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　　摘要　目的　观察益气活血方治疗出血性血小板病患者的临床疗效,基于iRhom2/ADAM17信号

通路探讨其作用机制。方法　选取100例出血性血小板病患者随机分为中药组与西药组,另选50例健

康者作为正常对照组。中药组50例采用益气活血方治疗,西药组50例采用肾上腺色腙片治疗。治疗

8周后,比较2组患者治疗后的止血疗效及血小板聚集恢复率;比较2组患者治疗前后及正常对照组的

血浆非活性的菱形蛋白(iRhom)2、解离素金属酶(ADAM)17和pro-ADAM17蛋白表达水平。结果　
中药组患者止血疗效为84.78%,显著高于西药组的44.68%(P<0.05)。中药组患者血小板聚集率恢

复率为71.74%,显著高于西药组的6.38%(P<0.05)。治疗前,中药组与西药组患者iRhom2与 AD-
AM17蛋白表达水平明显高于正常对照组(P<0.05)。治疗8周后,中药组iRhom2与 ADAM17蛋白

表达水平较治疗前明显下降,且中药组显著低于西药组(P<0.05)。结论　采用益气活血方治疗出血性

血小板病患者可显著改善血小板聚集、提升止血效率。iRhom2/ADAM17信号通路参与了出血性血小板病的

病理过程,调控iRhom2/ADAM17信号通路可能是益气活血方治疗出血性血小板病的作用靶点之一。
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　　Abstract　Objective　ToobservetheclinicalefficacyofYiqiHuoxueformulaintreatingpatientswithhemor-
rhagicthrombopathy,andtoexploreitsmechanismbasedoniRhom2/ADAM17signalingpathway.Methods　One
hundredpatientswithhemorrhagicthrombopathywererandomlydividedintotraditionalChinesemedicinegroup
andwesternmedicinegroup,and50healthypeoplewereselectedasnormalcontrolgroup.Patientsinthetradition-
alChinesemedicinegroupweretreatedwithYiqiHuoxueformula,andthewesternmedicinegroupweretreated
withcarbazochrometablets.After8weeksoftreatment,thehemostaticefficacyandplateletaggregationrecovery
ratewerecomparedintwogroups.Thelevelsofplasmainactiverhomboid-likeprotein(iRhom)2,adisintegrinand
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metalloproteinase(ADAM)17andpro-ADAM17proteinexpressionwerecomparedintwogroupsbeforeandafter
treatmentandthenormalcontrolgroup.Results　ThehemostaticefficacyinthetraditionalChinesemedicinegroup
was84.78%,whichwassignificantlyhigherthanthatinthewesternmedicinegroup(44.68%)(P<0.05).The
plateletaggregationrecoveryrateinthetraditionalChinesemedicinegroupwas71.74%,whichwassignificantly
higherthanthatinthewesternmedicinegroup(6.38%)(P<0.05).Beforetreatment,thelevelsofiRhom2and
ADAM17proteinexpressioninthetraditionalChinesemedicinegroupandthewesternmedicinegroupweresignif-
icantlyhigherthanthoseinthenormalcontrolgroup(P<0.05).After8weeksoftreatment,thelevelsofiRhom2
andADAM17proteinexpressioninthetraditionalChinesemedicinegroupandthewesternmedicinegroupde-
creasedsignificantly,andthetraditionalChinesemedicinegroupweresignificantlylowerthanthoseinthewestern
medicinegroup(P<0.05).Conclusion　TreatingthehemorrhagicthrombopathypatientswithYiqiHuoxueformu-
lacouldsignificantlyimproveplateletaggregationandincreasehemostaticefficiency.TheiRhom2/ADAM17signa-
lingpathwaywasinvolvedinthepathologicalprocessofhemorrhagicthrombopathy,andregulatingiRhom2/AD-
AM17signalingpathwaymightbeoneofthetargetsofYiqiHuoxueformulaintreatingpatientswithhemorrhagic
thrombopathy.

Keywords　hemorrhagicthrombopathy;adisintegrinandmetalloproteinase17;inactiverhomboid-likeprotein
2;YiqiHuoxueformula

　　出血性血小板病是一组血小板聚集异常反复发

作性出血性疾病,1984年由本院沈迪等人首次报告。
本课题组前期研究[1]发现,出血性血小板病患者血小

板膜上的解离素金属酶(adisintegrinandmetallopro-
tease,ADAM)17表达水平明显升高。近年来研究[2-4]

表明,非活性的菱形蛋白 2(inactiverhomboid-like
protein2,iRhom2)是 ADAM17 关 键 的 耦 合 子,

iRhom2结合 ADAM17,促进 ADAM17从内质网中

外排并调控其活性。基于此,本研究进一步观察了益

气活血方治疗出血性血小板病患者的临床疗效及

iRhom2/ADAM17 信 号 通 路 表 达 变 化,旨 在 探 讨

iRhom2是否参与了出血性血小板病的病理过程,以
及健脾益气活血法治疗出血性血小板病的作用靶点。
现将过程报告如下。

1　资料与方法

1.1　一般资料

选取2017年10月—2019年3月就诊于本院中

西医结合科的出血性血小板病患者100例,按照随机

数字表法分为中药组与西药组,各50例。中药组,其
中男17例,女33例;年龄(39.64±13.62)岁,年龄范

围为25~67岁;病程(5.68±3.32)年,病程范围为

2~13年;出血部位,皮肤瘀点瘀斑46例,月经过多

(每次月经量估计在150mL 以上)13例,鼻出血12
例,牙龈出血8例,眼底出血2例,球结膜出血2例。
西药组,其中男18例,女32例;年龄(37.52±14.18)
岁,年龄范围为23~68岁;病程(5.38±4.24)年,病

程范围为1~12年;出血部位,皮肤瘀点瘀斑47例,月
经过多11例,鼻出血10例,牙龈出血10例,眼底出血

2例,球结膜出血1例。2组患者一般资料比较,差异

无统计学意义(P>0.05)。

1.2　诊断标准

符合《益气活血法治疗出血性疾病》[5]中出血性

血小板病相关的诊断标准:患者有多部位出血临床表

现,经内科、耳鼻喉科、妇科、口腔科和眼科等科室诊

视,未发现特异诊断性病灶;检测血小板计数、出血时

间、活化部分凝血活酶时间、凝血酶原时间、凝血酶时

间,未发现明显异常改变;对一项或多项诱聚剂诱导

的聚集反应不良或缺如;经瑞斯托菌素(ristocetin)检
测血小板排除血小板无力症。

1.3　纳入及排除标准

纳入标准:中药组及西药组患者符合上述诊断标

准;正常对照组体检皮肤黏膜无出血症状,血小板聚

集检测无异常发现;2周内未服用阿司匹林、潘生丁、
肝素以及活血化瘀类中药等影响血小板功能的药物;
患者及其家属对本试验知情同意,并得到华中科技大

学同济医学院伦理委员会的批准。
排除标准:合并心、肝、肾等重要脏器功能不全或

血液系统、免疫系统严重疾病者;妊娠或哺乳期女性;
依从性差,不能配合完成治疗者。

1.4　治疗方法

中药组患者予以益气活血方治疗,方药组成为黄

芪15g、党参15g、白芍15g、当归10g、桃仁10g、甘
草6g;由本院门诊中药房煎制,1剂/d,分2次服用;
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治疗期间停用其他影响血小板聚集或止血药物。西

药组患者予以肾上腺色腙片(江苏亚邦爱普森药业有

限公司,国药准字 H32023285)口服,2.5mg/片,2片/
次,3次/d。2组患者疗程均为8周。

1.5　观察指标及疗效判定标准

比较2组患者止血疗效,止血疗效判定标准:治
疗后出血症状消失,月经量恢复正常为显效;临床出

血症状消失,停止治疗8周后偶有肢体瘀斑或牙龈出

血为有效;未达到上述标准为无效。止血总有效率=
[(显效+有效)例数/总例数]×100%。

比较2组患者血小板聚集率。采集患者肘静脉

血,枸橼酸钠抗凝,制备富含血小板血浆,以二磷酸腺

苷 (adenosine diphosphate,ADP)、花 生 四 烯 酸

(arachidonicacid,AA)、血小板活化因子(plateletac-
tivatingfactor,PAF)作为诱聚剂,用 Chronolog430
型血小板聚集仪检测患者血小板聚集最大聚集率。
其中最大聚集率在21%~40%者为反应不良,<20%
者为反应缺如。血小板聚集率疗效标准:以血小板聚

集率>40%为有效。
比较2 组患者治疗前后及正常对照组的血浆

iRhom2、ADAM17、pro-ADAM17蛋白表达水平,采

用蛋白印迹法(WesternBlot)进行检测。采集患者肘

静脉血,枸橼酸钠抗凝,制备富含血小板血浆,加入含

有蛋白酶抑制剂的蛋白裂解液,4 ℃裂解30min;以

12000rpm离心15min后,收集上清,使用Bradford

法测定蛋白浓度,-80 ℃保存;上样前加入上样缓冲

液,95℃煮沸5min;每个样本取30μg蛋白上样,

10% SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳,分离蛋白并转移至

PVDF膜;5% 脱脂奶粉常温封闭 30 min 后,加入

iRhom2、ADAM17和pro-ADAM17一抗,4℃孵育过

夜;洗涤后加入辣根过氧化物酶连接的二抗,室温下

孵育45min;ECL-Plus显影曝光,用图像分析软件将

其扫描并测定灰度值。

1.6　统计学处理

采用SPSS20.0统计软件进行数据处理,计量资料

以均数±标准差(■x±s)表示,组内比较采用配对t检验,
组间比较采用方差分析;计数资料以率(%)表示,组间比

较采用χ2检验;以P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　iRhom2、ADAM17、pro-ADAM17蛋白表达水平比较

治疗期间,中药组有4例患者未完成观察,其中2
例治疗期间服用其他止血药,2例不愿抽血复查;西药

组有3例自认为疗效欠佳,服药3~6d后退出试验;
故实际纳入患者共93例。

治疗前,中药组与西药组患者iRhom2 与 AD-
AM17蛋白 表 达 水 平 明 显 高 于 正 常 对 照 组 (P<
0.05)。治疗8周后,中药组iRhom2与 ADAM17蛋

白表达水平较治疗前明显下降,且中药组显著低于西

药组(P<0.05)。见图1。

A 为治疗前中药组、西药组与正常对照组比较;B为治疗后中药组与西药组比较;1为 ADAM17;2为pro-ADAM17;

3为iRhom2;∗∗P<0.05
图1　各组iRhom2、ADAM17、pro-ADAM17蛋白表达水平比较
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2.2　止血疗效比较

治 疗 8 周 后,中 药 组 患 者 止 血 总 有 效 率 为

84.78%,显著高于西药组的44.68%(P<0.05)。见

表1。
表1　2组患者止血疗效比较(例,%)

组别 例数 显效 有效 无效 总有效率

西药组 47 8 13 26 21(44.68)

中药组 46 27 12 7 39(84.78)△

　　与西药组比较,△P<0.05

2.3　血小板聚集率恢复疗效比较

治疗8周后,中药组患者血小板聚集率恢复正常

者33例,血小板聚集率恢复疗效为71.74%(33/46);
西药组患者血小板聚集率恢复正常者3例,血小板聚

集率恢复疗效为6.38%(3/47);组间比较,差异有统

计学意义(P<0.05)。

3　讨论

出血性血小板病是一组由血小板聚集功能异常

所导致的出血性疾病,根据临床表现,可归属于中医

学“血证”范畴。本课题组经过多年临床观察[6-8]发现,
本病患者多存在不同程度的脾虚症状,辨证属脾不统

血证,病机为脾气虚弱、统摄无权,血不循经而外溢,
治宜健脾益气、活血消瘀,可以选用益气活血方或消

瘀止血片进行治疗。
本课题组前期研究[1]发现,该病患者的血管性血

友病因子(vWF)和凝血酶共同受体即血小板膜糖蛋

白(GP)Ⅰb/Ⅸ/Ⅴ及其亚基 GPⅠbα表达水平下调,其
主要原因是 ADAM17过度水解 GPⅠbα和 GP Ⅴ胞

外段功能区,导致血小板聚集不良。中药益气活血方

治疗该病疗效显著,可明显抑制 ADAM17对 GPⅠbα
的过度水解。但是,出血性血小板病患者血小板为什

么会出现 ADAM17对凝血酶受体 GPⅠb/Ⅸ/Ⅴ及其

亚基 GPⅠbα的过度水解,中药是通过哪些关键作用

靶点而达到抑制 ADAM17对 GPⅠbα的过度水解功

效的,有待进一步探讨。近年来研究[9-10]发现,AD-
AM17的上游分子伴侣iRhom2能够特异性地调节

ADAM17转 运、活 化 及 胞 外 段 蛋 白 水 解 功 能[2]。

iRhom2首先在内质网与 ADAM17前体蛋白(pro-
ADAM17)直接结合,一起转运至高尔基体,pro-AD-
AM17水解掉一段 N 端结 构 域,转 化 为 成 熟 AD-
AM17,最后定位于细胞膜,完成蛋白水解[3-4]。有研

究发现,激活iRhom2/ADAM17信号通路,可加重血

友病出血倾向,血液进入关节,导致骨质流失和滑膜

炎。为此,本文采用蛋白印迹法观察了iRhom2/AD-

AM17信号通路在出血性血小板病中的表达,同时研

究益气活血方对其的调节作用。
本项研 究 结 果 显 示,出 血 性 血 小 板 病 患 者 的

iRhom2和 ADAM17蛋白表达水平明显高于健康者,
表明iRhom2/ADAM17信号通路异常表达参与了出

血性血小板病的病理过程。本病治疗前出血性血小

板病患者的pro-ADAM17表达水平与健康者比较,差
异无统计学意义;进一步提示在出血性血小板病发病

过程中,iRhom2通过与 pro-ADAM17结合,激活了

iRhom2/ADAM17信号通路,从而促进血小板膜表面

的 ADAM17能够介导 GPⅠbα和 GP Ⅴ胞外功能区

过度水解,引起血小板凝血酶受体 GPⅠb/Ⅸ/Ⅴ复合

物活性下降,导致血小板聚集缺陷,皮肤黏膜出血。
中药组治疗8周后,iRhom2、ADAM17蛋白表达水平

明显下降,且显著低于西药组;提示益气活血方部分

抑制出血性血小板病患者 ADAM17对血小板膜表面

蛋白水解功能,可能是通过调控其上游基因iRhom2
表达、功能或者活性这一关键靶点而实现。

综上所述,采用益气活血方治疗出血性血小板病

患者,可 显 著 改 善 血 小 板 聚 集、提 升 止 血 效 率。

iRhom2/ADAM17信号通路参与了出血性血小板病

的病理过程,调控iRhom2/ADAM17信号通路可能是

益气活血方治疗出血性血小板病作用靶点之一。
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