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穿心莲内酯提高异嗜性粒细胞吞噬和杀伤鸡大肠杆菌Ｏ７８功能

的体外试验

　　　　　　秦倩倩１，付本懂１，伊鹏霏１，董海兵１，白换力１，张立艳１，吕　爽１，蒋小林２，韦旭斌１，申海清１＊

（１．吉林大学 畜牧兽医学院，吉林 长春１３００６２；２．中牧股份成都药械厂，四川 成都６１０１００）

摘要：模拟大肠杆菌Ｏ７８在血液中被鸡异嗜性粒细胞吞噬杀伤的过程，利用激光共聚焦和涂板菌落计数的方法研

究中药单体成分穿心莲内酯对异嗜性粒细胞吞噬杀伤大肠杆菌Ｏ７８活性的影响。结果显示，穿心莲内酯质量浓度

为１ｍｇ／Ｌ时有极显著的提高异嗜性粒细胞吞噬大肠杆菌Ｏ７８的作用（Ｐ＜０．０１），并且在异嗜性粒细胞发挥杀伤

作用的１２ｈ后有极显著的增强其杀伤作用的功效（Ｐ＜０．０１）。结果表明，穿心莲内酯能够提高异嗜性粒细胞吞

噬、杀伤大肠杆菌Ｏ７８的活性，从而起到增强机体抗病能力，提高机体免疫力的作用。
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＊Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　ａｕｔｈｏｒ

　　禽类的异嗜性粒细胞（Ａｖｉａｎ　ｈｅｔｅｒｏｐｈｉｌｓ）是禽

类主要的颗粒白细胞，存在于禽类骨髓、血液和结缔

组织中，是机体非特异性免疫系统中的重要成员和

主要调节者［１］。异嗜性粒细胞的作用与哺乳动物的

中性粒细胞类似，具有吞噬杀伤外界入侵的病原体，

保护机 体 免 受 侵 害 的 作 用，是 禽 类 重 要 的 免 疫 组

织［２］。近年来，在人类防治鸡大肠杆菌病的过程中，

仍然存在着免疫接种效果不理想、用药量过大导致

药物残留等问题。长期的滥用药物、免疫接种，导致

禽类免疫力下降，特别是Ｔ淋巴细胞和Ｂ淋巴细胞

以及异嗜性粒细胞的活性处于一种低迷甚至抑制的

状态，致使疾病的发生越来越严重［３］。
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穿心莲内酯是中药穿心莲的有效单体成分，具

有较好的抗病原微生物、解热、抗炎、利肝保胆等作

用，近年来研究证实穿心莲内酯同样具有调节机体

免疫功能的作用，尤其是增强吞噬细胞吞噬细菌的

功能［４］。本实验室在前期大量研究的基础 上，由 香

附、穿心莲、黄芪组成中药方剂“香芪汤”，经过临床

实践证明该方 剂 能 够 显 著 地 降 低 大 肠 杆 菌 Ｏ７８感

染鸡的发病率和死亡率，能减轻发病鸡的临床症状

并加速其康复［５］。本试验拟探讨中药单体成分是否

通过提高异嗜性粒细胞的吞噬杀伤活性来降低大肠

杆菌Ｏ７８感染鸡的发病率和死亡率，为研究中药免

疫增强剂、提高机体免疫力、提高禽类抗病能力提供

理论和实验依据。

１　材料与方法

１．１　细胞　４～６周龄健康海兰褐蛋鸡翼下无菌采

血，密度梯度离心分离血液中的异嗜性粒细胞。

１．２　 细 菌 　 大 肠 杆 菌 Ｏ７８（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ，

ＣＶＣＣ１４１８），购自中国兽医药品监察所。

１．３　药品和试剂　穿心莲内酯（Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅ）
购于江苏南京泽朗医药科技有限公司；Ｐｅｒｃｏｌｌ细胞

分离液 ＤＨ－２３５购 自 鼎 国 试 剂 公 司；二 甲 基 亚 砜

（ＤＭＳＯ）、噻唑 蓝（ＭＴＴ）均 购 自Ｓｉｇｍａ公 司；氯 化

钠（ＮａＣｌ）、蛋 白 胨（Ｐｅｐｔｏｎｅ）、牛 肉 膏（Ｂｅｅｆ　Ｅｘ－
ｔｒａｃｔ）、琼脂 粉（Ａｇａｒ）均 购 自 北 京 双 旋 微 生 物 培 养

基制品厂；Ｒｈｏｄａｎｉｎｅ１２３购 自 长 春 鼎 国 试 剂 公 司；

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２购自美国ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ试 剂 公 司；胎 牛

血清购自 长 春 鼎 国 试 剂 公 司；ＲＰＭＩ　Ｍｅｄｉｕｍ　１６４０
购自美国ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ试剂公司。

１．４　主 要 仪 器　ＣＯ２ 培 养 箱，德 国 Ｈｅｒａｅｕｓ公 司

生产；ＥＬｘ酶 标 仪，美 国 Ｂｉｏ－Ｔｅｋ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ　Ｉｎｃ
公司生产；ＤＨＰ－９１６２细 菌 培 养 箱，上 海 一 恒 科 学

仪器有限公司生产；ＴＧＬ－１６ａＲ离心机，上海安亭科

学 仪 器 厂 生 产；激 光 共 聚 焦 显 微 镜 ＯＬＹＭＰＵＳ
ＦＶ５００型，日本奥林巴斯公司生产。

１．５　细 菌 培 养　挑 取 湿 润、隆 起 的 单 个 大 肠 杆 菌

Ｏ７８菌落接种于ＬＢ液体培养基中，置于３７℃摇床，
培养２４ｈ，之后取出置于４℃冰箱保存。菌 落 计 数

为５×１０８　ＣＦＵ／ｍＬ。

１．６　细胞的分离和培养　９份Ｐｅｒｃｏｌｌ原 液（密 度

为１．１３０ｇ／ｍＬ）加入到１份的１．５ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＣｌ
溶液中，配成Ｐｅｒｃｏｌｌ母液。Ｐｅｒｃｏｌｌ母液 加 入０．１５
ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＣｌ溶 液 依 次 配 成８０％（密 度 为１．１０８
ｇ／ｍＬ）、７３％（密 度 为１．０９２ｇ／ｍＬ）、６０％（密 度 为

１．０５６ｇ／ｍＬ）的Ｐｅｒｃｏｌｌ细胞分离液。

无菌翼下采海兰褐蛋鸡血４ｍＬ，肝素钠（１　０００
Ｕ／ｍＬ）抗 凝，略 加 摇 晃，防 止 血 凝。依 次 取８０％、

７３％、６０％的Ｐｅｒｃｏｌｌ细胞分离液各２ｍＬ缓慢加入

１２ｍＬ离心管中，形成一个梯度Ｐｅｒｃｏｌｌ细胞分离液

柱。然后 取３ｍＬ血 液 缓 慢 加 入 到 液 柱 最 上 层，

２　０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ。Ｐｅｒｃｏｌｌ细胞分离液分为

红细胞层（Ａ层）、８０％分离液层（Ｂ层）、７３％细胞分

离液层（Ｃ层）、６０％Ｐｅｒｃｏｌｌ细 胞 分 离 液（Ｄ层）、血

清（Ｅ层）５个部分。异嗜性粒细胞就分布在Ｃ层和

Ｄ层，也就是６０％Ｐｅｒｃｏｌｌ液层与７３％Ｐｅｒｃｏｌｌ液层

的交界处以及整个７３％Ｐｅｒｃｏｌｌ液层。吸取目的层

细胞加入离心管，清洗３次，然 后 加 入 到１５％的 完

全ＲＰＭＩ　Ｍｅｄｉｕｍ　１６４０培 养 液 中，细 胞 计 数，调 整

细胞 浓 度 为５×１０６／ｍＬ，３７℃、５％ ＣＯ２ 条 件 下 培

养［６］。

１．７　穿心莲内酯 的 毒 理 学 检 测　应 用 ＭＴＴ检 测

方法进行检测。取细胞培养箱中培养已过１ｈ的异

嗜性粒细 胞，充 分 混 匀，取１００μＬ加 入 到９６孔 板

中，使每孔所含细胞为５×１０５ 个，３７℃、５％ ＣＯ２ 条

件下培养１ｈ。加 入 不 同 浓 度 的 穿 心 莲 内 酯，对 照

孔加入等量的稀释药物所用的ＰＢＳ，每孔设置５个

重复孔，３７℃、５％ ＣＯ２ 条 件 下 培 养１８ｈ。加 入２０

μＬ　ＭＴＴ，３７℃、５％ ＣＯ２ 条 件 下 培 养４ｈ，终 止 培

养。１　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，小心吸掉上清，每孔

加入１００μＬ　ＤＭＳＯ，摇 床 振 荡１０ｍｉｎ后，５７０ｎｍ
处检测各孔的吸光值（Ｄ值）。

１．８　异嗜性粒细胞吞噬大肠杆菌Ｏ７８的激光共聚

焦观察　取浓度为５×１０６／ｍＬ的细胞悬浮液，３～５
遍清洗 掉 抗 生 素，加 入 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２，使 其 终 浓 度

为５ｍｇ／Ｌ，置 于３７℃，５％ ＣＯ２ 条 件 下 染 色 ３０
ｍｉｎ。取浓度为５×１０７　ＣＦＵ／ｍＬ的大肠杆菌Ｏ７８，

１００μＬ稀释至１ｍＬ，１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃
去上清，加 入 荧 光 染 料 Ｒｈｏｄａｎｉｎｅ１２３，使 其 终 质 量

浓度为１２ｇ／Ｌ，置于３７℃、５％ＣＯ２ 条 件 下 染 色３０
ｍｉｎ。３０ｍｉｎ后，细胞１　５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，细菌

１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，清洗３～５遍，吸掉未结

合的 荧 光 染 料。用 含 血 清、不 含 抗 生 素 的 ＲＰＭＩ
Ｍｅｄｉｕｍ　１６４０将细胞和细菌冲起，以１／１０的比例加

入到６孔板中，置于４０℃、５％ ＣＯ２ 条件 下 培 养４５
ｍｉｎ。４５ｍｉｎ后，上激光共聚焦显微镜观察吞噬情

况。

１．９　大肠杆菌Ｏ７８感染异嗜性粒细胞　将不同浓

度的穿心莲内酯加入到细胞悬浮液中，孵育３ｈ，使

细胞终浓度为５×１０６／ｍＬ，穿心莲内酯的终质量浓

度分别为０．２、１、５ｍｇ／Ｌ，对照组不加任何药物。３
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ｈ后，清洗细 胞３～５遍，洗 掉 抗 生 素 和 药 物，含 血

清、不 含 抗 生 素 的 ＲＰＭＩ　Ｍｅｄｉｕｍ　１６４０将 细 胞 冲

起，加入到６孔 板 中，药 物 每 个 浓 度 对 应 一 个 对 照

孔。将浓度为５×１０７　ＣＦＵ／ｍＬ的大肠杆菌Ｏ７８取

１００μＬ稀释至１ｍＬ，１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃
去上清，取６孔板中１ｍＬ细胞冲起细菌，再加入该

孔中，使每个 孔 中 细 胞 与 细 菌 的 比 例 为１∶１０。将

细胞细菌悬浮液置于４０℃、５％ ＣＯ２ 条件下培养４５
ｍｉｎ［７］。

１．１０　穿心 莲 内 酯 对 异 嗜 性 粒 细 胞 吞 噬 大 肠 杆 菌

Ｏ７８的影响　应用涂板菌落计数的方法检测异嗜性

粒细 胞 对 大 肠 杆 菌 Ｏ７８的 吞 噬 作 用。大 肠 杆 菌

Ｏ７８侵袭异嗜性粒细胞４５ｍｉｎ后，取药物每个浓度

以及相应对照组的反应液１ｍＬ，加入ＰＢＳ，２　０００ｒ／

ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，清 洗３～５遍，加 入２００ｍｇ／Ｌ的

庆大霉素作用１ｈ，清 洗３～５遍，最 后１遍 取 上 清

涂ＬＢ固体培 养 基，检 测 胞 外 菌 是 否 杀 灭 干 净。清

洗完毕 的 细 胞 加 入０．１％ Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００，作 用 ５
ｍｉｎ，裂解细胞膜。恢复至１ｍＬ体积后稀释，取１００

μＬ涂ＬＢ固体培养基，每种药物每个浓度涂３个平

板。平板置于３７℃、５％ ＣＯ２ 条 件 下 培 养２４ｈ后，
菌落计数。每次试验重复３～５次。

１．１１　穿心 莲 内 酯 对 异 嗜 性 粒 细 胞 杀 伤 大 肠 杆 菌

Ｏ７８的影响　应用涂板菌落计数的方法检测大肠杆

菌Ｏ７８不 同 时 间 段 在 异 嗜 性 粒 细 胞 内 的 存 活 率。
大肠杆菌 Ｏ７８侵 袭 异 嗜 性 粒 细 胞４５ｍｉｎ后，取 最

佳吞噬浓度的药物处理组以及对照组的反应液，加

入ＰＢＳ，２　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，清洗３～５遍，加

入２００ｍｇ／Ｌ的庆大霉素作用１ｈ，清洗３～５遍，最
后１遍取上清，涂ＬＢ固体培养基，检测胞外菌是否

杀灭完全。然后将细胞重新悬浮于完全ＲＰＭＩ　Ｍｅ－
ｄｉｕｍ　１６４０中，并以此时间为开始时间，与上述方法

类似，取 每 种 药 物 处 理 组 和 对 照 组 的 细 胞 悬 液１
ｍＬ，清 洗３～５遍，清 洗 完 毕 的 细 胞 加 入０．１％
Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００，作 用５ｍｉｎ，裂 解 细 胞 膜。恢 复 至１
ｍＬ体积后稀释，取１００μＬ涂ＬＢ固体培养基，药物

每个质 量 浓 度 涂３个 平 板。平 板 置 于３７℃、５％
ＣＯ２ 条件下培养２４ｈ后，菌落计数。在距开始时间

３、６、１２、２４、４８ｈ分别重复此操作。每次试验重复３
～５次。

１．１２　数据分析　试验数据用珚ｘ±ｓ表示，差异显著

性比较 采 用ＳＰＳＳ１３．０软 件，应 用 ＯＮＥＷＡＹ－ＡＮ－
ＶＯＮＡ和Ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ－Ｓａｍｐｌｅｓ　Ｔ　Ｔｅｓｔ方 法 进 行

分析。

２　结果

２．１　细胞形态　显微镜下的异嗜性粒细胞没有固

定的形状，多数为圆形或椭圆形，比红细胞小，核较

大，不规则，多被染成蓝紫色（图１）。Ａ图是４００倍

倒置显微镜下看到的刚刚提取出聚集到一起的异嗜

性粒细胞，Ｂ图为２０００倍激光共聚焦显微镜下看到

的单个异嗜性粒细胞，细胞核染成蓝色。密度梯度

离心法提取的细胞纯度达９０％左右。

图１　显微镜下观察到的异嗜性粒细胞　Ａ．倒置显微镜下异嗜性粒细胞（４００×）；Ｂ．激光共聚焦显微镜下单个异嗜性粒细胞

（２　０００×）

２．２　穿心莲内酯对异嗜性粒细胞的 毒 理 学 检 测　
穿心莲 内 酯 在０．２、１、５ｍｇ／Ｌ时，处 理 异 嗜 性 粒 细

胞１８ｈ后，Ｄ５７０值 分 别 为：（０．３２±０．０１）、（０．３４±
０．０３）和（０．３４±０．０２），与未加药物对 照 组（０．３４±
０．０１）相比，细胞存活率不存 在 显 著 差 异，说 明 该 药

物该质量浓度对细胞的活性没有影响。

２．３　穿 心 莲 内 酯 对 异 嗜 性 粒 细 胞 吞 噬 大 肠 杆 菌

Ｏ７８的影响

２．３．１　激光共聚焦下观察到的异嗜 性 粒 细 胞 吞 噬

大肠杆菌Ｏ７８对细胞和细菌分别进行荧光染色后，
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在激光共聚焦显微镜下能够清晰的看到细胞吞噬了

细菌（图２）。图 中 蓝 色 为 异 嗜 性 粒 细 胞 细 胞 核，红

色亮点为吞噬的大肠杆菌Ｏ７８。

２．３．２　穿心莲内酯对异嗜性粒细胞吞噬大肠杆菌

Ｏ７８的影响　由图３可 以 看 出，穿 心 莲 内 酯 处 理 后

的异嗜性粒细胞吞噬大肠杆菌Ｏ７８的数值，在药物

质量浓 度 为１ｍｇ／Ｌ时 达 到 峰 值，为 每 毫 升 细 胞 吞

噬细菌（２８．２２±３．２５）×１０２ 个，极显著高于对照组

的（２３．１１±２．３７）×１０２（Ｐ＜０．０１）。结 果 表 明，穿

心莲内 酯 质 量 浓 度 为１ｍｇ／Ｌ时，对 异 嗜 性 粒 细 胞

吞噬大肠杆菌Ｏ７８的能力有显著的提高作用。

２．４　穿 心 莲 内 酯 对 异 嗜 性 粒 细 胞 杀 伤 大 肠 杆 菌

Ｏ７８的影响

２．４．１　大肠杆菌Ｏ７８在药物作用后的异嗜性粒细胞
内的存活率　由表１可以看出，穿心莲内酯１ｍｇ／Ｌ

作用异嗜性粒细胞３ｈ后，大肠杆菌Ｏ７８的胞内存

活率从１２ｈ开始与对照组相比出现极显著减小，１２
ｈ时药物组细菌存活率为２３．９３％，极显著的低于对

图２　激光共聚焦下看到的细胞吞噬细菌形态（２　０００×）

图３　穿心莲内酯对异嗜性粒细胞吞噬大肠杆菌Ｏ７８的影响 ＊表示与对照组相差异显著（Ｐ＜０．０５），＊＊表示与对照组相比

差异极显著（Ｐ＜０．０１）。下同

表１　各个时间点大肠杆菌Ｏ７８的胞内存活率 ％

吞噬完成后时间／ｈ 对照组 穿心莲内酯组

３　 ６３．６３±１．４０　 ８５．２３±４．３１＊＊

６　 ５７．１３±１０．６１　 ４５．４３±３．７８

１２　 ３５．２７±２．０８　 ２３．９３±１．６５＊＊

２４　 ２．８６±０．２９　 １．７６±０．１８＊＊

４８　 ０．１９±０．０４　 ０．００＊＊

照组的３５．２７％（Ｐ＜０．０１）；４８ｈ时药物组细菌胞内

存 活 率 降 低 为 ０％，也 极 显 著 的 低 于 对 照 物 的

０．１９％（Ｐ＜０．０１）。结果表明，穿心莲内酯在１ｍｇ／

Ｌ能显著提高异嗜性粒细胞杀灭大肠杆菌Ｏ７８的能

力。

２．４．２　大肠杆菌Ｏ７８在药物作用后的异嗜性粒细
胞内的胞内存活数　由图４可 以 看 出，穿 心 莲 内 酯

组从１２ｈ开始每毫升细胞中大肠杆菌Ｏ７８的存活

数开始出现极显著的减少，１２ｈ时药物组细菌存活

数为６３４±２９．２，极显著的低于对照组的８６０±４３．０
（Ｐ＜０．０１）；４８ｈ时，药 物 组 细 菌 存 活 数 为０．２２±
０．４４，也极 显 著 的 低 于 对 照 组 的４．７８±１．７９（Ｐ＜
０．０１）。结果显示，穿 心 莲 内 酯 在１ｍｇ／Ｌ时，能 显

著提高异嗜性粒细胞杀灭大肠杆菌Ｏ７８的作用。

３　讨论

试验用中药单 体 成 分 处 理 异 嗜 性 粒 细 胞，模 拟

血液中感染大肠杆菌Ｏ７８的情境，将处理后的细胞

与未经过药物处理的细胞同 时 给 予 细 胞１０倍 数 量

的大肠杆 菌 Ｏ７８感 染。用 涂 板 菌 落 计 数 方 法 检 测

吞噬细菌数达到最大值，统计 发 现 药 物 组 的 细 菌 吞

噬数量与对照组相比有显著 提 高 作 用，在 药 物 质 量

浓度为０．２ｍｇ／Ｌ时，吞 噬 作 用 显 著 增 强，１ｍｇ／Ｌ
时吞噬作用极显著增强，５ｍｇ／Ｌ质量浓度时吞噬作

用比１ｍｇ／Ｌ质 量 浓 度 时 略 降 低，这 说 明 药 物 增 强

了异嗜性粒细胞吞噬Ｏ７８能力，并且在１ｍｇ／Ｌ促
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图４　同时间点大肠杆菌Ｏ７８在异嗜性粒细胞内存活数目

吞噬作用最强。进一步观察异嗜性粒细胞的杀伤作

用发现，药物１ｍｇ／Ｌ作用后的异嗜性粒 细 胞 从 吞

噬完成的１２ｈ开始，药物组胞内存活的细菌数比对

照组显著地减少，这说明药物作用后的细胞杀伤大

肠杆菌Ｏ７８能力增强。试验表明，穿心莲内酯能够

提高异嗜性粒细胞吞噬杀灭大肠杆菌Ｏ７８的能力。

异嗜性粒细 胞 杀 伤 大 肠 杆 菌 Ｏ７８的 试 验 中，３
ｈ时，出现了药 物 组 的 细 菌 存 活 数 比 对 照 组 高 的 情

况，而在吞噬完成的１２ｈ以后药物作用后的细胞才

发挥比对照组更强的杀灭作用，这可能是吞噬和杀

灭作用通路不同，穿心莲内酯可能对于吞噬过程中

的模 式 识 别 受 体（ＰＲＲｓ），包 括 Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ
（ＴＬＲ）和Ｃ－ｔｙｐｅ　ｌｅｃｔｉｎ　ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ（ＣＬＲｓ）在 内 的 作

用比较迅速，而对杀灭过程中的酶和蛋白作用比较

缓慢，比如非氧依赖性杀灭作用中的通透性蛋白、溶
菌酶、乳铁蛋白、防御素［８］、核外分泌物（Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ
ｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ｔｒａｐｓ，ＮＥＴｓ）［９］，以 及 氧 依 赖 性 杀 菌 作

用中的髓 过 氧 化 物 酶（ＭＰＯ）等。关 于 穿 心 莲 内 酯

对异嗜性粒细胞吞噬杀伤机制中的影响和药物的血

液药动学研究将在下一步的试验中继续深入研究。
中医治疗疾病讲究的是“整体性”，既调动整个

机体的所有器官功能抵御外邪，使机体再次达到一

个阴阳平衡的和谐状态。异嗜性粒细胞与哺乳动物

的中性粒细胞类似，是禽类免疫系统的重要组成部

分，具有吞噬杀伤外界入侵的病原体，保护机体免受

侵害的作 用。试 验 用 最 经 典 的 涂 板 菌 落 计 数 的 方

法，发现中药单体成分穿心莲内酯能有效的增强机

体免疫系统中的异嗜性粒细胞的吞噬和杀伤功能。
这提示我们，从中药调动机体免疫力角度出发，研究

开发中药免疫增强剂可能会有效的提高机体的抗病

能力。
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