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摘要:
 

【目的】探究鹿茸菇多糖的免疫活性及对肠道菌群的作用。 【方法】以环磷酰胺(Cyclophosphamide,
CTX)诱导免疫抑制小鼠为模型,连续 20

 

d 灌胃不同剂量的鹿茸菇多糖(Lyophyllum
 

decastes
 

Polysaccharide,
LDPS),采用酶免疫吸附(ELISA)法、苏木精-伊红染色法、免疫印迹(WB)法和 16S

 

rDNA 研究 LDPS 对免疫

抑制小鼠胸腺和脾脏指数、血清细胞因子(白细胞介素( IL-2)和肿瘤坏死因子(TNF-α))、小肠组织分泌性免

疫球蛋白 A(SIgA)、脾脏和小肠组织病理形态、紧密连接蛋白及肠道菌群的影响。 【结果】LDPS 可恢复免疫

抑制小鼠的体质量和采食量,改善小鼠脾脏、胸腺和小肠组织损伤。 与 CTX 模型组相比,LDPS 中剂量组

(MLDPS)和高剂量组(HLDPS)均能显著促进血清 IL-2 和小肠组织 SIgA 分泌,降低 TNF-α 含量,并显著上

调小肠组织胞质紧密粘连蛋白 Claudin-1(45. 36%、62. 89%)和闭锁小带蛋白 ZO-1 相对表达量(30. 31%、
31. 35%)。 各组小鼠肠道菌群存在明显差异,高剂量 LDPS 干预能显著提高 Lachnospiraceae_NK4A136_group
(93. 49%)、理研菌科(Rikenellaceae)、另枝菌属(Alistipes)等有益菌的相对丰度(P<0. 05),降低潜在致病菌

葡萄球菌属(Staphylococcus)的相对丰度(P<0. 05),逆转 CTX 诱导小鼠的肠道菌群紊乱并使其趋于正常。
【结论】LDPS 对免疫抑制小鼠具有免疫调节作用,且其作用机制与肠道屏障和肠道菌群稳态有关。
关键词:鹿茸菇多糖;免疫调节;肠道菌群;肠道屏障
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0　 引言

鹿茸菇(Lyophyllum
 

decastes),又名荷叶离褶伞,

属担子菌亚门伞菌目白蘑科离褶伞属,是一种食药

兼用菌,风味独特,价格低廉,富含多糖、多酚、蛋白

质、矿物质等多种营养成分[1] 。 多糖是鹿茸菇最主

要的活性成分之一。 研究[2] 发现, 鹿茸菇多糖

(Lyophyllum
 

decastes
 

Polysaccharide,LDPS)的相对分

子质量为 8. 6 ~ 305. 0
 

kDa,主要由葡萄糖、半乳糖、
甘露糖和岩藻糖组成,主链由 1,4-α-葡萄糖残基组
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成,而在该残基的 6-O 位置上连有 2 个 β-半乳糖残

基组成的支链,并通过 1,6-结构连接。 这些结构特

点使 LDPS 具有调节免疫、抗氧化、抗炎、调节肠道

菌群等药理活性。 贾宁[3] 通过建立环磷酰胺

(Cyclophosphamide,CTX) 致小鼠免疫低下模型,发
现 LDPS 可改善小鼠免疫。 刘影[4] 通过体外实验发

现,LDPS 能促进免疫细胞增殖及诱导肿瘤细胞凋

亡。 Y. S. Ma 等[5]用 LDPS 处理免疫抑制小鼠,发现

LDPS 能促进 T 淋巴细胞和 B 淋巴细胞增殖,提高

白细胞介素 ( Interleukin-2, IL-2) 和肿瘤坏死因子

(Tumor
 

Necrosis
 

Factor-alpha,TNF-α) 水平,并通过

调控丝裂原活性蛋白激酶(MAPK)信号通路调节小

鼠免疫。
有研究[6]发现,多糖也可通过调节肠道菌群来

影响免疫。 肠道内存在大量菌群,它们通过自身成

分的易位、代谢产物的循环及免疫细胞的迁移对人

体肠道内外免疫系统产生重要影响。 多糖是大分子

物质,不易被消化,肠道菌群可通过分解这些大分子

物质生成人体必需维生素、短链脂肪酸( Short-chain
 

Fatty
 

Acids,SCFAs)等多种代谢产物,其中 SCFAs 可

经肠道黏膜进入机体并参与免疫调节[7] 。 Y. N. Li
等[8]研究发现,黄芪多糖能改善小鼠肠道炎症反

应,恢复免疫器官指数,逆转免疫功能低下小鼠的肠

道菌群失调。 X. Han 等[9] 研究发现,冬枣多糖能提

高免 疫 抑 制 小 鼠 肠 道 分 泌 型 免 疫 球 蛋 白 A
(Secretory

 

Immunoglobulin
 

A,SIgA) 水平、紧密连接

分子表达及肠道菌群多样性。
CTX 是应用最广的肿瘤化疗药物之一,其能在

杀死肿瘤细胞的同时破坏肠道黏膜屏障和免疫系

统,引起肠道菌群紊乱[10] 。 因此,寻找辅助 CTX 治

疗的天然药物以降低其副作用尤为重要。 目前,鲜
见从肠道菌群角度阐述 LDPS 对 CTX 致免疫抑制

小鼠影响的文献报道。 鉴于此,本文拟通过给小鼠

腹腔注射 CTX 建立免疫抑制模型,分别采用酶免疫

吸附( Enzyme-Linked
 

Immunosorbent
 

Assay,ELISA)
法、苏木精-伊红染色法、免疫印迹( Western

 

Blot,
WB)法和 16S

 

rDNA 探索 LDPS 对免疫抑制小鼠脾

脏和小肠组织病理、血清细胞因子(IL-2 和 TNF-α)、
小肠组织 SIgA、紧密连接分子和肠道菌群结构的影

响,以期为 LDPS 在功能性食品、肿瘤化疗药物等领

域的开发与应用提供参考。

1　 材料与方法

1. 1　 主要材料与试剂

鹿茸菇子实体干燥样品,云南楷美食品有限公

司;无水乙醇、正丁醇、苯酚、二甲苯、H2SO4,天津市

永大化学试剂厂;三氯甲烷,上海穗市公司;CTX(纯

度 97%),合肥博美生物科技有限公司;4%多聚甲

醛固定液,北京兰杰柯科技有限公司;苏木精染液、
伊红染液,珠海贝索生物科技有限公司;IL-2、TNF-α、
SIgA

 

ELISA 检测试剂盒,武汉纯度生物科技有限公

司;放射免疫沉淀法裂解(RIPA)缓冲液、二辛可酸

(BCA)蛋白浓度测定试剂盒、磷酸盐(PBS)缓冲液、
聚丙烯酰胺凝胶电泳( SDS-PAGE) 蛋白上样缓冲

液、 Tris-HCl ( pH 值 为 8. 8 )、 Tris-HCl ( pH 值 为

6. 8)、DNA 试剂盒、ZO-1、Claudin-1、β-actin 一抗、脱
脂奶粉,碧云天生物科技有限公司;丙烯酰胺、过硫

酸铵,美国 Sigma 公司。 除特别标注外,上述试剂均

为分析纯。

1. 2　 主要仪器与设备

FB224 型电子天平,上海舜宇恒平科学仪器有

限公司;UV-1500 型紫外-分光光度计,上海美析仪

器;SCIENTZ-18N 型真空冷冻干燥机,宁波新芝生

物科技股份有限公司;SHA-B 型恒温水浴锅,金坛

市新航仪器有限公司;DHG - 9075A 型电热鼓风干

燥箱,上海一恒科学仪器有限公司;TD5B 型离心机,
长沙英泰仪器有限公司;DMI

 

8 型光学显微镜,德国

徕卡公司;RE212-B 型旋转蒸发仪,雅马拓科学株式

会社; EPS - 300 型电泳仪,中国 Tanon 科技公司;
1658001 小型垂直电泳槽、170-3930 型转印槽,中国

Bio-rad 公司;TY-80B 型脱色摇床,中国 Aohua 公司。

1. 3　 实验动物及其饲养

SPF 级健康雄性级 Babl / c 小鼠(动物许可证

号: SCXK ( 粤) 2020—0051), 6 ~ 8 周龄, 体质量

(22±2)
 

g,购自珠海百试通生物科技有限公司,饲
养于瑞业模型动物(广州)生物科技有限公司,环境

明暗交替(12
 

h / 12
 

h),温度 20 ~ 25
 

℃ ,相对湿度

50% ~ 70%,自由进食饮水。 本研究经广州瑞业模型
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动物生物科技有限公司实验动物伦理委员会批准

(批号:RYEth-20240919557),所有实验程序均按照

《实验用动物管理与使用指南》 [11]进行。

1. 4　 实验方法

1. 4. 1　 LDPS 制备　 将鹿茸菇子实体干燥样品用粉

碎机粉碎,再用体积分数为 80%的乙醇溶液浸泡 24
 

h,
烘干得到粉末;在温度 95

 

℃ 、液料比 60 ∶ 1(mL / g)
条件下提取 2. 5

 

h,于 4000
 

r / min 条件下离心 10
 

min,
采用旋蒸法将上清液浓缩至原体积的 1 / 3,并添加

浓缩液体积 3 倍的无水乙醇,于 4
 

℃ 条件下醇沉

12
 

h,经 4500
 

r / min 离心 12
 

min,用少量蒸馏水重新

溶解沉淀物;利用 Sevage 法去除蛋白质后,对粗多

糖进行透析(相对分子质量截留≥3500
 

Da)至电导

率接近蒸馏水, 经冷冻干燥后, 即得到 LDPS 样

品[12] 。 采用苯酚-硫酸法测得该样品中多糖含量为

(82. 95±0. 86)%,利用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒测

得该样品中蛋白质含量为(0. 73±0. 06)%。
1. 4. 2　 实验分组、造模及给药　 取 50 只小鼠,以每

组 10 只(5 只 / 笼)随机分为 5 组,即正常组( CN)、
模型组( CTX)、LDPS 低剂量组( LLDPS)、LDPS 中

剂量组(MLDPS)和 LDPS 高剂量组( HLDPS)。 CN
组小鼠腹腔注射 200

 

μL 生理盐水,其余各组小鼠腹

腔注射 200
 

μL
 

80
 

mg / (kg·d)的 CTX,每日 1 次,连
续 3

 

d,以建立免疫抑制小鼠模型;LLDPS 组、MLDPS
组和 HLDPS 组小 鼠 经 口 分 别 灌 胃 100

 

mg / kg、
200

 

mg / kg、400
 

mg / kg 的 LDPS,CN 组、CTX 组小鼠灌

胃等体积生理盐水,每日上午 9 点灌胃 1 次,并记录

体质量和采食量,连续 20
 

d[5] 。
1. 4. 3　 样本采集 　 给药实验结束前,小鼠禁食过

夜,次日称重后,眼球取血;将血样静置 30
 

min,以
3000

 

r / min 离心 15
 

min,将所得血清置于-80
 

℃ 冰

箱保存。 取血后,通过颈椎脱臼杀死小鼠,取脾脏、
胸腺组织并称重,将部分小肠组织和盲肠内容物置

于-80
 

℃冰箱保存,将脾脏和部分小肠组织于 4%多

聚甲醛固定液中进行固定。
1. 4. 4　 胸腺指数和脾脏指数测定　 用预冷生理盐

水清洗脾脏、胸腺,去除结缔组织后,再用滤纸吸干

水分,称重并按下式计算胸腺指数和脾脏指数(D /
(mg·g-1)) [10] 。

D =
m1

m

式中,m1 为小鼠脾脏或胸腺质量 / mg;m 为小鼠体质

量 / g。
1. 4. 5　 血清细胞因子和小肠组织 SIgA 含量测定　
按照 IL-2、TNF-α、SIgA

 

ELISA 检测试剂盒说明书,
采用 ELISA 法测定血清细胞因子( IL-2、TNF-α) 和

小肠组织 SIgA 的含量。
1. 4. 6　 脾脏和小肠组织病理形态观察　 取各组小

鼠的脾脏和小肠组织,在 4%多聚甲醛固定液中浸

泡过夜,再对脾脏和小肠组织进行石蜡包埋、连续切

片、脱蜡、苏木精-伊红染色、中性树胶封片等实验

操作后,在光学显微镜下观察各组小鼠脾脏和小肠

组织病理形态变化,最后利用 Image
 

J 软件测量小肠

绒毛长度和隐窝深度。
1. 4. 7　 小肠紧密连接蛋白表达水平测定　 将小肠

黏膜组织剪碎后研磨,以 5000
 

r / min 离心 15
 

min,收
集上清液,以 BCA 法测定蛋白质含量。 将待测蛋白

样品上样并进行 SDS-PAGE 凝胶电泳,转膜后封闭,
加入 ZO-1、 Claudin-1 和 β-actin (内参蛋白) 一抗,
4

 

℃孵育过夜,将洗涤后的聚偏氯乙烯膜(PVDF)放

入二抗工作液中,室温、避光缓慢摇动 60
 

min 后进

行洗涤显影。 用 Image
 

J 软件定量分析各蛋白条带

灰度值,以目的蛋白与内参蛋白的灰度值比值作为

目的蛋白的相对表达量。
1. 4. 8　 肠道菌群检测　 将采集的盲肠内容物解冻

后,采用 DNA 试剂盒提取基因组 DNA,通过带有

barcode 的特异引物扩增 16S
 

rDNA 的 V3 + V4 区。
在广州基迪奥生物科技有限公司进行盲肠内容物样

本的测序和生物信息学分析。 根据 97%的成对一致

性阈值定义操作分类单元 ( Operational
 

Taxonomic
 

Units,OTUs),再利用 Omicsmart 平台根据 OTUs 的

相对丰度筛选不同物种。

1. 5　 数据处理与分析
采用 SPSS

 

26. 0 软件对数据进行统计分析,数
据结果均以(平均值±标准差)表示。 若符合正态分

布,多组间比较采用单因素方差分析 ( One-way
 

ANOVA),组间两两比较采用 LSD 检验;若不符合

正态性,采用非参数检验;P<0. 05 或 P<0. 01 表示

具有统计学意义。 使用 Origin
 

2021 进行绘图。
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2　 结果与分析

2. 1　 小鼠体质量和采食量分析
各组小鼠的采食量和体质量如图 1 所示,其中

与 CN 组相比,∗表示差异显著(P<0. 05),∗∗表示

差异极显著(P<0. 01) ;与 CTX 组相比,△表示差

异显著 ( P < 0. 05 ) , △△ 表 示 差 异 极 显 著 ( P <
0. 01) ,下同。 由图 1 可知,经 CTX 诱导后,CN 组

小鼠的体质量和采食量均明显下降,表明造模成

功。 第 20
 

d,LLDPS 组、MLDPS 组和 HLDPS 组小

鼠的采食量比 CTX 组分别显著提高了 3. 15%、
8. 21%和 9. 79%(P<0. 05) (见图 1a) ) ,而 MLDPS
组和 HLDPS 组小鼠的体质量比 CTX 组分别显著

提高了 5. 31% 和 6. 00% (P< 0. 05) ( 见图 1b) ) 。
这表明 LDPS 干预有利于小鼠体质量和采食量恢

复,其中高剂量和中剂量干预对恢复小鼠体质量

效果更显著。

图 1　 各组小鼠的采食量和体质量
Fig. 1　 Feed

 

intake
 

and
 

body
 

weight
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group

2. 2　 胸腺指数和脾脏指数分析
胸腺是 T 细胞分化和发育的场所,是机体重要

中枢免疫器官;脾脏是最大的淋巴器官,也是对血源

性抗原产生免疫应答的场所,因此胸腺指数、脾脏指

数间接反映了机体的免疫状况[13] 。 各组小鼠的胸

腺指数和脾脏指数如图 2 所示。 由图 2 可知,与 CN
组相比,CTX 组的胸腺指数和脾脏指数分别显著下

降了 21. 30%和 24. 75%(P<0. 01),这表明 CTX 可

以诱导小鼠免疫抑制。 与 CTX 组相比,HLDPS 组

的脾脏指数和胸腺指数分别显著升高了 12. 50%
(P<0. 05)和 20. 51%(P<0. 01),而低剂量干预对免

疫抑制小鼠器官指数有一定恢复效果,但效果不显

著(P>0. 05)。 这表明 LDPS 干预均对 CTX 所致的

小鼠脾脏、胸腺损伤具有一定的改善作用,且高剂量

干预的效果更明显。
2. 3　 血清细胞因子和小肠组织 SIgA 含量分析

IL-2 是辅助性 T 淋巴细胞分泌的重要免疫

　 　 　 　

图 2　 各组小鼠的胸腺指数和脾脏指数
Fig. 2　 Thymus

 

index
 

and
 

spleen
 

index
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group
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因子,可促进 T 细胞的生长和分化,并诱导杀伤细

胞分化[14] 。 各组小鼠血清 IL-2、TNF-α 及小肠组织

SIgA 的含量如图 3 所示。 由图 3a)可知,与 CN 组

相比,CTX 组的 IL-2 含量显著降低了 56. 54% (P<
0. 01),而 HLDPS 组的 IL-2 含量无显著变化(P >
0. 05)。 与 CTX 组相比,LLDPS 组的 IL-2 含量增加

了 15. 45% (P > 0. 05), MLDPS 组和 HLDPS 组的

IL-2 含量分别显著增加了 67. 76%和 81. 76% (P<
0. 01)。

TNF-α 是由巨噬细胞分泌且能直接杀死肿瘤的

细胞因子,是机体免疫防护的重要介质,但其过量分

泌会造成机体的免疫病理损伤,并产生炎症[15] 。 由

图 3b)可知,与 CN 组相比,经 CTX 诱导后,小鼠血

清中 TNF-α 含量显著升高,而经 LDPS 干预后,小鼠

血清中 TNF-α 含量均有不同程度地回落。 与 CTX
组相比,LLDPS 组、MLDPS 组和 HLDPS 组的 TNF-α
含量分别降低了 8. 26% (P > 0. 05)、 33. 55% (P <
0. 01)和 35. 67%(P<0. 01)。 这与 Y. S. Ma 等[5] 得

出的 LDPS 会逆转 CTX 导致的 TNF-α 分泌下降的

结果相反。 李钦等[16] 研究发现,CTX 能促使小鼠

血清中 TNF-α 含量升高、IL-2 含量下降,而富硒黄

芪提取物能缓解这一改变。 J. Huang 等[17] 研究发

现,用 CTX 处理 Babl / c 小鼠后,其血清中的 TNF-α
含量比正常小鼠高,而经海藻酸钠处理后会有所

下降。
SIgA 是肠道免疫的主效因子,占机体分泌抗体

总量的 3 / 4,能够调节肠道菌群组成,阻止外来病原

体侵入,是黏膜免疫的重要指标之一[18] 。 由图 3c)
可知,与 CN 组相比,经 CTX 诱导后,小鼠小肠组织

中 SIgA 含量显著降低;相较于 CTX 组,MLDPS 组和

HLDPS 组的 SIgA 含量分别显著提高了 53. 8% 和

55. 87%(P<0. 01)。 上述结果表明,CTX 可通过降

低小鼠血清 IL-2 和小肠组织 SIgA 含量,以及使小

鼠血清 TNF-α 含量异常增多来破坏机体免疫和肠

道屏障,而 LDPS 干预能使上述指标恢复至正常值。
2. 4　 脾脏和小肠组织病理形态分析

LDPS 对小鼠脾脏和小肠组织病理形态的影响

如图 4 所示。 由图 4a) 可知,CN 组的脾脏结构清

晰,淋巴细胞排列紧密,白髓和红髓边界清晰且分布

均匀。 CTX 组的白髓模糊,红髓偏多,且出现空泡

状。 经 LDPS 干预后,尤其是 MLDPS 组和 HLDPS

组的白髓和红髓边界变得更清晰,其中白髓显著增

多且分布均匀,表明淋巴细胞增多,LDPS 能有效改

善脾脏损伤。
肠道屏障是肠道免疫系统的首要防线,植物多

糖可作为一种外源性益生元保护肠道屏障,调节由

药物刺激、不良饮食习惯等多种因素引起的免疫抑制

图 3　 各组小鼠血清 IL-2、TNF-α 及小肠
组织 SIgA 的含量

Fig. 3　 Serum
 

IL-2、TNF-α
 

and
 

intestine
 

tissue
 

SIgA
 

levels
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group
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和肠黏膜损伤[19] 。 由图 4b)和 c)可知,相较于 CN
组,CTX 组的小肠绒毛出现了肿胀、变短、隐窝变

浅、断裂严重等现象。 相较于 CTX 组,LLDPS 组的

小肠绒毛长度无明显改善(P>0. 05),MLDPS 组和

HLDPS 组的小肠绒毛肿胀程度降低,绒毛长度显著

增长(P<0. 05)。 由图 4d)可知,CTX 组的小肠绒毛

长度与隐窝深度的比值较 CN 组显著降低 ( P <
0. 05),而 LDPS 干预组与 CN 组均无显著性差异

(P>0. 05)。 这表明 CTX 可致正常小鼠的肠道机械

屏障损伤,而 LDPS 干预能在一定程度上改善肠道

绒毛形态。
2. 5　 小肠紧密连接蛋白表达分析

黏膜是机体最大的免疫组织,处于被大量抗原

包围的状态,具备防御肠内致炎因子及致病微生物

入侵的功能。 肠黏膜上皮细胞之间的主要连接方

式为紧密连接, 而紧密连接蛋白是由闭锁蛋白

(Occludin)、胞质紧密粘连蛋白 ( Claudin) 及闭锁

　 　

小带蛋白(Zonula
 

Occludens,ZO)家族组成,其表达

量是反映肠道紧密连接屏障和通透性功能的重要

指标[20] 。 LDPS 对小鼠紧密连接蛋白表达的影响如

图 5 所示。 由图 5 可知,相较于 CN 组,CTX 组的

Claudin-1、ZO-1 相对表达量分别降低了 52. 24%和

39. 68%(P<0. 05),这表明 CTX 可通过降低紧密连

接蛋白表达量使肠道黏膜受损。 经 LDPS 干预后,
MLDPS 组和 HLDPS 组的 Claudin-1 相对表达量分

别较 CTX 组显著提高了 45. 36% ( P < 0. 05 ) 和

62. 89%(P < 0. 01)。 除了 LLDPS 组, MLDPS 组和

HLDPS 组的 ZO-1 相对表达量分别比 CTX 组提高了

30. 31%和 31. 35% (P<0. 05)。 因此,LDPS 干预可

通过提高小肠紧密连接蛋白的相对表达量来调节

肠道渗透能力,进而调节肠道免疫。 H. Ma 等[21] 的

研究也发现,黄蘑菇多糖可通过上调免疫抑制小鼠

Claudin-1、ZO-1 的相对表达水平, 增强肠道屏障

功能。

图 4　 LDPS 对小鼠脾脏和小肠组织病理形态的影响(×200)
Fig. 4　 Effects

 

of
 

LDPS
 

on
 

splenic
 

and
 

intestinal
 

histomorphology(×200)
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图 5　 LDPS 对小鼠紧密连接蛋白表达的影响
Fig. 5　 Effects

 

of
 

LDPS
 

on
 

tight
 

junction
 

protein
 

expression
 

levels

2. 6　 肠道菌群分析
肠道菌群由数万亿细菌组成,它们可以通过与

植物多糖相互作用产生有益代谢物来调节宿主免

疫[22] 。 经 LDPS 干预后,HLDPS 组的免疫效果最

好,因此选取 HLDPS 组作为 LDPS 干预的代表进行

16S
 

rDNA 测序,共获得 1
 

027
 

052 条序列 Reads,再
将双端 Reads 质控、拼接后,共获得 1

 

026
 

693 条

Clean
 

Reads,每个样品至少获得 88
 

665 条 Clean
 

Reads,平均获得 102
 

669 条 Clean
 

Reads。 肠道菌群

检测结果如图 6 所示。 Sobs 稀释曲线可直接反映

测序数据量的完整性,并间接反映样品物种的丰富

度。 由图 6a)可知,在随机抽取的测序数量>40
 

000
种时,Sobs 稀释曲线趋于平缓,表明测序数量合理。
当测序数量≥60

 

000 种时,微生物群落 OTUs 数目

表现为 CN 组>HLDPS 组>CTX 组。
2. 6. 1　 肠道菌群多样性分析　 α 多样性指数可评

估肠道菌群的丰富性和多样性[23] 。 其中 Chao1 用

于衡量物种丰度,即物种数量的多少。 Shannon 和

Simpson 指数用于衡量物种多样性,受样品群落中

物种丰度和物种均匀度的影响;Shannon 和 Simpson
指数越大,表明样品的物种多样性越高。 在相同物

种丰度下,群落中各物种的均匀度越大,则认为群

落的多样性越丰富。 由图 6b) —d)可知,与 CN 组

相比,CTX 组中 Chao1 指数显著降低(P< 0. 05) ,
而经高剂量 LDPS 干预后,除了 Simpson 指数无显

著变化, Chao1 和 Shannon 指数均显著升高 ( P <
0. 05) ,表明高剂量 LDPS 干预能恢复肠道菌群多

样性。
β 多样性可度量不同样本之间菌群组成的相似

性。 其 中 主 坐 标 分 析 ( Principal
 

Coordinates
 

Analysis,PCoA)结果可展示样品之间的关系,评估

样品分组情况及组内重复性;样品越相似,则样品

在 PCoA 图中的距离越近,而不同环境样品之间往

往可能表现出各自聚集的分布情况。 非加权组平

均法( Unweighted
 

Pair
 

Group
 

Method
 

with
 

Arithmetic
 

Mean,UPGMA)可用于研究样品之间的相似性,样
品越相似,拥有的共同分支越短[24] 。 由图 6e)和 f)
可知,CTX 组的肠道菌群组成与其他各组存在明显

差异,表明经 CTX 诱导的免疫抑制小鼠的肠道菌群

组成发生了明显变化;CN 组与 HLDPS 组样本之间

的距离相近,表明高剂量 LDPS 干预可逆转 CTX 诱

导引起的小鼠肠道菌群组成改变,使肠道菌群组成

恢复正常。
2. 6. 2　 肠道菌群组成分析　 门水平上的物种相对

丰度分布如图 7 所示,仅展示各样品相对丰度排名

前 10 的物种,下同。 由图 7 可知,各组小鼠的肠道

菌群 主 要 由 厚 壁 菌 门 ( Bacillota ) 和 拟 杆 菌 门

(Bacteroidota) 组成,占菌落总数的 90% 以上。 其

中,HLDPS 组中厚壁菌门占 59. 70%,拟杆菌门占

36. 49%;而 CTX 组中厚壁菌门占 64. 44%,拟杆菌
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图 6　 肠道菌群检测结果
Fig. 6　 Results

 

of
 

gut
 

microbiota
 

analysis

图 7　 门水平上的物种相对丰度分布
Fig. 7　 Species

 

relative
 

abundance
 

at
 

the
 

phylum
 

level

门占 28. 37%。 经高剂量 LDPS 干预后,厚壁菌门的

相对丰度下降了 7. 34%(P>0. 05),拟杆菌门的相对

丰度提高了 31. 05%(P>0. 05)。 研究[25] 表明,拟杆

菌门可通过多项机制调节免疫,如可以通过产生代

谢产物丁酸盐等 SCFAs 调节 IL-10、IL-4 等细胞因子

生成,抑制 Th17 细胞活性,进而减少炎症反应;其
中,脆弱拟杆菌(Bacteroides

 

fragilis) 作为拟杆菌门

中的重要成员之一,其在免疫调节中的作用尤为显

著,例如,J. M. Wu 等[26] 研究发现,脆弱拟杆菌能通

过激活 TLR2 / TLR4 信号通路,增强 CD47 阻断疗法

的抗肿瘤效果。 厚壁菌门占比的增加与肥胖、代谢

综合征等疾病密切相关,而这些疾病的发生往往伴

随着免疫功能紊乱。 拟杆菌门与杆菌门的比值通

常被用来反映肠道菌群的平衡状态,在健康状态

下,该比值较高,这有助于维持免疫系统的正常功

能;当该比值失衡时,如拟杆菌减少或杆菌增加,可
能会导致免疫功能异常,甚至引发炎症性疾病[27] 。

科水平上的物种相对丰度分布如 8 所示。 由图

8a)和 b) 可知,毛螺菌科( Lachnospiraceae) 和鼠杆

状菌科( Muribaculaceae) 在各组中的占比均较高。
与 CN 组相比,CTX 组毛螺菌科和鼠杆状菌科的相

对丰度分别显著下降了 33. 35% 和 43. 16% ( P >
0. 05),而经高剂量 LDPS 干预后,这 2 个科的相对

丰度分别显著提升了 36. 11%和 64. 51%(P>0. 05)。
毛螺菌科能参与多种碳水化合物的代谢,发酵产生

的乙酸和丁酸可调节宿主免疫和炎症反应[28] 。 有

研究[29]发现,毛螺菌科有助于人体对抗艰难梭菌感

染。 X. S. Zhang 等[30]的研究则发现,毛螺菌科家族

细菌 Ruminococcus
 

gnavus ( Rg) 和 Blautia
 

producta
(Bp)作为肿瘤抑制因子,可激活免疫系统,即毛螺

菌科细菌能通过促进肿瘤免疫监测来防止结直肠

癌的发生。 鼠杆状菌科属于拟杆菌门拟杆菌目,在
肠道的能量代谢、血糖血脂调控等方面具有重要作

用[31] 。 J. M. Huang 等[32] 研究发现,人参多糖通过
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调节鼠杆状菌(Muribaculum)等细菌来增强抗 PD-1
抗体的抗肿瘤反应,改善免疫抑制微环境。

由图 8c)可知,高剂量 LDPS 干预还能显著增加

理研菌科(Rikenellaceae)的相对丰度。 理研菌科细

菌是肠道菌群中重要的产 SCFAs 菌,且与炎症缓解

有关。 Z. H. Ji 等[33] 研究发现,康普茶多糖可以使

溃疡性结肠炎患者的理研菌科相对丰度上调。 孙

思燕[12] 研究发现,用高剂量 LDPS 干预结肠炎小

鼠,能显著提升理研菌科的相对丰度。 因此,高剂

量 LDPS 可能通过提高理研菌科的相对丰度来发挥

抗炎作用,以保护肠道屏障免受 CTX 破坏。
属水平上的物种相对丰度分布如图 9 所示。 由

图 9 可知,与 CN 组相比,CTX 组中 Lachnospiraceae_
NK4A136_ group 的相对丰度下降了 32. 17% ( P >
0. 05),而经高剂量 LDPS 干预后,该菌属的相对丰

度显著提升了 93. 49%(P<0. 01)。 有研究[34] 表明,
多糖可以通过提升 Lachnospiraceae_NK4A136_group
的相对丰度来促进肠道免疫,且该菌属与氨基酸和

吲哚类代谢物浓度呈正相关。 此外,经 CTX 诱导

后,乳杆菌属(Lactobacillus)异常增多(P<0. 05),菌
群出现紊乱,而经高剂量 LDPS 干预后,乳杆菌属的

相对丰度趋于正常。 适量的乳杆菌属有利于肠道

健康,但过量可能会干扰其他营养物质的正常吸

收,且可能导致腹胀、腹泻等不良反应。 与其他组

相比,经高剂量 LDPS 干预后,另枝菌属(Alistipes)
的相对丰度显著增加(P<0. 05)。 另枝菌属是拟杆

菌门中的一类革兰氏阴性细菌,属于益生菌,对肝

纤维化、癌症免疫和心血管疾病具有治疗作用;此
外,该属细菌生产的乙酸盐可通过抗炎和免疫抑制

作用有效稳定肠道内环境[35] 。 经 CTX 诱导后,葡
萄球菌属(Staphylococcus)的相对丰度显著升高(P<
0. 01),而经高剂量 LDPS 干预后,葡萄球菌属的相

对丰度明显下降(P<0. 01)。 大多数葡萄球菌为非

致病菌,但少数可导致相关疾病,且一般为凝固酶

阳性葡萄球菌,例如,金黄色葡萄球菌是最常见的

化脓性球菌,也是医院交叉感染的重要来源;而人

葡萄球菌( Staphylococcus
 

hominis) 是凝固酶阴性葡

萄球菌中第三大常见病原体,可在新生儿和免疫抑

制的成人血液中引起机会性感染[36] 。 近年来,由人

葡萄球菌引起的菌血症、败血症、眼内炎和心内膜

炎的报告病例数量显著增加[37] 。 因此,CTX 可能会

促进葡萄球菌属中致病菌的增殖,而高剂量 LDPS
干预能有效抑制该致病菌的增殖。
2. 6. 3　 肠道菌群与 IL-2、TNF-α、SIgA 及紧密连接

蛋白之间的相关性分析 　 利用相关系数 Spearman
等评估不同水平的肠道菌群与环境变量之间的相关

性,可获得二者的相关性系数,而利用热图能直观地

展现数值矩阵[38] 。 肠道菌群与 IL-2、TNF-α、SIgA 及

紧密连接分子之间相关性的热图如图 10 所示。 由图

10 可知,毛螺菌科、鼠杆状菌科、 Lachnospiraceae _
　 　

图 8　 科水平上的物种相对丰度分布
Fig. 8　 Species

 

relative
 

abundance
 

at
 

the
 

family
 

level
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图 9　 属水平上的物种相对丰度分布
Fig. 9　 Species

 

relative
 

abundance
 

at
 

the
 

genus
 

level

图 10　 肠道菌群与 IL-2、TNF-α、SIgA 及紧密连接分子之间相关性的热图
Fig. 10　 Heatmap

 

of
 

correlations
 

between
 

gut
 

microbiota
 

and
 

IL-2,
 

TNF-α,
 

SIgA,
 

and
 

tight
 

junction
 

proteins

NK4A136_group 都与 IL-2、SIgA 和 Claudin-1 呈正相

关,与 TNF-α 和 ZO-1 呈负相关,且鼠杆状菌科与

IL-2、Claudin-1、 TNF-α 和 ZO-1 的相关性更显著。
X. W. Xiang 等[39] 的 研 究 也 发 现, 鼠 杆 菌 科 与

Claudin-1 和 IL-2 呈正相关。 H. Ma 等[21] 研究发现,
Lachnospiraceae_NK4A136 _group 与 SIgA 呈正相关

(P<0. 001)。 此外,葡萄球菌科(Staphylococcaceae)

与 IL-2(P<0. 05)、Claudin-1(P<0. 01)和 SIgA(P<
0. 01)呈负相关。 Z. Q. Li 等[40] 研究发现,加入木糖

葡萄球菌(Staphylococcus_xylosus) 和缓慢葡萄球菌

(Staphylococcus_lentus)培养物后,Claudin-1、Claudin-3
和相关蛋白表达下降,表明葡萄球菌科细菌的增殖

会改变肠道通透性,进而破坏肠道屏障。 在本研究

中,CTX 组葡萄球菌属的相对丰度显著增加,而经
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高剂量 LDPS 干预后,该致病菌属显著下降,表明高

剂量 LDPS 可能通过降低肠道中葡萄球菌属致病菌

的定殖来修复肠道屏障。

3　 结论

本文建立了 CTX 诱导小鼠免疫抑制模型,探讨

了 LDPS 改善免疫抑制小鼠的免疫及肠道菌群的作

用机制,得到如下结论:与 CTX 组相比,LDPS 干预

有助于恢复小鼠的体质量和采食量,提高小鼠的脾

脏指数和胸腺指数,改善小鼠脾脏、胸腺损伤及肠

道绒毛形态;提高小鼠血清 IL-2 含量、小肠组织

SIgA 含量及 Claudin-1 和 ZO-1 相对表达量,降低小

鼠血清 TNF-α 含量。 16S
 

rDNA 测序和 Spearman 相

关性分析表明,LDPS 可以通过重塑特异性肠道菌

群来修复肠道屏障和提高免疫。 与 CTX 组相比,高
剂量 LDPS 干预能提高拟杆菌门、毛螺菌科和鼠杆

状菌科的相对丰度,并显著提高 Lachnospiraceae _
NK4A136_group、理研菌科、另枝菌属等有益菌的相

对丰度,降低潜在致病菌葡萄球菌的相对丰度。 综

上所述,LDPS 在一定程度上能提高免疫抑制小鼠

的免疫水平,并通过间接促进小肠组织 SIgA 的分泌

及增加连接蛋白分子水平来修复 CTX 诱导的肠道

屏障损伤,同时恢复肠道菌群环境并使其趋于正

常。 本研究结果不仅可为 LDPS 作为免疫调节剂的

应用提供科学依据,也能为阐释多糖通过调节肠道

菌群来影响宿主健康机制提供参考。 未来将结合

网络药理学分析预测与免疫相关通路,并通过动物

实验验证 LDPS 与肠道菌群的相互作用机制,以期

为开发新的免疫调节策略和治疗免疫相关疾病提

供潜在靶点。
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Abstract:
 

【 Objective】
 

To
 

investigate
 

the
 

immunomodulatory
 

effects
 

of
 

Lyophyllum
 

decastes
 

polysaccharides
(LDPS )

 

on
 

immune
 

activity
 

and
 

gut
 

microbiota
 

dynamics
 

in
 

immunosuppressive
 

mice.
 

【 Methods 】
 

An
 

immunosuppressive
 

mouse
 

model
 

was
 

established
 

via
 

cyclophosphamide
 

( CTX)
 

administration.
 

Following
 

20-day
 

gavage
 

of
 

LDPS
 

at
 

varying
 

doses,
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay ( ELISA ),
 

hematoxylin-eosin ( H&E )
 

staining,
 

Western
 

blotting
 

( WB),
 

and
 

16S
 

rDNA
 

sequencing
 

were
 

employed
 

to
 

assess
 

thymus / spleen
 

indices,
 

serum
 

cytokines( IL-2 / TNF-α),
 

intestinal
 

secretory
 

immunoglobulin
 

A( SIgA)
 

levels,
 

histopathological
 

changes,
 

tight
 

junction
 

protein ( Claudin-1 / ZO-1 )
 

expression,
 

and
 

gut
 

microbiota
 

composition.
 

【 Results 】
 

LDPS
 

administration
 

restored
 

body
 

mass / food
 

intake
 

and
 

ameliorated
 

splenic,
 

thymic,
 

and
 

small
 

intestinal
 

tissue
 

damage.
 

Compared
 

to
 

the
 

CTX
 

model
 

group,
 

medium-dose ( MLDPS )
 

and
 

high-dose ( HLDPS )
 

LDPS
 

groups
 

showed
 

significantly
 

elevated
 

serum
 

IL-2
 

levels ( P < 0. 05 )
 

and
 

small
 

intestinal
 

SIgA
 

secretion,
 

reduced
 

TNF-α
 

concentrations,
 

and
 

upregulated
 

Claudin-1(45. 36% / 62. 89%
 

increase)
 

and
 

ZO-1(30. 31% / 31. 35%
 

increase)
 

expression.
 

High-dose
 

LDPS
 

significantly
 

increased
 

the
 

relative
 

abundance
 

of
 

beneficial
 

taxa
 

including
 

Lachnospiraceae_NK4A136_group
 

(93. 49%),
 

Rikenellaceae,
 

and
 

Alistipes(P<0. 05),
 

while
 

decreasing
 

potential
 

pathogens
 

like
 

Staphylococcus(P<0. 05),
 

thereby
 

reversing
 

CTX-induced
 

gut
 

microbiota
 

dysbiosis.
 

【Conclusion】
 

LDPS
 

exhibits
 

immunomodulatory
 

effects
 

in
 

immunosuppressive
 

mice,
 

with
 

mechanisms
 

involving
 

enhanced
 

intestinal
 

barrier
 

function
 

and
 

restored
 

gut
 

microbiota
 

homeostasis.
Key
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