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灵芝β-葡聚糖的碱提取及其抗肿瘤免疫调节研究
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摘要: 采用Box-Benhnken 中心组合试验设计原理和响应面分析法, 得到碱法提取灵芝颗粒性 β-葡聚糖 (Gano‐

derma lucidum particulate β-glucan, GLG) 最佳条件: 提取温度 55 ℃、时间 8 h和料液比 1∶20, 提取得率为 8.57%。本

研究中动物实验获得江苏省中医药研究院伦理委员会的批准。体外免疫活性研究表明, GLG能促进巨噬细胞的激

活并分泌促炎细胞因子, 不仅能提高巨噬细胞的吞噬能力, 还能促进巨噬细胞吞噬GLG自身, 持续发挥免疫刺激作

用; GLG还能促进小鼠脾淋巴细胞的增殖; 此外, 口服GLG能够显著抑制CT26荷瘤小鼠肿瘤的增殖, 提高其脾脏中

产生 IFN-γ的CD4+ T (Th1) 细胞与CD8+ T (CTL) 细胞的比例, 表明GLG能够促进具有杀伤肿瘤细胞作用的Th1和

CTL的增殖与分化, 从而增强机体抗肿瘤免疫。
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Abstract: In this study, an immunostimulating particulate β-glucan was isolated from a hot alkaline extract of

the fruiting bodies of Ganoderma lucidum. The optimum conditions of 8 hours treatment time, 1∶20 solid - liquid

ratio and 55 ℃ for the alkaline extract process were obtained after investigating by single-factor experiments and

Box-Benhnken design in terms of the Ganoderma lucidum particulate β-glucan (GLG) increment, and these condi‐

tions resulted in a GLG yield of 8.57%. The experimental protocol was approved by the Medical Laboratory

Animal Ethics Committee of Jiangsu Provincial Academy of Chinese Medicine. The result showed that resident

macrophages were effectively activated by GLG, such as with the up-regulation of co-stimulatory molecules, the

secretion of cytokines and phagocytic uptake. GLG could also promote the proliferation of spleen lymphocytes in

mice. In addition, IFN- γ production of spleen CD4+ T cells and cytotoxic T lymphocyte (CTL) responses were

significantly enhanced on GLG orally treatment, which ultimately resulted in significantly decreased tumor burden.

Taken together, these data suggest that GLG might act as an immune stimulator to exert antitumor effects.
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灵芝 (Ganoderma lucidum) 又名芝草、瑞草, 是担

子菌门伞菌纲多孔菌目灵芝科灵芝属真菌。灵芝在中

国被称为“仙草”,《神农本草经》记载“灵芝味甘温, 保

神益精, 坚筋骨, 好颜色, 久服轻身不老延年”。现代研

究表明, 灵芝中含有约 400种不同的生物活性物质, 包

括多糖类、三萜类、甾醇类、生物碱类、脂肪酸类、蛋白

质/多肽类等[1]。其中多糖类已被确定为灵芝的主要生

物活性成分之一[2]。目前已经从中分离解析出 200多

种多糖, 这些多糖中有一部分为单一葡萄糖组成的聚

糖——β-葡聚糖 (β-glucan), 而大多数为杂多糖, 由葡

萄糖、甘露糖、半乳糖、木糖、岩藻糖和阿拉伯糖组

成[3]。β-Glucan是公认的免疫应答调节剂, 被归类为病

原体相关分子, 可被先天免疫细胞表面的模式识别受

体 (pattern recognition receptor, PRR) 识别[4,5]。已有数

种源自真菌的 β-glucan被开发成临床使用的处方药,

如香菇多糖注射液、猪苓多糖注射液, 以及酿酒酵母 β-

glucan制剂等, 文献[6]报道, 许多真菌来源的 β-glucan

能诱导宿主介导的抗肿瘤免疫应答。β-Glucan的不同

制剂, 包括颗粒和可溶性 β-glucan, 都能与重要的模式

识别受体 dectin-1结合, 但只有颗粒性 β-glucan才能激

活, 显示出更强的免疫刺激能力[7]。目前经国家食品

药品监督管理局 (SFDA) 审批上市的灵芝制剂已经涵

盖注射液、口服液、胶囊、分散片、滴丸和颗粒剂等多个

剂型, 主要治疗神经官能症、多发性肌炎等, 其中灵芝

多糖注射液和灵芝孢子胶囊更是用于减少化疗期间癌

症患者的不良反应并改善其生活质量[1], 但是灵芝 β-

glucan及其肿瘤免疫调节的研究却鲜有报道。巨噬细

胞在体内广泛分布, 在突变细胞的识别、结合与吞噬,

肿瘤相关抗原的递呈及特异性继发抗肿瘤免疫中扮演

重要的角色[8]。因此, 本文利用响应面分析法对灵芝颗

粒性 β-glucan (Ganoderma lucidum particulate β-glucan,

GLG) 碱提条件进行优化, 并利用小鼠腹腔巨噬细胞

模型和荷瘤小鼠模型,初步评价GLG的免疫调节活性

以及对肿瘤免疫的影响, 以期为灵芝及其多糖的临床

抗肿瘤应用提供实验依据。

材料与方法

材料与仪器 灵芝子实体购自安徽亳州 (亳州

市万珍中药饮片厂 , 批号 : 1712020), 经江苏省中医

药研究院钱士辉鉴定为灵芝属多孔菌科植物赤芝

(Ganoderma lucidum) 的干燥子实体。GLG (由本实验

室提取); 细胞因子白细胞介素 (IL-6) 和肿瘤坏死因

子 - α (TNF- α) 的 ELISA 试剂盒、Golgiplug、抗小鼠

mAb CD40-PE、CD86-FITC、CD80-PE、MHC-II-FITC、

F4/80-PE 及相关的同种型标记物 (加拿大 Biolegend

公司); 奥沙利铂 (oxaliplatin, OXA, 江苏恒瑞医药股份

有限公司); 巯基乙酸盐、荧光素二氯三嗪 (fluorescein

dichlorotriazine, DTAF)、脂 多 糖 (lipopolysaccharide,

LPS)、佛 波 醇 -12- 肉 豆 蔻 酸 -13- 乙 酸 酯 (phorbol-

12-nyristate-13-acetate, PMA)、离子霉素 (ionomycin)、

伴刀豆蛋白 A (concanavalin A, Con A) (美国 Sigma-

Aldrich 公司); 酵母和蘑菇 β-葡聚糖检测试剂盒 (爱

尔兰 Megazyme 公司); 胎牛血清 (fetal bovine serum,

FBS)、2-巯基乙醇、RPMI1640培养基、DMEM 培养基

(美国Gibco Life Technologies公司); 细胞增殖-毒性检

测试剂盒(Cell Counting Kit-8, CCK-8, 日本同仁化学

研究所); 多黏菌素 B (polymyxin B sulphate, PMB, 上

海蓝木化工有限公司); 苯酚、浓硫酸和氢氧化钠等试

剂 (南京化学试剂有限公司)。

全自动酶标仪、Hera cell 150 CO2 培养箱 (美国

Thermo 公司); 5430R 冷冻离心机 (德国 Eppendorf 公

司); Guava easyCyte流式细胞仪(德国 Merck millipore

公司); IX51Olympus显微镜 (日本Olympus 公司)。

动物与细胞株 BALB/c小鼠 (雄性), 6～8周龄,

体重 18～22 g, 由扬州大学比较医学中心提供, 许可证

号: SCXK (苏) 2017-0007。C57BL/6小鼠 (雄性), 6周

龄, 体重18～20 g, 由斯贝福 (北京) 生物技术有限公司

提供, 许可证号: SCXK (京) 2016-0002, 在江苏省中医

药研究院实验中心饲养。CT26.WT小鼠结肠癌细胞

购自中国科学院细胞库。动物实验获得江苏省中医药

研究院伦理委员会的批准。

GLG 的提取 参照 Wang 等 [9]的提取方法并稍

加修改, 将灵芝药材干燥粉碎, 过 80目筛, 取药材粉末

1 000 g, 分别用 10倍和 8倍体积的 95%乙醇于 80 ℃下

脱脂处理两次 , 每次 2 h, 药材干燥后加入 10 倍体积

蒸馏水加热提取两次, 每次提取 2 h; 药材残渣干燥后

精密称取 10 g, 加入 1 mol·L-1 NaOH溶液 200 mL, 充分

搅拌, 水浴加热提取 2次, 过滤并合并滤液; 以乙酸溶

液中和滤液, 静置过夜后离心收集沉淀, 洗涤并溶解于

1 mol·L-1 NaOH溶液，重复此操作 3次; 收集沉淀并洗

涤数次后溶解于 1 mol·L-1 NaOH, 经离心、透析和冷冻

干燥等步骤得到粉末状GLG试样。

GLG 的单因素实验 以 GLG 提取得率为指标 ,

分别考察不同的提取温度、提取时间和液料比对提取

率的影响并进行单因素实验。设定提取温度 65 ℃, 料

液比 1∶15, 提取时间分别为 4、6、8、10和 12 h; 设定提

取温度 65 ℃, 提取时间 8 h, 料液比分别为 1∶10、1∶15、

1∶20、1∶25、1∶30; 设定提取时间8 h, 料液比1∶15, 温度

分别为 25、35、45、55、65和 75 ℃。每组实验重复 3次,

取平均值考察各因素对GLG提取得率的影响。
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响应面优化设计 综合单因素实验结果 , 根据

Box-Behnken中心组合实验设计原理, 以GLG提取得

率为响应值 (因变量), 提取温度、提取时间和液料比为

自变量, 应用Design Expert 8.0.6.1软件处理数据并进

行结果分析, 拟合出GLG碱提法的最优提取条件。

总多糖含量测定 采用苯酚-硫酸法测定总多糖

含量。精密称取干燥恒重的葡萄糖对照品10 mg, 置于

100 mL量瓶中, 用蒸馏水定容至刻度, 配成0.1 mg·mL-1

标准品溶液, 分别取上述标准葡萄糖溶液 0、0.2、0.4、

0.6、0.8、1.0和1.2 mL, 加蒸馏水补足至2.0 mL并摇匀。

然后依次加入 5% 苯酚溶液 1.0 mL, 充分混匀后迅速

加入浓硫酸 5 mL, 置沸水浴中约 10 min, 取出冷却至

室温。490 nm 下测定吸光度值, 得到线性回归方程:

y = 8.406 x - 0.008 7(R2 = 0.990 4, n = 3), 其中 y为吸光

度值, x为葡萄糖质量浓度。按式 (1) 计算提取GLG总

多糖得率:

Y = (A × B)/ C × 100% (1)

其中, Y为多糖得率, A为由回归方程求得的总多

糖浓度 (mg·mL-1), B 为总多糖溶液体积 (mL), C为灵

芝药材干品质量 (g)。

β -1,3-glucan 检测方法及含量测定 精密称取

GLG提取试样 10 mg, 按照需要配成合适的浓度, 采用

β-glucan 酶法测定所得的试样中 β-1,3-glucan 的含量

(实验方法参照测试剂盒说明书)。

GLG样品的前处理 称取GLG样品适量并重悬

于 0.2 mol·L-1 NaOH溶液, 温室静置 20 min, 用灭菌磷

酸盐缓冲液 (PBS) 洗涤 3次, 最后重悬于并定容至无

LPS的去离子水中, 调节质量浓度至10 mg·mL-1, 经南京

迪安医学检验所检测细菌内毒素水平为0.09 EU·mL-1。

腹腔静息巨噬细胞的分离与给药 颈椎脱臼处死

雄性 C57BL/6 小鼠 , 75% 乙醇消毒 , 腹腔注射 4 mL

DMEM 完全培养基, 轻轻按摩腹部后收集腹腔液体,

离心、洗涤后, 制成 1×106个/mL的细胞悬液备用; 设置

空白对照组、LPS组、GLG组和GLG+PMB组, 按每孔

500 μL 接种于 48 孔板中 , 37 ℃、5% CO2培养箱中孵

育, 贴壁 2 h后, 轻柔震荡培养板, 洗涤细胞, 吸尽上清

液, 各加入 500 μL新鲜培养基, 按不同组别给药, 并于

37 ℃、5% CO2培养箱中培养24 h。

GLG对体外腹腔静息巨噬细胞毒性的影响 各

取上述巨噬细胞 200 μL接种于 96孔板, 加入不同浓度

的 GLG, 使终质量浓度分别为 0、15.63、31.25、62.5、

125、250、500 和 1 000 μg·mL-1, 每组 6 复孔 , 置 37 ℃、

5% CO2培养箱中培养 24 h, 每孔各加入 CCK-8 溶液

10 μL, 在培养箱中孵育 2 h, 用酶标仪在 450 nm 处测

定吸光度值。

ELISA法测定腹腔静息巨噬细胞 IL-6、TNF-α的

分泌 取巨噬细胞培养上清液, 以测定细胞因子 IL-6、

TNF-α的水平。严格按试剂盒说明书进行实验操作,

利用酶标仪检测各实验组细胞因子的吸光度值, 根据

标准曲线计算求得其浓度。

GLG对腹腔静息巨噬细胞成熟的影响 收集培养

的巨噬细胞, 离心、洗涤, 制备细胞悬液; 用Fc-blocking

单克隆抗体阻断细胞 15 min后, 用 F4/80-APC、CD40-

PE、CD86-FITC、CD80-PE 和 MHC-II-FITC 单克隆抗

体在冰上染色 20 min, 通过流式细胞仪检测分析, 巨噬

细胞通过F4/80表达来鉴定。

GLG 对腹腔静息巨噬细胞吞噬中性红的影响

取上述腹腔静息巨噬细胞 100 μL接种于 96孔板, 加入

不同浓度的GLG, 使终质量浓度分别为 0、31.25、62.5、

125、250、500 和 1 000 μg·mL-1, 同时设置 5 μg·mL-1

LPS对照组, 每组 6复孔, 置 37 ℃、5% CO2培养箱中培

养 24 h, 用 PBS 洗涤 2 次 , 再加入 0.05% 中性红溶液

100 μL, 20 min后用PBS洗 2次, 加入 100 μL细胞裂解

液 (50%酒精、49%水、1%乙酸) 释放中性红, 用酶标仪

在540 nm处检测吸光度值。

DTAF标记GLG 将GLG 50 mg加至2.5 mL硼酸

盐缓冲液 (pH 10.8) 中制成悬浮液, 再加入 2 mg·mL-1

DTAF溶液 5 mL, 在室温下搅拌过夜; 3 000 r·min-1离

心5 min, 弃去上清后沉淀用PBS洗涤, 以除去未共价结

合的DTAF; 按相同方法处理去除 LPS后, 得到DTAF

标记 GLG (GLG-DTAF), 质量浓度调节至 4 mg·mL-1,

室温下避光保存备用。

3% 巯基乙酸盐肉汤诱导的巨噬细胞对 GLG-

DTAF的结合与吞噬作用 取雄性 C57BL/6小鼠, 腹

腔注射 3%巯基乙酸盐 1 mL, 4天后收集腹腔细胞, 将

分离的细胞在冰冷的 PBS 中洗涤两次 , 细胞重悬于

DMEM 培养基中 , 接种在 24 孔板上过夜 , 实验前

用PBS洗涤 3次。对于吞噬实验的测定, 取 5×105个巨

噬细胞与GLG-DTAF (20 μg·mL-1) 在 37 ℃下混合 1 h,

然后用冰冷的 PBS 洗涤 , F4/80 鉴定巨噬细胞 , 通过

流式细胞术测定细胞吞噬GLG-DTAF的百分比; 对于

结合作用的测定 , 将 5×105个巨噬细胞与 GLG-DTAF

(20 μg·mL-1) 在冰上混合 30 min, F4/80鉴定巨噬细胞,

通过流式细胞术确定细胞结合GLG-DTAF的百分比。

GLG对体外脾细胞增殖的影响 颈椎脱臼处死

C57BL/6小鼠, 在无菌环境下摘取脾脏, 充分研磨, 经

70 μm孔径筛网过滤, 1 600 r·min-1 离心 5 min, 弃上清;

加入红细胞裂解液 1 mL, 充分混匀, 静置 30 s后迅速

加入 RPMI 1640 完全培养基 5 mL, 混匀后离心 , 用

PBS缓冲液重复洗涤 2次, 调整细胞数 5×106个/mL, 每

·· 514



张锦锦等: 灵芝β-葡聚糖的碱提取及其抗肿瘤免疫调节研究

孔100 μL接种于96孔板中。

设置 LPS 组、Con A 组与 GLG 不同浓度给药组。

LPS 组加入终质量浓度为 5 μg·mL-1的 LPS 诱导 B 细

胞; Con A组加入终质量浓度为 1 μg·mL-1的Con A诱

导T细胞; GLG不同浓度给药组分别加入终质量浓度

为 25、50、100、200 和 400 μg·mL-1的 GLG 考察其对脾

细胞增殖的影响。每组设置 6 复孔 , 毎孔终体积为

200 μL, 放入 5% CO2、37 ℃培养箱中培养 24 h。然后,

每孔加入CCK-8 10 μL, 在培养箱中孵育 2 h, 采用酶标

仪在450 nm处检测吸光度值。

小鼠 CT26肿瘤模型的建立 取健康 BALB/c小

鼠, 于左前肢腋下皮下注射CT-26肿瘤细胞 5×105个。

24 h后随机分组, 分别为空白组、模型组、奥沙利铂阳

性对照组和GLG不同剂量组 (200、400和 800 μg·d-1)。

在可触知的肿瘤形成后开始灌胃给药, 连续给药 3周,

每隔3天用卡尺测量肿瘤直径, 当肿瘤直径达到15 mm

时颈椎脱臼处死小鼠。完整剥离瘤块, 称量瘤体湿重,

按下列公式计算各指标[10]:

V = (L × W2)/2 (2)

其中, V为肿瘤体积, L和W分别为肿瘤的长和宽

(mm)。

IR (%) = (MM - ME) / MM × 100% (3)

其中, IR为肿瘤抑制率 (%), MM和ME分别为模型

组肿瘤平均质量和各实验组肿瘤平均质量 (g)。

TI = T / Wm, SI = S / Wm (4)

其中, TI和 SI分别为胸腺指数和脾脏指数, T和 S

分别为胸腺质量和脾脏质量 (mg), Wm为小鼠质量 (g)。

免疫组织化学检测CT26肿瘤小鼠中Ki67蛋白的

表达 剥离小鼠肿瘤组织并制成石蜡病理切片, 经过

烘烤、脱蜡水化、抗原修复等步骤进行免疫组化染色,

再利用光学显微镜和 Image pro plus软件进行拍照和

结果分析[11]。

流式细胞仪检测CT26肿瘤小鼠脾脏中Th1细胞

的分布 取模型组、OXA组、GLG高剂量组小鼠脾脏

并通过70 μm尼龙滤网制成单细胞悬液, 取24孔板, 每

孔加入细胞悬液 200 μL, 在Golgiplug存在条件下, 加

入 25 ng·mL-1 PMA和 1 μg·mL-1离子霉素 (ionomycin)

培养 4 h, 用抗CD4+、CD8+单克隆抗体表面染色, 细胞

经过固定后加入抗 INF-γ抗体染色, 通过流式细胞仪

检测脾脏细胞中Th1细胞的分布。

统计学方法 对于响应面模型的显著性统计和回

归方程式, 采用Design Expert 8.0.6.1软件进行分析; 对

于免疫相关数据, 采用 SPSS19.0软件进行分析, 通过

单因素方差One-way ANOVA分析比较多组间的值以

确定统计学上显著性差异, 数据表示为 x̄ ± s。P<0.05

被认为具有统计学意义。

结果

1 GLG提取条件优化

1.1 GLG提取工艺的单因素考察

为了探究提取时间、温度、料液比对 GLG 提取

得率的影响, 选用苯酚硫酸法和 β-glucan酶法试剂盒

检测法对单因素实验进行了考察分析。结果显示, β-

glucan提取得率随着提取时间的增加呈上升趋势, 这

可能由于碱液与药材接触时间较短提取不充分, 但在

10 h后上升水平趋于平稳, 考虑提取得率和时间成本,

故选择提取时间为 10 h左右; 在料液比 1∶10至 1∶20

内, β-glucan提取得率明显上升, 这可能与药材粉末吸

水量大有关, 而 1∶20后得率趋于平稳上升趋势, 根据

提取得率和实验操作的实际情况选择料液比 1∶20左

右; β-glucan提取得率在55 ℃前呈逐渐升高趋势, 但之

后则较大幅度下降, 可能是温度过高对糖类成分有所

破坏造成, 所以选择提取温度在55 ℃左右。

1.2 响应面优化实验

1.2.1 Box-Behnken实验模型及分析 在单因素实验

结果分析的基础上, 选取提取时间、提取温度和料液比

为自变量, 以GLG提取率为因变量, 利用响应面法进

行三因素三水平试验设计 , 结果见表 1。根据 Box-

Behnken模型共设计实验 17组, 每组重复 3次, 结果取

平均值。实验结果表明 , 在提取时间 12 h、提取温度

45 ℃及料液比 1∶15时, 提取得率最低, 为 4.37%, 在提

取时间 10 h、提取温度 45 ℃及料液比 1∶20时, 提取得

率最高, 为11.00%。

1.2.2 响应面结果分析 响应面曲面可比较直观地反

映出各因素交互作用对响应值的影响。GLG提取的

等高线图与响应面 3D图谱见图 1。圆形表示两因素

之间的交互作用不显著, 椭圆表示两因素之间的交互

作用显著; 交互作用图的纵切面呈开口向下的抛物线,

说明提取温度、时间与料液比在实验数据误差范围内,

对 GLG的提取得率的影响显著; 提取温度对 GLG的

提取得率的影响最大, 而提取时间对提取得率的影响

也较为明显, 但料液比变化对GLG提取得率的影响则

最小。

Table 1 Factors and levels for response surface methodology

design

Factor

A: Extraction time/h

B: Extraction temperation/℃

C: Ratio of material and solution/g·mL-1

Level

-1

8

35

1∶15

0

10

45

1∶20

1

12

55

1∶25
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使用响应面模型参数评价实验结果, 利用软件分

析各变量对GLG得率的影响效果, 并进行多项式回归

拟合, 建立提取时间、提取温度和料液比三个因素的二

次多项回归方程为 : Y = 9.94 - 0.71 XA + 2.05 XB +

0.065 XC + 0.16 XAB + 0.72 XAC + 0.000 XBC - 1.60 XA
2 -

1.37 XB
2 - 2.00 XC

2, 回归方程的方差分析表明模型的F

值为 14.72 (P<0.001), 失拟项 0.629 1>0.05, 差异不显

著, 表明该二次多项回归方程选用适当, 该模型总决定

系数 R2 = 0.949 8, 校正决定系数 R2adj = 0.885 3, 说明

实验结果与理论预测值相关性较高, 以上各参数表明

实验结果具有显著性差异, 模型成立, 可用于GLG优

化提取条件的预测和分析。

1.2.3 Box-Behnken法组合优化条件的验证实验 运

用 Design Expert 8.0.6.1软件预测 GLG 提取的理论最

佳条件: 温度55 ℃、时间8 h和料液比1∶20。此条件下

重复 3次实验, 所得多糖得率的平均值为 8.57%, 在此

条件下由回归方程所得的 GLG 提取得率的理论值

8.46%, 相对误差 1.25%。该模型拟合度高, 所得到的

提取条件参数可靠, 为GLG的提取提供了参考。

2 GLG免疫调节活性研究

2.1 GLG促进小鼠腹腔静息巨噬细胞的活化及对细

胞因子谱的极化作用

为了研究GLG在巨噬细胞中细胞毒性作用, 选用

不同浓度的 GLG进行 CCK-8测定, 发现 GLG在实验

浓度范围内对巨噬细胞无细胞毒性作用, 且能够促进

巨噬细胞的活力增长 (图 2A)。巨噬细胞被 PRR或细

胞因子活化后, 能够表达大量的MHC分子和共刺激因

子, 发挥抗原递呈的功能, 而且不同的免疫刺激物能够

诱导巨噬细胞产生不同的活化状态[11]。为了评估

GLG对巨噬细胞激活的影响, 采用流式细胞术分析巨

噬细胞活化相关表面标志物的表达, 发现GLG可上调

巨噬细胞表面共刺激因子CD40、CD80、CD86及主要

组织相容性抗原 II (MHC II) 的表达水平(图 2B), 这对

于抗原呈递具有关键作用。TNF-α、IL-6主要是由活

化的淋巴细胞、巨噬细胞等免疫细胞表达的炎性细胞

因子, 可以通过激活免疫反应而发挥重要的抗肿瘤效

果[12]。GLG刺激后可显著上调巨噬细胞分泌TNF-α、

IL-6的水平 (图 2C), 说明GLG有助于巨噬细胞分泌免

疫细胞因子。

2.2 GLG对巨噬细胞吞噬和结合功能的影响

抗原递呈细胞是固有免疫与适应性免疫的桥梁,

能识别和吞噬突变的肿瘤细胞 , 并将肿瘤相关抗原

(tumor associated antigen, TAA) 递呈, 触发持久与强烈

的 TAA 特异性抗肿瘤 T细胞免疫应答[13]。巨噬细胞

是机体中分布最广泛的抗原递呈细胞, 其活化最显著

的特征之一是吞噬活性的增强。作者考察了GLG对

腹腔静息巨噬细胞吞噬中性红能力的影响, 结果发现,

与对照组相比, GLG能显著促进巨噬细胞对中性红的

吞噬, 并呈浓度依赖性 (图 3A); 进一步采用荧光染料

DTAF 标记 GLG (GLG-DTAF), 流式细胞术分析考察

GLG对 3%巯基乙酸盐肉汤诱导巨噬细胞结合与吞噬

GLG-DTAF能力的促进作用, 结果发现, GLG可介导

巨噬细胞的吞噬作用 (图 3B); GLG具有结合巨噬细胞

的活性 (图3C)。

2.3 GLG促进体外脾细胞的增殖

细胞免疫反应和体液免疫反应的激活与淋巴细胞

的增殖密切相关[14], 因此, 以LPS和Con A为阳性对照

检测了不同浓度的GLG对小鼠脾淋巴细胞增殖的影

Figure 1 Response surface and contour plots showing the influence of operating parameters on the extraction efficiency of Ganoderma

lucidum particulate β-glucan (GLG)
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Figure 2 Surface marker expression and cytokines secretion by murine resident peritoneal macrophages stimulated with GLG (100 μg·mL-1).

A: Toxic effects of different concentrations of GLG on macrophages. n = 6. x̄ ± s. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs control group; B: Murine

resident peritoneal macrophages from C57BL/6 mice were collected and stimulated with GLG for 12 hours. The cells were harvested and

stained with indicated mAbs F4/80-APC, CD40-PE, CD86-FITC, CD80-PE, MHC-II-FITC or isotype controls. Unstimulated macrophages

were used as controls. Co-stimulatory molecules (CD40, CD86 and CD80) and major histocompatibility antigen (MHC II) of resident perito‐

neal macrophages stimulated with GLG were increased compared with medium group. The histograms are one representative of three inde‐

pendent experiments with similar results and represent median fluorescent intensity (MFI). Cells were gated on F4/80 cells. n = 3. x̄ ± s. *P<0.05

vs medium group; C: Supernatants of GLG stimulated macrophages were collected and detected for cytokines using ELISA kit. The levels of

IL-6 and TNF-α were obviously increased compared with control group. LPS: Lipopolysaccharide. n = 3, x̄ ± s. ***P<0.001 vs control group

Figure 3 Effect of GLG on phagocytosis and binding function of macrophages. A: Effects of different concentrations of GLG on the

phagocytosis of neutral red by macrophages. n = 6, x̄ ± s. ***P<0.001 vs control group; B: GLG phagocytosis on the macrophages. Macro‐

phages were incubated with DTAF-GLG at 37 ℃ and phagocytosis of GLG was assessed by flow cytometry; C: GLG binding on the macro‐

phages. Macrophages were incubated with DTAF-GLG on ice and binding of GLG was assessed by flow cytometry. Percent of GLG positive

cells were summarized. Cells were gated on F4/80 cells. The dot plot are one representative of three independent experiments with similar results
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响。GLG对脾淋巴细胞的增殖具有浓度依赖性地促

进作用, 说明GLG能够改善脾脏的免疫功能 (图4)。

2.4 GLG抑制 CT26结肠癌皮下移植模型小鼠的肿

瘤增殖

与模型组相比, 400和 800 μg·d-1 GLG给药组小鼠

的肿瘤负荷均显著降低 (图 5A～E), 抑瘤率分别为

36.74%和56.16%; 与阳性药OXA组相比, GLG给药各

组小鼠体重均无显著下降趋势 (图 5F)。结果提示 ,

GLG能显著抗结肠癌, 并具有较好的安全性。

2.5 GLG对机体免疫器官的影响

随着肿瘤的进展, 宿主的免疫系统受到影响, 化疗

药物的使用会进一步损伤免疫器官, 而免疫增强剂则

对免疫器官具有保护作用, 可以增强宿主免疫应答。

在肿瘤发展早期, 脾脏具有正向免疫调节作用; 在肿瘤

晚期, 随着肿瘤微环境的变化, 脾脏却抑制机体的免疫

功能而发挥负向免疫调节作用, 出现脾脏肿大等症状。

作者考察了GLG对荷瘤小鼠脾脏与胸腺的影响, 结果

表明, OXA对免疫器官具有明显的抑制作用; GLG对

免疫器官几乎无抑制作用, 且可以减轻肿瘤小鼠的脾

脏肿大症状 , 逆转肿瘤微环境对免疫细胞的调控作

用 (图6)。

2.6 GLG降低Ki67在荷瘤小鼠肿瘤组织中的表达

Ki67能够反映癌细胞数量和活跃程度。与模型

组相比 , 400 和 800 μg·d-1 GLG 组荷瘤小鼠肿瘤组织

Ki67的表达均显著降低 (图 7), 显示GLG在体内对肿

瘤细胞具有一定程度的抑制效果。

2.7 GLG 增强 CT26荷瘤小鼠抗肿瘤 T 细胞免疫应

答

作为机体最大的免疫器官, 脾脏占有全身循环 T

淋巴细胞的 25%, 直接参与细胞免疫, 并可调节T细胞

亚群的分布, 是肿瘤免疫中重要的环节。T细胞经诱

导可分化为不同的亚群, 如CD4+ T细胞、CD8+ T细胞,

其中CD8+ T细胞具有消灭受感染细胞的功能, CD4+ T

细胞具有增强宿主对病原体的免疫性和防御功能[15]。

作者发现 GLG 给药后 CT-26 荷瘤小鼠脾脏中产生

IFN- γ 的 CD4+ T (Th1) 细胞与产生 IFN- γ 的 CD8+ T

(CTL) 细胞的比例显著高于模型组 (图 8), 表明 GLG

能促进具有杀伤肿瘤细胞作用的 Th1和 CTL的增殖

与分化, 从而增强机体抗肿瘤免疫。

Figure 5 GLG treatment significantly reduces tumor burden. A:

Tumor outlook of different groups; B: Tumor diameters change

curve from the tumor-bearing mice; C: Tumor volume change

curve from the tumor-bearing mice; D: Tumor tissues weight from

the tumor-bearing mice; E: Tumor inhibition rate of GLG or OXA

in the tumor-bearing mice; F: Body weight change curve of the

tumor-bearing mice. OXA: Oxaliplatin. n = 6, x̄ ± s. *P<0.05, **P<

0.01, ***P<0.001 vs model group

Figure 4 Effects of different concentrations GLG (25, 50, 100,

200, 400 μg·mL-1) on spleen lymphocyte proliferation. Con A:

Concanavalin A. n = 6, x̄ ± s. ***P<0.001 vs control group

Figure 6 The influence of GLG on spleen and thymus in CT26

tumor-bearing mice. A: Thymus index of the mice; B: Spleen

index of the mice. n = 6, x̄ ± s. **P<0.01 vs blank group; ##P<0.01

vs model group

·· 518



张锦锦等: 灵芝β-葡聚糖的碱提取及其抗肿瘤免疫调节研究

讨论

近年来, 免疫治疗已成为继手术、放疗和化疗之后

最有前景的癌症治疗策略, 被称为肿瘤治疗的“第三次

革命”[16]。有效的肿瘤免疫疗法需要引发抗肿瘤T细

胞应答, 利用适当的免疫增强剂可以定性和定量的增

强 T细胞应答[17]。相关研究表明, 颗粒性 β-glucan可

作为有效的免疫增强剂, 刺激先天性和适应性免疫应

答, 增强抗肿瘤 T细胞活性和肿瘤微环境对 Th1应答

的改变 , 其抗肿瘤活性与增强宿主免疫应答密切相

关[18]。灵芝子实体中富含β-glucan, 因此本文研究了灵

芝颗粒性β-glucan的提取及其抗肿瘤免疫调节作用。

目前, 常采用酸、碱、酶法或与有机溶剂相结合的

方法提取 β-glucan[19]。酸浸提法粗多糖得率高, 但含

大量其他多糖及蛋白质, 需要后续纯化, 工艺复杂, 且

酸法腐蚀性太大, 安全性低[20]; 酶法生产成本高且较难

批量连续生产; 碱法浸提相比于上述提取方法简单, 具

有成本低、易除去变性蛋白质[21]等优势, 是从蘑菇等大

型真菌中有效提取高纯度 β-glucan的理想途径[22], 综

上考虑, 本文采用碱浸提GLG。参考Sone[23]的方法得

到 GLG 的提取得率为 6.23%。在此基础上利用 Box-

Benhnken中心组合试验设计原理和响应面分析法优

选提取条件为提取温度 55 ℃、料液比 1∶20、提取时间

8 h, GLG 提取得率为 8.57%, 较原有方法提高了

37.56%。利用苯酚-硫酸比色法[24]测定得到的GLG几

乎为纯的葡聚糖 , 这与 Sone 等[23]、Wang 等[25]和 Chen

等[26]的实验结果一致。进一步对不同提取条件获得

GLG 对巨噬细胞活化能力进行筛选 , 发现 35 ℃、

45 ℃、55 ℃和 65 ℃提取的GLG均能显著促进腹腔静

息巨噬细胞分泌 IL-6和TNF-α, 且不同GLG之间无显

著性差异, 提示它们均具有很好的免疫调节能力, 因此

采用得率最高的 55 ℃时提取的GLG进行后续实验。

对比苯酚硫酸法和酶法试剂盒法对 β-glucan测定的结

果, 苯酚硫酸法测定的是总多糖含量, 而酶法试剂盒法

排除了其他多糖对测定结果的干扰, 对 β-glucan的测

定具有更强的专一性, 因此后续实验采用酶法试剂盒

法进行检测[27]。

巨噬细胞在先天性免疫系统[28]和适应性免疫系

统[29]中均发挥重要作用。作为肿瘤组织内主要的吞噬

细胞, 巨噬细胞可将抗原从抗原递呈细胞转移、清除凋

亡细胞和碎片并抑制巨噬细胞自身对凋亡细胞吞噬作

用的激活, 从而诱导抗肿瘤免疫[30]。相关研究表明, 经

Figure 8 GLG (800 μg·d-1 ) treatment in vivo reduces tumor burden

and impacts the frequency of T cell in spleens of CT26 tumor-

bearing mice. A: Flow cytometry analysis of the frequencies of

T cell in the spleens of CT26 tumor-bearing mice treated with

phosphate buffer saline (PBS), OXA or GLG; B: Percent of CD8+

IFN-γ+ cells; C: Percent of CD4+ IFN-γ+ cells. The dot plot are one

representative of three independent experiments with similar results.

n = 3, x̄ ± s. **P<0.01 vs model group

Figure 7 Protein expressions of Ki67 in different groups of mice.

Magnification × 200. Inhibiting effects on Ki67 of model group (A),

OXA group (B), 200 μg·d-1 GLG group (C), 400 μg·d-1 GLG group

(D) and 800 μg·d-1 group (E). F: Relative protein expression of Ki67

of different groups. n = 6, x̄ ± s. *P<0.05, **P< 0.01, ***P<0.001 vs

model group
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口服给药后, 颗粒 β-glucan可以被巨噬细胞吸收并被

转运到脾脏、淋巴组织和骨髓中, 并被骨髓中的巨噬细

胞处理释放出小分子可溶性活性 β-glucan, 进一步通

过刺激中性粒细胞补体受体 3 (complement receptor 3,

CR3), 引发 iC3b介导的的肿瘤细胞CR3依赖性细胞毒

性 , 这与 β -glucan 在癌症治疗中的作用机制密切相

关[31]。因此, 作者考察了与巨噬细胞活化相关的表面

共刺激因子 CD40、CD80、CD86 和 MHC II 的表达变

化 , 以及促炎细胞因子 TNF-α、IL-6 的分泌 , 证实了

GLG对巨噬细胞活化的促进作用及对宿主免疫系统

功能的活化作用。PRR存在于固有免疫细胞表面, 是

能够识别结合宿主凋亡细胞或病原微生物表面特定分

子结构的受体, 具有启动细胞活化、活化补体、吞噬和

诱导凋亡等多种生物学功能。吞噬活性的增强也是巨

噬细胞活化最显著的特征之一, 活化的巨噬细胞可以

与抗原结合, 通过释放溶解酶直接杀灭抗原, 也可以通

过巨噬细胞表面 PRR介导的作用将抗原吞噬摄取[32]。

因此, 考察了GLG对腹腔静息巨噬细胞吞噬作用的影

响, 发现GLG能以浓度依赖性的方式显著促进巨噬细

胞对中性红的吞噬; 进一步用巯基乙酸盐肉汤激活巨

噬细胞, 并用荧光染料标记GLG, 观察到GLG还能促

进巨噬细胞对GLG-DTAF的结合与吞噬, 提示GLG不

仅能提高巨噬细胞的吞噬能力, 还能促进巨噬细胞吞

噬 GLG自身, 提示 GLG可能在巨噬细胞内进一步裂

解为分子量较低的葡聚糖 , 持续地发挥免疫刺激

作用[33,34]。

脾脏是成熟淋巴细胞等免疫细胞定居的场所, 也

是产生免疫应答的部位。肿瘤特异性效应T细胞可以

通过淋巴回流从免疫器官转向外周血, 经过一系列的

步骤完成肿瘤消除[35]。在实验中观察到不同浓度的

GLG能促进小鼠脾淋巴细胞的增殖; 更重要的是, 发

现了口服灵芝颗粒性 β-glucan能够显著提高脾脏中细

胞毒性 T 淋巴细胞 (cytotoxic T lymphocytes, CTL;

CD8+ IFN-γ+ T cell, Teff) 及辅助性 T细胞 1 (Th1; CD4+

IFN-γ+ T cell) 的分布, 而CTL与 Th1是肿瘤免疫应答

中杀伤肿瘤的最关键的细胞[17]。

本文采用碱提法作为提取方式, 利用响应面优化

法来提高灵芝颗粒性 β-glucan的提取得率, 并对其肿

瘤免疫调节活性进行了初步评价, 为灵芝及其多糖的

临床抗肿瘤应用提供研究思路, 具有重要的医学价值

和实际意义。
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