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摘要为阐述原发性血小板减少性紫癜中医药治疗的作用机理及新药开发技术，提出现代药效

学设计的要求。选择实验动物对象，用注入抗血清造模后，评价药物对血小板、抗血小板相关抗体、

细胞免疫、巨核细胞病理等指标的变化。举例说明造模成功的指标，分析实验动物治疗结果。
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原发性血小板减少性紫癜(简称ITP)是指循环

中血小板减少，导致皮肤、粘膜出血、甚则内脏出血

的一种较为常见的免疫性出血性疾病。本病的发病机

理尚未完全阐明，体液免疫在发病机理中起重要作

用，其血小板表明相关抗体PAIgG和补体c，使血小

板易被单核一巨噬细胞系统过度破坏，以致血小板寿

命缩短。也有认为本病发病与T细胞功能失调有关。

中医归属“血证”、“发斑”、“肌衄”等范畴，认为

本病是由于外感风热毒邪伤络，阴分受损，迫血妄

行，或内伤脾。肾，气不摄血，阳不摄阴，以致血溢脉

外。中医对本病急性型以清热凉血、宁络止血为基本

大法；慢性型则以调理脾肾、补虚止血为重要治法；

因瘀血阻络，火热邪毒，日久不愈而致反复出血者，

宜兼用活血止血、泻火清热法。现代医学治疗本病尚

无理想的治法，至今仍以肾上腺皮质激素为首选药

物。顽固病例常选用免疫抑制剂，如硫唑嘌呤、环磷
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酰胺、长春新碱及环胞菌素A等药物。脾切除也有一

定疗效。近年来发现应用大剂量丙种球蛋白静脉滴注

获效。因此，探讨中医药治疗作用机理，研究开发新

药具有重要的意义。

1 药效学研究的设计和方法

1．1 对疾病动物模型的治疗作用试验

1．1．1 常用动物模型 ①免疫性血小板减少性紫癜

家兔模型11。J：以豚鼠抗兔血小板血清注射人家兔耳

缘静脉，形成免疫性血小板减少性紫癜模型。②免疫

性血小板减少性紫癜小鼠模型¨、3、4 J：以豚鼠抗小鼠血

小板抗血清(CP—APS)于小鼠腹腔注射，一次注入

抗血清，造成一次性血小板减少，为急性短期ITP；

分数天于小鼠腹腔内注射APS，造成慢性持续ITP。

③免疫性血小板减少性紫癜大鼠模型15、6j：采用注射

兔抗大鼠血小板血清(APS)方法造模，大鼠腹腔注

射1：4稀释的APS(o．7 ml／2009体重)，持续3天，

可使血小板数量显著降低，其降低率为81±9％，且

其骨髓巨核细胞增生活跃，但注射APS后对血中红细

胞数和白细胞数无明显影响。

以上模型因受试实验动物不同，故需通过一定途
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径和方法注入相应浓度的纯化的抗血清，若注入浓度

过高可造成实验动物短期内全部死亡。

1．1．2 观察指标①外周血指标：观察外周血血红

蛋白、红细胞、白细胞及血小板，且应以血小板计数

为反映新药疗效的主要指标。②抗血小板相关抗体

PAIgG：采用酶联葡萄球菌A蛋白“双抗体”夹心法

ELISA测定，造模治疗组与造模对照组、非造模组比

较，观察血小板相关抗体的变化及其对血小板质量的

影响。③骨髓巨核细胞分化、成熟的指标：主要观察

骨髓象中巨核细胞总数和形态分类、因抗血小板相关

抗体可分别作用于血小板及巨核细胞，故巨核细胞形

态分类及其质的改变可反映骨髓中巨核细胞对血小板

生成的能力，巨核细胞分化、成熟程度可用以衡量药

物对骨髓巨核细胞系造血机能的作用和影响。④骨髓

及脾脏病理学检查：实验动物骨髓与脾脏巨核细胞增

生程度不仅关系到血小板生成，而且还涉及到血小板

与免疫的关系，骨髓巨核细胞系造血功能受损，脾脏

中巨核细胞可代偿性增生，当骨髓巨核细胞受抗血小

板相关抗体的影响，骨髓及脾脏中巨核细胞数的变化

可作为药物反应的指标，但巨核细胞一般病理观察难

以作形态分类，且受多种因素的影响。故巨核细胞计

数指标的特异性不强，仅供参考。⑤巨核细胞体外培

养：巨核细胞表面有着与血小板相同的抗原决定簇，

抗血小板表面相关抗体的形成，也直接影响骨髓巨核

系祖细胞(CFU—Meg)的增殖与分化，如果新药对实

验动物能抑制抗血小板表面相关抗体生成的同时，又

能刺激CFU—Meg的产率提高，表明其促进血小板生

成的作用，因此骨髓巨核系祖细胞体外培养的研究对

新药提高血小板质量和控制出血的疗效机理阐发具有

重要意义。体外培养方法有甲基纤维素法、微量琼脂

双层法等，可参阅有关专著[7、8]。⑥其他可供分析的

指标：血小板功能指标可选择血小板粘附、聚集、释

放试验及血块收缩等指标，血小板功能的异常主要与

血小板表面被复抗血小板抗体有关，观察血小板功能

有助于新药的全面评价。免疫功能指标除测定PAIgG

以外，尚可选择与血小板抗体形成有关的其它免疫指

标。细胞因子及细胞免疫如T淋巴细胞亚群也可作为

新药药效及其机理研究的一种参考指标。

1．1．3 方法学评价对ITP新药药效学动物模型的

研究必须以免疫失调所致的血小板减少性紫癜为依

据，以往曾用马利兰、环磷酰胺或放射线照射法造成

血小板减少动物模型，由于这种造模方法是通过损伤

动物骨髓造血干细胞导致骨髓和外周血三系细胞均减

少，其发病机理和临床表现与ITP不尽一致，作为研

究新药的ITP模型并不理想。因此，必须考虑合理地

选用动物模型，以有助于正确判定新药药效。免疫性

血小板减少性紫癜家兔或小鼠、大鼠动物模型各有其

特点，但本质上均由免疫介导所致，不发生骨髓造血

抑制及三系细胞均明显减少的血液学改变，可作为新

药药效学的实验模型。

家兔或小鼠造模注射抗血清，血小板在短时间内

大幅度下降，可认为是由于豚鼠抗兔或抗小鼠血小板

抗体和兔或小鼠血小板特异性结合，吸附在血小板表

面，形成了兔或小鼠血小板表面相关抗体。所形成的

模型是由于PAIgG的存在而导致血小板破坏增多，从

而引起血小板减少，而且显示PAIgG与血小板数呈明

显负相关关系。上述模型结果稳定，方法简单，容易

复制，基本符合ITP的临床特点，因此，作为新药药

效学研究的模型较为合理。

选择观察指标中常测定外周血细胞，特别是血小

板数值为最基本的首选指标，此项指标最能直观地说

明药物的作用，但同时必须测定外周血抗血小板表面

相关抗体，补体c，，其中PAIgG是一项重要的指标，

药物对PAIgG与血小板的负相关作用也能评定其药效

价值。骨髓和脾脏中巨核细胞数值可反映骨髓巨核系

造血增殖活动的程度，且所用方法较易测得，可作为

必要的辅佐指标，以此说明药物对骨髓巨核细胞是否

能促进增殖。骨髓巨核系祖细胞体外培养，观察

CFU—Meg产率高低及与PAIgG的关系，为药物作用环

节和疗效机理的研究提供依据，但应用上述各种方法

了解巨核细胞增殖，尚不能判定巨核细胞分化、成熟

及血小板的生成作用。因此，必须结合巨核细胞分类

和形态指标的观察，才能全面评价新药对骨髓巨核细

胞及血小板生成作用的药效价值。

1．2 其他试验

1．2．1 出凝血试验 ITP患者常见各种不同程度的

出血症状，关连到血管壁、血小板数量及质的改变。

如观察新药的止血作用还可选择出血时间、血块收
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缩、凝血酶原消耗试验等指标加以证实。

1．2．2 血小板寿命试验 本病由于血小板表面相关

抗体增高，加速血小板破坏，使血小板寿命缩短。因

此，选择有关血小板生存时间与血小板转换率的指标

对新药药效观察也有一定价值。

1．2．3 机体一般状况的药效试验 ITP患者神疲乏

力、头晕腰酸、易于感冒等一般症状也较为常见，观

察新药对改善全身症状方面的功效，可选择小鼠抗疲

劳试验、强壮试验、食欲试验及耐缺氧试验等进行实

验观察，这些指标可选正常动物，也可用模型动物。

1．3 阳性对照药 选用卫生部已批准生产的各种中

西药物为阳性对照药。对辨证施治原则为依据的新

药，可选用相应的中成药为对照，如养阴清热凉血为

主要功效的新药可选疗效确切而投入市场应用的中药

制剂作对照。传统用于治疗ITP的其他中成药也可用

作对照。西药对照常首选肾上腺皮质激素如强的松等

制剂。

2动物模型建立

2．1 免疫性血小板减少性紫癜家兔模型

2．1．1 原理应用豚鼠抗兔血小板血清注射于家兔，

导致抗血小板相关抗体增高，血小板减少，造成免疫

性血小板减少性紫癜动物模型。

2．1．2 实验方法 以新西兰雌雄搭配的家兔为实验

动物。①豚鼠抗兔血小板血清制备：采集家兔全血，

制成血小板悬液，以109血小板注入豚鼠腹腔，隔一

个月重复注射一次，二次注射后6天，心脏穿刺采

用，分离血清，用洗涤和包裹过的兔红细胞(1：1)

及洗涤过的兔淋巴细胞各吸附一次，分离血清，滴定

抗血清活性后，分装存放在一20℃以下冰箱备用。②

模型制作：用硫喷妥钠麻醉家兔，免疫组家兔于耳缘

静脉推注2～2．5 ml抗血清，非免疫组注射

ADPl00mg／kg，空白对照组推注生理盐水2．5 ml，即

可建立免疫性血小板减少性紫癜家兔模型。

2．1．3 造模成功的指标注射抗血清家兔，动物外

观见皮下出血，解剖发现肺部等不同部位的片状出血

灶，外周血小板明显下降，注射后7天模型动物血小

板数值仍低于正常。造模动物PAIgG明显升高，注射

后5天PAIgG与空白对照比较，仍有显著差异。由

此，可用造模给药组与造模不给药组、生理盐水对照
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组比较，以评价药物疗效。

2．1．4 注意点 抗血小板血清制备必须纯化，抗血

清注射量及次数还可通过实验动物再摸索。

2．1．5 动物实验举例【91 实验方法：选新西兰种雌

雄搭配的家兔36只，体重2—2．5 kg，随机分模型治

疗组、模型对照组(生理盐水组)及空白对照组各

12只，造模方法如上述，模型治疗组给生血灵(由

黄芪、党参、当归、生地、旱莲草、大青叶和甘草等

药物组成)制剂，每日灌胃一次，每次40ml(含生

药120克)，连续灌胃7天，模型对照组家兔则以生

理盐水(等量)灌胃7天，空白组正常饲养。

实验结果：出血情况：治疗组和空白对照组外观

均未见出血，第7天后模型对照组解剖有11只家兔

见背至臀部皮下或肋间肌呈不同程度的片状出血灶；

双肺见小片状出血灶。治疗组仅见2只家兔肋间肌有

散在出血灶，空白组未见出血状。

造模后15rain血小板计数明显下降，与空白对照

组334．20±28．10×109／L比较差异非常显著(P<

0．001)。治疗组与造模对照组比较无显著性差异。

造模后5d，模型治疗组高于模型对照组(P<0．05)，

而模型治疗组与空白组比较没有显著差异。造模后

7d，模型治疗组已恢复正常，模型对照组仍低于正常

(P<0．05)。见表1。

表1造模后两组外周血血小板值比较(×109／L，x 4-S)

n造模后15min 造模后5d 造模后7d

造模对照组12 142．00+37．09 208．84+40．11 272．70±24．10

造模治疗组12 133．33±18．21 303．50±10．70 329．82 4-39．85

造模后90min，两组PAIgG均显著升高，与空白

组比较差异非常显著(P<0．001)。造模后5d两组

间有显著差异(P<0．05)。7d后模型治疗组与模

型对照组比较差异显著(P<0．05)，而模型治疗组

与空白组比较无显著差异(P<0．05)。见表2。

表2造模后两组PAIgG值比较(ng／107PL，；±5)

模型治疗组产板巨核细胞高于模型对照组(P

<0．05)，原始、幼稚巨核细胞、变性巨、裸核巨均

显著低于模型对照组(P<0．05)。模型治疗组与空

 万方数据



中医药通报·思路与方法

白组比各阶段巨核细胞均有显著

差异(P<0．05)，表示模型治

疗组经7d治疗后还没有完全恢

复正常。见表3。

2．2 免疫性血小板减少性紫癜

小鼠模型H o

2．2．1 原理先用BALB／C小

鼠血小板来免疫豚鼠，得到豚鼠

抗BALB／C小鼠血小板抗血清

(APS)，数天内分次注入BALB／

c小鼠体内造成血小板减少动物

模型。

2．2．2 实验方法 选BALB／C

小鼠，8周龄，体重18～229，

雌雄均用；豚鼠：大于3月龄，

雌雄均用。①抗原的制备：

表3 巨核细胞形态分类比较(％，z 4-s)

n CD4 CD8 CD4／CD8 CD4+／CD8+

注：与正常对照组比较$P<0．05；$％P<0．01；与生理盐水组比较
／X P<0．05，△△P<0．01；与泼尼松组比较#P>0．05。

BALB／C小鼠，乙醚麻醉后，以EDTA—Na：抗凝从心

脏取全血，分离血小板并洗涤，用生理盐水稀释。②

免疫方法：取以上血小板分别与等量完全福氏佐剂和

不完全福氏佐剂混合成油包水状作为抗原，取含完全

福氏佐剂抗原于0周注射于豚鼠足掌、背及腹部皮下

至少四点；取含不完全福氏佐剂抗原分别于1，2，4

周注射于豚鼠足掌、背及皮下，每次至少四点，第五

周从豚鼠心脏取不抗凝全血，5609×10分钟离心后取

上清，即为豚鼠抗小鼠血小板抗血清(GP—APS)，贮

存于一20。C冰箱待用。③抗血清效价的检测：参照

ELISA法加以改进，用国产冰干酶联A蛋白纯品(上

海荣盛制剂厂)代替碱性磷酸酶一蛋白A酶标抗体，

原理相同。④抗血清的处理：将APS从一20℃中取

出，置56。C水溶30分钟，用等量BALB／C小鼠红细

胞吸附至少两次，用生理盐水稀释成不同浓度APS待

用。⑤模型制作：于BALB／C小鼠腹腔内注射一次抗

血清(1001x1)，为短期ITP模型，于0，1，2，4，6，

7天分别于小鼠腹腔注射APS，每次100txl，造成小

鼠慢性持续性血小板减少性紫癜模型。

2．2．3 造模成功的指标 急性ITP小鼠模型制作按

一次注射1：4 APS后42小时左右BPC降到最低点，

后开始逐渐恢复，96小时左右恢复至正常水平。慢性

ITP动物模型制作，选择1：4稀释APS首次注射后6

小时外周血BPC降至原水平47．6％，8小时降至原

水平21．5％，并开始回升。反复注射APS使BPC在

7天内维持原水平11％一25％，停止注射APS后24

小时，BPC恢复正常并继续上升。正常豚鼠血清使对

照组BPC上升，Hb和RBC无变化。骨髓巨核细胞数

随每次注射APS逐渐增高，第7天达到高峰，停止注

射APS后15天，巨核细胞恢复正常。组织病理学改

变，造模后脾重增加与脾巨核细胞增加有明显一致

性；骨髓巨核细胞增多；可见部分小鼠胸腺、肾上腺

皮质萎缩，造模后小鼠出现明显皮下紫癜及各种出血

表现。

2．2．4 注意点 抗血清(APS)效价1：4浓度稀释

时，效价基本不变，若稀释倍数加大到1：10以上，

则大部分APS效价均逐渐减低，未经预处理的APS，

即使1：4稀释，造模动物亦在7天内全部死亡。因此

APS的预处理是必须的。

2．2．5 动物实验举例¨叫 实验方法：选BALB／C小

鼠，体重17±39，随机分为5组，每组20只，雌雄

各半，除正常对照组外，其余4组均按上述方法造

模，用已制备好的豚鼠抗BALB／C小鼠血小板抗血清

(APS)，与生理盐水1：4稀释，取1001xl于0，2，3，

5，6天分别注入BALB／C小鼠腹腔内以造模。从第1

天注射APS起开始灌胃给药，每日2次，每次灌胃量
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均为0．5 ml。至造模第9天，将各组动物全部处死，

进行下列各项检测。一般注人抗血清后2小时左右可

成模，模型外周血PLT开始下降，至24小时左右外

周血PLT下降至最低点。实验分正常对照组：正常饮

食饲养；生理盐水对照组：生理盐水1．0 ml／只小鼠／

天；养血糖浆(由北京市中医医院血液科柯薇君主任

医师提供)高剂量组：给药量360．0 g／kg／天；养血

糖浆低剂量组：给药量180．0 g／kg／天；泼尼松组：

泼尼松12．5 mg／kg／天。

实验结果：①对动物外周血象的影响：动物造

模后24小时血小板降至最低点，为原水平的6％左

右，RBC和Hb可轻度下降，WBC可轻度升高。各

用药组血小板计数均高于生理盐水对照组，养血糖

浆低剂量优于高剂量组。各用药组对RBC和Hb均

有一定恢复作用，但以泼尼松对照组为优。②养血

糖浆对造模后小鼠骨髓细胞计数影响：造模后小鼠

骨髓巨核细胞明显增多，与正常对照组比较P<0．

01，用药后各组恢复正常，与正常对照组比较尸均>

0．05，养血糖浆高、低两个剂量组疗效与泼尼松组相

似。见表4。

表4治疗后各组股骨骨髓涂片巨核细胞计数(x±s)

注：与正常组比较$P<0．01；与盐水组比较△P<0．01。

表5治疗后各组胸骨图片产板巨核细胞计数(i±s)

注：与正常组比较$P<0．01，％女P<0．001；与盐水组比

较△P<0．01；与泼尼松组比较#P<0．01。

造模后小鼠骨髓产板巨核细胞明显减少，与正常

对照组比较P<0．001，用药后各组产板巨核细胞均
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有不同程度恢复，与生理盐水组比较P<0．01，泼

尼松组与正常对照组比较P>0．05。养血糖浆高、

低剂量组有所恢复，与泼尼松组比较P<0．01。见

表5。

③对动物细胞免疫功能的影响：造模后造模组

CD。下降，CD8上升，CD。／CD。下降，CD4+／CD8+上

升，与正常组比较P<0．01。泼尼松组可使模型

CD。、CD。+／CD。+恢复正常，与正常组相比P>0．05。

从总体看，养血糖浆高剂量组疗效与泼尼松组接近，

优于低剂量组。该药两种剂量在CD。的恢复上优于泼

尼松组。见表6。

④对动物各组织器官的影响：生理盐水动物脾脏

显著增大；造模后胸腺重量下降；造模后雄性动物肾

上腺重量减轻，雌性动物则有下降趋势；造模后动物

脾脏和骨髓巨核细胞明显增多；给药后养血糖浆低剂

量组和泼尼松组脾脏巨核细胞下降，接近正常动物脾

脏巨核细胞水平；各治疗组动物胸腺、脾脏、肾上腺

均未见有组织学改变或其他病理改变。
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