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!摘要"!目的!观察中国被毛孢和蝙蝠蛾拟青霉对小鼠免疫功能的影响) 方法 !分别给予中国被毛孢和

蝙蝠蛾拟青霉后#测定观察对小鼠碳粒廓清功能(迟发性变态反应(溶血素抗体(淋巴细胞增殖和 K̂ 细胞活性等的

影响) 结果!$3& ;9_;中国被毛孢和蝙蝠蛾拟青霉可显著提高小鼠吞噬指数和半数溶血值%Pl&3&"&(显著提高

O(V淋巴细胞增殖能力%Pl&3&"#Pl&3&'&(显著提高 K̂ 细胞活性%Pl&3&'&#&3' p"3' ;9_;中国被毛孢都能显

著抑制小鼠耳廓肿胀%Pl&3&"#Pl&3&'&#同时还能抑制脾脏和胸腺增大%Pl&3&"#Pl&3&'&) 结论!中国被毛

孢和蝙蝠蛾拟青霉均具有免疫调节作用#而中国被毛孢免疫抑制及增强天然免疫系统作用要优于蝙蝠蛾拟青霉#

而对适应性免疫系统增强作用蝙蝠蛾拟青霉优于中国被毛孢)
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!!冬虫夏草% D,Q+2H1RMM'(1(M'M&是我国传统滋补

中药材#但由于价格的昂贵及野生资源的枯竭#人

们逐渐使用人工虫草菌粉来替代天然冬虫夏草)

从上个世纪 G& 年代起#我国研究人员陆续从天然冬

虫夏草中分离到多个菌种#文献报道已有 %% 个学

名#涉及 "$ 个属 -".

) 随着分子生物学手段发展#越

来越多的证据显示中国被毛孢为冬虫夏草的无性

型 -% p*.

) 但杨金玲等 -'. 发现冬虫夏草除了中国被毛

孢菌寄生外#还存在着蝙蝠蛾拟青霉等内寄生菌#

进而认为冬虫夏草功效可能归因于中国被毛孢(蝙

蝠蛾拟青霉及其它内寄生菌的不同代谢产物共同

作用) 因此#本文以天然冬虫夏草作对照#分别观

察中国被毛孢和蝙蝠蛾拟青霉对小鼠免疫功能的

影响#比较两者在调节免疫功能方面的差异#为临

床使用提供依据)

IN材料

IQIN药物和试剂

"3"3"!药物'中国被毛孢 %"'QM371998 M'(1(M'M#]J&#

黄色粉末$蝙蝠蛾拟青霉%P81H'9,F2H1M01R'89'#P]&#

黄色粉末#均由杭州泰士生物科技有限公司提供)

冬虫夏草%D,Q+2H1RMM'(1(M'M#LJ&'产地青海玉树#购

自青海药材公司#打粉并 (& 目过筛) 以上三种药物

避光干燥(常温%%'q以下&保存#临用前用生理盐

水溶解至所需浓度)

"3"3%!印度墨汁%&G&$%"#北京中西远大&$碳酸钠

%&'""&## 上 海 虹 光 化 工 厂 &$ 二 硝 基 氟 苯

%%&&G"&""# 上 海 化 学 试 剂 公 司 &$ 都 氏 试 剂

%&$"""*# 宁 波 慈 城 生 化 &$ 刀 豆 素 % %&&)"&&"#

</;-.&$ 脂 多 糖 % &%* *̂&()# </;-.&$ 噻 唑 蓝 溶 液

%%)"#(+W#</;-.&$二甲基亚砜%%&&(&(&)#无锡海硕

生物&$YRL," 细胞%中科院上海细胞所&$绵羊红细

胞悬液%绵羊外颈静脉取血#除去纤维蛋白#加入 "&

倍量的保存液&$补体%取 ' 只豚鼠全血#分离出血

清#将 " -U压积 JMVL加入到 ' -U豚鼠血清中#放

*q冰箱 $& -/D#离心取上清# H)&q保存&)

"3"3%!动物'JP[级 ILM小鼠#体重 "G p%% ;#雄

性#%"& 只#JP[级 VRUV94小鼠#体重 "G p%% ;#雄

性#$( 只#由中国科学院上海实验动物中心9上海斯

莱克实验动物有限公司提供 -生产许可证' JLê

%沪&%&&) H&&&'.)

"3"3$!仪器设备'半自动生化分析仪#荷兰 QFC4_

d/7.0.1 Q/4C5$[R"&&* 型分析天平#上海天平仪器

厂$Oc,"( 型高速冷冻离心机#上海安亭科技仪器公

司$)%' 型 HG(q低温冰箱#美国 [NMQR$"%GL,$*&

型酶标仪'奥地利 L0/D/V/5$LV,"'& 型 LN

%

培养箱'

德国 V/D>FC$a+IJJ ReINd+MO%&& 倒置显微镜'德

国 a+IJJ)

IQGN方法
)WEX*

"3%3"!对小鼠体内碳粒廓清功能影响'取体重为

"G p%% ;的雄性 ILM小鼠 )& 只#按体重随机分为 )

组#即正常对照组(模型对照组(]J 低剂组%"3& ;9

_;]J&(]J 高剂组%$3& ;9_;]J&(P]低剂组%"3&

;9_;P]&(P]高剂组%$3& ;9_;P]&和 LJ 组 %"3&

;9_;LJ&#每组 "& 只#连续灌胃给药 ) >#每日一次)

末次给药 %* 6 后#除正常对照组尾静脉注射生理盐

水#其余各组小鼠尾静脉注射稀释 * 倍的印度墨汁

%&3" -U9"&;体重&#注入墨汁后 %("& -/D#分别从

内眦静脉丛取血 "& BU#并立即将其加到 " -U&3"o

K.

%

LN

$

溶液中) 在 (&& D-波长处测 NZ值) 取小

鼠肝脏和脾脏#吸干脏器表面血污后称重) 计算吞

噬指数 n%体重9肝脾重& w-%05;@4

%

H05;@4

"&

& 9

%J

"&

H7

%

&.

" 9$

)

"3%3%!对二硝基氟苯诱导小鼠迟发型变态反应影

响'取体重为 "G p%% ;的雄性 ILM小鼠 )& 只#按体

重随机分为 ) 组#即正常对照组(模型对照组(]J 低

剂组%&3' ;9_;]J&(]J 高剂组%"3' ;9_;]J&(P]

低剂组%&3' ;9_;P]&(P]高剂组%"3' ;9_;P]&和

LJ 组%&3' ;9_;LJ&#每组 "& 只#连续灌胃给药 "$

>#每日一次#给药第 ) 天时致敏#小鼠腹部皮肤用脱

毛%$ 4-w$ 4-&#用 "oZK[V溶液 '&

%

U均匀涂抹

致敏) 致敏 ' > 后#用 ZK[V溶液 "&

%

U均匀涂抹

于小鼠右耳%两面&进行攻击#攻击后 %* 6 颈椎脱臼

处死小鼠#剪下左右耳廓) 用打孔器取下直径 G --

的耳片#用分析天平精密称重#并计算耳肿胀度#取

脾脏和胸腺#称重计算脾脏和胸腺指数)

"3%3$!对 JMVL致小鼠溶血素抗体生成影响'取体

重为 "G p%% ;的雄性 ILM小鼠 )& 只#按体重随机

分为 ) 组#即正常对照组(模型对照组(]J 低剂组

%"3& ;9_;]J&(]J 高剂组%$3& ;9_;]J&(P]低剂

组%"3& ;9_;P]&(P]高剂组%$3& ;9_;P]&和 LJ

组%"3& ;9_;LJ&#每组 "& 只#各组分别给予相应浓
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度的相应药物#每日一次#连续给药 ) >#腹腔注射

%&oJMVL&3% -U免疫 * > 后#小鼠眼眶取血#取血

清用 JR缓冲液稀释 '&& 倍) 将稀释后的血清 " -U

置试管内#依次加入 "&o%X9X& JMVL&3' -U#补体

" -U%用 JR液按 "xG稀释&) 另设不加血清的对照

管%以 JR液代替&) 置 $)q恒温水浴中保温 $& -/D

后#冰浴终止反应) %&&& C9-/D 离心 "& -/D) 取上

清液 " -U#加都氏试剂 $ -U#同时取 "&o %X9X&

JMVL&3%' -U加都氏试剂至 * -U#充分混匀#放置

"& -/D#于 '*& D-处以对照管作空白#分别测定各

管光密度值#计算样品管半数溶血值 %]L

'&

&#]L

'&

n%样品的吸光度值9JMVL半数溶血时的吸光度

值& w稀释倍数)

"3%3*!对小鼠脾淋巴细胞增殖反应和 K̂ 细胞活

性影响'取体重为 "G p%% ;的雄性 VRUV94小鼠 $(

只#按体重随机分为 ( 组#即空白对照组(]J 低剂组

%"3& ;9_;]J&(]J 高剂组%$3& ;9_;]J&(P]低剂

组%"3& ;9_;P]&(P]高剂组%$3& ;9_;P]&和 LJ

组%"3& ;9_;LJ&#每组 ( 只#连续给药 ) > 后#进行

脾淋巴细胞增殖反应和 K̂ 细胞活性测定)

"3%3*3"!脾淋巴细胞增殖反应'小鼠无菌取脾于培

养基中#捣碎#使细胞分散均匀#过滤#离心#去上

清#培养液洗涤 % 次) 脾细胞制成 "& w"&

( 个9-U#

布板'#( 孔板每孔加细胞 %&&

%

U#每一样重复 * 孔#

同时设立空白对照) 样品孔加 L5DR%3'

%

;9-U或

UPJ'3&

%

;9-U#对照孔不加#$)q'oLN

%

培养箱中

培养 )% 6) 加入 QOO"&

%

U#继续培养 * 6#弃上清

液#加入二甲基亚砜 "'&

%

U#充分振荡#于 ')& D-

测 NZ值) 计算刺激指数'刺激指数 n加 L5DR或

UPJ 细胞孔的平均 NZ值 y对照孔的平均 NZ值)

"3%3*3%!K̂ 细胞活性检测'取 YRL," 靶细胞和效

应细胞各 "&&

%

U%效靶比 '&x"&#加入 #( 孔培养板

中$ 靶 细 胞 自 然 释 放 孔 加 靶 细 胞 和 培 养 液 各

"&&

%

U#靶细胞最大释放孔加靶细胞和 "oKP*& 各

"&&

%

U$设三个复孔#于 $)q('oLN% 培养箱中培

养 * 6#然后将 #( 孔培养板以 "'&& C9-/D 离心 '

-/D#每孔吸取上清 "&&

%

U置平底 #( 孔培养板中#

同时加入 UZ]基质液 "&&

%

U#反应 $ -/D#每孔加入

" -509U的 ]L0$&

%

U#在酶标仪 *#& D-处测定光密

度值%NZ&) K̂ 细胞活性 % K̂ 4F00.47/X/7=#o& n

%NZ

O

H%NZJ,NZ+&& 9NZ

O

w"&&o#NZ

O

'靶细胞空

白光密度值#NZ

J

'样品光密度值# NZ

+

'效应细胞空

白光密度值)

"3%3'! 统 计 学 分 析' 结 果 以 %

OsM表 示# 使 用

JPJJ"&3& 统计软件进行单因素方差分析)

GN结果

GQIN中国被毛孢和蝙蝠蛾拟青霉对小鼠体内碳粒

廓清功能影响

由表 " 可见#与模型对照组比较#给予 $3& ;9_;

中国被毛孢($3& ;9_;蝙蝠蛾拟青霉和 "3& ;9_;冬

虫夏草后#小鼠碳粒吞噬指数均显著升高 %Pl

&3&'&$而 "3& ;9_;中国被毛孢和 "3& ;9_;蝙蝠蛾

拟青霉有升高小鼠碳粒吞噬指数的趋势#但无显著

差异%Pt&3&'&)

表 I!中国被毛孢和蝙蝠蛾拟青霉对小鼠体内碳

粒廓清功能影响%

%

OsM#( n"&&

0:;SI!O6FFTTF47</D 4.C15D 40F.C.D4FTBD47/5D 1=]J

.D> P]/D -/4F%

%

OsM#( n"&&

组别9cC5B8<给药剂量9ZCB;<吞噬指数9P6.;54=7/4/D>FE

正常对照组 KJ%&-U9_; &3(G& s&3G(*

模型对照组 KJ%&-U9_;

$3('& s&3%')

&&

]J 低剂组 "3&;9_; $3G$" s&3$"G

]J 高剂组 $3& ;9_;

$3#*" s&3%"$

!

P]低剂组 "3& ;9_; $3G$( s&3*&'

P]高剂组 $3& ;9_;

$3#'# s&3%%#

!

LJ 组 "3&;9_;

$3#)) s&3$$&

!

注'与正常对照组比较#

$

Pl&3&'#

$$

Pl&3&"$与模型对照组

比较#

!

Pl&3&'#

!!

Pl&3&"

K57F'45-8.CF> ?/76D5C-.045D7C50;C5B8#

$

Pl&3&'#

$$

Pl

&3&"$ 45-8.CF> ?/76 -5>F045D7C50;C5B8#

!

Pl&3&'#

!!

P

l&3&"

GQGN中国被毛孢和蝙蝠蛾拟青霉对二硝基氟苯诱

导小鼠迟发型变态反应影响

由表 % 可见#与正常对照组比较#模型对照组小

鼠经二硝基氟苯 %ZK[V&诱导后#耳廓明显肿胀和

脾脏显著增大%Pl&3&"&#胸腺略有增大#但无显著

性差异%Pt&3&'&) 给予不同剂量的中国被毛孢

和蝙蝠蛾拟青霉后均具有不同程度的抑制小鼠耳

廓肿胀(脾脏增大#与模型对照组比较#"3' ;9_;中

国被毛孢的小鼠耳廓肿胀显著降低%Pl&3&"&#&3'

;9_;中国被毛孢(&3' H"3' ;9_;蝙蝠蛾拟青霉和

&3' ;9_;冬虫夏草对小鼠耳廓肿胀度均明显降低

%Pl&3&'&$"3' ;9_;中国被毛孢(蝙蝠蛾拟青霉和

&3' ;9_;冬虫夏草能明显抑制脾脏增大的作用 %P

l&3&'&#"3' ;9_;中国被毛孢高和 &3' ;9_;冬虫

夏草能显著抑制胸腺增大的作用 %Pl&3&"#Pl

&3&'&)
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表 G!中国被毛孢和蝙蝠蛾拟青霉对 ZK[V诱导小鼠迟发型变态反应影响%

%

OsM#( n"&&

0:;SG!O6FFTTF47</D ZK[V,/D>B4F> >F0.=F> 7=8F6=8FC<FD</7/X/7=1=]J .D> P]/D -/4F%

%

OsM#( n"&&

组别9cC5B8< 给药剂量9ZCB;<>5<F

耳肿胀度9+.C

<?F00/D;%-;&

脾脏系数9J80FFD

/D>FE%-;9"& ;&

胸腺系数9O6=-B<

/D>FE%-;9"& ;&

正常对照组 KJ"&-U9_; &3*) s$3'& $)3)* s)3$% %&3(' s%3$"

模型对照组 KJ"&-U9_;

%G3G$ sG3$)

&&

')3'% s#3)(

&&

%%3&* s*3%'

]J 低剂组 &3';9_;

%&3#* s$3'#

!

'&3%G s(3&* %"3&' s$3""

]J 高剂组 "3' ;9_;

"#3$& s*3')

!!

*(3'' s*3(#

!

")3&" s%3$)

!!

P]低剂组 &3' ;9_;

%"3"" s'3))

!

'"3G& sG3$* "#3%$ s'3#*

P]高剂组 "3' ;9_;

%&3&$ s(3&$

!

*)3%$ s""3%)

!

"#3$& s'3$%

LJ 组 &3' ;9_;

%&3)G s'3%%

!

*#3*" s*3&#

!

"G3&$ s%3#"

!

注'与正常对照组比较#

$

Pl&3&'#

$$

Pl&3&"$与模型对照组比较#

!

Pl&3&'#

!!

Pl&3&"

K57F'45-8.CF> ?/76 D5C-.045D7C50;C5B8#

$

Pl&3&'#

$$

Pl&3&"$ 45-8.CF> ?/76 -5>F045D7C50;C5B8#

!

Pl&3&'#

!!

Pl&3&"@

GQTN中国被毛孢和蝙蝠蛾拟青霉对 &*V!致小鼠

溶血素抗体生成影响

由表 $ 可见#与正常对照组比较#模型对照组的

小鼠半数溶血值明显升高%Pl&3&"&$与模型对照

组比较#$3& ;9_;中国被毛孢(" p$3& ;9_;蝙蝠蛾

拟青霉和 "3& ;9_;冬虫夏草均能显著升高小鼠的

半数溶血值 %Pl&3&" &#"3& ;9_;中国被毛孢对

JMVL免疫小鼠的半数溶血值有明显升高作用%Pl

&3&'&)

表 T!中国被毛孢和蝙蝠蛾拟青霉对 JMVL致

小鼠溶血素抗体生成影响%

%

OsM#( n"&&

0:;ST!O6FFTTF47</D JMVL,/D>B4F> 6F-50=</D .D7/15>=1=

]J .D> P]/D -/4F%

%

OsM#( n"&&

组别9cC5B8< 给药剂量9ZCB;<>5<F

半数溶血值9]L

'&

正常对照组 KJ%&-U0_;

H"

'$3&( s"3**

模型对照组 KJ%&-U0_;

H"

$&#3)* s$G3)(

&&

]J 低剂组 "3& ;0_;

H"

$*"3#* s%#3%(

!

]J 高剂组 $3& ;0_;

H"

$''3(# s%(3G)

!!

P]低剂组 "3& ;0_;

H"

$'*3G* s%G3((

!!

P]高剂组 $3& ;0_;

H"

$($3GG s"*3)&

!!

LJ 组 "3& ;0_;

H"

$'&3(& s"$3G&

!!

注'与正常对照组比较#

$

Pl&3&'#

$$

Pl&3&"$与模型对照组

比较#

!

Pl&3&'#

!!

Pl&3&"@

K57F'45-8.CF> ?/76 D5C-.045D7C50;C5B8#

$

Pl&3&'#

$$

Pl

&3&"$ 45-8.CF> ?/76 -5>F045D7C50;C5B8#

!

Pl&3&'#

!!

P

l&3&"@

GQUN中国被毛孢和蝙蝠蛾拟青霉对小鼠脾淋巴细

胞增殖反应和 $M细胞活性影响

由表 * 可见#与空白对照组比较#中国被毛孢(

蝙蝠蛾拟青霉高剂量%$3& ;9_;&组和拟青霉低%"3&

;9_;&剂量(冬虫夏草组均能显著提高 O淋巴细胞

增殖作用%Pl&3&"&#中国被毛孢低剂量组也能显

著提高 O淋巴细胞增殖作用%Pl&3&'&#但作用明

显低于拟青霉低剂组%Pl&3&'&$中国被毛孢(拟青

霉(冬虫夏草低剂量组还能促进 V淋巴细胞增殖作

用#而中国被毛孢低剂量组无显著作用) 与正常对

照组比较#被毛孢高剂量组 %$3& ;9_;& 和低剂量

%"3& ;9_;&以及冬虫夏草组均能显著性提高 K̂ 细

胞活性%Pl&3&'&#被毛孢低剂量 %"3& ;9_;&提高

K̂ 细胞活性的作用明显强于蝙蝠蛾拟青霉低剂量

%"3& ;9_;&#蝙蝠蛾拟青霉无论高(低剂量组对 K̂

细胞活性均无显著性差异)

TN讨论

中国被毛孢菌粉和蝙蝠蛾拟青酶已有很多文

献报道均有免疫调节功能#其增强或抑制作用取决

于机体的生理状态#即炎症迹象的程度#在无炎症

迹象时#冬虫夏草促进 ZL<向 O6" 型免疫#反过来#

表 U!中国被毛孢和蝙蝠蛾拟青霉对小鼠脾淋巴细胞增殖反应和 K̂ 细胞活性影响%

%

OsM#( n(&

0:;SU!O6FFTTF47</D J80FD54=7F8C50/TFC.7/5D .D> K̂ 4F00.47/X/7=1=]J .D> P]/D -/4F%

%

OsM#( n(&

组别9cC5B8< 给药剂量9ZCB;<>5<F

O淋巴细胞 JI值9O

0=-8654=7F<JIX.0BF

V淋巴细胞 JI值9V

0=-8654=7F<JIX.0BF

K̂ 细胞活性9K̂

4F00.47/X/7=%o&

空白对照组 KJ%&-U9_; %3$'' s&3$)% "3'*( s&3$&# %"3&# s*3'"

]J 低剂组 ]J"3&;9_;

%3)G' s&3*&*

!

"3)%( s&3"G*

%)3$G s*3G"

!

]J 高剂组 $3& ;9_;

$3"$' s&3$#&

!!

"3G%) s&3"$(

!

%)3($ s*3GG

!

P]低剂组 "3& ;9_;

"

$3*$G s&3'"$

!!

.

"3G&' s&3"$'

!

%"3$G s%3**

.

P]高剂组 $3& ;9_;

$3($G s&3G%*

!!

"3#&( s&3%'$

!

%$3'* s*3$&

LJ 组 "3& ;9_;

$3$"" s&3*"(

!!

"3G&" s&3"%(

!

%(3#* s'3%*

!

!!注'与空白对照组比较#

!

Pl&3&'#

!!

Pl&3&"$与 ]J 低剂组比较#

.

Pl&3&'

K57F'45-8.CF> ?/7610.D_ 45D7C50;C5B8#

!

Pl&3&'#

!!

Pl&3&"$ 45-8.CF> ?/76 -5>F045D7C50;C5B8#

.

Pl&3&'
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就抑制 O6" 型超敏反应#在一定程度上体现了中医

药对机体调控作用的特色 -#.

) 本文通过免疫药效

功能评价体系对中国被毛孢和蝙蝠蛾拟青霉一同

进行免疫调节作用研究#观察两者是否具有差异)

实验结果显示#中国被毛孢(蝙蝠蛾拟青霉和

冬虫夏草均具有免疫调节作用#但两者在作用程强

和作用靶向性各有倾向) 在免疫增强方面#中国被

毛孢和蝙蝠蛾拟青霉均可显著提高小鼠吞噬指数

和半数溶血值$同时也均能促进 O(V淋巴细胞增殖

能力#但蝙蝠蛾拟青霉作用要强于中国被毛孢$中

国被毛孢还能显著提高 K̂ 细胞活性#而蝙蝠蛾拟

青霉在本研究中未发现) 在免疫抑制方面#中国被

毛孢除能抑制小鼠耳廓肿胀程度外#还能抑制小鼠

脾脏和胸腺增大#而蝙蝠蛾拟青酶对胸腺增大无作

用#中国被毛孢免疫抑制作用要强于蝙蝠蛾拟青霉)

因此#通过检测中国被毛孢菌粉和蝙蝠蛾拟青霉

菌粉对先天性免疫系统 K̂ 活性(吞噬指数的影响及

对适应性免疫系统细胞免疫(体液免疫的影响#结果

表明中国被毛孢(蝙蝠蛾拟青霉均具有免疫调节作

用#但中国被毛孢免疫抑制作用及增强天然免疫系统

作用要强于蝙蝠蛾拟青霉#而对适应性性免疫系统增

强作用蝙蝠蛾拟青霉略强于中国被毛孢)
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提高#仅使造血干细胞数量增加#而不能增强其干

细胞功能#生成淋巴细胞的能力降低#所以#老龄小

鼠 V淋巴细胞及 O减少 -)#G.

) 本研究发现随年龄增

长#LC.-8 基因敲除后#骨髓长期造血干细胞 %UO,

]JL&减少#而骨髓多潜能造血祖细胞 %QPP,]JL&

增多$同时#骨髓中前体 V淋巴细胞和未成熟 V淋

巴细 胞 减 少#而 成 熟 V淋 巴 细 胞 增 多) 这 说 明

LC.-8 基因在骨髓造血干细胞及 V淋巴细胞发育及

衰老中具有重要作用#其作用机制有待进一步深入

研究)
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