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平贝母醇提物对小鼠免疫功能的影响

于晓龙１，　杨建玲１，　朱乐１，　朴美善１，　郭建鹏１
，２

（１．延边大学药学院，吉林 延吉１３３００２；

２．长白山生物资源与功能分子教育部重点实验室（延边大学），吉林 延吉１３３００２）

摘要：应用流式细胞术测定平贝母醇提物对小鼠免疫功能的影响．结果显示，平贝母醇提物对小鼠外周血Ｔ

淋巴细胞ＣＤ６９＋／ＣＤ３＋比值、腹腔巨噬细胞吞噬荧光微球吞噬百分率具有显著性影响（犘＜０．０５），对脾脏

ＮＫ细胞ＣＤ６９＋／ＮＫＧ２Ｄ＋比值具有极显著性影响（犘＜０．０１）．这表明平贝母醇提物具有增强小鼠免疫功能

的作用．
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合科贝母属多年生草本植物，主产于我国东北地

区的长白山脉和小兴安岭南部山区，其味苦、甘、

微寒，临床用于肺热燥咳、干咳少痰、阴虚劳嗽、咳

痰带血等［１］．研究表明，平贝母中含有生物碱类、

生物碱苷类及核苷类成分，其提取物具有镇咳、祛

痰、平喘、抗溃疡、抗炎等作用［２４］．免疫功能是机

体自身的防御机制，是识别和消灭外来侵入的异

物，处理衰老、损伤、死亡、变性的自身细胞以及识

别和处理体内突变细胞和病毒感染细胞的能力，

免疫功能的强弱与遗传和环境因素有关．本研究

采用流式细胞术，以细胞免疫功能、单核／巨噬细

胞功能、ＮＫ细胞活性测定结果为评价指标
［５６］，

初步考察平贝母醇提物对小鼠免疫功能的影响，

为平贝母的进一步开发利用提供依据．

１　实验材料

１．１　实验动物

无特定病原体（ｓｐｅｃｉｆｉｃｐａｔｈｏｇｅｎｆｒｅｅ，ＳＰＦ）

昆明种雄性小鼠９０只（体重１８～２２ｇ），豚鼠５只
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（体重２５０～３００ｇ），均由延边大学实验动物中心

提供（实验动物生产许可证号ＳＣＸＫ（吉）２０１１

０００７）．饲料由延边大学实验动物中心提供．实验

室为ＳＰＦ级动物实验室，室温为（２０±２）℃，湿度

为５０％～６０％．

１．２　实验药材

平贝母采收于吉林省敦化市平贝母栽培基

地，并经延边大学药学院吕惠子副教授鉴定．

１．３　实验仪器

实验仪器有流式细胞仪（美国ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎ

ｓｏｎ公司），数码倒置显微镜（ＸＤＳ１００Ｄ），冷冻干

燥机（ＶＩＲＴＩＳＢＴ２Ｋ）．

１．４　实验试剂

小鼠ＣＤ６９异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）标记（Ｃａｔ：

１７１５０２）、ＣＤ３藻红色素（ＰＥ）标记（Ｃａｔ：５５３０６７）、

ＮＫＧ２Ｄ藻红色素（ＰＥ）标记（Ｃａｔ：Ｅ００８３０３）单克隆

抗体、溶血素均为美国ＢＤＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ公司产

品；荧光微球（Ｆ２０８８０）为美国 ＭｏｌｅｃｕｌｅｒＰｒｏｂｅｓ

公司产品；Ｈａｎｋ’ｓ液（Ｈ１０２０）为Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司产

品；牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）为美

国Ａｍｅｒｅｓｃｏ公司产品；胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒ

ｕｍ，ＦＢＳ）为美国Ｇｉｂｃｏ公司产品；绵羊血红细胞液

（ＳＲＢＣ）与磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）为本实验室自行制

备，其他试剂均为分析纯．

２　实验方法

２．１　平贝母醇提物的制备

将平贝母除去杂质后粉碎，得粗颗粒；加１０

倍量８０％（体积比）乙醇超声（２４０Ｗ，４０ｋＨｚ）提

取２次，每次３０ｍｉｎ，过滤，合并滤液；滤液浓缩，

冷冻干燥，得平贝母醇提物粉末，备用．

２．２　给药方式
［６］

给药方式采取灌胃法，平贝母醇提物混悬于

水中，每日灌喂１次，空白对照组以等量生理盐水

灌胃．给药期间动物自由摄水、摄食，各受试组小

鼠连续灌胃３０ｄ后，测定各项指标．

２．３　平贝母醇提物对小鼠外周血及脾脏犜淋巴

细胞表面活化抗原的影响

小鼠连续灌胃３０ｄ后，脱颈椎处死，参照文

献［７］方法测定．小鼠无菌取脾，制成浓度为５×

１０５ 的单细胞悬液，然后与１μＬ小鼠ＣＤ６９异硫

氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）标记单克隆抗体和５μＬ小鼠

ＣＤ３藻红色素（ＰＥ）标记单克隆抗体混合，室温下

避光孵育３０ｍｉｎ；用０．５ｍＬ溶血素准确裂解红细

胞１０ｍｉｎ，在１３００ｒ／ｍｉｎ条件下离心５ｍｉｎ获取有

核细胞，用ＰＢＳ洗涤２次后上流式细胞仪分析．

２．４　平贝母醇提物对小鼠腹腔巨噬细胞吞噬功

能的影响

小鼠连续灌胃３０ｄ后，脱颈椎处死，参照文

献［８１０］方法测定．荧光微球预调理：用ＰＢＳ配

制体积浓度为１％ 的ＢＳＡ溶液，按１∶１００稀释

微球储存液，３７℃孵育３０ｍｉｎ后，超声处理５ｍｉｎ．

小鼠腹腔巨噬细胞分离：实验４ｄ前腹腔注射０．２

ｍＬ２％（体积比）ＳＲＢＣ激活巨噬细胞，实验当天

将小鼠颈椎脱臼处死，暴露腹膜，经腹腔注射７

ｍＬＨａｎｋ’ｓ液（含５％ＦＢＳ）；将小鼠腹部向上置

于摇床上摇晃３ｍｉｎ，剪开腹部，吸取腹腔洗液于

１５ｍＬ离心管中，冰浴．细胞计数：取６×１０５个细

胞至１．５ｍＬ试管中，每个试管加入２２０μＬ预调

理过的荧光微球悬液．吞噬作用：室温避光孵育

３０ｍｉｎ后，以２ｍＬＰＢＳ轻柔洗涤２次（洗除多余

未消化的荧光微球），然后用细胞刮刮下尚未脱壁

的巨噬细胞，收集细胞悬液，７５μｍ过滤器过滤，

根据细胞密度用０．２ｍＬＰＢＳ定容后上流式细胞

仪分析．

２．５　平贝母醇提物对小鼠外周血及脾脏犖犓细

胞表面活化抗原的影响

小鼠连续灌胃３０ｄ后，参照文献［７］方法测

定．采小鼠眼球血，肝素抗凝；取５０μＬ全血与１μＬ

小鼠ＣＤ６９异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）标记单克隆

抗体和５μＬ小鼠ＮＫＧ２Ｄ藻红色素（ＰＥ）标记单克

隆抗体混合，室温下避光孵育３０ｍｉｎ；用０．５ｍＬ溶

血素准确裂解红细胞１０ｍｉｎ，在１３００ｒ／ｍｉｎ条件

下离心５ｍｉｎ获取有核细胞，用ＰＢＳ液洗涤２次

后上流式细胞仪分析．

２．６　流式细胞仪分析

标记的细胞经前向散射（ＦＳＣ）和纵向散射

（ＳＳＣ）在二维ＤｏｔＰｌｏｔ图中划出巨噬细胞区，然

后对巨噬细胞作ＦＩＴＣ荧光强度检测，４８５ｎｍ处

作为激发波长，５３０ｎｍ处作为发射波长，数据显

示于ＦＬ１ＦＳＣ二维散点图和ＦＬ１直方图中．每

组分析１０例动物样本，每例样本获取１００００个

巨噬细胞，用ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件分析吞噬不同荧光

微球的巨噬细胞的比例．

６８



　第１期 于晓龙，等：平贝母醇提物对小鼠免疫功能的影响

２．７　统计分析结果

所有数据均采用ＳＳＰＳ１９．０统计软件进行方差

分析．首先进行方差齐性检验，方差齐，计算犉值．

犉≥犉０．０５，犘≤０．０５表明各组间呈显著性差异．

３　结果

３．１　平贝母醇提物对小鼠外周血及脾脏犜淋巴

细胞表面活化抗原的影响

结果如图１、表１所示：与对照组相比，高剂

量组小鼠外周血Ｔ淋巴细胞ＣＤ６９＋／ＣＤ３＋比值

明显增高，差异具有统计学意义（犘＜０．０５）；中、

高剂量组小鼠脾脏Ｔ细胞ＣＤ６９＋／ＣＤ３＋比值略

有增高，但差异无统计学意义（犘＞０．０５）．

３．２　平贝母醇提物对小鼠腹腔巨噬细胞吞噬荧

光微球的影响

结果如图２、图３和表２所示：与对照组相比，

中剂量组小鼠腹腔巨噬细胞吞噬荧光微球吞噬百

分率明显增高，差异具有统计学意义（犘＜０．０５）；

高剂量组小鼠腹腔巨噬细胞吞噬荧光微球吞噬百

分率略有增高，但差异无统计学意义（犘＞０．０５）．

３．３　平贝母醇提物对小鼠外周血及脾脏犖犓细

胞表面活化抗原的影响

结果如图４、表３所示：与对照组相比，中剂

量组小鼠脾脏ＮＫ细胞ＣＤ６９＋／ＮＫＧ２Ｄ＋比值明

显增高，差异具有统计学意义（犘＜０．０１）；中、高

剂量组小鼠外周血ＮＫ细胞ＣＤ６９＋／ＮＫＧ２Ｄ＋比

值略有增高，但差异无统计学意义（犘＞０．０５）．

Ａ：空白对照组　Ｂ：中剂量组　Ｃ：高剂量组（右上限为ＣＤ６９＋／ＣＤ３＋比值）

图１　平贝母醇提物对小鼠外周血犜淋巴细胞犆犇６９
＋／犆犇３＋比值的影响

表１　平贝母醇提物对小鼠外周血及脾脏犜淋巴细胞表面活化抗原的影响

　组别 剂量／（ｇ·ｋｇ
－１） 外周血Ｔ淋巴细胞（ＣＤ６９＋／ＣＤ３＋）／％ 脾脏Ｔ淋巴细胞（ＣＤ６９＋／ＣＤ３＋）／％

对照组 ０．０ ３．８９±２．４９ １．９２±１．９５

中剂量组 ０．１４ ５．４５±１．８４ ４．６０±４．７９

高剂量组 ０．４２ ８．３９±５．４８ ４．２５±４．０６

　　　注：表示与对照组比较具有显著性差异（犘＜０．０５）．

Ｒ１：总巨噬细胞群　Ｒ２：未吞噬荧光微球的巨噬细胞群　Ｒ９：吞噬１个荧光微球的巨噬细胞群

Ｒ１０：吞噬２个荧光微球的巨噬细胞群　Ｒ１１：吞噬３个荧光微球的巨噬细胞群

图２　吞噬荧光微球后的小鼠腹腔巨噬细胞犉犛犆犛犛犆和犉犔１犛犛犆二维散点图
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图３　吞噬荧光微球后的小鼠腹腔巨噬细胞犉犔１直方图

　　 　表２　平贝母醇提物对小鼠腹腔巨噬细胞吞噬

荧光微球的影响

组别 剂量／（ｇ·ｋｇ
－１） 吞噬指数／％ 犘值

对照组 ０．０ ９．２９±２．９４ —

中剂量组 ０．１４ １３．５５±１．４７ ０．０４７

高剂量组 ０．４２ １４．９４±２．９３ ０．１３２

　　注：表示与对照组比较具有显著性差异（犘＜０．０５）．

　　　　　　Ａ：空白对照组　Ｂ：中剂量组　Ｃ：高剂量组（右上限为ＣＤ６９＋／ＮＫＧ２Ｄ＋比值）

图４　平贝母醇提物对小鼠脾脏犖犓细胞犆犇６９
＋／犖犓犌２犇＋比值的影响

表３　平贝母醇提物对小鼠外周血及脾脏犖犓细胞表面活化抗原的影响

　　组别 剂量／（ｇ·ｋｇ
－１） 外周血ＮＫ细胞（ＣＤ６９＋／ＮＫＧ２Ｄ＋）／％ 脾脏ＮＫ细胞（ＣＤ６９＋／ＮＫＧ２Ｄ＋）／％

对照组 ０．０ ３．７０±２．７４ ３．４０±２．３１

中剂量组 ０．１４ ５．５４±３．４３ ３４．５５±２８．２７

高剂量组 ０．４２ ５．３９±４．６４ ４．７７±６．０８

　　　注：表示与对照组比较具有极显著性差异（犘＜０．０１）．

４　结论

实验结果显示，平贝母醇提物能显著提高小

鼠外周血 Ｔ淋巴细胞 ＣＤ６９＋／ＣＤ３＋ 比值（犘＜

０．０５）和小鼠脾脏 ＮＫ细胞ＣＤ６９＋／ＮＫＧ２Ｄ＋比

值（犘＜０．０１），表明其具有促进免疫细胞活化的

作用．另外，平贝母醇提物还能增加小鼠腹腔巨噬

细胞吞噬荧光微球吞噬百分率（犘＜０．０５），表明

其具有提高单核／巨噬细胞吞噬能力的作用，有利

于增强机体非特异性免疫功能．以上结果表明平

贝母醇提物有助于增强小鼠的免疫功能，具备进

一步开发为保健食品的潜力．
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