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!基础研究!

含红芪'黄芪的益气养血汤与补中益气汤含药血清对

HI+J5

小鼠脾淋巴细胞免疫功能影响的比较研究

杨思霞#

#李#纬#

#孙美花#

#张文君!

#张高林%

#程卫东#

摘要#目的#比较分别含红芪"黄芪的益气养血汤和补中益气汤含药血清对
HI+J5

小鼠脾淋巴细胞

免疫功能影响差别# 方法#

8"

只青龄昆明种小鼠随机分为益气养血汤红芪组"益气养血汤黄芪组"补中

益气汤红芪组"补中益气汤黄芪组"空白组$每组
#"

只$连续灌胃
#G

天$制备含药血清和空白血清# 提取

HI+J5

小鼠脾淋巴细胞$分为益气养血汤红芪含药血清组"益气养血汤黄芪含药血清组"补中益气汤红

芪含药血清组"补中益气汤黄芪含药血清组和空白血清组$以相应含药血清和空白血清培养%

HI+J5

鼠

组和青龄鼠组以完全培养液分别培养
HI+J5

小鼠和青龄小鼠脾淋巴细胞# 不同质量分数&

!"K

"

G"K

"

5"K

'含药血清和空白血清培养
HI+J5

小鼠脾淋巴细
!G

"

G5

"

6! /

$

+))

法检测各组脾淋巴细胞增殖功

能$确定最佳含药血清质量分数和作用时间# 另取
HI+J5

和青龄小鼠脾淋巴细胞$

G

个含药血清组和空

白血清组以最佳质量分数血清培养
HI+J5

小鼠脾淋巴细胞至最佳作用时间$

HI+J5

鼠组和青龄鼠组

以完全培养液分别培养
HI+J5

小鼠和青龄小鼠脾淋巴细胞
G5 /

$流式细胞仪检测脾
)

淋巴细胞表面

&C!5

L

"

&C#8!

L分子的表达$

:M(HI

法检测培养上清液中
)4N

"

!

的表达$实时荧光定量
J&O

和
*9BP

"

9-= Q21P

检测脾
)

淋巴细胞
J(%R ;O4I

和蛋白的表达# 结果#

+))

结果显示$当分别含红芪和黄芪的

益气养血汤含药血清质量分数为
G"K

培养
G5 /

$分别含红芪和黄芪的补中益气汤含药血清质量分数为

G"K

培养
6! /

时$

HI+J5

小鼠脾淋巴细胞增殖效果最佳# 与青龄鼠组比较$

HI+J5

鼠组小鼠脾
)

淋

巴细胞表面
&C!5

L分子表达下降$

&C#8!

L分子表达增高&

J S"

!

"8

'$

)4N

"

!

表达及
J(%R ;O4I

和蛋

白表达降低&

J S"

!

"8

'# 与空白血清组比较$分别含红芪和黄芪的益气养血汤和补中益气汤含药血清组

小鼠脾
)

淋巴细胞表面
&C!5

L分子表达升高$

&C#8!

L分子表达降低&

J S "

!

"8

'$

)4N

"

!

表达及
J(%R

;O4I

和蛋白表达均升高&

J S "

!

"8

'# 益气养血汤红芪含药血清组和益气养血汤黄芪含药血清组

&C!5

L分子表达分别高于补中益气汤红芪含药血清组和补中益气汤黄芪含药血清组&

J S"

!

"8

'# 与益

气养血汤黄芪含药血清组比较$益气养血汤红芪含药血清组及补中益气黄芪含药血清组
J(%R ;O4I

表

达增高&

J S"

!

"8

'%与补中益气汤红芪含药血清组比较$益气养血汤红芪含药血清组及补中益气汤黄芪

含药血清组
J(%R ;O4I

表达降低&

J S"

!

"8

'# 结论#含红芪的益气养血汤和补中益气汤含药血清在

上调
HI+J5

小鼠脾
)

淋巴细胞
J(%R ;O4I

表达上更具优势%含红芪和黄芪的益气养血汤含药血清在上

调
&C!5

L分子表达上优于含红芪和黄芪的补中益气汤含药血清$但在调节
J(%R ;O4I

表达上$含红芪和

黄芪的补中益气汤含药血清更具优势#

关键词#免疫衰老%

HI+J5

小鼠% 脾淋巴细胞% 益气养血汤% 补中益气汤

&1;T,-,P<U9 HPV@PW 1= :XX9.PB 1X Y<Z< Y,=>[V9 C9.1.P<1= ,=@ QV\/1=> Y<Z< C9.1.P<1= &1=P,<=<=>

H9-V;B ?<P/ O,@<[ ]9@WB,-< 1- O,@<[ IBP-,>,2< 1= (;;V=121><. NV=.P<1= 1X HI+J5 +<.9 HT29=<.

MW;T/1.WP9B

#

YI4^ H<

"

[<,

#

!

M( *9<

#

!

H_4 +9<

"

/V,

#

!

`]I4^ *9=

"

FV=

!

!

`]I4^ ^,1

"

2<=

%

!

,=@

&]:4^ *9<

"

@1=>

#

#

# &1229>9 1X )-,@<P<1=,2 &/<=9B9 +9@<.<=9

!

H1VP/9-= +9@<.,2 _=<U9-B<PW

!

^V,=>\/1V

$

8#"8#8

%&

! D=.121>W C9T,-P;9=P 1X ^,=BV J-1U<=.<,2 ]1BT<P,2 1X )-,@<P<1=,2 &/<=9B9 +9@<.<=9

!

M,=\/1V
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% C9T,-P;9=P 1X )-,@<P<1=,2 &/<=9B9 +9@<.<=9

!

^,=BV P-,@<P<1=,2 &/<=9B9 +9@<.<=9 H./112

!

M,=\/1V

$

6%""8"

%

IQH)OI&)

#

DaF9.P<U9

#

)1 .1;T,-9 P/9 @<XX9-9=P 9XX9.PB a9P?99= Y<Z< Y,=>[V9 ,=@ QV\/1=> Y<Z<

C9.1.P<1= &1=P,<=<=> H9-V;B ?<P/O,@<[ ]9@WB,-< 1- O,@<[ IBP-,>,2< 1= <;;V=121><. XV=.P<1= 1X HI+J5

;<.9 BT29=<. 2W;T/1.WP9B3+9P/1@B

#

N<XPW W1V=> RV=;<=> ;<.9 ?9-9 -,=@1;2W @<U<@9@ <=P1 8 >-1VTB

#

Y<Z<

Y,=>[V9 C9.1.P<1= ?<P/ O,@<[ ]9@WB,-<

$

YYCO]

%

>-1VT

!

Y<Z< Y,=>[V9 C9.1.P<1= ?<P/ O,@<[ IBP-,>,2<

$

YYCOI

%

>-1VT

!

QV\/1=> Y<Z< C9.1.P<1= ?<P/ O,@<[ ]9@WB,-<

$

QYCO]

%

>-1VT

!

QV\/1=> Y<Z< C9.1.P<1=

?<P/ O,@<[ IBP-,>,2<

$

QYCOI

%

>-1VT ,=@ a2,=b >-1VT

!

#" <= 9,./ >-1VT3 41-;,2 B,2<=9 ,=@ ;9@<.<=9

?9-9 .1=P<=V1VB <=P-,>,BP-<. ,@;<=<BP-,P9@ X1- #G @,WB P1 T-9T,-9 @-V>

"

.1=P,<=<=> B9-V;B ,=@ a2,=b B9-

"

V;3 HT29=<. 2W;T/1.WP9B ?9-9 @<U<@9@ <=P1 8 >-1VTB

#

YYCO] .1=P,<=<=> B9-V; >-1VT

!

YYCOI .1=P,<=<=>

B9-V; >-1VT

!

QYCO] .1=P,<=<=> B9-V; >-1VT

!

QYCOI .1=P,<=<=> B9-V; >-1VT ,=@ a2,=b B9-V; >-1VT

!

,=@ ?9-9 .V2PV-9@ ?<P/ B9-V;B ,..1-@<=>2W 3 )/9 BT29=<. 2W;T/1.WP9B 1X HI+J5 ;<.9 >-1VT ,=@ W1V=>

;<.9 >-1VT ?9-9 .V2P<U,P9@ ?<P/ .1;T29P9 ;9@<V;3 )1 @9P9-;<=9 P/9 1TP<;,2 B9-V; .1=.9=P-,P<1= ,=@ .V2

"

PV-9 P<;9 1= T-1;1P<=> T-12<X9-,P<1= 1X HI+J5 ;<.9 BT29=<. 2W;T/1.WP9B

!

+)) ,BB,W ?,B T9-X1-;9@ ,XP9-

.V2PV-<=> !G /

!

G5 / ,=@ 6! / ?<P/ !"K

!

G"K

!

5"K .1=.9=P-,P<1= 1X ;9@<.,P9@ B9-V;B ,=@ a2,=b B9-V;

-9BT9.P<U92W 3 HI+J5 ;<.9 BT29=<. 2W;T/1.WP9B ?9-9 9[T1B9@ ?<P/ P/9 a9BP .1=.9=P-,P<1= 1X ;9@<.,P9@

B9-V;B ,=@ a2,=b B9-V; P1 1TP<;,2 .V2PV-9 P<;93 HI+J5 ;<.9 >-1VT ,=@ W1V=> ;<.9 >-1VT ?9-9 .V2PV-9@

?<P/ .1;T29P9 ;9@<V; X1- G5 /3 :[T-9BB<1=B 1X &C!5

L

,=@ &C#8!

L

;129.V29B 1= P/9 BV-X,.9 1X BT29=<. )

2W;T/1.WP9B ?9-9 ;9,BV-9@ aW X21? .WP1;9P-W 3 )/9 29U92 1X )4N

"

!<= 2W;T/1.WP9B .V2PV-9 BVT9-=,P,=P

?,B P9BP9@ aW :M(HI3 O9,2 P<;9 X2V1-9B.9=.9 ZV,=P<P,P<U9 J&O ,=@ *9BP9-= a21P ?9-9 VB9@ P1 @9P9.P 9[

"

T-9BB<1= 1X J(%R ;O4I ,=@ <PB T-1P9<=3 O9BV2PB

#

+)) -9BV2PB B/1?9@ P/,P YYCO]EYYCOI ,=@ QYCO]E

QYCOI .1=P,<=<=> B9-V;B .1V2@ 9=/,=.9 P/9 T-12<X9-,P<1= 1X HI+J5 ;<.9 BT29=<. 2W;T/1.WP9B

!

,=@ P/9

9XX9.P ?,B P<;9 ,=@ @1B,>9 @9T9=@9=P3 )/9 a9BP 9XX<.,.W <= 9=/,=.<=> 2W;T/1.WP9B T-12<X9-,P<1= ?9-9 1a

"

P,<=9@ aW .V2P<U,P<=> ?<P/ G"K YYCO]EYYCOI .1=P,<=<=> B9-V;B X1- G5 / 1- ?<P/ G"K QYCO]EQYCOI

.1=P,<=<=> B9-V;B X1- 6! /3 &1;T,-9@ ?<P/ W1V=> ;<.9 >-1VT

!

&C#8!

L

29U92 1X HI+J5 ;<.9 <=.-9,B9@

!

,=@ 9[T-9BB<1=B 1X &C!5

L

!

)4N

"

!

!

J(%R ;O4I ,=@ <PB T-1P9<= @9.-9,B9@

$

J S "

%

"8

%

3 &1;T,-9@ ?<P/

a2,=b B9-V; >-1VT

!

&C#8!

L

29U92 1X .1=P,<=<=> B9-V;B >-1VTB @1?=

"

-9>V2,P9@

!

?/<29 9[T-9BB<1=B 1X

&C!5

L

!

)4N

"

!

!

J(%R ;O4I ,=@ <PB T-1P9<= VT

"

-9>V2,P9@

$

J S"

%

"8

%

3 )/9 9[T-9BB<1= 1X &C!5

L

<= YYCO]E

YYCOI .1=P,<=<=> B9-V; >-1VT ?,B /<>/9- P/,= P/,P <= QYCO]EQYCOI .1=P,<=<=> B9-V; >-1VT -9BT9.

"

P<U92W

$

J S"

%

"8

%

3 &1;T,-9@ ?<P/ YYCOI @-V> B9-V; >-1VT

!

;1-9 9[T-9BB<1= 1X J(%R ;O4I <= YYCO]

,=@ QYCOI .1=P,<=<=> B9-V; >-1VT ?,B @9P9.P9@

$

J S "

%

"8

%

3 Q9B<@9B

!

<P B/1?9@ X9?9- 9[T-9BB<1= <=

YYCO] ,=@ QYCOI .1=P,<=<=> B9-V; >-1VT P/,= <= QYCO] .1=P,<=<=> B9-V; >-1VT

$

J S"

%

"8

%

3 &1=.2V

"

B<1=B

#

YYC ,=@ QYC ?<P/ O,@<[ ]9@WB,-< .1=P,<=<=> B9-V;B ,-9 ;1-9 ,@U,=P,>91VB <= VT

"

-9>V2,P<=> P/9

9[T-9BB<1= 1X J(%R ;O4I <= P/9 BT29=<. ) 2W;T/1.WP9B 1X HI+J5 ;<.93 YYCO] ,=@ YYCOI .1=P,<=<=>

B9-V;B ,-9 BVT9-<1- P1 QYCO] ,=@ QYCOI .1=P,<=<=> B9-V;B <= <=.-9,B<=> P/9 9[T-9BB<1= 1X &C!5

L

;129.V29

!

?/<29 P/<B ,@U,=P,>9 <B -9U9-B9@ <= -9>V2,P<1= P/9 J(%R ;O4I3

R:Y*DOCH

#

<;;V=1B9=9B.9=.9

&

HI+J5 ;<.9

&

BT29=<. 2W;T/1.WP9

&

Y<Z< Y,=>[V9 C9.1.P<1=

&

QV\/1=> Y<Z< C9.1.P<1=

##补中益气汤出自李东垣(脾胃论)#*以辛甘温之

剂!补其中而升其阳!甘寒以泻其火则愈矣+ 经曰#劳

者温之!损者益之+ 盖温能除大热!大忌苦寒之药!损

其脾胃+ 脾胃之证!始得则热中!今立治势得之证+,

用于脾胃气虚'气虚下陷证+ 益气养血汤出自(中华

人民共和国药典)

-

#

.

#*功效益气养血+ 用于气血不足

所致的气短心悸'面色不华'体虚乏力+,两方均是以

黄芪为君药的补益方剂+ 黄芪$

O,@<[ IBP-,>,2<

%和

红芪$

O,@<[ ]9@WB,-<

%为豆科植物不同种属!均具

有益气固表'扶正固本等功效-

#

.

+ 前期研究显示!含

红芪和黄芪的补中益气汤和益气养血汤具有调节免

疫-

!

$

8

.

!抗免疫衰老-

7

!

6

.和抗氧化-

5

.的作用+ 快速老

化小鼠
5

$

B9=9B.9=.9 ,..929-,P9@ ;1VB9 T-1=9

5 ;<.9

!

HI+J5

%以学习记忆功能呈增龄性加速衰退
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为主要特征!因其快速生长周期及稳定的遗传表型!越

来越多地被应用于老化相关的研究-

$

.

+ 本研究选择

黄芪为君药的补中益气汤和益气养血汤!以其含药血

清作用于
HI+J5

小鼠脾淋巴细胞!在复方层面上进

一步比较分别含黄芪和红芪复方含药血清调节衰老个

体免疫功能的差别!并探讨同为补益方剂!分别含红芪

和黄芪的补中益气汤和益气养血汤含药血清在免疫调

节的作用差异+

材料与方法

#

#实验动物#清洁级昆明种青龄小鼠!

#5 c

!! >

!

5

周龄!

7"

只!雌雄各半!由兰州大学实验动物

中心提供!实验动物许可证号#

H&dR

$甘%

!"#%

$

"""!

&

HJN

级
HI+J5

小鼠!

!8 c %" >

!

8 c 7

月龄!

#"

只!雄性!由北京华阜康生物科技股份有限公司提

供!实验动物许可证号#

H&dR

$京%

!"#G

$

"""G

+ 本

研究中所有涉及动物的实验均经兰州大学动物伦理委

员会的批准!具体实验方法和实验过程均符合兰州大

学动物实验伦理管理规范+

!

#实验药物#根据(中华人民共和国药典)

-

#

.

!

含黄芪补中益气汤方剂组成#炙黄芪
!"" >

'党参

7" >

'炙甘草
#"" >

'炒白术
7" >

'当归
7" >

'升麻

7" >

'柴胡
7" >

'陈皮
7" >

+ 含红芪补中益气汤方剂

以炙红芪
!"" >

替换炙黄芪+ 含黄芪益气养血汤方剂

组成#人参
5

!

% >

'黄芪
5%

!

G >

'党参
68 >

'麦冬
8" >

'

当归
%%

!

% >

'炒白术
%%

!

% >

'地黄
%%

!

% >

'制何首乌

%" >

'五味子
!8 >

'陈皮
%%

!

% >

'地骨皮
!8 >

'鹿茸

#

!

6 >

'淫羊藿
8" >

+ 含红芪益气养血汤方剂以红芪

5%

!

G >

替换黄芪+ 上述药材均购于兰州市药材市场!

经甘肃农业大学蔺海明教授鉴定合格+ 根据体表面积

换算得出小鼠的灌胃剂量-

#"

.

+ 补中益气汤为
G >

$生

药%

E

$

b>

"

@

%!益气养血汤为
7 >

$生药%

E

$

b>

"

@

%+

将各组药物加入适量的水浸泡
"

!

8 c # /

!水煎
!

次!

第
#

次
# /

!第
!

次
"

!

8 /

!充分混合
!

次药液!浓缩过

滤至每毫升含
# >

生药!

G

%冷藏备用+

%

#试剂与仪器#

OJ+( +9@<V; #7G" a,B<.

$

#d

%培养基$赛默飞世尔生物化学制品有限公司!批

号#

4I]#G7#

%&胎牛血清$美国海克隆公司!批号#

"$"5#7!

%&

:`

"

H9T +D+H: (d

淋巴细胞分离液$深

圳达科为生物技术有限公司!批号#

%%O"!#G"7

%&噻

唑蓝$

+))

!美国
H<>;,

公司!批号#

!"#G"#"!G#5

%&

J:I

"抗小鼠
&C!5

'

IJ&I

"抗小鼠
&C#8!

$

&)MI

"

G

!美国
Q<129>9=@

公司!批号分别是
Q#5%%5$

'

Q#58GG8

%&小鼠肿瘤坏死因子"

!

酶联免疫吸附测定

试剂盒$

)4N

"

!:M(HI

试剂盒!深圳达科为生物技术

有限公司%&总
O4I

提取试剂盒$上海
J-1;9>,

生物

技术有限公司!批号#

!"#%"7"#

%&反转录试剂盒!聚

合酶链反应扩增试剂盒!

Q&I

蛋白定量试剂盒$南京

诺唯赞生物科技有限公司!批号分别是
O!##

$

"!

!

e###

$

"!

!

!#%"8#

%&磷脂酰肌醇"

%

"激酶 $

T/1B

"

T/,P<@W2<=1B<P12

"

%

"

b<=,B9

!

J(%R

% 引物$上海生工生

物工程股份有限公司!批号#

$G"7"55"%#

%&

&C!5

抗

体$美国
(;;V=1?,W

公司!批号#

H&I

"

#7!%

%&

O(JI

裂解液!

HCH

"

JI^:

凝胶制备试剂盒!电泳液和电转

液!封闭洗液$北京索来宝公司!批号分别是
O""!7

!

!"#G##"G

!

!"#8"G#%

!

!"#8"G"%

%&

"

"肌动蛋白$

"

"

,.

"

P<=

% 抗体 $美国
(;;V=1?,W

公司!批号#

Q$$"#

%+

&d!%

型倒置显微镜$日本
D2W;TVB

公司%&

&D

!

培养

箱'低温冰箱$日本
H,=W1

公司%&

)CM

"

G"Q

型和
)^M

"

#7^

型离心机$上海安亭科学仪器厂%&

I"7"7#G!!

超

净工作台$苏净集团安泰公司%&

75"

型酶标仪$美国

Q<1

"

O,@

公司%&

NI&H _=<U9-B,2 M1,@9-

流式细胞仪

$美
QC

公司%&

M<>/P.W.29- G5" J&O

仪$美国
O1./9

公司%&

4,=10V9

分光光度计'

(;,>9eV,=P%8"

凝胶成

像系统分析仪$美国
^:

公司%&三恒多电泳仪
CYY

"

6&

型$北京六一仪器厂%+

G

#方法

G

!

#

#含药血清制备#取
8"

只青龄昆明种小鼠

按随机数字表法分为
8

组!分别是益气养血汤红芪组'

益气养血汤黄芪组'补中益气汤红芪组'补中益气汤黄

芪组'空白组!每组
#"

只!分别以红芪益气养血汤'黄

芪益气养血汤
7 >

$生药%

E

$

b>

"

@

%!红芪补中益气汤'

黄芪补中益气汤
G >

$生药%

E

$

b>

"

@

%!空白组以等体

积生理盐水灌胃!每天
#

次!连续给药
#G

天!末次灌

胃
! /

后眼球摘除取血!收集血清!将同组血清混合吹

匀后!

87

%水浴
%" ;<=

灭活!用
"

!

!! #;

微孔过滤

器过滤除菌分装! $

5"

%储存备用+

G

!

!

#小鼠脾脏淋巴细胞悬液的制备 # 将

HI+J5

小鼠和青龄小鼠脱颈处死后浸泡在
68K

酒精

中
8 ;<=

!超净台下!平衡达到室温!刻度吸管吸取

G ;M

小鼠淋巴细胞分离液!加入在直径为
%8 ;;

的

培养皿中!将无菌
!""

目尼龙网放置于培养皿上!无

菌取出小鼠脾脏!放置于尼龙网上!研磨脾脏!使脾淋

巴细胞经尼龙网过滤后浸入淋巴细胞分离液中!随后

将培养皿内液体转移至
#8 ;M

离心管中!加入

G"" #M OJ+(

"

#7G"

培养液形成界面!

! """ - E;<=

离

心
G" ;<=

!离心后可见上层为
OJ+(

"

#7G"

培养液!中

层为絮状分布的淋巴细胞!下层为红细胞沉淀!吸取淋
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%

巴细胞!转移至另一个
#8 ;M

离心管中!并加入

#" ;M OJ+(

"

#7G"

培养液!吹打均匀!

# 8"" - E;<=

离

心
#" ;<=

+离心后!可见白色沉淀即为淋巴细胞!弃上

清液!加入
# ;M OJ+(

"

#7G"

培养液吹匀重悬!细胞

计数!调整细胞浓度+

G

!

%

#含药血清时效量效关系的测定 # 将

HI+J5

小鼠和青龄小鼠脾淋巴细胞悬液的细胞数目

调整为
8

&

#"

6个
E;M

!将制备好的含药血清和空白血

清用完全
OJ+( +9@<V; #7G"

培养液配置为浓度

!"K

'

G"K

'

5"K

+ 将
HI+J5

小鼠脾淋巴细胞悬液

与
8

个组的不同浓度含药血清各
#"" #M

!加入
$7

孔

细胞培养板中!每个浓度设
8

个重复培养孔+ 同时设

HI+J5

鼠组和青龄鼠组+

HI+J5

鼠组和青龄鼠组

分别以
HI+J5

小鼠和青龄小鼠脾淋巴细胞与含

#"K

胎牛血清完全
OJ+( +9@<V; #7G"

培养液各

#"" #M

共同培养+ 以含
#"K

胎牛血清完全
OJ+(

+9@<V; #7G"

培养液
!"" #M

孔为调零组+ 分别培

养
!G /

'

G5 /

'

6! /

后!加入质量浓度为
8 ;>E;M

的

+)) !" #M

!继续
&D

!

培养箱培养
G /

!加入
#"K

HCH #"" #M

!吹打至充分混匀!置于
&D

!

培养箱中继

续培养!

%6

%恒温过夜!酶标仪
86" =;

测
DC

值!以

空白孔校正调零!得到结果以
DC

值表示+ 依据
+))

实验结果得到最适含药血清浓度及最佳培养时间!进

行后续实验+

G

!

G

# 脾脏
)

淋巴细胞表面分子
&C!5

L

'

&C#8!

L

$

&)MI

"

G

%表达检测#补中益气汤红芪含药

血清组'补中益气汤黄芪含药血清组'益气养血汤红芪

含药血清组'益气养血汤黄芪含药血清组'空白血清组

分别以制备的最佳浓度含药血清与
HI+J5

小鼠脾淋

巴细胞共培养!青龄鼠组和
HI+J5

鼠组以含
#"K

胎

牛血清完全
OJ+( +9@<V; #7G"

培养液分别与青龄

鼠和
HI+J5

鼠脾淋巴细胞共培养+ 取
!G

孔板!加入

含
#"K

胎牛血清完全
OJ+( +9@<V; #7G"

培养液'

#"K

空白血清'

G"K

含红芪和含黄芪的益气养血汤含

药血清!另取
!G

孔板!加入
G"K

含红芪和含黄芪的补

中益气汤含药血清!每孔
8"" #M

!每组设
%

个复孔!根

据分组加入细胞浓度为
!

&

#"

6个
E;M

的青龄鼠脾淋

巴细胞和
HI+J5

小鼠脾淋巴细胞
8"" #M

+ 将有益

气养血汤黄芪含药血清组和益气养血汤红芪含药血清

组的
!G

孔板放入
&D

!

培养箱培养
G5 /

!将有补中益

气汤黄芪含药血清组和补中益气汤红芪含药血清组的

!G

孔板放入
&D

!

培养箱培养
6! /

后!分别标记收集

于
! ;M

离心管中!

! 8"" - E;<=

离心
8 ;<=

!收集上清

液! $

!"

%保存备用+ 用
"

!

"# ;12EM JQH

洗涤细胞

沉淀后用
# ;M JQH

重悬! 调整细胞浓度为

#

&

#"

6个
E;M

+取各组细胞悬液
!"" #M

!加入
!

个

#

!

8 ;M

离心管中!每管
#"" #M

!其中一管加
J:I

"抗

小鼠
&C!5

L

!另一管加
IJ&I

"抗小鼠
&C#8!

L

+

G

% 避光孵育
%" ;<=

后!

JQH

洗细胞
#

次!

! 8"" - E;<=

离心
8 ;<=

!弃上清液!

8"" #M JQH

重悬

细胞!上流式细胞仪检测+

G

!

8

#检测培养上清液中
)4N

"

!

的表达#酶联免

疫吸附法检测+ 取上述
G

!

G

项中培养所得上清液!严

格按照检测
)4N

"

!:M(HI

试剂盒说明书操作!于酶标

仪
G8" =;

波长处测定
DC

值!并根据试剂盒中提供

的标准品浓度绘制标准曲线!计算其质量浓度!单位用

T>E;M

表示+

G

!

7

#检测脾
)

淋巴细胞中
J(%R ;O4I

的表达

采用实时荧光定量
J&O

法检测+ 取
G

!

G

项中培养好

的细胞悬液
#"" #M

!细胞浓度为
#

&

#"

6个
E;M

!严格

按照总
O4I

提取试剂盒说明书提取
O4I

!紫外分光

光度仪检测
;O4I

水平及纯度+

O4I

纯度
fI

!7"

E

I

!5"

!比值范围在
#

!

5 c !

!

#

+ 反转录总反应体系为

!" #M

!反应条件#

!8

%

8 ;<=

!

G!

%

#8 ;<=

!

58

%

8 ;<=

+取
# #M .C4I

在
!" #M J&O

体系中扩增+

反应条件#预变性
$8

%

8 ;<=

!退火延伸
$8

%

#" B

'

7"

%

%" B

! 共
G"

个循环+测出
!&P

值并分析溶解曲

线!以
"

"

,.P<=

为内参!用比较
!!&P

值法计算出

;O4I

的相对表达量#

!!&P f

$实验组目的基因
&P

值$实验组内参基因
&P

值% $$对照组目的基因
&P

值$对照组内参基因
&P

值%+ 引物序列见表
#

+

表
#

#各基因引物序列及产物长度

引物 序列$

8

'$

%

'% 长度$

aT

%

J(%R

上游#

II)&I^&&II&I^&I&I&I^ !"

下游#

&^I^I&II^^^)II^^^III

"

"

,.P<=

上游#

I&&I&I^)&&I)^&&I)&I& #6G

下游#

)&&I&&I&&&)^))^&)^)I

G

!

6

#检测
HI+J5

鼠脾脏淋巴细胞
J(%R

蛋白

的表达#蛋白质免疫印迹法$

*9BP9-= a21P

%检测+

取
G

!

G

项中培养好的细胞悬液并调整浓度为
#

&

#"

6个
E;M

!取
#"" #M

!加入
O(JI

裂解液!提取脾淋巴

细胞总蛋白!

Q&I

法检测各组蛋白浓度!调整浓度后

加上样缓冲液!混匀后
#""

%煮沸
8 ;<=

+ 按照
HCH

"

JI^:

凝胶配制试剂盒说明书配胶!进行电泳'湿转+

8K

脱脂奶粉溶液室温封闭
#

!

8 /

!加
J(%R

一抗!

G

%

孵育过夜!

)QH)

洗涤
#" ;<=

&

%

次!加二抗!室温孵

育
! /

!

)QH)

洗涤
#" ;<=

&

%

次!加
:&M

显色剂入暗

室进行手动曝光+
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%

"!!(##"

表
!

#含黄芪和含红芪的益气养血汤和补中益气汤含药血清对鼠脾淋巴细胞增殖的时效量效关系#$

[

(

B

%

组别
含药血清

浓度$

K

%

=

脾
)

淋巴细胞增殖活性

!G / G5 / 6! /

青龄鼠 /

8 "

)

8$%

(

"

)

"%" "

)

76%

(

"

)

"7# "

)

775

(

"

)

"#5

HI+J5

鼠 /

8

"

)

#G$

(

"

)

""5

"

"

)

775

(

"

)

#!8

"

)

7"5

(

"

)

"G"

"

空白血清
!" 8

"

)

!#"

(

"

)

""6

"

"

)

%77

(

"

)

"#!

"!

"

)

!%#

(

"

)

""G

"!

G" 8

"

)

!8"

(

"

)

"#G

"

#

)

GG6

(

"

)

"5#

"

"

)

5%%

(

"

)

"6"

5" 8

"

)

!6%

(

"

)

"G!

"!

"

)

5#8

(

"

)

!7"

!

"

)

G58

(

"

)

#"7

"!

益气养血汤红芪
!" 8

"

)

!G!

(

"

)

""G

"

"

)

!5$

(

"

)

""G

"!

"

)

!G5

(

"

)

""G

"!

G" 8

"

)

%""

(

"

)

"#7

"!

#

)

$G#

(

"

)

!75

"!

#

)

"%8

(

"

)

#"!

5" 8

"

)

%75

(

"

)

""7

"!

#

)

G%$

(

"

)

#!6

"

"

)

5!$

(

"

)

"8G

"

益气养血汤黄芪
!" 8

"

)

!G"

(

"

)

""8

"

"

)

!6G

(

"

)

""8

"!

"

)

!86

(

"

)

""%

"!

G" 8

"

)

!G7

(

"

)

"#"

"

#

)

577

(

"

)

%8"

"!

"

)

$!"

(

"

)

###

5" 8

"

)

!5$

(

"

)

"#%

"

#

)

"7#

(

"

)

#!!

"!

"

)

5%%

(

"

)

"$$

"

补中益气汤红芪
!" 8

"

)

!%6

(

"

)

""G

"

"

)

!6"

(

"

)

""%

"!

"

)

%#G

(

"

)

"#!

"!

G" 8

"

)

!$"

(

"

)

""5

"

#

)

6"G

(

"

)

"!"

"!

!

)

"G$

(

"

)

#!%

"

5" 8

"

)

%77

(

"

)

""!

"!

#

)

%76

(

"

)

"5#

"

#

)

7$!

(

"

)

##$

"!

补中益气汤黄芪
!" 8

"

)

!%!

(

"

)

""6

"

"

)

!77

(

"

)

""%

"!

"

)

%"%

(

"

)

"#!

"!

G" 8

"

)

!65

(

"

)

""6

"!

#

)

7%!

(

"

)

"7%

"

!

)

""#

(

"

)

##!

"!

5" 8

"

)

%7"

(

"

)

""!

"!

#

)

%65

(

"

)

"G8

"

#

)

8$$

(

"

)

"%8

"!

##注#与青龄鼠组比较!

"

J S"

!

"8

&与
G"K

空白血清组比较!

!

J S"

!

"8

##

G

!

5

#统计学方法#应用
HJHH !!

!

"

软件进行

统计分析!数据以
[

(

B

表示!经方差齐性检验后采用

单因素方差分析!若满足方差齐性!则多重比较用

MHC

"

P

检验!若不满足方差齐性!多重比较用
CV==9PP

)%

检验!

J S"

!

"8

为差异有统计学意义+

结##果

#

#各组脾
)

淋巴细胞增殖的时效量效关系$表

!

%#

G"K

分别含红芪和黄芪的益气养血汤含药血清

培养
G5 /

!

G"K

分别含红芪和黄芪的补中益气汤含药

血清培养
6! /

对
HI+J5

小鼠脾淋巴细胞增殖效果

最佳!以此作为后续实验研究条件+

!

#各组脾
)

淋巴细胞
&C!5

L

'

&C#8!

L

$

&)MI

"

G

%

表达比较$表
%

%#与青龄鼠组比较!

HI+J5

鼠组及

空白血清组小鼠脾
)

淋巴细胞表面
&C!5

L分子表

达下降!

&C#8!

L分子表达增高$

J S "

!

"8

%&与空白

血清组比较!分别含红芪和黄芪的益气养血汤和补

中益气汤含药血清组小鼠脾
)

淋巴细胞表面

&C!5

L分子表达升高!

&C#8!

L分子表达降低$

J S

"

!

"8

%!补中益气汤红芪含药血清组和补中益气汤黄

芪含药血清组之间!益气养血汤红芪含药血清组和

益气养血汤黄芪含药血清组之间差异无统计学意义

$

J g"

!

"8

%+ 益气养血汤红芪含药血清组和益气养

血汤黄芪含药血清组
&C!5

L分子表达分别高于补

中益气汤红芪含药血清组和补中益气汤黄芪含药血

清组$

J S"

!

"8

%+

%

#各组培养上清液中
)4N

"

!

表达比较$表
G

%#

与青龄鼠组比较!

HI+J5

鼠组脾
)

淋巴细胞培养上清

表
%

#含黄芪和红芪的益气养血汤和补中益气汤

对
HI+J5

鼠脾
)

淋巴细胞表面分子表达比较#$

K

!

[

(

B

%

组别
=

&C!5

L

&C#8!

L

$

&)MI

"

G

%

青龄鼠
% !"

)

#!

(

"

)

6# #

)

#8

(

"

)

##

HI+J5

鼠
%

%

)

6G

(

"

)

7G

"

%

)

"7

(

"

)

!6

"

空白血清
%

G

)

!#

(

"

)

6$

"

!

)

%7

(

"

)

G8

"

益气养血汤红芪含药血清
%

#"

)

56

(

#

)

G5

!

#

)

8!

(

"

)

#8

!

益气养血汤黄芪含药血清
%

#"

)

5!

(

#

)

G6

!#

#

)

5"

(

"

)

#%

!

补中益气汤红芪含药血清
%

$

)

"G

(

"

)

8$

!$

#

)

8"

(

"

)

#%

!

补中益气汤黄芪含药血清
%

$

)

"6

(

"

)

%7

!

#

)

7$

(

"

)

!8

!

##注#与青龄鼠比较!

"

J S "

!

"8

&与空白血清比较!

!

J S "

!

"8

&与补

中益气汤黄芪含药血清组比较!

#

J S "

!

"8

&与益气养血汤红芪含药血

清组比较!

$

J S"

!

"8

表
G

#各组培养上清液中
)4N

"

!

表达比较#$

T>E;M

!

[

(

B

%

组别
= )4N

"

!

青龄鼠
#" #5

)

%G

(

#

)

6"

HI+J5

鼠
#"

G

)

8"

(

"

)

8!

"

空白血清
#" G

)

5G

(

"

)

#"

益气养血汤红芪含药血清
#"

#"

)

"G

(

"

)

86

!

益气养血汤黄芪含药血清
#"

$

)

5#

(

"

)

8#

!

补中益气汤红芪含药血清
#"

$

)

85

(

"

)

86

!

补中益气汤黄芪含药血清
#"

5

)

58

(

"

)

6!

!

##注#与青龄鼠组比较!

"

J S"

!

"8

&与空白血清组比较!

!

J S"

!

"8

液中
)4N

"

!

表达降低$

J S "

!

"8

%+ 与空白血清组比

较!分别含红芪和黄芪的益气养血汤及补中益气汤含

药血清组脾
)

淋巴细胞培养上清液中
)4N

"

!

表达增

高$

J S"

!

"8

%+ 其余各组间比较!差异无统计学意义

$

J g"

!

"8

%+

G

#各组
J(%R ;O4I

及蛋白的表达比较$图
#

!

表
8

%#与青龄鼠组比较!

HI+J5

鼠组脾
)

淋巴细胞
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%

J(%R ;O4I

和
J(%R

蛋白的表达降低$

J S"

!

"8

%&与

空白血清组比较!分别含红芪和黄芪的益气养血汤和

补中益气汤含药血清组
HI+J5

小鼠脾
)

淋巴细胞

J(%R ;O4I

和蛋白表达均升高$

J S"

!

"8

%+ 与益气

养血汤黄芪含药血清组比较!益气养血汤红芪含药血

清组及补中益气黄芪含药血清组
J(%R ;O4I

表达

增高$

J S"

!

"8

%&与补中益气汤红芪含药血清组比较!

益气养血汤红芪含药血清组及补中益气汤黄芪含药血

清组
J(%R ;O4I

表达降低$

J S"

!

"8

%+ 益气养血汤

红芪含药血清组
J(%R ;O4I

和蛋白表达高于补中

益气汤黄芪含药血清组$

J S "

!

"8

%!其余各组
J(%R

蛋白表达差异无统计学意义$

J g"

!

"8

%+

##注#

I

为青龄鼠组&

Q

为
HI+J5

鼠组&

&

为空白血清组&

C

为益气养血汤红芪含药血清组&

:

为益气养血汤黄芪含药血清

组&

N

为补中益气汤红芪含药血清组&

^

为补中益气汤黄芪含药

血清组

图
#

#各组小鼠脾
)

淋巴细胞
J(%R

蛋白表达

表
8

#各组
HI+J5

小鼠脾
)

淋巴细胞
J(%R ;O4I

'

J(%R

蛋白表达比较#$

[

(

B

%

组别
=

J(%R ;O4I

$

!!

&P

值%

J(%R

蛋白
E"

"

,.P<=

青龄鼠
#" 5

)

66

(

"

)

"6 "

)

67

(

"

)

"G

HI+J5

鼠
#"

"

"

"

)

"8

(

"

)

"!

"

空白血清
#" !

)

"G

(

"

)

"G "

)

"5

(

"

)

"#

益气养血汤红芪含药血清
#"

6

)

##

(

"

)

!#

!#

"

)

!6

(

"

)

"%

!#

益气养血汤黄芪含药血清
#"

%

)

"6

(

"

)

"7

!#$

"

)

#$

(

"

)

"#

!

补中益气汤红芪含药血清
#"

5

)

%8

(

"

)

"5

!#$

"

)

#$

(

"

)

"%

!

补中益气汤黄芪含药血清
#"

7

)

6G

(

"

)

#%

!

"

)

#5

(

"

)

"!

!

##注#与青龄鼠组比较!

"

J S"

!

"8

&与空白血清组比较!

!

J S"

!

"8

&与补中益

气汤黄芪含药血清组比较!

#

J S "

!

"8

&与益气养血汤红芪含药血清组比

较!

$

J S"

!

"8

讨##论

中医学关于衰老的认识早有记载!(素问"上古

天真论)中说*女子七岁肾气盛!齿更发长00而无子

耳+,强调了肾主藏精在人体生长和衰老中的作用+

脾胃为气血生化之源!气血旺盛而神采奕奕!气血不

足!阳衰于外!阴虚于内!必然形萎神衰-

##

.

+ 人体衰老

时!气血失和!肾之精气渐衰!水谷精微补充不足!补中

益气汤和益气养血汤均是以黄芪为君药的补益方剂!

具有补中益气养血功效-

#

.

+ 红芪是豆科植物多序岩

黄芪的干燥根!与黄芪同科异属!均具有益气固表'扶

正固本等功效-

#

.

+ 长期以来!红芪被看做黄芪的正品

来源之一!在西北地区!常以红芪替代黄芪使用!二者

在外形和成分上有差别-

#!

.

!红芪水提取物促进
)

淋巴

细胞增殖力'

4R

细胞活性和促进细胞因子
(M

"

!

和
(M

"

G

的分泌能力优于黄芪-

#%

.

+ 以君'臣'佐'使组方的复

方是中医治疗疾病的主要应用形式!因此本研究选择

黄芪为君药的补中益气汤和益气养血汤!在复方层面

上进一步比较黄芪和红芪调节衰老个体免疫功能的差

别!为红芪的开发利用提供理论依据!并探讨同为补益

方剂!补中益气汤和益气养血汤在免疫调节的作用

差异+

免疫衰老是免疫系统随年龄的增长发生相关结构

和功能的进行性退变!特征是体液免疫和细胞免疫应

答下降-

#G

!

#8

.

+ 免疫衰老的一个主要表现是
)

淋巴细

胞功能降低和数量改变-

#7

.

+

&C!5

L分子是
&CG

L

'

&C5

L

)

细胞表面的协同刺激分子!随着年龄增长!

&C!5

L分子表达缺失的
)

细胞逐渐增多!

&C!5

L分

子表达的缺失是免疫衰老的重要标志之一-

#6

.

+

)

细

胞活化过程中!首先
)

细胞抗原受体$

) .922 -9.9T

"

P1-

!

)&O

% 与抗原提呈细胞 $

,=P<>9= T-9B9=P<=>

.922

!

IJ&

%表面主要组织相容性复合体$

;,F1- /<B

"

P1.1;T,P<a<2<PW .1;T29[

!

+&]

%"抗原肽结合!提供

第一信号-

#5

.

!

&C!5

L与
Q6

分子结合!提供第二信号!

同时刺激
(M

"

!

'

)4N

"

!

等细胞因子产生-

#G

.

+ 细胞毒性

)

细胞相关抗原
G

$

.WP1P1[<. ) 2W;T/1.WP9

"

,BB1.<

"

,P9@ ,=P<>9= G

!

&)MI

"

G

%!亦称
&C#8!

L 分子!与

&C!5

L有共同配基
Q6

分子!其与
Q6

分子结合后!胞

质区免疫受体酪氨酸抑制基序 $

<;;V=1-9.9TP1-

PW-1B<=9

"

a,B9@ <=/<a<P1-W ;1P<X

!

()(+

%的酪氨酸被

磷酸化!与含有
H]!

结构域的蛋白酪氨酸磷酸酶"

#

$

B-.

"

/1;121>W ! @1;,<=

"

.1=P,<=<=> T-1P9<= PW-1

"

B<=9 T/1BT/,P,B:I

"

#

!

H]J

"

#

%和含
H]!

结构域的

8

'肌醇磷酸酶$

B-.

"

/1;121>W ! @1;,<=

"

.1=P,<=<=>

<=1B<P128

'"

T/1BT/,P,B9

!

H](J

% 结合!抑制
)

细胞活

化信号的转导-

#G

.

+

)/#

主要辅助细胞免疫!可分泌

)4N

"

!

!

)

细胞活化过程中!

&C!5

L与
Q6

分子结合!

提供第二信号!刺激
)4N

"

!

产生+

)4N

"

!

是重要的

促炎因子!具有细胞毒性'抗病毒'免疫调节等

功能-

#$

.

+

J(%R

存在于细胞质中!以酪氨酸磷酸化依赖形式

与
&C!5

L胞浆面尾结合后!参与调节丝裂原活化蛋白

激酶$

;<P1>9=

"

,.P<U,P9@ T-1P9<= b<=,B9

!

+IJR

%信

号途径以及
&C!5

L分子协同刺激信号!使
)

细胞活化

后产生的一系列生物学效应!如促
)

细胞增殖'细胞因
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%

"!)+##"

子分泌和加强
)

细胞抗病毒能力等-

!"

$

!%

.

+ 在
)

细胞

活化中!

J(%R

"

IR)

"

;)DO

信号通路的激活可加速细

胞周期进行'抑制细胞凋亡-

!%

.

+

本实验研究结果表明!含红芪和黄芪的益气养血

汤和补中益气汤含药血清通过增加
)

淋巴细胞活化过

程中
&C!5

L分子表达以及信号转导的重要激酶
J(%R

表达!调节
HI+J5

小鼠淋巴细胞免疫功能+ 在上调

&C!5

L分子表达上!含红芪和黄芪的益气养血汤含药

血清优于含红芪和黄芪的补中益气汤含药血清+ 但在

增加
)

细胞活化信号转导过程中
J(%R

表达上!含红

芪和黄芪的补中益气汤含药血清较含红芪和黄芪的益

气养血汤含药血清更具优势+ 复方中含红芪与含黄芪

对比发现!含红芪的益气养血汤和补中益气汤含药血

清在上调
J(%R

表达上优于含黄芪的益气养血汤和补

中益气汤含药血清!这对红芪填补黄芪来源不足等开

发利用提供了依据+

利益冲突#本文无任何个人'商业'学术或财务利

益冲突+
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