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  [ 摘要]  目的: 观察四君子汤对 D-半乳糖所致亚急性衰老大鼠免疫功能的影响, 探讨四君子汤抗衰老作用。方法: 雄性

Wistar大鼠分成 5组,制备 D-半乳糖亚急性衰老大鼠模型, 以不同剂量的四君子汤或生理盐水 ig; 6周后,测定胸腺、脾脏指数,

MTT法检测淋巴细胞转化刺激指数, ELISA法测定血清转化生长因子-β( TGF-β) , γ干扰素( IFN-γ)含量。结果:模型大鼠与正

常大鼠比较, 脾脏、胸腺指数明显降低, T, B淋巴细胞增殖活性下降, TGF-β含量升高而 IFN-γ含量下降; 四君子汤可明显提高

亚急性衰老大鼠脾脏、胸腺指数及 T, B淋巴细胞增殖能力,降低 TGF-β含量并使 IFN-γ含量升高。结论:四君子汤可增强衰老

大鼠免疫功能,具有延缓衰老作用。
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  在历代医家对衰老机制的论述中,肾、脾虚证是

中医学衰老理论的支柱
[ 1 -2 ]
。而免疫衰老学说则受

到现代医学研究者的普遍认同
[ 3 -4 ]
。本研究采用 D-

半乳糖( D-gal) 衰老大鼠模型,观察四君子汤对其免

疫功能的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物与分组  选用清洁级 6 周龄 wistar大

鼠 100 只( 南昌大学实验动物科学部提供,合格证号

赣医动字第 02196-02) ,体重 180 ～200 g,雄性,随机

分为 5 组:正常组, 模型组, 四君子汤低、中、高剂量

治疗组,每组 20 只。

1.1.2 药物与试剂 四君子汤 ( 由人参、茯苓、白

术、甘草按 3∶3∶3∶2的比例按传统方法煎煮过滤,并

于恒温水浴锅中浓缩成含生药 2. 0 g·mL - 1 ) ; ConA

( Sigma公司, 批号 C2840) ; LPS( Sigma 公司, 批号

L2960) ; MTT( Sigma 公司, 批号 M2248) ; D-半乳糖

( Sigma公司,批号 081016) ;细胞因子试剂盒 ( 晶美

公司,批号 2008-06) ; RPMI1640 粉 ( 美国 Gibco 公

司,批号 1182699) 。

1.1.3 仪器 酶标仪 ( 美国伯乐,型号 680 型) 。

1.2 方法

1.2.1 造模与给药  取清洁级 wistar大鼠, 体重

180 ～200 g,颈背部 sc D-半乳糖 100 mg·kg - 1 , 1 次 /

d,连续 42 d,造成大鼠衰老模型,正常对照组颈背部

sc 生理盐水。在造模的同时,模型给药组分别 ig相

应剂量的药物, 正常对照组、模型组 ig 生理盐水。

42 d后检测各项指标。

1.2.2 胸腺、脾脏指数测定 动物称重后,颈椎脱臼

处死,无菌条件下剖取胸腺和脾脏称重,计算指数。

1.2.3 MTT法检测淋巴细胞增殖  无菌制备大鼠

脾细胞悬液, RPMI1640 培养液调整细胞密度为 2 ×

10
7
·mL

- 1
。每鼠设实验孔和对照孔,均设 3 个复孔。

取 100 μL脾细胞悬液加入 96 孔板,实验孔加入 100

μL含 ConA( T淋巴细胞增殖反应)或 LPS( B淋巴细

胞增殖反应) 的 RPMI1640 培养液,使终浓度为 5 μg

·mL - 1 ,对照孔只加等量的 RPMI1640 培养液,将培

养板置于 37 ℃, 5% CO2 培养箱中培养 48 h,吸弃上

清 50 μL,加入 MTT溶液 50 μL( 终浓度为 0. 5 mg·

mL
- 1

) ,振荡 1 min,置培养箱中继续孵育 4 h, 吸弃

上清,每孔加入 DMSO100 μL,振荡 30 s,酶标仪于

490 nm波长处读取吸光值( A) ,并计算刺激指数 SI,

SI = ( 实验孔 A - 对照孔 A) /对照孔 A。

1.2.4 细胞因子 TGF-β和 IFN-γ含量检测  眼球

后静脉丛取血,静置后离心取血清, ELISA法测定。

1.2.5 统计学方法  实验结果以珋x ±s 表示, 用

SPSS11. 5 软件进行数据分析,采用 t 检验或单因素

方差分析,组间两两比较采用 q检验。

2 结果

2.1 大鼠一般状态 正常组大鼠精神和一般状态

良好。模型组大鼠体重明显下降、消瘦;倦怠、嗜卧;
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大便溏泻,肛周有污物;大鼠蜷缩、聚堆;食欲明显下

降;毛色干枯。其余治疗组大鼠上述表现较模型组

有良性逆转。四君子汤高剂量组大鼠一般状态基本

如常,中、低剂量组大鼠毛色较暗,反应略显迟缓,摄

食尚可,部分大便稀。

2.2 四君子汤对大鼠脾脏、胸腺指数的影响 四君

子汤 3 个剂量组均可使大鼠胸腺指数明显升高,中、

高剂量组可升高脾脏指数 ( P < 0. 05 或 P < 0. 01) ;

其中高剂量组胸腺指数和脾脏指数均明显高于低剂

量组(分别 P < 0. 05 和 P <0. 01) 。见表 1。
表 1 四君子汤对衰老大鼠胸腺指数和脾脏指数

的影响 ( mg·g - 1 , 珋x±s, n = 20)

组别 剂量 /g·kg - 1 胸腺指数 脾脏指数

正常 — 1. 742 ±0 . 1792) 1. 953 ±0. 164 2)

模型 — 1. 330 ±0 . 214 1. 696 ±0. 211

四君子汤 4. 0 1. 498 ±0 . 2461) 1. 717 ±0. 235

6. 0 1. 625 ±0 . 2192) 1. 838 ±0. 190 1)

8. 0 1. 755 ±0 . 2852, 3) 1. 940 ±0. 265 2, 4)

  注 :与模型组比较 1) P < 0. 05, 2) P < 0. 01 ; 与低剂量组比较3) P <

0. 05, 4) P < 0. 01 ( 下同 ) 。

2.3 四君子汤对大鼠淋巴细胞增殖的影响  与正

常组比较,模型组脾 T、B淋巴细胞刺激指数均显著

降低( P <0. 01) 。3 个治疗组与模型组相比,脾 T、B

淋巴细胞刺激指数均显著升高( P < 0. 01) ; 其中高

剂量组脾 T、B淋巴细胞刺激指数显著高于中、低剂

量组( P <0. 01) 。见表 2。
表 2 四君子汤对衰老大鼠 T、B 淋巴细胞增殖刺激指数 ( SI)的影响

( 珋x±s, n = 20 )

组别 剂量 /g·kg - 1 T淋巴细胞 B淋巴细胞

正常 — 2. 594 ±0 . 2642) 3. 403 ±0. 270 2)

模型 — 1. 354 ±0 . 221 1. 576 ±0. 283

四君子汤 4. 0 1. 760 ±0 . 2252) 3. 081 ±0. 217 2)

6. 0 1. 888 ±0 . 2372, 4) 3. 075 ±0. 213 2, 4)

8. 0 2. 090 ±0 . 2072) 3. 320 ±0. 257 2)

2.4 四君子汤对大鼠 TGF-β和 IFN-γ含量的影响

 模型组 TGF-β含量与正常组相比显著升高( P <

0. 01) 。与模型组相比, 高剂量组明显降低 ( P <

0. 05) 。模型组与正常组比 IFN-γ明显降低, ( P <

0. 01) 四君子汤 3 剂量组 IFN-γ含量均显著高于模

型组( P <0. 01) ,但 3 组之间无差异。见表 3。

3 讨论

在现代医学众多衰老的学说中,衰老的免疫学

理论占有重要地位。本实验研究结果表明, D-半乳

 表 3 四君子汤对衰老大鼠 TGF-β和 IFN -γ含量的影响

( 珋x±s, n = 20 )

组别 剂量 /g·kg - 1 TGF-β/ ng·mL - 1 IFN-γ/ pg·mL - 1

正常 — 8. 493 ±1. 085 2) 57. 45 ±11. 04 2)

模型 — 11. 231 ±1. 350 41. 53 ±10. 62

四君子汤 4. 0 11. 053 ±1. 466 53. 55 ±11. 08 2)

6. 0 10. 844 ±1. 622 55. 81 ±10. 79 2)

8. 0 10. 303 ±1. 127 1) 54. 38 ±11. 01 2)

糖所致亚急性衰老大鼠与正常大鼠比较,脾脏、胸腺

指数明显降低, T、B淋巴细胞增殖活性下降, TGF-β

含量升高而 IFN-γ含量下降, 证明造模成功。在衰

老过程中,中枢免疫器官胸腺不断萎缩,胸腺细胞发

育受到阻碍,导致衰老个体 T细胞活化受限,对抗原

刺激的反应性减弱,抑制性细胞因子增多,对细胞具

活化作用的细胞因子含量减少,并可能影响到 B细

胞活化,影响到体液免疫功能,当免疫功能生理性衰

退发展到一定程度,机体就会出现病理性衰老。

中医认为脾虚证为衰老的主要原因 /机制
[ 5]
。

四君子汤( 《太平惠民和剂局方》) 功能益气健脾,主

治脾胃气虚,为补气的基本方。方中以人参为君甘

温大补元气, 健脾养胃。以白术为臣, 苦温健脾燥

湿。佐以茯苓,甘淡渗湿健脾;苓、术合用,健脾除湿

之功更强,促其运化。使以炙甘草,甘温调中。全方

配合,共奏益气健脾之功。实验表明,四君子汤可影

响 D-半乳糖所致亚急性衰老大鼠的多项免疫指标,

明显提高其脾脏、胸腺指数、及 T, B淋巴细胞增殖

能力,降低抑制性细胞因子 TGF-β含量并使 IFN-γ

含量升高,从增强衰老大鼠免疫功能方面发挥了延

缓衰老的功效。
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