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［摘　要］　为了考察五加芪粉对小鼠淋巴细胞增殖功能和抗体形成细胞的影响，为临床应用提供

理论依据，设不同剂量的（６０、１２０、２４０ｍｇ·ｋｇ·ｄ－１）五加芪粉组，同时设黄芪多糖粉对照组和空白

对照组。连续灌胃７ｄ后，无菌取小鼠脾脏，制备脾淋巴细胞，采用 ＭＴＴ法检测小鼠淋巴细胞增殖

功能，定量溶血分光光度（ＱＨＳ）法测定小鼠抗体形成细胞。结果显示：五加芪粉中、高剂量组可显

著（０．０１＜Ｐ≤０．０５）或极显著（Ｐ≤０．０１）的提高小鼠淋巴细胞的吸光度值，具有提高机体细胞免疫

力的作用；五加芪粉各给药组均显著和极显著的提高了小鼠抗体形成细胞水平（０．０１＜Ｐ≤０．０５，

Ｐ≤０．０１），具有提升动物体液免疫功能的作用。表明五加芪粉可同时提高机体的细胞免疫和体液

免疫功能，增强机体免疫力。
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　　五加芪粉主要成分为黄芪和刺五加，黄芪主要

活性成分为黄酮、皂苷和黄芪多糖（ＡＰＳ）。总黄酮

对小鼠具有免疫增强和调节作用。黄芪皂苷可保

护心肌、增强心肌收缩力，改善心功能。黄芪多糖

具有多重功效，可以提升动物机体的免疫力、抗病

力、降低发病率［１］、有抗肿瘤、抗病毒［２］、抗氧化、抗

衰老作用［３］、同时可以保肝护肾、调节血糖［４］、补气

固表、利尿托毒、排脓、敛疮生肌［５］，其中以免疫调

节功能最为突出，能增强细胞免疫和体液免疫的免

疫功能［６］。

刺五加主要活性成分为黄酮、苷类、多糖等，其

多糖是干扰素促诱生剂，通过提高干扰素的水平，

提高机体免疫力［７］。黄芪和刺五加有相互协同的

药理作用，都能增强机体免疫力，配合疫苗使用可

提高疫苗的免疫效果。

脾脏作为重要的外周免疫器官，含有Ｔ淋巴细

胞和Ｂ淋巴细胞，其中Ｔ淋巴细胞主要参与细胞免

疫，Ｂ细胞主要参与体液免疫。本研究通过无菌制

备脾脏淋巴细胞悬液，采用ＭＴＴ法和定量溶血分光

光度测定（ＱＨＳ）法分别检测小鼠脾脏Ｔ淋巴细胞体

外增殖功能和Ｂ淋巴细胞功能。通过体液免疫和细

胞免疫两方面探讨五加芪粉对机体免疫功能的影

响，为其基础研究和临床应用提供理论依据。

１　材 料

１．１　试验动物　６周龄的 ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠 １２０只，

ＳＰＦ级，雌雄各半，体重１８～２２ｇ，８周龄豚鼠６只，

ＳＰＦ级，雄性，体重２５０～３００ｇ；均购自北京维通利

华实验动物技术有限公司，许可证号：ＳＣＸＫ（京）

２０１２－０００１。

１．２　试验药品　五加芪粉：规格５０ｇ：１６５ｇ生药，

批号２０１２０２０３，由洛阳惠中兽药有限公司提供；黄

芪多糖粉：每 １ｇ含黄芪多糖≥４５０ｍｇ，批号

１１０７１２１，爱迪森（北京）生物科技有限公司。

１．３　主要试剂　ＲＰＭＩ－１６４０培养基，批号：

１０４２１８６，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ），

批号：ＭＫＢＨ７４８９Ｖ，Ｓｉｇｍａ公司；胎牛血清，批号：

ＮＳＦ００５１，海克隆生物化学制品（北京）有限公司；

脱纤维绵羊血，批号：２０１４０３１０，郑州益康生物工程

有限公司。

１．４　主要仪器　８０００ＷＪ－３４２３ＣＯ２培养箱：美国

Ｔｈｅｒｍｏ公司；３７ＸＢ生物显微镜：上海光学仪器六

厂；Ｓｕｎｒｉｓｅ酶标仪：瑞士 Ｔｅａｃａｎ公司；Ｎｕ－４２５－

４００Ｓ生物安全柜：美国 Ｎｕａｉｒｅ公司；ＴＧＬ－１６Ｇ台

式高速离心机：江苏金坛市科兴仪器厂。

２　方 法

２．１　试剂配制

２．１．１　绵羊红细胞悬液的制备　取脱纤维绵羊血

２０ｍＬ，２５００转／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清。加 ＰＢＳ

液１０ｍＬ，重悬，重复洗涤３次后加入 ＰＢＳ液，配制

１０％和０．２％的绵羊红细胞悬液。

２．１．２　补体的制备　取８ｍＬ豚鼠血清加入２ｍＬ

压缩体积的绵羊红细胞，混匀，４℃冰箱放置１ｈ，

２５００转／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，取上清，用 ＰＢＳ液进行

２０倍稀释，备用。

２．２　试验设计与分组　挑选体重在１８～２２ｇ的小

鼠１００只，随机分为５组，每组２０只，雌雄各半，具

体分组见表１。五加芪组小鼠每日灌服０．２ｍＬ浓

度为６、１２、２４ｍｇ／ｍＬ五加芪溶液１次，黄芪多糖组

每日灌服０．２ｍＬ浓度为１２ｍｇ／ｍＬ黄芪多糖溶液

１次，空白组灌服等量的纯化水，连续７ｄ。
表１　试验分组和给药剂量

组别 组名 给药剂量／（ｍｇ·ｋｇ·ｄ－１）

１ 五加芪粉低剂量组 ６０

２ 五加芪粉中剂量组 １２０

３ 五加芪粉高剂量组 ２４０

４ 黄芪多糖粉对照组 １２０

５ 空白对照组 纯化水

２．３　ＭＴＴ法测定淋巴细胞增殖试验
２．３．１　脾脏淋巴细胞悬液的制备　第７次给药后
２４ｈ，颈椎骨脱位法处死小鼠，每组１０只，雌雄各半。
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酒精浸泡消毒后无菌取脾脏，Ｄ－Ｈａｎｋ’ｓ液漂洗后
置于２００目的无菌尼龙网上，用无菌玻璃针芯研磨，
加Ｄ－Ｈａｎｋ’ｓ液过滤，２０００转／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，去上
清。加入４ｍＬ红细胞裂解液重悬，置于３７℃培养
箱内孵育１０ｍｉｎ，２０００转／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，去上清。
用Ｄ－Ｈａｎｋ’ｓ液和完全１６４０培养液重复离心洗涤
１次。用０．５％台盼蓝染色，取１０μＬ加入细胞计数板
内于显微镜下观察，当细胞存活率在９０％以上，且计
数区域内细胞分布均匀，时，计数四个大方格内的活

细胞数，根据以下公式计算每毫升细胞悬液中的活

细胞浓度。根据计数结果，用完全１６４０培养液将细
胞浓度调至１．５×１０６／ｍＬ。

细胞浓度（个／ｍＬ）＝４个大方格中的细胞数／
４×稀释倍数×１０４

２．３．２　淋巴细胞增殖试验　采用 ＭＴＴ法测定淋
巴细胞增殖。取分离得到的淋巴细胞于 ９６孔板
中，３７℃、５％ＣＯ２条件下培养４８ｈ。在培养４４ｈ
后，每孔各加入５ｍｇ／ｍＬ的 ＭＴＴ１０μＬ（初始浓度
为）继续培养 ４ｈ。培养结束后，每孔吸取上清液
１５０μＬ弃去，然后加入１５０μＬ的ＤＭＳＯ，置微量振
荡仪振荡１０ｍｉｎ，使紫色结晶完全溶解，用酶标仪
测定５７０ｎｍ波长下ＯＤ值，作为Ｔ淋巴细胞增殖的
指标。

２．４　小鼠的抗体形成细胞试验
２．４．１　动物的免疫　第７日给药后，每组取１０只
小鼠，雌雄各半，每只小鼠腹腔注射１０％的绵羊红

细胞０．５ｍＬ。
２．４．２　脾脏淋巴细胞悬液的制备　免疫后第 ６
日，颈椎脱臼处死免疫后的各组小鼠，常规取脾脏，

分离脾淋巴细胞，并进行细胞计数，调整细胞浓度

至５．０×１０６／ｍＬ。
２．４．３　脾细胞介导绵羊红细胞定量溶血分光光度
试验（ＱＨＳ）　取小鼠脾脏淋巴细胞悬液１ｍＬ，补
体１ｍＬ，０．２％绵羊红细胞（ＳＲＢＣ）１ｍＬ，混匀，
３７℃水浴１ｈ，１５００转／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液
２００μＬ加入９６孔细胞培养板，用酶标仪测定其在
４１３ｎｍ波长处吸光度值，作为ＱＨＳ反应值。
２．５　数据分析　每只小鼠６个重复，取平均值进
行分析比较。数据处理用 ＳＰＳＳ１８．０统计软件进
行单因素方差分析，所有数据均以 Ｘ±ＳＤ表示，其
中（Ｐ＞０．０５）差异不显著，０．０１＜Ｐ≤０．０５表示差
异显著，Ｐ≤０．０１表示差异极显著。
３　结果与分析
３．１　ＭＴＴ法测定淋巴细胞增殖试验　五加芪粉对
小鼠淋巴细胞增殖试验各组淋巴细胞增殖结果见

表２。从表２可以看出，给药各组与空白对照组相
比，小鼠脾脏淋巴细胞的吸光度值均有不同程度的

增高。其中，五加芪粉中剂量组、黄芪多糖粉对照

组与空白对照组比，差异显著（０．０１＜Ｐ≤０．０５），
五加芪粉高剂量组与空白对照组相比差异极显著

（Ｐ≤０．０１）。五加芪粉各剂量组与黄芪多糖粉对
照组相比，差异不显著。

表２　试验各组淋巴细胞增殖结果（Ｘ±ＳＤ，ｎ＝１０）
组别 组名 ５７０ｎｍ的吸光度值 与黄芪多糖粉对照组相比Ｐ值 与空白对照组相比Ｐ值

１ 五加芪粉低剂量组 ０．２７７±０．０２７ ０．１０１ ０．４１５

２ 五加芪粉中剂量组 ０．２９９±０．０３７ ０．９１５ ０．０２１

３ 五加芪粉高剂量组 ０．３１１±０．０２６ ０．４２７ ０．００２

４ 黄芪多糖粉对照组 ０．３００±０．０３５ — ０．０１６

５ 空白对照组 ０．２６５±０．０３０ ０．０１６ —

　表中“”表示与空白对照组相比差异显著（０．０１＜Ｐ≤０．０５），“”表示与空白对照组差异极显著（Ｐ≤０．０１）。（下同）

３．２　小鼠抗体形成细胞的影响　五加芪粉对小鼠抗
体形成细胞的影响试验采用定量溶血分光光度法

（ＱＨＳ）对小鼠的ＱＨＳ的影响结果见下表３。从表３可
以看出，与空白对照组相比，五加芪粉各剂量组与黄芪

多糖粉对照组脾细胞介导绵羊红细胞定量溶血分光光

度值均有明显的增高。其中，五加芪粉低剂量组、黄芪

多糖粉对照组与空白对照组比，差异显著（０．０１＜Ｐ≤
０．０５）；五加芪粉高剂量组、中剂量组与空白对照组比，
差异极显著（Ｐ≤０．０１）；五加芪粉各剂量组与黄芪多
糖粉对照组相比，差异不显著。
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表３　五加芪粉对小鼠ＱＨＳ影响（Ｘ±ＳＤ，ｎ＝１０）
组别 组名 ４１３ｎｍ吸光度值 与黄芪多糖粉对照组相比Ｐ值 与空白对照组相比Ｐ值
１ 五加芪粉低剂量组 ０．５２２±０．０７４ ０．９５１ ０．０３６

２ 五加芪粉中剂量组 ０．５４９±０．１０７ ０．５４２ ０．００７

３ 五加芪粉高剂量组 ０．５６２±０．０８９ ０．３３８ ０．００３

４ 黄芪多糖粉对照组 ０．５２５±０．０６０ — ０．０３１

５ 空白对照组 ０．４３８±０．０９６ ０．０３１ —

４　讨论与小结
中药黄芪和刺五加都具有提高机体免疫力的

功效，试验主要研究黄芪和刺五加提取的五加芪

粉，通过采用 ＭＴＴ法测定淋巴细胞增殖功能，反应
细胞免疫功能，ＱＨＳ法测定小鼠的抗体形成细胞，
反应体液免疫功能。

脾脏淋巴细胞增殖功能的高低反映了机体细胞

免疫功能的状态。ＣｏｎＡ（刀豆蛋白Ａ）可诱导小鼠脾
脏淋巴细胞增殖，ＣｏｎＡ促进有丝分裂，能选择性的
作用于 Ｔ细胞。参与细胞免疫，促进其增殖转化。
五加芪粉灌胃后，小鼠脾脏淋巴细胞增殖的吸光度

值与增殖能力呈正比，吸光度值增高，对ＣｏｎＡ的刺
激反应增强，表明五加芪粉具有促进细胞免疫功能

的作用。刘永杰等［７］研究发现雏鸡注射黄芪多糖

后，淋巴细胞增殖反应均增加或显著增加，说明黄芪

多糖能明显提高机体免疫功能。王远阁等［８］研究黄

芪多糖（ＡＰＳ）、牛膝多糖（ＡＢＰＳ）、板蓝根多糖（ＩＲ
ＰＳ）、山药多糖（ＤＯＰＳ）等４种中药多糖用ＭＴＴ法测
定淋巴细胞增殖的变化。结果表明４种多糖在适宜
的浓度下均能促进淋巴细胞增殖作用。

以上文献报道与本试验结果一致，均表明多糖类

成分能明显协同ＣｏｎＡ刺激淋巴细胞增殖，促进白细
胞介素－２（ＩＬ－２）产生及协同细菌脂多糖（ＬＰＳ）的作
用，同时能增强Ｂ淋巴细胞和巨噬细胞的功能，增强
正常小鼠外周血ＮＫ细胞的活性，刺激ＮＫ细胞增殖，
对小鼠的免疫功能具有较好的促进作用。

体液免疫是机体特异性免疫的重要组成部分，

负责体液免疫的细胞是 Ｂ细胞。脾细胞介导绵羊
红细胞定量溶血分光光度值的高低反映了脾脏中

Ｂ细胞分泌抗体的能力，是评价动物机体体液免疫
功能的重要指标。五加芪粉各剂量组可提高脾细

胞介导绵羊红细胞定量溶血分光光度值，表明五加

芪粉具有提升动物体液免疫能力的作用。王志

强［９］等采用定量溶血分光光度测定法（ＱＨＳ）体外
测定Ｂ细胞产生分泌抗体水平，结果表明黄芪能增
强小鼠抗体形成细胞活性，促进 Ｂ细增殖。高春
艳［１０］等研究结果表明复方黄芪煎剂可以明显提高

小鼠脾脏抗体形成细胞（ＰＦＣ）的数量，具有改善体

液免疫功能的作用。以上文献资料报道与本试验

结果一致，均表明多糖类中药能增强小鼠抗体形成

细胞（Ｂ细胞）活性，促进 Ｂ细胞分化、增殖为浆细
胞，同时可增加脾脏重量，促进免疫细胞的分裂繁

殖，明显增强小鼠抗体形成，对体液免疫和细胞免

疫功能有促进作用。

随着畜牧养殖业的迅速发展和集约化养殖的

增加，畜禽的疾病也越来越复杂，由于频繁和不正

当的使用抗生素进行病菌感染的治疗和预防，导致

耐药性和药物残留问题，严重危害环境和人类健

康。我国中药资源丰富，研究历史深远，由于中药

具有毒性小、无耐药性等优势，采用中药制剂对畜

禽疾病进行预防治疗，意义深远。本试验通过研究

中药五加芪粉对小鼠淋巴细胞增殖和抗体形成细

胞水平的影响，表明五加芪粉可提高机体细胞免疫

和体液免疫功能，具有提升机体免疫力的作用。
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