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冠突散囊菌发酵液对免疫抑制小鼠

免疫学指标的影响
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摘要!目的!探究冠突散囊菌发酵液对免疫抑制小鼠免疫

指标的影响#方法!采用剂量为
#$-

?

(

B

?

的环磷酰胺腹

腔注射小鼠!建立免疫抑制模型#用低"中"高剂量的冠

突散囊菌发酵液!连续灌胃免疫抑制小鼠
"*G

!检测小鼠

脾脏指数"单核+巨噬细胞吞噬指数"半数溶血值"迟发

型变态反应"血清中白介素
,'

&

6Q,'

'质量浓度#结果!与

对照组相比!中"高剂量组的冠突散囊菌发酵液能显著升

高&

1

#

$3$*

'免疫抑制小鼠的半数溶血值"加快迟发性变

态反应$低"中"高剂量组均能提高血清中
6Q,'

质量浓度!

分别上升至正常组的
!3$1

!

!3"$

!

'3#1

倍!对小鼠单核+巨

噬细胞免疫功能作用不明显#结论!冠突散囊菌发酵液

对小鼠具有增强免疫力的功能#

关键词!冠突散囊菌$发酵液$环磷酰胺$免疫调节
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冠突散囊菌又名金花菌%是传统茯砖茶通过独特的

)发花+工艺长成的黄色真菌,

"

-

&冠突散囊菌不仅能改善

茯砖茶的色*香*味%还能使其具备降胆固醇,

'

-

*抗氧

化,

!N&

-及降血糖,

*

-作用%并能提高
"

,

淀粉酶*蛋白酶活

力,

%

-

%抑制脂肪酶活力,

1

-

&李佳莲等,

#

-研究发现%茯砖茶

浸提液和冠突散囊菌的发酵液均有明显的抑菌作用$

Z.7

?

等,

)

-证实用茯砖茶水提物灌胃被大肠杆菌感染的

小鼠%能激活小鼠的免疫功能&

环磷酰胺作为一种广谱抗肿瘤药物%虽然疗效显

著%但却同时损伤正常细胞%导致机体出现免疫抑制和

骨髓抑制%使得其在医学治疗上的应用受到限制,

"$

-

&中

国自古就有将具有药效作用的茯苓*冬虫夏草*灵芝等

真菌作为食物辅料%掺入人们的日常饮食中以达到强身

健体的目的&近年来也有研究者将传统药食同源的中

药如天麻,

""

-

*穿心莲,

"'

-

*黄芪,

"!

-

*茯苓,

"&

-

*车前草,

"*

-

*

马齿苋,

"%

-等与环磷酰胺结合使用%这些中药均能降低环

磷酰胺的毒副作用&但未见冠突散囊菌对经环磷酰胺

干预的小鼠机体免疫功能影响的相关报道&研究拟用

环磷酰胺干预昆明小鼠%建立免疫抑制模型%再用冠突

散囊菌发酵液灌胃治疗小鼠%考察冠突散囊菌发酵液对

模型小鼠免疫指标的影响%以期为茯砖茶的保健作用研

究提供理论依据&

)&!
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!

材料与方法
"3"

!

试验材料

茯砖茶"金湘益牌茯砖茶!

'$$)

年#%湖南益阳茶厂$

环磷酰胺"批号
f"*&1

%上海跃腾生物技术有限

公司$

雄性昆明小白鼠"体重!

'$j"

#

?

%湖南斯莱克景达试

验动物有限公司$

鼠颗粒饲料"湖南斯莱克景达试验动物有限公司$

6Q,'+0/:.

试剂盒"上海通蔚生物科技有限公司$

绵羊红细胞*豚鼠血清"北京博尔西科技有限公司$

印度墨汁"上海信帆科技有限公司&

"3'

!

主要仪器与设备

霉菌培养箱"

C(,"*$

!

F

#

,6

型%上海一恒科技有限

公司$

可见分光光度计"

1'!$\

型%上海佑科仪器仪表有限

公司$

全自动五分类血液细胞分析仪"

YD,%$$$

型%深圳开

立生物医疗科技股份有限公司$

酶标仪"

ZR,'"$!T

型%杭州汇尔仪器设备有限

公司&

"3!

!

试验方法

"3!3"

!

冠突散囊菌的分离纯化
!

根据文献,

"1

-方法%并

稍作修改&取
'*

?

茯砖茶置于
''*-Q

灭菌生理盐水

中%振荡
*-/7

%得到
"b"$

的样品液&采用稀释涂布法%

将样品稀释液涂布于察氏培养基平板上%

'#i

培养
*

%

1G

&采用平板划线法进行优势菌的分离纯化%再挑取单

菌落接种于斜面上%恒温培养!

'#i

#%继代
!

%

&

次后%获

得纯化菌株%

&i

保存备用&

"3!3'

!

冠突散囊菌发酵液的制备
!

将冠突散囊菌接入

C&$W

液体培养基%恒温摇床培养
"$G

%温度
'#i

%转速

"*$=

(

-/7

&培养结束后%发酵液放入组织破碎机中进行

匀浆处理%即得质量浓度为
'"3'-

?

(

-Q

冠突散囊菌发酵

液原液&将原液!

'"3'-

?

(

-Q

#用无菌蒸馏水分别稀释

'

倍 和
&

倍%得 到 冠 突 散 囊 菌 中 剂 量 组 发 酵 液

!

"$3%-

?

(

-Q

#和低剂量组发酵液!

*3!-

?

(

-Q

#%

&i

冰

箱贮藏备用&

"3!3!

!

动物造模与分组
!

将小鼠置于温度
'$

%

'*i

%湿

度
&$̂

%

1$̂

的实验室中饲养%待小鼠适应环境后方可

开展试验&取
!$

只昆明小鼠编号称重%随机分成
*

组每

组
%

只%分别是正常组*对照组*低剂量组*中剂量组*高

剂量组&饲养前
!G

%分别给各组小鼠!除正常组外#腹腔

注射剂量为
#$-

?

(

B

?

的环磷酰胺
$3'-Q

%建立低免疫力

模型&正常组小鼠则腹腔注射
$3'-Q

生理盐水作为空

白对照&第
&

%

"#

天%低*中*高剂量组小鼠分别灌胃

$3&-Q

相应溶液%对照组和正常组则灌胃等体积无菌蒸

馏水%每天一次%试验期间各组小鼠自由饮水和采食&

"3!3&

!

脾脏指数测定
!

在最后一次给药
'&9

%小鼠经称

重后%颈椎脱臼处死小鼠%立即解剖并摘取完整的脾脏组

织&滤纸吸干脾脏表面的血污%称量脾脏组织重量%按

式!

"

#计算脾脏指数&

;

/

a

5

"

5

'

% !

"

#

式中"

;

/

'''脾脏指数%

-

?

(

?

$

5

"

'''脾脏重量%

-

?

$

5

'

'''体重%

?

&

"3!3*

!

单核'巨噬细胞吞噬指数的测定
!

每组
%

只小鼠

末次灌胃
'&9

后%从尾静脉注入用生理盐水稀释
!

倍的

印度墨汁%剂量
$3"-Q

(

"$

?

&分别于注入墨汁后的第

'-/7

和第
"$-/7

%取
'$

&

Q

内眦静脉血至
'-Q$3"̂

U.

'

DE

!

溶液中&使用分光光度计在
%$$7-

下测量光密

度值%用
U.

'

DE

!

溶液作为空白对照&按式!

'

#和式!

!

#计

算廓清指数和吞噬系数"

Na

0

?

%

%$$7-

%

'-/7

N0

?

%

%$$7-

%

"$-/7

%

?

% !

'

#

式中"

N

'''廓清指数$

%

%$$7-

%

'-/7

'''注射后
'-/7

所取血样光密度$

%

%$$7-

%

"$-/7

'''注射后
"$-/7

所取血样光密度$

%

?

'''两次取血样的时间差%

-/7

&

"U

5

'

5

!

X

5

"

! #

\

!

槡N % !

!

#

式中"

"

'''吞噬系数$

5

"

'''脾脏重量%

?

$

5

'

'''体重%

?

$

5

!

'''肝脏重量%

?

$

N

'''廓清指数&

"3!3%

!

半数溶血值的测定
!

用无菌生理盐水配制体积分

数为
'̂

的绵羊红细胞溶液%现配现用&末次灌胃
"9

后%各组小鼠分别腹腔注射
'̂

的绵羊红细胞
$3'-Q

%并

继续正常饲养
&G

&然后摘取眼球血
"-Q

于
+O

管内%室

温放置
"9

后%低速离心!

'$$$=

(

-/7

%

"$-/-

#以采集血

清&用生理盐水稀释血清
'$$

倍%取
"-Q

血清稀释液置

于试管内&依次加入体积分数
"$̂

的绵羊红细胞溶液

$3*-Q

%补体
"-Q

&另设对照组%用生理盐水代替血清&

各组均放入恒温水浴锅!

!1i

#温育
"$-/7

后%放入冰浴

终止反应&低速离心并取
"-Q

上清加入体积分数
"$̂

的绵羊红细胞溶液
$3'*-Q

%然后滴加都氏试剂!碳酸氢

钠
"3$

?

%高铁氰化钾
$3'

?

%氰化钾
$3$*

?

%加蒸馏水至

"$$$-Q

#至
& -Q

%充 分 混 匀 后 静 置
"$ -/7

&在

*'!

提取与活性
+gKVTDK6EU S TDK6X6KW

总第
'!#

期
"
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年
#

月
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&*$7-

处%以对照管作空白%分别测定各管光密度值&

+

9@

a

%

&*$7-

%

"

l:

%

&*$7-

%

'

% !

&

#

式中"

+

9@

'''半数溶血值$

%

&*$7-

%

"

'''样本光密度值$

%

&*$7-

%

'

'''

MVYD

半溶血时的光密度值$

:

'''稀释倍数&

"3!31

!

迟发型变态反应!

RKP

#检测
!

足趾增厚法&用

$3'-Q

体积分数
'̂

的绵羊红细胞溶液腹腔注射各组小

鼠%使小鼠致敏&

&G

后%用游标卡尺测量左后足足趾部

厚度%每个样本在同一位置测量
!

次并取平均值&在测

量部位皮下注射体积分数
'$̂

的绵羊红细胞溶液
'$

&

Q

%

并在
'&9

后测量
!

次小鼠的左后足足趾部厚度%计算

!

次平均值&

RKP

的水平用两次测量值的平均厚度差

表示&

"3!3#

!

血清中白介素
,'

!

6Q,'

#质量浓度的检测
!

最后一

次灌胃
'&9

后%各组小鼠用
"3*-Q

离心管收集眼球血%

!1 i

温 箱
!$ -/7

%使 血 清 充 分 析 出%冷 冻 离 心

!

!$$$=

(

-/7

#

"$-/7

&收集上层血清%用
+Q6MT

法,

"#

-检

测
6Q,'

的质量浓度&

"3&

!

数据处理

试验结果用
MOMM''3$

软件进行统计学分析%数据以

平均值
j

标准差表示&通过
RJ7B<7

的分析方法进行统

计学检验%

1

#

$3$*

认为具有统计学差异%并以不同小写

字母进行标记&

'

!

结果与分析
'3"

!

各组小鼠的临床表现

正常组小鼠%表现好动%抓尾反抗力强%毛色正常顺

滑%无明显可见的临床症状&造模期间%经腹腔注射环磷

酰胺后的小鼠%表现较为平静%活动减少%抓尾反抗力减

弱%毛发稀疏蓬松%有比较严重的掉毛现象&用冠突散囊

菌发酵液灌胃治疗后%小鼠的活动强度*抓尾反抗力及毛

发状态均有所好转%而且部分小鼠基本恢复正常&

'3'

!

冠突散囊菌发酵液对小鼠脾脏指数的影响

由图
"

可知%与正常组相比%对照组脾脏指数显著上

升&经不同剂量的冠突散囊菌发酵液治疗后%中剂量组

小鼠的脾脏指数呈上升趋势%而低剂量组和高剂量组小

鼠的脾脏指数与对照组无显著差异%仍明显高于正常组

!

1

#

$3$*

#&

[9.7

?

等,

")

-证实环磷酰胺对小鼠具有生物学毒性%

尤其对免疫功能造成很大刺激%能显著降低小鼠的脾脏

指数&而试验中仅用环磷酰胺刺激小鼠
!G

%便停止了刺

激%造成小鼠的脾脏指数在检测时呈现出免疫抵抗而上

升的现象%可能是在冠突散囊菌发酵液的作用下%机体产

图
"

!

冠突散囊菌发酵液对小鼠脾脏指数的影响
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生了免疫抑制抵抗%因而脾脏指数有上升的趋势&这与

颜爱等,

'$

-报道的短时间环磷酰胺刺激使脾脏出现)反弹+

的现象一致&而小鼠在冠突散囊菌发酵液的治疗下%各

剂量组均能达到提高脾脏指数的目的%且各剂量组的功

效差异并不显著&

'3!

!

冠突散囊菌发酵液对小鼠单核'巨噬细胞吞噬指数的

影响

!!

由图
'

可知%对照组小鼠的单核'巨噬细胞吞噬指

数显著低于正常组!

1

#

$3$"

#%说明环磷酰胺能抑制小鼠

的单核'巨噬细胞吞噬能力%但经不同剂量的冠突散囊

菌发酵液治疗后%仍无显著变化!

1

&

$3$*

#%提示冠突散

囊菌发酵液可能对单核'巨噬细胞的吞噬能力无明显作

用%可能是冠突散囊菌发酵液成分较复杂%对巨噬细胞吞

噬能力整体影响不大&

'3&

!

冠突散囊菌发酵液对小鼠半数溶血值%

PD

*$

&的

影响

!!

由图
!

可知%腹腔注射环磷酰胺后%小鼠的
PD

*$

显著

低于正常组%说明在环磷酰胺的刺激下%

Y

淋巴细胞分泌

抗体的能力降低&但经不同剂量的冠突散囊菌发酵液治

图
'

!

冠突散囊菌发酵液对小鼠单核+巨噬细胞

吞噬系数的影响
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冠突散囊菌发酵液对小鼠半数溶血值的影响

F/

?

J=<!

!

K9<<>><485>,)>6?.)5 *>.@?&?)5 ><=-<78.8/57

I=589579.0>9<-50

H

:/:@.0J</7-/4<

疗后%小鼠的
PD

*$

呈剂量依赖性上升趋势%且各治疗组

均显著高于对照组!

1

#

$3$*

#%其中中*高剂量组小鼠的

PD

*$

分别是对照组的
"3'%

%

"3!!

倍%而且与正常组无明显

差异&说明冠突散囊菌发酵液有助于
Y

淋巴细胞产生抗

体%增强体液免疫&

'3*

!

冠突散囊菌发酵液对小鼠迟发型变态反应%

RKP

&的

影响

!!

由图
&

可知%经腹腔注射环磷酰胺的小鼠%其足趾厚

度差显著低于正常组%表明环磷酰胺显著抑制正常小鼠

的迟发型变态反应!

1

#

$3$*

#&与对照组相比%各剂量组

小鼠
RKP

呈量效性上升%且均具有统计学意义%其中中*

高剂量组小鼠的
RKP

与正常组差异并不显著%提示冠突

散囊菌各剂量均能消除环磷酰胺的抑制作用%且能在动

态调节中促进小鼠的迟发型变态反应%使小鼠的细胞免

疫恢复正常值&这与刘龙龙等,

'"

-发现的蓝莓酸性提取物

在正常范围内能提高小鼠的脾脏指数和迟发性变态反应

的结果类似&说明冠突散囊菌发酵液具有增强小鼠自身

细胞免疫的功能&

'3%

!

冠突散囊菌发酵液对小鼠血清中
6Q,'

质量浓度的

影响

!!

6Q,'

主要由
K

细胞产生%在机体免疫功能中发挥着

图
&

!

冠突散囊菌发酵液对小鼠迟发型变态反应的影响
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重要作用&

6Q,'

能刺激
K

细胞生长%增强单核'巨噬细

胞的抗原递呈能力*杀菌能力*细胞毒性作用$直接作用

于
Y

细胞%促进
Y

细胞的增值*分化和抗体分泌$激发自

然杀伤细胞和毒性
K

细胞的杀伤力&由图
*

可知%对照

组小鼠血清中
6Q,'

的质量浓度与正常组相比有所下降%

但并未达到显著性水平&而低*中*高剂量组小鼠血清中

6Q,'

的质量浓度显著高于对照组!

1

#

$3$*

#%分别为正常

组的
!3$1

%

!3"$

%

'3#1

倍&

6Q,'

的高表达能刺激机体免疫

细胞的增值*分化和抗体的分泌%因此%冠突散囊菌发酵

液刺激
K

淋巴细胞分泌细胞因子
6Q,'

来增强免疫低下

小鼠的免疫功能&

图
*

!

冠突散囊菌发酵液对小鼠血清中
6Q,'

质量浓度的影响
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!

结论
试验从茯砖茶中分离纯化冠突散囊菌%考察了冠突

散囊菌发酵液对免疫抑制小鼠免疫指标的影响&结果表

明%冠突散囊菌发酵液可通过促进
Y

细胞产生抗体%激活

K

淋巴细胞功能%刺激
K

淋巴细胞分泌细胞因子
6Q,'

来

增强小鼠免疫功能&但由于冠突散囊菌发酵液的成分暂

不清晰%菌体成分或代谢产物等还需进一步分离纯化%后

续将继续探究发酵液中代谢产物*多糖等具体成分的作

用%以更全面*更深层次地揭示茯砖茶生理功能背后的作

用机理&
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