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作为免疫增强剂用于保健品或药品提供理论依据)*方法+将小鼠分为空白对照组,
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免疫增强作用具有量效依赖性(随着给药剂量增加(免疫增强作用明显增大(且

其作用显著强于同剂量
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能增强
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对细胞免疫,体液免疫和非特异性免疫的调
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"是我国的传统补益

中药(也是一种药食同源的大宗药材(具有抗缺血,

降血脂,抗氧化,增强免疫力等功效(有很高的药用

价值和开发前景%
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"是党参的

一种重要活性成分(由糖链和苷元组成(糖链有亲水

性(苷元有不同程度的亲脂性(使皂苷可以作为一种

表面活性剂参与纳米乳的形成%
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)纳米乳!
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由油相和水相在表面活性剂和助表面活性剂作用下

形成的透明稳定体系(液滴粒径
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(可以

作为载体用于输送中药活性成分,西药,生物技术药

物和食品功能成分等(达到改善药物稳定性,实现药

物共输送,促进药物吸收,增强药物靶向性和疗效,

降低药物剂量等功效%
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纳米乳可以通过高能量和低能量两种方法制
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制备了党参总皂苷纳米乳!
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")为研究
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对机体免疫功能的影响(本研究采用氢化

可的松!
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"建立免疫抑制小鼠(检测分析体液免

疫!血清溶血素水平",细胞免疫!血清
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含量,

T),6

诱导脾细胞增殖活性"和非特异性免

疫!
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细胞杀伤活性,单核巨噬细胞吞噬活性"等

免疫指标(从而为
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作为免疫增强剂用于

保健品或药品提供理论依据)
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&!&&!%JE6&$

(国药集团荣生制药有限
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动物分组和处理
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后(酶标仪测定
HG

!'%

值(计算增殖刺激指数!

>I

")

6Bl

加有丝分裂原培养物
HG

!'%

不加有丝分裂原培养物
HG

!'%

)

&=J=J

!

0e

细胞活性检测
!

靶细胞为
O6TE&

细胞

!浓度为
&k&%

# 个$
NU

"(效应细胞为
&=J=$

节获得

的脾细胞)细胞分组#最大释放孔!加靶细胞悬液和

UGP

释放试剂各
&%%

&

U

",靶细胞自然释放孔!含

体积分数
&d

胎牛血清培养液和靶细胞悬液各
&%%

&

U

",试验孔!效应细胞悬液和靶细胞悬液各
&%%

&

U

")同时设无细胞的培养液孔!背景空白对照

孔"(加完样后(

J"g

,体积分数
#d TH

$

条件培养(

按乳酸脱氢酶细胞毒性检测试剂盒说明书进行操

作(酶标仪测定
HG

!'%

值(计算杀伤率!测得的各组

吸光度均应减去背景空白对照孔吸光度")

0e

细胞杀伤率!

d

"

l

试验孔
HG

!'%

Q

自然释放孔
HG

!'%

最大释放孔
HG

!'%

Q

自然释放孔
HG

!'%

k&%%

)

&=J=!

!

碳粒廓清试验
!

末次给药
&$2

后(尾静脉

注射生理盐水稀释的印度墨汁(分别在注射后
$

N:,

!

+

&

"和
&%N:,

!

+

$

"眼眶采血(加入
%=&d 0-

$

TH

J

溶液
$NU

处理后(分光光度法测定
4

F%%

值(计算廓

清指数
O

和吞噬指数
$

%

&$

&

)

&=J=#

!

血清溶血素测定
!

给药第
&&

天(小鼠腹腔

注射
%=$NU

绵羊红细胞悬液!体积分数
$%d >VE

ZT

悬液"(第
&!

天给药
&$2

后(眼球采血(制备血

清)采用分光光度法%

&!

&测定样品
HG

#!%

值和
>VZT

半数溶血时
HG

#!%

值(血清溶血素水平用半数溶血

值
PT

#%

表示)

PT

#%

l

样品
HG

#!%

>VZT

半数溶血时
HG

#!%

k

稀释倍数)

&=!

!

数据处理

采用
>X>>&"=%

软件对试验数据进行统计分

析)

$

!

结果与分析

$=&

!

W>TXE0@

质量评价

$=&=&

!

外观和类型
!

所制备的
W>TXE0@

为澄清

透明的淡黄色液体(光照具有丁达尔效应'染色法表

明甲基蓝比苏丹红更易在
W>TXE0@

中扩散(说明

W>TXE0@

为
H

$

\

纳米乳)

$=&=$

!

形态和粒径
!

W>TXE0@

液滴呈球形(粒径

小于
&%%,N

!图
&

")

图
&

!

W>TXE0@

透射电镜照片

8:

`

=&

!

C)+

M

2).)

<̀

)/W>TXE0@*,A4+1+-,5N:55:),

4.4?1+),N:?+)5?)

M

4

=1<

第
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激光粒度分析仪测得
W>TXE0@

平均粒径为

F%=F",N

(粒径多分散值为
%=J!"

)

$=&=J

!

折光率#

M

P

值#粘度和浊点
!

W>TXE0@

的

折光率,

M

P

值,粘度和浊点分别是
&=J!%F

(

F="'

(

!=JDk&%

QJ

!

X-

-

5

"(

F%=#g

)

$=$

!

W>TXE0@

对免疫抑制小鼠血清
IUE$

和
I80E

/

含量的影响

由表
&

可以看出(小鼠注射
PO

后(模型对照组

小鼠
IUE$

和
I80E

/

含量显著低于空白对照组!

N

(

%=%#

")空白纳米乳组
IUE$

和
I80E

/

含量高于模型

对照组(但差异不显著!

N

*

%=%#

"(这说明作为药物

载体的空白纳米乳对
IUE$

和
I80E

/

细胞因子产生

无明显影响)

W>TXE0@

高中低剂量组
IUE$

和

I80E

/

含量显著高于模型对照组!

N

(

%=%#

"(且随

着给药剂量的增加而显著增加'

W>TXE0@

高剂量组

$%%N

`

$

L

`

IUE$

和
I80E

/

含量显著高于同剂量

W>TX

水溶液组!

N

(

%=%#

")

表
&

!

W>TXE0@

对免疫抑制小鼠血清
IUE$

和
I80E

/

含量的影响

W-].4&

!

@//4?1)/W>TXE0@),?),14,15)/IUE$-,AI80E

/

:,54+*N)/:NN*,)5*

MM

+4554AN:?4

处理
W+4-1N4,15

IUE$

$!

M̀

-

NU

Q&

"

I80E

/

$!

,

`

-

NU

Q&

"

空白对照组
Z.-,L?),1+). &J=F#m&=%J- 'D="'m$=&'-

模型对照组
C)A4.?),1+). #=#Fm%='DA F'=$Jm&=''A

空白纳米乳组
Z.-,L,-,)4N*.5:),

`

+)*

M

#='$m&=%FA "%=%#mJ=DJA

W>TX

水溶液组
W>TX5).*1:),

`

+)*

M

&$=%"m%="'] 'J=&"m$='D]

W>TXE0@

高剂量组
P:

`

2EA)54W>TXE0@

`

+)*

M

&J='$m&=&%- ''=$!mJ=#F-

W>TXE0@

中剂量组
C4A:*NEA)54W>TXE0@

`

+)*

M

&%=!!m&=$&] DD="Fm$=$$]

W>TXE0@

低剂量组
U)3EA)54W>TXE0@

`

+)*

M

"=''m&=J!? "J=J&m$=%#?

!!

注#同列数据后标不同小写字母表示差异显著!

N

(

%=%#

")下表同)

0)14

#

G://4+4,1.)34+?-54.4114+5:,4-?2?).*N,N4-,5:

`

,:/:?-,1A://4+4,?4

!

N

(

%=%#

"

=W245-N4]4.)3=

$=J

!

W>TXE0@

对免疫抑制小鼠脾淋巴细胞增殖的

影响

由表
$

可以看出(模型对照组小鼠
6B

值显著低

于空白对照组!

N

(

%=%#

")与模型对照组相比(空

白纳米乳组
6B

值变化不显著!

N

*

%=%#

"(说明空白

纳米乳载体对小鼠脾细胞增殖无明显影响)

W>TXE

0@

高中低剂量组
6B

值显著高于模型对照组!

N

(

%=%#

"(且随着给药剂量的增加而显著增加'

W>TXE

0@

高剂量组!

$%%N

`

$

L

`

"

6B

值显著高于同剂量

W>TX

水溶液组!

N

(

%=%#

")

表
$

!

W>TXE0@

对免疫抑制小鼠脾淋巴细胞增殖和脾脏
0e

细胞杀伤率的影响

W-].4$

!

@//4?1)/W>TXE0@),

M

+).:/4+-1:),-?1:;:1

<

)/5

M

.44,?4..5-,AL:..:,

`

-?1:;:1

<

)/0e

?4..5:,5

M

.44,)/:NN*,)5*

MM

+4554AN:?4

处理
W+4-1N4,15 6B

0e

细胞杀伤率$
d

0e?4..L:..:,

`

+-14

空白对照组
Z.-,L?),1+). &="'m%=&"- J#=#$m$=#F-

模型对照组
C)A4.?),1+). &=%Fm%=&%A &'=D'm$=&JA

空白纳米乳组
Z.-,L,-,)4N*.5:),

`

+)*

M

&=%'m%=&!A $&=%'m$=!"A

W>TX

水溶液组
W>TX5).*1:),

`

+)*

M

&=F%m%=&'] J!=&%m&=&']

W>TXE0@

高剂量组
P:

`

2EA)54W>TXE0@

`

+)*

M

&=DFm%=$%- J"=D#m$=$$-

W>TXE0@

中剂量组
C4A:*NEA)54W>TXE0@

`

+)*

M

&=!!m%=&!] J&=%$mJ=&%]

W>TXE0@

低剂量组
U)3EA)54W>TXE0@

`

+)*

M

&=J&m%=&J? $!=J"m$=%#?

$=!

!

W>TXE0@

对免疫抑制小鼠脾脏
0e

细胞活性

的影响

由表
$

还可以看出(模型对照组小鼠
0e

细胞

杀伤率显著低于空白对照组!

N

(

%=%#

")空白纳米

乳组
0e

细胞杀伤率大于模型对照组(但差异不显

著!

N

*

%=%#

"(说明空白纳米乳载体对
0e

细胞活

性无明显影响)

W>TXE0@

高中低剂量组
0e

细胞

杀伤率显著高于模型对照组!

N

(

%=%#

"(且随着给

药剂量的增加而增加'

W>TXE0@

高剂量组!

$%%

N

`

$

L

`

"

0e

细胞杀伤率显著高于同剂量
W>TX

水

溶液组!

N

(

%=%#

")

$=#

!

W>TXE0@

对免疫抑制小鼠腹腔单核巨噬细胞

吞噬功能的影响

由表
J

可以看出(模型对照组
O

值和
%

值显著

低于空白对照组!

N

(

%=%#

")

W>TXE0@

高中低剂

量组
O

值和
$

值显著高于模型对照组!

N

(

%=%#

"(

且随着给药剂量的增加而增加'

W>TXE0@

高剂量组

!

$%%N

`

$

L

`

"

O

值和
$

值显著高于同剂量
W>TX

水

溶液组!

N

(

%=%#

")

91<
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表
J

!

W>TXE0@

对免疫抑制小鼠腹腔单核巨噬细胞吞噬功能和血清溶血素含量的影响

W-].4J

!

@//4?1)/W>TXE0@),

M

2-

`

)?

<

1:?-?1:;:1

<

)/N),),*?.4-+N-?+)

M

2-

`

4-,A?),14,1)/

54+*N24N).

<

5:,)/:NN*,)5*

MM

+4554AN:?4

处理
W+4-1N4,1

O

!

k&%

Q$

"

%

PT

#%

空白对照组
Z.-,L?),1+). J=''m%=#%- #='$m%=D'- &%&=J$mF=D'-

模型对照组
C)A4.?),1+). $=&%m%=!$A J=DDm%=F"A #D=##mJ=F!A

空白纳米乳组
Z.-,L,-,)4N*.5:),

`

+)*

M

$=#Jm%=J'A !=$"m%=##A FJ=$&m#=$"A

W>TX

水溶液组
W>TX5).*1:),

`

+)*

M

J=!Fm%=!"] #=!Fm%=J!] '&=&"m!='D]

W>TXE0@

高剂量组
P:

`

2EA)54W>TXE0@

`

+)*

M

!=%Jm%=#J- F=%#m%=FD- &%'=F$mF=%#-

W>TXE0@

中剂量组
C4A:*NEA)54W>TXE0@

`

+)*

M

J=&$m%=J&] #=%"m%="&] D%=J!m#=#%]

W>TXE0@

低剂量组
U)3EA)54W>TXE0@

`

+)*

M

$=D#m%=!'? !=F&m%="J? "&=#Dm!=$F?

$=F

!

W>TXE0@

对免疫抑制小鼠血清溶血素含量的

影响

由表
J

还可以看出(模型对照组
PT

#%

值显著低

于空白对照组!

N

(

%=%#

")

W>TXE0@

高中低剂量

组
PT

#%

值显著高于模型对照组!

N

(

%=%#

"(且随着

用药剂量的增加而增加'

W>TXE0@

高剂量组!

$%%

N

`

$

L

`

"

PT

#%

值显著高于同剂量
W>TX

水溶液组

!

N

(

%=%#

")

J

!

讨
!

论

目前建立免疫抑制动物模型常用的方法是免疫

抑制剂(如
PO

和环磷酰胺)

PO

属于糖皮质激素(

环磷酰胺属于烷化剂(它们的免疫抑制作用可能与

其使用剂量有关%

&#E&"

&

)本研究对小鼠连续多次注射

PO

(其脾
W

淋巴细胞增殖活性,

0e

细胞杀伤活性,

单核巨噬细胞吞噬能力和血清溶血素水平均显著低

于正常小鼠(表明成功建立免疫抑制小鼠模型)

机体免疫系统产生多种细胞因子(这些因子能

单独作用或相互诱生(形成细胞因子网络(其中0

IUE

$EI80E0eT

免疫调节网络1是重要网络之一%

&DE&'

&

)

IUE$

和
I80E

/

主要由
W

细胞产生(其水平可以反映

W

细胞功能(

0e

细胞可以反映机体非特异性免疫)

本研究考察了
W>TXE0@

对免疫抑制小鼠血清
IUE$

和
I80E

/

含量,

0e

细胞杀伤活性的影响(结果表明

免疫抑制小鼠灌胃
W>TXE0@

后(其血清
IUE$

和

I80E

/

水平,

0e

细胞杀伤活性显著高于模型对照

组(并且高于同剂量
W>TX

水溶液(表明
W>TXE0@

能拮抗
PO

对
W

细胞和
0e

细胞的抑制作用(有助

于增强免疫抑制小鼠的免疫功能(并且其作用显著

强于
W>TX

水溶液)

T),6

诱导脾淋巴细胞增殖试验可以评价
W

细

胞介导的细胞免疫功能%

$%

&

)本研究结果显示(免疫

抑制小鼠灌胃
W>TXE0@

后(其
W

细胞增殖活性明

显强于模型对照组(并且高于同剂量
W>TX

水溶液(

表明纳米乳有助于
W>TX

恢复免疫抑制小鼠脾
W

细胞的增殖活性)

碳粒廓清试验可以评价机体的非特异性免疫功

能%

$&

&

)血清溶血素试验可以评价抗体介导的体液

免疫功能%

$$

&

)本研究发现(

W>TXE0@

能显著提高

免疫抑制小鼠单核巨噬细胞吞噬能力和血清溶血素

水平(表明纳米乳有助于
W>TX

增强免疫抑制小鼠

单核巨噬细胞的吞噬活性和促进抗体产生(使其向

正常水平恢复)

本研究结果表明(

W>TXE0@

较游离
W>TX

更能

增强机体的细胞免疫,体液免疫和非特异性免疫(这

与前人研究结果%

$J

&一致)纳米乳能增强
W>TX

的

免疫作用(这可能是由于#!

&

"纳米乳作为药物的储

存库(在体内保护药物免于降解(能缓慢释放药物(

提高生物利用度%

$!E$F

&

'!

$

"粒径大小会影响药物体内

吸收和分布(

W>TXE0@

液滴小(平均粒径为
F%=F"

,N

(有利于细胞对药物的摄取%

$"E$'

&

'!

J

"纳米乳中

表面活性剂具有类似磷脂的结构(有利于纳米乳液

滴和细胞膜的融合(增强药物吸收或药物和细胞间

作用%

J%

&

)

!

!

结
!

论

本研究发现(

W>TXE0@

对机体的细胞免疫,体

液免疫以及非特异免疫的增强作用强于游离

W>TX

(表明
W>TXE0@

能增强
W>TX

的免疫调节作

用(为
W>TXE0@

免疫增强剂用于保健品或药品提

供了一定的试验依据)
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