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!基础研究!

再生复血汤对再生障碍性贫血小鼠外周血

&B7

F

&B!:

F

&B#!8

#调节性
)

细胞及

G1HI% >J4K

的影响

王$跃$聂$甜$江劲波$赵早云$黄$蓉$杨$舟$郝敬全

摘要$目的$探讨再生复血汤对再生障碍性贫血"

KK

#小鼠外周血
&B7

F

&B!:

F

&B#!8

#调节性
)

细

胞"

)-9L

#及核转录因子
G1HI% >J4K

的影响$ 方法$将
8!

只小鼠随机分成空白组%模型组%阳性对照组%

再生复血汤高&中&低剂量组%每组
#!

只$ 除空白组外%其余各组小鼠予<"

&1

"

!

联合腹腔注射环磷酰胺和氯

霉素建立
KK

小鼠模型$ 造模第
8

天再生复血汤高&中&低剂量组分别给予再生复血汤
#"

&

:

&

!

!

: LD

"

ML

!

N

#灌胃%模型组和空白组予等体积的生理盐水灌胃%阳性对照组予环孢素
% >LD

"

ML

!

N

#灌胃%

各组均干预
%"

天$ 检测小鼠外周血白细胞数"

*O&

#&网织红细胞数"

J9P

#&血红蛋白数"

QR

#及血小板数

"

ST)

#&骨髓有核细胞数"粒系比例&红系比例&巨核细胞数%淋巴细胞比例#&

)-9L

比例和单个核细胞
G1HI%

>J4K

表达量$ 结果$与空白组比较%模型组外周血
*O&

&

J9P

&

QR

&

ST)

&骨髓粒系比例&红系比例&巨核

细胞数&

)-9L

比例&

G1HI% >J4K

表达量降低%淋巴细胞比例升高"均
S U"

!

":

#$ 与模型组比较%各干预组

小鼠外周血
*O&

&

J9P

&

QR

&

ST)

&骨髓粒系比例&红系比例&巨核细胞数&

)-9L

比例&

G1HI% >J4K

表达量

升高%淋巴细胞比例下降"均
S U"

!

":

#$ 与再生复血汤低剂量组比较%再生复血汤中&高剂量组和阳性对照

组外周血
*O&

&

J9P

&

QR

&

ST)

&骨髓粒系比例&红系比例&巨核细胞数&

)-9L

比例&

G1HI% >J4K

表达量升

高%淋巴细胞比例下降"均
S U"

!

":

#%且再生复血汤高剂量组优于再生复血汤中剂量组和阳性对照组"均

S U"

!

":

#$结论$再生复血汤能通过促使
KK

小鼠外周血单个核细胞
G1HI% >J4K

表达%使得
)-9L

比例

升高%诱导
KK

小鼠恢复自身免疫耐受%并且呈现剂量依赖性$

关键词$再生复血汤' 再生障碍性贫血' 调节性
)

细胞'

G1HI%

=VV9.P 1V W,?X/9YL GZHZ9 B9.1.P?1Y 1Y &B7

F

&B!:

F

&B#!8

#

J9LZ2,P1-[ ) &922X ,YN )-,YX.-?IP?1Y

G,.P1- G1HI% >J4K ?Y P/9 S9-?I/9-,2 O211N 1V KI2,XP?. KY9>?, +?.9

$

*K4\ ]Z9

"

4(= )?,Y

"

'(K4\ '?Y

"

R1

"

WQKC W,1

"

[ZY

"

Q^K4\ J1YL

"

]K4\ W/1Z

"

,YN QKC '?YL

"

AZ,Y

$

Q9>,P121L[ B9

"

I,-P>9YP

"

G?-XP KVV?2?,P9N Q1XI?P,2

"

QZY,Y ^Y?_9-X?P[ 1V )&+

"

&/,YLX/,

$

7#"""8

%

KO5)JK&)

$

CRE9.P?_9

$

)1 9HI21-9 P/9 9VV9.P 1V W,?X/9YL GZHZ9 B9.1.P?1Y 1Y &B7

F

&B!:

F

&B#!8

%

-9LZ2,P1-[ ) .922

$

)-9L

%

,YN G1HI% >J4K ?Y P/9 I9-?I/9-,2 R211N 1V ,I2,XP?. ,Y9>?,

$

KK

%

>?.93

+9P/1NX

$

59_9YP[

"

P`1 >?.9 `9-9 -,YN1>2[ N?_?N9N ?YP1 P/9 R2,YM L-1ZI

"

P/9 >1N92 L-1ZI

"

P/9 I1X?P?_9

.1YP-12 L-1ZI ,YN W,?X/9YL GZHZ9 B9.1.P?1Y

$

21` N1X9

"

>?NN29 N1X9

"

,YN /?L/ N1X9

%

L-1ZIX

"

#! ?Y 9,./

L-1ZI3 (Y ,NN?P?1Y P1 P/9 R2,YM L-1ZI

"

>?.9 1V P/9 1P/9- L-1ZIX `9-9 P-9,P9N `?P/

<"

&1

"

!.1>R?Y9N `?P/ ?Y

"

P-,I9-?P1Y9,2 ?YE9.P?1Y 1V .[.21I/1XI/,>?N9 ,YN ./21-,>I/9Y?.12 P1 9XP,R2?X/ KK >1ZX9 >1N923 KP P/9

X9_9YP/ N,[ 1V >1N92?YL

"

P/9 /?L/ N19X

"

>?NN29 N1X9 ,YN 21` N1X9 1V W,?X/9YL GZHZ9 B9.1.P?1Y L-1ZIX

1V KK >?.9 `9-9 ?YP-,L,XP-?. ,N>?Y?XP-,P9N `?P/ P/9 N9.1.P?1Y ,P P/9 N1X9 1V #"

"

: ,YN !

&

: LD

$

ML

!

N

%"

X9I,-,P92[

&

P/9 >1N92 L-1ZI ,YN P/9 R2,YM L-1ZI `9-9 L?_9Y ,Y 9AZ,2 _12Z>9 1V X,2?Y9

"

,YN P/9 I1X?P?_9

.1YP-12 L-1ZI `,X P-9,P9N `?P/ .[.21XI1-?Y9 1V % >LD

$

ML

!

N

%

3 K22 L-1ZIX `9-9 P-9,P9N V1- %" N,[X3 )/9
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`/?P9 R211N .922

$

*O&

%

.1ZYP

"

-9P?.121.?P?

$

J9P

%"

/9>1L21R?Y .1ZYPX

$

QR

%"

I2,P929P .1ZYP

$

ST)

%"

YZ.29,P

"

9N .922X ?Y R1Y9 >,--1`

$

P/9 I1-P?1Y 1V L-,YZ29 .1ZYP

"

P/9 I1-P?1Y 1V -9N .922X

"

>9L,M,-[1.[P9X

"

P/9 I1-

"

P?1Y 1V 2[>I/1.[P9X

%

`9-9 >9,XZ-9N 3 )/9 I-1I1-P?1Y 1V )-9L ,YN P/9 >J4K 9HI-9XX?1Y 1V G1HI% ?Y P/9

I9-?I/9-,2 R211N >1Y1YZ.29,- .922X 1V 9,./ L-1ZI `9-9 N9P9.P9N3 J9XZ2PX &1>I,-9N `?P/ P/9 R2,YM L-1ZI

"

P/9 *O& .1ZYP

"

J9P

"

QR ,YN ST) 29_92

"

P/9 I1-P?1Y 1V R1Y9 >,--1` L-,YZ29

"

-9N .922X ,YN >9L,M,-[1

"

.[P9X

"

P/9 I-1I1-P?1Y 1V )-9L .922X

"

P/9 >J4K 9HI-9XX?1Y 1V G1HI% 1V P/9 I9-?I/9-,2 R211N ?Y P/9 >1N92

L-1ZI N9.-9,X9N X?LY?V?.,YP2[

"

,YN P/9 I1-P?1Y 1V 2[>I/1.[P9X ?Y.-9,X9N X?LY?V?.,YP2[

$

S U "

&

":

%

3 &1>

"

I,-9N `?P/ 21` N1X9 W,?X/9YL GZHZ9 B9.1.P?1Y L-1ZI

"

P/9 *O& .1ZYP

"

J9P

"

QR ,YN ST) 29_92 ?Y.-9,X9N

"

P/9 I1-P?1Y 1V R1Y9 >,--1` L-,YZ29

"

-9N .922X ,YN >9L,M,-[1.[P9X

"

P/9 I1-P?1Y 1V )-9L ,YN P/9 >J4K

9HI-9XX?1Y 1V G1HI% ?Y.-9,X9N

"

P/9 I1-P?1Y 1V 2[>I/1.[P9X N9.-9,X9N

$

S U"

&

":

%"

,YN P/9 P/9-,I9ZP?. -9

"

XI1YX9 1V P/9 /?L/ N1X9 W,?X/9YL GZHZ9 B9.1.P?1Y L-1ZI `,X R9PP9- P/,Y P/,P 1V P/9 >?NN29 N1X9 L-1ZI

,YN P/9 I1X?P?_9 .1YP-12 L-1ZI

$

S U"

&

":

%

3 &1Y.2ZX?1Y

$

W,?X/9YL GZHZ9 B9.1.P?1Y .,Y I-1>1P9 P/9 >J4K

9HI-9XX?1Y 1V G1HI% 1V I9-?I/9-,2 R211N >1Y1YZ.29,- .922X ?Y KK >?.9

"

?Y.-9,X9 P/9 I-1I1-P?1Y 1V )-9L

"

?YNZ.9 KK >?.9 P1 -9XP1-9 X92V

"

?>>ZY?a,P?1Y P129-,Y.9 `?P/ P/9 P9YN9Y.[ 1V N1X9

"

N9I9YN9YP I,PP9-Y3

6=]*CJB5

$

W,?X/9YL GZHZ9 B9.1.P?1Y

&

,I2,XP?. ,Y9>?,

&

)-9L .922

&

G1HI%

$$再生障碍性贫血$

,I2,XP?. ,Y9>?,

"

KK

%是多种

因素导致骨髓造血干$祖%细胞数量减少和功能缺陷"

引起骨髓造血衰竭性疾病' 免疫异常致使自身反应性

)

细胞"如
&B$

F细胞毒性
)

细胞(

&B7

F

)/#

细胞(

)/#8

细胞"攻击骨髓造血干$祖%细胞"从而使其数量

减少)

#

*

'

&B7

F

&B!:

F

&B#!8

# 调节性
)

细 胞

$

)-9L

%是一类具有免疫抑制作用的
)

细胞亚群' 研

究表明"

KK

患者外周循环中
)-9L

数量和
G1HI%

表

达量减少"它们难以通过正常的免疫抑制功能减少自

身反应性
)

淋巴细胞对自身骨髓造血干$祖%细胞的

破坏"从而使骨髓造血衰竭)

!

"

%

*

'

中医学认为"肾为先天之本"主骨生髓"主藏精"精

血同源"精血互生"血的生成依赖于肾精化生"国内专

家认为+肾虚,为再障的基本病机' 肾虚日久必成瘀"

肾虚化生元气不足"无力推动血行"以致气血运行不畅

而成肾虚血瘀之证' 基于
KK

+肾虚血瘀,"依据调元

益本汤化裁组方再生复血汤"前期研究证明再生复血

汤用于治疗
$"

例慢性
KK

患者的治疗总有效率为

88

!

:b

"治疗后患者血红蛋白$

QR

%量(中性粒细胞及

血小板$

ST)

%数均得到提升)

7

*

' 但是"该方的药效机

制不清晰"其能否通过促使
)-9L

比例上升"使
KK

患

者恢复骨髓造血的机制仍未得到阐述' 因此"本实验

用再生复血汤干预
KK

小鼠模型"通过检测各组小鼠

外周血
)-9L

比例"外周血单个核细胞
G1HI% >J4K

表达"探讨再生复血汤的效应机制'

材料与方法

#

$动物$

O,2RD.

小鼠
8!

只"

5SG

级"雌雄各半"

体重
#$

%

!! L

"购自湖南斯莱克景达实验动物有限公

司"动物许可证号#

5&c6

$湘%

!"##

#

"""%

' 实验在

湖南中医药大学医学实验动物中心进行"设施许可证

号为
5]c6

$湘%

!"#%

#

""":

' 普通饲料喂养"饮用

无菌蒸馏水"室温
!:

&$实验动物饲养(处理参照湖

南中医药大学实验动物伦理法%'

!

$主要试剂仪器$抗小鼠
&B7

"

G()&

单克隆抗

体$美国
OB

公司"生产批号#

#<#":";#

%&抗小鼠

&B!:

"

KS&

单克隆抗体$美国
OB

公司"生产批号#

#%8%$%$#

%&抗小鼠
&B#!8

#

S=

单克隆抗体$美国

OB

公司"生产批号#

#:7;#88#

%&异丙醇$上海生工生

物有限公司"生产批号#

<:<<#

%&鼠外周血淋巴分离液

$上海研卉生物科技有限公司"生产批号#

T)5#;8#

#

%

%&

B=S&

水$上海生工生物股份有限公司"生产批

号#

BO"!:#

%&

)-?a12

试剂$美国
T?V9 )9./Y121L?9X

"

生产批号#

#"%$<!%7

%&

5]OJ \-99Y AJ&J +?H

$美

国
\9Y9 &1I19?,

"生产批号#

KCSJ

#

!#%"

%&反转录

试剂盒 $美国
\9Y9 &1I19?,

"生产批号#

KCJ)

#

"7:"

%&

"

!

"# >12DT IQ 8

!

%

磷酸盐缓冲液$

SO5

"购

自武汉博士德生物公司"生成批号#

"$B#:O!;

%'

OB

K-?, !

型流式细胞仪"美国
OB

公司&

5P9ICY9 J9,2

"

)?>9 S&J 5[XP9>

定量
S&J

仪"美国
T?V9 )9./

"

Y121L?9X

'

%

$药物$再生复血汤药物组成为#紫河车
!" L

黄芪
%" L

$升麻
#" L

$陈皮
#" L

$虎杖
#" L

$太子

参
#" L

$丹参
%" L

$石韦
#" L

$甘草
% L

' 汤药由

湖南中医药大学第一附属医院制剂室用韩国东华

BQ'

#

#"!

煎药机制备' 所有药物均先用冷水浸泡

%" >?Y

"再将压力排出"打开盖子"将药物放入"煎煮

7" >?Y

' 真空包装"

#:" >TD

袋"每剂两袋' 拆开包装
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!

%

后倒入蒸发皿中浓缩"其高(中(低剂量的药液分别浓

缩成$原药材量%

#

!

!$

(

"

!

<7

(

"

!

%! LD>T

'

7

$动物分组及干预方法$将
8!

只
O,2RD.

小鼠

按随机数字表法分成空白组"模型组"阳性对照组"再

生复血汤高(中(低剂量组"每组
#!

只' 除空白组外"

其余各组均参照参考文献)

:

*采用腹腔注射环磷酰

胺(氯霉素及
&1

"

!

放射建立再障小鼠模型' 小鼠一

次全身照射
%

!

" \[

<"

&1

"

!

$剂量率
#

!

%: \[D>?Y

"距

离
#8" .>

%

%

天"照射后第
7

(

:

(

<

天腹腔注射环磷

酰胺
:" >LD

$

ML

!

N

%"氯霉素
<!

!

: >LD

$

ML

!

N

%'

KK

小鼠于造模第
8

天开始灌胃给药$按常用实验动

物和人的体表面积比值表折算成小鼠等效灌胃剂

量%"再生复血汤高(中(低剂量组每次灌胃量分别为

#"

(

:

(

!

!

: LD

$

ML

!

N

%"

!

!

:LD

$

ML

!

N

%相当于
<" ML

成人每日临床用量的等效剂量"每天
#

次' 模型组和

空白组给予等体积的生理盐水灌胃"每天
#

次' 阳性

对照组予环孢素按
% >LD

$

ML

!

N

%灌胃"各组均灌胃

%"

天'

:

$检测指标与方法

:

!

#

$标本采集$小鼠均采用摘眼球法获得外周

血各
# >T

"

=B)K

抗凝'

:

!

!

$各组小鼠外周血白细胞数$

*O&

%(网织红

细胞数$

J9P

%(

QR

及
ST)

的检测$

c)

"

7"""?

全自动

血细胞计数仪检测外周血
*O&

(

J9P

(

QR

及
ST)

'

:

!

%

$各组小鼠骨髓有核细胞数的检测$显微镜

低倍镜下$

#"

'

#"

%计数骨髓粒系比例(红系比例(巨

核细胞数(淋巴细胞比例'

:

!

7

$流式细胞术 $

G&+

% 检测外周血
&B7

F

&B!:

F

&B#!8

#调节性
)

细胞$

)-9L

%比例$每个标

本用一支流式管' 实验管中吸入
:" "T =B)K

抗凝

血"分别加入
! "T

抗小鼠
&B7

抗体(

# "T

抗小鼠

&B#!8

抗体(

! "T

抗小鼠
&B!:

抗体' 混匀(避光(

室温孵育
#: >?Y

' 加溶血素
:"" "T

"混匀(避光(室

温孵育
7 >?Y

' 加
"

!

"# >12DT IQ 8

!

%

的
SO5

! >T

"

7""

'

L

离心
: >?Y

"去上清' 加
"

!

"# >12DT

IQ 8

!

%

的
SO5 %"" "T

上机待检' 开机后
G21`

"

&/9.M

校准光路"

&,2?OJ()=%

荧光校准微球和
OB

GK&5B?_,

自动软件检查仪器灵敏度' 设定
S+)

电

压和荧光补偿"以
&B7D55&

设门"确定
&B7

F

&B!:

F

&B#!8

#

)-9L

"应用
OB GK&5B?_,

软件数据分析结

果"计数阳性细胞百分率'

:

!

:

$荧光免疫聚合酶链反应$

J)

"

S&J

%检测外

周血单个核细胞
G1HI% >J4K

的表达$$

#

%设计引

物#在
4&O(

数据库中查找
G1HI%

和
#

"

,.P?Y

基因序

列"

S-?>9- S-9>?9-:

!

"

软件设计
J9,2

"

P?>9 S&J

引

物' 目的基因
G1HI%

引物#上游$

:

(

P1 %

(%

G

#

)K&)

"

)&K\KKK&&K&&&&\&

"下游 $

:

(

P1 %

(%

G

#

\)&

"

&K&K&)\&)&&&))&)&

"

%#7 RI

' 内参基因
#

"

K.P?Y

引物#上游 $

:

(

P1 %

(%

G

#

&&K&&K)\)K&

"

&&K\\&K))

"下游$

:

(

P1 %

(%

G

#

&\\K&)&K)&\

"

)K&)&&)\&

"

# #!< RI

' $

!

%提取外周血淋巴细胞#

在无菌离心管内"加新鲜抗凝血
# >T

"与注射用生理

盐水
#

)

#

混匀"小心加于
! >T

的细胞分离液上&

7""

'

L

离心"

!" >?Y

"离心管细胞分
7

层"吸取第

!

层'$

%

%提取总
J4K

#加入
# >T )-?a12

试剂"匀浆

后加入
J4KV-99

的
#

!

: >T =S

管中"混匀后静置

: >?Y

&加
"

!

! >T

氯仿"室温静置
: >?Y

&吸取上层水

相加等体积异丙醇" 混匀静置
#" >?Y

&

7

&"

#! """

'

L

离心
#" >?Y

"弃上清"加
# >T

冰预冷的

8:b

乙醇振荡沉淀' $

7

%逆转录#以所合成的
.B4K

进行扩增" 反应体系#

!c K22

"

?Y

"

CY9 AS&J +?H

#" "T

"上下游引物各
! "T

&反应条件#

S&J

扩增标准

程序"

;7

&预变性
#" >?Y

&再按下列程序循环
7:

次"

即
;:

&变性
#" X

"

<:

&退火
!" X

"

8!

&延伸
#: X

'

实验数据分析#结果采用
!

#

$&P法"计算目的基因

>J4K

转录水平的差异' #

!&P d

目的基因的

!&P

#内参基因的
!&P

'

<

$统计学方法$采用
5S55 #;

!

"

软件分析数

据' 计量资料用
H

*

X

表示"所有资料进行正态性

和方差齐性检验' 符合正态性和方差齐性"多组比

较用单因素方差分析"

S U "

!

":

为差异有统计学

意义'

结$$果

#

$各组小鼠
*O&

(

J9P

(

QR

及
ST)

比较$表
#

%

与空白组比较"模型组外周血
*O&

(

J9P

(

QR

(

ST)

水

平均降低$

S U"

!

":

%' 与模型组比较"各给药组外周

血
*O&

(

J9P

(

QR

(

ST)

水平均升高$

S U "

!

":

%' 与

再生复血汤低剂量组比较"再生复血汤中(高剂量组和

阳性对照组外周血
*O&

(

J9P

(

QR

(

ST)

水平均升高

$

S U"

!

":

%"且再生复血汤高剂量组高于再生复血汤

中剂量组和阳性对照组$

S U"

!

":

%'

!

$各组小鼠骨髓有核细胞变化比较$表
!

%$与

空白组比较"模型组骨髓粒系比例(红系比例(巨核细

胞数降低"淋巴细胞比例升高$

S U"

!

":

%' 与模型组

比较"各给药组骨髓粒系比例(红系比例(巨核细胞数
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!

%

!!"!$$!

表
#

$各组小鼠
*O&

(

J9P

(

QR

及
ST)

比较$$

H

*

X

%

组别
Y

*O&

$

#"

;

DT

% J9P

$

b

%

QR

$

LDT

%

ST)

$

#"

;

DT

%

空白
#! $

+

""

*

"

+

%# 7

+

7:

*

"

+

#$ #::

+

;%

*

8

+

$$ :8!

+

8<

*

$<

+

:$

模型
#!

!

+

7"

*

"

+

<8

"

#

+

#7

*

"

+

!<

"

#":

+

"%

*

8

+

;:

"

;"

+

%7

*

!"

+

"<

"

阳性对照
#!

7

+

!8

*

"

+

8;

$#

!

+

;"

*

"

+

:;

$#

#%"

+

;!

*

8

+

;#

$#

%<"

+

$%

*

!#

+

$8

$#

再生复血汤低剂量
#!

%

+

"<

*

"

+

;$

$

!

+

#;

*

"

+

<:

$

#!!

+

#%

*

8

+

$!

$

%""

+

<#

*

!%

+

7$

$

$$$$$中剂量
#!

7

+

%!

*

"

+

$:

$#

!

+

;7

*

"

+

:"

$#

#%"

+

$<

*

8

+

8:

$#

%<"

+

7;

*

!<

+

<;

$#

$$$$$高剂量
#!

:

+

!"

*

"

+

88

$#$%

%

+

!8

*

"

+

:8

$#$%

#%:

+

""

*

8

+

78

$#$%

%;"

+

%;

*

!!

+

#$

$#$%

$$注#与空白组比较"

"

S U"

!

":

&与模型组比较"

$

S U"

!

":

&与再生复血汤低剂量组比较"

#

S U"

!

":

&与再生复血汤中剂量组比较"

$

S U"

!

":

&与

阳性对照组比较"

%

S U"

!

":

&下表同

表
!

$各组小鼠骨髓有核细胞变化比较$$

H

*

X

%

组别
Y

粒系比例$

b

% 红系比例$

b

% 淋巴细胞比例$

b

% 巨核细胞数$个%

空白
#! :$

+

!;

*

"

+

;; #;

+

;<

*

#

+

<: !!

+

!<

*

#

+

:: %#

+

7"

*

"

+

:7

模型
#!

!"

+

7;

*

#

+

<;

"

8

+

8:

*

"

+

8!

"

<:

+

7:

*

#

+

#!

"

%

+

7"

*

"

+

8;

"

阳性对照
#!

%<

+

8:

*

#

+

$8

$#

#7

+

%<

*

#

+

##

$#

:"

+

8;

*

"

+

;7

$#

!"

+

;!

*

#

+

%$

$#

再生复血汤低剂量
#!

!;

+

"$

*

"

+

:8

$

#!

+

7#

*

#

+

8!

$

::

+

%;

*

#

+

#;

$

#:

+

#<

*

#

+

%$

$

$$$$$中剂量
#!

%:

+

%7

*

#

+

%:

$#

#%

+

;#

*

"

+

8%

$#

:!

+

77

*

"

+

$;

$#

#;

+

##

*

#

+

$7

$#

$$$$$高剂量
#!

7"

+

#!

*

#

+

<;

$#$%

#:

+

:$

*

#

+

88

$#$%

78

+

::

*

#

+

%%

$

#

$%

!#

+

<:

*

#

+

%8

$#$%

均升高"淋巴细胞比例均下降$

S U"

!

":

%' 与再生复

血汤低剂量组比较"再生复血汤中(高剂量组和阳性对

照组骨髓粒系比例(红系比例(巨核细胞数均升高"淋

巴细胞比例均下降$

S U"

!

":

%" 且再生复血汤高剂量

组优于再生复血汤中剂量组和阳性对照组 $

S U

"

!

":

%'

%

$各组小鼠外周血
&B7

F

&B!:

F

&B#!8

#

)-9L

比例和单个核细胞
G1HI% >J4K

水平比较$表
%

"

图
#

%$与空白组比较"模型组外周血
)-9L

比例和单

个核细胞
G1HI% >J4K

水平降低 $

S U"

!

":

%'与模

型组比较"各给药组外周血
)-9L

比例和单个核细胞

G1HI% >J4K

水平均升高$

S U"

!

":

%' 与再生复血

汤低剂量组比较"再生复血汤中(高剂量组和阳性对照

组外周血
)-9L

比例和单个核细胞
G1HI% >J4K

水

平均升高$

S U"

!

":

%"且再生复血汤高剂量组高于再

生复血汤中剂量组和阳性对照组$

S U"

!

":

%'

表
%

$各组小鼠外周血
&B7

F

&B!:

F

&B#!8

#

)-9L

比例和

单个核细胞
G1HI% >J4K

水平比较$$

H

*

X

%

组别
Y

&B7

F

&B!:

F

&B#!8

#

)-9L

比例$

b

%

G1HI% >J4K

$

=

"

%

%

空白
#! <

+

#<

*

#

+

"# #

+

8"

*

"

+

#;

模型
#!

!

+

$#

*

"

+

77

"

"

+

!%

*

"

+

7%

"

阳性对照
#!

7

+

<!

*

"

+

7:

$#

"

+

<!

*

"

+

#8

$#

再生复血汤低剂量
#!

%

+

<8

*

"

+

%:

$

"

+

78

*

"

+

!%

$

$$$$$中剂量
#!

7

+

:$

*

"

+

%;

$#

"

+

<;

*

"

+

!#

$#

$$$$$高剂量
#!

:

+

#!

*

"

+

%7

$#$%

"

+

$:

*

"

+

<#

$#$%

讨$$论

KK

是一种免疫介导骨髓造血功能衰竭症"主要

表现为骨髓有核细胞增生低下(全血细胞减少)

<

*

' 目

前"细胞免疫功能异常是
KK

造血干细胞免疫性损伤

方面研究的热点'

&B$

F细胞毒性
)

细胞(

&B7

F

)/#

细胞和
)/#8

细胞是
KK

造血细胞免疫性破坏的主要

)

细胞群"前两者可通过释放相应细胞因子破坏骨髓

造血前体细胞"而
)/#8

细胞则可激发免疫反应损伤

造血干细胞)

8

*

' 中医药是治疗
KK

的重要方法"临床

发现+肾虚(血瘀,是
KK

的主要病理因素"本课题组

依据
KK

+肾虚(血瘀,病机形成再生复血汤' 本方以

紫河车为君"血肉有情之品以达补肾填精&太子参(黄

芪滋养后天补气生血"共为臣药&丹参活血化瘀"石韦

凉血止血"虎杖清热散瘀"陈皮理气和中"升麻则清热

与升阳并举"甘草调和诸药"合为佐使)

$

*

'

KK

表现为全血细胞减少' 本研究发现再生复血

汤治疗后
KK

小鼠外周血
*O&

(

J9P

(

QR

及
ST)

数增

高"骨髓粒系比例(红系比例(巨核细胞数升高(淋巴细

胞比例降低"且呈剂量依赖性"这表明再生复血汤能改

善
KK

小鼠骨髓造血衰竭"提升
KK

小鼠外周血血细

胞数量' 另研究证实"再障骨髓造血衰竭的免疫机制

主要归结于免疫耐受失衡引起造血干细胞损伤"而

&B7

F

&B!:

F

&B#!8

#

)-9L

具有免疫抑制功能"是维

持外周免疫耐受的重要
)

细胞亚群'

)-9LX

细胞特征

性表达膜分子
&B7

(

&B!:

及核转录因子
G1HI%

"低表
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!

%

$$注#

K

为空白组&

O

为模型组&

&

为阳性组&

B

为再生复血汤低

剂量组&

=

为再生复血汤中剂量组&

G

为再生复血汤高剂量组

图
#

$

)-9LX

细胞流式细胞图

达或无表达
&B#!8

' 自身免疫功能正常情况下"该细

胞可以通过释放抑制性细胞因子
(T

"

#"

(

)\G

"

#

抑制

&B$

F细胞毒性
)

细胞(

&B7

F

)/#

细胞和
)/#8

细胞

对骨髓造血的损伤作用' 研究表明"

KK

患者外周血

)-9LX

细胞比例较健康人降低"以至于难以维持自身

免疫耐受)

;

*

'

<"

&1

"

!

联合环磷酰胺和氯霉素是
KK

常

用的造模方法)

#"

*

' 本实验发现"

O,2RD.

小鼠经该方

法造模后外周血
)-9LX

比例降低"这说明物理联合化

学法造模能使得
KK

小鼠自身免疫耐受缺失' 经再生

复血汤干预
7

周后"其低(中(高剂量组均能使
KK

小

鼠外周血
)-9LX

细胞比例上升"且呈现剂量依赖性'

这提示再生复血汤能通过促进
)-9LX

比例上升"使其

发挥免疫抑制功能"减少免疫抑制造血的病理作用"从

而使
KK

小鼠恢复自身免疫耐受平衡' 究其原因"再

生复血汤含有紫河车(黄芪(太子参"药理证实这些补

益类中药不仅能促进造血干$祖%细胞增殖"加速骨髓

造血"而且还能通过激活免疫活性细胞和抑制免疫效

应细胞来调节免疫)

##

#

#%

*

' 再生复血汤与左归丸均是

KK

肾虚证治疗的同类方药"刘洋等)

#7

*证实低剂量和

中剂量的左归丸可以上调
O,2RD.

小鼠外周组织

)-9LX

细胞比例"呈现剂量依赖性' 其说明补肾法$再

生复血汤(左归丸%可以通过
)-9LX

细胞达到某种免

疫调控作用'

G1HI%

是一种叉头
D

翼状螺旋转录因子家族中的一

员"它是
)-9LX

细胞标志性分子"调控着
)-9LX

细胞免

疫生物学功能' 人和鼠的
G1HI%

基因均位于
c

染色

体"其蛋白分子包含锌指结构(亮氨酸拉链基序和
B4K

结合区'

G1HI%

决定了
)-9LX

细胞的发育和功能表

达"研究表明"

G1HI%

突变鼠体内不存在
)-9LX

细

胞)

#:

*

' 本实验发现"

KK

小鼠
)-9LX

细胞比例下降的

同时
G1HI% >J4K

表达水平也降低"这进一步说明

G1HI%

主要表达在
)-9LX

细胞' 经再生复血汤干预

7

周后"其低(中(高剂量组均能使
KK

小鼠外周血单个

核细胞
G1HI% >J4K

表达水平升高"且呈现剂量依赖

性' 这提示再生复血汤能通过促使
G1HI% >J4K

转

录诱使
)-9LX

细胞增殖"从而引起
)-9LX

比例上升"改

善
KK

小鼠细胞免疫紊乱状态' 但是"再生复血汤通过

G1HI%

基因调控
KK

小鼠
)-9LX

细胞增殖的上游机制

仍不明确"这是本课题组下一步实验的未来方向'

5121>1Z ==

等)
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*证实循环中
)-9LX

细胞数量

减少的患者同时存在活化
)

细胞核因子$

4GK)#

或

4GK)!

%低水平状态"这能更好解释
KK

患者
)-9LX

细胞
G1HI%

表达减少的原因' 研究表明"在
G1HI%

启动子上存在
4GK)

结合位点"

4GK)

可以通过脱磷

酸化进入
)-9LX

细胞核内启动
GH1I%

转录"从而调控

免疫)

#<

*

' 因此"本课题组可进一步围绕
4GK)

信号对

G1HI%

的调控作用"深入研究再生复血汤的免疫调节

机制'



中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
%$

卷第
%

期
&'()*+

"

+,-./ !"#$

"

0123 %$

"

41

!

%

!!""$$!

利益冲突#无'

参 考 文 献

)

#

*$

\,-L?Z21 T

"

W,?>1MZ ]

"

5.,II?Y? O

"

9P ,23 \2[.1

"

X[2I/1XI/,P?N[2?Y1X?P12

"

XI9.?V?. ) .922X

"

(G4

"

!

"

I-1NZ

"

.?YL ) .922X

"

,YN I,P/1L9Y9X?X 1V ?N?1I,P/?. ,I2,XP?.

,Y9>?,

)

'

*

3 O211N

"

!"#8

"

#!;

$

%

%#

%$$

#

%;!3

)

!

*$葛丽" 申徐良
3 &B7

F

&B!:

F

G1HI%

F调节性
)

细胞在

再生障碍性贫血患者中的临床意义)

'

*

3

白血病!淋巴

瘤"

!"#<

"

!:

$

8

%#

7%$

#

77#3

)

%

*$周晨晨" 胡琦" 侯文沛
3 &B7

F

&B!:

F调节性
)

细胞缺

陷与再生障碍性贫血的研究进展)

'

*

3

现代中西医结合

杂志"

!"#:

"

!7

$

!"

%#

!!<;

#

!!8"

"

!!8#3

)

7

*$江劲波" 袁通春" 赵复锦" 等
3

再生复血汤治疗慢性再

生障碍性贫血
$"

例临床观察)

'

*

3

湖南中医药大学学

报"

!""$

"

!$

$

%

% #

:#

#

:%3

)

:

*$刘啸" 祝彼得" 徐浩" 等
3

再生障碍性贫血小鼠造模方

法的实验研究)

'

*

3

甘肃中医学院学报"

!""7

"

!#

$

7

%#

#8

#

!"3

)

<

*$

O,.?L,2ZI1 K3 Q1` ( P-9,P ,.AZ?-9N ,I2,XP?. ,Y9

"

>?,

)

'

*

3 O211N

"

!"#8

"

#!;

$

##

%#

#7!$

#

#7%<3

)

8

*$

),PXZ[, (

"

Q?-1[ZM? +

"

),M,>,X, 6

"

9P ,23 =_?

"

N9Y.9 P/,P ) .922X XI9.?V?. V1- Y1Y

"

/9>,P1I1?9P?.

.922X P-?LL9- P/9 N9_921I>9YP 1V ,.AZ?-9N ,I2,XP?.

,Y9>?,

)

'

*

3 O211N

"

!"#:

"

#!<

$

#!

%#

##<$

#

##8!3

)

$

*$刘璇" 王跃" 江劲波
3

江劲波应用再生复血汤治疗再生

障碍性贫血经验)

'

*

3

山西中医"

!"#!

"

!$

$

!

%#

7

#

:3

)

;

*$

5121>1Z ==

"

J9a_,Y? 6

"

+?92M9 5

"

9P ,23 B9V?

"

.?9YP &B7

F

&B!:

F

G1HI%

F

) -9LZ2,P1-[ .922X ?Y

,.AZ?-9N ,I2,XP?. ,Y9>?,

)

'

*

3 O211N

"

!""8

"

##"

$

:

%#

#<"%

#

#<"<3

)

#"

*$孙婷婷"徐文瑞"祝晓玲
3

再生障碍性贫血动物模型研究

概况)

'

*

3

中药药理与临床"

!"#!

"

!$

$

!

%#

#;"

#

#;!3

)

##

*$吕鹏月" 李定格" 石俊英" 等
3

中药紫河车与猪(牛(羊

胎盘补血作用的药理实验研究)

'

*

3

山东医药工业"

!""!

"

!#

$

:

%#

:#

#

:!3

)

#!

*$吴发宝" 陈希元
3

黄芪药理作用研究 )

'

*

3

中药材"

!""7

"

!8

$

%

%#

!%!

#

!%73

)

#%

*$汪剑飞
3

太子参药理研究新进展)

'

*

3

实用药物与临床"

!"#%

"

#<

$

7

%#

%%%

#

%%73

)

#7

*$刘洋" 姚成芳" 王丽" 等
3

左归丸对小鼠
&B7

F

&B!:

F

调节性
)

细胞的影响 )

'

*

3

山东中医药大学学报"

!""8

"

%#

$

#

%#

:<

#

<"3

)

#:

*$

(Y '*

"

T99 4

"

J1/ =]

"

9P ,23 KXX1.?,P?1Y 1V ,I2,X

"

P?. ,Y9>?, ,YN G1HS% L9Y9 I12[>1-I/?X>X ?Y 61

"

-9,YX

)

'

*

3 Q9>,P121L[

"

!"#8

"

!!

$

%

%#

#7;

#

#:73

)

#<

*$

T?> Q*

"

O-1H>9[9- Q=

"

6?> &Q3 J9LZ2,P?1Y 1V

P-,VV?.M?YL -9.9IP1- 9HI-9XX?1Y ?Y /Z>,Y V1-M

"

/9,N R1H S%

F

-9LZ2,P1-[ ) .922X

)

'

*

3 ' (>>ZY12

"

!""<

"

#88

$

!

%#

$7"

#

$:#3

$收稿#

!"#:

#

";

#

#!

$在线#

!"#8

#

#!

#

!;

%

责任编辑# 白$

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

&
&
&
&
&
&
&
&
&
&
&
&

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

&
&
&
&
&
&
&
&
&
&
&
&

'

'

'

'

霞

!中国中西医结合杂志"获
!"#<

年#百种杰出学术期刊$荣誉称号

中国科技信息研究所"简称中信所#

!"#8

年
#"

月
%#

日公布了最新的中国科技论文统计结果$

(中国中西医结合杂志)再次获得
!"#<

年*百种杰出学术期刊+荣誉称号$ 自
!""!

年中信所评选此

荣誉称号以来%共计十五次评选中%我刊第十四次获得此荣誉称号$ 同时%我刊继续获评为*中国科技

核心期刊+及*中国精品科技期刊顶尖学术论文"

G: """

#+项目来源期刊$


