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中药有效部位组方对高温刺激小鼠肠道

淋巴细胞体外增殖的影响

王自力１，２，董　虹１，刘凤华３，毛　帅３，刘仁志１，许剑琴１

（１．中国农业大学动物医学院，北京１０００９４；２．西南大学动物

科技学院，重庆４００７１５；３．北京农学院动物科学系，北京１０２２０６）

摘　要：根据中兽医“君、臣、佐、使”的组方原则和正交试验设计法将藿香、苍术、黄柏和石膏４味中药的有效部位

按照不同剂量组合成８个不同中药有效部位复方，利用 ＭＴＴ法检测高温刺激小鼠肠道淋巴细胞增殖情况，探讨各

个复方对高温刺激小鼠肠道淋巴细胞体外增殖的影响及其组方机制。结果表明：以中药有效部位复方 Ａ１Ｂ１Ｃ１Ｄ１

（黄柏生物碱、藿香挥发油、苍术挥发油各２００μｇ／ｍＬ，石膏水提物１００μｇ／ｍＬ）对高温刺激小鼠肠道淋巴细胞体外

增殖效果最优，复方中以藿香挥发油和黄柏生物碱为主药，苍术挥发油和石膏水提物为臣、佐药，以藿香挥发油和

苍术挥发油交互作用较好。
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　３期 王自力等：中药有效部位组方对高温刺激小鼠肠道淋巴细胞体外增殖的影响

　　方剂是在中（兽）医理论指导下，辨证论治的基

础上，根据动物病情需要选择适当的（两味或多味）

中药，酌定用量，按照一定的组成原则，配伍组合而

成。药物决定方剂的功效，方剂中药味的增加或减

少以及用量均可导致方剂配伍关系和功效变化。在

中药方剂及新药研究中，虽可根据中兽医理论和临

床经验选择药物和组方，但中药方剂多为复方，且药

物剂量不一，即存在多因素多水平特点［１］，为中兽药

作用机理研究、中药现代化和新药开发及其产业化

带来很多困难。正交试验设计是采用规格化的正交

表，使试验因素和水平得到合理安排，并通过试验结

果分析各因素对试验观察指标的影响，分清各因素

之间的主次关系和交互作用，确定各因素不同水平

的最佳组合，是多因素多水平试验效率最高的设计

方法。

　　热应激可引起动物免疫机能下降，如引起小鼠

胸腺指数、脾脏指数、淋巴细胞增殖活性、ＩＬ２浓度

及其受体表达等下降［２］，诱导胸腺细胞和脾脏细胞

凋亡，并引起动物胸腺和脾脏萎缩［３］，还可通过下丘

脑－垂体－肾上腺皮质轴引起皮质醇水平升高而影

响动物正常的生理和免疫功能［４６］。因此，本试验在

中兽医方剂“君、臣、佐、使”组方原则的指导下，通过

正交设计法和 ＭＴＴ法检测淋巴细胞增殖，以研究

不同水平及藿香、苍术、黄柏和石膏有效部位不同组

方对高温刺激小鼠肠道淋巴细胞增殖的影响。

１　材料与方法

１１　药品与试剂

　　中药有效部位：石膏水提物（犌狔狆狊狌犿犳犻犫狉狅狊狌犿

ｗａｔｅｒｅｘｔｒａｃｔ，ＧＦＷＥ）（硫酸钙含量为９２％）、黄柏

生物碱（犆狅狉狋犲狓狆犺犲犾犾狅犱犲狀犱狉犻’狊ａｌｋａｌｏｉｄ，ＣＰＡ）（小

檗碱含量为４２．０％）、藿香挥发油包合物（犎犲狉犫犪

犪犵犪狊狋犪犮犺犻狊’狊ａｅｔｈｅｒｏｌｅａ，ＨＡＡ）（百秋里醇含量

３０．４７％）、苍术挥发油包合物（犚犺犻狕狅犿犪犪狋狉犪犮狋狔犾狅

犱犻’狊ａｅｔｈｅｒｏｌｅａ，ＲＡＡ）（β桉叶油醇含量３３．６３％），

均由本课题组制备和定量测定，临用前分别用

ＲＰＭＩ１６４０基础培养基配制成１ｍｇ／ｍＬ。

　　ＲＰＭＩ１６４０基础培养基、Ｈａｎｋ’ｓ干粉为 Ｈｙ

ｃｌｏｎｅ公司产品；小牛血清，购自北京元亨圣马生物

技术研究所；二硫苏糖醇（ＤＴＴ），购自北京科昊泽

生物技术有限公司；噻唑蓝（ＭＴＴ）、二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ），购自 Ａｍｒｅｓｃｏ公司；Ⅱ型胶原酶、ＥＤ

ＴＡ、植物血凝素（ＰＨＡ）购自Ｓｉｇｍａ公司；小鼠淋

巴细胞分离液，购自天津灏洋生物制品科技有限

责任公司。

１２　试验方法

１．２．１　小鼠肠道淋巴细胞分离与培养　参照文献

方法［７８］分离肠道淋巴细胞，即脱臼处死１８～２２ｇ

ＢＡＬＢ／ｃ鼠，置于７５％酒精中浸泡５ｍｉｎ，取出十二

指肠到回盲肠结之间的肠道组织；用含有１０００ＩＵ

双抗的Ｈａｎｋ’ｓ洗涤液反复冲洗；将肠道组织块剪

成１ｃｍ×１ｃｍ大小置于含１０００ＩＵ双抗、５％小牛

血清Ｈａｎｋ’ｓ洗涤液中浸泡５ｍｉｎ，重复３次；加入

２０ｍＬ３７℃ ＥＤＴＡＤＴＴ消化液，间断振荡消化３０

ｍｉｎ，收集消化液１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ以获取淋

巴细胞；向剩余组织块中加入２０ｍＬ３７℃的０．１％

Ⅱ型胶原酶液，３７℃恒温振荡水浴锅中以２５０ｒ／ｍｉｎ

振荡消化４０ｍｉｎ；将剩余消化液经２层无菌医用纱

布过滤；１００００ｒ／ｍｉｎ离心滤液５ｍｉｎ，收集细胞后

用完全培养基洗涤２次；将２次收集的淋巴细胞悬

液缓慢加入到淋巴细胞分离液上层，以２０００ｒ／ｍｉｎ

离心２０ｍｉｎ，收集淋巴细胞分离液层和培养液中间

的淋巴细胞层；用１０％小牛血清 ＲＰＭＩ１６４０完全

细胞培养基以１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ方式洗涤淋

巴细胞２次，并经玻璃纤维棉柱过滤；经０．３％台盼

蓝拒染法计算细胞活力＞９０％后，用１０％小牛血清

完全培养基调整淋巴细胞数量为１×１０６／ｍＬ，按照

０．５ｍＬ／孔加入９６孔细胞培养板后，置３７℃、５％

ＣＯ２培养箱中培养。

１．２．２　正交试验设计　根据正交试验设计要求，考

察藿香挥发油、苍术挥发油、黄柏生物碱和石膏水提

物不同水平组方对高温刺激小鼠肠道淋巴细胞体外

增殖的影响，即Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ａ×Ｂ、Ａ×Ｃ、Ｂ×Ｃ，选用

正交表Ｌ８（２７）。因需考察Ａ×Ｂ，就先将Ａ放在第

１列，Ｂ放在第２列，由Ｌ８（２７）交互作用列表查出Ａ

×Ｂ在第３列；将Ｃ放在第４列，同法查出Ａ×Ｃ在

第５列，Ｂ×Ｃ在第６列，Ｄ放在第７列。中药有效

部位复方组成、水平、表头设计和试验方案见表１和

２。

１．２．３　小鼠肠道淋巴细胞处理与数据处理　向分

离获得的小鼠肠道淋巴细胞悬液中加入不同浓度中

药有效部位组合复方以及１μｇ／ｍＬＰＨＡ 后，用

１０％小牛血清ＲＰＭＩ１６４０完全培养基补足至 １

ｍＬ，将小鼠肠道淋巴细胞置４３℃高温刺激１ｈ后于

１６３
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表１　中药有效部位复方组成和水平

犜犪犫犾犲１　犆狅犿狆狅狀犲狀狋狊犪狀犱犾犲狏犲犾狊狅犳犆犺犻狀犲狊犲犿犲犱犻犮犻狀犲犲犳犳犲犮狋犻狏犲犮狅犿狆狅狀犲狀狋狆狉犲狊犮狉犻狆狋犻狅狀 μｇ／ｍＬ

因素Ｆａｃｔｏｒｓ 藿香挥发油 ＨＡＡ 苍术挥发油ＲＡＡ 黄柏生物碱ＣＰＡ 石膏水提物ＧＦＷＥ

种类 Ｔｙｐｅ Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

１ ２００ ２００ ２００ １００

２ １００ １００ １００ ５０

表２　试验表头设计和方案

犜犪犫犾犲２　犇犲狊犻犵狀犪狀犱狊犮犺犲犿犲狋犪犫犾犲狅犳犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋

列Ａｒｒａｙ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７

因子

Ｆａｃｔｏｒｓ

藿香

ＨＡＡ

苍术

ＲＡＡ

藿香×苍术

ＨＡＡ×ＲＡＡ

黄柏

ＣＰＡ

藿香×黄柏

ＨＡＡ×ＣＰＡ

苍术×黄柏

ＲＡＡ×ＣＰＡ

石膏

ＧＦＷＥ

１ １（２００） １（２００） １ １（２００） １ １ １（１００）

２ １（２００） １（２００） １ ２（１００） ２ ２ ２（５０）

３ １（２００） ２（１００） ２ １（２００） １ ２ ２（５０）

４ １（２００） ２（１００） ２ ２（１００） ２ １ １（１００）

５ ２（１００） １（２００） ２ １（２００） １ １ ２（５０）

６ ２（１００） １（２００） ２ ２（１００） ２ ２ １（１００）

７ ２（１００） ２（１００） １ １（２００） １ ２ １（１００）

８ ２（１００） ２（１００） １ ２（１００） ２ １ ２（５０）

３７℃、５％ＣＯ２、６５％湿度条件下培养４４ｈ，加入１０

μＬ５ｍｇ／ｍＬ的 ＭＴＴ液于３７℃、５％ＣＯ２、６５％湿

度条件下培养４ｈ，加入１００μＬＤＭＳＯ混匀于５７０

ｎｍ波长检测 ＯＤ值。数据用ＳＰＳＳ１１．５统计软件

按照正交设计法进行方差分析。

２　结果与分析

２１　直观分析

　　据直观分析结果可知（见表３），黄柏和藿香的

极差大，故黄柏和藿香作为主药，且分别以１水平

表３　中药有效部位复方对高温刺激小鼠肠道淋巴细胞体外增殖影响的直观分析

犜犪犫犾犲３　犇犻狉犲犮狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犲犳犳犲犮狋狅犳犆犺犻狀犲狊犲犿犲犱犻犮犻狀犲犲犳犳犲犮狋犻狏犲犮狅犿狆狅狀犲狀狋狆狉犲狊犮狉犻狆狋犻狅狀狅狀犻狀狏犻狋狉狅

狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀狅犳犿狅狌狊犲犻狀狋犲狊狋犻狀犪犾犾狔犿狆犺狅犮狔狋犲犪犳狋犲狉狊狋犻犿狌犾犪狋犻狅狀狑犻狋犺犺犻犵犺狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲

药物与交互作用

Ｍｅｄｉｃｉｎｅａｎｄ

ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

藿香

ＨＡＡ

苍术

ＲＡＡ

藿香×苍术

ＨＡＡ×ＲＡＡ

黄柏

ＣＰＡ

藿香×黄柏

ＨＡＡ×ＣＰＡ

苍术×黄柏

ＲＡＡ×ＣＰＡ

石膏水提物

ＧＦＷＥ

淋巴细胞增殖

Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

ｏｆｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ

１ １ １ １ １ １ １ １ ０．３０３

２ １ １ １ ２ ２ ２ ２ ０．２９５

３ １ ２ ２ １ １ ２ ２ ０．３０１

４ １ ２ ２ ２ ２ １ １ ０．２８４

５ ２ １ ２ １ ２ １ ２ ０．２９４

６ ２ １ ２ ２ １ ２ １ ０．２８２

７ ２ ２ １ １ ２ ２ １ ０．３０２

８ ２ ２ １ ２ １ １ ２ ０．２８５

Ｔ１ １．１８３ １．１７４ １．１８５ １．２ １．１７１ １．１６６ １．１７１ ２．３４６

Ｔ２ １．１６３ １．１７２ １．１６１ １．１４６ １．１７５ １．１８ １．１７５

Ｒ ０．０２ ０．００２ ０．０２４ ０．０５４ －０．００４ －０．０１４ －０．００４

Ｒｉ
２ ４．０×１０－４ ４．０×１０－６ ５．７６×１０－６ ２．９２×１０－６ １．６×１０－６ １．９６×１０－６ １．６×１０－６

犛犛犻＝ Ｒｉ
２／８ ５．０×１０－５ ５．０×１０－７ ７．２×１０－６ ３．６５×１０－７ ２．０×１０－７ ２．４５×１０－７ ２．０×１０－７

表中Ｒｉ
２ 为各种药物极差的平方，犛犛犻公式中８为复方总数

Ｒｉ
２ｍｅａｎｓｔｈｅｓｑｕａｒｅｏｆｒａｎｇｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｍｅｄｉｃｉｎｅｓ；Ｔｈｅ‘８’ｍｅａｎｓｔｈｅｔｏｔａｌｎｕｍｂｅｒｏｆｔｈｅｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
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　３期 王自力等：中药有效部位组方对高温刺激小鼠肠道淋巴细胞体外增殖的影响

（即２００μｇ／ｍＬ）对小鼠肠道淋巴细胞体外增殖促进

作用最大；苍术和石膏为次要药物，其水平分别选１

水平（即分别为２００和１００μｇ／ｍＬ）。最佳组方为

Ａ１Ｂ１Ｃ１Ｄ１，以中药有效部位复方１对高温刺激小鼠

肠道淋巴细胞体外增殖影响最大。

２２　方差分析　　

　　根据表３结果，选择离差平方和较小的犛犛２、

犛犛５和犛犛７作为误差，计算各因子犉值，并评定药物

２个水平的作用，分析最佳交互列作用，以找出最佳

剂量的最佳配伍，方差分析结果见表４。

表４　中药有效部位复方对高温刺激小鼠肠道淋巴细胞体外增殖影响的方差分析

犜犪犫犾犲４　犈犳犳犲犮狋狅犳犆犺犻狀犲狊犲犿犲犱犻犮犻狀犲犲犳犳犲犮狋犻狏犲犮狅犿狆狅狀犲狀狋狆狉犲狊犮狉犻狆狋犻狅狀狅狀犻狀狏犻狋狉狅狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀狅犳

犿狅狌狊犲犻狀狋犲狊狋犻狀犪犾犾狔犿狆犺狅犮狔狋犲犪犳狋犲狉狊狋犻犿狌犾犪狋犻狅狀狑犻狋犺犺犻犵犺狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲（犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳狏犪狉犻犪狀犮犲）

变异来源

Ｓｏｕｒｃｅｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ
犛犛 犱犳 犕犛 犉 犘 犉０．０５（１，３） 犉０．０１（１，３）

Ａ ０．００００５ １ ０．００００５ ３３．３３ ＜０．０５ １０．１ ３４．１

Ｂ ０．００００００５ １

Ａ×Ｂ ０．００００７２ １ ０．００００７２ ４８．００ ＜０．０１

Ｃ ０．０００３６４５ １ ０．０００３６４５ ２４３．００ ＜０．０１

Ａ×Ｃ ０．０００００２ １

Ｂ×Ｃ ０．００００２４５ １ ０．００００２４５ １６．３３ ＜０．０５

Ｄ ０．０００００２ １

误差 犛犛２＋犛犛５＋犛犛７ ３ ０．０００００１５

Ｒｅｌａｔｉｖｅａｃｃｕｒａｃｙ ＝０．０００００４５

　　由表４可知，对高温刺激小鼠肠道淋巴细胞体

外增殖影响较大的药物有效部位是黄柏生物碱及藿

香挥发油（犉 值分别为２４３．００和３３．３３）。交互作

用较好的交互列依次为：Ａ×Ｂ（藿香挥发油和苍术

挥发油）和Ｂ×Ｃ（苍术挥发油和黄柏生物碱）。由表

５可知，苍术挥发油和藿香挥发油的浓度增加，对高

温刺激小鼠肠道淋巴细胞体外增殖具有较大影响，

以藿香挥发油浓度增加效果尤为明显。

表５　藿香和苍术（犃×犅）对高温刺激小鼠肠道淋巴细胞体外增殖的交互作用分析

犜犪犫犾犲５　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犻狀狋犲狉犪犮狋犻狅狀狅犳犺犲狉犫犪犪犵犪狊狋犪犮犺犻狊犪犲狋犺犲狉狅犾犲犪犪狀犱狉犺犻狕狅犿犪犪狋狉犪犮狋狔犾狅犱犻狊犪犲狋犺犲狉狅犾犲犪

（犃×犅）狅狀犻狀狏犻狋狉狅狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀狅犳犿狅狌狊犲犻狀狋犲狊狋犻狀犪犾犾狔犿狆犺狅犮狔狋犲犪犳狋犲狉狊狋犻犿狌犾犪狋犻狅狀狑犻狋犺犺犻犵犺狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲

Ａ１（藿香２００ｍｇ／ｍＬ）

Ａ１（ＨＡＡ２００ｍｇ／ｍＬ）

Ａ２（藿香１００ｍｇ／ｍＬ）

Ａ２（ＨＡＡ１００ｍｇ／ｍＬ）

Ｂ１（苍术２００ｍｇ／ｍＬ）

Ｂ１（ＲＡＡ２００ｍｇ／ｍＬ）
０．３０３＋０．２９５＝０．５９８ ０．２９４＋０．２８２＝０．５７６

Ｂ２（苍术１００ｍｇ／ｍＬ）

Ｂ２（ＲＡＡ１００ｍｇ／ｍＬ）
０．３０１＋０．２８４＝０．５８５ ０．３０２＋０．２８５＝０．５８７

　　综合直观分析、方差分析和交互作用分析，即认

为藿香、苍术、黄柏和石膏４味中药有效部位复方对

高温刺激小鼠肠道淋巴细胞体外增殖的最优组合为

Ａ１Ｂ１Ｃ１Ｄ１，即藿香挥发油、黄柏生物碱、苍术挥发油

各２００μｇ／ｍＬ，石膏水提物１００μｇ／ｍＬ。

３　讨　论

　　肠道黏膜免疫系统包括３种淋巴细胞：分布于

肠道黏膜上皮细胞内的淋巴细胞，即上皮内淋巴细

胞（ＩＥＬ）、固有层淋巴细胞（ＬＰＬ）、集合淋巴结（ＰＰ

结）淋巴细胞，构成肠道黏膜免疫主要部分，其功能

的正常对于维护肠道黏膜免疫功能具有重要作用；

夏季高温气候易引起动物热应激，导致其免疫力下

降而给畜牧生产带来巨大损失［２６］。根据中兽医理

论，我国大部分养猪场夏季环境多属于高温高湿环

境，常被认为是湿热之邪。夏季动物产生热应激与

饲养环境因素有关，即感受湿热病邪。湿热病邪常

从上焦而入，也可直中中焦，后入下焦，由表及里；湿

热之邪常郁阻中焦脾胃，导致中焦脾胃运化功能障

碍，且湿为阴邪，热为阳邪，二者属性不一，故病程中
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可见湿偏重、热偏重或者湿热并重等类型。因此，在

防治中常采取清热祛湿为原则。本试验中组方为藿

香、黄柏、苍术、石膏４味药组成，主要功效为清热泻

火、解表和中、燥湿健脾，用于动物在夏季高温高湿

环境中感受湿热之邪后出现的湿热证。方中藿香芳

香化浊，开胃止呕，发表解暑及醒脾祛湿；黄柏苦寒，

入肾、膀胱和大肠经，主泻下焦火，具有清湿热、泻火

解毒功效，使湿热下泄，与藿香共为方中主药。苍术

燥湿以健脾，祛风湿，为臣药；石膏辛甘大寒，清泄气

分实热，为佐使药。

　　目前对中药复方的药理研究方法可分为全方研

究和拆方研究。全方有助于药效学研究，但不利于

研究中药复方的组方规律；拆方研究可说明中药复

方的配伍关系和组方理论，可通过正交试验法和拆

方分析法［９］进行。本试验中采用的正交试验法是按

照一定的正交试验设计表将一个方剂中的药物（因

素）和剂量（水平）按照一定规律设置，遵循这种规律

性设计，以最少的试验次数得出尽可能最佳的试验

结果；试验结果经过直观分析、方差分析和交互分析

确定藿香、苍术、黄柏和石膏有效部位组成复方的最

优组合是Ａ１Ｂ１Ｃ１Ｄ１，即藿香挥发油、黄柏生物碱、

苍术挥发油各２００μｇ／ｍＬ、石膏水提物１００μｇ／ｍＬ；

对高温刺激小鼠肠道淋巴细胞增殖交互作用较好的

是藿香挥发油和苍术挥发油，且以藿香挥发油剂量

增加效果更好，说明中药有效部位剂量在组方中剂

量效应的重要性；黄柏生物碱对高温刺激小鼠肠道

淋巴细胞增殖影响最大，藿香挥发油影响居其次，二

者共为方中主药，而苍术挥发油和石膏水提物对肠

道淋巴细胞增殖影响较小，作为臣、佐使药，与中兽

医对热应激的辨证论治结果一致。

　　根据正交法设计的试验，其试验点均衡分布，代

表性强，可以最大限度节约人力、物力、时间，同时可

以避免完全设计方法的盲目性，试验结果分析具有

计算简单和结论可靠的特点［１０］。对于正交试验设

计中的因素选择必须在专业知识（中兽医理论）指导

下进行筛选，使其具有可控性和独立性，水平的选择

应该具备合理性，符合专业理论知识和实践经验的

要求，否则易导致出现无效结果［１１１２］。因此，根据中

兽医辨证和方剂理论，及正交试验设计法确定中药

有效部位不同组方，利用高温刺激引起肠道淋巴细

胞增殖抑制模型，确定中药有效部位复方组成和剂

量，可作为探讨中药组方机制和开发中兽药的重要

途径。
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