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摘要　目的：探究发酵虫草菌粉多糖的免疫活性。方法：发酵虫草菌粉通过水提醇沉、复溶、透析、浓缩、冷冻干燥得多糖，
命名为ＣＳＭＰ６０，其提取条件：６０℃水提、提取时间４ｈ、料液比１∶１５、提取次数２次。以小鼠免疫细胞为材料，检测ＣＳＭＰ
６０的免疫活性。结果：ＣＳＭＰ６０能促进脾细胞的增殖（Ｐ＜００５），明显促进小鼠腹腔巨噬细胞分泌 ＴＮＦα（Ｐ＜００５），有
促进脾淋巴细胞分泌ＩＦＮγ的趋势。结论：ＣＳＭＰ６０可能是发酵虫草菌粉产生免疫活性的效应物质之一。
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　　发酵虫草菌粉是我国学者运用冬虫夏草无性型
深层发酵技术研究获得的发酵虫草菌丝产品，于上

世纪８０年代被批准作为中药材用于临床［１］。已往

大量研究发现，发酵虫草菌粉具有抗肿瘤、抗氧化、

免疫调节、保护肝和肾等药理作用。为进一步研究

发酵虫草菌粉发挥免疫调节作用的物质基础，从发

酵虫草菌粉中水提获得多糖（ＣＳＭＰ６０），并探究不
同浓度 ＣＳＭＰ６０对脾细胞增殖、脾细胞分泌 ＦＩＮγ
和巨噬细胞分泌ＴＮＦα的影响。
１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　Ｂａｌｂ／Ｃ小鼠（雌性，６～８周龄）：军事
医学科学院实验动物中心，合格证号为军科院ＳＣＸＫ
（军）２０１２００１。饲养条件：温度 ２２～２６℃，湿度
４０％～６０％，标准饲料喂养，自由饮水。

１１２　药物　发酵虫草菌粉，产地：江西国药，国药
准字Ｚ１０８９００２１。

发酵虫草菌粉多糖的制备：称取发酵虫草菌粉

１ｋｇ，向其中加入１５Ｌ去离子水，６０℃条件下水浴
浸提４ｈ，期间不时搅拌，然后用２层纱布滤过，滤过
后的残渣在同样条件下进行第２次提取。合并两次
提取的滤液，滤液在３０００ｒ／ｍｉｎ、１０ｍｉｎ条件下离
心，离心后上清液于５０～５５℃减压浓缩获得水提浓
缩液（浓缩约为１Ｌ）。缓缓加入浓缩液３倍体积的
９５％乙醇，边加边搅拌，室温下静置醇沉７２ｈ。混合
体系在３０００ｒ／ｍｉｎ、１０ｍｉｎ条件下离心，分离沉淀部
分，向沉淀部分中加入去离子水搅拌溶解，离心（３
０００ｒ／ｍｉｎ、１０ｍｉｎ），再将沉淀同样操作３次。合并
离心后的上清液，装入透析袋，用自来水透析７２ｈ
（一边透析一边摇晃），去除小分子杂质。将袋内透
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析液离心，上清液减压浓缩后，进行冷冻干燥，得到

发酵虫草菌粉多糖（ＣＳＭＰ６０）［２５］。１ｋｇ发酵虫草
菌粉经水提醇沉、复溶、透析、浓缩、冷冻干燥得

６６５３ｇ黄色粉末，得率为６６５％。
１１３　试剂与仪器　乙醇：分析纯，国药集团化学
试剂有限公司。刀豆球蛋白（ＣｏｎｃａｎａｖａｌｉｎＡ，ＣｏｎＡ）
和脂多糖（Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＬＰＳ）：美国 Ｓｉｇｍａ公
司。ＲＰＭＩ１６４０培养基：美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。ＭＴＴ：
Ａｍｒｅｓｃｏ公司。ＤＭＥＭ培养液：Ｇｉｂｃｏ公司。胎牛血
清（ＦＢＳ）：浙江天杭生物科技有限公司。胰蛋白酶：
Ａｍｒｅｓｃｏ公司。十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）：Ａｍｒｅｓｃｏ公
司。其余试剂：分析纯，国药集团化学试剂有限公

司。红细胞裂解液（ＴｒｉｓＮＨ４Ｃｌ缓冲液）：０１７ｍｏｌ／
ＬＴｒｉｓ与０１６ｍｏｌ／ＬＮＨ４Ｃｌ按１∶９混合，调 ｐＨ为
７２，经 ０２２μｍ滤膜滤过除菌，４℃存放。ＥＬＩＳＡ
试剂盒：购自欣博盛生物科技有限公司。ＤＬＩ１５型
台式封闭电炉：天津市泰斯特仪器有限公司。旋转

蒸发仪：上海亚荣生化仪器厂。分析天平：Ｏｈａｕｓ公
司。ＬＧＪ２５Ｃ冷冻干燥机：北京四环冻干机厂。
ＤＺＦ６０２０真空干燥箱：上海一恒科技有限公司。
ＹＴＣＪ２ＮＤ超净工作台：北京亚泰公司。ＤＨＰ９１６１
型电热恒温培养箱：上海一恒科学仪器有限公司。

流式细胞仪：ＦＡＣＳｃａｌｉｂｅｒ，美国 ＢＤ公司。ＭＣＯ
１５ＡＣ型 ＣＯ２细胞培养箱：日本三洋。ＣＫＸ４１型生
物显微镜：日本 ＯＬＹＭＰＵＳ公司。ＹＸ２８０Ｄ型高压
蒸汽消毒器：江苏江阴滨江医疗设备有限公司。９６
孔ＥＬＩＳＡ板：美国Ｃｏｓｔａｒ公司。ＣＦ１６ＲＸⅡ型冷冻离
心机：日本 ＨＩＴＡＣＨＩ公司。ＶａｒｉｏｓｋａｕＦｌａｓｈｖｅｒｓｉｏｎ
２４３酶标仪和 Ｆ１０１６２０型洗板机：美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司。
１２　方法
１２１　分组与模型制备
１２１１　分组　分正常组、对照组（ＣｏｎＡ组或 ＬＰＳ
组）、给药组（低剂量组、中剂量组、高剂量组）。

１２１２　小鼠原代脾细胞悬液的制备　放血处死
Ｂａｌｄ／Ｃ小鼠，在超净台无菌条件下将取出的脾脏放
在置于盛有１０ｍＬＲＰＭＩ１６４０培养基的灭菌玻璃培
养皿中的１００目尼龙网筛上，然后用消毒的玻璃注
射器针芯研磨脾脏，使其细胞滤过网筛，制成脾细胞

悬液。以１０００ｒ／ｍｉｎ离心脾细胞悬液１０ｍｉｎ，弃上
清，加入２ｍＬＴｒｉｓＮＨ４Ｃｌ缓冲液作用３～５ｍｉｎ，再
加３ｍＬ培养基同上离心洗涤２次，再次重悬细胞，
用含２０％ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养基调整细胞密度为
５×１０９／Ｌ。

１２１３　小鼠腹腔巨噬细胞悬液的制备　处死小
鼠，在超净台无菌条件下腹腔注射含５％ＦＢＳ的 ＲＰ
ＭＩ１６４０培养液，然后抽取腹腔溶液，离心 １０ｍｉｎ
（６００×ｇ），弃上清，加入红细胞溶胀液后，用细胞培
养液洗涤３次。用含１０％ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养液
重悬细胞，调整细胞密度为２５×１０８／Ｌ。
１２２　给药方法　将 ＣＳＭＰ６０溶解于细胞培养液
中，配制成各种所需浓度的药物溶液添加于孔板中。

１２３　检测指标与方法
１２３１　ＭＴＴ法测定 ＣＳＭＰ６０对小鼠原代脾细胞
增殖的影响　将上述调整细胞密度后的脾细胞悬液
加入无菌９６孔细胞培养板中，１００μＬ／孔。正常对
照孔只加等体积的 ＲＰＭＩ１６４０培养液，其余各孔再
分别加入１００μＬ不同浓度ＣＳＭＰ６０（终浓度分别为
１０、５０和 ２５０ｍｇ／Ｌ）、ＣｏｎＡ（终浓度 ２ｍｇ／Ｌ）、ＬＰＳ
（终浓度１５ｍｇ／Ｌ）。每组设３复孔。将培养板置于
５％ ＣＯ２培养箱３７℃孵育４８ｈ。取出培养板，无菌
条件下每孔取出 １００μＬ上清弃去，加入 ５ｇ／Ｌ的
ＭＴＴ溶液 ２０μＬ，将培养板置于 ５％ ＣＯ２培养箱
３７℃孵育４ｈ。取出培养板，在每孔中加ＤＭＳＯ１５０
μＬ，用酶标仪检测５７０ｎｍ吸光度（Ａ５７０），计算细胞
增殖百分率［６８］。

１２３２　ＭＴＴ法测定 ＣＳＭＰ６０协同丝裂原对小鼠
原代脾淋巴细胞增殖的影响　将上述调整细胞密度
后的脾细胞悬液加入无菌９６孔细胞培养板中。设
正常对照、ＣｏｎＡ（终浓度２ｍｇ／Ｌ）或 ＬＰＳ（终浓度１５
ｍｇ／Ｌ）对照。正常对照孔只加 ＲＰＭＩ１６４０培养液，
丝裂原对照孔加入 ＣｏｎＡ（终浓度 ２ｍｇ／Ｌ）或 ＬＰＳ
（终浓度１５ｍｇ／Ｌ）。其余各孔加入 ＣＳＭＰ６０（终浓
度分别为１０、５０和２５０ｍｇ／Ｌ），同时加入 ＣｏｎＡ（终
浓度２ｍｇ／Ｌ）或 ＬＰＳ（终浓度１５ｍｇ／Ｌ）。每组设３
复孔。将培养板置于５％ ＣＯ２培养箱３７℃孵育４８
ｈ。取出培养板，无菌条件下每孔取出１００μＬ上清
弃去，加入５ｇ／Ｌ的ＭＴＴ溶液２０μＬ，将培养板置于
５％ＣＯ２培养箱３７℃孵育４ｈ。取出培养板，在每孔
中加ＤＭＳＯ１５０μＬ，用酶标仪检测 ５７０ｎｍ吸光度
（Ａ５７０），计算细胞增殖百分率。
１２３３　测定ＣＳＭＰ６０对小鼠腹腔巨噬细胞分泌
ＴＮＦα的影响　将上述调整细胞密度后的巨噬细胞
悬液加入２４孔培养板，０５ｍＬ／孔，置于５％ ＣＯ２培
养箱３７℃孵育２ｈ。吸去上清，用０９％ ＮａＣｌ去除
未贴附的细胞，然后每孔分别加入 １ｍＬ细胞培养
液、ＬＰＳ（终浓度１５ｍｇ／Ｌ）及 ＣＳＭＰ６０（终浓度分别
为１０、５０和２５０ｍｇ／Ｌ）。每组设３复孔，然后置于
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５％ ＣＯ２培养箱３７℃孵育４８ｈ。离心，收集培养液
上清，采用ＥＬＩＳＡ试剂盒测定细胞上清液中的 ＴＮＦ
α含量［９］。

１２３４　测定 ＣＳＭＰ６０对小鼠脾淋巴细胞分泌
ＩＦＮγ的影响　将上述调整细胞密度后的脾细胞悬
液加入２４孔细胞培养板中，每孔各加入０５ｍＬ。再
加入０５ｍＬＣＳＭＰ６０溶液，终浓度分别为１０、５０、
２５０ｍｇ／Ｌ。另设ＣｏｎＡ（２ｍｇ／Ｌ）和正常对照。每组
设３复孔。然后将培养板置于 ５％ ＣＯ２培养箱 ３７
℃孵育７２ｈ，取出细胞培养液，离心１０ｍｉｎ（６００×
ｇ），收集上清液，按照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书测定脾细
胞培养上清 ＩＦＮγ含量［１０］。按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒说
明书测定脾细胞培养上清ＩＦＮγ含量［１０］。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１３０统计软件对数
据进行分析，实验结果数据用均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）
表示，进行ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ方差分析。以 Ｐ＜００５
为差异有统计学意义。

２　结果
２１　ＣＳＭＰ６０对小鼠原代脾细胞增殖的影响　结
果表明，在无丝裂原刺激的情况下，ＣＳＭＦ６０能促进
小鼠原代脾细胞的增殖，且呈现量效关系。中剂量

ＣＳＭＦ６０能协同ＬＰＳ促进小鼠原代脾淋巴细胞增殖
（Ｐ＜００５），ＣＳＭＦ６０对ＣｏｎＡ促进小鼠原代脾淋巴
细胞增殖有协同作用的趋势。

表１　ＣＳＭＰ６０对小鼠原代脾细胞增殖的影响

组别 剂量（ｍｇ／Ｌ） 光密度值（ＯＤ５７０ｎｍ）

正常组 — ０４６６±００１４
低剂量组 １０ ０４９１±００３５
中剂量组 ５０ ０５２３±００３２

高剂量组 ２５０ ０５３８±００１０

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５

表２　ＣＳＭＰ６０协同丝裂原对Ｂａｌｂ／ｃ小鼠
　　原代脾淋巴细胞增殖的影响

组别 剂量（ｍｇ／Ｌ） 光密度值（ＯＤ５７０ｎｍ）
ＣｏｎＡ ＬＰＳ

正常组 － ０４７６±００１０ ０４９２±００２４
ＣｏｎＡ组 ２ ０７８２２±００５２ —

ＬＰＳ组 １５ — ０６０４±００８

低剂量组 １０ ０８１２±００２９ ０６２１±００１１
中剂量组 ５０ ０７９３±００４５ ０６２７±０００６△

高剂量组 ２５０ ０７７９±００２６ ０６２１±００１４

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５；与ＬＰＳ组比较，△Ｐ＜００５

２２　ＣＳＭＰ６０对小鼠腹腔巨噬细胞分泌 ＴＮＦα的
影响　结果表明，ＬＰＳ及 ＣＳＭＰ６０各剂量均能刺激
小鼠腹腔巨噬细胞分泌ＴＮＦα。
２３　ＣＳＭＰ６０对小鼠脾细胞分泌 ＦＩＮγ的影响　

结果表明，ＣｏｎＡ与ＣＳＭＰ６０均有促进小鼠脾淋巴细
胞分泌ＩＦＮγ的趋势。

表３　ＣＳＭＰ６０对Ｂａｌｂ／ｃ小鼠巨噬细胞分泌ＴＮＦα的影响

组别
剂量

（ｍｇ／Ｌ）
ＴＮＦα

光密度值（ＯＤ４５０ｎｍ） 含量（ｎｇ／Ｌ）

正常组 － ０３００±００００ ４１４６±０７
ＬＰＳ组 １５ ０４９７±００１５ ７７６７±２７１

低剂量组 １０ ０６２５±００１６ １０１１１±２９４

中剂量组 ５０ ０８２５±００２３ １３８０４±４２５

高剂量组 ２５０ ０７８９±０００７ １３１３７±１２７

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５

表４　ＣＳＭＰ６０对Ｂａｌｂ／ｃ小鼠脾淋巴细胞分泌ＩＦＮγ的影响

组别
剂量

（ｍｇ／Ｌ）
ＦＩＮγ

光密度值（ＯＤ４５０ｎｍ） 含量（ｎｇ／Ｌ）

正常组 － ０３５０±０００９ ６７９６±２２９３
ＣｏｎＡ组 ２ ０３７２±０００７ ７４９２±２３５
低剂量组 １０ ０４００±００２６ ８４０６±８３８
中剂量组 ５０ ０３６８±０１０２ ７３８９±３２９３
高剂量组 ２５０ ０４２６±０１ ９２５０±３６１２

３　讨论
ＣＳＭＰ６０是发酵虫草菌粉经水提而得的多糖，

虽多糖已被公认是一类具有免疫活性的物质，但不

同来源多糖的免疫活性往往不尽相同。目前对

ＣＳＭＰ６０如何发挥免疫调节作用，具体涉及到哪些
效应细胞及细胞因子等问题还不是十分清楚，需要

相应的实验研究作出回答。

脾脏含有大量的淋巴细胞和巨噬细胞，实验结

果表明，ＣＳＭＰ６０能促进脾细胞增殖，而在协同丝裂
原促进脾淋巴细胞增殖方面却未见到 ＣＳＭＰ６０有
明显的作用，这提示，巨噬细胞可能是 ＣＳＭＰ６０直
接作用的主要免疫效应细胞。

ＣＳＭＰ６０能促进巨噬细胞分泌 ＴＮＦα，但对脾
淋巴细胞分泌 ＩＦＮγ的影响仅呈现出促进的趋势。
ＴＮＦα主要是由活化单核巨噬细胞产生的细胞因
子，是参与非特异性和特异性免疫的重要递质，它不

仅能增强Ｔ、Ｂ淋巴细胞、单核巨噬细胞的活性，而且
还具有抗肿瘤、抗病毒、调节机体代谢等多种生物学

作用［１１］。

综上所述，ＣＳＭＰ６０是发酵虫草菌粉产生免疫
活性的效应物质之一，可能主要通过非特异性免疫

途径发挥作用，而通过ＴＮＦα这一“桥梁”，ＣＳＭＰ６０
对特异性免疫或许也有作用。对 ＣＳＭＰ６０免疫活
性的进一步了解以及相关机制的探讨，还需进行深

入的研究。
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首届世界中医药科技大会暨第六届世界中医药国际贡献奖颁奖大会

（２０１８．１２中国杭州）

　　中医药蕴含着深厚的科学内涵，具有引领生命科学未来发展的

巨大潜力，为更好地推动中医药科技事业在全世界发展，世界中医药

学会联合会将主办首届世界中医药科技大会暨第六届世界中医药国

际贡献奖颁奖大会，同期召开世界中联科技发展委员会成立大会、真

实世界研究专业委员会成立大会，会议由浙江中医药大学承办。

一、时间地点

２０１８年１２月８－９日，中国·浙江杭州。

二、会议安排

１２月７日白天：全天报到；

１２月７日晚上：世界中联科技发展委员会、真实世界研究专业委

员会第一届理事会第一次会议；

１２月８日上午：首届世界中医药科技大会暨第六届世界中医药

国际贡献奖颁奖大会主会场；

１２月８日下午：分会场学术会议；

１２月９日：学术参观。

三、参会人员

本次大会热忱邀请世界各国科研机构、高等学校、医疗机构和药

品生产企业的官员、科学家、企业家等参加此次盛会，共商中医药科

技创新大业。

四、会议主要议题、征文内容

１．中医药国际科技发展形势与政策研究；

２．中医药临床疗效评价、真实世界等科研方法学研究及国际科

技合作模式研究；

３．中医、中药、针灸基础与临床研究；

４．中医药科技成果转化研究。

五、征文要求

１．提交作品截止日期：２０１８年１１月１５日，本次会议来稿请发送

到指定邮箱（ｚｙｚｘ９７３＠１２６．ｃｏｍ），同时“注册并登录《世界中医药》杂

志采编系统（ｗｗｗ．ｓｊｚｙｙｚｚ．ｃｏｍ），完成作者在线投稿”。发送邮件的主

题格式为“姓名－世界中医药科技大会”；

２．论文要求主题鲜明，学术观点明确，学术规范严谨，逻辑推理

清晰，文字表达流畅，无学术不端及知识产权争议，有较高的理论价

值或实践意义；

　　３．论文全文一般在５０００字以上；

４．未公开发表过的研究；

５．论文审核：“大会学术委员会”有权删改和取舍论文，大会收录

的论文将编辑成大会论文集光盘和论文摘要汇编；

６．经评审优秀论文可在会上颁奖，获奖稿件将择优在《世界中医

药杂志》英文刊上发表，免费发表并付稿酬。

六、会议费用

会议收费 ２０１８年１０月３１日前 ２０１８年１０月３１日后及现场

注册费（人民币） １４００ １６００
在校学生（凭学生证） ９００ １０００

　　报到时，在校研究生需出具学生证件。会议注册以交费时间为准，报

名优惠截止日期为１０月３１日。

　　注册费包含：

１．会务费：会议手册、代表证、大会论文集等会议材料，代表证；

２．１２．７日晚餐、１２．８日午餐、晚餐、１２．９日午餐；

３．理事会费用另见理事会通知。

注册费不包含：往返交通，住宿及住宿期间房间内消费，自选考

察等。

七、报名注册、交费

大会网上报名入口：请登录会议网站 ｈｔｔｐ：／／ｔｃｍｓｃｉｔｅｃｈ．ｍｅｄｍｅｅｔ

ｉｎｇ．ｏｒｇ／ｃｎ

在线填写注册并进行网上交费。

八、大会联系人信息
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