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摘要  [ 目的] 研究仔猪痢清口服液对动物细胞免疫功能的影响。[ 方法] 分别采用 MTT 法和中性红吞噬法测定仔猪痢清口服液对猪淋
巴细胞转化和小鼠腹腔巨噬细胞吞噬作用的影响。[ 结果] 给药组猪淋巴细胞的转化显著高于对照组 ; 给药组小鼠腹腔巨噬细胞活性与
生理盐水对照组相比有显著性差异。[ 结论] 该口服液具有良好的促进ConA 诱导的猪外周血T 淋巴细胞转化作用和促进小鼠腹腔巨噬
细胞吞噬中性红作用 , 表明其具有良好的免疫增强效果。
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Preli minary Study onthe Effects of Zizhuliqing on Ani mal Cellular Immune Function
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Abstract  [ Objective] The study ai med to explore the effects of Zizhuliqing Oral Liqui d on ani mal cellular i mmune function. [ Method] MTT method and
phagocytizing natural red method were used to determine the effects of Zizhuliqing Oral Liquid on piglet lymphocyte transformation and the phagocytosis of
mouse peritoneal macrophages respectively . [ Result] The lymphocyte transformationrates of piglets in medicated groups were significantly higher thanthat
in control group ; the difference of mouse peritoneal macrophage activities betweenthe medicated groups and the control group was obvious . [ Concl usion]
Zizhuliqing Oral Liquid could promote the transformation of piglet Tlymphocytes induced by ConAand the phagocytosis of mouse peritoneal macrophages to
natural red , indicating its good i mmune enhancement effects .
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  仔猪痢清口服液是根据中兽医学理论和中医药理论在

现代药学上的应用原理, 以黄连、黄柏、白头翁等8 味中药制

成的纯中药复方制剂, 临床试验表明其对仔猪大肠杆菌性腹

泻具有良好的防治效果。据文献报道, 上述几味中药均具有

免疫增强作用[ 1 - 3] , 具有潜在的开发价值。该研究讨论了仔

猪痢清口服液对动物细胞免疫功能的影响, 旨在为深入探讨

其免疫增强作用和机理奠定基础。

1  材料与方法

1 .1 试验用药及准备  仔猪痢清口服液是由黄连、黄柏、白

头翁等8 味中药精制而成, 煎煮浓缩至1 ml 药液相当于原药

材1 g 。临用时用生理盐水分别稀释成1 % 、2 % 、4 % 3 种浓

度的溶液, 用于小鼠腹腔巨噬细胞吞噬试验。

1 .2 主要试剂 RPMI1640 培养基( Gibco 公司) ; 新生牛血清

( 杭州四季青生物工程材料有限公司) ; 伴刀豆素球蛋白

( ConA) ( Sigma 公司) , 用无血清 RPMI1640 培养液配成0 .25

mg/ ml ; �唑蓝( MTT) ( Sigma 公司) , 用pH= 7 .4 的PBS 液配成

5 mg/ ml 的溶液,0 .22 μm 的微孔滤膜过滤, 避光保存; 淋巴细

胞分离液( 上海华精生物高科技有限公司 , 批号20061218) ; 二

甲基亚砜( DMSO) ( 分析纯, 国药集团化学试剂有限公司) 。

1 .3  主要仪器 DG3022A 型酶联免疫检测仪( 国营华东电

子管厂) ;CO2 培养箱( 美国Thermo 公司) ;PM-6 型倒置显微镜

( 日本 Olympus 公司) ; MSI 型微量振荡器( 德国 IKA 广州公

司) ;96 孔、6 孔细胞培养板( 德国 Biousing 公司) 。

1 .4 仔猪痢清口服液对淋巴细胞转化的影响

1 .4 .1 试验动物分组与处理。试验用哺乳仔猪20 只, 随机

均分为4 组, 其中3 个试验组分别灌服仔猪痢清口服液2 .0 、

1 .5 、1 .0 ml/ kg·BW, 对照组灌服1 .5 ml/ kg·BW 生理盐水, 每

天2 次, 连续3 d。分别于试验前1 d 、末次用药后3、6 、9 d 时

无菌前腔静脉采血 ,5 ml/ 只, 肝素抗凝, 测定淋巴细胞转化。

1 .4 .2  淋巴细胞活性测定。将抗凝血样用 Hanks 液稀释1

倍, 小心加在淋巴细胞分离液上层,2 000 r/ min 离心20 min ,

吸取中间云雾状白细胞层 , 用无血清 RPMI1640 营养液洗2

次,1 500r/ min 离心15 min。活细胞计数后 , 用含有10 % 新生

牛血清和常规量双抗的 RPMI1640 培养液调整细胞密度为

2 .5×106 个/ ml , 然后转入细胞培养瓶, 置于37 ℃、5 % CO2 培

养箱中培养24 h。待上述细胞长成单层后, 去除上清液 , 用

等量的新鲜培养液悬浮细胞, 并分装于96 孔细胞培养板中

( 80 μl / 孔) , 每孔再加20 μl ConA, 每个样品重复4 孔, 然后置

于37 ℃、5 %CO2 培养箱中培养,44 h 后取出, 每孔加 MTT 液

20 μl , 置于上述培养箱中继续培养4 h 后, 弃去上清液, 每孔

加裂解液( DMSO) 100 μl , 将细胞板置于微量振荡器上振荡5

min 使沉淀完全溶解, 在酶联免疫仪上检测570 nm 处的吸光

值( OD570) , 作为淋巴细胞转化的指标[ 4 - 5] 。

所得数据用“平均值±标准差”表示, 通过t 检验比较各

组间的统计学差异。

1 .5 仔猪痢清口服液对小鼠腹腔巨噬细胞吞噬作用的影响

1 .5 .1 试验动物分组与处理。清洁级ICR 小白鼠24 只, 购

自扬州大学比较医学中心, 平均体重( 20±2) g 。随机分为4

组, 每组雌雄各半。3 个试验组分别灌服不同浓度( 1 % 、2 % 、

4 %) 的仔猪痢清口服液稀释液0 .5 ml , 分别相当于5、10、20

mg/ 只, 对照组灌服等量的生理盐水, 每天3 次, 连续3 d 。于

末次给药后24 h 测定腹腔巨噬细胞吞噬活性。

1 .5 .2  腹腔巨噬细胞活性测定。采用中性红吞噬法测定。

巨噬细胞制备、纯化、培养及吞噬中性红的测定参照文献[ 6

- 7] 。巨噬细胞浓度4 ×106 个/ ml , 中性红生理盐水浓度

0 .1 % , 每孔加细胞溶解液2 ml 。用分光光度计测定540 nm

处的吸光值( OD540) 。

2  结果与分析

2 .1 仔猪痢清口服液对淋巴细胞转化的影响 由表1 可

见, 各试验组的 OD 值均显著大于对照组, 说明仔猪痢清口

服液对ConA 诱导的猪外周血T 淋巴细胞转化具有良好的促

进作用 , 且以中剂量组效果最佳。
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表1 仔猪痢清口服液对仔猪淋巴细胞转化的影响

Table 1 Effects of Zizhuliqing Oral Liquid on piglet lymphocytetransfor-

mation

剂量
Dose
ml/ kg·BW

给药前
Before admi-

nistration

给药后
Post-administration

3 d 6 d 9 d

2 .0 0 .118±0 .012 a 0 .187 ±0 .028 ba 0 .273 ±0 .045 b 0 .162 ±0 .028 ab

1 .5 0 .125±0 .007 a 0 .345 ±0 .033 a 0 .311±0 .015 a 0 .213 ±0 .014 a

1 .0 0 .120±0 .022 a 0 .194 ±0 .036 b 0 .182±0 .027 c 0 .159 ±0 .032 ab

0 0 .124±0 .008 a 0 .129 ±0 .009 c 0 .120 ±0 .011 d 0 .117 ±0 .006 c

 注 : 表中数据为 OD570 ; 同列不同字母表示差异显著( P < 0 .05) 。  

Note :Data in the table were OD570 values ; different letters in the same column

meant significant difference at 0 .05 level .

2 .2 仔猪痢清口服液对小鼠腹腔巨噬细胞吞噬活性的影

响 由表2 可见 , 不同剂量的仔猪痢清口服液均具有较强的

促进小鼠腹腔巨噬细胞吞噬中性红的作用。其中,20 和10

mg/ 只组与对照组有极显著差异( P < 0 .01) ,5 mg/ 只组与对

照组有显著差异( P < 0 .05) 。

表2 仔猪痢清口服液对小鼠腹腔巨噬细胞吞噬中性红活性的影响

Table 2 Effects of Zizhuliqing Oral Liquid onphagocytosis of mouse peri-

toneal macrophages to natural red

剂量∥mg/ 只

Dose

小鼠数量∥只

Mice number

巨噬细胞吞噬活性

Mcrophage phagocytic activity
20 6      0 .376±0 .019 * *

10 6 0 .377±0 .027 * *

5 6 0 .292±0 .025 *

0 6 0 .214±0 .014

 注 : 表中腹腔巨噬细胞吞噬活性以 OD540表示。 * 表示与对照组差异

显著( P < 0 .05) , * * 表示与对照组差异极显著( P < 0 .01) 。

 Note :Phagocytic activities of peritoneal macrophages were shown by OD540val-

ues ; * meant significant difference at 0 .05 level betweenthe medicated

group and the control group ; * * meant significant difference at 0 .01

level betweenthe medicated group and the control group .

3  讨论

(1) 该试验结果表明 , 仔猪痢清口服液具有良好的促进

ConA 诱导的猪外周血T 淋巴细胞转化的作用; 不同剂量的

仔猪痢清口服液对小鼠腹腔巨噬细胞吞噬中性红均有较强

的促进作用。说明该口服液具有良好的免疫增强作用。

( 2) 该试验对传统的 MTT 法进行了适当变动, 即: 将调整

好细胞密度的细胞悬液预先培养24 h 后再转入培养板中, 这

样可以提高细胞活性, 同时保证各孔中细胞数量的均一, 从

而减少了各孔之间 OD 值的系统误差[ 8 - 9] 。

( 3) 先期已研究过仔猪痢清口服液的体外抗菌活性[ 10] 和

体内抗炎效果, 结果表明该口服液具有良好的体外抗菌活性

和一定的抗炎效果; 目前的临床试验研究结果表明其对仔猪

黄、白痢具有良好的防治疗效。

( 4) 仔猪大肠杆菌病是危害仔猪较严重的传染性疾病之

一, 给养猪业造成重大经济损失, 严重影响其发展。临床上

常用庆大霉素、土霉素等抗生素进行治疗, 虽具有较好的疗

效, 但易产生耐药性及畜产品药残超标等问题。应用中药替

代抗生素来防治疾病, 能有效解决耐药性和药残问题, 日益

受到国内外的重视。仔猪痢清口服液属于纯中药复方制剂 ,

其中多味药材均具有良好的免疫增强效果[ 11 - 12] 。该研究讨

论了仔猪痢清口服液对动物细胞免疫功能的影响 , 为下一步

深入探讨其免疫增强作用和机理奠定了基础。
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对灌木的应用较少 , 乔灌草的复层结构构建的较少, 整个系

统物种多样性较差 , 结构还比较简单 , 对自然干扰的抵抗力

也较弱。园林建设应该致力于可持续景观的建设 , 并能为

人类提供持续的生态服务的节约型园林和环境友好型生态

园林的建设, 这才是园林建设的根本出路。
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