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低强度脉冲超声对阿糖胞苷所致新西兰兔自细胞、 

血小板减少的影响 

张 愉 ，何瑞欣 ，周微尘 ，刘宝茹 ，罗月萍 ，王 嫣 ，汪 伟 z，陈文直 t 

(1．重庆医科大学生物医学工程学院，省部共建国家重点实验室培育基地一重庆市超声医学工程重点实室， 

重庆市生物医学工程学重点实验室，重庆 400016；2．中国人民解放军总医院超声科，北京 100853) 

【摘 要】目的：探讨低强度脉冲超声(1ow intensity pulsed ultrasound，LIPUS)对阿糖胞苷所致新西兰兔白细胞、血小板减少的影 

响。方法：将28只新西兰兔随机分为2组：正常组(n=8)和模型组(n=2O)，模型组耳缘静脉注射阿糖胞苷(50mg／kg)，连续3 d。 

再将模型组随机分为 2组：LIPUS辐照组(n=10)和对照组(n=10)，LIPUS辐照组(辐照参数0．2 w mz；0．6 MHz)辐照7 d。于给 

药前、给药后、辐照后 3⋯5 7 11、14、17、21 d测定各组新西兰兔白细胞、血小板计数；白细胞分类计数；血小板活化代谢功能。 

结果：(1)模型组新西兰兔外周血白细胞、血小板与注射阿糖胞苷后降低(t=10．770，P=0．000；t=6．751，P=-0．000)。(2)辐照后u— 

PUS组白细胞计数、中性粒细胞于辐照后 5 d开始上升，与正常组 比较无统计学意义( O．777、P=-O．993)，与对照组相比上升明 

显( 0．017、P=0．028)；LIPUS组淋巴细胞计数于辐照后 3 d开始上升，但较正常组与对照组差异均不显著(尸=0．304、P=O．519)； 

LIPUS组单核细胞计数于辐照后上下波动 ，与对照组差异均无统计学意义(P=O．926、P=0．855、P=0．858、P=0．255、PI ：0．760、P- 

0．746、P=0．644)；(3)辐照后 LIPUS组血小板计数上下波动，趋势与对照组一致( ．198、P=-0．610、P=O．021、P=-O．291、Pls=0．465、 

0．777、P=-0．008)。(4)辐照后 LIPUS组血清兔血栓素 B：(thromboxane，TXB2)含量较对照组差异不明显( 0．725、P=-0．096)。(5)辐 

照后LIPUS组骨髓有核细胞数量增加，且辐照处皮肤、肌肉未见异常。结论：低强度脉冲超声可提高阿糖胞苷化疗后白细胞计 

数，可能是因为其能升高化疗后中性粒细胞数量所致。低强度脉冲超声可能对血小板数量及血清TXB 无影响。 
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lnfluence of Iow intensity pulsed ultrasound on chemotherapy—induced 

leukopenia and thrombocytopenia by Ara-C in rabbit 
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【Abstract]Objective：To observe the influence of low intensity pulsed ultrasound(LIPUS)on chemotherapy—induced leucopenia and 

chemotherapy—induced thrombocytopenia by Ara-C in rabbit．Methods：Totally 28 rabbits were divided randomly into normal group 

(n=8)and model group(n=20)．Ara—c(5o mgCkg)was injected into rabbits in model group from the ear vein for 3 days．Then rabbits 

in model group were randomized into LIPUS group(n=10，0．2 W／em2 0．6 MHz)and control group(n=10)；the cell number of white 

blood cell(WBC)，platelet(PLT)，NE，LY，MO and thromboxane(TXB2)were counted．Results：(1)The cell number of WBC and PLT 

of rabbits in model group decreased after Ara—C injection(t=10．770。P=-0．000；t=6．751，P=0．ooo)．(2)The cell number of WBC and NE 

of rabbits in LIPUS group increased compared with that of control group from 5th day after treatment(P=0．017；P=O．028)；the cell 
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number of LY of rabbits in LIPUS group increased from 3th day 

after treatment，but there was no significant difference compared 

that of with norma1 and control group(P=0．304；P：0．519)．The 

cell number of MO of rabbits in LIPUS group were fluctuated， 

but there was no significant difference compared with that of 

control group(P=0．926；P=0．855；P=0．858；P=O．255；P=0．760； 

P=0．746：P=0．644)．(3)The cell number of PLT of rabbits in 
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LIPUS group were fluctuated，and there was no significant difference compared with that of control group(P=O．198；P=-O．610；P=O．021； 

P=O．291；P=O．465；P=0．777；P=O．008)．(4)There was no significant difference in the serum TXB2 levels of rabbits between control group 

and LIPUS group(尸=0．725；P=0．096)．(5)The nucleated cells number of bone marrow were increased．The skin and muscle had not 

been seen abnom a1 after treatment．Conclusion：HPUS could increase the cell number of WBC，which may be related with its 

int：rease of cell number of NE．LIPUS had no effect on the number of platelets and the serum TXB2． 

【Key words]low intensity pulsed ultrasound；Ara—C；chemothempy—induced leukopenia and thr0mbocytopenia；thmmboxane 

近年，我国恶性肿瘤的发病率、死亡率呈逐年 

上升趋势，已然成为我国居民的首要死因之一，其 

死亡率居世界较高水平『l1。化疗是中晚期恶性肿瘤 

病患的主要治疗手段，但随着化疗药物的不断研究 

开发、化疗方案的不断更新，多种化疗后副反应接 

踵而至。最严重的当属骨髓抑制翻。阿糖胞苷作为细 

胞周期时相特异性化疗药物，具有免疫抑制和抗肿 

瘤作用 ，临床多用于恶性肿瘤的化疗治疗 ，然而阿 

糖胞苷可直接损伤骨髓细胞 ，导致骨髓功能障碍 ， 

引发患者出现化疗所致白细胞减少和血小板减少。 

严重影响后续治疗的正常进行，降低患者的生存期 

和生活质量。低强度脉冲超声(1ow intensity pulsed 

ultrasound，LIPUS)作为近年兴起的一种物理机械波 

疗法，NakamuraL3]、Warden等[41已证实其具有促进人 

成纤维细胞、骨膜细胞、成骨细胞等细胞的增殖、细 

胞外基质和生长因子分泌等作用。本课题组前期研 

究也表明 LIPUS能促进骨髓间充质干细胞 (bone 

mesenehymal stem cells，BMSCs)t~、骨髓有核细胞[61的 

增殖。故本研究拟通过阿糖胞苷诱发新西兰兔白细 

胞减少和血小板减少的模型，观察 LIPUS对白细胞、 

血小板数量，白细胞分类计数，血小板活化代谢功 

能的影响，旨在为探讨 LIPUS能否治疗阿糖胞苷所 

致白细胞减少和血小板减少提供实验依据及数据 

支撑 

1 材料与方法 

1．1 买验动物 

3月龄、同批次新西兰兔 28只，雌雄不拘 ，体质量(2．0± 

0．2)kg，均由重庆医科大学实验动物中心提供f生产许可证： 

SYXK(渝)2012-0001]。所有动物在相同实验室条件『湿度(45± 

5)％，温度(22±2)oC，12 h光暗周期】下正常饮食饲养 1周。 

实验过程中对所有动物的处置符合 2006年科学技术部颁布 

的《关于善待实验动物的指导性意见》。 

1．2 实验试剂及检测设备 

注射用盐酸阿糖胞苷 ，100 ms／支 ，批号：110902—1，购 自 

国药一心制药有限公司；兔血栓素 B2(thromboxane B2， 

TXB2)．购自上海沪尚生物科技有限公司；快速瑞姬氏染液 ， 

批号：20131012，购自南京建成科技有限公司。LIPUS仪(重 

庆海扶医疗科技股份有限公司)；一次性采血管(重庆医科大 

学附属第一医院检验科)；一次性注射器(上海金塔医用器材 

有限公司)；石蜡切片机(Leica SM2000R，德国)；光学生物显 

微镜(iMark一14047，上海)；酶标仪、双蒸水、离心机、电子天 

平等(由重庆医科大学生物医学工程重点实验室提供)。 

1．3 阿糖胞苷诱发新西兰兔白细胞减少、血小板减少模型的 

建立 

因目前国内外尚无使用阿糖胞苷诱发新西兰兔白细胞 

减少和血小板减少模型的文献记载 ，故本研究参照小鼠相关 

模型构建的方法㈣。将 28只新西兰兔随机分为 2组：正常组 

(n=8)和模型组(n=20)。将模型组随机编号，用生理盐水溶解 

阿糖胞苷(比例 ：2 ml：lO0 mg)后，按 50 ms／kg的剂量于兔耳 

缘静脉注射，连续给药 3 d：正常组同期注射等量生理盐水。 

1．4 实验 分组及 治疗方法 

将20只模型组新西兰兔随机分为2组：LIPUS辐照组 

(n=10)和对照组(n=10)。LIPUS辐照组采用本课题组前期筛 

选出来的适宜参数(辐照强度：0．2 w_，cm：：辐照频率 ：0．6 MHz) 

进行辐照，辐照前，局部脱毛清洁。辐照时，将超声治疗头紧 

贴兔左腿股骨干骺端皮肤，治疗头与皮肤之间涂以超声耦合 

剂，开启电源。辐照过程中不移动治疗头位置，每日1次。每 

次辐照 20 min，连续辐照 7 d。对照组兔与 LIPUS辐照组操 

作相同，但不开启电源。正常组兔不进行 LIPUS辐照。 

1．5 指标的采集与检测 

1．5．1 一般情况 实验进展过程中观察各组新西兰兔体质 

量变化、饮食饮水、精神状态、排泄及活动度等情况。 

1．5．2 血常规检测 给药前、给药后 、辐照后 3、5．7、11、14、 

17、21 d，将新西兰兔耳中动脉附近的兔毛拔除，酒精棉球擦 

拭血管使其充盈后，抽取 1 ml血液快速注入一次性采血 

管(含 EDTA)中，来回混匀采血管以防血液凝固，2 h之内将 

采血管送至重庆医科大学附属第一医院检验科进行血常规 

检测 
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1．5．3 血小板功能检测 给药前、给药后、辐照后 3、7 d，采 

用同上方法采血2 ml，立即离心(3 000 r／min，15 min)，分离 

血清。采用酶联免疫吸附法 (enzyme linked immunosorbent 

assay，ELISA)检测新西兰兔血清TXB2含量，严格按照试剂 

盒说明书进行操作。 

1．5．4 骨髓涂片 给药前、给药后、辐照后5 d，18号骨髓穿 

刺针连接 5 ml注射器，抽取兔骨髓液 0．5—1．0 ml。瑞姬氏染 

色19]，用低倍镜(×10倍)在体尾部涂片较均匀处，观察视野 

内有核细胞情况。 

1．5．5 声通道内肌组织肉HE染色 辐照21 d后．新西兰兔 

经耳缘静脉 3％戊巴比妥(30 mg／kg)深度麻醉，取辐照处声 

通道肌肉组织后．行耳缘静脉空气注射处死。4％多聚甲醛固 

定肌肉组织 24 h后，进行常规脱水、透明、石蜡包埋、切片 

(4 m)。切片经二 甲苯脱蜡 、梯度酒精脱水、苏木精染色 

5 min、0．1％伊红复染 5 min、二甲苯透明后封片。每个组织观 

察 l0个(x 10倍)视野。 

1．6 统计学处理 

所有数据采用SPSS 19．0软件进行统计学分析。实验数 

据以均数 4-标准差 (x± )表示。各组间不同时间点的比较采 

用重复测量方差分析；各组间相同时间点的比较采用单因素 

方差分析(LSD—t法)；造模组造模前后的比较采用配对t检 

验。检验水准a=0．05。 

2 结 果 

2．1 阿糖胞苷诱发新西兰兔白细胞减少、血小板减少模型的 

建立 

模型组新西兔耳缘静脉注射阿糖胞苷之后，由表 1可知： 

较给药之前，给药之后模型组血常规检测白细胞计数下降明 

显( =10．770，P=0．000)，下降55．047％；血小板计数下降明显 

(t=6．751，P=O．000)，下降28．947％。提示，使用阿糖胞苷诱发 

新西兰兔白细胞减少、血小板减少模型建立成功。 

2．2 LIPUS辐照对白细胞计数的影响 

辐照 1 d后，LIPUS组死亡 1只，对照组死亡 2只，死亡 

原因不明，分析原因可能是由化疗药物毒性所致。由表2可 

知：时间会对新西兰兔的白细胞计数产生影响( O．OO1)，但 

时间和分组的交互效应不会对新西兰兔的白细胞计数产生 

影响(P=O．072)。辐照后 3 d，LIPUS组白细胞计数较正常组 

没有明显升高(P4=0．ooo)；而较对照组差异无统计学意义 

(]96---0．359)。但从辐照后5 d开始，LIPUS组白细胞计数明显 

上升，与正常组比较无明显统计学差异( =0．777、PI。=0．887、 

G3=O．894、PI6=0．207、 =0．155、P=--o．808)，与对照组比较差异 

具有统计学意义(P9=O．017、P,~--O．022、Pl =0．010、PI --0．030、P2 = 

O．025、Pu=O．026)。结果表明LIPUS能改善阿糖胞苷诱发的的 

白细胞减少。 

表 1 新西兰兔给药前后白细胞、血小板计数变化比较(i± ) 

Tab．1 Changes in WBC，PLT by Am—C to make chemotherapy 

- induced leucopenia and thrombocytopenia model(x-I-$) 

2．3 LIPUS辐 照对白细胞分类计数的影响 

2．3．1 LIPUS辐照对中性粒细胞计数的影响 由表 3可知 ： 

时间(P=O．001)、时间和分组的交互效应 (P=0．016)均会对新 

西兰兔的中性粒细胞计数产生影响，交互作用结果表明LIPUS 

辐照组和正常组在辐照后不同时间点(辐照后 5、7、11、14、 

17 d和 2l d)的中性粒细胞计数均明显高于对照组。辐照后 

3 d．LIPUS组中性粒细胞计数较正常组没有明显升高(P4= 

0．000)；而较对照组差异无统计学意义(P6=O．546)。但从辐照 

后5 d开始．LIPUS组中性粒细胞计数明显上升，与正常组比 

较无统计学差异(P~-O．993、Pl ．980、Pl3=0．628、／'16--0．615、尸I9= 

0．915、 ：0．768)，与对照组比较差异具有统计学意义 (P9= 

0．028、 2：0．035、P15=0．009、尸l8=0．034、P21=O．004、f =0．012)。 

结果表明LIPUS能提高中性粒细胞数量。 

2．3．2 LIPUS辐照对淋巴细胞计数的影响 由表 4可知：时 

表 2 LIPUS辐照后白细胞计数的变化(i±s) 

Tab．2 Changes in WBC by LIPUS(x 4-$) 

重复测量方差分析 Pillai’sTrace分析不同时间点的比较F=6．981，P=0．001；时间点和分组的交互效应F=I．846，P=0．072；主体间效应检验F=35．514，P=0．000 
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间会对新西兰兔的淋巴细胞计数产生影响(P=0．0o5)，但时 

间和分组的交互效应不会对新西兰兔的淋巴细胞计数产生 

影响(尸 ．071)。从辐照 3 d开始，LIPUS组淋巴细胞计数升 

高，较正常组比较差异无统计意义(P4_0．304、P7--0．304、尸l。= 

0．745、P~3---O．168、／',6---0．382、／'19=0．534、P=---O．339)，但较对照组 

比较差异仍无统计学意义( O．519、P9=0．009、Pl2=0．379、Pl5= 

0．253、P~．-0．104、 =o．487、P~--0．665)。提示，在本实验中LIPUS 

对淋巴细胞数量无明显影响。 

2．3．3 LIPUS辐照对单核细胞计数的影响 由表5可知：时 

间会对新西兰兔的单核细胞计数产生影响(P=O．ooo)，但时 

间和分组的交互效应不会对新西兰兔的单核细胞计数产生 

影响(P=0．425)。LIPUS组及对照组单核细胞计数随时间上下 

波动．辐照后 3、7、11、l7、21 d明显低于正常组(P4=0．000、Pl 

0．036、Pl3=O．004、P~9=O．010、 =O．037)；而辐照后 5、14 d与正 

常组相 比差异无统计学意义(马=0．135、尸l =0．138)。但LIPUS 

组与对照组相比差异始终无统计学意义( =0．926、P~--0．855、 

尸l ．858、P15--0．255、Pip0．760、P21---0．746、P~--o．644)。提不 ，在 

本实验中 LIPUS对单核细胞数量无明显影响。 

2．4 LIPUS辐照对血小板计数的影响 

由表 6可知：时间(P=0．000)、时间和分组的交互效应 

(P=0．003)均会对新西兰兔的血小板计数产生影响，交互作 

用结果表明 LIPUS辐照组和对照组在辐照后不同时间点(辐 

照后 3、5、7、11、14 d和 17 d)的血小板计数均低于正常组。辐 

照后 3 d，LIPUS组血小板计数较正常组没有明显升高(P4= 

表3 LIPUS辐照后中性粒细胞计数的变化(x±S) 

Tab．3 Changes in NE by LIPUS( ±s) 

重复测量方差分析 Pillai’sTrace分析不同时间点的比较F=15．085，P=0．000；时间点和分组的交互效应f=2．469，／：u0．016；主体间效应检验F=21．444，P=0．000 

表 4 LIPUS辐照后淋巴细胞计数的变化 (i± ) 

Tab．4 Changesin LYby LIPUS( ± ) 

表 5 LIPUS辐照后单核细胞计数的变化 ( ±S) 

Tab．5 Changes in MO by LIPUS(x± ) 

=3．873 

LsD 检验 正 ·LI
．

PU

． 

_0-o2 

正常V8．对照 P~--0．027 

UPUS VS．对照 P3--O．993 

26．301 

P4--O．000 

Ps--'O．000 

P6=O．926 

=1．745 

只--0．135 

P~--o．1O5 

P0：0．855 

=3．472 

0．036 

只1=0．028 

2=0．858 

Fs=9．778 

Pl3=0．004 

P1,--O．000 

PI~--O．255 

1．874 

PI6--O．138 

P17---0．086 

P~---0．760 

5．712 

只r-0．010 

0．006 

=0．746 

斥=2．69l 

=0．037 

：O．102 

0．644 
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接吞噬、清除病原体的作用。而 LIPUS组淋巴细胞 

与单核细胞的数量没有进一步降低 ，故表明 LIPUS 

对其没有损伤作用。 

LIPUS组和对照组的血小板计数均下降。虽有 

所波动，但变化趋势一致，且2组间的比较无统计 

学意义。表明血小板的下降是由阿糖胞苷所致，不 

能证明这种变化波动与 LIPUS辐照有关。同时， 

LIPUS组的血清TXB2含量虽与对照组变化趋势一 

致，差异无统计学意义 ，但其水平回复到给药前水 

平，表明LIPUS不会过度提高TXB2水平而导致发 

生心绞痛、冠心病等疾病的风险。也不会降低TXB2 

水平而导致发生肾血管性高血压、肾病综合征等疾 

病的风险。同时，LIPUS辐照处肌肉组织未见异常， 

表明LIPUS无明显不良反应。其应用安全、有效。 

综上所述，LIPUS能明显改善阿糖胞苷所致白 

细胞数量减少，能有效抗感染，虽无法证明血小板 

计数的上下浮动与LIPUS辐照有关，但能够表明其 

对淋巴细胞、单核细胞、TXB2无明显的抑制或促进 

作用，保证了治疗的安全l生。本课题组下一步将加大 

样本量．延长观察时间，收集更加完整的数据资料， 

力求能为低强度脉冲超声的临床应用提供更加严 

谨可靠的实验数据支撑。 

LIPUS可提高阿糖胞苷化疗后白细胞计数，可 

能是因为其能升高化疗后中性粒细胞数量所致。 

LIPUS对血小板数量及血清TXB2无明显影响。 
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