
胞的凋亡
,*-

" 本研究发现脂联素可以时间依赖性的

增加高糖环境下心肌细胞 @_钙黏蛋白的表达!可能

与氧化应激时 @_钙黏蛋白上调性表达有关!通过与

脂联素结合后激活磷脂酰肌醇 _$ _激酶信号途径从

而对抗氧化应激导致的细胞凋亡!并且可以提高细胞

在氧化应激状态下的生存能力
,%-

" 说明脂联素可以

通过上调受体 @_钙黏蛋白的表达发挥对心肌细胞

的保护作用!且这种保护作用呈时间依赖性!从而为

临床治疗糖尿病心肌病提供新的思路"
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叶绿素铜钠联合三黄三仙汤治疗免疫介导

再生障碍性贫血的动物实验研究

蒋慧芳!魏克民!王!勇

摘!要!目的!探讨叶绿素铜钠联合三黄三仙汤#fC@$对再生障碍性贫血的治疗作用及机制" 方法!动物实验研究'建立

免疫介导再生障碍性贫血#FF$小鼠模型!随机分为空白对照组(模型对照组(?6F对照组(叶绿素铜钠盐组(叶绿素铜钠联合三

黄三仙汤#fC@$组!每组 "& 只!+ 周后处死检测血象(骨髓像(骨髓病理切片(外周血 ?.(

d

(?.)

d

(@=Y_

*

( L̂_% 含量"

结果!fC@能延长模型小鼠生存!降低模型小鼠的死亡率+改善模型小鼠的外周血红细胞!白细胞及血小板+提高骨髓有核细胞

数+改善骨髓病理改变+降低外周血 ?.)

d

细胞!增加 ?.(

d

细胞比率!提高 ?.(

d

>?.)

d

@细胞比值+降低血 @=Y_

*

! L̂_% 水平+

与模型组比较有显著性差异# %l&<&*$" 结论!fC@对 FF模型小鼠有较好的治疗作用"

关键词!叶绿素铜钠盐!贫血!再生障碍性!治疗! L̂_%!@=Y_

*
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d
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d
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d
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d

>
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*
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!!再生障碍性贫血#FF$是由于生物(化学(物理等

因素引起的造血干细胞异常(骨髓微环境损伤(免疫

缺陷导致红骨髓总容量减少!骨髓中无恶性细胞浸

润!无广泛网硬红蛋白纤维增生!临床上以全血细胞

减少为特征的一组综合征" 近年来!我们采用叶绿素

铜钠联合三黄三仙汤#fC@$治疗 FF患者!取得了较

好的疗效!现将动物实验报告如下
,"-

"

材料与方法

"<动物和药物']N;E>G小鼠!) 0"+ 周龄!体重 "% 0+&P!

雌雄不限!作为受体+.]F>+ 小鼠!) 0"& 周龄!雌雄不限!作

为供体" 叶绿素铜钠!配合魏克民教授经验方%三黄三仙汤&

#黄芪 $&P(黄精 "*P(黄芩 "*P(仙鹤草 $&P(仙灵脾 +&P(仙茅

+&P$研制成 fC@" 临用前把 fC@分别配成 "&KP>K;的溶液!

叶绿素铜钠配成#$KP>K;$溶液" 环孢菌素胶囊!"& 毫克>粒!

=:SNRIM6/VNRKN-KEV 生产!配成 "KP>K;溶液"

+<免疫介导 FF小鼠模型的建立'根据周永明方法
,+-

!制

成单细胞悬液 * n"&

%

>K;浓度!每只再障动物模型注射

&W+K;!而对正常对照组静脉输入无菌生理盐水#=C$&<+K;"

$<分组与给药'*& 只小鼠随机分为空白对照组(模型对照

组(?6F对照组(叶绿素铜钠组(fC@组!每组 "& 只!雌雄各

半" 空白对照组#=C$!模型对照组#=C$!?6F对照组#环孢菌

素 +*KP>\P$!叶绿素铜钠组 #+*KP>\P$!fC@组 #*&KP>\P$"

每天均予灌胃给药 &<+*K;!连续 + 周"

(<指标检测方法'外周血象检测!骨髓病理切片!细胞因

子#外周血 @=Y_

*

( L̂_% $!流式细胞仪检测外周血液

?.(

d

(?.)

d

"

*<统计学方法'计量资料数据以均数 J标准差 # J̀/$表

示!采用 C/CC""<* T:RZM84:Z6统计软件!各处理组之间比较

用单因素方差分析!组间多重比较用 P.5方法!%l&<&* 表示

有显著性差异"

结!!果

"<血象检测'模型对照组小鼠的外周血白细胞数

明显小于其余 ( 组!%l&<&"" 模型对照组小鼠的外

周血红蛋白#D]$明显小于其余 % 组!%l&<&*+fC@

组的外周血红蛋白明显多于叶绿素组!%l&<&"" 模

型对照组小鼠的外周血小板数明显小于其余 ( 组!%

l&<&"+fC@组的外周血小板数明显多于叶绿素组!%

l&<&*#表 "$"

表 I6::模型小鼠造模后各组外周血白细胞数比较# J̀/$

分组 * 白细胞# n"&

#

>L$

D]#P>L$ 血小板计数# n"&

#

>L$

fC@组 "&

$<"( J"<*%

''(

"+*<$$ J"'<)"

''(

tt

('%<&& J$%#<""

''(

t

?6F组 "&

$<#) J&<%'

''(

"+#<*& J++<%*

''(

*%'<&& J"&%<+#

''

叶绿素组 "&

+<$# J&<*%

''(

"&%<&& J(<**

'(

+*#<#& J*$<&&

'(

模型对照组 "&

&<'% J&<$+

(

)#<*' J*<+%

(

+)<'" J""<#$

(

空白对照组 "&

#<&# J+<#+

''

"%'<&& J)<'#

''

'&'<++ J"&#<''

''

!!各组与模型对照组比较!

'

%l&<&*!

''

%l&<&"+各组与空白对照组比较!

(

%l&<&"+fC@与叶绿素组比较!

t

%l&<&*!

tt

%l&<&"

!!+<骨髓病理切片'见图 " 0图 *"

图 I6模型对照组+增生极度低下骨髓片

NI 染色# n"&& 倍$

!

$<细胞因子的检测'模型对照组小鼠的外周血

图 !6叶绿素铜钠组+增生低下骨髓片

NI 染色# n"&& 倍$

!

@=Y_

*

明显高于其余(组 !%l&W&" +fC@组的外周

血 @=Y_

*

明显低于叶绿素组!%l&<&"" 模型对照

组小鼠的外周血 L̂_% 明显高于其余 ( 组!%l&<&"+

fC@组的外周血 L̂_% 明显低于叶绿素组!%l&<&"!

)"%)
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图 J6B):对照组+增生活跃骨髓片

NI 染色# n"&& 倍$

!

图 K6 2̂5组+增生十分活跃骨髓片

NI 染色# n"&& 倍$

!

见表 +"

(<流式细胞仪检测'检测小鼠外周血液 ?.(

d

!

?.)

d

!计算?.(

d

>?.)

d

" 模型对照组小鼠的外周血

?.(

d

明显小于其余(组!%l&<&" +fC@组的外周血

图 Q6空白对照组+增生极度活跃骨髓片

NI 染色# n"&& 倍$

!

表 !6::模型小鼠造模后各组外周 5VRA

"

#

3[AY 比较# J̀/!单位'OP>K;$

分组 * @=Y_

*

L̂_%

fC@组 "&

""(<%) J#<++

'(

t

&

""%<&# J"$<+$

'(

t

&

?6F组 "&

')<'( J(<**

'(

)(<%( J(<+$

'(

叶绿素组 "&

"*)<+$ J"(<"&

'(

"$'<'& J"'<'*

'(

模型对照组 "&

+"$<#% J+*<&"

(

"'+<(# J++<))

(

空白对照组 "&

(%<#+ J#<'$

'

'%<'% J%<+)

'

!!各组与模型对照组比较'

'

%l&<&"+各组与空白对照组比较'

(

%

l&<&"+fC@与叶绿素组比较'

t

%l&<&"+fC@与 ?6F组比较'

&

%l

&W&"

?.(

d

明显大于叶绿素组!%l&<&"" 模型对照组小鼠

的外周血 ?.)

d

明显大于其余 ( 组!%l&<&"+fC@明

显小于叶绿素组!%l&<&*" 模型对照组小鼠的外周

血 ?.(

d

>?.)

d

明显小于其余 ( 组!%l&<&"+fC@组

的外周血 ?.(

d

>?.)

d

明显大于叶绿素组!%l&<&"

#表 $$"

表 J6::模型小鼠造模后各组外周血 B9K

_

#B9L

_

#B9K

_

OB9L

_比较# J̀/$

分组 *

?.(

d

#,$ ?.)

d

#,$ ?.(

d

>?.)

d

fC@组 "&

'$<(" J%<*$

'(

t

"#<#$ J*<+#

'(

t

(<&* J"<*'

'(

t

?6F组 "&

%'<)* J%<*'

'(

++<"$ J%<"(

'(

$<$$ J"<")

'(

叶绿素组 "&

%&<%) J'<(&

'(

+'<'( J*<(*

'(

+<+# J&<%*

'(

模型对照组 "&

$(<)) J+<$'

(

((<(" J*<#'

(

&<)& J&<"(

(

空白对照组 "&

#&<*' J$<+)

'

"+<+& J"<*'

'

'<*$ J&<#*

'

!!各组与模型对照组比较!

'

%l&<&"+各组与空白对照组比较!

(

%l&<&"+fC@与叶绿素组比较!

t

%l&<&"

讨!!论

FF的发病机制研究表明免疫功能的紊乱是重

要的病理变化" 从实验结果分析'模型组小鼠外周血

三系#白细胞!血小板!红细胞及血红蛋白$减少明

显!骨髓有核细胞数!骨髓造血组织容量明显降低!脂

肪组织增多!与正常组小鼠有非常显著性差异!与文

献报道相符
,$-

" FF患者骨髓中活化的 @淋巴细胞

比例#DLF_.5

d

?.)

d

$显著增大!经免疫抑制治疗

缓解后!患者骨髓中此细胞比例虽有降低!但还是高

于正常水平!这种异常 @细胞克隆能识别并杀伤具有

该抗原表达的 ?.$(

d

细胞!从而导致骨髓衰竭+造血

负调控因子 #@=Y_

*

! Ŷ=_

1

$能刺激正常 ?.$(

d

)+%)

!!论!!著!
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细胞中 YN6抗原表达!通过与其配体或特异性单克隆

抗体结合!从而诱导细胞的程序性死亡 _凋亡
,(-

"

这充分证实 @淋巴细胞亚群存在着异常分布!参与

FF的免疫发病机制" 有应用定量免疫组化对 FF患

者骨髓活检细胞进行分析
,*-

!发现 ) 例中的 * 例骨髓

残余造血组织中的 @细胞明显增多" 本研究模型组

小鼠外周血 ?.(

d

细胞减少!?.)

d

细胞升高!?.(

d

>

?.)

d

比值下降甚至倒置!提示 FF时外周血中 @细

胞亚群失调 ?.(

d

细胞减少!?.)

d

细胞升高!?.(

d

>

?.)

d

比值下降或倒置" 异常增高的 ?.)

d

细胞抑制

骨髓造血功能!分泌造血负调控因子!激活的 ?.)

d

细胞及其分泌的 Ŷ=_

*

!@=Y_

1

等细胞因子可以直

接诱发造血干细胞的凋亡
,*-

"

L̂_% 是具有多种功能的造血调控因子!主要作

用于早(中期造血干>祖细胞的增生和分化! L̂_% 又

是 @(]淋巴细胞增生(分化以及活化的重要调节因

子" 造血因子 L̂_% 代谢紊乱是 FF病理的一个重

要环节
,%-

" FF患者 L̂_% 水平提高可能是机体由于

造血功能低下!代偿性分泌增加以促进造血
,'-

" L̂_

% 与 FF患者外周血白细胞及 ?.(

d

细胞呈负相关!

提示 L̂_% 变化可能与细胞免疫异常有关!反应细胞

因子网络失调在 FF发病中所起作用的复杂性" 本

研究也证实 FF模型小鼠外周血 @=Y_

*

和 L̂_% 明

显上升!较正常小鼠组比较有显著性差异" 中医无

FF病名!根据病症属%血虚&(%虚劳 &(%萎黄&等范

畴!病机为肾阳虚(肾阴虚(肾阴阳两虚或急痨髓枯!

治则为补肾养血!调和阴阳或清热解毒救髓" 叶绿素

铜钠盐为我院魏克民教授采用现代工艺技术!从蚕砂

中提取叶绿素!再络合置铜#?7

+ d

$研制而成" 其基

本结构是由 ( 个吡咯环组成的卟啉环!是一种良好的

造血细胞复合剂" 动物实验证实叶绿素铜钠盐不但

能升高 FF小鼠的外周血三系!且对骨髓中多能干细

胞(粒 _单核祖细胞(红系祖细胞及骨髓有核细胞(骨

髓基质细胞的修复均有很好的调节作用
,)-

" fC@所

用三黄三仙汤集温肾健脾!益气生血于一方" 方中黄

芪补气益脾生血+仙灵脾(仙茅(补骨脂温肾壮阳+黄

精益气养阴!滋补脾肾+仙鹤草补虚止血+黄芩清热安

血" 近年现代药理学研究证实黄芪(补骨脂(仙茅(仙

灵脾等均具刺激骨髓造血及提高机体免疫功能的作

用" 全方配伍得法!用药精当!共奏健脾补肾(益气生

血(刺激骨髓造血之功效!配合蚕砂提取物叶绿素铜

钠盐治疗 FF!确能收到较好疗效
,"-

" 叶绿素铜钠联

合三黄三仙汤对 FF模型小鼠有较好的治疗作用"
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