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蒙药广枣三种粗提物对人脐血干细胞体外分化的影响 
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Effects of three kinds of Mongalian medicine axillary choerospondias fruit extracts on 
differentiation of human umbilical cord blood stem cells in vitro    
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Abstract 
 
BACKGROUND: Human umbilical cord blood stem cells have been widely used in the study of spinal cord injury, but in vitro 
differentiation of human umbilical cord blood stem cells (hUCBSCs) has been limited by various factors. Mongalian medicine 
axillary choerospondias fruit extract has protective effects on neural cells, but the action mechanisms are unclear.  
OBJECTIVE: To observe promoting effects of 3 kinds of Mongalian medicine axillary choerospondias fruit extracts on in vitro 
differentiation of hUCBSCs.  
METHODS: Fresh umbilical cord blood was obtained from healthy puerperants to prepare hUCBSC suspension. The purified 
hUCBSCs were incubated in 40 petri dishes. The Mongalian medicine axillary choerospondias fruit extracts were divided into: 
sample 1 group: ethanol extraction, ethyl acetate extraction, crude drug mass concentration was 8.25 g/mL; sample 2 group: 
ethanol extraction, NKA resin isolation, 10% ethanol eluting concentration, crude drug mass concentration was 1.72 g/mL; 
sample 3 group: ethanol extraction, NKA resin isolation, 70% ethanol eluting concentration, crude drug mass concentration was 
2.41 g/mL; control group: incubation of 80% DMEM containing 20% calf serum. Effects of various mass concentrations of 
Mongalian medicine axillary choerospondias fruit extract on hUCBSCs proliferation were observed. Proportion in S phase was 
measured using flow cytometry at 24 and 72 hours.  
RESULTS AND CONCLUSION: The proliferation of hUCBSCs was not significant in the sample 3 group. At day 10, the 
proliferation was significantly greater in the sample 1 and 2 groups compared with the sample 3 and control groups (P < 0.01). 
The number of hUCBSCs was significantly increased at 24 and 72 hours in S phase in the sample 1 and 2 groups. Mongalian 
medicine axillary choerospondias fruit extract (crude drug mass concentration 8.25, 1.72 g/mL) could promote in vitro proliferation 
of hUCBSCs. 
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摘要 
 

背景：目前，人脐血干细胞在脊髓损伤治疗中的研究较多，但人脐血干细胞的体外分化由许多因素所限制。蒙药广枣提取

物对神经细胞有保护作用，但其作用机制不清楚。 

目的：观察蒙药广枣 3 种粗提取物促进人脐血干细胞体外分化的影响。 

方法：获取临床健康产妇的新鲜脐带血，制备人脐血干细胞悬液，将纯化的人脐血干细胞接种于 40 个培养皿中进行传代，

根据蒙药广枣 3 种粗提取物分为：样品 1 组：乙醇提取，醋酸乙酯萃取，生药质量浓度为 8.25 g/mL；样品 2 组：乙醇提

取，NKA 树脂分离，体积分数为 10%乙醇淋洗浓缩，生药质量浓度为 1.72 g/mL；样品 3 组：乙醇提取，NKA 树脂分离，

体积分数为 70%乙醇淋洗浓缩，生药质量浓度为 2.41 g/mL；对照组：用 80%的 DMEM，含体积分数为 20%的小牛血清培

养。观察不同质量浓度蒙药广枣提取物对人脐血干细胞增殖的影响；24，72 h 后流式细胞仪测定 S 期的比例。 

结果与结论：样品 3 组人脐血干细胞的增殖作用不明显，10 d 时样品 1 组和样品 2 组明显高于样品 3 组和对照组(P < 0.01)。

样品 1 组和样品 2 组的人脐血干细胞在 24，72 h 后处于 S 期的明显增多。提示生药质量浓度 8.25，1.72 g/mL 蒙药广枣粗

提取物能促进人脐血干细胞的体外增殖。 

关键词：蒙药广枣；人脐血干细胞；粗提取物；细胞增殖；细胞分化 
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0  引言 

 

脐血是胎儿娩出、脐带结扎并离断后残留

在胎盘和脐带中的血液，通常是废弃不用的。

在近十几年的研究中发现，脐带血中含有可以

重建人体造血和免疫系统的造血干/祖细胞，可

用于造血干细胞移植，治疗多种疾病。因此，

脐带血已成为造血干细胞的重要来源，特别是

无血缘关系造血干细胞的来源。而干细胞则是

一种未充分分化，尚不成熟的细胞，具有再生

各种人体组织器官的潜在功能，医学界称之为

“万用细胞”。其最直接的医疗临床作用之一就

是可直接复制各种脏器和修复组织。目前，人

脐血干细胞在脊髓损伤治疗中的研究较多[1-3]。

但人脐血干细胞的体外分化由许多因素所限

制。蒙药广枣提取物对神经细胞有保护作用，

但其作用机制不清楚[4]。实验通过观察人脐血干

细胞体外增殖存活能力，旨在了解蒙药广枣提

取物对神经损伤后的保护机制。 

 

1  材料和方法 

 

设计：随机对照动物实验。 

时间及地点：实验于2008-08/2009-06在广

东医学院实验动物中心完成。 

材料：在产妇知情同意的情况下，经医院

伦理委员会批准，获取临床健康产妇的新鲜脐

带血。 

蒙药广枣3种粗提取物由内蒙古中蒙医研

究所提供，批号030811。样品1：乙醇提取，醋

酸乙酯萃取，生药质量浓度为8.25 g/mL；样品

2：乙醇提取，NKA树脂分离，体积分数为10%

乙醇淋洗浓缩，生药质量浓度为1.72 g/mL；样

品3：乙醇提取，NKA树脂分离，体积分数为70%

乙醇淋洗浓缩，生药质量浓度为2.41 g/mL。 

实验过程： 

制备人脐血干细胞悬液：参照Ha等[5]方法采集

脐血单个核细胞，纯化后培养，如果在培养过

程中发现成纤维细胞生长，可以用阿糖胞苷处

理。在培养过程中用蛋白抗体行免疫组织化学

染色鉴定[6-7]。 

人脐血干细胞增殖分析：取上述纯化的人脐血

干细胞接种于40个培养皿中进行传代，根据蒙

药广枣3种粗提取物分为：样品1组：生药质量

浓度为8.25 g/mL；样品2组：生药质量浓度为

1.72 g/mL；样品3组：生药质量浓度为2.41 g/mL；

对照组：用80%的DMEM，含体积分数为20%

的小牛血清培养。每2 d换培养液1次，共换

10 d。在相差显微镜下行形态学观察，每2 d

在每个培养皿中随机选取3个视野进行人脐血

干细胞计数，做好标记以后计数时每视野的标

记均位于指针的尖端，并用体积分数为4%的

甲醛将细胞固定后行S-100免疫染色，并计数

染色阳性的细胞。用上述两种方法判定人脐血

干细胞增殖数量及其纯化度：各组比较时，以

增殖指数(PI)为指标。 

 

 

 

亚倍体细胞比例的测定：将纯化的1.5 mL人

脐血干细胞悬液(浓度约1×109 L-1)，接种于 

3.5 cm培养器中，培养24 h后分为对照组和3

种不同质量浓度的药物组(蒙药广枣3种粗提取

物质量浓度分别为样品1：8.25 g/mL；样品2：

1.72 g/mL；样品3：2.41 g/mL)，培养72 h后

吸取培养液，用D-Hank’s液洗涤1次，0.25%

胰酶-0.02%EDTA消化瓶中细胞，待细胞脱离

瓶底后滴人血清终止消化，吹打成单细胞悬

液，并将悬液移入10 mL离心管，以1 500 r/min

离心5 min，弃上清液加入无水乙醇固定细胞。

上流式细胞仪(FACS caliiburi，美国BD公司)

前取样本细胞悬液，1 500 r/min离心5 min，

弃上清液，加入1%Tritonx-100静置5 min，再

次离心弃上清液，加入1%RNA酶，37 ℃水浴、

振荡10 min、1 500 r/min离心5 min，弃上清

液，加入0.5%PI，避光染色30 min后上机检测

(波长480 nm)G0/G1期之前的亚二倍体峰[8-9]。 

主要观察指标：不同质量浓度蒙药广枣提

取物对人脐血干细胞增殖的影响；流式细胞仪

检测不同质量浓度蒙药广枣提取物培养人脐

血干细胞24，72 h后S期比例。 

设计、实施、评估者：实验设计为第一、

二作者，干预实施为第一、二、三作者，评估

为第二、三作者，均经过正规培训，采用盲法

评估。 

统计学分析：由第二、三作者采用SAS 

6.12软件进行两样本均数t 检验，实验数据以 

x
_

±s表示，P < 0.05为差异有显著性意义。 

 

2  结果 

 

2.1  不同质量浓度蒙药广枣提取物对人脐血
干细胞增殖的影响  见表1。 

PI=各次观察细胞数/初次观察细胞数 
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2.2  不同质量浓度蒙药广枣提取物培养24，72 h S期
百分率  见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

脐带血的采集是在新生儿出生以后，取婴儿端

3~8 cm脐带储2把止血钳结扎、断脐，婴儿被抱走处理，

贴近母端止血钳处消毒并将针头插入脐静脉，采集脐

血。脐血采集不同于传统的骨髓采集，不需要进行麻醉，

无痛、无不良反应，胎盘和脐带原本在胎儿出生后，就

是作为废物扔掉的，脐血采集是在胎盘、脐带与母体和

胎儿完全分离以后进行的，因此对母亲和孩子没有任何

不良影响，属于“废物利用，变废为宝”。脐带血里含

有大量的干细胞，目前脐带干细胞在神经损伤修复的研

究较多。神经损伤后继发缺血、缺氧、水肿、神经组

织酸中毒及微循环障碍等一系列病理变化[10-14]，形成

以缺氧为中心环节的恶性循环，特别是超氧化物歧化

酶、表皮细胞因子降低，脂质过氧化物升高，从而加

重继发损伤[15-17]。氧自由基是一类具有高度化学反应活

性的含氧基团，通过氧化及共价结合等方式造成损伤。

在生理状态下，机体为维持各种细胞结构和亚细胞结

构，可产生氧自由基，但与体内超氧化物歧化酶等抗氧

化能力达到平衡而不显毒性[18-21]。 

蒙药广枣提取物样品1中主要含有黄酮、脱氧尿苷、

α-谷甾醇、没食子酸以及原儿茶酸；样品2中主要含有

黄酮、脱氧尿苷及α-谷甾醇。既往发现蒙药广枣3种粗

提取物样品1、2对神经损伤后能提高损伤组织内的超氧

化物歧化酶，降低脂质过氧化物，能使表皮细胞因子保

持高水平状态[22-24]。也改善微循环，促进毛细血管再生

和侧支循环的形成，保护病灶区周围的神经细胞[25]。 

流式细胞技术在细胞生物研究中最重要的应用是

生物细胞增殖周期的定量分析。通过对细胞DNA进行特

异性的荧光标记，常用的荧光染色有PI、EB、AO等，

经FCM测量、获得DNA含量分布的组方图，采用DNA

细胞周期分析程序、快速计算生长期分布百分比，用增

殖数S+C，M期细胞或S期的百分比、以表示细胞群体

的增殖状态和DNA的合成速度。DNA细胞增殖周期的分

析对反映细胞群体的增殖活性具有重要意义。 

实验结果显示，蒙药广枣提取物生药质量浓度为

1.72 g/mL的样品2与生药质量浓度为8.25 g/mL的样品

1在作用24 h时就能够促进人脐血干细胞增殖，这一作

用可一直延续10 d。第10天将样本置于相差显微镜上

观察，人脐血干细胞数量明显高于对照组。流式细胞

仪测定结果显示，蒙药广枣提取物生药质量浓度为

1.72 g/mL的样品2与生药质量浓度为8.25 g/mL的样品

1复合液人脐血干细胞增殖活力有明显增高的趋势，这

说明蒙药广枣提取物生药质量浓度为1.72 g/mL的样品

2与生药质量浓度为8.25 g/mL的样品1对体外培养的人

脐血干细胞有促进增殖作用。流式细胞仪检测结果和人

脐血干细胞计数所得的生长曲线相对应。蒙药广枣提取

物样品3：生药质量浓度为2.41 g/mL浓度组则没有促进

人脐血干细胞增殖作用，在体外培养24 h和72 h时，流

式细胞分析S期细胞的百分比与对照组相比，差异无显

著意义(P > 0.05)。 

以上作用机制可能与蒙药广枣提取物生药质量浓

度为1.72 g/mL的样品2与生药质量浓度为8.25 g/mL的

样品1总黄酮在内的小分子组分抗氧化，抑制细胞钙超

载，刺激星型胶质细胞分泌生物活性物质有关。其机制

待进一步探讨。 
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