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药理与临床

人参多糖和猪苓多糖对大鼠肠道黏膜淋巴细胞功能的影响

张皖东1，吕 诚1，刘振丽1，赵宏艳1，杨大坚2，陈士林2，吴志鹏3，吕爱平h2’3+

(1．中国中医科学院基础理论研究所，北京 100700；2．香港理工大学深圳现代中药研究所，广东深圳 518057；

3．中药固体制剂制造技术国家工程研究中心，江西南昌 330006)

摘要：目的观察人参多糖和猪苓多糖对大鼠肠道黏膜淋巴细胞功能的影响。方法分离SD大鼠外周血单个

核细胞(PBMC)、派伊尔结淋巴细胞(PPL)、肠道上皮内淋巴细胞(IEL)和黏膜固有层淋巴细胞(LPL)，分别与

不同质量浓度的人参多糖和猪苓多糖共同培养，检测上清液中肿瘤坏死因子一Q(TNF～a)和7一干扰素(IFN一7)水

平变化。结果人参多糖和猪苓多糖均可以使PBMC和PPL培养上清液中TNF—a和IFN一)，水平升高；2 mg／mL

猪苓多糖可以使IEL培养上清液中TNF—a和IFN一7水平升高；人参多糖和猪苓多糖可以使LPL培养上清液中

TNF—a和IFN一7水平降低。结论人参多糖和猪苓多糖对大鼠肠道黏膜淋巴细胞功能具有调节作用。
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Abstract：Objective To explore the effect of ginseng polysaccharide and Polyporus umbellatus

polysaccharide on function of T—lymphocytes in enteric mucosa of rats．Methods The peripheral blood

mononuclear cells(PBMC)，Peyer
7
S Patche lymphocyte(PPL)，intraepithelial lymphocyte(IEL)，and

lamina propria lymphocyte(LPL)of SD rats were isolated．These lymphocytes were CO—cultured with

ginseng poIysaccharide and尸． umbellatus polysaccharide of different concentrations．The changes of

TNF一0【and IFN一7 level in supernatants were observed with ELISA．Results Ginseng polysaccharide and

P．umbellatus polysaccharide increased the level of TNF—a and IFN一7 in the supernatants of PBMC and

PPL；P．umbellatus polysaccharide in the dosage of 2 mg／mL increased the level of TNF—a and IFN一7 in

supernatant of IEL；ginseng polysaccharide and P．umbellatus polysaccharide decreased the level of TNF—d

and IFN一7 in supernatant of LPL． Conclusion Ginseng p01ysaccharide and P． umbellatus polysaccharide

can regulate the function of lymphocytes in enteric mucosa]immune system．

Key words： ginseng polysaccharide；Polyporus umbellatus polysaccharide； intestinal mucosal

immunity；lymphocyte

中药成分复杂、具有多途径、多靶点发挥药理作

用的特点。研究表明，多糖类物质是中药复杂成分之

一，在中药治疗中起着重要作用。研究发现多糖及多

糖复合物参与和介导了多种细胞功能的调节，它们

能够刺激多种免疫细胞，促进白细胞介素、肿瘤坏死

因子、干扰素等细胞因子的合成，调节抗体和补体等

来调节免疫系统‘¨。但对于多糖类的肠道黏膜免疫

调节途径和机制仍不清楚。肠道黏膜免疫系统是当

今许多学者共同研究的热门领域。肠道黏膜免疫系

统是指分布于机体胃肠道内表面黏膜内相关的淋巴
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组织(gut—associated lymphoid tissue，GALT)，由

派伊尔结(Peyer
7
S Patches，PP)、肠系膜淋巴结以

及分散在黏膜固有层(1amina propria，LP)和肠上

皮中的大量淋巴细胞组成[2]。研究表明肠道黏膜免

疫系统是产生免疫耐受作用的重要部位，通过激活

肠道黏膜免疫，达到免疫耐受或者免疫抑制是治疗

自身免疫性疾病的可能途径之一。

笔者设想难于被吸收的多糖可能部分是通过与

肠道黏膜系统接触，刺激黏膜系统淋巴细胞，发挥其

免疫调节作用。本研究选用临床常用的抗肿瘤中药

猪苓多糖、研究较多的人参多糖作为多糖的代表，探

讨它们对肠道黏膜免疫相关细胞的作用。

1材料与方法

1．1动物：雄性SD大鼠12只，清洁级，体重(190±

10)g，由广州中医药大学实验动物中心提供(许可

证号：SCXK粤20050001)，饲养于SPF级动物房。

1．2药物：人参多糖，6 rag／2 mL，沈阳双鼎制药有

限公司产品(批号05030102)；猪苓多糖10 mg／2

mL，江苏正大天晴药业股份有限公司产品(批号

0404231)。

1．3细胞分离方法

1．3．1 分离外周血单个核细胞：取大鼠外周血3

mL，肝素抗凝，用ficoll(美国Pharmacia公司产

品)分离出单个核细胞(peripheral blood

mononuclear cells，PBMC)。加入0．85％NH4Cl溶

液溶解残存的红细胞，获得纯化的PBMC。

1．3．2 分离PP结淋巴细胞(Peyer
7

S Patches

lymphocyte，PPL)：参照文献方法[33获取PP，机械

粉碎后，制成PBS混悬液，300目筛网滤过，再利用

ficoll，分离出PP中T淋巴细胞。

1．3．3 分离小肠上皮内淋巴细胞(intraepithelial

lymphocyte，IEL)：参考Wyatt CR等[43报道的方

法，取出大鼠全部小肠，用含抗生素的D—Hank
7

S液

冲洗肠腔，翻转小肠使黏膜面向外，置于盛有消化液

的离心管中。消化1 h，消化液滤过后，离心1 min

(1 000 r／rain)，去除上清液，加入RPMI一1640培养

液，调整体积至5．4 mI。，再加入100％percoll(美

国Pharmacia公司产品)至9 mL，充分混匀后成为

40％细胞一percoll混悬液，在试管底部轻轻加入1

mL 70％percoll，制成percoll梯度分离液，离心20

min(600×g)。收集40％与70％percoll界面间的

细胞，即为IEL。

1．3．4分离小肠固有层淋巴细胞(1amina propria

lymphocyte，LPL)：将上述消化1次后的肠道组织

加入含有0．1％Ⅱ型胶原酶(美国Sigma公司产

品)的RPMI一1640培养液中。再次消化1 h，滤过、

离心、去除上清液，加入培养液，调整体积至5．4

mL，再加入100％percoll至9 mL，充分混匀后成

为40％细胞一pereoll混悬液，在试管底部轻轻加入

1 mL 70％percoll，制成percoll梯度分离液。离心

20 min(600×g)，收集40％与70％percoll界面

间的细胞，即为LPL。

1．4 流式细胞仪检测：取分离出的细胞悬液100

肚L，参照产品说明书配好三色标记的抗大鼠单抗

(FITC标记CD3单克隆抗体、RPE标记CD4单克

隆抗体、RPE—Cy5标记CD8单克隆抗体，美国

Serotec公司产品)，室温避光反应0．5 h，上流式细

胞仪检测，收集、分析数据。

1．5 细胞培养：将上述分离出的淋巴细胞加入含

10％胎牛血清培养液，调节细胞浓度为1 x 106／

mL，取细胞悬液分别置于96孔培养板中，每孑L 200

肛L，分别加入不同质量浓度猪苓多糖、人参多糖(50

pL)，对照组加入等量培养液。细胞置37℃、5％

CO。的恒温培养箱中孵育48 h，定期观察淋巴细胞

生长情况，留上清液备用。

1．6 7一干扰素(IFN一7)、肿瘤坏死因子一a(TNF—a)

水平检测：参照试剂盒(IFN一7、TNF—a ELISA试剂

盒购自eBioscience公司)说明书检测培养上清液

中IFN一7和TNF—a水平。方法如下：向96孔板中

分别加入100肛L的待测上清液和标准品，室温下

孵育2 h；用洗涤缓冲液洗5次，加入100肛L的检测

抗体，室温下孵育l h；用洗涤缓冲液洗5次，加入

100肚L的辣根过氧化物酶底物，室温下孵育30 min；

用洗涤缓冲液洗7次，加入100肛L底物，室温孵育

15 min后，加入50肛L终止液，上酶标仪检测吸光度

(A)值。

1．7统计学方法：计量资料用37±S表示，组间比较

采用t检验。

2 结果

2．1 不同部位T淋巴细胞亚群流式检测结果：见

表1。外周血和PP淋巴细胞中CD4+细胞水平高于

CD8+细胞，在肠上皮内和肠黏膜固有层淋巴细胞中

CD8+细胞占绝大多数。

2．2 人参多糖和猪苓多糖对淋巴细胞上清液

TNF—a水平的影响：见表2。人参多糖和猪苓多糖均

可以使PBMC和PPL上清液中TNF—a水平升高，

与对照组比较，差异显著(P<0．05、0．01)，并在一

定范围内呈剂量一效应正相关。2 mg／mL猪苓多糖
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表1不同部位T淋巴细胞亚群(z士S，n=12)

Table 1 CD4+and CD8+cells of T lymphocytes

in different parts(；±s，一一12)

表2人参多糖和猪苓多糖对淋巴细胞上清液中TNF—a

水平的影响(；±s，n一6)

Table 2 Effects of ginseng polysaccharide and P．umbel—

latus polysaccharide on TNF—a level in super—

natants of lymphocytes G±s，n一6)

剂量／

删(mE．mL_1)_F=BMC恤E·mL 1，

TNF—a(A值)

PPL I[1cL LPL

与对照组比较：‘Pd0．05 ‘‘Pd0．01

▲P<O．05▲▲P<0．01"US control group

可以使IEL上清液中TNF—a水平升高(尸<

0．05)，而1、0．5 mg／mL猪苓多糖和人参多糖对

IEL上清液中TNF—a水平无明显影响。人参多糖和

猪苓多糖与LPL共同培养时，上清液中的TNF—a

水平下降，差异显著(P<o．05、0．01)。

2．3 人参多糖和猪苓多糖对淋巴细胞上清液中

INF一了水平的影响：见表3。人参多糖和猪苓多糖均

可以使PBMC和PPL上清液中INF一7水平升高，

与对照组比较，差异具有显著性(P<o．05、0．01)，

并在一定范围内呈剂量一效应正相关。2 mg／mL猪

苓多糖可以使IEL上清液中INF一7水平升高(P<

0．05)，而1、0．5 mg／mL猪苓多糖和人参多糖对

IEL上清液中INF一7水平无明显影响。人参多糖和

猪苓多糖与LPL共同培养时，上清液中的INF一7

水平下降，差异具有显著性(P<O．05)。

3讨论

多糖是一类结构复杂的高分子化合物，是构成

生命的四大基本物质之一，同时也是一类具有免疫

调节活性的生物大分子物质。研究表明，多糖具有抗

肿瘤、抗病毒、抗衰老、降血糖、免疫调节等作用口“]。

多糖不但可通过刺激机体的杀伤性T细胞，活化巨

噬细胞毒作用来发挥抗肿瘤作用；还可以影响肿瘤

细胞的分裂、增殖、生长周期以及某些相关基因的表

达口’8]，同时，作为一种免疫调节剂，多糖能起到刺激

表3人参多糖和猪苓多糖对淋巴细胞上清液中INF—y

水平的影响(；±s，聘一6)

Table 3 Effects of ginseng polysaccharide and P．umbel—

latus polysaccharide on INF—y level in super—

natants of lymphocytes(J±S，n一6)

剂量／删(醐．IIlL·)1Lmg。mL J PBM0

1NF 7(A值)

PPL IEL LPL

与对照组比较：‘P<O．05 ▲‘P<O．0i

▲P<0．05▲▲P<O．Ol"US control group

机体的各种免疫活性细胞的成熟、分化和增殖，增加

巨噬细胞非特异性细胞毒，诱导白细胞介素一1(IL—

1)、白细胞介素一2(IL一2)、肿瘤坏死因子、干扰素等

细胞因子的产生和细胞因子受体的表达，促进抗体

形成，活化补体系统的经典途径及变更途径等作用。

但对于口服制剂的多糖类，被消化成单糖的部分可

以吸收人血发挥其作用，而难于被消化的多糖部分

的作用却不明确，笔者认为可能是通过与肠道黏膜

系统接触，刺激黏膜系统淋巴细胞，发挥其免疫调节

作用。

肠道黏膜处于沟通机体内外环境的重要位置，

具有消化、吸收、分泌和防御等重要功能。由于肠内

的淋巴细胞比任何器官的都多，且肠道接触抗原的

表面积最大，所以肠道是体内最大的免疫器官。肠道

相关的淋巴组织包括PP、黏膜归巢受体、分散在黏

膜固有层和肠上皮中的大量淋巴细胞[2]。肠道黏膜

免疫系统主要有3个功能：参与抗原刺激的应答过

程；产生分泌型IgA；介导口服抗原诱导的免疫耐

受。本实验结果表明，外周血和PP淋巴细胞的亚型

与肠道黏膜淋巴细胞亚型有显著不同，也提示肠道

黏膜免疫系统起着不同的作用。

TNF—a和IFN一7均是免疫反应中非常重要的

细胞因子。TNF—a主要由单核巨噬细胞产生，自然

杀伤细胞(NK细胞)、T细胞也可以产生TNF—a；

而IFN一7主要来自活化的Thl淋巴细胞，亦可由

NK细胞产生。本实验结果表明猪苓多糖和人参多

糖与PBMC和PPL共同培养，均可以促进TNF—Q

和IFN一7的分泌，并在一定质量浓度范围内呈量一

效正相关。说明猪苓多糖和人参多糖均可以激活外

周血和PP中的单核巨噬细胞和T淋巴细胞，诱导
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TNF—a和IFN一7的生成，发挥免疫促进活性，与以

往研究一致[9]。猪苓多糖与IEL共同培养时，仅在2

mg／mL时可以得到TNF—a和IFN一7水平升高的

结果，而在1、0．5 mg／mL时，TNF—a和IFN一7水

平无明显变化，人参多糖则对IEL分泌TNF—a和

IFN一7的水平无明显影响，这可能与多糖的相对质

量浓度过低，不足以活化该部位的Thl细胞，抑或

与Th2细胞活化有关。研究表明[1叩低剂量的抗原

可以导致T细胞介导的主动抑制，当抗原进入黏膜

后，被抗原呈递细胞摄取，经过复杂的加工，呈递，诱

导Th2细胞分泌抑制性细胞因子IL一4、IL一5和

TGF—B等，在这些细胞因子的作用下，引导免疫应

答的主动抑制，导致TNF—a和IFN一了的分泌减少。

猪苓多糖和人参多糖与LPL共同培养时，淋巴细胞

分泌TNF—a和IFN一7的能力均受到不同程度的抑

制。这种抑制的原因可能是：(1)Th2细胞活化，分

泌IL一4、IL一10、TGF—p等抑制因子，使得机体对外

来抗原的特异性的免疫应答被抑制；(2)由于在固

有层的淋巴细胞中CD4+细胞仅有8．06％，使得抗

原的相对水平升高，从而导致CD4+细胞凋亡。

本研究结果说明猪苓多糖和人参多糖对

PBMC和PP淋巴细胞具有活化作用，可以诱导

TNF—a和IFN一7生成；同时在一定的质量浓度下，

引起肠上皮内和黏膜固有层的淋巴细胞的免疫功能

低下，这种低下是否能减少肠道黏膜免疫通常反映

的免疫抑制作用，以及这种免疫影响形成的机制有

待于进一步研究。
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汉防己甲素大鼠在体肠吸收机制研究

张颖1’2，蒋学华p

(1．四川大学华西药学院，四川成都 610041；2．四川抗菌素工业研究所，四川成都 610051)

摘 要：目的 研究汉防己甲素在大鼠在体肠吸收机制。方法 采用大鼠在体肠段灌流实验，利用紫外分光光度法

和HPI。C法分别测定酚红和汉防己甲素的量，分别研究药物质量浓度和吸收部位对汉防己甲素吸收的影响。结果

在5．4～21．8 btg／mL药物质量浓度对小肠吸收速率常数(K。)无影响；各肠段的K。回肠>空肠>结肠>十二指

肠，分别为0．168 6、0．126 0、0．125 4、0．110 9 h～。结论汉防己甲素的吸收符合一级动力学特征，吸收机制为被

动扩散；汉防己甲素在各肠段均有较好的吸收。

关键词：汉防己甲素；在体肠灌流；吸收速率常数；膜表观渗透系数
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