
第３７卷第１期　　　　　　　　　 西 南 大 学 学 报 (自然科学版)　　　　　　　　　　　２０１５年１月

Vol３７　No１ JournalofSouthwestUniversity(NaturalScienceEdition) Jan　２０１５

DOI:１０１３７１８/jcnkixdzk２０１５０１００９

不同工艺制备的白术多糖对
小鼠血清中细胞因子的影响①
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摘要:研究白术在不同制备工艺条件下得到的白术多糖(PAM)对小鼠血清中细胞因子的影响,采用传统水提和超

声法提取白术多糖(PAM),以苯酚硫酸比色法测定多糖含量．通过腹腔注射环磷酰胺,建立免疫抑制模型,将提取

的PAM 连续灌胃小白鼠１４d,观察PAM 对小白鼠血清中ILＧ２,ILＧ４和IFNＧγ含量的影响．结果发现,两种方法提

取的PAM 对小鼠日增质量和免疫器官指数的影响不明显,但均能极显著提高免疫低下小鼠血清中ILＧ４的含量．结

果表明,传统水提和超声法提取的PAM 均能在不影响生长性能的基础上,促进小鼠血清中细胞因子ILＧ４的表达,

缓解免疫应激,提高机体免疫功能,但水提法优于超声提取法．
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白术为菊科植物白术AtractylodesmacrocephalaKoedz的干燥根茎,是著名的“浙八味”之一,为最常

用的补益中药,有“南术北参”美称,具有健脾益气、益胃、燥湿利水、和中、止汗、安胎之功效[１]．白术多

糖(polysaccharideofAtractylodesmacrocephala,PAM)[２]系白术植物原料中提取的水溶性多糖,目前

PAM 的提取方法主要有水提法、超声提取法、酶法等[３－５]．PAM 对动物免疫功能的影响早有报道[１,６－８],
也是其药用价值之所在．但PAM 提取工艺的筛选多采用多糖的得率或含量来作为评价指标,而实际上这

些多糖多为粗品,不同提取方法得到的PAM 对机体免疫功能的影响是否存在差异鲜有报道,而以免疫学

指标作为评价指标来指导PAM 制备工艺的研究尚未见报道．本文拟采用水提和超声提取法提取白术多糖,
并通过比较其对小白鼠生长性能、免疫器官指数、血清中细胞因子水平等指标来综合评价该制备工艺．

１　材料与方法

１１　主要药品与试剂

白术:重庆腾马中药饮片厂,相对湿度为 ４５％ ~７５％;小鼠ILＧ２,ILＧ４ 和IFNＧγ 检测试剂盒为

BOSTER公司产品;环磷酰胺:江苏恒瑞医药股份有限公司生产;试验日粮:武汉市万千佳兴生物科技有

限公司．
１２　主要仪器

酶联免疫检测仪(BIOＧRAD公司、美国BLOＧRHD);天平(上海越平科学仪器);超声机(宁波新芝生
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物科技股份有限公司)等．
１３　试验动物

断奶 KM 小白鼠(西南大学荣昌校区实验动物科提供),雌、雄各半,体质量８~１２g．
１４　试验方法

１４１　水提法

选取白术材料粉碎成粗颗粒,准确称取１００g,加２５倍量的水,提取时间４h(每次２h),提取次数２
次,合并煎煮液、加１０％ ZnSO４ 约(２０mL)和饱和Ba(OH)２(约１５０mL)以沉淀蛋白、振摇静止,上清液

加几滴Ba(OH)２ 直至无沉淀产生,过滤,滤液浓缩至２００mL,静置１２h,再除去沉淀,加４倍量９５％乙

醇,静置１２h,抽滤,再用９５％乙醇洗涤,减压抽滤,真空干燥即得白术粗多糖[３]．
１４２　超声法

选取白术材料并粉碎成细颗粒,准确称取１００g,加２０倍量的水,在５０℃条件下超声４５min,收集提

取液,过滤得到滤液,按sevag法(氯仿∶正丁醇＝５∶１)３０mL脱蛋白,加入３倍量的９５％乙醇,静置

１２h,过滤取沉淀,用丙酮和乙醚洗涤,干燥,得灰白色粉末状白术粗多糖[５]．
１４３　白术多糖的鉴别—纸色谱法

精密称取多糖１０７mg,放置小烧杯中,同时精密称取葡萄糖标准品１０６５mg,放置另一个小烧杯中,
向两烧杯中同时加入２mol/LH２SO４３mL,将其同时置１１０℃烘箱中烘８h,水解多糖,得单糖,向两烧

杯中加入约０２gBaCO３,中和硫酸,离心,得上清液,然后做纸层析实验[９]．
点样:用两毛细管分别取烧杯中的上清液,点在已画好基线的纸层析滤纸上．
展开:取正丁醇、丙酮、水(４∶１∶５)的展开剂,置纸层析展缸中,将滤纸放进展缸,展开．取出,放干．
显色:现配显色剂苯胺－邻苯二甲酸试剂,取０９３g苯胺及１６６g邻苯二甲酸溶于１００mL水饱和的

正丁醇中,混匀．应用:将显色剂喷在滤纸上后,１０５℃加热５min,两斑点均显棕色或桃红色,说明实验为

阳性．
１４４　苯酚－硫酸法测定含量[１０]

(１)标准溶液的制备

取经１０５℃干燥至恒定质量的葡萄糖１００mg,置１００mL容量瓶中加水溶解,并稀释至刻度,摇匀．精
密量取１０mL,置１００mL容量瓶中,加水至刻度,摇匀,配成０１mg/mL的葡萄糖标准溶液[１１]．

(２)标准曲线的绘制

准确吸取葡萄糖标准溶液０１~０６mL共６份,分别置于试管中,加蒸馏水补充至２mL,再加５％苯

酚溶液１０mL,摇匀,迅速加浓硫酸５０mL,摇匀,放置５０min,置８０℃水浴中加热１５min,取出,迅

速冷却至室温[１２]．另以２０mL的蒸馏水作空白对照,在５９０nm 波长处测定吸光度,以浓度(C)为横坐标,
以吸光度(A)为纵坐标,绘制标准曲线,求出回归方程为

y＝１４６３７x－０００２２,r２＝０９９８２(n＝６)

　　(３)白术多糖含量的测定

称取提取后并干燥至恒定质量的白术粗多糖５０mg,置于５０mL容量瓶中,加蒸馏水溶解并稀释至

刻度,摇匀,准确吸取１０mL,置于１００mL容量瓶中,加蒸馏水稀释至刻度,摇匀,配成０１mg/mL的

溶液．取上述溶液０５mL按标准曲线绘制时的方法处理,并测出吸光度,将吸光度带入回归方程求出

其含量．
１５　试验动物与试验设计

本试验采用完全随机区组设计,将３０只体质量相近、健康的断奶KM 小白鼠,按体质量随机分为４个

处理组:超声提取组、水提组、空白生理盐水对照组、环磷酰胺处理的模型组,每个组６只小鼠,剩余６只

作０d对照,试验期１４d,各试验组小鼠每日定时灌胃１次,根据粗品中多糖含量进行计算,按每kg体质

量灌胃PAM４０mg,灌胃量均为１０mL/kg．在灌胃第２天除空白对照组外,各组小鼠均腹腔注射环磷酰胺

５０mg/kg,１次/d,连续５d,制备免疫低下小鼠模型[１３]．与此同时,空白对照组和模型组均按相同剂量灌

胃生理盐水．试验第０,１４天称质量,每个处理组共６只小白鼠,末次给药１２h后眼球采血致死,称脾和胸
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腺质量,取血清测定细胞因子ILＧ２,ILＧ４和IFNＧγ的含量．
１６　试验动物饲养管理

舍内温度控制在２２~２６℃,保持通风,严格控制光照(１２h光照,１２h黑暗),自由饮水,试验日粮按

第一周４g/d/只,第二周５g/d/只连续饲养２周．
１７　测定项目与方法

１７１　小鼠平均日增质量(ADG)的测定

按下面公式计算小鼠日增质量:
小鼠日增质量(g)＝[杀前各组小鼠的总质量(g)－杀后各组小鼠的总质量(g)]/(小鼠只数×１４)

１７２　免疫器官指数的测定

小鼠连续灌胃后,称其体质量,眼球采血致死,取出胸腺和脾脏,用滤纸吸干血迹后称其质量,算出胸

腺和体质量、脾脏和体质量之间的比值．
１７３　小鼠血清中细胞因子含量的检测

眼球摘除法放血,采集血液,分离血清备用．采用 ELISA 法测定小鼠血清中ILＧ２,ILＧ４,IFNＧγ含量,
取１００μL血清稀释３倍后加入酶标板,具体操作严格按 ELISA 试剂盒说明书完成．结果判定:根据标准

品 A值绘制标准曲线并求出方程,通过样本 A值计算出ILＧ２,ILＧ４,IFNＧγ的含量．
１８　统计学处理

数据采用SPSS１９０统计软件,统计数据以x±s表示,采用OneWayANOVA分析,并用Duncan比

较各数据间的差异,p＜００５视为２组数据间存在显著性差异．

２　试验结果

２１　水提取法和超声提取法提取白术多糖经鉴别实验均为阳性反应,多糖含量测定结果为水提法多糖含

量为１２５７％,超声提取法多糖含量为１０５２％．
２２　白术多糖对小鼠平均日增质量的影响

数据统计结果见表１,与模型组比较,超声提取、水提取的白术多糖均提高了小鼠的日增质量,但差异

均不显著．
表１　小鼠平均日增质量统计结果(Means±SD,n＝６) g　

组　别 小鼠１４d平均日增质量 组　别 小鼠１４d平均日增质量

空白组 ０５５±０１５１ 水提组 ０５７±０１０８

模型组 ０５１±０１２５ 超声组 ０５３±０１１４

２３　白术多糖对小鼠免疫器官指数的影响

统计结果见表２,与模型组比较,超声提取、水提取的白术多糖提高了小鼠的脾脏指数和胸腺指数,但

差异均不显著．
表２　小鼠脾脏、胸腺指数统计结果(Means±SD,n＝６) mgg－１　

组　别
脾脏指数

第０天 第１４天

胸腺指数

第０天 第１４天

空白组 ２８５±１００ １７９±１０１

模型组 ３００±０１６ ２２５±０７６ ４０７±０３５ １６３±０２１

水提组 ３１３±１７９ ２８２±０７４

超声组 ２７４±１６０ ２６１±０２０

２４　白术多糖对小鼠血清IFNＧγ,ILＧ２和ILＧ４水平的影响

统计结果见表３,与CTX组比较,PAM 对小鼠血清IFNＧγ,ILＧ２水平均有促进作用,但差异不显著;
与CTX组和Control组比较,超声提取、水提取的PAM 均极显著提高了ILＧ４的含量．另外,水提组对３
种细胞因子的促进作用略高于超声组,但差异不显著．
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表３　小鼠血清中的γＧIFN,ILＧ２,ILＧ４含量(Means±SD,n＝６) pgmL－１　

组　别
γＧIFN

第０天 第１４天

ILＧ２
第０天 第１４天

ILＧ４/(pgmL－１)
第０天 第１４天

空白组 ４６４４８±５６５６ １０９３１±６０２ ９５５７±６９９ΔΔ

模型组 １６８２６±１６７３ ３７５９３±４４８４ ND １１３０４±１４２４ ８５０９±８４７ １４７１±１９９
水提组 ４１７８３±６４６０ １２１２２±１１３０ １２７３２６±２６９３ΔΔ∗∗

超声组 ３９０１４±９２４８ １１６８１±１７０９ １２２２６６±６１８１ΔΔ∗∗

　　注:ND表示未检测到;与空白组对照∗p＜００５,∗∗p＜００１,与环磷酰胺组对照 Δp＜００５,ΔΔp＜００１．

３　分析与讨论

白术为临床常用中药,白术多糖对机体体液免疫、细胞免疫和细胞因子均有调节作用[６],毛俊浩等[１４]

在小鼠的淋巴细胞上验证了PAM 促进淋巴细胞分泌ILＧ２的作用,并且对免疫抑制小鼠淋巴细胞的增殖能

力有恢复作用．胡晓蕾等[１５]研究证明适当添加剂量的白术及 PAM 可显著提高小鼠血清IgG 水平,并对

IgM,IgA水平及血清补体C３,C４水平均有提高的趋势．
目前,关于PAM 提取方法的筛选多以多糖含量或得率作为评价指标,而提取纯化的PAM 多为粗多

糖[５],并非结构确切的单体成分,在对机体免疫力影响方面是否存在差异值得探讨,也就是说多糖含量高

或得率高的提取物并不意味着生物活性就高,因此在筛选多糖提取方法时,除了考察多糖含量和得率,还

需评价其生物活性．比如,马莉等[１６]采用了单核细胞直接细胞毒性测定法检测板蓝根多糖对小鼠脾细胞增

殖反应的影响,在免疫活性的基础上筛选物质基础,优选板蓝根多糖制备工艺．因此,本文采用了常见的水

提和超声提取法提取白术多糖,并通过比较其对小白鼠生长性能、免疫器官指数、血清中细胞因子水平等

指标来综合评价制备工艺．
小鼠日增质量是小鼠生长的重要指标,从表１可见与环磷酰胺模型组比较,超声提取、水提取的白术

多糖均提高了小鼠的日增质量,但差异均不显著．这与胡晓蕾等[１５]的研究基本一致,０２％白术多糖有提高

小鼠日增质量的趋势,但统计学上差异不明显．脾脏是T、B淋巴细胞定居并接受抗原刺激后产生免疫的场

所,胸腺是 T淋巴细胞分化成熟的场所[７],两者是机体最重要的免疫器官,而器官指数作为一个反应发育

情况的重要指标,常被用于机体发育方面的研究．本试验发现,与模型组比较,超声提取、水提取的白术多

糖均提高了小鼠的脾脏指数和胸腺指数,但差异均不显著．细胞因子的产生也是机体免疫反应的一项主要

指标,T细胞亚群的区分主要是通过细胞因子的状态来区分的,Thl细胞主要产生IFNＧγ,ILＧ２和淋巴细

胞毒素;而Th２细胞主要产生ILＧ４,ILＧ５,ILＧ１０,ILＧ１３[１７]．正常情况下,Th１和Th２细胞亚群借助其分泌的

细胞因子形成负反馈,相互制约,维持机体免疫系统的平衡[１８]．现阶段有多种技术可用于检测细胞因子的

产生,最常用的方法是ELISA,其主要优点是快捷简便,结果易分析[１９]．本试验采用 ELISA 法检测后发

现,与空白组和模型组比较,两种提取方法得到的PAM极显著提高了小鼠血清中ILＧ４的含量,而对IFNＧγ,

ILＧ２的影响不显著,推测PAM 可能有促进 Th２类细胞分化的作用,这与毛俊浩等[１４]验证了PAM 有促进

小鼠淋巴细胞分泌ILＧ２作用的结论不一致,可能的原因是在PAM 剂量或作用时间不同的情况下,随着

Th１类细胞的不断分化,在机体负反馈机制的作用下,Th２类细胞通过分泌ILＧ４以抑制 Th１类细胞的增

殖与功能,使 Th１/Th２达到一定平衡,具体机制还有待进一步研究．
传统水提和超声提取白术多糖是两种截然不同的提取方法,经测定发现水法提取白术多糖的含量高于

超声提取法,两种提取方法得到的PAM 均极显著提高了小鼠血清中ILＧ４的含量,但从对小鼠日增质量、
免疫器官指数、血清中细胞因子水平影响的总体趋势来看,水提法均优于超声提取法,因此建议白术多糖

的提取可优先选择传统水提法．
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InfluenceofAtractylodesmacrocephalaPolysaccharides
ProducedbyDifferentPreparationTechnologies

onCytokinesofMouseSerum

CHEN HongＧwei,　HE　Jian,　HUANGQingＧzhou,　LIU　Juan,
WUJunＧwei,　WEIShuＧyong,　ZHANZhiＧqiang

DepartmentofVeterinaryMedicine,SouthwestUniversity (RongchangCampus),Chongqing４０２４６０,China

Abstract:TostudytheinfluenceofAtractylodesmacrocephala polysaccharidesproducedbydifferent
preparationtechnologiesoncytokinesofmouseserum．PAMextractedbythetraditionalwaterextraction
andultrasonicextraction,whichscontentweredetectedbythephenolsulfuricacidcolorimetric．ImmunoＧ
compromisedmousemodelwerepreparedbyintraperitonealinjectionofcyclophosphamide,theinfluence
ofPAMonILＧ２,ILＧ４andIFNＧγinmouseserumwasobservedbyadministeringorallyinthefollowing１４
days．ItwasfoundthattheADGandOrganindexofeachexperimentalgroupmiceweresimilartotheconＧ
trolandmodelgroup,butcansignificantlyimprovetheimmunocompromisedmouseserumILＧ４levels．
Theresultsshowthat,PAMbytraditionalwaterextractionandultrasonicextractioncanpromotemouse
serumcytokinesILＧ４expression,alleviateimmunestress,andimproveimmunefunction,waterextraction
isbetterthanultrasonicextraction．
Keywords:Atractylodesmacrocephalapolysaccharide;cytokines;mice;preparationprocess
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