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蒙医瘟疫热症经典方查干汤对小鼠脾淋巴细胞增殖

及白细胞介素２和干扰素γ分泌的影响
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摘要　目的：研究蒙医瘟疫热症经典方查干汤对小鼠脾淋巴细胞增殖及诱生细胞因子白细胞介素２和干扰素γ的影响。
方法：选取ＣＣＫ８法检测不同浓度药物对小鼠脾淋巴细胞增殖的影响；用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）法检测白细胞介素
２和干扰素γ的含量。用查干汤不同极性提取物，４个组方药材土木香、苦参、悬钩子木、山柰以及６个指标性成分土木香
内酯、异土木香内酯、苦参碱、氧化苦参碱、肉桂酸乙酯、对甲氧基桂皮酸乙酯评价脾淋巴细胞增殖活性。结果：复方及组

方药材土木香、苦参、悬钩子木和山柰水提物，均能不同程度促进脾淋巴细胞增殖，并诱导白细胞介素２和干扰素γ分泌，
复方、组方药材醇提物及指标性成分，均无此作用。结论：查干汤及其组方药材水提物均能明显促进脾淋巴细胞增殖，并

通过分泌白细胞介素２和干扰素γ发挥免疫调节作用。
关键词　传统蒙药；复方；查干汤；指标性成分；脾；淋巴细胞；增殖；细胞因子；白细胞介素２；干扰素γ
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　　查干汤又名四味土木香散，为蒙医治疗瘟疫热
病的经典方和基础方，由土木香、苦参、悬钩子木和

山柰四味药材粗粉，按比例（４∶４∶２∶１）混合制成，
１９７７年作为首批民族用药载入《中华人民共和国药
典》［１］，具有清瘟解表、使“未成熟热成熟”之功效，

用于瘟病初期，发热发冷，头痛咳嗽，咽喉肿痛，胸胁

作痛等症［２］，经辨证加味可形成６０多方，用于不同

瘟疫热症的治疗，在蒙医药中具有重要的地位和作

用［３５］。方中土木香、苦参和悬钩子木同为“促热疾

成型类”蒙药，山柰为“祛巴达干类”蒙药［６７］。前期

研究表明，该方不同极性提取物，具有一定程度的镇

痛、抗菌、抗炎作用［８９］，并从悬钩子木中分离得到抗

炎、抗氧化活性物质［１０１１］。我们以小鼠脾淋巴细胞

生长率、细胞因子白细胞介素２和干扰素γ为指
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标，考察该方对免疫功能的影响，并用拆方、提取不

同极性部位以及测定主要化学成分等方法，探寻该

方中免疫增强活性成分，为揭示该方治疗瘟疫热症

的药效物质基础提供新的思路与方法。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　清洁级 ＢＡＬＢ／ｃ纯系小鼠，雌雄兼
用，６～８周龄，体重２０～２２ｇ，购于内蒙古医科大学
实验动物中心。饲养于室温２５℃，ＳＰＦ级环境。
１１２　药物　土木香（２０１４０１０１）、苦参（２０１４０１０１）
购于济南人和中药饮片有限公司，山柰（１５１０１７９）购
于河北省福君堂药业有限公司。上述药材经检验，

均符合２０１５年版《中华人民共和国药典》标准。悬
钩子木药材２０１５年１０月野生采集自内蒙古赤峰市
巴林右旗，取其茎枝阴干。原植物经内蒙古医科大

学药学院包保全教授鉴定，为蔷薇科悬钩子属植物

库页悬钩子ＲｕｂｕｓｓａｃｈａｌｉｎｅｎｓｉｓＬｅｖｅｉｌｌｅ，模式标本存
放于内蒙古医科大学药学院标本室。

土木香内酯（ＬＰＴ２０１４００５）、异土木香内酯
（ＬＰＴ２０１４０１１）、对甲氧基桂皮酸乙酯 （１１０８３５
２０１６０３）、苦参碱（１１０８０５２００５０８）和氧化苦参碱
（１１０７８０２００５０６）对照品（中国药品生物制品检定
所）；肉桂酸乙酯（ＭＡＹＡＣＲ５０１９）对照品（浙江玛
雅试剂有限公司）。

１１３　试剂与仪器　刀豆蛋白（ＣｏｎＡ）（美国Ｓｉｇｍａ
公司）；ＲＰＭＩ１６４０培养基、胎牛血清（ＦＢＳ）（美国
Ｇｉｂｃｏ公司）；ＣＣＫ８试剂盒（日本同仁研究院）；小
鼠淋巴细胞分离液、小鼠白细胞介素２（ＩＬ２）酶联
免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测试剂盒、小鼠干扰素γ
（ＩＦＮγ）酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测试剂盒（达
科为生物技术有限公司）；ＨＦ９０二氧化碳培养箱
（力康生物医疗科技控股有限公司）；ＭｕｌｔｉｓｋａｎＧＯ
酶标仪、ＳＷＣＪ２ＦＤ超净工作台（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公
司）；ＤＦＣ４５０Ｃ倒置相差显微镜（德国Ｌｅｉｃａ公司）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　实验组加入１００μＬ终浓
度为２５０、５００、１０００、２０００μｇ／ｍＬ的“查干汤”及
其组方药材水提物；阳性对照组加入１００μＬ终浓度
为２５μｇ／ｍＬ的ＣｏｎＡ，阴性对照组加入１００μＬＲＰ
ＭＩ１６４０培养基，置５％ ＣＯ２培养箱３７℃培养４８ｈ，
离心收集上清，－２０℃保存。
１２２　给药方法　水提物的制备：查干汤及其组方
药材粗粉，分别加１０倍量水，回流提取３次，０５ｈ／
次，合并提取液，浓缩，冷冻干燥，即得。

醇提物的制备：查干汤及其组方药材粗粉，９５％
乙醇回流提取１次，再用７５％乙醇回流提取２次，每
次２ｈ，合并提取液，浓缩至无醇味，冷冻干燥，即得。

不同极性悬钩子木提取物的制备：悬钩子木醇

提物，用１０倍量水混悬，依次用等体积的石油醚、氯
仿、乙酸乙酯、正丁醇萃取 ３次，减压回收溶剂，即
得。

给药样品的配制：上述提取物和６个指标性成
分称重后溶解在 ＤＭＳＯ中，配制成２０００ｍｇ／ｍＬ的
母液，用ＲＰＭＩ１６４０培养基稀释至不同浓度，备用。

小鼠脾淋巴细胞悬液的制备：脱颈椎处死小鼠，

７５％乙醇浸泡消毒，无菌条件下取出脾脏，置４～５
ｍＬＭｏｕｓｅ１×淋巴细胞分离液中，轻研，２００目尼龙
网滤过。把悬有脾淋巴细胞的分离液立即转移至离

心管中，覆盖５００～１０００μＬＲＰＭＩ１６４０培养基，８００
×ｇ离心 ３０ｍｉｎ，吸取淋巴细胞层，再加入 １０ｍＬ
ＲＰＭＩ１６４０培养基，颠倒洗涤，２５０×ｇ离心１０ｍｉｎ，
收集细胞［１２］。倾倒上清液，用含１０％ ＦＢＳ的 ＲＰＭＩ
１６４０培养基重悬细胞，台盼蓝染色计数，活细胞数
大于９５％，调整细胞浓度为５×１０６／ｍＬ，备用。
１２３　检测指标与方法　将脾淋巴细胞悬液加入
９６孔细胞培养板，每孔 １００μＬ。实验组分别加入
１００μＬ终浓度为０７、３３、１６７、５００、１０００、２０００
μｇ／ｍＬ的待测药物，阳性对照组加入１００μＬ终浓度
为２５μｇ／ｍＬ的ＣｏｎＡ，阴性对照组加入１００μＬＲＰ
ＭＩ１６４０培养基，置５％ ＣＯ２培养箱３７℃培养４８ｈ
后，每孔加入２０μＬＣＣＫ８溶液，置５％ ＣＯ２培养箱
中３７℃反应４ｈ，酶标仪检测４５０ｎｍ处的吸光度
（Ａ）。

淋巴细胞生长率（％）＝［（Ａｓ－Ａｂ）／（Ａｃ－Ａｂ）］
×１００％（Ａｓ实验孔；Ａｃ对照孔；Ａｂ空白孔）。
白细胞介素２和干扰素γ的诱生及测定：将脾

淋巴细胞悬液加入９６孔细胞培养板，每孔１００μＬ。
按照试剂盒说明，用 ＥＬＩＳＡ测定细胞上清液中白细
胞介素２和干扰素γ的水平［１３１９］。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１７０统计软件处理
数据，计量资料以（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较用单因素方
差分析，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义［２０２２］。

２　结果
２１　水提物对小鼠脾淋巴细胞增殖的影响　在一
定浓度范围内，各样品均能不同程度提高淋巴细胞

生长率。复方、苦参、悬钩子木和山柰水提物在０７
～２０００μｇ／ｍＬ均能促进脾淋巴细胞增殖，且３个
组方药材的促增殖作用均呈剂量依赖性；土木香在
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表１　查干汤及其组方药材水提物对小鼠脾淋巴细胞生长率的影响（珋ｘ±ｓ，％）

药物（μｇ／ｍＬ） 查干汤水提物 土木香水提物 苦参水提物 悬钩子木水提物 山柰水提物

２０００ １２４８４２±３８７０ ３４３９５±１１４２５ １７５６０５±１４５１ １９１２１１±４３９２ ２１７７９６±２３７３

１０００ １６０２１１±５５０８ ４３９７４±５９９２ １７０９２１±２１２１ １８３３６８±２７５４ ２０５６８４±２１５９

５００ １６７１０５±５５０８ １１６１３２±１２２８ １５２１０５±６３２７ １６５５００±１６００ ２０１４７４±５１３６

１６７ １５８２３７±６５８７ １４７２６３±１９３５ １３８８９５±２０１０ １５１３９４±３０８９ １９３５７９±４７６４

３３ １４２７９０±４２１７ １４２３４２±１４５１ １３１４４７±２１２１ １３５７６３±３５７３ １７３５００±４１３１

０７ １３９２９０±２９４０ １３０２３７±３６８４ １２４４７４±２６８０ １３２５７９±３３８７ １７０１８４±３７５９

　　注：阴性对照细胞生长率为１００％；与阴性对照组比较，Ｐ＜００５

０７～５００μｇ／ｍＬ能促进脾淋巴细胞增殖，高浓度
１０００、２０００μｇ／ｍＬ无促增殖作用。见表１。药物
对脾淋巴细胞增殖作用强弱顺序为，山柰水提物 ＞
悬钩子木水提物＞苦参水提物＞复方水提物＞土木
香水提物（图１）。

图１　查干汤及其组方药材水提物对小鼠
　　脾淋巴细胞增殖的影响

　　注：Ａ查干汤水提物；Ｂ土木香水提物；Ｃ苦参水提物；Ｄ悬钩子

木水提物；Ｅ山柰水提物

２２　醇提物及组方药材中主要化学成分对小鼠脾
淋巴细胞增殖的影响　复方及其各组方药材醇提
物，土木香指标性成分土木香内酯和异土木香内酯，

山柰指标性成分肉桂酸乙酯和对甲氧基桂皮酸乙

酯，苦参指标性成分苦参碱和氧化苦参碱，悬钩子木

石油醚、氯仿、乙酸乙酯、正丁醇层粗提物，在０７～
２０００μｇ／ｍＬ药物浓度均无促进脾淋巴细胞增殖作
用，各剂量组与对照组比较，差异无统计学意义（Ｐ
＞００５）。
２３　水提物对小鼠脾淋巴细胞诱生白细胞介素２
和干扰素γ的影响　复方及其组方药材水提物均
能促进脾淋巴细胞分泌白细胞介素２，复方、苦参和
悬钩子木水提物在５００～２０００μｇ／ｍＬ均能促进
脾淋巴细胞分泌白细胞介素２；土木香水提物在
２５０～１０００μｇ／ｍＬ能促进脾淋巴细胞分泌白细胞
介素２；山柰水提物在２５０～２０００μｇ／ｍＬ均能促
进脾淋巴细胞分泌白细胞介素２。见表２。药物对
小鼠脾淋巴细胞分泌白细胞介素２的影响强弱顺
序为，山柰水提物＞苦参水提物 ＞复方水提物 ＞悬
钩子木水提物＞土木香水提物。见图２。

复方及其组方药材苦参、悬钩子木和山柰水提

物在２５０～２０００μｇ／ｍＬ均能促进脾淋巴细胞分
泌干扰素γ；土木香水提物对脾淋巴细胞分泌干扰
素γ水平无明显影响。见表２。药物对小鼠脾淋巴
细胞分泌干扰素γ的影响强弱顺序为，山柰水提物
＞苦参水提物＞复方水提物＞悬钩子木水提物＞土
木香水提物。见图３。
表２　查干汤水提物对小鼠脾淋巴细胞诱生白细胞介素２

和干扰素γ的影响（珋ｘ±ｓ，ｐｇ／ｍＬ）

组别 白细胞介素２ 干扰素γ

查干汤水提物（μｇ／ｍＬ）
　２０００ ２８４５±２１５ ８５６１±１０９

　１０００ ４０３３±１９２ ７９３６７±９４０

　５００ ４０５±０２４ １５４０３７±１８２８

　２５０ ２８５±０７６ １０４４８１±１２６０

土木香水提物（μｇ／ｍＬ）
　２０００ ４０３±０１３ １２５２±０２０
　１０００ １２１２±０４０ １２８２±０１８
　５００ １５０８±１２７ １２８１±０１９
　２５０ ２３３６±０８２ １２８８±０１９
苦参水提物（μｇ／ｍＬ）
　２０００ ４３７４±１９２ １９２１４６±３７６５

　１０００ ４２２１±３８７ １６８９３４±２２３８

　５００ ３００５±１１４ ９３５８０±９４０

　２５０ ７１１±０９９ ２１２３１±２３７

悬钩子木水提物（μｇ／ｍＬ）
　２０００ ２８１２±０３４ ３４７１±０５３

　１０００ ３５１４±１１１ １６８４６±２３９

　５００ １１３７±０５９ １３７２１±１５０

　２５０ ２１９±０３７ ５６９８±０７２

山柰水提物（μｇ／ｍＬ）
　２０００ ６３２３±２６１ １４２４５±１３５

　１０００ ９００１±３１１ ９５８８８±１１３６

　５００ ２１１４±１０８ １８２０９８±１７５６

　２５０ １６７１±０８１ １８２０９８±１７５６

阴性对照组 ０３６±０１７ １１９１±１１８

　　注：与阴性对照组比较，Ｐ＜００５

３　讨论
该实验在复方、组方药材、提取物和指标性成分

层面上，研究了查干汤及其组方药材对免疫功能的

影响。结果，复方及其组方药材的水提物均能促进

脾淋巴细胞增殖，并通过分泌白细胞介素２和干扰
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素γ发挥免疫调节作用，但其醇提物、指标性成分
以及悬钩子木不同极性部位均无作用。结果表明，

该方发挥免疫调节功能的药效物质基础为其中水溶

性成分，应进一步对该方的水提物进行系统的化学

成分和作用机制研究。同时，本研究为该方的传统

剂型“水煎剂”提供了实验依据，为现代剂型开发奠

定基础。

图２　查干汤及其组方药材水提物对小鼠
　　脾淋巴细胞诱生白细胞介素２的影响

　　注：Ａ查干汤水提物；Ｂ土木香水提物；Ｃ苦参水提物；Ｄ悬钩子

木水提物；Ｅ山柰水提物

图３　查干汤及其组方药材水提物对小鼠
　　脾淋巴细胞诱生干扰素γ的影响

　　注：Ａ查干汤水提物；Ｂ土木香水提物；Ｃ苦参水提物；Ｄ悬钩子

木水提物；Ｅ山柰水提物

　　查干汤为瘟疫热症基础方，方中土木香、苦参和
悬钩子木为“促热疾成型类”蒙药，山柰为“祛巴达

干类”蒙药。实验表明，两类蒙药及其复方均能促

进脾淋巴细胞增殖，具有一定的免疫增强作用，在一

定程度上阐释了治疗瘟疫热症用蒙药的功效主治与

药效学之间的联系，为该类蒙药的药效物质基础研

究提供新的思路与方法。
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ｍｅｔｈｏｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅＴｃｅｌｌｈｙｂｒｉｄｏｍａａｃｔｉｖａｔｉｏｎｕｓｉｎｇａｎｉｍｐｒｏｖｅｄｃｙｔｏ

ｋｉｎｅ（ＩＬ２）ｓｅｃｒｅｔｉｏｎａｓｓａｙ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌＭｅｔｈｏｄｓ，２０１６，４３８：４２５０．

［１６］迟莉丽，宋钦兰，程艳，等．中药安肠愈疡汤对溃疡性结肠炎大

鼠结肠组织中 ＩＬ２、ＩＬ１３含量及 ＮＦκＢ表达的影响［Ｊ］．世界

中医药，２０１６，１１（１）：１１３１１６．

［１７］孙美花，程卫东，张文君，等．含红芪与含黄芪的玉屏风散对

ＳＡＭＰ８小鼠脾Ｔ细胞及 ＰＩ３Ｋ表达的影响［Ｊ］．中华中医药杂

志，２０１７，３２（３）：１２７６１２８０．

［１８］王萌，韩嘉祺，张凤，等．桔梗皂苷 Ｄ对小鼠脾淋巴细胞免疫调

节活性的研究［Ｊ］．中国兽医科学，２０１８，４８（１）：９３１００．

［１９］郝璐．银杏叶提取物对小鼠体内外免疫调节活性的研究［Ｄ］．

锦州：锦州医科大学，２０１７．

［２０］黄为钧，王世东，赵进喜，等．益气活血散结法对糖尿病肾病大

鼠肾组织中 ＭＣＰ１、ＴＧＦβ的影响［Ｊ］．世界中医药，２０１７，１２

（１）：１６２０．

［２１］郭杨志，杜娟，李向民，等．黄连对糖尿病肾病大鼠肾脏 ＮＦκＢ

及ＰＰＡＲγ表达的影响［Ｊ］．世界中医药，２０１７，１２（４）：８８４８８７．

［２２］ＺｈａｎｇＨＣ，ＺｈａｎｇＺＳ，ＺｈａｎｇＬ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｎｅｘｉｎ４３ｉｎｓｐｌｅｎｉｃｌｙｍ
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