
畜牧兽医学报
!

!"#$

!

%&

"

&

#$

#)"!!#)#"

!"#$%&#&'()$'($&#*++#&",)("$-()("$

"#$

$

%&'%%()*

%

+

'$,,-'&*..!./.)'0&%.'&1'&0.

黑曲霉发酵白术对小鼠胸腺指数'脾指数
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要"旨在研究黑曲霉发酵白术对小鼠免疫功能的影响'利用环磷酰胺建立小鼠免疫抑制模型!检测黑曲霉发

酵白术对小鼠胸腺指数&脾指数和脾
I

淋巴细胞增殖的影响'通过高效液相色谱技术"

\6L2

#检测白术发酵前后

的有效成分变化'并通过正交试验筛选了提高白术有效成分含量的最佳发酵条件'试验结果表明$"

%

#黑曲霉发

酵后的白术能有效提高小鼠免疫功能!其中发酵白术低&中&高剂量"
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#均能显著提高胸腺指数

"
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#(而中剂量发酵白术能显著提高脾指数及小鼠脾
I

淋巴细胞增殖"
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检测黑曲霉菌

发酵白术后白术内酯
"

的含量升高("

*

#确立提高有效成分白术内酯
"

含量的最佳发酵条件为接菌量
(Z

!含水量

)&Z

!发酵时间
/.A

!此条件下白术内酯
"

含量是原来的
%Q)

倍'试验进一步揭示黑曲霉发酵白术可通过发酵后

白术内酯
"

含量的升高来增强小鼠免疫功能'
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白术为菊科植物白术"
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#的干燥根茎!是临床常用的重要中

药之一!其性甘&苦&温!具有健脾益气&燥湿利水等

功效)

%

*

'白术的药理作用有抗肿瘤&抗菌&消炎和调

节免疫功能等)

0

*

!其有效成分为挥发油&内酯类成

分&苷类等'内酯类为白术主要有效成分)

*

*

!其中白

术内酯
"

具有健脾)

)

*

&抗炎)

O

*

&抗肿瘤)

.

*等广泛的药

理作用!而不同的炮制方式对白术内酯
"

含量也有

一定影响)

1

*

'黑曲霉"

!/

=

&'
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(00>/)(
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#作为被允

许添加到饲料中的微生物之一!能够合成和分泌多

种酶类!如水解酶&果胶酶&蛋白酶&淀粉酶&脂酶!纤

维素酶和丹宁酸酶)

(

*

!而其中的果胶酶&纤维素酶类

都可用来降解植物细胞壁!从而利于植物细胞中有

效成分的析出'

中药发酵作为中药的一种炮制方式!正是借助

于微生物及其代谢产物酶的分解转化作用!在一定

的环境条件下"如温度&湿度&空气&水分等#!通过微

生物的发酵!改变其原有性能!增强或产生新的功

效!扩大用药品种!以适应临床用药的需要)

/!%%

*

'随

着发酵中药技术的发展!高效利用中药成为中药制

品研发的新准则!其中利用中药发酵作为饲料添加

剂的使用不仅可以节省成本!也可提高动物的生长

性能和免疫功能)

%0!%)
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'本试验目的在于探究黑曲霉

发酵白术对小鼠部分免疫指标的影响!可初步为发酵

白术对免疫力方面的影响提供依据(分析白术发酵前

后其有效成分白术内酯
"

的变化!可进一步从白术发

酵后其成分变化的角度揭示药效提高的内在机制(最

后利用正交试验筛选提高白术内酯
"

含量的最优发酵

条件!从而优化白术的发酵工艺!得到高效安全的产

物!同时也提供了一种提高其有效成分白术内酯
"

含

量的新思路!具有一定的临床参考意义'
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材料与方法
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!

试验动物

昆明小鼠!清洁级!雌性!

%(

%
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!购于北京市

兴隆动物养殖场'

#G!

!

主要仪器与试剂

多功能酶标仪"

]4bIMN

!型号
5WCM3UW)

#!

超净工作台"哈尔滨东联电子技术开发有限公司!型

号$

EL!2H!

"

CE

#!全温振荡培养箱"上海上登实验

设备 有 限 公 司!型 号$

\FX%.&

#!

2b

0

培 养 箱

"

5DCWb

!型号$

[2&0%1D2

#!高压液相色谱仪"型

号$

T7:;<,;0./O

#!恒温干燥箱"上海一恒科技有限

公司!型号$

EN!(E

#'白术内酯
"

购于中国食品药

品检定研究院 "纯度
$

//Q//Z

!批号$

%%%/1O!

0&%O&%

#!白术药材购于北京同仁堂'甲醇&乙腈为

色谱纯!购于上海赛默飞世尔科技有限公司!其余试

剂均为分析纯'黑曲霉"

DI22%.)&)

#购于上海复

祥生物有限公司'

36[4!%.)&

购于
U$Y@#

公司'
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#购于
5$
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B7

公司'

刀豆蛋白"

2#-D
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'环磷酰胺"
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发酵白术的制备及其对小鼠免疫功能的影响

%Q*Q%

!

发酵菌种制备
!!

将黑曲霉标准菌种接种

在马铃薯固体培养基)

%O

*

!于
0(h

培养
*"

!然后将

活化后的黑曲霉用适量无菌蒸馏水溶解菌落!制成

孢子悬液!取
)BL

"浓度为
%k%&

( 个.

BL

l%

#转接

于
%&&BL

液体培养基中!于
0(h

!

%)&<

.

B$-

l%振

荡培养
)(A

!即可用于接种发酵'

%Q*Q0

!

发酵白术制备
!!

称取两份粉碎处理的白

术药材
0&

=

于
O&&BL

锥形瓶!

%0%h

高压灭菌
0&

B$-

'一份作为对照!另一份作为发酵培养基'在

发酵培养基中加入灭菌蒸馏水
%&BL

!取活化好的

黑曲霉菌液
0BL

于无菌条件下接入发酵培养基

中!置 于 电 热 恒 温 振 荡 培 养 箱 中
0( h

!

%)&

<

.

B$-

l%振荡培养
/.A

!然后于
O&h

烘干储存'

%Q*Q*

!

动物分组处理与给药
!!

将
.&

只
%(

%

00

=

雌性昆明小鼠随机分为
.

组!每组
%&

只$

D

空白对

照组&

]

模型组&

2

未发酵白术组!

E

&

M

&

H

分别为发

*&O%
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酵白术低剂量&中剂量&高剂量组'适应性喂养
*"

!

饲养于温室内!饲养温度"

0&m%

#

h

!湿度
)OZ

%

OOZ

!光照
%0A

!基础颗粒饲料饲喂!自由取食!饮水'

药物以蒸馏水溶解!每只各灌胃
&Q)BL

'按照表
%

进行分组喂养连续灌胃相应药物
1"

!第
(

天除空白

对照组外!每组小鼠均?用腹腔注射的方法!注入环

磷酰胺"

2

>

#

O&B

=

.

K

=

l%

"

&Q)BL

.只l%

.

"

l%

#!连

续注射
*"

!制造免疫抑制模型)

%.

*

'第
%%

天进行免

疫功能相关指标检测'

表
#

!

小鼠免疫功能检测试验分组及处理

1/D?3#

!
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45K
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<@J@0@5;/;</<:@;@094/9@5;5;923@::K;37K;A9@5;@;:@A3

分组

U<#9

?

动物处理
I<;7:B;-:#G7-$B78

第
%

/

1

天 第
(

/

%&

天

D

生理盐水
C#<B78,78$-;

生理盐水
C#<B78,78$-;

]

生理盐水
C#<B78,78$-;

O&Q&B

=

.

K

=

l%

.

"

l%环磷酰胺
O&Q&B

=

.

K

=

l%

.

"

l%

2

>

2

%Q&

=

.

K

=

l%

.

"

l%未发酵白术
%Q&

=

.

K

=

l%

.

"

l%

VD[NO&Q&B

=

.

K

=

l%

.

"

l%环磷酰胺
O&Q&B

=

.

K

=

l%

.

"

l%

2

>

E

&QO

=

.

K

=

l%

.

"

l%发酵白术
&QO

=

.

K

=

l%

.

"

l%

HD[N O&Q&B

=

.

K

=

l%

.

"

l%环磷酰胺
O&Q&B

=

.

K

=

l%

.

"

l%

2

>

M

%Q&

=

.

K

=

l%

.

"

l%发酵白术
%Q&

=

.

K

=

l%

.

"

l%

HD[N O&Q&B

=

.

K

=

l%

.

"

l%环磷酰胺
O&Q&B

=

.

K

=

l%

.

"

l%

2

>

H

0Q&

=

.

K

=

l%

.

"

l%发酵白术
0Q&

=

.

K

=

l%

.

"

l%

HD[N O&Q&B

=

.

K

=

l%

.

"

l%环磷酰胺
O&Q&B

=

.

K

=

l%

.

"

l%

2

>

VD[N'V-!G;<B;-:;" !#'$"#

3

0+5&/ ?$"'+"&

=

,$0$ N#$"R

(

HD[NQH;<B;-:;" !#'$"#

3

0+5&/ ?$"'+"&

=

,$0$ N#$"R

(

2

>

Q2

>

@8#

?

A#,

?

A7B$";

%Q*Q)

!

免疫器官指数测定
!!

取小鼠脾和胸腺称

重!按照以下公式计算$

脏器指数
i

脏器质量"

B

=

#%动物质量"

=

#

%Q*QO

!

小鼠脾细胞悬液的制备及脾
I

淋巴细胞

增殖测定
!!

采用
[II

法!将上述分组小鼠无菌

取脾!经过研磨!

0&&

目细胞筛网过滤!

6]5

重悬!

%O&&<

.

B$-

l%离心
%&B$-

!弃上清!沉淀加入适

量红细胞裂解液!

%O&&<

.

B$-

l%离心
%&B$-

!

6]5

洗涤
0

次!制得单细胞悬液!最后用含
%&Z

小牛血

清
36[4!%.)&

调细胞浓度
Ok%&

.

.

BL

l%

!并用台

盼蓝染色检测细胞活力大于
/OZ

'将细胞接种于

/.

孔板"

%&&

'

L

.孔l%

#!并于每孔加入
%&

'

L2#!

-D

刺激"终浓度为
O

'

=

.

BL

l%

#!置于
OZ 2b

0

!

*1h

培养箱培养
)(A

后!每孔加
[II%&

'

L

!继

续培养
)A

后!每孔加入
E[5b%O&

'

L

!振荡
O

B$-

!紫色结晶完全溶解后于酶标仪
O1&-B

测定

bE

值'

#G%

!

T.U*

对比分析白术发酵前后有效成分白术

内酯
'

变化

选择
T7:;<,;0./O

色谱柱
0O&k)Q.BB

!

O

'

B

(流动相水"

D

#

l

乙腈"

]

#梯度洗"

&

%

%.B$-

!

.&Z

%

1.ZD

#!流速
%Q&BL

.

B$-

l%

(柱温
0Oh

(

检测波长
0O&-B

(进样量
0&

'

L

'

%Q)Q%

!

对照品溶液制备
!!

精密称取白术内酯
"

%B

=

!加甲醇制成含白术内酯
"

&Q&OB

=

.

BL

l%的

对照品溶液'

%Q)Q0

!

供试品溶液制备
!!

精密称量黑曲霉发酵

样品
%

=

!置于磨口锥形瓶中!加甲醇
OBL

!超声提

取
)OB$-

!离心"

*&&&<

.

B$-

l%

#

%&B$-

!取上清液!

用
&Q00

'

B

微孔滤膜过滤除菌!得供试品溶液备

用'未发酵的样品同法制备'

%Q)Q*

!

色谱条件的方法学考察
!!

利用
\6L2

对

上述色谱条件进行线性关系&精密度&稳定性&重现

性&加样回收率试验考察'具体方法如下$精确吸取

对照品溶液
O

&

%&

&

0&

&

*&

&

)&

'

L

分别注入高效液相

色谱仪!按上述色谱条件进样!测定峰面积!以白术

内酯
"

为横坐标!峰面积为纵坐标作标准曲线!得线

性回归方程'对同一对照品白术内酯
"

溶液!浓度

为
&Q&OB

=

.

BL

l%

!连续
.

次进样!计算指标成分

峰面积的
35E

!考察精密度'同一样品溶液!分别

在
&

&

*

&

.

&

/

&

%0A

进样!计算指标成分峰面积的

35E

!考察稳定性'取同一白术样品粉末!精密称取

O

份约
&QO

=

!按照+供试品溶液制备,项下的规定操

作!计算指标成分峰面积的
35E

!考察重复性'精

密称取已知含量的白术粉末
&QO

=

!共
.

份!按+供试

品溶液的制备,项下进行处理!每份各取
%Q%BL

分

)&O%
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1

期 孙向婉等$黑曲霉发酵白术对小鼠胸腺指数&脾指数及脾
I

淋巴细胞增殖的影响

别加入浓度为
&QOB

=

.

BL

l%的标准品白术内酯
"

%&

'

L

!计算回收率 '

#G)

!

发酵条件的筛选

选取时间&含水量和接菌量
*

个条件进行三因

素三水平的正交试验!以此来筛选提高白术主要有

效成分白术内酯
"

含量的发酵条件'称取
.&h

条

件下烘干的白术药材粉末
%

=

"粉碎后过
)&

目筛#!

分别放入
O&BL

的三角锥形瓶中!

%0%h

高压灭菌

0&B$-

'采用
L/

"

*

*

#正交设计表!按表
0

所示的条

件下!接入活化好的黑曲霉菌进行发酵'同时!设置

一个未发酵白术的处理作为比较'利用
\6L2

测

定不同条件处理下白术中白术内酯
"

含量'

表
!

!

影响白术内酯
'

含量的发酵因素水平表

1/D?3!

!

H/A9540/;<?3J3?0@;54925

6

5;/?3S

>

34@:3;93773A95;/94/A9

8

?3;5?@<3

'

水平

L;J;8

因素
H7@:#<

D

接菌量%
Z4-#@989B@#-@;-:<7:$#- ]

含水量%
Z T7:;<@#-:;-: 2

时间%
AI$B;

% . )& 10

0 ( O& /.

* %& .& %&(

#G$

!

数据处理与分析

试验结果用
U<7

?

A

?

7"6<$,B.

统计软件处理数

据!所有数据采用
X

l

m/

表示'

"

A

#

&Q&O

&

""

A

#

&Q&%

为差异有统计学意义'

!

!

结
!

果

!G#

!

发酵白术对小鼠免疫功能的影响

0Q%Q%

!

发酵白术对小鼠免疫器官指数的影响
!!

由图
%

可知!模型组小鼠脾指数&胸腺指数均极显著

低于空白对照组"

A

#

&Q&%

#!表明免疫抑制模型制

备成功'与模型组相比!中剂量发酵白术可以显著

提高脾指数"

A

#

&Q&O

#!而未发酵白术与其他剂量

的发酵白术组&模型组相比差异不显著"

A

$

&Q&O

#

"

D

#(发酵中药三个低&中&高剂量均可以显著提高

胸腺指数"

A

#

&Q&O

或
A

#

&Q&%

#!而未发酵白术与

其相比没有差异"

A

$

&Q&O

#"

]

#'此结果说明发酵

白术可以提高免疫抑制小鼠免疫器官指数!有助于

提高免疫抑制小鼠的免疫功能'

DQ

脾指数(

]Q

胸腺指数(与对照组相比!

"

QA

#

&Q&O

!

""

QA

#

&Q&%

(与模型组相比!

&

QA

#

&Q&O

!

&&

QA

#

&Q&%

DQ5

?

8;;-$-";_

(

]QIA

>

B9,$-";_

(

2#B

?

7<;"P$:A@#-:<#8

!

"

QA

#

&Q&O

!

" "

QA

#

&Q&%

(

2#B

?

7<;"P$:AB#";8

!

&

QA

#

&Q&O

!

&&

QA

#

&Q&%

图
#

!

发酵白术对免疫抑制小鼠免疫器官指数的影响

H@

6

G#

!

C773A957734:3;93<>.48%.

3

<;&9-:8%4;%9

5

'8<8E5@<Q5;0

>

?33;/;<92

8

:K0@;<3S57@::K;50K

>>

4300@J3:@A3

0Q%Q0

!

发酵白术对小鼠脾
I

淋巴细胞增殖的影响

!!

由图
0

可知!免疫抑制模型组小鼠
I

淋巴细胞

增殖显著低于空白组"

A

#

&Q&O

#!表明免疫抑制模

型制备成功'与模型组相比!中剂量发酵白术和未

发酵白术可明显提高
I

淋巴细胞增殖"

A

#

&Q&O

#!

且与空白组相比差异不显著'说明中剂量发酵白术

O&O%
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可以提高免疫抑制小鼠脾
I

淋巴细胞增殖!从而提

高其免疫功能'

与对照组相比!

"

QA

#

&Q&O

!

""

QA

#

&Q&%

(与模型组相

比!

&

QA

#

&Q&O

!

&&

QA

#

&Q&%

2#B

?

7<;"P$:A@#-:<#8

!

"

QA

#

&Q&O

!

" "

QA

#

&Q&%

(

2#B

?

7<;"P$:AB#";8

!

&

QA

#

&Q&O

!

&&

QA

#

&Q&%

图
!

!

发酵白术对免疫抑制小鼠
1

淋巴细胞增殖能力的影响

H@

6

G!

!

C773A957734:3;93<>.48%.

3

<;&9-:8%4;%9

5

'8<8

E5@<Q5;9231?

8

:

>

25A

8

9394/;0754:/9@5;4/9357

@::K;50K

>>

4300@J3:@A3

!G!

!

白术发酵前后有效成分变化

0Q0Q%

!

\6L2

图谱
!!

采用
\6L2

初步考察了黑

曲霉发酵白术前后有效成分的变化!试验中对未发

酵白术"图
*]

#和发酵白术"图
*2

#保留时间一致的

峰进行监测分析!通过标准品对照"图
*D

#!结果发

现白术内酯
"

含量有所增加'

0Q0Q0

!

色谱条件的方法学考察结果
!!

按+

%Q)Q*

,

中所描述的方法!得线性回归方程$

3

i0)0%&*(Xl

0&0&(

!

C

0

i&Q////

!结果表明白术内酯
"

线性范

围在
&Q0O

%

0

'

=

(精密度
35E

为
&Q%%Z

!表明精密

度良好(稳定性
35E

为
%Q&0Z

!结果表明样品在

%0A

内稳定(重复性
35E

为
0QOZ

!表明重现性良

D'

白术内酯
"

标准品(

]'

未发酵白术(

2'

发酵白术(

E'

发

酵白术和未发酵白术含量比较

D'\6L2@A<#B7:#

=

<7B#G7:<7@:

>

8;-#8$";

"

(

]'\6L2

@A<#B7:#

=

<7B#G!#'$"#

3

0+5&/?$"'+"&

=

,$0$ N#$"R

(

2'

\6L2@A<#B7:#

=

<7B#GG;<B;-:;"!#'$"#

3

0+5&/?$"'+B

"&

=

,$0$ N#$"R

(

E'IA;7:<7@:

>

8;-#8$";4#G<7P !#'$"B

#

3

0+5&/?$"'+"&

=

,$0$ N#$"R7-"G;<B;-:;"!#'$"#

3

0+5&/

?$"'+"&

=

,$0$N#$"R

图
(

!

黑曲霉发酵白术与未发酵白术中白术内酯
'

图谱

H@

6

N(

!

T.U*A245:/95

6

4/:57/94/A9

8

?3;5?@<3

'

@;>.C

48%.

3

<;&9-:8%4;%9

5

'8<8 E5@<Q734:3;93< F@92

>-

5

94

D

1<<7-01

D

94/;<F@925K9734:3;9/9@5;

好'加样回收率试验得白术内酯
"

平均回收率为

//Q).Z

!

35E

为
&QO.Z

"表
*

#'

表
(

!

白术内酯
'

加样回收率测定结果

1/D?3(

!

+3A5J34

8

57/94/A9

8

?3;5?@<3

'

取样含量%
'

=

57B

?

8;@#-:;-:

加标量%
'

=

D"";"7B#9-:

测定量%
'

=

E;:;@:;"7B#9-:

回收量%
'

=

3;@

>

@8;"

回收率%
Z

3;@#J;<

>

平均回收率%
Z

DJ;<7

=

;<;@#J;<

>

35E

%

Z

00'%0 O&'&& 10'11 O&'.O %&%'*&

00'%O O&'&& 1*'.% O%'). %&0'/0

0O'/% O&'&& 1)'.1 )('1. /1'O0

0O'%0 O&'&& 1*'&( )1'/. /O'/0

0)')1 O&'&& 1*'1* )/'0. /('O0

0*'%& O&'&& 1*')& O&'*& %&&'.&

//'). &'O.

.&O%
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期 孙向婉等$黑曲霉发酵白术对小鼠胸腺指数&脾指数及脾
I

淋巴细胞增殖的影响

!G(

!

提高白术内酯
'

含量的发酵条件筛选

为了获得提高白术中白术内酯
"

含量的发酵条

件!采用正交试验法研究各因素及其水平组合对其

白术内酯
"

含量的影响'按照白术发酵条件!以表

0

对应的因素水平进行发酵!并利用+

0Q0

,中
\6L2

确立的色谱条件及方法测定白术内酯
"

含量'由表

)

正交结果表明!最终确定提高白术内酯
"

含量的

最优发酵条件为
D

0

]

%

2

0

!即接菌量
(Z

!含水量

)&Z

!时间
/.A

!此条件下白术内酯
"

含量最高'

经极差分析!

3]i&Q&1

$

32i&Q&01

$

3Di

&Q&0O

!影响因素大小顺序为
]

$

2

$

D

'同时测得

的未经发酵处理白术的白术内酯
"

含量为
&Q%00

B

=

.

=

l%

!由最佳发酵条件处理的发酵白术的白术

内酯
"

含量为
&Q%10B

=

.

=

l%

!即白术在该条件发

酵后!白术内酯
"

含量是原来的
%Q)

倍'

表
%

!

正交试验白术内酯
'

含量直观分析表

1/D?3%

!

CS

>

34@:3;9/44/;

6

3<D

8

54925

6

5;/?<30@

6

;/;<430K?9057/94/A9

8

?3;5?@<3

'

水平

L;J;8

因素
H7@:#<

试验结果
3;,98:

D

接菌量%
Z

4-#@989B@#-@;-:<7:$#-

]

含水量%
Z

T7:;<@#-:;-:

2

时间%
A

I$B;

白术内酯
"

含量%"

B

=

.

=

l%

#

D:<7@:

>

8;-#8$";

"

@#-:;-:

% % % % &Q%OO

0 % 0 0 &Q%0.

* % * * &Q&(0

) 0 % 0 &Q%10

O 0 0 * &Q%)/

. 0 * % &Q&.1

1 * % * &Q%%.

( * 0 % &Q%%%

/ * * 0 &Q&(.

均值
K% &Q%0% &Q%)( &Q%%%

均值
K0 &Q%0/ &Q%0/ &Q%0(

均值
K* &Q%&) &Q&1( &Q%%.

极差
3 &Q&0O &Q&1& &Q&01

(

!

讨
!

论

(G#

!

黑曲霉发酵白术对小鼠免疫器官指数及脾
1

淋巴细胞增殖的影响

白术是临床常用健脾益气的药物之一)

%1

*

'大

量研究表明!白术水煎剂)

%(!%/

*

&白术多糖)

0&

*

&白术复

方)

0%

*可提高动物的免疫功能'本研究考察了黑曲

霉菌发酵白术对环磷酰胺造成的免疫抑制小鼠免疫

器官指数和脾
I

淋巴细胞增殖的影响!结果表明与

模型组相比!发酵白术低&中&高剂量"

&QO

!

%

!

0

=

.

K

=

l%

#均能显著提高胸腺指数"

A

#

&Q&O

#(中剂

量发酵白术能显著提高脾指数及小鼠脾
I

淋巴细

胞增殖"

A

#

&Q&O

#(而未发酵白术"

%

=

.

K

=

l%

#与模

型组相比!免疫器官指数没有差异"

A

$

&Q&O

#!可提

高小鼠脾
I

淋巴细胞增殖"

A

#

&Q&O

#'环磷酰胺造

成的免疫抑制模型通常会造成免疫器官指数降低!

胸腺指数&脾指数可用来评价小鼠的免疫状况)

00

*

!

通过中枢的胸腺指数和脾指数的增长!说明发酵白

术能促进中枢免疫器官的发育!从而影响小鼠的免

疫功能'淋巴细胞是机体主要免疫细胞!

I

淋巴细

胞作为重要免疫细胞之一!参与免疫调节反应)

0*

*

'

本试验发现未发酵白术对
I

淋巴细胞增殖也有一

定促进作用!但对免疫器官指数无影响!而中剂量发

酵白术对免疫器官指数提高和
I

淋巴细胞增值均

有促进作用!这充分说明发酵白术对小鼠免疫功能

的影响优于未发酵白术'有文献报道在免疫调节方

1&O%
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面!六味地黄发酵液的功效明显优于六味地黄煎

剂)

0)

*

!玉屏风散发酵液的功效明显优于玉屏风散煎

剂)

0O

*

'

(G!

!

黑曲霉发酵白术对其有效成分白术内酯
'

含

量的影响

本试验另一结果发现白术经黑曲霉发酵后!经

\6L2

分析发现白术有效成分白术内酯
"

含量有所

增加'黑曲霉菌能够合成和分泌纤维素酶&半纤维

素酶&果胶酶等酶)

0.

*此特点!使得黑曲霉在发酵白

术过程中所产生的酶破坏其细胞壁!进而促使白术

活性成分白术内酯
"

的溶出'陶蕾等)

01

*同样利用

黑曲霉菌的发酵产生酶类的特点!使用黑曲霉菌发

酵中药材黄柏!发现经黑曲霉菌液发酵过的黄柏中

游离态小檗碱含量与未发酵相比有所提高'众多研

究阐释中药发酵后药效增强的主要机制之一很大可

能在于微生物发酵中药可通过微生物的降解作用!

最大限度提取药物的有效成分和活性物质!并生成

新的药物成分)

0(!0/

*

'研究表明白术内酯
"

为白术健

脾益气)

*&

*的主要成分!白术内酯
"

可拮抗肿瘤患者

体内的免疫抑制作用!提高
I

淋巴细胞的增殖活

性!降低免疫抑制因子的表达!从而激活机体对肿瘤

的免疫应答)

*%!*0

*

'因此发酵白术可拮抗免疫抑制小

鼠免疫功能低下这一现象!原因很大可能在于白术

经黑曲霉一定条件发酵之后其有效成分白术内酯
"

含量升高'本试验今后会对发酵过程中白术其他有

效成分进行研究分析!更为全面地阐释发酵白术提

高免疫功能的作用机制'

(G(

!

提高白术内酯
'

含量的发酵条件筛选

本研究最后通过正交试验探究了提高白术有效

成分白术内酯
"

含量的最佳发酵条件!发现不同发

酵条件对白术内酯
"

含量影响不同'说明研究发酵

条件对提高中药有效成分含量具有重要意义'本试

验最终确定白术发酵条件为
D

0

]

%

2

0

!即黑曲霉接种

量
(Z

!含水量
)&Z

!时间为
/.A

!此条件下白术内

酯
"

含量最高'经极差分析!

3]i&Q&1

$

32i

&Q&01

$

3Di&Q&0O

!影响因素大小顺序为
]

$

2

$

D

!同时测得的未经发酵处理的白术其白术内酯
"

含量为
&Q%00B

=

.

=

l%

!由最佳发酵条件处理的发

酵白术其白术内酯
"

含量为
&Q%10B

=

.

=

l%

!可见

白术在该条件发酵后!白术内酯
"

含量是原来的

%Q)

倍'刘双等)

**

*在中药神曲发酵工艺研究中谈到

优化工艺利于得到安全有效的神曲!更利于建立质

量标准'陈富文等)

*)

*从发酵菌种&发酵时间&发酵

温度&接种量等因素考察!以高效液相色谱法

"

\6L2

#测定发酵后醇提液的总峰面积来代表发酵

后总有效化学成分含量!对复方中药制剂质量评价

有一定的参考意义'可见!优化发酵工艺利于得到

安全有效的产物!对中药在质量方面的评价具有重

要意义'

总之!本研究发现黑曲霉发酵白术可提高免疫

抑制小鼠免疫器官指数及脾
I

淋巴细胞增殖!优于

未发酵组(且白术发酵后其有效成分白术内酯
"

含

量增加!初步阐释了发酵白术药效增加的作用机制

可能在于提高了其有效成分的含量(通过正交试验

确定了提高白术内酯
"

的最佳发酵条件!有利于质

量可控!从而有助于发酵白术临床药效的发挥!为其

在临床上使用提供一定参考依据'
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