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番灵胶囊对小鼠免疫功能的调节作用
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【摘要】 目的 研究番灵胶囊对 CKF1( BALB /c × KM) 小鼠的免疫调节作用。方法 采用经口灌胃分别给予 80、
160 和 480 mg /kg·bw的番灵胶囊30 d后，观察其体重，测定其免疫器官指数、脾淋巴细胞增殖能力、小鼠迟发型变态反
应，血清溶血素、自然杀伤细胞( NK细胞) 活性、抗体生成细胞水平及腹腔巨噬细胞吞噬功能的变化。结果 480 mg /kg·bw
组可增强脾淋巴细胞增殖能力、提高抗体生成细胞水平、提高小鼠 NK 细胞和巨噬细胞吞噬活性; 160 和 480 mg /kg·bw
组可增加小鼠血清半数溶血值。结论 在本试验条件下，番灵胶囊在 480 mg /kg·bw剂量下有增强小鼠免疫功能的作用。
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番灵胶囊是由灵芝孢子提取物与番茄红素为主要

原料制成的保健品。灵芝孢子含有大量的核酸、核苷
酸、多糖、蛋白质成分，具有扶正固本、健脾和胃、养心
安神等功效。文献报道，灵芝孢子具有免疫调节、抑制
肿瘤、保肝解毒、调节血脂、降低血糖以及具有抗炎、抗
病毒、抗辐射等作用［1-6］。番茄红素是天然类胡萝卜
素，主要存在于番茄中。但近些年的研究发现番茄红
素具有较强的抗氧化作用、清除自由基、并在抗肿瘤、
预防心脑血管疾病和增强人体免疫力等方面具有重要

意义［7-12］。番灵胶囊属于无毒级，且无亚急性毒性作
用及遗传毒性作用［13］，故本课题组研究番灵胶囊对小

鼠免疫系统的影响，旨在为灵芝孢子提取物和番茄红

素复方的保健功能进一步的开发利用提供一定的科学

依据。

1 材料与方法
1. 1 材料 按照卫生部《保健食品功能学评价程序
和检验方法》选择清洁级 CKF1 代( BALB /c × KM) 健
康雌性小鼠 200 只，由上海斯莱克实验动物有限责任
公司提供，生产许可证号 SCXK ( 沪) 2012-0002，体重
为 19. 2 ～ 21. 9 g。实验动物饲养于南京医科大学卫生
分析检测中心屏障系统，使用许可证号: SYXK ( 苏)
2012-0041。番灵胶囊由某公司提供，人体推荐剂量为
0. 96 g /d;培养基( Gibco 公司，美国) ;胰酶( 华美生物
工程公司) ;小牛血清( 浦东开发区高桥兽医站) ;四甲

基偶氮哇 ( MTT，Amresco 公司，美国 ) ; 刀豆蛋白 A

( Sigma公司，美国) ; 吩嗪二甲酯硫酸盐 ( NP40，Fluka
公司，美国) ; 2，4-二硝基氟苯( DNFB，中国医药集团化
学试剂公司) ; 印度墨汁 ( walreck GmbH ＆ Co． KG 公
司) ;无菌脱纤维羊血( SＲBC，江苏博达生物工程有限
公司) ;鸡红细胞悬液由本实验室自制。
1. 2 试验方法 设 80、160 和 480 mg /kg 3 个剂量组
( 相当于人体推荐量的 5、10、30 倍) ，对照组( 0 mg /kg)
以无菌蒸馏水代替。小鼠按体重随机分为 I、II、Ⅲ、
Ⅳ、Ⅴ 5 个大组，每大组 40 只小鼠，分成 4 个剂量组，
每个剂量组 10 只。其中 I组小鼠进行 ConA诱导的小
鼠脾淋巴细胞转化、NK 细胞活性试验; II 组小鼠进行
二硝基氟苯诱导小鼠 DTH试验;Ⅲ组小鼠进行小鼠抗
体生成细胞及半数溶血值( HC50 ) 试验; Ⅳ组小鼠进行
小鼠碳廓清试验;Ⅴ组小鼠进行小鼠腹腔巨噬细胞吞
噬鸡红细胞试验。每天各剂量组灌胃给予样品，灌胃
量为 10 ml /kg，连续 30 d后测定各项增强免疫力功能
的指标。
1. 2. 1 体重和免疫器官指数:小鼠给予受试物 30 d
后称重，处死，取脾脏、胸腺称重，计算免疫器官指数。
脾或胸腺指数 =脾 /胸腺( mg) /体重( g) 。
1. 2. 2 DNFB诱导小鼠迟发型变态反应( DTH) 和小
鼠淋巴细胞增殖试验: 小鼠给予受试物 30 d 后，用
DNFB溶液( 10 mg /ml) 50 μl 致敏。致敏第 5 天采用
10 mg /ml DNFB溶液 10 μl 对小鼠右耳进行攻击，处
死，用打孔器取下直径 8 mm 耳片，称重，以左右耳之
差表示 DTH的程度。
小鼠给予受试物 30 d 后，处死小鼠。无菌取脾，

制备 3 × 106 个 /ml脾细胞悬液，将细胞悬液分两孔加
入培养板中，每孔 1 ml，一孔加 75 μl ConA液，另一孔
作为对照，置 37 ℃、5% CO2 下培养 72 h。采用 MTT
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比色法测定光密度，计算脾淋巴细胞增殖能力。
1. 2. 3 抗体生成细胞检测和血清溶血素测定:小鼠给
予受试物 30 d后，制备 2%的 SＲBC悬液，每只小鼠腹
腔注射 SＲBC 悬液 0. 2 ml 进行免疫，4 d 后取血后处
死小鼠，取出脾脏。脾脏制成 5 × 106 个 /ml 细胞悬
液。将培养基与等量 2 倍浓度的 Hank’s 液混合，分
装小试管，每管 0. 5 ml，加入 10% SＲBC 50 μl，脾细胞
悬液 20 μl，倾倒琼脂糖薄层的玻片上，37 ℃、5% CO2

下培养 1. 5 h，然后加入补体，继续孵育 1. 5 h 后，计数
空斑数。离心取血清稀释 200 倍，测定样品管及 SＲBC
半数溶血时的光密度值。溶血素的量以半数溶血值
( HC50 ) 表示。
1. 2. 4 小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞试验和碳廓
清试验: 小鼠给予受试物 30 d 后，每只鼠腹腔注射
20%鸡红细胞悬液 1 ml，30 min 后处死。腹腔注射生
理盐水 2 ml，1 min后吸出腹腔洗液 1 ml，滴片，37 ℃
孵育 30 min，固定，Giemsa 染色后光学显微镜下观察
计数巨噬细胞、吞噬鸡红细胞的巨噬细胞数和被吞噬
的鸡红细胞数，并计算吞噬百分率( % ) 和吞噬指数。
小鼠经口给予受试物 30 d 后，入 4 倍稀释的印度

墨汁( 0. 1 ml /10 g) ，注入墨汁后 2 min 及 10 min 分别
从眼内眦静脉丛取血 20 μl，并将其加到 2 ml 0. 1%
Na2CO3 溶液中，用 721 分光光度计在 600 nm 波长处
测吸光度( A) 值，并取胸腺、肝、脾，利用光密度值、肝
重和脾重计算吞噬指数 a。
1. 2. 5 NK细胞活性测定:小鼠给予给予受试物 30 d
后，处死。无菌取脾，制备脾细胞悬液，裂解红细胞后
调整细胞浓度至 2 × 107 个 /ml，取 YAC-1 细胞( 4 × 105

个 /ml) 和脾细胞各 100 μl( 效靶比 50∶ 1) 加入 U型 96
孔培养板中，于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养 4 h，然
后离心 5 min，每孔吸取上清液 100 μl置平底 96 孔培
养板中，加入 LDH基质液 100 μl，反应 10 min 后加入
1 mol /L的 HCl 30 μl，在酶标仪 490 nm处测定 A值。
1. 3 统计学方法 采用 SPSS 22. 0 软件对实验数据
进行方差齐性检验，满足方差齐要求的数据，采用单因

素方差分析;对非正态分布或方差不齐的数据资料进

行适当的变量转换，待满足正态或方差齐要求后采用

单因素方差分析方法中多个试验组与一个对照组间均

数的两两比较方法进行统计处理。

2 结果
2. 1 番灵胶囊对小鼠体重和免疫器官指数的影响
经口给予小鼠受试物 30 d后，体重与空白对照组比较

差异无统计学意义;免疫器官指数与空白对照组比较

无差异无统计学意义( P ＞ 0. 05) ( 表 1) 。

表 1 番灵胶囊对小鼠胸腺、脾脏器官的影响( 珋x ± s，n = 10)
剂量
( mg /kg)

胸腺 /体重
mg /g

P 值
脾脏 /体重

mg /g
P值

0 2. 07 ± 0. 33 3. 74 ± 0. 29
80 2. 10 ± 0. 54 0. 997 3. 84 ± 0. 37 0. 915
160 2. 33 ± 0. 44 0. 381 3. 94 ± 0. 59 0. 595
480 2. 38 ± 0. 41 0. 269 3. 93 ± 0. 40 0. 652

2. 2 番灵胶囊对小鼠细胞免疫 ( 淋巴细胞增殖能力
及耳肿胀度) 、体液免疫( 抗体生成细胞水平及半数溶
血值) 的影响 结果显示，随剂量增加小鼠淋巴细胞

增殖能力增加，其中 480 mg /kg 组有显著增加 ( P ＜
0. 01) ; 480 mg /kg 组对小鼠抗体生成细胞( 溶血空斑
数) 有显著增加( P ＜ 0. 05) ; 480 mg /kg 组 HC50显著高

于对照组 ( P ＜ 0. 01 ) ，160 mg /kg 组 HC50亦显著高于

对照组( P ＜ 0. 05) ( 表 2) 。

表 2 番灵胶囊对脾淋巴细胞增殖能力、耳肿胀度、
抗体生成细胞水平和半数溶血值的影响( 珋x ± s)

剂量
( mg /kg)

加 ConA孔与不加
ConA孔吸光度的差值

耳壳增重
( mg)

溶血空斑数

( 个 /106脾细胞)
HC50

0 0. 010 ± 0. 003 10. 9 ± 4. 5 21 ± 7 56 ± 17
80 0. 012 ± 0. 004 12. 1 ± 3. 2 30 ± 21 59 ± 32
160 0. 013 ± 0. 006 12. 1 ± 4. 4 38 ± 21 84 ± 23*

480 0. 015 ± 0. 005＊＊ 12. 5 ± 3. 2 51 ± 30* 90 ± 21＊＊

注:与对照组比较，* P ＜0. 05，＊＊P ＜0. 01; n =10。

2. 3 番灵胶囊对小鼠非特异性免疫 ( 吞噬细胞吞噬
能力及 NK细胞活性) 的影响 结果显示，小鼠碳廓清
试验各剂量组吞噬指数 a与阴性对照组比较差异无统
计学意义;小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞的吞噬百

分率与吞噬指数与阴性对照组比较均有增加趋势，仅

480 mg /kg组吞噬指数差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ;
480 mg /kg 组 NK 细胞活性显著高于对照组 ( P ＜
0. 05) ( 表 3) 。

表 3 番灵胶囊对小鼠吞噬细胞吞噬能力及 NK
细胞活性的影响( 珋x ± s)

剂量
( mg /kg) 吞噬指数

a 吞噬百分率
( % ) 吞噬指数

NK细胞活性
( % )

0 6. 12 ± 0. 80 21. 3 ± 6. 6 0. 23 ± 0. 07 21. 5 ± 9. 5
80 6. 17 ± 0. 49 23. 2 ± 4. 0 0. 28 ± 0. 04 28. 0 ± 7. 8
160 6. 27 ± 0. 93 23. 2 ± 5. 5 0. 29 ± 0. 06 29. 5 ± 10. 5
480 6. 31 ± 0. 65 28. 9 ± 9. 0 0. 35 ± 0. 12* 31. 9 ± 6. 6*

注:与对照组比较，* P ＜ 0. 05; n = 10。

3 讨论
从实验结果可见，番灵胶囊 480 mg /kg·bw组可增

( 下转第 154 页)
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强脾淋巴细胞增殖能力，提示该受试物有激活淋巴细

胞并增强细胞免疫 的 功 能; 番 灵 胶 囊 160 和
480 mg /kg·bw组的小鼠血清半数溶血值与对照组比
较有显著增加，480 mg /kg·bw组抗体生成细胞水平与
对照组比较有显著增加，提示其具有增强小鼠体液免

疫功能，即增强小鼠的特异性免疫功能;而单核巨噬细

胞的吞噬能力和 NK细胞活性是衡量机体非特异性免
疫功能的重要标准，本实验中 480 mg /kg 组吞噬指数
有显著增高，480 mg /kg组 NK细胞活性显著高于对照
组。仝国辉等［14］研究表明 1800 mg /kg 剂量组灵芝孢
子粉可提高免疫调节指标小鼠单核巨噬细胞的吞噬能

力、脾脏抗体生成细胞数、血清中抗绵羊红细胞抗体效
价、迟发型变态反应和 NK细胞活性等，并表现出统计
学差异;有研究表明番茄红素能增强 ALI大鼠 PAM吞
噬功能，随着番茄红素剂量增加，肺泡巨噬细胞吞噬功

能逐渐增强［12］。因此本研究结果提示小鼠在给予番
灵胶囊后所表现出的高活性免疫能力可能与番灵胶囊

中灵芝孢子提取物中含有的丰富的肽多糖和高含量的

维生素 E及番灵胶囊中番茄红素有关，有待于进一步
的深入研究。
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