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人参茎叶多糖对小鼠免疫功能的影响
赵萧萧，王际辉事，叶淑红，刘 滢，张丽莉

(大连工业大学生物与食品工程学院，辽宁大连116034)

摘要：研究了热水浸提法从人参茎叶中提取水溶件多糖。体内实验测定小鼠免疫器官指数，体外实验测定腹腔巨噬细胞吞噬中性

红(3．氨基．6甲氨基-2甲基吩嗪盐酸盐)能力，并采用嚷唑蓝比色法(MTT)测定小鼠脾淋巴细胞增殖能力。结果表明，人参茎叶多糖

含量为81．67％。体内、外实验显示，人参茎叶多糖能增加小鼠免疫器官的总质量并能明显提高腹腔巨噬细胞吞噬能力及脾细胞增殖

能力。
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Effects ofthe polysaeeharide from ginseng leaves and stems oil immunological function ofmouse

ZI-IAO Xiaoxiao，WANG Jihui+，YE Shuhong，LIU Ying，ZHANG Lili

(College ofBiologyandFoodEngineering,Dalian Polytechnic Unive巧iry,Dalian 116034,China)

Abslraet：The hot-water-dipping method WaS used tO extract the polysacchafide from ginseng leaves and stems．With in vivo experiment，the mouse

immBne system indexes were measured．With in via'o experiment，the mouse macrophage function WaS studied．The proliferation of molxqe spleen
cell was meaSured by MTT assay．The results showed that the ginseng leaves and stel／IS contained 81．67％polysaccharides．The polysaccharide
increased the mouse inlnlune system index，and also improved the swallow ability of abdominal cavity macrophage and the multiplication ability of

spleen cell obviously in mouse．
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人参属五加科植物，是名贵补药，久服健身延年，在我

国药用历史约4000年。近年来，对人参多糖成分的研究引

起了许多人的兴趣，并对其组成及药理方面做了大量的研

究工作，发现人参多糖具有抗肿瘤，增强免疫功能，抗补体，

降血糖等多方面的活性嗍。但人参根需生长6~7年才能收获，

而人参茎叶每年均可采收。据化学成分分析及药理研究证

明，茎叶所含的化学成分及药理作用与其他器官(特别是药

用部位)相比基本相同阿。对叶类药的开发利用是针对名贵

药材的叶开展研究，寻找其替代品，解决名贵药材药源紧

缺问题。目前，日本、韩国及我国对人参茎叶中多糖结构及

组成颇有研究[9-1日，本研究从人参茎叶中提取水溶性多糖，

并观察其对小鼠免疫功能的影响，为今后人参茎叶多糖的

应用提供依据。

1材料与方法

1．1材料

人参茎叶干品：由吉林宏久生物科技有限公司提供；

95％vol乙醇0㈣：沈阳新兴试剂厂；嚷唑蓝∞㈣：Sigma公
司；DMSO、台盼蓝染液(AID：Ameresco．Inc；RPMI．1640

细胞培养液：Gibco。

1．2仪器

Model 680酶标仪：北京元业伯乐科技发展有限公司；

LDZ5．2低速自动平衡离心机：北京雷勃尔离心机有限公

司；生物洁净工作台：哈东联；二氧化碳培养箱：日本三洋；

XW-80A漩涡混合器：上海精科实业有限公司。

1．3实验动物

昆明鼠：6~8周龄，体重(20±2)g，购于大连医科大学

实验动物中心。

1．4方法

1．4．1多糖提取

人参茎叶干品，粉碎，过40目筛。称取一定质量处理

后的人参茎叶，加12倍水于95℃提取2h，重复2次，合并提

取液，浓缩，／Jn2倍95％vol乙醇沉淀多糖，冰箱中过夜，离

心、烘干沉淀即得多糖粗品。将粗多糖用水溶解，95℃提取

1h，冻融离心，冷冻干燥沉淀，重复2次，即得多糖样品。多

糖样品用时以生理盐水溶解，之后用孔径为0．221止m的滤膜

过滤除菌。

1．4．2多糖含量测定

采用苯酚．硫酸法f13】。精确称取多糖样品0．01009，置于

100mL容量瓶中，加水溶解并稀释至刻度，摇匀，吸取溶液

样品1．0mL，按上述步骤操作，测吸光度值，以标准曲线计

算样品中多糖的百分含量。

1．4．3体内实验

动物分组及剂量选择：随机分为实验组和对照组，每

组10只。实验组每日用人参茎叶多糖按800mg／kg的剂量

于第ld～13d灌胃，给药体积为0．2mL／只；对照组将生理盐

水按0．2mL／只的剂量于第ld～13d灌胃。
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免疫器官指数的测定：最后一次给受试物后的第2d将

所有供试小鼠称体重，摘除眼球采血，然后断椎处死，解剖

取其胸腺和脾脏，分别称重，计算脾指数和胸腺指数。

胸腺指数=胸腺质量(m驴／身体质量(g)

脾脏指数=脾脏质量(mg)／身体质量(g)
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Affached figure．Standard curve of polysaccharide

1．4．4体外实验

(1)小鼠脾细胞增殖实验

脾细胞悬液制备：用颈椎脱臼法处死小鼠并将其放入

75％voi乙醇中浸泡消毒5min，在无菌条件F，剪开皮肤和腹

壁，剥离脾脏，在200目滤网上用塑料注射器芯研碎脾脏获取

单细胞悬液，1 000r／rain离,t],1 0min，再用0．83％NtLCI破碎红

细胞，1000r／min离,l二,lOmin，用D．Hanks液洗3次，1000r／mill离

心10min，弃上清液，加入RPMI．1640培养液，用台盼蓝染

色法检测细胞活性，保证细胞数>95％，并调节细胞浓度

为5X106个／mL。

淋巴细胞增殖反应：将细胞悬液加入96孔培养板中，每

孔200“L，再在各孔中加入201山L不同浓度的多糖(稀释成

500扯g／mL、250斗g／mL、1001比g／mL的浓度)，每个浓度做5个

平行，对照组为RPMI．1640培养液，置于37℃、5％CO：饱和

湿度的培养箱中培养48h。根据MTT比色法测定生存细胞

活性。在培养结束前4h，向每孔中加入20¨L的MTT，继续

孵育4h，离心弃上清液，加入150“L DMSO溶解Formazan，

用多孔酶标测定仪于波长490nm处测定吸光度值。

(2)腹腔巨噬细胞吞噬实验：用颈椎脱臼法处死小鼠

并将其放入75％vol乙醇中浸泡5min消毒，在无菌条件下，

剪开腹部皮肤，保持腹膜完整，用无菌注射器向腹膜中

注入10mL D．Hanks平衡缓冲液，轻柔腹部，收集腹腔液，

离心，弃上清液，用含RPMI，1640培养基调细胞密度为

lXl06个／mL，在96孔板内每孔加入200“L细胞悬液，再在

各孔中加入20斗L不同浓度的多糖(稀释成500u．g／mL、

250p．g／mL、100“g／mL的浓度)，每个浓度做5个平行，对照

组为RPMI，1640培养液，置于37％、5％CO：饱和湿度的培养

箱中培养24h，在每孔中加入100斗L滤过的1％中性红生理盐

水溶液，继续培养0．5h后，离心去除非贴壁细胞，用PBS缓

冲液冲洗3次，每次1000r／min离,G'10rain，在每孔中加．N．200p,L

细胞裂解液(乙酸：乙醇=l：1)，漩涡振荡10min后用多孔酶

标测定仪于波长450nm处测定吸光度值。

1．5数据统计及处理

统计学处理：实验所得数据用X+S表示，采用Minitab

统计软件进行方差分析。

2结果与分析

2．1多糖含量

实验从人参茎叶中提取的多糖含量为81．67％。利用

热水浸提醇沉法提取人参茎叶多糖，此方法不需特殊设备，

成本低，操作简单[14-15】，利用苯酚一硫酸法测定多糖含量，该

方法快速，灵敏【1日。

2．2人参茎叶多糖对小鼠免疫器官的影响

胸腺和脾脏是机体主要的免疫器官，免疫器官指数

可反映免疫器官的发育和免疫细胞的功能状态，间接反映

了机体的免疫水平07]。表1数据显示，每日经口给予小鼠

人参茎叶多糖800mg／kg的剂量，13d后，小鼠脾脏和胸腺指

数均高于生理盐水对照组，脾脏指数差异性极显著(p<o．0 1)，

但胸腺指数差异性不显著(p>0．05)，说明人参茎叶多糖

具有提高小鼠机体免疫机能的功效。

表1人参茎叶多糖对小鼠免疫器官的影响

Table 1．Effect of polysaccharide from ginseng leaves and stems on

the immune organs of mice

注：与对照组比较，“．”表示差异显著(P<O．05)；“·．’’衷示差异极显

著(p<0．01)(以下同)。

2．3人参茎叶多糖对小鼠体外实验的影响

2．3．1脾淋巴细胞增殖实验

表2人参茎叶多糖对小鼠脾淋巴细胞增殖的影响

Table 2．Effect of polysaccharide from ginseng leaves and stems on

lymphocyte proliferation

MTT比色法可定量测定哺乳动物细胞线粒体酶活

性，以此反映存活细胞的数量及其生命活性【l蜘。以1640培

养液为对照组，用3组不同浓度的人参茎叶多糖作用于小

鼠脾淋巴细胞，测定结果见表2。研究结果表明，淋巴细胞

经人参茎叶多糖诱导激活后，细胞活性明显增强，能量代谢水

平增强，添加人参茎叶多糖组明显高于空白对照组，并且

随着浓度的增加oD疽增大，表明淋巴细胞增殖能力逐渐增

强，低、中、高剂量组升高与对照组相比均差异显著(p<0．01)，

表明人参茎叶多糖对小鼠脾淋巴细胞增殖能力与剂量成
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依赖关系。

2．3．2腹腔巨噬细胞吞噬实验

巨噬细胞是动物体重要的免疫调节和效应细胞，在

表3人参茎叶多糖对小鼠巨噬细胞吞噬能力的影响

Table 3．Effect of polysaccharide from ginseng leaves and stems 013

macrophage swallow ability

机体众多的生理和病理反应过程中发挥着重要作用。巨

噬细胞识别、吞噬和消除病原微生物及机体衰老的细胞，

分泌特定的细胞因子参与机体的炎症反应，通过加工处理

提呈抗原，启动特异性免疫应答，对肿瘤细胞的细胞毒作

用、细胞因子分泌和抗原释放，有抵御病原体和癌细胞侵

袭的作用(19-20]。

从表3可以看出，人参茎叶多糖对小鼠腹腔巨噬细胞吞噬

中性红能力的影响情况。实验组与对照组相比较，都有明显

的升高，并且随着多糖剂量的增加，巨噬细胞吞噬能力明显

增强，以中、高剂量组与对照组相比差异极显著(p<0．01)。

3结论

从实验可以看出，利用热水浸提法提取人参茎叶多糖，其

含量为81．67％，在体内可以提高胸腺、脾脏指数，在体外

可增强脾淋巴细胞增殖及小鼠腹腔巨噬细胞吞噬能力，

因此认为人参叶多糖具有提高小鼠免疫功能的活性，为今

后对人参茎叶的开发提供依据。
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3翌A我国将开展食品企业诚信体系建设试点 ；i誓譬罗——j石五磊丢磊磊i磊磊夏；；：写面信息化部正在组织起草《食品工业企业诚信体系建设指3
6导意见》，计划于2009年5月发布，并将组织开展企业试点工作。 2

； 刚通过的食品安全法中确立一系列制度，强化了食品生产经营者是保障食品安全第一责任人的原则，如食品 j
6生产经营许可制度、索票索证制度、不安全食品召回制度等。 9

9 工业和信息化部有关负责人表示，推进食品工业企业生产者诚信体系建设是落实食品安全法、系统有序有效 ；

i解决食品安全问题的一项重要措施。通过建立食品工业企业诚信规则和开展试点工作，有利于提高从业人员的道 5

5德、法律意识，规范企业生产经营行为，建立起以遵纪守法为准绳、社会道德为基础、企业自律为重点、社会监督为 2

7约束、诚信效果可评价、诚信奖惩有制度的生产者诚信体系。 i
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