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穿龙薯蓣皂苷元!
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#

G-4

"是从薯蓣科植物穿龙薯

蓣的干燥根茎即穿山龙中提取*水解产生#是穿山龙的主要有

效成分+

!OM

,

'现代药理学研究证明#

G-4

具有抗肿瘤*调节免

疫*祛痰平喘*抗变态反应*抗骨质疏松等多种药理作用+

KO"

,

#还

具有激素类作用#是合成甾体激素类药物的重要原料+

!+

,

'本

实验以正常小鼠脾脏
A

淋巴细胞为研究对象#研究
G-4

在体外

对
A

淋巴细胞增殖活性的影响及对白细胞介素
O*

!

&VO*

"*干扰

素
O

*

!

&T%O

*

"
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表达的影响#为揭示
G-4

的免疫调节机制

提供实验依据'
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材料与方法

!L!

!

材料

!L!L!

!

受试动物
!

清洁级
)#I

近交系小鼠#雄性#

J

!

!+

周

龄#由中国医学科学院实验动物中心提供'

!L!L"

!

药品与试剂
!

G-4

!南京泽朗医药科技有限公司#纯度

"JQ

#批号)

*+!M*#!,

"#刀豆蛋白
7

!

)457

"!美国
(-

S

82

公

司"#氢化可的松!

')

#天津生物化学制药有限公司"#

))ZOJ

试剂!碧云天生物技术研究所"#反转录
F):

试剂盒+宝生物工

程!大连"有限公司,#

&VO*

*

&T%O

*

引物+生工生物工程!上海"

股份有限公司,'

!L!L#

!

仪器
!

G%FO"+#*

型电热恒温培养箱!上海精宏实验

设备有限公司"*

]AO)6O!%

超净工作台!北京亚泰科隆实验科

技开发中心"*

E013-<@25EZM

酶联仪!芬兰雷勃公司"*

FA)O

!++F):

仪!美国
E6:W(W7:)'

公司"*反转录扩增仪!美国
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1-;9C-4<
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3;8<

公司"等'
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方法
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溶液配制
!

!
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G-4

溶液配制)将
G-4

干粉加入无水乙

醇#充分溶解混匀制成原液'按比例加入
:FE&O!,K+

培养基

及用
:FE&O!,K+

培养基配置的
!#Q

乙醇进行稀释#制成!终浓

度分别为)

+L"MI#

*

!LJI#+

*

MLI#++

*

IL#+++

*

!#L++++

%

S

(

8V

"工作液#工作液中乙醇浓度为
+L#Q

'!

*

"

)457

溶液配

制)称取
M8

S

)457

干粉#加入
:FE&O!,K+

培养基
!+8V

#充

分溶解混匀#制成工作液#终浓度为
*L#

%

S

(

8V

'!

M

"完全培养

液配制)按比例在
:FE&O!,K+

培养基中加入
!+Q

的胎牛血清*

!Q

的青链霉素溶液#混合均匀#制成完全培养液'
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对
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#与
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S
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浓度组比较

!L"L"

!

A

淋巴细胞制备
!

断颈处死小鼠#无菌取脾#制备脾淋

巴细胞混悬液#用尼龙毛柱对其进行分离#收取
A

淋巴细胞#

台盼蓝染色判断细胞存活率!要求存活率均在
"IQ

以上"'调

整
A

淋巴细胞密度为
*g!+

, 个(
8V

+

!!

,

'

!L"L#

!

))ZOJ

检测
G-4

对
A

淋巴细胞增殖的影响+

!!O!*

,

!

实

验设对照组)

A

细胞悬液
k

完全培养液#

)457

组)

A

细胞

悬液
k)457

溶液!

*L#

%

S

(

8V

"

k

完全培养液#阳性对照组)

A

细胞 悬 液
k)457

溶 液 !

*L#

%

S

(

8V

"

k ')

溶 液 !

!L+

%

S

(

8V

"

k

完全培养液#药物组)

A

细胞悬液
k)457

溶液!

*L#

%

S

(

8V

"

kG-4

溶液!

+L"MI#

*

!LJI#+

*

MLI#++

*

IL#+++

*

!#L++++

%

S

(

8V

"

k

完全培养液#每组
,

个复孔#将铺好的
",

孔培养板放置于培养箱!

MId

*

#Q )P

*

"中培养#总时间分别

为
*K

*

KJ

*

I*=

#待培养至
*+

*

KK

*

,J=

时取出#加入
))ZOJ

试

剂#充分混匀后置培养箱中继续培养
K=

'用酶联仪测定各组

吸光度值!

QM

值")

K#+58

处#计算
G-4

对
A

淋巴细胞增殖的

抑制率!

F&

")

F&h

+

!$

!

'

#@-'kM+@

$'

对照组"(!

'

#@-'

$'

对照组",

g

!++Q

'

!L"L$
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反转录
F):

法检测
G-4

对
&VO*

*

&T%O

*

8:%7

表达的

影响
!

实验设对照组*

)457

组*阳性对照组*药物组!

G-4

溶液

浓度
MLI#++

*

IL#+++

*

!#L++++

%

S

(

8V

"#每组
,

个复孔#将铺

好的培养板置于培养箱!

MId

*

#Q )P

*

"中#

KJ=

后离心收集

A

淋巴细胞#洗涤后以
A:-i41

提取总
:%7

#反转录成
/G%7

#

用反转录
F):

试剂盒检测各组
A

淋巴细胞
&VO*

*

&T%O

*

8:O

%7

的表达情况+

!MO!K

,

'

!L#

!

统计学处理
!

应用
(F((!IL+

软件进行数据分析#计量

资料采用
LfG

表示#比较采用方差分析#以
%

&

+L+#

为差异有

统计学意义'

"

!

结
!!

果

"L!

!

G-4

对
A

淋巴细胞增殖的影响
!

G-4

浓度在
+L"MI#

!

IL#+++

%

S

(

8V

范围内#对
A

淋巴细胞增殖有抑制作用#随药

物浓度递增抑制作用增强#

IL#+++

%

S

(

8V

为最佳抑制浓度#

超过最佳抑制浓度后抑制作用逐渐减弱#见表
!

'

!!

E

)

E2.@

$

!

)对照组$

*

)

)457

组$

M

)阳性对照组$

K
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!#L++++
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S
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8V

组$

#

)

IL#+++

%

S
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8V

组$
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MLI#++

%

S

(

8V

组

图
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各组
&T%O

*

8:%7

的表达

"L"

!

G-4

对
&VO*

*

&T%O

*

8:%7

的 影 响
!

G-4

浓 度 在

MLI#++

!

IL#+++

%

S

(

8V

时#对
A

淋巴细胞
&VO*

*

&T%O

*

8:O

%7

的表达具有抑制作用#随药物浓度增加抑制作用增强#

G-4
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!

期



IL#+++

%

S

(

8V

时抑制作用最明显#为最佳抑制浓度'超过最

佳抑制浓度后#对
&VO*

*

&T%O

*

8:%7

的表达抑制作用逐渐减

弱#见表
*

#图
!

*

*
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)457

组$

M

)阳性对照组$

K
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!#L++++

%

S

(

8V

组$

#

)

IL#+++
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8V

组$
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%

S

(

8V

组

图
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各组
&VO*8:%7

的表达

#

!

讨
!!

论

A

淋巴细胞可介导细胞免疫应答#对机体免疫应答的调节

起着至关重要的作用#其活化和增殖是执行免疫功能的基础#

但过度活化增殖有可能导致自身免疫性疾病和器官移植排斥

反应的发生#以
A

淋巴细胞为靶向的免疫干预能有效地控制

对机体有害的免疫应答+

!#

,

'因此#能抑制
A

淋巴细胞活化增

殖的药物在控制对机体有害的免疫应答方面具有积极的作用'

本研究先用
)457

作为刺激剂#使
A

淋巴细胞在体外显著增

殖#再用
G-4

进行干预#结果显示
G-4

各浓度组对
A

淋巴细胞

增殖均有抑制作用#且抑制作用随浓度增加而增强#并具有一

定的量效关系'

&VO*

是引起
A

淋巴细胞增殖的主要细胞因子#可通过提

高
A

淋巴细胞的数量和功能达到增强机体免疫功能的效果#

在机体复杂的免疫网络中起调节作用+

!#

,

'

&T%O

*

即
#

型干扰

素#具有促进
A

淋巴细胞的分化*激活单核巨噬细胞*诱导和

增加组织相容性复合体!

E')

"分子的表达等功能#可以介导

并且调节机体的特异性免疫+

!#

,

'

&VO*

*

&T%O

*

8:%7

的表达

水平与
&VO*

*

&T%O

*

水平呈正相关#因此可间接反映
A

淋巴细

胞增殖的情况'在本研究中#

A

淋巴细胞经
)457

刺激*

G-4

干

预后#各浓度组
A

淋巴细胞
&VO*

*

&T%O

*

8:%7

的表达与
)4O

57

组相比较均有明显下降#且抑制作用随药物浓度增加而增

强'经
G-4

干预后
&VO*

*

&T%O

*

8:%7

的表达情况与
A

淋巴

细胞增殖实验中的结果相符#从而进一步印证了
G-4

对
A

淋巴

细胞增殖影响的结果'

综上所述#

G-4

对
A

淋巴细胞的增殖及对
&VO*

*

&T%O

*

8:O

%7

的表达均有抑制作用'研究
G-4

在体外对正常
A

淋巴细

胞的增殖*活化的影响#以及其对
&VO*

*

&T%O

*

8:%7

表达的

影响#可反映出
G-4

发挥免疫调节功能的过程及机制#其结果

为揭示
G-4

的免疫调节机制奠定基础#并为进一步开发其作为

免疫调节剂应用于自身免疫性疾病的治疗提供实验依据'
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