
机(徕卡􀆼2015,德国);TSJ􀆼Q型全自动封闭式组织

脱水机;BMJ􀆼Ⅲ型包埋机;PHY􀆼Ⅲ型病理组织漂烘

仪(常州市中威医疗仪器有限公司);显微镜 Motic
BA400;图像分析软件 MoticImagesAdvanced。

2 方法与结果

2.1感毒清颗粒对大鼠颅骨肥大细胞脱颗粒的影响

抗血清制备:取90~100g雄性SD大鼠10只,
于每只大鼠两腿肌肉注射1%卵白蛋白溶液0.5
mL,同时腹腔注射百白破疫苗0.5mL,隔日致敏1
次,共3次。于末次致敏13d后大鼠腹主动脉取

血,离心(3500r/min,10min)分离血清并合并,-
20℃保存备用。另取大鼠60只,体质量为180~
220g,按体质量分层随机分为6组,即空白对照组、
模型对照组、马来酸氯苯那敏片(扑尔敏,5mg/

kg)、感毒清颗粒高、中、低剂量组,每组10只,ig给

药或等体积生理盐水,10mL/kg,1次/d,连续6d。
给药第4天,各组大鼠头部皮下注射抗血清0.1
mL/只致敏,注射48h后,各组大鼠尾静脉注射用

0.5%伊文思蓝溶液配成2mg/mL的卵白蛋白溶液

攻击,注射量0.01mL/g。30min后断头处死大鼠;
常规方法制备颅骨膜骨切片,切片脱蜡复水后入甲

苯胺蓝溶液染液30s,蒸馏水洗2次,每次3~5
min,30%酒精分色,在镜下控制分色时间,以肥大

细胞异染颗粒呈紫色为宜。每只大鼠切片选取3个

400倍视野,计数肥大细胞总数和脱颗粒数目(包膜

出现明显破裂或有颗粒外逸为脱颗粒),将相应数值

平均即为该点400倍镜下局部肥大总数和脱颗粒数

目。按下式计算肥大细胞脱颗粒率:

脱颗粒率=
肥大细胞脱颗粒数目

肥大细胞数 ×100%。

结果见图1和表1。在光镜下观察,背景为淡

蓝色或无色,肥大细胞胞浆呈蓝色,胞核为无色,胞
质中含有粗大的蓝紫色或紫红色颗粒。肥大细胞周

围有紫色颗粒,或胞浆破裂或呈现爆炸样,又称鬼影

细胞均视为脱颗粒的肥大细胞。肥大细胞多在硬脑

膜血管周围分布。图1所示,模型对照组肥大细胞

脱染色较深,分布面广,脱颗粒的肥大细胞较空白对

照组显著增多,感毒清颗粒各剂量组肥大细胞染色

较模型组浅,分布面积较小,脱颗粒的肥大细胞数目

较模型对照组显著减少。
由表1可知,与模型组比较,感毒清颗粒高、中、

低剂量组大鼠颅骨肥大细胞脱颗粒率显著低于模型

对照组,有显著的统计学意义(P<0.05)。

  
 空白对照组   模型对照组     扑尔敏组

  
感毒清高剂量组  感毒清中剂量组  感毒清地剂量组

图1 各组肥大细胞脱颗粒情况(×400)

表1 感毒清颗粒对大鼠颅骨肥大细胞脱颗粒的作用(􀭺x±s)

组别 n 脱颗粒率/%
空白对照组 10 7.09±7.06**

模型对照组 10 51.70±3.31
扑尔敏对照组(5mg/kg) 10 33.33±3.90**

感毒清颗粒高剂量组(6.3g/kg) 10 37.41±7.40**

感毒清颗粒中剂量组(3.15g/kg) 10 42.77±6.80**

感毒清颗粒低剂量组(1.575g/kg)10 44.47±7.16*

 注:与模型组比较,*P<0.05,**P<0.01。

2.2 感毒清颗粒对大鼠同种被动皮肤过敏的影响

抗血清制备同“2.1”,抗血清用生理盐水1∶1
和1∶2稀释备用。另取大鼠60只,分组与给药同

“2.1”,ig给药,1次/d,连续6d。给药第4天,每鼠

背部左右两侧脱毛3cm×3cm,次日于脱毛处皮内

注射抗血清0.1mL致敏(空白组不致敏),左右两侧

分别为1∶1和1∶2抗血清。大鼠注射抗血清48h
后,各组大鼠尾静脉注射用0.5%伊文思蓝溶液配成

2mg/mL的卵白蛋白溶液1mL/100g攻击。30
min后断头处死大鼠,翻转背部皮肤,用1.2cm打

孔器取下1∶1,1∶2的蓝斑皮肤,剪碎,分别装入加

有5mL丙酮∶生理盐水(7∶3)混合液中浸泡,37
℃培养箱过夜,离心(3500r/min,10min),取上清

液,590nm处测定吸光度值。按下式计算抑制率,
结果见表2。

抑制率=
模型组吸光度值-给药组吸光度值

模型组吸光度值 ×100%。

由表2可知,1∶1抗原血清注射点,与模型组

比较,感毒清高、中、低剂量对OD值无明显影响(P
>0.05);1∶2抗原血清注射点,与模型组比较,感
毒清高、中、低剂量组OD较模型对照组显著降低,
有极显著的统计学意义(P<0.01),抑制率分别为

45.83%、54.17%和54.17%。

3 讨论

从现代临床来看,反复上呼吸道感染与过敏关

系密切,其原因就在于过敏可以导致呼吸道黏膜的
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分泌,分泌物在上呼吸道的堆积为病毒等病原微生

物附着和感染提供了机会和条件,反复感染又破坏

上呼吸道的抗感染能力,引起恶性循环。

表2 感毒清对大鼠同种被动皮肤过敏反应的影响(􀭺x±s)

组别 n
吸光度值

1∶1 1∶2

抑制率/%
1∶1 1∶2

空白对照组 10 0.11±0.05 0.18±0.06**

模型对照组 10 0.16±0.07 0.24±0.05
扑尔敏对照组(5mg/kg) 10 0.10±0.04* 0.11±0.04** 37.50 54.17

感毒清颗粒高剂量组(6.3g/kg) 10 0.16±0.08 0.13±0.03** 0 45.83
感毒清颗粒中剂量组(3.15g/kg) 10 0.15±0.05 0.11±0.05** 6.25 54.17
感毒清颗粒低剂量组(1.575g/kg) 10 0.17±0.06() 0.11±0.04** -6.25 54.17

       注:与模型对照组比较,*P<0.05,**P<0.01。

  肥大细胞是过敏反应的一个很重要的效应细

胞,肥大细胞活化后可分泌血管活性物质如组胺[2],
这些化学介质在过敏反应中具有重要地位,不仅能

增加血管的通透性,引起血浆外漏,而且能促进平滑

肌收缩、腺体分泌,导致喷嚏、流涕等过敏症状。因

此,抑制肥大细胞活化对于抗过敏反应至关重要。
被动皮肤过敏是由IgE类抗体所介导I型超敏反

应[3]。当抗原致敏机体后,产生的IgE可与肥大细

胞表面的FceRI结合使细胞致敏,当再次接触抗原

时,可与IgE结合活化FceRI,从而诱导肥大细胞脱

颗粒并释放多种炎性介质[4]。本研究采用大鼠颅骨

肥大细胞脱颗粒和大鼠同种被动皮肤过敏反应探讨

感毒清颗粒的抗过敏作用,研究结果表明,感毒清颗

粒能够抑制大鼠颅骨肥大细胞脱颗粒,能够拮抗大

鼠同种被动皮肤过敏反应,提示感毒清颗粒具有良

好的抗过敏作用,为其临床应用提供了药理学依据。
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寒凝血瘀证大鼠模型的优化筛选研究

谢波,邓海山,喻斌,方泰惠*

(南京中医药大学江苏省中药药效与安全性评价重点实验室,江苏 南京 210023)

摘要:目的 探讨不同冷冻时间对寒凝血瘀证动物模型建立的影响,从而为中医学寒凝血瘀证的研究提供实验模型。方法 
将大鼠随机分5组,即空白组、5d组、10d组、15d组、20d组。除空白组外,其余大鼠置于0℃冰水中15min,每日1次,各组

分别冷冻相应天数,造成寒凝血瘀模型。观察血常规、卵巢和子宫指数和血液流变指标。结果 与空白组比较,造模5d和10
d组大鼠红细胞可见显著降低和APTT的显著延长(P<0.01);另外造模5天还可见血浆黏度、低转速全血黏度和红细胞聚

集指数的显著降低,红细胞变形能力的显著增加,血红蛋白显著降低,子宫指数可见显著减少(P<0.05~0.01)。造模10d组

还可见中性粒细胞百分比的显著增加,TT的显著缩短(P<0.05~0.01)。造模10d和15d虽然均可见红细胞压积的显著减

少,但是造模10d组却可见红细胞变形指数的降低,而造模15d却见其变形指数的显著增加(与空白组比较,P<0.01),TT
的显著缩短(P<0.05),血浆黏度的显著增加(P<0.01),另外APTT也有缩短的趋势。而当造模时间延长到20d,反而可见

PT和APTT的显著延长(P<0.01)。但是各组大鼠肛温在整个造模过程中未见显著改变(与空白组比较,P>0.05)。结论 
造模10d和15d可见大鼠出现凝血功能增强,并且15d组血液流变学异常最明显。该造模方法为中医寒凝血瘀证的研究提

供新的思路。

关键词:寒凝血瘀;动物模型;证
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ABSTRACT OBJECTIVE Toinvestigatetheeffectsoffreezingtimeonsettinguparatmodelofbloodstasisduetocoldandto

provideanexperimentalmodelforthestudyofbloodstasisduetocoldsyndromewithChinesemedicine METHODS Therats
weredividedrandomlyinto5groups namelycontrolgroup 5􀆼daygroup 10􀆼daygroup 15􀆼daygroupand20􀆼daygroup Ex-
ceptthoseincontrolgroup therestratsinothergroupswereinducedbloodstasisduetocoldsyndromebykeptin0℃icewa-
terlastingfor15minsonetimeaday Thecompletebloodcountindexes ovaryindex uterusindexandbloodrheologywere
carefullyobserved RESULTS Comparedwithcontrolgroup theerythrocytesofratsin5􀆼dayand10􀆼daygroupweredramat-
icallyreduced theAPTTdramaticallyextended P<0 01  In5􀆼daygroup plasmaviscosity bloodviscosityanderythrocyte
aggregationindex EAI reduceddramatically erythrocytedeformabilityimprovedsignificantly hemoglobindecreasedre-
markably anduterusindexdeclinedsignificantly P<0 05~0 01  The10􀆼daygroupalsoshowedthatthepercentageofneu-
trophilsincreasedsignificantlyandTTshortenedremarkably P<0 05~0 01  In10􀆼dayand15􀆼daygroup bothoftheir
HCTreducedobviously HBXof10􀆼daygroupdeclined whilethatof15􀆼daygroupincreasedsignificantly comparedwiththe
controlgroup P<0 01  Besides TTobviouslyshortened P<0 05  plasmaviscosityincreasedsignificantly P<0 01  
andAPTTalsotendedtobeshortin15􀆼daygroup Whenfrozentimelastedfor20days PTandAPTTwereprolongedsignifi-
cantly P<0 01  Butrectaltemperatureofratsineachgrouphadnosignificantchangeduringthewholemodelingprocess

 comparedwithcontrolgroup P>0 05  CONCLUSION Makingmodelonthe10thand15thdayofmodeling coagulative
functionimproved andabnormalhemorheologywasthemostobviousin15􀆼daygroupcomparedwithothergroups Themod-
elingapproachmayprovidenewideasfortheresearchofbloodstasisduetocoldsyndrome 
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  寒凝血瘀是中医学证候中常见的病证,多由寒

邪侵袭机体而引起体内血行不畅、血脉不通、血液瘀

滞等中医病理变化,尤其是妇科月经病之常见病。
目前寒凝血瘀动物模型的研制有多种形式[1],其法

各有千秋,其中最符合中医月经病发病机理[2]特点

的是冰水浸泡法,该法模拟女性接触低温和冷水后

月经病高发的特点,成秀梅[3]等对冰水浸泡致寒凝

血瘀模型已做初步探索,但并没有对该法进行优化。
考虑到冰水浸泡时间对大鼠寒凝血瘀证的形成有着

重要影响,笔者在本次试验中拟针对不同浸泡时间

对寒凝血瘀证模型进行优化筛选研究。

1 材料与方法

1.1 试剂

凝血酶原试剂(思塔高诊断产品贸易有限公司,
批号:108739)、活化部分凝血酶原试剂(思塔高诊断

产品贸易有限公司,批号:108850;纤维蛋白原试剂

(思塔高诊断产品贸易有限公司,批号:108771);凝
血酶试剂(思塔高诊断产品贸易有限公司,批号:

108854);其余均采用分析纯试剂。

1.2 仪器

STA􀆼REvolution型全自动血凝仪(法国STA-
GO公司);ZS9200型全自动血液流变仪(北京众驰

伟业科技发展有限公司);ABXPENTRA60型全自

动血细胞分析仪(法国 ABX公司);欧姆龙(OM-
RON)体温计 MC􀆼347。

1.3 动物及分组

选用清洁级健康SD雌性大鼠50只,体质量

(400±50)g,由南京江宁青龙山动物养殖场提供,
动物许可证号:SYXK(苏)2007􀆼0030。大鼠随机分

为5组:空白组、造模5d组、造模10d组、造模15d

组、造模20d组,每组10只。

2 方法

2.1 造模方法

空白组大鼠正常饲养,其余大鼠置于冰水环境

中,持续冰水刺激15~20min。当大鼠出现反应迟

钝、呼吸微弱、腿部僵直欲沉时取出。每日刺激1
次,持续刺激时间分别为5、10、15、20d。

2.2 指标检测方法

各组大鼠造模过程中每5d检测肛温。大鼠按

照上述方式刺激结束后,颈动脉取血0.5mL于肝素

化离心管中,用于血常规检测。其余血液用3.8%枸

橼酸钠抗凝,用于凝血功能、血液和全血黏度、红细

胞压积、红细胞聚集和红细胞变形指数等指标的检

测。最后取子宫和卵巢用于计算子宫指数和卵巢指

数。

2.3 统计学方法

数据采用SPSS11.0,数值用􀭺x±s表示,计量资

料分析采用t检验及方差分析。

3 结果

3.1 冷冻不同时间对实验性大鼠血常规的影响

结果见表1。
结果表明,与空白组比较,造模5d和10d组大

鼠红细胞可见显著降低(P<0.01);造模5d组可见

血红蛋白显著降低(P<0.05);造模10d组还可见

中性粒细胞百分比的显著增加(P<0.05)。

3.2 冷冻不同时间对实验性大鼠卵巢和子宫指数

的影响

结果见表2。
结果表明,与空白组比较,造模5d组大鼠子宫

指数可见显著减少(P<0.05)。
表1 冷冻不同时间对实验性大鼠血常规的影响(􀭺x±s)

组别 n
血小板数

(109/L)
红细胞计数

(1012/L)
白细胞计数

(109/L)
中性粒细胞

百分比/%

血红蛋白/

(g·L-1)
空白组 9 492.67±130.17 6.15±0.63 5.50±2.93 15.66±7.99 115.33±10.64

造模5d组 9 384.67±91.38 5.29±0.53** 6.87±4.06 17.10±8.82 97.89±12.65*

造模10d组 8 568.50±171.91 5.11±0.70** 3.19±1.72 42.67±26.17* 93.13±13.09
造模15d组 8 532.29±96.25 5.72±0.72 5.33±2.23 22.60±11.49 105.85±10.83
造模20d组 8 596.43±151.27 6.19±0.79 4.73±2.33 17.26±11.19 118.29±15.16

   注:与空白组比较,*P<0.05,**P<0.01。

3.3 冷冻不同时间对实验性大鼠凝血功能的影响

结果见表3。
结果表明,与空白组比较,造模5d和10d组可

见APTT的显著延长(P<0.01),但第10天已出现

TT的显著缩短(P<0.01)。造模第15天则可见

APTT已有缩短的趋势,此时TT仍可见显著缩短

(P<0.05)。而当造模时间延长到20d,反而可见

PT和APTT的显著延长(P<0.01)。
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