
论著!基础研究
!!

+,-

(

!&.#"'"

)

/

.-001.!'(!23#43.%&!(.!".&&(

孕乳期补充维生素
U

对仔鼠生长发育及细胞免疫功能的影响#

黄利华!

#胡庆兰!

#李伟明!

#柳国胜%

#李宜花%

!

!.

广东省清远市妇幼保健院科教科
!

7!!7&&

*

%.

暨南大学附属第一医院儿科#广州
7!&'#&

$

!!

"摘要#
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目的
!

研究孕乳期补充维生素
U

!

L-GU

$对仔鼠生长发育及细胞免疫功能的影响%方法
!

选用
!%&

只小鼠依据

L-GU

治疗剂量不同分为高&中&低剂量组!各
#&

只$#分别给予
L-GU

滴剂
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#并设置对照组!

#&

只$不给予
L-GU

%

观察幼鼠体质量&外周血
%72

羟维生素
U
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%72
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#

(#分别测定细胞免疫功能!迟发性变态反应实验$&体液免疫功能'包括抗体

生成细胞数和半数溶血值!
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$测定(&单核
2

巨噬细胞吞噬功能!包括小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞实验和碳廓清实验$#并进

行
*

淋巴细胞亚群流式细胞术测定%结果
!

随着
L-GU

剂量的增加#子鼠外周血中
%72
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Y^

$

U

#

及钙离子水平逐渐升高#与对照

组比较#差异均有统计学意义!

$

%

&.&7

$*体质量及体长逐渐增加#各剂量组间比较#差异无统计学意义!

$

&

&.&7

$%与对照组比

较#高剂量组&中剂量组足趾肿胀度&吞噬百分率&抗体生成细胞数&血清溶血素
)̂

7&

均增加#吞噬指数均减低#差异均有统计学意

义!
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$%随
L-GU

剂量的增加#
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淋巴细胞数量和
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[逐渐增加%结论
!

孕乳期补充
L-GU

可促进子

代小鼠的生长发育#具有增强机体免疫功能的作用%

"关键词#
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维生素
U

!

L-GA?-1U

#

L-GU

"是一类具有生物活性的维生

素#其生物学功能表现为维持血钙磷稳定和保持骨骼的生长%

近年来大量研究证实#

L-GU

具有神经内分泌激素功能#可以调

节组织细胞的免疫功能+

!

,

%最近学者越来越重视母体
L-GU

状

况对子代生长发育和免疫功能影响的研究%有临床研究证实#

小于胎龄的胎儿其母亲孕期
L-GU

水平显著低于正常人群#这

提示母亲孕期
L-GU

水平可能与胎儿的生长发育有关+

%

,

%关于

不同剂量母体
L-GU

对子代生长发育及免疫功能的影响鲜见文

献报道%基于此#本研究观察了母体接受不同剂量
L-GU

干预

对小鼠生长发育及细胞免疫功能的影响#从而为
L-GU

的合理

使用提供实验依据%
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!

材料与方法
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!

材料
!

!%&

只清洁级
:)5

小鼠#

3

周龄#雄鼠体质量为

#%

"

#4

I

#雌鼠体质量为
%3

"

#&

I

#购于北京维通利华实验动

物技术有限公司+实验动物合格证批号(

;)ZV

!京"

%&!%2

&&&!

,%小鼠饲养于第三军医大学实验动物饲养中心#分笼饲

养#温度!
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b

#湿度!
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#人工光照#明暗各
!%H

)

+

#

%4H

自由取食和饮水%

!."

!

主要仪器与试剂
!

含小牛血清的细胞培养液$磷酸盐缓

冲液!

QT;

"$绵羊红细胞!

;5T)

"$补体$鸡红细胞$瑞氏染液$

文齐氏液$异硫氰酸荧光素标记的抗小鼠
)U4

及
)U3

!

N:*)2

)U4

$

N:*)2)U3

"单克隆抗体!武汉博士德生物有限公司"$
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,测定试剂盒 !上海生工生物有限公

司 "$紫外分光光度仪!美国
TU

公司"$

N6)0,EG

流式细胞仪

!美国
TU

公司"$二氧化碳培养箱!上海基玛公司"$离心机 !上

海基玛公司"$倒置显微镜 !日本
9-_,1

公司"$恒温水浴锅$细

7!'%

重庆医学
%&!(

年
(

月第
4'

卷第
!"

期

#

基金项目(清远市产业技术研究与开发资金项目!

%&!#6&!4

"%

!

作者简介(黄利华!

!"(7$

"#副主任中医师#博士#主要从事血液病及其

免疫机制方面的研究%



胞计数板$游标卡尺$全自动生化分析仪等%
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方法

!.B.!
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动物分组
!

将雌鼠分成
6

$

T

$

)

$

U4

组#每组
#&

只#

6

$

T

$

)

组分别给予
L-GU

滴剂#

6

组为高剂量组!

L-GU

滴剂

#.44:W

"#

T

组为中剂量组!

L-GU

滴剂
!.(%:W

"#

)

组为低剂量

组!

L-GU

滴剂
&.3':W

"#

U

组为对照组不给予
L-GU

%常规饲养

#+

后#按雌雄比例
%a!

将大鼠合笼#从第
%

天清晨开始观察#

查到阴栓者单笼饲养#并记录为孕
&+

%实验期从孕
!"+

至哺

乳期第
%%

天#在常规给予普通饲料的基础上#将上述实验药物

灌胃%观察雌鼠的一般情况#至雌鼠分娩期及哺乳第
%%

天#分

别测定母鼠$仔鼠各实验室指标%每组取
%&

只孕鼠于孕
!3

周

剖杀#称量活胎体质量#测量活胎鼠身长#并对胎鼠免疫功能进

行评价%

!.B."

!

外周血
%72
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Y^

"
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#

及钙离子水平检测
!

分娩期与哺

乳第
%%

天分别抽取母鼠$仔鼠鼠尾静脉血#于
#&?-1

内#

#7&&

E

)

?-1

离心
7 ?-1

#采用放射免疫分析!

EA+-,-??C1,A00A

P

#

5:6

"检测外周血
%72

!

Y^

"
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#

水平#步骤均严格按照试剂盒说

明书操作%采用全自动生化分析仪测定血钙水平%

!.B.B

!

细胞免疫功能检测
!

采用足跖增厚法#每只子鼠静脉

注射
&.%?<%>

!

@

)

@

"

;5T)

%免疫后
4+

#测量左后足跖部厚

度#然后在测量部位皮下注射
%&

)

<%&>

!

@

)

@

"

;5T)

#注射后

于
%4H

测量左后足跖部厚度#同一部位测量
#

次#取平均值%

!.B.C

!

小鼠体液免疫功能检测
!

采用腹腔巨噬细胞吞噬鸡红

细胞及碳廓清实验方法(给子鼠腹腔注射
!>

的鸡红细胞悬液

!?<

#然后处死小鼠#用毛细吸管吹吸混匀腹腔内液体#制作

涂片#瑞氏染液染色
7?-1

%计数巨噬细胞吞噬鸡红细胞情况#

计算吞噬百分率%吞噬百分率
X

吞噬有鸡红细胞的巨噬细胞

数)总巨噬细胞数%按
&.!?<

)

!&

I

剂量给于小鼠墨汁#注入

墨汁后
%

$

!&?-1

分别从内眦静脉丛取血
%&

)

<

#并立即将其加

入到体积总数为
#?<

的
&.!>9A

%

)Y

#

溶液中%用
(%!

分光

光度计在
'&&1?

波长测定的吸光度!

C

"值#以
&.!>9A

%

)Y

#

溶液作空白对照%

_X

!

D

I

C

!

$D

I

C

%

")!

7

%

$7

!

"%

!.B.D

!

小鼠单核
2

巨噬细胞吞噬功能检测
!

采用半数溶血值

!

)̂

7&

"和抗体生成细胞数测定方法(小鼠处死后无菌条件下

取出脾脏#制成细胞悬液#

%&&&E

)

?-1

离心
!7?-1

#加入裂解

液裂解红细胞#反复离心去除血小板%用培养液调整细胞浓度

为
7e!&

'

)

?<

%取
!?<

细胞悬液#加入
!&>;5T)&.7?<

#

补体
!.&&?<

#设生理盐水为空白组%

#(b

水浴
#&?-1

#冰

浴终止反应%分光光度仪测定
C

值%将小鼠血清
!.&&?<

#

7>;5T)&.7&?<

#补体
!.&&?<

混合#另设生理盐水为空白

组%

#( b

水浴
#& ?-1

#冰浴终止反应#

%&&&E

)

?-1

离心

!7?-1

#取上清液
!.&&?<

加文齐氏液
#.&&?<

#静置
!&?-1

#

分光光度仪测定
C

值%另取
7>;5T)&.%7?<

#加入文齐氏

液
4?<

#分光光度仪测定
C

值#即为实验中所用
;5T)

半数溶

血时的
C

值%血清溶血素
)̂

7&

X

!样品的
C

值)
;5T)

半数溶

血时的
C

值"

e

稀释倍数%

!.B.M

!

流式细胞术检测
*

淋巴细胞亚群变化
!

制备淋巴细

胞悬液
!e!&

'

)

?<

#分别加入
N:*)2)U4

$

N:*)2)U3

单克隆抗

体
%&

)

<

%

4b

温浴
#&?-1

%

QT;

溶液洗涤
#

次#采用流式细

胞仪检测阳性率%

!.C

!

统计学处理
!

8EA

O

HQA+QE-0?4.&

软件!

8EA

O

HQA+;,KG2

JAEF

#

;A1U-F

I

,

#

)6

#

W;6

"对数据进行分析#计量资料以
1i"

表示#符合正态分布者两样本比较采用独立样本
7

检验#非正

态分布者采用非参数统计
=A112̀ H-G1F

P

检验或
VEC0_AD2

ÀDD-0

检验%以
$

%

&.&7

为差异有统计学意义%

"

!

结
!!

果

".!

!

一般情况
!

各剂量组吸收胎数$平均每窝吸收胎数与对

照组相比#差异均无统计学意义!

$

&

&.&7

"*而各剂量组死胎

数和平均每窝死胎数均高于对照组#差异均有统计学意义

!

$

%

&.&7

"%随着
L-GU

注射剂量的增加#子鼠外周血中

%72

!

Y^

"

U

#

及钙离子水平逐渐升高#与对照组比较#差异有统

计学意义!

$

%

&.&7

"#见图
!

%

!!

#

(

$

%

&.&7

#与对照组比较

图
!

!!

各组小鼠外周血
%72

$

Y^

&

U

#

及钙离子水平比较

"."

!

L-GU

对子鼠体质量及体长的影响
!

与对照组比较#各剂

量组子鼠的体质量及体长均不同程度的增加#差异均有统计学

意义!

$

%

&.&7

"%随着
L-GU

剂量的增加#体质量及体长逐渐

增加#各剂量组间比较差异无统计学意义!

$

&

&.&7

"#见表
!

%

表
!

!!

L-GU

对子鼠体质量及体长的影响$

(X#&

%

1i"

&

组别 体质量!

I

" 体长!

B?

"

高剂量组
!.3"i&.&"

#

%.3"i&.&"

#

中剂量组
!.''i&.&7

#

%.'(i&.&(

#

低剂量组
!.7#i&.&4

#

%.74i&.&#

#

对照组
!.4!i&.&% %.43i&.&4

!!

#

(

$

%

&.&7

#与对照组比较

".B

!

L-GU

对迟发型变态反应及吞噬功能的影响
!

与对照组

比较#高剂量组$中剂量组足趾肿胀度$吞噬百分率均增加#碳

廓清实验吞噬指数均降低#差异均有统计学意义!

$

%

&.&7

"%

随
L-GU

剂量的增加#足趾肿胀度$吞噬百分率逐渐增加#吞噬

指数逐渐减低#各计量组间比较差异无统计学意义!

$

&

&.&7

"#见表
%

%

表
%

!!

L-GU

对小鼠迟发型变态反应及吞噬功能的

!!!

影响$

(X#&

%

1i"

&

组别 足趾肿胀度!

??

" 吞噬百分率!

>

" 吞噬指数

高剂量组
&.7#i&.!3

#

7!.7i3.'

#

4.&#i&.((

#

中剂量组
&.4'i&.%%

#

43.(i".!

#

4.&'i&.'"

#

低剂量组
&.#"i&.!' #7.3i!&.% 4.!!i&.7!

对照组
&.#7i&.!# ##.4i3.4 4.4(i&.'!

!!

#

(

$

%

&.&7

#与对照组比较

".C

!

L-GU

对体液免疫功能的影响
!

与对照组比较#高剂量

组$中剂量组抗体生成细胞数$血清溶血素
)̂

7&

均升高#差异

均有统计学意义!

$

%

&.&7

"%随
L-GU

剂量的增加#抗体生成

细胞数$血清溶血素
)̂

7&

逐渐增加#各剂量组间比较差异无统

计学意义!

$

&

&.&7

"#见表
#

%

表
#

!!

L-GU

对小鼠抗体生成细胞数的影响$

(X#&

%

1i"

&

组别 抗体生成细胞数!

>

" 血清溶血素
)̂

7&

高剂量组
%#7.!i7!.#

#

%7".!i#"."

#

中剂量组
%&".(i44.3

#

%74."i44.(

#

低剂量组
!"'.7i4(.' %#3.(i#".3

对照组
!3#.3i4!.7 !"3.%i4#.4

!!

#

(

$

%

&.&7

#与对照组比较

".D

!

L-GU

对
*

淋巴细胞亚群的影响
!

与对照组比较#各剂量

组
)U4

[

$

)U3

[

*

淋巴细胞数量和
)U4

[

)

)U3

[升高#差异均

有统计学意义!

$

%

&.&7

"%随
L-GU

剂量的增加#

)U4

[

$

)U3

[

*

淋巴细胞数量和
)U4

[

)

)U3

[逐渐增加#且高剂量组增加较

为明显#见表
4

%

'!'%
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%&!(

年
(
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4'

卷第
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期



表
4

!!

L-GU

对小鼠
*

淋巴细胞亚群的影响$

(X#&

%

1i"

&

组别
)U3

[

)U4

[

)U3

[

)

)U4

[

高剂量组
!4.!3i!.%#

#

7&.&'i4.%(

#

#.'4i&.#3

#

中剂量组
!#.((i%.%#

#

47.3!i#.7(

#

#.#%i&.7#

#

低剂量组
!#.#(i!.!3

#

4!.&"i4.!%

#

#.!!i&.4%

#

对照组
!#.&7i%.&! #(.%"i#.7! %.("i&.#!

!!

#

(

$

%

&.&7

#与对照组比较

B

!

讨
!!

论

L-GU

作为一种微量元素#可以促进钙从肠道内吸收%活

性
L-GU

完全缺乏的小鼠具有明显的低血钙现象%除了调节钙

磷平衡和骨代谢作用外#其在胚胎和胎儿发育过程中发挥着至

关重要的作用#众所周知#胚胎与胎儿发育所需
L-GU

主要通过

胎盘由母体转运到胎儿循环#因此孕乳期补充
L-GU

对子代的

生长发育具有决定性作用+

#

,

%本次实验笔者观察了孕前和孕

期母体补充
L-GU

对胎鼠生长发育的影响#同时本次实验设置

了
#

种剂量的
L-GU

#

#分别为高剂量组!

L-GU

滴剂
#.44:W

"$中

剂量组!

L-GU

滴剂
!.(%:W

"$低剂量组!

L-GU

滴剂
&.3':W

"#

对大鼠进行为期
4

周的补充干预%结果显示#随着
L-GU

注射

剂量的增加#子鼠外周血中
%72

!

Y^

"

U

#

及钙离子水平逐渐升

高#与对照组比较#差异均有统计学意义!

$

%

&.&7

"%进一步

观察发现#与对照组比较#各剂量组子鼠的体质量及体长均不

同程度的增加#差异均有统计学意义!

$

%

&.&7

"#随着
L-GU

剂

量的增加#体质量及体长逐渐增加%这些结果提示#母体补充

L-GU

对维持子代的正常生长发育起到至关重要的作用%对于

L-GU

在维持胎儿生长发育中的机制#有大样本的调查提示

L-GU

缺乏能够引起
:̂L2

肺结核混合感染者的肿瘤坏死因

子
2

#

!

*9N2

#

"水平显著性升高+

4

,

%动物实验结果发现#

L-GU

通

过下调
*,DD

样受体下游的酪氨酸蛋白激酶
2!

)信号转导激活

转录因子
2#

!

d6V!

)

;*6*#

"信号通路#来抑制
*9N2

#

的产

生+

7

,

%另外研究表明#

*9N2

#

与胎儿生长发育迟缓密切相关%

故笔者认为#孕期
L-GU

可能通过一定的通道引起子代
*9N2

#

改变#进而影响胎儿的生长发育#导致生长发育迟缓+

'

,

%

L-GU

作为一种新型的免疫调节激素#在细胞免疫调节中

发挥着重要的作用#

L-GU

对免疫系统的影响可以从以下几方

面得到证实+

(23

,

(!

!

"

L-GU

受体存在于活化炎性细胞中*!

%

"

!

#

%72

二羟基维生素
U

#

+

!

#

%72

!

Y^

"

U

#

,可以抑制
*

淋巴细胞增

值*!

#

"激活巨噬细胞#使之产生
!

#

%72

!

Y^

"

U

#

%在
*

淋巴细

胞分类中#

)U4

具有
*

淋巴细胞辅助功能#而
)U3

则抑制$杀

伤
*

淋巴细胞%另外#

)U4

能产生一些细胞因子协助
T

淋巴

细胞抗体的产生#调节免疫反应的活性#而
)U3

则可以抑制免

疫功能和损伤细胞%

)U4

)

)U3

是反映
*

淋巴细胞活性的重要

指标#正常人群其比值相对稳定#比值增加提示免疫增强#反之

则减弱+

"

,

%有研究结果表明#

L-GU

缺乏可以降低小鼠外周血

白细胞数量#淋巴细胞
)U4

$

)U3

阳性率#而对体液免疫!

T

淋

巴细胞"改变不大+

!&2!#

,

%本次实验笔者观察了不同剂量的

L-GU

对
*

淋巴细胞亚群分化的影响%结果提示#随
L-GU

剂量

的增加#

)U4

[

$

)U3

[

*

淋巴细胞数量和
)U4

[

)

)U3

[逐渐增

加#且高剂量组增加较为明显%随后笔者按照&保健食品检验

与评价技术规范'!

%&&#

年版"关于增强免疫功能检验方法从

细胞免疫$体液免疫等多角度进行了实验#结果表明#与对照组

比较#不同剂量的小鼠足趾肿胀度$吞噬百分率显著增加#碳廓

清实验吞噬指数显著减低#抗体生成细胞数$血清溶血素
)̂

7&

显著升高%对细胞免疫$体液免疫及非特异性免疫可能具有增

强作用%同时笔者发现#随着
L-GU

补充剂量的增加#其免疫能

力的增加幅度无明显差异#提示加大
L-GU

补充剂量并不能进

一步改善及促进免疫调节作用%

虽然宫内胎儿生长发育迟缓$免疫功能低下与母体微量营

养素缺乏密切相关#为围产期胎儿的
L-GU

补充$减少围产期并

发症提供了依据%但由于
L-GU

和宫内胎儿发育的相关激素与

基因的多重性及生理调控关系微妙#该过程相当复杂%为进一

步详细了解和掌握
L-GU

对宫内发育迟缓的作用机制#控制胎

源性成年疾病的发生#提供新思路$新方法#笔者将继续对

L-GU

在宫内发育迟缓$免疫功能低下中的相关途径进行研究%

综上所述#孕乳期补充
L-GU

可以促进仔鼠生长发育#提高

子代的免疫功能%因此#孕期可补充足量的
L-GU

添加剂#尤其

会为冬季妊娠孕妇带来更多益处%但加倍补充
L-GU

并不能成

比例的增加其效果#尚需进一步确定更为合理的补充剂量#为

L-GU

的合理补充提供科学依据#为临床及预防应用提供指导%
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