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脾多肽对化疗所致血小板减少症雌鼠的
疗效及促血小板生成的机制研究*

王如玥1，谢飞2，王欣2，李红玉1

（兰州大学 1.生命科学学院，2.药学院，甘肃 兰州 730000）

摘要 ：目的 研究脾多肽注射液对化疗所致血小板减少症的作用及其血小板生成机制。方法 将85只健

康昆明雌鼠随机分为正常组、模型组、重组人血小板生成素（rhTPO）阳性对照组、脾多肽注射液低剂量组、脾多

肽注射液高剂量组。模型组、给药组第1天单次腹腔注射70 mg/ kg 卡铂复制血小板减少症模型，正常组注射生理

盐水。第2天起，不同药物连续干预15 d，并于化疗前以及化疗后第2～16天隔天尾部取血计数血小板；化疗后第

8天采用瑞氏-吉姆萨染色骨髓巨核细胞，显微镜观察其形态和数量，采用流式细胞术检测骨髓巨核细胞百分率，

酶联免疫吸附试验检测血清干细胞因子（SCF）、促血小板生成素（TPO）水平。结果 各组雌鼠化疗前及化疗后

2 d、4 d、6 d、8 d、10 d、12 d、14 d、16 d血小板计数比较，经重复测量设计的方差分析，结果：①不同时间点血小板

计数变化有差异（F =22.413，P =0.000）；②各组血小板计数有差异（F =6.822，P =0.006）；③各组血小板计数变

化趋势有差异（F =6.326，P =0.008）。镜下观察巨核细胞细胞核及胞体较其他细胞大，且随着巨核细胞的成熟，

核多为不规则形态，胞质愈丰富。细胞染色后，深紫色部分为核，浅紫色部分为胞质。模型组骨髓巨核细胞数量

和百分率低于正常组（P <0.05），rhTPO阳性对照组高于模型组（P <0.05），脾多肽注射液高剂量组高于模型组

（P <0.05）。模型组SCF、rhTPO水平高于正常组（P <0.05），脾多肽注射液高剂量组SCF水平低于模型组（P <

0.05），rhTPO阳性对照组rhTPO水平低于模型组（P <0.05）。结论 60 mg/（kg·d）脾多肽注射液能有效改善卡铂

化疗所致雌鼠血小板减少症，可能与调节血清SCF因子恢复至正常水平及上调骨髓巨核细胞数量有关。
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Abstract: Objective To reveal the effects of lienal polypeptide injection on thrombocytopenia induced by

chemotherapy and the mechanism of thrombopoiesis. Methods A total of 85 healthy Kunming mice were randomly

divided into normal group, model group, positive control (recombinant human thrombopoietin, rhTPO) group, and

low-dose and high-dose lienal polypeptide group. The normal group was injected with normal saline, and the other

groups were given a single dose of 70 mg/kg carboplatin via intraperitoneal injection to establish the chemotherapy-

induced thrombocytopenia model. From the following day, different groups of mice were treated with corresponding

drugs for 15 consecutive days. The blood was taken from the tail vein to determine the platelet count before
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chemotherapy and every other day from the 2nd to 16th day after chemotherapy. On the 8th day after chemotherapy,

bone marrow megakaryocytes were observed and counted under the Wright-Giemsa stain. The percentages of

megakaryocytes were detected by flow cytometry. The serum levels of stem cell factor (SCF) and thrombopoietin

(TPO) were detected by enzyme-linked immunosorbent assay. Results The platelet count of female mice in each

group before chemotherapy and 2 d, 4 d, 6 d, 8 d, 10 d, 12 d, 14 d, and 16 d after chemotherapy was compared and

analyzed via the repeated measures ANOVA. The results demonstrated that there were differences in platelet count at

different time points (F = 22.413, P = 0.000) and among the groups (F = 6.822, P = 0.006), and that there were

differences in the change trends of platelet count among the groups (F = 6.326, P = 0.008). Under the microscope,

megakaryocytes have larger nuclei and the size of megakaryocytes was greater than other cells. As megakaryocytes

became mature, most of the nuclei were irregular in shape, and the cytoplasm was abundant. After staining, the dark

purple part characterized the nucleus and the light purple part characterized the cytoplasm. The number and

percentage of bone marrow megakaryocytes in the model group were lower than those of the normal group (P <

0.05), and those in the positive control group and high-dose lienal polypeptide group were both higher compared

with the model group (P < 0.05). The levels of SCF and rhTPO in the model group were higher than those in the

normal group (P < 0.05), and the level of SCF in the high-dose lienal polypeptide group was lower than that in the

model group (P < 0.05). Besides, the level of rhTPO in the positive control group was lower than that in the model

group (P < 0.05). Conclusions Lienal polypeptide injection at a dose of 60 mg/(kg·d) is effective for ameliorating

the thrombocytopenia induced by carboplatin chemotherapy in female mice, which may be related to the

normalization of the serum level of SCF and the up-regulation of bone marrow megakaryocytes.
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化学治疗药物 （简称化疗） 干预是临床上治

疗癌症常用方案之一，但不可避免地给患者带来

一系列严重的不良反应。化疗引起的血小板减少

症是众多不良反应之一，其与剂量限制性毒性骨

髓抑制紧密相关[1]。当血小板减少严重时需中断

化疗，可能危及患者生命[2]。目前，国内治疗血

小板减少症的主要方法为输注血小板，其主要药

物为重组细胞因子白细胞介素11（rhIL-11）、重组

人血小板生成素（rhTPO）[3]。然而输注血小板不仅

疗效改善持续时间短，还会增加输血过敏性反应

的风险[4]。重组细胞因子因作用机制不同，应用也

受到多方面限制，如：rhIL-11具有心血管毒性[5]；

rhTPO 使患者产生中和性抗体，可能导致药效下

降[6]。因此，现有方案并不能完全满足化疗需降

低血小板减少风险的需求，寻找安全有效的新药

物、新方案具有极高的应用价值。脾多肽注射液

是一种提取自小牛脾脏的天然多肽类药物，其成

分为分子量<6 kD的多肽、游离氨基酸、核酸和总

糖。临床中脾多肽注射液用于改善肿瘤患者的免

疫功能，减少不良反应[7]。有研究显示脾多肽注

射液能够缓解化疗后的骨髓抑制并恢复患者的骨

髓造血功能[8]。因此，评估脾多肽注射液对化疗

所致血小板减少症的疗效并进一步研究其相关机

制至关重要。

1 材料与方法

1.1 实验动物

85只 SPF级昆明雌性小鼠[实验动物生产许可

证号：SCXK（甘）2015-0001，实验动物使用许可证

号：SYXK（甘）2018-0002]，6～8周龄，体重（20±

2）g，适应性饲养1周，由兰州大学实验动物中心

提供。

1.2 主要试剂

重组人血小板生成素 rhTPO（沈阳三生制药有

限公司，批号：201804016），卡铂（山东齐鲁制药有

限公司，批号：WB2J1611029），脾多肽注射液（吉林

丰生制药有限公司，批号：20170926），血小板稀释

剂、1%草酸铵水溶液、瑞氏-吉姆萨复合染液、牛

血清白蛋白BSA（北京索莱宝科技有限公司），红细

胞裂解液、PE-大鼠抗小鼠 CD41 抗体（美国 BD

Biosciences 公司），小鼠干细胞因子ELISA试剂盒、

小鼠血小板生成素ELISA试剂盒（武汉华美生物工

程有限公司）。

1.3 主要仪器

PH100-2A41L-A型普通生物学光学显微镜（上

海凤凰光学仪器六厂），血球计数板（上海求精生
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化试剂仪器有限公司），CT15E 型高速离心机、

CF16RX Ⅱ型低温高速离心机（日本 HITACHI 株式

会社），BX53型正置荧光显微镜（日本奥林巴斯株

式会社），LSRFortessa 流式细胞分析仪（美国 BD

Biosciences 公 司）， 680 型 酶 标 仪（美 国 Bio-Rad

公司）。

1.4 方法

将雌鼠随机分为对照组、模型组、rhTPO 阳性

对照组[3000 u/（kg·d）]、脾多肽注射液低剂量组

[6 mg/（kg·d）]及脾多肽注射液高剂量组 [60 mg/

（kg·d）]，分别为 20 只、20 只、20 只、5 只和 20 只。

其中，脾多肽给药剂量以雌鼠与人等效剂量换算

获得[9]。

1.4.1 血小板计数 各组分别选取 5只雌鼠。化

疗第1天，正常组腹腔注射0.3 mL生理盐水，其他

4组单次腹腔注射0.3 mL卡铂 （70 mg/kg），复制血

小板减少症模型[10]；次日起，rhTPO 阳性对照组、

脾多肽注射液低剂量组、脾多肽注射液高剂量组腹

腔注射0.3 mL相应药物，正常组和模型组腹腔注射

等量0.3 mL生理盐水，均1次/d，连续 15 d。各组

从化疗前1天 （第0天） 开始隔日尾静脉采血，光

学显微镜下计血小板数。

1.4.2 实验动物分组及干预 分别选取对照组、

模型组、rhTPO 阳性对照组和脾多肽注射液高剂

量组 15 只雌鼠。化疗第 1 天，正常组腹腔注射

0.3 mL生理盐水，其他3组单次腹腔注射0.3 mL卡

铂 （70 mg/kg），复制血小板减少症模型[10]。第2天

起，rhTPO阳性对照组及脾多肽注射液高剂量组腹

腔注射0.3 mL相应药物，正常组和模型组腹腔注射

0.3 mL生理盐水，1次/d，连续6 d。

1.4.3 骨髓巨核细胞计数 化疗第8天，每组抓取

5只雌鼠，取单侧股骨，预冷2 mL PBS并分次冲洗

髓腔至颜色发白，将获得骨髓细胞收集至EP管中。

以 2 900 r/min 离心 5 min，收集骨髓细胞，加入等

量50%卵清稀释液，轻柔混匀，吸取骨髓稀释液，

置于载玻片上，涂片，自然干燥后，瑞氏-吉姆萨

复合染液染色，显微镜下100倍计数全片骨髓巨核

细胞。

1.4.4 骨髓巨核细胞百分率的检测 化疗第 8 天

各组收集雌鼠骨髓细胞，以2 900 r/min离心5 min，

弃上清液，加入裂解液除去红细胞[11]。洗涤后通过

白蛋白梯度分离法[12]富集骨髓巨核细胞，镜检可见

浓缩 2～3 倍的巨核细胞。然后用预冷 2 mL PBS

洗涤富集后的骨髓巨核细胞 2 次，PE-大鼠抗小

鼠 CD41 抗体对巨核细胞进行染色，室温避光孵

育 20 min 后洗涤，重悬细胞转至流式管中上机

检测[13]。

1.4.5 血清细胞因子水平的检测 化疗第8天各组

摘取雌鼠眼球采血，4℃静置过夜，以3 200 r/min离心

5 min，收集血清，酶联免疫吸附法检测雌鼠血清

细胞因子SCF和TPO的水平。根据标准品质量浓度

在酶标仪 450 nm 处读取光密度值，绘制标准曲线

并计算血清细胞因子含量。

1.5 统计学方法

数据分析采用 SPSS 17.0 统计软件。计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，比较用单因素方差分

析或重复测量设计的方差分析，进一步两两比较

用Tukey HSD法。P <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组不同时间点雌鼠血小板计数比较

各组雌鼠化疗前及化疗后2 d、4 d、6 d、8 d、

10 d、12 d、14 d和 16 d血小板计数比较，经重复

测量设计的方差分析，结果：①不同时间点血小

板计数有差异（F =22.413，P =0.000）；②各组血小板

计数有差异（F =6.822，P =0.006）；③各组血小板计

数变化趋势有差异（F =6.326，P =0.008）。由于脾多

肽注射液低剂量组较模型组在化疗后的给药周期

内未显著提高血小板计数，故本研究用脾多肽注

射液高剂量组开展后续研究。见表1。

2.2 各组雌鼠化疗后骨髓巨核细胞数量比较

镜下观察巨核细胞形态特征，其细胞核及胞

体较其他细胞大，且随着巨核细胞的成熟，核多

为不规则形态，胞质愈丰富。细胞染色后，深紫色

部分为核，浅紫色部分为胞质（见图1）。正常组、模

型组、rhTPO 阳性对照组和脾多肽注射液高剂量组

的骨髓巨核细胞数量分别为（402.67±79.51）个、

（122.67±42.08）个、（437.33±101.51）个和（304.00±

34.92）个，经单因素方差分析，差异有统计学意义

（F =16.246，P =0.000）。进一步两两比较，模型组

低于正常组（P <0.05），rhTPO阳性对照组、脾多肽

注射液高剂量组高于模型组（P <0.05）。
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2.3 各组雌鼠化疗后骨髓巨核细胞占比比较

正常组、模型组、rhTPO阳性对照组和脾多肽

注射液高剂量组雌鼠骨髓巨核细胞百分率分别为

（15.3±1.87）% 、（9.02±1.88）% 、（15.4±2.50）% 及

（12.9±1.07）%，经单因素方差分析，差异有统计

学意义（F =12.420，P =0.000）。进一步两两比较，

模型组低于正常组（P <0.05），rhTPO阳性对照组高

于模型组（P <0.05），脾多肽注射液高剂量组高于

模型组（P <0.05）。该结果与骨髓巨核细胞计数观

察结果变化趋势相似。见图2。

2.4 各组雌鼠化疗后血清细胞因子水平比较

各组雌鼠血清细胞因子SCF、rhTPO水平比较，

差异有统计学意义（P <0.05），模型组高于正常组

（P <0.05），脾多肽注射液高剂量组SCF水平低于模

型（P <0.05），rhTPO阳性对照组 rhTPO水平低于模

型组（P <0.05）。见表3。

正常组 模型组 rhTPO阳性对照组 脾多肽注射液高剂量组

图1 4组雌鼠骨髓巨核细胞涂片 （瑞氏-吉姆萨染色×100）

表1 各组不同时间点雌鼠血小板计数比较 （n =5，×109/L，x±s）

组别

正常组

模型组

rhTPO阳性对照组

脾多肽注射液低剂量组

脾多肽注射液高剂量组

0 d

1.13±0.04

1.18±0.04

1.25±0.03

1.19±0.04

1.15±0.06

2 d

1.09±0.05

1.13±0.05

1.15±0.04

1.17±0.05

1.22±0.09

4 d

1.05±0.07

1.19±0.07

1.09±0.6

1.17±0.07

1.23±0.13

6 d

1.06±0.09

0.95±0.09①

1.24±0.07②

1.04±0.09

0.93±0.16

8 d

1.18±0.11②

0.72±0.11①

1.13±0.09②

0.68±0.11①

0.90±0.20

10 d

1.09±0.07②

0.5±0.07①

0.95±0.06①②

0.57±0.07①

0.72±0.13①②

12 d

0.98±0.10②

0.47±0.10①

0.89±0.08①②

0.59±0.10①

0.82±0.18②

14 d

0.99±0.07②

0.67±0.07①

0.82±0.05①

0.72±0.07①

0.92±0.11②

16 d

1.16±0.07②

0.87±0.07①

1.21±0.06②

0.92±0.07①

1.10±0.13②

注 ：①与0 d比较，P <0.05；②与模型组比较，P <0.05。
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正常组 模型组 TPO阳性对照组 脾多肽注射液高剂量组

图2 4组雌鼠骨髓巨核细胞百分率的流式细胞图

表3 4组雌鼠化疗后血清细胞因子水平比较

（n =5，pg/mL，x±s）

组别

正常组

模型组

rhTPO阳性对照组

脾多肽注射液高剂量组

F 值

P 值

SCF

16.86±3.92

32.94±10.4

26.57±5.11

18.17±1.58

5.994

0.006

rhTPO

4.10±2.23

9.88±0.4

5.65±1.67

7.79±0.17

3.854

0.036

·· 59



中国现代医学杂志 第 32 卷

3 讨论

血小板在止血和血管修复中发挥重要作用，

血小板数量过低可能导致患者致命性出血[14]。在临

床上化疗会导致癌症患者血小板减少，甚至增加

出血风险[15]。例如，卡铂、吉西他滨或紫杉醇等化

疗药物在治疗中可能会导致血小板减少，这一剂

量限制性毒性对化疗效果造成很大影响[16-17]。为了

确保化疗顺利进行，临床中化疗时不得不根据患

者出血和血小板计数情况，给予细胞因子药物或输

注血小板[18]。脾多肽注射液广泛应用于肿瘤化疗的

辅助治疗，不仅能够调节机体免疫力，增加化疗患

者的耐受性，还对化疗患者的骨髓起保护作用[19]。

研究表明，脾多肽注射液能有效改善化疗后肺癌患

者的血细胞计数情况[20]，提示脾多肽可能具有改善血

小板减少的作用。本研究评估脾多肽对卡铂化疗

后雌鼠血小板计数的作用情况。结果表明，70 mg/kg

卡铂第8～16天成功复制了稳定的血小板减少症模

型。同时，60 mg/（kg·d）脾多肽注射液干预后，于第

10～16天显著上调了雌鼠的血小板数量，说明该剂

量下的脾多肽注射液能够改善血小板减少。

巨核细胞是骨髓中能够产生血小板的常见大

型多倍体细胞，由骨髓中的造血干细胞发育而

来[21]。骨髓巨核细胞经过成熟以及血小板前体的形

成和释放，最终让血小板释放至外周血中[22]。当化

疗药物引起骨髓抑制时，与血小板生成途径相关

的干细胞、祖细胞及巨核细胞会受到不同程度的

破坏，从而导致血小板的生成途径减少[23-24]。有研

究发现脾多肽能够增加化疗后雌鼠骨髓有核细胞

的数量，改善化疗导致的骨髓抑制[25]。因此，笔者

通过骨髓巨核细胞的检测，进一步研究脾多肽对

化疗后雌鼠血小板减少症的作用机制。化疗第 8

天，显微镜观察骨髓巨核细胞发现，模型组雌鼠

骨髓巨核细胞数量显著减少，这与用卡铂复制大

鼠血小板减少症模型后，巨核细胞于第9天显著减

少的结果相似[26]。巨核细胞数量的减少可能与卡铂

导致的造血干细胞增殖显著减少有关[27]。高剂量脾

多肽干预后，模型鼠骨髓巨核细胞数量增加。采

用流式细胞术检测巨核细胞在骨髓有核细胞中的

百分率，试验结果与镜下观察结果相似。这进一

步提示了脾多肽可能与化疗后骨髓巨核细胞数量

的增加有关，从而改善了血小板生成障碍。

细胞因子与血小板生成途径密切相关，其在

促进造血细胞增殖和分化上具有重要作用[28]。骨髓

微环境中，TPO 能够刺激巨核细胞增殖分化[29]。

SCF参与维持造血干细胞、祖细胞的存活，促进造

血 干 细 胞 、 祖 细 胞 增 殖 ， 以 及 巨 核 细 胞 的 增

殖[30-31]。因此笔者进一步研究了脾多肽对血清细胞

因子的影响。结果发现，卡铂化疗诱导的雌鼠SCF

水平升高。有研究表明，当外周血细胞数量减少

时，细胞因子的水平上升[32]，上述报道与本研究结

果相似。脾多肽注射液干预后，SCF水平降低并趋

向于正常组水平。这提示脾多肽注射液可能通过

参与调节化疗后雌鼠血清中的SCF含量，保护血小

板的生成途径不被破坏。细胞因子SCF已被证明能

够通过激活 Akt，中和线粒体凋亡机制，抑制

Caspase 活性，保护体外未成熟的巨核细胞免受化

疗药物诱导的凋亡[33]。有研究报道，血小板生成素

进入血液循环系统后，通过与血小板膜表面或者

与骨髓巨核细胞膜表面的血小板生成素受体结合，

以较低浓度维持巨核细胞以及血小板的正常水

平[34]。因此，各组化疗后给药至第8天，模型组由

于血小板和巨核细胞生成减少，TPO清除率降低，

导致化疗模型组TPO水平高于正常组，而阳性对照

组由于血小板数量和巨核细胞数量较模型组显著

升高，TPO水平较模型组降低。同时，脾多肽注射

液高剂量组较模型组巨核细胞数量显著增加，但

血小板数量无显著增加，这可能是造成脾多肽注

射液高剂量组 TPO 水平与模型组无差异的原因

之一。

综上所述，相较于其他致血小板减少的化疗

药物，卡铂由于可以破坏骨髓中的造血干细胞，

从而导致血小板减少的周期可能更长，且更难治

疗。而脾多肽可以通过参与调节血清SCF水平，保

护巨核系免受骨髓抑制损伤，缓解卡铂所致血小

板减少。这显示了脾多肽在辅助化疗时拮抗血小

板减少的优势。笔者发现脾多肽注射液通过调节

化疗后雌鼠血清SCF水平，增加化疗后骨髓巨核细

胞数量，缓解卡铂诱导的血小板减少，为脾多肽

在临床中的应用提供数据支持。
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