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蚕砂提取物联合环孢菌素A对再生障碍性贫血大鼠
造血祖细胞增殖的影响及其相关机制*
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摘要：目的探讨蚕砂提取物联合环孢菌素A(Cyclosporine A，CsA)对再生障碍性贫血(aplastic anemia，AA)大鼠

模型造血祖细胞增殖的影响，及对粒系增殖分化PU．1和红系增殖分化JAK2／STAT5信号通路的影响。方法 将

Wistar大鼠随机分为正常组、模型组、蚕砂组、CsA组、联合组，共5组。体外提取各组大鼠造血干细胞，定向诱导其向粒

单核系、红系分化，对各组造血祖细胞集落形成单位(colony forming units，CFU)计数。提取粒单核系祖细胞总RNA和

蛋白，采用实时定量PCR(real-time PCR，qPCR)和Western blot技术检测PU．1 mRNA及蛋白表达情况，提取红系祖细

胞总RNA，采用qPCR技术检测细胞JAK2、STAT5、GATAl mRNA表达情况。结果①各治疗组红系造血祖细胞集

落形成单位(colony forming unit-erythrocyte，CFU—E)、红系爆式集落形成单位(burst forming unit_erythrocyte，BFU-E)

和粒单核系造血祖细胞集落形成单位(colony forming unit—granulocyte macrophage，CFU-GM)数目较模型组均有不同程

度增高，差异有统计学意义(均P<0．05)；其中联合组CFU—E、BFU_E、CFU-GM升高明显(均P(O．05)。②各治疗组粒

单核系细胞PU．1 mRNA和蛋白含量较模型组均有不同程度升高，其中联合组升高明显(均P<O．05)。③各治疗组红

系细胞JAK2、STAT5、GATAl mRNA表达较模型组有不同程度升高，联合组表达高于其他各干预组。结论蚕砂提

取物可能通过增加PU．1 mRNA和蛋白表达及JAK2、STATS、GATAl mRNA表达促进AA大鼠骨髓造血作用，且蚕

砂提取物联合CsA对AA大鼠骨髓造血具有协同增效作用。

关键词：蚕砂提取物；环孢菌素A；再生障碍性贫血；造血祖细胞

中图分类号：R556．5 DOI：10．3870／j．issn．1672—0741．2017．01．007
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Abstract Objective To explore the effect of faeces bombycis extract combined with cyclosporine A treatment on prolifer—

ation of hematopoietic progenitor cells in aplastic anemia(AA)rat model as well as their influence on the differentiation of mye—

loid PU．1 and erythroid differentiation of JAK2／STAT5 signaling pathway．Methods The Wistar rats were randomly divided

into five groups，model group，faeces bombycis extract group，cyclosporine A(CsA)group，combination group and normal

group．Hematopoietic stem cells of rats were extracted in vitro and were directionally induced to differentiate into hematopoietic

progenitor cells of granulocytes and erythrocytes．The colony forming units(CFU)formed by hematopoietic progenitor cells of

each group were counted．Total mRNA and protein were extracted and the levels of PU．1 mRNA and protein were detected

with real-time polymerase chain reaction(qPCR)and Western blotting．Erythroid cell mRNA was extracted and the levels of

JAK2，STAT5，GATAl mRNA were detected with qPCR．Results ①Compared with the model group，assay of colony forming

unit_granulocyte maerophage(CFU-GM)，assay of colony forming unit-erythrocyte(CFU—E)and burst forming unit-erythrocyte

(BFU—E)in each treatment group were increased(all P<0．05)，and CFU-E，BFU—E and CFU_GM in the combination group

were significantly increased(all P<O．05)．Compared with the model group。PU．1 mRNA and protein levels of granulocytes in

each treatment group were increased in a varying degree，while those in the combination group were increased significantly as

compared with the other treatment groups(all P<O．05)．③Compared with the model group，JAK2，STAT5 and GATAl mR—

NA levels of erythroid cells in each treatment group were increased：and those in the combination group present a remarkable

growth compared with the other treatment groups．Conclusion Faeces bombycis extract may promote bone marrow function of

AA rat model through increasing the expression of PU．1，JAK2，STAT5 and GATAl while faeces bombycis extract and cyclos—

porine A have a synergistic effect on bone marrow function of AA rat model．
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再生障碍性贫血(aplastic anemia，AA)是由多

种原因引起的骨髓造血功能衰竭性疾病，主要发病

机制为免疫机制异常、造血微环境缺陷、造血干／祖

细胞数量和(或)功能缺陷以及基因水平异常，最终

均导致了骨髓造血干／祖细胞数量的减少造成全血

细胞减少。我国属于AA高发地区，且儿童处于再

障高发年龄段[1]。据《中国药典》(2000年版)及《中

药大辞典》记载：蚕砂甘温能养经络，补气血，辛温能

祛风利湿、活血通络，故能补气健脾，化瘀养血。已

有研究显示蚕砂提取物联合环孢菌素A(Cyclospo—

rine A，CsA)临床治疗AA疗效满意[2]，但其作用机

制的研究尚少见。故本实验在整体动物实验基础

上，体外培养大鼠造血祖细胞，以探究蚕砂提取物单

用或联合CsA是否可促进AA大鼠骨髓造血祖细

胞增殖分化，并进一步阐明其作用机制。

1材料与方法

1．1买验动物

清洁级Wistar大鼠68只，雌性，6～8周龄，体

重180～200 g，湖北省实验动物研究中心提供，许可

证编号：SCXK(鄂)2015—0018。

1．2主要药物

5一氟尿嘧啶注射液(5一FU)(天津金耀，批号：

H12020959)、白消安(东京化成工业，批号：062BO—

PD)、蚕砂提取物(武汉联合药业有限公司提供，用

生理盐水配成40 mg／mL)，环孢菌素A口服液(国

药集团川抗制药有限公司，批号：H10940044)。

1．3主要试剂

IMDM培养液(HyClone，批号：AAE201667)，

胎牛血清(FBS，杭州四季青生物制品公司，批号：

120309)，淋巴细胞分离液(MP Biomedicals，批号：

Q1553)，二巯基乙醇(Amresco，批号：60-24—21)，甲

基纤维素(Sigma，批号：M0512)，重组大鼠干细胞因

子(SCF，PeproTeeh，批号：0110258)，重组大鼠白细

胞介素一3(IL一3，RnDsystems，批号：NALOll5071)，

重组大鼠促红细胞生成素(EPO，RnDsystems，批

号：GVl0314071)，重组大鼠粒细胞集落刺激因子

(GM—CSF，PeproTech，批号：0902265)，兔单克隆抗

体PU-1(Santa Cruz，批号：B1915)，pactin单克隆

抗体(Aspend，批号：ASl040)，山羊抗兔IgG HRP

(Aspend，批号：ASll07)，SDS—PAGE凝胶制备试

剂盒(武汉谷歌生物科技有限公司，批号：G2003)，

ECL化学发光检测试剂盒(Aspen，批号：ASl059)，

PU．1、JAK2、STAT5、GATAl、B—actin引物合成于

天一辉远公司，逆转录试剂盒(TAKARA，批号：

AK3501)，SYBR实时上机试剂盒(TAKARA，批

号：AK5804)

1．4主要仪器

BC-2800Vet型全自动血细胞计数分析仪(迈瑞

RR一86100146)、倒置显微镜(日本Olympus公司)、

凝胶成像分析系统(美国FlourChem FC3)，低温离

心机(德国Eppendorf公司)，稳压稳流电泳仪(北京

六一仪器厂)，超净台(中国苏净安泰公司)，恒温

CO。培养箱(日本SANYO公司)，PCR仪(德国Bi—

ometra公司)。

1．5动物模型的建立与分组

清洁级Wistar雌性大鼠68只，大鼠适应性喂

养1周后按体质量随机分为正常组10只，造模组

58只。造模组大鼠均腹腔注射5一FU(150 mg／kg)1

次，注射第5天大鼠以白消安溶解液15 mg／kg灌

胃，每周1次，连续3周，建立AA大鼠模型；正常组

10只大鼠给予相同剂量及频率的生理盐水腹腔注

射及灌胃Ea]，造模结束24 h后随机抽查10只模型

大鼠外周血常规、骨髓象，检测模型是否成功。造模

结束36 h后将造模组大鼠按体质量随机分为4组，

每组12只，分别为模型组，胃饲生理盐水；蚕砂组，

胃饲蚕砂提取物(40 mg／kg)；CsA组，胃饲CsA

(4．5 mg／kg)；联合组，胃饲蚕砂提取物(40 mg／kg)

联合CsA(4．5 mg／kg)，1次／d，连续14 d。

1．6大鼠单个核细胞悬液的分离、培养及计数

颈椎脱臼处死各组大鼠，取各只大鼠股骨用无

血清IMDM培养液反复冲洗骨髓腔，将收集的细胞

悬液以1：1的比例缓慢加入淋巴细胞分离液的上

层，2 000 r／min缓升缓降离心25 min，抽取中间白

膜层即为骨髓单个核细胞(BMMNC)，加入无血清

IMDM洗涤2次，后加入适量30％FBS的IMDM

培养液重悬，计数调整BMMNC到1．2×106／mL。

分别采用以下2种培养体系培养，各体系均分为模

型组、蚕砂组、CsA组、联合组与空白组。

粒单核系培养体系：1％甲基纤维素、含30％

FBS的IMDM培养液，1％小牛血清白蛋白，10_4

mol／L二巯基乙醇，100 U／mL青／链霉素溶液，50

ng／mL SCF，10 ng／mL IL一3，2 ng／mL GM—CSF，

1．2×10 5／mL BMMNC，24孔板，每孔设12个复

孔，培养粒单核系细胞。

红系培养体系：1％甲基纤维素、含30％FBS的

IMDM培养液，1％小牛血清白蛋白，10叫mol／L二巯

基乙醇，100 U／mL青／链霉素溶液，50 ng／mL SCF，

10 ng／mL IL-3，3 U／mL EPO，1．2×105／mL

BMMNC，24孔板，每孔设12个复孔，培养红系细胞。

万方数据



郭 青等．蚕砂提取物联合环孢菌素A对再生障碍性贫血大鼠造血祖细胞增殖的影响及其相关机制 ·31·

将细胞置于5％CO。、37℃、饱和湿度的培养箱 胞小而多，细胞间紧密相连，为BFU-E；粒系第8天可

中培养。第3天计数红系造血祖细胞集落形成单位 见或密集或疏散的无色细胞团，为CFU-GM。见图1。

(CFU—E)，大于8个细胞的细胞团为一个集落；第8

天计数粒单核系造血祖细胞集落形成单位(cFu一
表1

T奎曼P≮：：：罴毒三?：：G：：鬈：三；爻拿￡薹引物
GM)，大于40个细胞的细胞团为1个集落；第10天 GATAl。RNA i。rat

计数红系爆式集落形成单位(BFu—E)，集落可成爆—■=■—————=—■■———————孑而
花样，大于50个细胞的细胞团为1个集落。 引物名称 引物序列‘5L3“

长度(bp)

1·7 分子生物学相关的检测指标与检测方法 ]]-aetin F：TGGGTcAGAAGGAcTccTATG 591

于第8天提取粒单核系细胞的总RNA及蛋 R：cAGGcAGcTcATAGcTcTTcT

白，第10天提取红系细胞的总RNA，采用qPCR和PU．1 F：ccTTGATTGGTGGTGATGGAGAc 1 61

Western blot方法检测各组粒单核系细胞中PU．1 R：CAGCTCCATGTGGCGGTAGA

mRNA和PU．1蛋白的表达，采用qPCR技术检测
1AK2

F：GcTccTcTccTTGA．CGAcTTT

268

各组红系细胞中JAK2、STATS、GATAl mRNA表
R：AccTTATccGcTTccGAGTTA

达，13-actin、PU·1、JAK2、STAT5、GATAl基因引 R：GGAGcTTcTGGcAGAAGTG从G
物见表1。

GATAl F：AcAGcATcTTccTccAcTTc 476

1·8 统计学分析
R：GccTcAcAAGGAGccAAT

计量资料均采用i--+-_S表示，用SPSS 23．0统计

软件进行统计分析，组间均数比较采用单因素方差 与模型组相比，各治疗组CFU—GM集落数目显

分析，以P<0．05为差异有统计学意义。 著增加(均P<0．01)，CsA组CFU—GM集落数目

， 姑里
显著高于蚕砂组(P<O·01)，联合组CFU—GM集落

‘珀示
数目显著增高于CsA组(P<0．01)；CsA组、联合

2．1蚕砂提取物联合CsA对AA大鼠造血祖细胞数目的影响 组CFU—E、BFU—E集落数目与模型组相比显著增

实验过程中，模型组大鼠死亡4只、蚕砂组死亡 加(均P<0．01)，CsA组CFU—E、BFU—E集落数目

3只、联合组死亡2只。每组随机选取6只进行统 高于蚕砂组(均P<0．01)，联合组CFU—E、BFU—E

计。在光镜下红系第3天可见由8个细胞组成的细 集落数目高于CsA组(均P<0．05)，差异有统计学

胞团，即CFU—E；红系第10天可见集落爆花样，细 意义。见表2。
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图1 各类造血祖细胞集落形成单位形态(×200)

Fig．1 Morphology of colony forming units of hematopoietic progenitor cells in each group(X200)

表2蚕砂提取物联合CsA对AA大鼠造血祖细胞体外增殖分化集落数目的影响(z±S，n=6)

Table 2 Influence of faeces bombycis extract and CsA treatment on CFU number of hematopoietic

模型组 72．83±5．31 58．17±7．41 81．50±5．14

蚕砂组 144．83±11．05’ 93．jO士16．88 130．17±21．79

CsA组 320．50±23．49’4 371．67±34．03。。405．33±34．53+o

联合组 598．00±34．1 5+#66 542．17±26．90：86 599．67±26．07’86

正常组 1 216．OO±56．59。5△△ 743．17±19．14’。△△ 1 362．17±61．38’。△△

与模型组比较，’P<0．01；与蚕砂组比较，o P<0．01；与CsA组比较，△P<0．05△6P<0．01
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2．2 蚕砂提取物联合CsA对AA大鼠粒单系细胞PU．1 InRNA

表达的影响

与正常组相比，模型组粒单系细胞P U．1 mR—

NA表达明显减低(P<0．01)，与模型组相比，各治

疗组粒单系细胞PU．1 mRNA表达显著增加(均P

<0．01)，CsA组、联合组粒单系细胞PU．1 mRNA

表达显著高于蚕砂组(均P<0．01)，联合组粒单系

细胞P U．1 mRNA表达显著增高于CsA组(P<

0．01)，差异有统计学意义。见图2。

模型组蚕砂组CsA组联俞组11：常组
组别

与模型组比较，’P<0．01；与蚕砂组比较．4 P<0．01；与CsA组

比较，△P<O．01

图2蚕砂提取物联合CsA对AA大鼠粒单系细胞Pu．1 mR—

NA表达的影响

Fig．2 Influence of faces bombycis extract and CsA treatment on

granulocyte macrophage PU．1 mRNA of AA rat model

2．3蚕砂提取物联合CsA对AA大鼠粒单系细胞PU．1蛋

白表达的影响

与正常组相比，模型组粒单系细胞PU．1蛋白表

达减低(P<o．05)，与模型组相比，各治疗组粒单系细

胞Pu 1蛋白表达增加(均P<0．05)，CsA组、联合组

粒单系细胞PU．1蛋白表达高于蚕砂组(均P<

0．05)，联合组粒单系细胞PU．1蛋白表达增高于

CsA组(P<0．05)，差异有统计学意义。见图3。

1 二 3 4 5

43 kD■—囊舞■●—，嘲——■■■国黼■■麟p—acfin
40 kD，一一目_—，潮赣-iIpt：I

模型组 蚕砂组 CsA2[i 联合组正常组
组驯

1：模型组；2：蚕砂组；3：CsA组；4：联合组；5：正常组；与模型组比

较，+P<0．05；与蚕砂组比较，#P<0．05；与CsA组比较，△P<

0．05

图3蚕砂提取物联合CsA对AA大鼠粒单系细胞Pu．1蛋白

表达的影响

Fig．3 Influence of faces bombycis extract and CsA treatment on

granulocyte macrophage PU．1 protein of AA rat model

2．4 蚕砂提取物联合CsA对AA大鼠红系细胞JAK2、

STAT5、GATAl mRNA表达的影响

与模型组相比，各治疗组红系细胞JAK2、

STAT5、GATAl mRNA表达有不同程度的增加，

CsA组、联合组JAK2、STAT5 mRNA表达高于蚕

砂组(P<0．05，P<0．01)，联合组JAK2、STAT5

mRNA表达显著高于CsA组(均P<O．01)，差异有

统计学意义。联合组红系细胞中GATAl mRNA

表达显著高于模型组与蚕砂组。见图4。

模型纽蚕砂组 CsA组 联合组 正常组
组别

口JAK2
囫STX[5
_GAIA

与模型组比较，’P<0．05“P<0．01；与蚕砂组比较，。P<0．05

##P<O．01；与CsA组比较，△△P<0．01

图4 蚕砂提取物联合CsA对AA大鼠红系细胞JAK2、

STAT5、GATAl mRNA表达的影响

Fig．4 Influence of faces bombycis extract and CsA treatment on

erythrocyte JAK2，STAT5，GATAl mRNA of AA rat

roodel

3 讨论

AA是由多种病因所导致的骨髓造血功能衰竭

和外周血三系下降，AA的发病机制仍未完全阐明，

多数学者认为再障发病与免疫机制异常、造血微环

境缺陷、造血干／祖细胞数量和(或)功能缺陷以及基

因水平异常有关。其中造血干细胞通过增殖与分化

形成造血祖细胞，各系造血祖细胞进一步增殖分化

形成形态上可以识别的造血前体细胞，进而形成各

系成熟血细胞[4]。红细胞起源于红系造血祖细胞，

粒细胞和单核巨噬细胞起源于粒单核系造血祖细

胞。蚕砂在我国中医的应用已有相当久远的历史，

据《中国药典》(2000年版)及《中药大辞典》记载：蚕

砂甘温能养经络，补气血，辛温能祛风利湿、活血通

络，故能补气健脾，化瘀养血。尽管已有研究表明蚕

砂提取物联合CsA可改善AA小鼠负性造血调控

因子L5j，但蚕砂提取物单用或联合CsA是否能促进

骨髓造血干／祖细胞增殖尚未可知。故本研究首次

从此方面进行探究，为有效治疗再障，减轻用药、输
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血等副作用提供更多选择。

PU．1是造血干细胞定向分化为粒／单核系不

可缺少的特异转录因子，表达于造血祖细胞、粒细胞

系、单核巨噬细胞，并且表达程度的不同决定着不同

的分化方向[6]．在造血分化早期PU．1上调促进多

能造血干细胞向淋巴系和髓系定向祖细胞分化，在

晚期PU．1上调可促进粒／巨噬系祖细胞向单核细

胞分化[7]。在造血过程中，细胞因子G-CSF、EPO、

干扰素以及白细胞介素类的信号转导都属于酪氨酸

激酶(jauns kinase，JAK)／信号转导子和转录活化

子(signal transducer and activators of transcrip—

tion，STAT)信号转导通路[8]。EPO作为最重要的

影响红系细胞分化成熟的细胞因子，在红系祖细胞

及红系前体细胞阶段起主要作用，它与红系祖细胞

表面的受体(EPOR)结合后可激活与EPOR密切相

关的JAK2／STAT5信号通路，从而促进造血祖细

胞向红系分化[9]。GATAl作为一种红系细胞发育

分化成熟所必需的转录因子，在造血干细胞和多系

祖细胞转换点被激活后，随着红系祖细胞进一步分

化成熟而表达上调[10|。GATAl的靶基因非常多，

调控几乎所有红系特异性基因的转录，如珠蛋白基

因、红细胞生成素受体、血型糖蛋白等。

本研究通过用蚕砂提取物、CsA、蚕砂提取物联

合CsA来干预AA大鼠后，提取培养各组大鼠造血

祖细胞，发现模型组无论是红系或者粒单核系造血

祖细胞集落均明显低于其他各组，说明本实验再障

模型与理论上再障表现的骨髓造血功能减低相一

致。联合组CFU—GM、CFU—E、BFU—E数目高于其

他2个治疗组，差异有统计学意义。由此可从细胞

水平说明，蚕砂提取物可以提高AA大鼠骨髓造血

功能，蚕砂提取物联合CsA可显著促进AA大鼠的

骨髓造血功能。通过探究粒单核系造血祖细胞

PU．1表达情况，可表明，蚕砂提取物可通过提高

PU．1的表达从而促进造血干细胞向粒单核系细胞

分化，促进相应血液细胞的成熟，而联合组对PU．1

提高作用更为明显，说明蚕砂提取物联合CsA可能

通过增效PU．1的表达促进粒单核系造血祖细胞的

生成，从而提高粒单核系细胞的增殖。通过探究

JAK2／STAT5信号通路及GATAl表达发现，联合

组红系造血祖细胞JAK2、STAT5、GATAl mRNA

的表达相比于其他2个治疗组明显提高，差异具有

统计学意义，与各组CFU-E、BFU—E增殖情况相一

致，说明蚕砂提取物联合CsA对红系造血祖细胞增

殖分化起到了协同增效的效果。本研究阐明了蚕砂

提取物联合CsA可促进再障骨髓造血祖细胞增殖

分化，为其在儿童再障临床应用提供了有利的实验

研究依据。
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