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Pomimo stosowania w lecznictwie od setek lat 
wielu gatunków roślin w celu zapobiegania lub 

leczenia chorób, współczesnej medycynie brakuje 
dostatecznej liczby dowodów potwierdzających ich 
działanie. Tak więc istnieje potrzeba przeprowadza-
nia badań potwierdzających możliwość zastosowania 
surowców roślinnych, jako potencjalnych surowców 
farmaceutycznych.

Polyscias filicifolia z rodziny Araliaceae należy 
do rodzaju Polyscias, obejmującego około 150 ga-
tunków wiecznie zielonych, zarówno krzewów, jak 
i dużych drzew. W naturalnych warunkach gatun-
ki Polyscias występują w subtropikalnej i tropikalnej 
strefie klimatycznej. Niektóre z nich są hodowane ze 
względu na swoje walory ozdobne bądź lecznicze. 
Z dostępnego piśmiennictwa wiadomo, że gatun-
ki z rodzaju Polyscias stanowią bogate źródło sa-
ponin triterpenowych pochochodnych β-amaryny. 
Najlepiej poznanym gatunkiem jest Polyscias fruti-
cosa, którego liście i korzenie znalazły zastosowanie 
w medycynie do wytwarzania produktów o działaniu 
tonizującym, moczopędnym, przeciwbakteryjnym, 
przeciwgorączkowym i przeciwbólowym [1]. Znanym 
od dawna w tradycyjnej medycynie Azji Południo-
wo-Wschodniej jest gatunek Polyscias filicifolia, za-
liczany do roślin o właściwościach adaptogennych 
i wzmacniających odporność. Gatunek ten wprowa-
dzono do Farmakopei Wietnamskiej jako surowiec 
farmaceutyczny o działaniu tonizującym i wzmacnia-
jącym serce [2].

W 1996 r. produkt „Vitagmal” firmy SMC „Biofar-
matox” z Sankt Petersburga, zawierający ekstrakt 
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z Polyscias filicifolia, został dopuszczony w Rosji do 
obrotu jako suplement diety o działaniu tonizującym, 
przeciwstresowym i immunomodulujacym [3].

Ponieważ rośliny P. filicifolia rzadko zawiązują 
żywotne nasiona, w Katedrze i Zakładzie Biologii 
i Botaniki Farmaceutycznej Warszawskiego Uni-
wersytetu Medycznego opracowano metodę mi-
krorozmnażania roślin tego gatunku, co umożliwia 
uzyskiwanie dużej ilości materiału roślinnego do 
badań fitochemicznych i biologicznych. Z pocho-
dzących z kultur in vitro pędów i liści oraz z bioma-
sy komórkowej przygotowano wyciągi alkoholowe. 
Ponadto z pędów rosnących in vitro otrzymano frak-
cję saponin triterpenowych.

Saponiny to grupa związków chemicznych nale-
żących do glikozydów, wykazujących działanie lecz-
nicze: moczopędne, wzmagające wydzielanie śluzu 
i procesów wchłaniania składników pokarmowych 
do krwi. Wykazują także działanie przeciwbakte-
ryjne, przeciwgrzybicze, przeciwwirusowe i pier-
wotniakobójcze [4]. Pobudzają wydzielanie soku 
żołądkowego i żółci oraz mogą obniżać poziom cho-
lesterolu. Przyłączając się do cholesterolu tworzą 
stosunkowo stabilne związki, aktywne farmako-
logicznie. Saponiny mają zdolność wiązania wielu 
toksyn i metabolitów, dlatego wpływają na proces 
detoksykacji organizmu, są tzw. składnikami czysz-
czącymi krew.

Celem pracy była ocena wpływu immunomo-
dulującego wyciągów z wysuszonych pędów, liści, 
biomasy komórkowej z kultur in vitro oraz frakcji 
saponin triterpenowych uzyskanej z suchych pę-
dów. Biomasę komórkową otrzymano od prof. A. 
Nosowa z Instytutu Fizjologii Roślin Rosyjskiej Aka-
demii Nauk.

Działanie immunomodulujące ekstraktów 
i frakcji saponinowej określano na podstawie 
przeżywalności tymocytów myszy w hodowlach 
z hydrokortyzonem w teście cytotoksyczności; 
zwiększenia ilości splenocytów tworzących spon-
taniczne rozety w teście tworzenia rozet E oraz 
wzrostu ilości immunoglobulin klas IgM + IgG oraz 
IgG w surowicy krwi myszy w teście hemaglutyna-
cji czynnej.

materiał i metody

Zwierzęta:
Do doświadczeń używano myszy, samic szcze-

pu wsobnego Balb-c, 4-tygodniowe, o wadze około 
16 g – w teście cytotoksyczności, zaś 6–8-tygodniowe 
o wadze około 20 g – w teście hemaglutynacji czyn-
nej i w teście tworzenia rozet.

Zwierzęta pozyskiwano z hodowli Państwowego 
Zakładu Higieny.

Doświadczenia na zwierzętach wykonano za zgo-
dą Komisji Etycznej nr 29/2009.

Płyny hodowlane:
Podłoże hodowlane RPMI-1640, zawierające He-

pes 20 mM/l., PBS – zbuforowany roztwór soli fizjo-
logicznej, płyn Hanksa (z 0,5% dodatkiem hydrolizatu 
laktoalbuminy), IITD Wrocław.

Odczynniki:
Hydrokortyzon – (Corhydron) (HC) 100 mg, pro-

szek i rozpuszczalnik, Jelfa.
Krwinki czerwone owcy (SRBC), Biomed, stabilizo-

wane w płynie Alsewera o składzie: glukoza (POCH), 
cytrynian sodu (POCH), chlorek sodu (POCH), kwas 
cytrynowy (POCH).

Surowica cielęca płodowa, Bioprodukt
Błękit trypanu, fiolet krystaliczny, Merck
Gradisol L o gęstości 1,077 g/ml, Aqua Medica

Surowce roślinne:
Wyciągi z wysuszonych pędów (A) i wysuszonych 

liści (B) Polyscias filicifolia, wyciąg z biomasy komór-
kowej (C) Polyscias filicifolia oraz frakcję saponin tri-
terpenowych z suchych pędów (D) Polyscias filicifolia 
otrzymano z Katedry i Zakładu Biologii i Botaniki Far-
maceutycznej WUM.

Test cytotoksyczności
W teście oceniany jest wpływ badanych wyciągów 

na przeżywalność tymocytów myszy w 18–20-go-
dzinnych hodowlach z hydrokortyzonem [5].

Test przeprowadzano w warunkach jałowych. 
Czterotygodniowe myszy uśmiercano Narcotanem 
i pobierano jałowo grasice, które następnie prze-
cierano przez metalowe sito o średnicy oczek około 
300 μm. Otrzymane z rozdrobnionych grasic tymocy-
ty trzykrotnie płukano RPMI-1640 i wirowano 7–8 mi-
nut przy prędkości 1800 obrotów/minutę. Następnie 
tymocyty zawieszano w RPMI z dodatkiem 10% pło-
dowej surowicy cielęcej, tak aby uzyskać zawiesinę 
4×106 komórek w ml. Zawiesinę tymocytów rozlewa-
no do jałowych probówek po 1 ml i dodawano odpo-
wiednie stężenia wyciągów. Wyciąg z suchych pędów 
(A) badano w zakresie stężeń 7,81–62,5 μg/ml, wy-
ciąg z liści (B) w zakresie od 31,25 do 125 μg/ml zaś 
wyciąg z biomasy komórkowej (C) i frakcję sapo-
nin z suchych pędów (D) badano w zakresie stężeń 
15,62–125 μg/ml. Po upływie 1 godziny dodawano 
hydrokortyzon HC, w dawce 50 μg/ 1 ml hodowli ty-
mocytów. Tak przygotowane próby inkubowano przez 
18–20 godzin w temperaturze 37°C, w atmosferze 5% 
CO2. Po inkubacji i zabarwieniu 0,04% błękitem trypa-
nu, obliczono w każdej hodowli liczbę żywych i mar-
twych komórek. Stosowano hodowle, w których ilość 
żywych tymocytów stanowiła od 80–95% wszystkich 
komórek, zarówno żywych, jak i martwych. Wyniki 
uzyskane w hodowlach prób badanych przedstawio-
no jako procentowy wzrost lub spadek liczby żywych 
komórek w stosunku do kontroli, uznanej za 100%.
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Test hemaglutynacji czynnej
W teście hemaglutynacji wykorzystuje się reakcję 

swoistego łączenia przeciwciał z erytrocytami jako 
antygenem. Komórki łącząc się ze swoistymi prze-
ciwciałami, tworzą kompleksy i wypadają z zawiesi-
ny reakcyjnej w postaci kłaczków.

Do badań w teście hemaglutynacji czynnej i teście 
tworzenia rozet E wybrano stężenia wyciągów bada-
nych, w obecności których obserwowano najwyższy 
efekt ochronny na przeżywalność tymocytów myszy.

Test wykonano zgodnie z metodą opisaną przez 
Adlera [6] z własną modyfikacją [7].

Myszom 6–8-tygodniowym podano dootrzewno-
wo jednorazową dawkę 0,2 ml 10% zawiesiny SRBC 
w PBS. Badane wyciągi: z wysuszonych pędów (A), 
liści (B), biomasy komórkowej (C) i frakcji saponin 
triterpenowych z suchych pędów (D) odpowiednio 
w stężeniu: 15,62 μg/mysz, 62,5 μg/mysz, 62,5 μg/
mysz i 31,25 μg/mysz podawano podskórnie przez ko-
lejne 5 dni. W 5. dniu po immunizacji myszy usypiano 
Narcotanem, skrwawiono i separowano surowice [8].

W celu inaktywacji dopełniacza surowice umiesz-
czano w łaźni wodnej, w temperaturze 56°C na 30 
minut.

Aby wyodrębnić klasy immunoglobulin IgG+ IgM 
i IgG, surowice bez dopełniacza dzielono na dwie 
grupy A i B.

W surowicach grupy A oznaczano poziom prze-
ciwciał klasy IgG, zaś w surowicach grupy B poziom 
przeciwciał klas IgM i IgG. Surowice z grupy A w celu 
destrukcji immunoglobulin klasy IgM wstępnie pod-
dano działaniu 0,1 M DMSO w temperaturze 370C 
przez 30 min.

Do przygotowanych na mikropłytkach kolejnych 
rozcieńczeń surowic grupy A i B dodawano 1% za-
wiesinę SRBC i inkubowano przez 2 godziny w 370C, 
a następnie umieszczano w temperaturze 40C na 18–
20 godzin.

Za miano aglutynacyjne surowicy (szacunkowa 
ilość przeciwciał w surowicy) uważa się największe 
rozcieńczenie surowicy, w którym obserwowana jest 
jeszcze aglutynacja.

Wszystkie otrzymane wyniki po zlogarytmowaniu 
poddano ocenie statystycznej stosując program kom-
puterowy Medistat [9], obliczono SE – standardowy 
błąd średniej oraz statystyczną istotność różnic dla 
dwóch prób powiązanych.

Test rozetowy
Przyjmuje się, że wszystkie limfocyty T mają re-

ceptory dla krwinek czerwonych owcy [10, 11]. Zdol-
ność limfocytów T do łączenia się z krwinkami owcy 
i tworzenia z nimi spontanicznych rozet (tzw. rozety 
E) zależy od wiązania się struktur glikolipidowych na 
powierzchni błony komórkowej limfocytów z lipida-
mi powierzchniowymi krwinek czerwonych owcy. Od-
krycie zjawiska spontanicznego tworzenia rozet przez 

komórki śledziony myszy w środowisku czerwonych 
krwinek barana stało się podstawą do opracowania 
testu analitycznego do badania aktywności limfocy-
tów T w warunkach laboratoryjnych [7].

W czasie przeprowadzania testu zarówno wszyst-
kie badane próby, jak i wykorzystywane podłoża były 
przechowywane w lodzie. Przy wirowaniu wykorzy-
stano wirówkę z chłodzeniem.

Myszy wykorzystane w teście hemaglutynacji były 
również źródłem splenocytów. Zwierzęta jednora-
zowo immunizowano dawką 0,2 ml 10% zawiesiny 
SRBC w PBS.

Otrzymane ze śledziony splenocyty homoge-
nizowano, nawarstwiano na Gradisol L o gęstości 
1,077 g/ml i wirowano 15 minut przy 3000 obr./min. 
Uzyskane z granicy faz limfocyty dwukrotnie płuka-
no w płynie Hanksa, ponownie wirowano i zawiesza-
no w podłożu, uzyskując końcową liczbę komórek 
2x106 w 1 ml hodowli. Następnie do hodowli spleno-
cytów dodawano 1% zawiesiny SRBC w płynie Hank-
sa. Po 15 minutowej inkubacji w temperaturze 370C 
hodowle umieszczano na 20 godzin w temperaturze 
4°C. Po zabarwieniu 0,1% roztworem fioletu krysta-
licznego, zliczano pod mikroskopem odsetek spleno-
cytów, wokół których utworzyły się rozety.

Za rozetę uważano splenocyt ściśle otoczony, co 
najmniej trzema erytrocytami owcy.

Wszystkie otrzymane wyniki poddano ocenie sta-
tystycznej stosując program komputerowy Medistat 
[9], obliczono SE – standardowy błąd średniej oraz 
statystyczną istotność różnic dla dwóch prób po-
wiązanych.

omówienie wyników:

Do oceny działania immunomodulującego wy-
brano trzy testy in vivo/in vitro: test tworzenia ro-
zet E oraz test cytotoksyczności, dające informacje 
o odpowiedzi komórkowej, natomiast do oceny od-
powiedzi humoralnej zastosowano test hemagluty-
nacji czynnej.

Wyniki uzyskane w testach przedstawiono w ta-
belach 1–3.

W teście cytotoksyczności wykorzystuje się fakt, 
że niedojrzałe tymocyty posiadają na swojej po-
wierzchni receptory dla sterydów, przez co są wraż-
liwe na lityczne działanie hydrokortyzonu, który 
indukuje aktywny proces autodestrukcji, wywołując 
apoptozę [12, 13]. Podczas dojrzewania i nabywa-
nia przez limfocyty kompetencji immunologicznych, 
komórki tracą te receptory i stają się sterydoopor-
ne. Hodowle tymocytów są dobrym modelem do-
świadczalnym dla szybkiego testowania różnych 
czynników, mogących przyspieszać dojrzewanie 
limfocytów T, a więc wywierających działanie ty-
momimetyczne, podobne do działania hormonów 
grasicy.



Tom 66 · nr 8 · 2010534

Wyniki uzyskane w teście cytotoksyczności przed-
stawiono w tabeli 1. Na podstawie wyników uzy-
skanych w teście cytotoksyczności oceniono wpływ 
badanych wyciągów na przeżywalność tymocytów 
myszy w 18–20 godzinnych hodowlach z hydrokor-
tyzonem. Ocenę przeprowadzono w odniesieniu do 
hodowli kontrolnych bez badanych substancji, uzna-
jąc żywotność tymocytów za 100%.

Do badań aktywności cytotoksycznej wybrano 
stężenia wyciągów zarówno poniżej, jak i powyżej 
wartości stężeń, w obecności których obserwowano 

najwyższy efekt cytotoksyczny w hodowlach komó-
rek linii L929, w badaniach in vitro [14].

Zaobserwowano, że wszystkie badane wyciągi 
zwiększają efekt ochronny wobec tymocytów myszy 
w hodowlach z hydrokortyzonem, wpływając na ży-
wotność tymocytów. Znamienny statystycznie wzrost 
żywotności tymocytów, wynoszący 120,6% i 110,3% 
zaobserwowano przy zastosowaniu wyciągu A w stę-
żeniu 15,62 μg/ml i 31,25 μg/ml. Wyciąg D wykazuje 
jednakowy efekt ochronny w stosunku do tymocytów 
w stężeniu 31,25 μg/ml i 62,5 μg/ml. Wyciągi: B i C tyl-
ko w stężeniu 62,5 μg/ml zwiększały żywotność ty-
mocytów, odpowiednio do 113,0% i 111,2%.

Wyniki uzyskane w teście cytotoksyczności wska-
zują, że wyciąg A w stężeniu 15,62 μg/ml wykazuje 
silniejszy efekt ochronny w stosunku do tymocytów 
w hodowlach z hydrokortyzonem.

Wyniki otrzymane w teście hemaglutynacji przed-
stawiono w tabeli 2.

W teście hemaglutynacji czynnej oznaczając mia-
no przeciwciał uzyskujemy informację o aktywności 
limfocytów B w odpowiedzi na działanie antygenu.

W pierwotnej odpowiedzi humoralnej, w której 
dziewiczy, genetycznie zdeterminowany klon immu-
nologicznie kompetentnych komórek styka się po raz 
pierwszy z antygenem grasiczozależnym, obserwuje 
się wytwarzanie immunoglobuliny klasy IgM, a do-
piero wtórnie zaczyna pojawiać się immunoglobuli-
na klasy IgG.

Limfocyty B po kontakcie z antygenem przekształ-
cają się w plazmocyty produkujące określone im-
munoglobuliny (przeciwciała) skierowane wybiórczo 
przeciw danemu antygenowi. Oznaczanie wpływu 
badanych wyciągów na nasilenie odpowiedzi humo-
ralnej (miano przeciwciał) może być czułym wskaźni-
kiem ich wpływu na układ odpornościowy. Wpływu 
badanych wyciągów na wzrost miana przeciwciał 
klasy IGm+IgG oraz IgG oceniano stosując stężenia 
wyciągów, w obecności których obserwowano naj-
wyższą przeżywalność tymocytów myszy w hodow-
lach z hydrokortyzonem (tabela 1).

Wyniki przedstawione w tabeli 2 wskazują, że wy-
ciąg A w stężeniu 15,62 μg/mysz wpływa na wzrost 
miana przeciwciał klasy IgM + IgG (124%), ale nie za-
obserwowano wpływu na poziom przeciwciał klasy 
IgG. Wyciąg C w wybranym do badania stężeniu (62,5 
μg/mysz) zwiększa tylko miano przeciwciał klasy IgG 
do 151%. Wyniki otrzymane dla pozostałych wycią-
gów nie wykazują wzrostu miana aglutynacyjnego 
surowicy krwi myszy.

W tabeli 3 zamieszczono wyniki uzyskane w bada-
niach wpływu wyciągów z: wysuszonych pędów (A), 
wysuszonych liści (B), biomasy komórkowej (C) oraz 
frakcji saponin triterpenowych z suchych pędów (D) 
Polyscias filicifolia, na zwiększenie zdolności spleno-
cytów do przyłączania krwinek czerwonych owcy, 
w teście tworzenia rozet E.

Stężenie wyciągu
µg/ml

Żywotność tymocytów (%)

A B C D

7,81 101,3±4,19 – – –

15,62 120,6±3,88** – 94,3±1,09 100,8±3,02

31,25 110,3±4,03* 100,8±2,13 101,0±4,85 113,7±3,18**

62,50 103,7±4,98 113,0±3,37* 111,2±3,77* 112,8±2,12***

125,00 – 96,0±5,78 103,4±5,59 104,7±2,06

*; p<0,05
**; p<0,001
***; p<0,0001

Klasa 
immunoglobulin

Średni log2 miana ±SE

Kontrola 
(100%)

A B C D

IgM+IgG 6,9±0,22 7,2±0,14
(124%)*

6,3±0,23
(66%)

6,7±0,22
(87%)

6,2±0,31
(90%)*

IgG 3,5±0,32 3,6±0,23
(107%)

3,2±0,34
(81%)

4,1±0,19
(151%)*

3,2±0,31
(91%)

*; p<0.0001

Badany wyciąg Zdolność splenocytów do przyłączania krwinek czerwonych (%)

0 100

A 131±19,14

B 180±17,71**

C 242±22,30*

D 166,4±18,69***

*; p<0,001
**; p<0.01
***; p<0,05

Tabela 1. Wpływ badanych wyciągów z wysuszonych pędów (A), wysuszonych 

liści (B) biomasy komórkowej z kultury in vitro (C) oraz frakcji saponin 

triterpenowych z suchych pędów (D) Polyscias filicifolia na żywotność tymocytów 

myszy w hodowlach z hydrokortyzonem w teście cytotoksyczności

Tabela 2. Wpływ badanych wyciągów z wysuszonych pędów (A), wysuszonych 

liści (B) biomasy komórkowej z kultur in vitro (C) oraz frakcji saponin 

triterpenowych z suchych pędów (D) Polyscias filicifolia na poziom przeciwciał 

anty-SRBC w surowicy myszy w teście hemaglutynacji

Tabela 3. Wpływ badanych wyciągów z wysuszonych pędów (A), wysuszonych 

liści (B) biomasy komórkowej z kultur in vitro (C) oraz frakcji saponin 

triterpenowych z suchych pędów (D) Polyscias filicifolia, odpowiednio w stężeniu: 

15,62 μg/mysz, 62,5 μg/mysz, 62,5 μg/mysz i 31,25 μg/mysz, na zwiększenie 

zdolności splenocytów do przyłączania krwinek czerwonych owcy w teście 

tworzenia rozet E
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Test tworzenia rozet przez długie lata, z rekomen-
dacji WHO, był najważniejszym, najtańszym i naj-
prostszym, a jednocześnie bardzo dokładnym testem 
ilościowym, odnoszącym się do populacji limfocy-
tów T człowieka [15]. Wobec wysokich kosztów apa-
ratury i odczynników w cytometrii przepływowej, test 
rozetowy E może być szeroko stosowany jako test 
przesiewowy, będący wstępem do bardziej zaawan-
sowanych badań immunologicznych. Test rozetowy 
został uznany za przydatny we wstępnej diagnosty-
ce immunologicznej, jak i monitorowania zmian ilo-
ściowych będących efektem stosowanego leczenia 
immunotropowego [16].

Zmiana ilości limfocytów zdolnych do tworzenia 
rozet E (limfocyty otoczone erytrocytami) pod wpły-
wem badanego związku wskazuje na wzrost lub spa-
dek uczulonych limfocytów T.

Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzo-
no, że badane wyciągi w wybranym zakresie stężeń 
zwiększają zdolność splenocytów do przyłączania 
krwinek czerwonych owcy w teście tworzenia rozet. 
Znamienny statystycznie wzrost zdolności spleno-
cytów do przyłączania krwinek czerwonych owcy 
w teście tworzenia rozet E zaobserwowano dla wy-
ciągów B i C w stężeniu 62,5 μg/mysz. Wyciąg B po-
woduje wzrost ilości rozet do 180%, zaś wyciąg C 
do 242%. Wyciąg D w stężeniu 31,25 μg/mysz po-
woduje wzrost zdolności splenocytów do przyłą-
czania krwinek czerwonych do 166% w stosunku 
do kontroli.

W tym teście wyciąg A nie powodował znamien-
nie statystycznego wzrostu zdolności splenocytów 
do przyłączania krwinek czerwonych.

Na podstawie wyników uzyskanych w badaniach 
przeprowadzonych testami immunologicznymi mo-
żemy stwierdzić, że badane wyciągi w różnych za-
kresach stężeń powodują wzrost przeżywalności 
tymocytów myszy w hodowlach z hydrokortyzonem, 
zwiększenie miana aglutynacyjnego surowicy krwi 
oraz zwiększenie zdolności tworzenia rozet E, co su-
gerują aktywność immunostymulacyjną badanych 
wyciągów z Polyscias filicifolia.

Wyniki uzyskane w przeprowadzonych badaniach, 
przy zastosowaniu testów in vivo/in vitro, świadczą 
o zróżnicowanej odpowiedzi: komórkowa – humoral-
na i mogą sugerować różną zawartość, zarówno pod 
względem jakościowym, jak i ilościowym, substan-
cji aktywnych biologicznie w badanych wyciągach 
Polyscias filicifolia. Można przypuszczać, że frakcja 

saponin wyizolowanych z suchych pędów Polyscias fi-
licifolia nie jest głównym czynnikiem warunkującym 
aktywność immunomodulującą.

Uzyskane wyniki wskazują na potrzebę identyfi-
kacji substancji chemicznych znajdujących się w ba-
danych wyciągach, co będzie odrębnym zadaniem 
badawczym.

Otrzymano: 2009.12.03  ·  Zaakceptowano: 2010.01.20
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