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西藏灵菇胞外多糖组分对小鼠免疫调节作用及机制的研究
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摘要：【目的】研究数均分子量为 &O# P #&2 Q BO& P #&2（组分 #）及 #OA P #&B（组分 $）的西藏灵菇胞外多糖组分
对正常小鼠免疫功能的影响，并探讨其影响机制。【方法】依据卫生部保健食品功能学评价程序和检验方

法，灌胃给药，剂量分别 #$& +L3RL 体重、A& +L3RL 体重、!& +L3RL 体重，检测脏器 S体重比值、半数溶血值
（T12&）、自然杀伤细胞（0U）活性、迟发型变态反应（(FT）、腹腔巨噬细胞吞噬功能。采用免疫印迹法，测定小
鼠腹腔巨噬细胞中 I-R 蛋白及 1VWH$ 酶的表达量。【结果】组分 # 能够明显提高 T12&，0U 细胞活性以及

(FT，且量效关系体现为低剂量效果好于高剂量；组分 $能够明显提高 (FT、巨噬细胞吞噬率和吞噬指数，其
量效关系体现为高剂量效果好于低剂量。I-R蛋白和 1VWH$酶表达量的趋势与吞噬指数的变化趋势相同。
【结论】组分 #、组分 $均具有调节正常小鼠免疫功能的作用，组分 #的调节免疫作用主要通过 0U细胞、X细
胞来实现，而组分 $主要通过巨噬细胞和 F细胞来实现。小鼠巨噬细胞吞噬功能的增强可能是多糖通过细
胞外信号调节蛋白激酶 I-R通路实现的。
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西藏灵菇（F@,)6<; U)Z@-，FU）胞外多糖是从我国
传统发酵乳制品西藏灵菇发酵液中提取出来的微生

物多糖。许多报道表明西藏灵菇发酵乳制品具有免

疫调节、抑制肿瘤、吞噬癌细胞等生理功能［# ’ !］］，西

藏灵菇多糖对荷瘤小鼠具有抑制肿瘤的作用［2］，并

表明抑制作用来自于其免疫调节作用［% ’ C］，西藏灵

菇多糖活性提取物对伤口具有愈合作用［A］。但西藏

灵菇胞外多糖对正常小鼠是否具有免疫调节作用以

及不同级分的多糖作用效果是否存在差别未见报

道。本实验旨在探讨不同分子量范围的西藏灵菇胞

外多糖对正常小鼠的免疫调节作用，本研究的重要

意义在于为今后进一步研究西藏灵菇胞外多糖的构

效关系及作用机制提供依据。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 实验动物：清洁级雄性昆明小鼠，体重 #A Q
$$ L，中国农业科学院哈尔滨兽医研究所提供，哈尔
滨医科大学公卫学院动物试验中心饲养。西藏灵菇

菌粒由哈尔滨工业大学食品工程实验室保存。

!"!"# 主要试剂与仪器：高效凝胶色谱柱：/59[)\
VT 7<R 2&&、$2&；/]XH$&生物型错流超滤系统，中科
院原子核所膜分离技术研发中心；̂ <*H#细胞、补体
（豚鼠血清）哈尔滨医科大学公卫学院实验室保存；

Y_].#%!&细胞培养液，‘@,@*9 公司；二氧化碳培养
箱，/D0^V公司；IaWA&&酶标仪，X@9HF)*5公司。



!"# 西藏灵菇胞外多糖组分 !、组分 # 的提取与
纯化

（!）西藏灵菇粗多糖的制备：西藏灵菇菌粒在
"#$，接种量 !%&，接种到 !"&的脱脂乳中，发酵
!" ’，用筛网滤去菌粒，取发酵乳，经流通蒸汽 # ()*
灭酶得到发酵液，用聚酰胺柱层析法除蛋白得到的

除蛋白液，除蛋白液用三倍的 +#&乙醇沉淀，离心
（!,%%% - .）得到粗多糖。
（"）西藏灵菇多糖的分级分离：粗多糖用水溶

解，微滤，用截留分子量为 !%%%% 超滤膜超滤，得到
的截留液经 /倍乙醇沉淀、离心（!,%%% - .），冷冻干
燥得到组分 !；透过液再经截留分子量为 /%%%的超
滤膜超滤，得到截留液，经三倍乙醇沉淀、离心

（!,%%% - .），冷冻干燥得到组分 "。
经高效凝胶色谱测定西藏灵菇胞外多糖组分 !

的数均分子量为 %0! - !%# 1 /0% - !%#，组分 " 为
!02 - !%/。两个多糖组分的纯度均在 +%&以上。
!"$ 多糖组分对小鼠免疫调节作用及机制的研究
!"$"! 动物分组与给药：小鼠随机分组，灌胃给药。
对照组给予蒸馏水，! 1"组给予组分 !，灌胃剂量
分别为 !"% (.34.体重、2% (.34. 体重、5% (.34. 体
重，# 1$组给予组分 "，灌胃剂量分别为 !"% (.34.
体重、2% (.34.体重、5% (.34.体重。所有受试小鼠
自由摄食、饮水。

!"$"# 小鼠体重指数的测定：小鼠连续灌胃 /% 6，
每 7 6称体重一次，作体重变化趋势曲线。
!"$"$ 小鼠脏体指数的测定：小鼠称重，处死后取
肝脏、脾脏、胸腺，吸干，用分析天平称量，计算脏体

体重比值。

!"$"% 小鼠免疫指标的测定：半数溶血素的测定：
半数溶血值（89#%）测定法；:;细胞活性：乳酸脱氢
酶（<=8）测定法；迟发型变态反应（=>8）：绵羊红细
胞（?@A9）诱导小鼠 =>8（足跖增厚法）；小鼠腹腔巨
噬细胞吞噬鸡血红细胞试验：半体内法［+ B !%］。

!"$"& 腹腔巨噬细胞中 9CDE" 及 FG4 的表达的测
定：取对照组及组分 !的!、"，组分 "的#、$的的
小鼠腹腔巨噬细胞，调细胞数至 " - !%,个3(<，#&
9C" 温箱孵育 " ’，5$裂解 " ’后，!%%%% G3()*离心
!# ()*，取上清，B "%$保存，实验时将上清与样品
缓冲液混合，变形后按等蛋白量加到 !%&?=?聚丙
烯酰胺凝胶上，电泳完毕后转至硝酸纤维素膜，经封

闭，再分别与第一抗体 FG4E!、9CDE" 杂交、HA? 冲
洗，与加入碱性磷酸酶标记的二抗杂交、再冲洗，显

色，结果用凝胶扫描数字成像系统进行分析［!!］。

!"% 统计学处理
使用 ?H?? !!0# 软件，=I*JK* 平均数多重比较

进行方差分析。

# 结果
#"! 组分 !、组分 #对小鼠体重的影响
连续灌胃 /% 6后，小鼠体重变化趋势如图 !所

示。在前两周为小鼠快速生长阶段，此时剂量组比

对照组小鼠体重比略高，但经过统计分析，无显著差

别（! L %0%#）。后两周小鼠体重进入稳定阶段，此
时对照组的体重与其他各组的体重无明显不同。这

说明西藏灵菇胞外多糖的两个组分不会引起小鼠体

重的明显改变。

图 ! 西藏灵菇胞外多糖各剂量组小鼠体重变化
M).N! AO6P QR).’S J’K*.R OT ()JR SGRKSR6 Q)S’ 6)TTRGR*S 6OUR OT >;
FH?N * V "%，!" W ?=；XGOIY! 1"：Z. TGKJS)O* !，!"% (.34.、2% (.34.、
5% (.34.；XGOIY # 1$：Z. TGKJS)O* "，!"% (.34.、2% (.34.、5% (.34.N

#"# 组分 !、组分 #对小鼠脏体指数的影响
脾脏、胸腺、肝脏为小鼠体内重要的免疫器官，

免疫调节物质一般能够影响到脏体指数，组分 !、组
分 "对小鼠脏体指数的影响，见表 !。
结果表明，各处理组与对照组的胸腺、肝脏的脏

体指数之间没有显著差异（! L %0%#）。这说明，西
藏灵菇胞外多糖的两个组分组分 !、组分 " 不会引
起正常小鼠免疫器官的改变。

#"$ 组分 !、组分 #对小鼠血清溶血素的影响
A淋巴细胞受抗原（绵羊红细胞）刺激后，分化

为浆细胞，浆细胞产生一种抗体（免疫球蛋白）———

溶血素，当再次接受相同抗原刺激时，溶血素和抗原

在补体的参与下发生免疫反应（溶血）。血清溶血素

的含量反映了被绵羊红细胞免疫后的小鼠特异性体

液免疫的功能。

结果表明，组分 !的!组在数值上略有提高，但
差异不显著（! L %0%#），%组、"组的 89#%分别为

"%"0"2 W "#025 和 "%+0!+ W /,0",，对 照 组 为
!"/0!+ W 5#02#，差异显著（! [ %0%#）。组分 " 的
# 1$组 89#%在 !/50/7 W //0"# 1 !5/0%+ W 5/0,,之
间，与对照组差异不显著（! L %0%#），但数值上有一
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定量的提高。组分 !、组分 " 对小鼠血清溶血素的
影响结果见表 "。
因此，西藏灵菇胞外多糖的 !组分灌胃后，可以

明显提高小鼠血清半数溶血值，且低剂量组作用比

较明显。而 "组分的增强作用不明显（! # $%$&）。

表 ! 西藏灵菇胞外多糖对小鼠脏体指数的影响
’()*+ ! ,--+./ 0- ’1 ,23 04 56.+ 65574+ 089(4 64:+;
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表 " 西藏灵菇胞外多糖对小鼠 #$%&，’(细胞活性，)*#及吞噬细胞的吞噬功能的影响
’()*+ " ,--+./? 0- ’1 ,23 04 PQ&$，R1 .+**，>’P (4: =B(90.C/0?6? 0- 5(.80=B(9+
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"+, 组分 !、组分 "对小鼠 ’(细胞活性的影响
活细胞的胞浆内含有乳酸脱氢酶（D>P），正常

情况下，D>P不能透过细胞膜，当细胞受到 R1细胞
的杀伤后，D>P释放到细胞外，通过该试验，可以测
定小鼠脾脏的 R1细胞杀伤 W(.X!细胞的活性，组分
!、组分 "对小鼠 R1细胞活性的影响，结果见表 "。
结果表明，!组和"组小鼠脾脏 R1细胞活性

分别为 K"%M& J "%M"T和 KI%K! J "%I$T，对照组为
""%LK J K%I"T，差异极显著（! U $%$!）。#组小鼠
脾脏的 R1细胞活性为 KG%MH J K%I&T，明显高于!
和"组（! U $%$&）；$ Y&组小鼠脾脏 R1细胞活性
在 !M%&G J "%L$T Y "$%H" J K%K!T之间，与对照组
差异不显著（! # $%$&）。
因此，经西藏灵菇胞外多糖的组分 !灌胃后小

鼠脾脏 R1细胞杀伤 WSQX! 细胞的活性明显提高，
且低剂量组作用较强，而组分 "对该活性没有明显
的促进作用。

"+% 组分 !、组分 "对迟发型变态反应的影响
机体 ’X淋巴细胞受抗原刺激后，分化为特异性

的致敏 ’X淋巴细胞，当致敏 ’X淋巴细胞再次接触相
同的抗原后，引起迟发型超敏反应，使 ’X淋巴细胞
活化，释放出多种淋巴因子，产生炎症，炎症反应的

程度反映了机体对该抗原特异性细胞免疫力的大

小。组分 !、组分 " 对小鼠的迟发性变态反应的影

响，见表 "。
结果表明，组分 !的!、"和#组小鼠足跖肿胀

厚度分别为 $%"$M J $%$H! .5、$%"IK J $%$LI .5、
$%"HI J $%!$L .5，对照组小鼠的足跖肿胀厚度为
$%!IM J $%$HG .5，差异分别为不显著（! # $%$&）、显
著（! U $%$&）和极显著（! U $%$!）；组分 "的$ Y&
组小鼠足跖增加肿胀厚度分别为 $%I$" J $%$MH .5、
$%I$! J $%$&G .5、$%KHH J $%$HH .5，对照组小鼠足
跖增加的厚度为 $%!IM J $%$HG .5，差异极显著（! U
$%$!），且极显著高于! Y#组（! U $%$!）。
这表明西藏灵菇胞外多糖的组分 !、组分 " 均

能提高正常小鼠迟发性变态反应。组分 "的作用比
组分 !的作用效果明显。
"+- 组分 !、组分 "对小鼠腹腔巨噬细胞吞噬功能
的影响

西藏灵菇胞外多糖组分 !、组分 " 处理组及对
照组的小鼠腹腔巨噬细胞的吞噬率和吞噬指数，如

表 "所示。
结果表明，组分 !的 Z Y#组小鼠腹腔巨噬细胞

的吞噬率在 K&%$I J L%!!T Y KG%$$ J G%GLT之间，
对照组为 !G%I& J &%$LT，差异显著（! U $%$&），吞噬
指数在 $%GK J $%"K Y $%ML J $%K$ 之间，对照组的吞
噬指数为 $%&$ J $%!M，差异在统计学上不显著（! #
$%$&），但在数值上有明显提高；组分 " 的$ Y&组

"HH! D6 [+49 +/ (* O @#$%& ’($)*+(*,*-($& .(/($&（"$$M）IM（!"）



小鼠腹腔巨噬细胞的吞噬率为 !"#$% & $$#’() *
+"#,- & $$#++)，与对照组差异极显著（! . /#/$）和
吞噬指数为 $#,- & /#,$ * $#++ & /#,’，与对照组有
显著差异（! . /#/+）。
因此，西藏灵菇胞外多糖的组分 $、组分 "均能

提高正常小鼠腹腔巨噬细胞的吞噬功能，其中组分

"比组分 $效果明显。
!"# 腹腔巨噬细胞中 $%&’!及 ()*的表达的测定
细胞外信号调节蛋白激酶 012（3451673889861

:;<=68>13<98653? @1A53;= ;= 2;=6:3，012）通路是 BCDE通

路之一，它可以被多种刺激剂，如蛋白激酶 F激活
剂、有丝分裂原、氧化剂、细菌、病毒、免疫刺激剂和

GDH和自由基等激活。活化的 012激酶移位至细胞
核，磷酸化活化一系列转录因子包括 082、HCD>$ 及
CD>$多种转录因子等，参与调控 IG>$、IG>(、JKL>!等
多种细胞因子的表达。为探讨组分 $和组分 "提高
巨噬细胞吞噬功能的机理，检测了剂量组巨噬细胞

中环氧合酶 FMN>"，012蛋白的表达情况，结果见图
"。各组 FMN>"，012的表达趋势与吞噬细胞的吞噬
率和吞噬指数的变化趋势比较结果见图 ,。

图 ! 小鼠巨噬细胞中 $%&’!和 ()*蛋白的表达
L;<O" JP3 34@13::;A= AQ FMN>" 6=? 012 ;= @P6<A7R53O

图 + 小鼠巨噬细胞中 $%&’!，()*蛋白表达与吞噬功能
的关系

L;<O , JP3 34@13::;A= AQ FMN>"，012 6=? S671A@P6<3 Q9=75;A= AQ
@P6<A7R53O

结果表明，FMN>" 酶和 012 蛋白表达量的趋势
与吞噬指数的趋势相似，012 可能参与组分 $ 和组
分 "诱导的对巨噬细胞吞噬功能增强的过程。而
FMN>"的表达量增加但并不十分明显，组分 $ 和组
分 "灌胃后的小鼠巨噬细胞可以使 FMN>"的表达量
在一定范围内提高，说明组分 $和组分 "处理组中
小鼠巨噬细胞得到了一定程度的活化。

+ 讨论
结果表明，西藏灵菇胞外多糖组分 $ 和组分 "

分别体现了对正常小鼠不同的免疫调节作用。组分

$的调节免疫作用主要通过 KE细胞、T细胞介导的
体液免疫来实现，而组分 "主要通过 J细胞介导的
细胞免疫和巨噬细胞来实现。小鼠巨噬细胞吞噬功

能的增强可能是多糖通过细胞外信号调节蛋白激酶

012通路实现的。E;56U6V6 等研究保加利亚乳杆菌
MGG$/’,W>$分泌的胞外多糖，发现这种胞外脂多糖
具有增加巨噬细胞吞噬功能的作用，并提出酸性多

糖主要通过增强巨噬细胞吞噬功能来影响 J细胞诱
导的免疫，而其分泌的中性多糖却不会产生诱导免

疫作用［$" X $,］。顾笑梅等研究表明乳酸菌 Y"""产生
的胞外多糖对荷瘤小鼠具有较高的促进淋巴细胞特

异抗体的能力［$!］。以上报道说明，不同来源的胞外

多糖，其免疫调节作用不同，机理也各不相同。西藏

灵菇胞是由多种乳酸菌、酵母菌和醋酸菌组成，所分

泌的胞外多糖在不同分子量区域具有不同的免疫调

节作用，但胞外多糖的分子量影响免疫调节作用的

机理尚不清楚，还有待于进一步探讨。
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