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!基础研究!

乙酰苯肼致血虚证模型小鼠的证候物质基础初探

钱宏梁$潘志强$王晓敏$方肇勤

摘要$目的$研究乙酰苯肼引起的血虚证模型小鼠证候可能的物质基础" 方法$以雄性
(&F

小鼠为

对象#采用乙酰苯肼
#8" /GCHG

皮下注射#第
#

天和第
7

天各
#

次制作血虚证模型#并设立正常对照组" 动

态观察小鼠体重变化#显微镜下观察血液细胞与股骨骨髓细胞#取肾脏$肾上腺和骨髓分别抽提
F6I

#以实

时荧光定量
J&F

技术检测相关基因表达$以
;K(LI

方法检测血清皮质酮含量" 结果$与正常对照组比较#

乙酰苯肼小鼠造模
%

天后体重显著下降%

J M"

!

"9

&#小鼠呈现虚弱征象#小鼠脾脏代偿性增大而胸腺却明显萎

缩%

J M"

!

"#

&" 乙酰苯肼组小鼠血液红细胞形态异常$正常红细胞数量减少$白细胞代偿性增多'骨髓成熟的环

状核细胞减少" 与正常对照组比较#乙酰苯肼组小鼠骨髓
(K

#

9

和
(K

#

:

基因表达显著升高%

J M"

!

"9

&#而巨噬细

胞集落刺激因子%

+

#

&LN

&$

(K

#

#0

和
(K

#

8

基因表达显著下降%

J M"

!

"9

&'肾脏促红细胞生成素%

;>3

&$粒细胞集

落刺激因子%

O

#

&LN

&和
+

#

&LN

基因表达也显著升高%

J M"

!

"9

#

J M"

!

"#

&#而粒细胞"巨噬细胞集落刺激因

子%

O+

#

&LN

&基因表达则被乙酰苯肼抑制%

J M"

!

"9

&'肾上腺
&P>!#<#

与
&P>##0#

基因表达显著升高%

J M

"

!

"9

&'小鼠血清皮质酮含量明显升高%

J M"

!

"#

&" 结论$乙酰苯肼所复制的证候以血虚证为主#脾脏肿大$肾

脏
;>3

基因代偿性高表达以及继发肾上腺皮质功能虚性亢奋是该证候物质与功能变化最突出特征"

关键词$乙酰苯肼' 血虚证' 证候' 促红细胞生成素' 环状核细胞
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$$血虚证是中医临床常见的证候"尤其在多种慢性

疾病及肿瘤放疗或化疗等术后多见' 中医血虚证与现

代医学的贫血并非完全一致"它包含两个层面意思"一

是物质的减少"即表现为血液细胞或骨髓造血细胞数

量减少与比例失衡"二是功能的失常"即中医学有关

(血)功能的失调"比如心脾血虚所致心悸或不寐"心

肝血虚所致的目干涩或眼昏花"脾不统血所致的出血

现象等' 中医补血的经典方剂有四物汤*当归补血汤*

归脾丸等"揭示这些复方可能的药理机制需借助于血

虚证动物模型"文献报道乙酰苯肼 $

<.-QP4>X-WP4

#

XPS1<?=W-

"

IJZ

%复制的证候模型非常类似于血虚

证+

#

"

%

,

' 基于此"本研究采用了
IJZ

作了小鼠血虚

证候模型"从外周血细胞*骨髓造血细胞*以及肾脏*肾

上腺等层面深入探索该证候的可能物质基础"结果发

现
IJZ

能引起小鼠典型的血虚外观*致造血系统功

能紊乱以及肾脏促红细胞生成素$

;>3

%高表达等特

征"此可作为血虚证程度及中药干预后疗效评价的重

要指标'

材料与方法

#

$实验动物$

(&F

小鼠"

LJN

级"雄性"

:

&

$

周

龄"体重
#$

&

!" G

"

%!

只"购自上海西普尔 "必凯实

验动物有限公司"饲养于上海中医药大学实验动物中

心
LJN

级动物房' 动物许可证号#

L&\a

$沪%

!"#%

"

""#:

&动物合格证编号#

!""$""#:8!87$

' 实验伦理

声明#本设施的环境条件符合中国国家标准-实验动

物环境及设施. $

OU#7E!9

"

!""#

%对普通动物实验

设施的有关标准"动物饲养管理和动物实验操作符合

-实验动物管理条例.'

!

$试剂与仪器$

6

#乙酰苯肼$国药集团化学试

剂有限公司"黄色结晶粉末"货号#

N!""9"E!8

%'

)F

#

(?34

裂解液$

(W^=Q13G-W

公司"货号#

#99E:"#$

%"

J1=

#

/-L.1=>Q F) 1-<G-WQ a=Q

$

)<a<F<

公司"货号#

FF"%:I

%"

LbUF J1-/=` ;` )<@

$

)4=F6<V-Z

J4RV

%

!

$

)<a<F<

公司"货号#

FF$!"I

%&上下游引物序

列采用
J1=/-1%

$

^

!

"

!

7

!

"

%在线软件设计并委托
K=T-

)-.XW343G=-V

公司合成$表
#

%' 小鼠皮质酮
;K(LI

试

剂盒$美国
&<P/<W

公司"货号#

9"":99

%' 姬姆萨染液

$

L=G/<

#

I4S1=.X

公司"货号#

U&UY$!#82

%' 实时荧

光定量
J&F

仪$

(44R/=W<

公司"

;.3

"美国%"

;4`$""

型酶标仪$

U=3Q-H

公司"

;4`$""

"美国%"台式离心机

$

;>>-WS31T

公司"德国"

97#8F

型%"显微镜$奥林巴

斯"

&\%#

型"日本%"单反镜相机 $奥林巴斯"

;%%"

型"日本%等'

%

$分组与造模$实验分
!

次进行"每次各

#:

只'小鼠适应性饲养
%

天"当体重达
!: c!$ G

后"

随机分为
!

组"正常对照组
:

只和
IJZ

组
#"

只' 第

#

天和第
7

天"

IJZ

组予
#8" /GCHG

剂量
IJZ

"皮下

注射"共
!

次&正常对照组相同时间给予等量的生理盐

水皮下注射' 最后在第
9

天"统一处死两组小鼠"进行

相关指标检测+

#

"

7

,

'

7

$小鼠外观表征信息采集$各组小鼠造模结束

日即处死前日"观察与收集以下指标#整笼小鼠外观照

片*单只小鼠外观照片*爪与唇部照片'

9

$小鼠体重及脏器变化$实验过程中每日上午

#"

#

""

称取小鼠体重' 造模结束后"处死各组小鼠称

量脾脏质量以及胸腺质量计算脏器指数' 方法如下#

脾脏指数
d

脾脏重量$

/G

%

C

体重$

G

%"胸腺指数
d

胸

腺重量$

/G

%

C

体量$

G

%'

:

$小鼠血液与骨髓涂片制作$造模结束后"处死

各组小鼠"制作血液与骨髓涂片' 方法如下"取血液滴

至载玻片一端"用另一载玻片将血滴平整推开至血液

铺展开为止' 取小鼠股骨"用牙签挑挤出骨髓"并涂在

滴有蛋白甘油的载玻片一端"用另一载玻片将骨髓与

蛋白甘油混匀液均匀涂散' 涂片制作完成后
%" /=W

内"采用姬姆萨染液分别染色血涂片
#" /=W

*骨髓涂

片
% /=W

"流水冲洗"待干燥后采用中性树胶封片"并

在
# """

倍油镜下拍摄血液与骨髓照片' 骨髓的环状

核细胞占比计算方法#在
# """

倍油镜下拍摄骨髓涂

片照片"每只小鼠分别观察
9

个涂片视野"每个视野计

数
#""

个骨髓细胞"计算
9""

个骨髓细胞的环状核细

胞数百分比'

8

$实时荧光定量
J&F

检测基因
/F6I

表达

造模结束后"处死各组小鼠"取肾脏组织检测
"

肌动蛋

白$

"

#

<.Q=W

%*

;>3

*粒细胞集落刺激因子$

O

#

&LN

%*巨

噬细胞集落刺激因子$

+

#

&LN

%*粒细胞 "巨噬细胞集

落刺激因子 $

O+

#

&LN

%等基因
/F6I

表达&取肾

上腺组织检测
"

#

<.Q=W

*类固醇急性调节蛋白$

LQ<1

%*



!!"#'%! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
#!

月第
%$

卷第
#!

期
&'()*+

"

,-.-/0-1 !"#$

"

2345 %$

"

63

!

#!

表
#

%小鼠肾脏*肾上腺与骨髓有关基因引物序列

基因名称 基因库号 引物序列 产物长度$

0>

%

"

#

<.Q=W 6+e""8%E%

上游
9

%"

)O))I&&II&)OOOI&OI&I

"

%

%

#:9

下游
9

%"

OOOO)O))OIIOO)&)&III

"

%

%

&P>##<# 6+e"#E88E

上游
9

%"
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"

%

%

!"#

下游
9
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"

%

%
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9
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"

%

%

#7"
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9
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"

%

%
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9

%"

&)&&OO&)I)OI&I)&&&)I

"

%
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#9#
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9
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"

%

%
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上游
9
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"

%

%

#::
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9
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"

%

%

O

#
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上游
9
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%

%

!!"
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9
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"

%

%

O+

#
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"

%

%

#"$
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%
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(K
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%
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%
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#
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上游
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"

%

%

#$"
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9
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&&&I&OOI&IO)))OI))&)

"

%
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#
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%

%

#"!
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%

%
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#
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%

%

#8!
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9
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%

%

+

#
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上游
9^
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%

%

!%:
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9
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"

%

%

LQ<1 6+e"##7$9

上游
9
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"

%

%

#"%

下游
9

%"

OIII&I&&))O&&&I&I)&)

"

%

%

###

#羟化酶 $

&P>##<#

%*

!##

#羟化酶 $

&P>!#<#

%*

##"

#羟化酶$

&P>##0#

%等基因
/F6I

表达&取骨

髓组织检测
"

#

<.Q=W

*

O

#

&LN

*

+

#

&LN

*白细胞介素家

族分子 $

(K

#

#0

*

(K

#

!

*

(K

#

%

*

(K

#

9

*

(K

#

:

*

(K

#

8

%等基因

/F6I

表达' 上述基因引物序列见表
#

' 方法如

下#上下游引物序列采用
J1=/-1%

$

^

!

"

!

7

!

"

%在线

软件合成"委托
K=T- )-.XW343G=-V

公司上海合成部

完成' 按照
)1=?34

试剂盒说明书抽提总
F6I

&分别

逆转录反应体系
#"

*

#"

*

7" $K

"反应条件为
%8

' (

#9 /=W

"

$9

' (

9 V

"

7

'&

J&F

扩增反应体系为
!"

$K

"反应程序为
E9

' (

% /=W

"

E9

' (

%" V

"

:"

'

(

%" V

"

7"

个循环' 基因相对表达量分析方法#采用

!

"

%%&)法分析"以正常组作为对照组"以
"

#

<.Q=W

基因

&Q

均值作为内参组"

%&Q

)

&Q

目的基因 "

&Q

内参基

因$其中"

&Q

值为扩增
W

个循环基因的荧光数值%"

%%&Q

)

%&Q

实验组 "

%&Q

对照组"目的基因相对表达

量)

!

"

%%&Q

'

$

$

;K(LI

检测血清皮质酮含量$造模结束后处

死各组小鼠"取血并分离血清"检测血液皮质酮含量'

用血清原样本"依据小鼠皮质酮的
;K(LI

试剂盒说明

书进行操作'

E

$统计学方法$采用
O1<>XJ<S5J1=V/9

!

"

专

业软件进行作图*及统计分析"数据采用
`

*

V

表示"采

用
Q

检验"

J M"

!

"9

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$两组小鼠外观表现$与正常对照组比较"

IJZ

模型小鼠整体显虚弱状态*消瘦*活动度减弱*缺

乏四处攀爬的好奇心*持续观察可见小鼠嗜扎堆"唇*

爪*尾等部位苍白无血色$类似临床失血外观像%"毛

色蓬松"小鼠肤温比正常小鼠明显下降"总体判断"

IJZ

复制的模型小鼠呈现血虚为主的虚弱征象"或兼

有气虚*阳虚证候特点'

!

$两组小鼠体重动态变化及脏器指数变化$图

#

*

!

%$造模前$

" S

%两组小鼠体重约
!8 G

"与正常

对照组比较"

IJZ

组造模第
%

天起至第
9

天小鼠体

重快速下降$

J M "

!

"9

"

J M "

!

"#

%&造模结束后"小

鼠胸腺指数缩小 $

J M "

!

"#

%"脾脏指数增大 $

J M

"

!

"#

%'

%

$两组小鼠血液及骨髓像变化$图
%

%$正常对

照组小鼠血液涂片有大量中央凹陷的典型球状红细

胞"可见淋巴细胞等有核细胞散在分布$图
%I

%&

IJZ



中国中西医结合杂志
!"#$

年
#!

月第
%$

卷第
#!

期
&'()*+

"

,-.-/0-1 !"#$

"

2345 %$

"

63

!

#!

!!"#(%!

$$注#与正常对照组比较"

!

J M "

!

"9

"

!!

J M"

!

"#

图
#

%两组小鼠体重动态变化

$$注#与正常对照组比较"

!

J M"

!

"#

图
!

%造模结束后两组小鼠胸腺与脾脏指数变化

组小鼠红细胞明显破坏"或成碎片状*或细胞膜破裂"

且白细胞数量显著增多"可见网织红细胞出现 $图

%U

%' 正常对照组小鼠骨髓可见不同时期的红细胞*

有核粒细胞*淋巴细胞*巨核细胞以及环状核细胞等'

其中环状核细胞是骨髓分化与发育成熟的晚期有核细

胞"与正常对照组$

#"!C9""

%比较"

IJZ

组小鼠环状

核细胞$

8:C9""

%比例下降"相对而言早中期非成熟的

细胞增多$图
%&

"

%,

%'

IJZ

造成小鼠血液红细胞形

态异常*正常红细胞数量减少*白细胞代偿性增多&骨

髓成熟的环状核细胞减少'

7

$两组小鼠骨髓造血生长因子的基因表达变化

$表
!

%$与正常对照组比较"

IJZ

组小鼠骨髓
(K

#

9

和

(K

#

:

基因表达显著升高$

J M"

!

"9

%"而
+

#

&LN

*

(K

#

#0

和
(K

#

8

基因表达显著下降$

J M"

!

"9

%"

O

#

&LN

基因表

达也上调"但是离散度大"差异无统计学意义 $

J f

"

!

"9

%'

$$注#

I

为正常对照组血像&

U

为
IJZ

组血像&

&

为正常对照

组骨髓像&

,

为
IJZ

组骨髓像

图
%

%两组小鼠血像和骨髓像%$ (

# """

%

9

$两组小鼠肾脏造血调控因子基因表达变化

$表
%

%$与正常对照组比较"

IJZ

组肾脏
;>3

*

O

#

&LN

和
+

#

&LN

基因表达上调$

J M"

!

"9

"

J M"

!

"#

%"

O+

#

&LN

基因表达下降$

J M"

!

"9

%'

表
%

%两组小鼠肾脏基因表达比较%$

`

*

V

%

组别$

W ;>3 O g &LN + g &LN O+ g &LN

正常对照
#! #

+

""

*

"

+

%! #

+

""

*

"

+

#7 #

+

""

*

"

+

!9 #

+

""

*

"

+

%:

IJZ !"

8%7

+

EE

*

!$$

+

8%

!!

#:

+

E#

*

7

+

:$

!

9

+

"$

*

!

+

#$

!

"

+

77

*

"

+

7"

!

$$注#与正常对照组比较"

!

J M"

!

"9

"

!!

J M"

!

"#

:

$两组小鼠肾上腺类固醇激素合成酶基因表达

变化$表
7

%$与正常对照组比较"

IJZ

组小鼠肾上腺

&P>!#<#

与
&P>##0#

基因表达显著升高 $

J M

"

!

"9

%"

LQ<1

和
&P>##<#

基因表达轻度上调"差异无

统计学意义$

J f"

!

"9

%'

表
7

%两组小鼠肾上腺基因表达比较%$

`

*

V

%

组别$$

W LQ<1 &P>##<# &P>!#<# &P>##0#

正常对照
#! #

+

""

*

"

+

!# #

+

""

*

"

+

#8 #

+

""

*

"

+

## #

+

""

*

"

+

!E

IJZ !" #

+

%9

*

"

+

9$ #

+

%"

*

"

+

7$

#

+

E9

*

"

+

99

!

!

+

!9

*

#

+

!"

!

$$注#与正常对照组比较"

!

J M"

!

"9

8

$两组小鼠血清皮质酮变化$图
7

%$与正常对

照组比较"

IJZ

组小鼠血清皮质酮含量显著升

高 $

J M"

!

"#

%'

表
!

%两组小鼠骨髓基因表达比较%$

`

*

V

%

组别
W O g &LN (K g 9 (K g : + g &LN (K g #0 (K g 8

正常对照
#! #

+

""

*

"

+

$# #

+

""

*

"

+

9" #

+

""

*

"

+

!: #

+

""

*

"

+

#" #

+

""

*

"

+

#! #

+

""

*

"

+

!:

IJZ !" %$

+

8E

*

%7

+

$#

8

+

8E

*

7

+

%"

!

7

+

$$

*

#

+

%$

!

"

+

9"

*

"

+

#$

!

"

+

!E

*

"

+

"7

!

"

+

!$

*

"

+

#!

!

$$注#与正常对照组比较"
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图
7

%两组小鼠血清皮质酮含量变化

讨$$论

血虚证是中医学临床的基本证候"临床常见面色

淡白或萎黄*毛发无泽*唇色爪甲淡白*头晕*视物昏

花*心悸*多梦失眠*健忘*乏力*手足发麻*妇女经血量

少色淡*经期错后或闭经*舌淡苔白*脉细等虚弱症候'

实际上血虚证并非单纯出现"常伴随气虚证或阴虚证"

中医学脏腑定位于心*脾*肝为主"涉及血脉*冲任*皮

毛与肌肤腠理等' 因此"实验动物模型难以集中复制

临床血虚各种症状与体征"仅能对血虚证部分特征性

变化予以模拟重现' 目前"血虚证候动物模型造模方

法较多"包括放血方法*溶血方法*化疗药物或放射线

损伤造血系统方法等+

7

,

' 其中"

IJZ

造模具有造模成

功率高*模型稳定可信*周期短等优点"但是停止给予

IJZ

后模型具有自我恢复的缺陷"属于急性病理损伤

模型' 该血虚证产生的机制是
IJZ

作为典型的氧化

还原作用药物"它被血红蛋白结合氧所氧化"生成正铁

血红蛋白*过氧化氢及药物自由基"进而对红细胞进行

性氧化性损伤+

9

"

:

,

"以造成血液中红细胞数减少"同时

伴随网织红细胞病理性代偿增加和白细胞数量代偿性

升高' 既往血虚模型的观察指标多以外观体征*红细

胞数量*骨髓像以及部分生化指标为主"本研究重点观

测了造模后小鼠血液细胞与骨髓细胞病理变化以及骨

髓与肾脏造血系统有关分子变化"有助于综合评估

IJZ

血虚证的物质改变及其功能异常'

IJZ

能较专一地对红细胞造成缓慢性的进行性

氧化性损伤' 贲长恩等+

#

,发现采用
IJZ

皮下注射大

鼠可以造成典型的中医血虚证' 金若敏等+

!

, 运用

IJZ

联合环磷酰胺制备血虚模型动物' 卢文丽等+

%

,

采用
#8" /GCHG IJZ

对不同品系小鼠进行血虚证造

模' 钱宏梁等+

7

,研究认为
IJZ

法是目前最好的血虚

证动物模型制备方法"其模型稳定性好且造模方法简

单高效' 本研究采用
#8" /GCHG IJZ

进行血虚证造

模' 结果发现"从小鼠外观表现看"

IJZ

能导致小鼠

黏膜苍白*消瘦*活跃度下降*身体与肢体凉等异常征

象"从中医学理论分析其证候以血虚证为主"尚兼有气

虚*阳虚等特点' 结合脾脏肿大与胸腺萎缩体征"提示

IJZ

可影响小鼠免疫器官功能' 此外"

IJZ

所致小

鼠血液红细胞形态异常*白细胞代偿性增多"且出现网

织红细胞病理特征"与金若敏教授采用
IJZ

和环磷

酰胺联合制作血虚证模型小鼠外周血红细胞*网织红

细胞增多现象基本一致+

!

,

"然而该报道发现白细胞减

少"推测可能与环磷酰胺对白细胞的抑制作用有关'

针对小鼠骨髓"本研究发现
IJZ

可引起小鼠骨髓环

状核细胞比例下降"由于环状核细胞是小鼠与大鼠特

有的成熟粒细胞"提示
IJZ

能阻滞骨髓成熟细胞的

分化' 同样"金若敏教授发现
IJZ

和环磷酰胺联合

制作血虚证模型小鼠骨髓有核细胞数显著减少&电镜

观察到骨髓细胞超微结构遭到破坏*细胞膜消失*线粒

体肿胀*嵴断裂或消失*内质网*核糖体减少或消失*核

染色质固缩*裂解等细胞变性*坏死与凋亡等现象+

!

,

'

进一步检测调控造血生成有关基因表达变化"发

现肾脏
;>3

基因表达升高幅度很大*且个体间离散度

较大"由于
;>3

主要由肾球旁细胞合成与分泌"作用

于骨髓造血系统"促进红系祖细胞的增殖*分化和成

熟+

8

,

"提示
IJZ

血虚证小鼠肾脏
;>3

基因代偿性表

达增强以促进骨髓造血活跃"进而补充外周血红细胞

数不足的病理状态' 而肾脏粒细胞相关造血因子报道

减少"本研究发现肾脏
O

#

&LN

和
+

#

&LN

基因表达显

著上调*

O+

#

&LN

基因表达却被抑制"提示
IJZ

可引

起肾脏造血分泌功能的异常' 进而发现
IJZ

组小鼠

骨髓
(K

#

9

和
(K

#

:

基因表达显著升高"而
+

#

&LN

*

(K

#

#0

和
(K

#

8

基因表达显著下调"

O

#

&LN

基因表达轻度

上调' 由于
O

#

&LN

是调控中性粒细胞生成的关键造

血生长因子"可促进粒细胞和造血干细胞增殖分化"并

动员骨髓中造血干细胞进入外周血"常用于治疗粒细

胞减少症"也是临床上最常用的造血干细胞动员

剂+

$

"

E

,

&

O+

#

&LN

能刺激骨髓造血祖细胞增殖和分化"

也可辅助调节红细胞生长"作用广泛"在骨髓造血系统

中处于重要的地位+

#"

"

##

,

'

+

#

&LN

主要刺激巨噬细胞

的增殖"属于多功能的造血生长因子"与肿瘤侵袭*复

发有关"并调节生殖细胞生长*增殖和分化等' 然而

(K

#

8

主要由骨髓和胸腺基质细胞*角化细胞及黏膜淋

巴样组织产生"是一种多潜能的造血生长因子"

(K

#

#0

也参与骨髓造血过程"

(K

#

:

是一种多功能的细胞因子"

在造血*免疫应答中发挥重要作用' 本研究提示
IJZ

可抑制小鼠骨髓巨噬细胞集落刺激因子的表达以及

(K

#

#0

和
(K

#

8

的基因表达"并促进
(K

#

9

和
(K

#

:

基因表
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达活跃' 有研究发现放射线照射所致血虚证小鼠骨髓

;>3

和
O

#

&LN

基因表达均被抑制+

#!

,

"提示
IJZ

所

致血虚证与放射线辐射的机制差异性'

此外"考虑
IJZ

复制模型小鼠的虚弱状态"进而

检测了小鼠肾上腺皮质功能"结果发现参与肾上腺皮

质酮合成生化过程的各基因表达均呈现代偿性活跃"

尤其以皮质酮合成关键酶
&P>!#<#

与
&P>##0#

基

因表达显著升高"且血液皮质酮分泌量也增加"提示

IJZ

复制的血虚证模型可能继发小鼠肾上腺皮质功

能应激性增强以抵抗外源性应激反应'

综上所述"本研究提示
IJZ

血虚证模型小鼠突

出的特点包括#$

#

%爪尾唇舌黏膜及皮肤色苍白无光

泽&$

!

%脾脏肿大*胸腺萎缩&$

%

%血红细胞数量减少或

红细胞形态异常"网织红细胞增多&$

7

%骨髓环状核细

胞减少&$

9

%肾脏
;>3

基因异常高表达*粒细胞和或巨

噬细胞集落刺激因子表达异常&$

:

%小鼠骨髓造血生

成因子表达以抑制为主' $

8

%并继发肾上腺皮质功能

亢奋' 这些指标的客观变化既有助于评估
IJZ

血虚

证模型程度"又可用于中药干预后疗效评价的客观

指标'

利益冲突#无'
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