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加味四物汤对血小板减少性紫癜小鼠影响的实验研究
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　　摘　要：目的　观察加味四物汤对特发性血小板减少性紫癜（ＩＴＰ）模型小鼠的药效及免疫方面的影响。方法　用豚鼠抗小

鼠血小板血清（ＧＰＡＰＳ）建立免疫性ＩＴＰ模型，并用相应药物进行治疗，按用药情况分模型生理盐水组，西药组（泼尼松治疗），中

药组（加味四物汤治疗）。观察各组小鼠、骨髓有核细胞计数、血清ＩＬ６含量变化及胸腺、脾脏指数等的变化情况。结果　与模型

生理盐水组相比西药组与中药组外周血白细胞（ＷＢＣ）、血小板（ＰＬＴ）计数，骨髓有核细胞计数均显著升高（犘＜０．０１），血清ＩＬ６

含量也显著上升（犘＜０．０１），胸腺、脾脏指数明显升高（犘＜０．０５）；西药组和中药组的外周血 ＷＢＣ、ＰＬＴ，骨髓有核细胞计数，血清

ＩＬ６组间差异无统计意义（犘＞０．０５）。结论　加味四物汤可能通过调节细胞免疫、上调血清ＩＬ６含量、提高机体免疫功能、改善

骨髓造血微环境来实现对ＩＴＰ模型小鼠的治疗作用。
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　　特发性血小板减少性紫癜（ＩＴＰ）是一组因外周血中血小

板减少而导致皮肤、黏膜或内脏出血的疾病，发病率很高，临床

约占出血疾病总数的３０％。加味四物汤是贵州省省级名老中

医严鲁萍教授和贵阳中医学院第二附属医院血液内科生医在

四物汤的基础上总结多年的临床经验，不断探索而成，该方剂

用于治疗ＩＴＰ疗效显著。为研究加味四物汤对ＩＴＰ的药效及

作用机制，本科用免疫法建立ＩＴＰ动物模型，对此方进行动物

实验研究，探讨该药的临床作用及其与免疫因素的关系。

１　材料与方法

１．１　实验动物与药物　ＫＭ 小鼠７４只，体质量１８～２２ｇ雌

雄各半，ＳＰＦ级，由长沙市开福区东创实验动物科技服务部提

供，合格证号：ＳＣＸＫ（湘）２００９００１２。戊巴比妥钠，Ｓｉｇｍａ公司

产品（货号：Ｐ３７６１）。醋酸泼尼松，市售，浙江仙琚制药股份有

限公司生产，国药准字 Ｈ１３３０２１２０７，生产批号：１２０５１５０。加味

四物汤（当归１５ｇ、白芍１５ｇ、熟地１２ｇ、川芎１５ｇ、太子参１０

ｇ、紫珠草２４ｇ、土大黄２４ｇ、枸杞１０ｇ、黄芪２５ｇ、茜草根１２ｇ、

侧柏叶１０ｇ），由贵阳中医学院第二附属医院药剂科提供。将

上述药物按人和动物比例折算用量，用蒸馏水浸泡３０ｍｉｎ，煎

煮２次（３０分钟／次）后，过滤、合并滤液并加热蒸发，制成

１００％水煎浓液（含生药量为１ｇ／ｍＬ），于４℃冰箱中保存备

用，使用时常温静置４０ｍｉｎ、充分摇匀。

１．２　仪器与试剂　ＭｕｃｔｉｓｋａｎＧｏ酶标仪为 Ｔｈｅｒｍｏ公司生

产。ＳｙｓｍｅｘＸＴ２０００ｉ全自动血细胞计数仪，日本生产；ＩＬ６

试剂盒由Ｒ＆Ｄ公司提供，生产编号：１０２７９０７。８０２离心沉

淀器由上海手术器厂生产，弗氏完全佐剂（ＦＣＡ）和弗氏不完全

佐剂（ＦＩＣＡ）为Ｓｉｇｍａ公司产品。

１．３　方法

１．３．１　豚鼠抗小鼠血小板血清（ＧＰＡＰＳ）的制备　取ＫＭ 小

鼠，５％戊巴比妥钠麻醉，眼球取全血，乙二胺四乙酸二钠

（ＥＤＴＡＮａ２）抗凝，离心分离血小板，调整血小板数至１×１０
９／

ｍＬ；取分离的血小板分别与等量ＦＣＡ和ＦＩＣＡ混合成油包水

状做抗原，取含ＦＣＡ抗原１ｍＬ于０周注射豚鼠足掌、背及腹

部皮下至少６位点，取含ＦＩＣＡ抗原１ｍＬ分别于１、２、４周注

射于豚鼠足掌、背及腹部皮下，每次至少６点，第５周从豚鼠心

脏取不抗凝全血，离心分离血清即为ＧＰＡＰＳ，分装贮存于－

２０℃冰箱。将 ＧＰＡＰＳ从－２０ ℃冰箱取出，５６ ℃水浴３０

ｍｉｎ，用等量 ＫＭ 小鼠红细胞吸附２次，用生理盐水稀释成

１∶４浓度待用。

１．３．２　造模与分组　ＫＭ小鼠７４只，随机分成健康组１４只、

模型生理盐水组２０只、西药组２０只和中药组２０只，每组雌雄
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各半。除健康组外，各组参照参考文献［１３］造模方法并加以

改进，隔日１次按每２０ｇ／１００μＬ腹腔注射１∶４稀释的 ＧＰ

ＡＰＳ，造模第８天开始各组均按每２０ｇ０．２ｍＬ剂量灌胃，连续

１０ｄ；其中，模型生理盐水组按每２０ｇ０．２ｍＬ剂量灌胃给生理

盐水，西药组以泼尼松按成人６０ｍｇ／ｄ剂量换算后，按每１０ｇ０．

０１ｍｇ剂量灌胃，中药组按每２０ｇ０．２ｍＬ剂量灌胃。

１．４　指标及检测方法　实验中观察小鼠的活动量，饮食饮水

量，皮毛光泽度、皮肤淤血出血、体质量改变及死亡数量等基本

情况。实验结束后通过股动脉取血，ＥＤＴＡＮａ２ 抗凝，采用全

自动血细胞记数分析仪检测外周血，离心分离血清，采用双抗

夹心ＥＬＩＳＡ法，按试剂盒说明方法测定血清ＩＬ６水平。按文

献［４］方法快速剥离股骨，用６号针头以１ｍＬ生理盐水冲出

骨髓，置于ＥＤＴＡＮａ２ 抗凝管内，制成骨髓细胞悬液，采用全自

动血细胞记数分析仪检测骨髓有核细胞数量。实验结束后处死

小鼠，剖胸腹，取胸脾，置于电子天平上称质量；胸腺指数＝胸腺

质量／体质量，脾脏指数＝脾脏质量／体质量。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行数据处理，实验

结果以狓±狊表示。对于满足正态性、方差齐性的多组数据之

间的比较采用单因素方差分析，两两比较采用ＬＳＤ检验法，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　实验动物一般情况　整个实验期间，正常组小鼠活动量

大，行动敏捷，反应灵敏，毛色光泽，体质量均增加，实验结束时

小鼠的体质量平均增加６ｇ左右。模型组小鼠第１次注射ＧＰ

ＡＰＳ１ｄ后，开始逐渐出现眯眼、毛散乱竖起、活动量减少，鼻

部颜色变白，饮食饮水量减少，体质量减轻等现象，造模后第８

天模型组小鼠逐渐出现了较明显的皮下紫癜，实验结束时模型

组小鼠体质量平均减轻７ｇ左右。除健康组没有小鼠死亡外，

西药组死亡６只，其中雌鼠４只，雄鼠２只；生理盐水组小鼠死

亡８只，其中雌鼠６只，雄鼠２只；中药组小鼠死亡５只，雌鼠３

只，雄鼠２只。

２．２　各组小鼠外周血象的变化　与正常组比较，模型组小鼠

除ＲＢＣ外 ＷＢＣ、ＰＬＴ均显著降低（犘＜０．０１）。西药组与中药

组外周血 ＷＢＣ与ＰＬＴ计数均明显上升（犘＜０．０５），但中药组

上升更显著（犘＜０．０５）。西药组与中药组比较，外周血 ＷＢＣ、

ＲＢＣ、ＰＬＴ组间差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表１。

２．３　各组小鼠骨髓有核细胞数的变化　与正常组比较，各实

验组小鼠骨髓有核细胞数量显著降低（犘＜０．０１）。与模型生

理盐水组比较，西药组与中药组骨髓有核细胞数量均增加，其

中，西药组犘＜０．０５，中药组犘＜０．０５，见表２。

表１　　各组小鼠外周血象

组别 狀 ＷＢＣ（×１０９Ｌ－１）ＲＢＣ（×１０１２Ｌ－１）ＰＬＴ（×１０９Ｌ－１）

健康组 １４ ６．６７±１．３３ ９．５３±０．９０ ７２５．１４±１２４．２６

模型生理盐水组 １２ ３．６２±０．５５ａ ８．５８±２．２８ ４６９．７５±１６０．９０ａ

西药组 １４ ５．９２±１．４０ａｃ ９．６９±０．７７ ５８１．８５±９３．５５ａｂ

中药组 １５ ５．４１±１．１６ａｃ ９．５２±０．６３ ６５８．３３±１５７．３８ａｃ

　　ａ：犘＜０．０１，与健康组比较；ｂ：犘＜０．０５，ｃ：犘＜０．０１，与模型生理盐

水组比较。

２．４　各组小鼠血清ＩＬ６水平的变化　各模型组小鼠血清ＩＬ

６水平与健康组比较，均明显下降（犘＜０．０５），其中，模型生理

盐水组下降最多（犘＜０．０１）。与生理盐水组比较，西药组、中

药组血清ＩＬ６水平均显著上升（犘＞０．０５），见表３。

２．５　各组小鼠胸脾指数变化　各模型组胸腺指数、脾脏指数

与健康组比较均显著下降（犘＜０．０５），其中，模型生理盐水组

下降最显著（犘＜０．０１）。与模型生理盐水组比较，西药组，中

药组脾脏指数与胸腺指数均有显著上升（犘＜０．０５），见表４。

表２　　各组小鼠骨髓有核细胞数

组别 狀 骨髓有核细胞数（×１０９／Ｌ）

健康组 １４ １５．１０±３．３０

模型生理盐水组 １２ ７．６５±１．６８ａ

西药组 １４ ９．５２±１．５９ｂａ

中药组 １５ １０．１１±３．２５ｃａ

　　ａ：犘＜０．０１，与健康组比较；ｂ：犘＜０．０５，ｃ：犘＜０．０１，与模型生理盐

水组比较。

表３　　各组小鼠血清ＩＬ６水平

组别 狀 血清ＩＬ６含量（ｐｇ／ｍＬ）

健康组 １４ １４．９３７８６±０．７７４２１

模型生理盐水组 １２ １２．８８４６７±０．８４４０９ａ

西药组 １４ １４．１１６２１±１．０６０５９ｂａ

中药组 １５ １３．７８４５５±０．７５６３２ｂａ

　　ａ：犘＜０．０１，与健康组比较；ｂ：犘＜０．０１，与模型生理盐水组比较。

表４　　各组小鼠脾脏、胸腺指数（狓±狊）

组别 狀 脾脏指数 胸腺指数

健康组 １４ ０．００３９２±０．０００６７ ０．００４２４±０．００１４０

模型生理盐水组 １２ ０．００１２９±０．０００４７ｂ ０．００２６３±０．００１５７ｂ

西药组 １４ ０．００２１８±０．０００８６ｄａ ０．００３８１±０．００１４２ａｃ

中药组 １５ ０．００１８１±０．０００４１ｄｂ ０．００３９９±０．００１４９ａｃ

　　ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与健康组比较；ｃ：犘＜０．０５，ｄ：犘＜０．０１，与

模型生理盐水组比较。

３　讨　　论

ＩＴＰ属于中医“血证”、“发斑”、“肌衄”、“发斑”、“阴阳毒”

“葡萄疫”等范畴，部分严重病例并发脑出血者可归属“中风”范

畴。现代医学家将ＩＴＰ命名为“紫癜病”
［５］。目前，临床上西

医主要应用止血药、糖皮质激素、免疫抑制剂、雄性激素、脾切

除术和血浆置换、单抗和促细胞生成因子等进行治疗［６］，取得

了一定的疗效。但西药治疗存在不良反应大、停药或减量易复

发、易反弹等问题。近些年来，中医中药在本病的治疗上取得

可喜的成绩，有了很大的进展［７８］，在一定程度上弥补了西医治

疗的不足，中药不良反应小，改善症状明显、费用相对低廉、治

病根本等。四物汤是祖国医学中经典的补血名方，该方用血中

之血药熟地、白芍配伍血中之气药当归、川芎，动静结合，刚柔

相济，使血虚能补、血瘀能行、血燥能润、血溢能止，达到补血不

滞血、和血不伤血的目的［９］。加味四物汤是在四物汤原方基础

上，佐以益气健脾、养阴清热的中药而成。有研究表明，该药方

能提升ＰＬＴ水平、改善粒系病态造血，对再生障碍性贫血、ＩＴＰ

有较好疗效［１０１１］。研究表明，黄芪及其合剂对ＰＬＴ的恢复有

促进作用［１２］，促进骨髓粒系造血，使骨髓体外培养粒细胞、巨

噬细胞（ＣＦＵＧＭ）集落数明显增加
［１３］。

ＩＴＰ的病因和发病机制到目前仍不很明确，除了认为细菌

或病毒感染与其发病有密切关系，与肝脾的作用有关外，不少

的研究表明是体液免疫、细胞免疫及巨核细胞等的调控异常和

人类细胞抗原遗传多态性等多方面综合作用的结果［１４１５］。ＩＬ

６是一种由免疫活性细胞分泌的多功能因子，具有免疫调节及

抗肿瘤作用，同时也有显著的造血调控作用。它的生物活性主

７８８１重庆医学２０１４年５月第４３卷第１５期



要有促进Ｂ细胞增生分化和分泌抗体，活化Ｔ细胞和 ＮＫ细

胞、刺激肝细胞分泌急性肝细胞蛋白，促进造血干细胞增殖，使

垂体分泌促肾上腺皮质激素，使形状细胞分泌神经生长因子样

活性物质等。有研究表明细胞因子ＩＬ６，ｓＩＬ２Ｒ参与了ＩＴＰ

的发病过程［１６］。

本实验研究结果显示中药方剂加味四物汤具有与泼尼松

一样能增加ＩＴＰ模型小鼠外周血 ＷＢＣ、ＰＬＴ水平，促进骨髓

有核细胞增殖，使血清ＩＬ６的水平明显上升的作用。
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８１．

［１３］ＬｉＢ，ＳｏｎｇＹ，ＬｉｕＴＪ，ｅｔａｌ．ｍｉＲＮＡ２２ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｃｏｌｏｎ

ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓ１

ａｎｄｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ２ａｎｄ９［Ｊ］．ＯｎｃｏｌｏｇｙＲｅ

ｐｏｒｔｓ，２０１３，２９（１）：１９３２１９３８．

［１４］ＸｉｏｎｇＪ，ＹｕＤ，ＷｅｉＮ，ｅｔａｌ．Ａｎｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒａｌｐｈａ

ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ，ｍｉｃｒｏＲＮＡ２２，ｉｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｅｓｔｒｏｇｅｎ

ｒｅｃｅｐｔｏｒａｌｐｈａｐｏｓｉｔｉｖｅｈｕｍａｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓａｎｄ

ｃｌｉｎｉｃａｌｓａｍｐｌｅｓ［Ｊ］．ＦＥＢＳＪ，２０１０，２７７（７）：１６８４１６９４．

［１５］ＨｉｒａｇａＴ，ＩｔｏＳ，ＮａｋａｍｕｒａＨ．Ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｌｉｋｅｃｅｌｌｍａｒｋｅｒ

ＣＤ４４ｐｒｏｍｏｔｅｓｂｏｎｅｍｅｔａｓｔａｓｅｓｂｙｅｎｈａｎｃｉｎｇｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃｉ

ｔｙ，ｃｅｌｌｍｏｔｉｌｉｔｙ，ａｎｄｈｙａｌｕｒｏｎａｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，

２０１３，７３（１３）：４１１２４１２２．

（收稿日期：２０１４０１１６　修回日期：２０１４０３２１）

８８８１ 重庆医学２０１４年５月第４３卷第１５期




