
吴春璇， 刘城志， 程楸琪， 等． 铁皮石斛多糖的提取工艺优化及其对环磷酰胺诱导的免疫抑制小鼠的调节作用 ［ Ｊ］ ． 畜牧与兽医， ２０２５， ５７
（１１）： ３７－４５．
ＷＵ Ｃ Ｘ， ＬＩＵ Ｃ Ｚ， ＣＨＥＮＧ Ｑ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａ⁃
ｍｉｄｅ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ． Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２５， ５７ （１１）： ３７－４５．

铁皮石斛多糖的提取工艺优化及其对环磷酰胺诱导的
免疫抑制小鼠的调节作用

吴春璇１＃， 刘城志１＃， 程楸琪１， 曾庆蔓１， 覃幼珍１， 蔡亿隆１， 梁正敏１，２， 何家康１，２∗

（１􀆰 广西大学动物科学技术学院， 广西 南宁　 ５３０００３；
２􀆰 广西兽用生物制品工程研究中心， 广西 南宁　 ５３０００３）

摘要： 旨在探究广西道地药材铁皮石斛多糖对环磷酰胺诱导的免疫抑制小鼠的调节作用。 采用超声辅助法提取铁皮石斛多糖， 以料液比、 提取

时间、 提取温度、 超声功率为考察因素， 通过单因素和响应面优化试验得到铁皮石斛多糖的最佳提取工艺； 基于环磷酰胺诱导的免疫抑制小鼠模

型， 使用制备的铁皮石斛多糖进行预防， 检测小鼠脾脏指数、 胸腺指数和血清中免疫球蛋白 （ Ｉｇ） Ａ、 ＩｇＧ 含量并观察脾脏和胸腺病理变化。 结

果： 铁皮石斛多糖最佳提取工艺条件， 料液比为 １ ∶ ６５， 提取时间 ４０ ｍｉｎ， 提取温度 ３０ ℃， 超声功率 １００％， 测得多糖提取率为 ３８􀆰 ５６％； 口服铁

皮石斛多糖后， 可以降低环磷酰胺对小鼠脾脏、 胸腺的病理损伤， 给药剂量为 １００ ｍｇ ／ ｋｇ 时血清中的 ＩｇＡ、 ＩｇＧ 含量极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结

论： 本研究所采用的铁皮石斛多糖提取工艺可行， 所制备的铁皮石斛多糖对环磷酰胺诱导的免疫抑制小鼠具有良好的保护作用， 为铁皮石斛在临

床的进一步开发提供参考。
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　 　 铁皮石斛 （Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ） 是广西的一种

道地药材， 大多分布在西林、 隆林、 东兰、 南丹、 巴

马等地。 铁皮石斛的药用部分主要是鲜茎和干茎， 性

味甘微寒， 归属于胃经、 肾经［１］。 采收时间为 １１ 月

至次年 ３ 月， 去除杂质， 切去多余须根后晒干， 或切

段后晒干， 或低温干燥［２］。
铁皮石斛有效成分主要包括多糖、 黄酮、 生物

碱、 微量元素、 氨基酸、 芪类等［３］。 多糖包括含有

葡萄糖、 半乳糖、 甘露糖等单糖的中性多糖和含有中

性单糖及糖醛酸等酸性基团的酸性多糖［４］。 不同地

区的气候、 土壤等环境条件不同， 会影响铁皮石斛中

多糖的含量。 例如， 云南、 浙江等地是铁皮石斛的主

产区， 该地的铁皮石斛多糖含量均可达到 ２５％以

上［５］。 在林下仿野生、 石头仿野生栽培方式下， 铁

皮石斛的多糖含量显著高于大棚、 岩壁、 活树和死树

等仿野生栽培方式产出的多糖含量［６－７］。 多糖的定量

分析方法有苯酚－硫酸法、 蒽酮－硫酸法和高效液相

色谱法 （ＨＰＬＣ） 等［８－９］。 研究表明， 铁皮石斛中多

糖含量较高， 含量大致为 ２０％ ～６０％， 主要提取方法

有水浸提法、 超声波辅助提取法、 酶提取法、 微波辅

助提取法等［１０－１１］。 这些提取方法各有优缺点， 其中

超声辅助提取法较符合在实际生产中应用， 该法是利

用超声波的机械效应、 空化效应及热效应破坏植物细

胞膜， 在一定的工艺条件下达到提取植物中有效成分

的目的［１２］。 研究显示， 铁皮石斛多糖具有调节免疫、
抗氧化、 抗肿瘤、 抗炎和降低血糖等多种生理功

能［１３］。 Ｓｕｎ 等［１４］研究显示铁皮石斛多糖能增强与免

疫相关的淋巴细胞活性， 提高肿瘤抗原特异性血清抗

体含量， 具有调节免疫和抗肿瘤作用。 本研究选用单

因素和响应面优化试验对铁皮石斛多糖进行超声辅助

提取工艺的优化研究， 考察铁皮石斛多糖对免疫抑制

小鼠的免疫调节作用， 旨在降低提取铁皮石斛多糖在

实际生产中的成本， 为其在调节免疫方面的应用提供

参考， 给铁皮石斛的进一步开发利用提供基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

铁皮石斛鲜条购于广西来宾瑶山情土特产店， 洗

净， 剪成小段后烘干， 用粉碎机粉碎后过 ５０ 目筛，
装入密封袋， 存放于电子干燥机备用。

Ｄ （＋） －无水葡萄糖对照品 （≥９９􀆰 ９％）， 购自

中国食品药品检定研究院； 环磷酰胺 （≥９９􀆰 ８％），

购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司； 黄芪多糖提

取物 （≥７５％）， 购自四川省三星堆植物化工有限公

司； 免疫球蛋白 （ Ｉｇ） Ａ、 ＩｇＧ 含量检测试剂盒 （免
疫比浊法）， 购自苏州格锐思生物科技有限公司； 其

余试剂均为分析纯。
１􀆰 ２　 实验动物

６０ 只 ６ 周龄 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 体重为 １６ ～
１８ ｇ， 雌雄各半， 购自南宁市研成生物科技有限公

司。 将小鼠饲养于洁净的鼠房中， 给予适宜的温度和

湿度条件， 充足的双蒸水， 饲养 ７ ｄ 使小鼠充分适应

环境。 所有实验动物饲养及操作均在广西大学动物研

究伦理委员会的批准和支持下进行， 符合动物福利要

求， 动物试验伦理编号： ＧＸＵ－２０２３－０２４３。
１􀆰 ３　 提取工艺的优化

１􀆰 ３􀆰 １　 铁皮石斛多糖的制备及测定

称取 １ ｇ 铁皮石斛根茎粉末， 按照规定的料液比

加入相应量的蒸馏水， 于特定的温度和时间条件下按

照规定的功率用超声法提取， 将提取液定容至

１００ ｍＬ， 即得样品溶液。 静置， 精确吸取上层液体

２ ｍＬ 置于 １５ ｍＬ 离心管中， 加入 １０ ｍＬ 无水乙醇，
充分混匀， 冷藏过夜， 在 ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 的速度下进行

离心处理 ２０ ｍｉｎ， 弃去上清液， 加入 ８ ｍＬ ８０％乙醇，
洗涤 ２ 次， 倒掉上清液， 加入 １０ ｍＬ 蒸馏水， 置热水

浴中加速溶解， 摇匀， 即得供试品溶液。 待其冷却至

室温， 取 １ ｍＬ 供试品溶液， 置于 １０ ｍＬ 具塞试管中，
准确加入 １ ｍＬ ５％苯酚溶液 （现用现配）， 充分混合

后再准确加入 ５ ｍＬ 硫酸， 摇匀， 加热沸腾 ２０ ｍｉｎ，
取出后立刻置于冰水浴冷却 ５ ｍｉｎ， 在选定的最大吸

收波长处 （４８８ ｎｍ） 测定吸光度值。 利用标准曲线

计算得出供试品中无水葡萄糖的含量。

Ｙ＝Ｃ×ｎ×Ｖ
ｍ

×１００％，

式中， Ｙ 表示铁皮石斛多糖提取率 （％）； Ｃ 表示铁

皮石斛多糖溶液浓度 （μｇ ／ ｍＬ）； ｎ 表示样品溶液稀

释的倍数； Ｖ 表示定容体积 （ｍＬ）； ｍ 表示铁皮石斛

根茎粉末质量 （ｇ）。
１􀆰 ３􀆰 ２　 单因素试验

在提取温度 ６０ ℃， 超声功率 １００％， 提取时间

３０ ｍｉｎ 的条件下， 考察不同料液比 （１ ∶ ３０、 １ ∶ ４０、
１ ∶ ５０、 １ ∶ ６０、 １ ∶ ７０、 １ ∶ ８０） 对铁皮石斛多糖提取

率的影响； 在提取温度 ６０ ℃， 超声功率 １００％， 料液

比 １ ∶ ４０ 条件下， 考察不同提取时间 （１０、 ２０、 ３０、
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４０、 ５０、 ６０ ｍｉｎ） 对铁皮石斛多糖提取率的影响； 在

提取时间 ５０ ｍｉｎ， 超声功率 １００％， 料液比 １ ∶ ４０ 条

件下， 考察不同提取温度 （３０、 ４０、 ５０、 ６０、 ７０ ℃）
对铁皮石斛多糖提取率的影响； 在提取温度 ４０ ℃，
提取时间 ５０ ｍｉｎ， 料液比 １ ∶ ４０ 条件下， 考察超声功

率 （６０％、 ７０％、 ８０％、 ９０％、 １００％） 对铁皮石斛多

糖提取率的影响。 本试验所用超声仪器在超声功率

１００％时， 功率为 ２５０ Ｗ。
１􀆰 ３􀆰 ３　 响应面优化提取工艺

根据 １􀆰 ３􀆰 ２ 项单因素试验， 选取提取时间 （Ａ）、
料液比 （Ｂ）、 提取温度 （Ｃ） 进行响应面提取工艺

优化。 表 １ 为详细的试验因素水平设计。

表 １　 响应面优化超声辅助提取试验因素水平设计

水平
因素

Ａ ／ ｍｉｎ Ｂ ／ （ｇ·ｍＬ－１） Ｃ ／ ℃

－１ ２０ １ ∶ ３０ ３０

０ ４０ １ ∶ ５０ ４０

１ ６０ １ ∶ ７０ ５０

１􀆰 ４　 铁皮石斛多糖的免疫调节活性研究

１􀆰 ４􀆰 １　 小鼠分组及处理

将 ６０ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠划分为空白组、 模型组、
药物对照组以及铁皮石斛多糖不同剂量的给药组

（低剂量组、 中剂量组和高剂量组， 剂量浓度分别为

５０、 １００ 和 １５０ ｍｇ ／ ｋｇ）， 共 ６ 组， 每组 １０ 只， 雌雄

各半。 适应性饲养 １ 周后， 第 １ ～ ７ 天， 空白组与模

型组给予无菌生理盐水灌胃， 药物对照组则给予 １００
ｍｇ ／ ｋｇ 黄芪多糖灌胃处理； 每日配制不同浓度的铁皮

石斛多糖溶液， 按照相应浓度对给药组进行灌胃处

理； 各组给药容积均为每 １０ ｇ 体重给药 ０􀆰 １ ｍＬ。 在

最后一次药物给予后 ４ ｈ， 空白组小鼠腹腔内注射无

菌生理盐水， 其他组小鼠则腹腔内注射剂量为 ２００
ｍｇ ／ ｋｇ 的环磷酰胺， 以诱导小鼠免疫抑制模型。 在最

后一次给药后 ２４ ｈ， 测量并记录小鼠体重， 通过眼球

采血方式收集血液样本， 采用颈椎脱臼法处死小鼠，
迅速采集其脾脏和胸腺并清除周围结缔组织， 保留一

部分脾脏和胸腺立即放于含有 ４％多聚甲醛固定液

中， 而剩余样品则迅速转移至离心管中， 存放于

－８０ ℃冰箱冻存备用。
１􀆰 ４􀆰 ２　 小鼠脏器指数的测定

分离出小鼠脾脏和胸腺并清除周围结缔组织后，
生理盐水浸泡片刻， 用滤纸将器官组织表面液体吸

干。 记录脾脏和胸腺的脏器重量， 分别计算小鼠脾脏

和胸腺的脏器指数。
１􀆰 ４􀆰 ３　 小鼠血清中免疫球蛋白的含量检测

将通过眼球采血收集到的小鼠全血放置于离心管

中， 在 ４ ℃下 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 以分离出血

清为样本。 按照免疫球蛋白含量检测试剂盒的操作说

明， 检测血清中 ＩｇＡ 及 ＩｇＧ 的含量。
１􀆰 ５　 数据统计与分析

通过 ＳＰＳＳ 软件执行单因素方差分析 （ＡＮＯＶＡ）
进行统计学分析， 并通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 绘制图

表。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示有统计学差异。 试验数据采用 “平
均值±标准差” 表示。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 最大检测波长的选择及标准曲线的绘制

图 １Ａ 所示， ４８８ ｎｍ 为最大吸收波长， 因此后续

试验选择 ４８８ ｎｍ 测定吸光度值。 图 １Ｂ 所示， 标准曲

线的线性回归方程： ｙ ＝ ０􀆰 ００８ ７ｘ－０􀆰 ００３ ６， 相关系

数： Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ５。

图 １　 Ｄ （＋） －无水葡萄糖对照品紫外光谱 （Ａ） 及标准曲线 （Ｂ）
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２􀆰 ２　 提取工艺的优化

２􀆰 ２􀆰 １　 单因素试验

图 ２Ａ 结果表明， 在料液比 １ ∶ ３０ ～ １ ∶ ８０ 范围

内， 多糖提取率先升高后下降， 当料液比达到 １ ∶ ５０
时， 多糖提取率最高达 ３５􀆰 ６５％。 因此， 选择料液比

１ ∶ ５０ 为铁皮石斛多糖提取的最佳料液比。
图 ２Ｂ 结果表明， 随着提取时间的增多， 铁皮石

斛多糖提取率逐渐升高， 在提取时间为 ５０ ｍｉｎ 时，
多糖提取率最高达 ３７􀆰 ０３％， 提取时间超过 ５０ ｍｉｎ
后， 多糖提取率变化平缓。 因此， 选择 ５０ ｍｉｎ 为铁

皮石斛多糖的最佳提取时间。
图 ２Ｃ 结果表明， 在提取温度 ３０ ～ ８０ ℃范围内，

多糖提取率先上升后下降， 当提取温度为 ４０ ℃ 时，
多糖提取率最高达 ３８􀆰 ９６％， 提取温度超过 ５０ ℃后，
多糖提取率变化趋于平缓。 因此， 选择 ４０ ℃为铁皮

石斛多糖的最佳提取温度。
图 ２Ｄ 结果表明， 随着超声功率提高， 多糖提取

率不断升高， 超声功率 １００％时， 多糖提取率最高达

３３􀆰 ８０％。 根据实验室超声仪器最大功率， 选择 １００％
为铁皮石斛多糖的最佳提取功率。

图 ２　 ４ 种因素对铁皮石斛多糖提取率的影响

２􀆰 ２􀆰 ２　 响应面优化提取试验

２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １　 响应面优化超声辅助提取试验因素水平

设计

根据单因素试验， 以料液比、 提取时间、 提取温

度、 超声功率为铁皮石斛多糖提取率的影响因素。 根

据试验结果 （见表 ２）， 选取提取时间 （Ａ）、 料液比

（Ｂ）、 提取温度 （Ｃ） 作为响应面优化提取试验的因

素， 预测最优提取工艺条件。

为探究提取时间 （Ａ）、 料液比 （Ｂ）、 提取温度

（Ｃ） 对铁皮石斛多糖提取率的影响， 并寻找最优提

取条件， 采用 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ １３􀆰 ０ 软件对表 ２ 的数据

进行统计分析， 得到以提取时间 （ Ａ）、 料液比

（Ｂ）、 提取温度 （Ｃ） 为自变量， 以铁皮石斛多糖提

取率 （Ｙ） 为响应值的二次多项方程作为拟合模型。
Ｙ ＝ ４８􀆰 ８１ ＋ ０􀆰 ６５５Ａ ＋ ４􀆰 ４８Ｂ － ４􀆰 ３４Ｃ － ０􀆰 １７５ＡＢ ＋

２􀆰 ０７ＡＣ－３􀆰 ３５ＢＣ－１􀆰 ６５Ａ２－６􀆰 ９５Ｂ２－２􀆰 ８８Ｃ２。
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表 ２　 响应面优化超声辅助提取试验因素水平设计结果

序号
因素

Ａ ／ ｍｉｎ Ｂ ／ （ｇ·ｍＬ－１） Ｃ ／ ℃
Ｙ ／ ％

１ ０ ０ ０ ４０􀆰 １２

２ ０ １ －１ ４２􀆰 ０４

３ １ １ ０ ３５􀆰 ６７

４ １ ０ －１ ３５􀆰 ８３

５ １ －１ ０ ２７􀆰 ７８

６ －１ １ ０ ３２􀆰 ９９

７ ０ －１ －１ ２５􀆰 ６５

８ ０ ０ ０ ３７􀆰 ３８

９ －１ ０ １ ２８􀆰 ６１

１０ ０ ０ ０ ３９􀆰 ６

１１ ０ －１ １ ２２􀆰 ６３

１２ －１ －１ ０ ２４􀆰 ４

１３ ０ ０ ０ ３７􀆰 ２１

１４ ０ １ １ ２５􀆰 ６２

１５ ０ ０ ０ ３９􀆰 ４６

１６ １ ０ １ ３２􀆰 ３３

１７ －１ ０ －１ ４０􀆰 ３７

　 　 注： 响应面优化超声辅助提取试验因素水平设计中－１、 ０、 １ 分

别代表提取时间为 ２０、 ４０、 ６０ ｍｉｎ， 料液比为 １ ∶ ３０、 １ ∶ ５０、 １ ∶ ７０，
提取温度为 ３０、 ４０、 ５０ ℃。

２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２　 响应面优化超声辅助提取试验方差分析

对拟合方程和试验数据进行方差分析 （见表 ３），
可以明确得到该模型 Ｆ ＝ ３０􀆰 ４１， 且 Ｐ 值远远小于

０􀆰 ０１， 失拟项 Ｆ ＝ １􀆰 ６４， Ｐ ＝ ０􀆰 ３１３ ９ （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 表

明该模型差异极显著， 试验方法可行。 根据该模型回

归检验分析结果可知， 影响铁皮石斛多糖提取率的主

要因素按重要性依次为： 料液比 （Ｂ） 最关键， 其次

是提取温度 （Ｃ）， 提取时间 （Ａ） 影响较小。
２􀆰 ２􀆰 ３　 验证性试验

通过单因素试验及响应面优化试验， 得到铁皮石

斛多糖的最佳提取工艺条件： 时间 ４０􀆰 ２１ ｍｉｎ， 料液

比 １ ∶ ６５􀆰 ２８， 温度 ３０􀆰 ４ ℃， 功率 １００％， 预测多糖

提取率为 ３８􀆰 ７５％。 综合考虑实际操作的可行性与效

率后， 调整并确定了最佳提取工艺条件： 时间

４０ ｍｉｎ， 料液比 １ ∶ ６５， 温度 ３０ ℃， 功率 １００％。 利

用修正后的提取条件进行 ３ 次平行试验， 得到的多糖

提取率为 ３９􀆰 ２１％、 ３７􀆰 ９１％和 ３８􀆰 ５７％， 多糖平均提

取率为 ３８􀆰 ５６％， 符合预测值， 所以该模型优化提取

工艺参数有效。

表 ３　 响应面回归模型方差分析结果

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ６４２􀆰 １２ ９ ７１􀆰 ３５ ３０􀆰 ４１ ＜０􀆰 ０００ １

Ａ ３􀆰 ４７ １ ３􀆰 ４７ １􀆰 ４８ ０􀆰 ２６３ ２

Ｂ １６０􀆰 ７４ １ １６０􀆰 ７４ ６８􀆰 ５２ ＜ ０􀆰 ０００ １

Ｃ １５０􀆰 ７７ １ １５０􀆰 ７７ ６４􀆰 ２７ ＜ ０􀆰 ０００ １

ＡＢ ０􀆰 １２２ ５ １ ０􀆰 １２２ ５ ０􀆰 ０５２ ２ ０􀆰 ８２５ ８

ＡＣ １６􀆰 ９３ １ １６􀆰 ９３ ７􀆰 ２２ ０􀆰 ０３１ ２

ＢＣ ４４􀆰 ８９ １ ４４􀆰 ８９ １９􀆰 １４ ０􀆰 ００３ ３

Ａ２ １１􀆰 ０３ １ １１􀆰 ０３ ４􀆰 ７０ ０􀆰 ０６６ ８

Ｂ２ ２０１􀆰 ９６ １ ２０１􀆰 ９６ ８６􀆰 ０９ ＜ ０􀆰 ０００ １

Ｃ２ ３４􀆰 ０４ １ ３４􀆰 ０４ １４􀆰 ５１ ０􀆰 ００６ ６

残差 １６􀆰 ４２ ７ ２􀆰 ３５

失拟项 ９􀆰 ０７ ３ ３􀆰 ０２ １􀆰 ６４ ０􀆰 ３１３ ９

纯误差 ７􀆰 ３５ ４ １􀆰 ８４

总和 ６５８􀆰 ５４ １６

变异系数 （ＣＶ） ／ ％ ４􀆰 ５９

决定系数 （Ｒ２） ０􀆰 ９７５ １

调整决定系数

（Ａｄｊ Ｒ２）
０􀆰 ９４３ ０

预测决定系数

（Ｐｒｅ Ｒ２）
０􀆰 ７６２ ２

充分性精度

（Ａｄｅｑ Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ）
１５􀆰 ０２２ ９

２􀆰 ２􀆰 ４　 铁皮石斛多糖对免疫抑制小鼠脏器指数的

影响

如图 ３ 所示， 相较于空白组， 模型组小鼠的脾脏

指数与胸腺指数均极显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组

比较， 药物对照组、 中剂量组小鼠脾脏指数极显著升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 低、 高剂量组显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）；
与模型组比较， 药物对照组和低、 中剂量组胸腺指数

极显著升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 高剂量组显著升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。
２􀆰 ２􀆰 ５　 铁皮石斛多糖对免疫抑制小鼠脾脏和胸腺病

理变化的影响

如图 ４Ａ 所示， 空白组小鼠脾脏组织结构清晰可

辨， 红髓和白髓界限清晰， 可见不规则分布的脾小梁

结构， 白髓区域内存在明显的中央动脉。 如图 ４Ｂ 所

示， 模型组免疫抑制小鼠脾脏组织内红髓和白髓界限

模糊不清， 整体结构呈现紊乱状态， 且脾小梁分布不

规则， 但白髓中未观察到中央动脉。 如图 ４Ｃ 所示，
药物对照组免疫抑制小鼠脾脏组织内白髓和红髓界限

清晰可辨， 可观察到脾小梁和中央动脉的存在， 但白

髓颜色较空白组小鼠略浅， 白髓由淋巴细胞积聚而

成， 说明 １００ ｍｇ ／ ｋｇ 黄芪多糖对免疫抑制的小鼠有免
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疫调节作用， 但无法恢复到正常状态。 如图 ４Ｄ 所

示， 铁皮石斛多糖低剂量组免疫抑制小鼠红髓和白髓

界限变清晰， 可见脾小梁， 在白髓中未见中央动脉，
白髓面积较空白组和药物对照组略小， 说明淋巴细胞

数量较少。 如图 ４Ｅ 所示， 铁皮石斛多糖中剂量组免

疫抑制小鼠红髓和白髓的界限较其他组小鼠最清晰，
可见不规则分布的脾小梁， 在白髓中可见中央动脉，

白髓面积和颜色变大且变深， 说明淋巴细胞数量增

多。 如图 ４Ｆ 所示， 铁皮石斛多糖高剂量组免疫抑制

小鼠红髓和白髓的界限清晰， 但清晰度较铁皮石斛多

糖中剂量组略低， 可见中央动脉和不规则分布的脾小

梁。 上述试验结果表明， 在该试验条件下， 剂量为

１００ ｍｇ ／ ｋｇ 的铁皮石斛多糖对免疫抑制小鼠脾脏的免

疫调节作用效果最好。

与空白组比较， ＃＃表示差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， ∗表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ∗∗表示差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 下同。

图 ３　 铁皮石斛多糖对免疫抑制小鼠脏器指数的影响

Ａ． 空白组； Ｂ． 模型组； Ｃ． 药物对照组； Ｄ． 铁皮石斛多糖低剂量组； Ｅ． 铁皮石斛多糖中剂量组； Ｆ． 铁皮石斛多糖高剂量组。 ＣＡ． 中央动

脉； ＷＰ． 白髓； ＲＰ． 红髓； Ｔ． 脾小梁。

图 ４　 ＨＥ 染色观察铁皮石斛多糖对免疫抑制小鼠脾脏病理变化的影响 （标尺＝５００ μｍ）

　 　 如图 ５Ａ 所示， 空白组小鼠胸腺结构分明， 皮质

与髓质界限清楚， 胸腺小体清晰可见， 未见异常病理

变化。 如图 ５Ｂ 所示， 模型组免疫抑制小鼠胸腺组织

内皮质和髓质界限不清晰， 未见胸腺小体， 这表明了

利用环磷酰胺成功构建了免疫抑制小鼠模型。 如图

５Ｃ 所示， 药物对照组免疫抑制小鼠胸腺组织内的胸

腺小体清晰可见， 皮质和髓质界限仍不清晰， 说明

１００ ｍｇ ／ ｋｇ 黄芪多糖对免疫抑制的小鼠有免疫调节作

用， 但无法恢复到正常状态。 如图 ５Ｄ 所示， 铁皮石

斛多糖低剂量组免疫抑制小鼠胸腺组织内皮质和髓质
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界限变清晰， 可见胸腺小体。 如图 ５Ｅ 所示， 铁皮石

斛多糖中剂量组免疫抑制小鼠胸腺组织内皮质和髓质

的界限变清晰， 髓质面积增大， 可见胸腺小体。 如图

５Ｆ 所示， 相较于其他试验组小鼠， 铁皮石斛多糖高

剂量组免疫抑制小鼠胸腺组织内皮质和髓质界限最清

晰， 髓质面积最大， 可见明显的胸腺小体。 上述试验

结果表明， 在该试验条件下， 剂量为 １５０ ｍｇ ／ ｋｇ 的铁

皮石斛多糖对免疫抑制小鼠胸腺的免疫调节作用效果

最好， 铁皮石斛多糖对免疫抑制小鼠胸腺的免疫调节

效果随着浓度的增加而增加。

Ａ． 空白组； Ｂ． 模型组； Ｃ． 药物对照组； Ｄ． 铁皮石斛多糖低剂量组； Ｅ． 铁皮石斛多糖中剂量组； Ｆ． 铁皮石斛多糖高剂量组。 Ｃｏ． 皮质；
Ｍ． 髓质； ＴＣ． 胸腺小体。

图 ５　 ＨＥ 染色观察铁皮石斛多糖对免疫抑制小鼠胸腺病理变化的影响 （标尺＝５００ μｍ）

２􀆰 ２􀆰 ６　 铁皮石斛多糖对免疫抑制小鼠血清中免疫球

蛋白的影响

如图 ６ 所示， 小鼠腹腔注射环磷酰胺后， 药物对

照组和铁皮石斛多糖低、 中、 高剂量给药组与模型组

相比， 小鼠血清中 ＩｇＡ 的含量均呈现极显著上升

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 药物对照组和铁皮石斛多糖低、 中剂量

组与模型组相比， 小鼠血清中 ＩｇＧ 的含量均呈现极显

著上升 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 高剂量组呈现显著上升 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 结果说明， 铁皮石斛多糖和黄芪多糖均可促

进小鼠分泌 ＩｇＡ 和 ＩｇＧ， 且 １００ ｍｇ ／ ｋｇ 为铁皮石斛多

糖最佳灌胃给药剂量。

与空白组比较， ＃表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 ６　 铁皮石斛多糖对免疫抑制小鼠分泌 ＩｇＡ 和 ＩｇＧ 的影响
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３　 讨论

石斛多糖是石斛中最重要的活性成分之一， 是评

价石斛质量的重要指标［５］。 虽然热水浸提法是提取

植物多糖的有效方法， 但是利用该法提取铁皮石斛多

糖的工艺过程烦琐， 需反复浸提， 提取温度较高， 耗

能大， 不利于应用于实际生产中［１５］。 目前探究超声

辅助提取法、 微波辅助提取法、 酶辅助提取法、 超高

压提取法等方法提取植物多糖的研究日益增多， 这些

方法得到的提取率更高。 本研究选用简单、 经济、 实

用的超声辅助法进行铁皮石斛多糖的提取工艺研究，
通过单因素试验、 响应面法考察料液比、 提取时间、
提取温度和超声功率对铁皮石斛多糖提取工艺的影

响， 结果显示料液比是影响铁皮石斛多糖提取率的主

要因素， 最终选择提取时间 ４０ ｍｉｎ， 料液比 １ ∶ ６５，
提取温度 ３０ ℃， 超声功率 １００％， 进行提取更符合实

际生 产 条 件。 此 条 件 下， 多 糖 平 均 提 取 率 为

３８􀆰 ５６％， 与预测值 ３８􀆰 ７５％相近， 验证性试验表明该

模型优化提取工艺参数有效。 与李程程等［１６］ 采用传

统热水浸提法提取铁皮石斛多糖相比， 多糖提取率提

高了 １３􀆰 ９６％， 提取操作便捷， 耗能小， 成本低。
在单因素试验中， 随着料液比增加， 多糖提取率

增加是由于溶剂增加， 多糖扩散速度变快， 提取率增

高［１７］。 而随着料液比超过 １ ∶ ５０ 后， 多糖提取率降

低， 可能是因为多糖提取已基本完全， 继续增加溶剂

量会造成单位提取液中多糖浓度的降低， 也会增加后

续浓缩时提取物的损失与延长浓缩时间［１８］。 料液比

过高也会损失混合提取液体系内部的超声能量， 导致

多糖提取率降低。 随着提取时间的增多， 铁皮石斛多

糖提取率逐渐升高， 原因是铁皮石斛的细胞壁及细胞

膜受损程度增加， 使得多糖能充分溶出， 提高其提取

率。 提取时间超过 ５０ ｍｉｎ 后， 多糖提取率下降， 原

因可能是提取时间过长， 产生超声热效应， 多糖中不

稳定的结构发生改变， 导致多糖提取率下降。 另外，
提取时间过长可能会促使溶剂中溶解额外杂质， 从而

降低所得多糖的纯度［１９－２１］。 提取温度的变化对多糖

提取率变化幅度影响较小， 可能原因是本研究先优化

了多糖提取时间条件， 选择 ５０ ｍｉｎ 的最优提取时间

足够长， 多糖已完全提取出来， 故提取温度对其提取

率影响不大。 提取温度的升高使得提取液分子运动增

强， 促进多糖溶解到溶剂中， 增加多糖的提取率［２２］，
但应注意控制提取温度不宜过高， 否则高温容易破坏

多糖的分子结构［２３］。 随着超声功率的提高， 机械力

不断增大， 植物细胞裂解程度越大， 多糖提取率也逐

渐提高［２４］。 王锋等［２５］研究表明， 超声波的功率过大

时， 温度升高可能会导致多糖分子内的糖苷键发生裂

解， 造成多糖提取率下降， 故超声提取功率不宜过

大。 根据实验室超声仪器功率范围， 选择 １００％为铁

皮石斛多糖的最佳提取功率。
胸腺和脾脏是重要的免疫器官， 与机体的免疫功

能密切相关［２６］。 在免疫学研究中， 脾脏指数和胸腺

指数能直观反映植物多糖等生物活性物质对免疫系统

的保护作用， 也是判断免疫抑制小鼠模型构建是否成

功的重要依据［２７］。 研究结果显示， 模型组小鼠经腹

腔注射环磷酰胺后， 脾脏指数和胸腺指数都呈现极显

著下降， 脾脏切片呈现红髓与白髓结构不清晰， 胸腺

切片呈现皮质与髓质界限不明显等病理变化， 表明成

功构建免疫抑制小鼠模型。 本研究中的铁皮石斛多糖

可以显著提高脾脏指数和胸腺指数， 对脾脏和胸腺具

有保护作用。 这与房悦等［２８］ 研究得出的茯苓多糖能

提高环磷酰胺诱导的免疫抑制小鼠的脾脏指数和胸腺

指数， 对脾脏和胸腺的损伤有保护与改善作用结论相

似， 表明铁皮石斛多糖对免疫器官的恢复和功能有促

进效果， 为其在免疫保护方面的研究奠定基础。
ＩｇＡ 和 ＩｇＧ 是机体主要的抗体类别， 对于抵御病

原微生物和维持免疫平衡起着重要作用［２９］。 本研究

结果显示， 模型组小鼠血清中 ＩｇＡ 和 ＩｇＧ 含量均显著

下降， 试验组小鼠血清中 ＩｇＡ 和 ＩｇＧ 含量均显著上

升。 这与黎欣欣［３０］ 研究得出的大球盖菇多糖能提高

环磷酰胺诱导的免疫抑制小鼠血清中 ＩｇＡ、 ＩｇＧ 含量

结果相似， 表明铁皮石斛多糖能促进 ＩｇＡ 和 ＩｇＧ 的产

生和释放， 从而增强机体免疫应答能力。

４　 结论

本研究以铁皮石斛多糖提取率为指标， 使用单因

素试验结合响应面试验优化铁皮石斛多糖的超声法提

取工艺， 以促进广西道地药材铁皮石斛的进一步开发

利用。 此外， 通过建立环磷酰胺小鼠免疫抑制模型研

究铁皮石斛多糖的免疫调节作用， 结果表明铁皮石斛

多糖能够缓解胸腺和脾脏病理损伤、 提高脾脏和胸腺

的脏器指数以及增高血清中 ＩｇＡ 和 ＩｇＧ 含量， 具有一

定的免疫调节作用。 然而， 这方面的研究还需要进一

步深入和确证， 包括更多的体内外试验和临床研究，
以验证其安全性和疗效， 并明确其作用机制和适用

范围。
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