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摘要： 目的　 研究地榆水煎液对辐照 （Ｘ 射线） 所致血小板减少症的治疗作用。 方法　 采用 ４ Ｇｙ Ｘ 射线全身照射小

鼠。 除正常组小鼠外， 所有辐照小鼠分为模型组， 地榆水煎液低、 中、 高剂量组， ｒｈＴＰＯ 组。 给药期间， 检测小鼠外

周血血小板计数及骨髓单核细胞计数， ＨＥ 染色观察小鼠骨髓病理改变， 免疫组化法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测小鼠骨髓细

胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达。 结果　 与模型组比较， 地榆水煎液能对抗 Ｘ 射线诱导小鼠血小板降低， 提高骨髓单核细胞

水平， 改善骨髓损伤， 降低骨髓细胞 Ｂａｘ 蛋白表达， 并增加 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达。 结论　 地榆水煎液可促进辐照小鼠血小

板恢复， 其作用机制可能与抑制骨髓细胞凋亡， 发挥骨髓保护作用有关。
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　 　 近年来， 癌症的发生率持续上涨， 放射治疗 （即放

疗） 作为癌症的一种常规治疗方法， 在杀死癌细胞的同

时， 也不可避免地损伤正常细胞［１］ 。 骨髓作为造血的主要

部位， 对电离辐射极为敏感［２⁃３］ ， 剂量大于 １ Ｇｙ 的 Ｘ 射线

即可诱导骨髓细胞损伤［４］ 。 因此， 骨髓抑制被认为是癌症

患者接受放疗时常见不良反应之一［５］ 。 严重的骨髓抑制可

导致患者外周血细胞水平降低， 进而出现贫血、 失血、 感

染等症状［６］ 。 其中， 血小板减少症即为癌症放疗患者预后

不良的一个重要因素［７⁃８］ 。
目前， 药物治疗仍然是血小板减少症的首选治疗方法，

一线治疗药物包括糖皮质激素［９］ 、 人免疫球蛋白［１０］ 、 利妥

昔单抗［１１］ 、 重组人血小板生成素［１２］ 等。 这些药物在临床

应用中显示出一定的疗效， 短期内能有效控制病情， 但用

药时间长、 停药复发、 不良反应显著、 药物耐受、 价格昂

贵等问题始终困扰临床［１３］ 。 鉴于此， 寻找长效、 低毒、 价

廉的促血小板生成药物依然是重要的研究方向。
中药具有应用时间长、 疗效肯定、 不良作用少、 相对

低廉的特点， 为本病的临床治疗与基础研究提供新的思

路［１４⁃１５］ 。 地榆具有凉血止血、 解毒敛疮之功效， 广泛用于

治疗烧烫伤、 出血、 腹泻、 十二指肠溃疡、 慢性肠道感染

等病症［１６］ ， 基于地榆 “止血” 的传统认识， 本研究评价地

榆水煎液对辐照所致血小板减少症的治疗效应， 并初步探

讨其作用机制。

１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级昆明小鼠， 雌雄各半， 体质量 １８～２２ ｇ，
购自辽宁长生生物技术股份有限公司， 实验动物生产许可

证号 ＳＣＸＫ （辽） ２０１５⁃０００１。 动物饲养于西南医科大学实

验动物中心， 实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （川） ２０１８⁃
２１３， 温度 ２５～ ２６ ℃， 相对湿度 ４５％ ～ ７０％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 明

暗交替， 自由饮水进食。 所有动物实验过程均经西南医科

大学伦理委员会批准 （伦理号 ２０１７０３４１）。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 地榆饮片购自成都仁济宏药业有限公

司， 批号 １９０７０１， 经西南医科大学药学院税丕先教授鉴定

为蔷薇科植物地榆 Ｓａｎｇｕｉｓｏｒｂａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｌ． 的干燥根。 重组

人血小板生成素 （ ｒｈＴＰＯ） 注射液 （沈阳三生制药有限责

任公司， 批号 ２０２００８０４８）； 血细胞分析仪试剂配套 ［上海

希森美康医用电子 （上海） 有限公司， 批号 Ｇ００００６］；
Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 抗体 （美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司， 批号 ０００９３６９２、
１０００５０１７）； β⁃ａｃｔｉｎ 抗体、 小鼠抗兔 ＩｇＧ 单抗 （美国 ＣＳＴ
公司）； ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶制备试剂盒 （上海雅酶生物医药科

技有限公司， 批号 ０３５５３３００）； 蛋白浓度快速测定液 （美
国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司， 批号 ６４３４３６０８）； ＥＣＬ 电化学发光试剂盒

（南京诺唯赞生物科技股份有限公司， 批号 ７Ｅ４１２Ｅ０）； ＨＥ
染液套装、 组化试剂盒 （武汉赛维尔生物科技有限公司，
批号 ＣＲ２１０７０４３、 ＣＲ２１０８０８７）。
１􀆰 ３　 仪器　 ＸＴ⁃１８００ｉ 型全自动血液分析仪 ［希森美康医用
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电子 （上海） 有限公司］； Ｐｏｗｅｒｐａｃ ＨＣ 型电泳及转膜仪、
ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ 型凝胶成像仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； ＳＨＺ⁃Ｄ
（Ⅲ） 型循环水真空泵 （浙江黄岩求精真空泵厂）； ＥＹＥＬ４
型旋转蒸发仪 （上海爱郎仪器有限公司）； Ｎｉｋｏｎ Ｅｃｌｉｐｓｅ
Ｅ１００ 型正置光学显微镜 （日本尼康公司）； ＪＪ⁃１２Ｊ 型脱水

机、 ＪＢ⁃Ｐ５ 型包埋机 （武汉俊杰电子有限公司）； ＲＭ２０１６
型病理切片机 （上海徕卡仪器有限公司）； ＫＦ⁃ＰＲＯ⁃００２ 型

数字病理切片扫描仪 （宁波江丰生物信息技术有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 地榆水煎液制备 　 取地榆饮片 １２０ ｇ， 加 ８ 倍量水浸

泡 ３０ ｍｉｎ， 煮沸 ４０ ｍｉｎ， 过滤， 滤渣加水复煎 ２ 次， 分别

煎 ２５、 １５ ｍｉｎ， 合并 ３ 次滤液， 旋转蒸发浓缩至 １５０ ｍＬ，
得地榆水煎液 （生药量 ０􀆰 ８ ｇ ／ ｍＬ）， 分装于 ２ ｍＬ ＥＰ 管中，
置于－８０ ℃冰箱中保存备用。
２􀆰 ２　 动物建模、 分组与给药 　 ４８ 只昆明小鼠随机分为 ２
组， 正常组 ８ 只， 造模组 ４０ 只， 造模组小鼠给予 Ｘ 射线单

４ Ｇｙ 全身照射。 辐照后依据小鼠外周血血小板计数将辐照

小鼠随机分为模型组 （灌胃给予等体积生理盐水）， 地榆

水煎液低、 中、 高剂量组 （灌胃给予地榆水煎液 ０􀆰 ２５、
０􀆰 ５、 １ ｇ ／ ｋｇ）， ｒｈＴＰＯ 组 （腹腔注射 ｒｈＴＰＯ 注射液 ３ ０００
Ｕ ／ ｋｇ）， 每组 ８ 只， 各组小鼠分别给予对应的药物或生理

盐水， 每天 １ 次， 连续 １１ ｄ。
２􀆰 ３　 外周血血小板检测 　 给药第 ４、 ７、 １１ 天眼底静脉丛

采血 ４０ μＬ， 用 １６０ μＬ 血细胞稀释液稀释并混匀， ２ ｈ 内通

过全自动血细胞分析仪检测外周血血小板计数。
２􀆰 ４　 骨髓单核细胞计数及脏器指数检测 　 给药第 １１ 天，
小鼠脱颈椎处死。 剥离小鼠双侧股骨， 用 ２ ｍＬ 生理盐水冲

洗股骨内部至发白， 冲出的骨髓液经 ２００ 目尼龙网过滤，
即得小鼠骨髓单核细胞悬液。 通过全自动血细胞分析仪测

定小鼠骨髓单核细胞数目， 剥离小鼠肝脏、 脾脏、 肾脏，
称定质量并计算脏器指数。
２􀆰 ５　 骨髓病理形态观察 　 参考文献 ［１７］ 报道， 剥离小

鼠双侧股骨， 用 １０％ 中性福尔马林固定液固定后， 依次脱

钙、 脱水浸蜡、 包埋并切片， 切片厚度为 ４ μｍ。 切片经脱

蜡、 苏木精染色、 伊红染色、 脱水封片后在光学显微镜

（×２００） 下采集图像， 并分析巨核细胞计数差异 （图中黄

色箭头指示巨核细胞）。
２􀆰 ６　 免疫组化染色检测小鼠骨髓细胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表

　 　 　 　 　 　

达　 取 “２􀆰 ５” 项下切片， 经脱蜡脱水、 抗原修复、 阻断

内源性过氧化物酶、 血清封闭、 一抗 ４ ℃孵育过夜、 二抗

室温孵育 ５０ ｍｉｎ、 ＤＡＢ 显色、 复染细胞核、 脱水封片后，
在光学显微镜 （×２００） 下采集图像。 图中棕黄色区域显示

阳性表达。 运用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析阳性总面积。
２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测骨髓细胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达 　
取 “２􀆰 ４” 项下小鼠骨髓细胞悬液， 提取总蛋白。 经制胶、
上样 （３０ μｇ）、 电泳、 湿法转膜、 ５％ 脱脂奶粉封闭、 一抗

４ ℃孵育过夜、 二抗室温孵育 １ ｈ 后， 加入 ＥＣＬ 发光液显

影并获取图像。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算灰

度值。
２􀆰 ８　 统计学分析　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０􀆰 １ 软件进行数

据分析并作图， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 若各组样本数据符合

正态分布及方差齐性， 则多组间比较采用单因素方差分析

或双因素方差分析； 独立的 ２ 组数据之间比较采用独立样

本 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 地榆水煎液对辐照小鼠一般情况的影响　 与正常组比

较， 模型组小鼠接受辐照后表现为活动和进食量减少， 体

质量减轻 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 脱毛； 与模型组比较， 地榆水煎液

各剂量组小鼠一般情况有所改善， 表现为活动与进食增加，
体质量恢复 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １。

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组小鼠体质量 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

３􀆰 ２　 地榆水煎液对辐照小鼠脾脏、 肝脏、 肾脏指数的影

响　 与正常组比较， 模型组小鼠肝脏指数升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
脾脏指数降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 肾脏指数无明显变化 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 地榆水煎液各剂量组与 ｒｈＴＰＯ 组

小鼠脾脏和肝脏指数均有恢复的趋势， 但差异无统计学意

义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见表 １。

表 １　 地榆水煎液对辐照小鼠脾脏、 肝脏、 肾脏指数的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别
脏器指数 ／ （ｍｇ·ｇ－１）

脾脏指数 肝脏指数 肾脏指数

正常组 ３􀆰 ５５±０􀆰 ４９ ４２􀆰 ５１±１􀆰 ８３ １３􀆰 １０±１􀆰 ２６
模型组 ２􀆰 ７６±０􀆰 ４６＃＃ ４７􀆰 １１±１􀆰 ７５＃＃ １４􀆰 ３０±１􀆰 ０１

地榆水煎液低剂量组 ３􀆰 ０２±０􀆰 ２３ ４６􀆰 ７２±２􀆰 ５３ １３􀆰 ９０±０􀆰 ７３
地榆水煎液中剂量组 ３􀆰 １６±０􀆰 ３３ ４４􀆰 ５０±１􀆰 ２８ １３􀆰 ８０±０􀆰 ９６
地榆水煎液高剂量组 ３􀆰 １０±０􀆰 ３９ ４４􀆰 ７０±１􀆰 ５６ １３􀆰 ４３±０􀆰 ８４

ｒｈＴＰＯ 组 ２􀆰 ９９±０􀆰 ５８ ４３􀆰 ６１±４􀆰 ３８∗ １４􀆰 １０±１􀆰 １４

　 　 注： 与正常组比较，＃＃ Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ３　 地榆水煎液对辐照小鼠外周血血小板计数的影响　 与 正常组比较， 在给药第 ７、 １１ 天时， 模型组小鼠外周血血
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小板计数减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 在给药第 １１ 天

时， 地榆水煎液各剂量组与 ｒｈＴＰＯ 组小鼠外周血血小板计

数增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ２。

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组小鼠外周血血小板计数 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

３􀆰 ４　 地榆水煎液对辐照小鼠骨髓单核细胞的影响　 与正常

组比较， 模型组小鼠骨髓单核细胞数减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

模型组比较， 地榆水煎液高剂量组骨髓单核细胞数增加 （Ｐ
＜０􀆰 ０５）， 见表 ２。 由于地榆水煎液高剂量组小鼠治疗效果

优于中、 低剂量组， 故后续实验选用地榆水煎液高剂量组。
表 ２　 地榆水煎液对辐照小鼠骨髓单核细胞的影响 （ｘ±ｓ，

ｎ＝８）
组别 骨髓单核细胞数 ／ （ ×１０７·Ｌ－１）

正常组 ２􀆰 １９±０􀆰 ２５
模型组 １􀆰 ４０±０􀆰 ３９＃＃

地榆水煎液低剂量组 １􀆰 ７２±０􀆰 ５５
地榆水煎液中剂量组 １􀆰 ８０±０􀆰 ２０
地榆水煎液高剂量组 １􀆰 ９８±０􀆰 ４４∗

ｒｈＴＰＯ 组 １􀆰 ７７±０􀆰 ３０

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ５　 地榆水煎液对辐照小鼠骨髓病理形态的影响　 与正常

组比较， 模型组小鼠骨髓组织结构松散， 有核细胞 （包括

巨核细胞， 黄色箭头示） 减少， 脂肪细胞 （无染色区域）
数量增加， 血窦结构不清晰并伴有出血； 地榆水煎液高剂

量组和 ｒｈＴＰＯ 组小鼠上述病理改变减轻， 骨髓组织密度增

加， 见图 ３。 与正常组比较， 模型组小鼠骨髓巨核细胞计数

　 　 　 　 　 　

减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 地榆水煎液高剂量组与

ｒｈＴＰＯ 组小鼠骨髓巨核细胞计数增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１），
见表 ３。

图 ３　 各组小鼠骨髓巨核细胞 ＨＥ 染色图 （×２００）

表 ３ 　 地榆水煎液对辐照小鼠骨髓巨核细胞计数的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 骨髓巨核细胞计数 ／ 个

正常组 ２２􀆰 ３３±０􀆰 ５８
模型组 ６􀆰 ００±１􀆰 ００＃＃

地榆水煎液高剂量组 １５􀆰 ６７±３􀆰 ５１∗

ｒｈＴＰＯ 组 ２２􀆰 ３３±６􀆰 ４３∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ６　 地榆水煎液对辐照小鼠骨髓细胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达

的影响　 与正常模型组比较， 模型组小鼠骨髓细胞 Ｂａｘ 蛋

白表达阳性总面积、 灰度值升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表

达阳性总面积、 灰度值降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
地榆水煎液高剂量组小鼠骨髓细胞 Ｂａｘ 蛋白表达阳性总面

积、 灰度值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达阳性总面积、
灰度值升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ４、 表 ４。 与正常组比较， 模

型组小鼠骨髓细胞 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 比值升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型

组比较， 地榆水煎液各剂量组与 ｒｈＴＰＯ 组辐照小鼠骨髓

Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 比值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ５。

图 ４　 各组小鼠骨髓细胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２蛋白免疫组化图 （×２００）

４　 讨论

骨髓抑制， 又称骨髓毒性， 是放疗的主要不良反

应［１８］ ， 是引起外周血细胞异常的重要原因之一［１９⁃２２］ ， 严重

的骨髓抑制甚至威胁患者生命。 目前， 传统中药已广泛用

于肿瘤相关并发症的治疗， 尤其在减少放疗不良反应、 促

进机体恢复方面表现出巨大潜力［１８，２３⁃２４］ 。 本研究基于 Ｘ 射

线诱导的血小板减少症小鼠模型评价地榆水煎液对放疗所

致血小板减少症的治疗效应， 结果提示， 地榆水煎液能促
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注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 地榆水煎液对辐照小鼠骨髓细胞 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２比值的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

表 ４　 地榆水煎液对辐照小鼠骨髓细胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表

达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 Ｂａｘ Ｂｃｌ⁃２

正常组 ２１２􀆰 ３３±７９􀆰 ８３ １ ０３３􀆰 ３３±２９􀆰 １４
模型组 ２ ６８８􀆰 ６７±１０１􀆰 ３２＃＃ １３７􀆰 ００±３５􀆰 ５４＃＃

地榆水煎液高剂量组 ２０３􀆰 ６７±９５􀆰 ５７∗∗ ２ ７９１􀆰 ３３±３９􀆰 １１∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

进辐照小鼠血小板生成， 而且对外周血细胞水平均有不同

程度的恢复作用。 另外， 骨髓是主要造血器官， 辐照可诱

导骨髓细胞凋亡， 进而抑制造血功能， 使外周血细胞数减

少。 因此， 骨髓细胞数量一定程度上能反映骨髓造血功能。
本研究发现， 辐照小鼠骨髓单核细胞数减少， 而在高剂量

地榆水煎液干预后， 辐照小鼠骨髓单核细胞数减少的趋势

被抑制， 提示地榆水煎液具有骨髓保护作用， 该结果亦经

骨髓细胞 ＨＥ 染色证实。
骨髓组织受到电离辐射损伤时， 脾脏、 肝脏、 肾脏等

髓外造血器官同样受到不同程度的损害［２５⁃２６］ 。 本研究结果

显示， 与正常小鼠比较， 辐照小鼠肝脏指数升高， 脾脏指

数降低， 提示辐照可能引起肝脾损伤； 经地榆水煎液干预

后， 肝脏和脾脏指数有恢复正常的趋势。 由此推测， 地榆

水煎液除具有骨髓保护作用外， 对辐照所致髓外造血器官

损伤亦具有一定的保护作用。
辐照诱导骨髓细胞凋亡还体现在凋亡信号分子的过度

活化。 原癌基因 Ｂｃｌ⁃２ 家族 （包括 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 等） 参与调

控细胞凋亡信号活性。 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２ 分别是促凋亡和抗凋亡

调节蛋白， 功能上彼此拮抗， 共同调节细胞凋亡进程，
Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 比值体现 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２ 的定量调控关系［２７⁃２８］ 。 本

研究通过免疫组化法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析发现， 辐照所致骨

髓细胞凋亡表现出 Ｂａｘ 蛋白表达升高以及 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达降

低的特点， 而地榆水煎液干预则逆转上述趋势， 故推测

Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 比值是地榆水煎液发挥骨髓保护作用的重要调控

环节之一。
综上所述， 本研究以 Ｘ 射线致血小板减少症小鼠模型

为基础， 发现地榆水煎液通过抑制骨髓细胞凋亡发挥骨髓

保护作用， 进而改善辐照所致血小板减少症， 该结果一定

程度上印证了地榆 “止血” 的传统功用， 初步阐释了地榆

“止血” 功效的科学内涵， 同时为癌症放疗所致血小板减少

症的治疗提供新的思路。
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