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［摘　要］　目的　研究益髓生血颗粒治疗地中海贫血的可能作用机制。 方法　７２只小鼠随机分为正常对照组、模型对照

组、阳性对照组和益髓生血颗粒高、中、低剂量组，每组１２只。除正常对照组外，其余各组采用６０　Ｃｏ－γ射线３．５Ｇｙ全身一次性

照射，造成小鼠骨髓造血抑制模型。益髓生血颗粒高、中、低剂量组分别给予益髓生血颗粒１０．０ｇ／ｋｇ，５．０ｇ／ｋｇ，２．５ｇ／ｋｇ，灌

胃给药后２ｄ进行造模，之后再连续给药７ｄ；阳性对照组造模后皮下注射重组人粒细胞刺激因子注射液３０μｇ／ｋｇ，每天１次，

连续７ｄ；正常对照组、模型对照组给予等量蒸馏水灌胃。在造模后３、７ｄ进行骨髓造血祖细胞集落培养，计数红系集落生成单

位（ＣＦＵ－Ｅ）、红系爆式集落生成单位（ＢＦＵ－Ｅ）、混合集落生成单位（ＣＦＵ－Ｍｉｘ）、粒单系集落生成单位（ＣＦＵ－ＧＭ）、巨核系集落

生成单位（ＣＦＵ－Ｍｅｇ），造模后７ｄ进行ＣＤ３４＋细胞检测。 结果　与正常对照组比较，模型对照组于造模后３、７ｄ各集落生产

单位明显降低（Ｐ＜０．０１）。与模型对照组比较，阳性对照组和益髓生血各剂量组在３、７ｄ均促进ＣＦＵ－ＧＭ、ＣＦＵ－Ｅ增殖（Ｐ＜

０．０５或Ｐ＜０．０１）；益髓生血颗粒高、中剂量组在３ｄ时提高ＣＦＵ－Ｍｅｇ方面优于阳性对照组和益髓生血颗粒低剂量组（Ｐ＜
０．０５）；益髓生血颗粒高、中剂量组７ｄ时在提高ＣＦＵ－Ｅ方面优于阳性对照组和益髓生血颗粒低剂量组（Ｐ＜０．０５）。模型对照

组ＣＤ３４＋细胞数较正常对照组明显下降（Ｐ＜０．０１），阳性对照组和益髓生血颗粒低剂量组ＣＤ３４＋细胞数较模型对照组显著

上升（Ｐ＜０．０５）。 结论　益髓生血颗粒能促进小鼠骨髓造血祖细胞增殖，促进骨髓有效造血，并且以高、中剂量作用显著。
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　　地中海贫血（ｔｈａｌａｓｓｅｍｉａ，简称地贫）是由于基
因缺失或突变，使血红蛋白珠蛋白肽链合成障碍，引
起的一种遗传性溶血性贫血，属难治性单基因遗传
病，致死、致残率极高。我国南方是地贫的高发区，
在我国危害较大的有两种类型（即α型、β型）。

１９８９年至２００５年课题组在广西壮族自治区南宁、
百色、河池等地区，用补肾益髓法的代表方益髓生血
颗粒治疗β－地贫患者１５６例取得了肯定疗效

［１］。近
年，我们在广西壮族自治区高发区对地贫患者中医
证候调查基础上，选取同一中医证候（肝肾阴虚，精
血不足证），不同基因型的两种地贫患者，用益髓生
血颗粒进行治疗也取得了肯定的疗效［２－５］。经益髓
生血颗粒治疗３个月后患者溶血性贫血明显减轻，
临床症状的明显改善与血液指标的提高相一致［６］。
本实验观察了益髓生血颗粒对小鼠骨髓造血祖细胞

增殖功能影响，旨在探讨补肾益髓颗粒治疗地贫的
作用机制，现报告如下。

１　材料与方法

１．１　实验动物
昆明种小鼠７２只，雌性，二级，６～８周龄，体重

１８～２２ｇ，购自中国人民解放军军事医学科学院动
物中心，实验动物合格证号：ＳＣＸＫ－（军）００７－００４。

１．２　药物
益髓生血颗粒，药物组成：山萸肉１２ｇ、何首乌

８ｇ、补骨脂６ｇ，熟地黄８ｇ、黄芪６ｇ、当归６ｇ、阿胶

３ｇ、鸡血藤６ｇ、鳖甲６ｇ、党参８ｇ、砂仁２ｇ，为中国中
医科学院广安门医院大兴制剂厂生产，批号：

１００８３０，深褐色颗粒粉，每１０ｇ颗粒药粉含生药量

２３．６ｇ。重组人粒细胞刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）注射液，
北京双鹭药业股份有限公司生产，２００μｇ／瓶，国药
准字Ｓ２００３００４９。

１．３　主要试剂与仪器

ＳｙｓｍｅｘＫＸ－２１用溶血素（ＳＴＡＣＬＹＳＥＲ－ＳＹＳ－
ＷＨ　０３０３０１）、Ｆ－８２０ 清 洗 液 （ＳＴＡＣＣＬＥＡＮＥＲ－
ＳＹＳ－Ｆ　０３０１０３）、Ｆ－８２０稀释液（ＳＹＳ　０３０００１）均由山
东兰桥科技有限公司生产。ＦＩＴＣ标记的大鼠抗小
鼠ＣＤ３４抗体（ａｂ８１５８）及对照抗体购自美国Ｂｅｃｔｏｎ
Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ公司。ＲＰＭＩ　１６４０（３１８００－０２２）为 Ｇｉｂｃｏ

ＢＲＬ公司产品；胎牛血清 （１６０００－０４４）、马血清
（１６０５０－１３０）购自北京军区兽医防治中心；人红细胞
生成素（ＥＰＯ，ＧＳ－Ｅ１０７４１）、白细胞介素３（ＩＬ－３，

ＳＲＰ４１３５－１０ＵＧ，Ｓｉｇｍａ公司）、白细胞介素１１（ＩＬ－
１１，２２０－１１，ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司）、Ｌ－谷氨酰胺（Ｇ－３１２６，

Ｓｉｇｍａ公司）；羧甲基纤维素（４０３５－０１０）为 Ｗｈａｔｍａｎ
公司产品。日本东亚Ｆ８２０型血细胞分析仪，ＣＯ２
培养箱为ＴｈｅｒｍｏＦｏｒｍａ公司产品。

１．４　造模方法
参考文献［７－８］，采用６０　Ｃｏ－γ射线全身一次照

射，照射剂量为３．５Ｇｙ，剂量率为１．３１Ｇｙ／ｍｉｎ，造
成小鼠骨髓造血抑制，外周血象有形成分减少。

１．５　动物分组与给药

７２只小鼠采用随机数字表法分为正常对照组、
模型对照组、阳性对照组和益髓生血颗粒高、中、低
剂量组，每组１２只，除正常对照组外其余各组均建
立小鼠骨髓造血抑制模型。益髓生血颗粒高、中、低
剂量组给予益髓生血颗粒 １０．０ｇ／ｋｇ，５．０ｇ／ｋｇ，

２．５ｇ／ｋｇ，灌胃给药２ｄ后进行造模，后再连续给药

７ｄ。阳性对照组造模后皮下注射 Ｇ－ＣＳＦ注射液

３０μｇ／ｋｇ，每天１次，连续７ｄ。正常对照组、模型对
照组给予等量蒸馏水灌胃。

１．６　观察指标及方法

１．６．１　集落培养　①造模后３ｄ和７ｄ分别颈椎脱
臼处死小鼠，每组３只。置７５％酒精中浸泡片刻消
毒，取下小鼠股骨，用ＲＰＭＩ　１６４０培养液冲出骨髓
细胞，过４号针头制成单细胞悬液，计数细胞并算出
接种细胞悬液量，按接种有核细胞１×１０５／ｍｌ体系
计算。②配粒系培养体系（马血清２ｍｌ；Ｇ－ＣＳＦ注
射液 １００ｎｇ；细胞 １×１０５／孔；ＲＰＭＩ　１６４０ 补至

７．６ｍｌ），用恒温水浴法在３７℃条件下预热１０ｍｉｎ
后加入５％煮沸琼脂０．５ｍｌ，用５ｍｌ注射器边加边
摇快速混匀。每皿滴入上述体系１ｍｌ，放一塑料盒
中并放几个加水的平皿后，于３７℃、５％ＣＯ２ 的条件
下培养６ｄ观察计数粒单系集落生成单位（ＣＦＵ－
ＧＭ）、巨核系集落生成单位（ＣＦＵ－Ｍｅｇ），多于５０个
细胞为一个细胞集落。③配红系、混合系培养体系
（巯基乙醇０．２ｍｌ；３％Ｌ－谷氨酰胺０．０３ｍｌ；马血清
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０．７ｍｌ；ＥＰＯ　１００Ｕ；ＩＬ－３　６０ｎｇ；ＩＬ－１１　５０ｎｇ；２．７％羧
甲基纤维素０．７ｍｌ；细胞１×１０５／孔），放于振荡器
上振荡片刻，加入２４孔板中，每孔０．２ｍｌ，于３７℃、

５％ＣＯ２ 的条件下培养３ｄ观察计数红系集落生成
单位（ＣＦＵ－Ｅ），培养７ｄ观察计数红系爆式集落生
成单位（ＢＦＵ－Ｅ）、混合集落生成单位（ＣＦＵ－Ｍｉｘ），
多于５０个细胞为一个细胞集落。

１．６．２　ＣＤ３４＋细胞的检测　造模后７ｄ颈椎脱臼
处死小鼠，每组６只，用含０．２％牛血清白蛋白的

ＰＢＳ缓冲液冲出小鼠股骨骨髓细胞，取１×１０６ 个细
胞加入３０μｌ小鼠血清，反应１０ｍｉｎ，以封闭非特异
结合位点，加入 １０μｌ　ＦＩＴＣ 标记的大鼠抗小鼠

ＣＤ３４抗体，对照管加入相应的对照抗体，４℃避光
反应３０ｍｉｎ。加入２ｍｌ红细胞裂解液，作用５ｍｉｎ，
用含０．２％牛血清白蛋白和０．１％叠氮钠的ＰＢＳ缓
冲液洗细胞２次，加入终浓度为３μｇ／ｍｌ的ＰＩ染
液，上机检测细胞数目。

１．７　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１６．０统计软件进行统计分析，计量

数据用均值±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，采用ｔ检验。

２　结果

２．１　各组小鼠造模３ｄ后造血祖细胞集落数目的
比较
表１示，与正常对照组比较，模型对照组造血祖

细胞各集落数目比较均明显降低（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜

０．０１），提示模型对照组小鼠骨髓损伤明显，骨髓造
血祖细胞增殖低下。与模型对照组比较，阳性对照
组可显著提高 ＣＦＵ－ＧＭ、ＣＦＵ－Ｅ、ＢＦＵ－Ｅ（Ｐ＜
０．０１），益髓生血颗粒高、中剂量组可显著提高

ＣＦＵ－ＧＭ、ＣＦＵ－Ｍｅｇ、ＣＦＵ－Ｅ、ＣＦＵ－Ｍｉｘ （Ｐ ＜
０．０１），益髓生血颗粒低剂量组仅能提高ＣＦＵ－ＧＭ、

ＣＦＵ－Ｅ（Ｐ＜０．０１）。益髓生血颗粒高剂量组在提高

ＣＦＵ－ＧＭ、ＣＦＵ－Ｍｅｇ方面优于阳性对照组和益髓
生血颗粒低剂量组（Ｐ＜０．０５），益髓生血颗粒中剂
量组在提高ＣＦＵ－Ｍｅｇ方面亦优于阳性对照组和益
髓生血颗粒低剂量组（Ｐ＜０．０５），提示益髓生血颗
粒高、中剂量组较低剂量组提高小鼠骨髓造血祖细
胞增殖作用明显。

２．２　各组小鼠造模７ｄ后造血祖细胞集落数目的
比较
表２示，与正常对照组比较，模型对照组造血祖

细胞各集落数目比较均明显降低（Ｐ＜０．０１）。与模
型对照组比较，阳性对照组可显著提高ＣＦＵ－ＧＭ、

ＣＦＵ－Ｅ（Ｐ＜０．０１），益髓生血颗粒高剂量组可显著
提高 ＣＦＵ－ＧＭ、ＣＦＵ－Ｅ、ＢＦＵ－Ｅ（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜
０．０１），益髓生血颗粒中剂量组可显著提高各集落数
目（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），益髓生血颗粒低剂量组
仅能提高ＣＦＵ－ＧＭ（Ｐ＜０．０１）。益髓生血颗粒高、
中剂量组在提高ＣＦＵ－ＧＭ 方面优于阳性对照组和
益髓生血颗粒低剂量组（Ｐ＜０．０５），益髓生血颗粒

表１　各组小鼠造模３ｄ后造血祖细胞集落数目的比较（个，珚ｘ±ｓ）

　　组别 鼠数 ＣＦＵ－ＧＭ　 ＣＦＵ－Ｍｅｇ　 ＣＦＵ－Ｅ　 ＢＦＵ－Ｅ　 ＣＦＵ－Ｍｉｘ

正常对照组 ３　 １１６．５±８．４　 １２．３±４．０　 １１３．０±１２．７　 ３３．３±１．７　 １２．０±３．４
模型对照组 ３　 １０．３±１．７＊＊ ６．８±０．５＊ ５９．０±３．６＊＊ ７．８±１．７＊＊ １．０±０．８＊＊

阳性对照组 ３　 ４８．８±６．４＊＊△ ６．３±１．３＊ ９４．０±１２．８△ ５．３±０．５＊＊△ １．３±０．５＊＊

益髓生血颗粒高剂量组 ３　 ７０．０±４．７＊＊△▲＃ １０．３±１．７△▲＃ １２３．０±１４．９△ １０．０±１．６＊＊ ３．３±１．５＊＊△

益髓生血颗粒中剂量组 ３　 ５６．３±５．０＊＊△ １１．８±２．６△▲＃ １１５．８±１８．３△ ８．８±１．５＊＊ ３．３±１．５＊＊△

益髓生血颗粒低剂量组 ３　 ２１．５±３．１＊＊△ ５．３±１．５＊ １１４．３±１０．７△ ６．５±１．３＊＊ ２．３±１．３＊＊

　　注：与正常对照组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与模型对照组比较，△Ｐ＜０．０１；与阳性对照组比较，▲Ｐ＜０．０５；与益髓生血颗粒低剂

量组比较，＃Ｐ＜０．０５

表２　各组小鼠造模７ｄ后造血祖细胞集落数目的比较（个，珚ｘ±ｓ）

　　组别 鼠数 ＣＦＵ－ＧＭ　 ＣＦＵ－Ｍｅｇ　 ＣＦＵ－Ｅ　 ＢＦＵ－Ｅ　 ＣＦＵ－Ｍｉｘ

正常对照组 ３　 １３４．０±２１．４　 １２．０±０．８　 １２３．５±１９．７　 ４７．８±５．４　 ９．３±１．３
模型对照组 ３　 １２．３±３．３＊＊ ２．８±１．５＊＊ ３７．８±５．７＊＊ ７．０±２．９＊＊ １．８±１．０＊＊

阳性对照组 ３　 ５５．０±４．２＊＊△△ ３．３±１．０＊＊ １１６．０±１４．９△△ １３．５±３．１＊＊ １．８±０．５＊＊

益髓生血颗粒高剂量组 ３　 ６４．３±６．２＊＊△△▲＃ ３．３±１．５＊＊ ７０．５±７．０＊＊△△▲＃ １８．３±６．６＊＊△＃ ２．０±０．８＊＊

益髓生血颗粒中剂量组 ３　 ６９．８±４．８＊＊△△▲＃ ７．３±３．０＊△＃ ８２．０±１２．１＊＊△△▲＃ １９．０±５．０＊＊△＃ ３．８±１．３＊＊△

益髓生血颗粒低剂量组 ３　 ２０．５±２．１＊＊△△ ２．０±０．８＊＊ ３５．３±９．６▲▲ ８．５±１．７　 １．０±０．８＊＊

　　注：与正常对照组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与模型对照组比较，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１；与阳性对照组比较，▲Ｐ＜０．０５，

▲▲Ｐ＜０．０１；与益髓生血颗粒低剂量组比较，＃Ｐ＜０．０５
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高、中、低剂量组在提高ＣＦＵ－Ｅ方面亦低于阳性对
照组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），益髓生血颗粒高、中剂
量组在提高ＣＦＵ－Ｅ、ＢＦＵ－Ｅ方面优于益髓生血颗
粒低剂量组（Ｐ＜０．０５）。

２．３　各组小鼠造模７ｄ后骨髓ＣＤ３４＋细胞比较
表３示，与正常对照组比较，各治疗组和模型对

照组小鼠ＣＤ３４＋细胞数明显下降（Ｐ＜０．０１）；阳性
对照组和益髓生血颗粒低剂量组ＣＤ３４＋细胞数较
模型对照组显著上升（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），益髓
生血颗粒高、中剂量组ＣＤ３４＋细胞数与模型对照组
比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表３　各组小鼠造模７ｄ后骨髓ＣＤ３４＋细胞比较（个，珚ｘ±ｓ）

　　组别 鼠数 ＣＤ３４＋

正常对照组 ６　 ３．０２±０．７８
模型对照组 ６　 ０．４０±０．１３＊

阳性对照组 ６　 ０．７２±０．２３＊△△

益髓生血颗粒高剂量组 ６　 ０．５６±０．３３＊

益髓生血颗粒中剂量组 ６　 ０．５３±０．０６＊

益髓生血颗粒低剂量组 ６　 ０．６４±０．１９＊△

　　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

３　讨论
《黄帝内经》云：“精不足者，补之以味。”益髓生

血颗粒组方是根据中医肾藏精生髓、髓生血和精血
同源的理论，在临床实践基础上形成的治疗地贫的
有效方剂，以滋肾养阴、益精生血、健脾补气、消痞退
黄为治疗原则，方中山萸肉、何首乌为君，配合熟地
黄、补骨脂、黄芪、鳖甲等药共奏补肾填精、益气生血
之功。意在填补肾中真阴，使真阴得养，髓海充盈，血
有生源［９－１０］。其临床疗效特点之一，是能明显缓解地
贫患者全身症状，提高血红蛋白，服药后患者食欲增
加，整体效应提高，临床症状的明显改善与血液参数
的提高相一致［１１］。以往研究表明，中药治疗地贫不
能改变患者的基因突变型，但可促进γ－珠蛋白基因表
达，影响珠蛋白链比，可促进有效红细胞生成［１２］。
本实验结果表明，益髓生血颗粒对辐射损伤致

小鼠肾虚髓损有明显的治疗作用，益髓生血颗粒各
剂量组均能不同程度促进照射小鼠骨髓造血祖细胞

各细胞集落增殖，其中高、中剂量组对小鼠骨髓造血
祖细胞作用显著。已有研究证明，骨髓是辐射损伤
的敏感组织，ＣＤ３４＋细胞代表了骨髓中的造血干祖
细胞，在一定程度上反映了骨髓的造血状况［１３］，本
实验结果显示，经灌服益髓生血颗粒后，与模型对照
组比，益髓生血颗粒低剂量组能明显升高小鼠骨髓

中ＣＤ３４＋细胞数（Ｐ＜０．０５）。
综上所述，补肾益髓颗粒可提高小鼠骨髓造血

干／祖细胞增殖功能，激活内源性干／祖细胞，促进骨
髓有效造血，为阐释益髓生血颗粒临床治疗地贫提
供了实验依据。
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更正

本刊２０１３年第１７期第１４８８页左栏倒数第１４行“政治

准绳”应为“证治准绳”，特此更正，并向读者致歉。
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