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　　在体外培养的正常机体淋巴细胞，在受到非特异性有丝
分裂原（如ＰＨＡ、ＣｏｎＡ）或特异性抗原刺激后，细胞代谢及其
形态可发生一系列变化，主要表现为电荷改变、细胞内蛋白质

和核酸合成增加、细胞形态的转化。因此在体外利用各种刺

激剂激发淋巴细胞，根据其转化程度可测定淋巴细胞的应答

功能，以此作为测定机体细胞免疫功能的指标［１－２］。

近年来，研究者发现左旋咪唑和中药多糖都具有增强机

体免疫功能的效果，特别是由于多糖为非细胞毒性物质［３］而

成为研究热点，其中又以对黄芪多糖［４－５］的研究最深入，而对

复方中药多糖的研究较少。中药的精髓是复方，很少以单味

成药。本研究将已分离纯化到一定纯度的中药复方多糖［６］

制成口服剂和针剂，对鸡进行灌胃和注射给药，采用 ＭＴＴ比
色法［７］计算淋巴细胞转化率［８］，探讨不同给药途径、不同药

物浓度对细胞免疫的影响，以期为将中药多糖活性成分开发

成免疫增强剂提供理论依据，为其临床用药奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试验药物　中药复方原料：党参、山楂、熟地、川芎、何
首乌、当归等１１味中药（新疆石河子市医药公司）。

最佳纯度复方中药多糖［９］由石河子大学化学化工学院

提供，含糖量 ７７．１０％。用蒸馏水分别将其配制成高
（５０ｍｇ／ｍＬ）、中（２５ｍｇ／ｍＬ）、低（１２．５ｍｇ／ｍＬ）剂量浓度。

黄芪多糖由石河子大学化学化工学院提供，含糖量

２９４２％。用蒸馏水将其配制成２５ｍｇ／ｍＬ剂量浓度。
１．１．２　其他试剂及器材　盐酸左旋咪唑片（２５ｍｇ×１００片，
批号１００６０８，杭州萧山兴农兽药制造有限公司）；鸡淋巴细胞
分离液（天津市灏洋生物制品科技有限责任公司）；

ＲＰＭＩ－１６４０培养基（ＧＩＢＣＯ公司）；胎牛血清（ＧＩＢＣＯ公
司）；刀豆蛋白（ＣｏｎＡ）、脂多糖（ＬＰＳ）、二甲基偶氮唑蓝
（ＭＴＴ）（Ｓｉｇｍａ公司）；Ｓｙｎｅｒｇｙ２多功能酶标仪（Ｓｙｎｅｒｇｙ２
Ｍｕｌｔｉ－ＭｏｄｅＭｉｃｒｏｐｌａｔｅＲｅａｄｅｒ）等。
１．１．３　试验动物　６００羽１日龄麻花鸡（新疆石河子市养鸡
场）经临床检测合格后，按常规肉鸡饲养方式进行饲养，自由
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饮水，自由采食（新疆天康饲料厂全价料）。

１．２　试验方法
在试验鸡７日龄后，将其随机分为１２组，每组５０羽。在

试验鸡８～１４日龄时，将Ⅰ～Ⅵ组设为口服组，Ⅶ～Ⅻ组设为
针剂组。口服组和针剂组分别对应给予：生理盐水、１５ｍｇ／ｋｇ
盐酸左旋咪唑和高、中、低３种剂量的黄芪多糖、复方中药，每
天１次，每次０．２ｍＬ／羽。在试验鸡１５、２２、２９、３６、４３、５０日龄
时，每组随机取１０羽，采集抗凝血备用。
１．２．１　外周血淋巴细胞分离　采用文献［１０－１１］报道的方
法，取抗凝血２ｍＬ，用等量 Ｈａｎｋｓ液稀释，将其加于２ｍＬ淋
巴细胞分离液上层，２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸取淋巴细胞，
移入无菌离心管，适量 Ｈａｎｋｓ液洗涤２次，２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，弃上清，ＲＭＰＩ１６４０完全培养基（含１００ｍＬ／Ｌ小牛血
清）悬浮沉淀，６ｇ／Ｌ台盼蓝拒染，活细胞计数，调整细胞浓度
为１×１０６个／ｍＬ的单细胞悬液，取９６孔平底细胞培养板，每
孔加淋巴细胞悬液１００μＬ，并取１６４０培养液补加到２００μＬ
共同培养。以每孔１００μＬ１６４０培养液作阴性对照，然后在
每孔加入２０μＬＣｏｎＡ（终浓度５μｇ／ｍＬ）和１０μＬ脂多糖ＬＰＳ
（终浓度１０μｇ／ｍＬ），再用１６４０培养液补加到２００μＬ，作阳
性空白对照。每试验点设３个复孔，置４０℃、５％ＣＯ２培养箱
中培养。培养结束前３ｈ加入１０ｇ／ＬＭＴＴ１０μＬ。培养结束
后室温下 ２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，去上清，加入 １５０μＬ

ＤＭＳＯ溶液，用酶标仪在 ５７０ｎｍ波长下检测各孔吸光度
（Ｄ）。
１．２．２　淋巴细胞转化率的计算　淋巴细胞转化率 ＝（试验
组平均吸光度 －对 照平均 吸光 度）／对照 平均 吸光
度×１００％。　
１．２．３　数据处理和分析　采用 ＳＰＳＳ１８．０统计软件分析试
验数据，结果以“平均值 ±标准误”表示，显著性分析采用方
差分析和多重比较。

２　结果与分析

由表１可知：Ⅱ组的淋巴细胞转化率在１５、２２日龄时显
著或极显著高于Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ组，３６、４３、５０日龄时Ⅱ组的
淋巴细胞转化率与Ⅰ组差异不显著。Ⅲ组的淋巴细胞转化率
在１５、２２、２９、３６、４３日龄时显著或极显著高于Ⅰ组，５０日龄
时和Ⅳ组差异不显著。Ⅳ组的淋巴细胞转化率极在１５、２２、
２９、３６日龄时显著高于Ⅰ组，２９、３６日龄时极显著高于Ⅱ组。
Ⅴ组的淋巴细胞转化率在１５、２２、２９、３６、４３日龄时极显著高
于Ⅰ组，在２９、３６、４３日龄时极显著高于Ⅱ组，２２、２９、３６、４３
日龄时显著或极显著高于Ⅲ、Ⅳ组。Ⅵ组的淋巴细胞转化率
在１５、２２、２９、３６、４３日龄时极显著高于Ⅰ组，２９、３６、４３日龄
时极显著高于Ⅱ组，２２、２９、３６日龄时极显著高于Ⅲ组，２２、
２９、３６、４３日龄时极显著或显著高于Ⅳ组。

表１　口服剂对淋巴细胞转化率的影响

组别
不同日龄淋巴细胞转化率（％）

１５ｄ ２２ｄ ２９ｄ ３６ｄ ４３ｄ ５０ｄ
Ⅰ ２０．３３２±０．１８６ａＡ ２１．５１４±０．１８３ａＡ ２２．３９１±０．２０９ａＡ ２１．６１８±０．２１２ａＡ ２０．８６３±０．１７６ａＡ ２０．４９８±０．２３５ａＡ
Ⅱ ２５．３１２±０．１７５ｃＣ ２９．７３２±０．２１４ｆＣ ２３．１５３±０．２６７ｂＡＢ ２１．４２１±０．２４３ａＡ ２０．６１９±０．３３７ａＡ ２０．２３５±０．３３５ａＡ
Ⅲ ２２．５１７±０．２０３ｂＢ ２５．４２１±０．２０８ｂＢ ２４．２１５±０．３１２ｃＢ ２２．２５４±０．３１６ｂＡＢ ２１．５４５±０．２１７ｂＡＢ ２０．５１４±０．２０２ａｂＡ
Ⅳ ２２．５０８±０．１６９ｂＢ ２６．２４３±０．１９８ｃＣ ２６．３４１±０．２７６ｄＣ ２４．５１４±０．３４３ｃＢＣ ２２．４５８±０．１８１ｃＡＢＣ ２１．０３８±０．２５２ｂｃＡ
Ⅴ ２３．８８６±０．１９５ｃＢＣ ２９．０３５±０．１８３ｅＣ ２８．３１６±０．２６８ｆＤ ２６．４２３±０．２２７ｅＤ ２３．７７４±０．２６１ｅＣ ２１．６１７±０．２６６ｃＡ
Ⅵ ２３．３６２±０．１６６ｃＢ ２８．１３３±０．１７８ｄＣ ２７．６３９±０．２４３ｅＣＤ ２５．２４６±０．２７５ｄＣＤ ２２．９３６±０．２８９ｄＢＣ ２１．２６８±０．２７７ｂｃＡ

　　注：同列数据后不同大写、小写字母分别表示在０．０１、０．０５水平上差异显著。下同。

　　由表２可知：Ⅱ组的淋巴细胞转化率在１５、２２日龄时极
显著高于Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ组，３６、４３、５０日龄时与Ⅰ组差异不显著；
Ⅲ组的淋巴细胞转化率在１５、２２、２９、３６、４３日龄时显著或极
显著高于Ⅰ组，２９、３６、４３日龄时显著高于Ⅱ组；Ⅳ组的淋巴
细胞转化率在１５、２２、２９、３６日龄时极显著高于Ⅰ组，２９、３６、
４３日龄时极显著高于Ⅱ组，２９、３６、４３、５０日龄时显著或极显

著高于Ⅲ组；Ⅴ组的淋巴细胞转化率在１５、２２、２９、３６、４３日龄
时极显著高于Ⅰ组，２９、３６、４３日龄时极显著高于Ⅱ组，２２、
２９、３６日龄时极显著高于Ⅲ、Ⅳ组；Ⅵ组的淋巴细胞转化率在
１５、２２、２９、３６、４３日龄时极显著高于Ⅰ组，２９、３６、４３日龄时极
显著高于Ⅱ组，２２、２９、３６日龄时极显著高于Ⅲ组，２２、２９、３６、
４３日龄时极显著或显著高于Ⅳ组。

表２　针剂对淋巴细胞转化率的影响

组别
不同日龄淋巴细胞转化率（％）

１５ｄ ２２ｄ ２９ｄ ３６ｄ ４３ｄ ５０ｄ
Ⅰ ２０．４６３±０．２８８ａＡ ２１．６３７±０．２０５ａＡ ２３．０９０±０．２３８ａＡ ２２．５１１±０．２０４ａｂＡＢ ２１．２１２±０．１７６ａＡ ２０．５６２±０．２３５ａＡ
Ⅱ ２７．３３１±０．２２４ｆＤ ３１．１１９±０．２３０ｆＣ ２５．２０６±０．２７２ｂＢ ２２．１６８±０．２７１ａＡ ２１．０１７±０．３３７ａＡ ２０．１５４±０．３３５ａＡ
Ⅲ ２４．２２１±０．２７０ｂＢ ２６．４２５±０．２４９ｂＢ ２５．３７８±０．２９６ｂｃＢ ２２．８２７±０．３８４ｂＡＢ ２１．２０４±０．２１７ａＡ ２０．２６６±０．２０２ａＡ
Ⅳ ２５．２７０±０．２５１ｃＢＣ ２８．３６４±０．２２８ｃＢ ２５．２７５±０．２８１ｂＢ ２３．０４１±０．３９１ｂＡＢ ２１．２８９±０．１８１ａｂＡ ２０．２１５±０．２５２ａＡ
Ⅴ ２６．６８１±０．２０６ｅＣＤ ３０．６１６±０．１９５ｅＣ ２６．４９１±０．３６３ｄＢ ２３．８４５±０．２５３ｃＢ ２１．９８８±０．２６１ｂＡ ２０．６５６±０．２６６ａＡ
Ⅵ ２５．８４７±０．２１６ｄＢＣＤ ２９．５３４±０．１８６ｄＢＣ ２５．８６８±０．２６７ｃｄＢ ２３．３５２±０．２８１ｃＡＢ ２１．４２５±０．２８９ａｂＡ ２０．３０４±０．２７７ａＡ

　　由图１可知，无论是针剂还是口服剂，淋巴细胞转化率均
在第２周升到最高；在１～２周相同剂量下针剂要优于口服
剂；从第３周开始，针剂与口服剂的淋巴细胞转化率均随时间

延长逐渐降低，针剂的淋巴细胞转化率均比口服剂下降更快，

相同剂量下口服剂药效时间要比针剂长。从见效时间来看，

以针剂中剂量效果最好；从药效延续性来看，以口服剂中剂量
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效果最好。

３　结论与讨论

细胞免疫主要包括淋巴细胞的增殖与转化、淋巴因子分

泌等，淋巴细胞转化率的高低可以反映机体的细胞免疫水平，

因此可将其作为测定机体免疫功能的指标之一。本研究表

明：雏鸡的免疫功能随着日龄增加不断发育完善，其淋巴细胞

转化功能一般在第 ２周便接近成年鸡，这与以往研究结
果［１２－１３］相似；而通过口服剂和针剂进行盐酸左旋咪唑、黄芪

多糖和不同浓度的复方中药多糖给药均能不同程度地提高淋

巴细胞转化率。

盐酸左旋咪唑处理可提高淋巴细胞转化率，这与乔彦良

等的报道［１４］基本一致，但该处理的淋巴细胞转化率在后期又

低于空白组，可能与其毒副作用有关。黄芪多糖处理在第

１～５周均显著提高了淋巴细胞转化率，这与姜国均等的报
道［１５］基本一致，验证了黄芪多糖有较强的淋巴细胞转化率效

果。从不同浓度复方中药多糖对淋巴细胞转化率的影响来

看，复方中药多糖在一定程度上存在剂量依赖性，但超过某一

限度则会减弱，只有合适浓度才能起到更好的免疫作用。从

整体来看，随着时间的推移、血药浓度的下降、雏鸡自身细胞

功能的完善，药物对其免疫系统的作用已不明显，但是可在雏

鸡免疫系统未完善阶段加速其细胞免疫功能的发育和完善。

盐酸左旋咪唑针剂可提高机体免疫功能，但在后期也出

现淋巴细胞转化率下降现象，说明盐酸左旋咪唑的副作用确

实存在。黄芪多糖针剂也表现出较高的淋巴细胞转化效果，

这与唐雪明等的报道［７］基本一致。对比３种剂量针剂复方中
药多糖淋巴细胞转化率，以中剂量（２５．０ｍｇ／ｍＬ）组效果最
好，其次是低剂量 （１２．５ｍｇ／ｍＬ）组，最后是高剂量
（５０．０ｍｇ／ｍＬ）组，显示出淋巴细胞转化率的提高幅度与多糖
浓度不呈正相关，只有合适药物浓度才能起到更好的免疫作

用，这也印证了多糖双向调节作用的事实［１６］。

在复方中药多糖对淋巴细胞转化率的影响方面，整体来

说，皮下注射效果在前２周要优于口服剂，原因是针剂不经胃
肠道，受消化系统的影响较小，吸收快，药效迅速；从第３周到
试验结束，口服剂效果要优于针剂，这可能与药物的消化吸收

有关，随着药物进入机体，见效较缓，但是药效时间长。

目前在家禽疾病日益复杂、免疫效果不太理想的情况下，

对免疫增强剂的推广应用有重要意义。以盐酸左旋咪唑为代

表的西药免疫增强剂虽然见效快，但是也出现了毒副作用大、

残留时间长等问题［１７－１９］，作为新型免疫增强剂的中药多糖逐

渐被接受，而免疫增强剂的免疫增强作用过程十分复杂，中药

多糖免疫增强剂会因其成分、浓度、剂量、剂型的改变而不同。

能否将复方中药多糖针剂与添加缓释剂相结合，研制出缓释

的复方免疫增强剂针剂，以进一步延长其药效时间，还有待进

一步研究。
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