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要!为了验证硒化党参多糖"
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#的协同增强免疫作用及其复方硒化党参多糖
!

大蒜多糖"

,Î !̂3̂

#的功效!为研制新型免疫增强剂提

供理论依据!比较了这
*

种多糖的增强免疫活性'体外试验!用
E::

法和
7:!̂I7

法测定了
*

种多糖对鸡外周血

淋巴细胞的增殖及其
/V!0

和
/;Q!

-

=7K5

转录的影响&体内试验!将
*

种多糖配合新城疫疫苗免疫雏鸡!测定鸡

外周血淋巴细胞增殖,血清
JF

抗体效价,血清
FP!0

和
F[K!

-

含量的动态变化'体外试验结果显示!

*

种多糖在合

适的浓度均能显著促进淋巴细胞增殖及
/V!0

和
/;Q!

-

=7K5

的转录!复方的作用显著强于两个组分药&体内试

验结果显示!在免疫后
)

个时间点!

*

种多糖均能不同程度地促进
:

淋巴细胞增殖!提高血清
JF

抗体效价,提高血

清
FP!0

和
F[K!

-

的含量!复方的作用显著强于两个组分药'研究结果表明!

,Î ^

和
3̂

能协同增强鸡外周血淋巴

细胞和新城疫疫苗的免疫功效!复方
,Î !̂3̂

的作用显著强于两个组分药!可以作为新型免疫增强剂的候选方'

关键词!
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,Î ^

#

>-"

A

>U?$@

L

#?

D

,>@@B>U$"M

"

3̂

#

>-"QBMMSS$@>@

D

#SQBM$U@#=!

L
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动物疫病一直是危害养殖业的大敌!尤其是病

毒性疫病!多无有效的药物治疗!除了加强饲养管理

之外!预防免疫是最有效的防控措施'然而一些疫

苗!由于多种因素的影响达不到理想的免疫效果!只

有配合免疫增强剂或免疫佐剂才能有效地提高防疫

效果'但是!目前国内外广泛使用的铝佐剂和弗氏

佐剂常有副作用大,局部刺激重,致癌,使用麻烦或

不能足够提高弱抗原的免疫原性等弊病(

%

)

'因此!

研制开发新型免疫增强剂成为亟待解决的问题'

近年来!多糖成为研究的热点'研究发现!多糖

除具有能量和结构功能作用外!还具有增强免疫,抗

肿瘤,抗癌,抗氧化,抗病毒等多种生物学活性(

0!)

)

'

研究证实!多糖的活性直接或间接地受到其结构的

制约!主链的糖单元组成和糖苷键类型直接决定多

糖的活性!支链的类型,聚合度和在糖链上的分布及

其取代度决定了多糖活性的大小(

2

)

'因此可根据需

要选择合适的分子修饰方法对多糖进行结构改造!

利用糖残基上的羟基,羧基,氨基等基团进行化学修

饰以引入新的基团!新基团的引入常常会增强多糖

的活性或使多糖产生新的活性(

.

)

'许多研究证明!

硫酸化修饰,硒化修饰能显著提高多糖的增强免疫

活性(

1!(

)

!且复方的作用明显强于单味药(

/!%&

)

'

本研究室前期通过系列研究!筛选出增强免疫

活性较强的当归多糖"
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#等多糖!以及硒化当归多糖"
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I5̂

!

,I5̂

#硒 化 党 参 多 糖 "
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#,硒化大蒜多糖"

,M?M-$Z$-

A

3̂

!

,3̂

#等硒化

多糖(

%%!%0

)

!并以其为组分药组成
%(

个复方!比较它

们的免疫增强活性作用!发现硒化党参多糖
!

大蒜多

糖"

,Î !̂3̂

#复方的增强免疫作用最强'本研究进

一步比较了
,Î !̂3̂

及其两个组分药
,Î ^

和
3̂

的增强免疫作用'本研究旨在验证
,Î ^

和
3̂

的

协同增强免疫作用及其复方
,Î !̂3̂

的功效!为研

制新型免疫增强剂提供理论依据'

#

!

材料与方法

#C#

!

中药和试剂

党参饮片!购于徐州彭祖中药饮片有限公司'

大蒜!购于南京农贸市场'

V

"

e

#

!

葡萄糖!分析纯!上海源叶生物科技有

限公司产品&苯酚!国药集团化学试剂有限公司产

品&亚硝酸钠!山东西亚化学工业有限公司产品&无

水乙醇,丙酮,乙醚,浓硫酸,盐酸,氢氧化钠,氯仿,

正丁醇均为分析纯!上海试剂一厂产品&

7̂ EF!%.)&

细胞培养液"

3$T@#

公司#用三蒸水溶解!

&'00

%

=

微孔滤膜过滤除菌!

)k

保存&小牛血清!杭州四季

青公司产品&淋巴细胞分离液!天津市灏洋生物制品

科技有限公司产品&肝素"

6#?>UT$#

公司#!用
^̀ 6

溶

液配成
0=

A

2

=P

f%溶液!

&'00

%

=

微孔滤膜过滤

除菌!

f0&k

保存&

E::

!上海瑞永生物科技有限

公司产品!用
^̀ 6

溶液配成
2=

A

2

=P

f%溶液!

&'00

%

=

微孔滤膜过滤除菌!

)k

保存'

鸡新城疫低毒力活疫苗"

P>6#Q>

株#!购于南京

天邦生物科技有限公司&新城疫检测抗原!由江苏省

农业科学院兽医研究所提供'鸡血清
FP!0

,

F[K!

-

试剂盒!购于苏州卡尔文生物技术有限公司&

=7!

K5

提取试剂盒!南京奥青生物技术有限公司产品&

Û$=M6@U$

L

Q

:E

7:E>,QMUE$X

试剂盒!

:>9>7>

公司

产品&

6c̀ 7

#

ÛM=$X<XK$

Z

:E

"

:?$7K>,MJ ?̂C,

#试

剂盒!

:>9>7>

公司产品&

/V!0

,

/;Q!

-

和
N!USP

基

因的引物!上海英骏生物技术有限公司生产合成'

#C!

!

药物制备

%'0'%

!

Î ^

和
3̂

的提取和纯化
!!

根据前期研

究(

%%!%0

)

!取党参饮片粉碎干燥!加
/2]

乙醇
(&k

水

&2*%
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浴回流脱脂!水煎醇沉法提取粗多糖!过
V<5<!

纤

维素柱!得到
Î ^

'取大蒜去皮,切片!加
/2]

乙醇

(&k

水浴回流脱脂!水煎醇沉提取粗多糖!过
V<!

5<!

纤维素柱!得到
3̂

'用硫酸
!

苯酚法测得
Î ^

和
3̂

的糖含量分别为
/('%/]

和
/)'2]

'

%'0'0

!

Î ^

的硒化修饰
!!

用硝酸
!

亚硒酸钠法'

根据以前通过活性比较筛选的优化条件(

%%!%0

)

!取
Î ^

按照多糖与亚硒酸钠
2r*

的比例
1&k

反应
(B

制

得
,Î ^

'经红外光谱鉴定硒化修饰成功!用硫酸
!

苯

酚法测得
,Î ^

糖含量分别为
2.'0]

!用氢化物发生
!

原子荧光光谱法测得硒含量为
%%'(.=

A

2

A

f%

'

%'0'*

!

,Î !̂3̂

的制备
!!

以糖含量按照
%r/

的比例称取
,Î ^

和
3̂

!混合'

体外试验!根据安全浓度的测定结果!按最高安

全浓度将
,Î !̂3̂

,

,Î ^

和
3̂

用
7̂ EF!%.)&

细

胞培养液分别溶解稀释成
0&

,

0

和
%(

%

A

2

=P

f%的

溶液!

&'00

%

=

微孔滤膜过滤除菌!

)k

保存&临用

前再用
7̂ EF!%.)&

细胞培养液分别倍比稀释至

%'02

,

&'%02

和
%'%02

%

A

2

=P

f%

"各
2

个浓度#'

体内试验!将
,Î !̂3̂

,

,Î ^

和
3̂

用生理盐

水分别溶解稀释成
%&

,

%

和
/=

A

2

=P

f%的溶液!

&'00

%

=

微孔滤膜过滤除菌!

)k

保存'

#C'

!

体外试验

%'*'%

!

淋巴细胞增殖测定
!!

取成年鸡心脏无菌

采血!肝素抗凝!再加入等体积
J>-W

0

,

液稀释!加

到淋巴细胞分离液上层!

0&&&U

2

=$-

f%离心
%2=$-

!

吸取中间云雾状细胞层!用
J>-W

0

,

液洗
0

遍!活细胞

计数大于
/&]

后!用含
%&]

小牛血清的
7̂ EF!%.)&

培养液调整细胞浓度为
0'2g%&

. 个2

=P

f%

!接种到

/.

孔细胞板!每孔
%&&

%

P

!然后加入
2

个浓度的各

多糖溶液
%&&

%

P

!每个浓度重复
)

孔&另设
)

孔细

胞对照组"

@M??@#-QU#?

!

II

#!仅加细胞培养液
%&&

%

P

'将
/.

孔细胞培养板置于
*1'2k

,

2] IG

0

条

件下培养
))B

!每孔加入
E::*&

%

P

!继续培养

)B

!每孔加裂解液
VE6G%&&

%

P

!将培养板置于微

量振荡器上振荡
2=$-

使沉淀完全溶解!用酶联免

疫检测仪"

:BMU=#[$,BMU

公司产品#检测
21&-=

处的吸光度"

5

21&-=

#值!作为
:

淋巴细胞增殖的指

标&并计算
2

个浓度的平均淋巴细胞增殖率"

>RMU>

A

M

?

D

=

L

B#@

D

QM

L

U#?$SMU>Q$#-U>QM

!

5P̂ 7

#

_

"

5多糖组 f

5对照组#%5对照组g%&&]

"

5

为多糖组
2

个浓度或对

照组
)

个孔的平均值#'

%'*'0

!

淋巴细胞
/V!0

和
/;Q!

-

=7K5

转录的测

定
!!

同上法制备淋巴细胞悬液!接种到
0)

孔细胞

培养板中!每孔
%=P

&然后加入前三个浓度(依次命

名为高"

J

#,中"

E

#,低"

P

#浓度)的各多糖溶液

%=P

!每个浓度重复
)

孔!同时设细胞对照孔!

*1'2

k

,

2] IG

0

条件下培养
%0B

!收集细胞!按照

=7K5

提取试剂盒说明书提取总
7K5

'

用:E

7: E>,QMUE$X

试剂盒配制
@VK5

反转

录的反应液
%&

%

P

"

2g Û$=M6@U$

L

Q7:E>,QMUE$X

0

%

P

!

:#Q>?7K50

%

P

和
7->,M[UMM"J

0

G.

%

P

#!

进行反转录!反应条件为
*1k

反应
%2=$-

!

(2k

灭

活
2,

!

)k*&=$-

'

/VT0

和
/;Q!

-

的引物由上海英骏生物技术有

限公司合成!序列见表
%

'

表
#

!

鸡
GHL!

&

G'IL

#

和
#/CJ8

引物序列

D5@<1#

!

-.7G1.21

R

*13912/H9F79?13GHL!

'

G'IL

#

53+#/CJ8H/.-P4

基因

3M-M

引物序列

6M

Y

CM-@M,

产物长度%
T

L

6$ZM#S>=

L

?$S$M"

L

U#"C@Q,

/V!0

[ 2j!5:335555I:I::I555I5!*j

7 2j!5I::I:III533:55I5I!*j

%*(

/;Q!

-

[ 2j!3I:35I33:335II:5::!*j

7 2j!:II:I:3535I:33I:II::!*j

%1%

N!USP

[ 2j!:3353555II53II553:5:!*j

7 2j!I3I5:I55533:3355355:!*j

%).

!!

以
N!USP

为内标基因!用
6c̀ 7

#

ÛM=$X<X

K$

Z

:E

"

:?$7K>,MJ ?̂C,

#试剂盒配制
7M>?!Q$=M

Î7

反应液
0&

%

P

$

6c̀ 7 ÛM=$X<XK$

Z

"

:?$

7->,MJ ?̂C,

!

%&

%

P

#,

Î7 [#UO>U" Û$=MU

"

%&

%

=#?

2

P

f%

!

&')

%

P

#,

Î7 7MRMU,M Û$=MU

"

%&

%

=#?

2

P

f%

!

&')

%

P

#,

7GN7MSMUM-@MV

D

MFF

"

&')

%2*%
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%

P

#,

VK5

模板"

0

%

P

#和
"J

0

G

"

.'(

%

P

#&用两步

法
Î7

标准程序进行反应$第一步!

/)k*&,

预变

性&第二步!

/2k2,

,

.&k*),

!

)&

个循环!扩增目

的基因'最后进行熔解曲线分析!

0

f

&&

5#分析法统计

/VT0

和
/;Q!

-

=7K5

的相对转录量'设细胞对照

组的
0

f

&&

5#为
%

!

&&

5#

的计算公式为
_

"

5#目的基因f

5#

N!USP

基因#多糖组f"

5#目的基因f5#

N!USP

基因#细胞对照组

#C%

!

体内试验

%')'%

!

实验动物及分组处理
!!

%

日龄非免疫健

康罗曼蛋公鸡!饲养于*

%&&@=g.&@=g)&@=

+规

格铁丝笼内!饲喂商品化饲料!自由采食和饮水'初

期
%

周!室温控制在
*1k

!全天
0)B

光照&然后逐

步降至室温!每天光照
%0B

'饲养至
%)

日龄时!测

得新城疫母源抗体效价为
0'(?#

A

0

!选择
%2&

羽随

机均分为
2

组!每组
*&

羽'除空白对照组"

T?>-W

@#-QU#?

!

Ì

#外均用鸡新城疫
(

系疫苗免疫!

0(

日

龄二免'在每次免疫的同时!每羽分别肌肉注射各

多糖溶液
&'2=P

!免疫对照组"

R>@@$->Q$#-@#-QU#?

!

8I

#和
Ì

组注射等量生理盐水!每天
%

次!连续
*"

'

%')'0

!

淋巴细胞增殖的测定
!!

分别于首免后第

1

"

V

1

#,

%)

"

V

%)

#,

0%

"

V

0%

#,

0(

"

V

0(

#天!每组随机取
)

羽!心脏采血!同上法制备淋巴细胞悬液!测定

5

21&-=

值!并计算各时间点的淋巴细胞增殖率"

]

#

_

("

�多糖f�

Ì

#%

�

Ì

g%&&]

)"

�

为
)

个孔平均值#'

%')'*

!

血清新城疫
JF

抗体效价测定
!!

分别于

以上时间点!每组随机抽取
.

羽!翼静脉采血!分离

血清!用
*

!

微量法测定新城疫血凝抑制"

JF

#效价'

%')')

!

血清免疫因子的测定
!!

分别于以上时间

点!每组随机抽取
.

羽!翼静脉采血!分离血清!用

<PF65

试剂盒测定血清
FP!0

和
F[K!

-

的含量'

#CT

!

数据处理

数据以*

'

Yl0

Y

f +表示!用
6̂ 660&'&

软件进行

方差分析和多重比较'

U

$

&'&2

为差异显著'

!

!

结
!

果

!C#

!

体外试验

0'%'%

!

各组淋巴细胞增殖的变化
!!

由表
0

可知!

,Î !̂3̂ 2

个浓度组的淋巴细胞
5

21&-=

值均显著高

于
II

组"

U

$

&'&2

#&

,Î ^

在
0

"

&'02

%

A

2

=P

f%

,

3̂

在
%(

"

)'2

%

A

2

=P

f%的淋巴细胞
5

21&-=

值均显

著高于
II

组"

U

$

&'&2

#&平均淋巴细胞增殖率$

,Î !̂3̂ 2

个浓度组的平均淋巴细胞增殖率最高

"

0/'(*]

#!显著高于
,Î ^

组"

%.'2%]

#和
3̂

组

"

%)'%1]

#"

U

$

&'&2

#'

表
!

!

体外试验不同浓度的
2P--

&

K-

及其组合对鸡外周血淋巴细胞增殖的影响

D5@<1!

!

QHH19)2/H2P--

'

K-53+)F17.9/G

;

/*3+5)+7HH1.13)9/3913).5)7/32/39F79?13

;

1.7

;

F1.5<<

,

G

;

F/9

,

)1

;

./<7H1.5)7/3:0=:247)12)

,Î !̂3̂

质量浓度%

"

%

A

2

=P

f%

#

,Î !̂3̂

@#-@M-QU>Q$#-

淋巴细胞
5

21&-=

5

21&-=

#S

?

D

=

L

B#@

D

QM

,Î ^

质量浓度%

"

%

A

2

=P

f%

#

,Î ^@#-@M-QU>Q$#-

淋巴细胞
5

21&-=

5

21&-=

#S

?

D

=

L

B#@

D

QM

3̂

质量浓度%

"

%

A

2

=P

f%

#

3̂ @#-@M-QU>Q$#-

淋巴细胞
5

21&-=

5

21&-=

#S?

D

=

L

B#@

D

QM

0& &'**)l&'&&(

>T

0 &'*&%l&'&&(

>

%( &'*&(l&'&&*

>

%& &'*2)l&'&%)

>

% &'0/1l&'&&1

>

/ &'0/.l&'&%2

>T

2

&'*0(l&'&&(

>T

&'2

&'0/0l&'&&(

>

)'2

&'0/1l&'&&1

>T

0'2 &'0/1l&'&%0

T

&'02 &'012l&'&%0

>T

0'02 &'012l&'&&*

T@

%'02

&'011l&'&%2

T

&'%02

&'0.0l&'&&1

T@

%'%02

&'0..l&'&&)

@

II &'0)2l&'&&/

@

II &'0)2l&'&&/

@

II &'020l&'&%.

@

5P̂ 7

%

] 0/'(*

5

5P̂ 7

%

] %.'2%

`

5P̂ 7

%

] %)'%1

`

5P̂ 7'

平均淋巴细胞增殖率&

>!@

'

同列数据肩标不同字母表示差异显著"

U

$

&'&2

#&

5!̀

'

同行数据肩标不同字母表示差异显著

"

U

$

&'&2

#

5P̂ 7'5RMU>

A

M?

D

=

L

B#@

D

QM

L

U#?$SMU>Q$#-U>QM

&

>!@

'I#?C=-">QMO$QB#CQQBM,>=M,C

L

MU,@U$

L

Q,"$SSMU,$

A

-$S$@>-Q?

D

"

U

$

&'&2

#&

5!̀

'7#O">QMO$QB#CQQBM,>=M,C

L

MU,@U$

L

Q,"$SSMU,$

A

-$S$@>-Q?

D

"

U

$

&'&2

#

0'%'0

!

各组
/V!0=7K5

转录的变化
!!

由图
%5

可知!

,Î !̂3̂

中浓度组的
/V!0=7K5

转录最高!

其次为
,Î !̂3̂

高浓度组!两组均显著高于其余各

组"

U

$

&'&2

#&

,Î ^

高浓度组的
/V!0=7K5

转

录显著高于
II

组"

U

$

&'&2

#'

02*%



!

1

期 刘宽辉等$硒化党参多糖和大蒜多糖协同增强鸡外周血淋巴细胞和新城疫疫苗的免疫功效

>

"

"

'

柱上标注没有相同字母者差异显著"

U

$

&'&2

#

>!"

'̀ >U,O$QB#CQQBM,>=M,C

L

MU,@U$

L

Q,"$SSMU,$

A

-$S$@>-Q?

D

"

U

$

&'&2

#

图
#

!

体外试验不同浓度的
2P--

&

K-

及其组合对鸡外周血淋巴细胞
GHL!

&

G'IL

#

G4V8

转录的影响

E7

0

C#

!

QHH19)2/H2P--

'

K-53+)F17.9/G

;

/*3+5)+7HH1.13)9/3913).5)7/32/3GHL!

'

G'IL

#

G4V8).5329.7

;

)7/3/H

9F79?13

;

1.7

;

F1.5<<

,

G

;

F/9

,

)1

$

:0=:247)12)

%

0'%'*

!

各组
/;Q!

-

=7K5

转录的变化
!!

由图

%̀

可知!

,Î !̂3̂

中浓度组的
/;Q!

-

=7K5

转录

最高!其次为
,Î !̂3̂

高浓度组!两组均显著高于

其余各组"

U

$

&'&2

#&

,Î !̂3̂

低浓度,

,Î ^

高浓

度和
3̂

的高,中浓度组的
/;Q!

-

=7K5

转录显著

高于
II

组"

U

$

&'&2

#'

!C!

!

体内试验

0'0'%

!

各组淋巴细胞增殖的变化
!!

由表
*

可知!

,Î !̂3̂

组在
)

个时间点的淋巴细胞
5

21&-=

值均为

最高!显著高于
8I

和
Ì

组"

U

$

&'&2

#!在
V

0(

显

著高于
,Î ^

组,在
V

%)

显著高于
3̂

组"

U

$

&'&2

#&

,Î ^

和
3̂

组在
)

个时间点的细胞
5

21&-=

值均高

于
8I

和
Ì

组!

,Î ^

组在
V

%)

,

3̂

组在
V

0(

显著高

于
8I

和
Ì

组"

U

$

&'&2

#'

淋巴细胞增殖率$由图
0

可知!

,Î !̂3̂

组在
)

个时间点的淋巴细胞增殖率均为最高!均显著高于

8I

组"

U

$

&'&2

#!在
V

%)

和
V

0(

显著高于
,Î ^

组

"

U

$

&'&2

#!在
V

1

和
V

%)

显著高于
3̂

组"

U

$

&'&2

#&

,Î ^

和
3̂

组在
)

个时间点的淋巴细胞增

殖率均高于
8I

组!

,Î ^

组在
V

%)

,

3̂

组在
V

%)

和

V

0(

显著高于
8I

组"

U

$

&'&2

#'

表
'

!

体内试验
2P--

&

K-

及其组合对鸡外周血淋巴细胞增殖的影响

D5@<1'

!

QHH19)2/H2P--

'

K-53+)F17.9/G

;

/*3+/39F79?13

;

1.7

;

F1.5<<

,

G

;

F/9

,

)1

;

./<7H1.5)7/3:0=:=7)12)

组别
3U#C

L

, V

1

V

%)

V

0%

V

0(

,Î !̂3̂ &'00&l&'&&(

>

&'0/&l&'&&.

>

&'020l&'&%.

>

&'0(1l&'&%*

>

,Î ^

&'0%.l&'&&)

>T

&'0)&l&'&&/

>

&'00&l&'&%2

>T

&'0)%l&'&%*

T@

3̂ &'0%)l&'%/&

>T

&'00*l&'&&)

T@

&'0%(l&'&%2

>T

&'02)l&'&&(

>T

8I

&'0&&l&'&&)

T

&'0&/l&'&%&

@

&'0&&l&'&%&

T

&'0&(l&'&%2

@

Ì &'%(&l&'&&(

@

&'%1)l&'&&.

"

&'%.0l&'&&%

@

&'%1&l&'&%)

"

>

"

"

'

同列数据肩标没有相同字母者差异显著"

U

$

&'&2

#

>!"

'I#?C=-">QMO$QB#CQQBM,>=M,C

L

MU,@U$

L

Q,"$SSMU,$

A

-$S$@>-Q?

D

"

U

$

&'&2

#

0'0'0

!

各组血清新城疫
JF

抗体效价的变化
!!

由

图
*

可知!

,Î !̂3̂

组在
)

个时间点的
JF

抗体效价

均为最高!均显著高于
8I

和
Ì

组"

U

$

&'&2

#!在
V

1

和
V

%)

显著高于
,Î ^

和
3̂

组"

U

$

&'&2

#&

,Î ^

和

3̂

组在
)

个时间点的
JF

抗体效价均高于
8I

和
Ì

组!在
V

0(

显著高于
8I

和
Ì

组"

U

$

&'&2

#'

0'0'*

!

各组血清
FP!0

含量的变化
!!

由图
)5

可

知!

,Î !̂3̂

组在
)

个时间点的血清
FP!0

含量均为

最高!均显著高于其余各组"

U

$

&'&2

#&

,Î ^

和
3̂

组在
)

个时间点的血清
FP!0

含量均高于
8I

和
Ì

组!

,Î ^

组在
V

1

和
V

0%

,

3̂

组在
V

0%

和
V

0(

显著高

于
8I

和
Ì

组"

U

$

&'&2

#'

*2*%
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'

在同一时间点柱上标注没有相同字母者差异显著"

U

$

&'&2

#

>!@

'̀ >U,>Q,>=MQ$=M

L

#$-QO$QB#CQQBM,>=M,C

L

MU,@U$

L

Q,

"$SSMU,$

A

-$S$@>-Q?

D

"

U

$

&'&2

#

图
!

!

体内试验
2P--

&

K-

及其组合对鸡外周血淋巴细胞增

殖率的影响

E7

0

C!

!

QHH19)2/H2P--

'

K-53+)F17.9/G

;

/*3+/39F79?13

;

1.7

;

F1.5<<

,

G

;

F/9

,

)1

;

./<7H1.5)7/3.5)12

$

:0=:=7)12)

%

>

"

@

'

在同一时间点柱上标注没有相同字母者差异显著"

U

$

&'&2

#

>!@

'̀ >U,>Q,>=MQ$=M

L

#$-QO$QB#CQQBM,>=M,C

L

MU,@U$

L

Q,

"$SSMU,$

A

-$S$@>-Q?

D

"

U

$

&'&2

#

图
'

!

体内试验
2P--

&

K-

及其组合对鸡血清
\:

抗体效价

的影响

E7

0

C'

!

QHH19)2/H2P--

'

K-53+)F17.9/G

;

/*3+/39F79?13

21.*G\:53)7@/+

,

)7)1.2

$

:0=:=7)12)

%

>

"

"

'

在同一时间点柱上标注没有相同字母者差异显著"

U

$

&'&2

#

>!"

'̀ >U,>Q,>=MQ$=M

L

#$-QO$QB#CQQBM,>=M,C

L

MU,@U$

L

Q,"$SSMU,$

A

-$S$@>-Q?

D

"

U

$

&'&2

#

图
%

!

体内试验
2P--

&

K-

及其组合对鸡血清
:=L!

&

:EVL

#

含量的影响

E7

0

C%

!

QHH19)2/H2P--

'

K-53+)F17.9/G

;

/*3+/39F79?1321.*G:=L!

'

:EVL

#

9/3)13)2

$

:0=:=7)12)

%

0'0')

!

各组血清
F[K!

-

含量的变化
!!

由图
)̀

可知!

,Î !̂3̂

组在
)

个时间点血清
F[K!

-

含量均

为最高!均显著高于
8I

和
Ì

组"

U

$

&'&2

#!在
V

1

和
V

0%

显著高于
,Î ^

和
3̂

组,在
V

0(

显著高于
3̂

组"

U

$

&'&2

#&

,Î ^

和
3̂

组在
)

个时间点的血清

F[K!

-

含量均高于
8I

和
Ì

组!

,Î ^

组在
V

1

和

V

0(

,

3̂

组在
V

%)

显著高于
8I

和
Ì

组"

U

$

&'&2

#'

'

!

讨
!

论

本研究中!笔者首先用
E::

法(

%*

)测定了

,Î !̂3̂

复方及其两个组分药对培养的鸡外周血

淋巴细胞增殖的影响'淋巴细胞
5

21&-=

值与淋巴细

胞增殖呈正相关!

5

21&-=

值越大!则增殖越显著'试

验结果显示!

,Î !̂3̂

在所有浓度,

,Î ^

在
)

个浓

度,

3̂

在
*

个浓度组的淋巴细胞
5

21&-=

值均显著高

于细胞对照组"

U

$

&.&2

#!表明它们在这些浓度能

显著促进淋巴细胞增殖'平均淋巴细胞增殖率的计

算结果显示!

,Î !̂3̂ 2

个浓度的平均淋巴细胞增

殖率最高!显著高于
,Î ^

和
3̂

组!表明
,Î !̂3̂

复方的体外增强免疫活性最强!显著强于两个组分

药
,Î ^

和
3̂

'

为了验证体外试验结果!将
*

种多糖配合新城

疫疫苗免疫雏鸡!测定雏鸡外周血
:

淋巴细胞增

殖,血清新城疫
JF

抗体效价和细胞因子的动态变

化'

:

淋巴细胞主要介导细胞免疫(

%)

)

'试验结果

显示!

,Î !̂3̂

组在
)

个时间点的淋巴细胞
5

21&-=

值均为最高!均显著高于
8I

和
Ì

组!在一些时间

点显著高于
,Î ^

和
3̂

组&

,Î ^

和
3̂

仅在
%

个

时间点的淋巴细胞
5

21&-=

值显著高于
8I

和
Ì

组!

表明
*

个多糖均能增强细胞免疫&

,Î !̂3̂

组在
)

个时间点的淋巴细胞增殖率均为最高!均显著高于

)2*%



!

1

期 刘宽辉等$硒化党参多糖和大蒜多糖协同增强鸡外周血淋巴细胞和新城疫疫苗的免疫功效

8I

组!分别在
0

个时间点显著高于
,Î ^

和
3̂

组!表明
,Î !̂3̂

复方增强细胞免疫的作用最强!

显著强于两个组分药
,Î ^

和
3̂

'

体液免疫是由
`

淋巴细胞介导的抗原抗体特

异性反应!

`

淋巴细胞受到抗原刺激后增殖分化成

大量的浆细胞!浆细胞合成和分泌特异抗体进入血

液后与机体内特异性抗体发生反应(

%2

)

'血清特异

性抗体效价的高低直接反映机体的体液免疫应答状

态'本试验结果显示!

,Î !̂3̂

组在
)

个时间点的

血清新城疫
JF

抗体效价均为最高!均显著高于
8I

和
Ì

组!在
0

个时间点显著高于
,Î ^

和
3̂

组&

,Î ^

和
3̂

组仅在
%

个时间点的抗体效价显著高

于
8I

和
Ì

组!表明
*

个多糖均能增强体液免疫!

,Î !̂3̂

复方的作用最强!显著强于两个组分药

,Î ^

和
3̂

'

免疫增强剂的作用机制多与细胞因子有关'研

究表明!多糖可以通过诱生多种细胞因子而发挥增

强免疫作用(

%.!%(

)

'

FP!0

和
F[K!

-

由辅助性
:

细胞

分泌产生的细胞因子!它们可反过来促进
:

细胞的

增殖和分化(

%/!0&

)

!因此血清
FP!0

和
F[K!

-

含量可作

为机体免疫功能的指标'体内试验结果显示!

,Î !̂3̂

组在
)

个时间点的血清
FP!0

和
F[K!

-

含

量均为最高!

FP!0

含量显著高于其余各组!

F[K!

-

含

量显著高于
8I

和
Ì

组!在一些时间点显著高于

,Î ^

和
3̂

组&

,Î ^

和
3̂

组的血清
FP!0

和
F[K!

-

含量仅在
%

"

0

个时间点显著高于
8I

和
Ì

组&

同时!体外试验结果也证明!

,Î !̂3̂

中,高浓度组

/V!0

和
/;Q!

-

的
=7K5

转录均显著高于其余各

组!

,Î ^

高浓度组
/V!0

和
/;Q!

-

的
=7K5

转录,

3̂

高,中浓度组的
/;Q!

-

=7K5

转录显著高于细胞

对照组'这些结果表明!

*

个多糖均能促进两种细胞

因子的分泌及其
=7K5

的转录!

,Î !̂3̂

复方的作

用最强!显著强于两个组分药
,Î ^

和
3̂

'

,Î !̂3̂

是由
,Î ^

和
3̂

组成的复方'党参

为桔梗科植物党参
5+6+)+

A

0(0

A

(4+014$

"

[U>-@B'

#

K>--S'

等的干燥根!是常用的补气药!具有补中益

气,健脾益肺功效(

0%

)

!党参多糖为党参的主要活性成

分!具有增强免疫,抗氧化,保肝,抗肿瘤等生物活

性(

00

)

!尤其是硒化修饰后其增强免疫活性显著增

强(

0*

)

'大蒜为百合科植物大蒜
!44(130$#(=(13P'

的

鳞茎!既是食用蔬菜又可用作中药!具有理气开胃,解

毒,止痢等功能(

0)

)

'大蒜多糖为主要活性成分之一!

具有增强免疫,抗氧化等生物学活性(

%0

)

'因此由

,Î ^

和
3̂

组成的复方显示很强的增强免疫功效'

以上结果表明!

,Î !̂3̂

复方既显著增强细胞

免疫!又能显著增强体液免疫!从而显著增强鸡新城

疫疫苗的免疫效果'同时!

,Î !̂3̂

复方能显著促

进鸡外周血淋巴细胞
FP!0

和
F[K!

-

的分泌及其

=7K5

的表达!可能是本方增强免疫的机制之一'

至于其他可能的机制!有待进一步研究'

%

!

结
!

论

,Î ^

和
3̂

能协同增强鸡外周血淋巴细胞和新

城疫疫苗的免疫功效!

,Î !̂3̂

复方的作用显著强于

两个组分药!可以作为新型免疫增强剂的候选方'
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$̀-:Ĵ !%

=#-#@

D

QM,

(

H

)

'5$'J+,

7

6' U+4

7

3

!

0&%.

!

%)*

$

%*%!%*('

(

%(

)

!

PFH4

!

PFbc

!

PF̀ J

!

MQ>?'5

L

#?

D

,>@@B>U$"M

L

C!

U$S$M"SU#= 7>"$X5"M-#

L

B#U>M

L

U#=#QM,@M??>@Q$R>!

Q$#->-"

L

U#!$-S?>==>Q#U

D

@

D

Q#W$-M

L

U#"C@Q$#-$-=C!

U$-M7540.)'1=>@U#

L

B>

A

M,

(

H

)

'5,()OQ$#I&6

!

0&%.

!

%)

"

2

#$

*1&!*1.'

(

%/

)

!

b̀66<V

!

V<P57G65 E

!

JG̀F3<79

!

MQ>?'

I#=

L

MQ$-

A

SMM"T>@W?##

L

,,B>

L

MFP!0,$

A

->?$-

A

TM!

QOMM-BM?

L

MU>-"UM

A

C?>Q#U

D

:?

D

=

L

B#@

D

QM,$-@M??C?>U

=$@U#M-R$U#-=M-Q,

(

H

)

'U'+"Q$#4!"$6-"(<-!

!

0&%&

!

%&1

"

1

#$

*&2(!*&.*'

(

0&

)

!

6IJ7GV<79

!

J<7:aG3^H

!

75856F:

!

MQ>?'

F-QMUSMU#-!

-

$

>-#RMUR$MO#S,$

A

->?,

!

=M@B>-$,=,>-"

SC-@Q$#-,

(

H

)

'OV&1[+"9(+4

!

0&&)

!

12

"

0

#$

%.*!%(/'

(

0%

)

!

中国兽药典委员会
'

中华人民共和国兽药典
!0&%2

年

版二部(

E

)

'

北京$中国农业出版社!

0&%.

$

*)

!

)%.'

I#==$,,$#- #S IB$-M,M 8MQMU$->U

D

B̂>U=>@#

L

M$>'

8MQMU$->U

DL

B>U=>@#

L

#M$>#SQBM

L

M#

L

?M

0

,UM

L

CT?$@#S

IB$->

!

0&%2 >̂UQ

'

(

E

)

'̀ M$

+

$-

A

$

IB$->5

A

U$@C?QCUM
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