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樟芝多糖通过CD4+CD25+Foxp3+调节性T细胞对小鼠非酒精性脂肪性

肝病的保护作用 
  

杨毅，张晓玲，官俏兵，郭丽，韩晨阳*
(嘉兴市第二医院，浙江 嘉兴 314001) 

 

摘要：目的  研究樟芝多糖通过 CD4+CD25+Foxp3+调节性 T 细胞(Treg)的调控对小鼠非酒精性脂肪性肝病(NAFLD)的保

护作用。方法  高脂饮食构建小鼠 NAFLD 模型，设置对照组、模型组、低剂量组、高剂量组。樟芝多糖干预 1~4 周中

每周流式细胞术检测外周血 Treg 细胞的比例，谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)的表达，外周血中转化生长因子

β(TGF-β)、白介素-6(IL-6)的表达。樟芝多糖干预 4 周后，小鼠处死，取肝脏进行油红染色，Western blot 法检测肝组织中

TGF-β 和 Foxp3、Smad3 蛋白的表达，RT-qPCR 检测 IL-6、TGF-β、Foxp3、Smad3 的 mRNA 表达。结果  高脂饮食喂养

4 周后成功构建 NAFLD 小鼠模型，且模型组中 Terg 比例显著低于对照组(P<0.05)，樟芝多糖干预后 Treg 比例相比模型

组显著增高(P<0.05)，小鼠肝功能得到显著改善，外周血中 TGF-β 表达上调、IL-6 的表达下调，肝组织中 TGF-β 和 Foxp3、

Smad3 蛋白和 mRNA 均上调，而 IL-6 的 mRNA 表达下调。结论  樟芝多糖可以通过 Treg 和 TGF-β-Smad3 信号对 NAFLD

起到保护作用，作用机制和免疫改善有关。 
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Protective Effect of Polysaccharide from Antrodia Camphorata on NAFLD Mice via CD4+CD25+Foxp3+ Treg 
 
YANG Yi, ZHANG Xiaoling, GUAN Qiaobin, GUO Li, HAN Chenyang*(The Second Hospital of Jiaxing, Jiaxing 

314001, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To study the protective effect of polysaccharide from antrodia camphorata on nonalcoholic fatty 
liver disease (NAFLD) in mice by regulatory T-cell (Treg) controled. METHODS  The model of NAFLD mice was established 
by high fat diet, and setted up the control group, model group, low dose group and high dose group. The proportion of Treg cells 
in peripheral blood were detected by flow cytometry and detect the expression of alanine aminotransferase (ALT), aspartate 

aminotransferase (AST), transforming growth factor beta (TGF-β) and interleukin-6 (IL-6) expression in 14 weeks. After 4 
weeks, the mice were killed and the liver was stained with oil red staining. The expression of TGF-β, Foxp3 and Smad3 proteins 

in liver tissue were detected by Western blot. RT-qPCR was used to detect the mRNA expression of IL-6, TGF-, Foxp3 and 
Smad3. RESULTS  NAFLD mice model was successfully constructed after 4 weeks fed with high fat diet, and the proportion 
of Treg in model group was significantly lower than that in control group(P<0.05). Compared with the model group, the 
proportion of Treg increased significantly(P<0.05). The liver function of mice was significantly improved. The expression of 
TGF-β increased and IL-6 decreased in peripheral blood. The levels of TGF-β, Foxp3, Smad3 mRNA were up-regulated in liver 
tissues, whereas the expression of IL-6 mRNA was down. CONCLUSION  The polysaccharide from antrodia camphorata can 
protect NAFLD via Treg and TGF-β-Smad3 signal pathway. The mechanism of action is related to immune improvement. 
KEY WORDS: antrodia camphorate; regulatory T-cell (Treg); non-alcoholic fatty liver disease(NAFLD) 
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近年来，非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic 

fatty liver disease，NAFLD)的发病率在我国呈现上

升趋势，NAFLD 已经被公认为影响全球公共健康

的重要问题之一。如果不加以干预，NAFLD 会进

一步发展为肝硬化、肝纤维化等更为严重的肝脏

疾病。有报道称 NAFLD 形成过程存在免疫微环境

的变化，调节性 T 细胞(regulatory T-cell，Treg)作

为一种重要的调节性免疫细胞参与其重要的生理

过程，对 NAFLD 的发生有着重要的意义，而 Treg

的比例变化和 Foxp3的表达与NAFLD的进程有着

密切的相关。樟芝作为台湾独有的一种多孔菌类，

在当地被认为有着很好的保肝作用，对多种肝病
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有一定的治疗效果。课题组前期研究发现，樟芝

中的多糖可以对免疫抑制的小鼠模型起到很好的

免疫调节作用，所以在此基础上进一步研究樟芝

多糖通过 Treg 的调节来治疗 NAFLD，为此类多糖

药物的研究提供支持。 

1  材料 

1.1  药物 

樟芝粉末(杭州众芝康股份有限公司，批号：

20160214)已过 50 目筛。乙醇、三氟乙酸、氯仿(国

药试剂股份有限公司，纯度>99%)；双蒸水(实验

室自制)。高脂饮食(88%的普通饮食+10%的猪油+ 

2%的胆固醇，北京博泰宏达生物技术有限公司)。 

1.2  实验动物 

清洁级小鼠 40 只，♀♂各半，体质量(20±2.0)g，

购自浙江中医药大学动物实验中心，实验动物合

格证号：SCXK(浙)2013-0184，小鼠分笼饲养，每

笼 5 只。动物实验室温度为 20~25 ℃，湿度为

(70±5)%，依据国家标准啮齿类动物干燥饲料喂

养，大鼠活动自由、摄食自由。 

1.3  试剂 

谷丙转氨酶(ALT)试剂盒、谷草转氨酶(AST)

试剂盒、转化生长因子 β(TGF-β)试剂盒、白介素

-6(IL-6)试剂盒(南京建成生物工程研究所，批号分

别为 C009205、C010211、H034112、H007101)；

PCR 引物合成(Takara 公司)；Trizol 试剂(Invitrogen

公司，批号：147240)；FITC-CD4、APC-CD25、

PE-Foxp3(美国 eBioscience 公司，批号分别为

115202、121451、147122)；淋巴细胞分离液(天津

灏洋生物有限公司，批号：10771201)；TGF-β 和

Foxp3、smad3 蛋白一抗和 HRP 标记二抗(Abcam

公司，批号：31031、20034、40854)；RT-qPCR

试剂盒(美国 Bio-Rad 公司，批号：110131)。 

1.4  仪器 

全自动生化分析仪(日本日立公司)；电子分析

天平(梅特勒-托里多仪器有限公司)；DP11 显微镜

(日本奥林巴斯公司)；PCR 仪(美国 Bio-Rad 公司)；

流式细胞仪(美国 BD 公司)。 

2  方法 

2.1  樟芝多糖的提取 

100 g 樟芝粉末加入 500 mL 双蒸水，80 ℃回

流提取 2 次，每次 2 h。合并滤液后浓缩至 150 mL，

加入 3 倍体积的乙醇混匀后于 4 ℃条件下静置

12 h。抽滤获得沉淀。沉淀溶于 100 mL 热水，采

用 Sevag 方法脱蛋白 5 次，调节乙醇浓度为 90%，

4 ℃静置 12 h，获得的樟芝多糖按照上述水提醇

沉方法提取 2 次，采用硫酸-蒽酮法测定总多糖，

BCA 法测定总蛋白含量。 

2.2  动物建模和分组 

实验用小鼠均用基础饲料适应性喂养 1 周，

随机分为对照组、模型组、高剂量组、低剂量组，

每组 10 只(♀♂各半)，其中模型组和高剂量组、低

剂量组给予高脂饮食喂养，同时对照组给予普通

饮食喂养，所有动物均自由进食和饮水，活动自

由。由于高脂成分可以在短时间中增加小鼠体质

量，可以选择体质量为造模成功的间接标准，小

鼠在第 4 周造模完成。 

在造模完成后，高剂量组给予樟芝多糖以

100 mg·kg1·d1 进行给药， 1 d 2 次，每次

50 mg·kg1，而低剂量组给予 50 mg·kg1·d1，1 d 

2 次，每次 25 mg·kg1。对照组和模型组给予等剂

量的生理盐水，给药方式均为灌胃给药，干预时

间为 4周。4组小鼠在用药期间均用普通饲料饲养，

饮水、摄食、活动均自由。 

2.3  检测指标 

(1)樟芝多糖干预 1~4 周中每周流式细胞术检

测外周血 Treg 细胞的比例：取小鼠眼内眦静脉丛

取血 1.0 mL，置于 EDTA 抗凝管，1 h 内提取单个

核细胞(peripheral blood monouclear cells，PBMC)。

在无菌条件下将外周血进行 1 500 r·min1 离心

15 min，弃去上层血清，将血细胞沉淀加入生理盐

水 15 mL，均匀吹打后加入 10 mL 的淋巴细胞分

离液。3 000 r·min1 离心 30 min，小心吸取中间的

单个核细胞层，转移至干净的无菌管中，

1 500 r·min1 离心 10 min，弃去上清液后用 PBS

洗 2 次， 后得到的细胞加入 PBS 均匀吹打制备

成为混悬液，待检测。分别用 FITC-CD4 、

APC-CD25、PE-Foxp3 标记淋巴细胞，上机检测。 

(2)ALT、AST 的检测，外周血中转化生长因

子 β(TGF-β)和白介素-6 (IL-6)的表达检测，均按照

说明书操作。 

(3)在小鼠多糖干预 4 周后进行如下检测：取

小鼠肝脏包埋、切片后进行油红染色观察小鼠肝

脏病理变化。提取小鼠肝脏总蛋白，BCA 定量后，

Western blot 法检测肝组织中 TGF-β 和 Foxp3、

Smad3 蛋白的表达，提取总 mRNA 后，RT-qPCR

检测 IL-6、TGF-β、Foxp3、Smad3 的 mRNA 表达。
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引物设计如下表 1。 

表 1  引物序列 

Tab. 1  Primer sequence 

基因名称 引物名称 序列(5，-3，) bp 

GAPDH 

 

F  primer 

R  primer 

GGTTGTCTCCTGCGACTTCA 

TGGTCCAGGTTTCTTACTCC 
220

TGF-β 

 

F  primer 

R  primer 

GACCGCAACAAGCAATCTATG 

TATTCCGTCTCCTTGGTTCAGC 
300

Foxp3 

 

F  primer 

R  primer 

CACTGGGCTTCTGGGTATGT 

AGACAGGCCAGGGGATAGTT 
228

Smad3 

 

F  primer 

R  primer 

AGGGCTTTGAGGCTGTCTACC 

GTCCAC GCTGGCATCTTCTG 
364

IL-6 

 

F  primer 

R  primer 

TGGGAAATCGTGGAAATGAG 

CTCTGAAGGACTCTGGCTTTG 
254

2.4  数据处理和统计 

实验数据均以 sx  表示，用 SPSS 17.0 进行

统计学处理，组间比较 P<0.05 视为差异有统计学

意义。 

3  结果 

3.1  樟芝多糖浓度及所含蛋白测定结果 

硫酸-蒽酮法测定总多糖，BCA 法测定总蛋白

含量，结果显示樟芝多糖含量为 85%，蛋白含量

为 18.7 mg·g1。 

3.2  小鼠肝功能指标 ALT、AST 的变化 

模型组相比对照组血清中 ALT 和 AST 的表达

显著增高(P<0.05)，而樟芝多糖干预后表达降低，

与模型组比较具有显著性差异(P<0.05)。结果见表

2~3。 

3.3  小鼠外周血中 TGF-β和 IL-6 的表达 

模型组 TGF-β 表达显著低于对照组(P<0.05)

而 IL-6 则高于对照组。樟芝多糖干预后，TGF-β

的表达显著增高，而 IL-6 表达降低，与模型组比

较具有显著差异(P<0.05)。结果见表 4~5。 

3.4  小鼠外周血中 CD4+CD25+Foxp3+ Treg 的比

例变化 

相比对照组，模型组中 Treg 的比例显著降低

(P<0.05)，而樟芝多糖干预后 Treg 的比例得到显

著的提高，相比模型组具有显著差异(P<0.05)。结

果见表 6。 

表 2  小鼠血清 ALT 的表达变化(n=10, sx  ) 

Tab. 2  The expression of ALT in mice serum(n=10, sx  ) 

组 别 
ALT/U·L1 

第 1 周 第 2 周 第 3 周 第 4 周 

对照组 52.26±3.12 50.24±3.83 55.21±3.45 54.12±2.58 

模型组  165.20±10.411)  158.21±13.521)  155.71±13.551)  148.23±12.871) 

樟芝多糖低剂量组   140.33±15.641)2)   128.21±17.401)2)   110.31±13.521)2)    94.32±10.321)2) 

樟芝多糖高剂量组   120.21±10.451)2)   108.52±85.211)2)    85.21±11.541)2)    80.32±13.471)2) 

注：与对照组比较，1)P<0.05；与模型组比较，2)P<0.05。 

Note: compared with the control group, 1)P<0.05; compared with the model group, 2)P<0.05. 

表 3  小鼠血清 AST 的表达变化(n=10, sx  ) 

Tab. 3  The expression of AST in mice serum(n=10, sx  ) 

组 别 
AST/U·L1 

第 1 周 第 2 周 第 3 周 第 4 周 

对照组 112.50±11.20 110.31±10.00 113.51±11.23 115.40±13.50 

模型组  265.21±21.111)  270.20±24.501)  258.60±13.851)  243.21±20.351) 

樟芝多糖低剂量组   225.31±13.251)2)   203.74±14.541)2)   187.21±15.241)2)   166.85±20.141)2) 

樟芝多糖高剂量组   214.21±15.851)2)   180.23±17.521)2)   162.31±15.771)2)   145.28±19.521)2) 

注：与对照组比较，1)P<0.05；与模型组比较，2)P<0.05。 

Note: Compared with the control group, 1)P<0.05; compared with the model group, 2)P<0.05. 

表 4  小鼠外周血中 TGF-β的表达变化(n=10, sx  ) 

Tab. 4  The expression of TGF-β in peripheral blood of mice(n=10, sx  ) 

组 别 
TGF-β/pg·mL1 

第 1 周 第 2 周 第 3 周 第 4 周 

对照组 215.31±12.33 212.23±18.57 213.54±20.41 223.51±18.77 

模型组   52.12±13.211)   50.41±15.851)   53.20±20.131)   48.52±18.771) 

樟芝多糖低剂量组   63.21±18.221)2)    88.33±17.311)2)   103.63±13.541)2)   123.54±15.331)2) 

樟芝多糖高剂量组   85.32±11.251)2)   110.20±17.801)2)   135.65±22.101)2)   167.33±18.731)2) 

注：与对照组比较，1)P<0.05；与模型组比较，2)P<0.05。 

Note: Compared with the control group, 1)P<0.05; compared with the model group, 2)P<0.05. 
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表 5  小鼠外周血中 IL-6 的表达变化(n=10, sx  ) 

Tab. 5  The expression of IL-6 in peripheral blood of mice(n=10, sx  ) 

组 别 
IL-6/pg·mL1 

第 1 周 第 2 周 第 3 周 第 4 周 

对照组 32.52±7.31  35.21±11.20 34.71±8.21 30.25±9.21 

模型组   98.52±14.211)  102.21±12.581)  100.36±10.581)  108.52±13.621) 

樟芝多糖低剂量组    82.36±14.501)2)    73.36±13.211)2)    64.21±14.331)2)    56.31±13.771)2) 

樟芝多糖高剂量组   77.31±8.311)2)    66.25±10.521)2)    51.32±13.211)2)    45.31±11.331)2) 

注：与对照组比较，1)P<0.05；与模型组比较，2)P<0.05。 

Note: Compared with the control group, 1)P<0.05; compared with the model group, 2)P<0.05. 

表 6  小鼠外周血中 Treg 的比例变化(n=10, sx  ) 

Tab. 6  The proportion of Treg in peripheral blood of mice(n=10, sx  )                                        % 

组 别 第 1 周 第 2 周 第 3 周 第 4 周 

对照组 10.20±0.82 9.86±0.63 9.35±0.50 9.67±0.67 

模型组   3.21±0.521)  3.05±0.481)  2.98±0.631)  3.10±0.491) 

樟芝多糖低剂量组    3.95±0.501)2)   4.83±0.611)2)   5.13±0.711)2)   6.43±0.641)2) 

樟芝多糖高剂量组    4.53±0.341)2)   5.36±0.701)2)   6.32±0.531)2)   7.80±0.831)2) 

注：与对照组比较，1)P<0.05；与模型组比较，2)P<0.05。 

Note: Compared with the control group, 1)P<0.05; compared with the model group, 2)P<0.05. 

3.5  小鼠肝组织油红染色的结果 

对照组小鼠油红染色呈阴性，而模型组小鼠

呈强阳性，说明 NAFLD 小鼠模型构建成功，小鼠

肝组织发生脂肪性病变，而高剂量组和低剂量组

有红染色结果显示弱阳性(相比模型组)，以油红阳

性面积利用 Image J 软件进行半定量分析，结果暗

示，模型组小鼠阳性面积显著高于对照组和樟芝

多糖干预组。结果见图 1。 

 

 
图 1  小鼠肝组织油红染色结果 
与对照组比较，1)P<0.05；与模型组比较，2)P<0.05。 

Fig. 1  Liver tissue oil red staining results  
Compared with the control group, 1)P<0.05; compared with the model 
group 2)P<0.05. 

3.6  Western blot检测小鼠肝组织中TGF-β、Foxp3

和 Smad3 的表达 

模型组中 TGF-β、Foxp3 和 Smad3 的表达显

著低于对照组(P<0.05)，而高剂量组和低剂量组中

TGF-β、Foxp3 和 Smad3 的表达显著增高(P<0.05)。

说明樟芝多糖增强了 TGF-β-Smad3 信号的表达。

结果见图 2。 

 
图 2  小鼠肝组织中 TGF-β、Foxp3 和 Smad3 的表达(n=3) 
与对照组比较，1)P<0.05；与模型组比较，2)P<0.05。 

Fig. 2  The expression of TGF-β、Foxp3 and Smad3 in liver 

tissue of mice(n=3) 
Compared with the control group, 1)P<0.05; compared with the model 
group, 2)P<0.05. 
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3.7  RT-qPCR 检测小鼠肝组织中 TGF-β、Foxp3、

Smad3 和 IL-6 的 mRNA 表达 

设计引物序列见表 1，与对照组比较，模型组

中 TGF-β、Foxp3、Smad3 的 mRNA 表达下调，而

IL-6 的 mRNA 表达上调(P<0.05)，樟芝多糖干预

后，TGF-β、Foxp3、Smad3 的 mRNA 表达上调，

而 IL-6 mRNA 表达下调，对比模型组具有显著性

差异(P<0.05)，结果见表 7。 

表 7  小鼠肝组织中 TGF-β、Foxp3、Smad3 和 IL-6 的 mRNA 表达(n=10, sx  ) 

Tab. 7  The mRNA expression of TGF-β, Foxp3, Smad3 and IL-6 in liver tissue of mice(n=10, sx  ) 

组 别 TGF-β Smad3 Foxp3 IL-6 

对照组 0.76±0.04 0.80±0.05 0.63±0.04 0.96±0.10 

模型组   0.38±0.031)  0.26±0.071)  0.14±0.011)  1.48±0.131) 

樟芝多糖高剂量组    0.60±0.081)2)   0.67±0.061)2)   0.35±0.011)2)   1.13±0.141)2) 

樟芝多糖低剂量组    0.46±0.071)2)   0.52±0.031)2)   0.22±0.021)2)   1.27±0.111)2) 

注：与对照组比较，1)P<0.05；与模型组比较，2)P<0.05。 

Note: compared with the control group, 1)P<0.05; compared with the model group, 2)P<0.05. 

4  讨论 

樟芝作为一种台湾独有的多孔菌类，具有较

好的安神、祛风行气、活血化瘀的作用，民间常

用于腹痛、肝癌、肝炎等的治疗，是上等的食用/

药用真菌[1-3]。目前在关于保肝作用的研究中发现，

樟芝的固培物和液培物及其提取物都有很好的保

肝作用，可以降低小鼠急性肝损伤的肝酶水平，

还可以提高 GSH 表达[4]。在免疫研究中发现，樟

芝多糖对免疫抑制性小鼠有着免疫增强作用。 

近年来，随着人们饮食习惯的变化，肥胖、

糖尿病等代谢性疾病的发病率呈现上升趋势，而

脂类代谢紊乱是直接造成 NAFLD 的重要原因之

一[5-7]，但是免疫病理在 NAFLD 发生发展中的作

用机制还未被阐明。Treg 是近年来发现的一种

CD4+T 细胞的亚群，具有重要的免疫调节作用，

可以通过细胞因子(TGF-β)发挥抑制免疫 T 细胞活

化、维持免疫耐受的作用[8-9]。NAFLD 被认为是导

致慢性肝炎、肝纤维化的一种常见病因，其中炎

症反应的发生和 NAFLD 具有直接的关系。 

本实验发现高脂饮食构建的 NAFLD 小鼠模

型中，Treg 的比例显著下调，与此同时，Foxp3

表达也下调，与其密切相关的 TGF-β 及其受体

Smad3 表达也同样下调，这说明 NAFLD 小鼠肝脏

中氧化应激损伤可以导致 Treg 的凋亡，而且还可

以抑制其活化关键蛋白 Foxp3 和关键信号通路

TGF-β-smad3[10-11]，这一系列反应导致肝脏中对炎

性反应的抑制性降低。IL-6 是 Treg 发挥作用的一

种重要炎性因子，已经发现其在病毒性肝炎、酒

精性肝炎中发挥着重要的作用[12-13]，而 NAFLD 小

鼠中同样存在 IL-6 的高表达。这一系列的病理变

化说明 Treg 的免疫失调和炎症因子的表达增高引

起了 NAFLD 的发生和发展。 

在本研究中发现，樟芝多糖可以改善小鼠肝

功能，小鼠 AST 和 ALT 的表达显著下调，高剂量

的樟芝多糖相比低剂量多糖效果更好。而在外周

血指标检测中发现，樟芝多糖可以提高 Treg 的比

例，在 1~4 周中，Treg 随着时间延长比例逐渐升

高，外周血中 TGF-β同样呈现出上调趋势，而 IL-6

则表达下降，这说明樟芝多糖提高了小鼠的免疫

调节能力，降低了炎症因子的表达，激活了 TGF-β

信号，这一系列结果都和 Treg 的表达呈现正相关。

小鼠肝组织的油红染色结果显示 NAFLD 小鼠中

呈现强阳性，而樟芝多糖干预后肝脏中脂类含量

显著下调，阳性减弱。通过 Western blot 实验发现

樟芝多糖干预后 TGF-β、Foxp3 和 Smad3 的表达

显著增高，由于 Foxp3 是 Treg 活化的关键因子，

而 TGF-β-smad3 信号通路和 Treg 的增殖、活化也

有重要的作用，所以两者表达增高可以说明 Treg

确实得到了增殖和活化，樟芝多糖的保肝作用和

Treg 有着密切的关系。 

综上所述：樟芝多糖可以通过对 Treg 的调节

发挥 NAFLD 的保护作用，可以降低肝酶的表达，

炎症因子 IL-6 的表达，以及提高 TGF-β、Smad3、

Foxp3 的表达。 
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