
中医杂志 2022年 2月第 63卷第 4期 Journal of Traditional Chinese Medicine，2022，Vol. 63，No. 4

健脾益气摄血方对原发免疫性血小板减少症
模型小鼠肠道免疫的影响
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［摘要］ 目的 探讨健脾益气摄血方治疗原发免疫性血小板减少症 （ITP） 的可能效应机制。方法 30只

BALB/c小鼠随机分为正常组，模型组，强的松组和健脾益气摄血中、高剂量组，每组6只。除正常组外，其

余各组小鼠使用豚鼠抗小鼠血小板血清 （GP-APS） 注射法建立 ITP小鼠模型。造模成功后第 8天，正常组、

模型组均予 0. 1 ml/10 g生理盐水灌胃，强的松组给予浓度为 2 mg/ml强的松溶液 0. 1 ml/10 g灌胃，健脾益气

摄血组中、高剂量组分别给予健脾益气摄血方颗粒剂 4. 1、8. 2 mg/g灌胃。各组均每日 1次，共灌胃 8天。使

用免疫浊度法检测小鼠肠黏液中分泌型免疫球蛋白A（sIgA） 含量，免疫组化法检测小鼠肠系膜淋巴结淋巴

细胞P53蛋白表达，TUNEL法检测小鼠肠系膜淋巴结淋巴细胞凋亡率，流式细胞术观察小鼠肠系膜淋巴结淋

巴细胞周期的变化。结果 与正常组比较，模型组小鼠肠黏液中 sIgA含量降低，肠系膜淋巴结淋巴细胞P53
蛋白表达升高，淋巴细胞凋亡率升高 （P＜0. 01）；与模型组比较，强的松组及健脾益气摄血中、高剂量组

sIgA均升高，p53蛋白表达降低，淋巴细胞凋亡率均显著降低 （P＜0. 05或P＜0. 01）；健脾益气摄血高剂量

组 sIgA含量明显高于健脾益气摄血中剂量组和强的松组 （P＜0. 01），健脾益气摄血高剂量组和强的松组淋

巴细胞凋亡率均低于健脾益气摄血中剂量组 （P＜0. 01）；各组小鼠淋巴细胞周期分布差异均无统计学意义

（P＞0. 05）。结论 健脾益气摄血方治疗 ITP效应机制可能与调控肠黏液中 sIgA含量及肠系膜淋巴结淋巴细

胞中P53蛋白表达，降低淋巴细胞凋亡率，改善肠道免疫功能有关，且具有一定的量效关系。

［关键词］ 原发免疫性血小板减少症；健脾益气摄血方；肠道免疫；免疫球蛋白；P53蛋白；淋巴细胞；细

胞凋亡；细胞周期

原发免疫性血小板减少症 （primary immune
thrombocytopenia，ITP） 是一种原因不明的获得性

自身免疫性疾病，以无明确诱因的孤立性外周血血

小板计数减少为主要特点，是临床上最常见的出血

性疾病［1］。ITP的确切发病机制尚未明确，目前普

遍认为，其主要发病机制为血小板自身抗原免疫耐

受性丢失，导致体液和细胞免疫异常活化，共同介

导血小板破坏加速及巨核细胞产生血小板不足［2］。

基于中医理论我们认为，ITP发病与脾气亏虚、脾

不统血关系密切，以健脾益气摄血为治疗原则拟定

健脾益气摄血方。前期研究显示，健脾益气摄血方

在提高 ITP治愈率、改善出血症状、提升血小板数

值方面表现较好［3］，可能与调控 β-内啡肽、血管

活性肠肽、5-羟色胺等血液神经递质相关［4］。肠道

是人体最大的免疫器官，人体内 70%~80%免疫细

胞分布于肠道，肠相关淋巴组织是肠淋巴组织及淋

巴细胞聚集区，参与免疫应答的启动及免疫耐受的

诱导［5］，因此调控肠道免疫功能可在防治 ITP中发

挥作用。本研究从肠道免疫功能失调角度探讨健脾

益气摄血方治疗 ITP的可能效应机制，为 ITP的中

医药临床治疗提供依据。本研究经过陕西省西安医

学院动物伦理委员会批准，编号：XYLS2019069。
1 材料与方法

1. 1 动物

SPF级 BALB/c小鼠 36只，雌雄各半，体质量
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18~22 g，8周龄，购于空军军医大学实验动物中

心，实验动物许可证号：SCXK（陕） 2014-002，
在西安医学院 SPF级实验室 IVC鼠笼中饲养。豚鼠

10只，3月龄，雌性，体质量 240~260 g，购于兴

平市天瑞实验动物养殖场，实验动物许可证号：

SCXK（陕） 2012-001，普通环境饲养。

1. 2 药物

健脾益气摄血方组成：黄芪 20 g，党参 15 g，
茯苓 15 g，白术 10 g，阿胶 15 g，茜草 10 g，炙甘

草 6 g。成方颗粒剂由西安兴化药物研究所制备并

提供（批号：20140322）。强的松（上海阿拉丁生

化科技股份有限公司，规格：1 g/片，批号：28778）。

1. 3 主要试剂与仪器

完全弗氏佐剂（批号 SLBF2619V）、不完全弗

氏佐剂（批号 SLBH7317V），美国 Sigma-Aldrich公
司；PBS磷酸盐缓冲液 （批号 ZLI-9062）、山羊抗

兔工作液 （批号 SP-9001）、浓缩型 DAB试剂盒

（批号 K135925C），北京中杉金桥生物有限公司；

DAPI染色液 （北京雷根生物有限公司，批号

DA0001）；苏木素（北京百灵威科技有限公司，批

号 LM10N13）；小鼠免疫球蛋白检测试剂盒（北京

索莱宝科技有限公司，批号 SEKM-0094）；兔抗

P53多克隆抗体 （ABclonal公司，批号 A3185）；

TUNEL 试剂盒 （瑞士 Roche Group 公司，批号

11684795910）；细胞周期检测试剂盒（江苏凯基生

物技术股份有限公司，批号20200610）。

XFA6130型全自动动物血液分析仪（中国普朗

医疗集团）；TSJ-Ⅱ型全自动封闭式组织脱水机、

PHY-Ⅲ型病理组织漂烘仪（中国常州市中威电子

仪器有限公司）；BMJ-Ⅲ型包埋机（中国常州市中

威电子仪器有限公司）；Pannoramic 250型数字切

片扫描仪 （中国济南丹吉尔电子有限公司）；

TDZ4-WS型台式低速离心机 （中国长沙湘仪离心

机仪器有限公司）；BA400型数码三目摄像显微镜

（麦克奥迪实业集团有限公司）；Multiskan GO型全

波长酶标仪（美国Thermo Fisher公司）；Cytoflex型
流式细胞仪（美国Beckman公司）。

1. 4 分组与模型制备

实验前先将 18只雄性小鼠从 1到 18编号，然

后通过Excel 2016随机数函数公式产生 18个随机数

与小鼠一一对应，按从小到大排列，剔除其中排第

6、12、18的 3只小鼠。雌性小鼠以相同方法剔除，

最终得到 30只小鼠进行实验。30只小鼠尾静脉取

血，用全自动血液分析仪检测血小板数，按照血小

板计数采用区间分组法随机分组，分为正常组，模

型组，强的松组和健脾益气摄血中、高剂量组，每

组 6只，雌雄各 3只。小鼠各按血小板计数从小

到大排列，顺序分成 3个区，在每个区中，使用

Excel 2016产生随机数字，对应每组血小板计数，

将区内随机数字排序，从小到大分别标注为 1、2、
3、4、5，1号为正常组，2号为模型组，3号为强

的松组，4号为健脾益气摄血中剂量组，5号为健

脾益气摄血高剂量组。

除正常组外，其余各组小鼠使用豚鼠抗小鼠血

小板血清（GP-APS）注射法建立 ITP小鼠模型［6］，

方法如下：将剩余 6只 BALB/c小鼠麻醉取抗凝全

血，梯度离心（常温 1100 r/min离心 10 min，3000 r/
min离心 10 min，离心半径 6 cm）得到血小板，用

PBS调整浓度至 2. 5×106/ml，分别与等量完全弗氏

佐剂和不完全弗氏佐剂混匀作为抗原，于造模第 0
周注射含完全弗氏佐剂抗原于豚鼠足掌、背及腹部

皮下，共 5点，合计 1 ml；分别于造模第 1、2、4
周按上述相同部位与点数注射含不完全弗氏佐剂抗

原 1次。造模第 5周从豚鼠心脏取不抗凝全血，离

心 （常温 1000 r/min离心 10 min，离心半径 6 cm）
取上清，即得GP-APS。56 ℃水浴灭活补体，红细

胞吸附，最后用生理盐水稀释成 1∶4浓度GP-APS
备用。然后除正常组按 100 μl/20 g腹腔注射生理盐

水外，其余各组均按 100 μl/20 g剂量隔日向小鼠腹

腔内注射GP-APS，重复注射至造模结束，共注射

8次。依据病证结合模型辨识标准［6］判定造模是否

成功。

1. 5 给药方法

造模成功后第 8天，正常组、模型组小鼠予生

理盐水 0. 1 ml/10 g体积灌胃，强的松组给予浓度为

2 mg/ml强的松溶液 0. 1 ml/10 g灌胃，健脾益气摄

血中剂量组小鼠给予健脾益气摄血方颗粒剂 4. 1
mg/g（相当于体重 70 kg成人健脾益气摄血方 1剂
的药量）灌胃，健脾益气摄血方高剂量组给予成人

剂量的 2倍，即 8. 2 mg/g。各组均每日灌胃 1次，

共8天。

1. 6 观察指标与方法

1. 6. 1 免疫浊度法检测肠黏液中分泌型免疫球蛋

白A（sIgA） 含量 最后一次给药 24 h后，麻醉小

鼠后解剖取完整小肠，平铺于冰面滤纸上纵行剖

开，用PBS反复冲洗肠腔面除去杂质。用玻片轻刮

肠腔表面，滴管定量吸取刮取物0. 1 ml，加入1. 5 ml
的PBS充分混匀，反复低温离心，取上清，加反应
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试剂后用酶标仪 340 nm波长处测定其吸光度，用

吸光度表示免疫球蛋白含量。

1. 6. 2 免疫组化法检测肠系膜淋巴结淋巴细胞

P53蛋白表达 小鼠解剖后分离出肠系膜淋巴结组

织，4%多聚甲醛固定。固定组织经全自动脱水机

脱水，包埋，切片，脱蜡；PBS洗 3次后加入柠檬

酸盐缓冲液进行抗原修复，随后滴加山羊血清封闭

20 min；滴加一抗（浓度 1∶50），4 ℃过夜；滴加生

物素化二抗（浓度1∶200），37 ℃温箱静置30 min；PBS
洗涤 3次，加入DAB显色；蒸馏水冲洗，使用苏木

素轻度复染，脱水，中性树胶封片。置于显微镜下

进行图像采集，测定图像的光密度和面积，计算每

张图像的平均光密度。

1. 6. 3 TUNEL法检测肠系膜淋巴结淋巴细胞凋亡

率 将淋巴组织切片常规脱蜡至水，用柠檬酸微

波修复 8 min，然后 PBS洗 3次；暗处配制荧光

TUNEL孵育液 37 ℃孵育 1 h；PBS洗 3次后加DAPI
染核 15 min，PBS 冲洗后，甘油明胶封片，-20 ℃
保存；最后采用数字切片扫描仪进行图像采集，并

测定图像的光密度和面积，细胞凋亡率=全部图像

的光密度/面积×100%。

1. 6. 4 流式细胞术观察肠系膜淋巴结淋巴细胞周

期的变化 将淋巴结组织置于玻璃平皿中漂洗干净

后，用眼科剪剪成小块，用研磨器轻轻研磨，收集

细胞悬液用 200目细胞筛过滤，离心弃上清，用

PBS洗涤 2次，离心收集细胞沉淀备用。加入 75%
冰乙醇溶液重悬细胞，-20 ℃固定过夜。PBS洗涤，

离心弃上清，获得细胞沉淀。根据细胞周期检测试

剂盒步骤进行，使用流式细胞仪检测。

1. 7 统计学方法

采用 SPSS 20. 0统计软件处理数据，计量资料

均符合正态分布，以均数±标准差（x̄±s）表示，多

组比较采用单因素方差分析，组间两两比较用LSD
检验。以P＜0. 05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2. 1 各组小鼠肠黏液中 sIgA含量比较

表 1示，模型组小鼠肠黏液中 sIgA含量明显低

于正常组 （P＜0. 01）；强的松组和健脾益气摄血

中、高剂量组 sIgA含量较模型组均明显升高（P＜
0. 01）；健脾益气摄血高剂量组 sIgA含量明显高于

健脾益气摄血中剂量组和强的松组 （P＜0. 01）；

健脾益气摄血中剂量组与强的松组之间 sIgA含量

差异无统计学意义（P＞0. 05）。

2. 2 各组小鼠肠系膜淋巴结淋巴细胞 P53蛋白表

达比较

图 1（彩图请扫描本文二维码获取）示，阴性

细胞呈蓝色，底物呈白色，阳性细胞呈黄色或棕黄

色，P53阳性产物主要分布在细胞核、细胞质及细

胞间质。正常组阳性产物表达较少，模型组阳性产

物表达较多，强的松组和健脾益气摄血中、高剂量

组阳性产物表达均较模型组减少。表 2示，与正常

组比较，模型组肠系膜淋巴结淋巴细胞P53蛋白表

达明显升高 （P＜0. 01）；与模型组比较，强的松

组和健脾益气摄血中、高剂量组小鼠肠系膜淋巴结

淋巴细胞 P53蛋白表达明显降低 （P＜0. 05或 P＜

表1 各组小鼠肠黏液中 sIgA含量比较（吸光度值，x̄±s）
组别

正常组

模型组

强的松组

健脾益气摄血中剂量组

健脾益气摄血高剂量组

鼠数

6
6
6
6
6

sIgA含量

0. 516±0. 043
0. 243±0. 022a）
0. 346±0. 033b）
0. 325±0. 024b）
0. 419±0. 016b） c） d）

注：sIgA，分泌型免疫球蛋白A。
a） 与正常组比较，P＜0. 01；b） 与模型组比较，P＜0. 01；

c） 与强的松组比较，P＜0. 01；d） 与健脾益气摄血中剂量组比

较，P＜0. 01。

正常组

强的松组

健脾益气摄血高剂量组

模型组

健脾益气摄血中剂量组

图1 各组小鼠肠系膜淋巴结淋巴细胞P53
蛋白表达（×400）
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0. 01）；各药物干预组之间 P53蛋白表达差异均无

统计学意义（P＞0. 05）。

2. 3 各组小鼠肠系膜淋巴结淋巴细胞凋亡率比较

图 2（彩图请扫描本文二维码获取）示，凋亡

细胞核显绿光，正常细胞核显蓝光。正常组几乎未

见凋亡的细胞，模型组可见一定数量的凋亡细胞，

强的松组和健脾益气摄血中、高剂量组可见少数凋

亡细胞。表 3示，模型组小鼠肠系膜淋巴细胞凋亡

率明显高于正常组 （P＜0. 01）；与模型组比较，

强的松组和健脾益气摄血中、高剂量组淋巴细胞凋

亡率明显下降（P＜0. 05或P＜0. 01），且健脾益气

摄血高剂量组和强的松组淋巴细胞凋亡率均低于健

脾益气摄血中剂量组（P＜0. 01）；健脾益气摄血高

剂量组与强的松组差异无统计学意义（P＞0. 05）。

2. 4 各组小鼠肠系膜淋巴结淋巴细胞周期比较

表 4示，各组小鼠肠系膜淋巴结淋巴细胞的各

细胞周期比较差异均无统计学意义（P＞0. 05）。

3 讨论

ITP的发病机制与自身免疫关系密切［7］，而肠

道是人体最大的免疫器官，人体内大多数免疫细胞

分布于肠道。有研究［8］发现，ITP发病可能与幽门

螺杆菌感染有关，ITP患者联合抗感染治疗后，免

疫功能恢复，临床症状相应改善，表明胃肠道功能

可影响 ITP的发生发展。

ITP的中医病名统称为“紫癜病”。在 ITP临床

研究和实践过程中，中医药的辅助治疗或支撑治疗

显示出独特优势［9-11］。中医脾在功能上具有系统整

体性，调控着神经-内分泌-免疫生理网络，维持脾

脏的运化、统血功能正常，有利于维持机体免疫微

环境稳定［12］。我们以健脾益气摄血为治疗原则，

并拟定健脾益气摄血方。方中黄芪甘温，有补气升

阳固表之效，善治诸气虚，为君药；党参补气健

脾，白术燥湿健运，茯苓渗湿健脾，共为臣药；阿

胶补血止血，滋阴润燥，茜草祛瘀通经，凉血止

血，共为佐药；炙甘草调和诸药，为使药。诸药合

表2 各组小鼠肠系膜淋巴结淋巴细胞P53蛋白表达比较

（平均光密度值，x̄±s）
组别

正常组

模型组

强的松组

健脾益气摄血中剂量组

健脾益气摄血高剂量组

鼠数

6
6
6
6
6

P53蛋白

0. 2089±0. 0087
0. 2515±0. 0275a）
0. 2187±0. 0253b）
0. 2266±0. 0136c）
0. 2250±0. 0173c）

注：a） 与正常组比较， P＜0. 01； b） 与模型组比较， P＜

0. 01； c）与模型组比较， P＜0. 05。

正常组

强的松组

健脾益气摄血高剂量组

模型组

健脾益气摄血中剂量组

图2 各组小鼠肠系膜淋巴结淋巴细胞凋亡

显微图像（×400）

表3 各组小鼠肠系膜淋巴结淋巴细胞凋亡率比较

（%, x̄±s）
组别

正常组

模型组

强的松组

健脾益气摄血中剂量组

健脾益气摄血高剂量组

鼠数

6
6
6
6
6

细胞凋亡率

0. 67±0. 43
21. 69±5. 38a）
5. 56±2. 07b） d）

11. 52±2. 84c）
3. 64±0. 86b） d）

注：a） 与正常组比较，P＜0. 01；b） 与模型组比较， P＜

0. 01；c）与模型组比较，P＜0. 05；d）与健脾益气摄血中剂量组

比较，P＜0. 01。

表4 各组小鼠肠系膜淋巴结淋巴细胞的细胞周期变化比较

（%, x̄±s）
组别

正常组

模型组

强的松组

健脾益气摄血中剂量组

健脾益气摄血低剂量组

鼠数

6
6
6
6
6

G1期
51. 19±11. 25
52. 80±5. 46
45. 07±9. 47
45. 48±7. 73
42. 11±7. 16

G2期
28. 13±7. 56
30. 07±5. 37
35. 50±7. 74
36. 43±5. 06
36. 64±5. 89

S期
20. 69±6. 48
17. 13±8. 70
19. 44±4. 35
18. 10±5. 57
21. 26±6. 97

注：G1期，DNA合成前期；S期，DNA合成期；G2期，DNA
合成后期。
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用，共奏健脾益气摄血之功。强的松具有良好的抗

炎、免疫抑制作用，是 ITP的一线治疗用药，故选

择强的松作为阳性对照。

sIgA是构成肠道黏膜免疫的重要组成成分，是

抵御病原体及有害物质入侵，维持肠道黏膜稳态的

第一道防线［13］。有研究［14］ 发现， ITP小鼠存在

sIgA水平异常。本研究中经强的松、健脾益气摄血

方干预后 ITP小鼠 sIgA含量较模型组上升，且中剂

量的健脾益气摄血方能起到与强的松相似的效果，

而健脾益气摄血方高剂量组的疗效优于健脾益气摄

血中剂量组，提示在调节 sIgA时存在一定的量效

依赖关系。

P53蛋白是一种转录因子，主要分布于细胞核

内，可通过多种途径调节细胞的增殖周期、分化、

凋亡等［15］。在 ITP小鼠中，存在P53蛋白的异常上

调［16］。本研究中 ITP模型小鼠肠系膜淋巴结淋巴细

胞 P53蛋白表达较正常小鼠明显升高，而强的松、

健脾益气摄血方干预后，淋巴细胞P53含量明显降

低。另外，本研究发现，ITP模型小鼠肠系膜淋巴

结淋巴细胞凋亡率异常升高，强的松、健脾益气摄

血方干预后能显著降低淋巴细胞凋亡率，且健脾益

气摄血方存在明显的浓度依赖性。

细胞分裂周期可分为DNA合成前期（G1期）、

DNA合成期（S期）、DNA合成后期（G2期） 、细

胞分裂期 （M期）。正常人淋巴细胞处于 G1期为

主，S期及G2/M期细胞较少。研究表明，ITP患者

存在淋巴细胞过度增殖，以 S期、G2期细胞为

主［17］。本研究中，各组淋巴细胞周期分布无明显

差异，仅表现出一定的趋势，可能与本研究样本量

较少有关，需要进一步验证。

综上所述，健脾益气摄血方可通过升高 ITP模
型小鼠肠黏液 sIgA含量、降低肠系膜淋巴结淋巴

细胞P53蛋白含量和淋巴细胞凋亡率，从而在一定

程度上恢复 ITP小鼠肠道免疫功能，且健脾益气摄

血方对肠道免疫的调控存在量效依赖关系。但本研

究样本量较少，后续将扩大样本量进行验证；另外

本研究初步探索了健脾益气摄血方对肠道免疫的影

响，其调控机制有待进一步深入研究。
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Effect of Jianpi Yiqi Shexue Formula （健脾益气摄血方） on Intestinal Immunity in Primary Immune Throm⁃
bocytopenia Model Mice
HUANG Ziming1，HOU Li1，LANG Haiyan2，HE Hao3，WANG Chong1，NAN Mengdie1，XIE Meiwen1，
ZHANG Yayue1

1. Dongzhimen Hospital， Beijing University of Chinese Medicine， Beijing， 100700；2. Dongfang Hospital， Beijing University
of Chinese Medicine；3. Xi'an Medical University
ABSTRACT Objective To explore the possible mechanism of Jianpi Yiqi Shexue Formula（健脾益气摄血方，

JYSF）in the treatment of primary immune thrombocytopenia（ITP）. Methods Thirty BALB/c mice were randomly
divided into control group，model group，prednisone group，JYSF moderate-dose and high-dose groups，with six mice
in each group. Except for the normal group，mice were injected with guinea pig anti-mouse platelet serum（GP-APS）
to establish the ITP model. On the 8th day after successful modelling，the control group and the model group were giv‑
en 0. 1 ml/10 g of normal saline by gavage；the predinsone group was given 0. 1 ml/10 g of prednisone solution with a
2 mg/ml concentration by gavage；and the JYSF moderate-dose and high-dose groups were given 4. 1 mg/g and
8. 2 mg/g JYSF granules by gavage，respectively. All the groups were administered once daily for eight days. The con‑
tent of secretory immunoglobulin A（sIgA）in mouse intestinal mucus was detected by immunoturbidimetry；P53 pro‑
tein expression in mouse mesenteric lymph node lymphocytes was detected by immunohistochemistry；the apoptosis
rate of the mesenteric lymph node lymphocytes was detected by TUNEL；and the change of lymphocyte cycle in mesen‑
teric lymph node was detected by flow cytometry. Results Compared to the normal group，the model group signifi‑
cantly decreased the content of sIgA in intestinal mucus，increased the expression of P53 protein in mesenteric lymph
node lymphocytes，and increased the lymphocyte apoptosis rate（P＜0. 01）. Compared to the model group，the
other three groups significantly increased the sIgA content（P＜ 0. 01），as well as decreased the expression of p53
protein and the lymphocyte apoptosis rate（P＜0. 05 or P＜0. 01）. When compared among the prednisone group and
the JYSF groups，it was found that the sIgA content was highest in the JYSF high-dose group（P＜0. 01），and the
lymphocyte apoptosis rate was highest in the JYSF moderate-dose group（P＜0. 01）. There was no significant differ‑
ence among the groups in lymphocyte cycle（P＞0. 05）. Conclusion The mechanism of JYSF in the treatment of
ITP may be related to regulating the content of sIgA in the intestinal mucus and the expression of P53 protein in mesen‑
teric lymph node lymphocytes，as well as reducing the lymphocyte apoptosis rate and improving the intestinal immune
function；and there may be a certain dose-response relationship.
Keywords primary immune thrombocytopenia；Jianpi Yiqi Shexue Formula（健脾益气摄血方）；intestinal immunity；
immunoglobulin；P53 protein；lymphocytes；apoptosis；cell cycle
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