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冠突散囊菌与茶多酚复合物对免疫抑制

小鼠的保护作用
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摘要：目的：探究冠突散囊菌发酵液与茶多酚复合物对环

磷酰胺诱导的免疫功能低下小鼠的影响。方法：用剂量

为８０ｍｇ／ｋｇ的环磷酰胺连续３ｄ腹腔注射小鼠以建立免

疫抑制模型。用高、中、低剂量的冠突散囊菌发酵液与茶

多酚复合，连续灌胃免疫抑制小鼠１５ｄ，检测小鼠血液指

标、脾脏指数、巨噬细胞吞噬系数、半数溶血值、迟发型变

态反应、血清中白介素２（ＩＬ２）及肿瘤坏死因子（ＴＮＦα）

质量浓度。结果：冠突散囊菌发酵液与茶多酚复合物能

明显提高免疫抑制小鼠白细胞数目、红细胞数目、血红蛋

白含量、血清中溶血素水平、ＩＬ２水平，并增强其脏器指

数、吞噬细胞的吞噬指数，改善小鼠迟发型变态反应。结

论：冠突散囊菌发酵液与茶多酚复合物对小鼠具有免疫

增强的功能。
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制；免疫调节
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营养不良、药物或化学物质暴露可导致免疫系统异

常和免疫抑制，从而影响免疫系统功能，导致身体防御机

制下降，并增加过敏性免疫反应、自身免疫性疾病，甚至

肿瘤的发生［１］。临床试验［２－３］表明，免疫抑制可能与抗

体、Ｔ淋巴细胞反应、巨噬细胞的吞噬作用和 ＮＫ细胞活

性直接相关。常见的免疫调节剂如盐酸左旋咪唑在治疗

免疫功能低下患者过程中，易诱发其他的副作用。近年

来，通过饮食调节来提高自身免疫力的相关研究越来越

受关注［４］。尤其是茶饮料的盛行，人们开始关注饮茶以

改善身体健康。其中茯砖茶因含有独特的“金花菌”，被

广泛关注。

金花菌又名冠突散囊菌（犈狌狉狅狋犻狌犿犆狉犻狊狋犪狋狌犿），是茯

砖茶中主要的益生菌，在形成过程中通过对茶多酚的生

物转化，生成多种生物活性物质，使得茯砖茶具有调节机

体免疫、抗氧化、抗菌抗病毒等功效［５］。吴香兰等［６］报道

了茯砖茶水提取物可通过调节小鼠血清中白介素２（ＩＬ２）

来影响小肠黏膜ｓｌｇＡ的分泌，调节肠道菌群平衡以改善

小鼠肠道局部的免疫功能；且在一定剂量的茯砖茶水提

物下，能提高巨噬细胞的吞噬功能，增强小鼠的非特异性

免疫［７］。茯砖茶提取液可增强免疫力可能与冠突散囊

菌、茶多酚有关。茶多酚具有抗氧化、抗炎作用，可抑制
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小鼠肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）的表达，调节ＩＬ２、ＩＬ６等

炎症因子的表达与释放，进而促进小鼠受伤后的免疫应

答［８］。课题组［９］前期研究表明，冠突散囊菌发酵液可通

过刺激小鼠Ｔ淋巴细胞分泌细胞因子ＩＬ２来增强小鼠

免疫功能。近年来，关于茶多糖、茶多酚等生物活性物质

的降脂减肥功效研究较多，但关于金花菌发酵液添加茶

多酚在减轻免疫器官损伤和预防被抑制的免疫反应方面

的研究尚未见报道。

研究拟采用环磷酰胺诱导建立小鼠免疫功能低下模

型，用不同浓度冠突散囊菌发酵液与茶多酚配伍干预

１５ｄ，检测小鼠的血细胞、脾脏指数、ＩＬ２、迟发型变态反

应等多个免疫学评价指标，初步探讨此干预方法在小鼠

体内发挥的免疫调节作用，旨在为开发保健茶饮提供理

论依据。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

茶多酚：含儿茶素＞８０％，ＥＧＣＧ＞５０％，长沙飞拓植

物制品有限公司；

冠突散囊菌：从湖南省益阳市茶厂茯砖茶中分离，保

存于湖南农业大学食品科学技术学院；

环磷酰胺：上海凯洋生物技术有限公司；

绵羊红细胞、豚鼠血清：长沙维尔生物科技有限公司；

印度墨汁：北京索宝来科技有限公司；

小鼠ＴＮＦα及ＩＬ２ＥＬＩＳＡ试剂盒：长沙达尔锋生物

科技有限公司；

碳酸钠及其他化学试剂：分析纯，国药集团化学试剂

有限公司；

雄性昆明小白鼠：体重（２０±１）ｇ，生产许可证号为

ＳＣＸＫ（湘）２０１９０００４，湖南斯莱克景达实验动物有限公司。

１．２　主要仪器

霉菌培养箱：ＭＪ１５０（Ｆ）Ｉ型，上海一恒科技有限

公司；

可见分光光度计：７２３０Ｇ型，上海佑科仪器仪表有限

公司；

电子天平：ＦＡ２２４Ｌ型，上海舜宇恒平科学仪器有限

公司；

全自动五分类血液细胞分析仪：ＢＣ６０００型，深圳开

立生物医疗科技股份有限公司；

酶标仪：ＷＤ２１０３Ａ 型，杭州汇尔仪器设备有限

公司。

１．３　试验方法

１．３．１　冠突散囊菌发酵液制备　用接种针接种一环冠突

散囊菌至 Ｍ４０Ｙ液体培养基，２８℃恒温摇床下１５０ｒ／ｍｉｎ

培养１０ｄ，将发酵完成的组织液进行破碎匀浆，即为高剂

量冠突散囊菌原液（质量浓度为２１．２ｍｇ／ｍＬ）。将原液

用无菌蒸馏水分别稀释２，４倍，所得溶液即为中剂量

（１０．６ｍｇ／ｍＬ）和低剂量（５．３ｍｇ／ｍＬ）冠突散囊菌发酵

液，于４℃贮藏备用。

１．３．２　冠突散囊菌与茶多酚混合物制备　确定茶多酚最

佳灌胃剂量为４００ｍｇ／ｋｇ·ＢＷ
［１０］。将６００ｍｇ的茶多酚

分别加入３０ｍＬ低、中、高剂量的冠突散囊菌发酵液中，并

用无菌玻璃棒充分搅拌至茶多酚完全溶解，即配成低、中、

高剂量冠突散囊菌与茶多酚混合物，于－２０℃贮藏待用。

１．３．３　试验设计　小鼠于（２０±２）℃、湿度５５％～６５％

下适应性喂养１周，期间可自由摄食和饮水。将３６只小

鼠随机分为６组，每组６只，分别是正常组（Ｎ组）、模型组

（Ｃ组）、茶多酚组（Ｔ组）、低剂量冠突散囊菌＋茶多酚组

（ＴＬ组）、中剂量冠突散囊菌＋茶多酚组（ＴＭ 组）、高剂

量冠突散囊菌＋茶多酚组（ＴＨ组）。试验前３ｄ，正常组

小鼠每天腹腔注射０．２ｍＬ生理盐水，其他组每天腹腔注

射０．２ｍＬ环磷酰胺（８０ｍｇ／ｋｇ·ＢＷ）以建立免疫低下模

型。第４～１８天，试验组（Ｔ组、ＴＬ组、ＴＭ组、ＴＨ组）每

天灌胃０．４ｍＬ相应溶液，模型组和正常组每天灌胃等体

积无菌蒸馏水，试验期间各组小鼠自由饮水和采食。干

预试验结束后，称重，眼球采血于抗凝管，随后颈椎脱颈

处死，取出完整的脾脏和肝脏。

１．３．４　血液检测　小鼠干预结束后，隔日取眼球血于抗

凝管，在全自动五分类血液细胞分析仪中检测血液指标，

包括红细胞（ＲＢＣ）、白细胞（ＷＢＣ）及血小板（ＰＬＴ）含量。

每组６个重复。

１．３．５　脾脏指数测定　小鼠处死后，收集脾脏并用生理

盐水洗净，用滤纸拭去组织表面多余水分并称重。使用

处死时小鼠体重计算其相对重量，每组６个重复。并按

式（１）计算脾脏指数
［１１］。

犐＝
犌１

犌２
， （１）

式中：

犐———脾脏指数，ｍｇ／ｇ；

犌１———脾脏重量，ｍｇ；

犌２———体重，ｇ。

１．３．６　碳廓清试验　参照陈汀等
［１２］的方法并修改。小

鼠末次灌胃１ｈ后，经尾静脉注射０．１ｍＬ／１０ｇ的印度墨

汁。等待２，１０ｍｉｎ后，从眼内眦静脉丛取血２０μＬ，并立

即将其加入到２ｍＬ０．１％的Ｎａ２ＣＯ３溶液中，每组６个重

复。用酶标仪测定ＯＤ６００ｎｍ值，以吞噬系数表示小鼠碳廓

清能力，按式（２）、式（３）计算相关系数。

犓＝
ｌｇ犗犇１－ｌｇ犗犇２

Δ狋
， （２）

犪＝
犌２

犌１＋犌３（ ）×犓×１３， （３）

式中：
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犓———碳粒廓清指数；

犗犇１、犗犇２———等待２，１０ｍｉｎ时，血液样本所测的

ＯＤ６００ｎｍ值；

Δ狋———两次取血样的时间差，ｍｉｎ；

犪———吞噬系数；

犌３———肝脏重量，ｍｇ。

１．３．７　半数溶血值测定　小鼠末次灌胃１ｈ后，经腹腔对

每只小鼠注射０．２ｍＬ体积分数为２％的ＳＲＢＣ进行免疫。

４ｄ后，摘眼球取血，室温静置１ｈ后离心（２０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ），收集血清，每组６个重复。按式（４）计算小鼠半

数溶血值［１３］。

犎犆５０＝
犗犇３×狀

犗犇４
， （４）

式中：

犎犆５０———半数溶血值；

犗犇３———４５０ｎｍ处样本光密度值；

犗犇４———４５０ｎｍ处ＳＲＢＣ半溶血时的光密度值；

狀———稀释倍数。

１．３．８　迟发型变态反应（ＤＴＨ）测定　采用足趾增厚

法［１４］。小鼠灌胃结束后，经小鼠腹腔注射０．２ｍＬ体积分

数为２％的ＳＲＢＣ致敏４ｄ，取小鼠左后足趾测量其厚度，

重复测３次。于同一部位注射２０μＬ体积分数为２０％的

ＳＲＢＣ，２４ｈ后测量左后足趾厚度，重复测３次。用攻击

前后同一部位足趾厚度差表示迟发型变态反应程度，每

组６个重复。

１．３．９　细胞因子测定　采用双抗体夹心ＥＬＩＳＡ法测定

血清ＩＬ２和ＴＮＦα质量浓度，根据试剂盒说明书进行操

作，每组６个重复。

１．３．１０　数据分析　结果用平均数±标准差表示，采用

ＳＰＳＳ２５．０软件对多组计量数据进行单因素方差分析，组

间比较采用狋检验，字母不同表示组间差异显著（犘＜

０．０５）。

２　结果与分析

２．１　对小鼠外周血细胞数的影响

由图１可知，与Ｎ组相比，Ｃ组小鼠在 ＷＢＣ水平上

显著下降（犘＜０．０５），说明环磷酰胺免疫抑制模型建模成

功。相对Ｃ组，ＴＬ、ＴＭ、ＴＨ组的小鼠白细胞数目显著提

高，但对ＲＢＣ、ＰＬＴ水平无明显作用。张敏佳等
［１５］研究

表明，环磷酰胺致使小鼠外周 ＷＢＣ计数显著下降，但经

豌豆肽干预后可恢复该指标水平。用茶多酚干预免疫低

下小鼠仅对白细胞有显著提升（犘＜０．０５），而对红细胞及

血小板无明显影响，与肖红艳等［１６］的结果一致。说明茶

多酚对血细胞无负面作用，不影响动物健康，茶多酚能提

高免疫抑制小鼠 ＷＢＣ水平恢复，但与不同浓度的冠突散

囊菌之间无协同作用。

图１　冠突散囊菌发酵液配伍茶多酚对小鼠外周血细胞计数的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈ犈．犮狉犻狊狋犪狋狌犿ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈｏｎ

ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｍｉｃｅ

２．２　对小鼠脾脏指数的影响

由图２可知，与Ｎ组相比，Ｃ组及试验组小鼠的脾脏

指数均显著升高（犘＜０．０５）。与Ｃ组相比，试验组小鼠的

脾脏指数无显著性变化。长期使用环磷酰胺会导致免疫

细胞发育受阻，并对肝、肾等器官造成损伤［１７］。徐光沛

等［１８］证实了环磷酰胺对脾脏器官存在生物毒性，降低了

小鼠的脾脏指数。这可能是机体免疫应激的一种表现，

在短时间刺激下，激化机体的免疫防御反应，诱导免疫器

官产生免疫因子来抵御外来刺激［１９］。也可能是环磷酰胺

在给药后期，小鼠出现免疫亢进现象，导致免疫指标有回

升现象甚至超过正常水平［２０］。

２．３　对小鼠巨噬细胞吞噬功能的影响

由图３可知，与Ｎ组相比，Ｃ组小鼠巨噬细胞的吞噬

指数显著下降（犘＜０．０５），说明环磷酰胺对小鼠的巨噬细

胞功能具有抑制作用。Ｔ组小鼠在茶多酚作用下，提高

了巨噬细胞的吞噬指数（犘＜０．０５），表明茶多酚能缓解环

磷酰胺的免疫毒性。郭春宏等［２１］研究发现，茶多酚对小

鼠巨噬细胞具有显著增殖作用，证实了茶多酚具有增强

免疫的生物活性，与试验结果一致。与 Ｃ组相比，ＴＬ、

ＴＭ和ＴＨ组具有恢复吞噬指数的效果（犘＜０．０５）。据
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图２　冠突散囊菌发酵液配伍茶多酚对小鼠脾脏

指数的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈ犈．

犮狉犻狊狋犪狋狌犿ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈｏｎｓｐｌｅｅｎｉｎｄｅｘ

ｉｎｍｉｃｅ

图３　冠突散囊菌发酵液与茶多酚配伍对环磷酰胺

处理小鼠巨噬细胞免疫功能的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ犈．犮狉犻狊狋犪狋狌犿 ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ

ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｅａ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ｏｎ ｔｈｅ

ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｍａｃｒｏｐｈａｇｅｉｍｍｕｎｅｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎ

ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅｔｒｅａｔｅｄｍｉｃｅ

文献［２２］报道，冠突散囊菌发酵液对小鼠巨噬细胞增殖有

一定作用，且与木霉混合发酵对巨噬细胞的增殖效果更

好。说明冠突散囊菌可提高小鼠的免疫活性，在益生菌

或益生元的互作下保护小鼠的免疫功能更为显著。因

此，冠突散囊菌与茶多酚互配组、茶多酚组均能明显改善

环磷酰胺毒副作用，可提高小鼠的免疫防御作用。

２．４　对小鼠血清溶血素水平的影响

由图４可知，溶血素显著增加，提示机体体液免疫的

防御能力增强。环磷酰胺显著降低了小鼠半数溶血值，

相比Ｎ组下降了２６．４５％（犘＜０．０５），但Ｔ组与Ｃ组并无

显著差异，可能是茶多酚对小鼠半数溶血值的恢复无明

显作用。中、高剂量的冠突散囊菌与茶多酚复合干预后，

小鼠能恢复半数溶血值水平，与Ｃ组相比，ＴＭ、ＴＨ组小

鼠体内溶血素水平分别提高了２１．１１％，２６．８６％。前期研

究［９］表明，中、高剂量的冠突散囊菌发酵液有助于免疫抑

制小鼠溶血素水平的恢复。李敏等［１４］研究发现，中、高剂

量的茶多酚＋灵芝、姬松茸、黄芪多糖复合剂具有升高半

数溶血值的作用。综上，环磷酰胺抑制了小鼠血清中的

图４　冠突散囊菌与茶多酚配伍对环磷酰胺处理

小鼠半数溶血值的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ犈．犮狉犻狊狋犪狋狌犿 ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈ

ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｅａ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ｏｎ ｔｈｅ

ｈｅｍｏｌｙｓｉｎ ｔｅｓｔ ｉｎ ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ

ｔｒｅａｔｅｄｍｉｃｅ

溶血素水平，但需要喂食中、高剂量的冠突散囊菌与茶多

酚复合物才能协助小鼠恢复溶血素水平，改善小鼠体液

免疫功能。

２．５　迟发型变态反应变化

迟发型变态反应是以Ｔ细胞介导的超敏反应，通过

给小鼠注入ＳＲＢＣ致敏，刺激Ｔ淋巴细胞增殖成致敏淋

巴细胞，并部分分化成记忆细胞，当再次接受刺激时，记

忆细胞增殖迅速，发生以单核细胞浸润为主的炎症反应，

表现为小鼠足趾增厚［２３］。由图５可知，通过腹腔注射环

磷酰胺后，小鼠的足趾厚度差显著低于正常组，说明注射

环磷酰胺的小鼠已失去对抗ＳＲＢＣ的致敏攻击能力，与

郑厚胜等［２４］的研究结果一致。采用茶多酚或冠突散囊菌

和茶多酚复合物治疗免疫抑制小鼠，对小鼠的迟发型变

态反应呈阳性，提示冠突散囊菌和茶多酚能有效对抗环

磷酰胺的抑制作用，且高剂量的冠突散囊菌发酵液与茶

多酚互配效果最好。茶多酚及其主要单体物质ＥＧＣＧ具

有抗氧化、清除自由基、调节机体免疫等作用，可能通过

增强宿主抗氧化能力，降低炎症反应而发挥免疫保护作

图５　冠突散囊菌发酵液与茶多酚配伍对环磷酰胺

处理小鼠ＤＴＨ的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ犈．犮狉犻狊狋犪狋狌犿 ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈ

ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｗｉｔｈｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓｏｎＤＴＨｉｎ

ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅｔｒｅａｔｅｄｍｉｃｅ
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用［１４］。从冠突散囊菌发酵液中分离得到一类苯甲醛类衍

生物２６Ｈ５Ｂ，在巨噬细胞体外炎症模型上被发现具有

抗炎活性，且浓度越大，抗炎效果越好［２５］。因此ＴＨ组与

ＴＬ组抗炎反应的差异，可能是由于含有的抗炎物质浓度

不同，提示冠突散囊菌和茶多酚均能有效对抗环磷酰胺

的免疫抑制作用。

２．６　对小鼠血清中ＩＬ２、ＴＮＦα水平的影响

由图６可知，与 Ｎ 组相比，Ｃ组小鼠血清中ＩＬ２、

ＴＮＦα质量浓度降低，与乔石等
［２６］的结果类似。与Ｃ组

相比，Ｔ、ＴＬ、ＴＭ 及ＴＨ组小鼠的ＩＬ２水平均极显著提

高（犘＜０．０５），而 Ｔ组与 ＴＬ、ＴＭ、ＴＨ 组间无显著性差

异，说明冠突散囊菌与茶多酚可显著提高免疫低下小鼠

的ＩＬ２水平。给予小鼠单一茶多酚的治疗，不能提高

ＴＮＦα水平，与Ｃ组相比，甚至还降低了其ＴＮＦα水平。

而冠突散囊菌的添加可缓解茶多酚对 ＴＮＦα的抑制作

用，使小鼠的ＴＮＦα质量浓度提高至正常水平。综上，冠

突散囊菌对提高小鼠细胞免疫的贡献值更大。

图６　冠突散囊菌发酵液与茶多酚配伍对环磷酰胺

处理小鼠细胞因子（ＩＬ２，ＴＮＦα）的影响

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ犈．犮狉犻狊狋犪狋狌犿 ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈ

ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｅａ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ｏｎ

ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ（ＩＬ２，ＴＮＦα）ｉｎｍｉｃｅ

３　结论
考察了冠突散囊菌与茶多酚复合物对环磷酰胺诱导

小鼠免疫低下的影响。结果表明，喂食各剂量冠突散囊

菌发酵液与茶多酚复合物均可显著提高小鼠血液中红细

胞、白细胞及血小板含量，增强免疫抑制小鼠脾脏指数，

对巨噬细胞吞噬能力有促进作用，表明冠突散囊菌发酵

液与茶多酚复合物可以增强小鼠非特异性免疫功能。同

时，该复合物能显著增强免疫低下小鼠的迟发型变态反

应及小鼠血溶素水平，增加血清中ＩＬ２细胞因子水平，提

示冠突散囊菌与茶多酚复合物可提高小鼠的特异性免疫

功能。综上，冠突散囊菌与茶多酚复合物可在非特异性

免疫及特异性免疫上均具有增强作用，可能对于治疗免

疫低下的相关疾病具有良好的治疗前景，但对于其具体

的作用机制还需深入研究。
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