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摘要：采用８０ｍｇ／ｋｇ剂量的地塞米松对小鼠进行腹腔注射制备免疫抑制小鼠模型；牛磺鹅去氧胆酸（Ｔａｕｒｏｃｈｅ－

ｎｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ　ａｃｉｄ，ＴＣＤＣＡ）设计了０．０５、０．１０、０．２０ｇ／ｋｇ低、中、高３个给药剂量对小鼠灌胃给药；检测免疫器官

质量，碳粒廓清法检测单核－巨噬细胞吞噬功能，流式细胞术检测外周血ＣＤ４＋和ＣＤ８＋细胞亚群百分率及ＣＤ４＋与

ＣＤ８＋的比值，ＥＬＩＳＡ检测血清中ＩｇＧ的含量。结果显示：模型小鼠和正常小鼠相比较，脾指数、单核－巨噬细胞吞

噬功能、ＣＤ４＋和ＣＤ８＋亚群百分率及血清ＩｇＧ含量均极显著降低（Ｐ＜０．０１），说明地塞米松制备的小鼠模型免疫

功能极显著低下。给药组与模型组相比较，ＴＣＤＣＡ的３个剂量组对小鼠脾指数均无显著影响（Ｐ＞０．０５）；低剂量

组和中剂量组极显著增强单核－巨噬细胞系统吞噬功能（Ｐ＜０．０１）；３个剂量组均显著提高外周血中ＣＤ４＋细胞百

分率（Ｐ＜０．０５），中剂量组显著提高ＣＤ４＋与ＣＤ８＋的比值（Ｐ＜０．０５）；低剂量组和中剂量组显著提高小鼠血清中

ＩｇＧ含量（Ｐ＜０．０５）。结果表明，ＴＣＤＣＡ对糖皮质激素免疫抑制小鼠的非特异性免疫和特异性细胞免疫、体液免

疫功能具有恢复作用，但对脾脏萎缩无恢复作用。
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　　糖皮质激素类药物具有抗炎、抗过敏、抗休克和

抗内毒素等多种药理作用，兽医临床应用非常广泛。
而糖皮质激素对机体免疫功能的抑制作用却十分强

大，在该类药物治疗结束后，会造成动物机体免疫功

能低下，且糖皮质激素无抗菌能力，故动物容易引起

细菌、病毒等继发感染或使体内潜在病灶扩散；当畜

禽大群使用时还可能会引发传染病流行。因此，预

防或恢复糖皮质激素类药物导致的免疫抑制作用具

有重要 意 义。牛 磺 鹅 去 氧 胆 酸（Ｔａｕｒｏｃｈｅｎｏｄｅｏｘｙ－
ｃｈｏｌｉｃ　ａｃｉｄ，ＴＣＤＣＡ）是存在于动物胆汁中的一种无

臭、白色粉末、味极苦的结合型胆汁酸。目前国内外

学者关于ＴＣＤＣＡ的药理学作用研究发现，ＴＣＤＣＡ
具有抗炎［１－２］、镇咳、平喘［３］和抗肠上皮细胞 凋 亡［４］

等作用。２００５年，何秀玲等［５］发现ＴＣＤＣＡ对小鼠

免疫功能具有调节作用。２００７年，石有斐等［６］发现

ＴＣＤＣＡ对小鼠免疫功能具有浓度依赖性的双向免

疫调节作用，对环磷酰胺和头孢菌素Ａ抑制的免疫

功能具有恢复作用。２００７年，金少琳等［７］发现ＴＣ－
ＤＣＡ能够对抗脾 脏 和 血 液 淋 巴 细 胞 以 及 腹 腔 巨 噬

细胞的凋亡。本试验在以往研究工作基础上，开展

ＴＣＤＣＡ对糖皮质激素类药物引起的小鼠免疫抑制

作用的影响研究，进一步揭示ＴＣＤＣＡ的 免 疫 调 节

作用，并为今后将其作为恢复糖皮质激素免疫抑制

作用的药物提供依据。

１　材料与方法

１．１　试 验 动 物　清 洁 级 纯 系 昆 明 种 小 鼠，体 质 量

２３～２５ｇ，雌雄各半，由山东鲁抗动物实验中心提供

（许可证号：ＳＣＸＫ（鲁）２００８０００２）。

１．２　主 要 试 剂　ＴＣＤＣＡ，纯 度９８％，购 自 绍 兴 依

珂姆化工 科 技 有 限 公 司；ＦＩＴＣ　ａｎｔｉ－ｍｏｕｓｅＣＤ４、ＰＥ
ａｎｔｉ－ｍｏｕｓｅ　ＣＤ８ａ，购自德国 Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ　ＧｍｂＨ
公司；Ｍｏｕｓｅ　ＩｇＧ　ＥＬＩＳＡ　Ｋｉｔ，购自美国ＧＢＤ公司；
地塞米松磷酸钠注射液，由山东鲁抗辰欣药业生产。

１．３　仪器设备　ＦＡＣＳ　Ｃａｌｉｂｕｒ型流 式 细 胞 仪（美

国ＢＤ公 司）；Ｌａｂｓｙｓｔｅｍｓ　Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ　ＭＳ　３５２型 酶

标仪（美国ＧＢＤ公司）。

１．４　试验模型的制备　糖皮质激素免疫抑制模型

参考文献［８］方法进行制备，采用剂量为８０ｍｇ／ｋｇ
地塞米松对小鼠进行腹腔注射，每天１次，连续７ｄ。

１．５　分组及给药　试验设正常组、模型组和低、中、
高３个剂量的模型给药组，每组１０只小鼠。给药组

在地塞米松造模后，用ＴＣＤＣＡ灌 胃 给 药，其 中 低、
中、高３个给药剂量的质量浓度分别为０．０５、０．１０、

０．２０ｇ／ｋｇ，每天给药１次，连续应用７ｄ；正常组和

模型组用蒸馏水灌胃。

１．６　ＴＣＤＣＡ对免疫功能低下小鼠免疫器官的影响

　末次给药２４ｈ后，称量 小 鼠 体 质 量，断 颈 处 死 小

鼠，取脾脏，迅速剥离脂肪和其他结缔组织后，滤纸

吸净脏器表面血污，称重。按下式计算脾指数。脾

指数＝脾质量（ｇ）／体质量（ｇ）×１００％。

１．７　ＴＣＤＣＡ对 免 疫 功 能 低 下 小 鼠 单 核－巨 噬 细 胞

吞噬功能的影响　末次给药２４ｈ后，称量小鼠体质

量，按０．０１ｍＬ／ｇ的剂量给各小鼠尾静脉注射２０％
印度墨汁，注射后２ｍｉｎ和２０ｍｉｎ分别从小鼠的左

眼眶和右眼 眶 取 血２０μＬ，加 入０．１％碳 酸 钠 溶 液

１０ｍＬ中摇匀，于６００ｎｍ处测光密度值（Ｄ 值）；为

了校正因各小鼠脾脏、肝脏质量不同产生的差异，取
血完毕后，断颈处死小鼠，取肝脏、脾脏，滤纸吸净脏

器表面血污，称重。按下式计算廓清指数和吞噬指

数：廓清 指 数：Ｋ＝ｌｇＤ１－ｌｇＤ２／ｔ２－ｔ１；吞 噬 指 数＝体

质量／（肝质量＋脾质量）３槡Ｋ。式中Ｄ１、Ｄ２ 分别为

２、２０ｍｉｎ时，取血测得 的 光 密 度 值，ｔ２、ｔ１ 为 注 射 印

度墨汁后采血的时间。

１．８　ＴＣＤＣＡ 对 免 疫 功 能 低 下 小 鼠 外 周 血 中

ＣＤ４＋、ＣＤ８＋ 含量的影响　采用流式细 胞 术 双 抗 标

记法。末次给药２４ｈ后，小鼠眼球采血０．５ｍＬ，肝
素抗凝。取抗凝血１００μＬ，分别加入ＦＩＴＣ－ＣＤ４＋／

ＰＥ－ＣＤ８＋，４℃避光孵育３０ｍｉｎ。分别加入１ｍＬ溶

血素，３　０００ｒ／ｍｉｎ离心，弃上清。ＰＢＳ（ｐＨ７．２）缓冲

液洗涤２次，用多聚甲醛固定，然后上流式细胞仪检

测。
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１．９　ＴＣＤＣＡ对免疫功能低下小鼠血清中ＩｇＧ含量

的影响　常规 方 法 制 备 绵 羊 红 细 胞，在 造 模 前１ｄ
腹腔注射免疫小鼠，于致敏 后７ｄ以 同 样 剂 量 进 行

再次免疫，二次免疫后，连续给药７ｄ。末次给药２４
ｈ后，小鼠眼球采血，３　０００ｒ／ｍｉｎ离心取血清，利用

试剂盒检测ＩｇＧ含量。

１．１０　数据处理　利用ＣＥＬＬＱｕｅｓｔ软件分析流式

细胞仪获取的 数 据；采 用ＳＰＳＳ１１．５统 计 学 软 件 进

行显著性检验，试验结果用ｘ—±ｓ表 示；２个 样 本 均

数比较用ｔ检验，多个样本均数分析用Ｆ检验。

２　结果

２．１　ＴＣＤＣＡ对免疫功能低下小鼠免疫器官的影响

　从表１可知，模型组和低、中、高３个给药组小鼠

脾指数均极显著低于正常组，３个给药组与模型 组

小鼠比较无显著性差异，说明ＴＣＤＣＡ对 地 塞 米 松

抑制的脾脏萎缩无恢复作用。

表１　ＴＣＤＣＡ对免疫功能低下小鼠脾

指数的影响（ｘ—±ｓ，ｎ＝１０）

组　别 剂量／（ｇ·ｋｇ－１） 脾指数

正常组 ０．００　 ０．００３　２５３±０．０００　６６４
模型组 ０．００ ０．００２　１０９±０．０００　５３０＊＊

低剂量组 ０．０５　 ０．００２　１７８±０．０００　４０７＊＊

中剂量组 ０．１０　 ０．００２　３９８±０．０００　５３８＊＊

高剂量组 ０．２０　 ０．００２　４００±０．０００　６９７＊＊

　　注：＊表示与正常组 比 较 差 异 显 著（Ｐ＜０．０５）；＊＊表 示 与 正 常

组比较差异极显著（Ｐ＜０．０１）；△表 示 与 模 型 组 比 较 差 异 显 著（Ｐ＜

０．０５）；△△表示与模型组比较差异极显著（Ｐ＜０．０１）。下同

２．２　ＴＣＤＣＡ对 免 疫 功 能 低 下 小 鼠 单 核－巨 噬 细 胞

吞噬功能的影响　从表２可知，模型组与正常组相

比较，廓清指数和吞噬指数极显著减小；而低剂量和

中剂量组小鼠廓清指数和吞噬指数都极显著高于模

型组，但仍极显著低于正常水平。高剂量组与模型

组相比较，二者廓清指数和吞噬指数均无显著性差

异。这一结果说明，低剂 量 和 中 剂 量 的ＴＣＤＣＡ可

以有效逆转地 塞 米 松 对 小 鼠 单 核－巨 噬 细 胞 吞 噬 功

能的抑制作用。

表２　ＴＣＤＣＡ对免疫功能低下小鼠单核－巨噬细胞吞噬

功能的影响（ｘ—±ｓ，ｎ＝１０）

组　别
剂量／

（ｇ·ｋｇ－１）
廓清指数 吞噬指数

正常组 ０．００　 ０．０１２　３±０．００２　２５　 ４．８９±０．７４

模型组 ０．００　 ０．００３　７±０．０００　８２＊＊ ３．０８±０．３９＊＊

低剂量组 ０．０５　 ０．００６　５±０．０００　５０＊＊△△ ３．８３±０．３９＊＊△△

中剂量组 ０．１０　 ０．００７　８±０．０００７　３＊＊△△ ４．０６±０．５５＊＊△△

高剂量组 ０．２０　 ０．００４　７±０．０００　４９＊＊ ３．４６±０．２８＊＊

２．３　ＴＣＤＣＡ 对 免 疫 功 能 低 下 小 鼠 外 周 血 中

ＣＤ４＋、ＣＤ８＋ 含量的影响　由图１可知，在小鼠外周

血单个核细胞中淋巴细胞圈定区内，可获取分群显

著的ＣＤ４＋、ＣＤ８＋ 细 胞 亚 群 及 各 细 胞 亚 群 的 百 分

率。流式细胞仪的检测结果见表３。模型组与正常

组相比较，小 鼠 外 周 血 中ＣＤ４＋ 细 胞 百 分 率 极 显 著

的减 小，ＣＤ８＋ 细 胞 百 分 率 极 显 著 的 增 大，导 致

ＣＤ４＋／ＣＤ８＋ 的比值极显著减小。给药剂量 与 模 型

组相比较，３个给药组小鼠外周血中ＣＤ４＋ 细胞百分

率均显著高于模型组，而３个给 药 组ＣＤ８＋ 细 胞 百

分率与模型组均无显著性差异；给药组中只有中剂

量组ＣＤ４＋／ＣＤ８＋ 的 比 值 显 著 高 于 模 型 组，但 与 正

常组相比较差异仍极显著。这一结果说明，给药剂

量为０．１０ｇ／ｋｇ的ＴＣＤＣＡ可以提高地塞米松抑制

的小鼠细胞免疫功能。

２．４　ＴＣＤＣＡ对免疫功能低下小鼠血清中ＩｇＧ含量

的影响　采用试剂盒检测血清ＩｇＧ时，以不同稀释

浓度的标准ＩｇＧ取 以１０为 底 的 对 数，与 相 应Ｄ 值

做标准曲线（图２），Ｒ２＝０．９６８　１，标 准 曲 线 方 程 为

Ｙ＝５９３．０１　Ｘ－１７２．６３，进而通 过 血 清 所 测Ｄ 值 得 出

ＩｇＧ含量。由表４可知，模型组小 鼠 血 清 中ＩｇＧ含

量极显著低于正常组；３个给药剂量组与模型组 相

比较，低、中２个剂量给药组均极显著地提高了小鼠

血清中ＩｇＧ含 量，且 与 正 常 组 比 较 无 显 著 性 差 异，
已恢复到正常水平。而高剂量组与模型组相比较则

无显著性差异。这一结果说明，０．０５、０．１０ｇ／ｋｇ给

药的ＴＣＤＣＡ可以使地塞米松抑制的小鼠体液免疫

功能恢复到正常水平。

３　讨论

糖 皮 质 激 素 类 药 物 是 临 床 应 用 较 多 的 一 类 药

物，可用于各 种 炎 症、休 克、免 疫 性 疾 病（如 过 敏 反

应、风湿性关节炎）、严重的皮肤病及血液系统疾病

的治疗。在动物上该类药物主要配合抗微生物药用

于细菌、病毒引起严重感染的治疗，使动物度过危险

反应期。但糖皮质激素类药物带来的不良反应也较

多（如肾上腺功能降低、骨质疏松、胃肠道溃疡等），
特别是当该类药物用于非免疫性疾病治疗时，而其

引起的免疫功能抑制的不良反应非常严重。大剂量

或长期使用可导致免疫器官萎缩、血液淋巴细胞大

量凋亡、抗体和细胞因子合成减少等。该免疫抑制

作用短时间内难以恢复，对于动物疾病治疗后容易

造成继发感染。因此开发免疫增强药，改善和增强

糖皮质激素类药物治疗后动物机体的免疫功能是非

常必要的。
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图１　外周血淋巴细胞中ＣＤ４＋和ＣＤ８＋细胞的百分率　Ａ．阴性对照；Ｂ．试验小鼠

表３　ＴＣＤＣＡ对免疫功能低下小鼠外周血中ＣＤ４＋、ＣＤ８＋含量的影响（ｘ—±ｓ，ｎ＝１０）

组　别 剂量／（ｇ·ｋｇ－１） ＣＤ４＋／％ ＣＤ８＋／％ ＣＤ４＋／ＣＤ８＋

正常组 ０．００　 ５０．００±６．２５　 ２０．３６±４．１８　 ２．６０±０．７４
模型组 ０．００ ３３．１８±６．５５＊＊ ２８．７０±４．７５＊＊ １．１９±０．３７＊＊

低剂量组 ０．０５　 ４０．１０±７．１３＊＊△ ２７．１０±６．５４＊＊ １．６９±０．６０＊＊

中剂量组 ０．１０　 ４０．２７±７．６０＊＊△ ２５．７５±６．５１＊ １．８２±０．５９＊＊△

高剂量组 ０．２０　 ４０．１４±４．１９＊＊△ ３１．０８±４．４０＊＊ １．４５±０．４６＊＊

图２　ＩｇＧ标准曲线

表４　ＴＣＤＣＡ对免疫功能低下小鼠血清ＩｇＧ含量的
影响（珚ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组　别 剂量／（ｇ·ｋｇ－１） ＩｇＧ含量／（μｇ·Ｌ－１）
正常组 ０．００　 １５２．７９±１４．７５
模型组 ０．００ １２２．６９±２０．２１＊＊

低剂量组 ０．０５　 １４６．４９±１２．０６△△

中剂量组 ０．１０　 １５１．５３±２５．９２△△

高剂量组 ０．２０　 １３２．５５±７．３９＊＊

　　本试验在以往发现ＴＣＤＣＡ具有免疫调节作用

的基础上，进一步开展了针对糖皮质激素类药物导

致的免 疫 功 能 低 下 小 鼠 模 型 的 影 响 研 究，证 实 了

ＴＣＤＣＡ对地 塞 米 松 引 起 的 小 鼠 单 核－巨 噬 细 胞 吞

噬功能、细胞免疫和体液免疫功能抑制具有逆转或

恢复作 用；但 对 脾 脏 的 萎 缩 无 恢 复 作 用。ＴＣＤＣＡ
对机体免疫功能的调节机制目前尚不清楚，但已经

证实胆汁酸可以作为信号分子［９］，通过调节其受体

ＦＸＲ［１０］、ＴＧＲ５［１１］和ＮＦ－κＢ［４］等信号途径来发挥生

理和药理作用。已发现ＦＸＲ在ＣＤ４＋ 和ＣＤ８＋ 细胞

及巨噬细胞上都有表达［１２－１３］；对ＦＸＲ受体缺陷型鼠

进行免疫应答实验证明，ＦＸＲ受体对于维持机体免

疫功能稳定是十分必需的［１４］；另有研究发现，ＴＧＲ５
存在于巨噬细胞表面，胆汁酸可通过ＴＧＲ５影响巨

噬细胞释放细胞因子［１５］；另外，证实ＦＸＲ和ＴＧＲ５
在细胞动能、细胞发育和分化、细胞增殖和凋亡的发

生［１６－１７］、机体内分泌调节［１８－１９］、能量代谢［２０］、促进肝

脏再生［２１］等方面发挥着重要作用。ＴＣＤＣＡ是否通

过这２种受体起到对机体免疫功能的增强和调节作

用尚需进一步研究。
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