
　 　 基金项目：国家自然科学基金资助（Ｎｏ ３０６７２７４６）；山东省科技厅
攻关项目（Ｎｏ ２００６ＧＧ３２０２０４８）

作者单位：１ 山东中医药大学附属医院血液科（济南２５００１１）；
２．山东大学齐鲁医院免疫室

通讯作者：徐瑞荣，Ｔｅｌ：０５３１ － ６８６１７９６４，Ｅｍａｉｌ：ｘｒｒ１８＠ ｓｉｎａ ｃｏｍ

益气养阴方及其拆方影响急性髓细胞白血病细胞
Ｆｌｔ３和Ｎｒａｓ表达研究

徐瑞荣１ 　 刘　 奎１ 　 王晓玲１ 　 胡述博１ 　 崔　 兴１ 　 王　 琰１ 　 王敬毅１ 　 李丽珍２

摘要目的研究益气养阴方及其拆方后的扶正方、祛邪方对Ｆｌｔ３和Ｎｒａｓ在人急性髓细胞白血病
（ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＭＬ）表达的影响，探讨益气养阴方治疗白血病的作用机制。方法收集６０例
ＡＭＬ患者骨髓单个核细胞，将所提取每例患者的细胞混悬液分成４组：对照组不加药物，实验组分别加入益
气养阴方、扶正方、祛邪方中药制剂。采用逆转录－聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ），免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｉｎｇ）
观察益气养阴组、扶正组、祛邪组及对照组对Ｆｌｔ３、Ｎｒａｓ基因及ＦＬＴ３蛋白表达的影响。结果ＲＴＰＣＲ法检
测：对照组、益气养阴组、扶正组、祛邪组Ｆｌｔ３基因表达率分别为（９０ ７８ ± ６ ９２）％、（３８ １８ ± ４ ５０）％、
（６５ ５７ ± ５ ５５）％、（６１ ３５ ± ６ ３９）％，Ｎｒａｓ基因表达率分别为（９３ ２８ ± ５ ５４）％、（３４ ３８ ± ６ ６９）％、（５９ ４２
± ７ ３５）％、（６５ ２８ ± ７ ６４）％，益气养阴组、扶正组、祛邪组与对照组比较，差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０ ０５）。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｉｎｇ检测：对照组、益气养阴组、扶正组、祛邪组ＦＬＴ３蛋白灰度值分别为０ ８１２７ ± ０ ０２８４、０ ４２６５
± ０ ０３５３、０ ５３９６ ± ０ ０２７４、０ ５４７３ ± ０ ０２８２，对照组与益气养阴组、扶正组、祛邪组比较差异有统计学意义
（Ｐ ＜ ０ ０１）。结论中药益气养阴方可抑制ＡＭＬ细胞的克隆性增殖，可降低Ｆｌｔ３和Ｎｒａｓ在ＡＭＬ细胞的表
达水平，对ＡＭＬ治疗具有作用。
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Ｆｌｔ３基因是近年发现的早期造血生长因子受体基
因，它与ｃｋｉｔ、ｃｆｍｓ同属于Ⅲ型酪氨酸激酶家族。在
７０％ ～ ９０％患者白血病细胞上有Ｆｌｔ３过量表达，而在
白血病以外的肿瘤细胞中至今未有Ｆｌｔ３表达的报道，
Ｆｌｔ３被认为是白血病特异性的靶分子〔１ － ３〕。ｒａｓ癌基

·５７５·中国中西医结合杂志２０１０年６月第３０卷第６期ＣＪＩＴＷＭ，Ｊｕｎｅ ２０１０，Ｖｏｌ． ３０，Ｎｏ． ６



因（ｒａｔ ｓａｒｃｏｍａ）是一个普遍存在的真核基因家族，可
分为Ｎｒａｓ、Ｋｒａｓ和Ｈｒａｓ，在造血系统恶性疾病中
Ｎｒａｓ癌基因是ｒａｓ癌基因突变体最高的一种，ＡＭＬ中
有２０％ ～ ３０％可出现Ｎｒａｓ癌基因点突变。我们观察
了益气养阴方及其拆方后的扶正方、祛邪方对Ｆｌｔ３和
Ｎｒａｓ在人急性髓细胞白血病（ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ，
ＡＭＬ）表达的影响，探讨益气养阴方治疗白血病的作
用机制，现报告于下。

资料与方法
１　 临床资料　 ２００６ － ２００７年山东中医药大学附

属医院、山东大学齐鲁医院血液科就诊的ＡＭＬ初治患
者６０例，男３５例，女２５例；年龄６ ～ ５６岁，中位年龄
３１岁；病程１ ～ ３个月，中位月数２ ５个月。６０例患者
经骨髓细胞形态学、组织化学和流式细胞术免疫分型
确诊为ＡＭＬ。ＦＡＢ分型Ｍ１ ５例，Ｍ２ １５例，Ｍ４ ９例，
Ｍ５ ２０例，Ｍ６ ８例，Ｍ７ ３例。６０例患者取骨髓标本，
提出骨髓单个核细胞，每个标本分为４份，分别用作对
照组、益气养阴组、扶正组、祛邪组的研究对象。

２　 中药组成及制剂　 （１）益气养阴方：黄芪３０ ｇ
白花蛇舌草３０ ｇ 　 小蓟３０ ｇ　 太子参３０ ｇ 　 半枝莲
３０ ｇ　 蒲公英３０ ｇ 　 生地１８ ｇ 　 黄精２１ ｇ 　 女贞子
２１ ｇ　 旱莲草１８ ｇ 　 天冬１５ ｇ　 麦冬１５ ｇ　 白术１２ ｇ
茯苓１２ ｇ 　 甘草５ ｇ。（２）扶正方：黄芪３０ ｇ 　 太子参
３０ ｇ 　 生地１８ ｇ　 黄精２１ ｇ　 女贞子２１ ｇ 　 天冬１５ ｇ
麦冬１５ ｇ　 白术１２ ｇ 　 茯苓１２ ｇ 　 甘草５ ｇ。（３）祛
邪方：白花蛇舌草３０ ｇ　 小蓟３０ ｇ 　 半枝莲３０ ｇ 　 蒲
公英３０ ｇ　 旱莲草１８ ｇ。上述３种药方由我院中药制
剂实验室配制成１ ｇ ／ ｍＬ的药液，罐装于２５０ ｍＬ输液
瓶中，流通蒸汽于１０５ ℃灭菌，无菌试验阴性后用ＲＰ
ＭＩ １６４０液（含青、链霉素各１００ ｕ ／ ｍＬ），正压过滤除
菌，备用。

３　 仪器　 ＰＣＲ扩增仪（ＨＹＢＡＩＤ，ＵＫ）；电泳仪
（ＤＹＹⅢ２）；高速离心机（美国ＢＥＣＫＭＡＮ 公司）；
ＢＢ１６气体培养箱、ＨＦｓａｆｅ１２００型生物安全柜；凝胶
成像仪。

４　 试剂　 无酚红ＲＰＭＩ１６４０培养液（美国ＧＢＩＣＯ
公司）；Ｔｒｉｚｏｌ（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；引物合成（上海生工
生物工程技术有限公司）；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴＰＣＲ Ｋｉｔ
试剂盒（ＤＲＲ０１４Ａ ＴａＫａＲａ）；兔抗人多克隆Ｆｌｔ３一抗
（美国ＭｉｌｌＰｏｒｅ公司）；ＨＲＰ标记的山羊抗鼠二抗（北
京中杉生物公司）；ＥＣＬ发光试剂盒（美国ＭｉｌｌＰｏｒｅ公
司）；ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（上海申能博彩生物

科技公司）。Ｆｌｔ３、Ｎｒａｓ、βａｃｔｉｎ基因引物（表１）。
表１ Ｆｌｔ３、Ｎｒａｓ及βａｃｔｉｎ基因引物

基因 引物 产物长度（ｂｐ）
Ｆｌｔ３ Ｌ：５′ＴＣＡＡＧＴＧＣＴＧＴＧＣＡＴＡＣＡＡＴＴＣＣＣ３′ １８６

Ｒ：５′ＣＡＣＣＴＧＴＡＣＣＡＴＣＴＧＴＡＧＣＴＧＧＣＴ３′
Ｎｒａｓ Ｌ：５′ＡＡＴＣＣＡＧＣＴＡＡＴＣＣＡＧＡＡＣＣ３′ １３１

Ｒ：５′ＴＧＧＴＣＴＣＴＣＡＴＧＧＣＡＣＴＧＴＡ３′αａｃｔｉｎ
βａｃｔｉｎ Ｌ：５′ＡＧＣＧＡＧＣＡＴＣＣＣＣＣＡＡＡＧＴＴ３′ ２８５

Ｒ：５′ＧＧＧＣＡＣＧＡＡＧＧＣＴＣＡＴＣＡＴＴ３′
　 　 ５　 骨髓单个核细胞的提取　 （１）常规无菌采集
６０例患者骨髓５ ｍＬ，肝素抗凝。（２）用１０ ｍＬ离心
管，先注入５ ｍＬ淋巴细胞分离液，再将骨髓液缓缓注
入，使其浮于分离液上层。（３）水平离心１ ８００ ｒ ／ ｍｉｎ，
２０ ｍｉｎ。（４）将离心管垂直缓慢移入超净工作台，用毛
细吸管仔细吸取中间白色悬浮层，ＰＢＳ液洗２次，细胞
计数。

６　 细胞培养　 骨髓单个核细胞提取后，置３７℃、
５％ ＣＯ２及饱和湿度的细胞培养箱中培养到对数生长
期，细胞换液。将所提取每例患者的细胞混悬液分成
４组：对照组不加药物，实验组分别加入益气养阴方、
扶正方、祛邪方中药制剂，终浓度为１００ μｇ ／ ｍＬ。继续
培养４８ ｈ用于实验。

７　 Ｆｌｔ３和Ｎｒａｓ基因表达　 采用逆转录－聚合酶
链反应（ＲＴＰＣＲ）检测。

８　 ＦＬＴ３蛋白表达　 免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏ
ｔｉｎｇ）检测。

９　 统计学方法　 全部数据用ＳＰＳＳ １３ ０统计软
件包进行统计分析，采用单因素方差分析。

结 果
１　 各组Ｆｌｔ３和Ｎｒａｓ基因表达率比较　 与对照

组比较，益气养阴组、扶正组、祛邪组Ｆｌｔ３和Ｎｒａｓ基
因表达阳性率降低（表２），差异均有统计学意义（Ｐ ＜
０ ０５）。对照组Ｆｌｔ３、Ｎｒａｓ基因检测阳性患者经ＰＣＲ
扩增后分别在１８６ ｂｐ、１３１ ｂｐ位置可发现特异性条带
（图１）。

表２ 各组间Ｆｌｔ３和Ｎｒａｓ基因表达率比较（％，珋ｘ ± ｓ）
组别 ｎ Ｆｌｔ３　 　 Ｎｒａｓ　 　
对照 ６０ ９０ ７８ ± ６ ９２ ９３ ２８ ± ５ ５４

益气养阴 ６０ ３８ １８ ± ４ ５０ ３４ ３８ ± ６ ６９

扶正 ６０ ６５ ５７ ± ５ ５５ ５９ ４２ ± ７ ３５

祛邪 ６０ ６１ ３５ ± ６ ３９ ６５ ２８ ± ７ ６４

　 　 注：与对照组比较，Ｐ ＜ ０ ０５
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注： M 为 Marker； 1 为对照组； 2 为益气养阴组； 3 为扶正组； 4 为祛邪组

图 1 各组 Flt3 和 N-ras 基因表达

　 　 ２ 　 各组ＦＬＴ３蛋白表达比较（表３，图２）　 与对
照组比较，３个中药组均可降低ＦＬＴ３蛋白表达水平
（Ｐ ＜ ０ ０１）；与益气养阴组比较，扶正组、祛邪组ＦＬＴ３
蛋白表达水平显著降低（Ｐ ＜ ０ ０１）；而扶正组与祛邪
组比较，差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０ ０５）。

表３ 各组ＦＬＴ３蛋白表达比较（灰度值，珋ｘ ± ｓ）
组别 ｎ ＦＬＴ３ ／ βａｃｔｉｏｎ　 　
对照 ６０ ０ ８１２７ ± ０ ０２８４

益气养阴 ６０ ０ ４２６５ ± ０ ０３５３

扶正 ６０ ０ ５３９６ ± ０ ０２７４△

祛邪 ６０ ０ ５４７３ ± ０ ０２８２△

　 　 注：与对照组比较，Ｐ ＜ ０ ０１；与益气养阴组比较，△Ｐ ＜ ０ ０１

1 2 3 4

FLT3

茁鄄actin

注：1 为益气养阴组；2 为扶正组；3 为祛邪组；4 为对照组

图 2 各组 FLT3 阳性条带

讨 论
Ｆｌｔ３基因和Ｎｒａｓ基因突变均可使ＲａｓＥＲＫ（细胞

外信号调节激）／ ＭＡＰＫ（丝裂原活化蛋白激酶）信号
转导途径失控，使肿瘤细胞恶性增殖、凋亡受抑，分化
停滞，在ＡＭＬ发病机制中有协同作用，二者在白血病
信号传导通路中占有重要地位〔４，５〕。

中医学认为，白血病属于伏气温病范畴。肝肾阴
虚、营卫气虚，瘟毒攻注于骨髓，造血功能异常，白细胞
系统发生原始幼稚性改变，产生白血病细胞。白血病
的发生，不仅仅是细胞失控增生，同时还存在恶性细胞
凋亡过程严重受阻，导致细胞增殖、分化、凋亡出现失
衡。细胞凋亡是调节体内细胞数量的生理机制之一，
而细胞凋亡受阻是白血病发病机制之一。益气养阴方
是治疗白血病的一个经验方，临床缓解率达７０ ％ 〔６〕。
益气养阴方从扶正固本、解毒祛邪两方面遣方用药。

方中黄芪、太子参、白术、茯苓、天冬、麦冬、黄精益气养
阴固本。《脾胃论》：“脾是元气之本，元气是健康之
本”。其中黄芪、太子参、白术、茯苓益气健脾，培补中
焦，以资气血生化之源，《日华子本草》谓黄芪能“破
瘕”，白术治“痃癖气块，妇人冷瘕”；天冬、麦冬甘寒
清润养阴润燥除烦；黄精，性味甘平，归肺脾肾经，《本
草纲目》：“补诸虚……填精髓”，《本草正义》：“补血
补阴而养脾胃是其专长”；女贞子、旱莲草归肝肾经，
均能补益肝肾之阴，旱莲草亦可凉血止血；生地苦寒，
归心肝肾经，既能清热凉血，又能养阴生津。三药既能
加强益气养阴的功效，亦能止血。白花蛇舌草、半枝
莲、小蓟、蒲公英，苦寒，清热解毒，活血化癖，消肿，利
水通淋，甘草调和诸药。该方可抑制白血病细胞增殖，
提高化疗药物对白血病细胞的杀伤作用，减轻肝肾功
能损伤，改善全身症状。益气养阴方可使白血病细胞
阻滞在Ｓ期，诱导白血病细胞凋亡，这可能是该方治疗
白血病的作用之一〔７〕。

该研究通过对６０例ＡＭＬ患者骨髓单个核细胞
Ｆｌｔ３和Ｎｒａｓ基因表达的结果显示，Ｆｌｔ３和Ｎｒａｓ基因
在ＡＭＬ患者表达阳性率很高。益气养阴组白血病细
胞Ｆｌｔ３和Ｎｒａｓ基因的表达显著降低，与扶正组、祛邪
组比较差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０ ０５），扶正组与祛邪
组比较差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０ ０５）。中药还可降低
ＦＬＴ３蛋白表达水平，益气养阴组与其拆方的扶正组、
祛邪组比较，ＦＬＴ３ 蛋白表达水平显著降低（Ｐ ＜
０ ０１）。为临床中药益气养阴方治疗ＡＭＬ提供了实验
依据。

益气养阴方体外诱导白血病细胞凋亡可能是通过
下调Ｆｌｔ３和Ｎｒａｓ基因的表达，使信号转导途径失控，
抑制ＡＭＬ细胞的恶性增殖来实现的，提示该方诱导凋
亡可能与调控白血病干细胞Ｆｌｔ３和Ｎｒａｓ基因表达之
间存在密切联系。本研究为设计作用于新靶点的抗肿
瘤中药，筛选有效降低白血病基因表达的中药提供了
新的思路和方法，为中医药调控干预白血病干细胞的
靶向治疗提供了可靠依据。益气养阴方是一个复方制
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剂，组成中含有大量生物活性物质，成分较为复杂，还
需进一步分析研究，确定其实际发挥作用的有效成分。
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首届全国中西医结合防治变态反应疾病中青年学术论坛会议通知（第二轮）
为了加强变态反应领域中青年医师的学术交流，促进变态反应学术的发展，由中国中西医结合学会变态反应

专业委员会主办、京城皮肤病医院承办的“首届全国中西医结合防治变态反应疾病中青年学术论坛”定于２０１０
年８月７—８日在北京召开。

大会主题：融古论今、中西结合。大会宗旨：面向临床、开拓创新。大会将邀请变态反应领域（包括变态反应
科、皮肤科、呼吸科、耳鼻咽喉科、小儿科、免疫科及针灸等）的国内外知名学者，就最新进展以及热点问题进行专
题讲座和学术交流；同时举办中青年沙龙，为中青年学者进行学术交流，展示风采，搭建平台。现将会议有关事项
通知如下。

１　 基本信息　 （１）会议时间：２０１０年８月７—８日；（２）会议地点：北京国际亚奥酒店（暂定）；（３）主办单
位：中国中西医结合学会变态反应专业委员会；（４）承办单位：京城皮肤病医院；（５）会议注册：本次会议免收注
册费。

２　 注意事项　 （１）２０１０年８月６日２０时召开青年委员工作会议，届时增补新任委员。现任青年委员和增
补的青年委员务必参会。（２）中青年学术沙龙以难治病案报告为主，有意汇报病案者请于２０１０年６月３０日之前
报名，以便会议统一安排。（３）本次会议暂定在北京国际亚奥酒店举行。会议代表的食宿由会议统一安排，免收
餐费，交通及住宿费自理。住宿安排北京国际亚奥酒店及七天连锁酒店。请参会代表务必于２０１０年７月１５日
前报名，注明住宿要求，电话、Ｅ － ｍａｉｌ以及回执表报名均可。邮寄报名表请注明８月８日会议。逾期报名者或现
场报名者住宿不能保证，敬请谅解。

３　 会议联系方式　 （１）会议专用Ｅｍａｉｌ：ｂｊｊｃｐｆｂｙｙ＠ ｓｉｎａ． ｃｏｍ；（２）联系人：林开金，１３８１１８０５０６６，０１０ －
６４８７０８８８转８８８０；范雪梅，１３９１０７６６６８１，０１０ － ６４８７０８８８转８８８１；（３）通信地址：北京市朝阳区德胜门外双泉堡甲
４号（邮编１０００８５）北京京城皮肤病医院。

·８７５· 中国中西医结合杂志２０１０年６月第３０卷第６期ＣＪＩＴＷＭ，Ｊｕｎｅ ２０１０，Ｖｏｌ． ３０，Ｎｏ． ６


