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摘要： 目的观察补气益精生血中药对中间型β地中海贫血患儿p38MAPK信号通路的影响。方法采用随机对照双盲临床研究，入选β地贫患儿50例随机分配进入中药治疗组及安慰剂对照组，中药治疗组患儿口服黄芪、党参及龟板颗粒，对照组口服安慰剂颗粒，疗程12周。观察血常规及胎儿血红蛋白比例等血液学指标。并以实时荧光定量PCR反应检测p38MAPK基因mRNA水平，以Western Blot方法检测p38MAPK和磷酸化p38MAPK蛋白水平。结果 12周疗程结束后，中药组患儿血红蛋白值为8.59±1.33 g·dL-1，对照组为7.58±0.95 g·dL-1，两组比较差异有统计学意义（t=6.310，P=0.004）。中药组治疗后胎儿血红蛋白比例较治疗前亦有显著提升（58.13%±20.52% vs. 66.80%±21.63%，t=-4.972，P<0.001）。实时荧光定量PCR及Western Blot实验结果显示中药治疗对p38MAPK基因表达无明显影响，但能显著提升磷酸化p38MAPK蛋白水平（0.33±0.19 vs. 0.81±0.40，t=-7.652，P<0.001）。结论补气益精生血治法方药治疗小儿β地贫具有较好疗效，其分子机制可能与激活p38MAPK信号通路从而诱导胎儿血红蛋白生成有关。
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The Influence of Bu-qi-yi-jing-sheng-xue Chinese Medicine on p38 MAPK Signaling Pathway of pediatric patients with β-thalassemia
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Abstract： Objective: To explore the influence of Bu-qi-yi-jing-sheng-xue Chinese medicine on p38 MAPK signaling pathway of pediatric patients with β-thalassemia. Methods: This study was a random controlled double-blind clinical study. 50 pediatric patients with β-thalassemia intermedia were randomly assigned to TCM group and placebo control group. The children in TCM group were administrated oral Radix Astragali, Radix Codonopsis and Tortoise plastron granules and oral placebo granules were administrated for children in placebo control group.The parameters of blood routine test and fetal hemoglobin (HbF) proportions were assessed before and after 12 weeks of treatment. In addition, studies were performed that analyzed the expression levels of p38 MAPK genes using real-time fluorescent quantitative RT-PCR and analyzed the p38 MAPK and phosphorylation p38 MAPK protein levels using western blot methods. Results: After treatment of 12 weeks, the mean Hb value in children with β-thalassemia intermedia was 8.59±1.33g/dL in TCM group, as compared with 7.58±0.95 g/dL in placebo control group (t=6.310，P=0.004). Comparing initial and last values, mean HbF proportion of patients in TCM group rose significantly（58.13%±20.52% vs. 66.80%±21.63%，t=-4.972，P<0.001）. The results of real-time RT-PCR indicated that our Chinese medicines had no marked effect on p38 MAPK genes expression. But we observed significant increases of in vivo phosphorylation p38 MAPK protein levels（0.33±0.19 vs. 0.81±0.40，t=-7.652，P<0.001）, as revealed in western blot analysis. Conclusions: The Bu-qi-yi-jing-sheng-xue Chinese medicine is effective as a treatment for pediatric patients with β-thalassemia. Its in vivo molecular mechanisms may involve the induction of fetal hemoglobin through p38 MAPK signaling pathway.
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β地中海贫血是分布于地中海沿岸、东南亚及我国南方常见的遗传性血液病。在我国，为数众多的β地贫患儿长期依赖输血及铁鳌合剂以维持生命。而无论是输血还是去铁治疗，均存在内皮损伤、传染病暴露等副作用，费用也相当高昂[1-2]。对于重型地贫唯一的根治方法为造血干细胞移植，但由于来源风险费用等诸多因素目前很难普及[3]。珠蛋白基因药物诱导是β地贫的另一种较新的治疗手段，它是以药物来诱导新生儿期后逐渐关闭的γ珠蛋白基因重新表达，合成胎儿血红蛋白（fetal hemoglobin，HbF）以代偿因β珠蛋白基因缺陷所引起的成人血红蛋白（adult hemoglobin，HbA）低下[4-5]。本课题组以往的研究发现补气益精生血中药龟板、黄芪、党参等体外即可诱导人类K562细胞株的γ珠蛋白基因高表达从而合成HbF[6-8]。继而临床研究也表明补气益精生血中药治疗β地贫患儿具有较好的疗效，能改善其血液学指标，提升HbF 水平[9-10]。p38丝裂原活化蛋白激酶（mitogen activated protein kinase，MAPK）是与γ珠蛋白及HbF的生成关系最为密切的信号分子之一[11]。本研究在继续使用本课题中药进行随机对照双盲临床研究的基础上，也对患儿用药后体内p38MAPK的变化进行探讨，以从细胞信号通路角度分析中药的体内起效机制。
1  对象与方法

1.1  研究对象  本研究得到医院伦理委员会批准。共纳入了2012年1月～2015年3月在广州市中医医院及南方医科大学南方医院就诊的中间型β地中海贫血患儿50例，均得到本人或监护人的知情同意。
纳入标准：（1）年龄1～18岁；（2）地贫基因检测已确诊为β地贫患者，符合《血液病诊断及疗效标准》[12]中的中间型β地贫标准；（3）近12周内未曾输血，未服任何抗贫血药物。
排除标准：（1）有免疫系统、心血管系统、肝脏、肾脏疾患及血液系统其他原发性疾病者；（2）过敏体质者；（3）有精神疾病或既往服药依从性差者。
中医辨证标准：根据本课题组既往对β地贫患儿中医证候规律的调查研究[13-14]，并与《中医证候鉴别诊断学》[15]及《中药新药临床研究指导原则》[16]相互参照，制定如下辨证标准：气血不足中医四诊症状有：①面色淡白或萎黄；②唇甲色淡；③神疲乏力；④易受外感；⑤自汗；⑥脉细弱。肾精亏虚中医四诊症状有：①发育落后；②筋骨痿弱；③头晕目眩；④易口干；⑤少苔；⑥脉沉细。由课题组两名中医师望诊、问诊及切诊，共同判别，凡符合气血不足四诊症状及肾精亏虚四诊症状各3条或以上，辨证为气血不足或肾精亏虚证，纳入本研究。
1.2  研究方法

1.2.1  随机分组  采用双盲随机对照，对50例中间型β地贫患儿使用SPSS13.0随机数字生成器按1∶1的比例完全随机分配进入中药组及对照组。
1.2.2  治疗方案  中药组口服中药配方颗粒（广东一方制药有限公司生产）：黄芪、党参、龟板每袋分别为1，3，0.7g，均为各自饮片10g的水提取物。用法用量：2～6岁、6+～12岁、12+～18岁分别服用上述3种中药颗粒每日各1袋、各2袋、各3袋
，于饭前空腹以温开水冲服，疗程为12周。对照组口服安慰剂（委托广东一方制药有限公司生产），按安慰剂制备规范以糊精制备，外观性状与中药颗粒相似。用法用量疗程参照中药组。
1.2.3材料 

1.2.3.1药物 中药配方颗粒，广东一方制药有限公司生产，黄芪、党参、龟板每袋分别为1，3，0.7g，均为各自饮片10g的水提取物；对照组口服安慰剂，广东一方制药有限公司生产，按安慰剂制备规范以糊精制备，外观性状与中药颗粒相似。
1.2.3.2试剂
  Percoll细胞分离液，美国Parmacia公司；Trizol试剂，上海生工公司；逆转录buffer，达、定量PCR buffer、dNTPs，达安基因公司；M-MLV逆转录酶、荧光染料SYBR Green I，美国Invitrogen公司；Taq DNA聚合酶，美国Promega公司；溴乙啶，美国Sigma公司。

1.2.3.3仪器  台式高通量DNA合成仪（型号：ABI3900），美国ABI公司；高速低温离心机（型号：HC-3018R），科大创新公司；台式离心机（型号：SCANSPEED1730R），丹麦LABOGENE公司；全自动实时荧光定量PCR仪（型号：IQ5），美国BIO-RAD公司；超纯水系统（型号：ULTRA BIO MK2），英国ELGA公司；小型全套蛋白电泳系统（型号：165-8002），美国BIO-RAD公司；小型Trans-Blot转印槽（型号：170-3930）、X射线摄影暗匣（型号：AX-Ⅱ），广东粤华医疗器械厂有限公司；成像分析系统（型号：UV Transilluminator M-26），美国UVP公司。
1.2.4   观察指标

1.2.4.1  血液学指标  治疗开始前后每隔4周（直至12周）取患儿的手指末梢血以全自动血细胞分析仪检测血常规，主要观察血红蛋白（hemoglobin，Hb）、红细胞总数（red blood cell，RBC）、红细胞平均体积（mean corpuscular volume，MCV）、平均血红蛋白含量（mean corpuscular hemoglobin，MCH）。治疗前及治疗满12周后分别抽患儿静脉血以碱性血红蛋白电泳检测胎儿血红蛋白（HbF）比例。

1.2.4.2  p38MAPK信号通路检测  在治疗前及治疗满12周后，抽取两组患儿外周血，采用不连续密度梯度离心法分离包含有核红细胞在内的单个核细胞。提取总RNA及总蛋白后采用实时荧光定量PCR反应检测p38MAPK基因mRNA水平，采用Western Blot方法检测p38MAPK和磷酸化p38MAPK蛋白水平。

首先从Genbank查得p38MAPK基因序列后设计合成引物，引物序列如下：
Forward Primer: 5’-ACGTTCTACCGGCAGGAGCT-3’

Reverse Primer: 5’-AAGCAGCACACACAGAGCCA-3’
用Trizol提取单个核细胞的总RNA，利用M-MLV逆转录酶进行逆转录反应，以染料法进行实时荧光定量PCR反应。根据扩增曲线、标准曲线与Ct值得出每个样本p38MAPK基因对应的核酸量。以各自的内参照β-actin基因的核酸量来矫正，算出p38MAPK基因mRNA水平相对的拷贝数。每组每个样本的PCR实验均重复3次。
提取单个核细胞的总蛋白，SDS-PAGE分离蛋白并转膜，以p38MAPK和磷酸化p38MAPK抗体与蛋白质杂交，通过图像分析系统分析每个样本p38MAPK、磷酸化p38MAPK条带与内参照条带的积分光密度值比值。
1.2.5  统计学处理方法  原始数据录入SPSS 13.0软件，各计量资料计算结果以均数±标准差（
[image: image1.wmf]x

±s）表示，对各指标进行组间比较及治疗前后比较。P<0.05为差异有统计学意义。血常规各项指标在治疗前及治疗满4周、8周、12周之间的差异，重复测量3次的p38MAPK基因mRNA相对拷贝数均采用重复测量数据方差分析。血常规各项指标的组间差异采用成组资料的t检验。HbF比例、p38MAPK蛋白积分光密度值在治疗前及治疗满12周之间的差异采用自身配对t检验，组间差异采用协方差分析。
2  结果

2.1  一般情况比较  50例中间型β地贫患者随机分配进入中药组25例、对照组25例。对照组脱落1例。中药组与对照组患儿的年龄、性别比较，组间差异均无统计学意义（P＞0.05），具有可比性。见表1。
表1  患儿的年龄及性别比例

Table 1 The ages and gender of children with β-thalassemia
	组别
	例数
	年龄（
[image: image2.wmf]C

±s，岁）
	男
	女

	中药组
	25
	5.93±4.07
	11
	14

	对照组
	24
	6.22±4.18
	13
	11


2.2  两组治疗前后的血常规指标
2.2.1  两组治疗前后Hb变化  重复测量数据方差分析显示，中药组Hb在各时间点的差异有统计学意义（P<0.001），其中治疗后8周、12周均较自身治疗前有显著提升；而对照组Hb在各时间点的差异并无统计学意义；两组Hb指标在12周疗程结束后的差异有统计学意义（P=0.004），中药组显著高于对照组。见表2。
表2  患儿Hb水平（
[image: image3.wmf]x

±s）
Table 2 The Hb changes over time in children with β-thalassemia
	组别
	例数
	Hb /g·dL-1 
	F值
	P值

	
	
	治疗前
	治疗后4周
	治疗后8周
	治疗后12周
	
	

	中药组
	25
	7.62±1.17
	7.81±1.00
	8.23±1.21#
	8.79±1..33##
	9.247
	<0.001

	对照组
	24
	7.51±0.83
	7.62±0.89
	7.56±0.92
	7.58±0.95
	2.215
	0.105

	t值
	
	0.998
	1.138
	2.034
	6.310
	
	

	P值
	
	0.339
	0.285
	0.102
	0.004
	
	


注：与自身治疗前比较，# P<0.05，## P<0.01。
2.2.2  两组治疗前后RBC变化  重复测量数据方差分析显示，中药组RBC在各时间点的差异有统计学意义（P=0.021），其中治疗后8周、12周均较自身治疗前有显著提升。而对照组RBC在各时间点的差异并无统计学意义。t检验显示，两组RBC指标在12周疗程结束后的差异有统计学意义，中药组显著高于对照组（P=0.041）。见表3。
表3  患儿RBC变化趋势（
[image: image4.wmf]x

±s，）
Table3 The RBC changes over time in children with β-thalassemia
	组别
	例数
	RBC/×1012·L-1
	F值
	P值

	
	
	治疗前
	治疗后4周
	治疗后8周
	治疗后12周
	
	

	中药组
	25
	3.68±0.51
	3.73±0.57
	3.83±0.53#
	3.89±0.59#
	5.210
	0.021

	对照组
	24
	3.55±0.49
	3.58±0.45
	3.60±0.46
	3.57±0.46
	0.914
	0.491

	t值
	
	0.665
	1.324
	2.335
	3.524
	
	

	P值
	
	0.532
	0.196
	0.075
	0.041
	
	


注：与自身治疗前比较，# P<0.05。
2.2.3  两组治疗前后MCV变化  两组MCV在疗程各时间点的差异，无论是前后比较，还是组间比较，均无统计学意义（P＞0.05）。见表4。
表4  患儿MCV变化趋势（
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±s）
Table4 The MCV changes over time in children with β-thalassemia
	组别
	例数
	MCV/ fl
	F值
	P值

	
	
	治疗前
	治疗后4周
	治疗后8周
	治疗后12周
	
	

	中药组
	25
	67.10±6.57
	66.64±6.88
	66.25±7.01
	66.53±6.35
	0.632
	0.373

	对照组
	24
	67.60±5.85
	67.82±5.93
	67.38±6.15
	67.79±5.68
	0.215
	0.880

	t值
	
	-0.743
	-0.841
	-0.801
	-0.835
	
	

	P值
	
	0.622
	0.576
	0.595
	0.583
	
	


注：与自身治疗前比较，# P<0.05。

2.2.4  两组治疗前后MCH变化  重复测量数据方差分析显示，两组MCH在各时间点的前后差异均无统计学意义。但t检验显示，两组MCH指标在12周疗程结束后的组间差异则有统计学意义，中药组显著高于对照组（P=0.046）。见表5。
表5  患儿MCH变化趋势（
[image: image6.wmf]x

±s，）
Table5 The MCH changes over time in children with β-thalassemia
	组别
	例数
	MCH/ pg
	F值
	P值

	
	
	治疗前
	治疗后4周
	治疗后8周
	治疗后12周
	
	

	中药组
	25
	20.71±2.55
	20.94±2.68
	21.49±2.43
	22.59±2.73
	2.832
	0.073

	对照组
	24
	21.15±2.69
	21.28±2.79
	21.00±2.54
	21.23±2.66
	0.314
	0.891

	t值
	
	-0.870
	-0.766
	0.732
	3.470
	
	

	P值
	
	0.552
	0.601
	0.634
	0.046
	
	


2.3  两组治疗前后HbF比例变化  以治疗前水平作为协变量进行协方差分析显示，治疗后的HbF比例两组差异有显著性意义（P<0.001）。自身前后配对t检验显示，中药组治疗后HbF比例显著上升（P<0.001）；对照组治疗前后差异则无统计学意义（P=0.238）。见表6。
表6  患儿治疗前后HbF比例（
[image: image7.wmf]x

±s）
Table 6 The HbF proportions in children with β-thalassemia
	组别
	例数
	治疗前HbF/%
	治疗后HbF/%△
	t值
	P值

	中药组
	25
	58.13±20.52
	66.80±21.63
	-4.972
	<0.001

	对照组
	24
	59.78±18.17
	58.61±19.81
	1.163
	0.238

	F值
	
	0.163
	22.373
	
	

	P值
	
	0.802
	<0.001
	
	


注：△采用协方差分析，以治疗前指标作为协变量。

2.4  p38MAPK基因mRNA水平  目的基因核酸量除以内参照基因的核酸量得出的p38MAPK基因mRNA的相对拷贝数见表7。扩增曲线见图1。重复测量数据方差分析结果显示，两组治疗前及治疗后的mRNA水平均在3次重复实验之间差异无显著性意义，两组间的差异也无显著性。无论在在中药组内还是在对照组内，治疗前后不同时间水平间的差异也无统计学意义（P均＞0.05）。
表7  患儿治疗前后的p38MAPK基因mRNA水平（
[image: image8.wmf]x

±s，copies）
Table7 The p38MAPK gene mRNA levels in children with β-thalassemia
	组别
	例数
	治疗前1
	治疗前2
	治疗前3
	治疗后1
	治疗后2
	治疗后3

	中药组
	25
	25.88±
16.73
	25.12±
14.80
	24.99±
15.63
	25.15±
15.96
	24.80±
16.11
	25.57±
15.62

	对照组
	24
	26.03±
18.72
	26.31±
20.39
	27.63±
18.40
	25.83±
17.26
	27.10±
18.33
	26.08±
16.57
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图1  p38MAPK基因荧光定量PCR扩增曲线图

Figure 1  real-time fluorescent quantitative PCR curves of p38MAPK gene
2.5 p38MAPK及磷酸化p38MAPK蛋白水平  患儿治疗前后p38MAPK及磷酸化p38MAPK（p-p38MAPK）的Western Blot蛋白条带经β-actin矫正的IOD比值见表8、表9及图2。
表8  患儿治疗前后的p38MAPK蛋白条带矫正IOD值（
[image: image10.wmf]x

±s）
Table 8 The IOD values of p38MAPK hybridization bars in children with β-thalassemia
	组别
	例数
	治疗前p38MAPK
	治疗后△p38MAPK
	t值
	P值

	中药组
	25
	0.93±0.81
	0.99±0.67
	-0.175
	0.874

	对照组
	24
	0.79±0.52
	0.81±0.49
	-0.048
	0.923

	F值
	
	0.578
	0.703
	
	

	P值
	
	0.612
	0.521
	
	


注：△采用协方差分析，以治疗前指标作为协变量。
表9 患儿治疗前后的p-p38MAPK蛋白条带矫正IOD值（
[image: image11.wmf]x

±s）
Table 8 The IOD values of p-p38MAPK hybridization bars in children with β-thalassemia
	组别
	例数
	治疗前p-p38MAPK
	治疗后△p-p38MAPK
	t值
	P值

	中药组
	25
	0.33±0.19
	0.81±0.40
	-7.652
	<0.001

	对照组
	24
	0.29±0.21
	0.39±0.20
	-1.252
	0.235

	F值
	
	0.358
	4.964
	
	

	P值
	
	0.764
	0.017
	
	


注：△采用协方差分析，以治疗前指标作为协变量。
[image: image12.jpg]



注： 1.中药组样本治疗前；2.中药组样本治疗后；3.对照组样本治疗前；4.对照组样本治疗后。

图2  Western Blot蛋白条带图像
Figure 2  Western Blot protein hybridization bars

3 讨论

地中海贫血（thalassemia）是由于常染色体基因缺陷导致珠蛋白链合成障碍的遗传性慢性溶血性贫血疾病。目前我国南方人群有相当高的地贫基因携带率，以广州为例，儿童的β地贫发生率高达11.26%，明显高于国内其他地区[17]。重型及部分中间型β地贫患儿需要依赖长期规律或间断的输血及去铁治疗[1]，预后不良，不仅为家庭、社会带来沉重负担，同时也严重影响着我国人口素质的提高。
随着对β地贫病理生理及分子基础的深入探索，研究者们发现了一种药物珠蛋白基因诱导疗法，即通过某些药物如羟基脲等诱导γ珠蛋白基因的高表达，重新合成HbF，以弥补β珠蛋白合成障碍所导致HbA的减少，同时也可结合过剩的α链以减轻α包涵体对红细胞的破坏，从而达到治疗目的 [1, 4-5]。
然而，目前各种诱导γ珠蛋白的西药均有明显缺点，或引起免疫抑制、潜在致癌，或药效短暂、价格昂贵等，均严重限制了其临床应用[1, 4]。相对于化学西药，传统中医药副作用较小，目前以中医药治疗β地贫的研究已初显疗效，但仍是以个案报道[18]及一般性临床观察[19]居多。本课题组在既往系列研究中筛选出黄芪、党参等健脾补气生血的中药及和龟板等补肾益精生血的中药，开展了以这些中药诱导红系细胞分化及珠蛋白基因表达的体外实验研究[6-8]以及治疗β地贫患儿的体内临床研究[9-10]，结果均显示，补气生血配合益精生血的中药对上调γ珠蛋白基因表达、诱导HbF合成、改善β地贫患儿的贫血均有较好疗效。
本研究是在既往研究基础上的继续深入。随机对照双盲的研究结果显示，中药可显著提升中间型β地贫患儿的Hb水平、也能在一定程度上改善患儿的RBC及MCH。进一步的碱性血红蛋白电泳检测结果显示，患儿HbF比例在治疗后亦有显著上升，提示Hb水平的提升主要来源于HbF的诱导合成。
γ珠蛋白基因表达上调，生成γ链，与β地贫患儿体内过剩的α链结合，即可合成HbF（α2γ2）。而本课题组成员与国外学者合作的研究[20]表明，p38MAPK信号通路的直接或间接激活是诱导人类红系细胞γ珠蛋白基因表达及HbF合成的重要机制。多项研究[20-22]也显示，丁酸盐、丙戊酸钠、5氮胞苷等不同的珠蛋白基因诱导药物其起效机制均与p38MAPK及其磷酸化有关。至于本课题中药在体内诱导γ珠蛋白及HbF的合成是否也是通过激活p38MAPK信号通路，我们进行了相关的实验验证。
首先我们用荧光定量PCR对患儿p38MAPK基因的mRNA水平进行了测定，结果显示两组p38MAPK基因mRNA的组间差异与治疗前后差异均无统计学意义，提示中药对p38MAPK基因的转录水平并无影响。随后我们以Western Blot方法检测了治疗前后的p38MAPK蛋白水平与磷酸化p38MAPK（p-p38MAPK）蛋白水平，结果显示中药组的p-p38MAPK蛋白水平在治疗后显著高于治疗前，也显著高于安慰剂对照组治疗后的水平；而p38MAPK蛋白水平的前后差异与组间差异则无显著性。此结果提示中药口服对p38MAPK的转录以及翻译合成均无明显影响，但可以增强其磷酸化水平。
p38MAPK的磷酸化对其介导γ珠蛋白基因的重新活化是十分重要的。某些γ珠蛋白基因诱导药物或代谢产物可通过红系细胞膜或者与红系细胞膜上的受体结合，再通过中间环节使p38MAPK上游的蛋白激酶活化，后者通过双位点磷酸化调控p38MAPK使之磷酸化，随后p-p38MAPK发生转位，进入核内将磷酸化信号逐级传递至与γ珠蛋白基因表达相关的红系转录因子，增强转录因子与顺式作用元件的结合从而促进了γ珠蛋白基因的表达[11, 20, 23]。另外，p38MAPK调控γ珠蛋白的机制还涉及对γ基因启动子区的表观遗传修饰，包括增强启动子区组蛋白的乙酰化、磷酸化修饰[24- 25]。本研究显示，补气益精生血中药可提升患儿血细胞内p38MAPK的磷酸化水平，可能是其诱导γ珠蛋白基因表达从而合成HbF的重要机制之一。而对于p38MAPK磷酸化后发生的分子事件，后续研究可考虑从下游信号分子、红系转录因子以及启动子区组蛋白的表观遗传修饰等环节入手。

在造血细胞中，p38MAPK信号通路可被各类与造血相关的细胞因子如EPO、IFN-α、IFN-β、TGF-β等激活，而p38MAPK通路也参与着红细胞生成与分化的调节及造血系统的发育[11, 26]。本研究所用中药对p38MAPK信号通路是直接激活还是通过促进内源性细胞因子生成释放而间接激活；p38MAPK激活后除了能诱导HbF，对地贫患儿红细胞的是否有额外的益处等，也有待进一步研究。
药物诱导珠蛋白表达的机制并不一定局限于某一种作用模式，也可能是不同的机制联合发挥作用。中药复方一般含有多种有效部位或有效成分，即使是单味中药由于含复杂的化学成分也是一“小复方”，故更有可能是由多种机制联合作用。研究显示，中药瓜蒌醇提取物对K562细胞红系分化及HbF合成的诱导，即同时存在着激活p38MAPK及抑制ERK两种不同的细胞信号通路机制[27]。羟基脲、丁酸盐等不仅可通过p38MAPK通路，也可通过NO/可溶性鸟苷酸环化酶/cGMP信号通路增加γ珠蛋白基因的表达[28]。而天然植物提取物白藜芦醇及姜黄素对γ珠蛋白的诱导则主要通过ARE/Nrf2信号通路来介导[29-30]。因此，对本研究中药的后续研究也可再关注其他诱导相关的信号通路而不一定局限于p38MAPK。
本研究首次发现了补气益精生血中药治疗后β地贫患儿体内p38MAPK存在磷酸化激活，可有助从细胞信号通路角度揭示中药的疗效机制。至于是否还存在其他机制，有待进一步广泛深入的研究。
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