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摘要： 目的　 探究保元汤加减方对正常小鼠免疫功能的影响。 方法　 将 １２０ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠随机分成 ３ 个免疫组 （免
疫Ⅰ组、 免疫Ⅱ组、 免疫Ⅲ组）， 每组 ４０ 只。 每个免疫组小鼠按体质量随机分成正常组和保元汤加减方低、 中、 高剂

量组 （０􀆰 ９、 １􀆰 ４、 １􀆰 ９ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 １０ 只。 连续灌胃给药 ３０ ｄ 后， 检测免疫Ⅰ组小鼠行为学指标、 脾脏 Ｔ 淋巴细胞增

殖能力， ＮＫ 细胞活性， 血常规指标， 血清中免疫球蛋白 Ｍ （ ＩｇＭ）、 免疫球蛋白 Ｇ （ ＩｇＧ）、 补体 ３ （Ｃ３）、 补体 ４
（Ｃ４） 水平， 外周血及脾脏中 Ｔ、 Ｂ 淋巴细胞比例； 检测免疫Ⅱ组小鼠溶血空斑数、 半数溶血值； 检测免疫Ⅲ组小鼠

腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞的吞噬功能， 脾脏中 ＣＤ４、 ＣＤ８ 表达。 结果　 与正常组比较， 保元汤加减方可升高小鼠自

主活动次数和抓力， 增强脾淋巴细胞增殖能力、 ＮＫ 细胞活性， 增加溶血空斑数、 半数溶血值、 腹腔巨噬细胞对鸡红

细胞的吞噬率和吞噬指数、 全血白细胞 （ＷＢＣ）、 淋巴细胞 （ＬＹＭＰＨ） 数量和比例及 ＩｇＭ、 ＩｇＧ、 Ｃ４ 水平、 外周血和

脾脏的 ＣＤ４＋Ｔ 细胞占比及 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋比值、 脾脏 ＣＤ４ 阳性表达量及 ＣＤ４ ／ ＣＤ８ 比值 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 降低外周血

ＣＤ３＋Ｔ、 ＣＤ８＋Ｔ 细胞占比、 脾脏 ＣＤ８＋Ｔ 细胞占比 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 保元汤加减方具有增强免疫力功能。
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　 　 免疫系统是人体的一道天然屏障， 可分为特异性免疫

（包括细胞免疫和体液免疫） 和非特异性免疫［１］ 。 《内经》
中记载的 “正气存内， 邪不可干” 等论述均强调了正气在

疾病中的作用［２］ 。 “正气” 被当代医学家归结为 “免疫”，
中医认为， 由于外部邪气与内部正气不断斗争， 从而导致

正气亏虚产生一系列免疫低下的表现， “正气为本” 是防

病治病根本［３⁃４］ 。 中医中药可提升 “正气” 来达到增强机

体免疫功能的目的。
保元汤源自明代孙志宏所著 《简明医彀》， 为经典名

剂， 处方药味组成包括人参、 黄芪、 甘草、 肉桂， 加生姜

一片［５］ ， 补气温阳， 主治元气虚弱之证［６］ 。 古话说 “一年

之内， 秋不食姜； 一日之内， 夜不食姜”， 鉴于生姜辛温，
易助火伤阴， 故热盛及阴虚内热、 患有疮者不应长期服用

生姜。 红景天具有益气活血、 扶正固本等作用。 原方中人

参、 黄芪、 甘草补后天之气， 肉桂补先天之气， 辅以红景

天， 可共奏大补元气之功效。 因此， 本研究去生姜加红景

天制成保元汤加减方 （又称景天保元汤）， 依据 《保健食

品功能检验与评价方法 （２０２２ 年版） （征求意见稿） 》 ［７］

中增强免疫力功能评价方法， 研究其对正常小鼠免疫功能

的影响， 以期为开发增强免疫力功能产品提供实验依据。

１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雄性小鼠 １２０ 只， 体质量 １８ ～
２２ ｇ， 购自杭州启真实验动物科技有限公司 ［实验动物生

产许可证号 ＳＣＸＫ （浙） ２０２２⁃０００５］， 于浙江中医药大学动

物实验室 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （浙） ２０１９⁃
００２４］ 中饲养， 环境温度 ２０～２６ ℃， 相对湿度 ４５％ ～６０％ ，
１２ ｈ 照明 ／ １２ ｈ 黑暗。 动物实验由浙江中医药大学实验动物

管理与伦理委员会审查通过 （伦理号 ＩＡＣＵＣ⁃２０２３０９１８⁃
２８）。
１􀆰 ２　 药物　 人参、 黄芪、 甘草、 肉桂、 红景天 （杭州华东

中药饮片有限公司， 批号 ２０２２０５０９、 ２０２２０８０３、 ２０２２０５０９、
２０２２０５０７、 ２０２２０７２１）。 取上述药材， 按照 ６ ∶ １２ ∶ ３ ∶ １ ∶ ６
的比例称取， 加入一定体积纯化水， 提取 ３ 次， 过滤， 合

并提取液， 提取液以 ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 取上清液，
上清液减压浓缩至生药量 １ ｇ ／ ｍＬ， 备用， 使用前分别稀释

至质量浓度为 ０􀆰 ０９、 ０􀆰 １４、 ０􀆰 １９ ｇ ／ ｍＬ 的药液。
１􀆰 ３　 试剂　 红景天苷、 毛蕊异黄酮、 山柰酚对照品 （成都

普菲德生物技术有限公司， 批号 ＪＯＴ⁃１００１２、 ＪＯＴ⁃１０３８９、
ＪＯＴ⁃１００６０）； 木犀草素对照品 （中国药品生物制品检定所，
批号 １１１５２０⁃２００５０４）； ＹＡＣ⁃１ （武汉普诺赛生命科技有限
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公司， 批号 ５４ＢＩ８６ＹＷＷＮ）； 刀豆蛋白 Ａ （ＣｏｎＡ）、 １０％
ＳＲＢＣ、 补体 （豚鼠血清）、 １％ 鸡红细胞 （上海源叶生物科

技 有 限 公 司， 批 号 Ｗ１３Ｆ１０Ｅ８０６９９、 Ｍ１２ＩＲ２０９５１９、
Ｄ１０ＨＳ２０３７４１、 Ｍ１２ＩＳ２０９５１７）； ＭＴＴ、 红细胞裂解液 （上

海碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司， 批 号 １１１７２１２２０２０９、
０３０９２２２２０６０２）； ＬＤＨ 基质液 （北京酷来搏科技有限公司，
批号 ＳＬ３２２２１７０５）； 都氏试剂 （广东翁江化学试剂有限公

司， 批号 ２０２２１２０９６４Ａ）； Ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＰｅｒＣＰ⁃Ｃｙ５􀆰 ５ ＣＤ３ε、
Ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＡＰＣ ＣＤ４、 Ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＰＥ ＣＤ８α、 Ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ
ＦＩＴＣ ＣＤ１９、 Ｍｏｕｓｅ ＩｇＭ ＥＬＩＳＡ Ｋｉｔ、 Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ ＥＬＩＳＡ Ｋｉｔ
（杭州联科生物技术股份有限公司， 批号 Ａ２１１４３、 Ａ２１０３４、
Ａ２１０２５、 Ａ２０７３２、 Ａ２７６１０８４１、 Ａ２７１１０７３５ ）； Ｍｏｕｓｅ Ｃ３
ＥＬＩＳＡ Ｋｉｔ、 Ｍｏｕｓｅ Ｃ４ ＥＬＩＳＡ Ｋｉｔ （泉州市睿信生物科技有限

公司， 批号 ＲＸ２０２３０２８Ｍ、 ＲＸ２０２３０２７Ｍ）； ＣＤ４ ａｎｔｉｂｏｄｙ、
ＣＤ８ ａｎｔｉｂｏｄｙ （杭州华安生物科技有限公司， 批号 ＨＬ０１１８、
ＨＧ０８０６）。
１􀆰 ４　 仪器　 安捷伦 １２００ 色谱仪 ［安捷伦科技 （中国） 有

限公司］； ＹＬＳ⁃１３Ａ 型大小鼠抓力测定仪、 ＹＬＳ⁃１Ａ 型多功

能小鼠自动活动记录仪 （山东省医学科学院设备站）； ＸＴ⁃
２０００ｉ 型全自动血液分析仪 （日本 ＳＹＳＭＥＸ 株式会社）；
Ｃ１３２１０⁃０１ 型数字病理切片扫描系统 （日本滨松光子学株

式会社）； ＣｙｔｏＦｌｅｘ 型流式细胞仪 （美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司）；
Ｐｏｗｅｒｗａｖｅ ３４０ 型酶标仪 （美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）； Ｔｉｓｓｕｅ⁃Ｔｅｋ
ＶＩＰ５Ｊｒ 型自动脱水机 （日本樱花检验仪器株式会社）；
ＭＥＩＫＯＥＣ３６０ 型包埋机 （德国 ＭＥＩＫＯ 公司）； Ｍ２２４５ 型半

自动切片机 （德国 Ｌｅｉｃａ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 保元汤加减方主要成分含量测定

２􀆰 １􀆰 １　 溶液制备 　 对照品溶液： 称取红景天苷 １􀆰 ９３ ｍｇ、
木犀草素 １􀆰 ５７ ｍｇ、 山柰酚 １􀆰 ６０ ｍｇ、 毛蕊异黄酮 ２􀆰 ２３ ｍｇ，
用甲醇溶于 １０ ｍＬ 量瓶中， 配制成每 １ ｍＬ 分别含 １９３ μｇ
红景天苷、 １５７ μｇ 木犀草素、 １６０ μｇ 山柰酚、 ２２３ μｇ 毛蕊

异黄酮的溶液， 即得。
供试品溶液： 取 ２５ ｍＬ 保元汤加减方， 加入 ２５ ｍＬ 水

饱和正丁醇萃取， 滤过， 取 ２０ ｍＬ 滤液， 水浴蒸干后用甲

醇溶解， 定容于 ５ ｍＬ 量瓶中， 即得。
２􀆰 １􀆰 ２　 色谱条件 　 Ｕｌｔｉｍａｔｅ ＬＰ⁃Ｃ１８ （ ４􀆰 ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ，
５ μｍ） 色谱柱， 流动相水 （ Ａ） ⁃甲醇 （ Ｂ）， 梯度洗脱

（０～１０ ｍｉｎ， ２１％ Ｂ； １０ ～ ３０ ｍｉｎ， ２１％ ～ ５０％ Ｂ； ３０ ～ ５０
ｍｉｎ， ５０％ ～ ６０％ Ｂ； ５０ ～ ６５ ｍｉｎ， ６０％ Ｂ）； 体积流量 １􀆰 ０
ｍＬ ／ ｍｉｎ； 检测波长 ２２２ ｎｍ； 柱温 ２５ ℃； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ２　 分组及给药　 将 １２０ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠随机分成 ３ 个免

疫组 （免疫Ⅰ组、 免疫Ⅱ组、 免疫Ⅲ组）， 每组 ４０ 只。 每

个免疫组小鼠按体质量随机分成正常组和保元汤加减方低、
中、 高剂量组 （０􀆰 ９、 １􀆰 ４、 １􀆰 ９ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 １０ 只。 正常组

小鼠灌胃给予蒸馏水， 给药组小鼠分别灌胃给予相应剂量

的药物， 灌胃体积为 １０ ｍＬ ／ ｋｇ， 每天 １ 次， 连续给药 ３０ ｄ。
２􀆰 ３　 行为学指标检测

２􀆰 ３􀆰 １　 自主活动测定 　 给药 ２８ ｄ 时， 在安静环境下， 将

免疫Ⅰ组小鼠放入自主活动记录仪中适应 ３ ｍｉｎ 后， 记录 ５
ｍｉｎ 内小鼠自主活动次数。
２􀆰 ３􀆰 ２　 抓力测定　 给药 ２８ ｄ 时， 抓持免疫Ⅰ组小鼠尾根

处， 待小鼠用力抓住抓力测定仪的抓力板时及时加力后拉，
记录所测数据， 测定 ３ 次， 取平均值。
２􀆰 ４　 细胞免疫功能测定　 免疫Ⅰ组小鼠于第 ３０ 天灌胃 ２ ｈ
后处死， 无菌取脾， 制备单细胞悬液。 取 ２４ 孔板， 实验孔

加 １ ｍＬ 脾细胞悬液和 ７５ μＬ ＣｏｎＡ 液， 对照孔加 １ ｍＬ 脾细

胞悬液， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 ６８ ｈ。 每孔吸

去上清液 ０􀆰 ７ ｍＬ， 加入等量 ＲＰＭＩ １６４０ 培养液和 ５０ μＬ
ＭＴＴ， 继续培养 ４ ｈ。 培养结束后， 每孔加入 １ ｍＬ 酸性异

丙醇， 吹打溶解紫色结晶。 加入到 ９６ 孔板中， 用酶标仪于

５７０ ｎｍ 波长处检测光密度 （ＯＤ） 值， 计算 ＯＤ 值差。
２􀆰 ５　 体液免疫功能检测

２􀆰 ５􀆰 １　 抗体生成细胞数测定　 免疫Ⅱ组小鼠于灌胃给药第

２６ 天腹腔注射 ０􀆰 ２ ｍＬ ２％ ＳＲＢＣ 进行免疫。 第 ３０ 天灌胃给

药 ２ ｈ 后， 每组随机取处死 ３ 只， 制备脾细胞悬液。 取表

层培养基与等量 Ｈａｎｋ′ｓ 液的混合液 ０􀆰 ５ ｍＬ， 加入 ５０ μＬ
１０％ ＳＲＢＣ 和 ２０ μＬ 脾细胞悬液， 迅速混匀， 倾倒于玻片

上的琼脂糖薄层， 待琼脂凝固后， 放入 ＣＯ２ 培养箱中孵育

１􀆰 ５ ｈ， 加入补体， 继续孵育 １ ｈ， 计数溶血空斑数， 以溶

血空斑数 ／脾细胞数 （×１０５） 表示抗体生成细胞数。
２􀆰 ５􀆰 ２　 血清溶血素检测　 免疫Ⅱ组小鼠于第 ３０ 天灌胃 ２ ｈ
后， 取血分离得血清。 设样品孔， 加 ＳＡ 缓冲液稀释 ２００ 倍

的血清 ５０ μＬ； 空白对照孔， 加 ＳＡ 缓冲液 ５０ μＬ。 各孔加

入 ２５ μＬ １０％ ＳＲＢＣ 和 ５０ μＬ 补体， 于 ３７ ℃培养箱中培养

３０ ｍｉｎ， 冰浴终止反应， 离心取 ５０ μＬ 上清液至新的 ９６ 孔

板中， 再加 １５０ μＬ 都氏试剂， 同时设半数溶血孔， 加入

１２􀆰 ５ μＬ １０％ ＳＲＢＣ 和 １８７􀆰 ５ μＬ 都氏试剂。 充分混匀， 放

置 １０ ｍｉｎ 后， 用酶标仪于 ５４０ ｎｍ 波长处检测 ＯＤ 值， 计算

半数溶血值。
２􀆰 ６　 单核⁃巨噬细胞功能检测　 通过腹腔巨噬细胞吞噬鸡

红细胞实验分析单核⁃巨噬细胞功能。 免疫Ⅲ组小鼠于灌胃

给药第 ２６ 天， 腹腔注射 ０􀆰 ２ ｍＬ ２％ ＳＲＢＣ 进行免疫。 第 ３０
天灌胃 ２ ｈ 后处死小鼠， 腹腔注射含胎牛血清的 Ｈａｎｋ′ｓ 液

４ ｍＬ， 取 ０􀆰 ５ ｍＬ 腹腔洗液与 ０􀆰 ５ ｍＬ １％ 鸡血红细胞悬液混

匀， 用注射器吸取 ０􀆰 ５ ｍＬ 混合液， 加入玻片的琼脂圈内，
３７ ℃孵育 ２０ ｍｉｎ， 生理盐水冲洗后， 甲醇液固定 １ ｍｉｎ，
Ｇｉｅｍｓａ 液染色 １５ ｍｉｎ。 蒸馏水冲洗、 晾干后计数吞噬率和

吞噬指数。
２􀆰 ７　 ＮＫ 细胞活性检测 　 于 Ｕ 型 ９６ 孔培养板中， 设反应

孔， 加入 “２􀆰 ４” 项下的脾细胞悬液和靶细胞 （ＹＡＣ⁃１ 细

胞） 各 １００ μＬ （效靶比 ５０ ∶ １）， 靶细胞自然释放孔加靶细

胞和培养液各 １００ μＬ， 靶细胞最大释放孔加靶细胞和 １％
ＮＰ４０ 各 １００ μＬ， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 ４ ｈ， 离

心取 １００ μＬ 上清置于平底 ９６ 孔板中， 加入 １００ μＬ ＬＤＨ 基

质液， 反应 ６ ｍｉｎ， 每孔加入 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ ３０ μＬ， 用酶标仪
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于 ４９０ ｎｍ 波长处检测 ＯＤ 值， 计算 ＮＫ 细胞活性， 公式为

ＮＫ 细胞活性 ＝ ［ （ ＯＤ反应孔 － ＯＤ自然释放孔 ） ／ （ ＯＤ最大释放孔 －
ＯＤ自然释放孔） ］ ×１００％ 。
２􀆰 ８　 血常规检测　 灌胃给药 ２１ ｄ 后免疫Ⅰ组小鼠眼眶取

血约 ０􀆰 ２ ｍＬ 于含 ＥＤＴＡ 的抗凝管中， 用全自动血液分析仪

检测白细胞 （ＷＢＣ）、 淋巴细胞 （ＬＹＭＰＨ）。
２􀆰 ９　 血清中免疫球蛋白和补体水平检测 　 于灌胃给药第

３０ 天， 免疫Ⅰ组小鼠眼眶取血置于 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中， ４ ℃
静置２ ｈ， ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 吸取上清， ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ， 吸取上清。 按照试剂盒说明书操作检测免疫

球蛋白 Ｍ （ＩｇＭ）、 免疫球蛋白 Ｇ （ ＩｇＧ）、 补体 ３ （ Ｃ３）、
补体 ４ （Ｃ４） 水平。
２􀆰 １０　 流式细胞术检测外周血 Ｔ、 Ｂ 淋巴细胞比例　 于灌胃

给药第 ２９ 天， 免疫Ⅰ组小鼠取 ５０ μＬ 血样于流式管中， 加

入１ ｍＬ红细胞裂解液裂解 １０ ｍｉｎ， 离心弃上清。 加入 ＰＢＳ
洗涤， 离心弃上清。 加入流式抗体 ＰｅｒＣＰ⁃Ｃｙ５􀆰 ５ ＣＤ３ε、
ＡＰＣ ＣＤ４、 ＰＥ ＣＤ８α、 ＦＩＴＣ ＣＤ１９ 各 ２ μＬ， 避光孵育 ２０
ｍｉｎ。 加入 ＰＢＳ 洗涤， 离心弃上清。 加入 ３００ μＬ ＰＢＳ 重悬，
用细胞筛过滤后上机检测 Ｔ 淋巴细胞 （ＣＤ３＋ ）、 辅助性 Ｔ
细胞 （Ｔｈ， ＣＤ４＋）、 杀伤性 Ｔ 细胞 （ Ｔｃ， ＣＤ８＋ ）、 Ｂ 淋巴

细胞 （ＣＤ１９＋） 占淋巴细胞的比例。
２􀆰 １１　 流式细胞术检测脾脏 Ｔ 淋巴细胞比例 　 取 “２􀆰 ４”
项下的脾细胞悬液 ５０ μＬ， 加入流式抗体 ＰｅｒＣＰ⁃Ｃｙ５􀆰 ５
ＣＤ３ε、 ＡＰＣ ＣＤ４、 ＰＥ ＣＤ８α 各 ２ μＬ， 避光孵育 ２０ ｍｉｎ。 加

入 ＰＢＳ 洗涤， 离心弃上清， 加入 ３００ μＬ ＰＢＳ 重悬， 用细

胞筛过滤后上机检测 ＣＤ３＋、 ＣＤ４＋、 ＣＤ８＋ 占淋巴细胞的

比例。
２􀆰 １２　 免疫组化法检测脾脏组织中 ＣＤ４、 ＣＤ８ 表达　 免疫

Ⅲ组小鼠处死后取脾脏， 于 １０％ 中性福尔马林固定液中固

定， 脱水、 包埋、 切片 （４ μｍ）， 经抗原修复、 封闭、 ４ ℃
孵育抗 ＣＤ４ 和 ＣＤ８ 一抗过夜、 ３７ ℃孵育二抗 ３０ ｍｉｎ、 ＤＡＢ
显色、 苏木素染色、 脱水、 透明及中性树脂封片干燥后，
于显微镜下观察脾脏 ＣＤ４、 ＣＤ８ 的表达情况。
２􀆰 １３　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件进行处理， 数据

以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析及 ｔ 检验。
Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 保元汤加减方主要成分分析 　 ＨＰＬＣ 色谱图见图 １。
保元汤加减方主要成分为红景天苷、 木犀草素、 山柰酚、
毛蕊异黄酮， 成分含量见表 １。

表 １　 保元汤加减方主要成分含量

编号 保留时间 ／ ｍｉｎ 成分 含量 ／ （μｇ·ｍＬ－１）
１ ７􀆰 ６１７ 红景天苷 ３８０􀆰 １６
２ ３７􀆰 ４９８ 木犀草素 ４２􀆰 ８４
３ ３９􀆰 ９６７ 山柰酚 ２７􀆰 ２７
４ ４４􀆰 ２６６ 毛蕊异黄酮 ７６􀆰 ５２

３􀆰 ２　 保元汤加减方对正常小鼠行为学的影响　 与正常组比

较， 保元汤加减方各剂量组小鼠自主活动次数增加 （Ｐ＜

１． 红景天苷　 ２． 木犀草素　 ３． 山柰酚　 ４． 毛蕊异黄酮

图 １　 混合对照品溶液和保元汤加减方样品溶液的 ＨＰＬＣ
色谱图

０􀆰 ０１）， 保元汤加减方中、 高剂量组小鼠抓力增大 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ２。

注： Ａ 为正常组， Ｂ～Ｄ 分别为保元汤加减方低、 中、 高剂量

组。 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 保元汤加减方对正常小鼠行为学的影响 （ｘ±ｓ，
ｎ＝１０）

３􀆰 ３　 保元汤加减方对正常小鼠细胞免疫功能的影响　 与正

常组比较， 保元汤加减方各剂量组小鼠脾淋巴细胞增殖能

力增强 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ３。

注： Ａ 为正常组， Ｂ～ Ｄ 分别为保元汤加减方低、 中、 高

剂量组。 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 保元汤加减方对正常小鼠脾淋巴细胞增殖能

力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
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３􀆰 ４　 保元汤加减方对正常小鼠溶血空斑数和半数溶血值的

影响　 与正常组比较， 保元汤加减方各剂量组小鼠溶血空

斑数增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 保元汤加减方高剂量组小鼠的半数

溶血值增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ４～５。

注： Ａ 为正常组， Ｂ～Ｄ 分别为保元汤加减方低、 中、 高

剂量组。 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 保元汤加减方对正常小鼠溶血空斑数的影

响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： Ａ 为正常组， Ｂ ～ Ｄ 分别为保元汤加减方低、 中、

高剂量组。 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 保元汤加减方对正常小鼠半数溶血值的影

响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

３􀆰 ５　 保元汤加减方对正常小鼠单核⁃巨噬细胞功能的影

响　 与正常组比较， 保元汤加减方各剂量组小鼠腹腔巨噬

细胞对鸡红细胞的吞噬率和吞噬指数均增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 见图 ６。

注： Ａ 为正常组， Ｂ～Ｄ 分别为保元汤加减方低、 中、

高剂量组。 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 保元汤加减方对正常小鼠单核⁃巨噬细胞

功能的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

３􀆰 ６　 保元汤加减方对正常小鼠 ＮＫ 细胞活性的影响　 与正

常组比较， 保元汤加减方各剂量组小鼠 ＮＫ 细胞活性增强

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ７。

注： Ａ 为正常组， Ｂ～ Ｄ 分别为保元汤加减方低、 中、 高剂

量组。 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 保元汤加减方对正常小鼠 ＮＫ 细胞活性的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

３􀆰 ７　 保元汤加减方对正常小鼠血常规指标的影响　 与正常

组比较， 保元汤加减方高剂量组小鼠白细胞数、 淋巴细胞

比例及数量均增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 保元汤加减方中剂量组小

鼠淋巴细胞数增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ８。

注： Ａ 为正常组， Ｂ～Ｄ 分别为保元汤加减方低、 中、 高剂量组。 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ８　 保元汤加减方对正常小鼠血常规指标的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

３􀆰 ８　 保元汤加减方对正常小鼠血清中免疫球蛋白和补体水

平的影响 　 与正常组比较， 保元汤加减方高剂量组小鼠

ＩｇＭ、 ＩｇＧ 水平增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 保元汤加减方中剂量组小

鼠 Ｃ４ 水平增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 保元汤加减方各剂量组小鼠 Ｃ３
水平有所增加， 但差异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ９。
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注： Ａ 为正常组， Ｂ～Ｄ 分别为保元汤加减方低、 中、 高剂量组。 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ９　 保元汤加减方对正常小鼠血清中免疫球蛋白和补体水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

３􀆰 ９　 保元汤加减方对正常小鼠外周血 Ｔ、 Ｂ 淋巴细胞比例

的影响　 与正常组比较， 保元汤加减方中、 高剂量组小鼠

外周血 ＣＤ３＋、 ＣＤ８＋细胞比例降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 保

元汤加减方高剂量组 ＣＤ４＋细胞比例及 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋细胞比值

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＣＤ１９＋细胞比例有升高趋势， 但差异无统

计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 １０、 表 ２。

注： Ａ 为正常组， Ｂ～Ｄ 分别为保元汤加减方低、 中、 高剂量组。

图 １０　 各组小鼠外周血 Ｔ、 Ｂ 淋巴细胞流式代表图

表 ２　 保元汤加减方对正常小鼠外周血 Ｔ、 Ｂ 淋巴细胞的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 ＣＤ３＋ ／ ％ ＣＤ４＋ ／ ％ ＣＤ８＋ ／ ％ ＣＤ１９＋ ／ ％ ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋

正常组 ２４􀆰 ３３±５􀆰 ８４ ６１􀆰 ６９±２􀆰 ２３ ３６􀆰 ３５±２􀆰 １４ ５５􀆰 ４３±５􀆰 ４９ １􀆰 ７１±０􀆰 １６

保元汤加减方低剂量组 ２３􀆰 ８０±３􀆰 ７２ ６２􀆰 ９９±３􀆰 １２ ３４􀆰 ９０±２􀆰 ９５ ５７􀆰 ３０±６􀆰 ７２ １􀆰 ８２±０􀆰 ２４

保元汤加减方中剂量组 １９􀆰 ２９±３􀆰 ０９∗ ６３􀆰 ４６±２􀆰 １２ ３３􀆰 ７１±２􀆰 ４７∗ ５６􀆰 ８０±６􀆰 ２１ １􀆰 ９１±０􀆰 １９

保元汤加减方高剂量组 ２０􀆰 ２１±３􀆰 ８９∗ ６７􀆰 １１±３􀆰 ３４∗∗ ２９􀆰 ８７±３􀆰 ３５∗∗ ５９􀆰 ０６±４􀆰 ２５ ２􀆰 ２８±０􀆰 ３８∗∗

　 　 注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 １０　 保元汤加减方对正常小鼠脾脏 Ｔ 淋巴细胞比例的影

响　 与正常组比较， 保元汤加减方中剂量组小鼠脾脏 ＣＤ４＋

细胞比例、 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋ 细胞比值增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＣＤ８＋ 细

胞比例减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 １１、 表 ３。

注： Ａ 为正常组， Ｂ～Ｄ 分别为保元汤加减方低、 中、 高剂量组。

图 １１　 各组小鼠脾脏 Ｔ 淋巴细胞流式代表图
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表 ３　 保元汤加减方对正常小鼠脾脏 Ｔ 淋巴细胞的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别 ＣＤ４＋ ／ ％ ＣＤ８＋ ／ ％ ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋

正常组 ６７􀆰 ６８±１２􀆰 ５２ ２３􀆰 ４５±３􀆰 ６９ ２􀆰 ９４±０􀆰 ７５

保元汤加减方低剂量组 ７２􀆰 １２±８􀆰 ２２ ２１􀆰 ９９±３􀆰 １６ ３􀆰 ３６±０􀆰 ７６

保元汤加减方中剂量组 ７６􀆰 ２２±３􀆰 ８６∗ １８􀆰 ８７±５􀆰 １３∗ ４􀆰 ４４±１􀆰 ７０∗

保元汤加减方高剂量组 ７４􀆰 ０１±５􀆰 ７３ ２０􀆰 １８±４􀆰 ３１ ３􀆰 ８５±１􀆰 ０３

　 　 注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 １１　 保元汤加减方对正常小鼠脾脏 ＣＤ４、 ＣＤ８ 表达的影

响　 与正常组比较， 保元汤加减方低、 中剂量组小鼠脾脏

ＣＤ４ 蛋白阳性表达增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 保元汤加减方各剂量

组小鼠脾脏 ＣＤ４ ／ ＣＤ８ 蛋白阳性表达比值增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
见图 １２～１３。

注： Ａ 为正常组， Ｂ～Ｄ 分别为保元汤加减方低、 中、 高剂量组。 黑色箭头指示阳性表达区域。

图 １２　 各组小鼠脾脏 ＣＤ４、 ＣＤ８ 免疫组化染色图 （×２００）

注： Ａ 为正常组， Ｂ～Ｄ 分别为保元汤加减方低、 中、 高剂量组。 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １３　 保元汤加减方对正常小鼠脾脏 ＣＤ４、 ＣＤ８ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

《内经》 云： “邪之所凑， 其气必虚”， 指出防病治病

根本是 “正气为本” ［８］ 。 免疫系统中医学中所指的 “正气”
是指人体内具有抗病、 修复、 免疫等作用的一类细微物质，
维护人体的正常功能活动［９⁃１０］ 。 红景天助益气之效， 使得

机体正气充盈。 本研究以保元汤为基础， 去生姜加红景天

进行配伍， 加大补气之功效， 顾护正气， 从特异性免疫和

固有免疫全方位探讨保元汤加减方的增强免疫力功能。
淋巴细胞是淋巴系统大部分免疫功能的主要执行

者［１１］ 。 本研究结果显示， 保元汤加减方小鼠的淋巴细胞数

量增加， 淋巴细胞比例升高。 通常使用 ＣｏｎＡ 刺激 Ｔ 淋巴细

胞体外增殖， 来评价机体细胞免疫功能［１２⁃１３］ 。 本研究结果

显示， 保元汤加减方能增强脾脏 Ｔ 淋巴细胞增殖能力。
ＣＤ４＋Ｔ 淋巴细胞可提高免疫功能， ＣＤ８＋Ｔ 淋巴细胞则相反，
ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋比值可反映免疫机体内环境［１４⁃１５］ 。 本研究结果

显示， 保元汤加减方能升高 ＣＤ４＋Ｔ 细胞占比、 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋

比值及脾脏 ＣＤ４ 阳性表达， 降低 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞占比。 另外，
Ｂ 淋巴细胞介导体液免疫， 而溶血空斑的数量可反映出 Ｂ
淋巴细胞免疫能力［１６］ 。 血清溶血素测定是利用进入机体的

抗原， 刺激机体产生特异性抗体［１７］ 。 本研究发现保元汤加

减方给药后小鼠溶血空斑数和半数溶血值均升高。 ＩｇＭ 和

ＩｇＧ 是介导体液免疫的主要抗体［１８］ 。 本研究发现保元汤加

减方通过增加血清中免疫球蛋白水平而发挥免疫保护作用。
固有免疫细胞包括巨噬细胞、 自然杀伤细胞 （ＮＫ）

等。 本研究结果显示， 保元汤加减方能增加腹腔巨噬细胞

对鸡红细胞的吞噬率和吞噬指数， 并能增强 ＮＫ 细胞活性。
补体系统是参与固有免疫应答的重要免疫效应分子， 其含

量影响着机体免疫状态［１９］ 。 本研究结果显示， 保元汤加减

方能增加小鼠 Ｃ４ 水平。
白细胞水平常用于反映免疫功能， 免疫抑制会导致白
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细胞数量减少， 而白细胞数量升高， 很可能与机体免疫力

增强有关［２０⁃２１］ 。 本研究结果显示， 保元汤加减方可增加小

鼠白细胞数量， 还可增加小鼠自主活动次数和抓力， 表明

保元汤加减方能通过益气促使机体精力旺盛。
综上所述， 保元汤加减方能增强脾 Ｔ 淋巴细胞功能、

调节 Ｔ 淋巴细胞亚群分化来提高细胞免疫； 增强脾 Ｂ 淋巴

细胞与补体结合能力， 促进抗体释放来提高体液免疫； 增

强固有免疫细胞功能及数量、 促进固有免疫分子分泌来提

高固有免疫。 因此， 保元汤加减方通过 “补气” 来维持

“正气”， 增强特异性免疫和非特异性免疫功能， 具有良好

的开发应用价值。
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