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金翁止痢颗粒对免疫低下小鼠的免疫调节作用①
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摘要:为探讨金翁止痢颗粒对免疫低下小鼠的免疫调节作用,将７２只小鼠随机分为空白组、模型组、阳性药物

组、金翁止痢颗粒高剂量组、中剂量组、低剂量组,其中空白组小鼠给予生理盐水,模型组与各药物组小鼠腹腔

注射环磷酰胺构建免疫低下模型．造模成功后,模型组给予生理盐水,阳性药物组给予２g/kg黄芪多糖液,金翁

止痢颗粒高剂量组、中剂量组、低剂量组分别灌胃２０g/kg,１６g/kg,１２􀆰８g/kg的金翁止痢颗粒提取液,１次/d,

连续治疗７d后,检测小鼠碳粒廓清指数、免疫器官指数,T/B淋巴细胞转化等指标．结果表明,金翁止痢颗粒能

显著提高免疫低下小鼠碳粒廓清指数、免疫器官指数,促进 T/B淋巴细胞转化,与模型组相比差异极具有统计

学意义(p＜０􀆰０１),表明金翁止痢颗粒具有增强免疫低下小鼠免疫功能的作用．
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近年来,随着集约化养殖的兴起,免疫抑制性疾病不同程度地出现,并引发混合感染,对免疫系统造

成严重损伤,导致对其他病原体的保护力下降,增加了感染和致病机率,加大了治疗难度,提高了死亡率,

给养殖业造成巨大损失．近年的研究表明,中药具有增加免疫细胞数量、增强免疫力、提高疫苗抗体水平、

抗病毒、保护细胞、抗炎[１－４]、增强抗氧化酶活性[５]等作用．本研究将具有清热解毒,除湿止痢,扶正祛邪

等功能的金石翁芍散[６]组分进行调整,并根据其有效活性成分特点,提取制备成金翁止痢颗粒,通过建立

环磷酰胺(cyclophosphamide,CTX)致小鼠免疫低下模型,研究其对免疫低下小鼠的免疫调节作用,为今

后临床应用提供理论依据．

１　材料与方法

１􀆰１　材　料

１􀆰１􀆰１　动　物

小鼠,昆明种,体质量(２０±２)g,健康无病,雌、雄各半,购于西南大学(荣昌校区)实验动物中心．
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１􀆰１􀆰２　主要试剂

HBSS缓冲液(美国 Gibco产品,８１１２１２８),RPMIＧ１６４０(美国 Gibco产品,８１１３０７５);小鼠淋巴细胞分

层液(上海生工生物产品,LJ０４０７S０５１３J),刀豆球蛋白(ConA,上海生工生物产品CAS１１０２８Ｇ７１Ｇ０);脂

多糖(美国Sigma产品,２０７０B６７)、MTT(美国Sigma产品,２０７０B６７);注射用环磷酰胺(江苏恒瑞医药

股份有限公司产品,１２０５２０２５);黄芪多糖注射液(质量浓度:１０mg/mL,重庆天龙牧业科技有限公司产

品,２０１２０３１０);金翁止痢颗粒,由西南大学(荣昌校区)兽医科学研究中心中药创新实验室摸索提取工艺,

四川巴尔农牧集团有限公司质量技术部研制;其他均为国产分析纯或化学纯．

１􀆰１􀆰３　主要仪器

TUＧ１８００PC型紫外可见分光光度计(北京普析通用仪器有限责任公司);AEＧ２４０S电子分析天平(梅特

勒—托利多仪器有限公司);３１１１型隔水式二氧化碳培养箱(ThermoElectronCorporationUSA);SEＧ２０００
型 Noink倒置显微镜(日本 Noink公司);Model６８０酶标仪(BioＧRadLaboratories,USA);REＧ５２０５旋转

蒸发仪(上海亚荣生化仪器厂)等实验室常规仪器．

１􀆰２　方　法

１􀆰２􀆰１　金翁止痢颗粒提取液的制备

金翁止痢颗粒由金银花、黄芪、板蓝根、苦参、甘草、白头翁等组成,采用水醇法提取,蒸馏水和无水

乙醇按照１∶１的比例混合,提取中药３次,合并溶液,浓缩至需要的药物质量浓度(生药１g/mL),制备成

１g颗粒含１g生药;临用前用５０％乙醇溶液提取成提取液(生药１g/mL),１０５℃灭菌１５min,４℃保存,

使用时用生理盐水按试验要求进行稀释．

１􀆰２􀆰２　分组、模型建立与处理[７－１１]

将７２只小鼠随机分为空白组、模型组、阳性药物组、金翁止痢颗粒提取液高剂量组、中剂量组、低

剂量组,其中空白组小鼠给予生理盐水,模型组与各药物组小鼠腹腔注射环磷酰胺(８０mg/kg)０􀆰２mL,

制造免疫低下模型,１次/d/只,共５d．模型组给予生理盐水、阳性药物组给予２g/kg黄芪多糖液、高剂

量组给予２０g/kg的金翁止痢颗粒提取液、中剂量组灌喂１６g/kg的金翁止痢颗粒提取液、低剂量组给

予１２􀆰８g/kg的金翁止痢颗粒提取液,每组小鼠１２只．按０􀆰０２mL/g采取灌胃方式给药,１次/d,连续

给药７d．治疗后,各组一半小鼠眼框采血,血液用于碳粒廓清指数测定;取各组另一半小鼠脾脏、胸腺

用于免疫器官指数测定(mg/g)及 T,B淋巴细胞转化试验．

１􀆰２􀆰３　碳粒廓清指数测定[１２]

每组取一半小鼠于末次给药２４h后尾静脉注射体积分数为２５％的印度墨汁１０mL/kg,然后分别在

２min和１０min于每鼠眼球后静脉丛取血２０μL,立刻吹入２mL质量分数为０􀆰１％的 Na２CO３ 溶液中,

取血完毕后以２mL质量分数为０􀆰１％的 Na２CO３ 溶液校零,于５７０nm测吸光度(OD)．按下式计算廓清

指数K．
碳粒廓清指数K＝(logOD２－logOD１０)/(T１０－T２)(OD２,OD１０分别为２,１０min时的吸光度)(T１０＝

１０min,T２＝２min)．

１􀆰２􀆰４　免疫器官指数的测定[１３]

依据１􀆰２􀆰２,各组取一半小鼠,称其体质量,取脾脏和胸腺,称湿质量,并按下列公式计算脾指数和胸

腺指数．脾指数＝脾质量/体质量(mg/g);胸腺指数＝胸腺质量/体质量(mg/g)．

１􀆰２􀆰５　T淋巴细胞、B淋巴细胞转化试验测定[１４－１５]

在无菌条件下,取１􀆰２􀆰２各组小鼠脾脏,然后用PBS缓冲液冲洗两遍．用无菌的研磨器研磨后取浆

液,离心(１０００r/min)５min,弃上清液,加入pH 为７􀆰２的TrisNH４Cl５mL,轻轻吹打,使红细胞完全

破裂．离心(１０００r/min)５min,弃上清液,用PBS缓冲液冲洗１次,再以１０００r/min离心５min,弃上
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清液．用含１０％的新生牛血清及２％庆大霉素的 RPMIＧ１６４０全培养液重悬细胞,调整脾细胞浓度为３×

１０６ 个/mL,备用．
(１)T淋巴细胞转化试验

参照改进 MTT法,取９６孔细胞培养板,每孔加制备成的脾细胞悬液２００μL,刀豆蛋白 A１５μL
(终质量浓度为６mg/L),每组８复孔,于３７℃５％的CO２ 培养箱中培养７２h．于培养结束前４h弃上清

１００μL,加人 MTT液２０μL继续培养４h,吸去上清液,每孔加入DMSO１５０μL终止反应,将９６孔板

移入平板震荡器,水平震荡１０min,使 MTT还原产物完全溶解,用酶联免疫检测仪于６３０nm波长处测

定每孔吸光度(OD 值)．
(２)B淋巴细胞转化试验

操作方法与 T淋巴细胞转化试验相同．仅将试验中刀豆蛋白 A换成脂多糖２０μL/孔(终质量浓度

为５０mg/L)．

１􀆰２􀆰６　数据统计方法

所有数据均输入EXCEL２００３,再用SPSS１９􀆰０统计软件对数据进行显著性检验和方差分析．试验数

据均采用x±SD 表示．

２　结　果

２􀆰１　注射用环磷酰胺致免疫低下小鼠模型临症表现

腹腔注射环磷酰胺１d后,小鼠表现为焦躁不安,２d后表现出精神沉郁、嗜睡、采食量降低、逐渐消

瘦、毛发有脱落．

２􀆰２　免疫器官指数测定结果

试验结果从表１可知,模型组小鼠脾脏指数和胸腺指数明显降低,与空白组相比,差异极具有统计学

意义(p＜０􀆰０１);金翁止痢颗粒高、中剂量组脾脏指数和胸腺指数升高,与模型组相比,差异极具有统计学

意义(p＜０􀆰０１);金翁止痢颗粒高、中剂量组脾脏指数和胸腺指数,与阳性药物组相比,差异不具有统计学

意义(p＞０􀆰０５)．
表１　金翁止痢颗粒对免疫低下小鼠免疫器官指数的影响(x±SD)

组　　别
剂量/

(g􀅰kg－１)

脾脏指数/

(mg􀅰g－１)

胸腺指数/

(mg􀅰g－１)

空白组 － ４􀆰４６５±０􀆰４３Aa １􀆰１２２±０􀆰２９Aa

模型组 － ３􀆰１３１±０􀆰２０B ０􀆰８６５±０􀆰３０Bd

阳性药物组 ２ ４􀆰４５３±０􀆰６２Aa １􀆰１９０±０􀆰３０Aa

金翁止痢颗粒高剂量组 ２０ ４􀆰４４５±０􀆰６２Aa １􀆰１４９±０􀆰１５Aa

金翁止痢颗粒中剂量组 １６ ４􀆰３２９±０􀆰３１Aa １􀆰１３１±０􀆰１２Aa

金翁止痢颗粒低剂量组 １２􀆰８ ４􀆰０２９±０􀆰１８Ab ０􀆰９７６±０􀆰２４Bb

　　注:表１中组间比较,不同大写字母表示差异极具有统计学意义(p＜０􀆰０１),不同小写字母表示差异具有统计学意义

(p＜０􀆰０５),无字母或字母相同者表示差异不具有统计学意义(p＞０􀆰０５),下同．

２􀆰３　碳粒廓清指数测定结果

从表２可知,模型组小鼠血液碳粒廓清指数明显降低,与空白组相比,差异极具有统计学意义(p＜

０􀆰０１);金翁止痢颗粒提取液高、中剂量组和阳性药物组碳粒廓清指数提高,与模型组相比,差异极具有

统计学意义(p＜０􀆰０１),金翁止痢颗粒提取液高、中剂量组与阳性药物组相比较,差异不具有统计学意

义(p＞０􀆰０５),表明金翁止痢颗粒高、中剂量免疫增强效果较好．
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表２　金翁止痢颗粒对免疫低下小鼠碳粒廓清指数(α)的影响(x±SD)

组　　别 剂量/(g􀅰kg－１) 碳粒廓清指数(α)

空白组 － ６􀆰２８８±０􀆰５３A

模型组 － ３􀆰１５９±０􀆰１２Cb

阳性药物组 ２ ５􀆰２８９±０􀆰３１B

金翁止痢颗粒高剂量组 ２０ ５􀆰３６８±０􀆰１２B

金翁止痢颗粒中剂量组 １６ ５􀆰１６４±０􀆰０１B

金翁止痢颗粒低剂量组 １２􀆰８ ３􀆰６２９±０􀆰２１Ca

２􀆰４　金翁止痢颗粒剂对T,B淋巴细胞增殖的影响

由表３可知,模型组小鼠 T,B淋巴细胞转化率明显下降,与空白组相比,差异极具有统计学意义

(p＜０􀆰０１);金翁止痢颗粒能明显增加 T,B淋巴细胞的转化率,各剂量组均增加,与模型组相比,差

异极具有统计学意义(p＜０􀆰０１);金翁止痢颗粒高、中剂量组 T,B淋巴细胞转化率与阳性药物组相

比,差异不具有统计学意义(p＞０􀆰０５)．结果表明金翁止痢颗粒高、中剂量免疫增强效果较好,且各

剂量组间有一定的量效关系．
表３　金翁止痢颗粒剂对小鼠T,B淋巴细胞增殖的影响(x±SD)

组　　别 剂量/(g􀅰kg－１) T淋巴细胞OD６３０值 B淋巴细胞OD６３０值

空白组 － ０􀆰４１４±０􀆰０９Aa ０􀆰３９３±０􀆰０４Aa

模型组 － ０􀆰２６３±０􀆰０１B ０􀆰１４３±０􀆰０１B

阳性药物组 ２ ０􀆰５１４±０􀆰０１Ab ０􀆰４３５±０􀆰０１Aa

金翁止痢颗粒高剂量组 ２０ ０􀆰５１０±０􀆰０３Ab ０􀆰４１６±０􀆰０８Aa

金翁止痢颗粒中剂量组 １６ ０􀆰４８３±０􀆰０４Ab ０􀆰３９０±０􀆰０３Aa

金翁止痢颗粒低剂量组 １２􀆰８ ０􀆰４２７±０􀆰０３Aa ０􀆰３２７±０􀆰０１Ab

３　分析讨论

１)注射用环磷酰胺是一种烷化类的抗肿瘤药物,对免疫反应的许多环节均有抑制作用,从而抑制机体

的细胞免疫和体液免疫反应过程,导致免疫力下降[１６]．本试验注射用环磷酰胺所致的免疫低下小鼠表现为

精神萎靡、嗜睡,采食量和饮水量减少,体温升高,尿淡黄色;免疫相关器官质量减轻;T,B淋巴细胞转化

率降低,巨噬细胞吞噬能力降低等,与相关研究报道[１５－１６]一致．

２)金翁止痢颗粒由金银花、黄芪、板蓝根、苦参、甘草、白头翁等药物组成,具有清热解毒,燥

湿止痢,护正补虚、保肝利胆等功能．配方中主要药物金银花含有绿原酸[１７]、挥发油,可增强白细胞

的吞噬功能和淋巴细胞的转化,促进炎性细胞的消散,降低中性粒细胞的体外分泌功能,调理淋巴细

胞活性,显著增加白介素－Ⅱ的产生[１８];黄芪、板蓝根有效成分为多糖类,可增加抗体生成量,提高巨

噬细胞、白细胞吞噬功能[１９],促进ILＧ１,ILＧ２,ILＧ６,TNF等细胞因子的产生与分泌[２０],促使小鼠 B细胞

分泌IgG２a,介导细胞免疫[１７];苦参中苦参碱可改善微循环,增强吞噬细胞吞噬功能,从而调节机体免

疫力;甘草酸中 K,Na,Ca等金属离子可提高肺泡巨噬细胞的捕捉率,提高其吞噬活性和加快对尘粒的

清除速度,还可维持巨噬细胞的生理功能,改善 T淋巴细胞亚群间比例关系,调整 T淋巴细胞的平衡,

并能解除细胞免疫的抑制状态,提高细胞免疫功能[２１];白头翁中白头翁苷具有促进淋巴细胞转化,增强

网状内皮系统功能的作用,且黄芪皂苷还可增强巨噬细胞酶蛋白合成系统功能,促进溶酶体生成,提高

NK细胞数量[２２]的作用．

３)网状内皮系统具有强大又迅速地吞噬某些可溶性异物或者廓清异体颗粒的能力,能快速清除机体
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里产生的有害物质,其吞噬功能是机体非特异性免疫功能的衡量指标之一,可通过测定血液中的碳粒廓清

指数来反应单核巨噬细胞系统的吞噬能力[１８];当机体处于免疫抑制状态时,机体非特异性免疫功能失调,

可表现为淋巴细胞增殖和分化能力下降,NK细胞、LAK细胞功能降低,巨噬细胞的功能下降等,所以检

测脾脏淋巴细胞中 T淋巴细胞和B淋巴细胞的增殖能力是反映细胞免疫功能的常用方法[１５];免疫器官的

发育状况直接影响机体免疫应答水平和抵抗外来微生物感染和侵入的能力,故检测免疫器官指数来反应机

体细胞免疫和体液免疫机能的强弱水平．

４　结　语

金翁止痢颗粒能显著提高免疫低下小鼠碳粒廓清指数和免疫器官指数,促进 T,B淋巴细胞转化,对环

磷酰胺引起的免疫抑制具有调节作用,具有促进机体免疫力恢复,提高机体免疫功能的功效．
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TheEffectsoftheJinWengZhiLiGranuleonthe
ImmuneRegulationinImmunodepressedMice

YI　Qiang１,　SUNZhenＧhua２,　ZHUZhaoＧrong１,

PENG　Shi１,　ZHU MaiＧxun１,　LIU　Juan１

１􀆰ChineseHerbalDrugsInnovationResearchLab,VeterinaryScienceExperimentTeachingCenter,

　 SouthwestUniversity (RongchangCampus),RongchangChongqing４０２４６０,China;

２􀆰ResearchInstituteofVeterinaryMedicine,SichuanBaerAgricultureandAnimalHusbandryGroupco􀆰,

　LTD􀆰,RongxianSichuan６４３１００,China

Abstract:ThisstudywasdesignedtoexploretheeffectoftheJinWengZhiLigranuleonimmuneregulaＧ

tionofimmunosuppressedmice．７２miceweredividedrandomlyintoblankgroupwhichwasgivenphysioＧ

logicalsaline,thehighdose,middledose,lowdosegroupofJinWengZhiLigranule,modelgroupand

positivemedicinegroupwereusedtoestablishetheimmunosuppressedmicemodelsbyabdominalinjection

ofcyclophosphamide．Aftersuccessfulmodeling,modelgroupwasgivenphysiologicalsaline,positivemediＧ

cinegroupwasgiven２g/kgAstragaluspolysaccharides．２０g/kg,１６g/kg,１２􀆰８g/kgoftheJinWengZhiLi

granuleextractweregiventothehighdose,middledose,lowdosegroupofJinWengZhiLigranulewithonce

adayfor７daysbygavage．Thecarbonclearanceindex,immuneorganindex,TandBlymphocyteproliferaＧ

tioninimmunosuppressedmiceweremeasured．TheresultsshowedthatJin WengZhiLigranulecouldinＧ

creasethecarbonclearanceindex,immuneorganindexandT,BlymphocyteproliferationinimmunosupＧ

pressedmice,comparedwithmodelgroup,thedifferencewasextremelysignificant(p＜０􀆰０１)．Itsuggested

thatJinWengZhiLigranulecouldenhanceimmunefunctionofimmunosuppressedmice．

Keywords:JinWengZhiLigranule;immunosuppressed;enhanceimmunefunction
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