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摘 要
: 体外灵芝菌丝体碱提多糖对脾细胞增殖反应和巨噬细胞的吞噬能力均有促进作用

,

但显示出低剂量增

强
、

高剂量抑制的双向调节能力
。

体内实验表明灵芝菌丝体碱提多糖高
、

低剂量组灌胃给药在第 10 天时
,

能够

最大增强淋巴细胞增殖反应
。

同时
,

显著升高 C D
` 4

T 细胞的百分率
,

而对 C D
十 吕

T 细胞的百分率无影响
,

从而改

善 CD
` 礴

T/ C D
` “ T 细胞的比值

,

促进荷瘤小鼠恢复正常的免疫平衡状态
。

因此
,

灵芝菌丝体碱提多糖对小鼠体内

外细胞免疫有直接作用
,

但有剂量和时间依赖性
。
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灵芝作为传统的扶正 固本中药在预防和治疗恶

性肿瘤的疾患起着非常重要的作用 「’ ]
。

灵芝的主要

的化学成分多糖
、

三砧类物质更是近年来研究的热

点 z[, ,〕 。

灵芝菌丝体
、

抱子体和子实体均具有增强

动物和人体的免疫功能的作用
,

并抑制动物移植性

肿瘤的生长闭
。

灵芝碱溶性多糖尤其显示相当强 的

抑制 S旧生长的活性 s[]
,

灵芝多糖体中的中性及碱

性成分对爱滋病毒通过 T 淋巴细胞也可抑制其增

生 6[]
。

本研究在确证灵芝菌丝体具有较高的抗肿瘤

效果基础上
,

探讨了灵芝菌丝体可能的主要的活性

成分的作用
,

本文就灵芝菌丝体碱提多糖对小鼠进

行了细胞免疫作用的研究
,

以便进一步用于药用真

菌的研究开发
。

1 材料与方法

1
.

1 药物与制备

灵芝菌丝体为赤灵芝 A M
一

9 发酵所得菌粉
,

由

本实验室提供 ;[]
。

碱溶性粗多糖制备
:
灵芝菌丝体

粉加 or 倍 100 nnI
l o l / L N aO H 体积的溶液

,

设 温

团 ℃
,

减压旋转蒸发 Z h
,

提取 2 次
。

过滤
,

合并

滤液
,

用 2 mol lL H CL 中和至 PH 6
.

7 一 7
.

0
,

对流水

透析 24 h
,

蒸馏水透析 24 h
。

沉淀用 0
.

5 lnnI
o l / L

N aO H搅拌溶解
,

离心 4 0( X) lr 而
n ,

巧 而
n
取上清液

用三倍无水乙醇醇析
,

离心
,

沉淀真空干燥得灵芝

菌丝体碱提水溶性粗多糖
, 一

20 ℃保存
。

配制成

不同浓度的灵芝碱提多糖溶液
,

每次每鼠按每 10 9

体质量给药 0
,

Z mL
。

1
.

2 动物和细胞株

清洁级昆明小鼠由广东省医学实验动物中心提

供 (合格证号 26
一

99 A 0 2 8 ) 小 鼠体质量 18
一

22 9,

每组实验使用同一性别
,

雄性
,

每组均 or 只
,

饲

养于清洁级实验室内
。

5
1。 小 鼠肉瘤由中山大学实

验动物中心提供
,

本室继代保种
。

1
.

3 试剂和仪器

刀豆蛋白 A ( C0 l
lA )

、

细菌脂多糖 ( 1矛S ) 和

M T T 购 自 51 9叮a
公司

。

Rp M I
一

1翻。 购 自 Hy c l o n e
公

司
。

C D
十 4

T 和 C D
十 ”

T 检测试剂盒购 自武汉博士德

公司
。

其他分析纯试剂均为国产
。

Eix s oo 全 自动

酶标仪为美国宝特公司制造
。

1
.

4 小鼠脾细胞体外增殖试验

常规制备小鼠脾细胞悬液 5 x I J 个 /mL
。

加人

% 孔细胞培养板
,

每孔 60 匹 (3
x l护 个 /mL )

、

co nA ( or 蒯mL ) 或 u s (5 0 闻mL ) 40 沙
,

使用

R p M I
一

16粼) 培养配置成的不同质量浓度的灵芝菌丝

体碱提多糖的溶液 100 沁
,

设细胞对照和碱提多糖

对照孔
,

置 甲 = 5 % Cq
、

37 ℃培养 72 h
,

轻轻吸

弃上清
。

加人 M IT 溶液 ( M T T 质量浓度为 1 呵
rnL ) 50 沙

,

于振荡器振荡 1而 n 。

放置 37 ℃
、

甲 =

决
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0
.

1 m ol/ L BP S洗涤 5而 n 。

使用 AD
B 显色盒

,

镜下

控制反映时间
,

20 而
n ,

蒸馏水洗涤
。

苏木素轻度

复染
。

镜下计数 100 个淋巴细胞的阳性细胞百分

率
。

1
.

8 统计方法

检测结果以均数 士标准差 (
x 士 ,

) 表示
,

多

组间显著性检验用方差分析
。

2 结 果

2
.

1 灵芝菌丝体碱提多糖体外对脾细胞体外增殖

试验

结果见图 1所示
,

灵芝菌丝体碱提多糖在低剂

量时 (3
.

6 一 14
.

4 回mL ) 吸收 A 显著高于空 白对

照的基值
,

说明小鼠脾细胞促进了 C O n A 诱导的 T

细胞增殖 ; 高剂量时 ( 28
.

8 一 2 20
.

4 耐mL ) 其显

著低于空白对照的基值
,

说明抑制了 T 细胞增殖
,

对 L玲诱导的 B 细胞增殖无作用
。

提示灵芝菌丝体

碱提取物的根据剂量不同
,

可能存在着双向的 T 细

胞介导的免疫反应
,

而对 B 细胞介导 的体液免疫

无影响
。

:
,一nù00

ǎ昌O卜喃è长

5 % C q 孵箱内反应 Z h
。

取 出反应物
,

2 0 X[ ) r/ 而 n ,

离心 5 而 n ,

吸弃上清
,

每孔加入酸化异丙醇 (含

0
.

04 mo l/ L H CI )
,

于振荡器上振荡 30
5 。

在酶标光

度仪 5 70 lnn 处测 A 值
。

1
.

5 腹腔巨噬细胞功能测定

小鼠腹腔注射 w = 3 % 硫乙醇酸钠 3 mL
,

96 h

后用 、 二 or %肝素
~

H a kn s
液冲洗腹腔

,

收集腹腔巨

噬细胞
,

经离心沉淀细胞去上清
,

用含 w 二 10 %小

牛血清 R P M I
一

164 0 配成 2 x l护 细胞悬液
,

加 0
.

1

mL 于 % 孔培养板内
,

37 ℃
,

甲 = 5 % C o Z
培养 3 h

后
,

用 H出永 ,
液洗 3 次

,

最后用 RP M I
一

l麟0 液除去

非粘附细胞
,

然后加入不同质量浓度灵芝提取液含
二 = 10 % 小牛血清 R P M I

一

164 0 培养液
。

向每孔加人
w 二 0

.

以 % 中性红生理盐水溶液
,

0
.

2 mL
。

37 ℃
,

甲 = 5 % Cq 培养 30 m in
,

去除中性红溶液
,

再用

H an ks
液洗 3 次

,

向各孔加人细胞裂解液 0
.

Z mL
(由 0

.

1 me F L 的冰醋酸与乙醇按 1 : l 混合配成 )
。

静置过夜
,

待细胞全部溶解后
,

用酶标仪波长 5印 nm

处测定 A 值
。

1
.

6 小鼠 T 淋巴细胞体内增殖试验

取移植 S。 荷瘤小 鼠给药后的脾脏
,

经碾碎

后
,

用蒸馏水崩解红细胞
,

连续二次过尼龙柱收集

非粘附细胞
,

作为 T 淋巴细胞来源
,

调节细胞密度

至 5 x IJ 个 /mL
,

加人 % 细胞培养板
,

每孔 1田汕
,

设空白对照组
、

肿瘤阴性对照组和高
、

低试验组
,

每孔 5 0 拌L C o

nA ( 10 ;刁mL ) 置 甲 = 5 % C OZ
、

3 7 ℃

培养 60 h
,

轻轻吸弃上清
。

加 入 M竹 溶液 ( M T I
,

质量浓度为 1 n l g /mL ) 50 拜L
,

于振荡器振荡 1 而no

放置 37 ℃
、

甲 = 5 % CO Z ,

孵箱内反应 Z h
。

取出反

应物
,

2 仪叉〕 r/ 而 n ,

离心 5 而 n ,

吸弃上清
,

每孔加

入酸化异丙醇
,

于振荡器上振荡 30 5 。

在酶标光度

仪 5 70 nln 处测 A 值
。

淋巴细胞转化指数
二
实验组

A 值 (或阴性组 A 值 ) /空白对照组 A 值
。

1
.

7 外周血 T 淋巴细胞及其亚群测定

l
.

7
.

I T 细胞分 离 取移植 S伽荷瘤 10 d 给药后 的

小鼠眼眶取血经肝素
,

抗凝后加人等量 Han k s
液

,

置于淋巴细胞分离液上进行密度梯度离心
,

分离出

单核细胞
,

调成密度为 5 x l护 个 /mL 的细胞悬液
。

1
.

7
.

2 T 淋 巴细胞及其亚群测定 应用免疫组化

S A B C方法于 48 孔 U 型塑料板内进行
。

每孔加入细

胞悬液 50 匹 和等体积的兔抗鼠 T 细胞 CD
` 4

T 或

C D
十 S T 单抗

,

4 ℃ 孵育过夜
,

0
.

1 mo l / L P BS 洗涤

2 而 n ,

加 3滴生物素化山羊抗兔 I药
,

室温 30 而 n ,

0
.

1 mo l / L P B S洗涤 2 inI n 。

1
.

7
.

2 D A B 显色 滴加 S胡C
,

20 一 37 ℃
,

20 而 n ,

~
C o

nA as m i t o
ge

n

一
L P S as m i句g e n

巾 *

0 3
.

6 7 2 14
.

4 2 8名 5 7
.

6 11 5
.

2 2 2 0
.

4

户(灵芝碱提多糖刀协g
·

m L
一 ,

)

图 1 灵芝菌丝体碱提多糖不同作用剂量对小鼠脾

细胞增殖影响
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2
.

2 灵芝菌丝体碱提多糖体外对小鼠腹腔巨噬细

胞功能的影响

结果如表 1所示
,

利用硫乙醇酸钠刺激小鼠腹

腔巨噬细胞
,

可使其激活并获得应答能力而表达吞

噬功能
。

在不同浓度下的灵芝菌丝体碱提多糖的作

用下
,

其吞噬功能有所不同
。

剂量过小或过大时均

不增强 巨噬细丙吞噬功能
,

只有在剂量在 0
.

1 -

0
.

4
ms/

m , 寸
,

其吞噬功能较对照组有显著的增强

作用
,

表明灵芝菌丝体碱提多糖可增强小鼠的非特

异细胞免疫
。
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表 1 灵芝碱提多糖对小鼠巨噬细胞的影响

T 吐〕
,

I E日论e t of 晰
c
iel um AJ k曲 ne xtE , iot

n
on
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a ge s i n vi otr

0 c o nt or l g r o u P

口 10 w d o s a
ge

幕服娜担半纂男曰拢

药 物
质量浓度 /

·

m L
一 1

p值
;

.

;
空白对照

灵芝提取液

灵芝提取液

灵芝提取液

灵芝提取液

灵芝提取液

巨噬细胞吞噬

中性红 ( )A

0
.

科 3土 0
.

舰 4

0
.

567 上 0
.

0 54

0
.

创 6士 0
.

0’7 3

0
.

5 83士 0
.

峨叉鸿

0
.

49 8士 0
.

书)月6

0
.

46 8士 0
.

034

> 0
.

05

< 0
.

(l〕 1

< 0
.

0 1

< 0
.

0 1

> 0
.

05

0
.

7

0
.

5

10 15

时间心
户

汀

图 2 灵芝碱提多糖不同作用时间对小鼠脾细胞增殖影响

iF .g 2 珊忱 st of 《知袱免 m u 如
e e il lun 公

tr aC 6洲 on C田 I
A or IJ S

ist n l u】aet d m而 en sP I

~ yet 脚 li fe ar it on at d汪飞化 cn

it
r n e s i n vi vo

(数值为
x 土 s , n 二 6 ; * 尸 < o 仍

, * ,
P < 0

.

0一
,

和对

照组 ( o 解mL ) 相比较 )

0
ù义丫ùX
ù月ù、àù门é汀八“万铂孟

-, 1,̀月呻一N

2
.

3 灵芝菌丝体碱提多糖对 S` 荷瘤小鼠 T 淋 巴细

胞增殖反应的影响

在 S` 接种后第 2 天
,

使用低剂量 l m岁k g 和高

剂量 10 哩 /吨的灵芝菌丝体碱提多糖每日分别小鼠

灌胃给药
。

于 s d
、

or d 和 15 d 分别检测 T 淋巴细

胞增殖率
。

结果见图 2 所示
,

对照组和高低剂量组

在 s d 时
,

T淋巴细胞的转化率未显示提高
。

在 10

d 时
,

高
、

低剂量组 T 淋巴细胞的转化率显著升

高
,

与对照组有显著差异
。

到 15 d 时
,

所有组别 T

淋巴细胞转化率明显降低
。

2
.

4 灵芝菌丝体对荷瘤小鼠 T 淋巴细胞及 其亚群

的影响

结果如表 2 所示
,

在 5
1
。 接种后第 2 天

,

使用

高剂量 10 呵 k g 灵芝菌丝体碱提多糖每日小鼠灌胃

给药
。

于 or d 观察 T 淋巴细胞及其亚群的变化
。

灵芝菌丝体碱提多糖能够调节和改善荷瘤小鼠外周

血 T淋巴辅助细胞和 T淋巴细胞毒细胞两个亚群的

分布比例
,

显著升高 T 淋巴辅助细胞 c D
+ 4 T 的百

分率
,

而对 T 淋巴细胞毒细胞 C D
十 S T 的百分率与

正常组比较无明显差别
。

从而逆转 CD
+ 4

T 细胞和

CD
` 4

T/ C D
+ S T 比值下降的细胞免疫缺损状态

,

表明

灵芝菌丝体在体内对小鼠 T 淋巴细胞有正向的免疫

调节作用
。

2 灵芝碱提多糖给 药前后 T 细胞亚群检测

Gan 记
e

~
M ye e liurn Ex

lat
e t io n o n

-T l帅户oc yt 郎 朋 d ist

表 2

1’a】〕
.

2 剧亚 c t of

健康对照组

月6
.

5 士 6
.

2

34
.

7 土 4
.

7

』朋五t s in
vi vo

项目

C D
十 4

T

C D
十 S

T

荷瘤给药前 变化率
, ) /% 尸值

3 5
.

8 士 5
.

6

3 6
.

3 土 3
.

2

C I)
十 4

IT C D
+ S T 1

.

34
士 0

.

34 0
.

98 士 0
.

1 3

荷瘤给药后

4 3
.

7 上 6
.

3

3 5 7 士 0
.

3 3

1
.

22 士 0
.

14

十 22
.

伪
一

1
.

65

+ 24
.

8 9

< 0
.

《l ) 1

> 0
.

(万

0
.

00 1 < P < 0
.

加 2

l) 变化率 二
(给药后 一 给药前 ) /给药前 x 100 % ; 尸值为荷瘤小鼠给药前后组别比较

3 讨 论

细胞免疫是以 T 细胞为主的免疫应答
,

T 细胞

的性质状态对细胞免疫有十分重要的影响
。

多种灵

芝提取物都有不同程度增强 T 细胞介导的免疫反应

的作用 8[, 9 1
。

但灵芝菌丝体碱提多糖相关的报道极

少
,

本研究发现灵芝提取物在体外剂量为 1 一 4 n l g /

m L 范围内
,

具有显著的增强的巨噬细胞吞噬能力
。

提示小剂量的灵芝菌丝体提取物也可不通过影响宿

主免疫系统
,

从而直接发挥其抑制肿瘤的作用
,

这

一结果为评价灵菌丝体在肿瘤防治中的地位提供了

有用的线索
。

此外
,

碱提多糖对体外脾细胞增殖
,

3
.

6 一 14
.

4 卿mL 低剂量时表现出了由 Co n A 诱导的

脾细胞增值的上调作用
,

其和水溶性多糖体外脾细

胞的共培养的上清夜可以明显诱导 HL 60 细胞的凋

亡的报道相一致〔’ 0]
,

但碱提多糖在 28
.

8 一 2 20
.

4

卿mI, 高剂量时
,

表现出的对脾细胞增值的下调作

用尚未见报道
,

提示碱法提取多糖不仅能够抑制酸

水解和淀粉酶对灵芝活性中心的破坏 [川
,

而且活

性组分更为复杂
,

其生理机制还需进一步的探讨
。

恶性肿瘤有着复杂的发病机理
,

存在着 T淋巴

细胞免疫调控功能的紊乱
。

表现出 c D
干 ’ T 和 c 4D

十 4

T 细胞的百分率显著下降
,

C D
干 s T 细胞的百分率则

是显著升高
,

从而导致 CD
` 4

T/ C D
十 日 T 下降

,

降低

了机体的淋巴细胞正常的转化功能
,

对 B 细胞产

生抗体辅助作用减弱
。

本研究表明灵芝菌丝体在体
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内对荷瘤小鼠能够调节 T 淋巴细胞及其亚群的比

例
,

利于 C D
十 4

T/ C D
+ s T 恢复到平衡状态

,

并能增

强淋巴细胞对 Co n A 的转化率
。

这和本研究中灵芝

菌丝体碱提多糖在体外能够增强 T淋巴细胞转化指

数的结果相一致
,

提示灵芝菌丝体增强细胞免疫作

用主要活性成分是多糖
,

其不能直接抑制或杀死肿

瘤细胞
,

但可直接作用于巨噬细胞和脾细胞
,

促其

活力增强
,

明显改善动物体内的细胞免疫状态
。

在机体的细胞免疫网络的调控中
,

T 细胞担负

了中心枢纽的作用
,

观察 T淋巴增殖作用可直接反

映机体的免疫状态
。

有报道指出
,

经灌服灵芝的小

鼠血清明显抑制 S , 的生 长
,

并能诱导 S旧细胞的

凋亡
,

但研究中没有进行给药时程观察 t ’ 2 )
。

本研

究结合以上二者结果
,

设计
一

了对 S ! ,
小鼠整体给药

方案
,

结果表明 s d 时出现对照组和高
、

低剂量组

T 淋巴细胞的转化率未见增强
,

可能这与 S ! , 癌细

胞本身作为异种抗原需要一定时间激发免疫应答反

应
。

T淋巴细胞的转化率 or d 时较对照组有显著增

加
,

而对照组的免疫应答不足以对抗癌细胞的侵

袭
,

T 淋巴细胞的转化率快速下降
,

出现 了肿瘤诱

发的免疫抑制
。

到 巧 d 时
.

因为停止给药
,

给药

组 T 淋巴细胞的转化率迅速下降
,

和对照组 一样呈

现了免疫缺损的状态
。

近年来的研究报道肯定 J
`

灵芝及其多糖在体内

可直接作用于单核巨噬细胞和淋巴细胞
,

而对体外

的这一作用报道不一
。

本文以菌丝体碱提多糖对小

鼠体外脾细胞增殖
、

巨噬细胞吞噬作用作为评估依

据
,

提出灵芝菌丝体碱提多糖的作用并无剂量依赖

性
,

可能存在着药物最适作用浓度
、

同时
,

体内灵

芝菌丝体碱提多糖给药观察到 S飞、 小 鼠给药 oI d

时
,

淋巴细胞转化指数达到最大
,

这些结果有助于

加深灵芝菌丝体碱提多糖对体外和体内的细胞免疫

的认识
,

并将指导其合理用药
,

为提高其细胞免疫

作用而打下基础
。
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