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ABSTitACT In vitro experiments showed that 250— 

500 Pg ·ml of the polysaeeharides isolated from 

Medicago yativa L (MSP)increased mouse lymphocyte 

uptake of PH]thymidine(TdR)induced by PHA—P 

(0．i5％)．ConA(5,ug·ml )，LPS(20 Pg·ml )． 

and PWM (2 Pg·ml一 )at maximum by 5．13士0．81， 

0．75士0．08，4．52士0．36．and 0．86士0．24 folds，re— 

speetively．After MSP iP f0r 5 d。the aver~lge count of 

mouse splenic 1ymphoeytes in ]25 mg·kg ·d_。 

group increased from 1．4士0．4(×10 )／mouse to 3．6 
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±0．5(× 10 )／mouse：in 250 mg·kg ·d dose 

groupincreasedtO13．54-0．3(×10 )． MSP 125mg 

‘ kg一 ‘d一 or 250 mg·kg ·d ip for 5 d 

partially or completely antagonized the effeCt of cy- 

clophosphamide(2OO mg-kg ·d X1 d)on lym 

phocyte decrease，the average number of lymphoeytes／ 

mouse geeovered from 1|04土 0．23 (× 】0 ) tO 

2．1士0．4(×l0 )and 2．9士0．6(×10 )，respective— 

ly．In addition，the[yraphoc~e reactivity tO Con A in 

MSP ip 125 mg·kg ·d ×5 d group enhanced by 

60％，in 250 mg·kg ·d ×5 d group by l56 ． 

The abilities of PWM — induced antibody production 

were elevated 51 and 78 ，respectively． 

KEY WORDS Medicago satlva~ polysaccharides 

immunologic adjuvants 

摘要 苜蓿多糖(MSP)体外增强 PHA，Con A，LPS 

和 PWM 诱导的淋巴细胞增殖反应． MSP 125 mg 

· ·d_。和 250mg·kg_。·d_。ip 5 d后，睥淋 巴 

指 数和 淋 巴细 胞 数 显 著提 高．后 者 由1．4土 0．4 

(X10 )分 别增加到 3 6±0．5(X10 )和 13．5土3．0 

(×10 )．上述二剂量组小 鼠淋巴细胞对 Con A (5 Fg 

·ml叫)反应分别提高 60 和 156 ：对 PwM (1 

·nd_1)诱 导 的抗 体产 生分别 提 高 51 和 78 ．ip 

MSP还可部分拮抗环磷酰胺降低淋巴细胞作用． 

剂，迄今报道有免疫活性的多糖为数不少，用 

于临床的不过香菇、溶链菌、云芝、茯苓和猪苓 

等多糖，究其应用不多的原因，不外临床效果 

不佳和毒性．后者是细菌微生物多糖受限的主 

要原因；而植物多糖多无毒性而受到重视．紫 

苜蓿为豆科植物，有清热解毒、治黄疽、尿路结 

石和夜盲症等功效．近年来发现紫苜蓿皂甙用 

于治疗高胆固酵有效“ ．苜蓿多糖是从紫苜蓿 

中提取的植物多糖，有关研究尚未见报道．本 

实验研究该多糖对免疫细胞及其功能的影响， 

为临床应用提供实验依据． 

MATERIALS AND MFrI加lDS 

苜蓿多糖 紫苜蓿(Medicago sativa L)采自河北 

省任丘县，自其根提取多搪．经茚三酮法检查，苜蓿多 

糖(MSP)不含蛋白质．以半乳糖醛酸为标准，测得多 

糖含量99．7 ．该多搪FeCI 反应阴性，碘试验呈棕 

色，爱尔辛兰试验呈兰色，说明其不含鞣质和淀粉，为 

酸性多糖．三氟醋酸水解，薄层层析检查，含葡萄搪、 

甘露搪、鼠李搪、半乳糖醛酸和另一种未知单搪，含量 

之比未测．超滤法检查MsP分子量在2--6万 

小鼠分组 C BL／6小鼠，0，6 wk，体重2o 

±s 1 g，购自中国预防医学科学院流行病研究所动物 

中心．BALB／c小鼠，0，6wk，体重205： 1 g，本所 

动物室供给． 

将小鼠随机分组，I组|p生理盐水，II．III，IV组 

分别ipMSP125，250，500mg-kg ·d X 5 d．解 

剖、摘脾称重，制备分离淋巴细胞并检测其免疫活性． 

环磷酰胺(cyelophosphamide，Cyc，上海十二制药 

厂)处理的小鼠在分组前im Cyc 200 mg-kg_1·d 

×1 d或X 2 d，次日分组，按上述II和III组ipMsP． 

淋巴细胞镧备 小鼠脾脏制成单细胞悬液．经 

Ficoll密度梯度离心，收集界面层淋巴细胞．洗净后计 

数并悬浮于含 5 FCS的RPMI一1640培养液中备 

用． 

对外源凝集素反应的促进作用“ 用[ H]TdR 

参入法测定．淋巴细胞浓度 2X10 6-ml ；MSP行倍 

比稀释，浓度从3o到500 bLg-ml--1．在 96孔培养板 

上，每个多搪浓度和对照各占3个孔．外源凝集素固 

定在最适浓度：P}IA—p(Difco)0．15 ，Con A(Sig 

ma)5 g·ml～， LPS(北京生物制品所)20 g 
· m1 和PWM (Si胛 a)2 g-m1 ．在 37℃ 5 

CO 条件下刺激48 h，最后 6 h每孔加[3H]TdR18．5 

kBq，测定各孔参入的dpm． 

MSP体内增量免疫功能的效应 小鼠分组用生 

理盐水或多糖处理后，按上述方法检查各组小鼠脾淋 

巴细胞对外源凝集素的反应能力．与体外法不同的是 

培养细胞时不加MSP． 

MSP对机体产生抗体能力的影响。 ip生理盐 

水或MSP的小鼠，分组制备胸脾淋巴细胞，悬浮于含 

2 FCS RPMI一1640的培养液中，细胞浓度 5X10 

·ml ，加PWM 1 g·ml ，在3TC 5 CO2条件 

下培养6 d，收集上清液测定淋巴细胞分泌的lgG． 

IgG的测定 双抗体夹心ELISA法测定．羊抗小 

鼠IgG抗血清1 t 32，购自军事医学科学院流行病研 

究所，包被浓度1：1500．底物OPD．羊抗小鼠IgG抗 

体结合物HRP(Sigma)使用浓度 1 t 3000，在MTP- 
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32(Corona Electric Co，Japan)酶标仪上测定，̂ (测 

量)=495 nm， (参照)一630 flm． ‘ 

RESUL IS 

MsP提高小鼠的脾指数并使脾淋巴细胞 

增多 连续 ipMSP 5 d，无论是正常小鼠，还 

是 Cyc处理过的小鼠，与对照组相 比，均有显 

著变化． 正常对照小 鼠 ( =5)脾占体重的 

0．42士0．06 ； 125 mg·kg ·d X5 d组 

小鼠 ( =5)为 0．95士0．10 1 ip MSP 250 

mg·kg ·d X 5 d 组 ( 一 5)为 1．18 

士0．08 ． 与对照组相 比，二实验组均 P< 

o．o1．对照组 的脾 淋 巴细胞 为 1．4士0．5(X 

10 )；二实验组的分别为 3．6士 0．5(X10 )和 

13．5士 3．0(X10 )．与对照组相比P值分别 
< 0．05和 < O．O1． 

Cycim 200 mg·kg ·d X2 d，MSP仍 

可使淋巴细胞数量部分或全部恢复．各组均 12 

只小鼠，实验结果显示 ，未经 Cyc处理的空 白 

对照组，小鼠脾淋巴细胞为 2．95：0．6(X10 )； 

Cyc处理过不给多糖的对照组为 1．04士0．23 

(X l07)，Cyc处理使脾淋巴细胞明显减少，二 

组相比 P<0．01．Cyc处理后给 MSP，Cyc+ 

125mg·kg ·d 组的脾淋 巴细胞数为 2．1 

士0．4(X107)，Cyc+250mg·kg ·d。。组为 

2．9士0．6(×10 )，与空白对照组几乎没有差 

异； 比Cyc对照组显著增高， P值分别< 

0．05和< O．01． 

MSP对外源凝集素反 应 的促进作 用 

MSP体外增强正常小鼠脾淋 巴细胞对 PHA， 

Con A，LPS和 PWM 诱导的有丝分裂 反应， 

前三者的结果如 Tab 1所示． 

MSP增强 PWM 诱导的有丝分裂反应结 

果如下：不加多糖的对照为 20 662士95 dpm， 

MSP 31／tg·ml 时 30 662士30 dpm，MSP 62 

g·ml 时 37 424士5149 dpm，达到高峰，以 

后随多糖剂量缓慢下降，多糖 500 g·ml 时 

31 175士1142 dpm，与对照相比P<o．o1． 

MSP对机体 免疫功 能的刺激作用 ip 

MSP后，小 鼠脾淋 巴细胞的免疫活性提 高， 

Tab 2表示增强 PHA和 Con A诱导的淋转结 

1 b l- In ~．iLro potentiating d蕾巳ct of M ed／ca~ sati~  

L polysacchartdes (MSP) on lectin—induced lym- 

phoblasts．2× l0 BAI B／c m use lymphgcytes in 0-2 

m l medium were stim ulated by PH A—P．Con A or LPS 

with or without M SP for 42 h and sulmequenfly wert 

Incorporated with pH]thynddiae 18．5 kBq for 6 h． 

The jncorpora tlon was me~nred via llqudd seantllla— 

tion．^= 4．x土 j， ’，> 0．05， 一P< 0．05， ⋯ ， 

< 0．0l哪 contro1． 

MSP／ PHA—o／ ConA／ LPS／ 

姆 · 0-15 5姆 ·ln【一 20坶 · 

果．Cyc降低机体淋巴细胞对 LPS的反应，如 

果 Cyc处理后 ipMSP，可以拮抗 Cyc的抑制 

作用，使 LPS反应恢复正常，见 Fig 1． 

Tab 2- Effect of ip M edi~ go sati~n L poly-~tccha- 

rides (MsP)on m0use lymphocyte transformation in— 

duced b，PHA and Co n A．M ice were randomly divided  

|Ⅱlo 3 gm叩s： Ip MSP 0，125，and 250 mg—kg 

一d × 5 d，respectively- lym pho-blast w deter— 

mined蚰 des刚 bed jn Tab 1． ’P> O．05， ”P<  

m O5， ⋯ P< O．0l vs contro1． 

Lymphobiast i~omorateB[aH]TdR／dpm 

L cm C~ tro【 125 250 

group mg· 一 ·d一 w · ·d— 

Con A／m · 一l( 一8】 

10 00ff45士11337 

PHA—p， (^一 ) 

0 3310士280 

m I50 14405± 1070 

4890士41 7’ 
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0 8 25 12 5 

L]popolysacchsnd~$／ g·ml一】 

Fig 1- Antagonistic effect of Med~~ago sati~n L 

p0I，sHcchnrIdes (M SP)against the inhibition of cy- 

dopho6phamLde (Cyc)to LPS-stimudated blast． 一6． 

土 Nm-mal mice(0)． Cy~一treated mice(●)． 

Cyc-treated mice re ip MSP 125(×)and 250(口) 

mg· -1·d × 5 d． ’P > 0．05， 。’P < 0．05， 

⋯ P<O．O1 w (● )group． 

此外，ip MSP能提高机体 淋巴细胞产生 

抗体的能力．PWM 诱导的 IgG测定结果 ：对 

照组 ( 一8) 4250±414 ng·ml ；125 mg 
·kg ·d ×5 d多糖组 (7"／=8)为6430±598 

ng’ml-1；250 mg·kg-1·d ×5 d多糖组( 一 

8)为7580~812 ng·ml～，二实验组分别提高 

5l 和78 ． 与对照组相比P值分别<0．05 
和 < 0．01． 

m SCUssl0N 

MSP刺激小鼠脾指数和脾淋 巴细胞增多 ， 

在5批实验中，虽然批间有差异，但趋势一致． 

在体外 ，MSP可以相当明显地刺激 PHA、Con 

A、LPS和 PWM 诱导的有丝分裂反应，多糖浓 

度3l～62 g·m1 就有统计学意义．ip MSP提 

高机体对 PHA和 Con A的反应，多糖剂量以 

250 mg·kg ·d ×5 d左右为宜；剂量为500 

mg·kg ·d ×5 d时，小鼠脾指数和脾淋巴细 

胞数 目，略低于250 mg·kg ·d ×5 d剂 量 

组，对 PHA、Co n A等的反应比低剂量组降低 ， 

说明剂量过高过低都不适宜，这是免疫增强剂 

的特点． 

ip MPS能部分或全部地嵌复 Cyc处理机 

体对 LPS反应能力的降低．但在5批实验中有 
一

批，Cyc处理后 ip MSP体重略有减轻，脾淋 

巴细胞对 LPS的反应能力亦没有明显恢复．原 

因不明． 

淋巴细胞在有丝分裂原作用下，从静止进 

入分裂状态，在 S期合成 DNA，[3H]TdR参 

入高峰时间因有丝分裂原而异．PHA刺激的 

[ H]TdR参入在48—72 h最高，此期间在显 

微镜下观察，发现淋巴细胞体积增大、胞浆增 

多、核质致密及细胞生长旺盛 ．呈母细胞化相． 

若小鼠 ip MSP 125 mg·kg ·d ×5 d或250 

mg·kg ·d ×5 d，在相同的刺激和培养条件 

下 ，尽管在镜下观察仍发现期间淋巴细胞转化 

明显，但[ H]TdR参入高峰提前，参入的 dpm 

值20 h时高于48 h，更高于72 h的dpm值，与 

正常小鼠的实验结果明显不同，说明 iP MSP 

后，淋巴细胞的 s期缩短或提前．这提示 MSP 

有缩短细胞周期的作用， 
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