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含白花蛇舌草血清对大鼠淋巴细胞和混合培养

淋巴细胞增殖影响的实验研究
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〔摘要 〕 目的 : 研究含白花蛇舌草 ( s p
r ae d l n g H de vo o S H er b

,

简称 s曲 血清对植物血凝素 ( P H为 诱导大 鼠脾淋 巴细胞增

殖
、

混合淋巴细胞培养 (简称 M L阅 淋巴 细胞增殖及对淋巴 细胞分泌白细胞介素 一 2 ( IL
一力 和 丫 一 干扰素 ( I FN

一种 的影响
。

方法 : 大鼠 20 只
,

随机分为 5 组
,

每组 4 只
,

分为 s H 低剂量 (4 9 k/ 乡
、

中剂量 (16 9 k/ 乡
、

高剂量 (24 9 k/ 乡 组
,

含环抱素 A

(cs 为 血清组
,

按相应 药物灌胃
,

空白血清组用等量生理盐水灌胃
。

M T T 法测定 P H A 诱导的大鼠脾淋巴细胞和 M L R 淋巴 细胞

增殖
,

E LI s A 法测定 P H A 诱导淋巴 细胞分泌 IL 一 2
、

IF N 一 丫 含量
。

结果 : s H 高剂量组可抑制 PH A 诱导大鼠脾淋巴 细胞增殖
,

S H 高剂量组
、

含 cs A 血清组与空 白血清组比较
,

差异均有显著性意义 (尸
< o刀动

。

双向 M LR 体 系中
,

各剂量组含 SH 血清均可

抑制淋巴细胞增殖
,

其中 SH 高剂量组与空 白血清组比较
,

差异有显著性意义 (尸
< o 刀动 ; 在单向 M L R 体系中

,

各剂量组含 SH

血清可调节淋 巴细胞增殖
。

SH 中剂量组
、

SH 高剂量组血清抑制脾淋巴 细胞增殖
,

与空 白血清组比较
,

差 异均有显著性意义

(尸
< o刀动

。

含 cs A 血清组血清可抑制 单向
、

双 向 M L R 体 系中淋巴 细胞增殖
,

与空 白血清组比较
,

差异均有显著性意义 (尸
<

0
.

0动
。

s H 中剂量组
、

s H 高剂量组
、

含 cs A 血清组血清均可显著抑制 大鼠脾淋巴 细胞分泌 IL 一 2
、

IF N 一 丫 含量
,

与空白血清组比

较
,

差异均有显著性意义 (尸
< O

一

05 )
。

结论 : s H 能抑制淋巴细胞和混合培养淋巴 细胞增殖
,

其作用机制 可能与抑制淋巴 细胞分泌

IL 一 2
、

IF N 一 丫 有关
。

【关键词」白花蛇舌草 ; 血清药理学 ; 混合淋巴 细胞培养 ; 白细胞介素 一 2 ( IL
一力 ; 丫 一 干扰素 ( I FN

一 种

[中图分类号 ] R 28 5
.

5 [文献标识码 ] A [文章编号 ] 0 2 56
一

74 15 ( 2 0 14) 0 7
一

0 18 6
一

0 4

D O I : 1 0
.

13 4 57 j
.

c n k i
.

in c m
.

2 0 14
.

0 7
.

0 8 7

Eff e c t o f t h e S e r u m C o n t a i n in g H e r b a H e d y o t is D iff u s a e o n P r o lif e r a t io n o f R a t s

S P le n ic Ly m P h o c yt e s a n d M ix e d L y m P h o c y t e s

J了N Z八。 门 g d a ,

C州王N J ia 门 g八u a

A b s t ra e t : o bi e e t iv e : T o s t u dy t h e e ff e c t o f t h e s e r u m c o n t a in in g H e r ba He d y o t is D iff u s a e ( H HD ) o n s Ple n ic ly m Ph o c y t e s

Por lif e ar t io n i n d u c e d by P hy t o h e m a gg lu t i n in ( P H A )a n d i n in
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一
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一
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一
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M e t h o d s : T w e n
yt ar t s w e er ar n d o m ly d iv id e d in t o f iv e g r o u Ps ,

bla n k g or u P
, c y c lo s P o ri n a (c s A

,

in t h e d o s a g e o f 1 5 m g k/ g ) g ro u P
, a n d h ig h (H )

一 ,

m id d le ( M )
一 ,

lo w (L)
一

d o s e H HD g or u Ps ( in

t h e d o s a g e o f 4
,

1 6 a n d 24 9 k/ g
,

re s Pe c t iv e ly )
.

T h e b la n k g or u P w a s a d m i n is t ar t e d w it h n o rm a l s a lin e
.

Ly m P ho c y t e
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.
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, a ll H HD
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t h e d iffe
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.
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l ym h Pc o y t e sr l o Pifer a t io n in Hr g o u Pa n d Mgr o u Pw a u s s Pr e ir o t o th a t in th eb l a nr g k o u P( P<0
.

5 0)
.

In tw o一

w a yL R Msy st em
,

t he d iff e re n c e b e t w e e n H g or u P a n d t h e b la n k g r o u P w a s s ig n if ic a n t (P < 0
.

0 5 )
.

I n bo t h o n e 一

w a y a n d t w o 一

w a y M L R s y s t e m
,

t he in hib it io n o f ly m P ho c y t e Por lif e ar t io n in C s A g or u P w a s s u Pe r io r t o t h a t i n t h e b la n k g r o u P(P < 0
.

0 5 )
.

T h e i n hib it io n o f IL
一

2
,

IFN
一
丫 s e c re t io n in H g r o u P

,

M g or u P a n d C s A g or u P w a s s u P e rio r t o t h a t in t he bla n k g r o u P(P < 0
.

0 5 )
.

C o n e lu s io n : H H B c a n

in hib it t h e Por life ar t io n o f ly m Ph o c y t e s a n d t h e m ix e d ly m P h o c y t e s , a n d t h e m e c h a n is m 15 re la t e d w it h t h e in h ibit io n o f I L
一

2

a n d IF N
一
丫 by ar t ly m P ho c y t e s

.

K e yw o r d s : He r b a He d y o t is D iff u s a e ; S e or lo g ic P ha rm a c o lo g ic a l ; M ix e d ly m Ph o c y t e re a c t io n ; In t e r le u kin
一

2 ( IL
一

2 ) ;

I n t e rfe or n g a m m a ( IFN
一
丫 )

白花蛇舌草
,

别名蛇舌草
、

蛇利草
、

蛇总管
、

尖刀草
,

为

茜草科植物白花蛇舌草 (S P re a d in g H e dv o t is H e r b
,

简称 S H )

的干燥全草
,

具有清热解毒
、

活血止痛
、

利尿消肿的作用
,

粗

提物有抗肿瘤
、

抗菌消炎
、

调节免疫功能等作用
。

有研究发现

含有白花蛇舌草的中药复方及清热解毒中药具有一定的抗急性

排斥反应作用卜 2] ,

本研究采用体外研究排斥反应的重要模

式一混合淋巴细胞培养 ( M L )R与中药血清药理学方法
,

从体外

细胞水平进一步研究 S 日的抗排斥及可能作用机制
。

1 材料与方法

1
.

1 试剂与 药品 唾哩蓝 (M 下)T
、

丝裂霉素 C
、

植物血凝素

(P H A )购自 S ig m a 公司
,

R P M l l 6 4 0 购 自 G ibc o 公 司
,

小牛

血清购自杭州四季青生物工程有限公司
,

淋巴细胞分离液购

自上海恒信化学试剂有限公司 (批号 : 2 0 01 1 2 17)
,

异丙醇购

自浙江临平化工试剂厂
,

二甲基亚砚购自浙江杭州双林化工

试剂厂
,

环抱素 A (简称 C s )A 购自华东制药有限公司 (批号 :

0 00 41 3)
,

S日 购自北京同仁堂药店
,

经南京中医药大学中药

教研室鉴定为正品 S日
。

1
.

2 实验动物 s 。 大鼠体重 20 0 一 25 0 9
,

雄性
,

由中国科

学院上海实验动物中心提供
。

纯系 3F 44
、

O A 大鼠
,

体重

1 80 ~ 2 5 0 9
,

雄性
,

购自北京大学医学部实验动物中心
。

1
.

3 S H 含药血清制备 生药浸泡 3 0 m in 后
,

水煎 3 次
,

浓

缩成 2 9m/ L浓度
。

取 5 0 大鼠 2 0 只
,

随机分为 5 组
,

每组 4

只大鼠
。

S日水煎剂分为低剂量 (4 g人g)
、

中剂量 (1 6 9人g)
、

高

剂 量 (2 4 9人g)
,

含 cS A 血 清 组
,

按 相 应 药 物 灌 胃 2

m 1L/ 0 g0 鼠重
,

空白血清组用等量生理盐水灌胃
,

以上每天

2 次
,

连续灌胃 3 天
,

于末次灌 胃给药 l h 后取血
,

3 00 0

叮山 in 离心 巧 m in
,

分离血清
,

经 5 6℃ 3 0 m in 灭活处理后用

0
.

2 2 口m L微孔滤膜过滤除菌
,

置
一

8 0℃保存备用
。

1
.

4 淋巴细胞增殖实验 大鼠脾淋巴细胞分离 : 麻醉后无菌

条件下取脾
,

在玻璃器皿中剪碎
,

轻轻研磨
,

并经 10 0 目钢

丝网过滤
,

p B S 冲洗
,

应用淋巴细胞分层液分离淋 巴细胞
,

p B S 洗涤 2 次
,

计数
,

细胞重悬于预温的 R p M l l 64 0 中
,

密

度为 1 x 1 0 9 -l/
。

于 9 6 孔细胞培养板中每孔加入 10 0 口L 细胞

悬液
,

再加 10 0 匹 5 m g几 的 p日A 和含有不同浓度待测药物

血清使血清终浓度达 10 %
。

培养板置于 3 7℃
、

5 % C O :

孵箱

中培养 3 天
。

检测前每孔加入 10 口L M 下下
,

再培养 4 h 后
,

弃

去上清
,

各孔加 10 0 匹 异丙醇
,

轻轻振动后静置 10 m in
,

用

ELX 8 0 0 型酶标仪 (美国 B io
一

T e k 公司 )测定波长 4 9 0 n m 各孔

的光密度 o( )D 值表示淋巴细胞增殖程度
,

以每组 4 个孔 0 0

的平均值作为各组的平均 0 0 值
。

1
.

5 M L R 双向 M L R
。

按上法分别制备 3F 4 4
、

OA 大鼠脾淋

巴细胞悬液
,

2 种细胞按 1 门 混合
,

另加待测含药血清使总

体积为 20 0 匹
,

待测药物血清终浓度为 10 %
。

培养板置于

3 7℃
、

5% C O :
卵孚箱中培养 6 天

。

检测步骤同淋巴细胞增殖实

验所述
。

单向 M LR
。

刺激细胞的处理 : 将 O A 大鼠脾淋巴细

胞加入终浓度为 2 5 m g几 的丝裂霉素 C
,

3 7℃ 5% C 0 2

孵箱

中孵育 3 0 m in
,

用完全培养基洗 3 次去除残余丝裂霉素 C 后
,

用体积分数为 1 0% 的小牛血清 RP M l l 64 0 培养液调 P B M C 至

1 x 1 0-91/
。

将分离的 F3 44 大鼠脾脏的 P BM C 分别作为反应细

胞 (1
x 10 -91/ )

,

在 96 孔板中进行 M L R
。

每孔加入 10 0 口L 的反

应细胞 (细胞数为 1 x I J )
,

另加刺激细胞和待测药物含药血清

使总体积为 20 0 口L
,

待测药物血清终浓度为 10 %
,

每组设 4

个复孔
,

培养板置于 3 7℃ 5% C O :

孵箱中培养 6 天
。

检测步

骤同淋巴细胞增殖实验所述
。

1
.

6 白细胞介素
一 2 (IL

一

力 和 丫一干扰素 (IF N
一

叻 测定 上

清制备 : 按上法制备 3F 44 大鼠脾淋巴细胞悬液 (1
x

10 讹 )
,

于

2 4 孔培养板中每孔加入 1 m L p日A 及不同浓度待测含药血清
,

待测药物终血清浓度为 10 %
,

在培养箱中培养 4 8 h
,

每组设

4 个复孔
,

分别收集培养上清
,

微孔滤膜除菌
,

置
一

2 0℃冰箱

保存待测
。

IL
一

2
、

IF N
一
丫 均采用酶联免疫吸附 ( ELI S )A 法测

定
,

检测试剂购自美国 下lP Icn 公司
,

按使用说明书操作
。

1
.

7 统计学方法 应用 S SP S 13 .0 统计软件处理数据
,

计量

资料以肠士
、
)表示

,

采用 t 检验
。

2 结果

2
.

1 各组对 P H A 诱导脾淋巴 细胞增殖作用的 比较 见表 1
。

S日 高剂量组
、

含 cS A 血清组与空白血清组比较
,

差异均有显

著性意义 (P < 0
.

05 )
。

而 S日 低剂量组
、

S 日中剂量组与空白血

清组比较
,

差异均无显著性意义 (P > 0
.

0 5)
。

.2 2 各组对 M L R 影响 的 比较 见表 2
。

双向 M L R 体系中
,

各剂量组含 S日血清均可抑制淋巴细胞增殖
,

其中 S 日高剂量
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组与空白血清组比较
,

差异有显著性意义 (P < 0
.

0 5)
。

在单向

M LR 体系中
,

各剂量组含 S日血清可调节淋巴细胞增殖
。

其

中 S 日低剂量组与空白血清组比较
,

差异无显著性意义 (P >

0
.

0 5)
。

S 日中剂量组
、

S日高剂量组血清抑制脾淋巴细胞增殖
,

与空白血清组比较
,

差异均有显著性意义 (P < 0
.

0 5)
。

含 C s A

血清组单向
、

双向 M LR 体系中淋巴细胞增殖均受到抑制
,

与

空白血清组比较
,

差异均有显著性意义 (P < 0
.

0 5)
。

表 1 各组对 p日A 诱导的脾淋巴细胞增殖作用的比较肠士
、
)

别 剂量 p队 (5 飞几叽
, h

J

空白血清组

含 已 A血清组

S日低剂量组

S日中剂量组

S日高剂量组

巧 飞吨
4 9k/ g

1 6 9k/ g

24 9吨

0
.

8 74 士 0
.

1 24

0
.

6 59 士 0
.

0 28①

0
.

9 09 士 0
.

1 9 1

0
.

7 07 士 0
.

1 6 8

0
.

63 8 士 0
.

07 9①

与 空白血清组比较
,

①尸 < 住 05

表 2 各组对 M LR 影响的 t匕较肠士
、
)

剂量

空白血清组

含 Cs A血清组

S日低剂量组

S日中剂量组

S日高剂量组

巧 飞吨
4 9吨

16 9吨
24 9吨

双向 -M R O马
, h

1
.

33 2 士 0
.

28 2

0
.

75 2 士 0
.

1 8 3①

1
.

07 6 士 0
.

1 2 7

1
.

叫 5 士 0
.

1 93

0
.

82 8 士 0
.

04 3①

单向 -M R O马
刃 1

1
.

68 0 士 0
.

1 3 0

1
.

04 6 士 0
.

24 5①

1
.

70 1 士 0
.

3 1 8

1
.

14 9 士 0
.

26 1①

1
.

127 士 0
.

1 3 1 ①

与 空白血清组比较
,

①尸 < 住 05

2
.

3 各组对 P H A 诱寻淋巴细胞分泌 IL 一
、

IF N
一丫含量 的 比较

见表 3
。

S日 中剂量组
、

S日高剂量组血清均可显著抑制大鼠脾

淋巴细胞分泌 IL
一

2
、

IF N
一
丫 含量

,

与空白血清组比较
,

差异

均有显著性意义 (P < 0
.

0 5)
。

S日 低剂量组与空白血清组比较
,

差异无显著性意义 (P > 0
.

05 )
。

含 cS A 血清组血清可抑制大鼠

脾淋巴细胞分泌 IL
一

2
、

IF N
一
丫 含量

,

与空白血清组比较
,

差

异均有显著性意义 (P < 0
.

0 5)
。

表 3 各组对 户日A诱导淋巴细胞分泌 IL一2
、

IF N 一丫含量的比较标士 s) gP rrL/
剂量 I L

一

2 I F阵 丫

空白血清组

含 Cs A血清组

S日低剂量组

S日中剂量组

S日高剂量组

99
.

6 1 士 4
.

4 2

1 5 飞吨 74
.

1 9 士 .2 7 1①

4 9吨 1 05
.

2 2 士 1 1
.

29

1 6 9吨 8 .8 97 士 .4 03
①

24 9八9 8 0
.

1 0 士 .3 84
①

1 22
.

11 士 8
.

03

4 1
.

65 士 9
.

5 1①

13 3
.

9 7 士 8
.

弘

8 7
.

7 8 士 4
.

3 9①

7 6
.

93 士 3
.

5 0①

药研究中
,

清热解毒中药越来越受到重视 团 。

肾脏移植排斥的

常见证型有热毒亢盛证
、

血痕证
、

湿热证
、

肝肾阴虚证
、

脾肾

气虚证等 4[] ,

笔者在临床中发现晚期反复发生移植肾急性排斥

及难治性急性排斥时
,

在调整免疫抑制剂的同时加用较高剂量

的白花蛇舌草可明显改善移植肾功能
,

患者尿量明显增加
,

移

植肾痛症有所缓解
,

血肌醉及蛋白尿改善
,

与免疫抑制剂有协

同作用
,

表明含有 S日的清热解毒复方抗肾移植急性排斥是有

确切临床依据的
,

这与邹扬华等帕勺研究结果相近
。

中药多数

是通过口服起作用
,

中药粗制剂直接加入离体反应体系中
,

由

于中药本身复杂的理化性质
、

对细胞生长造成一定的影响
,

从

而影响实验结果
。

而中药血清药理学方法将中药经口服吸收

后
,

进入体循环
,

此时采集动物血清也含有该药物
,

用含药血

清代替中药粗制剂进行体外实验可排除各种干扰影响因素
,

从

而更接近药物在体内环境中产生药理效应的真实过程
,

有利于

中药真正有效部位
、

活性成分的发现
。

M L R 是将 2 个无关个

体的淋巴细胞混合在一起培养
,

由于两者的淋巴细胞膜上的组

织相容性抗原不同
,

可互相刺激
,

导致对方的淋巴细胞分裂增

殖和转化
,

并产生多种细胞因子
。

M L R 看作体外研究排斥反

应的重要模式
,

其淋巴细胞的增生及某些细胞因子的释放
,

在

一定程度上可预示体内排斥反应的发生 5[] 。

为此笔者用血清药

理学方法与体外研究排斥反应的 M L R 和 p日A 诱导的淋巴细

胞增殖反应来探讨中药 S日对淋巴细胞增殖的影响
,

以进一步

探索 S 日抗急性排斥的作用机制
。

细胞因子在介导机体的免疫反应中起着重要的作用
。

有研

究显示 IL
一

2
、

IF N
一
丫 在排斥反应中可能发挥重要作用

,

急性

排斥时明显提高 6[ 一困 ,

是急性排斥反应的信号
。

本研究发现含

高剂量 S日血清可显著抑制 p日A 诱导的大鼠淋巴细胞增殖及

单向
、

双向 M L R 体系中的淋巴细胞增殖
。

进一步检测了含

S日 血清对体外 p日A 诱导淋巴细胞分泌 IL
一

2
、

IF N
一
丫 含量的

影响
,

结果表明含 S 日血清可抑制大鼠淋巴细胞分泌的 IL
一

2
、

IF N
一
丫

。

含 C s A 血清显著抑制 p日A 诱导的大鼠淋巴细胞增殖

并对单向及双向 M LR 淋巴细胞增殖明显抑制作用
,

而且可抑

制大鼠淋巴 细胞分泌的 IL
一

2
、

IF N
一
丫

,

表明抗排斥作用的

C s A 在血清药理学及 M L R 反应体系中展现出较好的抑制淋巴

细胞增殖作用
。

本研究表明
,

含高剂量 S日 的血清可抑制淋巴细胞增殖

其作用机制可能与其含药血清抑制淋 巴细胞分泌的 IL
一

2
、

IF N
一
丫 含量有关

。

S日含有葱醒类
、

菇类
、

昌类
、

有机酸类
、

多糖类化学成分
,

S 日的哪些有效成分在起抗排斥作用
,

笔者

将在下一步研究中继续探索
,

并为其在临床自身免疫疾病及移

植排斥中的广泛应用提供依据
。

与 空白血清组比较
,

①尸 < 住 05

3 讨论

排斥反应是困扰器官移植学的主要难题之一
,

中药抗移植

物排斥的问题在国内外已引起注意
。

近年来
,

在抗排斥反应中
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针刺对肥胖大鼠 M S日 及 PO M C 影响的实验研究

骆悠

广东省中医院

黄桂宝
1 ,

樊莉
1 ,

龚娅玲
2 ,

邓硕丽
2

广东 广州 51 0 00 6 ; 2
.

枝江市人民医院
,

湖北 枝江 44 3 2 0 0

【摘要」目的 : 观察针刺对肥胖大 鼠促黑皮质素 (M S曲 及前阿片 黑素促皮质激素原 ( P O M O 的影响
。

方法
:
选用刚断乳

健康 SD 雄性大鼠
,

分为 正常组和造模组
,

采用 自制 高脂饲料制备肥胖大鼠模型
,

随机分 为模型组及针刺组
,

针刺组针刺梁 门
、

天枢
、

大横
、

内庭穴
,

连续 治万 2 周
。

观察各组大 鼠 M SH 及 P O M c 的 变化
。

结果 : 针刺后针刺组大鼠体重下 降
,

与模型组比

较
,

差异有非常显著性意义 (尸
< O

一

01 )
。

针刺组 M s H
、

P o M c 水平 明显低于模型组 (尸
< O刀动 ; 针刺后针刺组 M s H

、
P o M c 与

正常组比较
,

差异无显著性意义 (尸
> 0

.

0动
。

结论 : 针刺在改善肥胖大鼠体重的同时可调节肥胖大鼠 M SH 及 P O M c 的水平
。

〔关键词」肥胖 ; 针刺 ; 促黑皮质素 (M s曲 ; 前阿片黑素促皮质激素原 (P o M O

[中图分类号 ] R 58 9
.

2 [文献标识码 ] A [文章编号 ] 0 25 6
一
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一

0 18 9
一

0 2
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.
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.
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.
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.

2 0 14
.

0 7
.

0 8 8

肥胖是一种由食欲和能量调节紊乱引起的疾病
,

与遗传
、

环境
、

膳食结构等多种因素有关
,

发病机制涉及神经及内分泌

调节功能的紊乱
。

从能量代谢的角度看
,

肥胖是能量的摄入大

于消耗
,

是一种能量平衡失调的表现
。

近年来研究表明
,

进食

是在神经系统严密控制下的一种行为活动
,

食欲受到下丘脑

的综合调节
,

使机体将体重严格控制在一个很少的波动范围

内 1[] ,

前阿片黑素促皮质激素原 (p O M c) 是很多神经肤共同的

前体
,

p O M C 基因可以表达多种神经肤
,

促黑皮质素 (M S )H

是由 p O M C 基因表达的一组与色素代谢有关的肤类激素
,

有

研究证明它们与动物进食量的调节密切相关
。

本研究通过实验

探索针刺对肥胖大鼠 M S日及 p O M C 的影响
,

探讨针灸减肥

的机制
,

希望为临床针刺治疗肥胖病提供理论依据
。

1 材料与方法

1
.

1 仪器和试剂 电子天平 2 00 4
,

由上海天平仪器厂提供 ;

G 6 80 5 型针灸治疗仪
,

由上海医 疗器械厂提供 ; M S日 及

pO M C 测定用 ELI S A 法检测
,

试剂盒均购于 A O L 公司
。

1
.

2 动 物模型 制作 选用刚断乳健康 5 0 雄性大鼠
,

体重

6 0 ~ 9 0 9
,

由广州中医药大学实验动物中心提供
。

根据孙志团

方法改进
,

将 60 只 5 0 大鼠
,

随机分为 2 组
,

正常组 10 只
,

喂普通饲料 ; 模型组 5 0 只
,

喂高脂饲料
。

所有动物在造模期
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