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滋阴凉血方联合泼尼松对免疫性血小板减少性紫癜小鼠
免疫功能及 ST2/IL-33通路的影响
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摘要    目的：探讨滋阴凉血方联合泼尼松对免疫性血小板减少性紫癜小鼠免疫功能及 ST2/IL-33 通路的影响。方

法：40 只 BALB/c小鼠，其中 32 只采用注射抗血小板血清构建免疫性血小板减少性紫癜小鼠模型，造模成功后，随机

分为模型、滋阴凉血方（0.2 ml/10 g）、泼尼松（0.2 ml/10 g）和滋阴凉血方+泼尼松（0.2 ml/10 g）共 4 组，每组 8

只，剩余 8 只小鼠设为空白组。分别按剂量灌胃给药，模型组与空白组灌胃等量生理盐水，1 次 /d×2 周。采集血样和

脾脏组织，使用全自动血液分析仪测定外周血小板数；HE染色观察脾脏组织病理学变化；酶联免疫吸附法检测血清

转化生长因子 β、白细胞介素（IL）-17 及外周血血小板生成素水平；Western blot检测脾脏组织 IL-33、sST2、ST2

表达；流式细胞术检测外周血 Th17、Treg细胞数。结果：与空白组相比，模型组小鼠血小板数、血小板生成素、转化

生长因子 β水平及 Treg细胞均明显降低（P<0.05），IL-17 水平、Th17 细胞及 IL-33、sST2、ST2 蛋白表达明显增加

（P<0.01）；与模型组相比，滋阴凉血方+泼尼松组血小板数、血小板生成素、转化生长因子β水平及 Treg细胞均明

显上升（P<0.05），IL-17 水平、Th17 细胞及 IL-33、sST2、ST2 蛋白表达明显降低（P<0.01）。结论：滋阴凉血方+泼

尼松可有效地调节 Th17/Treg平衡，进而有效改善免疫性血小板减少性紫癜，其机制可能与调节 ST2/IL-33 信号通路有

关。
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Abstract　　Objective: To investigate the effects of Ziyin Liangxue formula combined with prednisone on immune 
function and the ST2/IL-33 pathway in mice with immune thrombocytopenia. Methods: In 40 BALB/c mice, 32 were 
constructed as immune thrombocytopenia mouse models by antiplatelet serum injection. After successful modeling, the 
mice were randomly divided into model group, Ziyin Liangxue formula group (0.2 ml/10 g), prednisone group (0.2 ml/10 g), 
and Ziyin Liangxue formula + prednisone group (0.2 ml/10 g), 8 mice in each group, and the other 8 mice were set as 
control group. The drugs were administered by gavage at the dose, and the model group and control group were given 
equal amounts of saline by gavage once a day for 2 weeks of continuous intervention. Blood samples and spleen tissues 
were collected, the peripheral platelet count was measured by automatic hematology analyzer, the pathological changes in 
spleen tissue was observed by HE staining, the levels of serum transforming growth factor (TGF)-β, interleukin (IL)-17, 
and peripheral blood thrombopoietin (TPO) were detected by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), the 
expression of IL-33, sST2, and ST2 in spleen tissue was detected by Western blot, and the cell counts of peripheral blood 
Th17 and Treg were detected by flow cytometry. Results: Compared with the control group, the number of platelets, the 
level of TPO, TGF-β, and Treg cells were significantly decreased (P<0.05), while the level of IL-17, Th17 cells, and the 
expression of IL-33, sST2, and ST2 protein were significantly increased in the model group (P<0.01). Compared with the 
model group, the number of platelets, the level of TPO, TGF-β, and Treg cells were significantly increased (P<0.05), 
while the level of IL-17, Th17 cells, and the expression of IL-33, sST2, and ST2 protein were significantly decreased 

* 通信作者：刘松山，主任医师 . E-mail：xianhecao009@163.com

2022-06-21 收稿；2022-08-15 接受



·203·滋阴凉血方联合泼尼松对免疫性血小板减少性紫癜小鼠免疫功能及 ST2/IL-33 通路的影响

　　免疫性血小板减少性紫癜（immune thrombocy-
topenia，ITP）是一种自身免疫性疾病，其特征是加
速血小板破环和不理想血小板生成，约占出血性疾
病总数的 1/3[1]。尽管一线药物的初始有效率高达
82.1%，但超过 2/3 的 ITP患者可能会复发，使用二
线治疗手段，如利妥昔单抗、血小板生成素（TPO）
受体激动剂和脾切除术，仍有一些患者的病情无法
获得改善 [2-3]。因此，需要探索新的 ITP药物来提高
治疗效果，以实现长期缓解和重建免疫耐受。ITP
的病理生理学机制复杂，目前仍不完全清楚，研究
认为，功能失调的辅助性 T细胞（Th）在 ITP的发
生中起主要作用 [4]。已有研究观察到 ITP患者 Treg
的数量和 /或功能减少 [5]，但 Th17 细胞在 ITP中的
作用仍不确定 [6]。中医学认为，ITP属于“血症”、“紫
斑”等范畴。本院的滋阴凉血方由水牛角、生地黄、
丹皮、赤芍、女贞子、墨旱莲、知母、黄芩、仙鹤
草组成，其中水牛角水解物静脉给药具有快速止血
作用，与诱导血小板聚集有关，生地黄、丹皮、赤芍
具有抗血小板聚集作用，黄芩具有泻火解毒、止血
等作用 [7-8]。目前，滋阴凉血方治疗 ITP的机制及相
关实验研究报道尚少，本研究旨在探讨滋阴凉血方
联合泼尼松对 ITP的治疗作用及机制，为其应用于
ITP治疗提供理论依据。

材料与方法

实验动物

SPF级 BALB/c小鼠 40 只，雌雄各半，8 周龄，体质
量 19-24 g；SPF级雄性 Hartley豚鼠，6 周龄，体质
量 300-400 g，均由四川大学华西医院提供，动物
质量合格证号为 SCXK（川）2018-026，小鼠于标
准饲养条件下适应性饲养 1 周后用于实验，豚鼠于
标准饲养条件下适应性饲养 1 个月后用于实验。小
鼠和豚鼠的饲养条件为自由饮食饮水，室温和湿度
分别维持在 22-24 ℃和 50%-60%，12/12 h昼夜交
替光照，实验动物饲养设施合格证号为 SYXK（川）
2021-248。

试剂与仪器

PBS溶液购自武汉 Servicebio公司；完全弗氏佐剂、

不完全弗氏佐剂均购自上海 Sigma-Aldrich公司；泼
尼松购自天津天药药业股份有限公司；苏木素 - 伊
红（HE）染色试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司；
转化 生长因子 β（TGF-β）、白细胞介素（IL）-17、
TPO ELISA试剂盒均购自上海茁彩生物科技有限
公司；抗体 IL-33、抗体 sST2、抗体 ST2 及二抗均
购自英 国 Abcam公司。BA210Digital数 码 三目摄
像显微镜购自麦克奥迪实业集团；酶标仪（型号
Spectra Max Plus 384）购自上海 Molecular Devices；
JY200C电泳仪购自北京君意东方电泳设备有限公
司；FACSCalibur流式细胞仪购自美国 BD公司。

制备抗血小板血清（APS）
BALB/c小鼠麻醉取抗凝全血，梯度（100×g、250×g）
离心得血小板，加 PBS洗涤 3 次，采用 0.9% NaCl
溶液调整血小板浓度至 2.5×106/ml，与等量完全弗
氏佐剂或不完全弗氏佐剂混合至油包水状作抗原。
于第 1 周注射含完全弗氏佐剂抗原于豚鼠足掌、背
及皮下，至少 4 点；于第 2、3、4、5 周注射含不完
全弗氏佐剂抗原于豚鼠足掌、背及皮下，至少 4 点，
每次注射量为 1 ml。第 6 周从豚鼠心脏取不抗凝全
血，静置后 250×g 离心分离血清，即为豚鼠抗小鼠
血小板血清，于 -20 ℃保存。使用前，取 APS置于
56 ℃水浴 30 min灭活补体，红细胞吸附，制成 1∶4
浓度APS备用。

ITP小鼠模型制备及分组给药

40 只小鼠随机选取 8 只作为空白组（Control），其余
小鼠作为造模组。造模步骤：取 1∶4 浓度 APS，造
模组按 100 μl/只剂量注射APS造模，空白组按 100 
μl/只腹腔注射生理盐水 [9]。7 d后通过尾静脉取 20 
μl血测量血小板数量，评估造模情况，当小鼠血小
板下降至空白组一半以下时为造模成功。造模成功
后随机将小鼠分为模型（ITP）、滋阴凉血方（ZYLXF）、
泼尼松（Pre）和滋阴凉血方+泼尼松（ZYLXF+Pre）
共 4 组。空白组和模型组按 0.2 ml/10 g体质量灌胃
生理盐水；滋阴凉血方组给予 0.2 ml/10 g体质量滋
阴凉血方水煎液灌胃；泼尼松组给予 0.2 ml/10 g体
质量（泼尼松片+生理盐水混悬液，含药量 0.72 g/L）
灌胃；滋阴凉血方 +泼尼松组给予 0.2 ml/10 g（滋
阴凉血方水煎液：泼尼松片+生理盐水混悬液 =1∶1

in the Ziyin Liangxue formula + prednisone group (P<0.01). Conclusion: Ziyin Liangxue formula + prednisone can 
effectively regulate Th17/Treg balance, thus effectively improve immune thrombocytopenia, and the mechanism may be 
related to the regulation of ST2/IL-33 signaling pathway.
Key words　　immune thrombocytopenia; Ziyin Liangxue formula; prednisone; immune function; ST2/IL-33 pathway
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混合液）灌胃。每日 1 次，连续干预 2 周。其中，滋
阴凉血方由本院药剂科制成，包括水牛角 30 g、生
地黄 30 g、丹皮 15 g、赤芍 15 g、女贞子 20 g、墨
旱莲 15 g、知母 15 g、黄芩 15 g、仙鹤草 20 g。取
药材加入 500 ml双蒸水浸泡 30 min，加热沸腾后文
火煎煮 30 min、纱布过滤、药渣再加入 500 ml双
蒸水煮沸后煎煮 30 min，合并 2 次药液，纱布过滤，
旋转蒸发浓缩至生药量为 1.75 g/ml。

样本采集

给药结束后，35 mg/kg戊巴比妥钠麻醉小鼠，摘取
小鼠眼球取全血。随后，立即摘取小鼠脾脏组织，
将脾脏组织分为两份，部分采用 4%多聚甲醛固定，
观察组织病理，部分于 -80 ℃保存，行Western blot
检测。

外周血血象检测

取 20 μl全血与抗凝稀释液混匀，2 h内采用全自动
血液分析仪测定外周血小板数。

HE染色观察脾脏组织病理学变化

取经 4%多聚甲醛固定 24 h的脾脏组织，置于乙醇
中脱水，石蜡包埋，切成 5 μm厚的切片，HE染色，
采用数码三目摄像显微镜观察组织病理变化情况。

ELISA检测血清 TGF-β、IL-17、TPO水平

取 50 μl全血，ELISA法检测外周血 TPO水平；取
经 250×g 离心 5 min后分离的血清，按照 ELISA试
剂盒说明操作检测血清 TGF-β、IL-17 含量。

Western blot检测脾脏组织 IL-33、sST2、ST2表达

取于 -80 ℃保存的脾脏组织，将脾脏组织在冰冷的
RIPA缓冲液中匀浆，使用 BCA法对蛋白质浓度进
行定量，等量的蛋白质经过 10%的 SDS-PAGE电泳，
并转移到 PVDF膜，在 5%脱脂牛奶中封闭 1 h后，
将膜与 IL-33（1∶1 000）、sST2（1∶1 000）、ST2（1∶
1 000）或 β-actin（1∶2 000）一抗在 4 ℃下孵育过
夜，随后，将膜与辣根过氧化物酶标记的二抗（1∶
3 000）室温孵育 2 h，用 ECL检测系统检测结合抗
体，以 β-actin为内参，使用 Quantity One软件对免
疫反应条带进行量化，实验重复 3 次。

流式细胞检测外周血 Th17、Treg细胞

取 100 μl全血，在细胞染色缓冲液中制备单细胞
悬液，将单细胞悬液在 4 ℃下 250×g 离心 5 min以
去除红细胞，用 1× 红细胞裂解缓冲液重新悬浮。
取 100 μl加入流式测定管中，用荧光标记抗体（5 

μl FITC 标 记 的 CD4 McAb、5 μl APC 标 记 的 IL-
17 McAb 或 5 μl FITC 标 记 的 CD4 McAb、2.5 μl 
PE标记的 Foxp3 McAb）对细胞表面标志物进行染
色。流式细胞缓冲液洗涤，100×g 离心 5 min，弃上
清液，PBS洗 2 遍，调整细胞浓度至 1×106/ml，上
FACSCalibur流 式细胞仪检 测，CD4+IL-17+ 为 Th17
含量，CD4+ Foxp3+ 细胞为 Treg含量。

统计学分析

使 用 SPSS 22.0 软 件 对 数 据 进 行 统 计 学 分 析，
GraphPad Prism 8.3 软件作图。计量资料以平均值
± 标准差（mean±SD）表示，多组间数据比较采用
单因素方差分析（ANOVA），组间两两数据比较采
用 LSD-t 法，P<0.05 表示差异有统计学意义。

结  果

各组小鼠外周血小板数及TPO水平的变化

与空白组比较，模型组血小板数、TPO水平均明显
降低（P<0.05）；与模型组相比，滋阴凉血方 +泼尼
松组血小板数明显上升（P<0.05），泼尼松组、滋阴
凉血方+泼尼松组 TPO水平明显升高（P<0.05）；与
滋阴凉血方组、泼尼松组比较，滋阴凉血方+泼尼
松组 TPO水平明显升高（P<0.01），而血小板计数差
异无明显统计学意义（P>0.05）（表 1）。

Table 1. Peripheral blood platelet count and TPO level in 
each group of mice

TPO: thrombopoie t in ;  PLT:  p la te le t ;  ITP:  immune 
thrombocytopenia; ZYLXF: Ziyin Liangxue formula; Pre: 
prednisone. *P<0.05, **P<0.01, compared with control group; 
#P<0.05, ##P<0.01, compared with ITP group; ▲▲P<0.01, 
compared with ZYLXF group; ΔΔP<0.01, compared with Pre 
group.

Group PLT（×109/L） TPO（pg/ml）

Control 1 524.00±107.14 11.45±0.95

ITP 771.67±81.08* 5.22±0.91**

ZYLXF 1 361.67±98.87 6.72±0.94

Pre 1 371.33±183.86 7.22±0.68#

ZYLXF+Pre 1 436.67±56.14# 9.68±1.01## ▲▲ ΔΔ

各组小鼠脾脏组织病理变化

空白组：脾脏组织被膜完整，被膜及脾小梁纤维结
缔组织未见增生，未见明显病理改变。模型组：白
髓与红髓分界较清晰，白髓区域增大，动脉周围淋
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巴鞘和脾小体淋巴细胞显著增多，边缘区消失。滋
阴凉血方组：脾脏组织被膜完整；白髓与红髓分界
较清晰，白髓动脉周围淋巴鞘和脾小结淋巴细胞增
多，边缘区不明显，红髓内各类细胞成分未见明显
增生或减少。泼尼松组：脾脏组织被膜完整，白髓与
红髓分界较清晰，白髓动脉周围淋巴鞘和脾小结淋
巴细胞增多，少量淋巴细胞坏死，见胞核固缩、崩
解，胞质溶解，边缘区不明显，红髓内各类细胞成分
未见明显增生或减少，脾血窦未见明显淤血和炎性
细胞浸润。滋阴凉血方+泼尼松组：脾脏组织被膜
完整；白髓与红髓分界较清晰，白髓动脉周围淋巴鞘
和脾小结淋巴细胞略微增多，红髓内各类细胞成分
未见明显增生或减少，脾血窦未见明显淤血和炎性
细胞浸润（图 1）。

各组小鼠血清 TGF-β、IL-17水平比较

与空白组比较，模型组小鼠血清 TGF-β 水平明显
降 低，IL-17 水平明显升高（P<0.01）；与 模 型 组相
比，滋阴凉血方 +泼尼松组 TGF-β 水平明显升高

（P<0.05），泼尼松组、滋阴凉血方+泼尼松组 IL-17
水平明显降低（P<0.05）；与滋阴凉血方组、泼尼松
组相比，滋阴凉血方 +泼尼松组 IL-17 水平明显降
低（P<0.05），而 TGF-β水平差异无明显统计学意义

（P>0.05）（表 2）。

各组小鼠 ST2/IL-33信号通路相关因子水平

与空白组比较，模型组脾脏组织 IL-33、sST2、ST2
蛋白表达均明显升高（P<0.01）；与模型组相比，滋
阴凉血方组、泼尼松组、滋阴凉血方+泼尼松组脾
脏 组织 IL-33、sST2、ST2 蛋白表 达明显降低（P<
0.01）；与滋阴凉血方组、泼尼松组相比，滋阴凉血
方 +泼尼松组脾脏组织 IL-33、sST2、ST2 蛋白表
达明显降低（P<0.01）（图 2）。

各组小鼠 Th17、Treg细胞水平比较

与空白组比较，模型组 Th17 细胞水平明显增加，
Treg细胞水平明显降低（P<0.01）；3 个治疗组呈现
出相同的变化趋势，即与模型组比较，Th17 细胞水
平均明显降低，Treg细胞水平均明显增加（P<0.01）；
与滋阴凉血方组、泼尼松组相比，滋阴凉血方 +泼
尼松组 Th17 细胞水平明显降低，Treg细胞水平明显
增加（P<0.01）（图 3）。

讨  论

血小板是由巨核细胞释放的，一个巨核细胞可以产
生数千个血小板 [10]。ITP患者多表现为骨髓巨核细
胞增生，并伴有巨核细胞分化成熟异常。脾是人体
最大的免疫器官，能产生抗血小板自身抗体，破坏
和储存血小板。骨髓巨核细胞的数量和脾形态是决
定疾病疗效的重要指标 [11]。注射 APS是一种常见
的被动免疫模型方法，持续注射外源性 APS可刺激
免疫系统破坏外周血小板，从而减少血小板数量，

Figure 1. Histopathological changes in the spleen of mice in each group. HE, 200×, 400×.

Table 2. Comparison of serum TGF-β and IL-17 levels in 
each group of mice

**P<0.01, compared with control group; #P<0.05, ##P<0.01, 
compared with ITP group; ▲P<0.05, compared with ZYLXF 
group; ΔP<0.05, compared with Pre group.

200×

400×

Control ITP ZYLXF Pre ZYLXF+Pre

Group TGF-β（pg/ml） IL-17（pg/ml）

Control 116.54±8.56 3.74±0.43

ITP 77.45±6.31** 6.17±0.31**

ZYLXF 84.32±8.06 5.71±0.64

Pre 88.17±10.01 4.77±0.37#

ZYLXF+Pre 97.36±8.49# 4.58±0.49## ▲ Δ
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该模型模拟了人 ITP自身免疫的发病机制和临床
表现，模型简单、重复性好、成本低，被广泛用于
评价 ITP的疗效 [12]。本研究采用豚鼠抗小鼠血小
板血清建立 ITP小鼠模型，结果显示，与空白组相
比，模型小鼠外周血中血小板数显著降低，且模型

组小鼠白髓与红髓分界较清晰，白髓区域增大，动脉
周围淋巴鞘和脾小体淋巴细胞显著增多，边缘区消
失，这与人 ITP临床特征一致，表明该模型制备成
功 [13]。TPO是促进巨核细胞和血小板生成的关键
细胞因子，体内的 TPO受体是骨髓增殖性白血病病

Figure 2. Levels of ST2/IL-33 signaling pathway-related factors in each group of mice. **P<0.01, compared with control group; 
##P<0.01, compared with ITP group; ▲▲ P<0.01, compared with ZYLXF group; ΔΔP<0.01, compared with Pre group.

Figure 3. Comparison of Th17 and Treg cell levels in each group of mice. **P<0.01, compared with control group; ##P<0.01, 
compared with ITP group; ▲▲ P<0.01, compared with ZYLXF group; ΔΔP<0.01, compared with Pre group.
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毒癌基因（MPL），MPL的表达在调节巨核细胞产生
中起着重要作用，MPL的过度表达会导致巨核细胞
过度增殖，增加血小板的生成，当MPL表达不足或
缺失时，巨核细胞的增殖会减弱，从而导致血小板
减少 [14]。本研究模型组较空白组外周血中 TPO含
量明显降低，滋阴凉血方+泼尼松治疗的血小板数、
TPO水平显著增加，表明滋阴凉血方 +泼尼松改善
了 ITP。此外，TPO与 MPL共同激活一系列信号通
路，如 PI3K/Akt和 Ras/MAPK等，这些信号通路将
细胞外信号传递到细胞核，促进巨核细胞前体细胞
的复制、成熟和分化，可增加外周血中的血小板数
量 [15]。
  研 究 认 为，Th17 与 Treg细 胞 的 平 衡 是 维 持
人体免 疫 系 统 稳 态 的关 键，Th17 细 胞 是以分 泌
IL-17 为特征的 T淋巴细胞亚群之一，Treg细胞以
CD4+CD25+Foxp3+ 为主要标志，具有调控自身免疫
功能紊乱的作用 [16]。ITP可诱导 Th17 细胞增加，
Treg细胞减少，且有证据表明，ITP患者外周血 Treg
的数量和质量都受到了损害 [17]。文献报道，ST2/
IL-33 信号通路在 Th17/Treg细胞平衡中发挥作用，
在 ITP患者中，增高的 sST2 可阻断 Treg细胞介导
的 ST2/IL-33 信号通路，抑制 Treg细胞增殖，导致
TGF-β 分泌减少，从而对 Th17 细胞抑制作用减少，
致使 IL-17 负性调节 ST2/IL-33 信号通路 [18-19]。临
床研究发现，与健康者比较，ITP患者血清中 IL-33、
sST2 水平表达升高，IL-33 与 IL-17/IL-10 的比值呈
正相关，提 示 IL-33 可促使 Th17 细胞和 Treg细胞
失衡，参与 ITP的发病过程 [20]。本研究观察到模
型组较空白组 TGF-β及 Treg细胞显著下降，IL-17、
IL-33、sST2、ST2 表达水平及 Th17 细胞显著增加，
经滋阴凉血方+泼尼松治疗后，小鼠 TGF-β及 Treg
细 胞 显 著 增 加，IL-33、sST2、ST2 表 达 及 IL-17、
Th17 细胞显著降低，提示滋阴凉血方+泼尼松促进
Th17/Treg细胞平衡，且可能通过 ST2/IL-33 信号通
路发挥作用。
  综上所述，滋阴凉血方联合泼尼松可明显改
善 ITP小鼠血小板数，升高 TGF-β 水平、Treg细胞
数，恢复 Th17/Treg细胞的失衡，并可能是通过 ST2/
IL-33 信号通路发挥治疗作用。
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