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摘要# 目的!考察生血宁片 "铁叶绿酸钠和叶绿素衍生物$ 对环磷酰胺致骨髓抑制性贫血小鼠的作用及其分子机制&

方法!体外实验培养正常小鼠及腹腔注射环磷酰胺小鼠的骨髓有核细胞 "DEF$% 不同剂量的生血宁片处理这些
DEF% 采用G<H生物发光法测定生血宁片对其 DEF增殖& 体内实验% 采用腹腔注射环磷酰胺复制贫血模型% 以低’

中’ 高剂量的生血宁片进行治疗% 给药后第 I’ "&’ "* 天测定外周血白细胞 "JDF$’ 红细胞 "KDF$’ 血红蛋白
"LMD$’ 红细胞压积 "LF<$ 水平% 第 "& 天收集小鼠骨髓细胞% 检测其白介素 "!"#$’ 粒细胞)巨噬细胞集落刺激因
子 "$%&’()$’ 干细胞因子 "*’)$ -KNG表达水平& 结果!体外实验显示% 生血宁片显著提高两类 DEF的增殖率
"+O&P&(% +O&P&"$( 体内实验显示% 生血宁片 (&&’ *(* -8QR8组可显著升高小鼠外周血 JDF’ KDF’ LMD’ LF<

水平 "+O&P&(% +O&P&"$% 生血宁片 (&&’ *(*’ #(& -8QR8组可显著升高骨髓细胞 !"#’ *’)-KNG表达水平 "+O
&P&(% +O&P&"$& 结论!生血宁片促进 *’)和!"# -KNG的表达% 从而缓解环磷酰胺引起的骨髓抑制&
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!!生血宁片是以铁叶绿酸钠和叶绿素衍生物为主
要活性成分% 用于治疗缺铁性贫血的五类中药新
药& 据临床报道% 本品联用重组人促红细胞生成素
"‘1,H]$ 治疗肿瘤相关贫血可获得良好的治疗效
果)")#* & 现有药理学研究表明生血宁片具有促进正
常小鼠’ 失血性贫血大鼠’ 溶血性贫血小鼠骨髓造
血的作用)*)’* % 但未见其对骨髓抑制状态下造血功
能影响的报道& 而放化疗导致的骨髓抑制是肿瘤患
者发生贫血的主要因素% 生血宁片在临床有着广泛
应用% 由此本研究为明确单用生血宁片在肿瘤相关
贫血的治疗价值% 拟采用化疗药物环磷酰胺建立骨
髓抑制性贫血模型% 观察生血宁片对骨髓抑制性贫
血的治疗作用% 并从造血干细胞相关生长因子! 白
介素)* "!"#$’ 干细胞因子 "*’)$’ 及粒细胞)巨噬
细胞集落刺激因子 "$%&’()$ -KNG表达水平初步
探讨其分子机制% 旨在为生血宁片的合理用药提供
一定科学依据与实验支撑&
HI材料
"P"!动物!dE小鼠% UHV级% 体质量 ""; e
## 8$% % e; 周龄% 雌雄各半% 由成都达硕实验动
物有限公司提供% 生产许可证号! UFfd "川$
#&"*)#’&
"P#!药品!生血宁片及生血宁片原料药 "铁叶绿
酸钠及叶绿素衍生物% 武汉联合药业有限责任公
司% 批号 #&"(&*&( $( 重组人促红素)!注射液
"‘1,H]% 上海罗氏制药有限公司分装% 批号
L&I+"Q&"$( 环磷酰胺 "江苏盛迪医药有限公司%
批号 "(&I""#($&
"P*!仪器与试剂!多功能酶标仪 "美国 E:049@0.‘
Y4B/945公司% 型号 UC496‘.E._E* $( 荧光定量
HFK仪 "美国 Ê K454.‘91 公司% 型号 FVY)*##&
]C6/:A #$( 血细胞分析仪 "迈瑞南京生物技术有
限公司% 型号 DF)#+&&$( 血细胞分析仪稀释液
"迈瑞南京生物技术有限公司% 批号 #&"(&I*&&’$(
血细胞分析仪溶血剂 "迈瑞南京生物技术有限公
司% 批号 #&"(&%*&&;$( V/9:00H.b@4H‘4-/@-单核
细胞分离液 "美国 M, 14.0619.‘4公司% 批号
"&&((I;"$( KHES"%’& 培养基 "美国 M/39:公司%

批号 ;""(*;’$( F400</64‘)M0:<E试剂盒 "美国H‘:)
-48.公司% 批号 &&&&"(*%I*$( 逆转录及 bHFK试
剂盒均购买于北京全式金生物技术有限公司( !"#’
*’)’ $%&’()’ $>F2.引物均自行设计% 于 SAB/6‘:84A
"美国$ 英潍捷基上海贸易公司合成&
JI方法
#P"!生血宁片对正常小鼠骨髓有核细胞增殖的影
响!参考文献方法)(* % 取 dE种小鼠 "& 只% 雌雄
各半% 脱颈椎处死% 分离双侧股骨% 剪去股骨一
端% 另一端插入 " -T注射器针头% 用无菌 "%’& 培
养基冲洗骨髓至股骨发白% 将收集的骨髓悬液转至
离心管% 待其自然沉降后取上清% 将细胞悬液定容
至 ’ -T% 轻轻沿离心管壁加入 * -T单核细胞分离
液% ’&& g6 离心 *& -/A% 收集交界面乳白色层骨
髓有核细胞 "DEF$ 细胞% 无血清 "%’& 培养基洗
涤 * 次% 然后加入 "%’& 培养基 "含双抗’ "&!
VDU’ "&!马血清$ 重悬% 即得小鼠 DEF悬液%
计数并按 ’ g"&( Q孔接种于 +% 孔板中% 培养体系为
";& "T( 使用YEU]溶解生血宁片原料药 "由武
汉联合药业有限责任公司提供$ 至 " 8QT% 临用前
用 "%’& 培养基稀释% 每孔加入生血宁片原料药
#& "T% 起始质量浓度 "&& "8Q-T% * 倍连续稀释
至 "P#* "8Q-T( 对照组加入 #& "T培养基% 每组
设置 * 个平行对照孔& 常规培养 ( Z% 采用G<H生
物发光法测定小鼠 DEF增殖)%* % 按 F400</64‘)
M0:<E试剂盒使用说明操作% 使用 E* 多功能酶标
仪检测荧光信号% 采用相对发光单位 "KTW$ 表
示% 通过 KTW即可计算细胞增殖率% 增殖率 h
"KTW生血宁片组)KTW对照组$ QKTW对照组 g"&& !&
#P#!生血宁片对环磷酰胺致骨髓抑制小鼠 DEF增
殖的影响!取 #& 只 dE小鼠% 雌雄各半% 腹腔注
射 "&& -8QR8环磷酰胺% 连续 * Z)I* % 为环磷酰胺
处理组( 另取 % 只小鼠腹腔注射等体积生理盐水%
为对照组% 于第 ( 天脱颈椎处死% 按 +#P", 项方
法分离与培养两种小鼠DEF% 按 ’ g"&( Q孔接种于
+% 孔板中% 培养体系为 ";& "T& 环磷酰胺处理组
小鼠DEF加入 #& "T生血宁片原料药 "按 +#P",
项方法配制$% 根据 +#P", 项测定结果调整初
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始质量 浓 度 为 %& "8Q-T% # 倍 连 续 稀 释 至
*PI( "8Q-T( 加入 #& "T培养基设为环磷酰胺处
理组( 对照组小鼠 DEF% 加入 #& "T培养基设为
对照组% 每组设置 * 个平行对照孔% 常规培养
"" Z% 使用 G<H生物发光法测定第 *’ (’ I’ +’
"" 天的DEF增殖&
#P*!生血宁片对环磷酰胺致骨髓抑制性贫血小鼠
的影响
#P*P"!分组与给药!小鼠适应性饲养 ( Z 后% 取
;’ 只 UHV级 dE小鼠% 雌雄各半% 按体质量随机
分为 % 组! 对照组% 模型组% ‘1,H]组% 生血宁片
(&&’ *(*’ #(& -8QR8剂量组% 分别相当于临床给
药等效剂量的 #’ "P’’ " 倍% 每组 "’ 只 "每组预
留 # 只% 于给药后 "& Z 收集骨髓$& ‘1,H]组颈部
皮下注射‘1,H]" &&& SWQR8% 每 # Z给药 " 次% 其
余组每天灌胃给药 " 次% 连续给药 "* Z&
#P*P#!造模与指标检测!给药第 &’ # 天% 除对照
组外其余小鼠腹腔注射环磷酰胺 "&& -8QR8% 给药
第 %’ +’ "# 天% 腹腔注射环磷酰胺 (& -8QR8% 给
药容量为 "& -TQR8( 空白组注射等体积生理盐水&
分别于给药后第 I’ "&’ "* 天% 小鼠眼底静脉丛取
血 #& "T% 使用血细胞分析仪检测各组小鼠外周血
白细胞 "JDF$’ 红细胞 "KDF$’ 血红蛋白
"LMD$’ 红细胞压积 "LF<$ 等指标& 第 "* 天给
药 " 1 后% 脱颈椎处死小鼠% 取右侧股骨% 无菌
"%’& 培养基冲洗骨髓至股骨发白% 移液器轻轻吹
打% 形成单个骨髓细胞悬液% 定容至 " -T% 使用
血细胞计数板计数&
#P*P*! bHFK测定骨髓细胞中 !"#’ *’)’ $%&’()
-KNG的表达!给药后第 "& 天% 根据 +#P*P#, 项
方法收集骨髓细胞% <‘/?:0法常规提取总 KNG% 使
用<‘.A5U9‘/C6逆转录试剂盒将总KNG逆转录成9Y)
NG% 以$>F2.为内参% 进行 bHFK检测& !"# 引物!
正向引物为 (i)MF<FFFGMGGFF<MGGF<)*i% 反向
引物为 (i)<FG<<FMFGMG<M<GMMF)*i% 产物片段
";& 3C& *’)引物! 正向引物为 (i)FMMMGG<FF<)
M<MGF<MG)*i% 反向引物为 (i)F<FMMMGFF<GG<)
M<<MG)*i% 产物片段 ’*& 3C& $%&’()引物! 正向
引物为 (i)<FF<MMMFG<<M<MM<F<)*i% 反向引物
为 (i)FF<MMMF<<FF<FG<<<<)*i% 产 物 片 段
’"( 3C& 反应条件均为! (( j% *& -/A "逆转
录$( +( j’ "& -/A% +( j% "( 5% %& j’ " -/A
"扩增$% ’& 个循环% I# j% ( -/A 最后延伸& 以
# k##F6表示实验结果% 计为与对照组进行比较后的

相对值% 对照组设为 "&
#P’!数据统计!数据用 Gl(表示% 采用 UHUU
"+P& 的:A4=.aGN]cG进行统计学分析% 以 +O
&P&( 为有统计学意义&
KI结果
*P"!生血宁片对正常小鼠DEF增殖的影响!与对
照组相比% 生血宁片原料药 **P*’ ""P"’ *PI’
"P#* "8Q-T对小鼠DEF的增殖率分别为 *#P&"!’
’"P’;!’ #%P(&!’ #"P;(!% 相对发光单位值显
著高于对照组 "+O&P&(% +O&P&"$% 表明生血宁
片原料药具有促进正常小鼠 DEF增殖的作用& 而
生血宁片原料药 "&& "8Q-T组对正常小鼠 DEF表
现出抑制作用% 提示生血宁片质量浓度太高可引起
一定的增殖抑制作用& 结果见表 "&
表 HI生血宁片对正常小鼠:><增殖的影响 $!L"% #MK&
/01NHI$%%&’(3"%)*&+,-.&+#+, /012&(3"+(*&7O"2#%&O08

(#"+"%:><#++"O4024#’&$!L"% #MK&

组别
质量浓度Q

""8--Tk"$
KTW

增殖率Q

!
对照组 # I" (’’P&& l# "I;P%& &

生血宁片原料药 "&&P&& (( (’’P&& lI #"+P+’ k##P*%

生血宁片原料药 **P*& +’ ’’(P** l( ;%+P*+!! *#P&"

生血宁片原料药 ""P"& "&" ##(P** l"% %’&P&*! ’"P’;

生血宁片原料药 *PI& +& (&’P&& l% %++P#*!! #%P(&

生血宁片原料药 "P#* ;I ";#P%I l" %*’P#;! #"P;(

!!注! 与对照组比较%!+O&P&(%!!+O&P&"

*P#!生血宁片对环磷酰胺致骨髓抑制小鼠 DEF的
影响!与对照组相比% 自第 * 天起% 环磷酰胺处理
组DEF相对发光单位值逐渐降低% 显微镜下可观
察到细胞数目明显减少& 与环磷酰胺处理组相比%
第 I’ +’ "" 天% 生 血 宁 片 原 料 药 %&’ *&’
"( "8Q-T能显著升高环磷酰胺造模后小鼠骨髓细
胞相对发光单位值 "+O&P&(% +O&P&"$% 提示生
血宁片原料药 %&’ *&’ "( "8Q-T能促进环磷酰胺
造模后小鼠骨髓细胞增殖% 结果见图 "( 显微镜下
观察结果显示% 随着培养时间延长% 环磷酰胺处理
组DEF形态逐渐发生改变% 第 I’ "" 天% 生血宁
片原料药 %& "8Q-T组% 细胞数目明显增多% 且多
为未发生形态变化的细胞% 结果见图 #&
*P*!生血宁片对环磷酰胺致骨髓抑制性贫血小鼠
的影响
*P*P"!生血宁片对骨髓抑制性贫血小鼠外周血常
规的影响!与对照组相比% 给药后第 "&’ "* 天%
模型组小鼠 JDF’ KDF’ LMD’ LF<显著降低
"+O&P&"$% 提示贫血模型建立成功( 给药第 "&
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!!

注! 与环磷酰胺处理组比较%!+O&P&(%!!+O&P&"

图 HI生血宁片对环磷酰胺致骨髓抑制小鼠 :><增殖
的影响

P#,NHI$%%&’(3"%)*&+,-.&+#+, /012&(3"+(*&7O"2#%&O8
0(#"+"%:><#+46&2"3.77O&33#Q&4#’&#+!.’&!
16 ’6’2"7*"37*04#!&

天% 与模型组相比% 生血宁片 *(*’ #(& -8QR8组
小鼠JDF数目显著升高 "+O&P&($% 给药第 "&’
"* 天% 与模型组相比% 生血宁片 (&&’ *(* -8QR8
组小鼠 LMD’ KDF’ LF<数目显著升高 "+O
&P&(% +O&P&"$% ‘1,H]组小鼠KDF’ LMD’ LF<
数目显著升高 "+O&P&"$% 提示生血宁片对环磷
酰胺致骨髓抑制性贫血小鼠外周血象具有明显改善
作用% 结果见表 #&
*P*P#!生血宁片对骨髓抑制性贫血小鼠 DEF的影
响!给药后第 "* 天% 与对照组相比% 模型组小鼠
DEF数目显著降低 "+O&P&($( 与模型组相比%
生血宁片 #(& -8QR8组 DEF数目显著升高 "+O
&P&($% 生血宁 (&&’ *(* -8QR8组 DEF数目表现
出升高趋势% 结果见表 *&

图 JI生血宁片对环磷酰胺致骨髓抑制小鼠 :><增殖
的影响 $JRR S&

P#,NJI$%%&’(3"%)*&+,-.&+#+, /012&(3"+(*&7O"2#%&O8
0(#"+"%:><#+46&2"3.77O&33#Q&4#’&#+!.’&!
16 ’6’2"7*"37*04#!&$JRR S&

表 JI生血宁片对环磷酰胺致骨髓抑制性贫血小鼠外周血常规的影响 $!L"% #MHJ&
/01NJI$%%&’(3"%)*&+,-.&+#+, /012&(3"+7&O#7*&O0212""!’&22’".+(3#+46&2"3.77O&33#Q&0+&4#’4#’&#+!.’&!16 ’6’2"8

7*"37*04#!&$!L"% #MHJ&

组别
剂量Q

"-8-R8k"$
JDFQ" g"&+-Tk"$ LMDQ"8-Tk"$

I Z "& Z "* Z I Z "& Z "* Z
空白组 # %P#I l"P;#!! IP+" l"P++!! IP%I l"P+#!! "*’P#& l%P’"! "*+P#+ l;PI"!! "*%PI( l+P((!!

模型组 # *P%I l"P## *P;" l"P** #P(+ l&P;" "#%P+* l+P"" ""IP#( l’P&+ "#&P#I l%P**
‘1,H]组 " &&& SWQR8 *P%* l&P;" ’P"+ l"PI# *P&; l&P;% "**P+" l*PI "*IP;* l(P%I!! "*’P(; l+P*#!!

生血宁片组 (&& *P(+ l"PI# (P&( l"P(% *P’# l"P&’ "#+P#" lIP(% "**P’# l;P%I!! "#;P*% l%P(*!

生血宁片组 *(* *P(# l"P*I (P%+ l"P+% *P%( l&P(+! "#*P(& l’P;+ "#%P(( l(P’*!! "#(P(% l(P+#

生血宁片组 #(& *P"’ l"P** ’PI( l#P"’ ’P&* l&P;+! "#*P"’ l’P;( "#"P’* l""P%+ "##PI& l’P%+

组别
剂量Q

"-8-R8k"$
KDFQ" g"&"#-Tk"$ LF<Q!

I Z "& Z "* Z I Z "& Z "* Z
空白组 # ;PII l&P’%!! ;P+* l&P’I!! ;P;# l&P’+!! ’’P(I l#P’*!! ’(P’% l#P%(!! ’’PI’ l#P+;!!

模型组 # ;P"’ l&P’% IP%" l&P#* IP%% l&P#( ’&PI% l#P;# *IP%I l"P+’ *;P&* l"P+;
‘1,H]组 " &&& SWQR8 ;P%* l&P(;!! ;P(& l&P(’!! ;P(" l&P(&!! ’’P+% l"P#*!! ’#P;( l*P*;!! ’%P#" l*P"*!!

生血宁片组 (&& ;P*( l&P(% ;P#I l&P(*! ;P#I l&P’%! ’#P&% l#P#’ ’#P*( l#P(*!! ’"P’I l"P%I!!

生血宁片组 *(* ;P&’ l&P#+ ;P&% l&P’&! ;P"+ l&P*I! ’&P#" l"P’( ’&P’; l"P(’!! *+P+( l"PI#

生血宁片组 #(& ;P&( l&P*; IP;( l&P;* IPI& l&P(I *+P+% l"P+# *;P;( l*P;+ *+P#" l"P’(

!!注! 与模型组比较%!+O&P&(%!!+O&P&"
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表 KI生血宁片对环磷酰胺致骨髓抑制性贫血小鼠 :><数
目的影响 $!L"% #MHJ&

/01NKI$%%&’(3"%)*&+,-.&+#+, /012&(3"+:><’".+(#+
46&2"3.77O&33#Q&0+&4#’4#’&#+!.’&!16 ’6’2"8
7*"37*04#!&$!L"% #MHJ&

组别 剂量Q"-8-R8k"$ DEFQ" g"&%--Tk"$
对照组 k "P+I l&P*(!

模型组 k "P*( l&P*#
‘1,H]组 " &&& SWQR8 "P*’ l&P’&
生血宁片组 (&& "P(" l&P#;
生血宁片组 *(* "P(" l&P#&
生血宁片组 #(& "PI# l&P’"!

!!注! 与模型组比较%!+O&P&(

*P*P*!生血宁片对贫血小鼠骨髓中 !"#’ *’)’ $%&
’()-KNG表达的影响!与对照组相比% 模型组小
鼠!"# -KNG表达显著降低 "+O&P&"$( 与模型组
相比% 给药 "& Z% 生血宁片 (&&’ *(*’ #(& -8QR8
组能升高小鼠 *’)’ !"# -KNG表达水平 "+O&P&(%
+O&P&"$% 其中生血宁片 (&&’ *(*’ #(& -8QR8组
!"# -KNG的表达水平为模型组 (’ ;’ I 倍% *’)
-KNG的表达水平约为模型组 #’ %’ * 倍% $%&’()
-KNG的表达水平约为模型组 "P#’ "P;’ "P# 倍%
结果见图 *&
TI讨论

肿瘤 相 关 性 贫 血 "9.A94‘‘40.64Z .A4-/.%
FKG$ 是恶性肿瘤常见的伴随疾病之一% 发病因
素主要包括肿瘤病理因素 "如失血’ 溶血’ 骨髓
受侵犯$ 与肿瘤治疗因素 "如化疗药物作用’ 放
射治疗等$ );* % 其中化疗药物会直接损伤骨髓造血
功能引起贫血& 文献报道% #&&+ 年对 ’*( 例肿瘤
患者观察发现化疗第 ’ 周期后% 贫血发生比例达到
%%P&!);* ( #&"# 年中国FKG调查数据显示% I +I#
例肿瘤患者中贫血发生率 %&P;*!% 而随着化疗周
期延长% 贫血发生率还将进一步提升& 由上观之%
化疗药物导致骨髓抑制是引发肿瘤相关性贫血的重
要因素&

二十世纪初% 医学界已关注到叶绿素及其衍生
物对贫血的治疗作用)+)"&* % 研究发现铁叶绿酸钠由
于其结构与血红素相近% 能以内吞的形式直接被十
二指肠及小肠上段粘膜细胞吸收% 发挥补铁作
用)""* % 近年来叶绿素衍生物叶绿酸铜钠也逐渐用
于治疗再生障碍性贫血)"#* % 此外% 研究发现叶绿
素衍生物能提高辐射小鼠骨髓造血干细胞’ 祖细胞
丰度)"** & 而生血宁片以中药蚕砂作为原料% 常温
提取叶绿素% 经皂化’ 铁代% 形成其主要成分铁叶

注! 与模型组比较%!+O&P&(%!!+O&P&"

图 KI生血宁片对环磷酰胺致贫血小鼠骨髓细胞中 $%&
’"(’ )*+’ ,’(4;D9水平的影响

P#,NKI$%%&’(3"%)*&+,-.&+#+, /012&(3"+(*&4;D9&-8
7O&33#"+3"%$%&’"(% )*+% ,’(#+0+&4#’4#’&#+8
!.’&!16 ’6’2"7*"37*04#!&

绿酸钠和叶绿素衍生物& 前期研究提示% 生血宁片
除补铁作用外% 还具有促进正常小鼠骨髓红系祖细
胞增殖的作用% 因此推测生血宁片也可能通过干预
化疗患者的骨髓造血功能进而治疗肿瘤相关贫血&
本研究在验证生血宁对正常小鼠 DEF作用的基础
上% 进一步结合体外和体内环磷酰胺致骨髓抑制性
贫血模型% 观察其对化疗药物导致骨髓抑制性贫血
的治疗作用% 结果表明生血宁片能促进骨髓抑制小
鼠骨髓有核细胞增殖% 升高外周血 JDF’ KDF’
LMD’ LF<的作用% 表明生血宁片具有促进骨髓
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抑制性贫血小鼠造血功能的作用&
UFV’ ST)*’ ME)FUV属于多谱系生长因子%

UFV能促进多能干细胞向三系髓样干细胞和淋巴干
细胞分化% ST)*’ ME)FUV能促进三系髓样干细胞
向定向祖细胞分化及定向祖细胞的进一步增殖分
化% 最终形成成熟的粒细胞’ 红细胞’ 血小
板)"’)"%* & 本研究为了确认生血宁片能否通过促进
骨髓细胞中造血干细胞增殖% 进而发挥其升高外周
血 JDF’ LMD’ KDF’ LF<的作用% 采用荧光定
量HFK对环磷酰胺致骨髓抑制性贫血小鼠的骨髓
细胞中 !"#’ *’)’ $%&’()-KNG表达水平进行了测
定% 实验结果表明% 生血宁片能促进小鼠骨髓细胞
中 *’)’ !"# -KNG的表达% 提示生血宁片可能通过
这种分子机制促进骨髓抑制小鼠骨髓中造血干细胞
向三系髓样干细胞分化% 进而分化为成熟的红细
胞’ 白细胞% 最终升高外周血白细胞’ 红细胞’ 血
红蛋白数目&

综上% 生血宁片对化疗药物环磷酰胺导致骨髓
抑制性贫血具有治疗作用% 其作用机制可能通过提
升细胞生长因子 *’)’ !"# -KNG的表达% 进而促进
造血干细胞增殖’ 分化% 从而缓解环磷酰胺引起的
骨髓抑制% 起到升高外周血细胞% 改善化疗引起的
贫血作用& 此外% 本研究只在 -KNG水平上进行
了研究% 后续还将通过流式细胞技术及形态方法学
进一步分析骨髓中造血干细胞’ 红系祖细胞’ 粒系
祖细胞相对变化% 深入研究生血宁片促进骨髓造血
功能的分子机制&
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