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血 虚 动 物 模 型 的 进 一 步 探 讨

— 溶血性贫血对大鼠血细胞化学和肝胜的

组织化学观察

北京中医学院组织胚胎教研室 贪长恩 李叔庚 杨美娟

气
、

血是中侯基础理论的一个重要组成部分
,

气

和血是人体生命活动的功力和源泉
,

它既是脏腑功能

的反应
,

又是脏腑活动的产物
,

所以说
,

气
、

血是人

体生命活动的物质塞础
。

但要阐明气 血的本质及其相

互关系
,

实验研究是不
一

可缺少的途径
,

而要进行实验

研究
,

必须先解决模拟动物模型这一重要课题
。

本实

验是在过去工作的基础 l:
`工 、 盔 , ,

继续以乙酞苯 腆 ( A P H )

造成动物体内溶血性贫血
,

观察其血象
、

血细胞化学

和肝脏组织化学改变
,

以求对血虚动物模型的进一步

探讨
,

提供实验形态学墓础
。

观 察 结 果

材料和方法

实验共用雄性大 白鼠 50 只
,

体重在 180 ~ 250 克
,

喂以普通饲料
,

自由饮水
。

实验分 6 批进行
,

每批分对照组和实验组
。

对照

组动物不加任何处理 ; 实验组动物分别于实验的第 l
、

4
、

7 天皮下注射 2% A P H 生理盐水溶液
,

第 1 次剂量

为 1 毫升 / 1 0 0 克体重
,

第 2
、

3 次剂 量减半为 0
.

5毫

升 / 1 0 0 克体重
。

每 日土午尼部取 血涂片或测定血红蛋白
、

计数红

细胞 和白细胞总数
。

川煌焦油蓝染 色
,

显示网织红细

胞
,

甲基紫染色显示 海 氏 小 体 ( H
e i

x : : b o d y )
。

用

G o m o r i 氏 c a

刃
。
法 显示 中性粒细 胞 的 碱 性 磷 酸 酶

( A L p )
,

硝酸铅法 显示酸性磷酸酶 ( A C P )
,

P a d y k u l a -

H
e lr lle

二 氏法显示三 磷酸腺 昔酸酶 ( A T P 酶 )
,
N ac h las

氏法显示珑拍酸脱氢酶 ( S D H )
,

W
a

油
s et 泣 氏法显示

葡萄糖
一 6一磷酸酶 〔G 一 6 一 P )

。

此外还在实验的第 3
、

6
、

9 天
,

快 速 断头取肝脏固定 于 F o r , , , a l i n 才夜或 C a r o o了

氏液中
,

显示一般结构
、

核糖核酸和糖原
。

以新鲜恒冷

切少}
`

G O ` n o t’ i 氏法 显示
·

、 L p
,

L l l l i e 氏法 显示 A C p
,

w
a 。 l、 s t e , n 一入 I e i s o l 氏法显示 A T p 酶

.

N a 价 l la s

氏法显

示 S D H
,
G r o f f 氏法 显

, J殆细胞色素氧化酶 (C C O )
,
G I 。 -

“ “ “ r 氏法显示单胺氧化酶 ( M A O )
。

一
、

动物的一般体征

正常大鼠神气矫健
,

行动敏捷
,

眼睛明亮
,

呈鲜

粉红色
,

鼻唇洁净潮润呈淡粉红色
,

尾圆色粉红
,

背

腰平直
,

披毛光泽而密
。

实验大鼠在注射 A P H 后第 3

天开始出现神疲乏力
,

行动迟缓
,

嗜睡
,

团缩弓腰
,

喘促心悸
,

面
、

眼
、

耳
、

尾苍白而凉
,

毛蓬竖而少光

泽
,

血暗红
,

尿黄
。

剖腹观察
,

肝
、

脾肿大
,

尤以脾

胜肿大更为显著
,

呈暗红色
。

二
、

血液学观察

注射 A P H 后
,

血红蛋白和红细胞急剧下降
,

但

网织红细胞
、

海氏小体和白细胞总数则显著增多
,

显

示出贫血性血虚状态 (见表 1 )
。

表 1 血液学实验指标的改变

测测 定 项 目目 文献记载3)))< 实验测得得 注射 A P HHH

汇汇汇常值值 正常值值 后 1~ 7 日日

血血红蛋 白 (克男 ))) 1 6
.

666 1 3
.

5~ 1 4
.

555 4~ 777

工工细胞 (万 /毫米
” ))) 8 0000 7 7 555 2 0 0~ 40 000

勺勺细胞 (千 /毫米
3 ))) 5~ 1555 4

.

5 or 5
.

555 3 0~ 3 999

网网织红细胞 ( 叮 ))) 0
。

222 4~ 555 8 5~ 9 555

海海氏小体 (% ))) 000 000 3 0~ 3 888

三
、

血细胞化学观察

以中性粒细胞为例 显 示 A L P
、

A C P
、

A T P 酶
、

S D H 和 G 一 6一 p
,

舔只动物计数 1 0 0 个细胞
。

正常和

实验动物各种酶的活性反应
,

阴性者以 O级表示
,

阳

性者 以酶的反应强度
,

按下列分级标准
,

分别以 I 级
、

11 级
、

班级表示之 (见附 图 )
。

I 级
:

酶反应物 (颗粒 ) 仅位于细胞质周边
,

活

性较弱
。

A T P 酶呈浅棕黄色
。

A C p 呈浅褐色
。

A L p 呈

淡灰黑色
。

S D H 为淡紫蓝色颗粒 ( < 10 粒 )
,

约 占胞质

的 1/ 3
。

G 一 6一尸呈浅棕色颗粒 ( < 10 粒 )
,

颗粒呈散在
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附图 示中性粒细胞各种酶活性的分布

分布
。

亚级
:
酶反应物占据胞质的大部分

,

活性较强
。

A T P酶呈棕黄色
。

A C P 呈揭色
。
人 L P 呈浅黑色

。
SD H

呈紫蓝色颗粒 ( 10 ~ 20 粒 )
,

占胞质的 i 3/ ~ 1 / 2
。

G -

6一 P 呈深棕色颗粒 ( 10 ~ 20 粒 )
,

散在分布
。

l 级
:

酶反应物几乎占据全部胞质
,

活性很强
。

A T P 酶呈深棕黄色
。

叨 P 呈深褐色
。

A L P 呈 黑色
。

s D H 呈紫蓝色颗粒 ( > 20 粒 )
。

G一 6一P 呈深棕色 ( > 20

粒 )
,

成群分布
。

中性粒细胞内各种酶的阴性率和阳性率
,

在正常

动物和实验动物中没有多大差别
,

但实验动物的阳性

亚级和 111 级较正常动物者明显升高
,

尤其是11 级酶活

性增高得更显著 (见表 2)
。

表 2 中性粒细胞各种酶活性变化

正正 常 组 (% ))) 实 验 组 (% )))

AAA L PPP A C PPP A T PPP S D HHH A .l PPP A C PPP A T PPP SD HHH

3
0曰
8

淤…
内心ZQ
甘八̀̀11勺阴 性

阳性 工级

阳性亚级

阳性 l 级

8

{
4了

·

1

}
4 5

·

“
}
“ 3

·

3

7 1 5 2
。

0 } 5 2
。

21 4
。

6

61 0
.

9

:
’

2 6 6
。

0

天
,

搪原减少 , 实验第 9天中央带肝细胞内糖原开始

恢复
。

碱性磷酸酶 ( A L P )
:

正常肝中 A L P 活性较弱
,

主要呈现于胆小管处
,

为黑色细粒条状
,

分带明显
,

周

边带强于中央带
。

枯氏细胞呈弱阳性反应 (插图 1
一
上

,

图在封三
,

下同 )
。

实验第 3 天和第 6 天
,

酶活性明显

增高 ; 第 9 天酶活性仍维持较高水平
,

周边带更为显

著
。

枯氏细胞呈强阳性 (插图 1一下 )
。

酸性磷酸酶 (OA P )
:

正常情 况下 cA P 主要分布于

胆小管及其周围
,

为棕揭色颗粒
,

连成网格状
。

枯氏细

胞呈阳性
。

实验第 3天
,

酶活性颗粒减少 , 实验第 6

天和第 9 天胆小管断断续续
,

不成网状
。

三磷酸腺普酸酶 ( A T P 酶 )
: A T P 酶主要分布于

胆小管区
,

呈棕黑色
,

连成网格状
,

周边带酶活性最

强
,

中间带次之
,

中央带最弱
。

枯氏细胞呈弱阳性 (擂

图 2一上 )
。

实验第 3 天
,

酶活性开始减弱 , 实验第 9

天
,

酶活性减弱更加明显 (插图 2一下 )
。

葡萄糖
一 6一磷酸酶 ( G

一 6一 P )
:

酶活性颗粒主要分布

于肝细胞质内
,

分布较为均匀
,

呈棕黄色的粗大颖粒
,

无分带现象 (插图 3一上 )
。

实验第 3天
,

中央带和中

间带肝细胞内酶活性减弱
,

呈淡黄色 , 实验第 9天酶

活性减弱更为明显 (插图 3一下 )
。

貌拍酸脱氢酶 ( s D H )
:

正常情况下 S D H 主要分

布于肝细胞质内
,

酶活性颗粒呈深紫蓝色
,

周边带反

应强于中央带 (插图 4一上 )
。

实验第 3 天和第 6 天
,

中

央带酶活性减弱
,

周边带酶活性变化不大 , 实验第 9

夭开始恢复 (擂图 4一下 )
。

单胺氧化酶 ( M AO )
:
M A O 也分布于肝细胞质内

,

酶活性颗粒呈深紫蓝色
,

均匀分布
,

无分带现象
。

实

验第 3 天和第 6 天
,

酶活性减弱
,

呈浅紫蓝色 , 实验

第 9 天更弱
,

呈灰蓝色
。

细胞色素氧化酶 ( C C O )
: C C O 也 分布于肝细胞

质内
,

酶活性颗粒呈深蓝色
,

均匀分布
,

无分带现象
,

实验第 3 天和第 6 天
,

酶活性减弱
,

呈淡蓝色 ; 实验

第 9 天酶活性减弱更加明显
。

6
.

1 1 2
.

2撰
四

、

肝脏组织化学观察

核糖核酸 ( R N A )
:

正常肝细胞质内 R N A 多呈颗

粒状
,

鲜红
,

有分带现象
,

中央带多于周边带
。

核为

蓝绿色
,

核仁红色
。

枯氏细胞质内含有少量丑 N A 颗

粒
。

实验第 3 天和第 6 天
,

R N A 颖粒就减少
,

肝小叶

周边带明显减少
,

常呈
“

低染色区
” 。

糖原
:

正常肝细胞质内精原呈大小不等的圆形紫

红色颗粒
,

周边带略多于中央带
。

实脸第 3天和第 6

讨 论

本实验用乙酞苯脐 ( A P H ) 造成动物体内溶血性贫

血
,

其所引起的症状
,

如神疲乏力
,

行动迟缓
,

团缩

弓腰
,

喘促心悸
,

面
、

眼
、

耳
、

尾苍白而凉等和血象的

变化
,

如血红蛋白和红细胞迅速下降
,

而 白细胞
、

网

织红细胞和海氏小体则急剧增多
,

这些均反映了动物
·

血虚证的主要特征 ( ` 、 ` ) 。 K o : l vo ( 1 9 7 5 ) (
。》 曾给大白鼠

注射 人 P H 引起贫血
,

证明此时可引起骨髓造血干细胞
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发生变化
,

使造血干细胞从骨髓向脾脏转移
,

故在代

偿期呈现血细胞增多
,

红细胞 因中毒破坏而减少
,

而

白细胞和网织红细胞则急剧增多
,

本实验结果与之相

符
。

关于海氏小体的报道
(
卜8) ,

早在 1 882 年 R i e s s
氏

发现亚氯酸钾 可使红细胞变性中毒
,

出现球状体或小

颗粒
。

H ie 。 氏 ( 1 8 9。 ) 应用脂肪族或芳香族胺引起实

验性贫血
,

产生包涵体
,

用苯脐的衍生物也同样产生贫

血的包涵体
,

称此为海氏小体
。

现已知许多药物所致

的溶血性贫血
,

或使血红蛋白变性者
,

多有海氏小体的

出现
,

所 以 海 氏 小体的出现是溶血性贫血的重要指

标
,

关于溶血与海氏小体 出现的机制
,

曾有过许多报

道
`

~
” ’ 。

C ar so 。 氏认为由于红细胞内 缺乏葡萄糖
一 6 -

磷酸脱氢酶 ( G
一 6 - F D H )

,

可影响红细胞内磷酸戊糖代

谢过程中还原型辅酶亚 (N A D p H )的形成
。

N A D P H 是

谷胧廿肤还原酶的辅酶 ( G SH )
,

后者对维持红细胞膜

的完整性具有重要作用
,

所以当贫血的红细胞内缺乏

G一 6一 P D H 时
,

使氧化型 G SH 不 易 转 变 为还原型的

G S H
,
G SH 生成就减少

,

红细胞膜的稳定性下降
,

于

是便产生溶血现象
。

关于中性粒细胞中 A L P 的报道 (二卜
2 2 ’
都证明各种

贫血
、

出血
、

外伤
、

化脓性感染
、

妊娠
、

类白血病
、

淋巴瘤以及注射肾上腺皮质激素等均可引起中性粒细

胞中 A L P 活性增高
,

并常伴有白细胞总数的增加
。

本

实验结果与之相符
。

其 酶 活 性 增高的原因
,

目前认

为与垂体一肾上腺皮质 功 能增 强 有 关
。

但 J o h n 氏

( 1 9 7 7 )( 功
’
认为 A L P 活性与中性粒细胞内第 21 对染色

体有关
,

并 证 明酶活性可由第 21 对染色体基 因所控

f后11
。

关于血细胞中 S D H 的研究报道较少
。

对酶活性反

应意见也不 统 一
。

S o u : a
氏 ( 1 9 5 9 )

` 2 生 , 、
Q u a g上10 0

氏

(1 96 0)
`幼 ,
指 出仅淋巴细胞和单核细胞呈 SD H 阳性反

应
,

中性粒细胞为 阴性
。

王声远等
`碑

、

B1) 认为在孵育液

配制适当的条件下
,

大 部 分成 熟的中性粒细胞均呈

S D H 阳性反应
,

每个细胞中有 2~ 10 个酶活性颗粒
。

木实验结果显示正常组中性粒细胞呈 SD H 阳性反应者

为 5 4
.

峨%
,

酶活性颗粒为 5~ 60 颗
。

作者认为中性粒

细胞中 SD H 阳性反应情况可能有如下三个 因素
:

①

孵育液配制适当
,

新鲜
;

② 孵育液内加适量酶活性保

护剂—
一

聚乙烯咄咯烷酮 ( .P .v )P ; ③ 与 iN t or 一B T

的质量和浓度有关
。

本实验所用 A P H 是一种强氧化剂
,

它 对 红细胞

具有缓慢的进行性氧化损伤作用
` lO

、

14)
。

而还原 型 G S H

具有抗氧化剂作用
,

保护红细胞膜上的蛋 白质及酶中

必需基团一 SH 免受氧化而失活
,

使 红 细胞保持一定

的稳定性
,

进行正常代谢
,

而 N A D P H 可使红细胞 中

已形成的高铁血红蛋白还原成血红蛋白
,

以维持其正

常功能
。

综上所述
,

A p H 可 能 是直接作用于红细胞

膜
,

并干扰了红细胞中的 G 一 6一 P D H
,

进而使 N A D P H

生成障碍
,

G SH 生成减少
,

使红细胞膜的稳定性遭到

破坏
,

高铁血红 蛋白不易被还原而堆积
、

凝集成变性

的珠蛋 白小体 (即海氏小体 )
,

促使红细胞崩溃
,

造成

溶血性贫血
。

注射 A P H 后
,

肝脏肿大
,

呈暗红色
。

镜下看到肝

小叶结构破坏
,

肝 细胞排列紊乱
,

肝血窦扩大
,

肝细

胞轻度肿胀
,

细胞质内核糖核酸和糖原明显减少
,

肝小

叶间呈现
“

低染色区
” 。

此种表现随实验天数的增加而

更加 明显
,

停注 A P H后可恢复
。

本文所观察的结果与

某些药物所引起的肝中毒的改变基本相似 (z7 ~8 0)
。

肝脏的 A L P 活性可随注射 A P H 次数 和实验天数

的延长而增强
,

这是因为在贫血
、

出血
、

外伤
、

感染

等情况下
,

肝内 A L P 合成增加
,

故酶活性增高
。

A c人

A T p 酶和 G一 6一 P 的活性则相反
,

随注射 A P H 次数的

增加 而明显下降
。

氧化还原酶一 S D H
、

M A O
、

c c o 的 活性均在注

射 A P H后呈现明显的下降
。

酶活性降低的机制可能是

因肝细胞内氧化还原酶主要存在于线粒体内
, A P H 造

成的贫血动物
,

由于缺乏氧
,

体内代谢降低
,

肝细胞内

线粒体也处于乏氧状态
,

其 氧 化 磷 酸化作用减弱
,

A T P 和磷酸肌酸减少
,

线粒体膜的通透性增强
,

其主

动转运机能失调
,

钠和氯离子及水进人线粒体内
,

引

起线粒体肿胀
,

内膜破裂
,

故酶活性降低
。

综上所述
,

可以说本实验所做的动物模型
,

虽然

不能完全代表中医的血虚证
,

但它是属于血虚证的范

畴
,

并反映了血虚证的主要特征
。

小 结

本实验共用正常大白鼠 50 只
,

体乖 180 ~ 2 5 0 克
,

皮下注射 A p H 造成实验性溶血性贫血
。

观察了血液形

态和血细胞化学以及肝胜的组织化学
。

本实验动物模

型虽然不能完全代表中医的血虚证
,

但它是属于血虚

证的范畴
,

并反映了血虚证的主要特征
。

注射 A P H 后
,

血 液 中血红蛋白和红细胞计数明

显下降
,

但 白细胞
、

网织红细胞和海氏小体却急剧增

多
。

中性粒细胞中的 A C P
、

A L P
、

A T P 酶
、

SD H 活性

反应均不同程度地高于正常
。

注射 A P H 后
,

肝小叶结构 明显破坏
,

肝细胞肿

胀
,

肝血窦扩大
,

窦内含有大量含铁血黄素
。

肝细胞
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内核糖核酸和糖原颗粒
,

随 A p H 注 射 次数的增加而

逐渐减少
。

除 A L P 活性明显增高外
,
A C P

、
A T P 酶

、

G 一 6一 P 以及 S D H
、

M A o
、
C C O 活性则随 A P H 注射次

数的增多而逐渐减弱
。

文中简略讨论 了 A p H对肝脏的毒性影响和各种酶

活性变化的机理
。
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介 绍 中 药 兜 肚 治 疗 胃 寒 痛

南通市中医院 吴 震 西

方药及用法
:

草差
、

千 姜 各 巧 克
,

甘 松
、

山

奈
、

细辛
、

肉桂
、

吴茱英
、

白芷各 10 克
,

大茵香 6 克
,

艾叶 3 0 克
。

以上共研细末
,

用柔软的棉布摺成 20 厘

米见方的兜肚形状
,

内层铺少许棉花
,

将药末均匀撒

上
,

外层加一块塑料薄膜
,

然后用线密密缝好
,

防 11二

药末堆积或漏出
,

日夜兜于 胃脱部
,

一个半月为一疗

程
。

如未痊愈
,

须更换新药续兜一个疗程
。

适应症
:
胃脱隐隐作痛

,

得食则缓
,

泛吐清水
,

胃

部有冷感
,

喜暖喜按
,

或兼有大便塘薄
,

四肢不温
,

病程较久
,

脉细
,

苔白
,

舌淡
。

中医辨证属脾胃虚寒

型者适用本方法治疗
。

病例一
:
胡 火 火 ,

女
,

34 岁
,

市计量所干部
。

患

胃下垂 6 年
,

经常纳少
,

脱腹胀满
,

大便不实
,

入秋

以后 即觉胃痛
,

井有冷感
,

得热则舒
,

时或 泛 p l
:
清

水
,

头昏肢倦
,

四股不温
,

形体消瘦
,

脉细弱
,

苔薄

白
,

舌边有齿印
,

畏服煎剂
,

嘱用中药兜肚治疗
,

一

个半月后诸恙减轻
,

食欲渐振
,

续用一个疗程
,

症状

完全消失
,

经 2 年随访
,

病未再发
。

病例二
:

顾 、 、 ,

女
,

30 岁
,

晶体管厂工人
。

胃

痛已 5
、
6 年

,

冬季发作较频
, n区口卜吞酸

,

喜热喜按
,

曾作钡餐检查
,

诊为慢性肥厚性胃炎
,

服中药可暂时

缓解
,

脉来弦细
,

舌淡苔白
,

用 中药兜肚治疗后即觉

脱部温暖舒适
,

胃痛明显减轻
,

连兜两个疗程
,

后因

其他疾病来诊
,

诉胃痛已愈
,

入冬亦未发作
。

体会
:

本方均为温中散寒
,

理气止痛之药
,

适宜

于辨证属胃寒痛患者
。

由于本病属慢性疾患
,

长期服

药诸多不便
,

用此法治疗药力经常持久
,

确能徐缓 图

功
,

深受患者乐用
。

兜肚必须紧贴胃脱部皮肤
,

衬衣穿于兜肚外面
,

以使药力直达病所
。

兜肚外层 (即靠内衣的一面 )必须

用塑料两 )J如福绝
,

以防药物气味外散而降低药效
。

兜

肚外面可做 一层薄布外罩
,

以便经常更换 洗涤
。

价乞持

;青洁
。

(吴 自强整理 )
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血细胞化学和肝脏的组织化学观察 (插图 )
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图 I 上示正常肝脏 A L P 的分 布情况
;
下示注射 A P H 后 A L P 的分布情况 ( 6 00 x ) 图 2

上示正 常肝脏 A T P 酶的分布情况
;
下示注射 A P H后 A T P 酶的分 布情况 ( 600 x ) 图 3 上示正

常肝脏 G
一 6一 P 的分布情况

;
下示注射 A P H 后 G

一 6一 P 的分布情况
;
( 600 x ) 图 4 上示正常肝脏

5 D H 的分布情况
;
下示 注射 A P H 后 5 D H 的分布情况 ( 60 0 x )


