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阿胶对环磷酰胺所致免疫抑制小鼠的免疫保护作用

李　晓　高慧婕　朱桐林　张腾元　王清华　刘　超△

（济宁医学院药学院，日照２７６８２６）

　　摘　要　目的　探究不同品牌阿胶对环磷酰胺（Ｃｙ）所致免疫功能低下小鼠的免疫调节作用。方法　ＩＣＲ
小鼠随机分成５组：对照组、Ｃｙ组、Ａ品牌阿胶组、Ｂ品牌阿胶组和Ｃ品牌阿胶组。Ｃｙ腹腔注射致免疫抑制，３组
阿胶组小鼠均灌服５％不同品牌阿胶溶液，７ｄ后，测定并比较各组小鼠的脾脏和胸腺指数、小鼠血清溶血素的含
量，ＥＬＩＳＡ检测小鼠血清肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）和粒细胞巨噬细胞集落刺激因子（ＧＭＣＳＦ）的表达，ＲＴＰＣＲ
检测各组小鼠脾脏ＴＮＦα和ＧＭＣＳＦｍＲＮＡ的表达。结果　与Ｃｙ组相比，Ａ、Ｂ、Ｃ３种品牌阿胶小鼠的胸腺和
脾脏指数均显著升高，小鼠血清抗体的含量显著提高，其中Ａ、Ｂ品牌阿胶小鼠提高更为显著（Ｐ＜０．００１）；与Ｃｙ
组相比，Ａ、Ｂ、Ｃ３种品牌的阿胶小鼠血清中ＴＮＦα和ＧＭＣＳＦ的表达显著增加，小鼠脾脏ＴＮＦα和ＧＭＣＳＦｍＲ
ＮＡ的表达升高，其中Ａ品牌阿胶小鼠提高更为明显（Ｐ＜０．００１）。结论　３种品牌阿胶对Ｃｙ导致的免疫功能低
下小鼠均有免疫保护作用，提高尤以Ａ品牌阿胶效果最好。
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　　阿胶是传统的滋补佳品，李时珍著《本草纲
目》载：阿胶为马科动物驴的皮，经煎煮、浓缩制成

的固体胶［１］。阿胶主要由骨胶原组成，其水解可

得明胶、蛋白质及多种氨基酸［２３］。现代药理研究

表明，阿胶对血液、造血系统、钙代谢、免疫系统等

均有保护作用，且有增强记忆、抗疲劳、耐缺氧等作

用［４８］。但是，长期以来由于技术条件和传统中药

制药思想的制约，阿胶的很多功效作用还未得到足

够的实验证实，特别是在调节机体免疫功能方面，

相关的实验研究较少。本文旨在通过观察对比不

同品牌阿胶对由环磷酰胺（ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ，Ｃｙ）
致免疫低下小鼠免疫功能的影响，为阿胶的合理

开发应用提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　健康 ＩＣＲ小鼠，４～８周鼠龄，
平均体重为１９～２２ｇ，雌雄各半，由济宁医学院动
物房提供。所有动物实验均遵循国家实验动物饲

养管理条例和使用指南以及济宁医学院实验动物

管理条例。

１．１．２　仪器与试剂　ＤＹＹ７Ｃ型电泳仪（北京六
一生物科技有限公司）；ＳＷＣＪ２ＦＤ型净化工作台
（苏洁医疗有限公司）；Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ酶标仪（上海赛默
飞世尔仪器有限公司）；Ｔ１００ＴＭ ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ
ＰＣＲ仪（ＢＩＯＲＡＤ公司）。阿胶：Ａ、Ｂ、Ｃ３种品牌的
阿胶购自日照海力日盛药业有限公司，阿胶经粉碎

机粉碎后，室温贮存，实验时以蒸馏水配置成５％
（０．０８ｇ／１．６ｍｌ）的悬浊液，备用；环磷酰胺注射液
（上海源叶生物科技有限公司）；１０％豚鼠血清；
ＰＢＳ溶液。
１．２　方法
１．２．１　动物分组及模型建立　健康 ＩＣＲ小鼠７５
只，随机分成５组：对照组、Ｃｙ组、Ａ品牌阿胶组、Ｂ
品牌阿胶组和 Ｃ品牌阿胶组，每组１５只。３种品
牌阿胶组每天灌胃５％的阿胶溶液０．１ｍｌ，对照组
每天灌胃等体积的氯化钠溶液。Ｃｙ造模：实验第
４天，３种品牌阿胶组和 Ｃｙ组腹腔注射 ８０ｍｇ／ｋｇ
Ｃｙ０．２ｍｌ，对照组腹腔注射０．２ｍｌ的氯化钠溶液。
１．２．２　小鼠免疫器官胸腺、脾脏指数的测定　第
７天实验结束后，称取小鼠的体重并做好记录，颈
椎脱臼，处死小鼠后，经无菌操作解剖取其胸腺和

脾脏，称重并做记录，计算脾脏及胸腺指数。计算

公式：胸腺（脾脏）指数 ＝胸腺（脾脏）质量（ｍｇ）／
体重（ｇ）。
１．２．３　小鼠血清溶血素测定　在实验第６天每组
小鼠均腹腔注射 １０％的绵羊红细胞进行初次免
疫，实验第 ７天最后一次给药 ２ｈ后，眼球取血
２ｍｌ，置于ＥＰ管中，用２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上
清，标注，分别稀释为１∶２５，１∶１００，１∶８００，１∶１５００，
１∶２５００，１∶３０００，３７℃放置１ｈ后，分别取０．１ｍｌ与
０．２％ ＳＲＢＣ０．１ｍｌ和０．１ｍｌ１０％豚鼠血清混合，
２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清，置于酶标板４个孔
中，检测ＯＤ值。
１．２．４　小鼠血清 ＴＮＦα和 ＧＭＣＳＦ含量测定　
实验第７天最后一次灌胃后，小鼠眼球取血１ｍｌ，
置于 ３７℃放置 ３０ｍｉｎ后，２０００ｒ／ｍｉｎ转速，离心
１０ｍｉｎ，吸取上层血清置于微量反应孔，参照 ＥＬＩＳＡ
试剂盒说明书进行操作，酶标仪在４５０ｎｍ处测量
ＯＤ值。
１．２．５　小鼠脾脏ＴＮＦα和ＧＭＣＳＦｍＲＮＡ表达测
定　 最后一次灌胃后８ｈ，取小鼠脾脏，Ｔｒｉｚｏｌ法提
取脾脏总 ＲＮＡ，将获得的总 ＲＮＡ进行反转录。首
先将２μｌＲＮＡ，１μｌＯｌｉｇｏｄＴＰｒｉｍｅｒ，１μｌｄＮＴＰｍｉｘ
ｔｕｒｅ和６μｌｄｄＨ２Ｏ加入０．２ｍｌＥＰ管中，然后在６５℃
下保温５ｍｉｎ，拿出后冰上迅速冷却，然后加入４μｌ５
×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＩＩＢｕｆｆｅｒ，０．５μｌＲＮａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ，１μｌ
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴａｓｅ和４．５μｌｄｄＨ２Ｏ，反转录得 ｃＤ
ＮＡ，随即进行 ＰＣＲ扩增反应。ＴＮＦα引物
（２０９ｂｐ）：上游５′ＡＣＣＧＴＣＡＧＣＣＧＡＴＴＴＧＣＴＡＴ３′
下游 ３′ＣＣＧＧＡＣＴＣＣＧＣＡＡＡＧＴＣＴＡＡ５′；ＧＭＣＳＦ
引物 （２８３ｂｐ）：上 游 ５′ＧＣＣＡＧＧＡＧＡ ＴＴＣＣＡ
ＣＡＡＣＴＣＡＧ３′，下游５′ＧＣＡＴＧＴＣＡＴＣＣＡＧＧＡＧＧＴ
ＴＣＡＧＧ３′。内参采用小鼠 ＧＡＰＤＨ（１８３ｂｐ）：上游
５′ＡＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＧ３′， 下 游 ５′
ＧＣＡＧＡＡＧＧＧＧＣＣＧＧＡＧＡＴＧＡ３′。ＰＣＲ产物行２％
的琼脂糖凝胶电泳，计算光密度值。

１．３　统计学方法
数据分析采用 ＳＰＳＳ２１．０软件进行分析。

２　结果

２．１　阿胶对小鼠胸腺和脾脏指数的影响
与对照组比，Ｃｙ模型组小鼠胸腺指数、脾脏指

数显著降低（Ｐ＜０．００１），说明成功制备免疫抑制
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小鼠模型。与 Ｃｙ组相比，３种品牌阿胶组的胸腺
和脾脏指数均升高（Ｐ＜０．００１），说明不同品牌的
阿胶均能够提升小鼠免疫器官的功能。Ａ、Ｂ、Ｃ３
种品牌阿胶相比较，Ａ、Ｂ两种品牌阿胶效果较好。

表１　阿胶对小鼠免疫器官的影响（珋ｘ±ｓ，ｍｇ／ｇ，ｎ＝１５）

　组别 胸腺指数 脾指数

对照组 ２．１７±０．２６ ４．２０±０．４３

Ｃｙ模型组 １．３１±０．１７ ２．６９±０．２７

Ｃ品牌阿胶组 １．６８±０．１８＃ ３．４７±０．３９＃

Ｂ品牌阿胶组 １．９６±０．２９※＃ ３．７０±０．４２※＃

Ａ品牌阿胶组 １．９９±０．２１※＃ ３．７９±０．４４※＃

Ｆ值 ２１．２５ １９．９５

Ｐ ＜０．０５ ＜０．０５

　　注：与对照组比较，Ｐ＜０．００１；与 Ｃｙ模型组比较，＃Ｐ＜０．

００１；与Ｃ品牌阿胶组比较，※Ｐ＜０．００１

２．２　阿胶对小鼠血清溶血功能的影响
与对照组小鼠比较，Ｃｙ组小鼠血清溶血素ＯＤ

值降低（Ｐ＜０．００１），说明使用环磷酰胺造模成功。
与Ｃｙ组比，３种品牌阿胶组的小鼠血清溶血素ＯＤ
值均升高（Ｐ＜０．００１），提示阿胶能够提高小鼠体
液免疫。Ａ、Ｂ、Ｃ３种品牌阿胶组相比较，Ａ、Ｂ两
种品牌阿胶组效果较好。

表２　５组小鼠溶血功能的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１５）

组别 ＯＤ值（４５０ｎｍ）

对照组 ０．４４±０．０８

Ｃｙ模型组 ０．１９±０．０３

Ｃ品牌阿胶组 ０．２９±０．０６＃

Ｂ品牌阿胶组 ０．３１±０．０６※＃

Ａ品牌阿胶组 ０．３４±０．０７※＃

Ｆ值 ２０．９５

Ｐ ＜０．０５

　　注：与对照组比较，Ｐ＜０．００１；与 Ｃｙ模型组比较，＃Ｐ＜０．

００１；与Ｃ品牌阿胶组比较，※Ｐ＜０．００１

２．３　阿胶对小鼠血清 ＴＮＦα和 ＧＭＣＳＦ的含量
的影响

与对照组比较，Ｃｙ组小鼠血清中 ＴＮＦα和
ＧＭＣＳＦ浓度均显著降低（Ｐ＜０．００１）。与 Ｃｙ组
比，３种品牌阿胶组小鼠血清中的 ＴＮＦα和 ＧＭ
ＣＳＦ浓度均明显提高（Ｐ＜０．００１）。其中，Ａ品牌阿
胶组与Ｂ、Ｃ品牌阿胶组相比较，ＧＭＣＳＦ的浓度最
高（Ｐ＜０．００１），３种品牌阿胶组 ＴＮＦα的浓度无
显著性差异。

表３　５组小鼠血清ＴＮＦα和ＧＭＣＳＦ的比较
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１５）

组别 ＴＮＦα ＧＭＣＳＦ

对照组 １．４８±０．２２ １．９４±０．２３

Ｃｙ模型组 ０．８９±０．２３ １．１６±０．２９

Ｃ品牌阿胶组 １．２１±０．１３＃ １．３９±０．１６＃

Ｂ品牌阿胶组 １．２０±０．２２＃ １．４５±０．２３＃

Ａ品牌阿胶组 １．２５±０．１１＃ １．６６±０．１９※＃

Ｆ值 １２．３１ １６．７８

Ｐ ＜０．０５ ＜０．０５

　　注：与对照组比较，Ｐ＜０．００１；与 Ｃｙ模型组比较，＃Ｐ＜０．

００１；与Ｂ、Ｃ品牌阿胶组比较，※Ｐ＜０．００１

２．４　阿胶对小鼠脾脏ＴＮＦα和ＧＭＣＳＦｍＲＮＡ表
达的影响

与对照组相比较，Ｃｙ组小鼠脾脏 ＴＮＦα和
ＧＭＣＳＦｍＲＮＡ的表达均显著下降（Ｐ＜０．００１）。与
Ｃｙ组小鼠比较，３种品牌的阿胶均可提高小鼠脾脏
ＴＮＦα和ＧＭＣＳＦｍＲＮＡ的表达（Ｐ＜０．００１），其
中，与Ｂ、Ｃ品牌阿胶组相比较，Ａ品牌阿胶组提高
ＧＭＣＳＦｍＲＮＡ的表达更为显著（Ｐ＜０．００１）。

注：ａ．Ａ品牌阿胶；ｂ．Ｂ品牌阿胶；ｃ．Ｃ品牌阿胶；

　 ｄ．对照组；ｅ．ＣｙＭ：Ｍａｒｋｅｒ

图１　各组ＧＭＣＳＦｍＲＮＡ和ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达

表４　５组小鼠ＴＮＦαｍＲＮＡ和ＧＭＣＳＦｍＲＮＡ的

比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１５）

组别 ＴＮＦα ＧＭＣＳＦ

对照组 １．４６±０．１０ １．５２±０．１０

Ｃｙ模型组 ０．８１±０．１２ ０．８６±０．１３

Ｃ品牌阿胶组 １．２１±０．０６＃ １．２７±０．０９＃

Ｂ品牌阿胶组 １．２２±０．１１＃ １．３３±０．１３＃

Ａ品牌阿胶组 １．２６±０．１２＃ １．４６±０．０９※＃

Ｆ值 ５２．００ ５４．４６

Ｐ ＜０．０５ ＜０．０５

　　注：与对照组比较，Ｐ＜０．００１；与 Ｃｙ模型组比较，＃Ｐ＜０．

００１；与Ｂ、Ｃ品牌阿胶组比较，※Ｐ＜０．００１
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３　讨论

阿胶与人参、鹿茸并称为“滋补三宝”，被收入

《中华人民共和国药典》。阿胶味甘、性平，临床

应用广泛，具有补血、止血、抗氧化、抑制肿瘤、增强

免疫力等多方面的功效。本次研究主要关注阿胶

对机体免疫功能的影响。阿胶能够增强由氢化可

的松诱导免疫抑制小鼠的固有免疫应答，改善迟发

型超敏反应、碳清除指数，显著提高脾脏内淋巴细

胞转化能力和腹腔巨噬细胞吞噬活性［９１０］。但目

前有关阿胶对机体免疫功能调节的具体机制及对

细胞因子的影响研究较少。近年来，阿胶市场火

爆，涌现出大量不同品牌，其制备工艺有所不同，产

品价格也高低不一，市场份额差别大。不同品牌的

阿胶在免疫方面的功效是否存在差异，也有待验

证。本实验使用Ｃｙ建立免疫低下模型，探究阿胶
对小鼠免疫活性的影响及对细胞因子产生的影响；

同时对比分析不同品牌的阿胶对机体免疫活性的

影响是否存在较大差异。

Ｃｙ属于烷化剂类的抗肿瘤药物，除用于肿瘤
的治疗外，也可以作为免疫抑制剂使用［１１］。高剂

量Ｃｙ能够通过抑制 ＤＮＡ复制，促使细胞凋亡，从
而使机体处于免疫抑制状态，可用于构建免疫功能

低下的动物模型；而低剂量的 Ｃｙ可通过下调 Ｔｒｅｇ
细胞的数量，提高免疫细胞的功能，反而产生免疫

促进作用［１２１３］。因此，本次实验采用了腹腔注射

高剂量（８０ｍｇ／ｋｇ）的 Ｃｙ建立免疫低下模型，结果
显示无论是小鼠的胸脾指数，还是外周血抗体的生

成率，均表现为显著下降，说明免疫抑制模型成功

制备。

免疫器官的脏器系数是衡量机体免疫功能的

初步指标。胸腺是 Ｔ细胞分化成熟的场所，胸腺
指数的改变可直观反映出机体的细胞免疫水平的

变化；脾脏作为 Ｔ、Ｂ细胞定居及发生免疫应答的
场所，脾脏指数也能够很好地反映机体的免疫水

平。本文结果显示，阿胶能显著的增加由 Ｃｙ所致
的免疫低下小鼠的胸腺及脾脏指数，对机体有很好

的免疫保护作用。溶血素实验结果显示外周血抗

体生成增加，反映了免疫应答较后期阶段体液免疫

的增强，３组品牌的阿胶均能够提升小鼠外周血抗
体的浓度，增强小鼠特异性免疫功能。

阿胶的一大著名功效是能够刺激造血，增强造

血干细胞的活性［１４］。ＧＭＣＳＦ（ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｍａｃｒｏ
ｐｈａｇｅｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ）是粒细胞巨噬细胞
集落刺激因子，是造血干细胞向巨噬细胞和粒细胞

定向分化过程中所需的一种非常重要的造血细胞

因子。ＴＮＦα主要由单核细胞和巨噬细胞产生，因
此ＴＮＦα水平可很好地评价巨噬细胞的免疫效
应，而巨噬细胞在非特异性免疫中发挥极为重要的

作用。ＴＮＦα含量升高后，能够刺激单核巨噬细
胞增殖，进一步增加 ＧＭＣＳＦ的合成［１５１６］。因此，

ＴＮＦα和ＧＭＣＳＦ的变化一致，相辅相成。本文结
果显示，无论是小鼠的外周血还是脾脏中，阿胶的

应用可大大提高由免疫抑制所导致的 ＧＭＣＳＦ的
下降，说明阿胶可刺激造血，提升造血性细胞因子

的表达；同时，阿胶能显著提高小鼠 ＴＮＦα水平，
促进机体的非特异性免疫，进一步增加ＧＭＣＳＦ的
合成，刺激造血。

综上所述，３种品牌的阿胶均对由 Ｃｙ致免疫
抑制的小鼠具有很好的免疫保护作用，提升整体免

疫水平，对体液免疫和非特异性免疫均有良好的促

进作用。提示阿胶可能是通过促进 ＴＮＦα和 ＧＭ
ＣＳＦ的表达，促进免疫细胞的功能，提升机体造血
能力。作为一种药食同源的传统本草，阿胶具有很

好的研究价值与应用前景，其对机体免疫机能的调

节机制今后仍需进一步的深入研究。
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