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红须腹菌多糖的提取、羧甲基化修饰及免疫活性研究

黄馨阅ꎬ丁慧敏ꎬ马士玄ꎬ王秋艳ꎬ陶明煊

(南京师范大学食品制药与工程学院ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 红须腹菌(Ｒｈｉｚｏｐｏｇｏｎ ｒｕｂｅｓｃｅｎｓ(Ｔｕｌ.)Ｔｕｌ)是一类主要分布于中国云南省及福建省的根须腹菌属食用

菌. 本文以红须腹菌为原料提取红须腹菌多糖ꎬ再加以羧甲基化修饰ꎬ并通过体内动物实验对两种多糖的免疫活

性进行比较研究. 采用水提醇沉法提取红须腹菌多糖ꎬ并通过氢氧化钠－氯乙酸体系对多糖进行羧甲基化修饰.
以小鼠血清细胞因子含量ꎬ血细胞数量ꎬ单核巨噬细胞吞噬能力及脏器组织形态作为指标评价两种多糖的免疫

活性. 研究结果表明ꎬ红须腹菌多糖总糖含量为 ９２.０６％ꎬ羧甲基的取代度为 ０.３５２. 红须腹菌多糖及羧甲基多糖

均对环磷酰胺造成的小鼠脏器指数下降ꎬ部分血清细胞因子含量减少ꎬ造血功能及巨噬细胞吞噬能力减弱ꎬ以及

脾脏和胸腺的组织损伤有较为显著的缓解作用ꎬ其中以羧甲基多糖效果更佳. 这表明红须腹菌多糖及羧甲基化

多糖均具有一定的免疫调节功效ꎬ且羧甲基化多糖的体内免疫活性更为显著.
[关键词] 　 红须腹菌ꎬ多糖ꎬ羧甲基化修饰ꎬ免疫调节活性
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红须腹菌(Ｒｈｉｚｏｐｏｇｏｎ ｒｕｂｅｓｃｅｎｓ(Ｔｕｌ.)Ｔｕｌ)ꎬ又名红包根菌ꎬ归属于腹菌纲ꎬ层腹菌目ꎬ腹菌科ꎬ根须腹

菌属ꎬ一般生长于针叶树下ꎬ为树木外生菌. 红须腹菌子实体中富含多种物质ꎬ如蛋白质ꎬ多糖ꎬ酚类等. 研

究显示ꎬ该菌具有一定的抗癌活性[１] . 但目前有关红须腹菌结构修饰及其免疫调节活性方面的研究鲜有

报道. 本研究采用超声波辅助热水浸提法提取红须腹菌多糖ꎬ同时利用氢氧化钠－氯乙酸体系对其进行羧

甲基化修饰ꎬ并通过体内动物实验研究了两种多糖可能的免疫调节功效ꎬ以期为红须腹菌多糖类保健品的

开发提供实验基础和理论参考ꎬ从而促进红须腹菌的深度开发利用.
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黄馨阅ꎬ等:红须腹菌多糖的提取、羧甲基化修饰及免疫活性研究

１　 材料与方法

１.１　 实验动物和材料

红须腹菌(Ｒｈｉｚｏｐｏｇｏｎ ｒｕｂｅｓｃｅｎｓ(Ｔｕｌ.)Ｔｕｌ)子实体ꎬ购自大理市云芝之家.
ＩＣＲ 雄性小鼠ꎬ体重 ３３~３７ ｇꎬ７０ 只ꎬ许可证编号 ＳＹＸＫ(苏)２０２０－００４７ꎬ购自杭州子源实验动物科技

有限公司.
ＤＥＡＥ￣Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ５２ꎬＳｅｐｈａｄｅｘ Ｇ￣７５ꎬ上海源叶生物科技有限公司ꎻ葡萄糖标准品ꎬ国药集团化学试剂有

限公司ꎻ香菇多糖ꎬ上海源叶生物科技有限公司ꎻ注射用环磷酰胺ꎬ百特肿瘤制药有限公司ꎻＥｌｉｓａ 试剂盒ꎬ
南京建成生物工程研究所. 其他试剂均为分析纯.
１.２　 仪器与设备

ＪＹ９２－ＩＩＮ 超声波细胞破粹机ꎬ宁波新芝生物科技股份有限公司ꎻＲＥ－５２ＡＡ 旋转蒸发器ꎬ上海亚荣生

化仪器厂ꎻＺＱＴＹ－７０Ｎ 振荡培养箱ꎬ上海知楚仪器有限公司ꎻＹＤ－６Ｌ 型全自动生物组织包埋机ꎬ浙江金华

益迪医疗设备厂ꎻＬＥＩＣＡ ＲＭ２１３５ 石蜡切片机ꎬ德国 Ｌｅｉｃａ 公司ꎻＢｉｏＴｅｋ ＥＬＸ８０ 酶标仪ꎬ上海东风电讯仪器

厂ꎻＣｏｕｌｔｅｒ ＬＨ７５５ 血液分析仪ꎬ美国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司.
１.３　 实验方法

１.３.１　 红须腹菌多糖的制备

１.３.１.１　 提取方法

将红须腹菌子实体置于 ５０ ℃恒温干燥箱中烘干至恒重ꎬ粉碎后过 ８０ 目筛. 取 １０ ｇ 红须腹菌干粉ꎬ按
料液比 １ ∶３０ 加入蒸馏水进行超声破碎(２００ ｗꎬ２０ ｍｉｎ) . ８５ ℃水浴浸提 ３ ｈ 后离心(１０ ０００ ｇꎬ１５ ｍｉｎ)ꎬ取
上清液减压浓缩至原体积的四分之一. 用总浓度为 ７６％的乙醇沉淀多糖ꎬ４ ℃静置 １２ ｈ 后离心(１０ ０００ ｇꎬ
１０ ｍｉｎ)ꎬ收集沉淀物于 ５５ ℃烘箱中烘干至恒重. 沉淀物复溶后通过 Ｓｅｖａｇｅ 法去除蛋白质ꎬ重复操作多次

直至复溶液中无明显蛋白层. 复溶液减压蒸发除去有机试剂后流水透析(截留量为 ３５００ Ｄａ)４８ ｈꎬ冷冻干

燥后得到红须腹菌粗多糖.
１.３.１.２　 红须腹菌多糖的分离和纯化

取 ５ ｍＬ ５ ｍｇ / ｍＬ 红须腹菌粗多糖溶液以 １ ｍＬ / ｍｉｎ 的流速通过 ＤＥＡＥ￣Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ５２ 进行分离ꎬ使用

０~０.５ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 作为洗脱液ꎬ每管收集 ５ ｍＬ. 收集的样品采用苯酚－硫酸法进行隔管检测ꎬ绘制 ＤＥＡＥ￣
Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ５２ 洗脱曲线ꎬ收集洗脱峰管中液体浓缩至适当体积后透析(截留量为 ３５００ Ｄａ)４８ ｈ 并进行冷冻

干燥. 干燥后的样品继续用 Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ￣７５ 进行分离. 采用蒸馏水以 ０.２ ｍＬ / ｍｉｎ 的流速进行洗脱ꎬ每管收

集 ２ ｍＬꎬ收集洗脱峰管中的液体进行蒸发浓缩ꎬ冷冻干燥ꎬ得到红须腹菌纯化多糖样品.
１.３.１.３　 总糖含量的测定

总糖含量的测定采用苯酚－硫酸法[２]ꎬ以无水葡萄糖作为标准品.
标准曲线的制作:称取恒重的无水葡萄糖 １０ ｍｇꎬ用蒸馏水溶解后于 １００ ｍＬ 容量瓶中进行定容. 取 ０ꎬ

０.１ꎬ０.２ꎬ０.３ꎬ０.４ꎬ０.５ ｍＬ ０.１ ｍｇ / ｍＬ 葡萄糖溶液于试管中ꎬ蒸馏水补齐至 ０.５ ｍＬꎬ加入 ０.５ ｍＬ ５％苯酚ꎬ涡
旋混匀ꎬ再加入 ２.５ ｍＬ 浓硫酸ꎬ摇匀后室温静置 １０ ｍｉｎꎬ以第一管作为空白ꎬ于 ４９０ ｎｍ 处测定吸光度ꎬ以
葡萄糖浓度(μｇ / ｍＬ)为横坐标ꎬ吸光度 Ａ 为纵坐标ꎬ绘制标准曲线.

多糖样品中的总糖含量测定:取 ０.５ ｍＬ 多糖溶液ꎬ加入 ０.５ ｍＬ ５％苯酚摇匀后ꎬ沿管壁加入 ２.５ ｍＬ 浓

硫酸ꎬ振荡摇匀ꎬ静置 １０ ｍｉｎ 后于 ４９０ ｎｍ 处测定吸光度ꎬ代入标准曲线计算总糖含量.
１.３.２　 羧甲基化多糖的制备

１.３.２.１　 制备方法

红须腹菌纯多糖的羧甲基化修饰根据文献报道的方法[３] 进行适当修改. 称取 ０.１ ｇ 纯化多糖ꎬ用
１０ ｍＬ 无水乙醇进行搅拌溶解 ３０ ｍｉｎꎬ在 ５０ ℃下加入 ６ ｍＬ １５％ ＮａＯＨ 溶液ꎬ搅拌 １ ｈ. 最后再加入 ０.５ ｇ
氯乙酸进行醚化ꎬ６０ ℃搅拌 ３ ｈꎬ冷却至室温后ꎬ冰乙酸调 ｐＨ 至中性ꎬ蒸馏水透析(截留量为 ３５００ Ｄａ)
７２ ｈꎬ减压浓缩至原体积的四分之一ꎬ加入四倍体积 ９５％乙醇进行醇沉ꎬ离心(１０ ０００ ｇꎬ１０ ｍｉｎ)后取沉淀

用蒸馏水冲洗ꎬ冷冻干燥后得到羧甲基化多糖.
—１６—
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１.３.２.２　 羧甲基取代度的测定

参照文献报道的方法[４]并对其进行一定的修改. 准确称取 １０ ｍｇ 纯多糖加入 ２ ｍＬ ２ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 进行

溶解ꎬ搅拌 ３.５ ｈ 后离心去除上清液ꎬ残渣用甲醇冲洗多次后溶于 ５０ ｍＬ ０.５ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 溶液中ꎬ６０ ℃水

浴至完全溶解ꎬ用 ０.１ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 进行滴定ꎬ酚酞作为指示剂ꎬ以溶液中红色消失作为滴定终点.

取代度＝
０.１６２(Ｃ１Ｖ１－Ｃ２Ｖ２)

１－０.０５８(Ｃ１Ｖ１－Ｃ２Ｖ２)
(１)

式中ꎬＣ１ 为 ＮａＯＨ 浓度ꎬＶ１ 为 ＮａＯＨ 体积ꎬＣ２ 为 ＨＣｌ 浓度ꎬＶ２ 为消耗的 ＨＣｌ 体积.
１.３.３　 红须腹菌多糖及羧甲基化多糖的红外光谱(ＦＴ￣ＩＲ)测定

取 ５ ｍｇ 多糖经 ＫＢ 压片后利用傅里叶红外光谱仪在 ４ ０００~４００ ｃｍ－１波长范围内进行扫描(仪器分辨

率为 ４ ｃｍ－１ꎬ扫描 ３２ 次) .
１.３.４　 小鼠模型的建立与分组

表 １　 动物分组及给药

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｎｉｍａｌ ｇｒｏｕｐｉｎｇ ａｎｄ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

组别 腹腔注射(第 １－３ ｄ) 灌胃(第 １－１４ ｄ)

空白对照组 生理盐水 生理盐水

模型对照组 ７０ ｍｇ ＣＰＡ / ｋｇ ｂｗ􀅰ｄ 生理盐水

阳性对照组 ７０ ｍｇ ＣＰＡ / ｋｇ ｂｗ􀅰ｄ ５０ ｍｇ ＬＮＴ / ｋｇ ｂｗ􀅰ｄ
ＰＰＲＲ 低剂量组 ７０ ｍｇ ＣＰＡ / ｋｇ ｂｗ􀅰ｄ ２５ ｍｇ ＰＰＲＲ / ｋｇ ｂｗ􀅰ｄ

ＰＰＲＲ 高剂量组 ７０ ｍｇ ＣＰＡ / ｋｇ ｂｗ􀅰ｄ １００ ｍｇ ＰＰＲＲ / ｋｇ ｂｗ􀅰ｄ

ＣＭ￣ＰＰＲＲ 低剂量组 ７０ ｍｇ ＣＰＡ / ｋｇ ｂｗ􀅰ｄ ２５ ｍｇ ＣＭ￣ＰＰＲＲ / ｋｇ ｂｗ􀅰ｄ
ＣＭ￣ＰＰＲＲ 高剂量组 ７０ ｍｇ ＣＰＡ / ｋｇ ｂｗ􀅰ｄ １００ ｍｇ ＣＭ￣ＰＰＲＲ / ｋｇ ｂｗ􀅰ｄ

　 　 参照文献[５]ꎬ将 ７０ 只五周龄 ＩＣＲ 雄性小鼠随

机均分为空白对照组ꎬ实验组(模型对照组ꎬ阳性对

照组ꎬ纯多糖低、高剂量组ꎬ羧甲基多糖低、高剂量

组)共 ７ 组. 给药情况如表 １ 所示. 给药 １４ ｄ 结束

后ꎬ各组小鼠禁食 １２ ｈꎬ称量体重ꎬ颈椎处死小鼠.
１.３.５　 脾脏和胸腺组织形态学的观察

取小鼠脾脏和胸腺放入 ４％多聚甲醛溶液中进

行固定ꎬ经洗涤、脱水、透明、浸蜡后进行包埋、切
片. 石蜡切片经脱蜡后用不同梯度浓度的乙醇(至
水)进行水洗ꎬ苏木素染色 ５ ｍｉｎꎬ蒸馏水水洗ꎬ切片浸泡在 １％盐酸乙醇中分化 ２ ｓꎬ蒸馏水水洗 １０ ｍｉｎꎬ在
０.５％伊红液中染色 ２ ｍｉｎ. 最后进行常规脱水、透明、树脂封片后置于显微镜上进行观察拍照.
１.３.６　 体重及脏器指数的测定

称量小鼠体重及脏器重量后ꎬ按下式计算脏器指数.

脏器指数＝脏器重量(ｍｇ)
小鼠体重(ｇ)

(２)

１.３.７　 小鼠血清细胞因子的测定

取小鼠眼眶后静脉丛血于 ＥＰ 管中ꎬ室温静置 １ ｈ 后离心(３ ０００ ｇꎬ１０ ｍｉｎ)ꎬ得到血清. 利用 Ｅｌｉｓａ 试剂

盒检测肿瘤坏死因子(ＴＮＦ￣α)、γ－干扰素( ＩＦＮ￣γ)及细胞白介素－２( ＩＬ￣２)含量.
１.３.８　 造血功能的测定

采小鼠眼眶血于抗凝管中ꎬ在 １２ ｈ 内用全血细胞仪进行白细胞(ＷＢＣ)、红细胞(ＲＢＣ)和血小板

(ＰＬＴ)的计数.
１.３.９　 单核巨噬细胞吞噬功能的测定

单核巨噬细胞的吞噬功能采用碳粒廓清试验[６]来进行测定. 第 １４ ｄ 对小鼠进行末次灌胃 ２ ｈ 后ꎬ于
小鼠尾静脉注射印度墨汁溶液(印度墨汁:生理盐水＝ １ ∶５)ꎬ注射量为 ０.１ ｍＬ / １０ ｇ ｂｗ. 在注射后的 ２ ｍｉｎ
和 １０ ｍｉｎ 分别从小鼠的眼眶采血 ２０ μＬ 加入到 ２ ｍＬ ０.１％ Ｎａ２ＣＯ３ 溶液中. 混匀后ꎬ以 ０.１％ Ｎａ２ＣＯ３ 溶液

为空白ꎬ在 ６３０ ｎｍ 处测定其吸光度. 取血后ꎬ按照动物伦理要求对小鼠进行颈椎处死ꎬ解剖取其肝脏和脾

脏ꎬ按照式(３)计算小鼠的单核－巨噬细胞吞噬指数.
Ｋ＝( ｌｇ ＯＤ１－ｌｇ ＯＤ２) / ( ｔ２－ｔ１)

吞噬指数 α＝体重 /肝重＋脾重× ３ Ｋ
(３)

式中ꎬＫ为廓清指数ꎬｔ１ 为第一次眼球取血时间(２ ｍｉｎ)ꎬｔ２ 为第二次眼球取血时间(１０ ｍｉｎ)ꎬＯＤ１ 为 ｔ１ 时

样品的吸光度ꎬＯＤ２ 为 ｔ２ 时样品的吸光度ꎬα为校正廓清指数.
１.３.１０　 数据处理和统计

采用 ＳＰＳＳ ２５.０ 统计软件对数据进行处理和显著性分析ꎬ数据以平均值±标准差(􀭰ｘ±ＳＤ)表示.
—２６—
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２　 结果与分析

２.１　 红须腹菌多糖的制备

采用 ＤＥＡＥ￣Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ５２ 对红须腹菌粗多糖进行第一阶段的分离纯化ꎬ用苯酚－硫酸法隔管测定多糖

含量. ＤＥＡＥ￣Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ５２ 洗脱曲线见图 １. 采用蒸馏水以 １ ｍＬ / ｍｉｎ 的固定洗脱速度进行洗脱ꎬ得到中性红

须腹菌多糖(ｎｅｕｔｒａｌ ｒｅｆｉｎｅｄ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｆｒｏｍ Ｒｈｉｚｏｐｏｇｏｎ ｒｕｂｅｓｃｅｎｓꎬＲＰＲＲ￣Ｚ) . 采用 ０ ~ ０.５ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 溶
液逐级进行浓度梯度洗脱ꎬ得到含量最高的酸性红须腹菌多糖(ａｃｉｄ ｒｅｆｉｎｅｄ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｆｒｏｍ Ｒｈｉｚｏｐｏｇｏｎ
ｒｕｂｅｓｃｅｎｓꎬＲＰＲＲ￣Ｓ) . 使用 Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ￣７５ 对 ＲＰＲＲ￣Ｓ 进行进一步纯化. 用去离子水以 ０.２ ｍＬ / ｍｉｎ 的流速进

行洗脱ꎬ洗脱曲线见图 ２. 收集含量较多的组分(ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｆｒｏｍ Ｒｈｉｚｏｐｏｇｏｎ ｒｕｂｅｓｃｅｎｓꎬＰＰＲＲ)进
行冷冻干燥ꎬ最终得到红须腹菌纯化多糖. 使用苯酚－硫酸法测定了 ＲＰＲＲ￣Ｓ 及 ＰＰＲＲ 的总糖含量ꎬ分别为

８０.６１％和 ９２.０６％.

图 １　 ＲＰＲＲ 的 ＤＥＡＥ￣Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ５２ 色谱柱洗脱图

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＤＥＡＥ￣Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ５２ ｃｏｌｕｍｎ ｅｌｕｔｉｏｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＲＰＲＲ
图 ２　 ＰＰＲＲ 的 Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ￣７５ 色谱柱洗脱图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ￣７５ ｃｏｌｕｍｎ ｅｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ＰＰＲＲ

２.２　 红须腹菌羧甲基多糖的制备

采用水媒法[７]对 ＰＰＲＲ 进行了羧甲基化修饰ꎬ得到羧甲基化多糖(ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｆｒｏｍ
Ｒｈｉｚｏｐｏｇｏｎ ｒｕｂｅｓｃｅｎｓꎬＣＭ￣ＰＰＲＲ)ꎬ并对其进行了羧甲基取代度的测定ꎬ经测定该多糖羧甲基取代度为 ０.３５２.

图 ３　 ＰＰＲＲ 的 ＦＴ￣ＩＲ 谱图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＦＴ￣ＩＲ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ＰＰＲＲ

２.３　 ＰＰＲＲ 及 ＣＭ￣ＰＰＲＲ 的红外光谱分析

ＰＰＲＲ 和 ＣＭ￣ＰＰＲＲ 的红外光谱图见图 ３. ＰＰＲＲ 和

ＣＭ￣ＰＰＲＲ 的红外光谱吸收峰位置虽发生了移动ꎬ但大体

相似ꎬ可能是因为多糖分子中引入了羧甲基基团. ３ ６００~
３ ２００ ｃｍ－１和 ３ ０００~２ ８００ ｃｍ－１区域为—ＯＨ 和—ＣＨ 引起

的多糖特征吸收峰[８] . 与 ＰＰＲＲ 的红外峰相比ꎬＣＭ￣ＰＰＲＲ
在 ３ ４３８ ｃｍ－１处的吸收峰变宽ꎬ表明羧甲基基团的引入加

强了羟基的缔合作用[９] . 在 １ ６２６ ｃｍ－１、１ ４２７ ｃｍ－１ 和

１ ３７７ ｃｍ－１处出现了新的较强吸收峰ꎬ其中 １ ６２６ ｃｍ－１处

为—Ｃ 􀪅􀪅Ｏ 非对称伸缩振动ꎬ１ ４２７ ｃｍ－１处为—Ｃ 􀪅􀪅Ｏ 对

称伸缩振动ꎬ１ ３７７ ｃｍ－１处为—ＣＨ２ＣＯＯＨ 中 ＣＨ 的伸缩振动ꎬ三者都是羧甲基的特征吸收峰[１０－１１] . ＣＭ￣ＰＰＲＲ
的其余吸收峰与 ＰＰＲＲ 相似ꎬ表明红须腹菌酸多糖在分子结构不变的情况下成功引入了羧甲基基团.
２.４　 ＰＰＲＲ 和 ＣＭ￣ＰＰＲＲ 体内免疫活性分析

２.４.１　 ＰＰＲＲ 及 ＣＭ￣ＰＰＲＲ 对小鼠脾脏和胸腺的影响

２.４.１.１　 小鼠脏器指数的测定

脾脏和胸腺作为机体重要的免疫器官ꎬ可以较好地反映机体的免疫功能[１２] . 胸腺是机体的中心免疫

器官ꎬ是 Ｔ 细胞分化、发育和成熟的场所. 健康的脾脏为身体提供抗炎、抗肿瘤因子、自然杀伤细胞和不同

类型的 Ｔｈ 细胞ꎬ帮助身体避免各种病毒和细菌的感染[１３－１４] . 当机体免疫功能增强时免疫器官的重量会随

免疫细胞的增殖分化而增加ꎬ反之则减少. 所以测定小鼠的胸腺、脾脏指数可以间接反映样品对小鼠免疫

系统的调节作用[１５－１７] .
如图 ４ 所示ꎬ在注射环磷酰胺(ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅꎬＣＰＡ)后ꎬ模型组小鼠胸腺和脾脏指数分别下降至空

白对照组的 ５５.０％及 ７２.１％. 而在灌胃适当浓度的 ＰＰＲＲ(１ꎬ６ ｍｇ / ｍＬ)后ꎬ胸腺和脾脏指数均呈现剂量依

—３６—
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图 ４　 ＰＰＲＲ 和 ＣＭ￣ＰＰＲＲ 对小鼠脏器指数的影响(ｎ＝５)
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＰＲＲ ａｎｄ ＣＭ￣ＰＰＲＲ ｏｎ ｏｒｇａｎ ｉｎｄｅｘ ｉｎ ｍｉｃｅ(ｎ＝５)
　 　 ＃表示与空白组对比ꎬ∗表示与模型对照组相比ꎬ＃和∗表示 Ｐ<
０.０５ꎬ＃＃和∗∗表示 Ｐ<０.０１.

ＢＣ:空白对照组ꎻＭＣ:模型对照组ꎻＰＣ:阳性对照组ꎻＰＲＬ:ＰＰＲＲ 低

剂量组ꎻＰＲＨ:ＰＰＲＲ 高剂量组ꎻＣＭＰＲＬ:ＣＭ￣ＰＰＲＲ 低剂量组ꎻＣＭＰＲＨ:
ＣＭ￣ＰＰＲＲ 高剂量组.

赖性增加ꎬ在 １ ｍｇ / ｍＬ、６ ｍｇ / ｍＬ 浓度下ꎬ胸腺

和脾脏指数分别为模型组的 １２３.８％、１１１.５％、
１４８.６％及 １２０.０％. 而 ＣＭ￣ＰＰＲＲ 各剂量组脏器

指数较模型对照组也有显著上升(Ｐ<０.０５)ꎬ且
与 ＣＭ￣ＰＰＲＲ 浓度呈正相关关系. 对比 ＰＰＲＲꎬ
ＣＭ￣ＰＰＲＲ 对免疫抑制型小鼠脏器指数的影响

更为显著(Ｐ<０.０５) . 上述结果表明 ＰＰＲＲ 和

ＣＭ￣ＰＰＲＲ 均可通过减少免疫抑制剂对胸腺和

脾脏的伤害而发挥免疫调节的作用ꎬ其中 ＣＭ￣
ＰＰＲＲ 的作用更为显著.
２.４.１.２　 小鼠胸腺和脾脏的形态学观察

对脾脏和胸腺进行形态学观察可以更加

直观地了解样品对小鼠脾脏和胸腺造成的影

响ꎬ从而进一步验证通过研究脏器指数得到的结论[１８－１９] . 其中 ＨＥ 图像是用来评估免疫器官损伤的常规

方法之一ꎬ可以较为直接地探究器官的免疫抑制状态[２０] .

注:ＷＰ:ｗｈｉｔｅ ｐｕｌｐꎬ白髓ꎻＲＰ:ｒｅｄ ｐｕｌｐꎻ红髓ꎻＴ:ｔｒａｂｅｃｕｌａｅꎬ脾小梁ꎻＣＡ:ｃｅｎｔｒａｌ ａｒｔｅｒｉｏｌｅꎬ中央动脉.
图 ５　 ＰＰＲＲ 和 ＣＭ￣ＰＰＲＲ 对小鼠脾脏组织病理变化的影响(ＨＥ 染色ꎬ×１００)

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＰＲＲ ａｎｄ ＣＭ￣ＰＰＲＲ ｏｎ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ ｉｎ ｍｉｃｅ(ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ×１００)
Ａ.空白对照组ꎻＢ.模型对照组ꎻＣ.阳性对照组ꎻＤ.ＰＰＲＲ 低剂量组ꎻＥ.ＰＰＲＲ 高剂量组ꎻＦ.ＣＭ￣ＰＰＲＲ 低剂量组ꎻＧ.ＣＭ￣ＰＰＲＲ 高剂量组.

如图 ５ Ａ 所示ꎬ空白对照组小鼠脾脏中红髓和白髓分界明显ꎬ在白髓中央可见中央动脉ꎬ脾小梁不规则
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分布在脾脏中. 白髓染色深表明含有较多的淋巴细胞. 而模型组小鼠脾脏白髓和红髓结构混乱ꎬ二者间无明

显界线ꎬ未见中央动脉和脾小梁ꎬ白髓颜色变浅表明淋巴细胞大量减少ꎬ小鼠脾脏发生严重病变(图 ５ Ｂ) . 如
图 ５ Ｃ 所示ꎬ阳性对照组小鼠脾脏白髓和红髓的界线变明显ꎬ白髓染色变深ꎬ可见中央动脉和脾小梁ꎬ但清晰

度较空白对照组略低ꎬ可见实验浓度下的香菇多糖(ｌｅｎｔｉｎａｎꎬＬＮＴ)对免疫抑制型小鼠的脾脏组织具有保护作

用ꎬ但无法使脾脏恢复到正常状态. 而 ＰＰＲＲ 低剂量组小鼠脾脏中的红髓和白髓界线逐渐清晰ꎬ但清晰度不

及空白对照组ꎬ可见脾小梁. 白髓的面积较少且染色较浅ꎬ说明淋巴数量较少. 与模型对照组相比ꎬ小鼠的脾

脏损伤有所改善ꎬ说明 ＰＰＲＲ 对免疫抑制型小鼠具有一定的保护作用(图 ５ Ｄ) . 图 ５ Ｅ 中 ＰＰＲＲ 高剂量组小

鼠脾脏组织中白髓与红髓的界线与 ＰＰＲＲ 低剂量组相比更加清晰ꎬ可见明显的中央动脉和脾小梁ꎬ白髓面积

变大且染色变深ꎬ表明 ＰＰＲＲ 对免疫抑制型小鼠的脾脏保护作用呈剂量－效应关系. 与 ＰＰＲＲ 低剂量组相比ꎬ
ＣＭ￣ＰＰＲＲ 低剂量组小鼠脾脏组织中的白髓和红髓界线更为清晰ꎬ白髓的面积变大且染色变深ꎬ可见脾小梁ꎬ
未见中央动脉(图 ５ Ｆ) . 上述结果表明在同等浓度下ꎬＣＭ￣ＰＰＲＲ 对免疫抑制型小鼠脾脏的保护作用强于

ＰＰＲＲ. 图 ５ Ｇ 中 ＣＭ￣ＲＰＲＲ 高剂量组小鼠脾脏组织中的红髓和白髓界线明显ꎬ可见明显的中央动脉和脾小

梁ꎬ表明 ＣＭ￣ＰＰＲＲ 对免疫抑制型小鼠脾脏的保护作用与多糖样品浓度呈现剂量－效应关系.

注:Ｃｏ:ｃｏｒｔｅｘꎬ皮质ꎻＭ:ｍｅｄｕｌｌａꎬ髓质ꎻＴＣ:ｔｈｙｍｉｃ ｃｏｒｐｕｓｃｌｅꎬ胸腺小体.
图 ６　 ＰＰＲＲ 和 ＣＭ￣ＰＰＲＲ 对小鼠胸腺组织病理变化的影响(ＨＥ 染色ꎬ×１００)

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＰＲＲ ａｎｄ ＣＭ￣ＰＰＲＲ ｏｎ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｙｍｕｓ ｉｎ ｍｉｃｅ(ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ×１００)
Ａ.空白对照组ꎻＢ.模型对照组ꎻＣ.阳性对照组ꎻＤ.ＰＰＲＲ 低剂量组ꎻＥ.ＰＰＲＲ 高剂量组ꎻＦ.ＣＭ￣ＰＰＲＲ 低剂量组ꎻＧ.ＣＭ￣ＰＰＲＲ 高剂量组.

ＣＰＡ、ＰＰＲＲ、ＣＭ￣ＰＰＲＲ 对小鼠胸腺的影响如图 ６ 所示. 空白对照组小鼠胸腺组织中皮质和髓质的分

界明显ꎬ髓质中可见明显的胸腺小体ꎬ未见组织坏死现象(图 ６ Ａ) . 而模型对照组则与之相反ꎬ模型组小鼠

胸腺皮质和髓质之间没有明显界线ꎬ髓质大面积减少ꎬ未发现胸腺小体ꎬ说明 ＣＰＡ 对小鼠的胸腺造成了一
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定的损伤(图 ６ Ｂ) . 如图 ６ Ｃ 所示ꎬ与模型对照组相比ꎬ阳性对照组小鼠胸腺皮质和髓质的分界更为明显ꎬ
可见清晰的胸腺小体ꎬ表明 ＬＮＴ 可在一定程度上恢复了免疫抑制剂对小鼠胸腺造成的损伤. 如图 ６ Ｄ 所

示ꎬＰＰＲＲ 低剂量组小鼠胸腺较模型组而言皮质和髓质界线的清晰度略有提升ꎬ髓质的面积变大ꎬ这表明

ＰＰＲＲ 对免疫抑制型小鼠的胸腺有一定的保护作用. 而 ＰＰＲＲ 高剂量组(图 ６ Ｅ)与 ＰＰＲＲ 低剂量组相比ꎬ
髓质和皮质的分界线更加明显ꎬ且髓质的面积更大ꎬ表明 ＰＰＲＲ 对免疫抑制型小鼠胸腺的保护作用呈浓度

依赖关系. 相较于 ＰＰＲＲ 低剂量组ꎬＣＭ￣ＰＰＲＲ 低剂量组小鼠胸腺中皮质与髓质之间的界线更加明显ꎬ且
髓质的面积更大ꎬ表明在同样的浓度下ꎬＣＭ￣ＰＰＲＲ 具有比 ＰＰＲＲ 更强的胸腺保护作用(图 ６ Ｆ) . 如图 ６ Ｇ
所示ꎬＣＭ￣ＰＰＲＲ 高剂量组与 ＣＭ￣ＰＰＲＲ 低剂量组相比ꎬ小鼠皮质与髓质的分界线更加清晰且髓质的面积

更大ꎬ表明 ＣＭ￣ＰＰＲＲ 对免疫抑制型小鼠胸腺的保护作用随着浓度的增加而增加.
２.４.２　 小鼠血清细胞因子的测定

细胞因子在免疫系统中发挥重要作用ꎬ其含量也可较直观地反映机体免疫系统的状态[２１－２２] . ＩＬ￣２ꎬ
ＴＮＦ￣αꎬＩＦＮ￣γ 等细胞因子在细胞内病原体防御方面扮演重要角色[２３] . 若免疫抑制剂使免疫系统受损ꎬ则
血清中的细胞因子如 ＩＬ￣２ꎬＴＮＦ￣α 等含量也会明显下降[２４－２５] . 如图 ７ 所示ꎬ在向小鼠注射 ＣＰＡ 后ꎬ模型组

细胞因子( ＩＬ￣２、ＩＦＮ￣γ、ＴＮＦ￣α)的分泌较空白组都有明显降低(Ｐ<０.０１)ꎬ表明实验建立免疫抑制模型成

功. ＬＮＴ 已被证实具有较好的免疫调节作用[２６]ꎬ能有效促进细胞因子的分泌ꎬ故选用 ＬＮＴ 作为阳性对照.
由图 ７ 可知ꎬＰＰＲＲ 以浓度依赖性方式增强着 ＩＬ￣２、ＩＦＮ￣γ、ＴＮＦ￣α 的分泌. 其中当 ＰＰＲＲ 浓度达到

６ ｍｇ / ｍＬ 时ꎬＩＬ￣２、ＩＦＮ￣γ、ＴＮＦ￣α 的浓度可达 ２１０.５９、５４３.７６、４３６.２３ ｐｇ / ｍＬꎬ分别为模型组的 １.９８、１.５５、
１.６９ 倍及阳性对照组的 １.０２、０.８４、０.９８ 倍. 同样地ꎬＣＭ￣ＰＰＲＲ 也以浓度依赖性方式增强着 ＩＬ￣２、ＩＦＮ￣γ、
ＴＮＦ￣α 的分泌. ＣＭ￣ＰＰＲＲ 高剂量组较低剂量组三种细胞因子( ＩＬ￣２、 ＩＦＮ￣γ、ＴＮＦ￣α) 含量分别上升了

３１.１％、３２.４％及 ２２.５％. 并且 ＣＭ￣ＰＰＲＲ 各剂量组的三种细胞因子含量较 ＰＰＲＲ 各剂量组都有显著提高

(Ｐ<０.０５) . 其中 ＣＭ￣ＰＰＲＲ 高剂量组 ＩＬ￣２ 及 ＴＮＦ￣α 含量均达到了阳性对照组水平. 上述结果表明ꎬＰＰＲＲ
及 ＣＭ￣ＰＰＲＲ 可促进 ＩＬ￣２、ＩＦＮ￣γ 等细胞因子的分泌ꎬ从而实现免疫调节作用ꎬ并且在一定浓度范围内促进

作用与 ＬＮＴ 相差不大. 而对 ＰＰＲＲ 进行羧甲基化修饰后此促进作用显著提高.

图 ７　 红须腹菌多糖及羧甲基多糖对小鼠血清中细胞因子含量的影响(ｎ＝５)
Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＰＲＲ ａｎｄ ＣＭ￣ＰＰＲＲ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣２ꎬＩＦＮ￣γ ａｎｄ ＴＮＦ￣α ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｍｉｃｅ(ｎ＝５)
　 　 ＃表示与空白组对比ꎬ∗表示与模型对照组相比ꎬ＃＃和∗∗表示 Ｐ<０.０１.

ＢＣ:空白对照组ꎻＭＣ:模型对照组ꎻＰＣ:阳性对照组ꎻＰＲＬ:ＰＰＲＲ 低剂量组ꎻＰＲＨ:ＰＰＲＲ 高剂量组ꎻＣＭＰＲＬ:
ＣＭ￣ＰＰＲＲ 低剂量组ꎻＣＭＰＲＨ:ＣＭ￣ＰＰＲＲ 高剂量组.

２.４.３　 小鼠血细胞的测定

ＣＰＡ 具有的细胞毒性可损伤细胞核 ＤＮＡ 或干扰 ＤＮＡ 的合成ꎬ从而抑制骨髓造血干细胞的分化和增

殖ꎬ产生骨髓抑制ꎬ对机体造血功能造成不良影响[２７－２８] .
如图 ８－１０ 所示ꎬ造模后ＷＢＣ、ＲＢＣ、ＰＬＴ 的数目都有所降低ꎬ证实 ＣＰＡ 可在一定程度上抑制骨髓干细

胞的增殖. 而在所测试的浓度范围内(１~６ ｍｇ / ｍＬ)ꎬＰＰＲＲ 可在一定程度上增强骨髓干细胞的增殖能力ꎬ且
呈现一定的剂量－效应关系. 其中在 ＰＰＲＲ 浓度达到 ６ ｍｇ / ｍＬ 时ꎬＷＢＣ、ＲＢＣ、ＰＬＴ 数量可达 ５.４×１０９ / ｍＬ、
８.５３×１０１２ / ｍＬ、８.９４×１０１１ / ｍＬꎬ分别为模型组的 １.２１、１.７８、１.６１ 倍和阳性组的 ０.８６、１.０２、０.８８ 倍. 对 ＣＭ￣ＰＰＲＲ
而言ꎬ其同样以浓度依赖的方式影响着血细胞的增殖ꎬ并且影响作用与 ＰＰＲＲ 各剂量组差别不大(Ｐ>
０.０５) . 上述结果表明ꎬＰＰＲＲ 及 ＣＭ￣ＰＰＲＲ 可减轻 ＣＰＡ 对骨髓的抑制作用ꎬ有利于骨髓造血功能的恢复.
２.４.４　 单核－巨噬细胞吞噬功能的测定

巨噬细胞是重要的吞噬细胞ꎬ在宿主防御系统中有着重要作用ꎬ不仅能够启动先天免疫应答ꎬ还能够
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参与细胞免疫应答[２９－３０] . 巨噬细胞被激活后可以吞噬致病微生物ꎬ加工呈递抗原ꎬ同时合成和分泌趋化因

子和细胞因子ꎬ增强机体的免疫防御功能ꎬ可以用来评价机体的非特异性免疫状态[３１－３２] .
如图 １１ 所示ꎬ模型组吞噬指数较空白组降低了 １８.１％ꎬ表明 ＣＰＡ 对巨噬细胞的吞噬功能造成了一定

的影响. 而与模型组相比ꎬＰＰＲＲ 以浓度依赖方式增强了巨噬细胞的吞噬作用. 当 ＰＰＲＲ 浓度达 ６ ｍｇ / ｍＬ
时ꎬ吞噬指数可达模型组的 １.０９ 倍. 与 ＰＰＲＲ 各剂量组相比ꎬＣＭ￣ＰＰＲＲ 各剂量组的吞噬指数都有所上升ꎬ
其中 ＣＭ￣ＰＰＲＲ 高剂量组吞噬指数极显著上升(Ｐ<０.０１) . 上述结果表明ꎬＰＰＲＲ 及 ＣＭ￣ＰＰＲＲ 均可提高巨

噬细胞活力ꎬ增强其吞噬能力ꎬ且多糖经过羧甲基化修饰后效果更佳.

图 ８　 红须腹菌多糖及羧甲基多糖对小鼠外周

白细胞数量的影响(ｎ＝６)
Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＰＲＲ ａｎｄ ＣＭ￣ＰＰＲＲ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ(ＷＢＣ) ｉｎ ｍｉｃｅ(ｎ＝６)

图 ９　 红须腹菌多糖及羧甲基多糖对小鼠外周

红细胞数量的影响(ｎ＝６)
Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＰＲＲ ａｎｄ ＣＭ￣ＰＰＲＲ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ(ＲＢＣ) ｉｎ ｍｉｃｅ(ｎ＝６)

图 １０　 红须腹菌多糖及羧甲基多糖对小鼠外周

血小板数量的影响(ｎ＝６)
Ｆｉｇ􀆰 １０　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＰＲＲ ａｎｄ ＣＭ￣ＰＰＲＲ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｐｌａｔｅｌｅｔ(ＰＬＴ) ｉｎ ｍｉｃｅ(ｎ＝６)
　 　 ＃表示与空白组对比ꎬ∗表示与模型对照组相比ꎬ＃＃和∗∗
表示 Ｐ<０.０１.

ＢＣ:空白对照组ꎻＭＣ:模型对照组ꎻＰＣ:阳性对照组ꎻＰＲＬ:
ＰＰＲＲ 低剂量组ꎻＰＲＨ:ＰＰＲＲ 高剂量组ꎻＣＭＰＲＬ:ＣＭ￣ＰＰＲＲ 低

剂量组ꎻＣＭＰＲＨ:ＣＭ￣ＰＰＲＲ 高剂量组.

图 １１　 红须腹菌多糖及羧甲基多糖对小鼠单核－巨噬细胞

吞噬功能的影响(ｎ＝３)
Ｆｉｇ􀆰 １１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＰＲＲ ａｎｄ ＣＭ￣ＰＰＲＲ ｏｎ ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ ｏｆ

ｍｏｎｏｃｙｔｅ￣ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｉｎ ｍｉｃｅ(ｎ＝３)
　 　 ＃表示与空白组对比ꎬ∗表示与模型对照组相比ꎬ＃和∗表

示 Ｐ<０.０５ꎬ＃＃和∗∗表示 Ｐ<０.０１.
ＢＣ:空白对照组ꎻＭＣ:模型对照组ꎻＰＣ:阳性对照组ꎻＰＲＬ:

ＰＰＲＲ 低剂量组ꎻＰＲＨ:ＰＰＲＲ 高剂量组ꎻＣＭＰＲＬ:ＣＭ￣ＰＰＲＲ 低

剂量组ꎻＣＭＰＲＨ:ＣＭ￣ＰＰＲＲ 高剂量组.

３　 结论

本研究采用超声波辅助热水浸提法提取出红须腹菌多糖ꎬ并通过水媒法对其进行了羧甲基化的修饰ꎬ
测得红须腹菌多糖总糖含量为 ９２.０６％. ＰＰＲＲ 及 ＣＭ￣ＰＰＲＲ 都具有较好的免疫调节活性ꎬ二者均能显著提

高免疫抑制型小鼠血清中细胞因子含量和血细胞数量ꎬ显著提升单核巨噬细胞的吞噬能力ꎬ且能在一定程

度上恢复 ＣＰＡ 对小鼠脾脏和胸腺造成的损伤ꎬ其中 ＣＭ￣ＰＰＲＲ 的免疫活性更佳.
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