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加味玉屏风散对创伤应激小鼠细胞免疫功能的影响
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‘
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�
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‘
衷学军

�
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赵 璐

�

沈关心
‘

摘要 目的
�

探讨加味玉屏风散对创伤应激小鼠细胞免疫功能的影响
。

方法
�

采用小鼠截肢应激模型
，

检测创伤后小鼠细胞免

疫功能变此
。

结果
�

创伤后小鼠细胞免疫功能受抑
，

包括 丫一干扰素����
一

为水平
、

��，
水平

、
��

。 ��� 。
比值降低

�
转化生长因子

一日����
一

印水平升高
�核转录因子 一 ���������

一 �������
、

白细胞介素 �� 一 ��������
一
�������表达增加 �高

、

中
、

低

三种浓度加味玉屏风散对上述指标的变化具有不同程度的纠正作用
，

其中高剂量组小鼠各项指标均恢复正常
。

结论
�

创伤后

小 鼠细胞免疫功能受抑
�
加味玉屏风散可有效恢复其细胞免疫功能

。

主题词 免疫
，

细胞�药物作用 玉屏风散�药理学 创伤和损伤�中医药疗法
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严重的创伤可以抑制机体的免疫功能
，

而以细胞

免疫受抑为主川
，

这为感染发生
、

肿瘤转移及 自身免疫

性疾病的发生提供了条件
。

我们在以往的研究中观察

到加味玉屏风散对创伤应激小鼠的细胞免疫功能具有

明显的恢复作用比
�〕 。

本实验我们进一步观察了截肢应

激 对 小 鼠 ��� 、

���

水 平
，

核 转 录 因 子 一 ‘ �����

���
一 ‘ ����� �

、

白 细 胞 介 素 ��一 ����� ���
�

�������表达
，
了一干扰素����

一

��
、

转化生长因子一俘

����
一

阳水平的变化及加味玉屏风散对它们的影响
。

� 材料

�
�

� 动物
��一 �周龄 ������ 清洁级小鼠 �� 只

，

雌

雄各半
，

体重 ���士 ���
，

由武汉生化制品研究所提供
，

恒温
、

恒湿条件下 自由摄取食水
，
以尽量减少饲养环境

变异造成的情绪应激
，
�周后开始实验

。

�
�

� 药物
�

加味玉屏风散由黄蔑
、

党参
、

白术
、

防风按

� 中国人民解放军第四五七 医院病理科
，

湖北省武汉市工农兵

路 ��号 ��������

� 美国国家卫生研究院

� 湖北中医学院研究生

� 华中科技大学同济医学院免疫学系

收稿 日期
�����一 ��一 ���修回 日期

�����一 ��一 ��

� � � � � �
�比例构成

。

按 �
�

�� 加水浸泡 �小时
，

第

�
、

�煎文火煮 ��分钟
，

第 �煎煮 �� 分钟
，

将 �次煎液

混合成 ����的药液
，

置 ��冰箱贮存备用
。

�
�

� 主要仪器
������� 型 恒 温箱 �������� 公 司 �

�

������冰冻切 片机 ��
才���� 公 司 ��������

一

������

石蜡切片机 ��
“
���� 公司�������

一

���。 高清晰度彩色

病理图文分析系统 �武汉千屏公司����
一

����型酶标

仪�第四军医大学�
������ 型离心机������

公司�
。

� 方法

�
�

� 分组与给药
�

将小 鼠随机分为 �组
�

正常对照组

���
、

应激对照组 ���每 鼠每天灌服蒸馏水 �
�

����应

激�加味玉屏风散高���
、

中���
、

低���剂量组每鼠每

天分别灌服 ����
、

���
、

���加味玉屏 风散水煎液

�
�

����分别含生药 。
�

��
、
�

�

��
、 。

�

���
。

以上 �组均连

续灌饲 �天
。

�
�

� 模型建立川和取材
�

末次用药 �一 �
�

�小时对 �

一� 组小 鼠行右后肢截肢术
，

用 �号医用缝合线于小

鼠右后肢膝关节上端约 �
�

��� 处结扎
，

手术剪于膝关

节处截去右后肢
，

酒精棉球消毒断端
，

不包扎
。

术后仍

按常规摄取食水
，

术后无感染及死亡
。

造模后 �� 小时
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引颈处死小 鼠
，

分离胸腺
、

脾脏
，

摘取眼球取外周血
，

��������� 离心 �分钟
，

吸取上清
，

置 ��冰箱备用
。

�� � 免疫组化标本制备
�

将新鲜分离的胸腺
、

脾脏用

胶粘剂固定于支架上放人 一��℃冰冻切片机中
，

切片

厚度 �拌。 ，

贴于用多聚赖氨酸处理过 的载玻片上
，

凉

风 迅 速 吹 干
，

用 含 ���������� 的 ��多 聚 甲醛�

�
·

���������
，

��室温 固定 ��分钟
，

蒸馏水 洗 涤 �

次
，

迅速吹干
，

密封置于一�� �备用
。

�
�

� 细胞原位杂交标本制备�细胞甩片�
�

将分离后的

胸腺
，

脾脏分别制成单细胞悬液
，

用 �
�

���的 ����
�

��
�

�� 裂解红细胞
，
����

’ �
液离心洗涤 �次后调胸腺

和脾细胞悬液至 �火 �。丫��
，

在甩片机上将细胞悬液

甩于用多聚赖氨酸处理过的载玻片上
，

迅速吹干
，

用含

���������� 的 ��多聚 甲醛��
�

�� �������
�

��室

温固定 �� 分钟
，

蒸馏水洗涤 �一�次
，

迅速吹干
，

密封

置于一 ��
一

�备用
。

�� � 观察指标及方法

�� �
�

� 免疫组化检测 ��
�

抗原
、

���

抗原
�

免疫组织

化学染色按参考文献闭的方法进行
。

显微镜下观察
，

每

组随机选择 �� 张切片
，

每张切片随机选择 �� 个视野
，

计数 ��� 个细胞中 ��
�

抗原
、

��
�

抗原 阳性表达细胞

�呈棕黄色�的百分率���
，

以平均值表示其表达强度 �

运用 �����
一

����高清晰度彩色病理图文分析系统对

各组标本 ��
、 、

��
，
抗原阳性细胞进行显微图像分析

，

每组随机取 �� 个视野的吸光度
，

计算其平均吸光度
。

�
·

�
�

� 原位杂交检测 ��
一 ‘ �����

、

��
一

������ 表

达
�

采 用 ��
一 ‘ �����

、

��
一

������ 原 位 杂 交 试 剂

盒
，

方法按说明书进行
。

每组随机选 �� 张切片
，

每张切

片随机选 �� 个视野
，

显微镜下计数 ���个细胞 中 ��
�

������
，
��

一 ‘ ����� 阳性表达细胞 �呈棕黄色 �的

百分率 ���
，
以平均值表示其表达强度 ������

一

����

高清 晰度 彩 色病 理 图文
，

分 析 系统 对 各 组 标 本 ��
�

������
、

��
一 ‘ ����� 阳性 细胞进 行 显微 图 像 分

析
，

每组随机取 �� 个视野的吸光度
，

计算平均吸光度
。

�
�

�� � 酶联免疫 吸附检测 ���
一
了

、

���
一

月
�

方法按试

剂盒说明书进行
，

在 ����� 处测吸光度值 ����值
，

将

�� 值换算成浓度 �������
。

�
�

� 统计学方法
�

采用组间 �检验 比较显著性
，

数据

统计以 牙士
�
表示

。

� 结果

�
�

� 胸腺
、

脾脏组织 中 ���

抗原
、

��
�

抗原分布
�

表

�
、

表 �示
，

创伤后小 鼠胸腺
、

脾脏组织 中 ��
、
抗原分

布显著减少
、

吸光度值降低
，
���

���
�

比值显著减少
，

与 � 组比较差异有显著性�尸��
�

���
，
��

。
略微下降

，

但 差异无显著性 �尸��
�

����给予加味玉屏风散后
，

��
�

抗原分布明显增多
、

吸光度值增加
，
��

、
���

�

比值

增 加
，

与 � 组 比较 差 异有显 著性 �尸� �
�

�� 或 尸�

�
�

����其 中 � 组 与 � 组 比较 差 异 无 显 著性 �尸�

�
�

���
。

�
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� 胸腺
、

脾脏 组 织 中 ��
一 ‘ �����

、

��
一

������

表达
�

表 �示
，

创伤应激小 鼠胸腺
、

脾脏组织 中 ��
�

‘ �����
、

��
一

������ 表达水平均明显升高
、

吸光度

值增大
，

与 � 组 比较差异有显著性�尸��
�

����给予加

味玉屏风散后其表达水平均明显降低
、

吸光度值减小
，

与 �组 比较差异有显著性 ����
�

�� 或 尸��
�

�� ��其

中高剂量加味玉屏风散组 ��
一 ‘ �����

、
��

一

������
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表 � 加味玉屏风散对创伤应激小鼠外周血清

���
一
�

、

���
一

俘水平的影响�王士
��

组别 鼠数 ���
一
了含量������� ���

一

尽含量 ��������

� 组 �� ��
�
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��士 �
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��
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与 � 组 比较
， 、 ���

�

��
， ， ， �� �

�

���与 �组 比较
，△���

�

��
，

△△尸��
�

��

表 达 水 平 与正 常对 照 组 比较 差 异 无 显 著 性 �尸�

�
�

���
。

�
�

� 外周血清 中 ���
一
下

、

���
一

俘水平
�

表 �示
，

与 �

组 比较
，
� 组小 鼠血清 中 ���

一
了水平明显降低 ���

�
�

���
、

���
一

俘水平明显升高�尸��
�

����与 �组 比较
，

�
、

�
、

�组小鼠 ���
一

了水平明显升高�尸��
�

���
、

���
�

月水平明显降低����
�

�� ��与 � 组比较
，
�组 ���

一
�

、

���
一

�水平无显著差异�尸��
�

���
。

� 讨论

严重创伤后机体的细胞免疫功能受抑
，
以 � 细胞

的辅助一抑制免疫调节网络失衡
、

细胞因子分泌紊乱

为特征
。

一般认为
，

创伤后 ��
�

和 ���

���
�
比值降低

，

�� 。
升高阁

。

本实验观察了创伤后小鼠胸腺
、

脾脏组织

中 � 细胞亚群改变
，

发现创伤后 �� 小时 ���

明显减

少
，
���

略为下降
，

但差异无显著性
，
���

���
�

比值与

正常组相比差异有显著性 �口服加味玉屏风散后 ��� 、

��
、 、

��、

���、
比值与正常组相 比差异均无显著性

，

说

明创伤后 � 细胞亚群改变可能以 ��
�

和 ��
�

���
�

比

值降低为主
，

加味玉屏风散通过对 ��
�

和 ��
斗

���
�

比

值降低的拮抗作用
，

来纠正创伤引起的细胞免疫功能

的受抑状态
。

当机体处于应激状态
，

组织 中的 ���细胞被激

活
，

并得到优势扩增
，

分泌免疫抑制因子 ��
一

��
。

本实

验采用细胞原位杂交法检测 了创伤后 �� 小时及 口服

加 味 玉 屏 风 散 后 小 鼠胸 腺
、

脾脏 淋 巴 细 胞 中 ��
�

������ 表达变化
，

结果表明
，

创伤后 �� 小时小 鼠胸

腺
、

脾脏淋巴细胞 中��
一

������ 表达显著增加
，
口服

加味玉屏风散后 ��
一

������ 表达明显减少
，

说明加

味玉屏风散能通过抑制 ���细胞 ��
一

������ 表达
，

抑制 ��
一

�� 分泌来纠正创伤应激所致的细胞免疫抑制

状态
。

��
一 ‘ � 活 化 后 能 调 控 一 系 列 基 因 的 表 达

�

如

���
一� 、

��
一

��
、

��
一

�
、

��
一
�

、

��
一

��
、

���
一

月
、

��
了一

�受体
、

�

细胞受体
。 、

日链等川
，

根据其功能不同分为两大类
�

一

类为促炎性细胞因子
，

包括 ���
一
�

、

���
一�
等 �另一类

为免疫抑制因子
，

如 ��
一

�
、

��
一

��
、

���
一

尽等
，

这些物质

都能直接或间接地调节机体的免疫功能
。

我们用创伤

应激模型观察到小鼠创伤后 �� 小时胸腺
、

脾脏淋巴细

胞 中 ��
一 ‘ ����� 较正常表达增强

，
口服加味玉屏

风散后小鼠胸腺
、

脾脏淋巴细胞中 ��
一 ‘ �����表达

明显被抑制
，

说明加味玉屏风散对创伤所致的 ��
一 ‘ �

过度表达具有 良好的拮抗作用
。

综上所述
，

截肢创伤应激可以使免疫功能紊乱
，

表

现为机体的细胞免疫功能抑制
，

包括胸腺
、

脾脏淋巴细

胞中 ��
�

水平下降
、

��
�

���
�

比值降低
���

才一

������
、

��
一 � ����� 表达增 强 �血清 中 ���

一

俘水平 升 高
，

���
一
下水平降低

。

三种剂量加味玉屏风散可不同程度

地纠正创伤应激所致的细胞免疫功能抑制状态
。
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