
硫磺熏蒸对人参抗应激和免疫调节作用的比较研究

胡佳伟,周姗姗,孟娴,伍振辉,沈明勤*,李松林*

(南京中医药大学附属中西医结合医院,江苏省中医药研究院和中国中医科学院江苏分院,江苏 南京 210028)

摘要:目的 考察硫磺熏蒸对人参抗应激和免疫调节作用的影响。方法 抗应激作用分别通过常压耐缺氧实验和负重游泳

实验,观察硫熏前后人参对小鼠耐缺氧及抗疲劳作用。免疫调节作用通过环磷酰胺(CTX)造成小鼠免疫缺陷模型,用血液分

析仪检测白细胞总数(WBC);ELISA法检测免疫细胞因子IL2、IL6、IL8和IFNγ水平;流式细胞仪检测T淋巴细胞亚群、B
淋巴细胞;取胸腺、脾脏计算脏器指数。结果 同剂量组相比,硫熏组的脾指数、胸腺指数、WBC、IFNγ、CD4+、CD19+ 水平显

著降低(P<0.05~0.01);此外,硫熏低剂量组的耐缺氧时间、硫熏高剂量组负重游泳时间、IL2、IL6水平也显著降低(P<
0.05~0.01)。结论 硫磺熏蒸可使人参抗应激和免疫调节作用下降,不利于临床发挥其补气的功效。
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ABSTRACT OBJECTIVE Tostudytheantistressandimmunomodulatoryactivitiesofginsenganditssulfurfumigatedsam-
ple METHODS Forantistressstudy bearinghypoxiaatnormalpressureandloadswimmingtestswereconducted whilefor
immunomodulatoryactivitystudy cyclophosphamide CTX inducedimmunedeficientmousemodelwasused andtheindexof
spleenandthymus thecontentsofWBC CD3+ CD4+ CD8+ CD19+inbloodandIL2 IL6 IL8 IFNγinserumwere
detected RESULTS Thehypoxiatolerancetime theindexofspleenandthymus andthecontentsofWBC IFNγ CD4+

andCD19+ofmiceadministeredwithsulfurfumigatedginsengatlowdosagesignificantlydecreasedwhencomparedwiththat
administeredwithnonfumigatedginseng Inaddition athighdosage theloadswimmingtime theindexofspleenandthy-
mus andthecontentsofWBC IL2 IL6 IFNγ CD3+ CD4+ CD8+ CD19+ofmiceadministeredwithsulfurfumigated
ginsengwerealsodecreasedsignificantlywhencomparedwiththatofnonfumigatedginseng CONCLUSION Alltheseresults
suggestedthatsulfurfumigationcouldsignificantlyaffectthepharmacologicalactivitiesofginseng 
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  硫熏是中药材加工养护方法之一,具有杀虫防

霉的作用,但药材硫熏工艺的合理性一直存在争议。
近年来研究发现,硫熏不但会导致有害SO2残留,而
且会诱导药材活性成分转化,甚至使某些药材药效

下降[12]。人参是常用中药,其在初加工过程中常采

用硫熏防霉增白。然而前期研究发现,硫熏可导致

人参药材中人参皂苷类活性成分转化成人参皂苷含

硫衍生物,原有人参皂苷类成分含量下降,水煎液

(独参汤)降低更明显,而且体内过程也发生显著变

化[34],这种活性成分转化及体内过程的改变是否对

人参的药效产生影响急需进一步研究。

人参是中医传统补气药,抗应激和免疫调节作

用常被用来评价人参的补气功效,本课题组前期仅

考察了硫熏对人参体内暴露水平和IL2、WBC等

部分免疫指标[5],故本研究拟在免疫功能低下状态

时进一步考察外周血T淋巴细胞亚群、B淋巴细胞

及多种免疫细胞因子的变化,同时采用抗应激实验,
多指标分析和比较硫熏前后人参的药效差异,为客

观评价硫熏人参的合理性提供科学依据。

1 材料

1.1 动物

SPF级KM 小鼠160只,体质量(20±2)g,由
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上海斯 莱 克 实 验 动 物 有 限 公 司 提 供[合 格 证 号

SCXK(沪)20120002],饲养于江苏省中医药研究院

实验动物中心[合格证号SYXK(苏)20110015]。

1.2 样品制备及试剂

人参样品均采自吉林通化五年生人参,经江苏

省中医药研究院李松林研究员鉴定为五加科植物

PanaxginsengC.A.Mey.的根和根茎。硫熏人参

样品制备:将新鲜人参样品切片(约0.1cm),置于竹

筛中,硫磺点燃置于竹筛下(硫磺与药材的比例为1
∶250),用聚乙烯薄膜密封装置(直径2m,高0.7
m),熏蒸24h。熏蒸后,样品置于烘箱50℃干燥12
h即得(批号:JSPACM0399)。新鲜人参样品切片

直接干燥得未熏人参样品(批号:JSPACM03992
4)。精密称取未硫熏和硫熏人参样品适量,加10倍

水煎煮1.5h,煎煮2次,合并水煎液,浓缩至一定浓

度,置4℃保存。环磷酰胺(江苏盛迪医药有限公

司,批号:15122525);钠石灰(上海纳辉干燥试剂厂,
批号:20160106);IL2、IL6、IL8、IFNγ试剂盒(深
圳欣 博 盛 生 物 科 技 有 限 公 司,批 号:20160411、

20160310、201600415、20160104);AntiCD3+、Anti
CD4+、AntiCD8+、AntiCD19+、Lysingbuffer(美
国 BD 公 司,批 号:41936、2110975、5334702、

5257639、5356501)。

1.3 主要仪器

游泳箱(50cm×30cm×30cm),PL6000S电

子天平(瑞士 METTLERTOLEDO公司),Multi-
skanFC酶标仪(美国ThermoScientific公司),Al-
lergra21R离心机(美国BeckmanCoulter公司),

Synergy纯水仪(美国 Millipore公司),BDCanto流

式细胞仪(美国BD公司),HH8恒温水浴锅(上海

维诚仪器有限公司),动物血液分析仪(法国 HY-
CELCELLY公司)。

2 方法

2.1 小鼠常压耐缺氧实验

小鼠50只,雌雄各半,按体质量、性别随机分为

空白对照组(Control)、未熏人参样品低、高剂量组

(WXL、WXH)和硫熏人参样品低、高剂量组(LX
L、LXH),共5组,每组10只,灌胃给药,人参样品

低、高剂量组给药浓度分别为0.55、2.2g/kg,空白

对照组给予等量蒸馏水,每天给药1次,连续7d。
末次给药45min后,分别将小鼠放入盛有5g钠石

灰的250mL的广口瓶中(瓶口涂有凡士林),加盖

密封。观察并记录小鼠呼吸停止缺氧死亡时间。

2.2 小鼠负重游泳实验

分组及给药同常压耐缺氧实验,末次给药45
min后,分别将小鼠置游泳箱中游泳,水深20cm,
水温(15±1.0)℃,鼠尾根部负荷5%体质量的铅皮。
记录小鼠至溺死为止的整个游泳时间。

2.3 小鼠免疫调节实验

小鼠60只,雌雄各半,按体质量、性别随机分为

空白对照组(Control)、模型对照组(Model)、未熏人

参样品低、高剂量组(WXL、WXH组)、硫熏人参

样品低、高剂量组(LXL、LXH 组),共6组,每组

10只。除空白对照组外,其余各组均于实验的第1、

4天腹腔注射环磷酰胺(CTX)100mg/kg,空白对照

组等量注射生理盐水(NS);同时各给药组灌胃不同

处理的人参提取物,给药浓度同抗应激实验。末次

给药1h后,眼眶后静脉丛采血0.5~1mL,EDTA
3K 抗 凝,用 血 液 分 析 仪 测 定 小 鼠 白 细 胞 总 数

(WBC);流式细胞仪检测小鼠外周血T淋巴细胞亚

群(CD3+、CD4+、CD8+)比例、B淋巴细胞(CD19+)
比 例,计 算 CD4+/CD8+ 比 值;余 血 分 离 血 浆,

ELISA法测定免疫细胞因子IL2、IL6、IL8和

IFNγ水平。最后处死动物,解剖取胸腺、脾脏,去
除筋膜和脂肪组织后称质量,根据公式计算脾指数

和胸腺指数[免疫器官指数=免疫器官质量(mg)/
体质量(g)][67]。

2.4 统计学处理

分析实验数据均以x±s表示,应用SPSS16.0
统计软件进行单因素方差分析,比较组间差异性。

3 结果

3.1 对小鼠常压耐缺氧实验的影响

如图1A 所示,与空白对照组相比,未熏人参

低、高剂量组小鼠常压耐缺氧存活时间虽未见统计

学差异(P>0.05),但有延长趋势;而硫熏低、高剂

量组则未见延长小鼠常压耐缺氧存活时间的作用,
且硫熏低剂量组有下降趋势。与未熏低剂量组相

比,硫熏低剂量组常压耐缺氧存活时间显著下降,具
有统计学差异(P<0.05)。

3.2 对小鼠负重游泳时间的影响

如图1B所示,与空白对照组相比,未熏人参

低、高剂量组能显著延长小鼠负重游泳时间(P<
0.05~0.01);而硫熏人参低、高剂量组则未见显著

延长小鼠负重游泳时间的作用,没有统计学差异。
与未熏人参高剂量组相比,硫熏人参高剂量组负重

游泳时间显著降低(P<0.05)。
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注:与空白对照组比较,*P<0.05,**P<0.01;

与 WXL组比较,#P<0.05;与 WXH组比较,△P<0.05.

图1 硫熏对人参抗应激作用的影响(x±s,n=10)

3.3 对小鼠免疫调节作用的影响

3.3.1 对小鼠脏器指数的影响 如图2所示,与空

白对照相比,模型组脾指数和胸腺指数显著下降(P
<0.01)。与模型组相比,未熏人参低、高剂量组脾

指数和胸腺指数显著上升(P<0.05~0.01);而硫熏

人参低、高剂量组脾指数和胸腺指数未见显著上升,
没有统计学差异。与未熏人参低剂量组相比,硫熏

人参低剂量组脾指数和胸腺指数显著下降(P<
0.05~0.01)。与未熏人参高剂量组相比,硫熏人参

高剂量组脾指数和胸腺指数显著下降(P<0.01)。

注:与空白对照组比较,++P<0.01;与模型组比较,*P<0.05,

**P<0.01;与 WXL组比较,#P<0.05,##P<0.01;

与 WXH组比较,△△P<0.01.

图2 未熏人参和硫熏人参对免疫抑制小鼠脾脏和胸腺指数

的影响(x±s,n=10)

3.3.2 对小鼠白细胞总数的影响 如图3所示,与
空白对照组相比,模型组 WBC水平显著下降(P<
0.01)。与模型组相比,未熏人参低剂量组、未熏人

参高剂量组、硫熏人参低剂量组能显著提高 WBC
水平(P<0.05~0.01);而硫熏人参高剂量组则未显

著提高 WBC水平,没有统计学差异(P>0.05)。同

剂量组相比,硫熏组 WBC水平显著下降(P<0.05
~0.01)。

3.3.3 对小鼠外周血IL2、IL6、IL8、INFγ表达

水平的影响 如图4所示,与空白对照组相比,模型

组IL2、IL6、IL8、INFγ水平显著下降(P<
0.01)。与模型组相比,未熏人参低剂量组能显著提

高IL2、INFγ水平(P<0.05~0.01);未熏人参高

剂量组能显著提高IL2、IL6、IL8、INFγ水平(P

<0.05~0.01);而硫熏人参低、高剂量组未见显著

提高IL2、IL6、INFγ水平,没有统计学差异。与

未熏人参低剂量组相比,硫熏人参低剂量组INFγ
水平显著下降(P<0.05)。与未熏人参高剂量组相

比,硫熏人参高剂量组IL2、IL6、INFγ水平显著

下降(P<0.05~0.01)。

注:与空白对照组比较,++P<0.01;与模型组比较,

*P<0.05,**P<0.01;与 WXL组比较,#P<0.05;

与 WXH组比较,△△P<0.01.

图3 未熏人参和硫熏人参对免疫抑制小鼠白细胞总数

的影响(x±s,n=10)

注:与空白对照组比较,++P<0.01;与模型组比较,*P<0.05,

**P<0.01;与 WXL组比较,#P<0.05;与 WXH组比较,

△P<0.05,△△P<0.01

图4 未熏人参和硫熏人参对免疫抑制小鼠外周血IL2、IL6、

IL8、INFγ表达水平的影响(x±s,n=10)

3.3.4 对小鼠外周血T淋巴细胞亚群、B淋巴细胞

比例的影响 如图5和表1所示,与空白对照组相

比,模 型 组 CD3+、CD4+、CD8+、CD19+ 比 例,

CD4+/CD8+比值显著下降(P<0.01)。与模型组

相比,未熏人参低剂量组能明显提高CD3+、CD4+、

CD19+比例和CD4+/CD8+比值(P<0.05~0.01);
未熏 人 参 高 剂 量 组 能 明 显 提 高 CD3+、CD4+、

CD8+、CD19+比例和CD4+/CD8+比值(P<0.05~
0.01);而硫熏人参低、高剂量组则未见显著提高

CD3+、CD4+、CD8+、CD19+比例和CD4+/CD8+比

值,没有统计学差异。与未熏人参低剂量组相比,硫
熏人 参 低 剂 量 组 CD4+、CD19+ 比 例 和 CD4+/

CD8+比值显著下降(P<0.05~0.01)。与未熏人参

高剂量组相比,硫熏人参高剂量组 CD3+、CD4+、
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CD19+比例和CD4+/CD8+比值显著下降(P<0.05
~0.01)。

图5 未熏人参和硫熏人参对免疫抑制小鼠外周血CD3+、

CD4+、CD8+细胞比例的影响

表1 未熏人参和硫熏人参对免疫抑制小鼠外周血T淋巴细胞亚群、B淋巴细胞比例的影响(x±s,n=10)

组别 CD3+/% CD4+/% CD8+/% CD4+/CD8+ CD19+/%
Control 68.21±6.34 50.79±4.66 19.46±1.77 2.61±0.03 12.68±1.77
Model 46.83±9.75++ 33.85±7.34++ 14.81±2.88++ 2.28±0.14++ 6.57±1.58++

WXL 58.45±6.44* 42.94±4.96* 17.26±1.67 2.49±0.11* 11.81±1.86* *

WXH 55.32±6.61* * 40.31±5.17* * 16.73±1.71* 2.41±0.11* * 9.69±1.26* *

LXL 50.87±5.68 36.44±4.01# 15.95±1.91 2.29±0.13# 7.8±1.27##

LXH 49.21±7.08△ 35.38±5.28△ 15.31±2.14 2.31±0.16△ 7.11±0.97△△

       注:与空白对照组比较,++P<0.01;与模型组比较,*P<0.05,**P<0.01;与 WXL组比较,#P<0.05,

##P<0.01;与 WXH组比较,△P<0.05,△△P<0.01.

4 讨论

应激反应是机体受到各种有害刺激下出现的综

合性应答反应,缺氧和疲劳是常见的应激源。本实

验结果显示,与未硫熏人参组相比,硫熏人参组小鼠

常压缺氧状态下的存活时间和小鼠负重游泳时间降

低,表明硫熏后人参的抗应激作用下降。

CTX是免疫性实验研究常用造模工具药,本实

验采用腹腔注射CTX后,各项免疫功能指标均有所

下降,表明造模成功。脾脏和胸腺是机体重要的免

疫器官,脾指数和胸腺指数在一定程度可以反映机

体的免疫水平。未硫熏人参可使CTX造模后的小

鼠脾指数和胸腺指数上升,而硫熏人参未见这种作

用。CTX可以对小鼠的骨髓细胞造成损伤,使得外

周血中 WBC水平急剧下降,本实验结果中,未硫熏

人参可使CTX造模后的小鼠 WBC水平上升,而硫

熏人参未见这种作用。IL2由活化T细胞产生,是
所有T细胞亚群的生长因子,可促进B细胞增殖,为
调控免疫应答的重要因子;IL6是有 T细胞、B细

胞、单核细胞产生的一种多功能细胞因子,具有促进

B细胞分化、刺激B细胞分泌免疫球蛋白的作用;IL
8是由Th1细胞分泌的细胞因子,主要介导细胞毒

和局部炎症有关的免疫应答辅助抗体生成,参与细

胞免疫及迟发型超敏型炎症的发生;IFNγ由活化

T细胞和NK细胞产生,具有抗病毒、免疫调节及抗

肿瘤特性。本实验结果显示,CTX对小鼠外周血中

IL2、IL6、IL8、IFNγ抑制作用明显,经未硫熏人

参治疗后,IL2、IL6、IL8、IFNγ水平有显著上升,
而硫熏人参的效果则不显著。CD4+ 主要表达于辅

助T细胞,CD8+主要表达于细胞毒性T细胞,二者

的相 互 协 调 是 维 持 机 体 免 疫 平 衡 的 重 要 环 节,

CD4+/CD8+比值的降低提示机体处于免疫抑制状

态;CD19+分布于B淋巴细胞表面,B淋巴细胞主要

执行机体的体液免疫。本实验结果显示,未硫熏人

参可 提 高 环 磷 酰 胺 所 致 的 CD3+、CD4+、CD8+、

CD19+比例和CD4+/CD8+ 比值下降,而硫熏人参

的效果则不显著。本实验从多个层次综合分析比较

硫熏与未硫熏人参对小鼠免疫调节作用,结果表明

硫熏后人参对小鼠的免疫调节作用下降。课题组前

期研究发现环磷酰胺可使小鼠免疫脏器指数、IL2
含量、IFNγ含量及白细胞数代偿上升,给予人参治

疗后这些指标的都得到回调。这种差异与环磷酰胺

的给药剂量及给药时间有关,同时也证明了人参的

“适应原(adaptogen)”样作用[8]。
实验结果显示,硫熏人参可使动物抗应激和免

疫调节作用下降,这可能与人参皂苷含量下降有关。
本实验中对人参样品进行了内在质量控制,测定了

未硫熏人参和硫熏人参水煎液中8个主要人参皂苷

含量,测定方法参照已发表论文[9]。经硫磺熏蒸后,
人参水煎液中主要人参皂苷Re、Rg1、Rb1、Rc、Rb、

Rg2、Rg3、Rh1的含量均显著降低,分别降低68.0%、

30.7%、92.2%、88.9%、82.1%、95.1%、96.8%、83.
8%。主要原因应该是人参硫熏过程中这些人参皂
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苷发生化学反应,转化成为相应的人参皂苷含硫衍

生物[3]。文献报道人参皂苷Rb1有增强机体抗应激

能力的作用[10],人参皂苷Re、Rg1对机体免疫功能

有提升作用[1112]。因此,包括Rb1、Re、Rg1在内的

主要人参皂苷的含量显著降低可能是硫熏人参抗应

激作用和免疫调节作用下降的主要原因。此外,我
们发现硫熏后人参免疫调节作用下降程度不如人参

皂苷下降显著,因此,人参硫磺后人参皂苷转化为相

应的人参皂苷含硫衍生物是否还保留其部分生物活

性,以及是否增加毒副作用等值得我们深入探讨。
文献报道药材硫熏程度不同,其化学成分转化

量也不同[13]。因此,硫熏人参药效的改变与硫熏程

度和化学成分转化程度之间到底有何关联,值得进

一步深入研究。另外,硫熏人参的毒性及其与硫熏

程度之间的关系也是必须关注的问题。只有全面阐

述硫熏人参量质/效/毒的关系,才能科学评价硫熏

人参工艺的合理性。
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