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Cordyceps sinensis CAMT 63341液态发酵多糖
对小鼠若干行为学指标及免疫器官指数的影响
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摘  要：为评价虫草菌（Cordyceps sinensis）CAMT 63341液态发酵多糖对小鼠生长、情绪、认知和免疫的影响，

将60 只健康雄性昆明小鼠随机分成空白对照、灵芝多糖对照和Cordyceps sinensis CAMT 63341发酵多糖高、中、低

剂量饲喂组连续喂养30 d，然后行高架十字迷宫、穿梭箱、迟发型超敏反应实验，并记录小鼠体质量和免疫器官指

数。结果表明：与空白对照组相比，Cordyceps sinensis CAMT 63341发酵多糖可剂量依赖性促进小鼠生长，增加高

架迷宫开放臂次数和延长停留时间，增强穿梭箱实验中主动回避能力和缩短被动回避潜伏期，提升胸腺和脾脏器

官指数，其中，高剂量组达到显著（P＜0.05）或极显著水平（P＜0.01），接近灵芝多糖对照组，提示Cordyceps 
sinensis CAMT 63341液态发酵多糖具有一定的促进生长、改善情绪、增强认知和提升免疫功能。
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Abstract: This investigation was undertaken to evaluate the effect of polysaccharides from the liquid culture of Cordyceps 
sinensis CAMT 63341 on body weight, emotion, cognition and immune function in mice. Totally 60 healthy male mice 

were randomly divided into blank control, positive control and experimental groups. Ganoderma lucidum polysaccharides 

were taken as positive control, and the animals in the experimental groups were given Cordyceps sinensis CAMT 63341 

polysaccharides at high, middle, and low doses, respectively. After continuous feeding for 30 days, elevated plus maze test, 

shuttle box test, and delayed type hypersensitivity test were conducted and the body weight and thymus and spleen organ 

weight to body weight ratios were recorded. Compared with the blank control group, the mice fed with Cordyceps sinensis 
CAMT 63341 polysaccharides exhibited dose-dependently accelerated body weight gain, increased number of open arm 

entries and extended time spent on the open arm of the maze, improved active avoidance response and shortened latent 

period of passive avoidance in shuttle box test, and increased thymus and spleen organ weight to body weight ratios, with 

statistically significant differences being observed in the high-dose group (P < 0.05 or 0.01), which was similarly effective 

to Ganoderma lucidum polysaccharides. Therefore, polysaccharides from the liquid culture of Cordyceps sinensis CAMT 

63341 can promote body weight gain, improve emotion, and enhance cognition and immune function in mice.
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冬虫夏草是由麦角科真菌冬虫夏草菌（Cordyceps 
sinensis（Berk.）Sacc.）侵染蝙蝠蛾科昆虫幼虫而形成

的僵虫与子座的结合体。作为我国传统的滋补性中药

材，冬虫夏草具有多种药理功效，《中华人民共和国药

典》中指出冬虫夏草性平、味甘，归肺、肾经，具补肺

益肾、止血化痰功能，主治久咳虚喘、劳嗽咯血、阳痿

遗精、腰膝酸痛[1]。除此之外，现代研究证明冬虫夏草

还具有抗肿瘤、抗细菌、抗病毒、抗炎、抗纤维化、护

肝、调节免疫和内分泌等多种药理作用[2-4]。鉴于冬虫夏

草对人体独特的生理活性，国内外需求量不断增加，但

冬虫夏草多分布在我国西藏、青海、云南、四川等海拔

3 500 m以上的高寒地带，受生长环境的制约，天然虫草

产量有限，加之过度采挖，导致其产量逐年锐减，远低

于市场需求，因此培育开发功效显著的冬虫夏草代用品

既是保护野生虫草资源，又是科学开发利用功效组分的

必然选择。目前，在分离天然虫草内生优良菌株的基础

上，采用仿生手段人工接种柞蚕、工厂化栽培和菌丝体

液态发酵是大规模获取虫草活性物质的主要方式，且多

项研究证实，人工虫草在化学成分、功效价值等方面与

天然虫草无显著差异。钱正明等[5]建立了冬虫夏草中7 类

主要化学成分的分析方法，比较分析了培植冬虫夏草和

野生冬虫夏草的化学成分，结果显示两者小分子化合物

种类一致，多糖分子质量分布一致。

从本质上讲，冬虫夏草的功效归因于体内寄生菌的

代谢产物。现代分析表明，冬虫夏草主要含有多糖、核

苷、蛋白质、肽、甾醇、酶等化学成分，而多糖作为生

物活性成分之一，具有调节免疫、增强记忆、抗肿瘤、

抗黏附、抗氧化、降血糖等活性[6-12]。液态发酵作为现代

生物技术的重要组成部分，是将生物科技转化为生物经

济的重要手段，目前通过液态发酵制备蛹虫草活性物质

已有较多报道，且证实发酵蛹虫草菌丝体的有效成分、

药理作用及临床效果与冬虫夏草相似[13-17]。冬虫夏草区

系中的真菌物种是一类非常重要的生物资源，具有重要

的开发潜力。本课题组前期从藏区冬虫夏草中分离出一

株真菌，经形态、生理生化及分子鉴定为虫草菌，本研

究在Cordyceps sinensis CAMT 63341液态发酵制备生物

多糖的基础上，以小鼠为实验对象，通过经典行为学实

验，初步评估该菌株对小鼠生长、免疫、认知和情绪的

影响，为Cordyceps sinensis CAMT 63341菌种资源的开发

利用提供理论支持。

1 材料与方法

1.1 菌株与实验动物

Cordyceps sinensis CAMT 63341菌株分离自西藏天然

虫草子座；SPF级健康雌性昆明小鼠，由广州中医药大学实

验动物中心提供，动物合格证号：SCXK（粤）2013-0020。

1.2 材料与试剂

灵芝多糖（多糖质量分数 3 3 . 2 5 % ）  杭州 

众艺康菇生物技术有限公司； 2 , 4 - 二硝基氯苯

（2,4-dinitrofluorobenzene，DNFB） 北京索莱宝科技

有限公司。

1.3 仪器与设备

小鼠穿梭箱 上海多毅实业有限公司；THZ-82型

水浴恒温振荡器 江苏金坛市荣华仪器制造有限公司；

BS224S电子天平 赛多利斯（北京）科学仪器有限公司； 

4120型手握打孔器 无锡亚美科技有限公司。

1.4 方法

1.4.1 Cordyceps sinensis CAMT 63341发酵粗多糖的提取

Cordyceps sinensis CAMT 63341保存于PDA斜面培养

基，常规PDA转接活化后，以马铃薯汁作为培养基[16-17]，

28 ℃、150 r/min培养72 h制得发酵液，发酵液经5 000 r/min 

离心10 min取上清液，之后按体积比1∶3加入预冷至4 ℃

的95%乙醇静置12 h，8 000 r/min离心10 min取沉淀作为

发酵粗多糖，苯酚-硫酸法测定多糖含量为30.23%。

1.4.2 动物分组及给药

动物饲养条件：室温（ 2 2± 2）℃，相对湿度

40%～60%，自然昼夜交替，饲料来源于广州中医药大

学，适应性饲养3 d后，选取体质量（22±2）g小鼠60 只

进行正式实验，分为5 个实验组，每组12 只，空白对照

组用蒸馏水作为饮用水；高、中、低剂量组分别自由饮

用1.0、0.5、0.1 g/mL 1.4.1节所述粗多糖溶液，灵芝多糖
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对照组饮用1 g/mL灵芝多糖溶液，连续喂养小鼠30 d，

对饮水量进行量取记录，统计每日每只小鼠的平均饮水

量，换算成平均每只小鼠多糖摄入量。

1.4.3 动物行为学指标测定

1.4.3.1 一般状态观察及体质量变化

一般状态观察于每日饲喂多糖溶液前，仔细观察小

鼠的精神状态、皮毛色泽、活动度及粪便情况，每隔10 d

称体质量1 次并记录数据，比较各组体质量变化。

1.4.3.2 抗抑郁效果评价

采用经典高架十字迷宫实验方法 [ 1 9 - 2 1 ]评价多糖

对实验小鼠情绪的影响，小鼠高架十字迷宫由2  个

相对的开放臂（45  cm×10  cm）、2  个相对闭合臂

（45 cm×10 cm×50 cm）、一个连接4 只臂的中央平台

（10 cm×10 cm）组成，此二者互相垂直成为“十”形

状，迷宫离地面50 cm；人工记录小鼠进入开放臂次数、

闭合臂次数和小鼠滞留在开放臂的时间、闭合臂的时间

及小鼠进入中央开阔平台的次数、中央区停留时间。计

算小鼠进入开放臂的次数占进入两臂次数总和的比例和

开放臂滞留总时间占在两臂停留时间总和的比例。

1.4.3.3 认知能力影响的评价

采用经典小鼠穿梭箱实验考察多糖对小鼠学习记忆

的影响，将小鼠放入穿梭箱，根据参考文献[22-23]和仪

器说明书设定追踪参数：适应时间5 s、训练次数10 次、

间隔时间3 s、声光刺激5 s、电击时间10 s。全部训练结

束，对小鼠在穿梭箱内的活动轨迹进行分析，求得小鼠

穿梭箱主动逃避次数、被动逃避次数、主动逃避时间、

被动逃避时间。连续进行5 d穿梭箱实验，记录分析实验

数据。

1.4.3.4 对免疫器官影响的评价

采用迟发性免疫反应和测定免疫器官指数，考察多糖

对小鼠免疫器官的影响。迟发型超敏反应参照文献[24-27] 

进行，用电动剃毛器对喂养了一个月后的小鼠背部进行

除毛，1% DNFB丙酮溶液作为致敏剂均匀涂抹于脱毛部

位，每日1 次，连续4 d，之后致敏剂10 µL均匀涂于左

耳，24 h后处死小鼠，剪取左右两只耳朵，用2 mm打孔

器对两耳朵的相同部位各取一耳片，称质量并计算两耳

片质量的差值。免疫器官脏器指数测定参照文献[25]进

行，解剖小鼠，取出其胸腺脾脏，分别对其称质量，按

照下式计算出各组胸腺和脾脏指数。

/% 100
/g

/g

1.5 数据统计分析

结果用 ±s表示，采用SPSS 16.0软件中单因素方差

分析程序进行统计学差异分析，采用最小显著极差法进

行多重比较。

2 结果与分析

2.1 Cordyceps sinensis CAMT 63341发酵多糖对小鼠生

长情况的影响

表观状态可直观反映出受试物对小鼠生长发育的

影响，实验表明所有小鼠在喂养过程中进食饮水正常，

毛发浓密有光泽，活泼好动有活力，对外界刺激反应灵

敏，四肢有力，无死亡现象，证明虫草、灵芝多糖对小

鼠无表观可见不良影响。

表 1 Cordyceps sinensis CAMT 63341发酵多糖对小鼠体质量的影响

Table 1 Effect of Cordyceps sinensis CAMT 63341 polysaccharides on 

body weight in mice

组别 摄入量/g
体质量/g

喂养0 d 喂养10 d 喂养20 d 喂养30 d

灵芝多糖对照组 6.26±0.85 20.19±1.49a 33.16±2.55b 39.71±1.77b 43.82±1.89b

高剂量组 6.19±0.96 19.33±2.18a 32.35±1.91b 38.34±1.83b 42.19±1.64b

中剂量组 3.48±0.86 21.31±2.51a 30.67±2.03a 35.29±1.95a 39.48±2.11a

低剂量组 1.26±0.79 22.44±2.02a 28.84±1.78a 33.37±2.08a 37.29±1.57a

空白对照组 0.00 21.18±1.94a 29.13±2.12a 34.25±1.76a 38.56±1.69a

注：同列字母不同表示差异显著（P＜0.05）。下同。

由表1体质量增加趋势可以看出，与空白对照组相

比，灵芝多糖对照组在整个实验周期内可促进小鼠生长，

在中后期达到显著性水平（P＜0.05），Cordyceps sinensis 
CAMT 63341发酵多糖也有促进动物生长的作用，且整体

呈剂量依赖性，其中高剂量组效果接近灵芝多糖组。

2.2 Cordyceps sinensis CAMT 63341发酵多糖对实验小

鼠情绪的影响

表 2 Cordyceps sinensis CAMT 63341发酵多糖对小鼠高架十字迷宫 

行为指标的影响

Table 2 Effect of Cordyceps sinensis CAMT 63341 on behavior 

performances of mice in elevated plus maze test

组别
进入开放臂

次数
开放臂

滞留时间/s
中央区停留

时间/s
开放臂次数
比例/%

开放臂时间
比例/%

灵芝多糖对照组 9.40±1.14b 52.60±6.11b 59.20±7.19b 0.33±0.03b 0.23±0.05b

高剂量组 7.20±2.17b 57.60±4.39b 60.00±6.27b 0.31±0.03b 0.21±0.02b

中剂量组 6.00±2.71b 36.20±6.10a 53.20±5.17a 0.25±0.03a 0.17±0.02a

低剂量组 5.00±2.58a 36.20±5.40a 45.00±6.89a 0.20±0.06a 0.13±0.07a

空白对照组 4.40±1.89a 34.40±3.91a 38.80±3.83a 0.23±0.05a 0.17±0.02a

高架十字迷宫实验广泛应用于检测动物的抑郁行

为和评价药物的抗抑郁效果，以小鼠在开放臂中的滞

留时间和进入开放臂次数反映其抑郁状态的强弱[18-19]。

由表2可知，灵芝多糖对照组在进入开放臂次数和中

央区停留时间上显著高于空白对照组（P＜0.05），

Cordyceps sinensis CAMT 63341发酵多糖组对小鼠抗抑郁

效果存在剂量依赖性提高，其中高剂量组有统计学差异 

（P＜0.05），其效果接近灵芝多糖组。郝文丽[28]研究表

明，枸杞多糖对小鼠神经系统有一定的影响，可以显著

抑制小鼠的自发性活动，延长戊巴比妥钠的安眠作用时
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间，证明枸杞多糖具有一定抗焦虑效果，刘勐等[29]研究

表明灵孢多糖具有一定的抗抑郁作用，而本研究进一步

证明所分离菌株的液态发酵多糖具有抗抑郁效果，丰富

了多糖改善情绪的研究内容。

2.3 Cordyceps sinensis CAMT 63341发酵多糖对小鼠认

知能力的影响

基于穿梭箱声光刺激的主动逃避和电击的被动逃

避已被广泛用于评价小鼠的学习记忆能力，在一个训练

周期内，小鼠主动逃避时间（主动逃避潜伏期）和被动

逃避时间（被动逃避潜伏期）越短，而主动和被动逃避

次数越多，表明小鼠学习记忆能力越强[30]。声、光、电

刺激下的小鼠穿梭箱主动逃避和被动逃避实验结果见 

图1～3。

7

6

5

4

3

2

1
0 1 2 3 4 5

/d

图 1 Cordyceps sinensis CAMT 63341发酵多糖对小鼠主动逃避 

次数的影响 

Fig. 1 Effect of Cordyceps sinensis CAMT 63341 polysaccharides on 

the number of active avoidance responses in mice

由图1可知，在为期5 d的学习记忆训练中，小鼠主

动逃避次数逐渐增加，表明实验小鼠对逃避不利刺激

获得了记忆，实验周期内主动逃避次数反映了记忆速

率和正确率。至第5天，在记忆速率和正确率上所有多

糖组都比空白对照组高，其中灵芝多糖对照组小鼠主

动逃避次数最多，与空白对照组相比存在显著性差异 

（P＜0.05），Cordyceps sinensis CAMT 63341发酵多糖

饲喂组可剂量依赖性提升小鼠记忆能力，高剂量组与空

白对照组相比也存在显著性差异（P＜0.05），且效果仅

次于灵芝多糖对照组。
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图 2 Cordyceps sinensis CAMT 63341发酵多糖对小鼠在穿梭箱中 

被动逃避电击次数的影响

Fig. 2 Effect of Cordyceps sinensis CAMT 63341 polysaccharides on 

the number of passive avoidance responses to electronic shock in mice

被动逃避能力进一步反映了小鼠的学习记忆能力，

可由逃避前电击时间和逃避次数定量表述，一定实验周

期内电击时间越短、逃避次数越多，表明动物记忆能力 

越强[31]。由图2可知，各组小鼠5 d内被电击次数都随训练

时间延长而减少，所有多糖组都比空白对照组被电击次

数少，Cordyceps sinensis CAMT 63341发酵多糖高剂量组

与灵芝多糖对照组被电击次数最少。
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图 3 Cordyceps sinensis CAMT 63341发酵多糖对小鼠被电击时间的影响

Fig. 3 Effect of Cordyceps sinensis CAMT 63341 polysaccharides on 

electric shock time in mice 

同时，实验各组的小鼠被电击时间都随着训练时

间延长而不同程度减少（图3），且所有多糖组都比空

白对照组电击时间短，其中灵芝多糖组电击时间最短，

Cordyceps sinensis CAMT 63341发酵多糖高剂量组次之，

定量分析表明第5天除低剂量组相比空白对照组未达到显

著性差异外，其余各组差异均达到显著性（P＜0.05）。

2.4 Cordyceps sinensis CAMT 63341发酵多糖对小鼠免

疫器官指数的影响

表 3 Cordyceps sinensis CAMT 63341发酵多糖对小鼠免疫器官指数及

两耳质量的影响（n＝12）

Table 3 Effect of Cordyceps sinensis CAMT 63341 polysaccharides on 

immune organ indexes and weight difference between two ears in mice (n = 12)

组别 摄入量/g 胸腺指数 脾脏指数 两耳质量差值/mg

灵芝多糖对照组 6.26±0.85 4.97±0.58a 2.78±0.36b 17.92±4.13c

高剂量组 6.19±0.96 4.86±0.88a 2.62±0.52b 17.80±3.68c

中剂量组 3.48±0.86 4.78±1.40a 2.18±0.82a 15.64±4.76b

低剂量组 1.26±0.79 4.53±0.21a 2.12±0.10a 13.78±2.84b

空白对照组 0.00 4.47±0.12a 2.10±0.54a 11.02±2.31a

小鼠免疫器官是免疫系统的重要组成部分，胸腺和

脾脏指数是评价动物免疫功能的一项指标[32]。由表3可

知，所有多糖组相较空白对照组的小鼠胸腺和脾脏器官

指数都有不同程度提升，且基本存在剂量依赖性，其中

高剂量Cordyceps sinensis CAMT 63341发酵多糖组的脾

脏指数有显著性提高（P＜0.05），接近灵芝多糖对照

组。多项研究表明，虫草多糖能够增高小鼠脾脏指数和

胸腺指数，减轻小鼠由药物使用导致的免疫器官损伤，

改善DNFB诱发的小鼠迟发型超敏反应[17,27,32]。迟发型超

敏反应以T淋巴细胞为免疫应答的超敏反应，反映其T

细胞的功能，被攻击的小鼠耳廓肿胀程度与T细胞功能
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强弱呈正相关。本实验用DNFB致敏剂涂抹小鼠，使其

刺激T淋巴细胞增殖、分化，产生免疫应答，结果显示

所有多糖组的小鼠左右两耳片质量差值显著高于空白对

照组（P＜0.05），且高剂量Cordyceps sinensis CAMT 

63341发酵多糖组和灵芝多糖对照组差异达到极显著水平 

（P＜0.01），整体上反映了Cordyceps sinensis CAMT 

63341发酵多糖具有一定的免疫调节作用。

3 讨 论

已有的研究充分表明，冬虫夏草对人体具有多重

生理活性，但天然的资源远远低于市场需求，目前菌

丝体液态发酵是大规模获取虫草活性物质的主要方式。

从本质上讲，冬虫夏草的功效归因于体内寄生菌的代

谢产物，多糖作为其生物活性成分之一，具有调节免

疫、增强记忆、抗肿瘤、抗黏附、抗氧化、降血糖等活 

性[6-12]，但关于蛹虫草多糖改善情绪和增强学习记忆的研

究相对较少。因此，本研究在Cordyceps sinensis CAMT 

63341前期液态发酵制备生物多糖的基础上，重点评估了

Cordyceps sinensis CAMT 63341发酵多糖对小鼠情绪和认

知能力的影响，证明所得多糖不仅具有抗抑郁效果，而

且可显著提高小鼠学习记忆能力，拓宽了虫草多糖的利

用范围，为Cordyceps sinensis CAMT 63341菌种资源的开

发利用提供了参考。

情绪与学习记忆是脑的高级功能，其能力高低与

机体免疫状况密切相关，而且机体学习记忆能力障碍多

与体内炎症因子调控失衡有关，降低机体炎症因子水平

可增强机体免疫能力 [9,11,19]。迟发型超敏反应和免疫器

官指数作为衡量机体免疫水平的整体指标具有简便直接

的优点，是目前研究和评价机体免疫状况的基本指标。

多项研究表明，虫草多糖能够增高小鼠脾脏指数和胸腺

指数，减轻小鼠由药物使用导致的免疫器官损伤，改善

DNFB诱发的小鼠迟发型超敏反应[17,27,32]，本研究结果进

一步显示Cordyceps sinensis CAMT 63341发酵多糖组的

小鼠左右两耳片质量差值显著高于空白对照组，且高剂

量组达到极显著水平，整体上反映了所得虫草多糖具有

一定的免疫调节作用。鉴于免疫调节系统的复杂性，为

探讨学习记忆及情绪能力与免疫因子间的相关性，揭示

Cordyceps sinensis CAMT 63341发酵多糖脑保健功效的生

理生化机制，需进一步深入研究具体免疫因子与多糖摄

入间的剂量-反应关系，构建起多糖摄入-免疫水平-宏观

行为学间的内在联系。

Cordyceps sinensis CAMT 63341发酵多糖可促进小鼠

生长，提高小鼠免疫能力，改善小鼠焦虑情绪，提升小

鼠认知能力，有进一步开发利用的潜力。
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