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板蓝根多糖在结核小鼠模型中的免疫干预研究"
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要"目的
!

研究板蓝根多糖"

TT,

#在结核小鼠模型中对
&D

细胞的免疫干预效果$方法
!

选取健康
P,$

小鼠
5/

只!分为

三组!对照组
./

只!其他
8/

只经尾静脉注射标准菌株
20-_"

混悬液建立结核小鼠模型!其中模型组
./

只!干预组
0/

只$干预

组小鼠造模成功后分别予
TT,.//
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;//
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0//M

B

("

b
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L

#腹腔注射!观察三组小鼠的临床表现!造模成功时及成功后
;/

%

0/L

后各

抽取
.

次外周血检测干扰素
'

-

"

T$%'

-

#%白细胞介素
'8

"

T!'8

#%

T!'.;

水平$结果
!

干预组小鼠症状较模型组小鼠缓解!外周血检测

T$%'

-

%

T!'8

%

T!'.;

水平先升高后降低!差异均有统计学意义"

!

%
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#$结论
!

TT,

可通过对
&D

细胞的干预对结核感染起到积

极作用$

关键词"结核病&

!

动物模型&
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板蓝根多糖&
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免疫干预
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结核病为常见慢性传染性疾病#具多种传播方式#在近年

来患病率有所上升'

.

(

)结核病在机体是感染*免疫和超敏反应

三者并存的复杂免疫状态#结核病的病理损伤最主要为超敏反

应及病理性炎性反应造成#但临床治疗对结核病的免疫调节重

视较少)板蓝根为抗细菌*抗病毒的传统中药#其有效成分板

蓝根多糖$

TT,

%具有抗感染*抗肿瘤*免疫调节等多种生物活

性)本研究拟建立结核小鼠模型#尝试以
TT,

对模型进行免疫

干预#观察研究
TT,

在模型中对
&D

细胞的干预效果#

TT,

免疫

干预的量
'

效关系#以研究
TT,

用于结核临床治疗的可行性#现

报道如下)

$
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材料与方法
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!

材料来源
!

选取健康
P,$

级
1

!

./

周龄昆明种小鼠
5/

只#分为三组#其中对照组
./

只#其他
8/

只小鼠经尾静脉接种

结核分枝杆菌悬液#根据预设标准判定造模成功#随机选其中

./

只设定为模型组#其余
0/

只为干预组)干预组小鼠确认造

模成功后分别予
TT,.//
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B
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b
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%腹腔注射#观察

小鼠临床表现#于造模成功及成功后
;/

*

0/L

各抽取
.

次小鼠

外周血#采用酶联免疫吸附试验$

#!TP9

%检测血清中干扰素
'

-

$

T$%'

-

%*白细胞介素
'8

$

T!'8

%*

T!'.;

水平)
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仪器与试剂
!

显微镜用奥林巴斯显微镜
Rd0.'!"0;/

#

超低温冰箱$海尔#

Sa'1:!;1:

%#生物安全柜$苏州安泰#

+PR'

.///
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9;

%#酶标仪$芬兰#

WJFA<@bC=WZ0

%)结核分枝杆菌

20-_"

菌种由中国疾病预防控制中心重庆结核病预防控制分

中心提供#

71/g

低温保存#常规传代)

#!TP9

试剂盒购自武

汉华美科技有限公司#

T$%'

-

试剂盒$

RP+'#/85-3)

%*

T!'8

试剂

盒$

RP+'#/8:08M

%*

T!'.;

$

RP+'#/85-3)

%严格按说明书低温保

存并使用)

TT,

由重庆三峡医药高等专科学校天然药物研究工

程中心自行提取#纯度约
15U

)
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造模方法
!

根据董江涛等'

;

(报道#将经小鼠体内接种毒

力复苏的菌种转种改良罗氏培养基#在
0-g

环境中
;/L

后取

干菌落加灭菌生理盐水研磨成菌悬液#比浊法测定菌悬液浓度

为
0i./

-

"

M!

#经尾静脉注射
/4.M!

菌悬液#接种前后常规

喂养)

$41

!

造模评判及效果评估标准

$414$

!

造模评判
!

卢振方等'

0

(与梁艳等'

8

(报道#接种菌株后

主要根据两方面情况评判造模结果!$

.

%小鼠临床表现#体质量
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减轻*毛发脱落*精神萎靡*进食减少*活动度降低等&$

;

%影像

学检查小鼠肺部炎性反应浸润阴影*胸膜腔少量积液等)

$414/

!

干预效果评估标准
!

根据小鼠症状表现及造模评判#

TT,

免疫干预后干预效果评估标准设置采取分数叠加制#

./

!

.;

分为显效#

:

!%

./

分为有效#

0

!%

:

分为无效)见表
.

)

表
.

!!

TT,

干预效果评估标准

项目
0

分
;

分
.

分

进食 进食如常
进食较正常量

稍少

少量进食或不

进食

精神状态
精神好#对刺激

反应敏捷

精神稍差#对刺

激有反应

精神萎靡#刺激

反应迟钝

毛发情况 茂密无脱落 少量脱落 大量脱落

体质量变化
%

5U 5U

!%

./U

&

./U

$42

!

统计学处理
!

采用
P,PP.34/

软件对数据进行处理)计

量资料以
IVF

表示#组间数据比较用
?

检验#以
!

%
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表示

差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/4$

!

干预组结核小鼠症状表现比较
!

接种菌株之后#模型组

和干预组小鼠于第
1

天左右出现体质量减轻#毛发脱落#进食

减少#活动度降低#精神状态差#给予刺激反应较慢等症状#透

视检查可见小鼠肺部炎性反应浸润阴影#部分小鼠胸膜腔见少

量积液#期间没有小鼠死亡)干预组小鼠经
TT,

干预后#期间

观察进食*毛发*精神状态#于第
;/

天和第
0/

天测体质量基本

未再减轻#其症状缓解情况与
TT,

干预用量呈正相关)见表
;

)

表
;

!!

干预组结核小鼠模型症状表现比较#

(

$

效果
TT,.//
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;/L 0/L

TT,;//
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;/L 0/L

TT,0//

'
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L
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;/L 0/L

显效
. ; ; 8 0 8

有效
1 1 - : - :
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!

三组小鼠外周血细胞因子检测情况比较
!

小鼠在造模成

功后#外周血检测显示
T$%'

-

*

T!'.;

升高#

T!'8

轻度升高#符合

结核感染初期表现)应用不同剂量
TT,

之后#干预组小鼠外周

血在造模成功
;/L

后开始出现
T$%'

-

*

T!'.;

轻微降低#

T!'8

未明显降低&造模成功
0/L

后#干预组小鼠外周血
T$%'

-

*

T!'

.;

明显降低#

T!'8

轻微降低)经原因分析#干预组小鼠与模型

组小鼠数据对比结果差异有统计学意义$

!

%

/4/.

%#同时干预

组小鼠在不同剂量
TT,

作用下#疗效比较差异有统计学意义

$

!

%

/4/.

%)见表
0

)

表
0

!!

三组小鼠外周血细胞因子检测情况#

IVF

&

(B

'

M!

$

组别
T$%'

-

T!'.; T!'8

对照组
..345-V5400 ;143:V8403 5/4.:V841;

模型组

!

造模成功
.31408V84-3 8545;V54:5 -;4.1V:40;

!

;/L ;//4.5V8411 88418V54-. -540.V:4/-

!

0/L ;/.40-V843; 8843-V5488 -548;V:4;.

续表
0
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三组小鼠外周血细胞因子检测情况#

IVF

&

(B

'

M!

$

组别
T$%'

-

T!'.; T!'8

干预组

!

TT,.//M

B

"$

b

B

+

L

%

!!

造模成功
.3-4:;V54.8 854/3V54:0 -;485V:4;3

!!

;/L .-;4-3V54:; 8/4.:V54-- :34:-V5433

!!

0/L .534-0V540. 0-415V8431 :84-;V:4/;

!

TT,;//M

B

"$

b

B

+

L

%

!!

造模成功
.3140-V84-1 884-1V548: -;4:1V:405

!!

;/L .:14:8V54.: 0340;V548. :-458V:4.3

!!

0/L .5;4.0V54:- 0:45:V84:; :0483V:4.1

!

TT,0//M

B

"$

b

B

+

L

%

!!

造模成功
.334..V841: 854/-V5453 -;481V:4;.

!!

;/L .::4:-V54.- 014-0V5400 ::4:3V:4.1

!!

0/L .8:4-0V8433 0;4-3V84-; :.4-8V54-1

M :084-; .:430 884:3

!
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论

结核病由结核分枝杆菌感染造成#可通过结核分枝杆菌产

生的脂类和蛋白类物质引起机体超敏反应#在结核病的病程

中#感染*免疫和超敏反应是一个复杂共同作用而又相互影响

的整体效应)结核病的病理损伤也多为超敏反应及炎性反应

损伤所致)临床治疗结核为抗痨药物联合足量*足疗程使用#

在感染控制后适量使用糖皮质激素类药物控制炎性反应以减

轻病理损伤#对结核病的免疫调节重视不够&抗痨药物本身往

往具有较强的肝肾毒性#加之耐药结核分枝杆菌的出现#更为

结核病临床治疗带来新的难题'

5':

(

)目前国内有不少相关中药

干预结核的研究#如猫爪草*狼毒大戟等'

-'1

(

#因中药干预与目

前临床用药有不同的作用机制而备受重视#但多为体外试验#

体内试验开展较少#也缺乏相关经验可借鉴'

3

(

)

TT,

是中药板兰根的有效成分之一)

TT,

具有抗病毒*抗

细菌*免疫调节等多种效应#刘磊磊等'

./

(发现
TT,

可干预

&!_@

病毒信号通路#可调节细胞因子的表达#从而起到抗肿

瘤的作用)本研究考虑以
TT,

抗菌和免疫调节作用为切入点#

探讨
TT,

用于结核治疗的可行性)在开展研究时#根据薛瑞

等'

..

(应用
TT,

进行免疫调节的经验#暂设定
TT,

使用量分为

.//

*

;//

*

0//M

B

"$

b

B

+

L

%)一方面探讨
TT,

在结核病中免疫

干预的量
'

效关系#另一方面也因没有前者研究经验可参照#试

探
TT,

在小鼠结核模型中的免疫干预的剂量)

根据卢振方等'

0

(与梁艳等'

8

(报道#选择
P,$

级昆明种小

鼠#经尾静脉注射建立小鼠结核模型)小鼠结核模型造模成功

的评判目前并无统一标准#因研究需要又不能处死小鼠做病理

检查#只能暂将造模标准考虑为症状表现和影像学检查)同时

建立干预效果评估#在进行外周血检测后可相互参照#对
TT,

的效果进行客观评估)在使用
TT,

干预后#干预组小鼠从症状

评估来看#结核病有所缓解#病程得到了控制)

结核的免疫过程非常复杂#大多数研究认为#结核免疫病

程与
&D

细胞活化失衡及
&D

细胞漂移有关'

.;'.0

(

)

&D

细胞是

人体免疫调节细胞的主力#主要靠分泌细胞因子发挥作用)

+

081;

+

检验医学与临床
;/.-

年
./

月第
.8

卷第
.3

期
!
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T$%'

-

主要由
&D.

细胞分泌#具有活化巨噬细胞功能#可调节

炎性反应和免疫效应#是机体抗结核免疫中的关键因子)在既

往研究中#证实由于
&D

细胞漂移#肺组织内和外周血
T$%'

-

往往呈相反的表达#即肺内
T$%'

-

低表达而外周血
T$%'

-

高表

达)外周血
T$%'

-

在结核不同的病程期有不同的水平#其水平

与活动性结核分枝杆菌数量有关!在结核活动期#

T$%'

-

可因

&D.

"

&D;

漂移而降低#而在结核受到控制后#

T$%'

-

可再度升

高)

T!'.;

是
&D.

细胞分化的核心因子#可调节
T$%'

-

的表

达#在结核抗感染免疫中有重要的正相调节作用)此前有研究

通过干预
T!'.;

分泌的基因位点来抗结核)在本研究中#外周

血
T!'.;

和
T$%'

-

在造模成功时呈升高表达#符合前者研究)

使用
TT,

干预后#干预组小鼠外周血呈先升高$

;/L

%#后降低

$

0/L

%#结合症状评估结果#应当是结核病程得到控制#活动性

结核分枝杆菌减少的表现#经统计学检验#其变化幅度与使用

量呈正相关)

T!'8

主要由
&D;

细胞分泌#可调节
T$%'

-

分泌

和效应#避免过度炎性反应造成的病理损伤#在结核病中具有

免疫保护作用)过低的
T!'8

被认为是结核严重炎症病理损伤

的原因'

.8

(

)在本研究中#

T!'8

在造模成功及造模成功后
;/L

随
T!'.;

和
T$%'

-

水平而升高#在经干预后
0/L

随
T!'.;

和

T$%'

-

水平降低#结合小鼠模型的症状表现#可以看出在此次

干预中#

&D.

"

&D;

保持在一个较合适的动态平衡中#既有利于

结核的抗感染免疫#同时也可以起到避免病理损伤的作用)

TT,

可调节
&D

细胞的活化和相关细胞因子分泌#在结核

病中起到正相的免疫调节作用#其调节作用与
TT,

使用量呈正

相关)在后续的研究中#可以进一步测定活动结核分枝杆菌在

小鼠体内的水平和活跃情况&进行
TT,

对结核小鼠模型免疫干

预后病变组织病理变化比较&进行
TT,

干预与其他药物干预效

果的比较&进行
TT,

与临床用药协同使用的分析)结核的免疫

是多细胞*多细胞因子参与的复杂过程#其效应也复杂多变#还

需进一步的严谨探讨#才能考虑
TT,

临床使用)
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