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补肾益髓生血法对苯与环磷酰胺诱导 ＡＡ大鼠 Ｔｈ１／Ｔｈ２
细胞分泌细胞因子影响的实验研究
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摘要　目的：探讨补肾益髓生血法对苯与环磷酰胺诱导ＡＡ大鼠血清细胞因子的作用。方法：清洁级ＳＤ大鼠８５只，随机分为
正常组１０只，造模组７５只，造模组皮下隔天注射苯（１ｍＬ／ｋｇ）７周，取材前２周连续隔天腹腔注射ＣＴＸ（２５ｍｇ／ｋｇ）３次，建立苯
与环磷酰胺诱导ＡＡ大鼠模型。三周后灌胃前，按体质量随机分为模型组、康力龙组、益髓生血组、温肾生血组和滋肾生血组。
第七周处死大鼠，股动脉取血，静置离心后，取上层血清，放免法检测血清中ＩＦＮ－γ、ＴＮＦ－α、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－１０细胞
因子的表达。结果：与正常组比较，模型组大鼠血清ＩＦＮ－γ明显升高（Ｐ＜００５），ＩＬ－２显著升高（Ｐ＜００１），ＴＮＦ－α有升高
趋势，经过治疗后，ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２、ＴＮＦ－α均有降低趋势；与正常组比较，模型组ＩＬ－４、ＩＬ－５水平明显降低（Ｐ＜００５），ＩＬ－１０
显著降低（Ｐ＜００１），经过治疗后，ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－１０均有升高趋势。结论：补肾益髓生血法可降低 ＡＡ大鼠血清细胞因子
ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２、ＴＮＦ－α负调控，增加细胞因子ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－１０正调控，对ＡＡ大鼠免疫和造血系统有一定的调节作用，且
滋肾生血方疗效优于益髓生血颗粒、温肾生血方。
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　　再生障碍性贫血（ＡｐｌａｓｔｉｃＡｎｅｍｉａ，ＡＡ）中存在免
疫系统紊乱，造血调控因子表达异常。ＡＡ大鼠免疫功
能异常，细胞因子表达异常，ＣＤ４＋Ｔ细胞中 Ｔｈ１细胞

产生的ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２、ＴＮＦ－α负调控升高，Ｔｈ２细胞
分泌的细胞因子ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－１０正调控降低，使
Ｔｈ０细胞向Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞分化［１］。我们在建立苯与环
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磷酰胺诱导 ＡＡ大鼠模型的基础上，探讨补肾益髓生
血法对ＡＡ大鼠Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞分泌细胞因子的影响。
１　材料与方法
１１　实验动物　雄性清洁级 ＳＤ大鼠８５只，健康，体
质量（２５０±２０）ｇ，购自北京华阜康生物科技有限公司
（许可证编号：ＳＣＸＫ京２００９－０００７）。实验动物饲养
在洁净级动物房置于洁净动物橱（ＹＸ－系列专利号
ＥＪ９３２０４１４７７北京文慧净化设备厂）中，适应性喂养１
周，普通固体饲料进食，自由饮水。

１２　药物与试剂　苯（北京化工厂，产品批号：
２０１１０８０８）、环磷酰胺（山西普德药业有限公司，产品批
号：２０１０１１０３）；司坦唑醇片（广西南宁百会药业集团有
限公司，产品批号：１００８２０）；益髓生血颗粒（简称：益髓
生血，中国中医科学院广安门医院，产品批号：

２０１１０５０６）；温肾益髓生血浸膏（简称：温肾生血，中国
中医科学院广安门医院，批号：２０１１０５０７）；滋肾益髓生
血浸膏（简称：滋肾生血，中国中医科学院广安门医院，

产品批号：２０１１０５０８）；水合氯醛（沈阳试剂厂，产品批
号：８２０６０１）。
１３　仪器　精密电子天平；微量加样器；低温高速离
心机；低温冰箱等。

２　实验方法
２１　ＡＡ大鼠模型的建立　８５只ＳＤ大鼠适应性喂养
２周后按体质量区段随机分组为：正常组１０只，造模
组７５只。根据两次预实验结果，造模组按１ｍＬ／ｋｇ体
质量皮下隔天注射苯，注射 ７周；取材前 １０ｄ按 ２５
ｍｇ／ｋｇ腹腔注射环磷酰胺，连续注射３ｄ。将造模组大
鼠按体质量随机分为５组，分别为模型组、西药组、益
髓生血组、温肾生血组、益髓生血组，各１５只［１］。

２２　给药方法　ＡＡ大鼠造模３周后，按西药组（２８
ｍｇ／ｋｇ）、益髓生血组（３５ｇ／ｋｇ）、温肾生血组（３５ｇ／
ｋｇ）和滋肾生血组（３５ｇ／ｋｇ）给予相应药物灌胃给药，
灌胃剂量按１ｍＬ／１００ｇ体质量系数计算，每天１次，模
型组和正常组大鼠给予等量去离子水灌胃，灌胃用药

４周。全部大鼠均分笼饲养，给予普通大鼠维持料及

自来水自由饮食。

２３　取材　治疗４周后，各组大鼠分别采用腹腔注射
１０％水合氯醛（０３５ｍＬ／１００ｇ）麻醉。经股动脉取血
入１０ｍＬ干净离心管，静置２ｈ后，低温高速离心（４
℃，２０００ｒ／ｍｉｎ）２０ｍｉｎ，抽取上层血清，－２０℃保存，
检测相应细胞因子 ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２、ＴＮＦ－α、ＩＬ－４、ＩＬ
－５、ＩＬ－１０。
３　实验内容

放免法检测血清中细胞因子 ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２、ＴＮＦ
－α、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－１０含量。
１）取聚乙烯试管编号，采用平衡法，按表１进行操

作。

表１　试剂加样表（μＬ）

试剂 Ｔ ＮＳＢ Ｓ０ Ｓ１－Ｓ５ 样品

缓冲液 — ２００ １００ — —

标准品 — — — １００ —

样品 — — — — １００
抗体 — — １００ １００ １００

１２５Ｉ－细胞因子 １００ １００ １００ １００ １００
摇匀４℃放置２４ｈ

分离剂 — ５００ ５００ ５００ ５００

　　２）混匀，室温放置１５ｍｉｎ后，３５００ｒ／ｍｉｎ４℃离
心２０ｍｉｎ，弃上清液，测沉淀ｃｐｍ数。
３）计算结果，以 Ｎ／Ｔ、Ｂ／Ｔ计算 ＮＳＢ、Ｓ０结合百分

率，以Ｂ／Ｂ０计算标准及待测样品结合百分率，在半对
数坐标纸上绘制标准曲线，并查出样品值，或由自动 ｒ
计数仪预先编制程序。直接给出有关参数，标准曲线

及样品浓度。

４　结果
血清细胞因子检测，与正常组相比，模型组 ＩＦＮ－

γ、ＩＬ－２、ＴＮＦ－α显著升高（Ｐ＜００１）；与模型组相
比，各治疗组ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２、ＴＮＦ－α均显著降低（Ｐ＜
００１）；与正常组比较，模型组 ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－１０显
著降低（Ｐ＜００１）；与模型组比较，各治疗组 ＩＬ－４、ＩＬ
－５、ＩＬ－１０均明显升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。具体见
表２。

表２　补肾益髓生血法对ＡＡ大鼠血清ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２、ＴＮＦ－α、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－１０表达的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 ＩＦＮ－γ ＴＮＦ－α ＩＬ－２ ＩＬ－４ ＩＬ－５ ＩＬ－１０

正常组 ２７９８±３６８ １１８±００６ ６７６±０８２ １１８±００７ ２１８８±０５２ ４５２８±２１１
模型组 ４８５１±３６２△△ １５２±００６△△ ９１５±０３９△△ ０７６±００８△△ １７２９±０４７△△ ２５５３±１６４△△

康力龙组 ３４５３±１４１▲▲ １１８±００５▲▲ ４７７±０２５▲▲ １１７±００３▲▲ １９６１±１０１▲ ４１３６±２３７▲▲

益髓生血组 ２９０９±４１３▲▲ １１６±００７▲▲ ６０３±０５６▲▲ １２３±００２▲▲ １８８３±０５３ ３６７０±４３７▲▲

温肾生血组 ３３２８±２６４▲▲ １２１±００４▲▲ ５０３±０３９▲▲ １２０±００３▲▲ １９６３±０８２▲▲ ３９９５±１５１▲▲

滋肾生血组 ３８９５±４９０ １２７±００６▲▲ ６３０±０４９▲▲ １０７±００８▲▲ １９９５±０２９▲▲ ４０５４±２４８▲▲

Ｆ ３８３８ ４６４２ ７１４６ ９４３１ ５９０１ ７２３１

　　注：与正常组比较，△△Ｐ＜００１；与模型组比较，▲Ｐ＜００５，▲▲Ｐ＜００１；与益髓生血组比较，Ｐ＜００５。
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５　讨论
ＡＡ发病机制极为复杂，有造血干细胞损伤、骨髓

微环境异常、免疫功能异常等学说，近年来有学者认为

ＡＡ的病理机制主要是 Ｔ细胞介导的免疫异常，造成
造血干细胞大量凋亡引起造血功能损伤［２－３］。Ｔ淋巴
细胞根据膜表面抗原分为 ＣＤ３＋Ｔ淋巴细胞、ＣＤ４＋Ｔ
淋巴细胞、ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞。大量实验证明，再障患
者ＣＤ３、ＣＤ４减少，ＣＤ８细胞数量相对增多，ＣＤ４／ＣＤ８
比值降低，甚至倒置，Ｔｈ１／Ｔｈ２，Ｔｃ１／Ｔｃ２细胞比值升
高，且活化的效应细胞明显增多［４－５］；约７０％以上的
原发和继发性再障患者免疫功能异常在发病中起了重

要作用，研究再障免疫机制对 ＡＡ的研究具有重要的
理论意义和实用价值［６］。

益髓生血颗粒是根据中医的肾藏精生髓理论结合

临床实践研制出的方药，具有滋阴补肾、益髓生血、补

气健脾的功效，以补肾为主，兼以健脾养肝；在临床治

疗ＡＡ上起到了重要的作用，益髓生血颗粒中山茱萸、
何首乌为君，滋阴补肾［７］，意在补肾中真阴（真精），益

髓生精化血；熟地黄、补骨脂、炙黄芪、阿胶、党参、当归

为臣，其中熟地黄、补骨脂助君药生精化血，加强补肾

之功；补骨脂生发阳气，取景岳“善补阴者，必阳中求

阴”，炙黄芪、党参补中益气，阿胶滋阴补血，当归养

血，四药合用，益气补血；鸡血藤、鳖甲为佐药，活血化

瘀、软坚散结；砂仁为使药，以防滋腻；诸药合用，以补

肾为主，共奏滋补肝肾之阴、益气补血、活血化瘀之功。

现代医学研究证明益髓生血颗粒具有保护细胞膜增加

免疫功能作用［８］。

温肾生血方是在益髓生血颗粒的基础上加入温肾

成分淫羊藿。中药淫羊藿性辛温味甘，具有补肾阳，强

筋骨，祛风湿的功效［９］。淫羊藿及其主要成分均能促

进成骨细胞增殖，提高碱性磷酸酶活性，促进骨细胞形

成［１０］。研究表明，淫羊藿多糖确有拮抗免疫功能低下

的作用，能提高机体的细胞免疫及体液免疫功能［１１］。

临床和实验研究证明，淫羊藿多糖在治疗 ＡＡ时可调
节免疫系统，刺激骨髓造血和改善造血微环境［１２］。温

肾生血方在益髓生血颗粒的基础上加入淫羊藿，在治

疗ＡＡ时起到了加强温肾助阳的作用。
滋肾生血方是在益髓生血颗粒的基础上加入了滋

肾成分女贞子。中药女贞子是我国传统的扶正固本药

物。具有养阴气、平肝火、健腰膝、壮筋骨、滋补肝肾、

乌须发等功效。大量研究表明，女贞子具有调节免疫

系统，促进造血的功能。用酒蒸和生女贞子的水煎剂

均能提高小鼠脾、胸腺指数［１３］。研究表明，女贞子醇

提取液对 Ｔ淋巴细胞、单核巨噬细胞具有促进作用；

能消除恶性肿瘤患者抑制性 Ｔ细胞的活性，女贞子在
体内对Ｔ细胞的促进作用，是通过增强细胞表面受体
的活性来实现的［１４－１５］。同时，研究表明，女贞子醇提

物和其有效成分齐墩果酸对环磷酰胺所致的白细胞降

低有治疗作用，女贞子还可以促进造血功能和有抗血

小板的凝聚作用［１６］。滋肾生血方在益髓生血颗粒的

基础上加入女贞子，在治疗 ＡＡ时起到了加强滋补肾
阴的作用。

ＡＡ大鼠免疫功能异常，细胞因子表达异常，ＣＤ４＋

Ｔ细胞中 Ｔｈ１细胞产生的 ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２、ＴＮＦ－α负
调控升高，Ｔｈ２细胞分泌的细胞因子 ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ
－１０正调控降低，使 Ｔｈ０细胞向 Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞分化。
本实验研究表明，ＡＡ大鼠外周血中，ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２、
ＴＮＦ－α升高，ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－１０降低，经过治疗后，
ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２、ＴＮＦ－α均有降低，ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－
１０均有升高；ＡＡ存在免疫损伤及血清细胞因子的分
泌失常。补肾益髓生血法能够降低Ｔｈ１细胞分泌细胞
因子ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２、ＴＮＦ－α，增加 Ｔｈ２细胞分泌的细
胞因子ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－１０，在 Ｔｈ０细胞的分化过程
中起到重要的调节作用。说明补肾益髓生血法可能通

过调控ＡＡ免疫系统 Ｔ细胞的调节作用，起到明显的
ＡＡ血液系统调节及延缓病程进展的作用。益髓生血
颗粒通过益髓填精促进骨髓造血功能，温肾生血方在

益髓生血的基础上增加了温补肾气的作用，而滋肾生

血方在益髓生血的基础上增加了滋肾阴的作用，益髓

生血方、滋肾益髓生血方、温阳益髓生血方三者对 ＡＡ
大鼠作用明显，且滋肾益髓生血方疗效更优，说明补肾

益髓生血法可以通过调控 ＡＡ相关 ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２、
ＴＮＦ－α、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－１０，改善 ＡＡ免疫功能，延
缓ＡＡ的病程进展，其调节通路和机制，有待进一步研
究证实。
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