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重组人血小板生成素诱导小鼠反应性血小板增多症的 

病理变化 ， 

翟海龙 ，汪玉芳 ． 

(1．湖北理工学院医学院，黄石 435003；2．黄石市中心医院血液内科，黄石 435000) 
● 

【摘 要】目的：为了研究重组人血小板生成素(rhTPO)诱导小鼠反应性血小板增多症的病理变化。方法：将48只4周龄SPF级 

BALB／c小鼠，随机分为rhTPO组和对照组，各24只。rhTPO组每只小鼠每日腹腔注射rhTPO 500~g／(kg·d)，0．3 ml／只，对照组 

每只小鼠每 日腹腔注射生理盐水 0．3 mL／只 ，连续注射 10 d。实验第 3、5、7和 10天 ，取 2组小鼠各 6只拉颈处死，检测两组小 

鼠的外周血细胞数量、血小板(platelet，PLT)聚集实验(platelet aggregation test，PAgT)、血小板ATP释放试验、血浆D一二聚体 

(D—dime~r)浓度测定、小鼠血栓表现的观察、骨髓活检、脾、肝系数及脾、肝病理检查。结果：rhTPO组PLT数量在第 3天明显高 

于对照组(P<O．05)，在第 5、7和 l0天明显高于对照组(P<O．O1)。rhTPO组 5 min内最大凝集率和血小板ATP释放量在3、5、7 

和 10天与对照组均无统计学差异(尸>0．05)。rhTPO组血浆 D—dimer浓度在第3、5．7和 l0天明显逐渐升高(P<O．O1)，在第3天 

明显高于对照组(P<0．05)，在第 5、7和10天明显高于对照组(P<0．01)。2组小鼠均无血栓表现。rhTPO组在第3、5、7和 lO天巨 

核细胞大量增生，体积增大，且随时间日益明显。rhTPO组脾系数在第 5、7天均明显高于对照组(尸<0．05)，在第 10 d明显高于 

对照组(P<0．01)，rhTPO组肝系数在第 l0天明显高于对照组(P<0．05)。rhTPO组脾脏巨核系和脾体积在第3天内不变，但脾脏 

巨核系在第 5、7和 1O天逐渐增生，第 l0天尚可见红系增生，脾体积在第5、7和 l0天逐渐增大。肝脏在第 lO天可见红系、粒 

系和巨核系增生且体积增大。结论：rhTPO诱导小鼠反应性血小板增多症的病理变化：骨髓中巨核细胞大量增生，外周血 PLT 

数量急剧升高，但生成的PLT功能正常，初期，脾、肝未发生病理变化，中后期可刺激脾、肝先后髓外造血，体积先后增大。中后 

期可刺激脾脏巨核系逐渐增生，后期尚可见红系增生，脾体积也逐渐增大。肝在后期且可见红系、粒系和巨核系三系增生且体 

积增大。 
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PathologicaI changes of reactive th rombocytosis induced 

by recombinant human thrombopoietin in mice 

Zha／HailongJ，Wang Yufang2 

(1．Hubei Polytechnic University，School ofMedicine；2．Department ofHematology，Huangshi Central Hospita1) 

【Abstract]Objective：To investigate the pathological changes of reactive thrombocytosis induced by recombinant human thrombopoi— 

etin(rhTPO)in mice．Methods：Forty-eight 4—week一0ld SPF BALB／c mice were randomly divided into rhTPO group and control group， 

24 in each group． Mice in rhTPO group has been intraperitoneally injected rhTPO 500 txg／(kg·d)，0．3 ml daily for 10 days，while 

those in control group received saline 0．3 mL．Six mice in each group were executed on day 3，5，7，10 respectively；peripheral blood 

cell count was measured；PLT aggregation test(PAgT)，PLT ATP Yelease test，plasma D—dimer concentration detection were con— 

ducted；manifestations of thrombosis in mice were observed；bone marrow biopsy as well as coefficient of spleen and liver and patho— 

logical examination of spleen and liver were all performed．Results：PLT was significantly higher in rhTPO group than in control group 

on day 3(P<O．05)and was significantly higher in rhTPO group than in control group 0n day 5，7 and IO(P<O．01)．There was no dif- 

ference in five-min maximum aggregation rates and PLT ATP released quaritities on day 3，5，7，10 between rhTPO group and control 
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group(P>0．05)．Plasma D-dimer in rhTPO group were signifi— 

cantly higher than that in control group on day 3(P<O．05)and 

was significantly higher in rhTPO group than in control group 

on day 5，7，10(P<0．O1)．Manifestations of thrombosis were not 

observed in both groups．Bone marrow biopsy for rhTPO group 

on day 3，5，7，10 showed megakaryocytic hyperplasia，increased 
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volume，which became increasingly obvious as time went by．Spleen coefficients in rhTPO group were significantly higher than those in 

control group on day 5，7，and was significantly higher in rhTPO group than in control group on day IO(P<O．O1)．Hepatic coefficients 

in rhTPO group were significantly higher than those in control group on day 10(P<0．05)．Megakaryocytes in spleen and spleen volume 

in rhTPO group were unchanged within 3 days，but megakaryocytes in spleen gradually proliferated on day 5，7，10．Erythroid prolif- 

eration was found on day 10．At the same time，spleen volume gradu
．

ally increased on day 5，7，10．Erythroid，myeloid，megakaryocytic 

hyperplasia and increased volume were found in liver on day 10．Conclusion：Pathological changes of reactive thrombocytosis induced 

by high dose rhTPO in BALB／c mice include bone ma~ow megakaryocytes proliferation，a sharp increase in the number of peripheral 

blood PL with normal PLT production function，no pathological change in spleen and liver at initial stage，extramedullary 

hematopoiesis and increased volume in spleen and liver at middle and late stage，megakaryocytic proliferation in spleen at middle and 

late stage，erythroid hyperplasia in spleen at late stage as well as increased spleen volume，erythroid，myeloid，megakaryocytic hyper- 

plasia and increased volume in liver at late stage． 

【Key words]recombinant human thrombopoietin；mice；reactive thrombocytosis 

血小板增多症是指循环血液内的血小板数量 

异常增多。目前，血小板增多症的标准尚未统一，一 

般以血小板(platelet，PLT)数量 i>450 X 109个／L为 

标 u。反应性血小板增多症是其中最常见的一种， 

占成人血小板增多症的 88％～97％．占4,JL血小板增 

多症的接近 100％t2-4]。感染(典型急性的)、肿瘤、组 

织损伤、慢性炎症性疾病是成年人反应性血小板增 

多症最常见的病因。>75％的成年人反应性血小板增 

多症有一种或一种以上的这些原发病因嘲。有报道， 

反应性血小板增多症患者血清的内源性血小板生 

成素(thrombopoietin，TPO)水平升高，反应性血小板 

增多症很大程度上是这些升高的内源性 TPO诱导 

所致 。 

反应性血小板增多症的病理变化还未搞清楚， 

国内尚未见相关报道。本研究采用了腹腔注射重组 

人血小板生成素(recombinant human thrombopoietin． 

rhTPO)的方法诱导小鼠发生反应性血小板增多症， 

并研究了其病理变化，现予报道。 

1 材料与方法 

1．1 动物及分组 

将 48只 4周龄 SPF级 BALB／c小鼠(购 自华中科技大学 

实验动物中心)，随机分为rhTPO组和对照组，各24只。 

1．2 诱导 

rhTPO组每只小鼠每 日腹腔注射 rhTPO(美国 PeproTech 

产)500~g／(kg·d)，O．3 mL／只，对照组每只小鼠每 日腹腔注 

射生理盐水 0．3 mL／只，连续注射 10 d。 

1-3 检测 

实验第3、5、7和 10天，取 2组小鼠各 6只拉颈处死，完 

成以下检测。 

1．3．1 外周血细胞检测 心脏穿刺取血 50 mL．其中 30 mL 

血用 Sysmex XS800i全自动血细胞分析仪(日本希森美康株 

式会社)测 RBC数、Hb水平、WBC数、PLT数。 

1．3．2 PLT聚集实验(platelet aggregation test，PAgT) 将 38 

g／L枸橼酸钠按体积比1：9的比例加入到剩余 20 ml血中抗 

凝 ，取其中 17 mL抗凝血 ，800 r／min离心 10 min．取上层液 

即为富血 x~ (PRP)，剩余部分以3 000 r／min离心 10 min， 

取上层液即为贫血小板血浆(PPP)，用 PPP调整 PRP的血小 

板计数至3xl0VmL。用血小板聚集仪(美国Chrono—log公司) 

测定PAgT，每次取 PRP200 于比浊杯中，温育 5 min，加 

人诱导剂肾上腺素 10 ，记录5 min内最大凝集率。 

1．3．3 血小板 ATP释放试验 利用荧光法与血小板聚集实 

验同步测定。即在测定前向上述PRP中加入50 荧光素／ 

荧光素酶(美国Chrono—log公司)(40 mg／mL)，温育后加入磁 

棒、5 咖 L胶原，同步测定血小板聚集及 ATP释放。其释放 

量以入 ATP标准品进行校正．所获取的 ATP释放以下公式 

计算，结果以nmoYl0s血小板表示。ATP释放量=(测定荧光 

记录值测定状态的增益×测定 ATP标准品时的增益×2)／(测 

定状态的增益xATP标准品的荧光记录值)。 

1．3．4 血浆D一二聚体(D—dimer)浓度测定 取剩余的3 mL 

抗凝血，4 000 r／min离心 5 min，取 2 mL血浆，用小鼠 D—dimer 

ELISA检测试剂盒(上海奥陆生物科技有限公司)ELISA法测 

定小鼠血浆 D—dimer浓度。 

1．3．5 小鼠血栓表现的观察 每天观察 2组小鼠饮水、饮 

食、行为活动等有无异常，尤其观察小鼠是否出现四肢肿胀、 

浅静脉怒张、静脉索条状物，甚至肺血栓猝死等血栓表现。 

1．3．6 骨髓活检 剪取小鼠单侧股骨常规固定、脱水、脱钙、 

包埋、切片、HE染色，用显微镜观察骨髓组织。 

1．3．7 测脾、肝系数及脾、肝病理检查 取脾、肝，用电子天 

平称质量，除以体质量为肝脾系数。HE染色做脾、肝病理检查。 

1．4 统计学方法 

运用 SPSS 1 1．5 for windows统计软件做统计学处理。各 
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计量资料均采用均数-I-标准差( -I-s)表示，多组数据比较采 

用单因素方差分析 ，两组比较采用 t检验。检验水准 =0．05。 

2 结 果 

2．1 外周血细胞检测 

rhTPO组PLT数量在第 3、5、7、10天4个时间点逐渐升 

高(P<0．01)，对照组则无统计学变化(尸>0．05)，rhTPO组 PLT 

数量在第 3天明显高于对照组(P<0．05)，在第 5、7 d和 10 d 

明显高于对照组(P<0．O1)。rhTPO组和对照组的WBC数量、 

RBC数量、Hb水平在第 3、5、7、10天 4个时间点均无统计学 

变化 (P>0．05)，rhTPO组 WBC数量、RBC数量、Hb水平在4 

个时间点与对照组均无统计学差异( 0．05)(表 1)。 

2．2 PAgT 

rhTPO组和对照组 的 5 min内最大凝集率在第 3、5、7、 

l0天 4个时间点均无统计学变化(尸>0．05)，rhTPO组 5 min 

内最大凝集率在 3、5、7 d和 10 d 4个时间点与对照组均无 

统计学差异(P>0．05)(表 2)。 

2．3 血小板 ATP释放 试验 

rhTPO组和对照组的血小板 ATP释放量在第3、5、7、10 

天 4个时间点均无统计学变化(尸>0．05)，rhTPO组在 3、5、7 d 

和 10 d 4个时间点的血小板 ATP释放量与对照组均无统计 

学差异(P>0．05)(表 2)。 

2．4 血浆 D—dimer浓度测定 

rhTPO组血浆 D—dimer浓度在第 3、5、7、10天 4个时间 

点逐渐升高(P<0．01)，对照组则无变化( 0．05)，rhTPO组血 

浆 D—dimer浓度在第3天高于对照组(尸<0．05)，在第 5、7和 

10天高于对照组(P<0．01)(表 2)。 

2．5 小鼠血栓表现的观察 

注射rhTPO的 10 d内2组小鼠饮水、饮食、行为活动等 

正常，2组小鼠均未出现四肢肿胀、浅静脉怒张、静脉索条状 

物，甚至肺血栓猝死等血栓表现。 

2．6 骨髓活检 

rhTPO组在第 3、5、7和 l0天4个时间点骨髓活检均显 

示巨核细胞大量增生，体积增大，且随时间日益明显，而对照 

组则变化不大(图 1)。 

A．对照组 B．rhTPO组 

图 1 对照组和 rhTPO组的骨髓活检片(HE染色。1O0X) 

Fig．1 Bone marrow biopsy in control group and rhTPO group 

(HE staining．100X) 

表 1 不同时期对照组和 rhTPO组的外周血细胞数量(i±s，n=6) 

Tab．1 Numbersof penpheral blood cellsin control group and rhTPO groupatdifferenttimes(i±s．n=6) 

注：a，与对照组比较 P<O．05；b：与对照组比较 P<O．叭 

表 2 对照组和 rhTPO组的 PAgT的5min内最大凝集率、ATP释放■及血浆 D-dimer浓度【i±s。n=6) 

Tab．2 Maximum agglutination rates within 5 minutes of PAgT。released volumes of ATP and plasma D-dimer 

concentrations in control group and rhTPO group(i-I-$。n--6) 

注：a，与对照组比较 P<O．05；b：与对照组比较P<0．O1 
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2．7 测脾 、肝系数及脾、肝病理检查 

rh FPO组脾系数在第 3、5、7、】0天 4个时间点逐渐升高 

(P<O．O1)，对照组则无变化(P>O．05)，rhTPO组脾系数在 3 d 

与对照组均无差异(P>0．05)，在第 5、7天均高于对照组(P< 

0．05)， 第 10天高于对照组(P<0．01)，rh FPO组肝系数在第 

3、5、7、l0天4个It寸间点不全相同(P<0．05)。在第 l0天升高， 

对照组则无变化(P>0．05)，rhTPO组肝系数在第 3、5、7天与 

对照组均无统计学差异(P>0．05)，在第 l0天高于对照组(P< 

0．05)(表 3)．． 

表 3 不同时期对照组和 rhTPO组的肝脾系数(x±s。n=6) 

Tab．3 Spleen coefficients and liver coefficients in control group 

and rhTPO group at different times(x土 ，n=6) 

汴．-a， 对照组比较 P<O．05；h： j对照组比较P<O．Ol；脾系数：rhTPO 

绀 对照组比较，d5，t=3．361，P=O．020；d7，t=3．368，P=O．020；dl0，f= 
4．776，P=0．005 

r PO组脾脏巨核系和脾体积在第 3天内不变．但脾脏 

H核系在第 5、7和 10天逐渐增生 ．第 l0天尚可见红系增 

生，同时脾体积在第 5、7和 l0天也逐渐增大。肝脏在第 l0 

天可见红系、粒系和巨核系增生且体积增大．而对照组脾、肝 

病理变化则不大(罔2)。 

A．脾(HE染色，200x ) 

B．H1：(HE染色，l 000 x) 

长箭头，红系；短箭头，粒系 

圈 2 rhTPO组在第 1 O天的脾、肝的病理检查 

Fig．2 Pathological examination of spleen and liver in rhTPO 

group on day10 

3 讨 论 

PLT是在复杂的细胞因子环境下生成的，调节 

PLT生成的首要的细胞因子是 TPO，TPO在肝脏产 

生人血，作用的受体是 Mpl。TPO可刺激巨核系集落 

形成单位和早期巨核细胞祖细胞活性和生长．使巨核 

细胞成倍增加。因而，TPO可特异性地增加骨髓、脾 

和肝内成熟巨核细胞和血小板的生成[8-13l。rhTPO南 

中国仓鼠卵巢细胞产生 ，是糖基化的 TPO，与 TPO 

有相同的氨基酸结构，rhTPO静脉给药的半衰期是 

30～40 h，人体注射后 5 d血小板开始剂量依赖性地 

升高．1O～14 d达高峰_14】。如今．TPO已广泛地用于 

治疗免疫性血小板减少性紫癜等血小板减少性疾 

病 ，以提高患者的血小板数量I I。 

有研究表明，给动物注射 rhTPO可诱导反应性 

血小板增多症，增加动物骨髓的巨核细胞和外周血 

PLT，如 Harker等I I给狒狒每日皮下注射 2．5 g／kg 

TPO连续 28 d，先是动物骨髓产生正常狒狒 12倍 

的巨核细胞，然后是外周血中 PLT增长到正常狒狒 

的7倍。而外周血中WBC和 RBC的量无明显变化．、 

但国内尚未见系统地研究 rhTPO诱导反应性』nL／ix 

板增多症的病理变化，因此开展了本研究。升 PI 

效果与 rhTPO存在剂量依赖性的量效关系，为了得 

到典型的反应性血小板增多症效果 ，本研究采 

500 Ixg／(kg·d)这样大剂量的rhTPO。 

本研究中 rhTPO组小鼠在大剂量 rhTPO诱导 

下在第 3、5、7和 l0天 4个时间点骨髓活检均显，J 

巨核细胞大量增生，体积增大．且随~,／I'H3 El益明妊． 

表明 rhTPO刺激骨髓内巨核系的增生，伴随着骨髓 

内巨核系的增生，rhTPO组小鼠外周血 PLT数量第 

3、5、7、l0天 4个时间点逐渐升高，rhTPO组 PLT数 

量在第 3天高于对照组 ，在第 5天、7天和 10天高 

于对照组。即rhTPO可诱导小鼠发生反应性J『Ⅱ小板 

增多症，这与 Kaushansky等的研究结果I”I类似。而 

rhTPO组 WBC数量 、RBC数量 、HI}水平在 4个时 

间点与对照组均无统计学差异，这与 Harker等ll6I的 

研究结果类似，表明 rhTPO仅作用于骨髓内巨核 

系，而对粒系、红系的生成、发育无作用。在外周 

PLT的PAgT中，rhTPO组小鼠5 min内最大凝集率 

在 3、5、7 d和 l0 d 4个时间点与对照组均无统汁 

学差异，血小板 ATP释放试验中，rhTPO组在 3、5、 
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7 d和 10 d 4个时间点的血小板 ATP释放量与对照 

组均无统计学差异，这 2项实验表明 rhTPO刺激小 

鼠生成的PLT功能正常。 

为了研究 rhTPO可诱导小鼠发生反应性血小 

板增多症中与血液系统密切相关的脾和肝的病理 

变化 ，本研究又检测了脾、肝系数及脾、肝病理检 

查。其中脾、肝系数等于脾、肝质量除以体质量，可 

反映脾、肝的相对大小。本研究表明，rhTPO在诱导 

初期，脾、肝未发生病理变化，rhTPO诱导小鼠发生 

反应性血小板增多症的中后期可刺激脾、肝先后髓 

外造血，体积先后增大：rhTPO组脾脏巨核系和脾体 

积在第3天内不变，但脾脏巨核系在第5、7和 10天 

逐渐增生，巨核细胞主要存在于骨髓，在脾、肝中也 

有巨核细胞存在，这表明rhTPO除可刺激骨髓巨核 

细胞扩增外，尚可刺激脾内巨核细胞的扩增[10-11,1 7J。 

第 1O天尚可见红系增生．同时脾体积在第 5、7天 

和1O天也逐渐增大。肝系数在第 10天高于对照组， 

体积增大，且可见红系、粒系和巨核系三系增生。这 

是因为 TPO除了刺激脾、肝中巨核系增生外 ，还可 

刺激红系、粒系细胞数量的增~l：It9，阍。而且有研究表 

明，给如小鼠这样的啮齿 目动物用大剂量的重组血 

生长因子常可观察到脾、肝的髓外造血【埘，因此，本 

研究中给小鼠大剂量地使用rhTPO后小鼠发生脾、 

肝的髓外造血除 rhTPO可刺激脾、肝的髓外造血外 ， 

大概还与 rhTPO是重组试剂有关。 

反应性血小板增多症有时会并发血栓形成，但 

反应性血小板增多症总体来说是一种自限性过程， 

一 旦解决其原发基础病，则反应性血小板增多症也 

会随之解决[5】。反应性血小板增多症并发血栓的发 

病率并不高，如 643例反应性血小板增多症患者并 

发血栓的发病率仅有 1．6％，这些血栓均为静脉血栓， 

而且这些病人多有易致血栓形成的基础病，如术后 

或肿瘤囝。即使是严重的反应性血小板增多症 其并 

发血栓的发病率也不高，仅有 4％～6％t20]。本研究 

rhTPO诱导的小鼠反应性血小板增多症生成的 PLT 

数量在第 3、5、7、1O天 4个时间点逐渐升高，小鼠血 

液逐渐处于高凝状态，而且功能正常，rhTPO组血浆 

D—dimer浓度在第 3、5、7、10天4个时间点逐渐升 

高，且均高于对照组，却未见血栓表现，可能因为反 

， 应性血小板增多症并发血栓的发病率并不高，小鼠 

无易致血栓形成的基础病，rhTPO诱导的时间短， 

而且小鼠血液是逐渐处于高凝状态，随着小鼠血液 

内微血栓生成逐渐增加，抗凝、纤溶也逐渐增强，足 

以分解这些微血栓，使之不至于生成大的血栓。 

． 综上所述，本研究 BALB／c小鼠在大剂量rhTPO 

诱导下发生反应性血小板增多症的病理变化：骨髓 

中巨核细胞大量增生，外周血PLT数量急剧升高。但 

生成的 PLT功能正常，初期，脾、肝未发生病理变 

化，中后期可刺激脾、肝先后髓外造血，体积先后增 

大。中后期可刺激脾脏巨核系逐渐增生，后期尚可 

见红系增生，脾体积也逐渐增大。肝在后期且可见 

红系、粒系和巨核系三系增生且体积增大，小鼠发 

生脾、肝的髓外造血除 rhTPO可刺激脾、肝的髓外 

造血外，大概与 rhTPO是重组试剂有关。 

本研究虽然初步揭示了 rhTPO诱导下发生反 

应性血小板增多症的病理变化，但仍处于器官、组 

织细胞层面，如欲在分子水平研究此病理变化，还 

需要进一步深层次的研究。 
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大黄灌肠对重症急性胰腺炎患者血清高迁移率族蛋白B1、 

PCT、IL一6、TNF一 的影响 

彭 艳 ，王学虎 z，周发春 ，闫 挺 

(重庆医科大学附属第一医院 1．重症医学科；2．血管外科；3．肝胆外科，重庆 400016) 

【摘0要】目的：观察大黄灌肠对重症急性胰腺炎(severe acute pancreafitis，SAP)患者血清高迁移率族蛋白B1(high mobility 

group BI，HMGB1)、降钙素原(pmcalcitonin，PCT)、白细胞介素一6(interleukin一6，IL一6)、肿瘤坏死因子一仪(tumor necrosis factors 

ot。TNF— )及疾病预后的影响。方法：收集 SAP患者 60例，随机分为大黄治疗观察组组(大黄灌肠，30例)和常规治疗对照组(肥 

皂水灌肠，30例)，分别在入院后第 1、3,5天动态监测各组患者血清的HMGB1、PCT、IL一6与TNF一仅浓度变化，并观察患者腹痛 

腹胀缓解时间、排气排便时间、CRRT时间及2组患者的治疗效果。结果：治疗当天2组患者 HMGB1、PCT、IL～6、TNF— 水平差 

异均无统计学意义(P值分别为O．535、0．876、0．973、0．419)；不同时间点间各组炎症因子 HMGB1、PCT、IL一6、TNF—d的变化存在 

统计学差异(P<0．01)，并且观察组 HMGB1、IL一6、TNF—oL的水平较对照组低(P<O．01)，而PCT表达差异不存在统计学意义(P_ 

0．059)。A 1HMGB1(第 3天与第 1天的HMGB1差值)与第 3天急性生理与慢性健康 acute physiology and chronic health evalu— 

ation system，APACHE)I1评分呈明显负相关(P<0．01)，而PCT、IL一6、TNF'ot与第 3天APACHEⅡ评分均无明显相关关系(P值 

均大于 0．05)。治疗第 5天时 ，急性胰腺炎严重程度床边指数(bedside index for severity in AP，BISAP)观察组明显较对照组低 

(P=-0．038)。观察组的腹痛腹胀时间、排气排便时间、CRRT时间均较对照组短(P值均小于0．01)。观察组的总体有效率也明显高 

于对照组( 0．023)。结论：大黄能够有效抑制重症急性胰腺炎患者炎症因子HMGB1、PCT、IL一6、TNF—OL的表达，降低 BISAP 

评分，并且能改善SAP患者的症状和转归，而HMGB 1表达量变化可能与患者预后相关。 
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