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灵芝多糖对脂多糖诱导的小鼠乳腺炎的保护作用
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　　摘要：灵芝多糖（ＧＬＰ）是灵芝中主要功能性活性成分，具有增强免疫力、抗氧化、抗炎、抗肿瘤、降血糖和降血脂等
功效。采用大肠杆菌内毒素脂多糖（ＬＰＳ）诱导小鼠乳腺炎，研究灵芝多糖对小鼠乳腺炎的保护作用。试验选取刚分
娩的健康雌性小鼠７５只，分为空白对照组、ＬＰＳ组、ＬＰＳ＋２％ ＧＬＰ组、ＬＰＳ＋４％ ＧＬＰ组和ＬＰＳ＋８％ ＧＬＰ组，ＬＰＳ＋２％
ＧＬＰ组、ＬＰＳ＋４％ ＧＬＰ组、ＬＰＳ＋８％ＧＬＰ组分别灌胃２％、４％、８％的灵芝多糖溶液，空白对照组和ＬＰＳ组灌胃等量的
生理盐水。注射ＬＰＳ后，测量小鼠体温变化，２４ｈ后取乳腺制作石蜡组织切片，并测定乳腺中的ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＴＮＦ－
α含量和ＭＰＯ活性。结果表明，与空白对照组相比，ＬＰＳ组小鼠体温变化显著，乳腺组织切片出现明显的中性细胞浸
润现象，ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α含量和 ＭＰＯ活性显著上升；ＬＰＳ＋２％ ＧＬＰ组、ＬＰＳ＋４％ ＧＬＰ组、ＬＰＳ＋８％ＧＬＰ组与
ＬＰＳ组相比，小鼠体温变化有显著改善，１８ｈ后ＬＰＳ＋４％ ＧＬＰ组和ＬＰＳ＋８％ ＧＬＰ组与ＬＰＳ组差异显著（Ｐ＜０．０５）；
与ＬＰＳ组相比，ＬＰＳ＋２％ ＧＬＰ组、ＬＰＳ＋４％ ＧＬＰ组、ＬＰＳ＋８％ＧＬＰ组小鼠乳腺中性细胞浸润现象明显减轻，ＬＰＳ＋４％
ＧＬＰ组和ＬＰＳ＋８％ ＧＬＰ组的ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β含量显著低于ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５）；ＬＰＳ＋４％ ＧＬＰ组和ＬＰＳ＋８％ ＧＬＰ组
中ＩＬ－６含量显著低于ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５），ＬＰＳ＋２％ ＧＬＰ组与 ＬＰＳ组差异不显著（Ｐ＞０．０５）。上述结果表明，添加
４％、８％灵芝多糖可以减轻由ＬＰＳ引起的小鼠乳腺炎反应。
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　　奶牛乳房炎是奶牛场常见的疾病之一，是奶牛健康养殖 中极具挑战性的难题。乳腺炎是由病原微生物感染、理化因

素刺激等引起的一种炎症反应。其中病原微生物感染是导致

乳房炎的主要因素，研究发现，大肠杆菌是引发乳腺炎的主要

环境性致病菌。脂多糖（ＬＰＳ）是大肠杆菌细胞壁外膜主要成
分，可通过细胞信号转导系统激活单核巨噬细胞、内皮细胞、

上皮细胞等合成和释放多种细胞因子和炎性介质，诱导乳腺

炎［１－２］。奶牛乳腺炎是生产中普遍存在的问题，可造成巨大

的经济损失。使用奶牛进行试验成本高，且操作复杂，小鼠具

有成本低、操作简单、重复性好和易于管理等优点，因此国内

外常使用小鼠作为乳腺炎研究的动物模型［３－６］。

临床上多采用抗生素方法治疗乳腺炎，但存在细菌产生
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耐药性、食品及生态安全风险等诸多弊端，且复发率较高［７］。

使用抗生素防治乳腺炎风险逐渐显现，寻找新的无毒无抗、绿

色安全的替代制剂越来越迫切［８］。灵芝多糖（ＧＬＰ）是灵芝中
重要的生物活性成分，具有增强动物机体免疫功能，提高中性

粒细胞吞噬和杀菌能力的作用，同时具有降低组织损伤程度

的功效［９］。本研究通过灌胃给予小鼠灵芝多糖，对小鼠乳房

注射脂多糖建立乳房炎模型，通过分析表观症状和病理学表

现及相关免疫因子的表达情况，研究灵芝多糖对小鼠乳腺炎

的保护作用，为大肠杆菌性奶牛乳腺炎的预防研究提供理论

依据。

１　材料和方法

１．１　试验材料
试验材料为１２０只雌性和３０只雄性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，６～８

周龄，体质量为１８～２０ｇ，购自福建中医药研究院。小鼠自由
采食和饮水，试验温度为２４±１℃，相对湿度为４０％～８０％。
１．２　试剂

灵芝多糖购自吾灵（福州）生物科技有限公司，含量为

３０．１％；ＬＰＳ（大肠杆菌０５５：Ｂ５）购自西格玛化学公司。髓过
氧化物酶（ＭＰＯ）活性测定试剂盒购自南京建成生物工程研
究所。小鼠ＴＮＦ－α、ＩＬ－６和 ＩＬ－１β酶联免疫吸附测定
（ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自南京建成生物工程研究所。
１．３　小鼠分组及给药方案

试验用小鼠适应性饲养１周后，将雄鼠和雌鼠按１∶４比
例合笼饲养，使雌鼠受孕，密切观察小鼠的生长情况，并在受

孕第１４天摸胎确认怀孕鼠，纳入后期试验。再选取泌乳为
１～２ｄ，体表健康，乳区无损伤，质量为４０ｇ左右的初产小鼠
７５只。将７５只小鼠均分为５组，分别为空白对照组、ＬＰＳ组、
ＬＰＳ＋２％ ＧＬＰ组、ＬＰＳ＋４％ ＧＬＰ组、ＬＰＳ＋８％ ＧＬＰ组。
ＬＰＳ＋２％ ＧＬＰ组、ＬＰＳ＋４％ ＧＬＰ组和ＬＰＳ＋８％ ＧＬＰ组分别
灌胃 ０．４ｍＬ２％、４％、８％的灵芝多糖溶液，空白对照组和
ＬＰＳ组灌胃等量的生理盐水。试验期为１７ｄ。每天０８：００灌

胃１次，最后 １次灌胃 １ｈ后 ＬＰＳ组、ＬＰＳ＋２％ ＧＬＰ组、
ＬＰＳ＋４％ ＧＬＰ组和 ＬＰＳ＋８％ ＧＬＰ组注射 ＬＰＳ溶液。注射
ＬＰＳ２４ｈ后脱颈处死小鼠。
１．４　乳腺炎模型

使用１０％水合氯醛对小鼠进行腹腔麻醉，麻醉后，在第４
对乳头及周围区域用７５％乙醇消毒，用无菌手术剪剪除乳头
１ｍｍ左右。使用带有３２ｇ针头的微量注射器在第４对乳头
处各注射０．２ｍｇ／ｍＬＬＰＳ溶液５０μＬ。
１．５　样品采集与处理

注射ＬＰＳ后，在０、６、１２、１８、２４ｈ连续测定各组小鼠体温
并记录。试验结束后小鼠禁食、不禁水过夜，乙醚吸入麻醉，

称质量，摘眼球采集血液，测定小鼠乳腺 ＭＰＯ活性、ＴＮＦ－α
含量、ＩＬ－１β含量和 ＩＬ－６含量等指标。取小鼠右侧乳腺，
经４％多聚甲醛溶液固定后，制作石蜡切片，采用显微镜观察
并拍照。

１．６　统计学处理
计量资料使用平均值 ±标准误差表示，组间比较采用单

因素方差分析。

２　结果与分析

２．１　灵芝多糖对小鼠状态及体温的影响
如表１所示，在ＬＰＳ注射６ｈ后，ＬＰＳ组小鼠体温最低，为

３７．０７℃，与其他组相比差异显著（Ｐ＜０．０５），ＬＰＳ＋ＧＬＰ组
小鼠体温显著低于空白对照组（Ｐ＜０．０５），ＬＰＳ＋８％组小鼠
体温显著高于ＬＰＳ＋２％组（Ｐ＜０．０５），与ＬＰＳ＋４％组差异不
显著（Ｐ＞０．０５）；在ＬＰＳ注射后１２ｈ时，ＬＰＳ组和 ＬＰＳ＋ＧＬＰ
组小鼠体温上升，ＬＰＳ组和ＬＰＳ＋２％ ＧＬＰ组小鼠体温显著高
于其他组（Ｐ＜０．０５），ＬＰＳ＋８％ ＧＬＰ组小鼠体温显著高于空
白对照组（Ｐ＜０．０５），与ＧＬＰ＋４％组差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
在ＬＰＳ注射１８、２４ｈ时，各组之间体温差异显著（Ｐ＜０．０５），
其中ＬＰＳ组小鼠体温最高，分别为３９．０６、３９．４３℃，空白对照
组体温最低，分别为３７．６０、３７．６３℃。

表１　ＬＰＳ注射后小鼠２４ｈ体温变化

分组
体温（℃）

０ｈ ６ｈ １２ｈ １８ｈ ２４ｈ
空白对照组 ３８．１９±０．１０ ３８．０９±０．０３ａ ３７．７４±０．０２ｃ ３７．６０±０．０６ｅ ３７．６３±０．０５ｅ
ＬＰＳ组 ３８．３５±０．０８ ３７．０７±０．０８ｄ ３８．２１±０．０７ａ ３９．０６±０．０４ａ ３９．４３±０．０８ａ
ＬＰＳ＋２％ ＧＬＰ组 ３８．２０±０．０７ ３７．５７±０．０９ｃ ３８．１７±０．０３ａ ３８．５６±０．０２ｂ ３８．７８±０．０５ｂ
ＬＰＳ＋４％ ＧＬＰ组 ３８．１９±０．０５ ３７．６７±０．０３ｂｃ ３７．８４±０．０９ｂｃ ３８．１２±０．０５ｃ ３８．３１±０．０５ｃ
ＬＰＳ＋８％ ＧＬＰ组 ３８．２０±０．０５ ３７．８０±０．０８ｂ ３７．９５±０．０５ｂ ３７．９７±０．０５ｄ ３８．０７±０．１２ｄ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。表２、表３同。

２．２　小鼠乳腺组织的变化
如图１所示，与对照组相比，ＬＰＳ组的乳腺病理变化最为

严重，乳腺腺泡中呈现水肿现象，腺泡结构被严重破坏。

ＬＰＳ＋ＧＬＰ组乳腺细胞出现中性粒细胞浸润，乳腺的病理变
化较轻。组织病理学切片结果表明，灵芝多糖在一定程度上

可有效缓解ＬＰＳ诱发的乳腺炎。
２．３　灵芝多糖对ＬＰＳ刺激小鼠乳腺组织中ＭＰＯ活性的影响

如表２所示，ＬＰＳ组乳腺组织中ＭＰＯ活性显著高于空白
对照组（Ｐ＜０．０５），表明 ＬＰＳ可成功诱导小鼠乳腺炎症。
ＬＰＳ＋２％ ＧＬＰ组、ＬＰＳ＋４％ ＧＬＰ组和ＬＰＳ＋８％ ＧＬＰ组乳腺

组织中ＭＰＯ活性显著低于ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５），表明灵芝多糖
可以抑制小鼠乳腺组织中ＭＰＯ的产生。
２．４　灵芝多糖对ＬＰＳ刺激小鼠乳腺组织中主要炎性因子的
影响

如表３所示，与空白对照组相比，ＬＰＳ组小鼠乳腺组织中
的ＩＬ－１β、ＩＬ－６和ＴＮＦ－α含量显著升高（Ｐ＜０．０５），ＬＰＳ＋
４％ ＧＬＰ组和ＬＰＳ＋８％ ＧＬＰ组的ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β含量显著
低于ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５）；ＬＰＳ＋４％ ＧＬＰ组和 ＬＰＳ＋８％ ＧＬＰ
组中 ＩＬ－６含量显著低于 ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５），ＬＰＳ＋２％ ＧＬＰ
组ＩＬ－６含量与ＬＰＳ组差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
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表２　灵芝多糖对ＬＰＳ刺激小鼠乳腺组织中ＭＰＯ活性的影响

组别
ＭＰＯ活性
（Ｕ／ｇ）

空白对照组 ０．２９±０．０１ｄ
ＬＰＳ组 ２．３３±０．１１ａ
ＬＰＳ＋２％ ＧＬＰ组 １．１６±０．０１ｂ
ＬＰＳ＋４％ ＧＬＰ组 ０．６８±０．０２ｃ
ＬＰＳ＋８％ ＧＬＰ组 ０．５８±０．０２ｃ

３　讨论与结论

炎症是机体对各种致炎因子及局部损伤所产生的防御性

反应。临床上，炎症局部可产生红、肿、热、痛及功能障碍，并

伴有不同程度的全身反应。发热是 ＬＰＳ感染的主要反应之
一，引起动物发热的致热源一般分为２类：一类是由宿主产生
和释放的内源性致热源，另一类则是由微生物产生的外源性

致热源［１０］。研究发现，ＩＬ－１β、ＩＬ－６和 ＴＮＦ－α都属于内源
性致热源［１１］。注射ＬＰＳ后，小鼠出现精神萎靡不振、反应迟

表３　灵芝多糖对ＬＰＳ诱导小鼠乳腺组织中ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α含量的影响

组别
ＴＮＦ－α含量
（ｎｇ／Ｌ）

ＩＬ－１β含量
（ｎｇ／Ｌ）

ＩＬ－６含量
（ｎｇ／Ｌ）

空白对照组 ２８５６．９２±４４．０４ｃ ９４．９４±１．７０ｅ ２１９．１５±３．７５ｄ
ＬＰＳ组 ４５１３．８２±１７３．４ａ ２１４．７±５．７５ａ ４０５．７７±１７．８０ａ
ＬＰＳ＋２％ ＧＬＰ组 ３９７５．２４±４０．３９ｂ １５３．０９±２．５２ｂ ３９２．４１±６．７０ａ
ＬＰＳ＋４％ ＧＬＰ组 ２７３２．２７±４８．２８ｃ １２３．１６±２．７４ｃ ３４８．７２±２．４０ｂ
ＬＰＳ＋８％ ＧＬＰ组 ２０１３．９６±２１．９８ｄ １０９．４４±１．８４ｄ ２８５．８０±２．８９ｃ

钝、活动明显减少的表现，同时乳腺出现红肿现象，这和

Ｒｏｃｈｅｓ等在奶牛上的观察结果一致［１２］。小鼠感染ＬＰＳ后，体
温呈现出先下降后上升的趋势，总体在２４ｈ时温度达到最高
值。刘萍等的试验结果［１０－１１］与此相同。

脂多糖（ＬＰＳ）是革兰氏阴性菌细胞壁表面主要的毒力因
子，是引起大肠杆菌性乳腺炎的主要原因。当 ＬＰＳ进入乳腺
组织中时，会引起大量的中性细胞聚集。中性粒细胞的生理

作用直接消灭突破了第１道免疫屏障的入侵抗原，当中性粒
细胞检测到抗原或接收到来自组织细胞的信号时，便会大量

流入组织［１３］。进入乳腺组织中的中性粒细胞在吞噬抗原的

同时，也会导致部分乳腺细胞结构出现一定程度的萎缩，甚至

遭到破坏［１４］。Ｍｅｒｒｉｍａｎ等研究发现，在乳腺炎发病期间，嗜
中性粒细胞几乎占了总体细胞的９０％［１５］。本试验中，ＬＰＳ组
乳腺组织出现明显的水肿和中性粒细胞浸润现象。

ＬＰＳ通过Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）传递信号，经过信号转导
的方式进一步激活下游的炎症信号通路 ＮＦ－κＢ和 ＭＡＰＫｓ，
产生炎症因子、黏附分子、趋化因子、生长因子和环氧化酶等

炎症介质，引发全身炎症反应［１６－１７］。ＩＬ－１β是白细胞介素

家族的重要成员之一，可通过诱导机体释放大量炎性细胞因

子来引起炎症瀑布反应［１８］。ＴＮＦ－α是一种高度促炎性的细
胞因子，可促进内皮细胞的活化以及白细胞向感染部位的募

集和活化。据报道，使用大肠杆菌感染乳腺可大大增加血液

和牛奶中的ＴＮＦ－α含量［１９］。ＩＬ－６由２型辅助（Ｔｈ２）细胞
分泌，可参与先天性和获得性免疫各个方面的调节。

Ａｌｈｕｓｓｉｅｎ等使用大肠杆菌刺激乳腺，结果发现，ＩＬ－６表达量
显著增加［１９］。研究发现，使用 ＬＰＳ刺激小鼠，可使机体中的
ＩＬ－１β、ＩＬ－６和 ＴＮＦ－α等细胞炎性因子含量急剧增
加［２０－２１］。在本研究中，ＬＰＳ组小鼠体温变化明显，乳腺腺泡
中呈现水肿和明显的中性细胞浸润现象，与空白对照组相比，

乳腺中的ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α含量和 ＭＰＯ活性呈显著增
加，表明ＬＰＳ成功诱导小鼠乳腺产生炎症反应。

灵芝多糖（ＧＬＰ）是灵芝中主要生物活性成分，具有抗菌、
增强免疫力、抗氧化、抗肿瘤、降血糖和降血脂等功效［２２－２３］。

Ｓｋａｌｉｃｋａ－Ｗｏｚ′ｎｉａｋ等研究发现，灵芝多糖具有抑菌能力，对
藤黄微球菌、枯草芽孢杆菌、大肠杆菌、黑曲霉菌和黑根霉菌

具有较高的抑制能力［２４－２５］。ＧＬＰ对先天性和适应性免疫应
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答具有很强的免疫调节能力。ＧＬＰ能够显著抑制 ＴＮＦ－α、
ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＩＬ－１７Ａ和 ＩＬ－４的分泌，缓解由葡聚糖硫酸
钠（ＤＳＳ）诱发的结肠炎，维持肠道的稳态［２６］。余钰骢等研究

发现，灵芝结构多糖水解单体ＧＬＳＰ１和 ＧＬＳＰ２可以抑制 ＬＰＳ
诱导的巨噬细胞增殖，减弱其吞噬功能，并下调 ＬＰＳ激活的
巨噬细胞产生的ＮＯ和ＴＮＦ－α的水平［２７］。江国勇等在丙烯

酰胺小鼠模型中，使用黑灵芝多糖灌胃小鼠，结果发现，黑灵芝

多糖可显著降低小鼠肝脏中的ＩＬ－１β和ＩＬ－１０水平，改善丙
烯酰胺造成的肝脏损伤［２８］。在本研究中，灵芝多糖通过抑制

乳腺组织中ＩＬ－１β、ＩＬ－６和ＴＮＦ－α的产生，显示出抗炎作
用。病理组织学切片观察结果表明，灵芝多糖可减轻大肠杆菌

内毒素引起的病理损伤。此外，在灵芝多糖浓度为２％、４％和
８％时，乳腺中的ＭＰＯ活性水平显著降低。这些结果表明，灵
芝多糖可缓解由大肠杆菌感染引起的乳腺炎症反应。

综上所述，灵芝多糖可以通过降低乳腺中 ＴＮＦ－α、
ＩＬ－１β、ＩＬ－６含量和ＭＰＯ活性，缓解小鼠乳腺炎症，特别是
添加量在４％和８％时效果最佳。试验结果表明，灵芝多糖有
望用作饲料添加剂，预防动物乳腺炎的发生。
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