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肾虚型慢性再生障碍性贫血小鼠模型建立
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摘要$目的$建立肾虚型慢性再生障碍性贫血"

CH35IAC @/6@J0AC @I.1A@

#

'KK

$小鼠模型% 方法$将

$"

只小鼠行体能测试#筛选出体能相近的小鼠随机分成肾阴虚组"

!"

只$&肾阳虚组"

!"

只$及正常组"

#"

只$#

其余随机分成苯组"

#"

只$及玉米油组"

#"

只$% 肾阴虚组每日灌胃甲状腺素片水溶液"

&>" 1LFML

$#共
!#

天'肾阳虚组每日皮下注射氢化可的松"

!> 1LFML

$#共
#;

天% 正常组皮下注射生理盐水"

!> 1LFML

$#共
#;

天#并灌胃生理盐水"

&>" 1LFML

$#共
!#

天% 在肾虚模型建立的基础上#给予皮下注射苯试剂和玉米油混合

液
! 1NFML

#每周
&

次#共
!>

次#建立肾虚型
'KK

小鼠模型% 相应药物介入
# O

起#观察小鼠日常生活状

态#通过体能测试监测游泳时间'采用
?N)-K

试剂盒测定血清
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"羟皮质类固醇 "
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C530AC5 J0.35AO
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$&环磷酸腺苷"

CK,S

$&环磷酸腺苷
F

环磷酸鸟苷"

CK,SFC<,S

$水平'血细胞分

析仪检测白细胞&血红蛋白及血小板数量'电子显微镜下计数骨髓有核细胞'

R?

染色观察骨髓病理特征%

结果$药物干预
!> O

后#与正常组比较#肾阴虚组游泳耗时延长&肾阳虚组游泳耗时缩短"

S T"

!

"#

$% 药物

干预
!! O

后#肾阴虚组小鼠
*&

&

*;

&

#$

#

ER'-

&

CK,S

&

CK,SFC<,S

水平上升'肾阳虚组
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水平下降"
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$% 苯试剂介入第
#!

次时#与正常组比较#肾阴虚
U

苯

组&肾阳虚
U

苯组及苯组白细胞&血小板计数降低"

S T"

!

">

#

S T"
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$% 苯试剂介入第
#9

次时#与正常组

比较#肾阴虚
U

苯组&肾阳虚
U

苯组及苯组白细胞&血红蛋白&血小板计数均下降"

S T"

!
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$% 药

物介入
$> O

#肾阴虚
U

苯组&肾阳虚
U

苯组及苯组骨髓有核细胞数均下降"

S T"

!
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$% 药物介入
$> O

#苯试

剂导致骨髓增生明显低下#血白细胞&血红蛋白及血小板计数均有不同程度减少#非造血细胞比例增高% 结

论$灌胃甲状腺素法联合皮下注射苯试剂法可成功建立肾阴虚型
'KK

小鼠模型'皮下注射氢化可的松法

联合皮下注射苯试剂法可成功建立肾阳虚型
'KK

小鼠模型%

关键词$肾虚型'慢性再生障碍性贫血'模型制备
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$$慢性再生障碍性贫血$

CH35IAC @/6@J0AC @I.1A

#

@

!

'KK

%具有病情反复'疗程较长'可缓解却难于治愈

等特点!中医学将其纳入(虚劳)范畴!根据临床表现!

通常分为肾阴虚'肾阳虚'肾阴阳两虚
&

型* 中医药在

治疗上以补肾为本!辅以健脾'活血化瘀'清热解毒等

法!能明显增强机体免疫功能!起到增效减毒的作用!

可缓解症状及改善生活质量+

#

"

&

,

* 肾阴虚'肾阳虚合

并
'KK

动物模型目前尚属空白!使得不少理论上的

经典方药难于从实验研究中证实其有效性!作用机制

也无法得到明确*

'KK

中医肾阴'肾阳虚动物模型一

旦成功建立!这对于今后中医药在该病中的进一步研

究和开发具有重要的现实意义*

材料与方法

#

$实验动物$

$"

只
^@62FC

小鼠$雌性%!

: c

9

周龄!

#$ c!" L

!给予普通饲料及饮用水* 由浙江中

医药大学动物实验中心提供!动物合格证号#

-'[=

$沪%

!"#&

"

""#:

*

!

$试剂与仪器$甲状腺素片$

0HP35QAI.

! 美国

-AL1@

公司!批号#

##"9">

%!氢化可的松 $

RPO35

#

C530AJ5I.

!美国
-AL1@

公司!批号#

#!"%#!#

%!苯$上

海阿拉丁生化科技公司!批号#

;!#%$>

%!玉米油$上海

嘉里食品工业公司!批号#

$9!%9$

%*

?N)-K

试剂盒

$美国
-AL1@

公司%!全自动血细胞分析仪 $美国

^.CM1@I '5X60.3 <.I7-

%!

ND\>

"

!

型低速自动平

衡离心机$北京时代北利离心机有限公司%!

?N[9""

全自动酶标仪$美国
^A5*.M

公司%*

&

$动物分组$将
$"

只
^@62FC

小鼠进行体能测

试$游泳实验%!筛选出体能相近的
>"

只小鼠随机分成

肾阴虚组$

!"

只%'肾阳虚组$

!"

只%'正常组$

#"

只%*
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其余随机分成苯组$

#"

只%及玉米油组$

#"

只%*

;

$模型建立

;

!

#

$肾虚模型建立$参照参考文献+

;

"

:

,建立

肾虚模型* 肾阴虚组每天给予
&>" 1LFML

的甲状腺

素片水溶液灌胃!共
!#

天!并皮下注射与肾阳虚组等

量的生理盐水$

!> 1LFML

%!共
#;

天&肾阳虚组每天

给予皮下注射
!> 1LFML

的氢化可的松!共
#;

天!并

灌胃与肾阴虚组等量的生理盐水 $

&>" 1LFML

%!共

!#

天* 正常组皮下注射与肾阳虚组等量的生理盐水

$

!> 1LFML

%!共
#;

天!并灌胃与肾阴虚组等量的生

理盐水$

&>" 1LFML

%!共
!#

天*

;

!

!

$

'KK

模型建立$肾阴虚组给药
!#

天后'

肾阳虚组给药
#;

天后给予皮下注射苯试剂和玉米油

混合液
! 1NFML

!每周
&

次!共
!>

次!肾阴虚组干预

>;

天!肾阳虚组干预
:#

天* 苯组和玉米油组分别皮

下注射苯剂和玉米油$

! 1NFML

%!每周
&

次!共
!>

次*

>

$观察指标及检测方法

>

!

#

$一般情况观察$观察各组小鼠毛发'活动

灵敏度'体重'饮食等情况*

>

!

!

$体能测试$游泳试验%$参照文献+

$

,! 小

鼠在相应药物注射后!分别于
$

'

#>

'

!>

'

>"

'

$; O

行体

能测试* 按照小鼠体重的
#"d

取铜丝!并将铜丝系在

小鼠尾巴根部!将小鼠倒入水槽并开始计时* 当小鼠

沉入水中不再浮出水面超过
> J

!停止计时并捞出小

鼠!记录小鼠游泳时间*

>

!

&

$血常规指标$于苯试剂介入第
:

'

#!

'

#9

'

!>

次后用镊子小鼠眼眶取血!用血细胞分析仪检测小

鼠白细胞'血红蛋白及血小板数量*

>

!

;

$血清三碘甲状腺原氨酸$

*&

%'甲状腺素

$

*;

%'

#$

"羟皮质类固醇$

#$

#

ER'-

%'环磷酸腺苷

$

CK,S

%'环磷酸腺苷
F

环磷酸鸟苷$

CK,SFC<,S

%

水平检测$采用
?N)-K

法* 小鼠眼眶取血后!以

& """ 3 F1AI

离心
#" 1AI

!取血清稀释后在标准品

中加样
>" !N

!待测样品中先后加样品稀释液
;" !N

和待测样品
#" !N

!混匀后置
&$

%温育
&" 1AI

* 配

液后反复洗涤!除白孔外每孔加入酶标试剂
>" !N

!

再次经过温育和洗涤* 在每孔中先后加入显色剂
K

>" !N

和显色剂
^ >" !N

!于
&$

%避光显色
#> 1AI

后加终止液
>" !N

!

#" 1AI

内以
;>" I1

波长测量

各孔吸光度*

>

!

>

$骨髓有核细胞计数$苯试剂介入第
!>

次

后!小鼠脱颈处死!取左侧股骨头经
aS,)

#

#:;"

培养

液冲洗后!显微镜下计算有核细胞个数*

>

!

:

$骨髓象$取小鼠右侧股骨行
R?

染色* 二

甲苯脱蜡
#" 1AI

!梯度酒精水化
9 1AI

!蒸馏水洗

! 1AI

!苏木素染
#> 1AI

!自来水洗
> 1AI

!酸水分化

> 1AI

!氨水
! 1AI

!伊红复染色
> 1AI

!梯度酒精

: 1AI

!二甲苯
#" 1AI

!中性树胶封片*

:

$模型制备成功判断标准$小鼠具有肾阴虚或

肾阳虚表现!且外周血三系细胞减少!正细胞性贫血!

骨髓有核细胞计数减少!骨髓病理提示骨髓增生不良

或低下$造血细胞容量
T ;"d

!非造血细胞增多等改

变%!即判断为造模成功*

$

$统计学方法$采用
-S-- #$

!

"

进行数据分

析* 计量资料以
Q

&

J

表示* 符合正态分布者!多组计

量资料采用单因素方差分析!

S T"

!

">

为差异有统计

学意义*

结$$果

#

$各组小鼠一般情况观察$肾阴虚组小鼠体重

下降!躁动不安!皮毛光泽度差!多饮'多食'多尿!大便

干结等* 肾阳虚组小鼠体重下降!畏寒蜷缩!反应迟

钝!精神委靡!体毛枯疏'失去光泽!饮水摄食减少!大

便清稀'尿量增多等* 苯组小鼠体重下降'精神萎靡'

食欲减退'体毛稀疏'大小便减少等* 玉米油组小鼠体

重增加'皮毛光泽'活动灵敏'正常饮食!大小便正常*

正常组体重增加'皮毛光泽'活动灵敏'正常饮食!大小

便正常*

!

$各组小鼠体能测试情况比较$表
#

%$

!> O

时!与正常组比较!肾阴虚组游泳试验耗时延长!肾阳

虚组耗时明显缩短$

S T "

!

"#

%* 随着苯试剂量的积

累!小鼠出现乏力'精神萎靡'体毛稀疏等症状加重!于

干预
$; O

时!肾阴虚组与肾阳虚组耗时缩短 $

S T

"

!

"#

%*

&

$各组血清
*&

'

*;

'

#$

#

ER'-

'

CK,S

'

CK,SF

C<,S

水平比较$表
!

%$从相应药物干预起
!! O

! 与

正常组比较!肾阴虚组小鼠
*&

'

*;

'

#$

#

ER'-

'

CK,S

'

CK,SFC<,S

水平升高!肾阳虚组
*&

'

*;

'

#$

#

ER'-

'

表
#

%各组小鼠体能情况比较%$

1AI

!

Q

&

J

%

组别
I $ O #> O !> O >" O $; O

正常
#" :

'

;

&

#

'

" :

'

"

&

#

'

9 :

'

!

&

#

'

: :

'

%

&

#

'

& $

'

!

&

#

'

#

肾阴虚
!" :

'

!

&

#

'

: >

'

%

&

#

'

$

$

'

;

&

#

'

>

!

$

'

"

&

#

'

&

>

'

!

&

#

'

!

!!

肾阳虚
!" :

'

9

&

#

'

" >

'

&

&

#

'

:

!

'

>

&

#

'

:

!!"

!

'

&

&

#

'

>

!!"

#

'

>

&

"

'

9

!!"

$$注#与正常组比较!

!

S T"

!

">

!

!!

S T"

!

"#

&与肾阴虚组比较!

"

S T"

!

"#
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表
!

%各组血清
*&

'

*;

'

#$

#

ER'-

'

CK,S

'

C<,S

及
CK,SFC<,S

水平比较$$

Q

&

J

%

组别
I

时间
*&

$

ILF1N

%

*;

$

ILF1N

%

#$

#

ER'-

$

ILF1N

%

CK,S

$

/156F1N

%

C<,S

$

/156F1N

%

CK,SFC<,S

正常
#" #" O &!

'

"

&

#

'

% %";

&

!$ %%

&

9 ;#

'

"

&

&

'

# >

'

%&

&

"

'

># $

'

>

&

#

'

&

!! O &"

'

:

&

#

'

! %#%

&

#9 #""

&

> ;#

'

"

&

;

'

! >

'

$$

&

"

'

;& $

'

#

&

"

'

$

>! O !%

'

;

&

#

'

# %!:

&

&% %$

&

: ;"

'

;

&

;

'

9 >

'

>%

&

"

'

!" $

'

!

&

"

'

;

$> O !%

'

!

&

#

'

$ %"9

&

&# %%

&

> &%

'

%

&

&

'

; >

'

;$

&

"

'

!> $

'

#

&

"

'

>

肾阴虚
!" #" O &#

'

:

&

!

'

"

$ $

%&>

&

&;

!

#":

&

%

!

;&

'

&

&

&

'

9

!

$ >

'

#9

&

"

'

>"

9

'

:

&

#

'

&

!

!! O

&!

'

"

&

#

'

9

!

%9!

&

!9

!!

##&

&

9

!!

;:

'

&

&

&

'

!

!!

>

'

;;

&

"

'

&9

9

'

>

&

#

'

"

!!

>! O

&;

'

>

&

#

'

:

!!

%;&

&

&#

!!

###

&

$

!!

;>

'

9

&

&

'

;

!!

>

'

>!

&

"

'

;>

9

'

&

&

"

'

$

!!

$> O

&&

'

>

&

#

'

9

!!

%;#

&

!!

!!

##9

&

;

!!

;!

'

9

&

!

'

>

!

>

'

&$

&

"

'

&9

9

'

#

&

#

'

>

!

肾阳虚
!" #" O &#

'

!

&

#

'

$

9%:

&

!"

"

%$

&

>

"

;"

'

!

&

!

'

!

"

:

'

&:

&

"

'

:&

"

:

'

&

&

"

'

$

!""

!! O

!$

'

!

&

!

'

"

!!

99#

&

#%

!!"

%#

&

>

!!"

;"

'

:

&

!

'

$

""

:

'

>:

&

"

'

>"

!""

:

'

#

&

"

'

9

!""

>! O

!:

'

$

&

#

'

;

!!

99$

&

&#

!"

99

&

:

!!"

&%

'

9

&

&

'

$

""

:

'

#!

&

"

'

;:

!!""

:

'

;

&

"

'

9

!""

$> O

!$

'

&

&

#

'

>

!!

9$;

&

!"

!"

9%

&

$

!!"

&%

'

:

&

!

'

%

"

:

'

##

&

"

'

>>

!"

:

'

!

&

"

'

$

!

$$注#与正常组同期比较!

!

S T"

!

">

!

!!

S T"

!

"#

&与肾阴虚组同期比较!

"

S T"

!

"#

CK,SFC<,S

水平降低$

S T"

!

">

!

S T"

!

"#

%* 与肾

阳虚组同期比较!肾阴虚组干预
#" c $> O

!

*;

'

#$

#

ER'-

'

CK,S

'

C<,S

及
CK,SFC<,S

水平均升高

$

S T"

!

">

!

S T"

!

"#

%*

;

$各组血常规比较$表
&

%$当苯试剂介入第
#!

次!与正常组比较!肾阴虚
U

苯组'肾阳虚
U

苯组'苯组

白细胞'血小板计数降低$

S T"

!

">

!

S T"

!

"#

%* 当苯

试剂介入第
#9

'

!>

次!与正常组比较!肾阴虚
U

苯组'

肾阳虚
U

苯组'苯组血三系水平明显降低$

S T"

!

"#

%*

表
&

%各组小鼠血常规比较 $

Q

&

J

%

组别
I

次数
白细胞

$ (

#"

%

FN

%

血红蛋白

$

LFN

%

血小板

$ (

#"

%

FN

%

正常
#" : #"

'

!

&

#

'

% #$"

&

## %%"

&

#&9

#! %

'

9

&

#

'

; #:9

&

% %9$

&

##"

#9 %

'

"

&

#

'

; #$#

&

#" #""&

&

#;#

!> %

'

!

&

#

'

; #$&

&

## ###&

&

#&!

肾阴虚
U

苯
!" :

:

'

:

&

#

'

!

!!

#$#

&

#" #"!>

&

#!9

#!

>

'

$

&

#

'

!

!!

#:>

&

#!

9%"

&

##!

!

#9

;

'

#

&

#

'

!

!!

#&%

&

##

!!

9""

&

#!#

!!

!>

!

'

;

&

#

'

!

!!

#!#

&

##

!!

$!&

&

##%

!!

肾阳虚
U

苯
!" :

$

'

"

&

"

'

%

!!

#:;

&

#& %9"

&

#:"

#!

>

'

%

&

#

'

&

!!

#:"

&

##

9%"

&

#">

!

#9

>

'

"

&

#

'

>

!!

#;#

&

#!

!!

9"$

&

#"%

!!

!>

&

'

&

&

#

'

&

!!

#!&

&

#!

!!

$&"

&

##"

!!

苯
#" :

$

'

!

&

#

'

!

!!

#$!

&

#! %;!

&

#&>

#!

;

'

9

&

#

'

"

!!

#:;

&

#"

9&9

&

#"$

!!

#9

;

'

"

&

#

'

#

!!

#&$

&

##

!!

$%9

&

##"

!!

!>

!

'

!

&

#

'

!

!!

##9

&

#!

!!

$#"

&

#&"

!!

玉米油
#" : %

'

#

&

#

'

$ #:%

&

#& ##!;

&

##%

#! %

'

>

&

#

'

; #:$

&

#: #"&#

&

#!>

#9 9

'

&

&

#

'

; #$#

&

## %%9

&

#!$

!> 9

'

%

&

#

'

> #$"

&

## ##!#

&

#!!

$$注#与正常组同期比较!

!

S T"

!

">

!

!!

S T"

!

"#

>

$各组小鼠骨髓有核细胞计数比较$与正常组

$

%>%

&

#&>

%比较!肾阴虚
U

苯组$

:!:

&

#!9

%'肾阳

虚
U

苯组$

:&&

&

%%

%'苯组$

::;

&

%;

%骨髓有核细胞

数减少$

S T"

!

"#

%!玉米油组$

%$&

&

#!>

%差异无统计

学意义$

S e"

!

">

%*

:

$各组小鼠骨髓象病理结果比较$图
#

%$正常

组小鼠骨髓象增生活跃!各系细胞增生良好!各阶段比

例及形态正常* 苯试剂介入的小鼠骨髓增生明显减

低!粒'红系及巨核细胞均不同程度减少!淋巴细胞'网

状细胞及浆细胞等非造血细胞比例增高!含较多脂

肪滴*

图
#

%各组小鼠骨髓象病理结果%$

R?

! (

!""

%
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!
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!
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!

%
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讨$$论

中医学认为(肾)包含神经内分泌和免疫等多种

功能!且补肾法能调节下丘脑-垂体-靶腺$肾上腺皮

质'甲状腺'性腺'胸腺%和免疫功能的紊乱!这与再障的

免疫调节治疗相契合* 故动物模型的制备方法以注射

氢化可的松模型较为经典且公认* 而肾阴虚的造模方

法以单用甲状腺素以模拟阴虚火旺之象较为经典+

%

,

*

肾虚模型建立中!通过小鼠日常生活状态观察!肾

阴虚组出现躁动不安!皮毛光泽度差!多饮'多食'多尿!

大便干结!而肾阳虚组出现畏寒蜷缩!反应迟钝!精神委

靡!体毛枯疏'失去光泽!饮水摄食减少!大便清稀'尿量

增多* 体能测试显示当
!> O

时!显示肾阴虚组耗时明

显延长!肾阳虚耗时明显缩短* 另外!

?N)-K

相关检测

显示!从
!!O

起!肾阴虚组
*&

'

*;

'

#$

#

ER'-

'

CK,S

'

CK,SFC<,S

水平比正常组高!肾阳虚组
*&

'

*;

'

#$

#

ER'-

'

CK,SFC<,S

水平比正常组低* 这与
*&

'

*;

'

#$

#

ER'-

'

CK,S

'

CK,SFC<,S

水平上升时提示肾阴

虚!

*&

'

*;

'

#$

#

ER'-

'

CK,SFC<,S

水平下降时提示肾

阳虚相符合!亦表明肾虚模型初步建立* 同样!当
$> O

时!肾阴虚组'肾阳虚组'正常组间亦存在差异!表明肾

虚模型贯穿整个实验进程*

在合并
'KK

中!采用皮下注射苯试剂的方法!因

苯难溶于水易溶于有机溶剂!选用玉米油作为溶媒其

机制是通过产生大量氧自由基损伤
D8K

!导致基因突

变'染色体改变并诱导造血干细胞凋亡和坏死!阻碍造

血干细胞和祖细胞生长发育!造成骨髓增生低下!血细

胞生成减少+

#"

!

##

,

* 国外学者提出这主要由于苯代谢

产物能够抑制骨髓内细胞间隙连接通讯系统功能!从

而抑制骨髓+

#!

,

* 该法造模周期
e !

个月+

#&

,

!若给药

时间不足!则苯对骨髓抑制作用呈明显的可逆性!发病

率低* 给足一定的量!则骨髓抑制能力持久而缓慢!较

符合临床
'KK

的发病特点和预后规律!理论上也较

符合中医
'KK

模型复制的基本要求*

本实验中!当苯试剂介入第
#!

次!肾阴虚
U

苯

组'肾阳虚
U

苯组'苯组白细胞'血小板计数均较正常

组低!而血红蛋白虽有下降趋势!但与正常组比较未见

明显差异!这可能与血红蛋白凋亡周期长有关* 同样!

当苯试剂介入第
#9

'

!>

次!肾阴虚
U

苯组'肾阳虚
U

苯组'苯组血三系均比正常组低!提示当苯试剂介入

#!

次后!小鼠逐渐进入
'KK

阶段* 另外!通过骨髓有

核细胞计数及病理显示!肾阴虚
U

苯组'肾阳虚
U

苯

组'苯组骨髓有核细胞数均较正常组少!提示小鼠骨髓

因受苯试剂的介入处于抑制状态*

综上所述!选择灌胃甲状腺素法和皮下注射苯试剂

法建立肾阴虚型
'KK

&皮下注射氢化可的松法和皮下

注射苯试剂法建立肾阳虚型
'KK

等复合模型具有一定

的可靠性及重现性* 鉴于复合模型的成功建立!为今后

中医药治疗
'KK

的进一步研究创造了有利的条件*
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