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达肝清对小鼠免疫功能影响的实验研究
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摘要 目的  探讨达肝清对正常小鼠和免疫抑制小鼠免疫功能的影响 ∀方法  用达肝清给正常小鼠和环磷酰胺免疫抑制小

鼠灌胃 然后用称重法检测小鼠肝脾重量 !溶血试验检测血清溶血素含量 !± ≥法检测抗体形成细胞数 ! 法检测 2 含

量 ! ××法检测 细胞活性和 ×淋巴细胞增殖功能 ∀结果  达肝清对正常小鼠免疫功能无显著影响 对 ≤÷ ×免疫抑制小鼠

有显著的抵抗作用 能增加免疫抑制小鼠肝脾的重量 !促进抗体生成和 2 分泌 增加 细胞活性和 ×淋巴细胞增殖功能 ∀

结论 达肝清对正常小鼠的免疫功能无显著影响 但能抵抗 ≤×÷对小鼠免疫功能的抑制作用 ∀

关键词 达肝清 抗体 2 ×淋巴细胞 细胞
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  达肝清是根据中医基本理论及方剂组方原则提出的 !以

治疗乙型肝炎病毒感染为主的自拟方 由三姐妹 Ραβδοσια

τερνιφολδ ! 叶 下 珠 Πηψλλαντηυσ υριναρια ! 绞 股 蓝

Γψνοστεµ µ α πενταπηψλλυµ × ∏ ! 黄 芪

Αστραγαλυσ µ εµ βραχσαυσ ƒ ∏ 等中草药制成 有解

毒 !利湿化瘀 !益气健脾 !扶正护肝之功 ∀体外研究表明 达

肝清对 细胞分泌 和 均具有一定的抑制

作用 ≈ ∀为探索其对正常或免疫抑制小鼠免疫功能有无调

节作用 研究了达肝清对小鼠免疫功能的影响 现报道如下 ∀

1  材料与方法

1 1  实验动物

昆明种小鼠 只 雌雄兼用 体重 ? 广西中医

学院实验动物中心提供 合格证号 桂医动第 号 ∀

1 2  药物与主要试剂

达肝清水煎剂 由广西中医学院中药教研室制备 低压

浓缩至每毫升含 生药 ε 冰箱保存 用时用蒸馏水

配成 所 需 浓 度 ∀ ×× 试 剂 盒 ⁄ ≥≠ ≥×∞ ≥ 批 号

∞ 刀豆蛋白 ≤ 美国 ≥ 公司 批号 2
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° 美国 ≤ 公司 批号 小牛血

清 ≤≥ 杭州四季青生物工程材料有限公司 批号

2 试剂盒 北京北方生物技术研究所 批号

环磷酰胺 ≤×÷ 上海华联制药有限公司产品 批

号 ≠ ≤ 2 细胞株 本院药理教研室保存 补体

Β 新鲜豚鼠混合血清 山羊红细胞悬液 ≤ 新鲜山

羊外周血细胞 用生理盐水配制成所需浓度 都氏试剂 本室

配制 ∀

1 3  主要实验仪器

∏ 型酶标仪 美国 × 公司 ƒ

型 ≤ 培养箱 美国 × 公司 ƒ 2 °型 Χ放射免疫

计数器 西安国营二六二厂 型分光光度计 上海第三

分析仪器厂 ∞ 型电子天平 瑞士 型离心

机 美国 × 公司 ∀

1 4  实验动物分组及给药方法 ≈ 2

实验动物随机分为 ≅ 组 每组 只 ∀ 组为正常对

照 ≥ # #鼠 πο共 组为达肝清对照 达

肝清 # # πο 共 ∗ 组用 ≤×÷ 造模

≤×÷ # # 腹腔注射 于实验的 给

次 ∗ 组分别加用不同剂量达肝清 分别为

# # πο∀末次给药后 内检测指标 ∀实验分两

批进行 ∀

1 5  免疫器官重量测定 ≈

末次给药后 脱颈椎处死小鼠 取完腹腔液后解剖小

鼠取出胸腺和脾脏 于电子天平上称重 ∀免疫器官系数 免

疫器官重量 . 体重 ∀

1 6  血清溶血素测定 ≈ 2

于给药第 天和第 天各组小鼠分别 ≤ 每

体重 致敏 末次给药后 摘眼球取血 室温下

放置 # 离心 分离血清 经 ε

水浴灭活补体后用溶血试验测定血清溶血素含量 用

分光光度计于 处读取 Α值 以实验管 Α值与

溶血管 Α值之比作为溶血素值 ∀每个标本均行双管测

定 取平均 ⁄值作为实验结果 ∀

1 7  巨噬细胞活性测定 ≈

末次给药后 脱颈椎处死小鼠 注入 冷

液 轻揉腹部数分钟后剖腹 无菌吸取腹腔液 装入含肝素的

离心管中 # 离心 吸弃上清液 再用

≤≥2 ° 液 重悬 共 次 调整细胞数为每

毫升 ≅ 个 加入 孔细胞培养板中 每孔 Λ 每个

样品做 个复孔 ε ≤ 培养箱中孵育 使巨噬细

胞贴壁 ∀然后用 ≤≥2 ° 液洗 次 每孔加

中性红 Λ ε ≤ 继续培养 ∀用 ° ≥

洗 次 ∀每孔加脱色剂 √ √ 无水乙醇 冰醋酸

Β Λ 室温放置 后振荡混匀 用酶标仪于

处测 Α值 ∀结果以 个复孔的 ξ ? σ表示 ∀

1 8  血清 2 含量测定

按上述方法制备血清 用 2 2 放射免疫法测定

血清 2 含量 ∀操作方法按试剂盒说明书进行 ∀

1 9  抗体形成细胞 ƒ≤ 测定

用定量溶血分光光度法测定抗体形成细胞 ≈ 2 ∀末次给

药后 脱颈椎处死小鼠 无菌操作取出脾脏 制成脾细胞备

用 ∀用时配成每毫升 ≅ 脾细胞悬液 台盼蓝染色检测细

胞存活率 ∀取脾细胞悬液 !补体和 ≤各

混匀 ε 水浴 离心取上清 用 分光光度计于

处读取 Α值 以实验管 Α值与 溶血管 Α值之比作

为 ƒ≤值 ∀每个标本均行双管测定 取均值作为实验结果 ∀

1 10  ×淋巴细胞增殖反应测定 ××法 ≈ 2

取上述制备的脾细胞制成每毫升 ≅ 脾细胞悬液 台

盼蓝染色检测细胞存活率 ∀取脾细胞悬液 Λ 加

入 孔细胞培养板内 每个样品做 个复孔 加入终浓度为

Λ # 的 ≤ 液 Λ 同时设不加 ≤ 的对照孔

置 ε ≤ 相对湿度为 的 ≤ 培养箱中培养

加 Λ ××溶液 # 继续培养 离心 弃

上清 用 ° ≥洗 次 加入 ⁄ ≥ Λ 振荡后静置

用酶标仪于波长 处测 Α值 结果以 个复孔的

ξ ? σ表示 ∀

1 11  细胞活性测定 ××法 ≈ 2

取上述制备好的脾细胞配成每毫升 ≅ 细胞悬液作

为效应细胞 取对数生长期的 ≠ ≤ 2 细胞配成每毫升 ≅

悬液作为靶细胞 效 !靶细胞各取 Λ 效靶细胞的比例为

Β 至 孔培养板中 每个样品做 个复孔 同时设不加

靶细胞的效应细胞对照孔和不加效应细胞的靶细胞对照孔

各 孔 置 ε ≤ 相对湿度为 培养箱中培养

每孔加入 Λ ××溶液 # 再培养 离

心 弃上清 用 ° ≥洗 次 加入 ⁄ ≥ Λ 振荡后

静置 用酶标仪于波长 处测 Α值 结果以

个复孔的 ξ ? σ表示 细胞活性 ∀ 细胞活性 ≈

实验孔 Α值 效应细胞孔 Α值 靶细胞孔 ⁄值 ≅ ∀

1 12  统计分析

计量数据以 ξ ? σ表示 采用华西医科大学的 °∞ ≥

• 统计软件进行 τ检验 Π值表示差异有无显著性 ∀

2  结果

2 1  达肝清对小鼠免疫器官重量的影响

达肝清对小鼠免疫器官 胸腺 !脾脏 重量的影响结果见

表 ∀

从表 可见 正常对照组与达肝清组比较 胸腺指数和

脾指数差异均无显著性 Π 达肝清 个剂量组均能

显著提高 ≤×÷免疫抑制小鼠的胸腺指数和脾指数 与 ≤×÷

组比较差异有显著性或有高度显著性 Π 或 Π

表明达肝清对正常小鼠的免疫功能无明显影响 而能

对抗 ≤×÷对小鼠免疫器官负影响 ∀从表 还可看到 虽然胸

腺指数和脾指数都随剂量的加大而有所提高 但 个剂量间

比较差异均无显著性 Π 表明在一定的剂量范围内

达肝清对小鼠免疫功能的影响随剂量的加大而有所提高 但

无统计学意义 ∀
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表 1  达肝清对小鼠免疫器官 胸腺 !脾脏 重量的影响 ξ ? σ

Ταβ 1  ⁄ . ∏

组别 ν 胸腺重 脾重 胸腺指数 # 脾指数 #

第 组 ? ? ? ?
第 组 ? ? ? ?

第 组 ? ? ? ?
第 组 ? ? ? ?
第 组 ? ? ? ?

第 组 ? ? ? ?

注 第 组与第 组比较 Π 与第 组比较 Π 与第 组比较 Π ∀ 第 组与第 组比较 Π 与其他组比较 Π

∀ 第 ∗ 组间比较 Π ∀ 第 组与第 组比较 Π 与其他组比较 Π ∀ 第 组与其他组比较 Π

Π √ ∏ Π √ ∏ Π √ ∏ Π √ ∏ Π √ ∏ Π

∏ Π √ ∏ Π √ ∏ Π √ ∏

2 2  达肝清对小鼠溶血素产生 !抗体形成细胞和血清 2

含量的影响

达肝清对小鼠溶血素产生 !抗体形成细胞和血清 2 含

量的影响结果见表 ∀

表 2  达肝清对小鼠抗体产生和血清 2 含量的影响 (ξ ? σ

Ταβ 2  ⁄ . ƒ≤ 2

√ ∏ (ξ ? σ

组别 ν
溶血素值

Α值

ƒ≤值

Α值

2 含量

#

第 组 ? ? ?

第 组 ? ? ?

第 组 ? ? ?

第 组 ? ? ?

第 组 ? ? ?

第 组 ? ? ?

注 第 组与 组比较 Π 与第 组比较 Π

第 组与其他各组比较 Π 第 ∗ 组间比较 Π 第

组与第 组比较 Π 与其他组比较 Π 第 组与第

组比较 Π 第 组比较 Π 第 组与 组比较 Π

与其他组比较 Π 第 组与第 组比较 Π 与

第 组比较 Π 第 组比较 Π

Π √ ∏ Π √ ∏ Π

√ ∏ Π ∏ Π √

∏ Π √ ∏ Π √ ∏ Π

√ ∏ Π √ ∏ Π √ ∏ Π

√ ∏

  从表 可见 正常对照组与达肝清组比较 溶血素 !抗体

形成细胞和血清 2 含量差异均无显著性 Π 达肝

清 个剂量组均能显著提高 ≤×÷免疫抑制小鼠的溶血素 !抗

体形成细胞和血清 2 含量 与 ≤×÷组比较差异有显著性

或有高度显著性 Π 或 Π 表明达肝清对正常

小鼠的溶血素产生 !抗体形成细胞数和血清 2 含量无明显

影响 而对免疫抑制小鼠的溶血素 !抗体形成细胞和血清 2

含量有显著的提升作用 ∀ 个剂量的达肝清均基本能将免

疫抑制小鼠的免疫功能提升到正常水平 除小剂量达肝清组

与正常对照组比较差异有高度显著性外 Π 大 !中剂

量达肝清组与正常对照组比较均差异无显著性 Π ∀

从表 还可看到 虽然溶血素产生随剂量的增加而有所提

高 但大 !中 !小 个剂量间比较差异均无显著性 Π

和血清 2 含量随剂量的增加而提高比较明显 小剂量达肝

清组与中 !大剂量达肝清组对抗体形成细胞数比较差异均有

显著性或有高度显著性 Π 或 Π 但中 !大剂

量达肝清组组间比较差异均无显著性 Π 表明在一

定的剂量范围内 达肝清对小鼠免疫功能的影响随剂量的增

加而有增高 但增到一定的剂量后 这种增加减缓 ∀

2 3  达肝清对小鼠淋巴细胞增殖反应 ! 细胞活性和巨噬

细胞活性的影响

达肝清对小鼠淋巴细胞增殖反应 ! 细胞活性和巨噬

细胞活性的影响结果见表 ∀

表 3  达肝清对小鼠 ×淋巴细胞增殖反应 ! 细胞活性和

巨噬细胞活性的影响 ξ ? σ

Ταβ 3  ⁄ . ×

√ ∏ ξ ? σ

组别 ν
细胞

活性 Α值

×细胞增殖

反应 Α值

巨噬细胞

活性 Α值

第 组 ? ? ?
第 组 ? ? ?

第 组 ? ? ?
第 组 ? ? ?
第 组 ? ? ?

第 组 ? ? ?

注 第 组与第 组比较 Π 与第 组比较 Π 与

第 组比较 Π 第 组与第 组比较 Π 与其他组比

较 Π 第 组与 组比较 Π 与第 比较 Π 第

组比较 Π 第 组与第 组比较 Π 与第

组比较 Π 第 组与第 组比较 Π 与其他组比较 Π

第 组与第 组比较 Π 第 ! 组比较 Π

第 组与第 组比较 Π 与第 组比较 Π

第 组与第 组比较 Π 与其他组比较 Π 第

∗ 组间比较 Π

Π √ ∏ Π √ ∏ Π √

∏ Π √ ∏ Π √ ∏ Π

√ ∏ Π √ ∏ Π √ ∏ Π

√ ∏ Π √ ∏ Π √ ∏

Π √ ∏ Π √ ∏ Π

√ ∏ Π √ ∏ Π √ ∏ Π

∏
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  从表 可见 正常对照组与达肝清组比较 淋巴细胞增

殖反应 ! 细胞活性和巨噬细胞活性差异均无显著性 Π

达肝清小 个剂量组均能显著提高 ≤×÷免疫抑制小

鼠的淋巴细胞增殖反应 ! 细胞活性和巨噬细胞活性 与

≤×÷组比较差异有显著性或有高度显著性 Π 或 Π

表明达肝清对正常小鼠的淋巴细胞增殖反应 ! 细

胞活性和巨噬细胞活性无明显影响 而对免疫抑制小鼠的 ×

淋巴细胞增殖反应 ! 细胞活性和巨噬细胞活性有显著的

提升作用 ∀ 个剂量的达肝清基本上都能将 ≤×÷免疫抑制

小鼠的免疫功能提升至正常水平 除小剂量达肝清组的 ×淋

巴细胞增殖反应和 细胞活性与正常对照组比较差异有

显著性或高度显著性外 Π 或 小剂量达肝清

组的巨噬细胞活性及大 !中剂量达肝清组的和 细胞活性

与正常对照组比较均差异无显著性 Π ∀从表 还可

看到 淋巴细胞增殖反应 ! 细胞活性和巨噬细胞活性随达

肝清剂量的增加而逐步提升 其中小剂量达肝清组 第 组

的 ×淋巴细胞增殖反应与中 !大剂量组 第 组 比较差异

有高度显著性 Π 而小剂量达肝清组 第 组 的

细胞活性与中 !大剂量组 第 组 比较差异有显著性

Π 但大 !中剂量 第 组 间比较差异均无显著

性 Π 个剂量达肝清组 第 组 对巨噬细胞

活性比较差异均无显著性 Π 表明在一定的剂量范

围内 达肝清对小鼠免疫功能的影响具有正的量效关系 ∀

3  讨论

乙型肝炎病毒 ∂ 感染本身对肝细胞的直接破坏作

用是有限的 肝细胞的损伤是与宿主的免疫反应有关 机体

抗病毒的免疫应答既可清除 ∂ 又可使肝细胞受损而发生

肝炎 ∀ ∂诱发的免疫应答既有体液免疫应答又有细胞免

疫应答 体液免疫应答主要产生抗 抗体 !抗前 ≥抗体 !抗

抗体和抗 抗体等 前 种是保护性抗体 后 个为

非保护性抗体 ∀保护性抗体可以起到中和及清除病毒作用

尤其在清除血液中的病毒起主要作用 对 ∂ 感染具有保

护性免疫作用 ∀但病毒进入细胞后 主要靠细胞免疫杀伤靶

细胞以清除受感染细胞内的病毒 同时也会造成肝细胞损伤

而发生肝炎 ∀一般认为 ∂感染后出现的肝组织慢性炎症

重要原因之一是由于机体细胞免疫功能低下 ≈ ∀ 细胞作

为非常重要的固有免疫细胞 在抗病毒感染中起关键作用

并可通过释放细胞因子起到免疫调节的作用 ∀有研究显示

外周血 细胞数减少与乙型肝炎慢性化有关 ≈ ∀机体 ×

淋巴细胞分为两个亚群 即 ≤⁄ 和 ≤⁄ ×细胞 它们数量 !

比值和功能的改变都可能影响着机体的免疫状态 ∀ ≤⁄

≤⁄ 细胞的比值是监视机体免疫功能 反映机体免疫状态的

重要指标 比值失衡可以导致免疫系统紊乱及一系列免疫病

理改变 ≈ ∀资料表明 ≈ 慢性乙型肝炎患者体内 ≤⁄ ×细

胞数减少 而 ≤⁄ ×细胞数升高 故 ≤⁄ ≤⁄ 比值降低 ∀

2 既可直接抑制病毒基因的表达和复制 又可激活 ≤× !

细胞和 细胞 对体液免疫和细胞免疫均有促进作用 ≈ 2 ∀

本实验使用 ≤×÷ 制造免疫功能低下小鼠作为动物模

型 研究达肝清对小鼠免疫功能的影响 结果显示达肝清对

正常小鼠免疫功能无显著影响 对 ≤÷ ×免疫抑制小鼠的胸

腺和脾指数 !抗体量 ! 2 量 !单核巨噬细胞吞噬功能 ! 细

胞活性和 ×细胞增殖功能均有正向调节作用 使之在较短时

间内基本恢复到正常水平 提示其对免疫受抑小鼠有较强的

正免疫调节作用 推断通过增强免疫功能受抑制机体的免疫

功能可能是达肝清治疗乙型肝炎的作用机制之一 ∀在一定

的剂量范围内 达肝清的作用有明显的剂量依赖关系 ∀

达肝清主要由三姐妹 !叶下珠 !绞股蓝和黄芪等中草药

精制而成 这些药物及其组方对免疫功能都具有一定的正调

节作用 ∀叶琦莉 ≈ 的研究显示 以三姐妹为君药的复方三

姐妹片能显著提高 ≤×÷ 免疫抑制小鼠腹腔巨噬细胞吞噬

率 !×淋巴细胞转化率和抗体形成细胞数 ∀徐培平等 ≈ 的研

究显示 以叶下珠为主药的叶下珠复方虽然对小鼠抗体的产

生有抑制作用 但能增强小鼠单核巨噬细胞的吞噬功能 ∀绞

股蓝能提高免疫抑制小鼠的胸腺和脾指数 !提高吞噬功能 !

促进 抗体的产生 !促进 ×细胞增殖和 细胞活性 ≈ ∀

黄芪则是经典的扶正中药 黄芪对正常小鼠体液免疫无显著

影响 对正常小鼠非特异免疫功能及细胞免疫均有增强作

用 对免疫抑制小鼠的特异性免疫 !非特异性免疫 !体液免疫

和细胞免疫功能均有增强作用 ≈ 2 ∀达肝清的主要组方都

有正免疫调节作用 故全方也具有较显著的正免疫调节作

用 ∀虽然我们的研究显示达肝清对免疫受抑小鼠有较强的

正免疫调节作用 但其具体的作用机制仍有待进一步研究 ∀
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作者简介 赵建波 男 硕士 讲师   ×  ∞

加替沙星分散片的人体药动学及生物等效性研究

赵建波 张丽慧 胡国新 代宗顺 杭州师范大学基础医学部药理学教研室 杭州 温州医学院药理学教研室 浙江 温

州 华中科技大学同济医学院临床药理研究所 武汉

摘要 目的  研究加替沙星分散片的人体药动学和生物等效性 ∀方法  健康志愿者 名 随机双交叉单剂量口服加替沙星分

散片 试验制剂 和加替沙星片 参比制剂 剂量分别为 剂间间隔为 周 ∀分别于服药后 内多点抽取静脉血 用

高效液相色谱法 ° ≤ 测定血浆中加替沙星的浓度 ∀用 ⁄ ≥药动学程序计算相对生物利用度并评价两种制剂生物等效性 ∀

ΑΥΧ 2 ΑΥΧ 2 和 Χ ¬
经方差分析和双单侧 τ检验 Τ ¬

进行秩和检验 ∀结果  单剂量口服试验和参比制剂后血浆中的加

替沙星的 Χ ¬
分别为 ? # 和 ? # Τ ¬

分别为 ? 和 ? ΑΥΧ 2

分别为 ? # # 和 ? # # ΑΥΧ 2 分别为 ? # # 和 ?

# # ∀ ΑΥΧ 2 ! ΑΥΧ 2 和 Χ ¬
的 可信区间分别为 ∗ ! ∗ 和 ∗

∀结论  试验与参比制剂的人体相对生物利用度为 ? 两制剂具有生物学等效性 ∀

关键词 加替沙星 分散片 相对生物利用度 生物等效性 高效液相色谱法
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