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羊胎盘免疫调节因子对小鼠体液免疫的影响 
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【摘 要】目的：探讨羊胎盘免疫调节因子对机体的体液免疫调节作用。方法：BALB／c小鼠为实验对象，MTT法测定脾B淋 

巴细胞的增殖，溶血空斑实验(PFC)测定 IgM，酶联免疫吸附法(ELIsA)测定体外培养 B淋巴细胞培养上清 IgG、体内血清抗 

体 IgG。结果：羊胎盘免疫调节因子对免疫抑制小鼠分泌抗体能力具有显著改善(P<0．01)，并具有剂量效应(P<0．01)；直 

接作用于脾淋巴细胞，可显著促进细菌脂多糖诱导的小鼠脾淋巴细胞增殖，显著提高脾B淋巴细胞产生抗体的能力(P<0．01)， 

剂量效应不显著。结论：羊胎盘免疫调节因子能增强小鼠体液免疫功能，可促进免疫抑制小鼠的体液免疫能力恢复。 
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Influence on humoral immun_ty in mice by goat placenta immunoregulatory factor 
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(Department ofLaboratoryAnimals，the Third MilitaryMedical University) 

【Abstract】Objective：To study the humoral immunity effect of goat placenta irnmunoregulatory factor(GPIF)．Methods：Basing on 

BALB／c mice，the study was carried out by determining the proliferation of B 1ymphocyte in mice spleen with MTT method，the level 

0f IgM with PFC test，and the1evel of IgG secreted by mice B cel1 in vivo and in vitro with ELISA test．Results：GPIF could effecient— 

ly increase the level of antibody in vivo．Direct experiment on splenic B lymphocyte，GPIF could also improve the level of antibody in 

vitro and enable mice lymphocyte induced by LPS to proliferate efficiently．Conclusion：GPIF conld enhance humoral immunity func— 

tion and recover the ability of humoral immunity in mice with irnmunodeficiency． 
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羊胎盘与人胎盘相似，含有丰富的氨基酸、多肽 

及表皮细胞生长因子、透明质酸刺激因子等生物活 

性物质 1．2 J。因而引起了人们进一步研究的兴趣。 

我们通过超滤技术，从足月山羊胎盘冻融过滤液中 

超滤截取分子量在 10KD以下组分，高效液相色谱 

分析有 17个成分峰，分子量主要集中在 3000Da，光 

谱分析251±2nm为最大吸收波长，主要成分为小 

分子多肽和核酸 3j。因发现其具有免疫活性特性， 

现被本研究室命名为羊胎盘免疫调节因子(goat 

plancenta irnmunoregulatory facter，GPIF)。本文作 

者从体外、体内两方面研究了羊胎盘免疫调节因子 

对正常和免疫抑制小鼠体液免疫的影响，旨在系统 

揭示羊胎盘免疫调节因子对机体的免疫调节功能。 
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1 材料与方法 

1．1 实验材料 

1．1．1 实验动物 BALB／c小鼠，雄性，4～6周龄，体重 18 

20g。健康绵羊、豚鼠均由第三军医大学实验动物中心提 

供。 

1．1．2 羊胎盘免疫调节因子 采用研究室常规方法，将经 

检疫合格的健康山羊的新鲜剥离胎盘超微粉碎，反复冻融 

后，以超滤技术制备的分子量在 3000Da，pH7．0～7．2主要 

成分为小分子多肽和核酸的透明液体，经真空冷冻干燥后 

40℃冰箱保存。临用前生理盐水(体内)或含 RPMI1640培 

养液(体外)配制所需浓度。 

1．1．3 主要试剂及器材 细菌脂多糖(Lipopolysacharide， 

LPS)：美国Sigma公司； (3，4，5一dimethylthiazo一2一yl 

一 2，5一diphenyltetrazolium bromide)，美国 Sigma公司； 

ELISA小鼠一IgG检测试剂盒及小鼠 IgG标准品：Pierce公 

司；抗小鼠 CD3、CD4、CD8单抗：eBioscience公司；羊抗兔 
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IgG：博士德生物工程公司；自制绵羊红细胞(sheep red blood 

cell，SRBC)，于4℃冰箱保存备用；豚鼠血清：分离至少 3只 

豚鼠血清，混合经SRBC饱和吸收后，分装，于一20℃保存备 

用。Himac cR21G型高速离心机，日本；酶标仪：Bio— 

RAD550型，日本；60Co一了射线源由第三军医大学防原系钴 

源室提供。 

1．2 方法 

1．2．1 动物模型 

辐射所致免疫抑制动物模型：BALB／e小鼠经60Co一7射 

线一次性全身辐射，辐射剂量 5Gry。 

1．2．2 实验分组及给药 

体外实验分组：分 GPIF 4r~／m[、2mg／ml、lmg／ml等 

高、中、低剂量组；对照组：含 10％新生小牛血清 RPMI1640 

培养液。 

体内实验分组：实验小鼠随机分组，每组 20只：设 GPIF 

40mg／kg体重、20mg／kg体重、10mg／kg体重等高、中、低剂 

量组。腹腔注射给药，每天1次，每次0．2ml，连续14天。正 

常组、模型对照组注射等量生理盐水。 

1．2．3 脾淋巴细胞增殖反应：采用 肌 法【 ，引。96孔培 

养板每孔加入 100#1脾细胞悬液(3×10 个／nil)，50#ILPS 

(100ug／m1)，100ulGPIF。每组 5个复孔，置 5％032培养箱 

中孵育72h，于培养结束前6h每孔加入30#lMTT(5mg／m1)， 

离心去上清，加 100#IDMSO充分溶解沉淀，于酶标仪 550nm 

米测定 OD值。对照组以RPMI1640培养液代替GPIF。 

1．2．4 体外脾B淋巴细胞培养上清 IgG抗体的测定 

制备脾细胞悬液，采用Waka[suki Y、沈关心等方法分 

离小鼠脾B淋巴细胞[6· 。调节B淋巴细胞浓度至 1×106， 

96孔培养板每孔加入 100／,1细胞悬液，50#ILPS(1O0#g／m1)， 

100#IFIP，每组五个复孔，37℃、5％C0，培养箱中培养7天。 

4℃，以2000r／min离心10min，取上清液，以PBS稀释 10倍。 

IgG测定采用ELISA法|8]。抗体含量测定按试剂盒说明进 

行，以小鼠IgG标准品制定标准曲线，将 OD45o换算为相应 

IgG含量。 

1．2．5 血清抗体 IgG的测定 

在实验第 1天、第 7天分别腹腔注射 10％SRBC 0．2ml 

免疫小鼠。第 14天小鼠摘眼球取血分离血清，以PBS稀释 

10 倍。IgG含量测定同 1．2．4。 

1．2．6 溶血空斑形成细胞的测定 

实验结束前4天，每只小鼠腹腔注射20％SRBC 0．2ml。 

4天后断颈处死小鼠，取脾制细胞悬液，并调整细胞浓度为 1 

×10 ／ml。溶血空斑形成细胞测定采用平皿法【 ，稍有改 

进。每组5只小鼠，每只小鼠脾细胞悬液作3个平皿。 

1．2．7 数据处理 SPSS．10统计软件进行方差齐性检验和 

卡方检验。结果以平均值±标准差(岳±s)表示。 

2 结 果 

羊胎盘免疫调节因子对 LPS诱导小鼠脾淋巴 

细胞体外增殖及 B淋巴细胞分泌 IgG的影响(表 

1)。 

羊胎盘免疫调节因子对小鼠血清 IgG生成水 

平及溶血空斑形成细胞的影响(表 2)。 

3 讨 论 

胎盘作为我国传统的滋补中药，在《本草纲目》 

中早有记载，羊胎盘免疫调节因子是在羊胎盘活性 

成分中分离获得的具有免疫活性的多肽和核苷酸混 

合成分。本研究动物体内外实验结果表明，腹腔注 

射羊胎盘免疫调节因子，对免疫抑制小鼠分泌抗体 

能力具有显著改善(P<O．O1)，并具有剂量效应(P 

表 1 GPIF对 LPS诱导的小鼠脾淋巴细胞体外增殖及B淋巴细胞产生 IgG抗体的影响 

与对照组比较，P<0．01 一与低剂量组比较，P<0．01 
， 

表2 GPIF对BALB／e小鼠血清 IgG抗体水平及溶血空斑形成细胞的影响 

与模型对照组比较，P<0．01，一与低剂量组比较，P<O．01， 与中剂量组比较，P<O．05 
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<0．01)；直接作用于脾淋巴细胞，可显著促进 LPS 

诱导的小鼠脾淋巴细胞增殖，显著提高脾 B淋巴细 

胞产生抗体的能力(P<0．O1)。 

B淋巴细胞的主要功能是接受外来抗原刺激， 

增殖、发育为分泌抗体的浆细胞，并继而产生抗体， 

是体液免疫的基础。IgM是初次体液免疫应答早期 

阶段产生的主要抗体，具有较强的抗感染作用。 

PFC实验法所显示的溶血空斑 ，能够准确地反映动 

物机体产生 IgM的能力。我们通过测试羊胎盘免 

疫调节因子对免疫低下小鼠抗体形成细胞形成的影 

响发现，羊胎盘免疫调节因子能显著提高免疫抑制 

小鼠 IgM 的分泌能力，改善免疫低下小鼠初次免疫 

应答能力，提高其抵抗力。IgG是机体再次体液免 

疫应答产生的主要抗体，在机体防御机制中发挥抗 

感染、中和毒素及调理作用。实验结果显示，羊胎盘 

免疫调节因子可显著促进 LPS诱导的B淋巴细胞 

的增殖，提高体内外 B淋巴细胞生成 IgG的能力。 

因此，羊胎盘免疫调节因子可提高B淋巴细胞介导 

的体液免疫能力和抗感染能力。Durum L9_、殷建 

林[10]以及吴玮[11]等研究显示：小剂量 7射线辐射 

即可造成B淋巴细胞在细胞和分子水平结构的改 

变和损伤，因此，B淋巴细胞是辐射敏感细胞。研究 

结果也表明，全身一次性辐射5回 6。c0—7射线可造 

成小鼠B淋巴细胞分泌抗体能力的降低(P<0．01)， 

引起体液免疫的抑制，而羊胎盘免疫调节因子能促 

进免疫抑制小鼠抗体分泌能力的恢复。 

LPS既是B淋巴细胞的有丝分裂原，诱导脾细 

胞向B淋巴细胞转化和增殖，又可作为抗原，刺激B 

淋巴细胞分化为浆细胞，并产生抗体。研究中，我们 

把LPS作为 B淋巴细胞增殖诱导原和抗原，将 

GFIP直接作用于脾 B淋巴细胞进行抗体分析。研 

究结果表明，羊胎盘免疫调节因子具有与 LPS的协 

同作用，显著促进 LPS诱导的小鼠脾淋巴细胞的分 

裂增殖(P<0．O1)，提高脾 B淋巴细胞产生抗体 

IgG的水平。 

综上所述，羊胎盘免疫调节因子对机体体液免 

疫具有正调节作用，可通过提高B淋巴细胞的增殖 

和特异性抗体的分泌能力促进免疫抑制小鼠体液免 

疫功能的恢复。 

院) 

(注：作者现单位为西南农业大学蚕学与生物技术学 
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