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模型小鼠血小板系统和免疫功能的影响"
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要"目的
!

观察宁血饮对特发性血小板减少性紫癜"

X5O

$模型小鼠血小板系统及免疫功能的影响%方法
!

建立
X5O

模

型小鼠!并分为空白对照组!模型组!

!

血小板胶囊组!宁血饮高&低剂量组!每组
%&

只%于造模后第
>

天开始分组给药!连续给药

?8

%检测各组血小板计数!外周血
5

淋巴细胞亚群&血小板相关抗体!骨髓巨核细胞计数和产板巨核细胞计数等!称脾脏质量!计

算脾脏系数%结果
!

宁血饮高剂量组血小板计数升高!骨髓巨核细胞计数减少!产板巨核细胞计数增多!血小板相关抗体水平降

低!脾脏质量及脾脏系数减少!

5

淋巴细胞亚群失调得到改善!与模型组比较差异有统计学意义"

!

#

*'*(

$%升血小板胶囊组血

小板计数升高!骨髓巨核细胞计数减少!产板巨核细胞计数增多!与模型组比较差异有统计学意义"

!

#

*'*(

$%宁血饮低剂量组

血小板系统有所改善!但与模型组比较差异无统计学意义"

!

$

*'*(

$%结论
!

宁血饮高剂量对
X5O

模型小鼠血小板系统和免疫

相关指标的异常有明显改善&调节作用!而升血小板胶囊仅能改善血小板系统!宁血饮低剂量则无明显影响%

关键词"紫癜!血小板减少性!特发性#小鼠#血小板#免疫
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X5O

&是一种最常见的出血性疾病#以血小板减少所致

的皮肤黏膜出血为临床特征)

%

*

'宁血饮是本课题组根据中医

理论#结合多年临床经验拟定之中药复方制剂#对
X5O

有较好

的临床疗效#本实验通过研究宁血饮对
X5O

模型小鼠的影响#

从血小板系统和免疫功能两个方面观察该复方制剂的作用

机制'

>

!

材料与方法

>'>

!

动物(药品与试剂
!

选择
V/3V

"

-

小鼠
<*

只#体质量
%?

!

&&

1

#

?

周龄#雌雄各半#由重庆医科大学实验动物中心提供

)动物合格证号!

,bRS

$渝&

&**>4***%

*'小鼠饲养和实验均在

清洁级动物实验室内进行)合格证号!

,-RS

$渝&

&**>4***%

*'

宁血饮由土大黄(黄芩(土茯苓(黄芪(生地(北沙参(丹皮(茜草

组成#其水煎剂由重庆市将军血液病研究所提供#经水煎提取#

高(低剂量分别浓缩至含生药
+'?%?

(

%';*;

1

"

23

#灭菌瓶装%

升血小板胶囊$国药准字
Y&**&(*&;

&由陕西郝其军制药股份

有限公司生产'主要试剂!豚鼠抗小鼠血小板血清$

C0B:

J

GCBA4

GAB.AHI2

#

/O,

&由莱博特利生物医学科技有限公司制备#

h&*]

冰箱保存#使用时用无菌生理盐水稀释'小鼠血小板

抗体
X

1

!

(

X

1

/

(

X

1

T

酶联免疫吸附测定$

A0W

L

2AG:0PA8:22I4

09.9HMA0BC..C

L

#

U3X,/

&试剂盒%小鼠
5

淋巴细胞亚群试剂

盒%

$X5-4-"+

(

OU4-")

(

5-4-"?

三色荧光素标记的单克隆抗

体购于莱博特利生物医学科技有限公司'主要仪器!

5US4

*

型全自动血液分析仪%

,

L

0AH

1L

65

酶标仪由
V:945US

基因有

限公司生产%

-R)*

型
3̂bTOf,

摄像显微镜%

V8$CF.@C0

5C

1

A,A

型流式细胞仪%

5!34%?-4-

高速台式离心机由上海安

亭科学仪器厂生产%

,CHB9H:I.

微量天平由北京赛多利斯天平有

限公司生产%数码照像机%手术器材等'

;;%&

重庆医学
&*%%

年
?

月第
)*

卷第
&&

期

"

基金项目!重庆市卫生局立项课题$

&**(4V4)&

&'

!

%

!

通讯作者%

5AG

!

%+;?+*%+?>>

%

U42C:G

!

&&(%)<+)+
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'F92

'
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!

方法

>'?'>

!

抗小鼠血小板血清$

/O,

&制备
!

按参考文献)

&

*制备!

$

%

&取
V/3V

"

-

小鼠#乙醚麻醉后#从小鼠心脏取全血#以
U"4

5/4#C&

为抗凝剂#分离血小板并漂洗#用生理盐水稀释'$

&

&

取已分离的血小板分别与等量完全福氏佐剂和不完全福氏佐

剂混合成油包水状作好抗原#以含完全福氏佐剂抗原于
*

周注

射于豚鼠足掌(背及皮下至少
)

点%以含不完全福氏佐剂抗原

分别于
%

(

&

(

)

周按上述相应部位及点数注射'第
(

周从豚鼠

心脏取不抗凝全血#

(<*

1

\%*2:0

离心后取上清液#即得豚鼠

抗小鼠血小板抗血清$

!O4/O,

&#并贮存于
h&*]

冰箱待用'

$

+

&参照
U3X,/

加以改进#用国产冻干酶联
/

蛋白纯品代替

碱性磷酸酶
4

蛋白
/

酶标抗体检测抗血清效价'$

)

&将
/O,

从

h&*]

中取出#置
(<]

水浴
+*2:0

#用等量
V/3V

"

-

小鼠红

细胞吸附至少
&

次#用生理盐水稀释成
%g)

浓度
/O,

待用'

>'?'?

!

造模与分组
!

将
V/3V

"

-

小鼠
<*

只#按血小板计数

随机分为空白对照组#模型组#升血小板胶囊组#宁血饮高(低

剂量组
(

组#每组
%&

只'空白对照组常规饲养#其他组于第

%

(

+

(

(

(

>

(

;

(

%%

(

%+

天#按照
%**

&

3

"

&*

1

剂量小鼠腹腔注射

%g)

稀释的
/O,

#以维持血小板持续低水平'造模后第
>

天!

$

%

&空白对照组灌服生理盐水#按
*'&23

"

%*

1

体质量剂量灌

胃#每日
%

次%$

&

&模型组灌服生理盐水#按
*'&23

"

%*

1

体质

量剂量灌胃#每日
%

次%$

+

&升血小板胶囊组灌服剂量为

%

1

"

P

1

#每日
%

次%$

)

&宁血饮高剂量组灌服宁血饮$

+'?%?

1

"

23

#剂量相当于临床用药量的
&*

倍&#每日
%

次%$

(

&宁血饮

低剂量组灌服宁血饮$

%';*;

1

"

23

#剂量相当于临床用药量的

%*

倍&#每日
%

次'连续灌胃
?8

'

>'?'@

!

观测指标及检测方法
!

$

%

&一般情况!观察实验中小鼠

的精神活动状况(皮肤黏膜出血状况(皮毛光泽度(进食量(饮

水量(大小便和死亡情况等%$

&

&血小板计数!分别于造模前(给

药前(给药第
?

天采用断尾法取全血#用全自动血分析仪检测

血小板%$

+

&骨髓巨核细胞和产板巨核细胞计数!处死小鼠后#

迅速剥离股骨#取股骨骨髓#用
&(

&

3

小牛血清混匀#迅速涂

片#风干后行瑞氏染色#光学显微镜下观察巨核细胞及产板巨

核细胞%$

)

&外周血血小板相关抗体$

J

GCBAGAB4C..9F:CBA8C0B:4

M98

L

#

O/

&

4X

1

$

/

(

T

(

!

&检测!按照
U3X,/

试剂盒说明书用双

抗体酶联夹心法检测%$

(

&脾脏大小(质量及其脏器系数!

(2:0

内取各组小鼠脾脏#观察并比较各组脾脏的大小#称质量然后

计算脏器系数%$

<

&

5

淋巴细胞亚群!按照试剂盒说明书操作#

用流式细胞仪检测'

>'@

!

统计学处理
!

样本均数用
2 À

表示#两组间比较采用
<

检验#多组间比较采用
D

检验'全部数据用
,/,;'%

软件进行

分析'

?

!

结
!!

果

?'>

!

一般情况
!

空白对照组小鼠反应灵活#皮毛光亮#皮下无

瘀班(瘀点#活动力强#主动觅食#大便呈条状'模型组小鼠于

注
/O,

后
%

周表现为反应迟钝#皮毛干枯#皮下出现瘀班(瘀

点#活动减少#进食减少#大便稀溏等#并随造模时间延长而加

重'实验结束时#给药各组上述表现均有不同程度改善'其中

宁血饮高剂量组改善效果更为明显'

?'?

!

血小板系统的变化

?'?'>

!

血小板计数变化
!

造模第
>

天时#除空白对照组外其

他组小鼠血小板计数均下降#与空白对照组比较差异有统计学

意义$

!

#

*'*(

&'给药
?8

后#各给药组血小板计数均升高#其

中宁血饮高剂量组和升血小板胶囊组的血小板计数变化与模

型组比较差异有统计学意义$

!

#

*'*(

&#尤其是宁血饮高剂量

效果最为显著#见表
%

'

?'?'?

!

骨髓巨核细胞和产板巨核细胞计数变化
!

模型组与空

白对照组比较巨核细胞总数大幅度增加#产板巨核细胞数明显

减少$

!

#

*'*(

&#提示注射
/O,

后虽然小鼠骨髓巨核细胞大幅

度增加#却存在成熟障碍'宁血饮高剂量组和升血小板胶囊组

与模型组比较#巨核细胞总数明显减少#产板巨核细胞计数增

加$

!

#

*'*(

&#宁血饮低剂量组与模型组比较差异无统计学意

义$

!

$

*'*(

&#提示高剂量的宁血饮和升血小板胶囊均能改善

巨核细胞的成熟障碍#从而有助于血小板的生成#见表
&

'

表
%

!!

各组小鼠血小板计数比较#

2 À

%

\%*

;

&

3

%

%j%&

$

组别
血小板计数

造模前 造模第
>

天 给药
?8

后

空白对照组
%+'*?̀ >+'?% >*>'?+̀ >?'(+ >%%'(*̀ ?<'%%

模型组
>&*'%>̀ >)'*&

+?%'&(̀ )?')?

"

+>(')>̀ )('))

升血小板胶囊组
>%*'++̀ <<';? +>%'*?̀ );';>

"

)>;'>+̀ (%'>*

%

宁血饮高剂量组
>%;'>(̀ (>'?<

+?+'++̀ );'<>

"

();'%?̀ );'?+

%

宁血饮低剂量组
>%)'*?̀ (<');

+><'(*̀ +)'*&

"

)**'<(̀ &)'&;

!!

"

!

!

#

*'*(

#与空白对照组比较%

%

!

!

#

*'*(

#与模型组比较'

表
&

!!

各组小鼠骨髓巨核细胞计数'产板巨核细胞计数

!!

比较#

2 À

%个%

%j%&

$

组别 巨核细胞总数 产板巨核细胞计数

空白对照组
<;'*?̀ <')+ ++'>(̀ +'((

模型组
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#与模型组比较'
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!

免疫系统的变化

?'@'>

!

O/4X

1

$

/

(

T

(

!

&变化
!

模型组与空白对照组比较血小

板相关抗体明显升高$

!

#

*'*(

&'宁血饮高剂量组与模型组

比较#血小板相关抗体均有不同程度的降低$

!

#

*'*(

&#其他

两组与模型组比较差异无统计学意义$

!

$

*'*(

&#提示高剂量

的宁血饮能有效减少
X5O

模型小鼠的血小板相关抗体#从而

对血小板起到较好的保护作用#见表
+

'

表
+
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各组小鼠
O/4X

1

#

/

'

T

'

!

$水平比较

!

#
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组别
O/4X
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! O/4X

1
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T
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#与模型组比较'
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!

脾脏大小(重量及其脏器系数的变化
!

实验各组小鼠

的脾脏与空白对照组比较#均可见不同程度的增大#模型组尤

甚'模型组与空白对照组比较脾脏质量及其脏器系数均明显

增大$

!

#

*'*(

&#提示注射
/O,

后引起小鼠脾脏的病理改变与

人类
X5O

疾病相似'宁血饮高剂量组与模型组比较#脾脏明

显缩小#质量及其脏器系数均明显减小$

!

#

*'*(

&#其他两组

与模型组比较差异无统计学意义$

!

$

*'*(

&#提示高剂量的宁

血饮可以缓解
X5O

模型小鼠脾脏的增大#见表
)
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各组小鼠脾脏质量以及脾脏系数的比较#
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淋巴细胞亚群变化
!

模型组与空白对照组比较

-"?

_明显升高#
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_
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_
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&#提示给小鼠注射
/O,

后会造成
5
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宁血饮高剂量组与模型组比较#
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_

(
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_

(

-")

_
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&#其他两组与模型组比较差异无

统计学意义$
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&#提示高剂量的宁血饮对
X5O

模型小鼠

的
5

淋巴细胞亚群失调有较好的调节作用#见表
(
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表
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各组小鼠
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X5O

是一种获得性自身免疫性疾病#是临床常见的(以出

血和血小板减少为主要表现的一组免疫综合征#主要与体液免

疫(细胞免疫功能有关)

+

*

'

X5O

虽然在祖国医学中没有与之完

全对应的病名#但根据皮肤紫癜及各部位的出血症状#应归属

于/血证0范畴'本课题组根据中医理论#结合多年的临床经

验#拟方宁血饮'该方清热解毒除湿(凉血化淤以治标#滋阴以

治本#标本兼顾%并且现代药理证明#方中用药土大黄有增强毛

细血管抵抗力和促进骨髓制造血小板的功效#黄芪(土茯苓(黄

芩有调节免疫系统的作用)

)4<

*

'血小板数量减少可导致不同程

度出血与出血时间延长#

X5O

的治疗目的是使患者血小板计数

提高到安全水平#防止严重出血)

>

*

'该实验发现高剂量宁血饮

能显著提升血小板计数#从而明显缓解
X5O

模型小鼠的皮肤

出血症状'造成血小板计数减少的原因主要有两个!$

%

&骨髓

巨核细胞成熟障碍#导致血小板产生减少%$

&

&

X5O

患者免疫功

能紊乱#产生大量抗血小板抗体#从而导致血小板破坏增多'

该实验发现高剂量宁血饮能显著减少骨髓巨核细胞计数#同时

促进其成熟#使产板巨核细胞计数增加'

O/4X

1

在
X5O

的发病

机制中起主要作用#并被列为诊断
X5O

的标准之一)

?

*

#

?*[

以

上
X5O

患者
O/4X

1

阳性#对
X5O

的诊断有较高的敏感性)

;

*

'

X5O

患者自身免疫功能异常#导致血液中产生
O/4X

1

#使血小

板破坏增加#导致出血)

%*

*

'本实验结果显示#高剂量宁血饮对

X5O

模型小鼠的
O/4X

1

$

!

(

/

(&

T

的升高均有不同程度的改

善'体外培养证实#脾是
X5O

患者
O/4X

1

的产生部位#并且外

周血中血小板
%

"

+

滞留于脾#与
O/4X

1

结合的血小板#其表面

形状发生改变#增加了血小板在脾的滞留时间及被单核
4

巨噬

细胞清除的可能性)

%%

*

'其消除率与
O/4X

1

!

含量呈正相

关)

%&

*

'正常情况下#脾小结很少#引起体液免疫应答时淋巴小

结大量增多#体积增大)

%+

*

'本实验结果显示#高剂量宁血饮能

有效缩小
X5O

模型小鼠肿大的脾脏#减轻其质量#从而对脾脏

起到保护作用#并减少对血小板的破坏'既往研究发现#自身

免疫性疾病与机体免疫平衡失调有关'免疫细胞中辅助
5

细

胞和抑制
5

细胞相互制约(相互调节决定着机体内环境的平

衡及是否发生免疫反应'大量临床研究资料显示#

X5O

患者外

周血
-"+

_

(

-")

_

(

-")

_

"

-"?

_ 均显著低于正常对照组#

-"?

_百分比则明显升高#辅助
5

细胞和抑制
5

细胞亚群比例

失调'

X5O

患者不仅存在体液免疫紊乱#同时存在细胞免疫功

能异常'

5

淋巴细胞亚群与
X5O

的发生(发展密切相关)

%)

*

'

本实验结果与文献报道相似#并且发现高剂量宁血饮能提高

-"+

_

(

-")

_

(

-")

_

"

-"?

_

#降低
-"?

_百分比#提示宁血饮的

疗效机制可能与调节细胞免疫有关'

综上所述#宁血饮对
X5O

的影响主要是促进血小板的生

成(减少其破坏以及调节紊乱的免疫状态#其药效的作用与药

物剂量有密切的关系'
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