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理方法将６０只Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为６组：对照组、模型组、低剂量ＧＬＥ组、中剂量ＧＬＥ组、高剂量ＧＬＥ组和顺铂组，

每组１０只。采用Ｗａｌｋｅｒ２５６大鼠腹水癌细胞接种法造模后，高、中、低剂量ＧＬＥ组大鼠分别给予ＧＬＥ０．８４、１．６８、

３．３６ｇ／（ｋｇ·ｄ）灌胃，每天２次，每次２ｍＬ，连续１４ｄ；顺铂组大鼠给予０．００４ｇ／（ｋｇ·ｄ）顺铂（溶于生理盐水）腹腔注

射，每周１次。对照组（未造模大鼠）和模型组均给予生理盐水灌胃，每天２次，每次２ｍＬ，连续１４ｄ。观察各组大鼠的

一般情况，测定腹水质量，称量计算大鼠脾、胸腺和肾脏器指数，检测肾功能；流式细胞术检测各组大鼠胸腺和骨髓的细

胞周期、外周血Ｔ淋巴细胞亚群分布和自然杀伤（ＮＫ）细胞数；血清免疫因子蛋白芯片检测对照组、模型组和中剂量

ＧＬＥ组大鼠血清免疫细胞因子的水平。结果　ＧＬＥ可有效减少大鼠腹水质量（犘＜０．０５）。与对照组相比，模型组和

顺铂组均出现胸腺、脾和肾损伤，给予中、高剂量ＧＬＥ干预后大鼠胸腺指数、肾指数提高，血肌酐和尿素氮值降低（犘＜

０．０５）；模型组和顺铂组大鼠胸腺和骨髓细胞发生Ｇ０／Ｇ１期阻滞，给予ＧＬＥ干预后Ｇ０／Ｇ１期阻滞减少、Ｇ２／Ｍ和Ｓ期细

胞比例升高（犘＜０．０５）。与模型组相比，给予ＧＬＥ干预使大鼠外周血中ＣＤ４＋细胞比例、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋细胞比值和ＮＫ
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Ｗａｌｋｅｒ２５６腹水大鼠腹水生成，改善大鼠免疫功能，且与顺铂相比无肾脏损害。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（８）：１０１６１０２２］

　　化疗是恶性肿瘤的常用治疗方法，其抑瘤效果

较好，但对人体伤害较大，尤其会造成肝肾损伤和免

疫抑制［１］。中药具有多靶点抗肿瘤活性和较少的不

良反应，近年来６０％的抗癌新药直接或间接来源于

天然药物［２］。灵芝为多孔菌科真菌干燥子实体，在

《神农本草经》中被列为有效无毒的“上药”，有关其

药用价值和有效成分的研究颇多［３］。近年研究表

明，灵芝抗肿瘤的主要成分为三萜类化合物和灵芝

多糖，其中三萜类化合物主要通过抑制肿瘤细胞增

殖和促进肿瘤细胞凋亡直接杀伤肿瘤，多糖主要通

过调节免疫功能、保护免疫器官、调节肿瘤微环境发

挥间接抗肿瘤作用［４７］。芝类提取物（犌犪狀狅犱犲狉犿犪

犾狌犮犻犱狌犿ｅｘｔｒａｃｔ，ＧＬＥ）为赤芝［犌犪狀狅犱犲狉犿犪犾狌犮犻犱狌犿

（Ｌｅｙｓｓ．ＥｘＦｒ．）Ｋａｒｓｔ］和紫芝［犌犪狀狅犱犲狉犿犪狊犻狀犲狀狊犲

Ｚｈａｏ，ＸｕｅｔＺｈａｎｇ］提取物，主要含有１２种三萜酸

和３种灵芝多糖，已用于临床辅助治疗肿瘤２０余年，

通过临床疗效观察和分析发现，ＧＬＥ具有抑制肿瘤生

长、提高患者生存率、延长生存时间和改善生存质量

的作用［８］。本研究通过观察癌性腹水大鼠腹水变化，

脾、胸腺脏器指数，胸腺和骨髓细胞周期，外周血Ｔ淋

巴细胞亚群和ＮＫ细胞比例，以及血清中细胞免疫因

子的变化，探讨ＧＬＥ对癌性腹水大鼠免疫功能的影

响；并将ＧＬＥ与顺铂比较，通过观察大鼠肾脏指数、

肾功能，体现其无肾毒性优势。

１　材料和方法

１．１　主要仪器与试剂　高精度电子天平，购自德国

ＳａｒｔｏｒｉｏｕｓＳｔｅｄｉｍＢｉｏｔｅｃｈ公司；台式高速冷冻离心

机、台式低速离心机，购自德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；生

物倒置显微镜，购自日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；ＣｈｉｐＭａｔｅ

ＰＭＣ０８２型芯片小型离心机，购自日本Ｔｏｍｙ公

司；ＧｅｎｅＰｉｘ４０００Ｂ型芯片扫描仪，购自美国Ａｘｏｎ

Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ公司；ＧＡＬＡＸＹＳＣＯ２培养箱，购自英

国ＲＳＢｉｏｔｅｃｈ公司。Ｔ细胞亚群试剂盒、ＮＫ细胞试

剂盒，购自美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；细胞周期试剂盒、

血清血溶素，购自上海优宁维生物科技有限公司；血

清细胞因子蛋白芯片ＱＡＲＩＮＦ１试剂盒，购自美国

Ｒａｙｂｉｏｔｅｃｈ公司。ＧＬＥ由上海民生中医大药业有

限公司提供，批号：Ｑ／ＡＢＦ０００４Ｓ；注射用生理盐水

（０．９％氯化钠溶液）由辰欣药业股份有限公司提供，

批号：１６０９３１５２７２５；注射用顺铂（冻干型）由齐鲁制

药有限公司提供，批号：００７０３３２ＤＣ。

１．２　细胞株与实验动物　Ｗａｌｋｅｒ２５６大鼠腹水癌

细胞株（冻存２支，每支１ｍＬ），购于上海子实生物

科技有限公司；清洁级 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，雄性，体质量

（１００±５）ｇ，共６４只，购自上海市公共卫生中心［实

验动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２００５０００１］，饲养

于上海中医药大学附属普陀医院ＳＰＦ级动物实验

室［实验动物使用许可证号：ＳＹＸＫ（沪）２００５

０００８］。

１．３　动物造模、分组及给药　２支冻存 Ｗａｌｋｅｒ２５６

细胞株复苏后，用２ｍＬＰＢＳ重悬，每只大鼠给予

０．５ｍＬ，接种４只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠作为种鼠，１０ｄ后颈

椎脱臼法处死种鼠，用碘伏消毒腹部，抽取种鼠腹水

６０ｍＬ，按１ｍＬ／１００ｇ接种于大鼠腹腔内 （对照组

除外）［９１０］。

６０只Ｗｉｓｔａｒ大鼠称质量，随机分为６组，即对照

组、模型组、低剂量ＧＬＥ组、中剂量ＧＬＥ组、高剂量

·７１０１·
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ＧＬＥ组和顺铂组，每组１０只。造模后第２天，各组大

鼠给予相应药物。低、中、高剂量ＧＬＥ组大鼠给药方

法：人与大鼠的药物换算系数为６．７１，以人的体质量

为６０ｋｇ计算，故１００ｇ大鼠１ｄ所需总生药量（每日

用药）＝（１５ｇ／６０ｋｇ）×０．１ｋｇ×６．７１＝０．１６８ｇ；以人

临床治疗量（１５ｇ）为实验中剂量，按１∶２∶４的比例

设立低剂量、中剂量和高剂量［０．８４、１．６８、

３．３６ｇ／（ｋｇ·ｄ）］。药粉用生理盐水稀释，每天灌胃

２次，每次２ｍＬ，连续１４ｄ。对照组和模型组大鼠均

以生理盐水每天灌胃２次，每次２ｍＬ，连续１４ｄ。顺

铂组以０．００４ｇ／（ｋｇ·ｄ）顺铂溶于０．２ｍＬ生理盐水

中，腹腔注射，于接种后第２天和第９天各１次。

１．４　测定各组大鼠腹水质量　大鼠用１０％水合氯

醛０．３ｍＬ／１００ｇ麻醉后，沿腹中线剪开３．０ｃｍ，将

规格为２．５ｃｍ×５．０ｃｍ的已称量滤纸迅速塞入腹

腔，３ｍｉｎ后待滤纸充分吸收腹水，取出称量，以滤

纸２次称量之差记为腹水质量
［１１］。

１．５　脏器指数和肾功能检测　用１０％水合氯醛

０．３ｍＬ／１００ｇ麻醉大鼠，摘取胸腺、脾脏、肾脏，用

滤纸吸干残血后称量，记录各组胸腺、脾脏和肾脏质

量，并计算胸腺指数、脾指数和肾指数。脏器指数计

算公式：脏器指数（％）＝脏器质量／体质量×

１００％。肾功能指标（血肌酐、尿素氮）由上海普陀区

中心医院检验科检测。

１．６　胸腺和骨髓细胞周期检测　取大鼠胸腺研磨

后，用２ｍＬＲＰＭＩ１６４０培养液（美国Ｇｉｂｃｏ公司）冲

入试管制成细胞悬液，５６０×犵离心５ｍｉｎ后，２ｍＬ

ＰＢＳ洗涤２次，并经３００目尼龙网过滤；缓慢混悬加

入２ｍＬ４℃预冷的７５％冰乙醇固定细胞，细胞固定

后－２０℃ 保存。３０ｍｉｎ后５６０×犵离心１０ｍｉｎ去除

乙醇，加２ｍＬＰＢＳ洗涤２次，５６０×犵离心５ｍｉｎ弃上

清。加０．５ｍＬＰＩ／ＲＮａｓｅ制成细胞悬液，避光染色

１５ｍｉｎ后，流式细胞仪检测细胞周期。剃取大鼠股

骨，用剪刀剪开股骨两端，用１ｍＬ注射器吸取ＲＰＭＩ

１６４０培养液，将骨髓细胞沿股骨管腔冲入试管，检测

细胞周期（方法同上）。

１．７　外周血Ｔ淋巴细胞亚群检测　大鼠腹腔动脉

采血１ｍＬ，放入肝素抗凝管中轻轻摇匀后取５０μＬ，

分别加入ＣＤ３ＦＩＴＣ１μＬ、ＣＤ４Ｐｅｒｃｐ１．２５μＬ、

ＣＤ８ＰＥ１．２５μＬ，涡旋混匀后避光染色２０ｍｉｎ，加

入血清溶血素５００μＬ，混匀避光反应１５ｍｉｎ。５６０×犵

离心５ｍｉｎ后弃去上清液，加入ＰＢＳ１．５ｍＬ混匀，

５６０×犵离心５ｍｉｎ弃去上清液，如此反复２次。流式

细胞仪检测并使用相关软件处理分析数据。

１．８　外周血ＮＫ细胞检测　大鼠腹腔动脉采血

１ｍＬ放入肝素抗凝管中摇匀，取全血５０μＬ，分别

加入ＣＤ３ＦＩＴＣ１μＬ、ＣＤ１６１Ｐｅｒｃｐ１．２５μＬ，涡旋

混匀后避光染色２０ｍｉｎ，加入血清溶血素５００μＬ，

混匀避光反应１５ｍｉｎ。５６０×犵离心５ｍｉｎ后弃去

上清液，加入ＰＢＳ１．５ｍＬ混匀，５６０×犵离心５ｍｉｎ

弃去上清液，反复２次。５６０×犵在沉淀中加入

０．４ｍＬ１％多聚甲醛混匀待测。流式细胞仪检测并

使用相关软件处理分析数据。

１．９　血清细胞因子蛋白芯片的检测　取动脉血室

温静置３ｈ后，１９６０×犵离心１０ｍｉｎ，收集血清，将

同组血清混合于同一离心管内取上层血清，５６００×犵

离心１０ｍｉｎ，重复离心２次后将上清移至新离心管

中。按照Ｒａｙｂｉｏｔｅｃｈ公司配套提供的杂交标准流

程和试剂盒行芯片检测，依次进行血清稀释、芯片封

闭、芯片杂交和芯片扫描，对扫描获取的芯片图像使

用ＧｅｎｅＰｉｘＰｒｏ６．０软件读取原始数据，包括荧光信

号、背景等。在数据分析时，一般使用去除背景的荧

光信号ＦＩ（Ｆ５３２ＭｅｄｉａｎＢ５３２Ｍｅｄｉａｎ）进行分析，荧

光信号的强弱反映了该种因子表达量的高低。

ＱＡＲＩＮＦ１芯片共检测１０种细胞因子，芯片上的

每种抗体设置３次技术重复。进行数据分析时计算

３次重复的均值，以此作为每种因子的信号值，然后

以ＰｏｓｉｔｉｖｅＣｏｎｔｒｏｌ进行样本间信号值的归一化，最

后使用归一化后数据进行定量。

１．１０　统计学处理　应用ＳＰＳＳ２２．０软件对数据

进行处理。计量资料用珔狓±狊表示，样本均数比较采

用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ狋检验或单因素方差分析。检验水准

（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　各组大鼠一般情况及ＧＬＥ对腹水的影响　对

照组大鼠精神状态正常，摄食情况正常，皮毛等未见

明显异常变化；模型组大鼠精神较差，摄食情况不

佳，皮毛无光泽，活动能力下降。各药物组大鼠的活

动、饮食及精神状况与模型组相比均较好，表现为活

动、饮食、精神状况良好，整个用药过程中未见小鼠

异常活动。与模型组相比，高、中、低剂量ＧＬＥ组和

顺铂组大鼠腹水质量均降低 （犘＜０．０５）；而各剂量

ＧＬＥ组与顺铂组相比差异无统计学意义。见图１。
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图１　犌犔犈对犠犪犾犽犲狉２５６腹水大鼠腹水质量的影响

犉犻犵１　犈犳犳犲犮狋狅犳犌犔犈狅狀犿犪狊狊狅犳犪狊犮犻狋犲狊

犻狀犠犪犾犽犲狉２５６犪狊犮犻狋犲狊狉犪狋狊

Ｔｈｅｒａｔｓｉｎｌｏｗｄｏｓｅ，ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅＧＬＥｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅ

ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ０．８４，１．６８ａｎｄ３．３６ｇ／（ｋｇ·ｄ）ＧＬＥ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｔｈｅｒａｔｓｉｎｔｈｅｃｉｓｐｌａｔｉｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

０．００４ｇ／（ｋｇ·ｄ）ｃｉｓｐｌａｔｉｎｉｎｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅｏｎｃｅａｗｅｅｋ．Ｔｈｅｒａｔｓｉｎ

ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ．ＧＬＥ：犌犪狀狅犱犲狉犿犪

犾狌犮犻犱狌犿ｅｘｔｒａｃｔ．犘＜０．０５ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．狀＝１０，珔狓±狊

２．２　ＧＬＥ对Ｗａｌｋｅｒ２５６腹水大鼠胸腺指数、脾指

数、肾脏指数和肾功能的影响　与对照组相比，模型

组和顺铂组大鼠胸腺指数均下降（犘＜０．０５）。经

ＧＬＥ干预后，高、中剂量ＧＬＥ组大鼠胸腺指数上

升，与模型组相比差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

顺铂组大鼠脾指数较对照组下降（犘＜０．０５），其余

各组间差异均无统计学意义。与对照组相比，模型

组和顺铂组大鼠肾脏指数、血清肌酐和尿素氮均下

降（犘＜０．０５）；高、中剂量ＧＬＥ组较模型组肾脏指

数提高，血肌酐和尿素氮值降低，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。见表１。

２．３　ＧＬＥ对 Ｗａｌｋｅｒ２５６腹水大鼠骨髓、胸腺细胞

周期的影响　与对照组相比，模型组大鼠胸腺和骨髓

细胞Ｇ０／Ｇ１期比例升高（犘＜０．０５）。与模型组相比，

低剂量ＧＬＥ组胸腺细胞Ｇ０／Ｇ１期比例降低，高、中、

低剂量ＧＬＥ组Ｓ期和Ｇ２／Ｍ 期比例均升高（犘＜

０．０５）。与模型组相比，高剂量ＧＬＥ组骨髓细胞Ｇ０／Ｇ１

期比例降低，高、中剂量组Ｓ期比例升高，高、低剂量

组Ｇ２／Ｍ期比例升高（犘＜０．０５）。相较对照组，顺铂

组胸腺细胞和骨髓细胞Ｇ０／Ｇ１期比例均升高，Ｓ期比

例均降低（犘＜０．０５），表明顺铂组大鼠产生胸腺和骨

髓抑制。见表２。

表１　犌犔犈对犠犪犾犽犲狉２５６腹水大鼠胸腺指数、脾脏指数、肾脏指数和肾功能的影响

犜犪犫１　犈犳犳犲犮狋狅犳犌犔犈狅狀狋犺狔犿狌狊，狊狆犾犲犲狀犪狀犱犽犻犱狀犲狔犻狀犱犲狓犲狊犪狀犱狉犲狀犪犾犳狌狀犮狋犻狅狀犻狀犠犪犾犽犲狉２５６犪狊犮犻狋犲狊狉犪狋狊

狀＝１０，珔狓±狊

Ｇｒｏｕｐ Ｔｈｙｍｕｓ（％） Ｓｐｌｅｅｎ（％） Ｋｉｄｎｅｙ（％） Ｓｃｒ犮Ｂ／（μｍｏｌ·Ｌ
－１） ＢＵＮ犮Ｂ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．１３４±０．０２０ ０．２４４±０．０３８ ０．５２５±０．０３６ ６．００±０．０３ ８．００±０．４４

Ｍｏｄｅｌ ０．０５６±０．０８４ ０．２２２±０．０９０ ０．３９３±０．０２３ ９．７５±２．０５ １３．００±０．６３

ＨｉｇｈｄｏｓｅＧＬＥ ０．０７４±０．０３７△ ０．２４２±０．０３１ ０．４５４±０．０３２△ ６．３５±０．１５△ ９．５０±０．５１△

ＭｅｄｉｕｍｄｏｓｅＧＬＥ ０．０６４±０．０１７△ ０．２１４±０．０２０ ０．４５１±０．０５１△ ６．４８±０．３４△ １０．００±０．４９△

ＬｏｗｄｏｓｅＧＬＥ ０．０５７±０．０１２ ０．２０３±０．０１０ ０．４４３±０．０９０ ８．７５±０．３５ １２．５０±１．０２

Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ０．０４５±０．０６８ ０．１８３±０．０４４ ０．３８７±０．０３１ １２．３０±１．６０△ １８．００±１．０７△

　　Ｔｈｅｒａｔｓｉｎｌｏｗｄｏｓｅ，ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅＧＬＥｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ０．８４，１．６８ａｎｄ３．３６ｇ／（ｋｇ·ｄ）ＧＬＥ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅ

ｒａｔｓｉｎｔｈｅｃｉｓｐｌａｔｉｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ０．００４ｇ／（ｋｇ·ｄ）ｃｉｓｐｌａｔｉｎｉｎｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅｏｎｃｅａｗｅｅｋ．Ｔｈｅｒａｔｓｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

ｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ．ＧＬＥ：犌犪狀狅犱犲狉犿犪犾狌犮犻犱狌犿ｅｘｔｒａｃｔ．犘＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

２．４　ＧＬＥ对 Ｗａｌｋｅｒ２５６腹水大鼠外周血Ｔ细胞

亚群的影响　与对照组相比，模型组 Ｗａｌｋｅｒ２５６腹

水大鼠外周血ＣＤ４＋细胞比例降低、ＣＤ８＋细胞比例

升高、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值降低（犘＜０．０５）；经ＧＬＥ干

预后，与模型组相比，高剂量ＧＬＥ组ＣＤ４＋细胞比

例升高、ＣＤ８＋细胞比例降低，高、中剂量ＧＬＥ组

ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值上升，差异均有统计学意义（犘＜

０．０５）。见表３。

２．５　ＧＬＥ对 Ｗａｌｋｅｒ２５６腹水大鼠外周血ＮＫ细

胞的影响　模型组和顺铂组大鼠的外周血ＮＫ细胞

比例分别为０．０８５２±０．０１０４、０．０２４３±０．００３０，较

对照组的０．１０５９±０．００５７均减少（犘＜０．０５）。经

ＧＬＥ干预后，大鼠外周血ＮＫ细胞比例增加，高、中、低

剂量ＧＬＥ组的外周血ＮＫ细胞比例分别为０．１３９５±

０．００６９、０．１０５３±０．０１０９和０．１１７８±０．０２８０，与模

型组相比差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。
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表２　犌犔犈对犠犪犾犽犲狉２５６腹水大鼠胸腺和骨髓细胞周期的影响

犜犪犫２　犈犳犳犲犮狋狅犳犌犔犈狅狀犮犲犾犾犮狔犮犾犲狊狅犳狋犺狔犿狌狊犪狀犱犫狅狀犲犿犪狉狉狅狑犮犲犾犾狊犻狀犠犪犾犽犲狉２５６犪狊犮犻狋犲狊狉犪狋狊

％，狀＝１０，珔狓±狊

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｈｙｍｕｓｃｅｌｌｓ

Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｃｅｌｌｓ

Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６１．８６±９．３１ ４２．５５±５．１１ １．８６±０．０８ ６３．３３±１．８９ ３６．３０±１．５９ ０．３７±０．３０

Ｍｏｄｅｌ ８９．２９±２．６５ ９．４０±２．４４ ０．９１±０．０７ ８８．６９±１．７６ ６．７３±１．５７ ３．４２±１．２２

ＨｉｇｈｄｏｓｅＧＬＥ ８５．０４±６．４２ １４．６５±６．１０△ １．２３±０．６１△ ７８．１３±５．０１△ １３．４９±２．５１△ ７．３７±１．８６△

ＭｅｄｉｕｍｄｏｓｅＧＬＥ ８７．９９±２．０７ １１．６５±２．６７△ １．４７±０．０３△ ８４．８６±５．８３ １０．８６±２．５３△ ４．５８±０．２９

ＬｏｗｄｏｓｅＧＬＥ ６９．５１±５．４２△ ３０．０５±５．８８△ １．８０±０．０９△ ８６．８３±３．５８ ６．６６±１．０４ ５．２０±０．２６△

Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ８０．１９±１．７２△ １８．６７±１．６９△ １．１３±０．３３△ ９３．１８±５．１５△ ３．９４±０．３７△ ２．８８±０．９３△

　　Ｔｈｅｒａｔｓｉｎｌｏｗｄｏｓｅ，ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅＧＬＥｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ０．８４，１．６８ａｎｄ３．３６ｇ／（ｋｇ·ｄ）ＧＬＥ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅ

ｒａｔｓｉｎｔｈｅｃｉｓｐｌａｔｉｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ０．００４ｇ／（ｋｇ·ｄ）ｃｉｓｐｌａｔｉｎｉｎｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅｏｎｃｅａｗｅｅｋ．Ｔｈｅｒａｔｓｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

ｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ．ＧＬＥ：犌犪狀狅犱犲狉犿犪犾狌犮犻犱狌犿ｅｘｔｒａｃｔ．犘＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

表３　犌犔犈对犠犪犾犽犲狉２５６腹水大鼠犜细胞亚群影响

犜犪犫３　犈犳犳犲犮狋狅犳犌犔犈狅狀犜犮犲犾犾狊狌犫狊犲狋狊犻狀犠犪犾犽犲狉２５６犪狊犮犻狋犲狊狉犪狋狊

狀＝１０，珔狓±狊

Ｇｒｏｕｐ ＣＤ４＋ ＣＤ８＋ ＣＤ４＋／ＣＤ８＋

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．７６１５±０．０１９８ ０．２１０６±０．０２７６ ３．６２±０．１０

Ｍｏｄｅｌ ０．５９７９±０．０１７１ ０．３５４４±０．０１２７ １．６９±０．０２

ＨｉｇｈｄｏｓｅＧＬＥ ０．６６８７±０．００２６△ ０．１８０６±０．０１３６△ ２．３８±０．２７△

ＭｅｄｉｕｍｄｏｓｅＧＬＥ ０．６２５８±０．０１５２ ０．３０９１±０．０３０４ ２．０２±０．７２△

ＬｏｗｄｏｓｅＧＬＥ ０．６０２１±０．００１５ ０．３４９７±０．００５７ １．８８±０．０５

Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ０．５７５４±０．０３０５ ０．３４５１±０．００７２ １．６７±０．２２

　　Ｔｈｅｒａｔｓｉｎｌｏｗｄｏｓｅ，ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅＧＬＥｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ０．８４，１．６８ａｎｄ３．３６ｇ／（ｋｇ·ｄ）ＧＬＥ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅ

ｒａｔｓｉｎｔｈｅｃｉｓｐｌａｔｉｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ０．００４ｇ／（ｋｇ·ｄ）ｃｉｓｐｌａｔｉｎｉｎｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅｏｎｃｅａｗｅｅｋ．Ｔｈｅｒａｔｓｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

ｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ．ＧＬＥ：犌犪狀狅犱犲狉犿犪犾狌犮犻犱狌犿ｅｘｔｒａｃｔ．犘＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

２．６　ＧＬＥ对 Ｗａｌｋｅｒ２５６腹水大鼠血清细胞因子

含量的影响　与对照组和模型组相比，中剂量ＧＬＥ

组大鼠血清中干扰素γ（ＩＦＮγ）、白介素（ＩＬ）１α、

ＩＬ１β、ＩＬ２和ＩＬ１０的含量均升高（犘＜０．０５）；与模

型组相比，中剂量ＧＬＥ组ＩＬ４和肿瘤坏死因子α

（ＴＮＦα）的含量升高（犘＜０．０５）。见表４。

表４　犌犔犈干预后大鼠血清细胞因子含量变化

犜犪犫４　犆犺犪狀犵犲狊狅犳狊犲狉狌犿犮狔狋狅犽犻狀犲犾犲狏犲犾狊犻狀狉犪狋狊犪犳狋犲狉犌犔犈狋狉犲犪狋犿犲狀狋

ρＢ／（ｐｇ·ｍＬ
－１），狀＝３，珔狓±狊

Ｇｒｏｕｐ ＩＦＮγ ＩＬ１α ＩＬ１β ＩＬ２ ＩＬ４ ＩＬ１０ ＴＮＦα

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．２２±０．０９ １３５．６１±２．９５ １３．８４±１．０４ ４３．２２±３．３６ ０．１８±０．０２ ３６０．２０±３．５４ ２９０．９３±４．０２

Ｍｏｄｅｌ ０．３９±０．０２ ４１６．７６±４．３３ ５４．８７±４．５６ ４５１．４０±２．５６ ０．０７±０．０１ ３６７．５４±４．２８ ７９．１４±５．３１

ＭｅｄｉｕｍｄｏｓｅＧＬＥ０．６１±０．０９△８７８．１９±５．６８△１３６．０４±５．３１△５６５．４９±７．９８△０．１４±０．０６△１０９３．２７±５．１８△ １０４．９７±５．０８△

　　ＴｈｅｒａｔｓｉｎｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅＧＬＥａｎｄｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１．６８ｇ／（ｋｇ·ｄ）ＧＬＥａｎｄｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＧＬＥ：犌犪狀狅犱犲狉犿犪

犾狌犮犻犱狌犿ｅｘｔｒａｃｔ；ＩＦＮ：Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ；ＩＬ：Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ；ＴＮＦ：Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ．犘＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

中医认为，“正气存内，邪不可干”，肿瘤的发生

主要是由于机体正气不足，而中医的扶正抗癌通常

是指对免疫系统的激发和保护［１２］。研究表明灵芝

具有良好的免疫调节作用和抗肿瘤活性，从而达到

扶正抗癌的效果［３７］。ＧＬＥ为赤芝和紫芝提取物，

具有抑制肿瘤生长、提高患者生存率、延长生存时间

和改善生存质量的作用［８］。本实验结果表明，ＧＬＥ

可减有效减少 Ｗａｌｋｅｒ２５６癌性腹水大鼠腹水量。

在此基础上，研究进一步探究了其对 Ｗａｌｋｅｒ２５６腹

水大鼠免疫功能的影响及作用机制。

胸腺和脾是机体内的重要免疫器官。胸腺对机

体免疫功能的建立及其免疫能力丧失后免疫调控功

·０２０１·
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第８期．赵若琳，等．芝类提取物改善Ｗａｌｋｅｒ２５６腹水大鼠免疫功能

能的恢复具有重要作用，其产生Ｔ淋巴细胞并分泌

胸腺素，发挥细胞免疫功能，成熟的胸腺细胞还可以

随血液到达机体的外周器官协助Ｂ淋巴细胞；而脾

是体内最大的淋巴器官，具有丰富的淋巴细胞和巨

噬细胞，其中Ｂ淋巴细胞比例较大，与体液免疫关系

密切［１３１４］。胸腺和脾的质量降低一般因免疫抑制所

致，因此它们可在一定程度上反映机体免疫细胞的

数量和能力［１３１５］。本研究结果表明，与对照组相比，

模型组和顺铂组大鼠胸腺和肾脏指数均下降；经

ＧＬＥ干预后，大鼠胸腺和肾脏指数上升，表明

Ｗａｌｋｅｒ２５６腹水大鼠出现胸腺和肾损伤，ＧＬＥ可以

改善胸腺和肾损伤。

胸腺和骨髓细胞往往会被阻滞在 Ｇ０／Ｇ１ 期

（ＤＮＡ合成前期），导致Ｓ期（ＤＮＡ合成期）和Ｇ２／Ｍ

期（ＤＮＡ合成后期和有丝分裂期）细胞比例减少，从

而产生免疫抑制［１２］。ＧＬＥ可减少由癌性腹水导致

的Ｇ０／Ｇ１ 期阻滞，其可诱导胸腺和骨髓细胞向

Ｇ２／Ｍ和Ｓ期转化，表明ＧＬＥ可以逆转胸腺和骨髓

抑制。

肿瘤免疫主要是由细胞免疫来实现的，机体的

细胞免疫功能一般由Ｔ淋巴细胞控制，外周血Ｔ细

胞亚群又分ＣＤ４＋辅助／诱导性Ｔ细胞和ＣＤ８＋抑制

性／细胞毒Ｔ细胞。肿瘤特异性的ＣＤ４＋细胞可协

助Ｂ细胞分泌抗体和调节其他Ｔ细胞的免疫应答，

对肿瘤具有直接杀伤作用；ＣＤ８＋细胞常表现出细胞

毒活性，其比例愈高，免疫抑制愈强，患者的抵抗力

愈弱。ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值平衡打乱将导致机体免疫

反应紊乱［１１，１６１８］。本研究中，模型组 Ｗａｌｋｅｒ２５６腹

水大鼠ＣＤ４＋细胞比例较对照组降低，ＣＤ８＋细胞比

例升高，ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值降低；ＧＬＥ干预可增加大

鼠外周血Ｔ淋巴细胞亚群活性和促使其正常分布，

使外周血ＣＤ４＋细胞比例升高、ＣＤ８＋细胞比例降

低、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值上升，从而使 Ｗａｌｋｅｒ２５６腹水

大鼠免疫功能有不同程度的恢复。

ＮＫ细胞是机体重要的免疫细胞，不仅与抗肿

瘤、抗病毒感染和免疫调节有关，也可分泌细胞因子

调节其他免疫细胞的功能，是机体天然免疫的主要

承担者［１９］。本研究中，模型组和顺铂组大鼠的ＮＫ

细胞比例与对照组相比均减少；而ＧＬＥ干预后ＮＫ

细胞比例增加，表明ＧＬＥ可有效增加外周血ＮＫ细

胞比例，从而增加肿瘤细胞的自然杀伤作用。

大量研究表明，灵芝多糖和灵芝提取物可明显

促进巨噬细胞、ＮＫ细胞、Ｔ淋巴细胞活性，并诱导、

促进免疫细胞生成ＩＬ１α、ＩＬ１β、ＩＬ６、ＩＬ４、ＩＬ１０、

ＩＬ１２、ＴＮＦα和ＩＦＮγ，从而提高机体的免疫力，发

挥抗肿瘤作用［２０２５］。ＴＮＦα是迄今为止发现的抗

肿瘤作用最强的细胞因子，它能特异性直接杀伤肿

瘤细胞，而对正常细胞无不良影响，抑制肿瘤细胞的

增殖并促使其溶解，还可以激活机体的抗肿瘤免疫

反应。本研究发现，与模型组相比，ＧＬＥ可提高大

鼠血清ＴＮＦα的表达，从而增强抗肿瘤作用。ＩＬ１

是一种重要的炎症调节因子，ＩＬ１α和ＩＬ１β是ＩＬ１

家族两个重要的促效剂。分泌型ＩＬ１β能激活炎症

反应，促进肿瘤迁移；而膜型ＩＬ１α可能具有促进抗

肿瘤免疫反应的作用，这种作用体现为ＩＬ１的“双

面性”。让肿瘤部位选择性地表达膜型ＩＬ１α及全

身性抑制ＩＬ１β既能增强抗肿瘤的免疫性又能抑制

肿瘤迁移，从而更有效地控制肿瘤的生长和转

移［２６］。本研究结果表明，Ｗａｌｋｅｒ２５６腹水大鼠血清

ＩＬ１α和ＩＬ１β含量均增高，ＧＬＥ可能通过调节ＩＬ１

的表达影响免疫效应。ＩＬ２能促进活化 Ｔ细胞、

ＮＫ细胞等免疫效应细胞的增殖、分化和细胞因子

产生，增强杀伤活性，并可产生ＩＦＮγ，因此，ＩＬ２含

量的高低在某种程度上反映了细胞免疫能力的强

弱，也反映了机体抑制肿瘤细胞生长的能力［１４，２７２８］；

ＩＬ４能增强细胞的免疫原性，有效激活特异性细胞

毒Ｔ细胞对肿瘤细胞的杀伤作用，还有抑制肿瘤细

胞转移的作用［２９］。本研究中 ＧＬＥ可有效刺激

Ｗａｌｋｅｒ２５６腹水大鼠血清ＩＬ２的表达，血清ＩＬ４

的表达也升高。ＩＬ１０最初被认为是具有免疫抑制

作用的抗炎分子，通过直接和间接抑制Ｔ细胞的活

化作用促进肿瘤的生长。近年来研究发现，ＩＬ１０还

具有免疫活化作用，可以通过对Ｔ细胞和ＮＫ细胞

的免疫活化作用或通过Ｔ细胞中ＩＬ１０信号通路的

阻断作用提高抗肿瘤免疫功能，促进肿瘤特异性免

疫监视并减少致病性炎症反应的发生，从而发挥双

向免疫调节作用［３０］。本研究发现，ＧＬＥ 促进

Ｗａｌｋｅｒ２５６腹水大鼠血清ＩＬ１０的表达。上述研究

提示ＧＬＥ可能通过激发血清中免疫细胞因子的表

达，发挥改善免疫和抑制腹水的作用。

综上，ＧＬＥ可改善 Ｗａｌｋｅｒ２５６腹水大鼠免疫

功能，且与顺铂相比无免疫功能损害和肾脏损害，其

深层次的抗肿瘤机制有待进一步研究。
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