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中药复方多糖对鸡淋巴细胞免疫信号分子表达的影响

郭　晓１，商云霞１，王梦远１，刘晓婷１，杨红洋１，陈　洁１，谷新利１

（石河子大学动物科技学院，新疆石河子８３２０００）

　　摘要：探讨在体外环境下不同质量浓度中药复方多糖对鸡外周血淋巴细胞信号分子表达的影响。分别采用２００、
１００、５０、２５、０μｇ／ｍＬ５个中药复方多糖质量浓度梯度在体外条件下刺激鸡外周血淋巴细胞，采用 ＥＬＩＳＡ法测定中药
多糖作用１、２、４ｈ时细胞内环磷酸腺苷（ｃＡＭＰ）、环磷酸鸟苷（ｃＧＭＰ）的含量，以及作用２４ｈ时钙离子（Ｃａ２＋）、一氧化
氮（ＮＯ）、一氧化氮合成酶（ｉＮＯＳ）的分泌水平。结果表明，与对照组相比，试验组能显著提高细胞培养上清中 ｃＡＭＰ、
ｃＧＭＰ的水平（Ｐ＜０．０５）。当作用１ｈ时，１００μｇ／ｍＬ多糖处理组与其他试验组的ｃＡＭＰ差异显著（Ｐ＜０．０５）；作用２、
４ｈ时，２００μｇ／ｍＬ多糖组的ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ分泌水平显著高于其他试验组。与对照组相比，１００、２００μｇ／ｍＬ多糖组能显
著提高细胞培养上清液中Ｃａ２＋、ＮＯ的分泌水平（Ｐ＜０．０５），２５、５０μｇ／ｍＬ多糖组对淋巴细胞中Ｃａ２＋、ＮＯ的分泌水平
无显著影响（Ｐ＞０．０５）。中药复方多糖能显著提高淋巴细胞分泌 ｉＮＯＳ的水平（Ｐ＜０．０５），而与其他多糖组相比，
１００μｇ／ｍＬ多糖组淋巴细胞分泌 ｉＮＯＳ的水平显著提高（Ｐ＜０．０５）。中药复方多糖可通过改变 Ｃａ２＋、ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ、
ＮＯ、ｉＮＯＳ等细胞内信号分子的活性或含量而启动细胞信号传导，从而调节细胞的活性和功能，促进相关基因的表达
和释放，发挥免疫调节作用。
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　　中草药具有安全、低毒、低残留、不易产生抗药性等优点，
被广泛研究并运用到畜禽生产中以有效增强畜禽机体抵抗病

原的能力。研究发现，中草药中提取的多糖是能够调节畜禽

免疫力的主要物质之一［１］。单一活性多糖是近年来中药免

疫药理学研究的热点，却鲜见关于中药复方多糖的研究。目

前，中药多糖免疫调节作用的机制尚未明确。已有研究发现，

中药多糖通过与免疫细胞表面受体结合，改变环磷酸腺苷

（ｃＡＭＰ）、环磷酸鸟苷（ｃＧＭＰ）、钙离子（Ｃａ２＋）、一氧化氮

（ＮＯ）、一氧化氮合成酶（ｉＮＯＳ）等免疫细胞内信号分子的活
性或含量而启动细胞信号传导，调节细胞的活性和功能，促进

相关基因的表达和释放，发挥免疫调节作用［２－３］。

朱晓庆等研究发现，中药复方免疫增强剂能在一定质量

浓度范围内增强鸡的免疫调节作用［４］。本试验以鸡外周血

淋巴细胞为研究对象，在体外条件下研究一定纯度中药复方

多糖对淋巴细胞中环磷酸腺苷（ｃＡＭＰ）、环磷酸鸟苷
（ｃＧＭＰ）、钙离子（Ｃａ２＋）、一氧化氮（ＮＯ）、诱导型一氧化氮合
成酶（ｉＮＯＳ）等信号分子产生的影响，为进一步揭示中药复方
多糖的作用机制提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验药物
中药复方多糖是由笔者所在实验室自主开发的中药复方

免疫增强剂，经水提－醇沉法提取后，由 ＡＢ－８大孔吸附树
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脂吸附解吸附后获得精制中药多糖，经苯酚 －硫酸法测定中
药多糖含量为 ７９．６％。采用灭菌蒸馏水将其配制成
２００μｇ／ｍＬ的中药复方多糖母液，经０．２２μｍ微孔滤膜过滤
后，于４℃下储存备用。
１．２　试剂与仪器

葡萄糖标准品、苯酚、氢氧化钠、碳酸氢钠、乙醇、丙酮、石

油醚、浓硫酸均为 ＡＲ级。鸡外周血淋巴细胞分离液（ＴＢＤ，
天津市灏洋生物制品科技有限责任公司），ＰＢＳ磷酸缓冲液
（ＨｙＣｌｏｎｅ，赛默飞世而生物化学制品北京有限公司），胎牛血
清（Ｇｉｂｃｏ公司），ＲＰＭＩ１６４０培养基（ＨｙＣｌｏｎｅ），双抗（Ｇｉｂｃｏ
公司）。鸡ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ、Ｃａ２＋、ＮＯ、ｉＮＯＳＥＬＩＳＡ检测试剂盒均
购自上海蓝基生物科技有限公司。

生物安全柜（Ｔｈｅｒｍｏ公司），ＣＯ２培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ公司），
垂直离心机（Ｔｈｅｒｍｏ公司），ＯＬＹＭＰＵＳ倒置相差显微镜，
ＰｏｗｅｒＷａｖｅＸＳ２ＢｉｏＴｅｋ型酶标仪。
１．３　试验动物

４０羽新疆黄麻鸡购自石河子市孵化场，按照试验动物饲
养方法饲养至体质量达１．５～２．０ｋｇ。
１．４　试验方法
１．４．１　鸡外周血淋巴细胞的分离与培养　采用含 ＥＤＴＡ的
无菌采血管在鸡翅下静脉采集２ｍＬ血液，将血液用等体积
ＰＢＳ液稀释混匀，将稀释的４ｍＬ血液缓慢加入４ｍＬ淋巴细
胞分离液层上，采用 Ｆｉｃｏｌｌ密度梯度离心法（２２℃，８００ｇ，垂
直离心３０ｍｉｎ），收集中间层白色云雾状的外周血单核细胞
（ＰＢＭＣ）。得到的细胞经 ５倍体积的 ＰＢＳ（４℃）洗涤 ２次
（２５００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ），最后采用完全ＲＰＭＩ１６４０培养液
洗涤１次（２５００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ）。将细胞重悬在１ｍＬ含
１５％胎牛血清的完全ＲＰＭＩ１６４０培养液中，于３７℃、５％ ＣＯ２
恒温培养箱中培养２ｈ，除去贴壁细胞，收集悬浮细胞。采用

ＰＢＳ缓冲液洗涤细胞２次（１５００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ），再用完
全ＲＰＭＩ１６４０培养基重悬悬浮细胞，经台盼蓝染色，细胞存活
率大于９５％，采用细胞计数板计数并调整细胞浓度至 ５×
１０６个／ｍＬ。试验分为５个组，即空白对照组（多糖质量浓度
为０μｇ／ｍＬ）以及不同质量浓度多糖组，多糖组的终质量浓
度分别为２００、１００、５０、２５μｇ／ｍＬ。
１．４．２　淋巴细胞 ｃＡＭＰ和 ｃＧＭＰ的测定　按上述方法分离
培养淋巴细胞，调整细胞浓度至５×１０６个／ｍＬ。取６个２４孔
培养板，按以上分组，每组５个孔，每孔加入１ｍＬ淋巴细胞悬
液并加入多糖，使其终质量浓度分别达到 ２００、１００、５０、２５、
０μｇ／ｍＬ。将培养板置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养１、２、
４ｈ，分时段离心收集细胞培养上清。按ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书
测定ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ的含量。
１．４．３　淋巴细胞 Ｃａ２＋、ＮＯ、ｉＮＯＳ的测定　按以上方法分离
培养并分组，于 ３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养 ２４ｈ后，以
３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，收集细胞上清液。采用ＥＬＩＳＡ法测
定Ｃａ２＋、ＮＯ、ｉＮＯＳ的含量，严格按照试剂盒说明书进行操作。
１．４．４　数据分析　各项免疫指标数据结果以“平均值 ±标
准差”（ｘ±ｓ）表示。采用 ＳＰＳＳ１７．０软件对各免疫性状结果
进行单因素方差分析。统计分析结果均以α＝０．０５作为差异
显著性判断标准。

２　结果与分析

２．１　中药复方多糖对ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ含量的影响
由表１可知，与对照组相比，试验组显著提高了细胞培养

上清中ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ的水平（Ｐ＜０．０５）。当作用１ｈ时，与其
他试验组相比，１００μｇ／ｍＬ多糖组的 ｃＡＭＰ差异显著（Ｐ＜
０．０５）；当作用２、４ｈ时，２００μｇ／ｍＬ多糖组的ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ分
泌水平显著高于其他试验组。

表１　中药复方多糖对鸡外周血淋巴细胞内ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ含量的影响

中药复方多糖终质量浓度

（μｇ／ｍＬ）
ｃＡＭＰ（ｎｇ／ｍＬ） ｃＧＭＰ（ｎｇ／ｍＬ）

１ｈ ２ｈ ４ｈ １ｈ ２ｈ ４ｈ
２００ ０．１８３±０．０１１ｂ ０．２０７±０．０１６ｃ ０．２４５±０．０１５ｃ ０．１６５±０．０１１ｂ ０．１７２±０．０１０ｃ ０．１８２±０．０１５ｃ
１００ ０．１９２±０．０４６ｃ ０．１９４±０．０１０ｂ ０．２０４±０．０１２ｂ ０．１４３±０．００４ｂ ０．１５０±０．０３６ｂ ０．１５５±０．０１０ｂ
５０ ０．１８２±０．０１３ｂ ０．１９１±０．００８ｂ ０．２０２±０．００７ｂ ０．１３３±０．０２６ｂ ０．１３７±０．００６ｂ ０．１４３±０．００８ｂ
２５ ０．１７９±０．０１１ｂ ０．１８２±０．０１５ｂ ０．１９６±０．０１４ｂ ０．１２７±０．００７ｂ ０．１３２±０．０１５ｂ ０．１３９±０．０１４ｂ
ＣＫ ０．１６７±０．０１４ａ ０．１７４±０．０１０ａ ０．１８２±０．０１０ａ ０．１１９±０．００２ａ ０．１２１±０．０１０ａ ０．１２６±０．００４ａ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。下表同。

２．２　中药复方多糖对Ｃａ２＋、ＮＯ、ｉＮＯＳ含量的影响
由表２可知，与对照组相比，１００、２００μｇ／ｍＬ多糖组显著

提高了细胞培养上清中 Ｃａ２＋、ＮＯ的水平（Ｐ＜０．０５），２５、
５０μｇ／ｍＬ多糖组对鸡外周血淋巴细胞产生Ｃａ２＋、ＮＯ的水平
无显著影响。与对照组相比，试验组显著提高了细胞培养上

清中 ｉＮＯＳ的水平（Ｐ＜０．０５），而与其他试验组相比，
１００μｇ／ｍＬ多糖组显著提高了淋巴细胞分泌ｉＮＯＳ的水平。

３　结论与讨论

作为细胞内重要的第二信使，ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ对机体免疫

表２　中药复方多糖对鸡外周血淋巴细胞内Ｃａ２＋、ＮＯ、ｉＮＯＳ含量的影响

中药复方多糖终质量浓度

（μｇ／ｍＬ）
Ｃａ２＋
（ｎｇ／ｍＬ）

ＮＯ
（μｍｏｌ／Ｌ）

ｉＮＯＳ
（ｎｇ／ｍＬ）

２００ ０．１５２±０．０１４ｂ ０．１２７±０．０１２ｂ ０．４４１±０．０４８ｂ
１００ ０．１３１±０．０１２ｂ ０．１６２±０．５３２ｂ ０．５０２±０．０８１ｃ
５０ ０．１２５±０．３３３ａ ０．１３７±０．０２８ａ ０．４０６±０．０４７ｂ
２５ ０．１１９±０．０３６ａ ０．１３０±０．０１６ａ ０．３６６±０．０２９ｂ
ＣＫ ０．１１６±０．１４２ａ ０．１２７±０．０１７ａ ０．２７７±０．３４７ａ
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功能具有重要作用。多数研究结果表明，多糖能够调节动物

体内淋巴细胞产生ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ的含量，促进免疫细胞活化、
增殖，使机体发挥免疫调节作用［５］。研究发现，黄芪多糖能

使小鼠脾淋巴细胞中 ｃＧＭＰ浓度迅速升高，一定剂量的半枝
莲多糖能使小鼠脾淋巴细胞内ｃＡＭＰ水平升高［６］。赵飞艳等

研究表明，沙葱多糖可显著提高淋巴细胞内 ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ含
量［７］。本研究表明，一定纯度的中药复方多糖能显著提高淋

巴细胞培养上清中ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ的水平，且ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ的平
均水平随着时间的延长及中药复方多糖质量浓度的升高而增

加，这与帅学宏等［８］、高建峰等［９］利用其他多糖的研究结果

具有相似趋势。

钙离子是细胞信号转导的重要分子之一，对淋巴细胞信

号转导和功能实现具有重要作用［１０］。淋巴细胞钙离子水平

直接影响淋巴细胞的分裂、巨噬细胞的吞噬作用并促进

ＩＬ－２的释放等。研究表明，多糖可引起淋巴细胞内钙离子
浓度的改变，从而调节机体免疫功能［１１］。本研究表明，一定

纯度的中药复方多糖能显著提高淋巴细胞培养上清中 Ｃａ２＋

的水平，这与刘媛等的研究结果［１２］相一致。

一氧化氮（ＮＯ）是由一氧化氮合成酶（ｉＮＯＳ）催化，经多
步氧化还原反应而生成的，在生物体内是一种重要的信使分

子和效应分子［１３］。张明等研究发现，适宜剂量的中药复方多

糖（ＣＰＰＳ）能显著提高小鼠脾淋巴细胞的增殖活性和细胞培
养液中的 ＮＯ含量，提示 ＣＰＰＳ可能通过 ＮＯ介导信号通路，
引起ｃＧＭＰ生成，进而发挥其免疫调节作用［１４－１６］。余桂朋等

研究发现，艾叶多糖能增强巨噬细胞生成ＮＯ的能力，且在试
验剂量范围内存在剂量－效应关系［１７］。本研究表明，一定纯

度的中药复方多糖能促进鸡外周血淋巴细胞中 ＮＯ、ｉＮＯＳ的
生成，这与韩杰等关于一定浓度刺五加多糖对体外培养的仔

猪外周血淋巴细胞内ＮＯ、ｉＮＯＳ影响的研究结果［１８］相一致。

一定纯度的中药复方多糖能通过提高细胞内 Ｃａ２＋、ＮＯ、
ｉＮＯＳ的水平来改变ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ分泌，影响免疫细胞信号的
传导，从而发挥免疫调节作用。
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