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东阿阿胶对体外培养的癌症放疗病人外周血淋巴细胞的影响

郑筱祥 李小龙 王彦刈 尤金花 田守生 浙江大学生物医学工程及仪器科学学院 浙江  杭州 山东东阿阿胶

股份有限公司 山东  东阿

摘要 目的  观察东阿阿胶对体外培养的癌症放疗病人外周血淋巴细胞的影响 ∀方法  ≥⁄大鼠东阿阿胶灌胃给药 后取血

制备含药血清 取放疗病人外周血 经淋巴细胞分离液分离出淋巴细胞 接种于 孔培养板 东阿阿胶含药血清按分组剂量加

入培养孔中 阳性对照为胸腺肽 ε ≤ 培养一定时间后 上流式细胞仪测定增殖率 !×淋巴细胞活化抗原的表达 !淋巴

细胞表型及 × × 细胞的比例 ∀结果  与对照组相比 不同剂量含东阿阿胶血清均能显著促进丝裂原诱导的淋巴细胞增

殖 促进淋巴细胞活化 提高 ≤⁄ ×细胞 ! ≤⁄ ≤⁄ ≤⁄ 细胞 的比例和 ≤⁄ ≤⁄ ≤⁄ ≤⁄ 比值 增加

× 降低 × ∀结论  东阿阿胶能解除或减轻肿瘤和放疗对免疫系统产生的抑制作用 有助于免疫细胞对肿瘤的应答 ∀
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  在肿瘤发生和治疗的过程中 肿瘤细胞本身和放化疗治

疗手段都能对机体的免疫系统产生抑制作用 造成免疫功能

低下 因此 如何增强肿瘤病人的免疫力 减轻放化疗的不良

反应是肿瘤治疗中的关键 ∀本实验通过观察传统补血中药

东阿阿胶对体外培养的癌症放疗病人外周血淋巴细胞的影

响 探讨了东阿阿胶增强肿瘤免疫的作用及相关机制 ∀

1  材料与方法

1 1  材料

1 1 1  药品与试剂 东阿阿胶 山东东阿阿胶股份有限公

司 批号 2 淋巴细胞分离液 上海恒信化学试剂

有限公司 批号 刀豆素 ≤ ≥ ° ≥

° 培养基 ≤ 新生牛血清 杭州四

季青生物技术公司 胸腺肽 浙江省医学科学院制药厂 批

号 碘化丙啶 ° ≥ 荧光标记小鼠抗人单克

隆抗体 2 2 2°∞ 2 ƒ Χ2°∞ 2 2 2ƒ ×≤ 2 2 2

ƒ ×≤及相关同型 对照 ≤ × ƒ ÷ °∞ ≤∞

°∞ ∞ ∞ × × ≤ × 豆蔻酰佛波醇乙酯

° 2 ° ≥ 二甲基亚砜

⁄ ≥ 江苏鸿声化工厂 批号 离子霉素 2

≥ 莫能霉素 ≥ 荧光标记小鼠

抗人单克隆抗体 2≤⁄ 2° 2≤⁄ 2ƒ ×≤ 2≤⁄ 2°∞

2≤⁄ 2ƒ ×≤ 2≤⁄ 2ƒ ×≤ 2≤⁄ 2× 2≤⁄ 2°∞
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2≤⁄ 2ƒ ×≤ 2 2⁄ 2ƒ ×≤ 相 关 同 型 对 照

≤ × ∀

1 1 2  器材 ƒ ≤ 流式细胞仪 美国 ⁄ ∏离心

机 德国 ∏细胞培养箱 德国 ∀

1 2  东阿阿胶含药血清的制备

取 左右的 ≥⁄大鼠 浙江省医学科学院实验动物中

心提供 合格证 医动字第 2 号 雌雄兼用 东阿阿

胶 灌胃 ≈ # 对照组灌同体积生理盐

水 连续 第 天灌胃后 颈动脉取血 离心

取血清 Λ 滤膜过滤 ε 保存备用 ∀

1 3  癌症放疗病人外周血淋巴细胞的体外培养及剂量分组

取放疗病人外周血 经淋巴细胞分离液分离出淋巴细

胞 用加血清培养基 ° 新生牛血清 洗两遍

离心 加血清培养基重悬 贴壁法去除贴壁

细胞 调整细胞浓度至 ≅ 个 接种于 孔培养板

每孔 Λ ∀东阿阿胶含药血清分别按大剂量 Λ 孔 !

小剂量 Λ 孔 !对照 对照血清 Λ 孔 加入上述培

养孔中 体积不足部分用对照血清加足到总体积 Λ 孔

阳性对照为胸腺肽 终浓度 Λ ∀细胞在 ε

≤ 孵箱中培养 ∀

1 4  东阿阿胶对放疗病人外周血淋巴细胞增殖的影响

按步骤 处理的细胞每孔再加 ≤ 终浓度 Λ

于 ε ! ≤ 孵箱中培养 然后取出细胞 用 ° ≥洗两

遍 加入 ° 终浓度 Λ 染色 后 按文献 ≈ 方法上

流式细胞仪测定增殖率 ∀

1 5  东阿阿胶对放疗病人外周血淋巴细胞活化的影响

按步骤 处理的细胞每孔再加 ≤ 终浓度 Λ

于 ε ≤ 孵箱中培养 然后取出细胞 用 ° ≥洗两

遍 加抗体 ≤⁄ ≤⁄ 和 2⁄ 室温反应 ° ≥

洗两遍 Λ ° ≥重悬 上流式细胞仪测定 ∀

1 6  东阿阿胶对放疗病人外周血 ×淋巴细胞和 细胞的

影响

分离出的淋巴细胞加含药血清后 每孔再加 ≤ 终浓

度 Λ 于 ε ≤ 孵箱中培养 ∀然后取出细

胞 用 ° ≥洗两遍 加抗体 ≤⁄ ≤⁄ ≤⁄ ≤⁄ ≤⁄ 室

温反应 ° ≥洗两遍 Λ ° ≥重悬 上流式细胞仪

测定 ∀

1 7  东阿阿胶对放疗病人外周血淋巴细胞 × × 细胞的

影响

按步骤 处理的细胞培养 后 取出细胞 用加血清

培养基洗一遍并重悬 取 Λ 悬液 分成两管 管中加入

工作液 管中加入 ° 工作液 工作

液 工作液 ∀ ε ≤ 孵育 ° ≥洗一遍

加入适量荧光标记 2≤⁄ ≤⁄ 抗体 孵育 用

ƒ ÷ °∞ ≤∞ °∞ ∞ ∞ × ×破膜固定 加入

适量荧光标记 2 2 ƒ Χ 2 2 抗体 孵育一段时

间 ° ≥洗涤一次 去上清 适量 ° ≥重悬细胞沉淀 按文

献 ≈ 方法上流式细胞仪检测 ∀

1 8  流式细胞仪分析

所有样品以 ƒ ≤ 流式细胞仪进行分析 激发光为

∀前向散射 ƒ≥≤ 和侧向散射 ≥≥≤ 以线性信号收集

所有荧光强度以对数度量收集 ∀测定时 各荧光通道均以相

应同型 对照染色细胞作为阴性对照以调节流式

细胞仪参数 ∀

1 9  结果处理

试验数据以平均值 ?标准差 ξ ? σ表示 统计检验用方

差分析 Φ检验 及各实验组与对照组比较的 ⁄∏ 法

检验 ∀

2  结果

2 1  东阿阿胶对癌症放疗病人外周血淋巴细胞增殖的影响

不同剂量含东阿阿胶血清作用放疗病人外周血淋巴细

胞 后 与对照相比 均能显著促进丝裂原诱导的细胞增殖

Π ∀阳性对照胸腺肽也具有显著的促进作用 Π

结果见表 ∀

表 1  东阿阿胶对放化疗病人外周血淋巴细胞增殖率 ν

, ξ ? σ的影响

Ταβ 1  × 2

∏ ∏

2 ν , ξ ? σ

组  别 增殖率

对照组 ?

东阿阿胶小剂量组 ? 3 3

东阿阿胶大剂量组 ? 3 3

阳性对照组 ? 3 3

注 3 3 Π 与对照组比较

3 3 Π ∏

2 2  东阿阿胶对癌症放疗病人外周血淋巴细胞活化的影响

与对照相比 不同剂量含东阿阿胶血清作用放疗病人外

周血淋巴细胞 后 均能显著增加 ≤⁄ 的表达率 Π

东阿阿胶小剂量组可增加 2⁄ 的表达 Π

东阿阿胶大剂量组对 ≤⁄ Π 和 2⁄

Π 的表达率有提高作用 ∀阳性对照胸腺肽对

≤⁄ Π !≤⁄ Π 和 2⁄ Π

的表达率都具有促进作用 ∀结果见表 ∀

表 2  东阿阿胶对放化疗病人外周血淋巴细胞活化 ν

, ξ ? σ的影响

Ταβ 2  × 2 √

∏ ∏

2 ν , ξ ? σ

组  别 ≤⁄ ≤⁄ 2⁄

对照组 ?  ? ?

东阿阿胶小剂量组 ? 3 3 ? ? 3

东阿阿胶大剂量组 ? 3 3 ? 3 ? 3 3

阳性对照组 ? 3 3 ? 3 ? 3 3

注 3 Π 3 3 Π 与对照组比较

3 Π 3 3 Π ∏

2 3  东阿阿胶对癌症放疗病人外周血 ×淋巴细胞和 细
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胞的影响

与对照组相比 不同剂量含东阿阿胶血清作用放疗病人

外周血淋巴细胞 后 均能显著增加 ≤⁄ ×细胞 的比例

Π 提高 ≤⁄ ≤⁄ ≤⁄ ≤⁄ × 细胞 × 细

胞 的比值 Π 对 ≤⁄ ≤⁄ ≤⁄ 细胞 的

比例也有显著的提高 Π ∀阳性对照胸腺肽对上述指

标也具有显著的促进作用 Π ∀结果见表 ∀

表 3  东阿阿胶对癌症放疗病人外周血 ×淋巴细胞和 细

胞的影响 ν , ξ ? σ

Ταβ 3  × 2 ×

∏ ∏ 2

2 ν , ξ ? σ

组别
≤⁄

×细胞

≤⁄ ≤⁄

≤⁄ ≤⁄

× 细胞 × 细胞

≤⁄ ≤⁄ ≤⁄

细胞

对照组 ? ? ?

东阿阿胶小剂量组 ? 3 ? 3 3 ? 3 3

东阿阿胶大剂量组 ? 3 3 ? 3 3 ? 3 3

阳性对照组 ? 3 3 ? 3 3 ? 3 3

注 3 Π 3 3 Π 与对照组比较

3 Π 3 3 Π ∏

2 4  东阿阿胶对放疗病人外周血淋巴细胞 × × 细胞的

影响

放疗病人外周血淋巴细胞经东阿阿胶作用后 × 细胞

和 × 细胞的比例向免疫增强的方向变化 东阿阿胶两个剂

量组与对照组相比能显著增加 × 细胞的比例 Π

降低 × 细胞的比例 Π ∀阳性对照胸腺肽对 × 细

胞比例也具有显著的促进作用 Π 对 × 细胞的比

例则显著降低 Π ∀结果见表 ∀

表 4  东阿阿胶对放疗病人外周血淋巴细胞 × × 细胞

ν , ξ ? σ的影响

Ταβ 4  × 2 × × ∏2

∏

2 ν , ξ ? σ

组别 × ×

对照组 ? ?

东阿阿胶小剂量组 ? 3 3 ? 3 3

东阿阿胶大剂量组 ? 3 3 ? 3 3

阳性对照组 ? 3 3 ? 3 3

注 3 3 Π 与对照组比较

3 3 Π ∏

3  讨论

东阿阿胶具有滋阴润燥 !补血止血的作用 是传统的补

血中药 ∀现代研究发现东阿阿胶具有促进骨髓造血 !改善微

循环 !提高肌体免疫力 !调节植物神经功能 !抗脂质过氧化和

延缓衰老等作用 ≈ ∗ ∀目前对于阿胶的作用机制 大家有着

不同的看法 传统机制认为是因其含有人体必须氨基酸和微

量元素的缘故 ≈ 王志海等 ≈ 认为阿胶的作用机制是依靠其

所含有的同其他一切胚胎样组织相似的微环境物质去改善

造血微环境 郭成浩等 ≈ 认为阿胶的药效和其特有的 /聚负

离子基 0结构有关 对于这些关于阿胶作用机制的假说还有

待于进一步的验证和研究 ∀机体的免疫系统功能状态对于

肿瘤的发生发展有着重要意义 在正常的生理状况下 免疫

系统可及时发现并清除机体内发生突变或恶化的细胞 因此

对肿瘤的发生起到了监视及清除的作用 ∀当机体免疫系统

由于某些原因受到抑制后 肿瘤就容易生长 ≈ ∀在肿瘤的生

长过程中 肿瘤细胞能分泌许多可溶性的免疫抑制因子 对

宿主的免疫系统产生多方面的抑制作用 ≈ ∗ 这被认为是肿

瘤逃避免疫监视的可能机制之一 ∀放化疗是肿瘤的重要治

疗手段 但其所带来的血液系统和免疫系统的毒性反应常常

限制了放化疗周期的顺利完成 ∀因此 在本实验中我们以体

外培养的癌症放疗病人外周血淋巴细胞为模型 通过增殖

率 !×淋巴细胞活化抗原的表达 !淋巴细胞表型及 × ×

细胞的比例等方面的指标 考察了东阿阿胶对免疫系统的作

用 ∀淋巴细胞的分裂增殖是免疫系统受到免疫刺激后产生

的应答反应 ∀ ≤⁄ 是 ×细胞早期活化标志物 ≤⁄ 是 2

白细胞介素 受体 的 Α亚基 组成高亲和力 2 的必

要成分 在 ×细胞活化中起非常重要的作用 2⁄ 是

≤ 类抗原 在 ×细胞活化晚期表达 这些活化抗原表达

水平的高低 可以反映 ×细胞的免疫功能状态 ∀ ≤⁄ ×细

胞 按表型不同分为 ≤⁄ ≤⁄ 两大亚群 正常人 ≤⁄

≤⁄ 比值应在 ∗ 左右 而在肿瘤等病理状况下

≤⁄ ≤⁄ 比值降低甚至倒置 ≤⁄ ×细胞又可根据分泌

细胞因子的不同分为 × × × × 细胞 × 主要分泌

肿瘤坏死因子 × ƒ !Χ2干扰素 ƒ Χ !白细胞介素 2

等 × 主要分泌白细胞介素 2 !白细胞介素 2

等 × × 之间的失衡与肿瘤的发生发展有密切的关

系 增加细胞毒性 ×淋巴细胞 ≤× 抗肿瘤活性需要有 ×

细胞因子 ƒ Χ 2 的信号触发 而 × 细胞因子 2 !

2 却下调该作用 ≈ ∗ ∀ 细胞无论在血循环中或组

织中均可参与阻抑肿瘤转移和生长 ∀从实验结果中可以看

出 东阿阿胶能显著促进丝裂原诱导的淋巴细胞增殖 促进

≤⁄ ≤⁄ 和 2⁄ 等 ×细胞活化抗原的表达 提高

≤⁄ ×细胞 ≤⁄ ≤⁄ ≤⁄ 细胞 的比例和

≤⁄ ≤⁄ ≤⁄ ≤⁄ 比值 增加 × 细胞的比例 而对

× 细胞有抑制作用 ∀因此我们认为东阿阿胶不但可以减

轻放化疗的不良反应 还具有增强肿瘤免疫的作用 而且与

西药升白药相比较而言价格便宜 不会给患者带来沉重的经

济负担 值得在临床运用中推广 ∀对于东阿阿胶免疫增强的

作用机理 还值得进一步的探索 ∀
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双相酸水解法提取薯蓣皂苷元的研究

杨欢 杨克迪 陈钧 江苏大学生物与环境工程学院 江苏 镇江

摘要 目的  建立双相酸水解法提取薯蓣皂苷元的最佳条件 ∀方法  以薯蓣皂苷元得率为指标 采用单因素法建立双相酸水

解法从穿山龙中提取薯蓣皂苷元的最佳条件 ∀结果  按照穿山龙样品 Β浓盐酸 Β甲醇 Β水 Β石油醚 Β Β Β Β 的比例加

入反应体系 在沸水浴中加热回流提取 获得比传统方法更高的得率 ∀结论  双相酸水解法提取薯蓣皂苷元简便易行 周

期短 提取率高 ∀

关键词 薯蓣皂苷元 穿山龙 双相酸水解法
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∏ √ ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  × √ 2

√

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ : ⁄ 2

  薯蓣皂苷元 是合成甾体激素的主要中间体

原料 传统提取方法分为两种 一种是先提取出薯蓣皂苷 再

用酸水解皂苷 最后萃取出苷元 ≈ ∗ ∀另一种是将植物置于

酸液中反应 再提取干燥后的滤渣 ≈ ∗ ∀这两种方法操作复

杂 周期长 提取率低 ∀
≈ 用盐酸与二甲苯的混合体系对薯蓣皂苷元提

取工艺进行简化 利用皂苷极性大 易溶于极性溶剂 而苷元

易溶于非极性溶剂的性质 使水解获得的薯蓣皂苷元快速地

由水相转移至二甲苯相 减少了不良反应的发生 此后

•
≈ 将该法用于提取甾体生物碱 ∀笔者以穿山龙

为原料 对反应温度 !酸和甲醇的浓度 !反应时间等因素进行

了考察 并与传统方法相比较 ∀

1  仪器与材料

√ 2 型旋转蒸发器 瑞士 公
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