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[摘要 ] 　目的:研究氨糖软骨素胶囊对小鼠免疫功能的影响。方法:采用清洁级 KM小鼠 ,每剂量组 12只 , 分别经口给

予 0.27、0.53和 1.60 g/kg· bw3个剂量的氨糖软骨素胶囊 , 以蒸馏水为对照组 , 通过淋巴细胞转化试验 、小鼠迟发型变

态反应试验 、血清溶血素测定 、抗体生成细胞检测 、小鼠碳廓清试验 、腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞试验及 NK细胞活性测

定来评价其对小鼠的免疫增强作用。结果:各剂量组对淋巴器官脏体指数没有影响;3个剂量组均能增强小鼠迟发型变

态反应强度 , 提高溶血空斑数 ,中 、高剂量组能提高小鼠血清溶血素及 NK细胞活性 ,高剂量组能促进淋巴细胞增殖 , 低 、

高剂量组能加速小鼠单核 -巨噬细胞碳粒廓清速率 ,低 、中剂量组能提高小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞吞噬指数。结

论:氨糖软骨素胶囊能增强小鼠的免疫功能。
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ImmunologicenhancementbychondronitinsulfateandD-glucosaminehydrochloride
capsuleinmice
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[ Abstract] 　Objective:Toinvestigatetheeffectofchondronitinsulfate(CS)andD-glucosaminehydrochloride(GAH)cap-

suleonmiceimmunologicalfunction.Methods:KMmiceweredividedinto3groupsandtreatedwithCSandGAHcapsulebyoral

routeatdosesof0.27, 0.53and1.60g/kg· bwrespectively, onceadayfor30 d, usingdistilledwaterascontrol.Evaluatedthe

regulatoryeffectofCSandGAHcapsulebyspleniclymphocytetransformationtest, delayedhypersensitivitytest, determinationof

serumhemolysinandantibody-producingcells, carbonclearancetest, macrophagephagocyticfunctiontestanddeterminationof

NKcellactivity.Results:DifferentdosesofCSandGAHcapsulehadnoremarkableeffectsontheratioofspleen-thymus/body

weight.AlltheCSandGAHcapsuleatvariousdosespromoteddelayedhypersensitivity, increasedthenumberofantibody-pro-

ducingcells, andthoseatmoderateandhighdosesenhancedthehemolysinlevelinseraandtheactivityofNKcell, phagocytic

functionofperitonealmacrophage.Significantdifferencewasobservedinthedoseof1.60 g/kg· bwinspleniclymphocytetrans-

formationtest.Lowandhighdosesobviouslyacceleratedthecarbonclearanceratioandthoseatlowandmoderatedosescouldim-

provedthemacrophagephagocyticfunction.Conclusion:ChondronitinsulfateandD-glucosaminehydrochloridecapsulecanen-

hancetheimmunologicfunctionofmice.
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　　硫酸软骨素(chondroitinsulfate, CS)是一类天然的氨基葡

聚糖 , 广泛存在于人和动物软骨 、肌腱和韧带中 , 为关节软骨

的主要组分 [ 1] , 具有调血脂 [ 2] 、抗动脉粥样硬化 [ 3 ～ 7]及抗炎等

多种生物活性 , 被广泛用作药物和保健食品。在欧 、美 、日等

发达国家 , 硫酸软骨素常与氨基葡萄糖(glucosamine, GS)联合

使用 , 作为膳食补充剂用于保护关节。本文从细胞免疫 、体液

免疫 、单核 -巨噬细胞吞噬功能和 NK细胞活性四个方面 ,对

硫酸软骨素联合氨基葡萄糖的免疫活性进行研究。

1　材料与方法 [ 8]

1.1　材料

1.1.1　受试物　氨糖软骨素胶囊(含硫酸软骨素及 D-氨基

葡萄糖盐酸盐),人体推荐量为 3.2g/60 kg· bw, 由某公司提

供。

1.1.2　动物　选用中国医学科学院实验动物研究所(许可证

号为 SCXK(京)2005-0013)繁殖的 SPF级雌性昆明小鼠 , 体

重 18 ～ 23 g,共 192只 , 随机分为四组 , 一组进行脏器 /体重比

值 、迟发型变态反应 、抗体生成细胞检测及血清溶血素测定试

验;二组进行碳廓清试验;三组进行小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡

红细胞试验;四组进行 ConA诱导的小鼠脾淋巴细胞转化试验

和 NK细胞活性测定试验。每组动物设阴性对照和高 、中 、低

四个剂量组 , 每剂量组 12只小鼠 。屏障环境 ,实验动物使用许

可证号为 SYXK(鲁)2008-0005。实验动物标准饲料为山东

省实验动物中心康大实验动物标准饲料 , 许可证号:SCXK

(鲁)2004-0014号。
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1.1.3　剂量选择　参照《保健食品检验与评价技术规范 》要

求 , 试验设 3个剂量组 , 即:0.27 g/kg· bw组 、 0.53 g/kg· bw

组 、1.60g/kg· bw组 , 低 、中 、高 3个组的剂量分别相当于人

体推荐摄入量的 5倍 、10倍 、30倍。用蒸馏水将样品配至所需

浓度 , 即取 0.54 g(低)、 1.06g(中)、 3.20 g(高)样品用蒸馏

水分别配至 40 ml, 同时设立蒸馏水对照组 , 按每天 0.2 ml/

10 g· bw连续经口灌胃 30 d后 ,测定各项免疫指标。

1.1.4　仪器与试剂

1.1.4.1　仪器:紫外可见分光光度计 、电子天平 、数显游标卡

尺(精密度 0.01 mm)、微量注射器(50 μl)、CO2培养箱 、恒温

水浴箱 、离心机 、连续光谱酶标仪 、显微镜 、玻片架 、 200目筛

网 、手术器械 、秒表 、一次性定量取血管 、 24孔和 96孔细胞培

养板。

1.1.4.2　试剂:SRBC、补体(豚鼠血清)、 Hank′s液 、SA缓冲

液 、琼脂糖 、印度墨汁 、Na2CO3溶液 、都氏试剂 、YAC-1细胞 、

NH4Cl红细胞裂解液 、RPMI1640完全培养液 、乳酸锂 、INT、

PMS、NAD、0.2mol/LTris-HCl缓冲液 、 1%NP40、ConA、 1%

冰醋酸 、MTT、酸性异丙醇 、1 mol/LHCl溶液 、PBS缓冲液 、Gi-

emsa染液等。

1.2　方法

1.2.1　细胞免疫功能试验

1.2.1.1　迟发型变态反应(DTH)(足跖增厚法):小鼠腹腔注

射 2%(V/V)SRBC, 致敏后 4 d测量左后足跖厚度 ,然后在测

量部位皮下注射 20%(V/V)SRBC, 每鼠注射 20 μl, 注射后

24 h测量左后足跖部厚度 ,同一部位测量三次 ,取均值。以攻

击前后足跖厚度差值(足跖肿胀度)来表示 DTH的程度。

1.2.1.2　ConA诱导的小鼠脾淋巴细胞转化试验(MTT法):

无菌取脾 , 制备脾细胞悬液 , 用 Hank′s液洗 2次 , 每次离心

10 min(1000 r/min), 将细胞悬浮于 2 mlRPMI1640完全培养

液中 , 调整细胞浓度为 3×106个 /ml。将细胞悬液分两孔加入

24孔培养板中 , 每孔 1ml, 一孔加入 75 μlConA液 , 另一孔作

为对照 , 置 5%CO2 、 37℃培养箱中培养 72 h。 培养结束前

4 h, 每孔吸取上清液 0.7ml, 加入 0.7 ml不含小牛血清的

RPMI1640培养液 , 同时加入 MTT(5 mg/ml)50 μl, 继续培养

4 h。培养结束后 , 每孔加入 1ml酸性异丙醇 , 吹打均匀使紫

色结晶完全溶解 , 在 570 nm波长处测定 OD值 ,以加 ConA孔

的 OD值减去不加 ConA孔的 OD值表示淋巴细胞增殖能力。

1.2.2　小鼠脏器 /体重比值及体液免疫功能试验

1.2.2.1　小鼠脏器 /体重比值及血清溶血素测定:小鼠腹腔注

射 SRBC五天后 ,摘眼球取血 ,离心取血清稀释 150倍 , 进行半

数溶血值测定。然后处死动物 , 取胸腺 、脾脏称重 , 计算脏器 /

体重比值。同时制备脾细胞悬液 ,进行抗体生成细胞测定。

1.2.2.2　抗体生成细胞检测(Jerne改良玻片法):取脾 , 制成

脾细胞悬液。将表层培养基加热溶解后与等量双倍 Hank′s液

混合 , 分装小试管 ,每管 0.5 ml, 再向管内加 50 μl10%SRBC

(v/v, 用 SA液配制)、25μl脾细胞悬液 , 迅速混匀后 , 倾倒于

已刷琼脂糖薄层的玻片上 ,待琼脂凝固后 , 将玻片水平扣放在

玻片架上 , 放入 CO2培养箱温育 1.5 h, 然后用 SA液稀释的补

体(1:8)加入到玻片架凹槽内 , 继续温育 1.5 h后 , 计数溶血

空斑数。

1.2.3　单核 -巨噬细胞功能测定试验

1.2.3.1　小鼠碳廓清试验:小鼠尾静脉注射 1:3稀释的印度

墨汁 , 待墨汁注入立即计时 ,注入墨汁后 2、 10 min, 分别从内

眦静脉丛取血 20 μl, 并将其加到 2 mlNa2CO3溶液中 ,用紫外

可见分光光度计在 600nm波长处以 Na2CO3溶液作空白对照

测光密度值(OD)。将小鼠处死 , 取肝和脾脏称重 , 计算吞噬

指数。

吞噬指数 a=结束体重 ×K1/3 /(肝重 +脾重)

K=(logOD
1
-logOD

2
)/(t

2
-t

1
)

1.2.3.2　小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞试验:小鼠腹腔注

射 20%鸡红细胞悬液 1 ml, 间隔 4 h处死 , 固定于鼠板上 , 剪

开腹壁皮肤 , 注射生理盐水 2 ml,转动鼠板 1min,吸出腹腔洗

液 1ml, 分别滴于 2片玻片上 , 37℃温育 30 min, 用生理盐水

漂洗 , 晾干 , 以 1:1丙酮甲醇溶液固定 , Giemsa染液染色

10 min, 用蒸馏水漂洗晾干 ,用油镜镜检 , 计算吞噬百分率和吞

噬指数。

吞噬百分率(%)=
吞噬鸡红细胞的巨噬细胞数

计数的巨噬细胞数
×100

吞噬指数 =被吞噬的鸡红细胞总数 /计数的巨噬细胞数

1.2.4　NK细胞活性测定　试验前 24 h将靶细胞传代培养 ,

应用前以 Hank′s液洗 3次 , 用 RPMI1640完全培养液调整细胞

浓度为 4×105个 /ml。小鼠颈椎脱臼处死 , 无菌取脾 , 制备脾

细胞 悬 液 , 用 Hank′s液 洗 2 次 , 每 次 离 心 10 min

(1000 r/min)。弃上清将细胞浆弹起 , 加入 3 mlNH4Cl红细

胞裂解液 , 10 min后再加入 Hank′s液 , 离心 、洗涤两次 , 用

2ml含 10%小牛血清的 RPMI1640完全培养液重悬 , 用 1%冰

醋酸稀释后计数 , 调整细胞浓度为 2×107个 /ml。将靶细胞加

入 96孔培养板 , 每孔 100 μl, 试验孔加入 100 μl脾细胞(效靶

比 50:1), 自然释放孔加入 100 μl培养液 , 最大释放孔加入

100 μl1%NP40, 37℃培养 4 h,离心 , 取上清 100 μl置 96孔

培养板中 , 加入 LDH基质液 100 μl, 根据室温反应 3 ～ 8min,

以 1 mol/L的 HCl终止反应 , 在酶标仪 490 nm处测定 OD值。

NK细胞活性(%)=
反应孔 OD-自然释放孔 OD

最大释放孔 OD-自然释放孔 OD
×100

1.3　统计处理

试验数据用 Excel软件建立数据库 , 采用 SPSS软件进行

方差分析 , 用多个试验组和一个对照组间均数的两两比较方

法(Dunnett检验法)进行统计分析。

2　结果

2.1　对小鼠脏器 /体重比值的影响

表 1　对小鼠脏器 /体重比值的影响

组别

(g/kg· bw)

动物数

(只)

脾脏 /体重比值

(g/100g)

胸腺 /体重比值

(g/100g)

0.00 12 0.59±0.13 0.35±0.04

0.27 12 0.61±0.09 0.37±0.04

0.53 12 0.58±0.10 0.35±0.03

1.60 12 0.59±0.10 0.37±0.05

　　注:与对照组比较 ＊ P<0.05;＊＊ P<0.01

由表 1可见 , 试验组小鼠的脾脏 /体重比值和胸腺 /体重

比值与对照组比较均无显著性差异(P>0.05)。
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2.2　细胞免疫功能试验测定结果

表 2　细胞免疫功能试验测定结果

组别

(g/kg· bw)

动物数

(只)

足跖肿胀度

(mm)

淋巴细胞增殖能力

(OD差值)

0.00 12 0.26±0.07 0.410±0.151

0.27 12 0.37±0.11＊ 0.585±0.180

0.53 12 0.40±0.10＊＊ 0.425±0.110

1.60 12 0.39±0.09＊＊ 0.619±0.186＊

　　注:与对照组比较 ＊P<0.05;＊＊ P<0.01

由表 2可见 , 在迟发性超敏反应试验中 , 低 、中 、高剂量组

小鼠的足跖肿胀度与对照组比较均有显著性差异(P<0.05或

P<0.01);在淋巴细胞转化试验中 , 当受试物浓度为

1.60 g/kg· bw时 ,有显著促进小鼠淋巴细胞增殖的作用(P<

0.05)。

2.3　体液免疫功能试验测定结果

表 3　体液免疫功能试验测定结果

组别

(g/kg· bw)

动物数

(只)

溶血空斑数

(×103 /全脾)

半数溶血值

(HC50)

0.00 12 32.1±9.9 63.6±21.5

0.27 12 50.1±11.5＊＊ 73.9±22.2

0.53 12 69.7±20.1＊＊ 94.1±27.6＊

1.60 12 60.5±21.1＊＊ 100.3±24.9＊＊

　　注:与对照组比较 ＊P<0.05;＊＊ P<0.01

由表 3可见 , 受试样品能明显增加小鼠的抗体生成细胞

数(P<0.01),使血清溶血素升高(P<0.05或 P<0.01), 且

有明确的剂量反应关系。

2.4　小鼠单核 -巨噬细胞功能试验测定结果

表 4　小鼠单核 -巨噬细胞碳廓清吞噬试验结果

组别(g/kg· bw) 动物数(只) 吞噬指数(a)

0.00 12 3.86±0.70

0.27 12 4.74±0.73＊

0.53 12 4.65±0.74

1.60 12 4.77±0.77＊

　　注:与对照组比较 ＊P<0.05;＊＊ P<0.01

表 5　小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞试验结果

组别(g/kg· bw) 动物数(只) 吞噬百分率(%) 吞噬指数

0.00 12 31.0±7.9 0.45±0.17

0.27 12 33.3±13.1 0.75±0.21＊＊

0.53 12 32.1±11.9 0.70±0.19＊

1.60 12 30.8±5.1 0.65±0.24

　　注:与对照组比较 ＊P<0.05;＊＊ P<0.01

由表 4、5可见 ,在给予 0.27 g/kg· bw、1.60 g/kg· bw受

试样品后 , 小鼠的单核 -巨噬细胞碳廓清吞噬指数与对照组

相比有 显著 地升高 (P<0.05), 同时 0.27 g/kg· bw、

0.53 g/kg· bw剂量组小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞能力

明显提高 , 吞噬指数与对照组之间有显著性差异(P<0.05或

P<0.01), 但对吞噬百分率无明显影响。

2.5　小鼠 NK细胞活性测定结果

表 6　小鼠 NK细胞活性测定结果

组别(g/kg· bw) 动物数(只) NK细胞活性(%)

0.00 12 31.0±7.7

0.27 12 34.8±13.5

0.53 12 52.9±13.9＊＊

1.60 12 44.2±8.3＊＊

　　注:与对照组比较 ＊ P<0.05;＊＊ P<0.01

由表 6可见 , 受试样品对 0.27 g/kg· bw、 0.53 g/kg· bw

两个剂量组小鼠的 NK细胞活性有明显的促进作用(P<

0.01)。

3　讨论

氨基葡萄糖是一种单氨糖衍生物 , 是软骨基质和滑液中

聚氨基葡萄糖的成分 , 具有参与肝肾解毒 、抗炎 、护肝 、抗菌的

作用 [ 9] 。外源性的氨基葡萄糖可以刺激软骨细胞合成蛋白多

糖 , 补充软骨基质的丢失成分 , 并可抑制基质金属蛋白的表

达从而促进软骨的修复 , 从而广泛用于风湿性关节炎症和胃

溃疡等疾病的治疗 , 是药品和保健食品中的重要功效成分。

曹秀明等 [ 10]认为 GAH有丝裂原样的作用 ,同时 GAH还可以

促使 T淋巴细胞分泌 IL-2。硫酸软骨素是一种重要的生化

药物 , SakaiS曾经报道 [ 11] , CS通过诱导 Th-1细胞分泌细胞

因子而抑制抗原诱导的 IgE产生 , 提示了 CS在 IgE介导的超

敏反应中的作用。王劲 、戴观海等的研究表明 [ 12, 13] ,鲨鱼软骨

可明显提高 NK细胞活性和 Mφ细胞吞噬功能 , 并具有明显的

抗肿瘤增效作用。牛软骨中提取硫酸软骨素不但对 NK细胞

活性有明显的促进作用 , 而且对 T淋巴细胞转化功能亦有明

显的提高作用 , 对细胞免疫器官胸腺有明显的增重作用。药

理学研究发现 , 其具抗凝血 , 清除自由基及抗肿瘤等作用 , 尤

其因其抗炎及保护骨关节的生物活性 , 可被单独或联合氨基

葡萄糖用于治疗骨性关节炎 [ 14] 。

之前 , 对上述两种物质的联合使用多侧重于其抗炎活性

的研究 , 对其免疫增强作用却鲜有报道。本次试验结果表明 ,

氨糖软骨素胶囊能够促进由 ConA诱导的小鼠脾淋巴细胞增

殖 , 提高小鼠迟发型变态反应强度 , 有增强细胞免疫作用的功

能;具有提高小鼠血清抗体水平及促进溶血空斑形成的作用 ,

可增强小鼠的体液免疫功能;另外它在提高 NK细胞的杀伤活

力 、促进单核 -巨噬细胞吞噬功能方面也有明显作用。 因此

氨糖软骨素胶囊能够增强免疫功能 , 但关于其中详细机制尚

有待进一步的研究 ,从而为进一步开展其保健作用及其合理

开发利用提供理论依据。
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期的特异性标志物之一 [ 8] 。

本研究结果显示 , 肺癌患者血浆 CRP和 PMA水平显著高

于良性肺病患者和正常对照者 ,表明肺癌患者在导致 FIB、D-

D、CD62p升高以及 AT-III降低的同时 , 还可引起包括炎症标

志物 CRP和血小板聚集物以外的 PMA等多种血栓形成标志

物的水平升高。原因可能是肿瘤细胞通过释放促凝物质以及

异位转移等机制 [ 9]导致机体明显的高凝甚至血栓前状态 , 既

引起局部炎症反应使 CRP合成增多 , 也能促使血小板活化并

释放 P-选择素增加 , 其与单核细胞的聚集体相应增多之故。

由此可见 , 此 6种标志物的变化具有一致性 , 均可用作对肺癌

患者血栓前状态的监测。而研究还发现 , CRP和 PMA平行升

高以及有远处转移的肺癌患者其 FIB、CD62p等血栓前状态标

志物均明显高于 CRP和 PMA均正常以及无转移的患者 ,表明

CRP或者 PMA水平升高的肺癌患者体内炎症反应加剧 , 血小

板与血小板以及白细胞的聚集程度增加 , 促凝作用更明显;以

及由于肿瘤细胞的转移既可直接形成肿瘤栓子也能增加凝血

系统的活化程度 , 使患者发生血栓的风险增大 , 是肿瘤患者病

情恶化的表现。因此 , 炎症活跃以及肿瘤转移均可使肺癌患

者血栓形成的危险性增加 , 对于 CRP和 PMA升高以及远处转

移的肺癌患者更加应该密切监测血栓前状态的指标 , 防止血

栓发生。

肿瘤患者有血栓形成的危险 , 因此选择敏感度高的指标

及时监测并尽早预防患者血栓的发生显得非常重要。作者先

前的研究显示 , CD62p是诊断肺癌患者血栓前状态并预测血

栓形成的最敏感的指标 [ 1] , 但离体血小板容易活化 ,并且活化

指标的检测影响因素多 , 因此要准确测定患者实际的活化血

小板比较困难。本研究结果显示 , CRP和 PMA在肺癌患者中

都有很高的阳性率 , 分别为 85.0%和 81.7%, 它们与血栓前状

态指标 FIB、D-D尤其是 CD62p都有良好的相关性 , 而且二

者联合的阳性率甚至高于 CD62p, 因此有更高的诊断效率。

但 PMA检测由于存在与 CD62p类似的原因 , 与 CRP联合检测

的实际效率是否高于 CRP尚难定论 ,使其应用也受到一定限

制;而 CRP检测的影响因素相对更少 , 检测方便快捷 , 而且诊

断效率与 CD62p基本相当 , 也有很高的敏感性。因此检测

CRP可作为监测肺癌患者血栓前状态以及判断血栓形成首选

的独立指标。

综上所述 , 综合分析肺癌患者血栓前状态指标对预防血

栓发生具有重要价值。 CRP和 PMA与血栓前状态相关联 , 在

判断肺癌患者病情中具有重要的意义。 CRP可以作为监测肺

癌患者体内血栓前状态以及血栓形成的独立指标。
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