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【摘+ 要】目的：探讨黄芪注射液对巨噬细胞吞噬结核杆菌

的作 用, 方 法：以 浓 度 为 "（ 对 照 组），"P "’，"P $，"P 0，!P ’，

) 8 Q :的黄芪注射液 !"" !: 与 9RMS!0)" 灌洗小鼠腹腔获得

的巨噬细胞及结核杆菌共同孵育，采用荧光定量 RE9 法检测

巨噬细胞对结核杆菌的吞噬能力, 结果：在黄芪注射液浓度

为 "P $，"P 0，!P ’，) 8 Q : 时，黄芪对巨噬细胞吞噬结核杆菌有明

显的促进作用, 并且以 !P ’ 8 Q : 浓度为最佳, 结论：黄芪可以

提高巨噬细胞对结核杆菌的吞噬作用，并具有双相性，当其浓

度过高时具有抑制巨噬细胞吞噬结核杆菌的作用, 本研究为

临床治疗结核病提供了理论依据和新的思路,
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FG 引言

贫困、流动人口增多、艾滋病流行以及耐药菌种

增多等因素使结核病问题日益严峻, 在多种治疗方法

中，解决复发和耐药是防治的重点, 结核杆菌（5678-
937:%;/,< :,9%;7,=8>/>，-U）在细胞内寄生，寄生于巨噬

细胞（23>B=@638.）的 -U 难以用药物清除，是引起复

发和耐药的原因之一, 据国外报道吞噬 -U 的巨噬细

胞通过促进巨噬细胞凋亡，使其胞质 -U 死亡，达到

彻底清除细胞内 -U 的目的，若能寻找到增强巨噬细

胞吞噬 -U 的物质，再辅助以促其凋亡作用，便能清

除细胞内 -U，将有助于解决 -U 复发和耐药问题, 因

此，我们主要探讨黄芪是否能增强巨噬细胞对结核杆

菌的吞噬能力，进而通过凋亡清除,

HG 材料和方法

H, HG 材料G ! 药物及试剂：!( V $" 8 雌性昆明小鼠

*" 只购自兰州医学院实验动物中心；减毒结核杆菌

（北京天坛生物技术有限责任公司）；黄芪注射液（山

西晋新双鹤药业有限责任公司）；-U 核酸扩增（RE9）

荧光检测试剂盒（ 深圳匹基生物工 程 股 份 有 限 公

司）；9RMS!0)"（ S7O4CB=8.7 E=B@=B3C4=7）；小牛血清（杭

州四季青生物工程材料有限公司）；瑞氏染剂、非特

异性酯酶染剂、台盼蓝染剂均由我科室自行配制, "
主要仪器：荧光定量 RE9 分析仪（:486C><>/.B 9=>6
E=B@=B3C4=7），生物安全柜（GR1? TS9 -1EI），EW$ 孵

箱（GTXYW），倒置显微镜（W:YMRNG）,
H, IG 方法

!, $, ! + 巨噬细胞提取与鉴定+ 按文献［!］方 法 选

取 !( V $" 8 雌 性 昆 明 小 鼠 *" 只，将 小 鼠 脱 颈 处

死，在无菌条件下向小鼠 4@ ’ 2: 9RMS!0)"，充分
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晃动，以冲洗腹腔! 用无菌针管回收腹腔内液体，混

匀，并置于离心管中，用同法再冲洗腹腔 " 次，合并 #
次的腹腔冲洗液! 在 $% 条件下，将收集的腹腔灌洗

液按 "#&& ’ ( )*+ 离 心 "& )*+，去 除 上 清，再 用 含

"&& ), ( ,小牛血清的 -./0"1$& 培养基将沉淀于管

底的细胞悬浮，并吹打均匀，通过台盼蓝染色判断存

活率，瑞氏染色、非特异性酯酶染色计算巨噬细胞纯

度! 调整巨噬细胞浓度为 " 2 "&3 ( ,!
"! #! #4 细胞培养4 将上述细胞接种于 $5 孔板中，每

孔 6&& !,，置入 78% 6& ), ( , 的 9:# 孵箱中温育

7 ;，弃去上清及未贴壁的细胞，贴壁的即为巨噬细

胞! 每孔再加入含 "&& ), ( , 小牛血清的 -./0"1$&
6&& !,，和密度为 " 2 "&"& ( , 的结核杆菌 6&& !,，使

细菌< 细胞 = "&< "! 将实验分为 1 组，每组做 1 个细胞

培养孔，每组分别加入浓度为 &（对照组），&> &6，&> #，

&> 1，"> 6，$ ? ( , 的黄芪注射液 "&& !,! 并设立空白

组，该组也做 1 个细胞培养孔，该组只加结核杆菌而

不加巨噬细胞，用于观察结核杆菌的洗脱情况! 将细

胞培养板置于 78% 6& ), ( , 的 9:# 孵箱中温育 6 ;!
"! #! 7 4 @ABCDE 的提取 4 用 -./0"1$& 反复冲洗细

胞培养板，洗去未被巨噬细胞吞噬及粘附的 @A! 每孔

中加入 @ABCDE 提取液 7& !,，振荡混匀，水浴 7& )*+，

使细胞及细菌膜破裂，裂解释放出 CDE，用移液器移

至 CFGGHI 管中，再置于 "&&%干浴 "& )*+，"& &&& ! 离

心 "& )*+，上清液用于 CDE 扩增!
"! #! $ 4 JKB.9- 检测 @ABCDE4 设定 -FL;I 毛细反

应管：检测管、$ 个标准管和阴阳对照管! 从试剂盒

中取出 @AB.9- 反应液，"#$ 酶及 MDN，室温融化并

混匀后! 向设定的 -FL;I 毛细反应管中分别加入 @AB
.9- 反应液 "8> 5 !,、"#$ 酶 &> # !,、MDN &> &7 !,
以及提取的 @ABCDE，盖紧管盖，连同 -FL;I 专用金

属反应管套放入离心机中，于 #&&& ’ ( )*+ 离心 "& O!
将反应管放入荧光 .9- 检测仪内，进行扩增和检测!
根据标准，仪器自动计算样品中 CDE 拷贝数!

统计学处理：所有数据均采用 P.PP 统计软件作

处理，计量数据均采用 % & ’ 描述，检验采用多组资料

均数比 较 的 方 差 分 析! 实 验 组 和 对 照 组 比 较 采 用

CQ++IR ( 检验!

!" 结果

!! #" 提取巨噬细胞的鉴定" 实验中巨噬细胞的获得

数为（ "> #6 S &> 7$）2 "&5 ( ,，纯 度 为（ 36> 7# S
7> 1$）T，经台盼蓝染色鉴定其存活率为（35> #1 S
#> #"）T，并采用瑞氏染色和非特异性酯酶染色加以

确定! 在瑞氏染色下，分离的巨噬细胞呈圆形或椭圆

形，有伪足状突起，核有凹陷，呈肾形，多偏居一侧，着

色深（J*? "）! 在非特异性酯酶染色下，巨噬细胞胞质

内有灰黑色或棕黑色弥散性颗粒状沉淀（J*? #）!

J*? "4 U’*?;RVO ORW*+*+? FG R;I )WL’FX;W?IO4 2 4 "&&&
图 "4 巨噬细胞瑞氏染色

J*? #4 DF+BOXIL*G*L H*XWOI ORW*+*+? FG R;I )WL’FX;W?IO
4 2 4 "&&&
图 #4 巨噬细胞非特异性酯酶染色

!$ !" 黄芪对巨噬细胞吞噬 %& 的影响 " 空白组的

@ABCDE 拷贝数为（8> 18 S 7> #6）2 "&#，黄芪组与对

照组的具体数值是减去该背景 @ABCDE 拷贝数后的

值（@WY "）!

表 "4 不同黄芪浓度对巨噬细胞吞噬 @A 的影响

@WY " 4 ZGGILR FG [*GGI’I+R WOR’W?WHQO HI\IHO F+ R;I )WL’FX;W?WH
X;W?FL]RFO*O FG )*+,-#+(./01) (1-./+12,’0’ （3 4 1，% & ’）

"（EOR’W?WHQO）(（? ( ,） 9FX] \WHQI ( "&1

&（9F+R’FH） &> &5 S &> &"

&> &6 &> 68 S &> "#

&> #& "> $6 S 7> 7"W

&> 1& 7> #8 S "> &#Y

"> 6& 1> &7 S "> 75Y

$> && $> 77 S "> 86Y

W5 ^ &> &6，Y5 ^ &> &" 6’ LF+R’FH!
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!" 讨论

巨噬细胞是人体重要的免疫调节和效应细胞，参

与机体众多的生理和病理反应过程! 如巨噬细胞吞噬

和消除病原微生物［"］；通过加工处理提呈抗原，启动

特异性免疫应答［#］，以及巨噬细胞通过细胞凋亡清

除吞噬的致病病原体等［$］! 目前动物体内巨噬细胞

的提取主要在腹腔中进行，这是因为腹腔是一个密闭

的腔隙，且有丰富的毛细血管，体内的单核细胞易于

游出而转变为巨噬细胞! 既是在静息的状态下，腹腔

中有少量未活化的巨噬细胞! 本研究中是通过灌洗腹

腔而获得这部分巨噬细胞! 并且通过增加实验动物的

数目，以及提高实验过程中细胞收集和保存技术而得

到研究所需的处于静息状态的巨噬细胞的数量! 提取

巨噬细胞后采用了瑞氏染色和非特异性酯酶染色进

行鉴定! 这两种方法简单明了，适应性广! 并且在该研

究中具有相对的特异性，能很好地分辨出巨噬细胞与

腹腔中其他细胞，方法简单，易分类计数细胞，便于评

估巨噬细胞数量!
该研究中设立空白组，以消除背景干扰! 本研究显

示空白组 %&’()* 拷贝数远远低于其他组别，且具有显

著统计学差异! 实验组及对照组巨噬细胞分离根据其贴

壁特性，将其他细胞以及未吞噬及粘附的 %& 弃除!
研究显示黄芪浓度为 +, "，+, -，., /，$ 0 1 2 时，巨

噬细胞吞噬的 %&’()* 拷贝数与对照组相比有显著

的统计学差异，表明黄芪注射液可以提高巨噬细胞对

结核杆菌的吞噬作用! 这与甘军等［/］报道黄芪可明

显提高小鼠腹腔巨噬细胞对白色念珠菌的吞噬功能

和林爱华等［-］报道的黄芪可明显提高小鼠体内巨噬

细胞对碳粒的廓清能力结果相一致! 黄芪注射液提高

巨噬细胞吞噬结核杆菌的可能原因为：黄芪可以提

高小鼠巨噬细胞 3#4 受体和 56 受体活性! 据黄勇报

道对正常小鼠给防己黄芪汤，可增加小鼠腹腔巨噬细

胞表面 3#4 受体和 56 受体的数量与活性［7］! 3#4 受

体和 56 受体是巨噬细胞表面的主要受体，其数量和

活性直接决定巨噬细胞的吞噬功能! 此外黄芪注射液

能兴奋巨噬细胞! 黄芪有效成分之一黄芪甲苷，体内

给予黄芪甲苷后，使细胞内次级溶酶体和残余体增

多，初级溶酶体增加，体积增大，酶含量增多，溶酶体

酸性磷酸酶活性增高［8］! 电镜下观察到巨噬细胞被

活化，细胞直径普遍增大，胞体丰富，伪足宽大，表面

有较多凹陷皱折，细胞形态不定［9］等! 值得注意的

是，据周义乾等［.+］报道黄芪注射液能显著提高肺结

核患者细胞免疫水平! 促进 % 淋巴细胞亚群 3(#，

3($ 显著升高! 这与本研究中证实的黄芪注射液对巨

噬细胞的促进作用是否有相互协调作用有待进一步

研究! 另外当黄芪浓度为 ., / 0 1 2 时，巨噬细胞内 %&’
()* 拷贝数显著高于相邻高低两个浓度 +, - 0 1 2 和

$ 0 1 2 组巨噬细胞吞噬的 %&’()* 拷贝数（! 均 :
+, +/），证明在该研究中黄芪注射液浓度为 ., / 0 1 2
时黄芪促进巨噬细胞吞噬结核杆菌的作用为最佳，同

时表明黄芪免疫调节具有双相性，即一定浓度的黄芪

可促进巨噬细胞对 %& 的吞噬能力，当达到一定浓度

时却有抑制作用! 其机制有待进一步探讨!
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