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摘要：目的　探究芝芪菌质及其各部位免疫活性。方法　芝芪菌质为灵芝菌丝 －黄芪药渣的固体发酵复合体。通过小鼠碳
粒廓清实验，鸡红细胞吞噬功能实验，小鼠血清溶血素、免疫球蛋白Ｍ（ＩｇＭ）和免疫球蛋白Ｇ（ＩｇＧ）的含量检测，以及小鼠脾淋
巴细胞增殖实验，筛选了芝芪菌质水提液，芝芪菌质水浸液，芝芪菌质水提液经大孔树脂分离的部位（水洗脱液、４０％乙醇洗
脱液和９５％乙醇洗脱液）的非特异性和特异性免疫活性。结果　碳粒廓清实验中，Ｋ值最高为水浸液和水提液组的０．２３，α
值最高为水提液组的２．４４。吞噬指数最高为水浸液和水提液组的０．３６，鸡红细胞吞噬百分率最佳为水浸液组的４７．２５％。小
鼠溶血素含量最高为水洗脱组的０．４。ＩｇＭ含量最高为水提液组的３４．１９ｍｇ·Ｌ－１，而 ＩｇＧ最高则是水浸液组的４４．５０ｍｇ·
Ｌ－１。淋巴细胞增殖指数最高为４０％乙醇洗脱液组的１．２３。结论　芝芪菌质水提液、芝芪菌质水浸液和４０％乙醇洗脱液具
有显著的免疫增强功效，为芝芪菌质制成增强人体抵抗力的功能性食品及药品提供实验数据和理论参考。
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　　将灵芝菌种接种于黄芪药渣中进行固体发酵 得到的灵芝菌丝体与黄芪药渣的发酵复合体谓之

芝芪菌质。其中的黄芪药渣的化学成分为灵芝真

菌的生长提供营养，而灵芝真菌的酶又可改变黄芪

药渣的组织和成分，因这种双向性而被称为双向性

固体发酵技术。双向性固体发酵技术是将药用真

·９６８１·安 徽 医 药　ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌａｎｄＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＪｏｕｒｎａｌ　２０１８Ｏｃｔ，２２（１０）



菌发酵菌种（例如灵芝、槐耳、姬松茸等）和发酵基

质（具一定活性成分的中药材或药渣）构成发酵组

合，双方相适应则在一定条件下进行固体发酵。

中药药材加工为中成药后剩留大量尚含有各

种残余成分的药渣，但它大多被废弃。目前我国药

渣的资源化利用可分为３类，即有效成分的富集提
取利用、生态经济化利用和高附加值化利用［１］。双

向固体发酵技术是目前开发药渣最有希望的途径

之一，可被用来开发药渣，以产生各种有用的药性

菌质（药渣与真菌菌丝发酵复合体），它作为一种新

资源可继续研发成新药或保健品、功能性食品等。

本课题组的前期实验研究已证实芝芪菌质对

肉鸡、日本沼虾、中华绒螯蟹、黄颡鱼具有显著的免

疫促进作用［２５］。本实验目的是为了探究芝芪菌质

对人体的免疫促进作用，筛选其免疫活性部位，为

黄芪药渣的二次利用提供理论依据，为将芝芪菌质

继续研发成新药或保健食品、功能性食品提供实验

依据。

１　材料
１．１　实验动物　体质量１８～２２ｇ的雄性小鼠３８４
只，１８０～２２０ｇ的雄性大鼠８只，均为上海杰思捷实
验动物有限公司提供（许可证号码：ＳＣＸＫ沪２０１３
０００６）。本研究符合一般实验动物伦理学原则。本
研究起止时间为２０１６年２～８月。
１．２　试剂和药品　灵芝菌购于中国微生物菌种保
藏管理委员会普通微生物中心（菌种编号５．０６１６）；
芝芪菌质由南京晓庄学院药用菌物研究所制备；江

苏南星药业有限责任公司收集黄芪药渣；注射用环

磷酰胺（江苏盛迪医药有限公司，批号１５１０２８２５）；
匹多莫德片（赛诺菲，批号１４０８１１）；印度墨汁（Ｓｏ
ｌａｒｂｉｏＬＩＦＥＳＣＩＥＮＣＥＳ，Ｎｏ．１２２１Ｆ０２１）；甲醇、无水
乙醇、ＮａＨ２ＰＯ４、Ｎａ２ＨＰＯ４、Ｎａ２ＣＯ３（分析纯，国药
集团化学试剂有限公司）；０．９～１．１ｍｍ玻璃熔点
毛细管（上海曼贤实验仪器商行）；刀豆素 Ａ（Ｃｏｎ
Ａ）（美国 ＡＭＲＥＳＣＯ公司，批号 ２０１５１２１７）；Ｄ１０１
大孔树脂（上海蓝季科技发展有限公司，批号

１２１０２０）；瑞氏染液、２０％绵羊红细胞悬液、ＲＰＭＩ
１６４０培养基和台盼蓝（均购于南京建成生物技术
研究所）；小鼠 ＩｇＧＥＬＩＳＡ试剂盒（欣博盛生物科
技有限公司，Ｌｏｔ．Ｍ１６０８０９１１６ｂ）；小鼠 ＩｇＭＥＬＩＳＡ
试剂盒（欣博盛生物科技有限公司，Ｌｏｔ．Ｍ１６０９１４
１２９ａ）。
１．３　仪器　ＳｙｎｅｒｇｙＨ１型美国ＢＩＯＴＥＫ全功能微孔
板检测仪（酶标仪），ＩＸ７１型奥林巴斯显微镜。
ＭＣＯ５ＡＣ型三洋ＣＯ２培养箱。

２　方法
２．１　芝芪菌质各样品的制备
２．１．１　芝芪菌质水提液的制备　取芝芪菌质２０ｇ，
加１０倍量的水加热回流提取１ｈ，冷却，过滤，滤液
备用；滤渣再加１０倍量的水加热回流提取１ｈ，冷
却，过滤。两次滤液合并，减压浓缩至５０ｍＬ，制成
芝芪菌质含量为０．４ｇ·ｍＬ－１的芝芪菌质水提液。
２．１．２　芝芪菌质水浸液的制备［６］　取芝芪菌质２０
ｇ，置研钵中研细（研钵置于冰袋中），再加适量水研
磨１ｈ，水浸液过滤，转移置５０ｍＬ容量瓶中，加水
定容，制成芝芪菌质含量为０．４ｇ·ｍＬ－１的芝芪菌
质水浸液。

２．１．３　芝芪菌质各部位的分离制备　将处理好的
新购大孔树脂 Ｄ１０１用蒸馏水装柱，将２．１．１项下
的０．４ｇ·ｍＬ－１的芝芪菌质水提液加入大孔树脂分
离柱中，分别用 ４ＢＶ量（４倍树脂体积量）的水、
４０％乙醇、９５％乙醇洗脱，各洗脱部位经减压浓缩
回收溶剂后，加水溶解，分别制成芝芪菌质含量为

０．４ｇ·ｍＬ－１的水洗脱液、４０％乙醇洗脱液和９５％
乙醇洗脱液。

２．２　非特异性免疫功能实验
２．２．１　小鼠碳粒廓清实验［７９］　分组方法：取昆
明雄性小鼠９６只（１８～２２ｇ），采用随机数字表法
分成８组：对照组（正常组）、模型（环磷酰胺）组、
阳性（匹多莫德，０．３２ｇ·ｋｇ－１）组、样品组（再分５
亚组：芝芪菌质水提液、水浸液、水洗液、４０％乙醇
洗脱液和９５％乙醇洗脱液），每组１２只。除对照
组外，其他各组均采用环磷酰胺复制免疫缺陷小

鼠模型。

造模方法：实验 ｄ１～ｄ３，鼠腹腔注射环磷酰胺
（８０ｍｇ·ｋｇ－１），１次／天，连续３ｄ。ｄ６再以相同剂
量再次腹腔注射一次。

给药方法：ｄ１灌胃给药，每天０．１ｍＬ／１０ｇ，４００
ｍｇ·ｋｇ－１，１次／天，连续给药 ７ｄ，ｄ６晚禁食 １２ｈ
后，ｄ７上午最后１次给药后立即检测。

检测方法：５倍稀释的印度墨汁按０．０５ｍＬ／１０
ｇ体质量，每只鼠尾静脉注射，分别于第２、１２分钟
在小鼠眼眶后静脉丛用毛细采血管取血２０μＬ溶于
２ｍＬ０．１％Ｎａ２ＣＯ３溶液中，摇匀。以０．１％Ｎａ２ＣＯ３
溶液作空白，测定６００ｎｍ处吸光度。

检测指标：取小鼠肝、脾脏，称量其质量。计算

廓清指数Ｋ、校正廓清指数α。
Ｋ＝（ｌｏｇＯＤ１－ｌｏｇＯＤ２）／（ｔ２－ｔ１）
α＝Ｋ１／３×体质量／（肝重＋脾重）

２．２．２　鸡红细胞吞噬功能实验［１０１１］　分组、造模、
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给药方法：同２．２．１。
检测方法：最后一次给药后１ｈ，每只小鼠腹腔

注射１％鸡红细胞悬液１ｍＬ。间隔３０ｍｉｎ颈椎脱
臼处死，仰位固定于鼠板上，腹腔注入生理盐水 １
ｍＬ，转动鼠板１ｍｉｎ。然后吸出腹腔液０．５ｍＬ，平
均分滴于２片玻片上，用生理盐水漂洗，自然干燥
后以甲醇溶液固定，瑞氏染液染色，干燥后镜下观

察计数：

吞噬百分率／％ ＝吞噬鸡红细胞的巨噬细胞
数／计数的巨噬细胞数×１００％；

吞噬指数＝被吞噬的鸡红细胞总数／计数的巨
噬细胞数×１００％
２．３　特异性免疫功能实验
２．３．１　对免疫缺陷小鼠血清溶血素的影响［１２１４］　
分组、造模、给药方法：同２．２．１。检测方法：给药７
ｄ后，每鼠腹腔注射２０％绵羊红细胞（ＳＲＢＣ）悬液
０．２ｍＬ致敏，给药１４ｄ后眼眶取血制备血清。将
收集好的血清做系列稀释，确定最佳稀释度。吸取

稀释的血清０．５ｍＬ，依次加入２０％ ＳＲＢＣ、１０稀释
补体、０．９％生理盐水各０．５ｍＬ，空白管用生理盐水
代替血清，混匀，置 ３７℃温箱 １ｈ，再置冰浴中 ５
ｍｉｎ，离心，取上清液于５４０ｎｍ处测定 ＯＤ值，并计
算：溶血素含量＝样本血清的ＯＤ值×稀释倍数。
２．３．２　对免疫缺陷小鼠血清ＩｇＭ、ＩｇＧ含量影响［１５］

分组、造模、给药方法：同 ２．２．１。检测方法：采用
ＥＬＩＳＡ法，按照说明书要求测定血清中ＩｇＧ、ＩｇＭ含量。
２．３．３　对小鼠脾淋巴细胞增殖的影响［１６１８］　含药
血清的制备：实验各组大鼠连续灌胃７ｄ后，颈动脉
取血，制备含药血清。对照组和ＣｏｎＡ组采用的是３
只空白大鼠血清（对照组２只，ＣｏｎＡ组１只），其他
５组给药组分别每组１只大鼠制备含药血清，给药
剂量为４００ｍｇ·ｋｇ－１。

脾细胞原代培养：小鼠用７５％乙醇浸泡５ｍｉｎ，
无菌操作取脾脏，用完全 ＲＰＭＩ１６４０培养基制备
２．０×１０９·Ｌ－１的脾细胞悬液，台盼蓝染料检测细胞
活力＞９５％以上，备用。

实验方法：将各组１００μＬ脾细胞悬液分别加入
９６孔培养板中，再分别加入 ＣｏｎＡ（终浓度为
５ｍｇ·Ｌ－１）及含药血清，总体积２００μＬ。设置只加
２００μＬＲＰＭＩ１６４０培养基为空白对照。每实验组
设１０个复孔。加液后把培养板置于微量振荡器上
振荡２ｍｉｎ混匀，于３７℃含５％ ＣＯ２培养箱中温育
７２ｈ，变色后用 ＭＴＴ法于酶标仪测吸光值 Ａ（λ＝
４９０ｎｍ）。增殖指数ＳＩ＝样品组Ａ／ＣｏｎＡ组Ａ。
２．４　统计学方法　数据符合正态分布，采用 Ｅｘｃｅｌ
软件处理，对组间方差齐者进行ｔ检验，方差不齐者
进行ｔ′检验，结果均以ｘ±ｓ表示。
３　结果
３．１　非特异性免疫功能实验　模型组各检测指标
与对照组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），见
表１。表明造模成功，即除对照组外其余各组都是
免疫功能低下的小鼠。阳性组各检测指标与模型

组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５或０．０１），表明
匹多莫德片可有效提高免疫功能低下小鼠的机体

免疫力。水浸液、水提液和４０％乙醇洗脱液组均可
显著提高免疫缺陷小鼠 Ｋ值、α值、鸡红细胞的吞
噬指数和吞噬百分率（与模型组比较，Ｐ＜０．０５或
０．０１），提示它们可显著提高免疫缺陷小鼠的非特
异免疫吞噬功能。但水洗脱液和９５％乙醇洗脱液
组的各检测指标却未见显著增强（与模型组比较，

Ｐ＞０．０５）。
３．２　特异性免疫功能实验　水浸液、水提液和
４０％乙醇洗脱液组均可显著提高免疫缺陷小鼠血
清中的溶血素水平和ＩｇＭ、ＩｇＧ含量（与模型组比

表１　小鼠碳粒廓清和鸡红细胞吞噬功能实验结果／ｘ±ｓ

组别 鼠数 给药剂量／ｍｇ· ｋｇ－１ Ｋ值 α值 吞噬指数 吞噬百分率／％

对照组 １０ ０．００ ０．０２５±０．００８ａ ２．５４±０．７６ａ ０．４０±０．１０ａ ４９．８５±７．９１ａ

模型（环磷酰胺）组 １０ ０．００ ０．０１１±０．００４ １．７７±０．３４ ０．２９±０．０６ ３９．８０±６．７２

阳性（匹多莫德片）组 １０ ０．３２ ０．０２５±０．０１１ａ ２．４４±０．７１ｂ ０．３５±０．０６ｂ ４６．８０±７．０３ｂ

水浸液组 １０ ４００．００ ０．０２３±０．０１０ｂ ２．２１±０．４９ｂ ０．３６±０．０６ｂ ４６．８５±６．５３ｂ

水提液组 １０ ４００．００ ０．０２３±０．００６ａ ２．４４±０．５９ａ ０．３６±０．０７ｂ ４７．２５±４．１８ａ

水洗脱液组 １０ ４００．００ ０．０１６±０．００７ ２．１４±０．３３ ０．３２±０．０６ ４３．５５±４．９３

４０％乙醇洗脱液组 １０ ４００．００ ０．０２４±０．０１１ａ ２．３３±０．２９ａ ０．３４±０．０５ｂ ４７．２０±６．２１ｂ

９５％乙醇洗脱液组 １０ ４００．００ ０．０１６±０．００４ １．７２±０．６４ ０．３４±０．１０ ４３．６５±１０．９１

　　注：与模型组比较，ａＰ＜０．０５；ｂＰ＜０．０１
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表２　小鼠血清溶血素和ＩｇＭ、ＩｇＧ的含量检测

组别 鼠数 给药剂量／ｍｇ· ｋｇ－１ 溶血素含量／ｘ±ｓ ＩｇＭ含量／（μｇ· ｍＬ－１，ｘ±ｓ） ＩｇＧ含量／（μｇ· ｍＬ－１，ｘ±ｓ）
对照组 １０ ０．００ ０．２８±０．０４ａ ３４．７２±２．５４ａ ４５．１５±１．２２ａ

模型（环磷酰胺）组 １０ ０．００ ０．１６±０．０６ ３１．４６±２．１９ ４３．１８±０．７６
阳性（匹多莫德片）组 １０ ０．３２ ０．２２±０．０７ｂ ３３．７２±１．６１ｂ ４４．６３±１．６９ｂ

水浸液组 １０ ４００．００ ０．２２±０．０６ｂ ３３．６５±２．２０ｂ ４４．５０±１．６９ｂ

水提液组 １０ ４００．００ ０．２２±０．０５ｂ ３４．１９±１．５０ａ ４４．２１±１．１２ｂ

水洗脱液组 １０ ４００．００ ０．４０±０．６０ ３３．０５±２．０５ ４４．１４±０．９７ｂ

４０％乙醇洗脱液组 １０ ４００．００ ０．２２±０．０６ｂ ３４．１７±１．６４ａ ４４．１９±１．０５ｂ

９５％乙醇洗脱液组 １０ ４００．００ ０．２０±０．０６ ３３．６６±１．９９ｂ ４３．２９±１．０４

　　注：与模型组比较，ａＰ＜０．０５；ｂＰ＜０．０１

较，Ｐ＜０．０５，０．０１）；此外，水洗脱液组也可显著提
高免疫缺陷小鼠血清中的 ＩｇＧ含量（与模型组比
较，Ｐ＜０．０５），９５％乙醇洗脱液组可显著提高免疫
缺陷小鼠血清中的 ＩｇＭ含量（与模型组比较，Ｐ＜
０．０５）。提示它们均可显著提高免疫缺陷小鼠的特
异性体液免疫功能。见表２。

与对照组吸光值相比可见，ＣｏｎＡ组可显著增
加小鼠脾淋巴细胞增殖（Ｐ＜０．０５）。水浸液、水提
液和４０％乙醇洗脱液组的吸光值均显著增加（与模
型组比较，Ｐ＜０．０５），提示它们可显著促进小鼠脾
淋巴细胞增殖，从而提高免疫缺陷小鼠的特异性细

胞免疫功能。见表３。

表３　小鼠脾淋巴细胞增殖实验的结果

组别 复孔数
吸光值／

（Ａ，ｘ±ｓ）

淋巴细胞

增殖指数／ＳＩ

对照组 １０ ０．１６±０．０２ａ ０．８２

ＣｏｎＡ（５μｇ·ｍＬ－１） １０ ０．１９±０．０３ １．００

水浸液组 １０ ０．２３±０．０４ａ １．２２

水提液组 １０ ０．２２±０．０３ａ １．１７

水洗脱液组 １０ ０．２０±０．０３ １．０７

４０％乙醇洗脱液组 １０ ０．２３±０．０４ａ １．２３

９５％乙醇洗脱液组 １０ ０．２１±０．０４ １．１２

　　注：与ＣｏｎＡ组比较，ａＰ＜０．０１

４　讨论
本实验结果提示：芝芪菌质与芝芪菌质４０％乙

醇洗脱部位均具有显著的促进特异性和非特异性

免疫功效；芝芪菌质的免疫活性来自其水洗脱液、

４０％乙醇洗脱液和９５％乙醇洗脱液三部位的效应
综合，但免疫功效部位主要集中在４０％乙醇洗脱液
段，而另两个部位分别仅对一个指标有效（ＩｇＧ，
ＩｇＭ），提示芝芪菌质４０％乙醇洗脱部位的免疫促进
作用可代表其整体功效；芝芪菌质水提液为加热回

流提取，芝芪菌质水浸液则在低温下制备（防止破

坏蛋白成分），但前者的免疫增强功效优于后者（多

个指标Ｐ＜０．０１），表明加热提取并不影响芝芪菌质

的免疫活性。
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