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灵芝酸Ｇ对小鼠巨噬细胞免疫活性的研究
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　　摘　要：目的　研究灵芝酸Ｇ对小鼠巨噬细胞活化及肿瘤细胞的杀伤作用。方法　流式细胞仪测定小鼠巨噬细胞的表面分

子表达；ＥＬＩＳＡ法检测小鼠腹腔巨噬细胞分泌ＩＬ１和 ＴＮＦ的水平；ＭＴＴ法检测巨噬细胞因子对肿瘤细胞的抑制能力。结果　

灵芝酸Ｇ经过３天刺激能激活小鼠巨噬细胞表面分子ＣＤ６８；体外实验显示，１μｇ／ｍＬ灵芝酸可以诱导小鼠巨噬细胞分泌ＩＬ１和

ＴＮＦａ；灵芝酸Ｇ诱导巨噬细胞因子抑制肿瘤细胞的能力与５μｇ／ｍＬ吉西他滨没有显著不同，但二者明显高于空白对照组。结

论　灵芝酸Ｇ能诱导小鼠巨噬细胞产生 Ｍ１型细胞因子，杀伤肿瘤细胞。
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　　灵芝酸Ｇ是从赤芝中以高效液相色谱法分离出的１５种

三萜类活性成分之一［１］。虽然目前有更多的分离方法都能分

离出灵芝酸Ｇ或更多的单体成分
［２３］，但由于分离样品量的限

定，只有少数单体如灵芝酸Ａ、灵芝酸Ｂ和灵芝酸 Ｈ等的药理

作用被研究［４７］，本实验拟通过灵芝酸Ｇ诱导小鼠体内巨噬细

胞活化，研究灵芝酸Ｇ对小鼠巨噬细胞产生细胞因子的影响

及杀肿瘤细胞的机理。

１　材料与方法

１．１　试药　浓度为２０ｍｇ／ｍＬ灵芝酸 Ｇ由日本灵芝研究所

友情提供。小鼠ＩＮＦγ抗体和Ａ２０细胞由日本东京女子医科

大学免疫室友情提供。ＦＩＴＣＣＤ６８抗体购自贝克曼公司，酶

标板、ＰＲＭＩ１６４０培养粉购自ＧＩＢＣＯ公司，Ｈａｎｋｓ液、胎牛血

清购自杭州四季青生物工程有限公司，ＩＬ１和ＴＮＦ试剂盒购

自上海博谷生物科技有限公司。

１．２　动物　清洁级 Ｃ５７ＢＬ６纯系小鼠，雄性，８周龄，体质量

１８～２２ｇ，（武汉大学实验动物学部提供，许可证号ＳＣＸＫ（鄂）

２００８０００４），小鼠随机分为溶剂对照组和灵芝酸Ｇ组，每组１０

只，实验室饲养１周后，连续腹腔注射蒸馏水或灵芝酸Ｇ３天，

收集小鼠腹腔细胞进行试验。

１．３　方法

１．３．１　小鼠腹腔巨噬细胞的分离及培养　取Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，

脱颈椎处死，腹腔注入冰冷的１０％ ＦＣＳＲＰＭＩ１６４０５ｍＬ，轻

揉腹部２ｍｉｎ，吸出腹腔液，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，

细胞洗涤３次后，０．０４％台盼蓝染色计数活细胞。将２×１０６

个细胞加入３５ｍｍ细胞培养皿中放入３７℃５％的ＣＯ２饱和湿

度培养箱内培养１ｈ后，收集贴壁细胞，即为小鼠腹腔巨噬

细胞。

１．３．２　细胞表面分子ＣＤ６８的检测　用４℃预冷的ＰＢＳ收集

１２孔细胞培养板中的巨噬细胞，并用冰冷的流式细胞缓冲液

（ＦＡＣＳ液）洗涤２次，加入纯化的鼠ＩｇＧ封闭细胞表面 Ｆｃ受

体，ＦＩＴＣ标记的抗小鼠ＣＤ６８单抗４℃冰浴３０ｍｉｎ染色，

ＦＡＣＳ液淋洗３次，经流式细胞仪进行样本测定设ＦＩＴＣ标记

的同种型ＩｇＧ作对照。

１．３．３　细胞因子的检测　ＩＬ１（或ＴＮＦａ）的检测按说明书进

行。简而言之，取包被抗单克隆抗体９６孔酶标板，加入１００μＬ

巨噬细胞培养上清或已知浓度的标准抗体，３７℃孵育１ｈ洗涤

３次。再加入１００μＬ酶标抗抗体，继续孵育１ｈ，洗涤３次后加

入等量底物液，室温孵１５ｍｉｎ加入终止液。４５０ｎｍ测定光密

度值（Ｄ４５０），绘制标准曲线，计算样本细胞因子水平。

１．３．４　肿瘤细胞抑制检测　取对数期 Ａ２０细胞用１０％ＰＲ

·０４６１· 国际检验医学杂志２０１３年７月第３４卷第１３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｌｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１３

 基金项目：湖北省科技项目（编号２０１１Ｃｄｃ１１６）；黄石市科技项目（黄科农［２０１１］１号１６）；湖北理工学院项目（编号：ＲＣＹＪ２０１１３０１２）；并获

得湖北省重点学科湖北理工学院药学学科资助。　作者简介：李仲娟，女，博士，副教授，主要研究领域为细胞免疫。　△ 　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：

ｊｙ６９９７０＠１６３．ｃｏｍ。



ＭＩ１６４０洗涤２次，调整细胞浓度为１０７ 个／ｍＬ。将细胞悬液

分别加入９６孔培养板中，３孔为一个平行样，首３孔为对照，

每孔最终为０．２ｍＬ。一组加入５μｇ／ｍＬ吉西他滨，另一组加

腹腔巨噬细胞上清液１００μＬ。置５％ＣＯ２３７℃培养。培养结

束前４ｈ，每孔轻轻吸去上清液１８０μＬ，加入１３０μＬＲＰＭＩ

１６４０细胞培养液，同时加入 ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ）５０μＬ／孔继续培

养到７２ｈ，加入１ｍＬ盐酸异丙醇混匀，使紫色结晶完全溶解。

酶联免疫检测仪上波长５７０ｎｍ比色测定。

１．３４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１４．０统计学软件，用量样板

狋检验对各组数据进行比较。犘＜０．０５有统计学意义，所有结

果均经过３次的重复实验。

２　结　　果

２．１　灵芝酸Ｇ对小鼠腹腔巨噬细胞表面受体ＣＤ６８表达的测

定　本实验通过灵芝酸Ｇ或ＩＮＦγ抗体对巨噬细胞体培养３

ｄ，收集巨噬细胞进行染色，流式细胞仪测定ＣＤ６８分子的表

达，图１显示灵芝酸Ｇ通过ＣＤ６８分子激活巨噬细胞。实验结

果为３次中的１次代表。

　　巨噬细胞每孔１×１０６，分别加入１μｇ／ｍＬ灵芝酸Ｇ或ＩＮＦγ抗体

培养４８ｈ后，收集巨噬细胞用ＦＩＴＣ标记的小鼠ＣＤ６８抗体染色，流式

细胞仪测定。灰色标记没有加入刺激物的细胞，虚线表示小鼠ＩＮＦγ

抗体诱导活化的细胞，黑色线是灵芝酸Ｇ诱导活化的细胞。

图１　　灵芝酸Ｇ诱导巨噬细胞ＣＤ６８表达

２．２　灵芝酸Ｇ诱导小鼠巨噬细胞产生细胞因子　灵芝酸 Ｇ

通过ＣＤ６８分子激活巨噬细胞，分析１μｇ／ｍＬ灵芝酸 Ｇ的细

胞培养上清液发现，灵芝酸Ｇ诱导的巨噬细胞Ｇ２４ｈ开始细

胞因子，７２ｈ到达顶峰。灵芝酸Ｇ对 ＭＩＩ型细胞因子无影响，

但对 ＭＩ细胞因子的分泌有明显的增高，ＴＮＦａ和ＩＬ１的含

量分别为５８０ｐｇ／ｍＬ和３８６ｐｇ／ｍＬ。与空白孔相比，差异有统

计学意义（犘＜０．０１），见图２。

　　巨噬细胞每孔３×１０６，分别加入１μｇ／ｍＬ灵芝酸Ｇ，２４孔板培养

７２ｈ后ＥＬＩＳＡ法检测吸光度。

图２　　灵芝酸Ｇ诱导巨噬细胞分泌细胞因子

２．３　灵芝酸Ｇ诱导的细胞因子对小鼠肿瘤细胞 Ａ２０的抑制

作用　细胞因子ＴＮＦａ可以促进肿瘤细胞的凋亡，本实验通

过检测灵芝酸Ｇ诱导巨噬细胞分泌的ＴＮＦａ对小鼠肿瘤细胞

Ａ２０的作用显示，阳性对照吉西他滨对肿瘤细胞 Ａ２０的作用

明显，与对照细胞相比，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。细胞

因子对肿瘤细胞 Ａ２０优于吉西他滨，两者之间有明显差异

（犘＜０．０５），见图３。

　　肿瘤细胞每孔１×１０６，分别加入细胞培养液、细胞因子１００μＬ和５

μｇ／ｍＬ吉西他滨，培养２４ｈ后 ＭＭＴ测定吸光度。

图３　　细胞因子对肿瘤细胞的抑制作用

３　讨　　论

巨噬细胞在机体炎症反应中扮演着重要的角色，有报道指

出，灵芝三萜类活性成分能调节巨噬细胞参入机体炎症反

应［８１０］。巨噬细胞的成熟与机体内的微环境分不开［１１１２］，我们

前期的研究显示，灵芝多糖对巨噬细胞的活化是通过经典活化

途径来实现［１３］，本次通过ＩＦＮγ诱导的巨噬细胞活化作为灵芝

酸Ｇ的阳性对照，探讨巨噬细胞表面受体ＣＤ６８的表达发现，

ＩＦＮγ或灵芝酸Ｇ诱导的ＣＤ６８的表达图形基本一致，这充分

说明两种诱导方式可能相同。随后的细胞因子测定也证明了

该结论。本次细胞因子测定说明，灵芝酸Ｇ对Ｍ２型细胞因子

并无影响，而对 Ｍ１型细胞因子ＩＬ１和ＴＮＦａ的分泌有促进

作用 。

近年来，ＴＮＦａ在诱导Ｔ细胞增殖和杀肿瘤细胞引起广

泛关注［１４］。为了进一步了解巨噬细胞杀肿瘤方面的能力，通

过体外实验测定抗肿瘤药物吉西他滨１５对小鼠肿瘤细胞Ａ２０

的杀伤作用来对照灵芝酸Ｇ诱导的 Ｍ１型细胞因子的杀伤能

力。吉西他滨对Ａ２０的抑制吸光度为０．５２，与正常生长巨噬

细胞吸光度０．７８相比有显著性差异，灵芝酸Ｇ诱导 Ｍ１型细

胞因子比吉西他滨对 Ａ２０的抑制吸光度更低说明，灵芝酸 Ｇ

诱导产生 Ｍ１型细胞因子对Ａ２０的抑制能力可能更强。这些

结论还需通过灵芝酸Ｇ杀肿瘤细胞的信号途径和肿瘤细胞凋

亡家族的酶的活性来证实。
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ＰＣＴ的临床解释未采用盲法，则ＰＣＴ的检测结果会在很大程

度上影响临床医师的判断，ＰＣＴ增高的患者可能更容易被怀

疑为ＩＥ，更可能接受到超声心动图和血培养等检查，这种情形

显然不利于“客观”评价ＰＣＴ对ＩＥ的诊断价值。

总之，本研究对已经发表的关于ＰＣＴ诊断ＩＥ的研究进行

了系统评价和 Ｍｅｔａ分析，明确了ＰＣＴ诊断ＩＥ的循证医学证

据。鉴于已经发表的研究无论是在研究质量还是报告规范上

都存在一定的欠缺，因此有必要进一步开展多中心的、多种族

的、大样本的、前瞻性的研究，以进一步明确ＰＣＴ对ＩＥ的诊断

价值。此外，今后的研究在撰写论文的过程中，应严格遵循

ＳＴＡＲＤ报告规范，提供尽可能多的试验设计细节，供循证医

学研究人员对研究的质量做出科学的评价与分析，促进临床研

究成果向临床实践的转化。
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ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＬｉｆｅＳｃｉ，２００６，８０（３）：２０５２１１．

［６］ ＧａｏＪＪ，ＭｉｎＢＳ，ＡｈｎＥＭ，ｅｔａｌ．Ｎｅｗｔｒｉｔｅｒｐｅｎｅａｌｄｅｈｙｄｅｓ，ｌｕｃｉａｌ

ｄｅｈｙｄｅｓＡＣ，ｆｒｏｍ Ｇａｎｏｄｅｒｍａｌｕｃｉｄｕｍａｎｄｔｈｅｉｒｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙａ

ｇａｉｎｓｔｍｕｒｉｎｅａｎｄｈｕｍａｎｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｃｈｅｍ Ｐｈａｒｍ Ｂｕｌｌ，

２００２，５０（６）：８３７８４０．

［７］ＬｉｕＲＭ，ＺｈｏｎｇＪＪ．ＧａｎｏｄｅｒｉｃａｃｉｄＭｆａｎｄＳｉｎｄｕｃｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ

ｍｅｄｉａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈｕｍａｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｒｃｉｎｏｍａＨｅＬａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．

Ｐｈｙｔｏｍｅｄ，２０１１，１８（５）：３４９３５５．

［８］ ＬａｓｋｉｎＤＬ，ＰｅｎｄｉｎｏＫＪ．Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｍｅｄｉａ

ｔｏｒｓｉｎｔｉｓｓｕｅｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＡｎｎｕＲｅｖＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ，１９９５，３５：

６５５６７７．

［９］ ＨａｗｉｇｅｒＪ．Ｉｎｎａｔｅｉｍｍｕｎｉｔｙａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ：ａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ

ｐａｒａｄｉｇｍ［Ｊ］．ＩｍｍｕｎｏｌＲｅｓ，２００１，２３（２／３）：９９１０９．

［１０］ＤｕｄｈｇａｏｎｋａｒＳ，ＴｈｙａｇａｒａｊａｎＡ，ＳｌｉｖａＤ．Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｉｎ

ｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｂｙｔｒｉｔｅｒｐｅｎｅｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｍｕｓｈｒｏｏｍ

Ｇａｎｏｄｅｒｍａｌｕｃｉｄｕｍ［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎＩｍｍｕｎｏｐｈａｒｍ，２００９，９（１１）：

１２７２１２８０．

［１１］ＧｏｒｄｏｎＳ．Ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖ

Ｉｍｍｕｎｏｌ，２００３，３（１）：２３３５．

［１２］ＧｏｒｄｏｎＳ．Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙａｎｄｔｉｓｓｕｅｌｉｐｉｄｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎ

Ｉｎｖｅｓｔ，２００７，１１７（１）：８９９３．

［１３］李仲娟，杨朝令，喻昕，等．灵芝多糖对小鼠 Ｍ１巨噬细胞活性的

研究［Ｊ］．时珍国医国药，２０１２，２３（７）：１７３８１７３９．

［１４］李涛，陈望．ＴＮＦα在肿瘤中的作用［Ｊ］．现代生物医学进展，

２０１１，１１（１８）：３５８６３５８８．

［１５］梅开，田聆，魏于全，等．质粒联合吉西他滨抗肿瘤作用的实验研

究［Ｊ］．癌症，２００５，２４（４）：３９７４０２．

（收稿日期：２０１３０１２２）

·４４６１· 国际检验医学杂志２０１３年７月第３４卷第１３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｌｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１３




