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摘要： 目的　 研究当归鸡血藤汤不同极性部位对化疗后骨髓抑制 （ＭＡＣ） 大鼠的作用机制。 方法　 利用不同极性溶

剂萃取当归鸡血藤汤浸膏， 制备其不同极性部位冻干粉。 将 ＳＤ 大鼠随机分为空白组、 模型组、 当归鸡血藤汤组

（６􀆰 ２１ ｇ ／ ｋｇ， 按生药量计）、 石油醚组 （０􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ， 按冻干粉计）、 乙酸乙酯组 （０􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ， 按冻干粉计） 和正丁醇组

（０􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ， 按冻干粉计）。 通过连续 ５ ｄ 腹腔注射 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 环磷酰胺 （ＣＴＸ） 制备 ＭＡＣ 大鼠模型， 造模同时给药，
空白组和模型组均灌胃给予 ０􀆰 ９％ ＮａＣｌ 溶液， 各给药组按相应剂量灌胃给药， 每天 １ 次， 连续 １５ ｄ。 给药结束后， 观

察各组大鼠生存状态， 测定血常规及血清中造血因子水平； ＨＥ 染色观察大鼠骨髓组织病理学变化。 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 法检测

大鼠骨髓细胞差异表达基因， 对差异基因进行 ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 通路富集分析， 筛选当归鸡血藤汤防治 ＭＡＣ 可能的

信号通路， 并对其中的核心富集基因进实验验证。 结果　 与正常组比较， 模型组和石油醚组大鼠精神状态较差， 体质

量下降； 与模型组比较， 当归鸡血藤汤组、 乙酸乙酯组、 正丁醇组大鼠精神状态改善， 体质量逐渐增加， 造血调节因

子释放增加， 骨髓损伤明显改善； 不同极性部位药效排序依次为正丁醇部位＞乙酸乙酯部位＞石油醚部位。 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ
结果显示， 模型组相较于对照组上调的基因有 ３ ２８６ 个， 下调 ３ ４７０ 个； 当归鸡血藤汤组相较于模型组上调基因有 ５０１
个， 下调 １ ９００ 个； 与空白组比较， 模型组中的 ７２７ 个差异基因经当归鸡血藤汤干预后表达趋势被逆转。 差异基因富

集分析发现， ＣＴＸ 损伤骨髓造血可能与 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路、 黏着斑、 ＭＡＰＫ 信号通路及钙信号通路有关。 当归鸡血

藤汤防治 ＭＡＣ 的差异基因主要富集于 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ、 ＦｏｘＯ 和钙信号通路； 干预 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路可能是当归鸡血藤汤

防治 ＭＡＣ 的重要机制之一， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验也验证了这点。 结论　 当归鸡血藤汤中极性较强的成分可能是其治疗

ＭＡＣ 的药效物质， 当归鸡血藤汤预防和治疗 ＭＡＣ 的机制可能与调控 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路有关。
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　 　 化疗作为肿瘤治疗的基石， 可显著提高患者的无病生

存期和总生存期。 但大部分化疗药物对机体内各种快速增

殖、 分裂的细胞具有非特异性损伤作用， 如造血干细胞 ／祖
细胞等， 进而会导致骨髓抑制的出现［１］ 。 化疗后骨髓抑制

（ｍｙｅｌｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ， ＭＡＣ） 会导致患者出

现血虚、 感染和出血［２］ ， 引起化疗药物减量、 治疗周期延

长甚至终止， 影响肿瘤患者的化疗效果及长期预后［３］ 。
中医认为， 化疗药可直伤骨髓， 髓不生精， 精无以化

血， 防治 ＭＡＣ 的基本原则是益气养血， 酌情配合活血化

瘀、 清热化湿等［４］ 。 当归鸡血藤汤源自 《中医伤科学》，
由当归、 鸡血藤、 熟地黄、 龙眼肉、 白芍、 丹参组成， 具

有补气活血、 活血化瘀、 活络止痛的功效［５］ 。 方中当归、
丹参对缓解贫血的临床作用尤为突出［６⁃７］ 。 前期药效学实验

发现， 当归鸡血藤汤水提物对乙酰苯肼联合环磷酰胺

（ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ， ＣＴＸ） 建立的血虚大鼠模型有很好的干

预作用， 可有效改善血虚大鼠状态［２，８］ 。 然而对于成分复

杂的方剂来说， 其发挥补血的药效成分及机制还不清楚。
因此， 本研究基于 ＭＡＣ 大鼠模型对当归鸡血藤汤不同极性

部位补血活性进行评价， 并利用转录组测序技术 （ＲＮＡ⁃
Ｓｅｑ） 对其作用机制进行探索。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠， 体质量 １８０～２２０ ｇ， 购自

浙江维通利华实验动物技术有限公司 ［实验动物生产许可

证号 ＳＣＸＫ （浙） ２０１９⁃０００１］。 本实验经浙江慧通测评技术

（集团） 有限公司实验动物伦理委员会批准 （批号 ＨＴＤＷ⁃
２０２３０６００３）。
１􀆰 ２　 药物　 当归鸡血藤汤由当归 １５ ｇ、 鸡血藤 １５ ｇ、 熟地黄

１５ ｇ、 白芍 ９ ｇ、 丹参 ９ ｇ、 龙眼肉 ６ ｇ 组成 （批号 ２２１１０３４６１、

３３０２
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２２１１０３３０１、 ２２０７００２０９、 ２２１０００２８９、 ２１０５００６１、 ２２１１０１７８１）， 饮

片均购自广东康美药业有限公司， 经宜兴市人民医院徐超

副主任中药师鉴定为正品。 环磷酰胺 （批号 Ｆ１３ＩＳ２０６７８６）
购自上海源叶生物科技有限公司。
１􀆰 ３　 试剂　 干扰素⁃γ （ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃γ， ＩＦＮ⁃γ）、 白细胞介素

３ （ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ３， ＩＬ⁃３）、 干细胞因子 （ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｆａｃｔｏｒ，
ＳＣＦ）、 基 质 金 属 蛋 白 酶⁃２ （ ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃２，
ＭＭＰ⁃２） 试 剂 盒 （ 批 号 ２０２３１０１５Ｒ１５４、 ２０２３１０１５Ｒ０１２、
２０２３１０１５Ｒ０９６、 ２０２３１０１５Ｒ０８５） 均购自江苏酶免实业有限

公司； ＰＩ３Ｋ 抗体 （批号 ２０５８４⁃１⁃ＡＰ） 购自武汉三鹰生物技

术有限公司； ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 抗体 （批号 ＢＳ⁃５５７０Ｒ） 购自北京博奥

森生物技术有限公司； Ａｋｔ 抗体 （批号 ＧＢ１１１１１４） 购自武

汉赛维尔生物科技有限公司； ｐ⁃Ａｋｔ 抗体 （批号 ＡＦ０８３２）
购自美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司； 石油醚、 乙酸乙酯、 正丁醇 （批号

２０２３０８０１、 ２０２２０５０４、 ２０１７０６１５） 均购自无锡市晶科化工

有限公司。
１􀆰 ４　 仪器　 ＢＸ５３ 型奥林巴斯生物显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司； ＸＮ９５００ 全自动血液分析仪购自日本 Ｓｙｓｍｅｘ 公司；
旋转蒸发仪购自日本 Ｅｙｅｌａ 公司； ＨＨ⁃４ 数显恒温水浴锅购

自常熟澳华仪器有限公司； 真空冷冻干燥机购自德国 Ｃｈｒｉｓｔ
Ｇｏｅｍａ 公司； ＪＹ６００Ｅ 型电泳仪、 垂直电泳槽购自北京君意

东方电泳设备有限公司； 成像系统购自上海勤翔科学仪器

有限公司。
２　 方法

２􀆰 １　 当归鸡血藤汤不同提取部位制备 　 根据 《中医伤科

学》 记载， 称取当归 １５ ｇ、 鸡血藤 １５ ｇ、 熟地黄 １５ ｇ、 白

芍 ９ ｇ、 丹参 ９ ｇ、 龙眼肉 ６ ｇ， 药材粉碎后加 ８ 倍体积纯净

水浸泡 １ ｈ， 加热至沸腾后再煮沸 ３０ ｍｉｎ， 倒出煎煮液， 药

渣加入 ６ 倍体积纯净水继续煮沸 ３０ ｍｉｎ， 合并 ２ 次煎液后

过滤， 旋转蒸发得到浓缩浸膏。 浸膏依次用石油醚、 乙酸

乙酯和正丁醇萃取， 合并萃取液， 经旋转蒸发挥去溶剂，
冷冻干燥得到相应的冻干粉， 使用前用纯净水将冻干粉溶

解制成溶液或混悬液。
２􀆰 ２　 动物分组、 造模及给药　 ＳＤ 大鼠适应性饲养 １ 周后，
随机分成空白组、 模型组、 当归鸡血藤汤组 （６􀆰 ２１ ｇ ／ ｋｇ，
按生药量计）、 石油醚组 （０􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ， 按冻干粉计）、 乙酸

乙酯组 （０􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ， 按冻干粉计） 和正丁醇组 （０􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ，
按冻干粉计）， 每组 ５ 只。 除正常组外， 其他各组于第 １～５
天腹腔注射 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ ＣＴＸ 溶液， 制备 ＭＡＣ 大鼠模型。 造

模的同时灌胃给药， 各给药组灌胃给予相应药物， 空白组

和模型组均灌胃给予等量 ０􀆰 ９％ ＮａＣｌ 溶液， 每天 １ 次， 连

续 １５ ｄ。
２􀆰 ３　 全自动生化分析仪检测血常规水平　 给药结束后， 大

鼠眼内眦静脉丛采血， 采用 ＥＤＴＡ⁃２Ｋ 抗凝， 全自动生化分

析仪测定外周血中红细胞 （ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ， ＲＢＣ）、 白细胞

（ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ， ＷＢＣ）、 血小板 （ｐｌａｔｅｌｅｔ， ＰＬＴ） 和血红

蛋白 （ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ， ＨＧＢ） 水平。
２􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＩＦＮ⁃γ、 ＩＬ⁃３、 ＳＣＦ 和 ＭＭＰ⁃２ 水

平　 大鼠眼内眦静脉丛采血， 全血在 ４ ℃ 下静置 ２ ｈ，
４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液， 按照试剂盒说明书步

骤操作， 检测大鼠血清 ＩＦＮ⁃γ、 ＩＬ⁃３、 ＳＣＦ 和 ＭＭＰ⁃２ 水平。
２􀆰 ５　 骨髓组织病理观察　 颈椎脱位处死大鼠， 在无菌条件

下立即切除右腓骨， 浸入固定液 （含 １００ ｍＬ 多聚甲醛和

５􀆰 ５ ｇ 乙二胺四乙酸） 中， 每周更换 １ 次固定液， ４ ℃脱钙

１５ ｄ 后， 石蜡包埋腓骨， ＨＥ 染色， 于显微镜下观察。
２􀆰 ６　 转录组学测序

２􀆰 ６􀆰 １　 转录组学分析　 正常组、 模型组、 当归鸡血藤汤组

各随机选取 ３ 个样本进行转录组学分析， 委托武汉赛维尔

生物科技有限公司进行检测。 利用 ＴＲＩｚｏｌ 裂解液提取骨髓

细胞中总 ＲＮＡ， 质检合格后应用探针法去除 ｒＲＮＡ； 再依

次通过片段化 ＲＮＡ、 链特异性合成 ｃＤＮＡ、 连接测序接头、
二链 ｃＤＮＡ 消化和 ＰＣＲ 富集等流程， 最终扩增得到 ｃＤＮＡ
文库， 应用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 平台测序。
２􀆰 ６􀆰 ２　 差异基因的筛选与富集分析 　 以 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ＞１ 和

Ｐ＜０􀆰 ０５ 为筛选条件， 将正常组、 模型组、 当归鸡血藤汤组

进行两两比较， 使用 ＤＥＳｅｑ２ 软件对组间样品的 ｍＲＮＡ 进

行差异表达基因的筛选。 使用 ＧＯ 数据库进行基因功能富

集分析， 包括生物学过程 （ＢＰ）、 分子功能 （ＭＦ） 和细胞

成分 （ＣＣ）， 并使用 ＫＥＧＧ 数据库进行通路富集分析， 以

获得关键的途径信息。
２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测骨髓细胞 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ 蛋白表达　 取

大鼠左腓骨， 用无菌 ＰＢＳ 反复将腓骨腔中内容物冲出， 在

４ ℃下 ４ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 弃上清液； 向下层沉淀物

中加入裂解液， 持续振荡裂解后， ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

８ ｍｉｎ， 收集上清液待用。 严格依据 ＢＣＡ 试剂盒说明书检测

上清液的蛋白浓度。 向上清液中加入上样缓冲液， 于

１００ ℃水浴加热变性 １０ ｍｉｎ， 自然冷却后待用。 １０ μＬ 样品

加至提前准备好得凝胶孔中进行电泳和转印； ５％ 牛血清白

蛋白室温封 ３０ ｍｉｎ； 在转印好的 ＰＤＶＦ 膜上加入相应一抗，
４ ℃孵育过夜； 隔日用 ＴＢＳＴ 清洗 ３ 次， 加入二抗在室温下

于摇床上孵育 １ ｈ； 二抗孵育结束后， ＴＢＳＴ 清洗 ３ 次， 采

用化学发光成像系统拍照； 扫描蛋白条带， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软

件计算条带的灰度值。
２􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＩＢＭ ＳＰＳＳ ２４􀆰 ０ 软件进行处理， 实

验数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析， 对

于方差不符合正态分布的数据则采用非参数检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５
为差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 当归鸡血藤汤及其不同极性部位对 ＭＡＣ 大鼠一般状

态及血常规的影响　 与正常组比较， 模型组和石油醚组大

鼠精神状态较差， 活动、 进食减少、 皮毛蓬松， 眼睛、 嘴

唇和四肢苍白， 体质量下降， 呈现血虚状态； 与模型组比

较， 当归鸡血藤汤组、 乙酸乙酯组和正丁醇组大鼠精神状

态均有改善， 体质量逐渐增加。
与正常组比较， 模型组大鼠 ＷＢＣ、 ＲＢＣ、 ＨＧＢ、 ＰＬＴ

水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明血虚大鼠模型建立成功。 与模
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型组比较， 当归鸡血藤汤组、 乙酸乙酯组和正丁醇组大鼠

ＷＢＣ、 ＲＢＣ、 ＰＬＴ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 石油醚

组大鼠 ＰＬＴ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而 ＷＢＣ、 ＲＢＣ 和 ＨＧＢ
水平无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 当归鸡血藤汤组大鼠 ＨＧＢ 水

平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 结果见表 １。 提示当归鸡血藤汤及其乙

酸乙酯部位和正丁醇部位能改善 ＭＡＣ 大鼠的一般状况、 体

质量及外周血象。

表 １　 各组大鼠外周血常规比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）
组别 白细胞 ／ （ ×１０９·Ｌ－１） 红细胞 ／ （ ×１０１２·Ｌ－１） 血红蛋白 ／ （ｇ·Ｌ－１） 血小板 ／ （ ×１０９·Ｌ－１）

空白组 ９􀆰 １０±２􀆰 ２８ ６􀆰 ２６±０􀆰 ３９ １３８􀆰 ００±６􀆰 ６０ ９７２􀆰 ６０±８５􀆰 ２７
模型组 １􀆰 ０１±０􀆰 ４２∗∗ ３􀆰 ０８±１􀆰 ２９∗∗ ７１􀆰 ４０±１８􀆰 ０６∗∗ ２９􀆰 ６０±１３􀆰 ６９∗∗

当归鸡血藤汤组 ５􀆰 ６７±０􀆰 ６９＃＃ ４􀆰 ２２±０􀆰 ６９＃＃ １０７􀆰 ４０±１１􀆰 ８９＃＃ ７６９􀆰 ００±６７􀆰 ６３５＃＃

石油醚组 １􀆰 ５０±０􀆰 ４２ ３􀆰 １６±０􀆰 ７８ ７７􀆰 ００±１８􀆰 ３７ ４６􀆰 ４０±１２􀆰 ７６＃＃

乙酸乙酯组 ３􀆰 ９７±０􀆰 ８６＃＃ ３􀆰 ７９±０􀆰 ７１ ８２􀆰 ４０±９􀆰 ３４ ３２７􀆰 ２０±１１４􀆰 ８８＃＃

正丁醇组 ６􀆰 １４±０􀆰 ８３＃＃ ４􀆰 ９２±１􀆰 ０６＃ ８４􀆰 ２０±７􀆰 ０１ ５２５􀆰 ００±１０２􀆰 ２１＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２　 当归鸡血藤汤及其不同极性部位对 ＭＡＣ 大鼠血清

ＩＦＮ⁃γ、 ＩＬ⁃３、 ＳＣＦ 和 ＭＭＰ⁃２ 水平的影响 　 与正常组比较，
模型组大鼠血清 ＩＬ⁃３、 ＳＣＦ 和 ＭＭＰ⁃２ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
ＩＦＮ⁃γ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较， 当归鸡血藤汤

组、 乙酸乙酯组和正丁醇组大鼠血清 ＩＬ⁃３、 ＳＣＦ、 ＭＭＰ⁃２ 水

平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＦＮ⁃γ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
石油醚组大鼠血清 ＩＬ⁃３ 和 ＭＭＰ⁃２ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而

ＩＦＮ⁃γ 和 ＳＣＦ 水平无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 结果见表 ２。
表 ２　 各组大鼠血清 ＩＦＮ⁃γ、 ＩＬ⁃３、 ＳＣＦ 和 ＭＭＰ⁃２水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

组别 ＩＦＮ⁃γ ／ （ｎｇ·Ｌ－１） ＩＬ⁃３ ／ （μｇ·Ｌ－１） ＳＣＦ ／ （ｎｇ·Ｌ－１） ＭＭＰ⁃２ ／ （ｐｍｏｌ·Ｌ－１）
空白组 ２ ４３７􀆰 ３３±６８􀆰 ８８ １７４􀆰 ６４±４􀆰 ６９ １８９􀆰 ４８±３􀆰 １６ ６２９􀆰 １８±１８􀆰 ９０
模型组 ３ １３７􀆰 ９１±９０􀆰 ０４∗∗ １３５􀆰 １７±６􀆰 １３∗∗ １５０􀆰 ４２±１１􀆰 ０５∗∗ ４８７􀆰 ９７±１８􀆰 ８９∗∗

当归鸡血藤汤组 ２ ６１９􀆰 ５５±７８􀆰 ００＃＃ １５０􀆰 ７８±１１􀆰 ０５＃ １６４􀆰 ４６±７􀆰 ０５＃ ５５０􀆰 ６９±３１􀆰 ９２＃＃

石油醚组 ３ ０１３􀆰 ５６±１０３􀆰 ５２ １４５􀆰 ９７±４􀆰 ９７＃ １６０􀆰 ７５±８􀆰 ２５ ５４０􀆰 ８２±２９􀆰 ９９＃

乙酸乙酯组 ２ ７００􀆰 ０８±１２６􀆰 ９８＃＃ １４５􀆰 ４２±６􀆰 ６１＃ １６３􀆰 ９５±７􀆰 ０６＃ ５６４􀆰 ９９±２４􀆰 ３３＃＃

正丁醇组 ２ ７３２􀆰 ０２±１２９􀆰 １５＃＃ １５０􀆰 ８５±４􀆰 ３４＃＃ １６４􀆰 ９０±７􀆰 ６０＃ ５５８􀆰 ２４±３８􀆰 ８１＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ３　 当归鸡血藤汤及其不同极性部位对 ＭＡＣ 大鼠骨髓病

理的影响　 如图 １ 所示， 空白组骨髓腔结构清晰， 造血组

织和血管丰富， 有核细胞充盈； 模型组和石油醚组大鼠骨

髓腔内造血相关细胞数量明显减少， 腔内见大量脂肪细胞，
纤维化明显； 当归鸡血藤汤组、 正丁醇组骨髓中有核细胞

数量明显增加， 脂肪化程度减轻。

图 １　 各组大鼠骨髓病理形态 （ＨＥ， ×２００）

３􀆰 ４　 转录组学分析

３􀆰 ４􀆰 １　 测序样本质量评估　 在所建立的测序文库中， ９ 组

样品中碱基质量超过 Ｑ２０ 的比例≥９８􀆰 ５５％ ， 超过 Ｑ３０ 的比

例≥９４􀆰 ４０％ ， 表明样品稳定良好， 测序结果可靠。
３􀆰 ４􀆰 ２　 差异基因分析　 用 ＤＥＳｅｑ２ 软件对空白组与模型组、
当归鸡血藤汤组与模型组间的基因进行差异表达分析， 以

｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ＞１ 且 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为筛选条件。 如图 ２ 所示， 与对照

组比较， 模型组中共有 ６ ７５６ 个差异性基因， 其中上调差异

性基因有 ３ ２８６ 个， 下调差异性基因有 ３ ４７０ 个； 与模型组

比较， 当归鸡血藤汤组中差异表达基因共有 ２ ４０１ 个， 其中

上调有 ５０１ 个， 下调有 １ ９００ 个。 与空白组比较， 模型组中

表现出明显变化且能被当归鸡血藤汤显著调节的基因， 被

认为是当归鸡血藤汤治疗 ＭＡＣ 的潜在靶点共 ７２７ 个。

注： Ａ 为模型组 ｖｓ 空白组， Ｂ 为当归鸡血藤汤组 ｖｓ 模型组。

图 ２　 差异表达基因分析

３􀆰 ４􀆰 ３　 差异基因富集分析　 如图 ３Ａ～ ３Ｂ 所示， 空白组与

模型组比较获取的差异基因功能富集主要在细胞周期、 细

胞粘附、 细胞连接、 激酶、 肌动蛋白结合等； 差异表达基

因主要富集的途径有磷脂酰肌醇⁃３⁃羟激酶⁃丝氨酸 ／蛋白激

酶 Ｂ （ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ⁃３⁃ｈｙｄｒｏｘｙｋｉｎａｓｅ⁃ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ， ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ） 信号通路、 黏着斑、 丝裂原活

化蛋白激酶 （ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ， ＭＡＰＫ） 信号

通路及钙信号通路等。 上述通路与化疗药物诱导的骨髓造
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血损伤密切相关， 可以防治化疗导致的骨髓抑制。
如图 ３Ｃ～３Ｄ 所示， 将当归鸡血藤汤治疗 ＭＡＣ 潜在的

７２７ 个差异基因进行富集分析， 功能富集主要集中在细胞离

子传输、 钙转运、 细胞链接、 钙调素蛋白与细胞膜等； 差

异表达基因主要富集的途径有钙离子信号通路、 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ
信号通路、 ＦｏｘＯ 信号通路与心肌细胞中的肾上腺素能信号

通路等， 说明当归鸡血藤汤可通过调控上述通路来拮抗化

疗药物导致的骨髓造血损伤。

注： Ａ 为模型组 ｖｓ 空白组的差异基因功能富集分析， Ｂ 为模型组 ｖｓ 空白组的差异基因通路富集分析， Ｃ 为当归

鸡血藤汤防治 ＭＡＣ 潜在差异基因功能富集分析， Ｄ 为当归鸡血藤汤防治 ＭＡＣ 潜在差异基因通路富集分析。

图 ３　 差异基因富集分析

３􀆰 ４􀆰 ４　 当归鸡血藤汤对骨髓细胞 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ 蛋白表达的影

响　 如图 ４ 所示， 与对照组比较， 模型组大鼠骨髓细胞

ＰＩ３Ｋ 和 Ａｋｔ 蛋白磷酸化水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 当归鸡血藤汤组、 乙酸乙酯组和正丁醇组 ＰＩ３Ｋ 和 Ａｋｔ
蛋白磷酸化水平均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ３、 图 ４。 提示当

归鸡血藤汤可能通过调节 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路相关蛋白的表

达， 恢复骨髓造血功能， 从而减缓模型大鼠症状。
表 ３　 各组大鼠骨髓细胞 ＰＩ３Ｋ 和 Ａｋｔ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ，

ｎ＝３）
组别 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ

空白组 ０􀆰 １８±０􀆰 ０４ ０􀆰 １９±０􀆰 ０８
模型组 ０􀆰 ０７±０􀆰 ０２∗∗ ０􀆰 ０５±０􀆰 ０１∗∗

乙酸乙酯组 ０􀆰 ２３±０􀆰 ０５＃＃ ０􀆰 １１±０􀆰 ０１＃＃

正丁醇组 ０􀆰 ７２±０􀆰 ２１＃＃ ０􀆰 ４８±０􀆰 ０５＃＃

当归鸡血藤汤组 １􀆰 ０７±０􀆰 １０＃＃ ０􀆰 ９０±０􀆰 ０６＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

４　 讨论

据报道， 化疗药物可使微环境中造血因子、 细胞粘附

分子和趋化因子减少； 阻断细胞的分裂周期， 破坏 “土壤”
环境， 降低骨髓造血功能［９］ 。 ＣＴＸ 化疗小鼠血清中炎性因

子水平升高而造成干细胞损伤， 如肿瘤坏死因子⁃α （ ｔｕｍｏｕｒ

图 ４　 各组大鼠骨髓细胞 ＰＩ３Ｋ 和 Ａｋｔ 蛋白印迹

图 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α， ＴＮＦ⁃α） 和 ＩＦＮ⁃γ［１０⁃１１］ 。 ＩＬ⁃３ 是一种多克

隆造血生长因子， 在调节造血系统中起着至关重要的作用，
它主要影响早期和中期造血祖细胞的增殖和分化， 且 ＩＬ⁃３
和 ＧＭ⁃ＣＳＦ 可协同促进骨髓造血［１２］ 。 ＳＣＦ 对造血干细胞的

维持和动员至关重要， 能够促进其自我更新、 增殖和分
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化［１３］ 。 ＭＭＰ⁃２ 属于明胶酶， 影响骨髓微环境中基质细胞粘

附功能， 进而影响造血干细胞的生存环境［１４］ 。 本研究发

现， ＭＡＣ 大鼠血清 ＩＬ⁃３、 ＳＣＦ 和 ＭＭＰ⁃２ 水平降低， ＩＦＮ⁃γ
水平升高； 给予当归鸡血藤汤干预可逆转上述因子水平。
由此推测， 当归鸡血藤汤可能通过调节骨髓微环境中造血

因子的释放， 促进造血功能的恢复。
　 　 通过 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 可以全面地观察和分析细胞或组织中的

基因表达， 揭示药物对信号转导途径的影响， 以及对细胞

生理功能的影响［１５］ 。 本研究通过对差异基因进行 ＫＥＧＧ 富

集分析发现， 当归鸡血藤汤可能通过干预 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通

路， 改善造血微环境的稳态， 进而促进骨髓造血功能的恢

复。 深入分析 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 结果发现， 黏着斑与 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号

通路有着某种关联性。 黏着斑是一种由整合素 （ ｉｎｔｅｇｒｉｎ，
ＩＴＧ） 组成的结构， 有助于维持细胞结构的稳定性， 调节细

胞信号传导， 促进细胞间的相互作用并参与细胞迁移、 增

殖和分化等生物学过程［１６］ 。 在黏着斑中， ＩＴＧ 能够与细胞

外基质中的特定蛋白结合， 如胶原蛋白和纤维连接蛋白，
从而帮助细胞与周围环境相互作用和粘附， 这对于细胞的

形态维持、 信号传导以及细胞间通讯都至关重要［１７⁃１８］ 。 黏

着斑激酶 （ｆｏｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｋｉｎａｓｅ， ＦＡＫ） 存在于细胞内的黏

着斑结构中， 其与 ＩＴＧ 结合可以触发一系列的信号传导级

联反应， 进而调节细胞的功能和行为［１９⁃２０］ 。 因此， 在后续

的实验中， 进一步探索 ＩＴＧ ／ ＦＡＫ 在细胞基质粘附和信号转

导中的作用， 对于改善细胞行为与微环境的相互作用、 防

治 ＭＡＣ 具有重要意义。
综上所述， 当归鸡血藤汤中极性较强的成分可以显著

恢复化疗引起的骨髓抑制， 其机制可能与调节 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信
号通路和改善造血微环境稳态有关。
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