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复方苦芩总黄酮对免疫抑制小鼠免疫功能的影响①
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摘要:为了观察复方苦芩总黄酮对免疫抑制小鼠的免疫增强作用,用环磷酰胺构建小鼠免疫抑制模型,给免疫抑

制小鼠灌服复方苦芩总黄酮,检测碳粒廓清指数,脾脏指数,胸腺指数,血清溶血素水平及T,B淋巴细胞转化率.
结果显示:复方苦芩总黄酮能够提高免疫抑制小鼠的碳粒廓清指数、脾脏指数、胸腺指数,同时也能够提高小鼠血

清溶血素水平和增强T,B淋巴细胞转化率,与模型组比较差异极具有统计学意义(p<0.01),且高剂量和中剂量

组效果优于低剂量组,差异具有统计学意义(p<0.05)或者极具有统计学意义(p<0.01).表明复方苦芩总黄酮能

增强机体的免疫功能.
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复方苦芩是由苦参、黄芩、黄芪、金银花、白头翁等组成的中药复方,具有清热利湿、止痢的作用[1].
前期研究表明[1-4],复方苦芩能够抑制凋亡基因Bax的表达,促进抗凋亡基因Bcl-2的表达;同时也能够通

过提高干扰素的表达和吞噬细胞的指数增进机体免疫力.中药中广泛存在着一种由光合作用产生的黄酮类

化合物,研究表明[5-7],黄酮类化合物具有抗氧化、提高机体免疫力等作用.本文通过分离复方苦芩中的总

黄酮,并作用于免疫抑制小鼠模型,测定小鼠的免疫功能,以探索复方苦芩中总黄酮的作用,为复方苦芩

有效成分的研究提供一定的依据.

1 材料与方法

1.1 试验动物

健康昆明种小鼠,体质量18~22g,由西南大学荣昌校区实验动物科提供.
1.2 试验药品及试剂

复方苦芩总黄酮(以下简称总黄酮),由西南大学荣昌校区兽医科学研究中心中药创新研究室研制;豚

鼠血清补体,购于广州蕊特生物科技有限公司;环磷酰胺,购于山西普德药业有限公司;黄芪多糖注射液,
购于重庆天龙牧业科技有限公司,批号:140225;RPMI-1640,购于Gibco公司;MTT、脂多糖,均购于

Sigma公司;刀豆蛋白A:购于北京邦定泰克生物技术公司,其他试剂均为分析纯.
1.3 试验分组及免疫抑制模型的建立[8]

将60只昆明种健康小鼠平均随机分为空白对照组、模型组、阳性药物组、复方苦芩总黄酮(高、中、
低)剂量组,每组小鼠10只.各组(除空白对照组外)腹腔注射环磷酰胺0.2mL(80mg/kg)构建免疫抑
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制模型,1次/d,共5d.模型成功后,阳性药物组给予黄芪多糖注射液(30mg/kg),复方苦芩总黄酮

(高、中、低)剂量组给予40mg/kg、20mg/kg、10mg/kg总黄酮,空白对照组和模型组给予等量生理盐

水,灌胃给药,1次/d,连续14d.
1.4 碳粒廓清指数和免疫器官指数的测定

参照文献[9-10],末次给药24h,对小鼠称量,然后小鼠尾静脉注射印度墨汁(0.01mL/g),分别在

注射2min,10min后摘眼球采血,并迅速加入2mL0.1%Na2CO3 溶液中,充分混匀10min并以

Na2CO3 溶液作为空白对照校对,最后在650nm下测定吸光值(OD).采血结束后,剖解小鼠取脾脏和胸

腺,称其质量,计算脾脏指数(A)、胸腺指数(B)、碳粒廓清指数(K)和校正廓清指数(α).A=脾脏(mg)/
体质量(g);B=胸腺(mg)/体质量(g);K=(lgOD1-lgOD2)/T,α=K1/3×体质量/(肝质量+脾质量),

T 为2次采血的时间间隔8min.
1.5 血清溶血素的测定

按照文献[11]操作,在给药第7d时,各组小鼠腹腔注射5% 鸡红细胞悬液0.2mL,连续7d,末次给

药24h,各组小鼠摘眼球采血制备成血清,经生理盐水稀释成100倍后,取其1mL,0.5mL5%鸡红细胞

悬液和0.5mL10%补体混匀,放置于37℃恒温箱中30min,于0℃冰箱终止反应,最后离心取上清液于

540nm处测定吸光值(OD),溶血素半数溶血值 HC50=(样品吸光度值/鸡红细胞半数溶血时吸光度值)×
稀释倍数.
1.6 T淋巴细胞、B淋巴细胞转化试验测定

参照文献[12],取脾脏在无菌条件下,经研磨器研磨后制备脾细胞悬浮液,经细胞计数器计数使脾细

胞为3×106 个/mL.
1.6.1 T淋巴细胞转化试验

参照改进的 MTT法[13],在96孔细胞培养板中,每孔加脾细胞悬液200μL,刀豆蛋白A15μL(终质

量浓度为6mg/L),于细胞培养箱中培养72h.于培养结束前4h时,弃上清,加入20μLMTT溶液继续

培养4h,弃上清,每孔加入150μLDMSO终止反应,用酶标仪在630nm处测定每孔吸光值(OD 值).
1.6.2 B淋巴细胞转化试验

将1.6.1试验中的刀豆蛋白A换成每孔20μL脂多糖(终质量浓度为50mg/L),其余操作方法同1.6.1.
1.7 数据统计分析方法

所有数据用Excel进行收集,然后用SPSS20.0软件对所有数据进行方差分析,所有数据用x±SD 表示.

2 结 果

2.1 复方苦芩总黄酮对小鼠碳粒廓清指数的影响

结果显示,模型组小鼠校正廓清指数平均值为3.159,与空白对照组比较差异极具有统计学意义(p<
0.01);总黄酮(高、中、低)剂量组小鼠校正廓清指数平均值分别为4.907,4.063和3.507,与模型组比较

总黄酮校正廓清指数α升高,其中高、中剂量组差异极具有统计学意义(p<0.01)(表1).
表1 复方苦芩总黄酮对免疫抑制小鼠碳粒廓清指数的影响(x±SD)

组  别 剂量/(mg·kg-1) 校正廓清指数α

空白对照组 - 6.288±0.53

模型组 - 3.159±0.12ΔΔ

阳性药物组 30 5.289±0.31**

总黄酮高剂量组 40 4.907±0.13**

总黄酮中剂量组 20 4.063±0.04**

总黄酮低剂量组 10 3.507±0.01*

  注:与模型组比较,** 表示p<0.01,*表示p<0.05;与空白对照组比较,ΔΔ表示p<0.01.下同.

2.2 复方苦芩总黄酮对免疫低下小鼠免疫器官指数的影响

结果显示,模型组小鼠胸腺指数、脾脏指数平均数分别为0.48和1.84,与空白对照组比较差异极具有
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统计学意义(p<0.01);与模型组比较总黄酮(高、中、低)剂量组小鼠胸腺指数升高,差异极具有统计学意

义(p<0.01);与模型组比较总黄酮高、中剂量组小鼠脾脏指数升高,差异极具有统计学意义(p<0.01),
低剂量组差异不具有统计学意义(表2).

表2 复方苦芩总黄酮对免疫抑制小鼠免疫器官指数的影响(x±SD)

组  别 剂量/(mg·kg-1) 脾脏指数 胸腺指数

空白对照组 - 4.31±0.12 1.87±0.11

模型组 - 1.84±0.15ΔΔ 0.48±0.08ΔΔ

阳性药物组 30 3.16±0.12** 1.57±0.06**

总黄酮高剂量组 40 3.86±0.03** 1.99±0.01**

总黄酮中剂量组 20 3.22±0.31** 0.94±0.04**

总黄酮低剂量组 10 1.95±0.41 0.76±0.03**

2.3 复方苦芩总黄酮对免疫抑制小鼠血清溶血素的影响

结果显示,模型组小鼠血清溶血素 HC50平均值为0.620,与空白对照组比较,差异极具有统计学意义

(p<0.01);与模型组比较,总黄酮高、中剂量组小鼠血清溶血素 HC50升高,差异极具有统计学意义(p<
0.01),低剂量组差异不具有统计学意义(p>0.05)(表3).

表3 复方苦芩总黄酮对免疫抑制小鼠血清溶血素的影响(x±SD)

组  别 剂量/(mg·kg-1) 血清溶血素 HC50

空白对照组 - 1.515±0.31

模型组 - 0.620±0.25ΔΔ

阳性药物组 30 1.486±0.11**

总黄酮高剂量组 40 1.496±0.02**

总黄酮中剂量组 20 1.096±0.01**

总黄酮低剂量组 10 0.582±0.14

2.4 复方苦芩总黄酮对小鼠T,B淋巴细胞增殖的影响

结果显示,与空白对照组比较,模型组小鼠T,B淋巴细胞转化率降低,T淋巴细胞、B淋巴细胞OD
平均值分别为0.193,0.148,差异极具有统计学意义(p<0.01);与模型组比较总黄酮高、中剂量组能明显

增加T,B淋巴细胞的转化率,差异极具有统计学意义(p<0.01)(表4).
表4 复方苦芩总黄酮对免疫抑制小鼠T、B淋巴细胞增殖的影响(x±SD)

组  别 剂量/(mg·kg-1) T淋巴细胞(OD630) B淋巴细胞(OD630)

空白对照组 - 0.452±0.12 0.318±0.11

模型组 - 0.193±0.05ΔΔ 0.148±0.08ΔΔ

阳性药物组 30 0.316±0.12** 0.357±0.06**

总黄酮高剂量组 40 0.455±0.06** 0.352±0.03**

总黄酮中剂量组 20 0.309±0.01** 0.286±0.04**

总黄酮低剂量组 10 0.211±0.11 0.237±0.09*

3 分析与讨论

复方苦芩是由苦参、黄芩、黄芪等中药组成的中药复方,具有清热解毒、利湿止痢等功效.苦参具有清

热燥湿、利水、杀虫去积等作用,也能够有效地治疗湿热泻痢、水肿、黄疸等疾病[14];黄芩富含黄芩苷能清

热燥湿、泻火解毒、抗病毒、抗菌消炎,可有效防止由动物机体免疫抑制引起其他疾病的并发[15].黄芪以黄

芪多糖的有效成分最多,黄芪多糖能增加巨噬细胞数量,增强其吞噬功能,刺激巨噬细胞产生白细胞介素,
促进机体胸腺细胞和脾细胞的增殖,诱导T细胞对淋巴因子的释放量[16].诸药配伍组成复方苦芩方剂,可

起到清热解毒,调节免疫的功效.现代药理表明[17-18],中药总黄酮具有抗炎、抗过敏、抑制细菌和病毒及
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调节机体免疫功能的功效.
单核巨噬细胞系统功能主要是对颗粒性物质如外来病毒等病原体进行吞噬和清除,主要是发挥非特异

性免疫.本试验是用印度墨汁尾静脉注入小鼠后,它可被肝、脾内的巨噬细胞及机体的单核巨噬细胞系统

的其他巨噬细胞吞噬,从而使血液中的墨汁被清除,因此能够在一定程度上反应出机体单核巨噬细胞系统

的吞噬功能.免疫器官称质量方法[19]是通过测定免疫器官质量,可间接反映T,B淋巴细胞的水平.本研究

表明复方苦芩总黄酮能够提高小鼠吞噬细胞的吞噬能力,提高胸腺及脾脏指数,并在一定程度上具有促进

免疫力的功能.
当机体受到外来病原微生物等抗原刺激后,机体的B淋巴细胞会产生一种抗体———血清溶血素.在体

外,它能够与鸡红细胞和补体产生反应,使红细胞发生破裂与溶解,因此血清溶血素的质量分数可以反映

机体B淋巴细胞免疫的能力[20].本试验表明,总黄酮能增加小鼠血清溶血素,表明总黄酮可以提高小鼠的

体液免疫水平.T细胞主要的免疫作用是细胞免疫,一是与靶细胞结合,通过破坏细胞膜而让靶细胞死亡;
二是释放淋巴因子,使免疫作用增强.当机体受抗原刺激后,B淋巴细胞能够迅速分化增殖,并且能够分化

为浆细胞,合成和分泌各类免疫球蛋白,从而发挥体液免疫的作用[21].T,B淋巴细胞增殖试验反应淋巴细

胞数量增加,从而反映机体免疫应答反应的状态[22].本研究发现,复方苦芩总黄酮高剂量组能明显增加T,

B淋巴细胞的转化率,亦表明总黄酮能够增强机体的免疫水平.

4 结 论

复方苦芩总黄酮能够增强动物机体的免疫功能,主要是通过升高免疫抑制的小鼠的碳粒廓清指数,脾

脏指数,胸腺指数,提高血清溶血素的水平及增强T,B淋巴细胞转化率.
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EffectoftheTotalFlavonoidsinKuqinCompoundon
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Abstract:InordertostudytheeffectsofthetotalflavonoidsinKuqincompoundonimmunosuppressed
mice.Themodelofimmunesuppressioninmicewasinducedbycyclophosphamideandtheimmunosup-
pressedmicewerefedbythetotalflavonoidsinKuqincompound,thendetectedthecarbonclearancein-
dex,thespleenindex,thethymusindex,theserumhemolysimandtheT,Blymphocyteproliferationrate
inimmunosuppressedmice.TheresultsshowedthatthetotalflavonoidsinKuqincompoundcouldin-
creasedthecarbonclearanceindex,theimmuneorganindex,theserumhemolysimandenhancedtheT,B
lymphocyteproliferationrateinimmunosuppressedmice.Thedifferencewassignificantcomparedwith
modelgroup(p<0.01),andtheeffectofhigh-dosegroup,mid-dosegroupwerebetterthelow-dose
group,appeareddifference(p<0.05)orsignificantdifference(p<0.01).Thereforethetotalflavonoids
inKuqincompoundcouldincreasethebody'simmunefunction.
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