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健脾益气摄血颗粒对斑马鱼肠道

出血模型的止血作用评价

王　臖　王　博　张　蕴　周郁鸿　徐懿乔　张　勇　陈信义

摘　要　目的　建立斑马鱼血小板计数减少并发肠道出血模型，观察健脾益气摄血颗粒对斑马鱼肠道出血的止血效果，为

临床推广应用提供依据。方法　在检测最大致死药物浓度后，用辛伐他汀诱导斑马鱼肠道出血模型，并以确定的健脾益气摄血

颗粒 ５６、１６７和 ５００μｇ／ｍｌ３个不同剂量为干预药物，以斑马鱼肠道出血发生率、肠道出血减少率以及止血率为评定指标，观察健

脾益气摄血颗粒对斑马鱼肠道出血的止血效果。结果　模型对照组斑马鱼肠道出血发生率为 ７０％，经健脾益气摄血颗粒 ５６、

１６７和 ５００μｇ／ｍｌ浓度干预后，斑马鱼肠道出血发生率分别为 ３７％、４０％和 ８０％。其中，健脾益气摄血颗粒 ５６μｇ／ｍｌ、１６７μｇ／ｍｌ两

个剂量组与模型对照组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），表明健脾益气摄血颗粒中小剂量在浓度可明显减少斑马鱼肠道出

血的发生率。模型对照组斑马鱼肠道内血小板计数为 １６．６０个，经健脾益气摄血颗粒 ５６、１６７和 ５００μｇ／ｍｌ浓度干预后，斑马鱼

肠道内血小板计数分别为 ７．６０、８．００和 １５．５０个，与模型对照组比较，差异有统计学意义（Ｐ分别为 ＜０．０１、０．０１、０．０５）。肠道止

血作用分别为 ５４％、５２％和 ７％。表明健脾益气摄血颗粒中小剂量对斑马鱼肠道出血具有明显的止血效果。结论　健脾益气摄

血颗粒小剂量（５６μｇ／ｍｌ）与中剂量（１６７μｇ／ｍｌ）不但能够明显减少斑马鱼肠道出血率，也有良好止血疗效。

关键词　免疫性血小板减少症　健脾益气摄血颗粒　斑马鱼肠道出血
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　　ＩＴＰ是临床最常见的出血性疾病，多数病例可见
多部位出血，如皮肤瘀斑、瘀点或黏膜出血，严重者可

见内脏出血，如尿血、便血等
［１］
。基于审证求因与辨

证施治理论，急性 ＩＴＰ多见热邪导致的“热迫血行”
证候，宜“清热解毒凉血止血”治疗

［２］
；慢性 ＩＴＰ多由

脾气虚弱导致“气不摄血”证候，宜“健脾益气摄血”

治疗
［３］
。课题组在前期临床研究中发现，具有“健脾

益气摄血”功效的健脾益气摄血颗粒能够明显改善

ＩＴＰ患者临床症状，提升外周血小板计数，并有较好
的止血效果

［４］
。基础研究也证实，健脾益气摄血颗

粒可以明显降低出血模型斑马鱼脑、肝脏、心脏出血

发生率
［５，６］
。本研究采用辛伐他汀诱导斑马鱼肠道

出血模型，并对健脾益气摄血颗粒止血效果进行了

评价。

材料与方法

１．实验动物：野生型 ＡＢ品系斑马鱼以自然成对
交配繁殖方式进行，年龄为受精后２天（２ｄｐｆ）和 ４天
（４ｄｐｆ），用于肠道出血模型建立与肠道出血效果评
价。血小板荧光斑马鱼 Ｔｇ（－６．０ｉｔｇａ２ｂ：ＥＧＦＰ）购自
国家斑马鱼资源中心，以自然成对交配繁殖方式进

行，年龄为 ４ｄｐｆ，主要用于肠道止血作用评价。实验
完成后用三卡因甲磺酸对各个发育阶段的斑马鱼进

行过度暴露处理，从而将斑马鱼麻醉处死。斑马鱼设

备和实验符合 ＡＡＡＬＡＣ要求（ＩＡＣＵＣ许可证号：
００１４５８）。

２．药物：辛伐他汀：斑马鱼肠道出血模型诱导剂，
白色粉末，批号为 ４０４－５２０－２，购自日本 ＴＣＩ公司，
用１００％ＤＭＳＯ配制实验用储备液，－２０℃保存备用。
健脾益气摄血颗粒：健脾益气摄血方配方颗粒（黄

芪、党参、茯苓、白术、阿胶、茜草、炙甘草），由北京康

仁堂药物有限公司制备并提供。制备方法为单味中

药水提，喷雾干燥后，混合。临用前用斑马鱼饲养水

配制成１００ｍｇ／ｍｌ母液，现配现用。
３．试剂与仪器：甲基纤维素（美国 Ｓｉｇｍａ公司），

白色粉末。邻联茴香胺［批号 ＭＫＢＸ３６１９Ｖ，西格玛
奥德里奇（上海）贸易有限公司］。Ｔｒｉｚｏｌ购自美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＤＥＰＣ处理水购自上海生工公司。氯
化钠、异丙醇（分析纯）、氯仿、无水乙醇等购自杭州

双天生物技术有限公司。精密电子天平（ＣＰ２１４，美
国 ＯＨＡＵＳ公司）；解剖显微镜（ＳＺＸ７，日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公
司）；ＣＣＤ相机（ＶｅｒｔＡ１，上海土森视觉科技有限公司）；
电动聚焦连续变倍荧光显微镜（ＡＺ１００，日本 Ｎｉｋｏｎ公
司）；显微注射仪（ＩＭ－３００，日本 Ｎａｒｉｓｈｉｇｅ公司）。

４．药物最大非致死浓度测定：随机选取 １８０尾
２ｄｐｆ野生型 ＡＢ品系斑马鱼，设正常饲养对照组、健
脾益气摄血颗粒不同浓度组，每组 ３０尾斑马鱼。在
实验过程中，每天观察并记录斑马鱼死亡情况，并移

除死亡的斑马鱼。最后统计各组的斑马鱼死亡数量，

得到各实验药物的最大非致死浓度（ｍａｘｉｍｕｍｎｏｎ－
ｌｅｔｈａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＮＬＣ）。

５．建立斑马鱼肠道出血模型：基于野生型 ＡＢ品
系斑马鱼第 １次肠道收缩发生在 ４ｄｐｆ，进食从 ５ｄｐｆ
开始的生长规律。因此，肠道出血模型造模选择 ４ｄｐｆ
阶段。因首次在国内建立斑马鱼肠道出血模型，探索

性选定辛伐他汀诱导浓度为 １、２、４、６和 ８μｍｏｌ／Ｌ，诱
导时间设置为２４ｈ，用邻联茴香胺染色（含 ０．６ｍｇ／ｍｌ
邻联茴香胺、０．０１ｍｏｌ／Ｌ醋酸钠、０．６５％ Ｈ２Ｏ２、４０％
乙醇，染色１５ｍｉｎ），并在解剖显微镜下观察和记录每
组斑马鱼肠道出血数量（ｎ），以出血发生率评价模型
是否成功。斑马鱼肠道出血发生率计算公式：出血发

生率（％）＝（肠道出血斑马鱼数／斑马鱼总数）×
１００％。

６．肠道出血发生率计算：取４ｄｐｆ野生型 ＡＢ品系
斑马鱼置于６孔板中，分别给予健脾益气摄血颗粒不
同浓度水溶液。同时，设置正常饲养对照组和模型对

照组。每孔斑马鱼尾数为 ３０尾，以不同浓度辛伐他
汀为诱导剂，每孔容量为 ３ｍｌ，给药 ２４ｈ后，在解剖显
微镜下观察和记录每个实验组肠道出血的斑马鱼数

量（ｎ），以出血发生率为统计值，按照斑马鱼肠道出
血发生率计算公式，评价健脾益气摄血颗粒减少斑马

鱼肠道出血发生率疗效。

７．肠道出血止血率计算：随机选取 ４ｄｐｆ血小板
荧光斑马鱼 Ｔｇ（－６．０ｉｔｇａ２ｂ：ＥＧＦＰ）置于 ６孔板中，
分别给予健脾益气摄血颗粒不同浓度水溶液。同时，

设置正常饲养对照组和模型对照组，每孔斑马鱼尾数

为３０尾，每孔容量为 ３ｍｌ，给药 ２４ｈ后，实验各组随
机选择１０尾斑马鱼在荧光显微镜下，观察肠道内血
小板聚集情况，拍照并保存图片；利用尼康 ＮＩＳ－Ｅｌｅ
ｍｅｎｔｓＤ３．１０高级图像处理软件进行图像分析，对每
尾斑马鱼逐一计数肠道内血小板个数（ｎ），以肠道内
血小板计数统计结果评价健脾益气摄血颗粒的肠道

止血效果。肠道止血效果计算公式：斑马鱼肠道止血

率（％）＝［（模型对照组肠道内血小板计数 －实验组
肠道内血小板个数）／模型对照组肠道内血小板计
数］×１００％。

８．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１９．０统计学软件对数
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据进行统计分析，肠道出血发生率用 Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ确切检
验进行统计学分析，肠道止血效果用方差分析和

Ｄｕｎｎｅｔｔ′ｓＴ检验分析结果，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

结　　果
１．药物最大非致死浓度测定：参照既往实验结果

的药物最大致死浓度，并经过反复实验探索，最后确

定健脾益气摄血颗粒实验浓度设为 １２５、２５０、５００、
１０００和２０００μｇ／ｍｌ，在实验过程中观察斑马鱼死亡尾
数，根据死亡尾数确定药物最大非致死浓度，详见表

１。健脾益气摄血颗粒２０００μｇ／ｍｌ和１０００μｇ／ｍｌ两个
浓度组均导致 ３０／３０尾斑马鱼死亡，死亡率为
１００％。其余各组和正常饲养对照组比较，无明显毒
性表型。因此，确定健脾益气摄血颗粒对斑马鱼的

ＭＮＬＣ为５００μｇ／ｍｌ。在随后的实验中按照最大非致死
药物浓度作为递减实验剂量，即５６、１６７和５００μｇ／ｍｌ。

表 １　健脾益气摄血颗粒不同浓度下斑马鱼死亡数量

组别
浓度

（μｇ／ｍｌ）
斑马鱼

（尾）

死亡数

（尾）

死亡率

（％）

正常饲养对照组 － ３０ ０ ０
１２５ ３０ ０ ０
２５０ ３０ ０ ０

健脾益气摄血颗粒 ５００ ３０ ０ ０
不同浓度组 １０００ ３０ ３０ １００

２０００ ３０ ３０ １００

　　２．斑马鱼出血模型探索：随机选取 ４ｄｐｆ野生型
ＡＢ品系斑马鱼 １８０尾置于 ６孔板中，分别给予辛伐
他汀１、２、４、６和８μｍｏｌ／Ｌ浓度的水溶液。同时，设置
正常饲养对照组，每孔斑马鱼尾数为３０尾，每孔容量
为３ｍｌ，给药２４ｈ后，用邻联茴香胺染色后，在解剖显
微镜下观察和记录每个实验组肠道出血的斑马鱼数

量（ｎ），并依据公式计算出血发生率，评价建模是否
成功，详见表２、图１。根据造模结果，以出血量最大

表 ２　不同浓度辛伐他汀处理 ２４ｈ后斑马鱼肠道出血发生率

组别
浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）
斑马鱼

（尾）

出血数

（尾）

出血发生率

（％）

正常饲养对照组 － ３０ ０ ０
１ ３０ ０ ０
２ ３０ ０ ０

辛伐他汀不同浓度组 ４ ３０ １２／２４ ５０

６ ３０ ２１／２９ ７２

８ ３０ ２４／３０ ８０

　　与正常饲养对照组比较，Ｐ＝０．０００；每组斑马鱼为 ３０尾，因在

实验中有观察到斑马鱼未出血的死亡尾数，故表中 ２４与 ２９均为去除

死亡的斑马鱼数

图 １　辛伐他汀不同浓度斑马鱼出血表型图
　

的辛伐他汀诱导斑马鱼出血剂量，取中间数值，确定

辛伐他汀６μｍｏｌ／Ｌ浓度为造模剂量浓度。
３．肠道出血减少率统计：随机选取 ４ｄｐｆ野生型

ＡＢ品系斑马鱼 １５０尾于 ６孔板中，分别给予健脾益
气摄血颗粒５６、１６７和５００μｇ／ｍｌ浓度。同时，设置正
常饲养对照组和模型对照组。每孔斑马鱼尾数为 ３０
尾，每孔容量为３ｍｌ，辛伐他汀浓度为 ６μｍｏｌ／Ｌ，给药
２４ｈ后，在解剖显微镜下观察和记录每个实验组肠道
出血的斑马鱼数量（ｎ），以出血发生率评价健脾益气
摄血颗粒减少出血发生效果，详见表３、图２。模型对
照组斑马鱼肠道出血发生率为 ７０％，表明模型建立
成功。经健脾益气摄血颗粒 ５６、１６７和 ５００μｇ／ｍｌ浓
度干预后，斑马鱼肠道出血发生率分别为 ３７％、４０％
和８０％。其中，健脾益气摄血颗粒 ５６、１６７μｇ／ｍｌ两
个剂量组与模型对照组比较，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。

表 ３　健脾益气摄血颗粒处理后斑马鱼肠道出血发生率

组别
浓度

（μｇ／ｍｌ）
斑马鱼

（尾）

出血数

（尾）

出血发生率

（％）

正常饲养对照组 － ３０ ０ －
模型对照组 － ３０ ２１ ７０

５６ ３０ １１ ３７

健脾益气摄血颗粒 １６７ ３０ １２ ４０

不同浓度组 ５００ ３０ ２４ ８０

　　与模型对照组比较，Ｐ＜０．０５

　　４．健脾益气摄血颗粒止血疗效统计：随机选取
４ｄｐｆ血小板荧光斑马鱼１５０尾于６孔板中，分别给予
健脾益气摄血颗粒 ５６、１６７和 ５００μｇ／ｍｌ剂量浓度水
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图 ２　健脾益气摄血颗粒处理后斑马鱼肠道出血表型图
绿色虚线区域为斑马鱼肠道；绿色箭头指向肠道出血部位

　

溶液。同时，设置正常饲养对照组和模型对照组，每

孔斑马鱼尾数为 ３０尾，每孔容量为 ３ｍｌ，给药 ２４ｈ
后，实验各组随机选择１０尾斑马鱼在荧光显微镜下，
观察肠道内血小板聚集情况、拍照并保存图片；利用

尼康 ＮＩＳ－ＥｌｅｍｅｎｔｓＤ３．１０高级图像处理软件进行
图像分析，对每尾斑马鱼逐一计数肠道内血小板计数

（ｎ），以肠道内血小板计数的统计结果，评价健脾益
气摄血颗粒的肠道止血效果，详见表４、图３。各实验
组斑马鱼均未出现死亡。模型对照组斑马鱼肠道内

血小板计数为 １６．６０个，与正常饲养对照组（２．２０
个）比较，差异有统计学意义（Ｐ＝０．０００）。模型建立
成功。以健脾益气摄血颗粒５６、１６７和５００μｇ／ｍｌ浓度
干预后，斑马鱼肠道内血小板计数与模型对照组比

较，差异有统计学意义（Ｐ分别为 ＜０．０１、０．０１、
００５）。肠道止血率分别为５４％、５２％和７％（表４）。

表 ４　健脾益气摄血颗粒处理后斑马鱼肠道止血作用

组别
浓度

（μｇ／ｍｌ）
肠内血小板

计数（个）

肠道止血

率（％）

正常饲养对照组 － ２．２０±０．９４ －
模型对照组 － １６．６０±２．１２ －

５６ ７．６０±１．５５ ５４
健脾益气摄血 １６７ ８．００±１．８４ ５２
颗粒不同浓度组 ５００ １５．５０±１．６８ ７

　　与模型对照组比较，Ｐ＜０．０１

讨　　论
中医认为脾具有“统血”功能，且有“脾为后天之

本，气血生化之源”之称
［７］
。通过临床观察与文献分

析，免疫性血小板减少症，尤其是慢性患者“脾不统

图 ３　健脾益气摄血颗粒处理后肠道血小板聚集表型图
黄色虚线区域为定量分析部位

　

血证”是临床最常见的证候类型，而“健脾益气摄血

法”能够针对慢性免疫性血小板减少症病机与证候

治疗
［８］
。

免疫性血小板减少症主要临床表现除外周血血

小板计数减少外，多部位不同程度出血是临床最常见

症状。前期基础研究证实，“健脾益气摄血颗粒”对

不同浓度的辛伐他汀在不同时间诱导的斑马鱼脑、肝

脏、心脏出血具有良好的止血效果
［９］
。基于这些研

究结果，笔者试图探索辛伐他汀诱导斑马鱼肠道出血

模型，并以健脾益气摄血颗粒为干预药物，观察其对

斑马鱼肠道出血的止血疗效。研究结果表明，模型对

照组斑马鱼肠道出血发生率为 ７０％，经健脾益气摄
血颗粒５６、１６７和５００μｇ／ｍｌ浓度干预后，斑马鱼肠道
出血发生率分别为３７％、４０％和８０％。其中，健脾益
气摄血颗粒５６、１６７μｇ／ｍｌ两个剂量组与模型对照组
比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），表明健脾益气
摄血颗粒中小剂量在浓度可明显减少斑马鱼肠道出

血的发生率。模型对照组斑马鱼肠道内血小板计数

为１６．６０个，经健脾益气摄血颗粒５６、１６７和５００μｇ／ｍｌ
浓度干预后，斑马鱼肠道内血小板计数分别为 ７．６０、
８．００和１５．５０个，与模型对照组比较，差异有统计学
意义（Ｐ分别为 ＜０．０１、０．０１、０．０５）。肠道止血作用
分别为５４％、５２％和７％。表明健脾益气摄血颗粒中
小剂量对斑马鱼肠道出血具有明显的止血效果。

对于上述研究结果，有两个问题需要解释。首

先，由于观察辛伐他汀诱导斑马鱼肠道出血情况较为

困难。邻联茴香胺主要对血红蛋白进行着色，因此是

反映红细胞分布的指标，因此选择邻联茴香胺来观察

肠道出血情况。笔者基于血小板止血的生理特点，选

用转基因血小板荧光斑马鱼 Ｔｇ（－６．０ｉｔｇａ２ｂ：ＥＧＦＰ）
为模式动物，以肠道出血部位血小板聚集现象判断止

·５４·
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血效果（血小板在出血部位聚集，有利于出血部位止

血）。这一方法在国内尚属首次，可能存在着一定的

局限性，有待于进一步探究。其次，在模型对照组和

药物组中观察到斑马鱼肝脏也有明显的出血，而且肝

脏中有大量的血小板聚集。这一现象表明健脾益气

摄血颗粒并未引起血小板生成减少，而是对肠道出血

有止血疗效。健脾益气摄血颗粒小剂量（５６μｇ／ｍｌ）
与中剂量（１６７μｇ／ｍｌ）不但能够明显减少斑马鱼肠道
出血率，也有良好的止血疗效。但大剂量（５００μｇ／
ｍｌ）没有明显的止血效果，其可能的解释是适当剂量
（中小剂量）的健脾益气摄血颗粒具有止血效果，而

大剂量可能是由于中药多成分、多靶点而出现的脱靶

效应，但这一解释并没有得到临床研究数据的证实，

需要进行不同剂量的临床疗效探索性研究，进而为临

床合理用药提供依据。
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Ｓｍｏｏｔｈｅｎｅｄ沉默胚胎成纤维细胞
ＮＩＨ／３Ｔ３的 ｍＲＮＡ表达谱分析

刘董剑　梁亚冰　崔宏伟　张　岩　杨　凌

摘　要　目的　探讨通过沉默 Ｓｍｏｏｔｈｅｎｅｄ（Ｓｍｏ）基因抑制 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ通路后，小鼠胚胎成纤维细胞 ＮＩＨ／３Ｔ３中 ｍＲＮＡ表达

谱的变化。方法　提取 Ｓｍｏ沉默和对照 ＮＩＨ／３Ｔ３细胞的总 ＲＮＡ，并进行测序。与对照组比较，分析差异表达的 ｍＲＮＡ，通过

ＢＬＡＳＴ２ＧＯ和京都基因与基因组百科全书（ＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆＧｅｎｅｓａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）分析和预测这些差异表达 ｍＲＮＡ的

相关功能。选取差异表达 ｍＲＮＡ进行实时定量 ＰＣＲ验证。结果　通过测序在 Ｓｍｏ沉默的 ＮＩＨ／３Ｔ３细胞中发现有 ２２８９个 ｍＲ

ＮＡ差异表达，其中 １６４６个 ｍＲＮＡ在 Ｓｍｏ沉默后表达下调，而 ６４３个 ｍＲＮＡ表达上调。荧光实时定量 ＰＣＲ结果与测序结果一

致。生物信息学分析显示，差异表达 ｍＲＮＡ参与细胞过程、单有机体过程、生物学调节。差异表达 ｍＲＮＡ富集在轴突导向

（ｋｏ０４３６０）、癌症通路（ｋｏ０５２００）、癌症中的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｋｏ０５２０６）等通路。利用 ＧＥＰＩＡ数据库分析 ＣＸＣＬ１２、ＩＬ－３３、ＴＧＦ－β２和

ＦＧＦ１０及其受体在食管癌和正常食管组织中的表达情况，和预后的预测分析。结论　在 ＮＩＨ／３Ｔ３细胞中沉默 Ｓｍｏ抑制 Ｈｅｄｇｅ

ｈｏｇ通路可能会通过细胞因子 ＣＸＣＬ１２、ＩＬ－３３、ＴＧＦ－β２和 ＦＧＦ１０影响肿瘤细胞的增殖。

关键词　小鼠胚胎成纤维细胞　Ｈｅｄｇｅｈｏｇ通路　Ｓｍｏｏｔｈｅｎｅｄ　ｍＲＮＡ表达谱分析
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