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石斛枸杞颗粒对小鼠免疫功能的影响
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摘要：目的　研究石斛枸杞颗粒对小鼠免疫功能的影响。方法　１６０只小鼠采用随机数字表法分为阴性对照组、石斛枸杞颗
粒高、中、低剂量组（７．５ｇ／ｋｇＢＷ、５．０ｇ／ｋｇＢＷ、２．５ｇ／ｋｇＢＷ），每组４０只，连续灌胃３０ｄ，每日１次。采用耳肿胀法观察其对
小鼠细胞免疫功能的影响；检测血清溶血素水平、抗体生成细胞数观察其对小鼠体液免疫功能的影响；采用小鼠腹腔巨噬细

胞吞噬鸡红细胞实验观察其对小鼠吞噬功能的影响；采用乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）测定法观察其对小鼠ＮＫ细胞活性的影响。结果
与阴性对照组比较，石斛枸杞颗粒中、低剂量组能明显促进小鼠迟发型变态反应（Ｐ＜０．０５）、高剂量组可提高小鼠巨噬细胞吞
噬鸡红细胞的吞噬率和吞噬指数（Ｐ＜０．０５），高、中剂量组可显著增强ＮＫ细胞活性（Ｐ＜０．０５）；但各剂量组对小鼠体质量、胸
腺／体质量比值、脾脏／体质量比值、抗体生成细胞数、血清溶血素水平无明显影响（Ｐ＞０．０５）。结论　石斛枸杞颗粒小鼠的细
胞免疫、单核巨噬细胞吞噬功能和ＮＫ细胞免疫功能均有不同程度的增强作用。
关键词：石斛枸杞颗粒；　免疫功能；　小鼠
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　　石斛、枸杞是我国传统的珍贵中药材，早在《神
农本草经》中就有记载，石斛有滋阴清热、生津养

胃、润肺止咳，明目强身等功效［１］，枸杞有滋阴补

血、补肾养肝、润肺止咳、益精明目等功效［２］。现代

药理学研究表明，石斛属和枸杞属植物均具有增强

机体免疫力、抗肿瘤、抗氧化、治疗眼病等作用［３９］。

有研究报道，石斛复方制剂可通过增强巨噬细胞的

吞噬能力、促进 Ｔ淋巴细胞的增殖和分化和提高
ＮＫ细胞活性的机制来调节小鼠的免疫功能［１０］；枸

杞的活性物质枸杞多糖可在体内外调节对小鼠巨

噬细胞的免疫功能［１１］，并对机体 Ｔ细胞免疫功能、
体液免疫功能、ＮＫ细胞非特异性免疫功能均具有
显著的调节作用［１２］。石斛枸杞颗粒是由铁皮石斛、

枸杞子等药材合理组方而成的复方制剂，本实验自

２０１７年１月研究考察石斛枸杞颗粒对免疫器官、细
胞免疫、体液免疫、单核巨噬细胞功能和 ＮＫ细胞
功能的影响，研究其对小鼠免疫功能的影响，为石

斛枸杞颗粒进一步开发利用提供实验依据。

１　材料和方法
１．１　受试物　石斛枸杞颗粒由湖北金鹰生物科技
有限公司生产（规格：５克／袋，批号２０１６０３０３），性
状为棕色颗粒。人体推荐量为每日３次，每次１袋，
计０．２５ｇ／ｋｇ／ｄ（人按６０ｋｇ计算）。保存条件：储放
于通风阴凉干燥处，保质期：２４个月。
１．２　实验动物　雌性 ＳＰＦ级昆明小鼠，１６０只，体
质量１８～２２ｇ，购自武汉生物制品研究所有限责任
公司，质量合格证号 ４２０００４００００４９８７，实验动物生
产许可证号：ＳＣＸＫ（鄂）２０１２００１３。本研究中对于
小鼠的处理符合动物伦理学标准。

１．３　仪器与试剂　ＡＢ２０４Ｓ电子天平和 ＸＳ６００１Ｓ
电子秤，瑞士梅特勒托利多仪器有限公司）；ＹＬＳ
２５Ａ电动耳肿打耳器，济南益延科技发展有限公司；
３Ｋ１５台式冷冻离心机，德国Ｓｉｇｍａ公司；ＨＦ９０二氧
化碳培养箱，力新仪器上海有限公司；ＢＸ５３显微
镜，日本ＯＬＹＭＰＵＳ公司；ＡＵ４００全自动生化仪，日

本 ＯＬＹＭＰＵＳ公司。ＲＰＭＩ１６４０培养基，Ｇｉｂｃｏ公
司，批号１６４５３７４；新生牛血清，杭州四季青生物工
程材料有限公司，批号 ２０１５０６１６；乳酸脱氢酶
（ＬＤＨ）检测试剂盒，深圳迈瑞生物医疗电子股份有
限公司生产，批号 １４２７１４０１１。小鼠淋巴瘤细胞
（ＹＡＣ１细胞），购自中国典型培养物保藏中心。
１．４　方法［１３］

１．４．１　实验分组及受试物给予方式　小鼠按体质
量采用随机数字表法分成４个实验组，每个实验组
的４０只动物分为４组（高、中、低３个剂量组及阴性
对照组）。设石斛枸杞颗粒高剂量组（７．５ｇ／ｋｇ
ＢＷ，相当于人体推荐量的３０倍）、中剂量组（５．０ｇ／
ｋｇＢＷ，相当于人体推荐量的２０倍）、低剂量组（２．５
ｇ／ｋｇＢＷ，相当于人体推荐量的１０倍）。临用前将
受试物用蒸馏水配制成０．３７５，０．２５０，０．１２５ｇ／ｍＬ
三种浓度的混悬液。各组小鼠灌胃给予不同浓度

的受试物，灌胃体积为２０ｍＬ／ｋｇＢＷ。阴性对照组
给予等体积蒸馏水。每天灌胃１次，连续３０ｄ。灌
胃结束后处死动物，４个实验组分别按 １．４．２～
１．４．７进行实验：第 １实验组，迟发型变态反应
（ＤＴＨ）实验；第２实验组，抗体生成细胞检测和血
清溶血素测定；第３实验组，小鼠腹腔巨噬细胞吞
噬鸡红细胞实验；第４实验组，ＮＫ细胞活性测定、
免疫器官脏／体比。
１．４．２　体质量及免疫器官脏／体比测定　所有动
物每周称量体质量一次，灌胃３０ｄ后处死小鼠。第
４实验组小鼠的取出胸腺和脾脏，称重并计算脏／体
比值。脏／体（％）＝脏器重量／动物体质量 ×
１００％。
１．４．３　迟发型变态反应实验　采用二硝基氟苯
（ＤＮＦＢ）诱导的小鼠 ＤＴＨ实验（耳肿胀法）。小鼠
腹部脱毛，用１％ ＤＮＦＢ溶液涂抹５０μＬ致敏，５ｄ
后，再用１％ ＤＮＦＢ溶液１０μＬ均匀涂抹小鼠右耳
（两面）进行攻击，攻击后２４ｈ处死动物剪下左右耳
壳。用打孔器取下直径８ｍｍ的耳片后分别称重，
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以左右耳的重量之差来反映ＤＴＨ的程度。
１．４．４　抗体生成细胞检测实验　采用 Ｊｅｒｎｅ改良
玻片法。将脱纤维处理后的羊血用生理盐水洗涤３
次，离心１５００×ｇ／ｍｉｎ１０ｍｉｎ，用生理盐水配成２％
（Ｖ／Ｖ）的绵羊红细胞（ＳＲＢＣ）悬液，每只鼠经腹腔
注射２％（Ｖ／Ｖ）ＳＲＢＣ０．２ｍＬ进行免疫。５天后处
死小鼠，取出脾脏，制备脾细胞悬液，调整脾细胞浓

度为５×１０６个／ｍＬ。将 ０．５ｍＬ０．５％琼脂糖、５０
μＬ１０％ ＳＲＢＣ、２０μＬ脾细胞悬液，迅速混匀，倾倒
于已刷琼脂糖薄层的玻片上，待琼脂凝固后，３７℃
温育１．５ｈ，然后加入补体，继续温育１．５ｈ，计数溶
血空斑数。以空斑数／１０６脾细胞表示抗体生成细
胞数。

１．４．５　血清溶血素测定实验　采用血凝法，与
１．４．４实验共用小鼠。免疫 ５ｄ后，小鼠摘眼球取
血，制备血清。用生理盐水将血清倍比稀释，将不

同稀释度的血清分别置于微量血凝板内，每孔１００
μＬ，再加入１００μＬ０．５％（Ｖ／Ｖ）的 ＳＲＢＣ悬液，混
匀，３７℃温育３ｈ，观察血球凝集程度，进行血清溶
血素的测定，计算抗体水平。

１．４．６　小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞实验　采
用滴片法。每只小鼠腹腔注射 ２％（Ｖ／Ｖ）ＳＲＢＣ
０．２ｍＬ。４ｄ后颈椎脱臼处死小鼠，每只腹腔注射
加小牛血清的Ｈａｎｋ＇ｓ液４ｍＬ，充分洗出腹腔巨噬细
胞，收集腹腔洗液至试管内。在试管内加入０．５ｍＬ
腹腔洗液、０．５ｍＬ１％鸡血红细胞悬液，混匀，吸取

０．５ｍＬ混合液加入玻片上已晾干的３％琼脂圈内，
３７℃温育２０ｍｉｎ，甲醇固定、Ｇｉｍｓａ液染色，显微镜
观察，计数吞噬率和吞噬指数。

１．４．７　ＮＫ细胞活性测定，采用 ＬＤＨ测定法　末
次给予受试样品后，处死小鼠，无菌操作下取脾，研

磨制成单个脾细胞悬液后，过２００目筛网后 Ｈａｎｋ′ｓ
液洗２次，用ＲＰＭＩ１６４０培养液调整细胞浓度至２
×１０７个／ｍＬ。以脾细胞悬液为效应细胞，取对数生
长期的ＹＡＣ１细胞，调整细胞终浓度至４×１０５个／
ｍＬ作为靶细胞，作用４ｈ后，离心取上清，全自动生
化分析仪检测细胞上清液中ＬＤＨ含量，计算ＮＫ细
胞活性。

１．５　数据学方法　采用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计
分析，数据以ｘ±ｓ表示，统计方法采用ＯＮＥＷＡＹ　
ＡＮＯＶＡ分析。先进行方差齐性检验，方差齐，采用
Ｄｕｎｎｅｔｔ检验；方差不齐，采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ′ｓＴ３检验，以
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　对小鼠体质量的影响　结果见表１，石斛枸杞
颗粒各剂量组小鼠整个试验过程中体质量与阴性

对照组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
２．２　对小鼠淋巴器官脏器／体质量比值的影响　
结果见表２，石斛枸杞颗粒各剂量组小鼠胸腺／体质
量比值和脾脏／体质量比值较阴性对照组差异无统
计学意义。

表１　石斛枸杞颗粒对小鼠体质量的影响／（ｇ，ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

实验组 时间
阴性对照组

（０．０ｇ／ｋｇＢＷ）
高剂量组

（７．５ｇ／ｋｇＢＷ）
中剂量组

（５．０ｇ／ｋｇＢＷ）
低剂量组

（２．５ｇ／ｋｇＢＷ）
Ｆ值 Ｐ值

第１实验组 第０周 １９．０±０．７ １９．１±０．９ １９．１±０．８ １９．１±０．９ ０．０３９ ０．９９０
第１周 ２４．２±１．３ ２３．５±１．６ ２３．９±１．２ ２３．２±１．２ １．１７８ ０．３３２
第２周 ２６．１±１．８ ２６．４±１．９ ２６．８±１．４ ２６．５±１．５ ０．３２７ ０．８０６
第３周 ２７．０±１．７ ２７．９±１．８ ２８．３±１．６ ２７．８±１．９ ０．９３８ ０．４４３
第４周 ２８．３±２．０ ２８．６±２．１ ２８．９±２．１ ２８．６±２．０ ０．１２７ ０．９３４

第２实验组 第０周 １９．０±０．８ １９．０±０．８ １９．０±０．８ １９．０±０．８ ０．００５ １．０００
第１周 ２３．６±１．３ ２２．８±０．７ ２２．９±０．９ ２３．２±１．２ １．０７５ ０．３７２
第２周 ２６．７±１．５ ２５．６±１．２ ２５．９±１．０ ２５．７±１．３ １．４４４ ０．２４６
第３周 ２７．９±１．６ ２７．７±１．１ ２７．２±１．４ ２７．３±１．４ ０．５６５ ０．６４１
第４周 ２９．０±２．２ ２７．８±１．９ ２７．９±１．２ ２８．１±１．８ ０．９９９ ０．４０４

第３实验组 第０周 １９．１±０．９ １９．１±１．０ １８．９±０．８ １９．０±０．８ ０．０７１ ０．９７５
第１周 ２４．４±１．１ ２３．８±１．６ ２３．８±０．８ ２３．７±０．８ ０．７２２ ０．５４５
第２周 ２６．４±１．３ ２６．３±３．７ ２６．９±０．８ ２７．１±１．６ ０．３１１ ０．８１７
第３周 ２７．４±１．８ ２８．２±３．６ ２８．１±１．０ ２８．４±１．３ ０．４５２ ０．７１７
第４周 ２８．４±１．５ ２９．０±３．６ ２９．０±１．２ ２９．４±１．８ ０．３８０ ０．７６８

第４实验组 第０周 １９．０±０．８ １９．０±０．８ １９．０±０．９ １９．０±０．８ ０．０２１ ０．９９６
第１周 ２４．７±１．４ ２３．９±１．２ ２３．５±１．６ ２３．７±０．９ １．４４２ ０．２４７
第２周 ２７．４±２．６ ２７．５±２．２ ２５．８±２．３ ２６．２±１．２ １．５９２ ０．２０８
第３周 ２８．５±２．８ ２９．２±２．１ ２６．８±２．６ ２７．０±１．０ ２．６８５ ０．０６１
第４周 ２９．２±３．４ ２９．８±２．２ ２８．１±２．６ ２７．９±１．３ １．２６０ ０．３０３
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表２　石斛枸杞颗粒对小鼠淋巴器官脏器／体质量的影响／（％，ｘ±ｓ）

组别 剂量／（ｇ／ｋｇＢＷ） 鼠数／只 胸腺／体质量比值 Ｆ值 Ｐ值 脾脏／体质量比值 Ｆ值 Ｐ值

阴性对照组

高剂量组

中剂量组

低剂量组

０．０

７．５

５．０

２．５

１０

１０

１０

１０

０．３７２±０．０９９

０．３９９±０．１５６

０．４２２±０．０６２

０．３８３±０．０５９

０．４６０ ０．７１２

０．５１０±０．２０６

０．５６１±０．１５０

０．５４０±０．０８６

０．４７４±０．０５９

０．７５８ ０．５２５

２．３　对细胞免疫功能的影响　结果见表３，石斛枸
杞颗粒中、低剂量组能增加耳廓肿胀度，与阴性对

照组比较差异有统计学意义，说明其可促进小鼠对

ＤＮＦＢ诱发的ＤＴＨ反应，具有增强细胞免疫功能的
作用。

表３　石斛枸杞颗粒对ＤＮＦＢ诱导小鼠
ＤＴＨ反应的影响

组别
剂量／

（ｇ／ｋｇＢＷ）

鼠数／

只

ＤＮＦＢ诱导ＤＴＨ

左右耳质量差／

（ｍｇ，ｘ±ｓ）

Ｆ值 Ｐ值

阴性对照组

高剂量组

中剂量组

低剂量组

０．０

７．５

５．０

２．５

１０

１０

１０

１０

１０．１±３．３

１２．６±５．９

１５．５±４．５ａ

１５．４±３．０ａ

３．５７９０．０２３

　　注：各剂量组与阴性对照组比较，ａＰ＜０．０５

２．４　对体液免疫功能的影响　结果见表４，石斛枸
杞颗粒各剂量组的溶血空斑数、血清溶血素水平与

阴性对照组相比，差异无统计学意义，说明其不能

增强体内抗体生成细胞能力和增加抗体生成水平，

即石斛枸杞颗粒对体液免疫功能无明显影响。

２．５　对小鼠单核巨噬细胞吞噬功能的影响　结果
见表５，石斛枸杞颗粒高剂量组可提高小鼠腹腔巨

噬细胞吞噬鸡红细胞的吞噬率和吞噬指数，与阴性

对照组比较差异有统计学意义，说明其可增强小鼠

单核巨噬细胞的吞噬能力。
２．６　对小鼠ＮＫ细胞活性的影响　结果见表６，石
斛枸杞颗粒高、中剂量组能增强小鼠ＮＫ细胞活性，
与阴性对照组比较差异有统计学意义。

３　讨论
免疫系统是机体执行免疫应答和免疫功能的

重要系统，是生物体识别“非自体物质”并将其消灭

或排除体外，抵御病原体入侵的保卫系统。免疫细

胞、免疫分子和免疫器官共同构成机体的免疫系

统，并与其他系统相互协调，共同维持机体生理功

能的平衡。机体正常免疫功能状态的维持需要多

种免疫细胞的相互作用和制约，免疫功能是在淋巴

细胞、单核细胞和其他有关细胞及其产生的免疫分

子的相互作用下完成的，主要包括细胞免疫功能、

体液免疫功能、单核细胞吞噬功能和ＮＫ细胞功能，
它们相互配合完成特异性免疫和非特异性免疫。

细胞免疫和体液免疫属于特异性免疫，腹腔巨噬细

胞吞噬能力和 ＮＫ细胞功能属于非特异性免
疫［１４１６］。本实验研究观察了石斛枸杞颗粒对体质

量和免疫器官的作用，同时从细胞免疫、体液免疫、

表４　石斛枸杞颗粒对小鼠抗体生成细胞和血清溶血素的影响

组别 剂量／（ｇ／ｋｇＢＷ） 鼠数／只
溶血空斑数／

（／１０６脾细胞，ｘ±ｓ）
Ｆ值 Ｐ值

血清溶血素水平／

ｘ±ｓ
Ｆ值 Ｐ值

阴性对照组

高剂量组

中剂量组

低剂量组

０．０

７．５

５．０

２．５

１０

１０

１０

１０

１７７±６３

１８７±６６

１８１±６０

１８２±５５

０．０３８ ０．９９０

１３９．６±１５．４

１４１．２±２４．６

１４９．６±２３．５

１５１．８±１８．１

０．８４７ ０．４７７

表５　石斛枸杞颗粒对小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞能力的影响

组别 剂量／（ｇ／ｋｇＢＷ） 鼠数／只 吞噬率／（％，ｘ±ｓ） Ｆ值 Ｐ值 吞噬指数／ｘ±ｓ Ｆ值 Ｐ值

阴性对照组

高剂量组

中剂量组

低剂量组

０．０

７．５

５．０

２．５

１０

１０

１０

１０

２６．９７±４．２８

３１．６４±２．４５

２８．６５±３．０７

２９．５３±４．７７

２．６６５ ０．０４２

０．３６８±０．０６５

０．４４１±０．０４２

０．３９３±０．０４９

０．４０２±０．０７９

２．４９０ ０．０４６
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表６　石斛枸杞颗粒对小鼠ＮＫ细胞活性的影响

组别
剂量／

（ｇ／ｋｇＢＷ）

鼠数／

只

ＮＫ细胞活性／

ｘ±ｓ
Ｆ值 Ｐ值

阴性对照组

高剂量组

中剂量组

低剂量组

０．０

７．５

５．０

２．５

１０

１０

１０

１０

１９．６±２．９

４０．２±１１．４ｂ

３２．６±１０．６ａ

１９．０±５．２

１５．３１７０．０００

　　注：与阴性对照组比较，ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１

吞噬功能、ＮＫ细胞功能四个方面检测和其对小鼠
免疫功能的影响。结果显示，石斛枸杞颗粒对小鼠

体质量和脾脏脏／体比、胸腺脏／体比无显著性影
响，说明其对免疫器官的作用不明显。迟发型变态

反应是Ｔ细胞介导的一种超敏反应，二硝基氟苯
（ＤＮＦＢ）是一种半抗原，将其涂抹小鼠腹部皮肤后，
与皮肤蛋白结合形成完全抗原，刺激小鼠 Ｔ淋巴细
胞会增殖成致敏淋巴细胞，当再次涂抹至小鼠耳部

时刺激记忆细胞迅速增殖，产生变态反应引起耳廓

肿胀，发生以单核细胞浸润为主的炎症反应，属于

细胞免疫应答功能；石斛枸杞颗粒可引起耳廓肿胀

度增加，促进小鼠 ＤＴＨ反应，提示其可增强细胞免
疫功能。用 ＳＲＢＣ免疫小鼠数天，能够刺激小鼠 Ｂ
细胞产生抗体，用免疫后的小鼠血清对 ＳＲＢＣ的溶
解能力反映了小鼠抗体分泌细胞分泌抗体的能力，

属于体液免疫应答功能；本研究中石斛枸杞颗粒对

血清溶血素水平和抗体生成能力无明显影响，说明

其对体液免疫功能无明显作用。巨噬细胞是一种

非特异性免疫细胞，可通过直接吞噬外来异物或自

身衰老的细胞来发挥提高机体免疫力的作用，因

此，巨噬细胞吞噬活性的大小在一定程度上反应了

机体的非特异性免疫功能，利用巨噬细胞吞噬鸡红

细胞实验，可以在体外观察巨噬细胞的吞噬功能；

石斛枸杞颗粒可增加小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红

细胞的吞噬率和吞噬指数，说明其可激活单核 －巨
噬细胞免疫系统，增强非特异性免疫功能。ＮＫ细
胞具有自然杀伤活性及抗肿瘤作用，活细胞胞浆内

的ＬＤＨ不能透过细胞膜，当ＹＡＣ１细胞（小鼠淋巴
瘤细胞）受到ＮＫ细胞杀伤后，ＬＤＨ释放到细胞外，
因此通过检测细胞上清液的 ＬＤＨ含量来反映 ＮＫ
细胞的活性；石斛枸杞颗粒可增加细胞上清液的

ＬＤＨ含量，说明其可增强ＮＫ细胞功能。
综上所述，本研究结果表明石斛枸杞颗粒对小

鼠细胞免疫功能、单核巨噬细胞吞噬功能和 ＮＫ细

胞活性均有增强作用，促进了小鼠的特异性免疫和

非特异性免疫，具有增强免疫功能的作用，是一种

具有良好开发前景的免疫调节剂。
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