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摘 要
:

【目的】研究当归芍药散加味方 ( D s )S 对老年鼠松果体功能的影响
。

【方法】4 0 只老年鼠 ( 18 个月 )

分为对照组
、

全方组
、

君臣药组
、

佐药组
,

分组灌服 D SS 及拆方水煎液
,

3 周后
,

取各组大鼠松果体进行培养
,

分离

松果体培养上清液 ( CP S )
,

然后加人到 oC
n

A 诱导的脾细胞增殖培养中
,

用 ic
e

lns
a
染色法和细胞计数测定脾细

胞增殖数量和有丝分裂率
、

增殖率
。

【结果】老年对照组
、

全方组
、

君臣药组
、

佐药组有丝分裂率分别为 (2
.

25 土

1
.

3 1 )
、

( 4
.

0 5 土 2
.

14 )
、

(3 9 5 士 1 0 7 )
、

(2
.

4 6 土 1
.

3 7 )
,

增殖率分别为 ( 1
.

3 0 士 0
.

0 1 7 )
、

( 1
.

5 6 士 0
.

0 1 1 )
、

( 1
.

5 1 士

0
.

01 3 )
、

( 1
.

25
士 0

.

巧 )
。

与老年对照组比较
,

D ss 全方组和君 臣药组脾细胞有丝分裂率
、

增殖率明显增多 ( 尸 <

0
.

01 )
。

【结论】结果表明服 D ss 可使老年鼠松果体分泌较多的促进淋巴细胞增殖的物质
。
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松果体是机体重要的内分泌器官
,

日夜周期性 衰老的发生
〔 l, ” 。

当归芍药散出 自(金匾要略 )的妇

分泌褪黑激素 ( me al ton in
,

M )T
,

衰老时松果体内 p 科名方
。

研究表明当归芍药散可改善老年性学习
、

肾上腺能受体 (刀
一

A击en er ig
c r ec eP ot sr

,

刀
一

A R ) 含量 记忆功能低下 鼠的空间学习记忆能力
,

改善老年小

减少
,

日夜周期性变化消失
,

M T 分泌减少
,

机体内 鼠平衡和协调运动功能
,

提高老年机体抗 自由基损

M T 含量显现 日低夜高周期性变化消失
,

加剧机体 害能力
,

促进衰老时中枢胆碱能神经功能低下的恢
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复
。

被认为是理想的抗衰老药物
「, 一 6】。

然而其是否

会影响到松果体的功能
,

仍无文献报道
。

因此
,

我们

用 当 归 芍 药 散 加 味 方 (
s u p p l e m e n t e d D a n g g u i

S h a o y a o s a n ,

D s s ) 及拆方水煎液灌服 老年大 鼠 3

周后
,

观察老年大 鼠松果体培养液对脾细胞 C on A

诱导细胞增殖能力的影响
,

现报道如下
。

1 材料和方法

1
.

1 实验动物和分组

实验动物选用二级 S D 大鼠
,

雌雄兼有
,

月龄

18 ~
20 月

,

动物笼养
,

昼夜交替环境 (由中山大学

实验动物 中心提供 )
。

大 鼠分为对照组
、

D ss 全方

组
、

君臣组
、

佐药组 4 个组
,

每组 10 只大 鼠
。

1
.

2 D S S 水煎液制备及给药方法

选用当归
、

白芍
、

川芍
、

白术
、

泽泻
、

获荃等 中药

(均购于广州药材公司
,

经广州中医药大学药鉴教

研室鉴定 )
。

按 D S S 的全方
、

君臣药 ( Ju n e h e n )
、

佐药

( Z u o) 分别第 1 次用 8 倍水分煎 Z h
,

第 2 次 6 倍水

分煎 1
.

s h (剂量和方组根据
“

中药名方进展
”

)
,

二

次分煎液体合并浓缩至每毫升含生药 1 9 的液体
,

根据分组分别灌服相应的中药水煎液 5 m L
,

老年

对照组灌服蒸馏水 5 m L
,

连续 3 周
。

1
.

3 动物取材

动物在 10 9 / L 戊 巴比妥钠 ( 4 0 m g / k g
,

腹腔注

射 ) 麻醉下
,

在深夜 O 时 一 1 时红灯下开颅分离松

果体
。

1
.

4 松果体培养上清液制备

将各组松果 体放人含有 1 m m ol / L 色氨 酸的

10 0 9 / L 小牛血清的 R P M x l 6 4 o 培养液 ( 0
.

5 m L /

管 )
,

置 37 ℃ 体积分数 5 % c 0
2

培养箱 中培养 20

m in 后
,

每管加入 0
.

25 m L 异丙 肾上腺素 (终浓度

10 林m d / L )
,

继续培养 60 m in
,

培养结束后收集上

清液
,

即松果体培养上清液 ( p i n e a l c u l t u er s u p e --r

n a t e ,

p C 液 )
「7 ’ 。

1
.

5 松果体培养液对 刀豆球蛋白 A 诱导脾细胞

增殖的影响

用青年 鼠 ( 2 个月龄 )脾脏分离脾细胞
,

用含体

积分数 10 % 小牛血清 R P M l l 64 O 培养液稀释备用
,

将 1 x l0
6

脾细胞移人培养瓶 中
,

加入终质量浓度

为 1
.

2 5 林g / L 刀 豆 球 蛋 白 A ( C o n e a n a v o l i n ,

oC
n

)A
,

同时分别加人各组 P C 液 (终浓度分别为

0
.

6 2 5 %
、

1
.

2 5 %
、

2
.

5%
、

5 %
、

10 % P C 液 )和普奈洛

尔 10 林m ol / L
。

加人含体积分数 10 % 小牛血清的

R PM l l 6 4 o 培养液至 10 m L
,

C O
Z

培养箱培养 3 d ( 3 7

℃ 体积分数 5 % C o
Z

)
,

然后制成细胞悬液
,

稀释后

用血球计数器计算活细胞数
,

每瓶计算 4 次
,

取均

数 (用台盼蓝染色 )
。

1
.

6 松果体培养液对脾细胞分裂和姐妹染色体

交换率 ( S is t e r 一 e h r o m a it d e x c h a n g e s ,

s C E )的影响

1
.

6
.

1 细胞制片和染 色 用 1 x l护 脾细胞加到

培养瓶内
,

同时加人体积分数 5 % 服 D SS 及拆方 P C

液和含体积分数 10 % 小牛血清的 R P M l l 64 0 培养

液至 10 m L
,

加人 C on A 终质量浓度为 5 林g / L
,

置

37 ℃ 培养箱 中培养
,

2 4 h 后
,

加人 Br d U (终质量浓

度 10 协g / L )
,

再培养 4 s h
,

终止培养前 14 0 m i n 加

人 0
.

04 此 秋水仙素
,

终止培养时
,

用吸管将培养

液和细胞移人离心管
,

离心 2 0 m i n
( 2 2 0 0 : / m i n ,

; 二 1 0 C m )
,

去上清液
,

加人 3 7 ℃预温的 7 5 m m o l /

L 的 K CI 液至 10 m L
,

在 37 ℃条件下低渗处理 20

m i n ,

离心 r o m i n
( 1 o o o r / m i n , : = x o C m )

,

去上清

液
,

用新配固定液 ( 3 份 甲醇 : 1份冰醋酸 ) 10 m L
,

固定 30 m in
,

离心去上清液
,

加入 固定液
,

冰箱过

夜
,

离心去上清液
,

加人 O
、

5 一 1 m L 固定液制成细

胞悬液
,

用吸管将细胞悬液滴人冰冷的干净载玻片

上
,

晾干
,

65 ℃烘烤 2
.

s h
。

置室温 1周
。

用上述所

制的玻片用 Z x s s e 液处理 Z o m i n
( 6 0 ℃ )

,

同时用

紫外线灯照射
,

用 G i e m s a 染色 1 0 m i n 。

1
.

6
.

2 观察指标 ①用 100 倍显微镜观察
,

各组

细胞测定 10 0 个中期细胞
,

计算第 1周期 ( M
l ,

染色

体双侧均染色 )
、

第 2 周期 ( M
Z ,

染色体单侧染色 )
、

第 3 周期 ( M 3 ,

部分染色体染色 )的细胞数
。

②有丝

分裂率
,

计算 1 0 0 0 个细胞中中期细胞数
。

③增殖

率
,

10 0 个 中期细胞中 ( 1 x M
,

细胞数 ) + ( 2 x M
:

细

胞数 )
+

( 3 x M
3

细胞数 ) / 10 0
。

④ 姐妹染色体交换

率
,

各组测定 3 0 个 M
:

期细胞染色体交换的次数
。

1
.

7 统计学方法

先 行 A N O V A 分 析
,

再 用 S tu d e n t
一

N e w m a n -

K eu l s 方法对各组数据进行统计学处理
。

2 结 果

2
.

1 服 D S S 鼠松果体培养液对培养脾细胞的一

般形态改变

加人松果体培养液脾细胞培养 iG e m sa 染色标

本在镜下显示
,

全方组和君臣药组中期细胞明显多
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,

等
.

当归芍药散加味方对老年鼠松果体功能的影响 3 3 5

于其它各组 (图 1 )
。

S C E 各组间差别不明显
,

其它

细胞形态未见明显改变
。

2
.

2 服 D S S 及拆方 鼠 P C 液对脾细胞分 裂和

S C E 的影响

加人 服 D SS 及 拆 方 鼠 P C 液 对培 养脾 细胞

G i e m s a
染色标本显示 (表 l )

,

加人 D S S 及拆方鼠

P C 液培养脾细胞 iG e m sa 染色标本细胞有丝分裂

率和增殖率全方组和君 臣组明显高于其余各组
,

差

别有高度显著性意义 (尸 < 0
.

01 )
。

表 1

T a b l
e

服 D SS 鼠松果体培养液对脾细胞分裂和 S C E 的影响

Ef fe e t o
f P C S

tos is a n
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e n o e y t e m i
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忍 = 10

G or
u P

C
o n t or l

D S S

uJ
n e h e n

Z u o

SC E / e e
ll
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.

1 7 土 1
.

2 1

5
.

9 2 士 1
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1 3
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64 士 1
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14

6
.

6 3 士 1
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1 5

M i t o li e in d e x

2
.

2 5 士 1
.

3 1

4
.

0 8 士 1
.

14 1 )

3
.

9 8 士 1
.

0 7
, )

2
.

4 6 士 1
.

3 7

Por life ar ti o n in de x

1
.

3 0 士 0
.

0 17

1
.

8 6 士 0
.

0 1 1 1 )

1
.

8 1 士 0
.

0 13 1 )

1
.

2 5 士 0
.

1 5

l ) C o m p a r e d w i r h e o n t or l 脚
u p , p < 0

.

0 1

2
.

3 服药大鼠 P C 液对培养脾细胞增殖的影响

服 D sS 及拆方老年大 鼠 P C 液对 Con A 诱导脾

细胞增殖培养的细胞数对照组为 ( 1
.

5 3 土 0
.

2 2 )
x

10 5 / m L
,

D S S 组 ( 1
.

8 3 土 0
.

2 1 )
x 10

5 / m L
,

君臣组

( 1
.

7 2 土 0
.

1 3 )
x 1 0

5
/ m L

,

佐药组 ( 1
.

5 2 土 0
.

17 )
x

or
s / m L

。

结果显示 D SS 全方组和君臣组的细胞数

明显高于对照组
,

差别有显著性意义 ( p < 0
.

0 1 )
。

全方组的升高作用较君臣组更大
,

差别有显著性意

义 ( P < 0
.

0 5 )
。

2
.

4 不同浓度服 D S S 及拆方老年大 鼠 P C 液对

培养脾细胞增殖的影响

不同浓度服 D S S 全方和 D S S 君臣
、

佐药的老

年大 鼠 P C 液对脾细胞 C on A 诱导增殖培养的细胞

数如表 2
。

结果显示
,

随着 P C 液增加 D SS 全方和

D SS 君臣组的培养脾细胞数明显增加
,

全方组 P C

液浓度为 2
.

5 %
、

5 %
、

10 % 和君臣组为 5 %
、

or % 的

脾细胞数明显多于两组含量为 0
.

6 25 % 剂量组 ( 尸

< 0
.

01 )
。

佐药组的培养脾细胞数各 P C 液浓度组

差别不明显
。

T ab l
e Z

表 2 不 同浓度 CP 液对培养脾细胞增殖的影响

Effe
e t Of d iffe er n t d

o s e s o f P C s o
l

u t io n o n e u l t u r e
d

s p l
e n

oc yt e p r
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(
e e

ll
x 1 0 5 / m L

, n = 1 0 )

0
.

6 2 5 % 1
.

2 5 % 2
.

5 % 10 %

1
.

5 6 士 0
.

1 3

1
.

5 1 土 0
.

2 3

1
.

5 2 土 0
.

1 1

1
.

6 1 土 0
.

15

1
.

5 8 土 0
.

1 6

1
.

5 5 士 0
.

2 1

1
.

7 1 士 0
.

1 1 1 )

1
.

6 2 士 0
.

19

1
.

5 3 士 0
.

1 8

1
.

8 3 土 0
.

2 1 1 )

1
.

7 2 士 0
.

13 1 )

1
.

5 2 士 0
.

17

1
.

6 9 土 0
.

1 7 1 )

1
.

7 6 土 0
.

19
’ )

1
.
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3 讨 论

松果体分泌的 M T 对机体有多方面的功能
,

如

调节生殖系统
、

免疫调节
、

抗自由基损害
、

影响其他

神经内分泌腺
、

应激和睡眠等 陌
’ ” ]。 M T 对免疫系

统和抗 自由基损害作用近年来尤其引起人们极大

关注
,

被认为是 M T 抗 衰老及其它生理作用的基

础
。

研究表明 M T 可明显提高机体淋 巴细胞功能
,

促进淋巴细胞增殖
。

本研究显示
,

服 D S S 全方 中药和君 臣中药老

年大 鼠松果体培养液可 明显促进 C on A 诱导脾 细

胞增殖的细胞数和脾细胞中期分裂率和增殖率
,

说

明该 2 组脾细胞分裂活跃
,

增殖明显增多
,

表明松

果体培养液中含有促进脾细胞增殖的活性物质
。

松

果体分泌最主要的活性物质是 M T
,

而 M T 同样有

促进脾细胞增殖作用
。

因此我们可以认为服 D sS

全方和君 臣 中药后老年大 鼠松果体处于一个较好

的分泌状态
,

受到异丙肾上腺素刺激后引起松果体

内 p
一

A R 兴奋分泌 M T 增加
。

不同浓度 D SS 全方和

君 臣组 P C 液对脾细胞增殖作用 2 组 间差别不明

显
,

说明全方组和君臣组 P C 液 中有相近的 M T 含

量
。

已有研究证明白芍总贰可促进松果体功能低下

大 鼠胸 腺和脾 淋 巴细胞 的致分裂素反应低下和

IL
一

2 生成减少
【川

,

而 D S S 全方和君臣均含有大量

的白芍总贰
。

因此
,

D S S 促进老年鼠松果体功能作

用有可能是通过白芍总贰作用使老年 鼠松果体分

泌 M T 增加
。

此外
,

我们以往研究表明 D SS 全方组

可明显提高老年 鼠松果体 p
一

A R 含量
,

而 p
一

A R 是

松果体分泌 M T 主要调节受体
,

这也可能是服 D SS

老年大鼠松果体分泌较多的活性物质机制之一
。

已有许多研究表 明
,

M T 保护细胞内 D N A 免受
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自由基
、

放射线
、

致癌物等的损害作用
,

可减少细胞

内 S C E 发生
。

我们原本设想松果体培养液也可能

会影 响细胞内 S C E 发生
,

然而本研究并没有得到

服 D S S 中药老年大 鼠松果体培养 液可减少脾细胞

内 S C E 发生的结果
,

这可能是 D S S 使老年 鼠松果

体分泌 M T 增加的量还不足以引起脾细胞 S C E 发

生差别
。

总之
,

本研究发现 D S S 使松果体处于较好的

功能状态
,

可分泌较多的促进脾细胞增殖的活性物

质
。

D S S 药理作用和 M T 对机体的作用极相似
,

使

我们联想到 D S S 对机体的作用可能是通过 D SS 促

进机体松果体分泌较多的 M T 实现 的
。

(本文图 l 见第 4 1 6 页
.
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