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摘要：目的　探究西罗莫司（ＲＡＰ）联合环孢素 Ａ（ＣｓＡ）通过调控 Ｔ盒转录因子
（Ｔ－ｂｅｔ）／干扰素－γ（ＩＦＮ－γ）信号通路对再生障碍性贫血小鼠造血功能及骨
髓内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、血小板生成素（ＴＰＯ）和血管细胞黏附因子－１（ＶＣＡＭ－１）
水平的影响。方法　将纯系雌性昆明小鼠随机分为对照组（不做任何处理）、模
型组（皮下注射５０ｍｇ·ｋｇ－１环磷酰胺，隔天１次，共４次；同时吸入３０ｍｇ·Ｌ－１

甲苯，每天１次，连续８ｄ）、ＣｓＡ组（在模型组基础上腹腔注射５ｍｇ·ｋｇ－１ＣｓＡ）、
ＲＡＰ－Ｌ联合 ＣｓＡ组（在模型组基础上腹腔注射 ５ｍｇ·ｋｇ－１ ＣｓＡ和
０１ｍｇ·ｋｇ－１ＲＡＰ）、ＲＡＰ－Ｍ 联合 ＣｓＡ组（在模型组基础上腹腔注射
５ｍｇ·ｋｇ－１ＣｓＡ和０５ｍｇ·ｋｇ－１ＲＡＰ）、ＲＡＰ－Ｈ联合ＣｓＡ组（在模型组基础上
腹腔注射５ｍｇ·ｋｇ－１ＣｓＡ和１ｍｇ·ｋｇ－１ＲＡＰ）、ＲＡＰ－Ｈ组（在模型组基础上腹
腔注射１ｍｇ·ｋｇ－１ＲＡＰ），每组各１０只，除对照组外，其余各组均建立再生障碍
性贫血模型。用生化分析仪检测外周血红细胞（ＲＢＣ）、白细胞、血红蛋白和血
小板水平，用苏木精－伊红染色观察骨髓形态并进行病理损伤评分，用酶联免疫
吸附试验法检测骨髓上清液中 ＶＥＧＦ、ＶＣＡＭ－１、ＴＰＯ、ＩＦＮ－γ和肿瘤坏死因子
－α水平，用免疫组化法检测 ＴＰＯ表达水平，用实时荧光定量聚合酶链反应和
蛋白质印迹法检测骨髓单个核细胞Ｔ－ｂｅｔ的信使核糖核酸（ｍＲＮＡ）和蛋白表达
水平。结果　对照组、模型组、ＣｓＡ组、ＲＡＰ－Ｈ联合 ＣｓＡ组和 ＲＡＰ－Ｈ组的
ＲＢＣ水平分别为（８４８±０８９）×１０１２、（２１４±０２５）×１０１２、（３５４±０５４）×
１０１２、（６１２±０７４）×１０１２、（３２６±０６１）×１０１２·Ｌ－１，病理损伤评分分别为
（０２０±００４）、（２５０±０２５）、（１１０±０１０）、（１００±０１１）和（１２０±０１６）
分，ＴＰＯ水平分别为（１９５４８±２８１５）、（１４５８１±１５２４）、（１６９７６±２０２６）、
（１９０５４±２２３７）和（１６５５２±２０２９）ｐｇ·ｍＬ－１，ＶＣＡＭ－１水平分别为
（２１３４６±３２３３）、（１３２８１±２１９４）、（１８５４９±１９６５）、（２０４１９±１９８２）和
（１８３６７±２０８７）ｎｇ·ｍＬ－１，ＩＦＮ －γ水 平 分 别 为 （１３２０４±１８１０）、
（２３２４６±２５２９）、（２０５９８±２１２６）、（１８３６７±２０２０）和（２０９０５±１９８２）
ｐｇ·ｍＬ－１，Ｔ－ｂｅｔｍＲＮＡ相对表达水平分别为 １００±０１０、３９８±０６９、
２１８±０２１、１９５±０２０和２２４±０２３，Ｔ－ｂｅｔ蛋白相对表达水平分别为
１００±０１０、２４６±０２９、１９８±０２１、１６７±０２０和２０１±０２２。模型组的上
述指标与对照组比较，ＣｓＡ组、ＲＡＰ－Ｈ联合 ＣｓＡ组、ＲＡＰ－Ｈ组的上述指标与
模型组比较，ＲＡＰ－Ｈ联合ＣｓＡ组的上述指标与ＣｓＡ组和ＲＡＰ－Ｈ组比较，在统
计学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。结论　ＣｓＡ联合ＲＡＰ可以明显改善
再生障碍性贫血模型小鼠的造血功能及细胞免疫功能，可能与提高骨髓ＴＰＯ和
ＶＣＡＭ－１水平，调节Ｔ－ｂｅｔ／ＩＦＮ－γ信号通路有关。
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　　　ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅＡ（ＣｓＡ）ｏｎｔｈｅｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＶＥＧＦ），ｔｈｒｏｍｂｏｐｏｉｅｔｉｎ（ＴＰＯ），ａｎｄｖａｓｃｕｌａｒｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ－１（ＶＣＡＭ－１）ｉｎａｐｌａｓｔｉｃ
ａｎｅｍｉａｍｉｃｅｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅＴ－ｂｏｘｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ（Ｔ－ｂｅｔ）／ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－ｇａｍｍａ（ＩＦＮ－γ）ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＦｅｍａｌｅＫｕｎｍｉｎｇｍｉｃｅｏｆｐｕｒｅｌｉｎｅｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｗｉｔｈｏｕｔａｎｙｔｒｅａｔｍｅｎｔ），
ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ５０ｍｇ·ｋｇ－１ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ，ｏｎｃｅｅｖｅｒｙｏｔｈｅｒｄａｙｆｏｒａｔｏｔａｌｏｆ４ｔｉｍｅｓ；
ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，ｉｎｈａｌｉｎｇ３０ｍｇ·Ｌ－１ｔｏｌｕｅｎｅｏｎｃｅａｄａｙｆｏｒ８ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅｄａｙｓ），ＣｓＡｇｒｏｕｐ（ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄ
ｗｉｔｈ５ｍｇ·ｋｇ－１ＣｓＡｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ），ＲＡＰ－ＬｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＣｓＡｇｒｏｕｐ（ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄ
ｗｉｔｈ５ｍｇ·ｋｇ－１ＣｓＡａｎｄ０１ｍｇ·ｋｇ－１ＲＡＰｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ），ＲＡＰ－ＭｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＣｓＡｇｒｏｕｐ
（ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ５ｍｇ·ｋｇ－１ＣｓＡａｎｄ０５ｍｇ·ｋｇ－１ＲＡＰｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ），ＲＡＰ－Ｈ
ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＣｓＡｇｒｏｕｐ（ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ５ｍｇ·ｋｇ－１ＣｓＡａｎｄ１ｍｇ·ｋｇ－１ＲＡＰｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅ
ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ），ａｎｄＲＡＰ－Ｈｇｒｏｕｐ（ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ１ｍｇ·ｋｇ－１ＲＡＰｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ），
ｗｉｔｈ１０ｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐＥｘｃｅｐｔｆｏｒｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｐｌａｓｔｉｃａｎｅｍｉａｍｏｄｅｌｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｉｎｔｈｅｏｔｈｅｒ
ｇｒｏｕｐｓＡｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎａｌｙｚｅｒｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌｓ（ＲＢＣ），ｗｈｉｔｅｂｌｏｏｄ
ｃｅｌｌｓ，ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎａｎｄｐｌａｔｅｌｅｔｓＨｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄ
ｃｏｎｄｕｃｔｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｊｕｒｙｓｃｏｒｉｎｇＴｈｅｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆ
ＶＥＧＦ，ＶＣＡＭ －１， ＴＰＯ， ＩＦＮ －γ ａｎｄ ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α ｉｎ ｔｈｅｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ
ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＰＯＲｅａｌ－ｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｍｅｓｓｅｎｇｅｒｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ（ｍＲＮＡ）ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆ
Ｔ－ｂｅｔｉｎｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓＲｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅＲＢＣｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ＣｓＡｇｒｏｕｐ，
ＲＡＰ－ＨｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＣｓＡｇｒｏｕｐａｎｄＲＡＰ－Ｈｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（８４８±０８９）×１０１２，（２１４±０２５）×１０１２，
（３５４±０５４）×１０１２，（６１２±０７４）×１０１２ａｎｄ（３２６±０６１）×１０１２·Ｌ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｊｕｒｙ
ｓｃｏｒｅｓｗｅｒｅ（０２０±００４），（２５０±０２５），（１１０±０１０），（１００±０１１）ａｎｄ（１２０±０１６）ｐｏｉｎｔｓ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅＴＰＯｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ（１９５４８±２８１５），（１４５８１±１５２４），（１６９７６±２０２６），（１９０５４±２２３７）
ａｎｄ（１６５５２±２０２９）ｐｇ·ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅＶＣＡＭ－１ｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ（２１３４６±３２３３），（１３２８１±２１９４），
（１８５４９±１９６５），（２０４１９±１９８２）ａｎｄ（１８３６７±２０８７）ｎｇ·ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅＩＦＮ－γｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ
（１３２０４±１８１０），（２３２４６±２５２９），（２０５９８±２１２６），（１８３６７±２０２０）ａｎｄ（２０９０５±１９８２）ｐｇ·ｍＬ－１，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴ－ｂｅｔｍＲＮＡｗｅｒｅ１００±０１０，３９８±０６９，２１８±０２１，
１９５±０２０ａｎｄ２２４±０２３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴ－ｂｅｔｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１００±０１０，
２４６±０２９，１９８±０２１，１６７±０２０ａｎｄ２０１±０２２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＷｈｅｎｔｈｅａｂｏｖｅ－ｍｅｎｔｉｏｎｅｄｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｔｈｅ
ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｂｏｖｅ－ｍｅｎｔｉｏｎｅｄｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｔｈｅＣｓＡｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ
ＲＡＰ－ＨｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＣｓＡｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅＲＡＰ－Ｈｇｒｏｕｐｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅ
ａｂｏｖｅ－ｍｅｎｔｉｏｎｅｄｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｔｈｅＲＡＰ－ＨｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＣｓＡｇｒｏｕｐｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｏｆｔｈｅＣｓＡｇｒｏｕｐａｎｄ
ｔｈｅＲＡＰ－Ｈｇｒｏｕｐ，ａｌｌｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＣｓＡｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈ
ＲＡＰｃａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｃｅｌｌｕｌａｒｉｍｍｕｎｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆａｐｌａｓｔｉｃａｎｅｍｉａｍｏｄｅｌｍｉｃｅ，
ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗＴＰＯａｎｄＶＣＡＭ－１ａｎｄｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅＴ－ｂｅｔ／ＩＦＮ－γ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅＡ；ｒａｐａｍｙｃｉｎ；ａｐｌａｓｔｉｃａｎｅｍｉａ；ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｆｕｎｃｔｉｏｎ；Ｔ－ｂｏｘｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓ；
ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－γ

　　再生障碍性贫血是由多种因素诱发的恶性血液
系统疾病，病理特点为全血细胞减少、骨髓增生减低

等［１］。因该病的病程久且治疗较难，临床多用免疫抑

制疗法、造血干细胞移植等手段治疗［２］。环孢素 Ａ
（ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎＡ，ＣｓＡ）是我国免疫抑制治疗的首选药

物，但部分患者存在治疗无应答，复发率较高等问

题［３］，故亟须探寻更有效的治疗手段。西罗莫司

（ｒａｐａｍｙｃｉｎ，ＲＡＰ）是大环内酯类免疫抑制药，可以参
与Ｔ细胞介导的免疫异常，对再生障碍性贫血的治疗
有一定效果［４］。Ｔ盒转录因子（Ｔ－ｂｏｘｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＴ



１２７０　 中 国 临 床 药 理 学 杂 志　
第４１卷　第９期　２０２５年５月（总第４３１期）　　　　

ｃｅｌｌｓ，Ｔ－ｂｅｔ）／干扰素 －γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｇａｍｍａ，ＩＦＮ－γ）
通路的异常活化，与再生障碍性贫血异常亢进的细胞

免疫有关［５］。本研究旨在探讨 ＲＡＰ联合 ＣｓＡ通过调
控Ｔ－ｂｅｔ／ＩＦＮ－γ信号通路对再生障碍性贫血小鼠
造血功能及骨髓细胞因子的影响。

材料与方法

１　材料
动物　纯系雌性昆明小鼠（ＫＭ９６０２１），鼠龄

８～１２周，体质量１７～２２ｇ，购自厦门万泰沧海生物技
术有限公司。动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（闽）２０２３－
０００１。本实验经泉州市第一医院动物伦理委员会批
准（伦理批号：泉一伦【２０２４】Ｋ２９９号）。

药物和试剂　ＲＡＰ，规格：每瓶 ５０ｍｇ，纯度：
９９３４％，批号：２８１５３，ＣｓＡ，规格：每瓶２００ｍｇ，纯度：
９９８５％，批号：３１７５５，环磷酰胺，规格：每瓶５００ｍｇ，
纯度：≥９８０％，批号：１０４２３０，均为美国 ＭＣＥ公司生
产。内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，
ＶＥＧＦ）、血小板生成素（ｔｈｒｏｍｂｏｐｏｉｅｔｉｎ，ＴＰＯ）、血管细
胞黏附因子 －１（ｖａｓｃｕｌａｒｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ－１，
ＶＣＡＭ－１）试剂盒，均购自上海江莱生物公司；
ＩＦＮ－γ、肿瘤坏死因子 －α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－
ａｌｐｈａ，ＴＮＦ－α）试剂盒，均购自上海科艾博生物公司；
抗体，均购自英国Ａｂｃａｍ公司；引物，均由上海生工生
物公司合成。

仪器　ＢＳ－６００全自动生化仪，北京迈瑞医疗公
司产品；ＢＸ５１荧光显微镜，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司产品；
ＭｕｌｔｉｓｋａｎＳｋｙＨｉｇｈ酶标仪，美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司产
品；ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ５实时荧光定量聚合酶链反应（ｑｕａｎｔｉ
ｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴ－ＰＣＲ）
系统，美国ＡＢＩ公司产品。
２　实验方法
２１　模型构建［６］

小鼠皮下注射５０ｍｇ·ｋｇ－１环磷酰胺，隔天１次，
共４次；同时吸入甲苯，浓度３０ｍｇ·Ｌ－１，每天１次，
连续８ｄ。造模成功的判定标准：小鼠外周血三系细
胞减少，网织红细胞减少，骨髓检查显示骨髓至少一

部位增生低下，骨髓小粒成分中非造血细胞增多（脂

肪细胞），可判定造模成功。

２２　动物分组与给药方法
将纯系雌性昆明小鼠随机分为以下７组，每组各

１０只。对照组：不做任何处理；模型组：按“２１”的方
法建立再生障碍性贫血模型小鼠；ＣｓＡ组：在模型组
的基础上每天给予５ｍｇ·ｋｇ－１的 ＣｓＡ，腹腔注射５ｄ；

ＲＡＰ－Ｌ联合 ＣｓＡ组：在模型组的基础上每天给予
０１ｍｇ·ｋｇ－１的ＲＡＰ和５ｍｇ·ｋｇ－１的ＣｓＡ，腹腔注射
５ｄ；ＲＡＰ－Ｍ联合ＣｓＡ组：在模型组的基础上每天给
予０５ｍｇ·ｋｇ－１的ＲＡＰ和５ｍｇ·ｋｇ－１的ＣｓＡ，腹腔注
射５ｄ；ＲＡＰ－Ｈ联合ＣｓＡ组：在模型组的基础上每天
给予１ｍｇ·ｋｇ－１的ＲＡＰ和５ｍｇ·ｋｇ－１的ＣｓＡ，腹腔注
射５ｄ；ＲＡＰ－Ｈ组：在模型组的基础上每天给予
１ｍｇ·ｋｇ－１的ＲＡＰ，腹腔注射５ｄ。
２３　外周血象检测［７］

各组小鼠眼球取血，用肝素钠抗凝，用全自动生

化分析仪检测外周血三系细胞［血白细胞（ｗｈｉｔｅｂｌｏｏｄ
ｃｅｌｌ，ＷＢＣ）、红细胞（ｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌ，ＲＢＣ）、血小板
（ｐｌａｔｅｌｅｔ，ＰＬＴ）］和血红蛋白（ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，ＨＧＢ）水平。
２４　骨髓病理形态观察［７］

剥离小鼠右侧股骨，４％多聚甲醛固定，１０％的
ＥＤＴＡ脱钙液脱钙，乙醇梯度脱水，常规石蜡包埋切片
（５μｍ），用苏木精－伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色
法观察骨髓组织病理情况，并进行骨髓病理损伤评分。

２５　骨髓造血相关因子水平检测
用酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕ

ｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）法检测各组小鼠骨髓上清液
中ＶＥＧＦ、ＴＰＯ、ＶＣＡＭ－１水平，具体操作遵照试剂盒
说明书。

２６　免疫组织化学（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）法
检测骨髓组织中ＴＰＯ阳性表达水平［８］

取“２４”制作的石蜡切片，脱蜡水化后，滴加３％
双氧水室温孵育 ２０ｍｉｎ，枸橼酸钠缓冲液抗原修复
２０ｍｉｎ，自然晾至室温，５％牛血清白蛋白封闭３０ｍｉｎ，
滴加ＴＰＯ抗体（１∶１０００），４℃孵育过夜，第２天恢复
至室温，滴加生物素标记的二抗孵育４０ｍｉｎ，３，３′－二
氨基联苯胺显色后，苏木精复染，经盐酸乙醇分化，乙

醇梯度脱水，二甲苯透明后封片观察。

２７　ｑＲＴ－ＰＣＲ检测骨髓单个核细胞 Ｔ－ｂｅｔ和
ＧＡＴＡ结 合 蛋 白 ３（ＧＡＴＡ ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ３，
ＧＡＴＡ３）ｍＲＮＡ的相对表达水平

取小鼠股骨的骨髓细胞制成悬液，将其加入含有

淋巴细胞分离液的离心管中，以２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
２５ｍｉｎ，小心吸取中间的单个核细胞层，用ＴＲＩｚｏｌ试剂
提取骨髓单个核细胞的 ＲＮＡ，逆转录为 ｃＤＮＡ，在
ｑＲＴ－ＰＣＲ仪中反应，用２－ΔΔＣｔ法计算Ｔ－ｂｅｔ和ＧＡＴＡ３
ｍＲＮＡ相对表达水平。
２８　蛋白质印迹法检测骨髓单个核细胞 Ｔ－ｂｅｔ和
ＧＡＴＡ３蛋白的表达水平［９］

骨髓单个核细胞分离方法同“２７”，用细胞裂解
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ９Ｍａｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３１）

液提取骨髓单个核细胞的总蛋白，用二喹啉甲酸法测

定蛋白浓度，聚丙烯酰胺凝胶电泳，转膜，脱脂牛奶封

闭，加入相应的一抗 Ｔ－ｂｅｔ（１∶１０００）和 ＧＡＴＡ３
（１∶１０００）４℃孵育过夜，室温孵育辣根过氧化物标记
的山羊抗兔二抗（１∶１０００），化学发光显影剂反应后，
成像系统进行曝光显影。

２９　ＥＬＩＳＡ法检测骨髓单个核细胞 ＩＦＮ－γ和
ＴＮＦ－α的表达水平

收集各组小鼠的骨髓单个核细胞，按ＥＬＩＳＡ试剂
盒的操作说明检测ＩＦＮ－γ和ＴＮＦ－α表达水平。
３　统计学处理

用ＳＰＳＳ２５０软件进行统计分析。计量资料用
珋ｘ±ｓ表示，多组间比较用单因素方差分析，组间比较用
ＬＳＤ－ｔ检验。

结　　果

１　ＲＡＰ和 ＣｓＡ联合对再生障碍性贫血小鼠外周血
象的影响

对照组不做任何处理；模型组用皮下注射

５０ｍｇ·ｋｇ－１环磷酰胺并吸入３０ｍｇ·Ｌ－１甲苯构建再
生障碍性贫血模型；ＣｓＡ组基于模型组，腹腔注射
５ｍｇ·ｋｇ－１ＣｓＡ；ＲＡＰ－Ｌ联合ＣｓＡ组基于模型组，腹
腔注射５ｍｇ·ｋｇ－１ＣｓＡ和０１ｍｇ·ｋｇ－１ＲＡＰ；ＲＡＰ－Ｍ
联合ＣｓＡ组基于模型组，腹腔注射５ｍｇ·ｋｇ－１ＣｓＡ和
０５ｍｇ·ｋｇ－１ＲＡＰ；ＲＡＰ－Ｈ联合 ＣｓＡ组基于模型
组，腹腔注射 ５ｍｇ·ｋｇ－１ＣｓＡ和 １ｍｇ·ｋｇ－１ＲＡＰ；
ＲＡＰ－Ｈ组基于模型组，腹腔注射１ｍｇ·ｋｇ－１ＲＡＰ。

　　模型组的ＷＢＣ、ＲＢＣ、ＨＧＢ和 ＰＬＴ水平与对照组
比较，均显著降低（均Ｐ＜０００１）；ＣｓＡ组、ＲＡＰ－Ｌ联
合ＣｓＡ组、ＲＡＰ－Ｍ联合 ＣｓＡ组、ＲＡＰ－Ｈ联合 ＣｓＡ
组和ＲＡＰ－Ｈ组小鼠的ＷＢＣ、ＲＢＣ、ＨＧＢ和ＰＬＴ水平
与模型组比较，均显著升高（均 Ｐ＜０００１）；相较于
ＣｓＡ组，ＲＡＰ－Ｌ联合 ＣｓＡ组小鼠的 ＷＢＣ和 ＲＢＣ水
平均无显著性差异（均Ｐ＞００５），ＨＧＢ和ＰＬＴ水平均
显著升高（均 Ｐ＜０００１）；相较于 ＲＡＰ－Ｈ组，
ＲＡＰ－Ｌ联合 ＣｓＡ组小鼠的 ＷＢＣ水平无显著性差异
（Ｐ＞００５），ＲＢＣ、ＨＧＢ和 ＰＬＴ水平均显著升高
（Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１），ＲＡＰ－Ｍ 联合 ＣｓＡ组和
ＲＡＰ－Ｈ联合 ＣｓＡ组小鼠的 ＷＢＣ、ＲＢＣ、ＨＧＢ和 ＰＬＴ
水平均显著升高（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。结果见表１。
这提示ＲＡＰ和ＣｓＡ联合可以显著改善再生障碍性贫
血小鼠外周血象水平，且当 ＲＡＰ为高剂量时效果最
佳，故选择ＲＡＰ－Ｈ联合ＣｓＡ进行后续实验。
２　ＲＡＰ和 ＣｓＡ联合对再生障碍性贫血小鼠骨髓病
理形态的影响

ＨＥ染色结果显示：对照组小鼠骨髓增生活跃，各
系造血细胞形态正常，分布均匀；模型组与对照组比

较，小鼠骨髓腔明显空虚，造血细胞数量明显减少，被

大量的脂肪细胞代替；ＣｓＡ组、ＲＡＰ－Ｈ联合 ＣｓＡ组
和ＲＡＰ－Ｈ组与模型组比较，小鼠骨髓出现不同程度
的有核细胞逐渐增多，脂肪细胞减少的现象，见图１。
对照组、模型组、ＣｓＡ组、ＲＡＰ－Ｈ联合 ＣｓＡ组和
ＲＡＰ－Ｈ组 的 骨 髓 病 理 损 伤 评 分 分 别 为

（０２０±００４）、（２５０±０２５）、（１１０±０１０）、
（１００±０１１）和（１２０±０１６）分。模型组的骨髓病
　　

表１　各组小鼠外周血象水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｌｅｖｅｌｓｉｎｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＷＢＣ（×１０９·Ｌ－１） ＲＢＣ（×１０１２·Ｌ－１） ＨＧＢ（ｇ·Ｌ－１） ＰＬＴ（×１０９·Ｌ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ １０ ７３６±０７５ ８４８±０８９ １５０６４±１７７５ ７６５９８±１０８７５

Ｍｏｄｅｌ １０ ０３２±００５ ２１４±０２５ ２０１５±２２３ ７６３５±７６２

ＣｓＡ １０ １２８±０２２＃＃＃ ３５４±０５４＃＃＃ ４６２３±４４５＃＃＃ １３２２１±１６１５＃＃＃

ＲＡＰ－ＬｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＣｓＡ １０ １４３±０２５＃＃＃ ３９３±０４６＃＃＃□ ５７７６±６７３＃＃＃△△△□□□ １８３９６±３０６１＃＃＃△△△□□□

ＲＡＰ－ＭｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＣｓＡ １０ ２０６±０３１＃＃＃△△△□□□ ４１４±０５１＃＃＃△□□ ６６５４±１０６５＃＃＃△△△□□□ ２０６２３±３５７５＃＃＃△△△□□□

ＲＡＰ－ＨｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＣｓＡ １０ ４２３±０６４＃＃＃△△△□□□ ６１２±０７４＃＃＃△△△□□□ ７２１７±１１２４＃＃＃△△△□□□ ３１９５６±５５３２＃＃＃△△△□□□

ＲＡＰ－Ｈ １０ １４７±０２２＃＃＃ ３２６±０６１＃＃＃ ３８３３±６９４＃＃＃ １２６３５±２０５８＃＃＃

ＷＢＣ：Ｗｈｉｔｅｂｌｏｏｄｃｅｌｌ；ＲＢＣ：Ｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌ；ＨＧＢ：Ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ；ＰＬＴ：Ｐｌａｔｅｌｅｔ；Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｎｏｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：Ａｎａｐｌａｓｔｉｃａｎｅｍｉａｍｏｄｅｌｗａｓ

ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙｉｎｊｅｃｔｉｎｇｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅａｔａｄｏｓｅｏｆ５０ｍｇ·ｋｇ－１ａｎｄｉｎｈａｌｉｎｇｔｏｌｕｅｎｅａｔａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ３０ｍｇ·Ｌ－１；ＣｓＡｇｒｏｕｐ：Ｏｎ

ｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，５ｍｇ·ｋｇ－１ＣｓＡ；ＲＡＰ－ＬｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＣｓＡｇｒｏｕｐ：Ｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，５ｍｇ·ｋｇ－１ＣｓＡａｎｄ０１ｍｇ·ｋｇ－１

ＲＡＰ；ＲＡＰ－ＭｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＣｓＡｇｒｏｕｐ：Ｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，５ｍｇ·ｋｇ－１ＣｓＡａｎｄ０５ｍｇ·ｋｇ－１ＲＡＰ；ＲＡＰ－ＨｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＣｓＡｇｒｏｕｐ：

Ｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，５ｍｇ·ｋｇ－１ＣｓＡａｎｄ１ｍｇ·ｋｇ－１ＲＡＰ；ＲＡＰ－Ｈｇｒｏｕｐ：Ｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，１ｍｇ·ｋｇ－１ＲＡＰ；Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｓＡｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５，△△△Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ＲＡＰ－Ｈｇｒｏｕｐ，□Ｐ＜００５，□□Ｐ＜０００１，□□□Ｐ＜０００１
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理损伤评分与对照组比较，ＣｓＡ组、ＲＡＰ－Ｈ联合 ＣｓＡ
组和ＲＡＰ－Ｈ组的骨髓病理损伤评分与模型组比较，
ＲＡＰ－Ｈ联合 ＣｓＡ组的骨髓病理损伤评分与 ＣｓＡ组
相比较以及 ＲＡＰ－Ｈ联合 ＣｓＡ组的骨髓病理损伤评
分与ＲＡＰ－Ｈ组相比较，在统计学上差异均有统计学
意义（均Ｐ＜００５），其中，ＲＡＰ－Ｈ联合ＣｓＡ组效果最
显著。

３　ＲＡＰ和 ＣｓＡ联合对再生障碍性贫血小鼠骨髓
ＶＥＧＦ、ＴＰＯ、ＶＣＡＭ－１水平的影响

模型组小鼠的 ＴＰＯ和 ＶＣＡＭ－１水平与对照组
比较，均显著降低（均Ｐ＜０００１）；ＣｓＡ组、ＲＡＰ－Ｈ联
合ＣｓＡ组和 ＲＡＰ－Ｈ组小鼠的 ＴＰＯ和 ＶＣＡＭ－１水
平与模型组比较，均显著升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，
Ｐ＜０００１）；ＲＡＰ－Ｈ联合 ＣｓＡ组小鼠的 ＴＰＯ和
ＶＣＡＭ－１水平与 ＣｓＡ组比较，均显著升高（均
Ｐ＜００５）；ＲＡＰ－Ｈ联合ＣｓＡ组小鼠的ＴＰＯ和ＶＣＡＭ－１
水平与ＲＡＰ－Ｈ组比较，均显著升高（均Ｐ＜００５）。
模型组小鼠的 ＶＥＧＦ水平与对照组比较，ＣｓＡ组、
ＲＡＰ－Ｈ联合ＣｓＡ组和ＲＡＰ－Ｈ组小鼠的ＶＥＧＦ水平
与模型组比较，ＲＡＰ－Ｈ联合 ＣｓＡ组小鼠的 ＶＥＧＦ水
平与ＣｓＡ组比较，ＲＡＰ－Ｈ联合 ＣｓＡ组小鼠的 ＶＥＧＦ
水平与ＲＡＰ－Ｈ组比较，在统计学上差异均无统计学
意义（均Ｐ＞００５）。结果见表２。

对照组、模型组、ＣｓＡ组、ＲＡＰ－Ｈ联合 ＣｓＡ组和
　　

ＲＡＰ－Ｈ组的ＴＰＯ阳性表达水平分别为１００±０１１、
０４２±００５、０６４±００７、０７５±００８和０６６±００７。
模型组的ＴＰＯ阳性表达水平与对照组比较，ＣｓＡ组、
ＲＡＰ－Ｈ联合 ＣｓＡ组和 ＲＡＰ－Ｈ组的 ＴＰＯ阳性表达
水平与模型组比较，ＲＡＰ－Ｈ联合ＣｓＡ组的ＴＰＯ阳性
表达水平与ＣｓＡ组比较，ＲＡＰ－Ｈ联合ＣｓＡ组的 ＴＰＯ
阳性表达水平与ＲＡＰ－Ｈ组比较，在统计学上差异均
有统计学意义（均Ｐ＜００５）。结果见图２。
４　ＲＡＰ和 ＣｓＡ联合对再生障碍性贫血小鼠骨髓单
个核细胞Ｔ－ｂｅｔ和ＧＡＴＡ３ｍＲＮＡ表达水平的影响

对照组、模型组、ＣｓＡ组、ＲＡＰ－Ｈ联合 ＣｓＡ组和
ＲＡＰ－Ｈ组的 Ｔ－ｂｅｔｍＲＮＡ相对表达水平分别为
１００±０１０、３９８±０６９、２１８±０２１、１９５±０２０和
２２４±０２３，ＧＡＴＡ３ｍＲＮＡ相对表达水平分别为
１００±０１１、０３４±００４、０６８±００７、０７７±００８和
０６１±００７。模型组的上述指标与对照组比较，ＣｓＡ
组、ＲＡＰ－Ｈ联合ＣｓＡ组和ＲＡＰ－Ｈ组的上述指标与模
型组比较，ＲＡＰ－Ｈ联合ＣｓＡ组的上述指标与ＣｓＡ组比
较，ＲＡＰ－Ｈ联合ＣｓＡ组的上述指标与ＲＡＰ－Ｈ组比较，
在统计学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。
５　ＲＡＰ和 ＣｓＡ联合对再生障碍性贫血小鼠骨髓单
个核细胞Ｔ－ｂｅｔ和ＧＡＴＡ３蛋白表达水平的影响

对照组、模型组、ＣｓＡ组、ＲＡＰ－Ｈ联合 ＣｓＡ组
和 ＲＡＰ－Ｈ组的 Ｔ－ｂｅｔ蛋白相对表达水平分别为
　　

图 １　各组小鼠骨髓病理形态（苏木精－伊红染色，×１００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ，×１００）
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＣｓＡｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＲＡＰ－ＨｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＣｓＡ；Ｅ：ＲＡＰ－Ｈｇｒｏｕｐ

表２　各组小鼠的骨髓内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、血小板生成素（ＴＰＯ）和血管细胞黏附因子－１（ＶＣＡＭ－１）水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＶＥＧＦ），ｔｈｒｏｍｂｏｐｏｉｅｔｉｎ（ＴＰＯ），ｖａｓｃｕｌａｒｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ－１
（ＶＣＡＭ－１）ｌｅｖｅｌｓｉｎｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＶＥＧＦ（ｐｇ·ｍＬ－１） ＴＰＯ（ｐｇ·ｍＬ－１） ＶＣＡＭ－１（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ２８４２１±４００４ １９５４８±２８１５ ２１３４６±３２３３
Ｍｏｄｅｌ ２５２６８±３５２５ １４５８１±１５２４ １３２８１±２１９４

ＣｓＡ ２６１７４±２６２１ １６９７６±２０２６＃＃ １８５４９±１９６５＃＃＃

ＲＡＰ－ＨｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＣｓＡ ２７６０５±２８２４ １９０５４±２２３７＃＃＃△□ ２０４１９±１９８２＃＃＃△□

ＲＡＰ－Ｈ ２６３２６±２７６６ １６５５２±２０２９＃ １８３６７±２０８７＃＃＃

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈＣｓＡｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＲＡＰ－Ｈｇｒｏｕｐ，□Ｐ＜００５
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ９Ｍａｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３１）

图 ２　各组小鼠的ＴＰＯ阳性表达情况（免疫组织化学法，×１００）
Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＰｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＰＯｉｎｍｉｃｅｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，×１００）
Ａ－Ｅｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１

１００±０１０、２４６±０２９、１９８±０２１、１６７±０２０和
２０１±０２２，ＧＡＴＡ３蛋白相对表达水平分别为
１００±０１２、０５４±００７、０７１±００８、０８２±００９和
０６９±００７。模型组的上述指标与对照组比较，ＣｓＡ
组、ＲＡＰ－Ｈ联合ＣｓＡ组和ＲＡＰ－Ｈ组的上述指标与
模型组比较，ＲＡＰ－Ｈ联合 ＣｓＡ组的上述指标与 ＣｓＡ
组比较，ＲＡＰ－Ｈ联合 ＣｓＡ组的上述指标与 ＲＡＰ－Ｈ
组比较，在统计学上差异均有统计学意义 （均

Ｐ＜００１），见图３。
６　ＲＡＰ和 ＣｓＡ联合对再生障碍性贫血小鼠骨髓单
个核细胞ＩＦＮ－γ和ＴＮＦ－α表达水平的影响

对照组、模型组、ＣｓＡ组、ＲＡＰ－Ｈ联合 ＣｓＡ组和
ＲＡＰ－Ｈ 组 的 ＩＦＮ －γ 表 达 水 平 分 别 为
（１３２０４±１８１０）、（２３２４６±２５２９）、（２０５９８±２１２６）、
（１８３６７±２０２０）和（２０９０５±１９８２）ｐｇ·ｍＬ－１，
ＴＮＦ－α表 达 水 平 分 别 为 （３１２７ ±３１２）、
（１３０５４±２００７）、（１１２７１±１２０８）、（９９８２±１００９）和
（１１０６９±１１０７）ｐｇ·ｍＬ－１。模型组的上述指标与对
照组比较，ＣｓＡ组、ＲＡＰ－Ｈ联合 ＣｓＡ组和 ＲＡＰ－Ｈ
组的上述指标与模型组比较，ＲＡＰ－Ｈ联合 ＣｓＡ组的
上述指标与ＣｓＡ组比较，ＲＡＰ－Ｈ联合 ＣｓＡ组的上述
指标与ＲＡＰ－Ｈ组比较，在统计上差异均有统计学意
义（均Ｐ＜００５）。

图 ３　用蛋白质印迹法检测各组小鼠骨髓单个核细胞 Ｔ盒转
录因子（Ｔ－ｂｅｔ）和ＧＡＴＡ结合蛋白３（ＧＡＴＡ３）蛋白表达水平
Ｆｉｇｕｒｅ３　 ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＴ－ｂｏｘｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＴｃｅｌｌｓ
（Ｔ－ｂｅｔ）ａｎｄＧＡＴＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ３（ＧＡＴＡ３）ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ａ－Ｅｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１

讨　　论

再生障碍性贫血的发病机制主要包括生活环境、

遗传变异、免疫功能紊乱、造血微环境异常、造血干细

胞缺陷等因素［１０］。临床研究证实，ＣｓＡ联合阿伐曲泊
帕治疗输血依赖非重型再生障碍性贫血与 ＣｓＡ联合
艾曲波帕治疗重型再生障碍性贫血均是安全有效

的［１１－１２］。外周血常规检测是评估再生障碍性贫血动

物模型的基本方法，研究发现，用环磷酰胺诱导再生

障碍性贫血小鼠模型的方法操作简单，且成功造模小

鼠的外周血三系细胞数（ＷＢＣ、ＲＢＣ、ＰＬＴ）与 ＨＧＢ浓
度明显降低，骨髓造血组织减少，出现大量脂肪空泡

等非造血组织，符合再生障碍性贫血的临床外周血与

骨髓造血表现［１３］。故本研究选择此实验方案造模，

结果显示再生障碍性贫血小鼠的外周血象及骨髓病

理形态与既往研究结果相一致，表明再生障碍性贫血

小鼠模型建立成功。进一步研究发现，不同剂量的

ＲＡＰ联合ＣｓＡ均可以改善模型小鼠的外周血象水平，
且以高剂量时的改善效果最好，故选择高剂量的 ＲＡＰ
联合ＣｓＡ展开后续研究。

ＶＥＧＦ、ＴＰＯ与ＶＣＡＭ－１是骨髓造血微环境的调
节因子。ＶＥＧＦ是促血管生成的中枢调控因子，可以
通过促进血管新生，阻碍内皮细胞凋亡来影响造

血［８］。ＴＰＯ有调节造血干细胞生成、分化的作用。
ＶＣＡＭ－１有利于造血干细胞黏附在血管内皮细胞上
并增加其归巢效率，帮助干细胞随血液循环到达其他

部位［１４］。邓梦云等［７］研究发现，补髓生血丸可以通

过提高 ＶＣＡＭ－１和 ＶＥＧＦ水平，改善骨髓造血微环
境，提高再生障碍性贫血模型小鼠的造血功能。本研

究发现，模型组与对照组相比，小鼠的骨髓病理损伤

评分显著升高，骨髓的 ＴＰＯ和 ＶＣＡＭ－１水平均显著
降低；ＣｓＡ组、ＲＡＰ－Ｈ联合ＣｓＡ组与ＲＡＰ－Ｈ组的病
理损伤评分均较模型组显著降低，ＴＰＯ和ＶＣＡＭ－１水
平均较模型组显著提高；ＲＡＰ－Ｈ联合 ＣｓＡ组的病理
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损伤评分均较ＣｓＡ组和ＲＡＰ－Ｈ组显著降低，ＴＰＯ和
ＶＣＡＭ－１水平均较 ＣｓＡ组和 ＲＡＰ－Ｈ组显著提高；
表明２种药物单一干预与联合干预均可以减轻再生
障碍性贫血模型小鼠的骨髓损伤，并促进造血功能恢

复，且药物联合干预的改善效果优于各药物单一干

预。分析原因可能为 ＲＡＰ对细胞因子信号转导通路
具有独特的抑制作用，联合ＣｓＡ有良好的抗排斥协同
作用。

Ｔ－ｂｅｔ、ＧＡＴＡ３、ＩＦＮ－γ、ＴＮＦ－α与 Ｔ淋巴细胞
免疫功能失常相关。Ｔ－ｂｅｔ、ＧＡＴＡ３是调控 Ｔｈ０细胞
向Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞分化的重要因子，前者促进Ｔｈ０细胞
向Ｔｈ１细胞分化，并激活ＩＦＮ－γ、ＴＮＦ－α基因转录；
后者促进Ｔｈ０细胞向Ｔｈ２细胞分化，并抑制 Ｔｈ１型细
胞因子合成［１５］。在再生障碍性贫血中，Ｔ－ｂｅｔ与
ＧＡＴＡ３水平失调，导致 Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡被打破，进而抑
制骨髓造血。贾晋松［１６］研究发现，Ｔ淋巴细胞释放
ＩＦＮ－γ、ＴＮＦ－α等细胞因子诱导骨髓造血细胞凋亡，
抑制骨髓正常造血，引发骨髓衰竭。本研究发现，相

较于模型组，ＣｓＡ组、ＲＡＰ－Ｈ联合ＣｓＡ组与ＲＡＰ－Ｈ
组的Ｔ－ｂｅｔ表达水平均显著降低，ＧＡＴＡ３表达水平
均显著升高，ＩＦＮ－γ和 ＴＮＦ－α水平均显著降低；相
较于 ＣｓＡ组和 ＲＡＰ－Ｈ组，ＲＡＰ－Ｈ联合 ＣｓＡ组的
Ｔ－ｂｅｔ表达水平均显著降低，ＧＡＴＡ３表达水平均显著
升高，ＩＦＮ－γ和 ＴＮＦ－α水平均显著降低；说明 ＣｓＡ
与ＲＡＰ单一用药及联合用药均能够通过促进Ｔ－ｂｅｔ、
ＧＡＴＡ３平衡恢复，改善细胞免疫紊乱，发挥治疗再生
障碍性贫血的作用，且 ＣｓＡ与 ＲＡＰ联合用药的治疗
作用优于各药物单一干预，表明此种联合应用的免疫

抑制疗法效果更佳。

本研究提示：ＣｓＡ联合ＲＡＰ可以明显改善再生障
碍性贫血模型小鼠的造血功能及细胞免疫功能，可能

与提高骨髓 ＴＰＯ和 ＶＣＡＭ－１水平，调节 Ｔ－ｂｅｔ／
ＩＦＮ－γ信号通路有关。
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