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淫羊藿苷伍用三七总皂苷对小鼠免疫功能的调节作用

肖幸丰，王志强，楼宜嘉+

(浙江大学药学院，浙江杭州31．0031)

摘要：目的研究淫羊藿苷(icariin，ICA)伍用三七总皂苷(Panax notoginseng saponins，PNS)对小鼠免疫功

能的调节作用，为该组合药物改善阿尔茨海默病(Alzheimer’s disease，AD)动物模型空间学习记忆能力的作用机

制提供部分宴验依据。方法采用血清药理学方法观察小鼠连续ig ICA+PNS[(40上320)、(80+640)、(160十

1 280)mg／kg]、单用ICA(80 mg／kg)和PNS(640 mg／kg)7 d制得的含药血清对伴刀豆蛋白A(ConA)和脂多

糖(LPS)诱导的小鼠脾淋巴细胞增殖、IL一2分泌的影响。并观察脏器指数的变化。结果1CA伍用PNS[(80+

640)、(1∞+1 280)mg／kg]具有较强的协同作用，其含药血清能明显促进ConA诱导的小鼠脾淋巴细胞增殖

(尸<0．01、0．05)，量效曲线呈倒U形；含药血清对LPS诱导的小鼠脾淋巴细胞增殖无显著促进作用(尸>0．05)。

1cA+PNS[(80+640)和(160—1 280)mg／kg]舍药血清能明显促进1L一2生成(P<o 01)，两组分合用作用强

于单用，提示具有较强的协同作用，其量效曲线亦呈倒u形分布。单用ICA、PNS或两者合用均未明显影响小鼠脏

器指数(P>o．05)。结论ICA伍用PNS对小鼠免疫系统具有一定的选择性调节作用．主要增强T细胞功能。
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Immunoregulation of ieariin combined with Panax notoginseng saponins in mice

XIA0 Xing—feng，WANG Zhi—qiang，I。0U Yi—jia

(College of Pharmaceutical Sciences，Zhejiang University，Hangzhou 310031，China)

Abstract：Objective To investigate the regulatory effects of icariin(ICA)combined with the Panax

notoginseng saponins(PNS)on immunological function in mice and provide some experimental evidences

for the combination mechanism improving the spatial learning and memory abilities of Alzheimer’s disease

(AD)animal model，Methods Based on serum pharmacological method，the ICR mice were individually

ig administrated with ICA+PNS[(40+320)，(80+640)，and(160+1 280)mg／kg]or IcA(80 mg／kg)，

and PNS(640 mg／kg)only for 7 d．Drug containing serum was prepared and effects on spleen lymphocyte

proliferation of Bable／c mice induced by concanavalin—A(ConA)or¨pop01ysaccharide(I，PS)and on inter一

1eukin一2(II，一2)secretion were observed抽vitro．Meanwhile，the immunological organ indexes of treated

mice were evaluated．Results Drug containing serum of ICA+PNS[(80+640)and(160+1 280)mg／

kg]could improve the spleen lymphocyte proliferation induced by ConA(P<o．01，0．05)．and its dose—ef—

feet curves were shapely similar to“n”．Proliferation of spleen lymphocyte induced by LPS in tested

groups could not be enchanced(P>0．05)．Drug—containing serum of ICA+PNS[(80+640)and(160+

1 280)mg／kg]could improve IL 2 production(P<0．01)．IcA combined with PNS showed synergistic

effect and an upside down U shaped dose—effect curve．Compared with the control group，however，there

were no significant differences in the immunological organ indexes of all groups administrated by ICA，

PNS or the combination of the two(P>0．05)，respectively．Conclusion ICA combined with PNS could
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improve immunological function selectively and promote T cell function in mice．

Key words：Icariin(ICA)；Panax notoginseng saponins(PNS)；immunoregulatory effects；serum

pharmacology

淫羊藿和三七均为补益中药，淫羊藿苷(icari—

in，ICA)和三七总皂苷(Panax notoginseng

saponins，PNS)分别为其主要有效成分。近年来以

淫羊藿或三七为主伍用其他药材改善阿尔茨海默病

(Alzheimer’S disease，AD)患者临床症状以及动物

AD模型行为的研究时有报道口Ⅲ。同时也有研究表

明两药材及其活性成分分别具有增强免疫作用n1“。

鉴于AD的发病机制虽然迄今未明，但许多环节构

成的病理过程已获得认同o]，其中免疫功能与发病

相关的学说已获得多数研究资料支持”“]。本课题

组前期研究结果显示，ICA伍用PNS能显著改善p

淀粉肽大鼠侧脑室注射所致的空间学习和记忆障

碍o]。本实验采用血清药理学方法初步观察ICA伍

用PNs对小鼠免疫功能的影响，旨在为该组合药物

改善AD动物模型空间记忆障碍的作用机制提供

部分实验依据。

1材料

1．1药物：淫羊藿苷(ICA，质量分数50．o蛎)。三

七总皂苷(PNS)，质量分数(92．4±o．8)％，均为本

研究室提取纯化制备，经浙江大学药学院药物分析

和代谢研究室测定。

1．2动物：ICR小鼠，雌雄各半，体重18～20 g，浙

江省医学科学院实验动物中心提供，二级，动物合格

证号：SCXK(浙)2003—0001。Bable／c小鼠，雄性，

体重18～20 g，上海斯莱克实验动物有限责任公司

提供，动物合格证号：SCXK(沪)2003—0003。

1．3试剂：伴刀豆蛋白A(ConA)、脂多糖(LPS)

和MTT为Sigma产品。RPMI—1640细胞培养基为

Gibco产品。小牛血清购自杭州四季青生物工程有

限公司。

1．4仪器：1 851型层流超净工作站，Thermo Elec—

tron公司；Medimachine，丹麦DAKO产品；

Labofuge 400R离心机，Heraeus公司；Elx800型台

式酶标仪，Bio—Tek公司。

2方法

2．1 动物分组及给药：根据血清药理学研究要

求“⋯，并参考前期ICA伍用PNS改善p淀粉肽大

鼠侧脑室注射所致的空间学习和记忆障碍药效学实

验剂量o]，动物按以下方法分组给药：ICA+PNS

组，剂量分别为：(40+320)、(80+640)、(160+

1 280)mg／kg。另设单用1CA 80 mg／kg和PNS

640 mg／kg及(蒸馏水)对照组，每组10只动物。各

组均连续ig给药7 d，给药体积均为0．2 mL／10 g。

2．2小鼠含药血清制备及免疫器官脏器指数测定：

第7日给药前称体重，给药后1 h无菌摘眼球取血，

并立即颈椎脱臼处死，摘取脾脏和胸腺，称质量。取

得的血液3 000 r／min离心10 min，无菌分离血清

后，经56 C、30rain灭活，4℃保存。

2．3 BALB／c小鼠脾淋巴细胞悬液制备：BALB／c

小鼠颈椎脱臼处死，用75％酒精浸泡消毒，无菌取

出脾脏，剪成1～2 mm小块．加3～5 mI，Hank’S

液后用Medimaehine处理成单细胞悬液，1 000 r／

min离心3 rain，沉淀经0．83％NH；CI处理除去红

细胞，Hank’s液洗2遍，用含10％小牛血清的RP—

MI—1640培养液配成细胞悬液。显微镜下细胞计数，

配成5×105／mL脾淋巴细胞悬液。

2．4含药血清对BALB／c小鼠脾淋巴细胞增殖的

影响：在96{L培养板中每孔加入脾淋巴细胞悬液

100 pL，再加入6 Pg／mL ConA溶液100 pI，或8

pg／mL LPS溶液，以及20 f-L不同剂量组的含药血

清，各设3个复孔。37℃、5％CO：培养48 h。培养

结束前4 h每孔加入10 pL 5 mg／mL MTT，培养

结束弃去上清液，每孔加入100,uL DMSO，充分振

荡后静置10 min，酶标仪测定570 nm波长处吸光

度(A。)值。

2．5含药血清对BALB／c小鼠脾细胞分泌白细胞

介素2(II。一2)的影响：按2．3项方法制备脾淋巴细

胞悬液，调浓度为1．0×10’／mL，加入24孔细胞培

养板中，每孔1 mI。，同时加入20 pL ConA溶液

(终质量浓度3}Lg／mI．)及20 pL不同剂量组的含

药血清，培养48 h后取七清液，即为待测IL～2样

品。无菌取Bable／e小鼠胸腺，同脾淋巴细胞悬液操

作方法制备5×106／ml。胸腺淋巴细胞悬液。于96

孔培养板中每7L加入100”I．胸腺淋巴细胞悬液、

100 p_L待测样品和20“I。ConA(终质最浓度3

p-g／mL)，37℃、5％CO。培养48 h，培养结束前4 h

每孔加入5 mg／mL MTT溶液10”L，培养结束弃

去上清液，每孔加入100止DMSO，充分振荡后静

蟹10 min，酶标仪测定A。值(以激活的胸腺淋巴

细胞的增殖反映IL 2的量)。
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2．6统计学处理：实验数据均以z±s表示，组问昆

著性检验采用ANOvA检验。

3结果

3．1 ICA伍用PNS对小鼠免疫器官脏器指数的

影响：单用1CA(80 mg／kg)或PNS(640 mg／kg)

及ICA伍用PNS[．(40+320、(80+640)、(】60+

1 280)mg／kg]对小鼠体重、脾脏和胸腺脏器指数

均无显著影响(P>O．05)。

3．2含药血清对Bable，，c小鼠脾淋巴细胞增殖的

促进作用：与溶剂对照组比较，ICA伍用PNS

[(80+640)、(1 60+1 280)mg／kg]具有较强的协

同作用．其含药血清能明显促进ConA诱导的小鼠

脾淋巴细胞增殖(P<0．01、0．05)，量效曲线呈倒u

型；单用ICA(80 mg／kg)和PNS(640 mg／kg)所

得含药衄清能促进脾淋巴细胞增殖，但和对照组比

差异无显著性(P>o．05)。和对照组相比，各剂量组

含药血清对I。PS诱导的小鼠脾淋巴细胞增殖无显

著促进作用(P>0．05)。见表1。

袭1 ICA伍用PNS对ConA和LPS诱导的小鼠

脾淋巴细胞增殖的影响“±s，H一10)

Table l Effects of ICA combined with PNS on spleen

lymphocyte proliferation of inice Induced

by ConA or LPS(；±f，／／=10)

剂量7

删tw．k—l
ConA诱导的脾淋巴细胞增殖

d5_。 促进率／％

LPS诱导的脾蚌巴细胞增殖

^s 70 促进率崩

与对州组}匕较：’P<O 05 一尸<0 01

’尸<O 05 一，<0 01 w control group

3．3含药血清对Bable／c小鼠脾淋巴细胞分泌

IL 2的影响：与溶剂对照组比较，1CA伍用PNS

[(80+640)、(1 60+1 280)mg／kg]具有较强的协

同作用，其含药血清能明显促进IL 2产生增加

(P<0．01)，量效曲线亦呈倒u型分布。单用ICA

(80 mg／kg)和PNS(640 mg／kg)所得含药血清虽

也能促进1I，2产生，但与溶剂对照组比较，无明显

差异(尸>0．05)。见表2。

4讨论

本实验以中药m清药理学方法从量效关系角度

出发，在细胞水平上对[CA伍用PNS的免疫药理

活性进行研究，旨在为该组合药物用于治疗AD提

供部分实验依据。

表2 ICA伍用PNS对小鼠脾淋巴细胞中IL一2分泌的

影响(；士s．H一10)

Table 2 Effects of ICA COI]Ibined with PNS on IL一2

production in spleen Jympbocyte of mice

(i±?，n--10)

与对照组比较：’P<o．05一，<0()l

+P<0·05一P<0Ⅲ01 control group

目前认为，衰老是AD发生最为危险的因素，

而免疫功能减退则是衰老的最明显特征之一。文献

报道“]，AD患者淋巴细胞的某些功能减低，主要表

现为T细胞对有丝分裂原(ConA)刺激的反应降

低等，并与免疫炎症反应具有一定相关性。本研究显

示，IcA伍用PNS能促进ConA诱导的脾淋巴细

胞增殖，并能促进脾淋巴细胞分泌IL 2。提示其可

能有免疫促进作用，此作用可能与本课题前期研究

中组合药物改善AD大鼠行为异常有关。

文献报道““，ICA能通过降低抑制性T淋巴

细胞(Suppressor T cell，Ts)影响淋巴细胞转化而

发挥免疫调节作用，提示ICA可能通过抑制Ts细

胞促进体液免疫。本研究所用的PNS主要由人参皂

苷Rg．、Rb-、Re、及三七皂苷R。组成，其中人参皂苷

Rg．、Rb。是其主要成分。文献报道“]，PNS主要成分

人参皂苷Rg。主要经肠道细菌代谢成Rh被吸收

的。Rg，本身具有促进ConA诱导的T淋巴细胞增

殖而不促进B淋巴细胞增殖的作用。而其代谢产物

Rh对ConA诱导的T淋巴细胞增殖有抑制作用，

且不促进B淋巴细胞增殖。此外，经证实人参皂皆

Rb，、Re对ConA诱导的’I、淋巴细胞增殖有显著的

促进作用”。这磐研究提示选择性地促进T淋巴细

胞增殖作用主要与ICA，人参皂苷Rb．、Re或其代

谢产物有关。本研究结果显示。单用1CA和PNS均

无上述作用，但两者伍用后，则体现协同促进作用，

提示1CA伍用PNS可能有利于改善AD患者免疫

功能异常。

本研究结果还表明，ICA伍用PNS能显著提

高脾细胞IL、2的产生，而单用其巾任何一种，均无

显著促进作用。由于II。2对自然杀伤(NK)细胞、

抗体依赖性杀伤细胞和淋巴因子激活的杀伤

(I。AK)细胞等均有促进其分化增殖作用。提示
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ICA伍用PNS对AD形成过程中淋巴细胞由于免

疫衰老所致其数量减少的改善有重要意义。

本研究量效关系中呈现的免疫调节作用，在高

剂量体现回落的趋势，该作用可能与两者伍用的多

靶点多层次作用特点有关。
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川芎嗪对耐和rds小鼠视网膜光感受器细胞干预作用的光镜观察

邓新国1，胡世兴1～，贾小芸1，张清炯1，罗琳1

(1．中山大学中山眼科中心教育部重点实验室，广东广州510060；2．中国中医科学院眼科医院，北京100040)

摘要：目的通过以和rds小鼠视网膜光感受器细胞的病理变化探讨盐酸ft『芎嚎对遗传性视网膜色素变性小

鼠可能的治疗作用。方法耐和rds新生鼠各84只，随机分为两组，实验组和对照组，每组42只小鼠。实验组小

鼠从出生当天开始，lp盐酸川芎嗪80mg／kg，每日2次，至出生后35 d；对照组ip等量生理盐水。分别于0 d和注

射后3、7、14、21、28、35 d取跟球，立即经lo％中性甲醛固定，光学显微镜下观察水平视网膜近赤道部位光感受器

细胞的厚度。结果病理结果显示，经盐酸川芎嗪治疗后14、21、28、35 d-与未用药的对照组相比较·耐和rds小鼠

光感受器细胞层数明显增加∽<o．叭)。结论 Ji『芎嗪可延缓，d和rds小鼠视网膜光感受器细胞的破坏。

美键词：川芎嗪；耐小鼠；rds小鼠；光感受器细胞
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Interventional effect of tetramethylpyrazine oil retinal photoreceptor cells

of rd and rds mice by observation with light microscopy

DENG Xin gu01．HU Shi xin91～，JIA Xiao—yunl，ZHANG Qing jion91·LUo Linl

(1．Key Lahoratory of Ophthalmology，Mimstry of Education，Zhougshan Ophthalmic Center，Sun Yat—sen University，

Guangzhou 510060，China；2．Eye Hospital，Chinese Academy of Chinese Medicine Sciences．Beijing 100040，China)

Abstract．Objective To determine whether tetramethylpyrazine hydroehlorde has an efficacy on

hereditary retinitis pigmentosa of rd and rds mice by the observation of the photoreceptor ceils with light

microscopy．Methods Eighty four rd and rds mice were randomly divided into two groups，experimental

group and control group．Each group had 42 mice．From postnalal day 0 to 35，animals in experimental
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