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摘要：目的 研究天麻苷对小白鼠免疫功能的影响。方法 通过在小白鼠日常饮水中加入不同剂量的天麻苷（低、中、高剂量分别是10、20、40 g /L）。采用脾脏重量和生长指数测定、腹腔巨噬细胞吞噬功能检测和体外抗体形成细胞检查法，检测天麻苷对小鼠外周免疫器官脾脏、抗体生成及吞噬细胞功能的影响。结果 天麻苷喂饲各组均未观察到任何中毒表现；在喂食的第14和21天，与阴性对照组比较，中、高剂量组小鼠的脾脏重量、生长指数、抗体生成及吞噬细胞功能均明显提高（P < 0.05），尤其是高剂量组更为显著（P < 0.01），且有一定剂量依赖性。结论 天麻苷可提高小鼠的免疫功能，增强抗感染能力。
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 Effects of Gastrodin on Immune Function of Mice 
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Abstract: Objective Study the effect of Gastrodin on immune function of mice. Method Adding different doses of Gastrodin (10、20、40 g/L ) in mice daily drinking  water. Detect the effect of molybdenum on mouse spleen, antibody forming and phagocytic function through spleen weight, growth index and phagocytosis of abdomen macrophages detection and antibody forming cell test. Result There were no death and no clinical sign in different doses groups. The spleen weight, growth index, antibody generation and phagocytic function of middle doses and high doses Gastrodin (20、40g/L) mice group were increased in the 14 and 21 days(P<0.05)，especially the high doses group(P<0.01). The effect has dose dependency. Conclusion Gastrodin can enhance immune function and anti-infect ability of mice.
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天麻始载于《神农本草经》，被列为上品，原名“赤箭”，其茎似箭杆，端有花，远看如箭有羽，为兰科植物天麻的干燥块茎，中医学认为天麻味甘、性平，入肝经，具有息风定惊、镇静安眠之功效[1]。研究证明天麻具有清除氧自由基、护肝、改善心肌缺血缺氧状态、抑制病毒性心肌炎的心肌细胞凋亡、抑制移植肿瘤细胞的生长等功效[2]。本研究以小白鼠为研究对象，旨在通过探索天麻的主要有效成分天麻苷对小白鼠外周免疫器官脾脏、体外抗体形成细胞（Plague Forming Cell, PFC，其实质是B淋巴细胞）以及巨噬细胞吞噬功能的影响，从免疫学角度为天麻苷作为保健食品添加成分及临床应用提供科学依据。
1 材料与方法

1.1实验动物及试剂  昆明种雄性健康小白鼠60只，体重19 ~ 23 g，由本校实验动物中心提供；天麻苷（由中南民族大学药学院惠赠），将小白鼠随机分为4个组，每组15只，各组基础日粮相同，同组同笼饲养，在饮水中加入不同剂量的天麻苷，分别为：阴性对照组、低剂量天麻苷组（10 g /L）、中剂量天麻苷组（20 g /L）和高剂量天麻苷组（40 g /L）。

1.2检测指标及方法

1.2.1脾脏重量和生长指数的测定  每隔7 d从每组随机抽取5只剖杀，剖杀前空腹称重，剖杀后立即取脾脏称重，计算脾脏生长指数：脾脏生长指数 = 免疫器官重量（mg）/体重（g）。
1.2.2吞噬细胞功能检测[3]  第11 d经小白鼠腹腔注射6％淀粉肉汤1 mL，刺激小白鼠产生无菌性炎症，诱导巨噬细胞的聚集，活化。3 d后腹腔注射1％鸡红细胞1 mL，30 min后注射2 mL Hanks液，颈椎脱臼法处死小白鼠，解剖小白鼠暴露腹腔，用尖吸管尽可能多地冲洗出小白鼠腹腔的吞噬细胞，并取脾脏称重。收集腹腔液，置于洁净试管内，加1 ~ 2滴1％碱性美兰染色，涂片于载玻片上， 37℃温箱干燥，油镜镜检，计算吞噬百分比或吞噬指数：
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1.2.3 PFC检测[3]  取无脂载玻片（75 mm×25 mm），用双面胶带在载玻片两端和中间各粘一条，然后再覆盖上同样的载玻片，即形成两个小室。将此双层玻片的一侧长边浸入融化的石腊池中以封闭小室的一边。

第17 d将5%绵羊红细胞 0.4 mL（约4×106个）注射入小白鼠腹腔，4 d后拉脱颈椎处死，取出脾脏称重后放在已加入6 mL Hanks液的平皿中，用100目的不锈钢网研磨后，经尼龙布过滤放入试管中， 1 000 r/min离心5 min，洗2次。将沉淀的脾细胞重悬Hanks液中，细胞计数配成1×107/mL。将上述脾细胞 Hanks液50 μL、15% SRBC 50 μL、1∶6 ～ 1∶8补体50 μL、Hanks液250 μL混匀，用微量加样器将混合液注入事先制备好的小室中（每小室100 μL），然后以石蜡封口，放37℃温箱1h，取出。借助放大镜，进行空斑计数，计算1×106个脾细胞所含空斑数。
1.3统计学处理　实验数据以均数±标准差(x±s)表示，用两样本t检验判断阴性对照组与实验组间免疫器官生长指数、吞噬指数和PFC数的差异，用卡方检验判断阴性对照组与实验组间吞噬百分率差异。
2  结果

2.1小白鼠脾脏重量和生长指数的变化

与阴性对照组相比，低剂量天麻苷组脾脏重量和生长指数缓慢增加，但差异不显著（P > 0.05），高剂量天麻苷组脾脏重量和生长指数均高于阴性对照组， 14 d、21 d时差异显著（P < 0.05）（表1）。
	表1 小鼠脾脏重量和生长指数

	项目
组别
	7 d（n＝5）
	14 d（n＝5）
	21 d（n＝5）

	
	脾脏重量（mg） 
	生长指数（mg/g） 
	脾脏重量（mg） 
	生长指数（mg/g） 
	脾脏重量（mg） 
	生长指数（mg/g） 

	阴性对照组
	134.10±0.31 
	5.92±0.28 
	139.16±0.22 
	6.11±0.26 
	145.56±0.43 
	6.96±0.37 

	低剂量天麻苷组
	141.43±0.52 
	6.07±0.34
	142.18±0.56 
	6.56±0.18 
	150.63±0.47
	7.12±0.48

	中剂量天麻苷组
	150.87±0.45
	6.34±0.56
	157.65±0.29*
	7.64±0.35*
	180.93±0.76*
	8.91±0.42*

	高剂量天麻苷组
	158.53±0.12 
	7.03±0.21 
	169.15±0.53# 
	8.72±0.46#
	228.26±0.57#
	9.92±0.45#

	* P < 0.05 vs. 阴性对照组；# P < 0.01 vs. 阴性对照组


2.2吞噬细胞功能检测
巨噬细胞内可见被吞噬的鸡红细胞呈圆形，边缘整齐，蓝绿色（图1）。阴性对照组、低剂量天麻苷组、中剂量天麻苷组、高剂量天麻苷组小白鼠巨噬细胞吞噬百分率分别为（45.87 ± 2.15）%、（48.46 ± 1.73）%、（65.12 ± 2.16）%、（85.27±3.16）%；吞噬指数分别为：0.91 ± 0.32、1.21 ± 0.25、2.52 ± 0.36、3.26 ± 0.46；中、高剂量天麻苷组小白鼠巨噬细胞吞噬百分率和吞噬指数都明显高于阴性对照组（P < 0.05），高剂量天麻苷组效果更显著（P < 0.01）。
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2.3体外抗体形成细胞检测
阴性对照组、低剂量天麻苷组、中剂量天麻苷组、高剂量天麻苷组小白鼠1×106个脾细胞所含PFC（Plaque forming cell）（图2）数分别为423.6 ± 12.5、489.6 ± 18.6、553.8 ± 12.9、628.4 ± 25.8；中、高剂量天麻苷组的PFC数明显高于阴性对照组（P < 0.05）。
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3分析与讨论

天麻是传统中药，其主要有效成分是天麻苷[4]，主要用于治疗头痛头晕、失眠健忘，具有镇静、镇痛、抗惊厥、抗炎、抗衰老、扩张脑血管、解除血管痉挛、促进脑部血液供应、清除自由基、延缓细胞衰老的作用。在临床上可治疗椎基底动脉供血不足、高血压、眩晕、头痛、神经痛等症。有文献报道，每日腹腔注射天麻液25 mg /只，连续4 d，可提高小鼠迟发型变态反应，显著增强小鼠巨噬细胞的吞噬功能及血清溶菌酶活力，提高机体免疫力[5]。天麻显著增加小鼠胸腺的重量，增强小鼠移植物抗宿主反应，在小鼠体内诱生干扰素，提示天麻有促进机体特异性免疫和非特异性免疫的作用。天麻苷作为天麻的主要有效成分，其药理作用为镇静、抗惊厥、抗癫痫、镇痛、改善记忆、保护神经细胞、降压、抗炎等[2,6]。但是，天麻苷作为保健食品添加成分及其临床使用的安全性及对机体免疫功能的作用还有待进一步实验论证。

脾脏是机体最大的外周免疫器官，具有滤过血液的作用，是成熟T、B淋巴细胞定居、产生抗体、发生免疫应答的场所[7]。实验结果表明，天麻苷喂饲的各组小白鼠均未观察到任何中毒表现，中、高剂量的天麻苷(20、40g/L)明显促进了小鼠外周免疫器官脾脏迅速增重，尤其是在喂饲的第14、21天，有一定浓度依赖性。天麻苷促进免疫器官增重的原因可能是其能够刺激脾脏的生长发育或使机体免疫器官产生应激反应，从而功能亢进、重量增加。PFC即空斑形成细胞，其本质是参与特异性体液免疫应答、产生抗体的B淋巴细胞。产生抗体的B淋巴细胞数量多少反映了机体的特异性体液免疫功能强弱；巨噬细胞吞噬功能是机体非特异性免疫的重要组成部分，其检测结果反映机体的非特异性免疫功能强弱[4]。本研究结果表明：在饮水中加入20、40g/L天麻苷可增强小白鼠脾脏B淋巴细胞和巨噬细胞功能，提高机体非特异和特异性免疫功能。其原因可能是天麻苷能够刺激巨噬细胞活化，并促进小鼠骨髓细胞增殖，使记忆性B细胞在外周免疫器官受抗原刺激后被活化，随后可经淋巴液和血液返回骨髓，在骨髓中分化成熟为浆细胞，产生大量抗体，增强机体的非特异性和特异性免疫功能。
目前国内在天麻苷对机体免疫功能的影响研究方面还不多，研究天麻苷对机体免疫功能的影响可为天麻苷作为保健食品添加成分的开发及临床应用提供科学依据。
参考文献

[1] 中华人民共和国卫生部药典委员会编：中华人民共和国药典[M]: 第一部，北京: 化学工业出版社，2010.
[2] 陈维红，罗栋.天麻素、天麻多糖药理作用研究进展[J].中国药物评价，2013，30(3)：132-134.

[3] 熊平源，王强. 医学免疫学实验教程[M]. 武汉：武汉大学出版社，2011，8-9.
[4] 王亚威，李志峰，何明珍等.天麻的化学成分研究[J]. 中草药，2013，44(21)：2974-2976.
[5] 赵红刚，陈贤均，甘亚平. 三种调味品对小鼠骨髓的微核效应[J] .中国公共卫生学杂志，2001，17 ( 9)：813-815.
[6] 聂晶，杜亮，陆远富等.天麻素对脑缺血再灌注损伤大鼠神经细胞凋亡的抑制作用[J].重庆医学，2012，41(18)：1841-1842.
[7] 金伯泉. 医学免疫学[M]. 第5版[M]. 北京：人民卫生出版社.2008，20-21.
*基金项目：武汉科技大学大学生科技创新基金研究项目（No：13ZRA142）


1湖北省中山医院（湖北省第三人民医院） 


通信作者：舒榕，Email：1154586369@qq.com








_1420354916.unknown

_1420355047.unknown

