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摘　要　采用碳粒廓清法 、二硝基氟苯诱导小鼠迟发型变态反应试验法及溶血素试验法 , 观察人工虫草

多糖对非特异性和特异性免疫功能的影响。结果表明人工虫草胞内及胞外多糖能显著地增加碳粒廓清指数

K 及吞噬指数α, 增强单核巨噬细胞的吞噬功能;胞内多糖并能显著地增加小鼠耳肿胀度 , 增强二硝基氟苯

诱导的小鼠迟发型变态反应 ,提高溶血素水平 , 提示人工虫草胞内多糖具有增强细胞免疫和体液免疫的作用。
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　　冬虫夏草[ Cordyceps sinensis (Berk.)Sacc]

属肉座菌目麦角菌科虫草属植物 ,为虫草菌的子

座与其寄主蝙蝠蛾科昆虫虫草蝙蝠蛾(Hepialus

armoricanuss oberthi ir)幼虫尸体的复合物 ,是一

种名贵的强壮滋补中药 , 由于有其严格的寄生性

及特殊的生长地理条件 ,因此产量有限 ,近年来不

少学者致力于人工培养虫草菌丝体的研究 ,经对

比研究表明 ,人工培养品在化学成分和药理作用

上与天然品相类似
[ 1 ～ 3]

。但目前对其有效成分

的药理活性研究报道较少 ,本文从人工虫草菌丝

体中提取多糖(胞内多糖),研究其药理活性。工

业生产人工虫草的培养液一般均弃之不用 ,对之

研究报道甚少 ,但培养液中仍存在着大量有效成

分 ,我们从培养液中分离提取得到多糖组分(胞外

多糖), 将之与胞内多糖同时进行药理活性的研

究和比较 。

1　材　料

实验动物:昆明种及 ICR小鼠 ,体重 18 ～ 22

g ,雌雄各半 ,由中国药科大学实验动物室提供 。

药品与试剂:人工虫草胞内多糖(poly saccha-

ride f rom cultural mycelium , PCM)及胞外多糖

(polysaccharide f rom cultural fluid , PCF),采用水

提醇沉法提取多糖 ,应用苯酚-硫酸法测定总多

糖 ,含量约为 40%;云芝多糖(Poly saccharide f rom

Coriolus versicolor , PCV):南京老山制药厂产品 ,

批号:970122;印度墨汁(Black Indian Ink):北京

西中化工厂产品 ,使用前用生理盐水稀释 3 倍 ,

超声处理后离心 , 弃去沉淀物;二硝基氟苯(Dini-

trofluorobenzene , DNFB):吴江市青云精细化工

厂产品 ,使用前配成 1%DNFB溶液 , 称取DNFB

50 mg , 溶于预先配好的丙酮麻油溶液(丙酮-麻

油 1∶1)5m l中。羊红细胞购自南京医科大学 ,临

用前用生理盐水配制成 20%SRBC。都氏试剂:

碳酸氢钠 1.0 g ,高铁氰化钾 0.2 g ,氰化钾 0.05

g ,用蒸馏水溶解至 1000 m l ,均为市售分析纯 。

2　方法与结果

2.1 对非特异性免疫功能的影响———碳粒廓清

法[ 4]

将昆明种小鼠随机分为 6组 , 每组10只 , 受

试药设两个剂量组 ,虫草胞内多糖和胞外多糖剂

量均为 140 mg/kg 、70 mg/kg ;云芝多糖作为阳

性对照药 ,剂量为 1000 mg/kg ,阴性对照组给予

等量 0.5%CMC-Na溶液 ,上述各组均灌胃给药 ,

每日 1次 , 连续 7 d 。第 7天给药后 0.5 h , 各鼠

尾静脉注射经稀释的印度墨汁 0.05 ml/10 g , 于

1(t 1)和5(t5)min后 , 分别从眼眶静脉取血 20 μl ,

加到 0.1%Na2CO3 溶液 2 m l中摇匀 , 用分光光

度计在680 nm 波长下比色 , 测定 t 1 和 t 5的光密

度(OD1 和 OD5), 计算廓清指数 K 和吞噬指数

α。之后 ,将小鼠放血处死 ,取肝脏 、脾脏及胸腺称

重 , 计算其脏器系数。廓清指数 K =(logOD1 -

logOD5)/(t 5 -t 1)=log(OD1/OD5)/4;吞噬指数
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α=体重/肝脾重×K1/3;脏器系数=器官重量/体

重。结果显示虫草胞内及胞外多糖在 140 mg/kg

的剂量下均具有显著地提高碳粒廓清指数和吞噬

指数的作用 , 胞内多糖 70 mg/kg 剂量组可显著

地增加吞噬指数 ,说明虫草多糖能够增强单核巨

噬细胞的吞噬功能(见表 1)。虫草胞内及胞外多

糖在 140 mg/kg 剂量下均能显著增加脾脏及胸

腺的重量 , 胞内多糖 70 mg/kg 剂量组可显著增

加脾脏的重量 ,与对照组比较 P<0.05;胞外多糖

70 mg/kg 剂量组也可增加脾脏重量 ,但与对照组

比较无明显差异(见表 2)。
Tab 1.Effect s of polysaccharides from cultu red Cordyceps sinensis on

carbon clearance test in mice(n=10 , x ±s)

Group Dose(mg/ kg) K α

Cont rol 0.0289±0.00709 4.794±0.370

PCM 70 0.0358±0.01190 5.389±0.933＊

PCM 140 0.0412±0.01060＊＊5.413±0.626＊

PCF 70 0.0301±0.01040 4.590±0.649

PCF 140 0.0384±0.00849＊ 5.384±0.617＊

PCV 1000 0.0451±0.01210＊＊5.422±0.511＊＊

＊P<0.05 , ＊＊P<0.01 vs cont rol

Tab 2.Ef fect s of polysaccharides from cultured Cordyceps sinensis on

w eight of spleen and thymus in mice(n=10 , x ±s)

Group
Dose

(mg/ kg)

Viscus index of spleen

(mg/ 10g)

Viscus index of thymus

(mg/ 10g)

Cont rol 42.60±6.63 23.20±3.42

PCM 70 50.30±5.39＊ 24.60±5.02

PCM 140 51.70±9.59＊ 33.00±6.93＊＊

PCF 70 50.20±11.50 25.50±3.41

PCF 140 63.10±16.90＊＊ 28.80±5.34＊

PCV 1000 54.80±9.56＊＊ 25.30±6.05

＊P<0.05 , ＊＊P<0.01 vs cont rol

2.2　对特异性细胞免疫功能的影响

采用二硝基氟苯诱导小鼠迟发型变态反应试

验法(DTH)[ 5] ,将 ICR小鼠分组及剂量设置同

前 ,上述各组均灌胃给药 , 每日 1次 , 连续 7 d。

每鼠腹部去毛 , 范围为3 cm×3 cm , 将1%DNFB

均匀涂抹于上 , DNFB为一种半抗原 ,与皮肤蛋白

结合成全抗原后可刺激 T 淋巴细胞增殖成致敏

淋巴细胞。末次给药后 0.5 h ,将 1%DNFB均匀

涂抹于小鼠右耳 ,使局部产生迟发型变态反应(水

肿), 24 h后 ,脱颈椎处死小鼠 ,剪下左右耳壳 ,用

打孔器取下直径 8 mm 的耳片 ,称重 ,以左右耳片

重量之差作为肿胀度 ,比较各组的差别 。结果显

示虫草胞内多糖 140 mg/kg 剂量组具有显著地

增加小鼠耳肿胀度作用(P <0.01),未见胞外多

糖增强作用 ,说明虫草胞内多糖具有一定的增强

二硝基氟苯诱导的小鼠迟发性变态反应作用(见

表 3)。
Tab 3.Effects of polysaccharides f rom cultured Cordyceps sinensis

on murine ear sw elling (n=10 , x ±s)

Group
Dose

(mg/ kg)

M urine ear sw elling

(mg)

Cont rol 4.20±1.61

PCM 70 4.20±1.88

PCM 140 7.44±2.26＊＊

PCF 70 4.38±2.00

PCF 140 4.69±2.32

PCV 1000 8.80±3.08＊＊

＊＊P<0.01 vs cont rol

2.3　对特异性体液免疫功能的影响———血清溶

血素测定法[ 6]

ICR小鼠分组及剂量设置同前 ,上述各组均

灌胃给药 , 每日 1次 , 连续 4 d 。给药第 1天小鼠

ip 20%SRBC 0.2 ml/只 ,免疫后第 4天摘眼球取

血 ,分离血清 ,将血清稀释 500倍后供测定。反应

管内依次加入经稀释的血清 1 ml , 5%SRBC 0.5

ml , 10%补体 1 ml , 置于 37℃恒温水浴中保温 30

min ,然后移至冰浴中终止反应 , 1500 r/min离心

5 min ,取上清液 1 ml加都氏试剂3 ml , 摇匀放置

10 min ,于 540 nm 波长处比色读取吸光度。测定

SRBC半数溶血值:取 5%SRBC0.25 ml加都氏试

剂至 4 ml ,比色读取吸光度值 。计算血清 HC50=

样品的吸光度值/ SRBC 半数溶血值×稀释倍数。

结果可见虫草胞内多糖 70 mg/kg 与 140 mg/kg

剂量组可显著地提高小鼠溶血素水平(P<0.05 ,

P<0.01),并呈剂量依赖性;未见胞外多糖的提

高作用 ,说明虫草胞内多糖具有一定的增强特异

性体液免疫的作用(见表 4)。
Tab 4.Effect s of polysaccharides from cultu red Cordyceps sinensi s on

mu rine hemolysin level(n=10 , x±s)

Group Dose(mg/ kg) HC50

Cont rol 243.36±57.36

PCM 70 296.07±39.64＊

PCM 140 337.14±36.31＊＊■

PCF 70 240.43±38.10

PCF 140 256.36±30.33

PCV 1000 355.50±52.61＊＊

＊P<0.05 , ＊＊P<0.01 vs cont rol;■P<0.05 vs PCM 70 mg/

kg
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3　讨　论

本文观察了人工虫草胞内与胞外多糖对非特

异性和特异性免疫功能的影响 。结果表明人工虫

草胞内及胞外多糖均有增强单核巨噬细胞吞噬功

能的作用 ,胞内多糖并有显著地增强特异性细胞

免疫及体液免疫的作用 , 云芝多糖对非特异性和

特异性免疫功能均有显著的提高作用 ,与受试药

比较未见显著性差别 。结果提示增强免疫功能的

有效成分主要存在于虫草的菌丝体中。

虫草对免疫功能具有促进和调节作用 ,给临

床应用虫草防治免疫失调/低下及肿瘤等疾病提

供了科学依据 ,其作用机理尚未完全阐明 ,多数作

者认为虫草是一种良好的生物反应调节剂 ,赵学

敏《本草纲目拾遗》载“冬虫夏草味甘 ,性温” ,主要

作用为“保肺气 ,实腠理” ,“益肾 ,补精髓” ,通过机

体的神经-体液调节 ,在提高整体能量与物质代

谢基础上进而改善各系统 、组织器官的功能 ,发挥

其扶正祛邪的作用。抗癌作用可能主要是通过增

强免疫 ,抑制肿瘤细胞生长扩散 ,而促进机体康

复[ 7 ,8] 。目前 ,天然虫草药源不足 ,开拓人工培育

品 ,人工合成其有效成分 ,具有广阔的应用前景。
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Effects of Polysaccharides from Cultured Cordyceps sinensis on

Murine Immunologic Funct ion

GONG Xiao-Jian , JI Hui , LU Shun-Gao , LI Shao-Ping1 , LI Ping1

Department of Pharmacology ,
1
Department of Pharmacognosy , China Pharmaceutical Universi ty ,

Nanj ing 210009

Abstract　Carbon clearance test , hemolysin test and dinit rofluorobenzene-induced delayed type hypersensi-

tivi ty test(DTH)were used to evaluate the immunomodulating effects of polysaccharides f rom cultural

mycelium and f luid of Cordyceps sinensis on non-specif ic and specific immunologic function.Results show ed

that both PCM and PCF could increase the index of K , αand the viscus index of spleen and thymus in car-

bon clearance test.It w as also found that PCM enhanced murine ear swelling and hemoly sin level , suggest-

ing that PCM could improve the cellular and humoral immunologic function.

Key words　Cordyceps sinensis;Polysaccharides;DTH;Hemoly sin;Carbon clearance test
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