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摘� 要: 目的 � 研究牛膝多糖与锌单用及合用在异源性抗原负载的条件下对小鼠树突状细胞 ( DC) 增殖分化和抗

原提呈能力的影响,并通过体内实验证实其对荷瘤小鼠的免疫效应,探讨其发生机制。方法 � 无菌处死正常小鼠
获取其骨髓细胞,粒细胞-巨噬细胞刺激因子 ( GM-CSF) 和白细胞介素-4 ( IL-4) 体外诱导骨髓细胞生成 DC,同时

培养液中加入不同质量浓度的牛膝多糖 ( 200、300、400 �g / mL )、锌 ( 0� 02 �g / mL )。通过显微镜、流式细胞检测技

术观察牛膝多糖、锌单用与合用在异源性抗原负载的条件下对 DC 的影响, 并通过体内实验观察对 H 22荷瘤小鼠脾

指数、胸腺指数及肿瘤质量的影响。结果 � 牛膝多糖和锌单用在异源性抗原负载的情况下能够促进小鼠骨髓源性
DC 的分化、成熟及表面标记 CD86、CD11a 的表达,增强 DC 诱导的细胞毒性 T 淋巴细胞反应, 能够使荷瘤小鼠免

疫器官脾脏和胸腺的质量增加,明显抑制肿瘤的生长,并存在明显量效关系; 中剂量为正性效应, 高剂量为负性效

应;但牛膝多糖和锌合用并不协同增强效应。结论 � 牛膝多糖和锌在异源性抗原负载的条件下能够通过刺激 DC

的分化成熟,提高其抗原提呈能力, 进而起到提高机体细胞免疫的作用。
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� � 树突状细胞 ( dendritic cell, DC) 作为功能强

大的抗原提呈细胞, 在肿瘤免疫治疗中发挥重要作

用,但是由于部分肿瘤组织产生释放的体液因子抑

制 DC 的增殖分化和功能, 并使荷瘤宿主体内存在

的 DC 出现功能缺陷而无法有效地提呈肿瘤抗原,

进而无法激活 T 细胞去识别和杀伤肿瘤细胞。如

何提高荷瘤状态机体的 DC 功能是目前抗肿瘤研究

面对的问题。免疫调节作用是多糖类物质最基本的

作用
[ 1]
。牛膝多糖

[ 2]
( A chy r anthes bidentata po ly-

saccharides) 是从牛膝根中分离的一种小分子水溶

性多糖化合物, 由 D-�-葡萄糖和 D-�-甘露糖组成。

牛膝多糖能够诱导单核细胞表达 TNF-�和 IL-

6
[ 3]
。多糖能激活细胞上的 TLRs 受体, 通过

MAPKs 信号转导通路,激活 NF-�B 转录因子, 导

致一些细胞因子基因的转录[ 4]。锌离子是一种非氧

化还原态离子, 能够调节配体-受体及相互间的反

应,加强细胞间信号转导通路的对话,在免疫系统的

形成、稳定调节和维持机体正常免疫功能方面有着

十分重要的作用 [ 5]。本实验通过研究牛膝多糖与锌

单用或合用在异源性抗原负载的条件下对小鼠 DC

抗原提呈的影响,并通过体内实验证实其对荷瘤小

鼠的免疫效应, 探讨其发生机制。

1 � 材料

1� 1 � 仪器和试剂: BCM � 100 型超净工作台(苏净

集团安泰公司生产) , 流式细胞仪为美国 BD ( Bec-

ton Dickinson) 公司产品, 重组小鼠粒细胞-巨噬细

胞集落刺激因子 ( rmGM-CSF) 购自杭州隆基生物

技术有限公司, 重组小鼠白细胞介素-2 ( rmIL-2)、

重组小鼠白细胞介素-4 ( rmIL-4) 购自美国 Perpro-

tech 公司, 流式单克隆抗体 PE 鼠抗 CD11a 和

FIT C 鼠抗 CD86 购自 EBIOSCIENCE 公司, 荧光

染料羟基荧光素二醋酸盐琥珀亚胺脂 ( CFSE ) 购

自 Alex is 公司,牛膝多糖 (质量分数 50% ) 购自山

东泰安医药有限公司, 葡萄糖酸锌购自海南制药有

限公司 (批号 20080325)。

1� 2 � 实验动物: 清洁级昆明小鼠, 6~ 8 周龄, 体质

量 20~ 24 g, 雄性,购自河南省实验动物中心。

1� 3 � 肿瘤细胞株:小鼠肝 H 22细胞株由本实验室保

存,常规传代培养;人食管癌 Ec9706 细胞株由本实

验室常规传代培养。

2 � 方法
2� 1 � 体外实验
2� 1� 1 � 髓源性 DC 的体外诱导培养: 小鼠处死后,

无菌提取小鼠骨髓细胞
[ 6]
, 用 37 � 预温的 T ris-

NH 4Cl 红细胞裂解液去除红细胞, 再用 GKN 缓冲

液离心洗涤 3 次, 用含 10% 胎牛血清的 RPM I

1640 培养液 (含 rmGM- CSF 10 ng/ mL、rmIL-4 5

ng/ mL) 调细胞浓度至 5 � 106 / mL, 以 1 mL/孔接
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种于 24 孔培养板。置 37 � 、5% CO2培养箱内。

48 h 后弃去悬浮细胞, 半量换液, 以后隔日全量换

液。于培养第 3天向培养液中加入不同质量浓度的

牛膝多糖 ( 200、300、400 �g/ mL )、锌 ( 0� 02 �g/
mL) , 合用 (牛膝多糖 300 �g/ mL、锌 0� 02 �g/
mL) ,设生理盐水对照组。每日镜下观察细胞形态

变化及生长状况,并通过形态变化观察其成熟情况。

2� 1� 2 � 异源性抗原负载冲击 DC:按上述 2� 1� 1 方
法培养髓源性 DC,于第 5天负载人食管癌 Ec9706

制备的冻融抗原。每日镜下观察细胞形态变化及生

长状况,并通过形态变化观察其成熟情况。

2� 1� 3 � DC 表面 CD86 和 CD11a 的检测:于培养第

8天收集按上述方法获得的悬浮 DC,磷酸盐缓冲液

( PBS) 洗 2次, 加入 FITC 标记的 CD86 和 PE 标

记的 CD11a 小鼠抗小鼠单克隆抗体 20 �L,混匀放

置 4 � 冰箱孵育 30 min,再用 PBS 洗 2次, 加 4%

多聚甲醛 1 mL 固定 30 min,通过流式细胞仪检测

DC 表面标记 CD86 和 CD11a 的表达。

2� 1� 4 � DC 诱导的 T 淋巴细胞杀伤活性的检测: 处

死小鼠后无菌取其脾脏, 研磨成单细胞, 用 37 � 预

温的 Tris-NH 4Cl 红细胞裂解液去除红细胞, 再用

GKN 缓冲液离心洗涤 3 次, 用 10% 胎牛血清的

RPM I 1640 培养液 (含 rmIL-2 5 ng/ mL) 调细胞

浓度至 5 � 107 / mL,培养 6 h 后收集未贴壁的 T 细

胞。于培养第 8 天收集按上述方法获得的悬浮

DC,与小鼠脾 T 淋巴细胞以 1 � 50 的比例混合培

养 3 d, 收集小鼠脾 T 细胞。收集传代培养的

Ec9706食管癌细胞,用 CFSE 进行染色, 用上述获

得的 T 淋巴细胞为效应细胞,人食管癌 Ec9706 细

胞为靶细胞,效靶比为 20�1,混合培养 6 h, 用流式

细胞术检测 T 淋巴细胞杀伤活性。

2� 2 � 体内实验
2� 2� 1 � 小鼠皮下荷瘤和牛膝多糖、锌干预: 取接种

第 8天生长良好的肝 H 22细胞, 用灭菌生理盐水按

1�3 比例稀释成瘤细胞悬液,于每只小鼠前右腋皮

下接种 0� 2 mL (含 2 � 106
个瘤细胞) , 荷瘤 24 h

后,各组分别在左下腹 ip 不同质量浓度牛膝多糖

( 5、10、20 mg / kg) , 锌 0� 2 mg/ kg, 合用 (牛膝多糖

10 mg/ kg ,锌 0� 2 mg/ kg ) , 设生理盐水对照组, 每

日给药 1次,连续 7 d,末次给药 24 h后小鼠称体质

量后脱颈处死。

2� 2� 2 � 脾指数及胸腺指数的测定: 处死荷瘤小鼠

后,无菌取小鼠脾脏及胸腺称质量,计算脾指数及胸

腺指数 (脾指数= 脾质量/体质量,胸腺指数= 胸腺

质量/体质量)。

2� 2� 3 � 抑瘤率的测定:处死荷瘤小鼠后解剖小鼠,

完整剥离肿瘤组织称质量, 计算抑瘤率。

抑瘤率= (对照组瘤体质量- 实验组瘤体质量) /对照组

瘤体质量� 100%

2� 3 � 统计学处理: 采用统计学软件包 SPSS 13� 0,
结果用 x � s 表示, 各实验组之间的比较采用单因

素方差 ( ANOVA) 分析。

3 � 结果

3� 1 � 牛膝多糖、锌对小鼠 DC 形态的影响:小鼠骨

髓来源细胞在含有不同质量浓度牛膝多糖、锌的培

养基中生长, 24 h 后见大量细胞贴壁, 48 h 后可见

大量均匀散落的细胞集落, 培养至第 5天, 牛膝多糖

中剂量组、锌组、合用组可见大部分细胞有突起伸

出,并有大量的突起交织在一起, 为典型的 DC 形

态。牛膝多糖低剂量组、生理盐水对照组仅有少量

突起伸出,牛膝多糖高剂量组细胞数量减少且突起

不明显。用冻融抗原冲击后培养至第 8天,牛膝多

糖中剂量组、锌组、合用组 DC 突起减少, 由贴壁、半

悬浮状态变为悬浮状态,细胞变大变圆,均匀散布于

培养基中,牛膝多糖低剂量组和生理盐水对照组悬

浮的细胞多于牛膝多糖高剂量组, 少于另外 3 组。

结果见图 1。

3� 2 � 牛膝多糖、锌对 DC 表面 CD86 和 CD11a 表

达的影响:见表 1。DC 表面 CD86 的表达, 锌单独

作用组明显高于其他组 ( P< 0� 05) , 牛膝多糖高剂
量组明显低于其他组 ( P < 0� 05) ; CD11a 的表达,

牛膝多糖中剂量组明显高于其他组 ( P< 0� 05) , 高
剂量组明显低于其他组 ( P< 0� 05)。
3� 3 � 牛膝多糖、锌处理后 DC 诱导的 T 淋巴细胞

对 Ec9706 食管癌细胞的杀伤活性: 见表 2。各组

的 T 淋巴细胞活性比较显示, 牛膝多糖中剂量组、

锌单独及联合用药组明显高于生理盐水对照组

( P< 0� 05) ,牛膝多糖中剂量组明显高于其他组
( P< 0� 05) , 牛膝多糖高剂量组明显低于其他组
( P< 0� 05)。
3� 4 � 牛膝多糖、锌对荷瘤小鼠胸腺指数和脾指数的
影响:见表 3。牛膝多糖中剂量组、锌单独作用组及

联合应用组的胸腺指数及脾指数都明显高于生理盐

水对照组 ( P< 0� 05)。
3� 5 � 牛膝多糖、锌对荷瘤小鼠的抑瘤作用: 见表 3。

牛膝多糖中剂量组的抑瘤率明显高于其他组 ( P<

0� 05) , 牛膝多糖高剂量组的抑瘤率明显低于其他组
( P< 0� 05)。
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A-牛膝多糖 200 �g � mL- 1 � B-牛膝多糖 300 �g � mL - 1 � C-牛膝多糖 400 �g � mL- 1

D-对照 � E-锌 0� 02 �g � mL- 1 � F-牛膝多糖 300 �g � mL- 1 + 锌 0� 02 �g � mL- 1

A-A . bid entata polysaccharides 200 �g� mL- 1 � B-A . bid entata polysaccharides 300 �g � mL- 1 � C-A . bid entata polysaccharides

400 �g � mL- 1 � D-cont rol � E-zinc 0. 02 �g � mL- 1 � F-A . bid entata polysaccharides 300 �g �mL- 1+ z inc 0. 02 �g � mL- 1

图 1 � 牛膝多糖与锌对小鼠 DC 形态的影响

Fig. 1 � Effect of A� bidentata polysaccharides and zinc on morphology of DC from mice

表 1� 牛膝多糖和锌对 DC 表面 CD86 和 CD11a 表达的

影响 ( x� s, n= 6)

Table 1 � Ef fect of A� bidentata polysaccharides and zinc on

expression of CD86 and CD11a of DC (x � s, n= 6)

组 � 别 �/ ( �g � mL- 1 ) CD86/ % CD11a/ %

对照 - 9� 71 � 0�16 10� 42 � 0� 76
牛膝多糖 200 10� 93 � 0�84 46� 36 � 0� 78*

300 16� 72 � 0�35* 67� 03 � 0� 24* #

400 3� 10 � 0�66* # 4� 92 � 0� 54* #

锌 0� 02 18� 22 � 0�39* # 53� 61 � 0� 26*

牛膝多糖+ 锌 300+ 0� 02 16� 14 � 0�48* 52� 23 � 0� 32*

� � 与对照组比较: * P< 0� 05; � 与其他组比较: # P< 0� 05

� � * P< 0� 05 v s cont rol group; � # P < 0� 05 v s other groups

表 2 � DC诱导的 T 淋巴细胞对 Ec9706 细胞的

杀伤活性 (x � s, n= 6)

Table 2� Killing activity of T lymphocyte induced

by DC to Ec9706 cells ( x� s, n= 6)

组 � 别 �/ (�g � mL- 1 ) 杀伤活性/ %

对照 - 34� 16 � 0� 13
牛膝多糖 200 37� 28 � 0� 06

300 58� 89 � 0� 27* #

400 25� 80 � 0� 62* #

锌 0� 02 46� 28 � 0� 24*

牛膝多糖+ 锌 300+ 0� 02 44� 79 � 0� 26*

� � 与对照组比较: * P < 0� 05; � 与其他组比较: # P < 0� 05

� � * P < 0� 05 v s cont rol group; � # P < 0�05 v s oth er groups

表 3� 牛膝多糖和锌对荷瘤小鼠的影响 (x � s, n= 6)

Table 3 � Effect of A. bidentata polysaccharides and zinc on tumor-bearing mice (x � s, n= 6)

组 � 别 剂量/ ( mg � g- 1 ) 胸腺指数/ ( mg � g- 1 ) 脾指数/ ( mg � g- 1) 瘤体积/ mm3 瘤质量/ g 抑瘤率/ %

对照 - 2� 58 � 0�08 11� 28 � 0� 26 2 782� 15 � 0� 22 1� 83 � 0� 08 � -

牛膝多糖 5 3� 07 � 0�77 10� 93 � 0� 04 2 321� 82 � 0� 24 1� 37 � 0� 13* 25� 39
10 3� 18 � 0�17* 13� 09 � 0� 32* 1 241� 63 � 0� 28* # 0� 97 � 0� 19* # 47� 19#

20 2� 83 � 0�24 11� 84 � 0� 08 2 685� 82 � 0� 76 1� 57 � 0� 34* 14� 39#

锌 0� 2 3� 37 � 0�15* 12� 82 � 0� 02* 1 723� 81 � 0� 08* 1� 13 � 0� 58* 38� 21
牛膝多糖+ 锌 10+ 0� 2 3� 21 � 0�05* 13� 72 � 0� 23* 2 242� 77 � 0� 28 1� 18 � 0� 22* 35� 68

� � 与对照组比较: * P< 0� 05; � 与其他组比较: # P< 0� 05

� � * P< 0� 05 v s cont rol group; � # P < 0� 05 v s other groups

4 � 讨论
� � DC 具有强大的抗原提呈能力和诱导初始 T 细

胞活化的能力。在增殖分化和功能完善过程中, DC

有前体期、未成熟期和成熟期 3 个分化阶段。负载

冻融肿瘤组织抗原刺激可促使 DC 未成熟期进入成

熟期,利用异源性抗原产生的免疫交叉反应,可以更
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明确地观察抗原提呈能力和 CTL 效应[ 7] 。

本实验结果表明牛膝多糖和锌首先加强了 DC

的增殖分化,使成熟 DC 数量增多,表现为细胞变大

变圆,胞浆增多, 高表达 CD86 和 CD11a 等共刺激

分子;同时也加强了 DC 的抗原提呈能力,诱导初始

T 细胞活化, 启动 T 细胞产生免疫应答的能力加

强。牛膝多糖有可能是通过激活 TLRs 受体加强

未成熟期 DC 对抗原的摄取, 而牛膝多糖诱导单核

细胞表达 T NF-�和 IL-6 又能够使未成熟 DC 分化

为成熟 DC。在本实验中, 牛膝多糖的作用存在着

明显的量效关系,中剂量表现为正性作用,高剂量表

现为负性作用。出现这种结果, 一方面可能是由于

高剂量使细胞外液渗透压升高, 细胞膜的稳定性降

低,细胞内外电子发生转移,影响了细胞信号转导通

路;另一方面是过多激活受体可能会引起负反馈现

象。牛膝多糖单用的作用大于同锌合用的作用, 说

明两者之间存在着抑制作用, 可能是锌影响了牛膝

多糖的调节功能。

牛膝多糖、锌作为重要的生物反应调节剂对机

体 DC 的正性作用以及两者同时合用无叠加效应,

可为抗肿瘤的研究提供一个新的视角, 对今后研究

中药抗肿瘤的免疫机制提供参考价值。

致谢:李沛、赵继敏、郑智敏、江亚楠等病理生理

学教研室老师在实验中给予的指导和帮助。
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姜黄素防治大鼠高脂性脂肪肝的研究

狄建彬1-2 ,顾振纶1-2 ,赵笑东3 , 钱培刚1-2 , 蒋小岗1-2 ,郭次仪4*

( 1� 苏州大学医学部 药理学系,江苏 苏州 � 215007; 2� 苏州中药研究所, 江苏 苏州 � 215007;

3� 苏州市中医医院, 江苏 苏州 � 215003; 4� 香港保健协会, 香港)

摘� 要: 目的 � 研究姜黄素对大鼠实验性高脂性脂肪肝的防治作用。方法 � 采用高脂乳剂制备大鼠高脂性脂肪肝
模型,同时分别采用不同剂量的姜黄素 ( 40、80、160 mg / kg ) 以及力平之 ( 20 mg / kg) 进行干预。实验 4 周后, 计算

肝脏系数 ,检测实验动物血清中总胆固醇 ( TC)、甘油三酯 ( T G)、高密度脂蛋白-胆固醇 ( H DL-C)、低密度脂蛋白-

胆固醇 ( LDL-C)、游离脂肪酸 ( FFA)、丙二醛 ( MDA )、超氧化物歧化酶 ( SOD)、丙氨酸转氨酶 ( AST )、天冬氨酸

转氨酸 ( ALT ) 的量, 肝脏组织中 TC、T G、FFA、MDA、SOD 的变化,同时制备大鼠肝脏组织切片在光镜下观察其

病理学变化。结果 � 姜黄素 ( 40、80 mg / kg) 给药 4 周后,与模型组相比 ,肝脏系数非常显著降低 ( P< 0� 01) , 其血
清和肝脏匀浆液的 TC、T G、FFA、MDA、AST、ALT 等水平均有显著降低 ( P < 0� 05、0� 01) , H DL-C、SOD 水平显

著升高 ( P< 0� 05、0� 01)。光镜和电镜观察表明, 给予姜黄素 ( 40、80 mg / kg ) 4 周后大鼠的肝脂质变性明显减轻

( P< 0� 01)。结论 � 姜黄素对大鼠高脂性脂肪肝具有较好的预防和治疗作用, 其机制可能是通过调节血脂、降低脂

肪 ( TG ) 在肝脏中的沉积以及清除氧自由基,抑制脂质过氧化产物的产生有关。

关键词:姜黄素; 高脂性脂肪肝; 脂质过氧化; 血脂
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� � 脂肪肝是最常见的弥漫性肝病之一, 是多种原

因引起的肝脏脂肪代谢紊乱的一种代谢性疾病, 主

要使肝细胞摄取的脂肪增加而氧化减少所致的肝细

胞内蓄积脂肪过多的病理状态。高脂血症为脂肪肝

的重要因素, 有 21% ~ 90% 的高脂血症患者合并

脂肪肝
[ 1]
。高脂性脂肪肝是一种全球性疾病, 累及
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