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*目的+探讨桔梗皂苷
G

对小鼠淋巴细胞和巨噬细胞免疫功能的影响(*方法+无菌分离小鼠脾淋巴

细胞和腹腔巨噬细胞'制备淋巴细胞和巨噬细胞悬液(分别培养这
$

类细胞'并分为空白对照组,阳性对照组!左旋

咪唑处理细胞"及
$F

'

F%

'

"F

和
#%%

%

Q

$

MV

桔梗皂苷
G

组'采用
c[[

法检测桔梗皂苷
G

对淋巴细胞增殖和巨噬细胞

吞噬功能的影响'采用
?VI=5

法检测桔梗皂苷
G

对淋巴细胞
IVC$

,

IVC!

和巨噬细胞
[/7C

$

,

IVC#$

分泌的影响(*结

果+桔梗皂苷
G

能够促进淋巴细胞增殖'增强巨噬细胞的吞噬功能'并可刺激淋巴细胞
IVC$

,

IVC!

和巨噬细胞
[/7C

$

,

IVC#$

的分泌'其中以
F%

%

Q

$

MV

组效果最佳(*结论+桔梗皂苷
G

能增强小鼠淋巴细胞和巨噬细胞的免疫调节活

性(
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桔梗是我国重要的传统中药'始载于/神农本草

经0'是多年生植物桔梗!
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5<GS<

"的干燥根'具有祛痰,抗炎,免疫调节,抗肿

瘤,保肝,保护心血管,治疗糖尿病,抗肥胖,镇痛等

多种作用%

#C$

&

(桔梗的活性成分主要由多种皂苷,多

聚糖,甾醇类及其糖苷和脂肪酸等构成'其中以皂苷

为主'桔梗皂苷
G

是桔梗中主要的皂苷成分'含量

相对较高'是其药材及制剂质量控制的指标%

E

&

(桔

梗皂苷
G

在抗炎镇痛,抗肿瘤,保肝,调节免疫等方

面均表现出良好的药理活性%

!CB

&

(近年来'国内外对

桔梗药理活性的研究与日俱增'但多数还停留在水

提取物和总皂苷上(

S1(9

等%

&

&的研究表明'桔梗水

提取物可促进小鼠巨噬细胞增殖,分化,吞噬和产生

细胞毒性'还可以促进一氧化氮及细胞因子的分泌(

S1(9

等%

#%

&研究发现'桔梗水提取物可以刺激小鼠巨

噬细胞
/H

和
[/7C

$

的分泌'并可以通过
/7C

+

d

信号上调
9/H=

和
[/7C

$

基因的表达水平(然而

目前对桔梗皂苷
G

免疫调节活性的研究尚不够深

入'对其药理作用机制有待进一步研究(在我国'桔

梗的药用资源非常丰富'南北各省区均有种植'对桔

梗药用资源的进一步研究'将有助于桔梗资源的高

效利用(

本研究通过体外试验探讨了桔梗皂苷
G

对小

鼠脾淋巴细胞增殖和
IVC$

,

IVC!

分泌及对腹腔巨噬

细胞吞噬功能和
[/7C

$

,

IVC#$

分泌的影响'旨在探

讨桔梗皂苷
G

的免疫调节活性'为桔梗皂苷
G

的开

发和利用提供依据(

#
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材料与方法
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试验材料

=U7

级雄性小鼠'

D

(

B

周龄'体质量!

$%e$

"

Q

$只'由锦州医科大学生命科学院提供(金黄色葡

萄球 菌'购 自 中 国 微 生 物 研 究 院 !菌 种 号#

5d&#%&E

"(桔梗皂苷
G

标准品'购自成都曼斯特

生物科技有限公司'纯度
&B]

)左旋咪唑'购自广东

华南药业集团有限公司)新生牛血清'购自浙江天杭

生物科技有限公司)小鼠
[/7C

$

,

IVC$

,

IVC!

,

IVC#$

细胞因子检测试剂盒'购自武汉博士德公司)四甲基

偶氮唑盐!

c[[

",

TUcIC#D!%

培养基,三羟甲基氨

基甲烷!

[*94

"和磷酸盐缓冲溶液!

Ud=

"'购自北京

索莱宝科技有限公司)二甲基亚砜!

Gc=H

"'

=(-,*C

Y9(

公司产品(

超净工作台'苏州净化设备有限公司产品)倒置

显微镜'日本
HV\cU8=

公司产品)低速离心机'湖

南赫西仪器装备有限公司生产)

&D

孔或
$!

孔板台

式离心机'上海安亭科学仪器厂产品'用时根据试验

设计)

SH

$

培养箱'日本
=X?VV5d

公司生产)酶标

仪'瑞士
[3S,+

公司生产(

#<$

!

试验方法

#<$<#

!

试剂的配制
!

!

#

"桔梗皂苷
G

溶液(称取

%<FM

Q

桔梗皂苷
G

标准品'加入
#<%MVTUcIC

#D!%

完全培养基配制成质量浓度为
F%%M

Q

$

V

的溶

液'用
TUcIC#D!%

完全培养基稀释至所需质量浓

度(

!

$

"红细胞裂解液!

[*94C/X

!

S-

"(称取
[*94

#<E

Q

,

/X

!

S-E<"EF

Q

'加入三蒸水溶解至
F%%MV

'

%<$$

%

M

滤膜过滤除菌(

!

E

"四甲基偶氮唑盐!

c[[

"溶液(称取
c[[

标准品
#%%M

Q

'加入新生牛血清
$%MV

'配制成

c[[

溶液'

%<$$

%

M

滤膜过滤除菌'避光保存(

#<$<$

!

淋巴细胞悬液的制备
!

参考文献%

##C#$

&'

用颈部断髓法处死小鼠'用体积分数
"F]

酒精浸泡

EM9+

消毒'在无菌超净工作台内取脾'用
Ud=

冲洗

$

次'置于
TUcIC#D!%

培养基中'用注射器拉杆柄

将其磨碎'用孔径
"F

%

M

!

$%%

目"滤网过滤(收集

滤液置于离心管中'

#F%%*

$

M9+

离心
FM9+

'弃上

清'加入
[*94C/X

!

S-E MV

裂解红细胞'静置
F

M9+

'

#F%%*

$

M9+

离心
FM9+

'弃上清'重复操作直至

红细胞完全裂解(沉淀细胞用
TUcIC#D!%

完全培

养基悬浮过滤'检查细胞活力!台盼蓝染色计数法"'

细胞活力达
&F]

以上(调整淋巴细胞密度为
Fg

#%

D

MV

O#

'制成淋巴细胞悬液(

#<$<E

!

巨噬细胞悬液的制备
!

参考文献%

#EC#!

&'

用颈部断髓法处死小鼠'用体积分数
"F]

酒精浸泡

EM9+

消毒'在无菌超净工作台内从腹白线处剪开

皮肤'将皮肤剥离向两侧'暴露出腹壁肌肉'腹腔注

入
!MVTUcIC#D!%

培养基'轻揉腹部
EM9+

'静置

FM9+

后抽取腹腔液'置于离心管中'

#B%%*

$

M9+

离

心
FM9+

'弃上清'

Ud=

洗
$

遍(沉淀细胞用
TUcIC

#D!%

完全培养基悬浮'检查细胞活力!台盼蓝染色

计数法"'细胞活力达
&F]

以上(调整细胞密度为

Fg#%

D

MV

O#

'制成巨噬细胞悬液(

#<$<!

!

金黄色葡萄球菌悬液的制备
!

参考文献

%

#F

&的方法'制备营养琼脂平板培养基'接种金黄色

葡萄球菌'放恒温箱培养
B1

后划线接种到营养平

皿中'

EDh

培养
$!1

'挑取菌落'用肉汤稀释细菌密

度为
#%

"

(

#%

&

S78

$

MV

'即为金黄色葡萄球菌悬

液'

!h

冰箱中保存备用(
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桔梗皂苷
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对淋巴细胞增殖的影响
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参考
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&'采用
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对照组,阳性对照组及
$F

'
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'

"F

和
#%%

%

Q

$

MV

桔

梗皂苷
G

组(用
&D

孔细胞培养板培养淋巴细胞'

每组均设
E

个复孔'每孔加入
#%%

%

V

脾淋巴细胞悬

液(空白对照组每孔加入
#%%

%

VTUcIC#D!%

完全

培养基'阳性对照组每孔加入
#%%

%

V

左旋咪唑溶

液'使左旋咪唑在培养基中的终质量浓度为
F%

M

Q

$

V

'桔梗皂苷
G

各组每孔分别加入
#%%

%

V

含不

同质量浓度的桔梗皂苷
G

溶液'使桔梗皂苷
G

在培

养基中的终质量浓度分别为
$F

'

F%

'

"F

和
#%%

%

Q

$

MV

(将各处理细胞置于
E" h

,体积分数
F]

SH

$

培养箱中培养
!!1

后'每孔分别加入
$%

%

V

c[[

溶液'培养
!1

后'

#B%%*

$

M9+

离心
FM9+

'弃

上清'每孔分别加入
#F%

%

VGc=H

'用酶标仪于

F"%+M

处测定吸光值!

B

F"%+M

"(刺激指数
i

药物刺

激孔
B

F"%+M

$空白对照孔
B

F"%+M

(
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桔梗皂苷
G

对巨噬细胞吞噬功能的影响
!

参考文献%
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空白对照组,阳性对照组及
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'

"F

和
#%%

%

Q

$

MV

桔梗皂苷
G

组(用
&D

孔细胞培养板培养巨噬细

胞'每组均设
E

个复孔'每孔加入
#%%

%

V

巨噬细胞

悬液(空白对照组每孔加入
#%%

%

VTUcIC#D!%

完

全培养基'阳性对照组每孔加入
#%%

%

V

左旋咪唑溶

液'使左旋咪唑在培养基中的终质量浓度为
F%

M

Q

$

V

'桔梗皂苷
G

各组每孔分别加入
#%%

%

V

含不同

质量浓度的桔梗皂苷
G

溶液'使桔梗皂苷
G

在培养

基中的终质量浓度分别为
$F

'

F%

'

"F

和
#%%

%

Q

$

MV

(

将各处理细胞置于
E"h

,体积分数
F]SH

$

培养箱

中培养
$!1

后'每孔加入
F%

%

V

金黄色葡萄球菌悬

液'培养
&1

'每孔加
$%

%

Vc[[

溶液'培养
!1

'每

孔加入
#F%

%

VGc=H

'用酶标仪测定
B

F"%+M

(
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对细胞因子的影响
!

参考文献
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法进行试验(试验设空白对

照组,阳性对照组及
$F

'

F%

'

"F

和
#%%

%

Q

$

MV

桔梗

皂苷
G

组(用
$!

孔细胞培养板培养淋巴细胞!或

巨噬细胞"'每组均设
E

个复孔'每孔加入
#MV

淋

巴细胞!或巨噬细胞"悬液'空白对照组每孔加入
#

MVTUcIC#D!%

完全培养基'阳性对照组每孔加入

#MV

左旋咪唑溶液'使左旋咪唑在培养基中的终质

量浓度为
F%M

Q

$

V

'桔梗皂苷
G

各组每孔分别加入

#MV

含不同质量浓度的桔梗皂苷
G

溶液'使桔梗

皂苷
G

在培养基中的终质量浓度分别为
$F

'

F%

'

"F

和
#%%

%

Q

$

MV

(将各处理细胞置于
E"h

,体积分数

F] SH

$

培养箱中培养
!B1

'淋巴细胞
#F%%*

$

M9+

!巨噬细胞
#B%%*

$

M9+

"离心
FM9+

'收集上清(用

?VI=5

法检测桔梗皂苷
G

对淋巴细胞
IVC$

,

IVC!

和

巨噬细胞
[/7C

$

,

IVC#$

分泌的影响'按照小鼠细胞

因子试剂盒说明书进行操作(

#<$<B

!

统计学分析
!

各组数据以-平均值
e

标准

差.表示(应用
=U==#"<%

统计软件进行一维方差

分析(

$

!

结果与分析

$<#

!

桔梗皂苷
G

对淋巴细胞增殖的影响

由表
#

可知'阳性对照组和桔梗皂苷
G

各剂量

组淋巴细胞刺激指数均极显著高于空白对照组

!

%

$

%<%#

")

F%

%

Q

$

MV

桔梗皂苷
G

组极显著高于阳

性对照组及其他桔梗皂苷
G

试验组!

%

$

%<%#

")

$F

和
"F

%

Q

$

MV

桔梗皂苷
G

组低于阳性对照组'但无

统计学意义!

%

%

%<%F

")

#%%

%

Q

$

MV

桔梗皂苷
G

组

极显著低于阳性对照组 !

%

$

%<%#

"(上述结果表

明'桔梗皂苷
G

能够刺激淋巴细胞增殖'其中
F%

%

Q

$

MV

桔梗皂苷
G

组的效果优于其他试验组(

表
#

!

桔梗皂苷
G

对淋巴细胞增殖和巨噬细胞吞噬功能的影响!
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;
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;
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L
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3

!

.iE

"

组别
!!!!
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L!!!!

淋巴细胞刺激指数
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;

M

L

1(>

;
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巨噬细胞
B

F"%+M

值

B
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L
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3
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%
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*()
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F%

%

Q

$

MV

桔梗皂苷
G

组
F%

%

Q

$

MV

L

-,0

;

>(@9+G

Q

*()

L

$<DBe%<%EB,5 %<$Be%<%#$,5

"F

%

Q

$

MV

桔梗皂苷
G

组
"F

%

Q

$

MV
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*()

L
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G

组
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$
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注#同列数据后标不同小写字母表示差异显著!

%

$

%<%F

"'标不同大写字母表示差异极显著!
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$<$

!

桔梗皂苷
G

对巨噬细胞吞噬功能的影响

表
#

表明'阳性对照组和桔梗皂苷
G

各剂量组

巨噬细胞
B

F"%+M

值均极显著高于空白对照组!

%

$

%<%#

")

F%

%

Q

$

MV

桔梗皂苷组极显著高于阳性对照

组和其他试验组!

%

$

%<%#

")

$F

和
"F

%

Q

$

MV

桔梗

皂苷
G

组低于阳性对照组'但无统计学意义!

%

%

%<%F

")

#%%

%

Q

$

MV

桔梗皂苷
G

组极显著低于阳性

对照组(表明桔梗皂苷
G

可提高巨噬细胞的吞噬

功能'其中以
F%

%

Q

$

MV

质量浓度组效果最优(

$<E

!

桔梗皂苷
G

对淋巴细胞分泌细胞因子的影响

$<E<#

!

对
IVC$

分泌的影响
!

由表
$

可见'阳性对

照组和桔梗皂苷
G

各剂量组的
IVC$

含量均极显著

高于空白对照组!

%

$

%<%#

")

F%

%

Q

$

MV

桔梗皂苷
G

组极显著高于阳性对照组和其他试验组!

%

$

%<%#

")

$F

%

Q

$

MV

桔梗皂苷
G

组低于阳性对照组'

但无统计学意义!

%

%

%<%F

")

"F

和
#%%

%

Q

$

MV

桔梗

皂苷
G

组均极显著低于阳性对照组!

%

$

%<%#

"(表

明桔梗皂苷
G

能够促进淋巴细胞
IVC$

的分泌'其中

以
F%

%

Q

$

MV

质量浓度组的效果优于其他试验组(

$<E<$

!

对
IVC!

分泌的影响
!

由表
$

可知'阳性对

照组和桔梗皂苷
G

各剂量组的
IVC!

含量均极显著

高于空白对照组!

%

$

%<%#

")

F%

%

Q

$

MV

桔梗皂苷
G

组极显著高于阳性对照组和其他试验组!

%

$

%<%#

")

$F

和
"F

%

Q

$

MV

桔梗皂苷
G

组均低于阳性

对照组'但无统计学意义!

%

%

%<%F

")

#%%

%

Q

$

MV

桔

梗皂苷
G

组极显著低于阳性对照组!

%

$

%<%#

"(可

见'桔梗皂苷
G

能够促进淋巴细胞
IVC!

的分泌'其

中以
F%

%

Q

$

MV

质量浓度组的效果最优(

表
$

!

桔梗皂苷
G

对淋巴细胞
IVC$

和
IVC!

分泌的影响!
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IVC$

含量
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桔梗皂苷
G

对巨噬细胞分泌细胞因子的影响

$<!<#

!

对
[/7C

$

分泌的影响
!

表
E

结果表明'阳

性对照组和桔梗皂苷
G

各剂量组的
[/7C

$

含量均

极显著高于空白对照组!

%

$

%<%#

")

F%

%

Q

$

MV

桔梗

皂苷
G

组极显著高于阳性对照组和其他试验组

!

%

$

%<%#

")

$F

和
"F

%

Q

$

MV

桔梗皂苷
G

组均高于

阳性对照组'

#%%

%

Q

$

MV

桔梗皂苷
G

组低于阳性对

照组'但均无统计学意义!

%

%

%<%F

"(结果表明'桔

梗皂苷
G

能够促进巨噬细胞
[/7C

$

的分泌'其中以

F%

%

Q

$

MV

质量浓度组的效果优于其他试验组(

表
E

!

桔梗皂苷
G

对巨噬细胞
[/7C

$

和
IVC#$

分泌的影响!
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L
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;
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Q

*()

L
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$<!<$

!

对
IVC#$

分泌的影响
!

表
E

表明'阳性对照

组和桔梗皂苷
G

各剂量组的
IVC#$

含量均极显著高

于空白对照组!

%

$

%<%#

")

F%

%

Q

$

MV

桔梗皂苷
G

组

极显著高于阳性对照组和其他试验组!

%

$

%<%#

")

$F

和
"F

%

Q

$

MV

桔梗皂苷
G

组均高于阳性对照组'

#%%

%

Q

$

MV

桔梗皂苷
G

组低于阳性对照组'但均无

统计学意义!

%

%

%<%F

"(由上述结果可知'桔梗皂

苷
G

能够促进巨噬细胞
IVC#$

的分泌'其中以
F%

%

Q

$

MV

质量浓度组的效果优于其他试验组(

E

!

讨
!

论

淋巴细胞是机体主要的免疫活性细胞'淋巴细

胞的增殖可增强机体的免疫应答能力'也可间接反

映机体的免疫功能%

$$

&

(巨噬细胞是抗原递呈细胞'

是
[

,

d

细胞免疫应答的主要承担者(巨噬细胞是

防御微生物入侵和恶性肿瘤的第一道防线(巨噬细

胞发生吞噬吸收后'通过表达更高水平的共刺激分

子'发挥抗原递呈的作用'从而调节
[

细胞和巨噬
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细胞之间的相互作用%

$EC$!

&

(细胞因子是机体免疫系

统的组成部分'能够参与调节细胞分化增殖和活化'

其分泌量的多少直接反映出机体的免疫状况(

[/7C

$

是由巨噬细胞和淋巴细胞分泌的细胞因子'

在机体防御机制中发挥着重要作用'能够引起肿瘤

组织的出血坏死'通过介导免疫调节,诱导肿瘤细胞

凋亡,放化疗增敏等发挥抗肿瘤作用(在细胞免疫

方面'

[/7C

$

以细胞相互接触的方式发挥免疫作

用'能诱导
d

淋巴细胞分泌细胞因子'激活巨噬细

胞'并刺激
[

细胞增殖而参与免疫调节%

$F

&

(

IVC$

能对
[

细胞产生影响'可促进
[

细胞活化和增殖'

提高免疫细胞应答反应'细胞对
IVC$

的分泌是检测

免疫调节活性的一个指标%

$D

&

(

IVC!

主要由活化
[

细胞产生'是具有多种生物学功能的细胞因子'可促

进
[1#

细胞向
[1$

分化'刺激
d

细胞增殖及产生抗

体(

IVC#$

是由单核
C

巨噬细胞以及
d

淋巴细胞对细

菌,细菌产物以及细菌内的寄生物等发生反应而产

生的'

IVC#$

作为
[1#

细胞产生的必需因子之一'可

引起
[1#

细胞分化%

$"

&

(

S1(9

等%

&

&研究表明'桔梗

水提取物可促进巨噬细胞增殖,分化,吞噬和一氧化

氮及细胞因子的分泌(贾林等%

$B

&研究表明'桔梗多

糖能显著提高环磷酰胺诱导的免疫抑制小鼠胸腺和

脾脏指数'显著提高血清中
IVC$

和
[/7C

$

的分泌(

X,+

等%

$&

&研究表明'桔梗多糖可促进巨噬细胞中

/H

产生和诱导型
/H

合成酶表达的提高(

\((+

等%

E%

&研究表明'桔梗多糖通过结合巨噬细胞表面的

[VT!

受体并引起
/H

的释放来激活巨噬细胞'可

通过
[VT!

$

/fC

+

d

信号途径来调节巨噬细胞功能(

a93

等%

E#

&研究表明'桔梗皂苷
G$

能够引起
[1-

及

[1$

细胞的免疫应答'增强机体免疫能力(谢勇%

E$

&

研究表明'桔梗皂苷
G

可以显著提高重组乙型肝炎

表面抗原疫苗受免小鼠脾细胞
IVC$

和
I7/C

,

MTC

/5

的表达水平'并可显著提高禽流感新城疫二联

活疫苗免疫小鼠脾细胞
IVC#%

,

I7/C

,

MT/5

的表

达水平'从而增强受免小鼠
[1-

型和
[1

型细胞的

免疫应答水平(本试验结果表明'桔梗皂苷
G

能够

促进小鼠脾琳巴细胞增殖'提高小鼠脾淋巴细胞
IVC$

和
IVC!

的分泌'从而增强受免小鼠
[1-

型和
[1

型细

胞的免疫应答水平)并能够促进小鼠腹腔巨噬细胞

的吞噬功能'促进巨噬细胞
IVC#$

和
[/7C

$

的分

泌'从而增强受免小鼠
[1-

型细胞的免疫应答水平(
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