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骨髓衰竭性疾病是一组以造血功能不良为主

的疾病，免疫介导的造血干细胞损伤在骨髓衰竭性

疾病发病中占有重要地位

[1]

。 免疫性骨髓衰竭导致

血小板减少引起的出血是临床上十分棘手的问题。

中医凉血止血法是治疗急性出血的有效方法，临床

研究发现，凉血止血代表方犀角地黄汤能改善骨髓

衰竭血小板减少引起的出血情况，而其相关机制则

不甚明确

[2]

。环孢素（

CSA

）治疗血小板减少的机制之

一是抑制线粒体途径介导血小板凋亡，从而增加血

小板的生存时间

[3]

。 本研究拟通过动物实验，探索犀

角地黄汤可否通过线粒体途径抑制免疫性骨髓衰

竭血小板凋亡起到止血的作用。

1

实验材料

1.1

动物

C57BL/6

小鼠，雌雄各半，

8～12

周龄，体重

（

20±2

）

g

，由上海斯莱克实验动物有限公司提供。饲养于

室温（

22±2

）

℃

，湿度

55%

左右，

12h

明暗交替环境中，自

由饮食与进水。 动物许可证号：

SCXK

（沪）

2012-0002

。

1.2

药品 犀角地黄汤生药材按《中国药典》（

2015

年版）一次性从上海宝山区中西医结合医院药房选

购，犀角以水牛角代替。 全方由水牛角

30g

、生地黄

24g

、赤芍

12g

、丹皮

9g

组成，取

2

剂，共

150g

。 将全

方药材粉碎成粗粉，用

8

倍水浸泡

1h

，先煎水牛角

1h

后加入其他药材文火煎煮

20min

， 煎煮

2

次，合

并滤液，调整

pH

值至中性，浓缩定容至

100mL

，其

原液质量浓度为

7.5g/mL

，

4℃

保存。

CSA

胶囊： 诺华德国制药有限公司 ， 批号 ：

S0408

，

25mg×50

粒

/

盒 。 用无菌生理盐水配置成

4mg/mL

的溶液。

1.3

试剂

TMRE

、

FITC

标记的

annexin V

、

fluo-3

单抗、细胞色素

C

（

Cyt C

）单抗购自美国

Medsystem

公司； 抗半胱天冬酶 （

caspase

）

-8

、

caspase-9

、

cas鄄

pase-3

单克隆抗体和

HRP

标记的羊抗小鼠

IgG

抗

体购自美国

Santa Cruz

公司。

1.4

主要仪器

JJ224BC

型电子天平 （美国双杰公

司 ）；

CYTOMICS FC 500

流式细胞分析仪 （美国

Beckman Coulter

公司 ）；

Sysmex XE-2100

血球仪

（日本希森美康公司）；

FRESCO 17

离心机 （美国

Thermo

公司）；

Model 680

酶标仪（美国

Bio-Rad

公
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摘 要 目的： 探讨犀角地黄汤对免疫性骨髓衰竭小鼠模型线粒体途径血小板凋亡的调控作用。 方法： 将

60

只

C57BL/6

小鼠随机分为

6

组 ，每组

10

只 ，分别为正常对照组 、模型对照组 、环孢素 （

CSA

）对照组和犀角地黄汤低 、

中、高剂量组。 除正常对照组以外，其余各组小鼠建立免疫性骨髓衰竭模型。 造模当天开始，正常对照组和模型对照

组予生理盐水灌胃，

CSA

对照组予

CSA

灌胃，犀角地黄汤各剂量组分别予犀角地黄汤低、中、高剂量灌胃。 治疗后各

组小鼠用自动血细胞分析仪检测血常规，采用流式细胞仪测定线粒体膜电位（

ΔΨm

）、细胞色素

C

（

Cyt C

）、磷脂酰丝氨

酸（

PS

）、钙离子（

Ca

2+

），采用蛋白印迹（

Western blot

）法检测

Bax

、

Bak

、半胱天冬酶（

Caspase

）

-3

、

Caspase-8

、

Caspase-9

的

表达，透射电镜下观察骨髓巨核细胞、血小板超微结构的变化。 结果：与模型对照组比较，

CSA

对照组、犀角地黄汤

各剂量组小鼠血小板计数明显升高 （

P＜0.01

），

CSA

对照组、 犀角地黄汤各剂量组

ΔΨm

、

Caspase-3

、

Caspase-8

、

Cas鄄

pase-9

明显升高（

P＜0.01

），

CSA

对照组、犀角地黄汤各剂量组

Cyt C

、

PS

、

Ca

2+

、

Bax

、

Bak

明显下降 （

P＜0.05

，

P＜0.01

）。

电镜下

CSA

对照组、犀角地黄汤各剂量组巨核细胞、血小板结构损伤均较模型对照组有所减轻。 结论：犀角地黄汤

治疗急性骨髓衰竭血小板减少的机制可能通过线粒体途径抑制血小板凋亡，且治疗效果与剂量有一定相关性。
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表

2

各组小鼠治疗后

Δψm

、

Cyt C

、

PS

、

Ca

2+

比较

%

正常对照组

组别

65.13±3.79

Ca

2+

0.19±0.01 0.04±0.01

Cyt C PS

0.84±0.07

ΔΨm

10

动物数（只）

模型对照组

0.20±0.02

**

0.89±0.04

**

0.73±0.11

**

340.02±25.64

**

10

犀角地黄汤中剂量组

10 0.46±0.10

**##▲▲

0.39±0.01

**##▲▲■■

0.50±0.10

**##

180.90±4.34

**##▲▲

犀角地黄汤高剂量组

10 0.33±0.03

**##▲▲■■

▼▼

0.51±0.08

**##▲▲■■

▼▼

0.49±0.20

**##

252.45±6.25

**##▲▲■■

▼▼

CSA

对照组

10 0.60±0.07

**##

0.33±0.05

**##

0.55±0.08

**##

96.49±5.95

**##

犀角地黄汤低剂量组

10 0.45±0.10

**##▲▲

0.62±0.07

**##▲▲

0.57±0.14

**#

191.40±31.21

**##▲▲

注： 与正常对照组比较，

**P＜0.01

； 与模型对照组比较，

#P＜0.05

，

##P＜0.01

；与

CSA

对照组比较，

▲▲P＜0.01

；与犀角地黄汤低剂量组比较，

■■P＜0.01

；

与犀角地黄汤中剂量组比较，▼▼

P＜0.01

。

司）；移液器（德国

Eppendorf

公司）；

Mini Protean 3

Cell

电泳仪（美国

Bio-Rad

公司）；

PS-9

电转仪（中

国大连竞迈科技有限公司）；磁力搅拌器（中国太仓

华美生化仪器厂）； 脱色摇床 （中国麒麟贝尔仪器

厂）；

JEM-1230

透射电子显微镜（日本

Jeol

公司）。

2

实验方法

2.1

分组与造模 将

60

只

C57BL/6

小鼠随机分为

6

组，分别为正常对照组、模型对照组、

CSA

对照组

和犀角地黄汤低、中、高剂量组，每组

10

只。 除正常

对照组以外，其余各组小鼠复制免疫性骨髓衰竭模

型。 参照赵忻等

[4]

介绍的造模方法，取

DBA/2

小鼠断

颈处死，用

75%

乙醇浸泡

5min

，常规消毒后取出胸

腺，加少量生理盐水洗去血迹，轻轻磨碎后用尼龙

滤血网过滤，通过

4

号针头使成单细胞悬液，台盼

蓝鉴定细胞活性（活性细胞达

95%

以上），细胞计数

后配成所需浓度备用。 将实验小鼠以

5.5Gy

（照射剂

量率

110cGy/min

）的

60Co-γ

射线全身照射后，于

4h

内经尾静脉输入

DBA/2

小鼠的胸腺淋巴细胞混悬

液

1×10

6

/

只。 造模后

3d

，小鼠尾静脉血血常规计数

显示全血细胞减少，提示此法造模成功。

2.2

给药 根据《药理实验方法学》，正常人每日常

规用药量

1.07g/kg

，按照体表面积换算后，犀角地黄

汤低 、 中 、 高剂量组小鼠每日给药剂量分别为

4.875

、

9.75

、

19.5g/kg

，

CSA

对照组每日给药剂量为

0.027g/kg

。每只小鼠按

0.1mL/10g

体重灌胃，正常对

照组和模型对照组灌胃等量生理盐水。 各组均于造

模当天起开始给药，每日灌胃

1

次，连续给药

3d

。

2.3

标本采集 各组小鼠于实验第

3

天腹腔注射

10%

水合氯醛

0.005mL/g

进行麻醉， 经尾静脉丛采

血，待做血常规并制备洗涤血小板。 取小鼠下肢胫

骨，用

2.5%

戊二醛前固定，

1%

锇酸后固定，梯度乙

醇脱水，环氧树脂包埋，将样本制备超薄切片，采用

醋酸双氧铀和柠檬酸铅染色，透射电镜分析。

2.4

洗涤血小板制备 取小鼠静脉血

0.7mL

与

ACD

（

2.5%

柠檬酸钠，

2.0%

葡萄糖，

1.5%

柠檬酸）按

1∶7

抗凝，

1300r/min

离心

20min

得到富含血小板的血浆

（

PRP

），将

PRP

以

2500r/min

离

心

20min

，弃上清 ，用

CGS

缓

冲 液 （

0.123mol/L

氯 化 钠 ，

0.033mol/L

葡萄糖，

0.013mol/L

柠檬酸钠 ，

pH6.5

） 悬浮并离

心 ，洗涤沉淀的血小板 ，再用

修 改 的

Tyrode

’

s

缓 冲 液

（

2.5mmol/L Hepes

，

150mmol/L

氯

化 钠 ，

2.5mmol/L

氯 化 钾 ，

1mmol/L

氯化钙，

1mmol/L

氯化

镁，

12mmol/L

碳酸氢钠，

5.5mmol/L

葡萄糖，

pH7.4

）重

悬血小板，得到洗涤血小板悬液，用计数板对血小板

进行计数， 调整血小板悬液至浓度为

3×10

8

个

/mL

，

室温静置

60min

。

2.5

指标观察 每日称量小鼠的体重，观察小鼠的

皮毛变化、出血和死亡情况等。 自动血细胞分析仪

检测血常规。 采用流式细胞仪测定线粒体膜电位

（

Δψm

）、

Cyt C

、磷脂酰丝氨酸（

PS

）、钙离子（

Ca

2+

），

采用

Western-blot

法检测

Bax

、

Bak

、

caspase-3

、

cas鄄

pase-8

、

caspase-9

的表达。 流式细胞仪与蛋白印迹

（

Western blotting

）法检测参照操作手册。

Western-

blot

法测定以

β-actin

蛋白为内参，

BandScan

软件

分析条带的光密度值，计算各组蛋白的相对表达量

（目的蛋白

/

内参蛋白）。透射电镜下观察骨髓巨核细

胞、血小板超微结构的变化。

2.6

统计学方法 所有数据采用

SPSS 19.0

统计

软件包进行分析，数据以（

x±s

）表示，多组间计量资

料采用方差分析，有统计学差异后进一步两两比较

采用

SNK

法，显著性标准

P＜0.05

。

3

实验结果

3.1

各组小鼠皮毛变化、出血和死亡情况 正常对

照组小鼠皮毛无异常，全身无明显出血点。 模型对

照组全身有散在出血点。

CSA

对照组、犀角地黄汤

各剂量组全身出血情况优于模型对照组。 实验期

间，各组均无动物死亡。

3.2

各组小鼠治疗后血小板计数比较 结果见表

1

。

表

1

各组小鼠治疗后血小板计数比较

正常对照组

组别

10

动物数（只）

614.20±53.90

PLT

（

×10

9

/L

）

模型对照组

10 352.40±53.56

**

CSA

对照组

10 580.30±88.86

##

犀角地黄汤高剂量组

10 547.50±70.84

##■■

犀角地黄汤低剂量组

10 452.00±38.36

**##▲▲

犀角地黄汤中剂量组

10 520.00±122.27

##

注：与正常对照组比较，

**P＜0.01

；与模型对照组比较，

##P＜0.01

；与

CSA

对照组比较，

▲▲P＜0.01

；与犀角

地黄汤低剂量组比较，

■■P＜0.01

。
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3.3

各组小鼠治疗后

Δψm

、

Cyt C

、

PS

、

Ca

2+

比较 结果见

表

2

。

3.4

各组小鼠

Bax

、

Bak

、

cas鄄

pase-3

、

caspase-8

、

caspase-9

表达比较 结果见图

1

、表

3

。

3.5

各组小鼠治疗后骨髓巨核

细胞、血小板超微结构比较 电

镜下观察到正常对照组巨核

细胞可见细胞膜、细胞质和细

胞核，核分叶 ，胞核规则且大

小均等， 染色质呈块状凝集，

细胞器结构完整，胞浆内有偶

见空泡，胞质内有大量血小板

颗粒聚集，少量核糖体及内质

网。 模型对照组巨核细胞细胞

膜、细胞核膜缺损 ，胞核固缩

不规则， 染色质呈块状凝集，

部分核固缩 ， 细胞器结构破

坏，线粒体肿胀可见线粒体嵴

损伤， 胞浆内有大量空泡，胞

质内血小板重度减少，血小板

外膜固缩 ，不规整 ，胞浆呈空

洞，大泡状。

CSA

对照组、犀角

地黄汤各剂量组巨核细胞、血

小板结构也有不同程度损伤，

但均较模型对照组有所减轻。

见图

2

。

4

讨论

血小板减少而引起的严

重出血在临床上十分凶险，通

常的西医治疗方法是输注血

小板、大剂量丙种球蛋白或糖

皮质激素冲击。 然而，血小板

输注受血源匮乏限制，丙种球

蛋白价格昂贵，大剂量激素副

作用较大，都使得这些治疗措

施受到局限。 而对于骨髓衰竭

治疗所使用的方法难以短时

间 起 效 ， 如 抗 胸 腺 球 蛋 白

（

ATG

）、 抗淋巴细胞球蛋白 （

ALG

） 和免疫抑制剂

CSA

等。 因此，探寻新的、有效的止血方法尤为重

要。

骨髓衰竭导致血小板减少所引起的出血表现，可

归属于中医学“血证”范畴，急性出血如衄血、咯血、呕

血等，常突然发生，血色鲜红，伴有舌红、脉数等症状，

与中医血热妄行证相合。 正如《济生方·吐衄》所云：

“夫血之妄行也， 未有不因热之所发， 盖血得热则淖

溢。”根据中医病机结合临床实践，凉血止血法是急性

出血主要治法

[5]

。数据统计亦显示，临床上凉血止血法

在“血证”治疗中运用最多，占一半以上

[6]

。犀角地黄汤

出自《备急千金要方》，为凉血止血法代表方之一，

图

1

各组小鼠

Bax

、

Bak

、

caspase-3

、

caspase-8

、

caspase-9

表达

表

3

各组小鼠治疗后

Bax

、

Bak

、

caspase-3

、

caspase-8

、

caspase-9

表达比较

正常对照组

组别

0.64±0.03

caspase-9

Area/b-actin

0.63±0.03 0.63±0.03

caspase-3

Area/b-actin

caspase-8

Area/b-actin

0.21±0.02

Bak

Area/b-actin

10 0.14±0.01

动物数

（只）

Bax

Area/b-actin

模型对照组

0.49±0.04

**

0.24±0.03

**

0.24±0.02

**

0.23±0.03

**

10 0.52±0.04

**

CSA

对照组

10 0.20±0.03

**##

0.23±0.02

**#

0.48±0.02

**##

0.47±0.04

**##

0.47±0.04

**##

犀角地黄汤高剂量组

10 0.40±0.03

**##▲▲■■

▼▼

0.35±0.04

**##▲▲

0.39±0.06

**##▲▲■■

0.40±0.07

**##▲▲

0.40±0.04

**##▲▲

犀角地黄汤低剂量组

10 0.29±0.05

**##▲▲

0.36±0.02

**##▲▲

0.46±0.03

**##

0.42±0.06

**##▲

0.41±0.04

**##▲▲

犀角地黄汤中剂量组

10 0.33±0.04

**##▲▲■

0.37±0.04

**##▲▲

0.40±0.06

**##▲▲■■

0.42±0.04

**##▲▲

0.40±0.04

**##▲▲

注： 与正常对照组比较，

**P＜0.01

； 与模型对照组比较，

#P＜0.05

，

##P＜0.01

；与

CSA

对照组比较，

▲P＜0.05

，

▲▲P＜0.01

；与犀角地黄汤低剂量组比较 ，

■P＜0.05

，

■■P＜0.01

；与犀角地黄汤中剂量组比较，▼▼

P＜0.01

。

正常对照组 模型对照组

CSA

对照组

犀角地黄汤低剂量组 犀角地黄汤中剂量组 犀角地黄汤高剂量组

图

2

各组小鼠巨核细胞、血小板超微结构比较（

×10000

）
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用于急性出血血热妄行证疗效良好。 方用苦咸寒之

犀角（临床上多用水牛角代替）为君，凉血清心而解

热毒，使火平热降，毒解血宁；臣以甘苦寒之生地，

凉血滋阴生津，助犀角清热凉血，又能止血，亦可复

已失之阴血；用苦微寒之赤芍与辛苦微寒之丹皮共

为佐药，清热凉血、活血散瘀，可收化斑之功。 四药

相配，共成凉血止血之剂。 该方所治疗的血证多表

现为发生突然，血色鲜红，亦符合骨髓衰竭急性出

血的临床表现。 著名血液学家黄振翘认为，急性骨

髓衰竭早期以邪盛标实为突出， 外感温热邪毒，实

火充斥，症见鼻衄、齿衄等出血表现 ，治用解毒散

邪、凉血止血以尽早、尽快控制症状，选方多用犀角

地黄汤加减

[7]

。

近年来发现，没有细胞核的血小板也会出现凋

亡，通常由内始式和外始式两条途径介导

[8]

，其中

内始式途径（即线粒体途径）在血小板凋亡中起主

要调控作用。研究显示，免疫性骨髓衰竭小鼠模型会

出现外周血中血小板等血细胞减少以及

caspase-8

、

caspase-3

蛋白浓度降低等共同途径凋亡标志物的

变化，提示该病血小板减少的发病机制与细胞凋亡

密切相关

[9-10]

。 也就是说，免疫性骨髓衰竭血小板减

少不仅和骨髓造血抑制有关，还与血小板过度凋亡

有密切关系。 线粒体介导的血小板凋亡主要过程

是：

Δψm

下降， 这是凋亡的早期表现及特征性改

变；同时，线粒体膜通透性转换孔（

MPTP

）形成，而

后有多种线粒体蛋白转移至胞质发挥调控血小板

凋亡的作用；接着，促凋亡蛋白活化并易位至线粒

体，线粒体膜间隙释放

Cyto C

至胞质；随后，血小

板内

caspase-8

、

caspase-9

、

caspase-3

蛋白依次活

化，裂解细胞骨架，血小板膜表面

PS

外翻表达，血

小板皱缩及血小板微粒脱落， 最终血小板发生凋

亡

[11]

。

鉴于犀角地黄汤多用于急性出血的治疗，故本

研究采用短期干预的方法。 结果显示，犀角地黄汤

与

CSA

均可显著提高免疫性骨髓衰竭小鼠血小板

计数，抑制线粒体跨膜电位下降，减少促凋亡蛋白

Bax

、

Bak

易位至线粒体，减少血小板凋亡，同时抑制

线粒体膜间隙

Cyt C

释放至细胞质，抑制

caspase-8

、

caspase-9

、

caspase-3

蛋白酶原级联活化， 避免细胞

骨架裂解。 实验结果也显示犀角地黄汤可减少

PS

外翻，降低

Ca

2+

表达。 犀角地黄汤不同剂量组之间，

血小板计数随犀角地黄汤剂量的升高依次升高，提

示犀角地黄汤治疗血小板减少与剂量有一定相关

性，而线粒体途径凋亡指标并未完全呈现剂量相关

性，提示犀角地黄汤提高血小板的作用可能还涉及

其他机制。 电镜下模型对照组巨核细胞、血小板结

构损伤明显，而

CSA

对照组、犀角地黄汤各剂量组

巨核细胞、血小板结构损伤较轻。 巨核细胞是血小

板生成的前体细胞，说明

CSA

和犀角地黄汤不仅对

血小板凋亡有抑制作用，可能对巨核细胞凋亡也有

影响。

综上，骨髓衰竭血小板减少与线粒体途径密切

相关，犀角地黄汤治疗急性骨髓衰竭血小板减少的

机制之一可能与

CSA

类似，即通过线粒体途径抑制

血小板凋亡，且治疗效果与剂量有一定相关性。 下

一步的研究将围绕其他动物模型及骨髓衰竭患者

的随机临床实验，以验证犀角地黄汤在血小板线粒

体途径有效作用靶点。
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