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摘要 ： 目的　通过检测脑、结肠、血清中血管活性肠肽（VIP）、垂体腺苷酸环化酶激活多肽（PACAP）水

平，探讨强的松治疗免疫性血小板减少症（ITP）的潜在机制。方法　BALB/c小鼠18只，SPF级，体重18～22 g，

雌雄各半，采用全自动血细胞计数仪检测血小板计数，依据血小板计数采用区间分组法随机分为正常组、模型组

及强的松组，每组6只。正常组注射生理盐水，模型组和强的松组注射抗小鼠血小板血清（APS）复制ITP动物模

型。强的松组在模型复制第8天起开始强的松干预，正常组和模型组则予以生理盐水；注射APS前、注射后第4天、

实验第8天（给药第 1 天）、实验第 12 天（给药第 5 天）、实验第 15 天（给药第 8 天）动态检测血小板计数；实验

结束后采用酶联免疫吸附试验（ELISA）分别检测小鼠脑、结肠、血清中VIP、PACAP含量；用免疫组织化学法观

察小鼠肠系膜淋巴结淋巴细胞P53蛋白表达的变化；原位末端转移酶标记法（TUNEL）检测小鼠肠系膜淋巴结淋

巴细胞凋亡率的变化。采用ELISA检测小鼠脾脏中γ干扰素（IFN-γ）、白细胞介素-4（IL-4）、白细胞介素-10

（IL-10）、白细胞介素-17A（IL-17A）的水平。结果　与正常组比较，模型组及强的松组注射 APS 后，小鼠生

命活力明显减弱，并于实验第8天出现皮肤渗血等现象；强的松组经药物干预后，小鼠饮食量和体重均增加，毛

色恢复光亮，渗血点减少。实验各组小鼠注射APS前、注射后第4天、实验第8天（给药第 1 天）、实验第 12 天

（给药第 5 天）、实验第 15 天（给药第 8 天）不同时间点的外周血小板计数比较：①不同时间点的外周血小板计数

有差异（F =20.618，P =0.000）；②3 组的外周血小板计数有差异（F =59.621，P =0.000）；③3 组的外周血小板

计数随时间变化趋势有差异（F =7.072，P =0.000）。与正常组比较，模型组小鼠肠系膜淋巴结淋巴细胞P53蛋白

表达升高（P <0.05），淋巴细胞凋亡率升高（P <0.05）。与模型组比较，强的松组小鼠肠系膜淋巴结淋巴细胞

P53 蛋白表达降低（P <0.05），淋巴细胞凋亡率降低（P <0.05）。与正常组比较，模型组小鼠在脑、结肠、血

清中 VIP、PACAP 水平均下降（P <0.05）；与模型组比较，强的松组小鼠在脑、结肠、血清中 VIP 水平均升高

（P <0.05）；强的松组小鼠在脑、结肠中 PACAP 水平均升高（P <0.05）。与正常组比较，模型组小鼠脾脏中

IFN-γ、IL-17A 水平均升高（P <0.05），IL-4、IL-10 水平均下降（P <0.05）；与模型组比较，强的松组小鼠脾

脏中 IFN-γ、IL-17A 水平均下降（P <0.05），IL-4、IL-10 水平均上升（P <0.05）。结论　基于VIP/PACAP调

节肠道免疫功能可能是强的松治疗ITP的潜在机制之一。
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Abstract:  Objective To investigate the potential mechanisms of high-dose methylprednisolone treatment 

for immune thrombocytopenia (ITP) by assessing the levels of vasoactive intestinal peptide (VIP) and pituitary 

adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) in the brain, colon, and serum.  Methods A total of 18 BALB/c 

mice, SPF grade, weighing 18-22 g, with an equal distribution of males and females, were utilized. Blood platelet 

counts were measured using an automatic hematology analyzer. Based on platelet counts, the mice were randomly 

divided into three groups: a normal group, a model group, and a high-dose methylprednisolone group, each 

consisting of 6 mice. The normal group received injections of physiological saline, while the model and high-dose 

methylprednisolone groups were injected with anti-mouse platelet serum (APS) to replicate an ITP animal model. 

High-dose methylprednisolone treatment began in the high-dose methylprednisolone group on the 8th day after 

model induction, while the normal and model groups received physiological saline. Peripheral blood platelet counts 

were monitored at different time points: before APS injection, 4 days after injection, the 8th day of the experiment 

(day 1 of treatment), the 12th day of the experiment (day 5 of treatment), and the 15th day of the experiment (day 8 

of treatment). Following the experiment, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was used to measure the 

levels of VIP and PACAP in the brain, colon, and serum. Immunohistochemistry was employed to observe changes 

in P53 protein expression in lymphocytes of the mesenteric lymph nodes of mice, and the terminal deoxynucleotidyl 

transferase dUTP nick-end labeling (TUNEL) method was used to assess the apoptosis rate of lymphocytes in 

mesenteric lymph nodes. ELISA was also conducted to evaluate the levels of IFN-γ, IL-4, IL-10, and IL-17A in the 

spleen of mice.  Results Compared to the normal group, both the model group and the high-dose 

methylprednisolone group exhibited reduced vitality and developed symptoms such as skin hemorrhage after APS 

injection. High-dose methylprednisolone treatment in the high-dose methylprednisolone group led to increased food 

intake, body weight, and improved coat condition, with reduced bleeding spots. Comparing platelet counts at various 

time points among the groups: (1) Platelet counts at different time points showed significant differences (F = 20.618, 

P = 0.000); (2) Platelet counts differed among the three groups (F = 59.621, P = 0.000); (3) Platelet counts displayed 

different trends over time among the three groups (F = 7.072, P = 0.000).  Compared to the normal group, the model 

group exhibited elevated P53 protein expression in lymphocytes of the mesenteric lymph nodes (P < 0.05) and an 

increased rate of lymphocyte apoptosis (P < 0.05). When compared to the model group, the high-dose 

methylprednisolone group showed decreased P53 protein expression in lymphocytes of the mesenteric lymph nodes 

(P < 0.05) and reduced lymphocyte apoptosis (P < 0.05). Furthermore, compared to the normal group, the model 

group displayed decreased levels of VIP and PACAP in the brain, colon, and serum (P < 0.05). In comparison to the 

model group, the high-dose methylprednisolone group showed elevated VIP levels in the brain, colon, and serum 

(P < 0.05), as well as increased PACAP levels in the brain and colon (P < 0.05). Finally, when compared to the 

normal group, the model group had higher levels of IFN-γ and IL-17A in the spleen (P < 0.05) and lower levels of IL-

4 and IL-10 (P < 0.05). In contrast, the high-dose methylprednisolone group had lower levels of IFN-γ and IL-17A 

(P < 0.05) and higher levels of IL-4 and IL-10 in the spleen (P < 0.05) compared to the model group.  Conclusion 

The modulation of intestinal immune function via VIP/PACAP signaling pathways may represent one of the potential 

mechanisms underlying the effectiveness of high-dose methylprednisolone treatment for ITP.

Keywords:  immune thrombocytopenia; vasoactive intestinal peptide; intestinal immunity; high-dose 

methylprednisolone

免疫性血小板减少症（immune thrombocytopenia, 

ITP）是 一 种 自 身 免 疫 性 疾 病 ，据 美 国 血 液 学 会[1]

（American Society of Hematology, ASH）指出，成人 ITP

年发病率为 0.02‰～0.05‰。发病机制尚未明确，目

前认为 ITP 的发生是由于体液免疫和细胞免疫介导

的 血 小 板 过 度 破 坏 ，以 及 巨 核 细 胞 数 量 和 质 量 异

常，导致血小板生成不足[2]。强的松作为 ITP 的一线

治疗[1]，在临床治疗中疗效显著，但其作用机制尚不
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明确，因此，针对目前 ITP 机制研究的关键在于免疫

机制的失衡和调控。

北 京 中 医 药 大 学 东 直 门 医 院 血 液 肿 瘤 科 研

究 团 队 前 期 研 究 发 现 ，强 的 松 治 疗 ITP 止 血 机 制

与 对 血 管 活 性 物 质 ，如 血 管 活 性 肠 肽（vasoactive 

intestinal peptide, VIP） 、 5- 羟 色 胺 （5-

hydroxytryptamine, 5-HT）水 平 的 调 控 有 一 定 关 联

性[3]。其中，VIP 作为脑肠轴中一种重要的神经递

质 ，具 有 扩 张 血 管 、传 递 信 息 及 调 节 免 疫 的 作 用

等[4]。 垂 体 腺 苷 酸 环 化 酶 激 活 多 肽（pituitary 

adenylate cyclase activating polypeptide, PACAP）与 VIP

相似，也是一种脑肠肽，可以被作为中枢或肠道的

肽能神经所释放的神经递质或调节介质起到调节

组织或器官的生理作用[5]。近年来，随着脑肠轴学

说研究的深入，越来越多的研究证实 VIP/PACAP 参

与免疫功能调节[6-7]。因此，本研究提出强的松治疗

ITP 机制可能与 VIP/PACAP 及其介导的肠道免疫相

关的假设。目前少有相关实验室研究对这一假设

提 供 数 据 佐 证 。 为 验 证 该 假 设 ，本 研 究 通 过 复 制

ITP 模型小鼠，以 VIP、PACAP 介导肠道免疫调控为

主线，观察 ITP 发生与 VIP、PACAP 表达水平及肠道

免疫失调的相关性，检测小鼠肠系膜淋巴结淋巴细

胞 P53 蛋白表达、淋巴细胞凋亡率的变化，不同组织

中 VIP、PACAP 的 含 量 ，以 及 脾 脏 中 γ 干 扰 素

（Interferon- γ, IFN- γ）、白 细 胞 介 素 -4（Interleukin-
4, IL-4）、白细胞介素-10（Interleukin-10, IL-10）、白

细胞介素-17A（Interleukin-17A, IL-17A）水平，探讨

强的松治疗 ITP 的潜在作用机制。

1 材料与方法

1.1　实验动物

SPF 级 BALB/c 小鼠，28 只，雌雄各半，体重 18~

22 g，8 周龄，购于空军军医大学实验动物中心，于无

特 定 病 原 体（specific pathogen free, SPF）级 实 验 室

IVC 鼠笼中饲养，室温 20～25 ℃，相对湿度 50%～

60%。豚鼠，10 只，雌性，3 月龄，体重 240～250 g，购

于 兴 平 市 天 瑞 实 验 动 物 养 殖 场 ，于 普 通 环 境 下 饲

养，室温 20～25 ℃,相对湿度 50%～60%，实验动物

生产许可证号：SCXK（陕）2012-001，于 SPF 级实验

室饲养。实验动物生产许可证号：SCXK（陕）2014-

002，实验动物使用许可证号：SYXK（陕）2017-004。

本研究经陕西省西安医学院动物伦理委员会审批

（伦理审批号：XYLS2019069）。

1.2　主要药物、试剂与仪器

强的松（上海阿拉丁生化科技股份有限公司，

规 格 ：1 g，批 号 ：28778）。 完 全 弗 氏 佐 剂（Sigma-

Aldrich，美国，批号：SLBF2619V），不完全弗氏佐剂

（Sigma-Aldrich，美国，批号：SLBH7317V），磷酸盐缓

冲溶液（phosphate buffered saline, PBS）（北京中杉金

桥生物技术有限公司，批号：ZLI-9062），小鼠 VIP 酶

联免疫吸附试验（enzyme linked immunosorbent assay, 

ELISA）检测试剂盒（上海酶联生物科技有限公司，

批号：ml001911），小鼠 PACAP ELISA 检测试剂盒（上

海酶联生物科技有限公司，批号：ml002234），小鼠 

IFN- γ ELISA 检 测 试 剂 盒（Proteintech Group，美 国 ，

批 号 ：KE10001），小 鼠 IL-4 ELISA 检 测 试 剂 盒

（Proteintech Group，美国，批号：KE10010），小鼠 IL-10 

ELISA 检 测 试 剂 盒（Proteintech Group，美 国 ，批 号 ：

KE10008） ，小 鼠 IL-17A ELISA 检 测 试 剂 盒

（Proteintech Group，美国，批号：KE10020），DAPI 染色

液（北京雷根生物技术有限公司，批号 DA0001）；兔

抗 P53 多克隆抗体（武汉爱博泰克生物科技有限公

司，批号 A3185），山羊抗兔工作液（北京中杉金桥生

物技术有限公司，批号 SP-9001），浓缩型 DAB 试剂

盒（ 北 京 中 杉 金 桥 生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号

K135925C），TUNEL 试剂盒（Roche Group，瑞士，批号

11684795910）。

微量高速离心机（湖南长沙湘仪检测设备有限

公司，型号：H1650-W），全波长酶标仪（美国赛默飞

科技公司，型号：Multiskan GO no. 51119300），全自动

动物血液分析仪（北京普朗新技术有限公司，型号：

XFA6130），TSJ-Ⅱ型全自动封闭式组织脱水机（中

国常州市中威电子仪器有限公司），BMJ-Ⅲ型包埋

机（常州郊区中威电子仪器厂），PHY-Ⅲ型病理组织

漂 烘 仪（ 常 州 市 中 威 电 子 仪 器 有 限 公 司 ），

Pannoramic 250 型数字切片扫描仪（济南丹吉尔电子

有限公司），TDZ4-WS 型台式低速离心机（长沙湘仪

离心机仪器有限公司），BA400 型数码三目摄像显微

镜（厦门麦克奥迪实业集团有限公司），Multiskan GO

型全波长酶标仪（美国 Thermo Fisher 公司），cytoflex

型流式细胞仪（美国 Beckman 公司）。
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1.3　分组与模型复制

实验前从 28 只 BALB/c 小鼠中取 18 只尾静脉取

血，采用全自动血细胞计数仪检测血小板数，按

照血小板计数采用区间分组法随机分组，分别为

正常组、模型组、强的松组，每组 6 只小鼠。除正

常组外，其余两组小鼠使用豚鼠抗小鼠血小板血

清 APS 注 射 法 复 制 免 疫 性 ITP 模 型 小 鼠 ， 步 骤 如

下：取剩余 10 只 BALB/c 小鼠麻醉取抗凝全血，梯

度离心（常温 1 100 r/min 离心 10 min，3 000 r/min 离

心 10 min，离心半径 6 cm）得到血小板，用 PBS 调整

浓度至 2.5×106 个/mL，分别与等量完全弗氏佐剂

和不完全弗氏佐剂混匀作抗原，于模型复制开始

注射含完全弗氏佐剂抗原于豚鼠足掌、背及皮下，

共 5 个点，合计 1 mL；分别于模型复制第 1、2、4 周

按上述相同部位与点数注射含不完全弗氏佐剂抗

原。模型复制第 5 周从豚鼠心脏取不抗凝全血，离

心（常温 1 000 r/min 离心 10 min，离心半径 6 cm）取

上清液，即得豚鼠抗小鼠血小板血清 （GP-APS）。

置于 56 ℃水浴 30 min 灭活补体，用等量 BALB/c 小

鼠红细胞吸附至少 2 次，最后用生理盐水稀释成 1∶

4 浓度 APS 备用。之后除正常组按 100 μL/20 g 剂量

腹腔注射生理盐水外，其余两组均按 100 μL/20 g

剂量隔日向小鼠腹腔内注射 APS，重复注射至实验

结束，共注射 8 次。依据病证结合模型辨识标准[8]

判 定 模 型 复 制 是 否 成 功 。 APS 血 清 组 光 密 度

（optical density, OD）平均为 0.300，空白孔 OD 值平

均为 0.163，相差约 2 倍，模型复制成功。

1.4　给药方法

第 8 天模型复制成功后，实验各组开始给药。

根 据《中 国 成 人 重 症 患 者 血 小 板 减 少 诊 疗 专 家 共

识》[9]指出，使用糖皮质激素治疗 ITP 通常推荐口服

给药，可使用泼尼松 1 mg/（kg·d）。按照人鼠用药量

换算公式计算得出，各组均按 0.1 mL/10 g 体积药物

灌胃干预，1 次/d，共给药 8 d。正常组、模型组均

予 生 理 盐 水 ； 强 的 松 组 给 予 强 的 松 按 2 mg/mL

配制[10-11]。

1.5　指标检测与方法

1.5.1 　 全自动血液分析仪检测血小板计数　分 别 于

注 射 APS 前 、注 射 后 第 4 天 、实 验 第 8 天（给 药 第

1 天）、实验第 12 天（给药第 5 天）、实验第 15 天（给

药第 8 天），各组 6 只小鼠分别尾静脉取血，采用全

自动血液凝固分析仪检测外周血小板计数。

1.5.2 　 ELISA 检 测 脑 组 织 、结 肠 及 血 清 中 VIP、

PACAP 含量 　①标本制备：实验结束后，处死各

组小鼠，取脑、结肠组织及腹主动脉血，PBS 冲洗

脑、结肠组织，按 1∶9 比例加入预冷的 PBS 研磨

匀浆脑、结肠组织，4 ℃离心，5 000 r/min，15 min，

收集上清液。保存过程中如有沉淀形成，再次离心

收 集 上 清 液 。 ② 检 测 方 法 ： 按 照 小 鼠 VIP 和

PACAP ELISA 检测试剂盒使用说明书步骤，应用双

抗体夹心法测定标本中小鼠脑组织、结肠及血清

中 VIP、PACAP 水平。用纯化的小鼠 VIP、PACAP

抗体包被微孔板，制成固相抗体，往包被单抗的

微 孔 中 依 次 加 入 VIP、 PACAP， 再 与 HRP 标 记 的

VIP、PACAP 抗体结合，形成抗体-抗原-酶标抗体

复合物，经过彻底洗涤后加底物 TMB 显色。TMB

在 HRP 酶的催化下转化为蓝色，并在酸的作用下

转化成最终的黄色。颜色的深浅和样品中的 VIP、

PACAP 水平呈正相关。用酶标仪在 450 nm 波长下

测 定 OD 值 ， 通 过 标 准 曲 线 计 算 样 品 中 小 鼠 脑 组

织、结肠及血清中 VIP、PACAP 浓度。

1.5.3 　 ELISA 检测脾脏淋巴细胞相关细胞因子表达 

　①标本制备：实验结束后，处死各组小鼠，取脾

组织，PBS 冲洗脾组织，按 1∶9 比例加入预冷的 PBS

研磨匀浆脾组织，4 ℃下 5 000 r/min 离心 15 min，

收 集 脾 组 织 上 清 液 。 保 存 过 程 中 如 有 沉 淀 形 成 ，

再次离心收集上清液。②检测方法：按照IFN-γ、IL-4、

IL-10、IL-17A ELISA 检测试剂盒使用说明书，应

用 双 抗 体 夹 心 法 检 测 标 本 中 小 鼠 脾 脏 中 IFN- γ、

IL-4、IL-10、IL-17A 水平。用纯化的小鼠 IFN-γ、

IL-4、IL-10、IL-17A 抗体包被微孔板，制成固相

抗体，往包被单抗的微孔中依次加入 IFN-γ、IL-4、

IL-10、 IL-17A， 再 与 HRP 标 记 的 IFN- γ、 IL-4、

IL-10、IL-17A 抗体结合，形成抗体-抗原-酶标抗

体 复 合 物 ， 经 过 彻 底 洗 涤 后 加 底 物 TMB 显 色 。

TMB 在 HRP 酶的催化下转化为蓝色，并在酸的作

用下转化成最终的黄色。颜色的深浅和样品中的

IFN-γ、IL-4、IL-10、IL-17A 水平呈正相关。用酶

标仪在 450 nm 波长下测定 OD 值，通过标准曲线计

算样品中小鼠脾脏中 IFN-γ、IL-4、IL-10、IL-17A

蛋白水平。

1.5.4 　 免疫组织化学法检测肠系膜淋巴结淋巴细胞

P53 蛋白表达 　小鼠解剖后分离出肠系膜淋巴结组
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织，4% 多聚甲醛固定。固定组织经全自动脱水机

脱水，包埋，切片，脱蜡；PBS 洗 3 次后将加入柠

檬酸盐缓冲液进行抗原修复，随后滴加山羊血清

进行封闭 20 min；滴加一抗（浓度 1∶50），4 ℃过夜；

滴加生物素化二抗 （浓度 1∶200），37 ℃温箱静置

30 min；PBS 洗涤 3 次，加入 DAB 显色；蒸馏水冲

洗，使用苏木精轻度复染，脱水，中性树胶封片。

置于显微镜下进行图像采集，计算图像的 OD 值和

面积，计算每张图像的平均 OD 值。

1.5.5 　 原位末端转移酶标记法（TUNEL）检测肠系膜

淋巴结淋巴细胞凋亡率 　将淋巴组织切片常规脱蜡

至水，用柠檬酸微波修复 8 min，然后 PBS 洗 3 次；

暗处配制 TUNEL 孵育液 （A∶B =1∶30），37 ℃孵

育 1 h；PBS 洗 3 次后加 DAPI 染核 15 min，PBS 冲洗

后，甘油明胶封片，置入-20 ℃冰箱冷冻保存；最

后采用数字切片扫描仪进行图像采集，并测定图

像的 OD 值和面积，计算细胞凋亡百分比 （细胞凋

亡率=全部图像的 OD 值/面积×100%）。

1.6　统计学方法

数据分析采用 SPSS 26.0 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 ， 两 两 比 较 用

LSD-t 检验。P <0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1　小鼠一般情况

正常组小鼠反应灵活，毛色光亮，无渗血点；

模型组及强的松组注射 APS 后第 4 天，小鼠反应迟

钝，皮毛干枯，活力明显减弱。实验第 8 天，模型

组及强的松动物体重均低于正常组，出现饮食量

下降、皮肤渗血等现象。实验第 15 天，强的松组

经药物干预后，小鼠饮食量和体重明显增加，毛

色恢复光亮，渗 血点明显减少。

2.2　外周血小板计数比较

实验各组小鼠注射 APS 前、注射后第 4 天、实

验第 8 天（给药第 1 天）、实验第 12 天（给药第 5 天）、

实验第 15 天（给药第 8 天）不同时间点的外周血小

板计数比较，采用重复测量设计的方差分析，结果：

①不同时间点外周血小板计数有差异（F =20.618，

P =0.000）；② 3 组 外 周 血 小 板 计 数 有 差 异（F =

59.621，P =0.000）；③3 组外周血小板计数随时间变

化趋势有差异（F =7.072，P =0.000）。见表 1 和图 1。

2.3　肠系膜淋巴结淋巴细胞P53蛋白表达的变化

实验结束后，小鼠解剖分离出肠系膜淋巴结

组织，用免疫组织化学法观察肠系膜淋巴结淋巴

细胞 P53 蛋白表达的变化；TUNEL 法检测小鼠肠系

膜淋巴结淋巴细胞凋亡率的变化。正常组、模型

组、强的松组 3 组小鼠肠系膜淋巴结淋巴细胞 P53

蛋 白 表 达 水 平 分 别 为（0.208±0.009）、（0.252±

0.028）、（0.219±0.025），经方差分析，差异有统计

学意义（F =3.834，P =0.015）。与正常组比较，模型

组小鼠肠系膜淋巴结淋巴细胞 P53 蛋白表达升高

（P <0.05）。正常组、模型组、强的松组 3 组小鼠肠

系 膜 淋 巴 细 胞 凋 亡 率 分 别 为（0.67±0.43）% 、

（21.69±5.38）%、（5.56±2.07）%，经方差分析，差

异 有 统 计 学 意 义 （F =65.107， P =0.000）； 模 型 组

小 鼠 肠 系 膜 淋 巴 细 胞 凋 亡 率 高 于 正 常 组 （P <

0.05）；与模型组比较，强的松组细胞凋亡率下降

（P <0.05）。各组小鼠 P53 肠系膜淋巴结显微图像显

示，阴性细胞呈蓝色，底物呈白色，阳性细胞呈

表 1　正常组、模型组和强的松组不同时间点的外周血小板计数比较　（n =6， ×109/L， x±s）

组别

正常组

模型组

强的松组

注射 APS 前

366.83±50.67

367.83±46.42

367.50±48.22

注射后第 4 天

379.67±39.40

228.50±51.64

229.17±40.31

实验第 8 天

361.17±43.75

175.33±35.60

178.00±50.65

实验第 12 天

371.83±45.30

179.67±61.55

260.00±45.59

实验第 15 天

357.50±44.02

181.33±47.56

288.33±40.37

正常组

模型组

强的松组

500

400

300

200

1          2           3          4           5

血
小

板
计

数
/（

×
10

9 个
/L

）

1：注射 APS 前； 2：注射后第 4 天； 3：实验第 8 天； 4：实验第 12

天； 5：实验第 15 天。

图1　各组小鼠外周血小板时间变化趋势图
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黄色或棕黄色，P53 阳性产物主要分布在细胞核、

细 胞 质 及 细 胞 间 质 。 正 常 组 阳 性 产 物 表 达 较 少 ，

模型组阳性产物表达较多，强的松组阳性产物较

模型组少 （见图 2）。各组小鼠淋巴细胞凋亡图像

中凋亡细胞显核绿光，正常细胞核显蓝光。正常

组几乎未见凋亡的细胞，模型组可见一定数量的凋

亡细胞，强的松组可见少数凋亡细胞 （见图 3）。

2.4　脑、结肠、血清中VIP、PACAP比较

正常组、模型组、强的松组 3 组小鼠脑、结

肠、血清中 VIP、PACAP 表达水平比较，经方差分

析，差异均有统计学意义（P <0.05）。与正常组比

较，模型组小鼠脑、结肠、血清中 VIP、PACAP 水

平均下降（P <0.05）；与模型组比较，强的松组小

鼠脑、结肠、血清中 VIP 水平均升高 （P <0.05）；

强的松组小鼠脑、结肠中 PACAP 水平均升高（P <

0.05），但强的松组小鼠血清 PACAP 水平与模型组

比较，差异无统计学意义（P >0.05）。见表 2、3。
2.5　各组小鼠脾脏中各细胞因子水平比较

实验结束后 ELISA 检测结果显示，正常组、模

型组、强的松组小鼠脾脏中 IFN-γ、IL-4、IL-10、

IL-17A 水平比较，经方差分析，差异均有统计学

意 义 （P <0.05）。 与 正 常 组 比 较 ， 模 型 组 脾 脏 中

IFN-γ、IL-17A 水平均升高 （P <0.05），IL-4、IL-

10 水平均下降 （P <0.05）；与模型组比较，强的松

组 脾 脏 中 IFN- γ、 IL-17A 水 平 均 下 降 （P <0.05），

IL-4、IL-10 水平均上升 （P <0.05）。见表 4。

       正常组                                               模型组                                          强的松组

阴性细胞呈蓝色，底物呈白色，阳性细胞呈黄色或棕黄色（黑色箭头所示）。

图2　各组小鼠P53肠系膜淋巴结显微图像　（× 400）

                                                           正常组                                              模型组                                          强的松组

正常细胞（↑↑）； 凋亡细胞（↑↑）

图3　各组小鼠淋巴细胞凋亡图像　（TUNEL × 400）

表 2　各组小鼠脑、结肠、血清中VIP表达水平比较

（n =6， pg/mL， x±s）

组别

正常组

模型组

强的松组

F 值

P 值

脑

28.75±3.58

12.08±1.82①

22.30±3.16②

48.655

0.000

结肠

16.40±2.49

8.67±1.41①

13.56±1.48②

26.511

0.000

血清

13.82±1.95

8.64±1.13①

11.57±1.62②

15.706

0.000

注： ①正常组比较，P <0.05； ②与模型组比较，P <0.05。

表 3　各组脑、结肠、血清中PACAP表达水平比较

（n =6， pg/mL， x±s）

组别

正常组

模型组

强的松组

F 值

P 值

脑

45.23±3.74

22.93±3.43①

32.05±2.30②

72.964

0.000

结肠

31.53±2.83

11.87±2.56①

20.69±2.97②

74.655

0.000

血清

42.51±3.61

16.26±4.54①

20.26±2.41

91.164

0.000

注： ①正常组比较，P <0.05； ②与模型组比较，P <0.05。
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3 讨论

强的松作为 ITP 的一线治疗用药，治疗 ITP 的

主要作用机制是抑制体液和细胞介导的免疫反应，

减 少 血 小 板 自 身 抗 体 的 生 成 及 减 轻 抗 原 抗 体 反

应[12]；抑制单核-巨噬细胞系统的吞噬作用，减少

对血小板的破坏，从而升高血小板[13]。本研究通过

APS 复制 ITP 模型小鼠，结果证实，强的松能够提

高 ITP 小鼠血小板计数，给药第 5 天强的松组血小

板计数明显恢复，给药后第 8 天血小板计数持续

上升。

VIP 是广泛分布于全身各器官系统中的一种舒

血管因子和神经递质，广泛存在于中枢神经和肠

神经系统中[4]。VIP 由神经元和免疫细胞共同释放。

各种类型的细胞，包括免疫细胞，均表达 VIP 受

体[5]。VIP 作为神经递质、免疫调节剂、血管扩张

剂 和 促 分 泌 剂 具 有 多 效 性 作 用 。 目 前 研 究 证 明 ，

VIP 与许多临床疾病的发生、发展、转归、治疗及

预后相关。其中，与胃肠动力紊乱性疾病、血管

功能活动、慢性阻塞性肺病、肝胆疾病关系极为

密 切[14-16]。 PACAP 与 促 胰 液 素 和 VIP 一 起 发 挥 作

用[6]。VIP 通过促进靶细胞合成一氧化氮而使平滑

肌舒张。其主要作用是扩张血管、传递信息、调

节免疫等，如 VIP 和 PACAP 在免疫细胞损伤和/或

出现炎症后，可以发挥强大体内免疫调节行为[10]。

神经和免疫系统通过多个器官中的 VIP/PACAP 等神

经肽参与复杂的双向调节。本实验结果发现，与

正 常 小 鼠 比 较 ， 模 型 组 小 鼠 脑 、 结 肠 、 血 清 中

VIP、PACAP 水平降低，提示 VIP、PACAP 可能是

ITP 发病机制的重要一环。而在强的松干预后，除

血清 PACAP 以外，两者水平较模型组上升，提示

强的松对 VIP、PACAP 有调控作用。

肠道黏膜是人体最大的免疫系统，是与外界

接触的最大区域。肠道包含管腔微生物群和上皮、

黏膜固有层和淋巴滤泡中的大量免疫细胞，包括

Th1、Th2、Th17 和 Treg 细胞[17-18]。目前有研究发现

一种新的 VIP/PACAP 免疫调节机制，该机制通过诱

导耐受性树突状细胞产生 Treg，从而表达低水平

IFN- γ， 以 及 高 水 平 IL-10[4，6]。 同 时 ， IL-10 是

Bregs 的关键介导因子，在适当的刺激下，Bregs 表

达 IL-10[19-20]。SUN 等[21] 证实，VIP 对 Bregs 中 IL-10 

mRNA 的稳定起着重要作用，并能有效地抑制小鼠

的实验性炎症反应。另外，VIP/PACAP 作为参与炎

症和自身免疫疾病的调节剂，能直接影响免疫细

胞，调节 Th1/Th2、Th17/Treg 细胞失衡[7，22-23]。

ITP 模型小鼠肠系膜淋巴结淋巴细胞存在 P53

蛋白表达的异常上调。本研究发现，ITP 模型小鼠

肠系膜淋巴结淋巴细胞凋亡率异常升高，强的松

干预后能显著降低淋巴细胞凋亡率。由此证实强

的松能够改善肠道免疫，降低淋巴细胞凋亡；同

时，模型组小鼠 P53 蛋白表达较正常组小鼠明显升

高，在强的松干预后，淋巴细胞 P53 表达明显降

低，提示强的松能够降低 P53 蛋白表达；同时，通

过分析实验中相关细胞因子水平的变化，发现在

模型组 ITP 小鼠脾脏中 IFN-γ、IL-17A 升高，IL-4、

IL-10 降低。而在强的松干预后，随 VIP/PACAP 表

达上调，这些细胞因子水平出现逆转，证实强的

松可以通过影响 VIP、PACAP 表达来调节肠道免疫

功能，维持免疫稳态，从而发挥治疗 ITP 的作用。

综上所述，肠系膜淋巴结淋巴细胞 P53 蛋白表

达及细胞凋亡率异常上升，模型组 ITP 小鼠脑、结

肠、血清中 VIP 和 PACAP 水平下降，且出现 IFN-γ
升高、IL-4 和 IL-10 降低、IL-17A 升高等细胞因子

改变。在强的松干预后，VIP 水平在脑、结肠、血

清 中 均 升 高 ， PACAP 水 平 在 脑 、 结 肠 中 均 升 高 ；

表 4　各组脾脏中各细胞因子水平比较　（n =6， pg/mL， x±s）

组别

正常组

模型组

强的松组

F 值

P 值

IFN-γ
91.63±16.40

163.91±28.74①

122.16±9.69②

19.939

0.000

IL-4

234.98±12.03

140.64±21.58①

190.87±30.02②

26.532

0.000

IL-10

32.02±5.04

17.09±3.46①

36.04±3.10②

38.170

0.000

IL-17A

60.04±4.45

85.33±6.11①

78.35±7.82②

25.958

0.000

注： ①正常组比较，P <0.05； ②与模型组比较，P <0.05。
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P53 蛋白表达、淋巴细胞凋亡率均降低，同时相关

细胞因子水平出现逆转。因此，笔者推测基于 VIP/

PACAP 调节肠道免疫功能可能是强的松治疗 ITP 的

潜在机制。本研究再次证明 VIP/PACAP 是 ITP 发病

的重要一环，本研究为今后针对 VIP/PACAP 介导肠

道 免 疫 功 能 的 ITP 靶 向 治 疗 研 究 提 供 前 期 实 验 支

持。当然，这些机制还需要更多的研究来进一步

解释这个过程。
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