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补肾健脾方治疗环磷酰胺所致小鼠骨髓造血抑制模型的研究"
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要"目的
!

通过建立小鼠模型来证实补肾健脾方对环磷酰胺所致骨髓造血抑制的治疗作用%方法
!

将
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小鼠分

为正常对照组&骨髓造血抑制组和补肾健脾方治疗组!骨髓造血抑制组和补肾健脾方治疗组腹膜注射环磷酰胺
*F

!第
=

天开始!

补肾健脾方治疗组给予中药方剂灌胃治疗!其余两组给予饮水灌胃对照%治疗
+=F

后!利用血细胞分析仪和流式细胞仪分别检

测小鼠外周静脉血血细胞计数&骨髓造血干细胞数目和骨髓单个核细胞增殖能力%结果
!

与正常对照组相比!骨髓造血抑制组白

细胞计数&骨髓造血干细胞数目&骨髓单个核细胞增殖能力明显下降"
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$%经补肾健脾方治疗后!补肾健脾方治疗组血小

板计数&骨髓造血干细胞数目&骨髓单个核细胞增殖能力明显高于骨髓造血抑制组"

D
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$%结论
!

补肾健脾方能减轻环磷酰

胺化疗的不良反应!提高化疗药物的抗肿瘤效果%

关键词"骨髓造血抑制#

!

环磷酰胺#

!

造血干细胞#

!

补肾健脾方
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临床上#环磷酰胺被普遍应用于肿瘤*类风湿性关节炎*小

儿肾病等疾病治疗#且治疗效果较佳#但是会出现抑制造血系

统的不良反应)恶性肿瘤患者治疗成功的关键是增强患者的

造血功能和抗肿瘤免疫'

+

(

#环磷酰胺引起的造血抑制给肿瘤的

治疗带来了风险)各种造血刺激因子的应用可以解决一些造

血功能抑制的问题#但是这类药物不仅价格昂贵*作用的时间

不持久#而且具有一定不良反应)中医观点认为由化疗引起的

造血抑制主要表现为脾肾两虚*气血不足'

%$*

(

)为弥补脾肾亏

虚#本研究采用补肾健脾方去治疗由环磷酰胺所致的骨髓造血

抑制#旨在从中医药的角度去改善患者的造血抑制状态)

A
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材料与方法

A,A

!

材料
!

选取兰州大学医学实验动物中心
*

周龄
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小鼠进行研究#每只
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$
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H

#雌性#无特定病原体#并将其分

成正常对照组$

2B"A8

组&*骨髓造血抑制组$

!@F8C

组&和补肾

健脾方治疗组$

PVR0

组&)动物实验严格遵循兰州大学实验动

物管理和使用伦理委员会的规定和章程)

A,B
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仪器与试剂
!

B<:"$!@G980U$3Y*=

*

B<:"$!@G9808;30$

3Y++?

*

B<:"$!@G98]Q63$VEB$+

购自美国
PY

公司%
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&

&

$

羧基

二乙酸荧光素琥珀酰亚胺酯$

3]VU

&购自北京索莱宝科技有限

公司%

*

#

O$

二氨基
$)$

'

*$

$二乙基家氨基&丙基(

$&$

苯基啡啶二碘

$

0Q

&购自东仁化学科技有限公司%

#0!Q$+&=-

培养液购自美国

Z

J

3C@<8

公司%胎牛血清购自新西兰
X"'E@

公司%流式细胞仪

购自美国
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公司%

_U$)---

血液分析仪购自日

本
V

J
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公司)
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方法
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补肾健脾方的制备方法
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称取淫羊藿
&-

H

*菟丝子
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*杜仲
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*怀牛膝
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*枸杞子
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*黄芪
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*白术
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H

*茯

苓
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H

*猪苓
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H

#添加
+-

倍量水#浸泡
*-/"<

后#于中药煎

药壶中煎煮
&-/"<

#用纱布过滤)继续在残渣中添加
+-

倍量

水#煎煮
&-/"<

后过滤)合并滤液并旋转蒸发浓缩至含生药

浓度
+

H
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/S

#
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存储备用)

A,C,B
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小鼠骨髓造血抑制模型构建方法
!
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组和
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国际检验医学杂志
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组小鼠腹膜内连续注射环磷酰胺
*F

#注射剂量为
+--/

H

"

L

H

#

每天
+

次)造模完成的次日#给予补肾健脾方组中药方剂灌胃

治疗#方剂含生药浓度为
+

H

"

/S

#每天
-,%/S

#每天
+

次#持

续
+=F

#其余两组饮水灌胃)

A,C,C

!

检测方法
!

治疗
+=F

后#取小鼠尾静脉血
%-

"

S

加至

专用稀释液内#用
_U$)---

血液分析仪进行细胞计数)颈椎

脱臼处死小鼠后#取小鼠双侧大腿骨#无菌注射器吸取
+/S

完全的
#0!Q$+&=-

培养基#冲洗出骨髓细胞#调整细胞数为

+i+-

?

E8CC9

"

/S

#加入
B<:"$!@G983Y*=$0U

*

B<:"$!@G98E$a":$

08;30

"

3

J

),)

和
B<:"$!@G98VEB$+$]Q63

抗体#避光孵育
*-

/"<

)取
+/S

细胞悬液#经洗涤*离心*

0PV

重悬后加入
++-

"

S0PV

和
+,+

"

S3]VU

原液#混匀#避光反应
)/"<

)经洗

涤*重悬*铺板后#培养
?F

#加入
0Q

染液#

*?\

孵育
%-/"<

#洗

涤#上流式细胞仪检测小鼠骨髓单个核细胞增殖能力)

A,D

!

统计学处理
!

采用
X;B

(

D0BF0;"9/&

软件进行数据分

析#组间比较采用单因素方差分析#以
D

$

-,-)

为差异有统计

学意义)

B

!

结
!!

果

B,A

!

各组血细胞计数比较
!

各组红细胞计数结果比较#差异

无统计学意义$

D

%

-,-)

&%

!@F8C

组白细胞计数明显低于
2B$

"A8

组#差异有统计学意义$

D

$

-,-+

&%

PVR0

组白细胞计数高于

!@F8C

组#差异无统计学意义$

D

%

-,-)

&%

!@F8C

组血小板计数

低于
2B"A8

组#差异无统计学意义$

D

%

-,-)

&%

PVR0

组血小板

计数明显高于
!@F8C

组#差异有统计学意义$

D

$

-,-+

&)见

图
+

)

图
+

!!

各组外周血红细胞%白细胞%血小板细胞计数结果

B,B

!

各组骨髓造血干细胞数目比较
!

!@F8C

组造血干细胞数

目明显低于
2B"A8

组#差异有统计学意义$

D

$

-,-+

&%

PVR0

组

造血干细胞数目明显高于
!@F8C

组#差异有统计学意义$

D

$

-,-+

&)见图
%

)

!!

注!

1

为通过反向设门确定的造血干细胞的集中区域%

P

为
3Y*=

阴性细胞%

3

为
VEB$+

和
3Y++?

双阳性细胞%

Y

为造血干细胞数比较)

图
%

!!

各组造血干细胞数目

B,C

!

各组骨髓单个核细胞增殖能力比较
!

!@F8C

组骨髓单个

核细胞增殖能力明显低于
2B"A8

组#差异有统计学意义$

D

$

-,-+

&%

PVR0

组骨髓单个核细胞增殖能力明显高于
!@F8C

组#

差异有统计学意义$

D

$

-,-)

&)见图
*

)

!!

注!

1

为单个核细胞%

P

为活细胞%

3

为
3]VU

在发生增殖细胞中

的分布情况%

Y

为各组骨髓细胞增殖率)

图
*

!!

各组骨髓单个核细胞增殖能力

C

!

讨
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论
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环磷酰胺具有抑制骨髓造血的作用#其抑制骨髓造血的机

制可能是通过破坏细胞分子传导化学信号#抑制骨髓造血干细

胞迁徙#影响其分化和增殖能力'

=

(

)传统中医学认为#肾中藏

精#精气生髓#髓藏纳于骨腔中#髓滋养骨#肾精气之盛衰#可以

直接对骨骼的营养和生长功能造成影响#最终影响骨髓造血功

能)现代中医认为由化疗引起的造血抑制主要表现为脾肾两

虚*气血不足)为弥补脾肾亏虚#本研究选用了补肾健脾方来

治疗环磷酰胺所致的造血抑制#其成分由淫羊藿*菟丝子*杜

仲*怀牛膝*枸杞子*黄芪*白术*茯苓*猪苓构成#具有健脾补

肾*调节骨髓功能的作用)方剂中淫羊藿*菟丝子*杜仲*怀牛

+

+O-*

+

国际检验医学杂志
%-+?

年
++

月第
*O

卷第
%%

期
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膝*枸杞子均为常用的补肾中药'

)

(

%黄芪*白术*茯苓*猪苓具有

健脾作用)药理实验证明黄芪不仅对骨髓抑制模型有明显的

治疗作用#而且能增强正常动物的免疫功能'

&

(

)

红细胞和血红蛋白的生成不足在肿瘤患者中比较常见'

?

(

#

白细胞减少的发生在肿瘤患者的治疗中也比较普遍'

O

(

#环磷酰

胺化疗可在短时间内引起患者外周血红细胞*白细胞*血小板

减少'

.

(

)本研究中环磷酰胺造模的剂量为
+--/

H

"

L

H

#属于短

期内大剂量给药#可引起白细胞和造血干细胞明显下降#且作

用比较持续稳定'

+-

(

)造血干细胞又叫做多能干细胞#具有造

血功能#

VEB$+

*

3Y*=

*

E$a":

是小鼠造血干细胞常见的几个标记

物'

++

(

)本研究中小鼠骨髓细胞经造血干细胞标记抗体
B<:"$

!@G98 3Y*=$0U

*

B<:"$!@G98 E$a":$08;30

"

3

J

),)

和
B<:"$

!@G98VEB$+$]Q63

染色后检测#结果显示!小鼠骨髓细胞数目

在环磷酰胺作用下出现明显下降#

!@F8C

组骨髓单个核细胞增

殖能力明显低于
2B"A8

组#差异有统计学意义$

D

$

-,-+

&%但是

经补肾健脾方治疗后#小鼠骨髓细胞数目出现恢复#

PVR0

组骨

髓单个核细胞增殖能力明显高于
!@F8C

组#差异有统计学意

义$

D

$

-,-)

&)这表明环磷酰胺能抑制骨髓造血#补肾健脾方

能改善环磷酰胺所致的小鼠骨髓造血抑制状态)

本研究中#各组红细胞计数水平比较差异无统计学意义

$

D

%

-,-)

&#与赵静梅等'

+%

(研究相似)这可能是由于红细胞的

更新周期为
+%-F

#而本研究从造模开始至检测一共才
+?F

#因

此环磷酰胺还未曾影响到红细胞的生成)

!@F8C

组白细胞较

2B"A8

组出现明显下降#经补肾健脾方治疗后#

PVR0

组白细胞

数目有所上升#其水平高于
!@F8C

组$

D

%

-,-)

&)这可能是

PVR0

组标本量较少引起的偶然误差#后续的深入研究将扩大

标本量进一步统计其差异)

综上所述#补肾健脾方具有改善环磷酰胺所致小鼠骨髓造

血抑制状态#其作用机制可能是通过增加骨髓造血干细胞数

目#增强造血干细胞增殖能力#从而促进骨髓抑制小鼠造血功

能的恢复)本研究为临床减轻环磷酰胺化疗不良反应提供了

新的中医治疗思路)

参考文献

'

+

(

_G!

#

Z8##

#

eDB"bR

#

8:BC,UII8E:9@IEB;<@9"<8@<E

J

$

EC@

(

D@9

(

DB/"F8$"<FGE8F D8/B:@

(

@"8:"E 9G

((

;899"@< "<

/"E8

'

R

(

,1/R3D"<!8F

#

%-+=

#

=%

$

+

&!

+*+$+=%,

'

%

( 刘启华#王旭
,

益气补血汤治疗化疗后白细胞减少
O.

例

疗效观察'

R

(

,

中国中医药科技#

%--?

#

+=

$

&

&!

==?$==?,

'

*

( 苗文红
,

补肾健脾法治疗肿瘤放*化疗所致骨髓抑制
.O

例'

R

(

,

陕西中医#

%---

#

%+

$

?

&!

%O.$%O.,

'

=

( 马增春#谭洪玲#肖成荣#等
,

环磷酰胺损伤小鼠骨髓造血

的机制'

R

(

,

毒理学杂志#

%--?

$

=

&!

**%$**%,

'

)

( 赵文静#王历#王芝兰#等
,

淫羊藿的药理作用及临床应用

研究进展'

R

(

,

中医药信息#

%-+&

#

**

$

%

&!

+-)$+-O,

'

&

( 赵#高永翔
,

黄芪多糖的免疫调节作用研究进展'

R

(

,

中

医临床研究#

%-+%

#

-=

$

)

&!

=$&,

'

?

(

X;B<:!Y

#

0"

(

8;!

#

P@DC"G9R

#

8:BC,U

(

@8:"<B<FFB;'8

(

@$

8:"<I@;/B<B

H

"<

H

B<8/"B"<

(

B:"8<:9G<F8;

H

@"<

H

EB<E8;

:;8B:/8<:

!

E@/

(

B;B:"A88II8E:"A8<899G

(

FB:8

'

!

(

,#@EL$

A"CC8

!

1

H

8<E

J

I@;Z8BC:DEB;8#898B;EDB<FjGBC":

J

#

%-+*

!

%-*$%+-,

'

O

(

S"Ga

#

7B<

H

XP

#

3D8<

H

P

#

8:BC,3C"<"EBCE@/

(

B;"9@<@I

X3;8

H

"/8<

$

H

8/E":B'"<8B<FE"9

(

CB:"<

&

A8;9G9]U3;8

H

"$

/8<

$

ICG@;@G;BE"C

#

8

(

";G'"E"<

#

B<FE

J

EC@

(

D@9

(

DB/"F8

&

B9

<8@BF

>

GAB<:ED8/@:D8;B

(J

I@; ';8B9: EB<E8;

'

R

(

,1"

eD8<

H

#

%--?

#

%&

$

=

&!

=%?$=*-,

'

.

(

08:;GEE"!6

#

1AA"9B:"X

#

SBT8;F8X

#

8:BC,Q<:8;/8F"B:8$

F@98E

J

EC@

(

D@9

(

DB/"F8B<F

H

;B<GC@E

J

:8E@C@<

J

$9:"/GCB$

:"<

H

IBE:@;"9BABC"FBC:8;<B:"A8:@D"

H

D$F@98E

J

EC@

(

D@9$

(

DB/"F8I@;/@'"C"N"<

H(

8;"

(

D8;BC'C@@F3Y*=g E8CC9"<

(

B:"8<:9M":D/GC:"

(

C8/

J

8C@/B

'

R

(

,1E:BZB8/B:@C

#

%--*

#

+-.

$

=

&!

+O=$+OO,

'

+-

(

]8<

H

S

#

ZGB<

H

j

#

ZGB<

H

e

#

8:BC,W

(

:"/"N8FB<"/BC/@F$

8C@IE

J

EC@

(

D@9

(

DB/"F8$"<FGE8F'@<8/B;;@M9G

((

;899"@<

'

R

(

,PB9"E3C"<0DB;/BE@C6@K"E@C

#

%-+&

#

++.

$

)

&!

=%O$

=*),

'

++

(

VBC8D!

#

VDB/9B9B<

>

B<a

#

!@AB99B

H

D

(

@G;BL'B;"1

#

8:BC,

6D8"/

(

BE:@I/898<ED

J

/BC9:8/E8CC9@<F"II8;8<:"B:"@<

@ID8/B:@

(

@"8:"E9:8/E8CC9

'

R

(

,1FA0DB;/PGCC

#

%-+)

#

)

$

*

&!

%..$*-=,

'

+%

(赵静梅#杨旭辉#王广占#等
,

补肾解毒活血法对骨髓抑制

小鼠造血功能的影响'

R

(

,

环球中医药#

%-+%

#

)

$

+

&!

+%$+),

$收稿日期!

%-+?$-*$%.

!

修回日期!

%-+?$-?$+O

&

$上接第
*-?.

页&

'

?

(

5<@L"!

#

YB"

H

@b

#

a@"<G/BR

#

8:BC,5Z#]+"9B<@A8C

F"B

H

<@9:"E/B;L8;@ICG<

H

EB<E8;

'

R

(

,P;R3B<E8;

#

%-+-

#

+-*

$

%

&!

%+?$%%%,

'

O

(

YB9LBC@91

#

WC8L9"8M"EN5

#

]"C"B1

#

8:BC,5Z#]+$/8F"B$

:8F:G/@;9G

((

;899@;

H

8<8"<BE:"AB:"@<"<<@<9/BCCE8CC

CG<

H

EB<E8;

'

R

(

,3B<E8;

#

%-++

#

++?

$

)

&!

+-%?$+-*?,

'

.

(

!@;

H

8<9N:8;<Y

#

7B

d

B;V

#

VG';B/B<"B<R

#

8:BC,0;@

H

<@9$

:"E"/

(

BE:@I/BC"

H

<B<:

(

C8G;BC8IIG9"@<B:

(

;898<:B:"@<"<

(

B:"8<:9M":D/8:B9:B:"E<@<$9/BCC$E8CCCG<

H

EB<E8;

'

R

(

,R

6D@;BEW<E@C

#

%-+%

#

?

$

+-

&!

+=O)$+=O.,

'

+-

(于瑞珍#于国厚#徐传胜
,

胸腔积液脱落细胞与肿瘤标志

物联合检查的临床价值'

R

(

,

国际检验医学杂志#

%-+)

#

*&

$

+&

&!

%=+=$%=+&,

'

++

(

P@9:"EL!

#

a"/Ra

#

U9:kA80W

#

8:BC,5Z#]+

(

CB

J

9B;@C8

"</B"<:B"<"<

H

Y21/8:D

J

CB:"@<"</B//BC"B<E8CC9

'

R

(

,

VE"8<E8

#

%--?

#

*+?

$

)O=)

&!

+?&-$+?&=,

'

+%

(

#@::BED1

#

];BG8;3

#

0"EDC8;X

#

8:BC,6D8/GC:"$F@/B"<

(

;@:8"< 2

(

.)E@<<8E:9 Y21 /8:D

J

CB:"@<B<F D"9:@<8

/@F"I"EB:"@<

'

R

(

,2GEC8"E1E"F9#89

#

%-+-

#

*O

$

&

&!

+?.&$

+O-=,

'

+*

(

5<@L"!

#

P;G<8:R

#

!@G9C"!,Y;G

H

F"9E@A8;

J

:B;

H

8:"<

H

8

(

"

H

8<8:"EE@F89

!

:D8

H

;8B:

(

@:8<:"BC@I5Z#]+

#

MD"ED

C"<L9Y21 /8:D

J

CB:"@<B<FD"9:@<8/@F"I"EB:"@<9

#

B9B

F;G

H

:B;

H

8:"<EB<E8;9B<F:@K@

(

CB9/@9"9

'

R

(

,P"@ED8/

0DB;/BE@C

#

%--.

#

?O

$

+-

&!

+%?.$+%OO,

$收稿日期!

%-+?$-*$%?

!

修回日期!

%-+?$-?$+&

&

+

%O-*

+

国际检验医学杂志
%-+?

年
++

月第
*O

卷第
%%

期
!

Q<:RSB'!8F

!

2@A8/'8;%-+?

!

T@C,*O

!

2@,%%


