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归脾丸对苯中毒小鼠骨髓细胞周期的影响

刘　立#　王树飞#　许　瑞!　彭晓明$

摘要　目的　观察归脾丸对苯中毒小鼠骨髓细胞周期的影响，并探讨其造血调控作用的可能机制。
方法　

9!

只昆明小鼠随机分为正常对照组、模型组、西药组以及归脾丸大、中、小剂量组，每组
#!

只。将小

鼠置于人工模拟高苯浓度环境每天
8 .

，连续
#G

天，复制苯中毒模型。造模后，归脾丸大、中、小剂量组分别

给予归脾丸溶液
8

、
G

、
! >HI

（
JH

·
K

）灌胃；西药组给予利血生
#


; >HI

（
JH

·
K

）和鲨肝醇
; >HI

（
JH

·
K

）混

悬液灌胃；正常对照组和模型组给予生理盐水灌胃，均每天
#

次，连续
$

周。应用流式细胞仪检测小鼠骨髓

有核细胞计数及骨髓细胞周期。结果　与正常对照组比较，模型组骨髓有核细胞计数明显减少（
L M"


";

）；

与模型组比较，归脾丸大、小剂量组及西药组骨髓有核细胞计数均明显增加（
L M"


"#

）。与正常对照组比

较，模型组
N

期细胞比例和细胞增殖指数（
O,01?P:,+Q?0F ?FK:C

，
L'

）增加，
5

"

I5

#

期细胞比例下降，差异均有

统计学意义（
L M"


";

）。与模型组比较，归脾丸大剂量组
5

"

I5

#

期细胞比例下降，
5

!

I*

期细胞比例和
L'

增

加，归脾丸中剂量组
N

期细胞比例下降，差异均有统计学意义（
L M"


"#

，
L M"


";

）。与西药组比较，归脾丸

大剂量组在
5

!

I*

期细胞比例和
L'

增加而在
5

"

I5

#

期细胞比例下降，差异均有统计学意义（
L M "


"#

）。

结论　归脾丸可能通过调节苯中毒小鼠骨髓细胞周期的
5

#

或
5

!

期检查点，而使细胞进入细胞增殖周期，

加速骨髓
5

"

I5

#

期细胞向
N

期细胞、
N

期细胞向
5

!

I*

期细胞的转化，促进骨髓造血细胞增殖，提高外周血

象，促进骨髓造血功能的恢复。

关键词　归脾丸；苯中毒；骨髓有核细胞；细胞周期
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）与现代人的生活、工作密切相关。

长期吸入苯系物而出现的表现主要有：初期时齿龈

和鼻黏膜处有类似坏血病的出血症，并出现神经衰

弱样的症状，如头昏、失眠、乏力、记忆力减退、思维

及判断力降低等；随后出现白细胞减少和血小板减

少，严重时可使骨髓造血功能发生障碍，导致再生障

碍性贫血［
#

，
!

］。目前对苯中毒所致的白细胞减少，常

以输注成分血白细胞、口服西药制剂如鲨肝醇、利血

生等和应用粒细胞集落刺激因子（
5%N`

）等为

主［
$

］。但输注成分血白细胞受到血源等限制，口服

升白药物疗效不佳，而应用
5%N`

虽见效快，但维持

时间短且价格昂贵。故研制出一种疗效佳、价格便

宜的药物治疗苯及混苯作业所致血细胞减少症成为

当前较为紧迫的任务。笔者前期已证实归脾丸能改

善苯中毒后造血指标［
G

］，但对其改善造血功能的机

制尚不清楚，故本研究从骨髓造血细胞周期方面研

究归脾丸对苯中毒小鼠骨髓抑制的影响，初步探讨

其恢复机体造血功能的可能机制。

材料与方法

#

　动物　
8

～
#!

周龄昆明小鼠
9!

只，体重

（
!"

±
!

）
H

，雌雄各半，由甘肃中医学院动物实验中心

提供。实验动物质量合格证号：
N%W7

（甘）
!""G

－
"""<

。全部实验在甘肃中医学院
NL`

实验室完成。

经
$;

天喂养后各组小鼠体重均增加
!

～
$ H

，但组间

比较，差异无统计学意义（
L a"


";

）。

!

　药物、试剂及仪器　浓缩归脾丸（由党参、炒白
术、蜜炙黄芪、蜜炙甘草、茯苓、制远志、炒酸枣仁、龙眼

肉、当归、木香、大枣共
##

味药组成），批号：
!""4$9

，兰

州佛慈制药厂生产，每
8

粒相当于原生药
$ H

。取浓缩

丸
#" H

（
;;

粒）溶于
<; >T

纯净水，用纯净水连续加倍

稀释
!

次。利血生，批号：
!""4##"G

，江苏吉贝尔药业

有限公司生产。鲨肝醇，批号：
!""8";##

，广东康奇力

药业有限公司生产。
LRN

缓冲液，碘化丙啶染液（美国

N?H>+

），流式细胞仪（
R:-Q0F Y?-J?FE0F `V%E-+F

，

美国
R:J>+F

公司）；
%Y#!""

血细胞全自动分析仪

（美国）；自制木箱，
G" ->

×
G" ->

×
G" ->

，周壁黑

色，底部等分为
!;

方格。

$

　分组和造模　
9!

只小鼠按随机数字表法分为

正常对照组、模型组、西药组以及归脾丸大、中、小剂量

组
<

组，每组
#!

只。参考文献［
;

－
8

］方法造模，除正

常对照组外，其余
;

组均每天
8 .

置于人工模拟高苯

浓度（苯浓度
b ! """ >HI>

$）环境下，连续
#G

天。

并于实验第
#G

天将各组小鼠断尾采血，用
%Y#!""

血细胞全自动分析仪检测小鼠外周血白细胞、血小板

和血红蛋白计数，观察苯中毒造模情况。根据文献

［
4

］相关标准：苯接触作业者连续
!

次白细胞计数
M

G


;

×
#"

4

IT

为白细胞减少（轻度苯中毒），伴有血小板

计数
M 8"

×
#"

4

IT

或血红蛋白
M ##" HIT

（女性）、

#!" HIT

（男性）为中度苯中毒。

G

　给药方法　各组均于造模成功后第
!

天开始

给药。归脾丸大、中、小剂量组分别给予归脾丸溶液

8

、
G

、
! >HI

（
JH

·
K

）灌胃，分别相当于临床成人用量

的
!"

、
#"

、
;

倍；西药组给予利血生
#


; >HI

（
JH

·
K

），

鲨肝醇
; >HI

（
JH

·
K

），配成混悬液灌胃；正常对照组

和模型组每天以生理盐水
"


! >TI

只灌胃；均每天

#

次，连续
$

周。给药期间为防小鼠自愈，除正常对照

组外其余各组继续高苯环境喂养。

;

　骨髓有核细胞悬液的制备及计数　末次给药
!G .

后，以颈椎脱臼法处死各组小鼠，取出股骨，剔除

肌肉和结缔组织，剪开股骨两端，用
<

号针头以
# >T

生理盐水冲出骨髓细胞，
G

号针头过滤成单个骨髓细

胞悬液，取部分骨髓细胞悬液在流式细胞仪下按

$ >?F

细胞数进行骨髓有核细胞计数。

<

　细胞周期样品制备　将上述单个骨髓细胞悬
液离心，

# """ , I>?F

，
; >?F

，弃上清液，用
LRN

洗涤
!

次，去大部分上清液，留少许生理盐水将细胞混匀，再

将细胞滴入
9"c

冷乙醇内固定，立即混匀，放置
G

℃
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冰箱过夜备用。

9

　细胞周期分析　取上述
9"c

冷乙醇固定的细

胞样品，用
LRN

洗
!

次，以洗去残留的乙醇，留少许

LRN

混匀细胞，加入碘化丙啶染液，放入
G

℃冰箱避
光

$" >?F

，流式细胞仪检测细胞周期的变化。结果以

细胞周期各时相细胞百分率表示，并计算细胞增殖指

数（
O,01?P:,+Q?0F ?FK:C

，
L'

）［#"］，公式：
L'

（
c

）
b

（
N d

5

!

I*

）
I

（
5

"

I5

#

d N d5

!

I*

）×
#""c

。

8

　统计学方法　应用
NLNN #9


"

软件进行统

计学分析，实验数据以
C

±
E

表示，组间比较采用单因

素方差分析及
TNY

检验，
L M "


";

为差异有统计学

意义。

结　　果

#

　造模情况（表
#

）　实验过程中无动物死亡及脱
失。经

#G

天模拟高浓度苯吸入后，
#!

只染毒小鼠的
$

项

外周血指标均明显下降，达到苯中毒诊断标准。其中达

轻度苯中毒标准者
G

只；达中度苯中毒标准者
8

只。

表
#

　实验第
#G

天正常对照组和模型组小鼠外周血白细胞、

血小板计数和血红蛋白比较　（
C

±
E

）

组别
F

白细胞

（×
#"

4

IT

）

血小板

（×
#"

4

IT

）

血红蛋白

（
HIT

）

正常对照
#! 9

．
""

±
#

．
GG ;;G

．
9;

±
###

．
#" #;G

．
8$

±
#;

．
$"

模型　　
#!

$

．
!"

±
#

．
"4


!"!

．
!;

±
##"

．
4<


#"<

．
;8

±
#8

．
!!



　　注：与正常对照组比较，
L M"

．
"#

!

　各组小鼠骨髓有核细胞计数比较（表
!

，图
#

）

与正常对照组比较，模型组骨髓有核细胞计数明显减

少，差异有统计学意义（
L M"


";

）。与模型组比较，归

脾丸大、小剂量组及西药组骨髓有核细胞计数均明显

增加，差异有统计学意义（
L M"


"#

）。归脾丸中剂量

组骨髓有核细胞计数明显少于西药组，差异有统计学

意义（
L M"


"#

）。

$

　各组小鼠骨髓细胞周期比较（表
!

）　与正常
对照组比较，模型组

N

期细胞比例和
L'

增加，
5

"

I5

#

期细胞比例下降，差异均有统计学意义（
L M "


";

）；

5

!

I*

期细胞比例亦下降，但差异无统计学意义（
L a

"


";

）。与模型组比较，归脾丸大剂量组
5

"

I5

#

期细

胞比例下降，
5

!

I*

期细胞比例和
L'

增加，差异均有统

计学意义（
L M"


"#

）；归脾丸中剂量组
N

期细胞比例

下降，差异有统计学意义（
L M"


";

）。与西药组比较，

归脾丸大剂量组在
5

!

I*

期细胞比例和
L'

增加而在

5

"

I5

#

期细胞比例下降，差异均有统计学意义（
L M

"


"#

）；归脾丸中剂量组在
5

"

I5

#

期细胞比例增加而

在
N

期细胞比例和
L'

下降，差异均有统计学意

义（
L M"


";

）。

讨　　论

苯被广泛应用于工业生产和日常生活中，慢性苯

中毒的报告呈上升趋势。实验研究证明苯中毒可导致

记忆功能和造血功能同时下降；归脾丸溶液可改善苯

中毒所致的记忆力减退及判断力降低的神经衰弱症

状，提高学习记忆能力［
##

］。骨髓是慢性苯中毒的主要

靶器官，长期吸入苯系物的人可患各种血液系统疾病。

　　注：
V

为正常对照组；
R

为模型组；
%

为归脾丸大剂量组；
Y

为归脾丸中剂量组；
=

为归脾丸小剂量组；̀ 为西药组

图
#

　各组小鼠骨髓有核细胞计数
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表
!

　各组小鼠骨髓有核细胞计数及骨髓细胞周期比较　（
C

±
E

）

组别
F

骨髓有核细胞计数
细胞周期

5

"

I5

#

（
c

）
N

（
c

） 5

!

I*

（
c

）
L'

（
c

）

正常对照
#! ;4 9#G

．
""

±
#$ G94

．
8G <4

．
<G

±
$

．
8# !G

．
4"

±
$

．
!8 ;

．
GG

±
#

．
<! $"

．
$;

±
$

．
8#

模型
#!

# ##"

．
88

±
G$"

．
"G


<"

．
;#

±
;

．
G8


$;

．
<9

±
;

．
$!


$

．
9<

±
#

．
4$

$4

．
G9

±
;

．
G8



归脾丸大剂量
#!

G <48

．
4"

±
! <""

．
<;

△△
;"

．
G;

±
G

．
"9

△△▲▲
$;

．
9$

±
;

．
4"

#$

．
8"

±
!

．
<4

△△▲▲
G4

．
;G

±
G

．
"9

△△▲▲

归脾丸中剂量
#!

# !$#

．
!;

±
;<#

．
<;

▲▲
<G

．
9;

±
9

．
!9

▲
$"

．
44

±
;

．
9<

△▲
$

．
!G

±
!

．
!4

$G

．
99

±
9

．
94

▲

归脾丸小剂量
#!

! 4G;

．
""

±
8<!

．
G!

△△
<#

．
49

±
;

．
$8 $!

．
9#

±
G

．
44 ;

．
$!

±
!

．
#; $8

．
"$

±
;

．
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西药
#!

! G98

．
<$

±
88"

．
$;

△△
<"

．
""

±
G

．
;G $;

．
#8

±
$

．
9$ G

．
8G

±
!

．
89 G"

．
""

±
G

．
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　　注：与正常对照组比较，
L

＜
"

．
";

；与模型组比较，△
L

＜
"

．
";

，△△
L

＜
"

．
"#

；与西药组比较，▲
L

＜
"

．
";

，▲▲
L

＜
"

．
"#

根据中医学理论，心主血，脾生血，脾气足则血有生化

之源，而心血充盈。《灵枢·决气》：“中焦受气取汁，

变化而赤，是谓血。”可见中焦脾胃运化的水谷精微是

血液生化之源。

归脾丸为归脾汤的浓缩丸剂，原方归脾汤出自宋

代严永和的《济生方》，具有补气养血、健脾养心之功，

主治气血两虚或心脾两虚所致的食少倦怠、心悸怔忡、

健忘失眠等症。现代药理研究发现，党参主要化学成

分为多糖、多种氨基酸、多种无机元素等，张天红等［
#!

］

研究发现，党参的醇、水浸液可使小鼠血红蛋白及红细

胞增加，皮下注射可使白细胞和网织红细胞显著增加。

白术主要化学成分为挥发油和多糖，而挥发油主要成

分为苍术酮、苍术醇等，从白术中分离得到的内酯类成

分有白术内酯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ，双白术内酯等。有研究将不
同种炮制白术中内酯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ的含量进行比较，发现
炒白术后其内酯Ⅰ的含量明显高于生品［

#$

－
#;

］。李伟

等［
#<

］在对白术内酯Ⅰ、Ⅲ的活性研究中发现白术内酯
Ⅰ为白术健脾的主要有效成分。茯苓的主要化学成分
为茯苓多糖和茯苓素等，茯苓多糖在一定程度上加快

造血机能的恢复，并可改善老年人的免疫功能，增强体

质，保护骨髓等，达到扶正固本、健脾补中的作用［
#9

］。

黄芪的化学成分主要有黄酮类、皂苷类和多糖等，黄芪

多糖可全面持续升高全血细胞及促进造血细胞因子的

分泌，从而激发造血系统的功能［
#8

］。当归的有效成分

主要是苯酞类、香豆素类、阿魏酸纳、黄酮类、挥发油和

多糖等，当归多糖能提高造血功能［
#4

］。远志的主要化

学成分为皂苷类、糖及糖苷类、生物碱等，李光植等［
!"

］

研究发现远志水煎剂可使衰老小鼠红细胞的超氧化物

歧化酶、肝组织谷胱甘肽过氧化物酶的活性明显升高。

综上，现代药理研究结果也进一步证明归脾丸的主要

药物对造血功能有一定影响。

本实验根据中医基础理论结合现代研究手段，采

用静式吸入染毒法以模拟人的中毒环境，即高苯浓度

环境下小鼠被连续喂养
#G

天后，白细胞计数
MG


;

×
#"

4

IT

，达到国家苯中毒诊断标准为模型，从细胞周期

角度初步探讨归脾丸对造血功能影响的可能机制。

细胞周期是
#

个细胞经过一系列生化事件而复制

它的组分，然后一分为二。传统上，真核细胞周期被分

为连续的
G

个时期：
5

#

、
N

、
5

!

和
*

期。其中有
!

个

主要检查点，第一，
5

#

检查点：存在于
5

#

晚期，一些促

进或抑制细胞增殖的信号通常是通过调节
5

#

期的检

测点而实现的；第二，
5

!

或
5

!

I*

检查点［
!#

］。本实验

采用流式细胞术对骨髓细胞周期进行分析，结果表明

一方面慢性苯中毒可能更多地影响细胞周期的检查点

中的
5

!

或
5

!

I*

，使细胞不能正常进行有丝分裂，而

使骨髓受到抑制；另一方面归脾丸能促进处于
5

"

I5

#

期骨髓细胞进入细胞周期，
5

!

I*

期细胞比例增加，
L'

提高，尤其是归脾丸大剂量组，表明剂量在一定程度上

影响了归脾丸的治疗效果。此外，模型组与正常对照

组比较，苯亦能使骨髓细胞
L'

增加，不排除外周血细

胞减少反馈性调节骨髓细胞分裂的可能。

一般而言，在一定的剂量范围内，药物的疗效随

着剂量的增加而增加，而在本实验结果中，归脾丸

大、小剂量组骨髓有核细胞计数均明显增加；归脾丸

中剂量组无明显变化，并且在细胞周期中，
L'

亦低于

归脾丸大、小剂量组，与常规不符。在药量与疗效的

相关性中，药量不同，功效不同，就本实验来讲，给药

时间和剂量是
!

个主要的差异因素，其中起决定作

用的是药量的不同，那么是否存在药物的剂量不同，

使得药物作用部位或靶点不同呢？笔者查阅相关文

献后发现，在单味中药中存在药量不同致功效不同

的情况。如红花，朱丹溪言“多用则破血，少用养

血”。山楂
< H

祛瘀力强；
4

～
#! H

温通力强，用于治

疗慢性肝炎；
#"

～
$" H

治疗慢性胆囊炎、萎缩性胃

炎［
!!

］。对于复方剂量的研究，主要有复方整方剂量

的变化和方中药物剂量（或药味）的变化两种情况，

但目前对前者的研究较少。周俊［
!$

］认为中药复方有

多个作用靶点，并认为用“拆方法”研究复方的结果

似不能说明复方的复杂作用机理。郝海平等［
!G

］认为

“多靶点、低亲和力、低选择性”药物研发模式将可能



·３８４　　· 中国中西医结合杂志
!"#$

年
$

月第
$$

卷第
$

期
%&'()*

，
*+,-. !"#$

，
/012 $$

，
30


$

成为未来全球创新药物研发的主体，并取代“单靶

点、高亲和力、高选择性”。因本实验是小样本实验，

还无充足的证据来论证药物的剂量与药物作用部位

或靶点的关系，有待进一步的实验进行探讨。

综上所述，本实验提示归脾丸可通过促进受苯损

伤的骨髓细胞进入细胞周期，促进骨髓造血细胞增殖，

从而提高外周血象的恢复。
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多组分、多靶点中药整体药代

动力学研究的思考与探索［
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国家中医药管理局办公室公布第四届全国中医药优秀期刊评选结果

根据《国家中医药管理局关于开展第四届全国中医药优秀期刊评选活动的通知》（国中医药办函〔
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精神，全国中医药期刊主管、主办单位及期刊社（编辑部）积极参加评选活动。各省（区、市）中医药管理部门、局各直

属单位高度重视，共推荐
94

种中医药期刊（含民族医药期刊）参加本次评选。经过资格审查、专家委员会评审、公示等

规定程序，共评选出
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种中医药优秀期刊，其中一等奖
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名，二等奖
#"

名，三等奖
!"

名。

中国中西医结合杂志社出版中文版《中国中西医结合杂志》获得一等奖，英文版《
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》（中国结合医学杂志）获得二等奖。

在广大中医及中西医结合工作者的共同努力下，我社两本期刊办刊水平不断提高，保持优势，突出特色，继承创

新，实现科学发展，力争打造中医药期刊精品。


