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川芎嗪对小鼠外周血造血干细胞动员作用的研究
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摘要!目的!探讨川芎嗪对小鼠外周血造血干细胞的动员作用及其对小鼠外周血细胞和骨髓基质细胞粘附分子的影响" 方

法!$& 只*+,*-.小鼠#随机分为 $ 组#川芎嗪组$)& /0%10
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&'生理盐水组#腹腔注射 3"

;<#每日 " 次#第 = 天#采用外周血>*8'?@8计数'流式细胞术'造血祖细胞体外培养'免疫细胞化学等检测各组给药后对外

周血>*8'?@8'8A$B

C细胞'8AB(3阳性胞'8:D76?'8:D7?E'8:D7F的产率及小鼠骨髓基质细胞G8+?7" 阳性细胞百分率

的影响" 结果!川芎嗪组给药第 < 天外周血 >*8'?@8数量达到高峰#分别为给药前的 $%# 倍和 $%( 倍(川芎嗪组外周血

8A$B

C

'8AB(3阳性细胞及骨髓基质细胞G8+?7" 阳性细胞百分率分别为$&%=' H&%B#&I'$"#%(" H#%=B&I和$B=%B< H<%

=<&I#均明显高于生理盐水组$!J&%&)&(川芎嗪组 8:D76?'8:D7?E和 8:D7F产率分别为$""%<& H$%#$&I'$""%#& H#%

==&I和$#B%)& H=%"&&I#均明显高于生理盐水组$!J&%&"&" 结论!川芎嗪对小鼠外周血造血干细胞有一定的动员作用#且

这一作用可能与其上调小鼠外周血细胞和骨髓基质细胞粘附分子的表达有关"

关键词!川芎嗪(外周血造血干细胞动员作用(小鼠

中图分类号!K#=)%)!!文献标识码!+

!"#$%$&'($")"*%$+,-(.'&$)/")0/.$01/.'%#%""21/3'("0"$/($4-(/34/%%-$)3$4/

56781,)9+/)

"

$56:')+91,'

#

;<=>?@$

$

""#$%&%'()* +,,-.-/0%* 1(23-0/.(,4/)'$/)5 6)-7%82-09$4/)'$/)5 $$&&&'"

#"#$%:-,0$ ;%3/80<%)0(,=%*-'/.>)'(.(59$?-/)5@-38(7-)'%0A<(8$(23-0/.$4/)'$/)5 $$&&#("

$"B8/*A/0%&'$((.(,=%*-'/.;%3/80<%)0$4/)'$/)5 6)-7%82-09$4/)'$/)5 $$&&&'

=#-(.'4(%LMNO.PQRO% STUPV3WXQ0VUP4YZQ[O\T4/TMQXQZQ[0]O4Q]5O4YXMXTT3 5O/YPT]TQOPQ.UPO/.OXXUY[3 P5OO\\O.PT\QPUT[ P5OÔ]4OU7
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!!正常情况下外周血中的造血干细胞!b*c98#

数量很少$因此需要进行动员才能获得足够数量的

b*c98以保证移植成功' 川芎为活血化瘀类中药$

川芎嗪为其主要有效成分之一' 研究表明川芎嗪对

正常或再生障碍性贫血及放&化疗急性损伤的小鼠

髓系造血祖细胞的增殖和分化有明显促进作
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' 本研究以 *+,*-.小鼠为实验动物模型$

研究川芎嗪对小鼠b*c98的动员作用$旨在从祖国

医学宝库中寻找简便&安全&高效的造血干细胞动员

剂$为川芎嗪的临床用药和开发提供理论指导和实

验依据'

"!材料和方法

"%"!实验动物!清洁级近交系 = ;"# 周龄*+,*-.

小鼠 $& 只$雌&雄各半$体重 "= ;#& 0$由湖北省疾

病控制中心动物中心提供'

"%#!药物!磷酸川芎嗪注射液!广东利民制药厂

产品$批号%&'&B"&#"重组人粒细胞刺激因子!4567

89:#针剂!深圳新鹏投资发展有限公司产品$批号%

&'&=#&#'

"%$!试剂和仪器!f?A?培养基&胎牛血清!cW7

.XT[O公司产品#"98:&f,7$&SbL!bO]4TSO.5F8公司

产品#"FbL!北京四环生物制药有限公司#"+ 7培养

液&,7谷氨酰胺&#7巯基乙醇&甲基纤维素$ !美国

9Q0/Y公司产品#":fS8标记的大鼠抗小鼠 8A$B 抗

体&:fS8标记的大鼠抗小鼠 8AB(3!G,+B#抗体&

:fS8标记的大鼠 f06#Y!阴性对照#抗体和 8A"&'

!G8+?7"#单克隆抗体 !O*QTU.QO[.O公司产品#"

9+*8免疫组化染色试剂盒!GF8SLK公司产品#"

A+*显色试剂盒!福州迈新生物技术开发公司产

品#' 流式细胞仪 !美国 *O.1/Y[ 8TVXPO4公司产

品#'

"%B!分组与处理!将 $& 只雌&雄各半 *+,*-.小

鼠随机分为 $ 组!每组 "& 只#%生理盐水组&川芎嗪

组!)& /0-10#&456789:组!#)&

!

0-10#"各组均腹

腔注射给药$每次 &%# /X$每天 " 次$连续给药 < 3'

"%)!外周血白细胞$>*8&及有核细胞$?@8&计数

!各组于给药后第 #&$&B&)&'&<&= 3断尾取外周血

#&

!

X$用常规方法行外周血白细胞!>*8#及有核细

胞!?@8# 计数' 观察川芎嗪给药后对外周血

>*8&?@8影响的时效关系'

"%'!外周血 8A$B

C细胞'8AB(3 阳性细胞的检测

!第 = 天将小鼠用 "I戊巴比妥钠 &%$ /X腹腔注射

麻醉$用 ) /X抗凝注射器$在无菌状态下剖胸直视

心脏取血$约 &%= /X-只' 采用 :Q.TXX7cW]Y0VO液按

常规离心制备外周血单个核细!b*?@8#$用b*9洗

涤 # 次后计数$调节 b*?@8浓度为 " g"&

'

-/X$按

常规方法用流式细胞仪分别检测 8A$B

C细胞&

8AB(3阳性细胞百分率'

"%<!外周血造血干-祖细胞集落培养和计数!按文

献略有改进)'*

$8:D76?和 8:D7F培养采用半固体

培养体系%#< 0-,甲基纤维素&胎牛血清&&%" 0-/X

去离子牛血清白蛋白!*9+#&$I谷氨酰胺&f?A?

培养液&每孔 b*?@8数为 " g"&

)

' 培养 8:D76?

时加入 6789:$培养 8:D7F时加入 FbL" 8:D7?E

采用血浆凝固块培养体系%#< 0-,甲基纤维素&牛

血浆&&%" 0-/X去离子牛血清白蛋白!*9+#&$I谷

氨酰胺&f?A?培养液&

"

7培养液$f,7$ 和 98:及

SbL$终浓度均为 #&

!

0-,$每孔 b*?@8数为 # g

"&

)

$每孔总体积为 " /X' 所有干-祖细胞培养板均

置于 )I8L

#

$$< h培养箱中培养 "B 3$在倒置显微

镜下计数集落数' 8:D76?和 8:D7F判断标准%以

细胞计数iB& 个细胞为一个集落$8:D7?E的判断

标准% 巨核细胞经乙酰胆碱酯酶染色及苏木精染色

后呈黄棕色$以 i$ 个乙酰胆碱酯阳性细胞为一个

集落'

"%=!骨髓基质细胞 G8+?7" 表达水平的测定!无

菌下冲洗小鼠股骨干髓腔取骨髓基质细胞制成基质

细胞悬液$调节细胞浓度为 " g"&

'

-/X$取 " /X接种

于放有盖玻片的 #B 孔培养板中进行细胞爬片$待基

质形成后$取出盖玻片$用 b*9 液轻洗 $ 次$加入 B

h丙酮固定 "& 分钟$晾干$采用免疫细胞化学 9+*8

法染色后行A+*显色' 结果判断%细胞膜显棕色为

阳性$随机计数 ) 个高倍镜! gB&#视野中阳性细胞

百分率'

"%(!统计学处理!采用 9b99"$%& 软件包$对数据

采用随机分组方差分析多样本均数比较的,9A7P检

验法进行检验' !J&%&) 为差异有统计学意义'

#!结果

#%"!川芎嗪对小鼠外周血 >*8'?@8影响的时效

关系!川芎嗪组小鼠外周血>*8&?@8数量给药 #

3后开始升高$于第 < 3 达高峰$分别为给药前的

$d# 倍和 B%" 倍$与用药前比较差异有统计学意义

!!J&%&"#"川芎嗪组给药第 < 3 与生理盐水组小

鼠外周血 >*8&?@8数量比较差异有统计学意义

!!J&%&"#' 结果见表 " ;#'

表 "!给药后不同时间小鼠外周血>*8数量比较$) "̀&#

$

@H2# g"&

(

-,&

组别 第 & 天 第 # 天 第 $ 天 第 B 天 第 ) 天 第 ' 天 第 < 天 第 = 天

生理盐水组 '%&" H"%#" '%## H"%&$ '%"$ H&%(' )%(( H&%<# '%&" H"%#" )%(= H&%(< '%$( H"%&= '%&" H"%#B

川芎嗪组 )%<# H"%&) )%(B H&%=" "&%"( H"%BB "#%## H"%)$ ")%B) H"%$< "'%B= H"%&= "(%"( H"%#" ")%<' H"%"'

6789:组 '%#& H"%&( "&%&) H"%"( ")%"( H"%=& "=%=< H"%$" #&%'< H"%<$ #"%<= H#%B( #B%'$ H$%($ #$%)( HB%"$

(''(
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表 #!给药后不同时间小鼠外周血?@8数量比较$) "̀&#

$

@H2# g"&

(

-,&

组别 第 & 天 第 # 天 第 $ 天 第 B 天 第 ) 天 第 ' 天 第 < 天 第 = 天

生理盐水组 B%"& H"%&& B%B( H&%=# B%$) H&%(( B%B( H&%<" $%<" H"%&" $%=' H&%<) B%$< H&%)$ B%$$ H&%($

川芎嗪组 $%B H&%=< $%(' H&%)= <%)# H"%BB =%(# H"%)) ""%=' H"%&" "#%'$ H"%$< "B%B" H"%") "#%") H"%#=

6789:组 B%&$ H"%"< '%(' H"%&" ""%)' H"%)B "B%)& H"%)B ")%=< H"%$= "<%B" H"%<< #&%"$ H#%=# "=%< H$%#'

#%#!川芎嗪对小鼠外周血8A$B

C细胞和8AB(3 阳

性细胞的影响!流式细胞术检测表明川芎嗪组小鼠

外周血8A$B

C细胞和 8AB(3 阳性细胞百分率明显

高于@9组!!值分别为 &%&B' 和 &%&&<$均小于 &%

&)#"川芎嗪组与 456789:组小鼠外周血 8A$B

C细

胞和8AB(3阳性细胞百分率比较差异有非常显著

性!!J&%&"#' 结果见表 $' 图 " ;$ 分别为 @9

组&川芎嗪组和456789:组8A$B

C细胞流式图$图 B

;' 分别为@9组&川芎嗪组和456789:组8AB(3阳

性细胞流式图'

表 $!给药后对小鼠外周血8A$B

C

'8AB(3

及骨髓基质细胞G8+?7" 表达的影响$) "̀&#

$

@H2#I&

组别 8A$B C!I# 8AB(3 C!I# G8+?7"!I#

@9组 &%#" H&%"& B%(B H"%(# $"%#$ H(%$'

川芎嗪组
&%=' H&%B#

%

"=%&# H"%=B

%

B=%B< H<%=<

&

456789:组
$%"' H"%$#

'

##%=" H=%(#

'

<"%'& H(%BB

'

!!注%与@9组比较%

&

!J&"&""

%

!J&"&)" 与4& 组&川芎嗪组

比较%

'

!J&"&"

#%$!川芎嗪对小鼠骨髓基质细胞 G8+?7" 表达影

响!免疫细胞化学法对基质细胞表面G8+?7" 抗原

检测发现%川芎嗪组小鼠骨髓基质细胞 G8+?7" 阳

性细胞数量明显比 @9 组多"计数 #&& 个细胞中阳

性细胞的数量$计数百分率$进行比较发现%川芎嗪

组小鼠骨髓基质细胞G8+?7" 阳性细胞百分率明显

高于@9组!!J&%&)#' 结果见表 $' 图 < ;( 分别

为阴性对照&川芎嗪组和阳性对照骨髓基质细胞

G8+?7" 阳性细胞免疫细胞化学染色图'

#%B!川芎嗪对小鼠外周血8:D76?'8:D7?E'8:D7

F集落产率的影响!8:D76?&8:D7?E和 8:D7F

集落培养显示川芎嗪组 8:D76?&8:D7?E和 8:D7

F集落产率明显高于@9组!!J&d&"#$但明显低于

456789:组!!J&%&"#' 结果见表 B'

表 B 川芎嗪对小鼠外周血8:D76?'

8:D7?E'8:D7F集落产率的影响$) "̀&#

$

@H2#I&

组别 8:D76? 8:D7?E 8:D7F

@9组 "%) H"%#< &%=& H"%&$ &%B& H&%)#

川芎嗪组
""%<& H$%#$

&

""%#& H#%==

&

#B%)& H=%"&

456789:组
)$%"& H(%'$

%

#&%B& H)%$'

%

"#=%) H#=%"(

%

!!与@9组比较%

&

!J&%&""与@9组&川芎嗪组比较%

%

!J&%&"'

$!讨论

川芎为活血化瘀类中药$川芎嗪为其主要有效

成分之一' 既往研究表明含川芎嗪的复方活血汤及

单药能对再生障碍性贫血及放&化疗急性损伤的小

鼠骨髓有修复作用)" ;$*

$能增加再障小鼠及放疗急

性损伤的小鼠骨髓造血细胞的 G,+B&G,+) 及基质

(<'(

刘顺根%川芎嗪对小鼠外周血造血干细胞动员作用的研究
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细胞G8+?7" 的表达来调节血细胞的生成)B ;)*

' 但

目前未见川芎嗪对小鼠外周血干细胞动员作用的研

究'

外周血>*8计数&流式细胞仪检测 8A$B

C细

胞百分率及干-祖细胞集落计数是观察b*c98动员

效果的有效手段' 本实验表明$给药后川芎嗪组小

鼠外周血>*8计数及外周血 8A$B

C细胞百分率与

@9组相比均明显增加"川芎嗪组 8:D76?&8:D7?E

集落产率均明显高于@9组$但川芎嗪组与456789:

组相比外周血 >*8计数&8A$B

C细胞百分率及干-

祖细胞集落计数比较均有非常显著差异' 可证明川

芎嗪对小鼠外周血干细胞有一定的动员作用$但其

动员效果仍不如456789:'

基质细胞与造血细胞的直接连接有传递转换信

息分子的作用$此种连接是通过基质细胞与造血细

胞表面的粘附分子实现的$在众多的干细胞表面粘

附分子中$G,+7B!8AB(3#是介导干细胞与骨髓粘

附的最重要受体$它通过与 G8+?7"&:[ 的结合介

导干细胞与骨髓微环境的粘附$直接参与红系&*淋

巴系的分化$并有利于骨髓造血细胞的增殖$(&I以

上的8A$B

C细胞都表达G,+7B

)<*

' G8+?7" 表达于

骨髓微环境网状纤维细胞和骨髓微血管内皮细胞

上' G8+?7" 在调节造血中有重要作用$参与造血

细胞与基质细胞形成聚集体$有利于造血细胞增殖&

分化)=*

' 本研究结果表明川芎嗪可显著增强小鼠

造血干细胞 8AB(3 的表达$同时增加基质细胞

G8+?7" 的表达$说明川芎嗪有可能通过作用于造

血细胞和基质细胞$提高粘附分子受体受体和粘附

分子配体表达$从而加强基质细胞与造血细胞相互

作用$促进骨髓造血细胞的增生$参与造血干细胞动

员的过程'
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