XQ

#

#"8!$

%)

!

$药物$熟地提取物由甘肃省中药药理与毒理

学重点实验室中药制药室二级科研实验室经水提法结

合超滤法制备"获得分子量为
#" """

以下*

#" """

%

#"" """

及
#"" """

%

!"" """

分子量段的熟地提取

物"干燥后置干燥器保存备用)

&

$主要试剂与仪器$

'I'1

!

$上海泰坦化学有限

公司"批号#

!"#!"#

%&秋水仙素$上海泰坦化学有限

公司"批号#

!"##"6

%&

F,<,Hc#!

培养基$美国
]@

#

E13A;

公司"

5dQ":%!

%&

"

!

!$e

胰蛋白酶$美国
Y0J

#

E3

公司"批号#

!"#!":"6!#:

%&胎牛血清$美国
]@

#

E13A;

公司"

5+Q"$"8

%&噻唑蓝$北京索莱宝科技有

限公司"批号#

":8&

%&吉姆萨染液$上海锐谷生物科技

有限公司"批号#

!"#""%

%&

-AA;W0A 2

#

c)*'

细胞凋亡

检测 试 剂 盒 $上 海 碧 云 天 生 物 技 术 研 究 所"

!"##"7"6

%&

'G

!

培养箱$日本
P>A@3

公司"

,'G

#

#6-)'

%&酶联免疫仪 $美国
O03

#

X>I

公司"

0,>/b

#$"8

%&倒置相差显微镜$日本
G1@=.?L

"

)d6#

%&流式

细胞仪$美国
O>Eb=>A '3?1N;/

公司"

dQ

#

#""

%

%

$细胞培养及
'I'1

!

的诱导$将小鼠
O,P'L

株分别接种至含体积分数
#"e

胎牛血清的
F,<,H

c#!

培养液中"分装至培养瓶中"置于
&:

&培养箱静

置培养) 每
!% M

换液
#

次"待细胞铺到瓶底
6"e T

8"e

时"用含
<F*-

的
"

!

!$e

胰蛋白酶消化细胞"收

集后吹散细胞"分装到培养瓶中) 继续培养*传代) 以

前期 研 究 筛 选 出 的
'I'1

!

最 适 宜 作 用 浓 度"

%"" !=31HQ

干预小鼠
O,P'L !% M

作为
'I'1

!

诱导

O,P'L

遗传损伤的细胞模型)

$

$观察指标及检测方法

$

!

#

$

O,P'L GF

值$实验随机分为
'I'1

!

组

$

O,P'L f%"" !=31HQ 'I'1

!

%"即药物浓度为
"

&分

子量
#" """

以下熟地超滤膜提取物组$

O,P'L f

不

同浓度分 子 量
#" """

以 下 熟 地 超 滤 膜 提 取

物
f%"" !=31HQ 'I'1

!

%&分子量
#" """

%

#"" """

熟地超滤膜提取物组 $

O,P'L f

不同浓度分子量

#" """

%

#"" """

熟地超滤膜提取物
f %"" !=31HQ

'I'1

!

%&分子量
#"" """

%

!"" """

熟地超滤膜提取

物组$

O,P'L f

不同浓度分子量
#"" """

%

!"" """

熟地超滤膜提取物
f %"" !=31HQ 'I'1

!

%&不同药物

浓度分别为
"

!

#

*

"

!

!

*

"

!

%

*

"

!

6

*

#
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7
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&
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) 本实

验设
'I'1

!

对照组及正常细胞对照组"接种于
87

孔

板"培养板同时设调零组$只加入完全培养液%"各组

7

个复孔)培养
!% M

后取出培养板"吸弃孔中培养液"

对照组和正常组每孔各加
#"" !Q

完全培养液"诱导

组每孔各加
#"" !Q

含
%"" !=31HQ 'I'1

!

及不同浓

度熟地超滤物的诱导液) 分别在
!%

*

%6

*

:! M

时取出

培养板"每孔加入
#" !Q

的
,**

溶液"

'G

!

培养箱中

避光孵育
% M

"终止孵育"小心吸弃孔中培养液"每孔加

入
#$" !Q

的
F,PG

"摇床低速振荡
#" =0A

使结晶物

充分溶解) 同时设置调零孔*对照孔)

%8" A=

测
GF

值"以该组复孔的平均值作为该组细胞的
GF

值) 实
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&

次"取平均值"按下式计算细胞增殖率及抑制

率) 各组分别与
'I'1

!

组$增殖率为
#""e

%进行比

较"取增殖最明显的最小药物浓度为最佳浓度)

细胞增殖率$

e

%

g

$药物组
GF

值 "调零组
GF

值%

H

$对照组
GF

值"调零组
GF

值% '

#""e

&

细胞抑制率$

e

% ('

#

"$药物组
GF

值"调零组

GF

值%

H

$对照组
GF

值"调零组
GF

值%( '

#""e

)

本课题组采用最佳浓度对以上各组进行药物干预

实验"即将完全培养液培养的
O,P'L

调整密度为

#

'

#"

% 个
H=Q

"加入
%"" !=31HQ 'I'1

!

培养
!% M

后"分组为#

'I'1

!

对照组 $

O,P'L f %"" !=31HQ

'I'1

!

%&分子量
#" """

以下熟地超滤膜提取物组

$

O,P'L f

分子量
#" """

以下熟地超滤膜提取物
f

%"" !=31HQ 'I'1

!

%&分子量
#" """

%

#"" """

熟地

超滤膜提取物组 $

O,P'L f

分子量
#" """

%

#"" """

熟地超滤膜提取物
f%"" !=31HQ 'I'1

!

%&分

子量
#"" """

%

!"" """

熟地超滤膜提取物组$

O,

#

P'L f

分子量
#"" """

%

!"" """

熟地超滤膜提取

物
f%"" !=31HQ 'I'1

!

%&实验组分别加入最佳浓度

进行干预"并设正常细胞空白对照组"在
&:

&"

$e

'G

!

饱和湿度的培养箱培养
!% M

)

$

!

!

$

O,P'L

形态学观察$在倒置相差显微镜

下观察
:! M

后各组
O,P'L

的形态特征并予以拍照)

$

!

&

$

O,P'L

微核率$实验组和对照组
O,P'L

分别在
'G

!

培养箱中培养
!% M

"胰酶消化细胞后"收集

细胞"

# """ /H=0A

离心
$ =0A

"去上清"加入
&:

&水浴

的
_'1

溶液"水浴锅中静置
&" =0A

"去上清加入甲醇和

冰乙酸的固定液"固定细胞"制片) 吉姆萨染液中染色"

显微镜下观察"每个标本观察
# """

个细胞"并记录有

微核的细胞数"按照下式计算微核率'

#!

"

#%

(

) 细胞微核

率$)%

g

微核细胞数
H

细胞总数'

# """

))

$

!

%

$

O,P'L

染色体畸变率$收集各组细胞培

养
!% M

后"分别加秋水仙素培养
& M

"消化细胞"离心

收集"加入
&:

&水浴的
_'1

低渗液"再加甲醇和冰乙

酸固定液反复固定细胞"同时准备冰水浸泡玻片"吸管

抽吸细胞悬液滴在冰玻片上"干燥后"放入吉姆萨染液

中染色
#" =0A

"显微镜下观察"每组各染
&

个标本"每

个标本观察
# """

个细胞"记录染色体缺失及裂隙的

数目并按下式计算染色体总畸变率'

#$

"

#6

(

) 染色体总

畸变率 $)%

g

$裂隙细胞数
f

断裂细胞数%

H

细胞

总数'

# """

))

$

!

$

$

O,P'L

凋亡率$流式细胞仪检测细胞凋

亡) 收集各组细胞培养
!% M

后"用
ROP

洗涤细胞"加

入适量胰酶消化*收集细胞)

%

&离心
# """ / H=0A

"

$ =0A

"去上清"用
ROP

再次洗涤细胞"

%

&离心

# """ / H=0A

"

$ =0A

后"去上清加入
#8$ !Q -AA;W0A

2

#

c)*'

结合液轻轻重悬细胞) 再加入
$ !Q -AA;W0A

2

#

c)*'

"轻轻混匀"室温避光孵育
#" =0A

)

%

&离心

# """ / H=0A

"

$ =0A

"弃上清"加入
#8" !Q -AA;W0A

2

#

c)*'

结合液轻轻混匀并重悬细胞"加入
#" !Q R)

染色液"轻轻混匀"冰浴避光静置)

7

$统计学方法$应用
PRPP #7

!

"

软件进行统

计分析) 所得计量资料以
W

*

L

表示"多组间均数比较

采用单因素方差分析"两组间比较采用
N

检验"

R S

"

!

"$

为差异有统计学意义)

结$$果

#

$不同浓度熟地超滤物对
'I'1

!

诱导
O,P'L

增殖的影响$图
#

%

&

%$与
'I'1

!

组$增殖率为
#""e

%

比较"

#" """

分子量以下浓度为
"

!

6 BHQ

熟地超滤物对

'I'1

!

诱导的
O,P'L

的促进增殖作用最为明显

$

R S"

!

"$

%&

#" """

%

#"" """

分子量浓度为
#

!

7 BHQ

熟地超滤物对
'I'1

!

诱导
O,P'L

则有明显增殖作用

$$注#与
'I'1

!

组比较"

!

R S"

!

"$

&

A g7

图
#

$不同浓度对熟地超滤物
#" """

分子量以下

'I'1

!

诱导
O,P'L

增殖率比较

$$注#与
'I'1

!

组比较"

!

R S"

!

"$

&

A g7

图
!

$不同浓度对熟地超滤物
#" """

%

#"" """

分子量

'I'1

!

诱导
O,P'L

增殖率比较
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!

%
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$$注#与
'I'1

!

组比较"

!

R S"

!

"$

&

A g7

图
&

$不同浓度对熟地超滤物
#"" """

%

!"" """

分子量

'I'1

!

诱导
O,P'L

增殖率比较

$

R S"

!

"$

%&随着
#"" """

%

!"" """

分子量熟地超

滤物浓度的增加"其对
'I'1

!

诱导
O,P'L

的促进增

殖作用明显 $

R S"

!

"$

%)

"

!

6 BHQ

熟地超滤物在各分

子量组中均对
'I'1

!

诱导后的
O,P'L

有促进增殖

作用"故选用此浓度为实验最佳浓度"用于各组药物干

预实验)

!

$各组
O,P'L

增殖的形态学变化$图
%

%$对

照组
O,P'L:! M

后贴壁细胞数量增多"逐渐形成数

个大小不同的细胞集落"细胞形态均一"排列紧密"多

呈长梭形)

'I'1

!

组
O,P'L:! M

时贴壁缓慢"可见

细胞悬浮并开始死亡"细胞生长缓慢"数量不多) 各分

子量段熟地超滤物组
:! M

后均可见少量的悬浮细胞"

其余细胞仍贴壁生长"随着培养时间的延长"

O,P'L

增殖逐渐减慢)

&

$各组
O,P'L

微核率比较$表
#

%$与对照组

比较"

'I'1

!

组
O,P'L

微核率明显增高"差异有统计

学意义$

R S "

!

"$

%&与
'I'1

!

组比较"各分子量段熟

地超滤物对
'I'1

!

诱导的
O,P'L

微核率均明显降

低$

R S"

!

"$

%"其中以
#" """

分子量以下组下降最为

明显"差异有统计学意义$

R S"

!

"$

%)

%

$各组
O,P'L

染色体畸变率比较$表
!

*图
$

%

与对照组比较"

'I'1

!

组
O,P'L

染色体总畸变率明

显增高"差异有统计学意义$

R S "

!

"$

%&与
'I'1

!

组

比较"各分子量段熟地超滤物对
'I'1

!

诱导的

O,P'L

染色体畸变率均明显降低$

R S"

!

"$

%"其中以

#" """

分子量以下组的降低最为明显"差异有统计学

意义$

R S"

!

"$

%)

$$注#

-

为对照组&

O

为
'I'1

!

组&

'

为熟地超滤物
#" """

分子量以下组&

F

为熟地超滤物

#" """

%

#"" """

分子量组&

<

为熟地超滤物
#"" """

%

!"" """

分子量组

图
%

$各组
O,P'L

增殖形态图$$ '

#"

%

表
#

$各组
O,P'L

微核率比较$$

W

*

L

%

组别
A

细胞数

$个%

微核细胞数

$个%

微核率$)%

对照
& & """ #% %

+

%

*

#

+

%

'I'1

!

& & """ !:$

:8

+

&

*

#

+

!

!

熟地超滤物
#" """

分子量以下
& & """ 8%

&!

+

7

*

!

+

!

"

#" """

%

#"" """

分子量
& & """ ##8

%"

+

7

*

#

+

!

"#

#"" """

%

!"" """

分子量
& & """ #67

7&

+

&

*

!

+

%

"#

$$注#与对照组比较"

!

R S"

+

"$

&与
'I'1

!

组比较"

"

R S"

+

"$

&与熟地超滤物
#" """

分子量以下组比较"

#

R S"

+

"$
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年
%
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&$
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%

期
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"

-./01 !"#$

"

2314 &$

"

53

!

%

表
!

$各组
O,P'L

染色体畸变率比较$$

W

*

L

%

组别$$

A

细胞数$个% 裂隙细胞数$个% 断裂细胞数$个% 畸变率$)%

对照
& & """ #8 " %

+

:

*

#

+

%

'I'1

!

& & """ #&! !6

$:

+

&

*

#

+

#

!

熟地超滤物
#" """

分子量以下
& & """ %& :

#:

+

7

*

!

+

8

"

#" """

%

#"" """

分子量
& & """ :7 ##

!8

+

7

*

#

+

7

"#

#"" """

%

!"" """

分子量
& & """ 8! #8

&7

+

%

*

#

+

$

"#

$$注#与对照组比较"

!

R S"

+

"$

&与
'I'1

!

组比较"

"

R S"

+

"$

&与熟地超滤物
#" """

分子量以下组比较"

#

R S"

+

"$

$$注#

-

为对照组
O,P'L

&

O

为
'I'1

!

组
O,P'L

&

'

为熟地超滤物干预后
O,P'L

图
$

$各组
O,P'L

染色体结果图$$吉姆萨染色" '

%"

%

$$注#

-

为对照组&

O

为
'I'1

!

组&

'

为熟地超滤物
#" """

分子量以下组&

F

为熟地超滤物
#" """

%

#"" """

分子量组&

<

为熟地超滤物
#"" """

%

!"" """

分子量组

图
7

$各组
O,P'L

凋亡率比较图

$$

$

$各组
O,P'L

凋亡率比较$表
&

*图
7

%$与对

照组比较"

'I'1

!

组
O,P'L

凋亡率明显增高"差异有

统计学意义$

R S "

!

"$

%&与
'I'1

!

组比较"各分子量

段熟地超滤物对
'I'1

!

诱导的
O,P'L

凋亡率均明显

降低"差异有统计学意义$

R S"

!

"$

%&与
#" """

分子

量以下组比较"

#"" """

%

!"" """

分子量组细胞凋

亡率差异有统计学意义$

R S"

!

"$

%)

表
&

$各组
O,P'L

凋亡率比较$$

e

"

W

*

L

%

组别
A

细胞凋亡率

对照
& 7

+

6

*

"

+

%

'I'1

!

&

7$

+

!

*

#

+

6

!

熟地超滤物
#" """

分子量以下
&

#6

+

:

*

!

+

!

"

#" """

%

#"" """

分子量
&

!#

+

&

*

"

+

&

"

#"" """

%

!"" """

分子量
&

"

+

&

*

!

+

#

"#

$$注#与对照组比较"

!

R S"

+

"$

&与
'I'1

!

组比较"

"

R S"

+

"$

&与熟

地超滤物
#" """

分子量以下组比较"

#

R S"

+

"$
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%

!!""$$!

讨$$论

间充质干细胞来源于中胚层"骨髓中含量最为丰

富"可多向分化为成骨细胞*脂肪细胞*神经细胞等间

叶细胞和其他胚层细胞)

O,P'L

在自身的分化增殖

中可随着微环境的改变而改变"可被诱导分化为神经*

肌肉*骨骼等
!""

多种人体细胞*组织和器官'

#8

(

&同

时"本课题前期研究进一步证实"

O,P'L

与肺癌细胞

共培养及其在氯化镉环境中"其遗传稳定性同样会发

生改变"并发生了类肿瘤样细胞转化'

!"

"

!#

(

)

本实验中"

'I'1

!

作为遗传毒性药物诱导
O,P'L

形成遗传损伤模型"采用前期研究筛选出的
'I'1

!

最

适宜作用浓度'

!!

(

"与对照组比较"

'I'1

!

组细胞凋亡

率*微核率及染色体畸变率均明显增高"与文献报道镉

的致畸变作用相一致"因镉是一种毒性很强的重金属"

已被美国毒性管理委员会列为第
7

位危害人类健康的

有毒物质可引起机体的急性和慢性中毒"对哺乳动物

也有致畸*治癌*致突变作用'

7

"

:

(

&

*;//>E03 Q

'

6

(

*杨望

等'

8

(实验表明"镉在细胞转化试验中对动物正常细胞

的致畸变作用)

熟地首次记载于-本草图经."为玄参科多年生草

本植物地黄$

X;M=>AA0> B1?N0A3L> Q0J3LEM

%的根"

经酒浸*拌蒸*干燥等加工而成'

!&

(

) 熟地"具有补血滋

阴"益精填髓之功效"是滋阴补肾类中药) 现代研究证

实熟地及其提取物如苷类*多糖等具有明显的免疫活

性"同时具有抗渗出*抗增生*抗炎*保肝以及降血糖等

药理作用'

!%

(

) 部分药理学研究还证实熟地具有抗

F5-

损伤以及降低染色体畸变率的作用'

!$

(

&梁颖

等'

!7

(学者研究发现"熟地多糖对环磷酰胺诱导的小鼠

微核率*染色体畸变率*姐妹染色单体交换率具有抑制

作用) 本课题进一步利用超滤膜分离技术分离熟地

的有效成分"分离出不同分子量段的熟地提取物"结

果证明"不同分子量熟地超滤膜提取物对
'I'1

!

诱

导
O,P'L

微核率*染色体畸变率*凋亡率均显著降

低"这与前述文献'

!:

(报道熟地具有抗
F5-

损伤

作用相一致) 现代医学认为熟地保护正常细胞的作

用机制可能与其具有免疫调节作用相关'

!6

"

!8

(

"而中

医学则认为#+肾藏精"精生髓,"+髓者"肾精所在"精

足则髓足,

'

&"

(

"精是构成生命的原始物质"具有繁衍

生殖*生髓化血*化气化神等多元化生性"与
O,P'L

的多向分化的能力具有相对应性"故可认为干细胞

具先天之精属性"是先天之精在细胞层次的存在形

式'

##

(

) 综合文献报道"并结合本研究结果"从骨髓

中之骨髓间充质干细胞层面"进一步为补肾类中药

熟地可通过+滋阴补肾"肾主骨生髓,而提高
O,P'L

对致癌
'I'1

!

诱导恶变的稳定性的理论与实验依

据"也为在中医学理论指导下从中药中筛选低毒而

又高效可预防
O,P'L

恶变*提高其临床应用的药物

提高了新的思路)
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