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摘要: 目的 探讨蛎昆一号制剂对小鼠骨髓抑制损伤的保护

作用及机制。方法 60 只♂BALB /c 小鼠，随机分为正常对

照组、5-氟尿嘧啶( 5-Fu) 模型组、阳性对照组( rhG-CSF) 、蛎
昆一号制剂低、中、高剂量组。除正常组外，其余各组腹腔注

射 5-Fu 1 次，建立骨髓抑制模型，给药 7 d 后血常规分析，

ELISA 检测血清 TNF-α、IL-2 水平，Western blot 测定脾脏组

织中 p-JAK2、p-STAT5 磷酸化水平。结果 给予蛎昆一号制

剂后，小鼠腹泻症状减轻，体质量升高 ( P ＜ 0. 05 ) ，白细胞、
血小板和淋巴细胞均升高( P ＜ 0. 05) ; ELISA 检测显示，蛎昆

一号制 剂 中、高 剂 量 组 血 清 IL-2 含 量 高 于 模 型 组 ( P ＜
0. 05) ，TNF-α含量低于模型组( P ＜ 0. 05) ; Western blot 检测

显示，与模型组比较，蛎昆一号制剂各剂量组小鼠脾脏组织

JAK2、STAT5 磷酸化水平上调( P ＜ 0. 05) 。结论 蛎昆一号

制剂对 5-Fu 致小鼠骨髓抑制损伤有保护作用，其分子机制

可能与蛎昆一号制剂增加 JAK2、STAT5 磷酸化水平，促进

IL-2 产生，减少 TNF-α分泌有关。
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化学疗法和放射疗法是癌症的主要治疗方法，

治疗过程中会破坏健康细胞［1］，损害造血系统［2］，

严重者可出现骨髓抑制［3］。5-氟尿嘧啶 ( 5-fluorou-
racil，5-Fu) 是临床常用一线化疗药，作用机制主要

是抑制胸苷酸合成酶，以干扰 DNA 合成，达到抗癌

作用［4］。临床治疗中，5-Fu 常规剂量持续使用不仅

杀伤癌细胞，严重者还抑制骨髓造血功能，引起骨髓

抑制严重损伤［5］。蛎昆一号制剂主要由昆布、黄

芪、女贞子、茯苓等中草药组成，具有软坚散结，养血

活血，清热利湿，益气健脾之功效。
JAK/信号转导子和转录活化子( signal transducer

and activators of transcription，STAT) 信号通路与细胞

生长、增殖、分化和成熟关系密切，其中 JAK2 /STAT5
与红系细胞的分化成熟密切相关［6］。已有研究证明，

JAK2 /STAT5 信号通路参与骨髓抑制后的缺血反应，

促进造血系统恢复，减轻不良反应［7］。本研究拟建立

骨髓抑制模型，探究蛎昆一号制剂对 5-Fu 造模小鼠

骨髓造血功能的影响，阐述其减轻小鼠骨髓抑制的作

用及其作用机制，同时为中药复方制剂对治疗肿瘤化

疗药所致骨髓抑制提供科学依据。
1 材料与方法

1． 1 实验动物 SPF 级健康♂ BALB /c 小鼠 60
只，6 ～ 8 周龄，体质量( 18 ～ 22) g，购自厦门大学实

验动物中心，许可证号: SCXK( 沪) 2017-0005。
1． 2 药物与试剂 蛎昆制剂由昆布、牡蛎、黄芪、女
贞子、茯苓等中药组成( 已申请专利) 。蛎昆一号制

剂，为蛎昆复方制剂的一号制剂，简称蛎昆一号制

剂，由昆布、黄芪、女贞子、茯苓等中草药组成。昆

布、黄芪、茯苓、女贞子 ( 安徽健诚中药饮片有限公

司) ; 5-Fu( 天津金耀药业有限公司) ; 重组人粒细胞

刺 激 因 子 ( recombinant human granulocyte colony-
stimulating factor，rhG-CSF) ，购自厦门特宝生物工程

股份有限公司; BCA 蛋白浓度测定试剂盒、IP 细胞

裂解液 ( 生 工 生 物 工 程 股 份 有 限 公 司 ) ; β-actin、
JAK2、p-JAK2、STAT5、p-STAT5 抗体 ( Cell Signaling
Technology 公司) ; TNF-α、IL-2 的 ELISA 试剂盒( 深

圳市达科为生物工程有限公司) 。
1． 3 仪器 ChemiDoc TM XＲS + 型凝胶成像仪、Im-
ageLab 图像分析系统; 全自动血球分析仪 BC-2300
( 上海恒盛医疗器械有限公司) ; DYY-7C 型电泳仪( 北

京市六一仪器厂) ; iMark 酶标仪( 美国伯乐公司)。
1． 4 模型的建立及分组给药 参照文献［8］进行骨

髓抑制模型造模。将小鼠随机分为 6 组，即正常对

照组( Control) 、模型组 ( Model) 、阳性对照组 ( rhG-
CSF) 、蛎昆一号制剂组低 ( Low) 、中 ( Medium) 、高

( High) 3 个剂量，每组 10 只。模型组小鼠腹腔注射
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5-Fu 250 mg·kg －1 ( 对照组腹腔注射等容积生理盐

水) ，造模 24 h 后开始给药，连续 7 d。按文献［9］计

算小鼠蛎昆一号制剂的等效剂量为 200 mg·kg·
d －1，并以此将蛎昆一号制剂分为低、中、高剂量组，

灌胃剂量分别为 133、200、300 mg·kg·d －1，灌胃体

积为 20 mL·kg －1 ; 阳性对照组每只小鼠腹腔注射

rhG-GSF 250 μg·kg·d －1，体积为 10 mL·kg·d －1。
1． 5 一般情况观察及体质量测定 每天观察小鼠

的精神状态，进食量，每日给药前测量一次体重。
1． 6 外周血细胞计数 各组小鼠最后一次给药 24
h( d 7) 后取眼球血。用全自动血细胞分析仪检测外

周血白细胞、血小板、淋巴细胞及单核细胞含量。
1． 7 ELISA 法检测 TNF-α和 IL-2 含量 各组小

鼠最后一次给药 24 h ( d 7 ) 后，取眼球血于 EP 管

中，室温放置 0． 5 h，4 ℃放置 2 h，3 000 r·min －1离

心 2 次，取上清液，按照 ELISA 试剂盒说明书操作。
1． 8 Western blot 法检测相关蛋白表达 各组小

鼠最后一次给药 24 h ( d 7 ) 后，将小鼠颈椎脱臼处

死，提 取 小 鼠 脾 脏 组 织 蛋 白，用 于 p-JAK2 和 p-
STAT5 的检测，将提取的蛋白采用 BCA 法进行蛋白

定量。制样后 SDS-PAGE 凝胶电泳，转膜，5% BSA
封闭 2 h，加入一抗 β-actin ( 1 ∶ 5 000 ) 、JAK2 ( 1 ∶
500) 、p-JAK2 ( 1 ∶ 500 ) 、STAT5 ( 1 ∶ 500 ) 、p-STAT5
( 1 ∶ 500) ，4 ℃孵育过夜，TBST 漂洗，加入山羊抗兔

二抗( 1 ∶ 5 000 ) ，室温孵育 1 h，漂洗，加入 ECL 工

作液，在凝胶成像仪上显色，用凝胶图像处理系统分

析条带的灰度值。
1． 9 统计学分析 采用 SPSS 20. 0 统计学软件对数

据进行统计学分析。计量资料采用 珋x ± s 表示，各组

数据进行方差齐性检验，组间比较采用 Dunnett 法。
2 结果

2． 1 一般情况观察 正常组小鼠活动正常，粪便正

常。模型组小鼠 7 d 呈明显的消瘦状态，体质量不

同程度减轻，粪便为水样粪便。蛎昆一号制剂低、
中、高剂量及阳性对照组 ( rhG-CSF) 小鼠腹泻症状

改善( Fig 1) 。
2． 2 体质量变化 Tab 1 结果显示，与模型组相比，

蛎昆一号制剂低剂量组及阳性对照组小鼠体质量差

异有显著性( P ＜ 0. 05) ，中、高剂量组效果不明显。
2． 3 骨髓抑制小鼠外周血象 Tab 2 结果显示，与模

型组相比，蛎昆一号制剂及 rhG-CSF 组外周血白细

胞、淋巴细胞均明显升高( P ＜ 0. 05) 。蛎昆一号制剂

中、高剂量血小板均明显升高( P ＜ 0. 01) 。蛎昆一号

制剂及 rhG-CSF 组外周血淋巴细胞比率均明显降低

( P ＜0. 05) 。

Tab 1 Effects of Likun preparation No． 1 on body

weight of mice with myelosuppression( g，珋x ± s，n = 10)

Group Before model Day 7
Control 23． 33 ± 1． 25 24． 31 ± 1． 29
Model 23． 19 ± 1． 25 19． 86 ± 0． 93##

rhG-CSF 24． 08 ± 1． 36 22． 10 ± 2． 51*

Low 23． 83 ± 1． 39 22． 39 ± 1． 16＊＊

Medium 23． 73 ± 0． 83 21． 60 ± 1． 38
High 22． 77 ± 1． 32 21． 14 ± 2． 14

##P ＜ 0. 01 vs control; * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01 vs model

2． 4 各组小鼠血清 TNF-α和 IL-2 水平 Tab 3 的

ELISA 结果显示，与正常组比较，模型组 IL-2 含量明

显下降、TNF-α含量明显上调; 与模型组比较，蛎昆一

号制剂中、高剂量组 IL-2 含量升高( P ＜ 0. 05) ，低剂

量组及阳性对照组效果不明显; 蛎昆一号各剂量组及

阳性对照组 TNF-α含量明显下降( P ＜0. 05) 。
2． 5 小鼠脾脏组织中 p-JAK2、p-STAT5 蛋白表达

变化 Fig 2 的 Western blot 检测结果显示，模型组小

鼠脾脏组织 p-JAK2、p-STAT5 蛋白表达减少 ( P ＜
0. 05) ; 与模型组比较，蛎昆一号制剂各剂量组脾脏组

织 p-JAK2、p-STAT5 蛋白表达明显上调( P ＜0. 05) 。
3 讨论

临床上，造血功能障碍的治疗主要是通过直接

输血治疗或应用一些具有骨髓抑制保护的药物，如

粒细胞集落刺激因子( G-CSF) 、促红细胞生成素等，

但这些治疗药物需要不断重复给药，会引起不良反

应，如外周白细胞减少症和骨髓抑制。本实验中，腹

腔 注射5-Fu，模型组小鼠出现腹泻、体质量下降等

症状，外周血血细胞( 白细胞、淋巴细胞、血小板) 数

均明显降低，表明 DNA 受损，骨髓抑制形成，这些均

Tab 2 Effects of Likun preparation No． 1 on peripheral blood cells of 5-Fu injected mice with hematopoietic injury( 珋x ± s，n = 10)

Group WBC / × 109·L －1 MO /% LY / × 109·L －1 PLT / × 109·L －1

Control 3． 3 ± 0． 5 0． 5 ± 0． 3 3． 2 ± 0． 7 938． 6 ± 45． 9
Model 1． 1 ± 0． 4## 1． 4 ± 0． 5## 1． 0 ± 0． 3## 76． 1 ± 31． 3##

rhG-CSF 1． 8 ± 0． 9* 0． 7 ± 0． 4＊＊ 1． 8 ± 0． 9* 110． 6 ± 46． 3
Low 1． 5 ± 0． 4* 0． 7 ± 0． 5＊＊ 1． 5 ± 0． 4* 93． 4 ± 38． 2
Medium 2． 2 ± 0． 5＊＊ 0． 6 ± 0． 3＊＊ 2． 2 ± 0． 5＊＊ 159． 6 ± 38． 9＊＊

High 1． 8 ± 0． 6* 0． 5 ± 0． 2＊＊ 1． 8 ± 0． 5＊＊ 159． 5 ± 24． 7＊＊

##P ＜ 0. 01 vs control; * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01 vs model
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Fig 1 The anal status photo of mouse

A: Control; B: Model; C: rhG-CSF; D: Likun preparation No． 1 low dose; E: Likun preparation No． 1 medium dose; F: Likun preparation No． 1 high dose．

Tab 3 ELISA analysis of TNF-α and IL-2

expression in mouse serum( ng·L －1，珋x ± s，n = 10)

Group TNF-α IL-2
Control 71． 48 ± 4． 68 2 313． 92 ± 113． 12
Model 188． 25 ± 4． 50## 1 834． 09 ± 97． 36#

rhG-CSF 80． 07 ± 5． 82＊＊ 1 538． 82 ± 78． 71
Low 86． 52 ± 4． 05＊＊ 1 821． 94 ± 104． 27
Medium 82． 07 ± 2． 56＊＊ 2 128． 69 ± 61． 52*

High 85． 62 ± 3． 44＊＊ 2 096． 20 ± 60． 81*

#P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01 vs control; * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01 vs model

Fig 2 Western blot analysis of target

protein in mouse spleen( 珋x ± s，n = 10)
##P ＜ 0. 01 vs control; * P ＜ 0. 05 vs model

提示以 250 mg·kg －1 5-Fu 制备骨髓抑制模型是可

行的。

蛎昆一号制剂主要由昆布、黄芪、媜子和茯苓组

成，其主要成分分别为昆布多糖、黄芪多糖、女贞子

多糖、茯苓聚糖。其中昆布多糖能预防高血压、糖尿

病、抗肿瘤和保护血管内皮细胞［10］; 黄芪多糖能促

进小鼠骨髓造血细胞系统恢复［11］; 女贞子多糖具有

抗实体肿瘤作用，提高机体免疫力［12］; 茯苓聚糖具

有抗炎、抗氧化和免疫调节活性［13］。前期研究发

现，蛎昆一号制剂能提高骨髓造血功能，增强小鼠免

疫功能［14］。本研究中，蛎昆一号制剂各剂量组给药

后，骨髓抑制小鼠的外周血淋巴细胞、血小板均有明

显升高，表明蛎昆一号制剂可促进骨髓造血功能的

恢复。造血细胞的增殖和分化受可溶性多肽 － 细胞

因子的调节，包括白细胞介素、干扰素、G-CSF 和促

红细胞生成素［15］。由 IL-2 调节的造血细胞活化与

STAT5 和 JAK2 的激活有关。IL-2 通过调节骨髓中

T 细胞的活性，来帮助维持红细胞生成［16］。但是，

长期化疗 /放疗严重损害造血系统，并导致来自宿主

细胞促炎症因子 TNF-α 释放，异常 TNF-α 的分泌可

直接抑制骨髓造血功能。小鼠血清 ELISA 结果显

示，蛎昆一号制剂给药后，造血功能障碍的小鼠血清

中 TNF-α 下调、IL-2 上调，进一步说明蛎昆一号制

剂能一定程度上增强小鼠细胞免疫功能，产生抗肿

瘤作用。
JAK /STAT 途径广泛参与细胞增殖、分化、凋

亡、免疫调节等过程［17］。5-Fu 引起骨髓抑制，导致

细胞增殖和分化进程停滞。本实验检测 p-JAK2 和

p-STAT5 的蛋白表达。结果显示，5-Fu 引起 p-JAK2
和 p-STAT5 蛋白表达降低，表明与造血密切相关的

JAK2 /STAT5 信号转导通路也受到了抑制。中、高

剂量的蛎昆一号制剂治疗后，促进了 p-JAK2 和 p-
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STAT5 的表达，表明蛎昆一号 制 剂 激 活 了 JAK2 /
STAT5 信号通路。由于 JAK2 /STAT5 与红系细胞分

化发育关系最为密切［6］，我们推测蛎昆一号制剂可

能具有促进骨髓造血细胞红系分化的作用。总之，

该研究的结果表明，蛎昆一号制剂对 5-Fu 诱导的小

鼠骨 髓 抑 制 有 保 护 作 用，其 作 用 机 制 与 JAK2 /
STAT5 途径的激活有关。
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Protective effect of Likun preparation No． 1 on
bone marrow suppression in mice and its molecular mechanism

JIN Yan-ling1，LIU Guo-yan2，ZHANG Yu-hai2，HONG Yu-ling2，LIU Lei2，LI Long2，YE Lan1

( 1． Functional Laboratory，Basic Medical College，
Guizhou Medical University，Guiyang 550025，China; 2． School of Pharmaceutical Sciences，

Xiamen University; Dept of Gastroenterology，Zhongshan Hospital，Xiamen University，Xiamen Fujian 361101，China)

Abstract: Aim To explore the protective effectof
Likun preparation No． 1 on bone marrow suppression
injury in mice and the possible mechanism．Methods
Sixty male BALB /c mice were randomly divided into
normal control group，5-Fu model group，positive con-

trol group ( rhG-CSF ) and Likun preparation No． 1
groups with low，medium and high doses． Myocardial
inhibition was established by intraperitoneal injection of
5-fluorouracil once． After seven days of administration，

blood routine analysis was performed． Serum levels of
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TNF-α and IL-2 were detected by ELISA． The expres-
sion of p-JAK2 and p-STAT5 protein in spleen tissues
were determined by Western blot． Ｒesults After given
the Likun preparation No． 1，the symptoms of diarrhea
in mice were alleviated，body weight increased ( P ＜
0. 05) ，and white blood cells，platelets and lympho-
cytes also increased ( P ＜ 0. 05 ) ． ELISA test showed
that the serum level of IL-2 in Likun preparation high-
dose group was higher than that in model group ( P ＜
0. 05) ，and the TNF-α content was lower than that in
model group( P ＜ 0. 05) ． Western blot analysis showed

that compared with model group，the expression of p-
JAK2 and p-STAT5 protein in spleen of mice in Likun
preparation group was up-regulated ( P ＜ 0. 05 ) ． Con-
clusions The Likun preparation No． 1 has protective
effect on 5-Fu-induced myelosuppression in mice． The
molecular mechanism may be related to the up-regula-
tion of p-JAK2 and p-STAT5 protein expression，the
promotion of IL-2 production and the reduction of TNF-
α secretion．
Key words: Likun preparation No． 1; myelosuppres-
sion; 5-fluorouracil; inflammation; p-JAK2; p-STAT5
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脂联素是脂肪组织分泌的一种脂肪细胞因子［1］，为脂联

素受体内源性激动剂，可通过结合 AdipoＲ1 和 AdipoＲ2，经腺

苷酸活化蛋白激酶 ( AMP-activated protein kinase，AMPK) 途

径来调节细胞能量利用［2］。研究发现，脂联素可以限制活化

的肝星状细胞( hepatic stellate cell，HSC) 的增殖和迁移，具有

强烈的抗肝纤维化活性［3］。HSC 的活化是肝纤维化疾病形

成的重要环节，高糖高脂状态对四氯化碳( CCl4 ) 诱导的肝纤
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维化有促进作用［4］。若可以有效抑制 HSC 的活化增殖，便

能在一定程度上改善肝纤维化状况。CCl4 诱导肝纤维化的

机制是引起实质炎症和肝细胞坏死，同时产生相关细胞因

子，促进 HSC 的增殖活化等。
有研究报道，天然有机化合物查尔酮类在体外可抑制

HSC-T6 细胞胶原的合成［5］。AdipoＲon 为 Okada-Iwabu 等［6］

报道的首个小分子脂联素受体激动剂，课题组前期根据 Adi-
poＲon 合成了一系列能够改善小鼠肝纤维化的查尔酮化合

物。在此基础上，进一步合成两个新的吡啶查尔酮类化合物

H7 和 H8( Fig 1) ，研究其对小鼠肝纤维化的作用。

Fig 1 Structure of H7 and H8

1 材料与方法

1． 1 材料 HSC-T6 细胞，购自南京凯基生物科技发展有限

公司; Balb /c ♂小鼠 50 只，( 18 ～ 22 ) g，购自南京大学模式

动物研究所，实验动物许可证号: SYXY ( 苏) 2016-0012。化

合物 AdipoＲon、H7 和 H8，由本实验室合成。
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