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虫草灵芝孢子粉复合物对小鼠免疫功能的影响

张 艳，叶克难*
(中山大学生命科学学院，广东 广州      510275)

摘   要：目的：探讨虫草灵芝孢子粉复合物对小鼠免疫功能的调节作用。方法：实验将虫草灵芝孢子粉分为低、

中、高 3 个剂量组，并设置对照组，分别喂饲小鼠 30d，观察小鼠体质量及免疫器官指数变化、迟发型变态反应

(DTH)、ConA 诱导的淋巴细胞转化能力、血清溶血素生成、碳廓清能力和巨噬细胞吞噬鸡红细胞能力 6 个项目。

结果：与对照组比较，虫草灵芝孢子粉高剂量组显著提高小鼠胸腺指数，低、中剂量组显著提高小鼠迟发型变态

反应，高剂量组显著提高小鼠淋巴细胞的增殖能力，提示虫草灵芝孢子粉能增强小鼠特异性免疫应答。低、中剂

量组还能显著提高巨噬细胞碳廓清能力和吞噬鸡红细胞能力，提示虫草灵芝孢子粉可增强正常小鼠巨噬细胞吞噬能

力，增强小鼠非特异性免疫应答。结论：虫草灵芝孢子粉复合物能增强小鼠特异性免疫作用和非特异性免疫作用，

具有增强小鼠免疫功能的作用。
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Effects of Cultured Cordyceps militaris-Ganoderma lucidum Spore Complex on Immune Function in Mice

ZHANG Yan，YE Ke-nan*
(School of Life Sciences, Sun Yat-sen University, Guangzhou      510275, China)

Abstract ：Objective: To study the modulatory effect of cultured Cordyceps militaris-Ganoderma lucidum spore complex on
the immune function of mice. Methods: In this study, mice were orally administered with the complex at low, medium and high
doses for 30 days. After the last administration, mouse body weight, immune organ indices, delayed-type hypersensitivity
(DTH), T lymphocyte proliferation induced by ConA, serum hemolysin formation, carbon clearance capability and the chicken
red blood cell phagocytosis ability of mouse macrophages were assayed. Results: Compared with the control group, the high-
dose treatment group significantly improved the body weight and thymus index of mice, the low- and medium- dose treatment
groups showed a significant increase in delayed-type hypersensitivity, and the high-dose treatment group significantly enhanced
the ability of ConA induced lymphocyte proliferation. These findings suggest that cultured Cordyceps militaris-Ganoderma
lucidum spore complex can enhance specific immune responses in mice. Moreover, both the low and medium doses could also
significantly enhance mouse carbon clearance capability and the chicken red blood cell phagocytosis ability of mouse macrophages,
suggesting that the complex can enhance non-specific immune responses in mice. Conclusions: Cultured Cordyceps militaris-
Ganoderma lucidum spore complex can enhance specific immune response and non-specific immune responses in mice, thus
enhancing the immune system function of mice.
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虫草灵芝孢子粉复合物是以人工蛹虫草(Cordyceps
militaris)、灵芝(Ganoderma lucidum)孢子粉为主要有效

成分，经超微粉碎后按一定比例配制而成的产品。冬

虫夏草是麦角菌科真菌冬虫夏草寄生在蝙蝠蛾科昆虫幼

虫上的子座及幼虫尸体的复合体，是一种传统的名贵滋

补中药材 [ 1 ]。由于天然虫草产地特殊，产量有限，加

之掠夺性开采，导致天然虫草资源匮乏，不能满足市

场的需要[ 2 -3 ]。现代药物研究表明，人工蛹虫草有效成

分及药效成分接近于天然虫草，且具有提高免疫力、抗

肿瘤、抗疲劳等多种功效[ 4 -6 ]。灵芝孢子粉是灵芝发育

后期弹射出来的种子，凝聚了灵芝的精华，具有灵芝

的全部遗传活性物质和保健作用[7]。药理学研究证明灵

芝孢子粉具有调节免疫力 [ 8 ]、防辐射、抗肿瘤、降血

脂、护肝及改善睡眠等作用[9-11]。因此，两者分别均有
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增强机体免疫功能的作用，但对于两者配伍后的复合产

品在改善免疫调节的保健功能研究方面报道不多，为此

对这方面进行研究，旨在为虫草、灵芝产品的进一步

开发提供理论与实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

人工蛹虫草(多糖含量约 8%)、灵芝孢子粉(多糖含

量约 1 . 4 % )，均由本实验室提供。

2,4- 二硝基氟苯(DNFB)    上海试剂一厂；中华墨汁

北京一得阁墨业有限责任公司；吉姆萨工作液   北京索

莱宝科技有限公司；DMEM 培养基    美国 Invitrogen 公

司；胎牛血清    浙江天杭生物科技有限公司；噻唑兰

(MTT)、刀豆蛋白(ConA)    美国 Sigma 公司；二甲基亚

砜(DMSO)    广州国奥生物科技技术有限公司。

1.2 动物

SPF 级昆明种小鼠，雌性，体质量范围 18～22g，
由广东省实验动物中心提供(许可证号：SCXK(粤)2008-
0002)。
1.3 仪器与设备

722 可见光分光光度计    上海佑科仪器仪表有限公

司；冷冻离心机    日本日立公司；CO2 培养箱、E-330
酶标仪    美国 Thermo 公司；超净工作台    苏州净化设备

厂；恒温水浴锅   上海博讯实业有限公司；电子天平

北京赛多利斯天平有限公司；电子显微镜    日本Olympus
公 司 。

1.4 方法

根据卫生部《保健食品检验与评价技术规范》

(2003 年版)中增强免疫力功能检验方法进行[12]。虫草灵

芝孢子粉复合物按照两者多糖比例 1:1 配制而成，参照

中大生科牌破壁灵芝孢子粉胶囊人体推荐日摄入量，为

0.9g/60kg (即 0.015g/kg)扩大 5、10、30 倍设置低、中、

高 3 个剂量组，剂量分别为 75、150、450mg/kg，同

时设置对照组，每组 10 只昆明种 SPF 小鼠，连续灌胃

4 周，灌胃容量为 0.1mL/20g，每 7d 称质量一次，根

据体质量变化给予不同剂量。

1.4.1 脏器指数测定

灌胃结束后，称质量，颈椎脱臼处死，解剖动

物，取出脾脏及胸腺，用滤纸吸干血后称质量，计算

脏器指数，均为脏器质量和小鼠体质量的比值。

1.4.2 二硝基氟苯诱导的小鼠迟发型变态反应(DTH)
灌胃结束后，用薇婷牌脱毛膏给小鼠腹部皮肤脱

毛，范围约 3cm × 3cm，用 DNFB 溶液 50μL 均匀涂抹

致敏。致敏 5d 后，用 DNFB 溶液 10μL 均匀涂抹于小

鼠右耳两面，再次致敏。再次致敏 2 4 h 后，颈椎脱臼

处死小鼠，剪下左右两耳，用打孔器取下直径 8mm 的

耳片称质量，小鼠左右两耳质量之差，即耳肿胀度来

表示 D T H 的程度。

1.4.3 ConA 诱导的小鼠淋巴细胞转化能力实验

灌胃结束后，颈椎脱臼处死小鼠，75% 酒精浸泡，

无菌取脾，置于盛有适量无菌 P B S 的小平皿中，用小

镊子轻轻将小鼠的脾撕碎，制成单细胞悬液。经 200 目

筛网过滤，然后将小鼠的脾细胞悬浮于 2mL DMEM 培

养液中，且调整脾细胞浓度为 1 × 107 个 /mL。按照常

规方法进行脾细胞增殖反应：将小鼠脾细胞悬液分别加

入 24 孔培养板中，每个处理使用两孔，每孔 1mL，一

孔加入 50μL ConA，另一孔加入 50μL 的双蒸水作为对

照，然后将培养板置于 5% CO2，37℃的 CO2 培养箱中

培养 48h，培养结束前 4h，每孔轻轻吸去上清液 0.7mL，
加入 0.7mL 不含小牛血清的 DMEM 培养液，同时每孔加

入 MTT 50μL，继续培养 4 只小鼠。培养结束后，每

孔加入 1mL DMSO，吹打混匀，使紫色结晶完全溶解，

然后分装到 96 孔培养板中，每孔分装 3 孔作为平行对

照，用酶联免疫检测仪，以 570nm 波长处读取 OD570nm

值，小鼠淋巴细胞的转化能力以ΔO D 5 7 0 n m 值表示，其

中ΔOD570nm值为加入ConA孔的OD＇570nm值与未加入ConA
孔的 OD 5 7 0 nm 值之差。

1.4.4 血清溶血素效价的测定

灌胃结束后，每只小鼠腹腔注射 5g/100mL 鸡红细

胞悬液 0.2mL 进行免疫，免疫 7d 后，内毗静脉丛取血，

室温条件下放置 1 h，用长针将凝固血与管壁分离，以

2000r/min 离心 10min。取血清用生理盐水稀释 100 倍，

取稀释血清 1mL，与 5g/100mL 鸡红细胞悬液 0.5mL、

10g/100mL 补体(豚鼠血清，用生理盐水配成 10%)0.5mL
混合，37℃保温 30min，0℃终止反应。1000r/min 离心

5min 后，取上清液与 722 分光光度计于 540nm 波长处比

色，记录 O D 5 4 0 n m 值。

1.4.5 小鼠单核 - 巨噬细胞碳廓清能力实验

灌胃结束后，从小鼠的尾静脉按 0.1mL/10g 剂量注

射质量浓度为 20g/100mL 的墨汁，间隔 2、15min 后，

分别从小鼠内毗静脉丛取血 20μL，加入到 2mL 的 0.1%
Na2CO3 溶液中。用分光光度计在 600nm 波长处分别测定

OD600nm 值，以 Na2CO3 溶液作对照。然后颈椎脱臼处死

小鼠，取出肝脏和脾脏，用滤纸吸干脏器表面的血污，

称质量。将测出的 OD 600 nm 值、肝脏和脾脏质量代入公

式，算出吞噬指数。

1gOD1－lgOD2                                            体质量
K ＝———————，吞噬指数＝————————— —    K       (1)

         15－2                                       脾脏质量＋肝脏质量

式中：K 是修正系数；OD1、OD2 分别为 15、2min
对应条件下的 OD 6 00 nm 值。

3
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1.4.6 小鼠巨噬细胞吞噬鸡红细胞实验

灌胃结束后，向每只小鼠腹腔注射 20g/100mL 鸡红

细胞悬液 1 mL。间隔 30 mi n，颈椎脱臼处死小鼠，正

中剪开小鼠腹壁皮肤，经腹腔注入生理盐水 2mL，轻揉

1min。然后吸出腹腔洗液 1mL，平均分滴于 2 片玻片

上，放入垫有湿纱布的搪瓷盒内，3 7℃温育 3 0 m i n。
生理盐水漂洗，除去未贴片的巨噬细胞。晾干，以体

积比 1:1 丙酮 - 甲醇溶液固定，体积分数 4% Giemsa- 磷
酸缓冲液染色 3min，再用蒸馏水漂洗晾干，显微镜下

计数，计算吞噬率和吞噬指数。

                     
吞噬鸡红细胞的吞噬细胞数

吞噬率 /% ＝—————————————× 100     (2)
                             计数的吞噬细胞数

                       
被吞噬的鸡红细胞数

吞噬指数＝————————————                       (3)
                         计数的吞噬细胞数

1.4.7 数据处理

所有数据均采用均数±标准差(x－± s)， 用 Microsoft
Excel 对实验结果进行单因素方差分析。

2 结果与分析

2.1 虫草灵芝孢子粉复合物对小鼠免疫器官指数的

影响

                 组别 剂量 /(mg/kg)
脾脏指数 / 胸腺指数 /

(mg/g) (mg/g)
                           对照组 3.52 ± 0.82 3.35 ± 0.94

低剂量组 75 3.51 ± 0.62 3.52 ± 0.86
虫草灵芝孢子粉

中剂量组 150 3.24 ± 0.56 3.76 ± 0.45
复合物

高剂量组 450 3.31 ± 0.43 4.34 ± 0.84*

表 1 虫草灵芝孢子粉复合物对小鼠免疫器官指数的影响

(x－± s，n=10)
Table 1   Effect of cultured Cordyceps militaris-Ganoderma lucidum

spore complex on immune organ indices in mice (x－± s，n=10)

注：* .与对照组比较，差异显著( P ＜ 0 .05 )。下同。

由表 1 可见，与对照组相比，虫草灵芝孢子粉复

合物高剂量组在小鼠胸腺指数上具有显著性统计学差异

(P ＜ 0 .05)，而在小鼠脾脏指数上无显著性差异；低、

中剂量组在小鼠脾脏指数、胸腺指数上均不具有显著性

差异(P ＞ 0.05)。说明复合物有助于提高小鼠胸腺指数。

2.2 虫草灵芝孢子粉复合物对小鼠迟发型变态反应的

影响

由表 2 可见，与对照组相比，虫草灵芝孢子粉复合

物低、中剂量组在小鼠耳肿胀度上具有显著性统计学差异

(P ＜ 0.05)，高剂量组不具有显著性统计学差异(P ＞ 0.05)。
说明复合物对小鼠迟发型变态反应(DTH)具有显著增强作用。

2.3 虫草灵芝孢子粉复合物对小鼠淋巴细胞转化能力的

影响

                    组别 剂量 /(mg/kg) 耳肿胀度 /mg
                                  对照组 0.52 ± 0.40

低剂量组 75 1.39 ± 0.87*
虫草灵芝孢子粉

中剂量组 150 0.96 ± 0.70*
复合物

高剂量组 450 0.94 ± 0.65

表 2 虫草灵芝孢子粉复合物对小鼠迟发型变态反应的影响

(x－± s，n=10)
Table 2   Effect of cultured Cordyceps militaris-Ganoderma lucidum

spore complex on DTH in mice (x－± s，n=10)

                     组别 剂量 /(mg/kg) ΔOD570nm

                               对照组 0.045 ± 0.034
低剂量组 75 0.059 ± 0.041

虫草灵芝孢子粉
中剂量组 150 0.062 ± 0.056

复合物
高剂量组 450 0.103 ± 0.070*

表 3 虫草灵芝孢子粉复合物对小鼠淋巴细胞转化能力的影响

(x－± s，n=10)
 Table 3   Effect of cultured Cordyceps militaris-Ganoderma lucidum

spore complex on ConA induced lymphopoiesis in mice (x－± s，n=10)

由表 3 可见，与对照组相比，虫草灵芝孢子粉复

合物 3 个剂量组在小鼠淋巴细胞转化能力上均高于对照

组，且随剂量的增加而增加，呈一定的量效关系，但

低、中剂量组不具有显著性统计学差异(P ＞ 0.05)，只

有高剂量组具有显著性统计学差异(P ＜ 0.05)。说明复合

物有助于提高 ConA 诱导的小鼠淋巴细胞的增殖能力。

2.4 虫草灵芝孢子粉复合物对小鼠血清溶血素生成的

影响

                    组别 剂量 /(mg/kg) OD540nm

                                    对照组 0.129 ± 0.021
低剂量组 75 0.132 ± 0.020

虫草灵芝孢子粉
中剂量组 150 0.140 ± 0.019

复合物
高剂量组 450 0.155 ± 0.059

表 4 虫草灵芝孢子粉复合物对小鼠血清溶血素生成的影响

(x－± s，n=10)
Table 4   Effect of cultured Cordyceps militaris-Ganoderma lucidum

spore complex on serum hemolysin in mice ( x－± s，n=10)

由表 4 可见，与对照组相比，虫草灵芝孢子粉复

合物 3 个剂量组在小鼠血清溶血素生成的影响上均高于

对照组，且随剂量的增加而增加，呈一定的量效关系，

但均无显著性统计学差异(P ＞ 0.05)。说明复合物对小鼠

血清溶血素的生成无明显影响。

2.5 虫草灵芝孢子粉复合物对小鼠单核 - 巨噬细胞碳廓

清能力的影响
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由表 5 可见，与对照组相比，虫草灵芝孢子粉复

合物低、中剂量组在小鼠巨噬细胞碳廓清能力上具有显

著性统计学差异(P ＜ 0.05)，高剂量组不具有显著性统计

学差异(P ＞ 0.05)。说明复合物对小鼠单核 - 巨噬细胞碳

廓清能力具有显著增强作用。

2.6 虫草灵芝孢子粉复合物对小鼠巨噬细胞吞噬鸡红细

胞能力的影响

                 组别 剂量 /(mg/kg) 吞噬指数

                               对照组 4.74 ± 1.18
低剂量组 75 5.57 ± 0.38*

虫草灵芝孢子粉
中剂量组 150 5.60 ± 0.54*

复合物
高剂量组 450 5.12 ± 1.14

表 5 虫草灵芝孢子粉复合物对小鼠巨噬细胞碳廓清能力的影响

(x－± s，n=10)
Table 5   Effect of cultured Cordyceps militaris-Ganoderma lucidum

spore complex on carbon clearance capability in mice (x－± s，n=10)

              组别 剂量 /(mg/kg) 吞噬率 /% 吞噬指数

                           对照组 20.3 ± 3.8 0.34 ± 0.07
低剂量组 75 28.4 ± 4.2* 0.44 ± 0.11*

虫草灵芝孢子粉
中剂量组 150 29.3 ± 6.4* 0.43 ± 0.05*

复合物
高剂量组 450 22.6 ± 4.9 0.40 ± 0.12

表 6 草灵芝孢子粉复合物对小鼠巨噬细胞吞噬鸡红细胞能力的影响

(x－± s，n=10)
Table 6   Effect of cultured Cordyceps militaris-Ganoderma lucidum
spore complex on mouse macrophage phagocytosis for chicken red

blood cells(x－± s，n=10)

由表 6 可见，与对照组相比，虫草灵芝孢子粉复

合物低、中剂量组在小鼠巨噬细胞吞噬鸡红细胞能力上

具有显著性统计学差异(P ＜ 0.05)，高剂量组不具有显著

性统计学差异(P ＞ 0.05)。说明复合物对小鼠巨噬细胞吞

噬鸡红细胞能力具有显著增强作用。

3 讨  论

免疫是指机体免疫系统识别自身与异己物质，并通

过免疫应答排除抗原性异物，以维持机体生理平衡的功

能。人体免疫系统是由免疫器官(骨髓、胸腺、脾等)、
免疫细胞(吞噬细胞、淋巴细胞)和免疫活性物质(抗体、

淋巴因子等 ) 组成，是免疫功能发挥的物质基础。目

前，人们普遍认为机体的健康状况及寿命的长短与机体

的免疫功能息息相关[13-15]。当机体免疫功能下降或受抑

制时，机体不能有效地识别并清除突变的细胞及外来的

细菌、病毒等，肿瘤及感染性疾病发生率增高[16-17]。因

此，如何提高自身免疫力成了人们最关注的话题，开

发出具有免疫增强作用的安全功能食品成为研究热点。

冬虫夏草、灵芝作为传统的名贵中药材，具有很

多药理活性，尤其是免疫活性，自古以来就被人们广

泛关注[18-19]。人工蛹虫草作为应运而生的天然冬虫夏草

替代物，具有和天然冬虫夏草同样的药理功能[20-21]。本

实验结果表明，虫草灵芝孢子粉复合物能显著增强

DNFB 诱导的小鼠的 DTH，对 ConA 诱导的小鼠淋巴细

胞增殖能力具有一定的促进作用，说明其在细胞免疫方

面具有显著增强作用；能显著提高小鼠巨噬细胞碳廓清

能力和巨噬细胞吞噬鸡红细胞能力，说明其在非特异性

免疫方面具有显著增强作用。综上所述，虫草灵芝孢

子粉复合物可以增强机体的特异性免疫应答和非特异性

免疫应答，具有增强免疫功能的作用。

但是从量效关系看，DTH 反应、碳廓清和巨噬细

胞吞噬鸡红细胞实验中均呈现低、中剂量组效果明显，

高剂量组效果不明显；淋巴细胞转化实验和血清溶血素

生成实验中则呈现效果随剂量的增加而加强的现象，提

示临床使用时不应过量使用，适量使用效果最好，原

因可能是过高剂量引起免疫系统应答机制的反应不明

显，有关这方面的机理需进一步研究。因此今后的研

究重点应该放在具体的量效关系上。此外，与本实验

室人工虫草多糖提取物对小鼠免疫功能影响的研究相

比，虫草灵芝孢子粉复合物对小鼠免疫功能影响的效果

呈现出大体一致的关系，但具体产生的作用是协同还是

拮抗而导致对机体免疫增强效果的升高或降低仍需进一

步研究。此外，虫草与孢子粉的配伍方式、具体的作

用机制以及人群应用的效果与动物实验的结果与剂量关

系是否完全一致仍需进一步探讨。
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