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摘要： 目的　 优化六神曲多糖提取工艺， 并探讨其抗溃疡性结肠炎作用。 方法 　 以乙醇体积分数、 醇提时间、 液料

比、 水提时间为影响因素， 多糖得率为评价指标， Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化提取工艺。 采用 ２％ 葡聚糖硫酸钠

（ＤＳＳ） 制备溃疡性结肠炎小鼠模型， 检测体质量、 粪便性状、 粪便隐血情况， 计算疾病活动指数 （ＤＡＩ）， 并结合结

肠长度、 结肠组织病理变化及脾脏 ＣＤ４＋、 ＣＤ８＋、 Ｔｒｅｇ 细胞比例考察多糖的肠道保护作用。 结果　 最佳条件为乙醇体

积分数 ７８％ ， 醇提时间 ２ ｈ， 液料比 ４４ ∶ １， 水提时间 ２ ｈ， 多糖得率为 １８􀆰 ４５７％ 。 与模型组比较， 六神曲多糖组小鼠

体质量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＤＡＩ 评分及 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋、 ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 结肠长度增长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 结肠

黏膜受损较轻， 腺体排列基本规则， 杯状细胞较多， 炎症细胞浸润较少。 结论　 该方法稳定可靠， 可用于提取抗溃疡

性结肠炎作用较强的六神曲多糖。
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　 　 六神曲作为常用健脾中药， 是神曲消食口服液、 小儿

至宝丸等制剂的主要组成， 虽然其活性物质与作用机理目

前尚不明确， 但一些研究已证实六神曲具有良好的肠道保

护作用［１⁃３］ 。 前期报道， 以六神曲为食物添加剂时， 可缓解

仔猪断乳应激， 改善肠道菌群， 提高肠内容物中短链脂肪

酸含量与血浆抗氧化能力， 降低肠黏膜炎症因子水平， 而

且副作用比抗生素更小［４］ ； 可通过减少结肠黏膜中致病性

鞭毛细菌及其鞭毛蛋白含量， 抑制特异性受体 ＴＬＲ５ 蛋白

表达， 减少内脏过敏［５］ ， 还具有抑制 ＬＰＳ 诱导 ＲＡＷ ２６４􀆰 ７
细胞产生 ＮＯ、 ＴＮＦ⁃α 等炎症因子分泌作用［６］ 。

成分研究显示， 六神曲活性与发酵有关［７⁃８］ 。 Ｆｕ［９］ 等

发现， 在发酵第 ７ 天六神曲成分与原料成分的相似度仅为

０􀆰 １０６， 苦杏仁苷、 芦丁等成分被降解， 提示发酵是其产生

活性物质的重要过程。 课题组前期研究发现， 六神曲发酵

前后多糖类成分发生显著变化， 其中水溶性多糖含量增加

２０％ 以上［１０］ 。 为了揭示六神曲多糖活性， 本实验优化该成

分提取工艺， 并采用 ＤＳＳ 诱导溃疡性结肠炎小鼠模型探索

其肠道保护作用。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 Ｆｒｅｓｃｏ 台式冷冻离心机， 购自德国 Ｈｅｒａｅｕｓ 公

司； ＢＤｐｌｕｓ６ 流式细胞仪， 购自美国 ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司；
Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ ＩＱ ７０００ 纯水仪， 购自德国默克公司； Ｕ⁃３０１０ 紫外⁃
可见分光光度计， 购自日本日立公司； 电子天平 （十万分

之一）， 购自德国赛多利斯公司； ＤＨＧ⁃９０５３Ａ 电热恒温鼓

风干燥箱， 购自上海申贤恒温设备厂； ＨＨ⁃４ 数显恒温水浴

锅， 购自常州国华电器有限公司； ＵＸ４２００Ｓ 电子天平， 购

自上海衡发实业有限公司； ＥＣＬＩＰＳＥ Ｔｓ２⁃ＦＬ 倒置生物显微

镜， 购自日本 Ｎｉｋｏｎ 公司。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 蒽酮、 联邻甲苯胺 （上海阿拉丁生化材

料股份有限公司， 批号 Ｋ２２０２１１１、 Ｔ８１８４９１）； 葡聚糖硫酸

钠 （美国 ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ 公司， 批号 Ｓ７１０２）。 柳氮磺吡啶

肠溶片 （上海信谊天平药业有限公司， 批号 ０９２２０３０２）。
ＡＰＣ Ｒａｔ Ａｎｔｉ⁃ｍｉｃｅ ＣＤ４、 ＰＥ Ｒａｔ Ａｎｔｉ⁃ｍｉｃｅ ＣＤ８ａ、 ＰＥ Ｒａｔ
Ａｎｔｉ⁃ｍｉｃｅ Ｆｏｘｐ３、 ４ × Ｆｉｘ ／ Ｐｅｒｍ Ｂｕｆｆｅｒ、 Ｄｉｌｕｅｎｔ Ｂｕｆｆｅｒ、 ５ ×
Ｐｅｒｍ ／ Ｗａｓｈ Ｂｕｆｆｅｒ （美国 ＢＤ 公司， 批号 ５５３０５１、 ５５３０３０、
５６３１０１、 ５６２５７４、 ５６２５７４、 ５６２５７４）； １×ＰＢＳ （索莱宝生物

科技有限公司， 批号 ２０２１０９２７）。 红细胞裂解液 ［批号

ａｂｓ９１０１， 爱必信 （上海） 生物科技有限公司］。 六神曲、
面粉、 苦杏仁、 赤小豆、 辣蓼、 青蒿、 苍耳草、 麦麸 （安
徽普仁中药饮片有限公司， 批号 ２１１２０５２）， 经安徽普仁饮

片有限公司尹磊工程师鉴定为正品， 标本保存于安徽普仁

饮片有限公司。 无水葡萄糖、 无水乙醇、 浓硫酸、 乙醚

（天津市科密欧化学试剂有限公司）。
１􀆰 ３　 动物　 ＳＰＦ 级健康雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠， ６～８ 周龄， 体

质量 １８～２２ ｇ， 购自辽宁长生生物科技股份有限公司， 动

物生产许可证号 ＳＣＸＫ （辽） ２０２０⁃０００１， 饲养于辽宁中医
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药大学大连校区实验动物中心 ＳＰＦ 级动物房。 动物实验经

辽宁中医药大学实验动物伦理委员会批准 （伦理批件号

２０２００４１）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 多糖含量测定

２􀆰 １􀆰 １　 供试品溶液制备 　 精密称取六神曲粉末 ０􀆰 ５ ｇ， 置

于圆底烧瓶中， 加 ８０％ 乙醇 ２０ ｍＬ， 加热回流提取 ２ ｈ， 趁

热过滤， 弃滤液， 药渣加 ５０ ｍＬ 水， 加热回流提取 ２ ｈ， 趁

热过滤， 精密吸取续滤液 ３ ｍＬ， 置于 ５０ ｍＬ 量瓶中， 加水

至刻度， 摇匀， 即得。
２􀆰 １􀆰 ２　 对照品溶液制备　 精密称取 １０５ ℃干燥至恒重的无

水葡萄糖对照品 ２５ ｍｇ， 置于 １００ ｍＬ 量瓶中， 加水溶解并

稀释至刻度， 摇匀， 即得。
２􀆰 １􀆰 ３　 最大吸收波长确定 　 精密吸取供试品溶液 １ ｍＬ、
对照品溶液 ０􀆰 ５ ｍＬ， 置于 １０ ｍＬ 具塞刻度试管中， 加水至

１􀆰 ０ ｍＬ， 摇匀， 缓慢滴加 ０􀆰 ２％ 蒽酮⁃硫酸溶液 ５ ｍＬ， 摇匀，
迅速置于沸水浴中加热 １０ ｍｉｎ， 取出， 立即置于冰水浴中

冷却 １０ ｍｉｎ， 取出， 以相应试剂为空白， 在 ４００～８００ ｎｍ 波

长范围内扫描吸收曲线。 最终确定， 最大吸收波长为

６３８ ｎｍ。
２􀆰 １􀆰 ４　 线性关系考察 　 精密吸取对照品溶液 ０􀆰 １、 ０􀆰 ２、
０􀆰 ３、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ５ ｍＬ， 各 ３ 份， 按 “２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法处理，
在 ６３８ ｎｍ 波长处测定吸光度。 以对照品进样量为横坐标

（Ｘ）， 吸光度为纵坐标 （ Ａ） 进行回归， 得方程为 Ａ ＝
５􀆰 ８３４ ３Ｘ－０􀆰 ０１５ ７ （ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ １５）， 在 ０􀆰 ０２５ ４～ ０􀆰 １２７ ０ ｍｇ
范围内线性关系良好。
２􀆰 １􀆰 ５　 多糖得率测定　 按 “２􀆰 １􀆰 １” 项下方法制备供试品

溶液， 精密量取 １ ｍＬ， 平行 ３ 份， 置于 １０ ｍＬ 具塞刻度试

管中， 按 “２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法处理， 在 ６３８ ｎｍ 波长处测定

吸光度， 计算多糖得率， 公式为得率＝ Ｃ×Ｖ×Ｎ
Ｍ×１ ０００

×１００％ ， 其

中 Ｃ 为多糖含量， Ｖ 为供试品溶液体积， Ｎ 为稀释倍数， Ｍ
为六神曲粉末质量。
２􀆰 ２　 方法学考察

２􀆰 ２􀆰 １　 精密度试验 　 精密量取供试品溶液 １􀆰 ０ ｍＬ， 置于

１０ ｍＬ 具塞试管中， 按 “２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法处理， 在 ６３８ ｎｍ
波长处测定吸光度 ６ 次， 测得其 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ３２％ ， 表明仪器

精密度良好。
２􀆰 ２􀆰 ２　 重复性试验　 按 “２􀆰 １􀆰 １” 项下方法平行制备 ６ 份

供试品溶液， 分别精密量取 １􀆰 ０ ｍＬ， 置于 １０ ｍＬ 具塞试管

中， 按 “２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法处理， 在 ６３８ ｎｍ 波长处测定吸

光度， 测得多糖含量 ＲＳＤ 为 １􀆰 ８４％ ， 表明该方法重复性

良好。
２􀆰 ２􀆰 ３　 稳定性试验　 精密量取供试品溶液 １ ｍＬ， 置于 １０
ｍＬ 具塞试管中， 按 “２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法处理， 于 ２、 ４、 ８、
１２、 ２４ ｈ 在 ６３８ ｎｍ 波长处测定吸光度， 测得多糖含量 ＲＳＤ
为 １􀆰 ２６％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ２􀆰 ４　 加样回收率试验　 精密量取 ９ 份多糖含量已知的六

神曲粉末， 加入一定量对照品， 按 “２􀆰 １􀆰 １” 项下方法制

备供试品溶液， 分别精密量取 １ ｍＬ， 置于 １０ ｍＬ 具塞试管

中， 按 “２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法处理， 在 ６３８ ｎｍ 波长处测定吸

光度， 计算回收率。 结果， 平均加样回收率为 ９８􀆰 ２９％ ，
ＲＳＤ 为 １􀆰 ５４％ 。
２􀆰 ３　 提取工艺优化　 采用 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法。 根据预

实验结果， 确定初始提取工艺为六神曲细粉加一定体积分

数乙醇提取， 弃取醇提液， 药渣加水煎煮， 过滤， 取上清

液， 加入乙醇充分搅拌， 使含醇量达 ８０％ ， 室温静置 ２４ ｈ，
离心， 收集沉淀， 冷冻干燥。

在单因素试验基础上， 以乙醇体积分数 （Ａ）、 醇提时

间 （Ｂ）、 液料比 （Ｃ）、 水提时间 （Ｄ） 为影响因素， 多糖

得率 （Ｙ） 为评价指标， 优化提取工艺， 因素水平见表 １，
结果见表 ２。

表 １　 因素水平

水平
因素

Ａ 乙醇体积分数 ／ ％ Ｂ 醇提时间 ／ ｈ Ｃ 液料比 Ｄ 水提时间 ／ ｈ
－１ ７０ １􀆰 ５ ３０ ∶ １ １􀆰 ５
０ ８０ ２ ４０ ∶ １ ２
１ ９０ ２􀆰 ５ ５０ ∶ １ ２􀆰 ５

表 ２　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法设计与结果

试验号

因素
Ａ 乙醇体积

分数 ／ ％
Ｂ 醇提

时间 ／ ｈ
Ｃ 液料比

Ｄ 水提

时间 ／ ｈ

Ｙ 多糖

得率 ／ ％

１ ７０ １􀆰 ５ ４０ ∶ １ ２ １４􀆰 ５０
２ ７０ ２􀆰 ５ ４０ ∶ １ ２ １６􀆰 １４
３ ９０ １􀆰 ５ ４０ ∶ １ ２ １３􀆰 １７
４ ９０ ２􀆰 ５ ４０ ∶ １ ２ １０􀆰 ８８
５ ８０ ２ ３０ ∶ １ １􀆰 ５ １２􀆰 ３４
６ ８０ ２ ５０ ∶ １ １􀆰 ５ １２􀆰 ７４
７ ８０ ２ ３０ ∶ １ ２􀆰 ５ １２􀆰 ４９
８ ８０ ２ ５０ ∶ １ ２􀆰 ５ １７􀆰 ２２
９ ８０ １􀆰 ５ ４０ ∶ １ １􀆰 ５ １３􀆰 ０４
１０ ８０ ２􀆰 ５ ４０ ∶ １ １􀆰 ５ １２􀆰 ２８
１１ ８０ １􀆰 ５ ４０ ∶ １ ２􀆰 ５ １４􀆰 ７４
１２ ８０ ２􀆰 ５ ４０ ∶ １ ２􀆰 ５ １５􀆰 ５２
１３ ７０ ２ ３０ ∶ １ ２ １４􀆰 ０８
１４ ９０ ２ ３０ ∶ １ ２ １０􀆰 ２７
１５ ７０ ２ ５０ ∶ １ ２ １６􀆰 ６３
１６ ９０ ２ ５０ ∶ １ ２ １４􀆰 ５３
１７ ８０ １􀆰 ５ ３０ ∶ １ ２ １０􀆰 ５４
１８ ８０ ２􀆰 ５ ３０ ∶ １ ２ １３􀆰 ４２
１９ ８０ １􀆰 ５ ５０ ∶ １ ２ １５􀆰 ７７
２０ ８０ ２􀆰 ５ ５０ ∶ １ ２ １４􀆰 ６８
２１ ７０ ２ ４０ ∶ １ １􀆰 ５ １６􀆰 ５２
２２ ９０ ２ ４０ ∶ １ １􀆰 ５ ９􀆰 ７２
２３ ７０ ２ ４０ ∶ １ ２􀆰 ５ １３􀆰 ７８
２４ ９０ ２ ４０ ∶ １ ２􀆰 ５ １４􀆰 ７１
２５ ８０ ２ ４０ ∶ １ ２ １７􀆰 ４５
２６ ８０ ２ ４０ ∶ １ ２ １７􀆰 ９３
２７ ８０ ２ ４０ ∶ １ ２ １８􀆰 ２６
２８ ８０ ２ ４０ ∶ １ ２ １８􀆰 ５５
２９ ８０ ２ ４０ ∶ １ ２ １８􀆰 ８９
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　 　 通过 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ １３􀆰 ０ 软件对表 ２ 数据进行拟合， 得

方程为 Ｙ ＝ １８􀆰 ２２ － １􀆰 ５３Ａ ＋ ０􀆰 ０９６ ７Ｂ ＋ １􀆰 ５４Ｃ ＋ ０􀆰 ９８５ ０Ｄ －
０􀆰 ９８２ ５ＡＢ＋０􀆰 ４２７ ５ＡＣ ＋ １􀆰 ９３ＡＤ － ０􀆰 ９９２ ５ＢＣ ＋ ０􀆰 ３８５ ０ＢＤ ＋
１􀆰 ０８ＣＤ－２􀆰 ２３Ａ２ －２􀆰 ２６Ｂ２ －２􀆰 ２６Ｃ２ －２􀆰 ２１Ｄ２， 方差分析见表

３， 可行性研究结果见表 ４。
表 ３　 方差分析结果

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 １７９􀆰 ９３ １４ １２􀆰 ８５ ４６􀆰 ５５ ＜０􀆰 ０００ １
Ａ ２８􀆰 １２ １ ２８􀆰 １２ １０１􀆰 ８６ ＜０􀆰 ０００ １
Ｂ ０􀆰 １１２ １ １ ０􀆰 １１２ １ ０􀆰 ４０６ ２ ０􀆰 ５３４ ２
Ｃ ２８􀆰 ３１ １ ２８􀆰 ３１ １０２􀆰 ５３ ＜０􀆰 ０００ １
Ｄ １１􀆰 ６４ １ １１􀆰 ６４ ４２􀆰 １７ ＜０􀆰 ０００ １
ＡＢ ３􀆰 ８６ １ ３􀆰 ８６ １３􀆰 ９９ ０􀆰 ００２ ２
ＡＣ ０􀆰 ７３１ １ ０􀆰 ７３１ ２􀆰 ６５ ０􀆰 １２６ ０
ＡＤ １４􀆰 ９４ １ １４􀆰 ９４ ５４􀆰 １１ ＜０􀆰 ０００ １
ＢＣ ３􀆰 ９４ １ ３􀆰 ９４ １４􀆰 ２７ ０􀆰 ００２ ０
ＢＤ ０􀆰 ５９２ ９ １ ０􀆰 ５９２ ９ ２􀆰 １５ ０􀆰 １６４ ９
ＣＤ ４􀆰 ６９ １ ４􀆰 ６９ １６􀆰 ９８ ０􀆰 ００１ ０
Ａ２ ３２􀆰 ２５ １ ３２􀆰 ２５ １１６􀆰 ８１ ＜０􀆰 ０００ １
Ｂ２ ３３􀆰 １６ １ ３３􀆰 １６ １２０􀆰 １０ ＜０􀆰 ０００ １
Ｃ２ ３３􀆰 ０５ １ ３３􀆰 ０５ １１９􀆰 ７１ ＜０􀆰 ０００ １
Ｄ２ ３１􀆰 ６４ １ ３１􀆰 ６４ １１４􀆰 ５９ ＜０􀆰 ０００ １

残差 ３􀆰 ８６ １４ ０􀆰 ２７６ １ — —
失拟项 ２􀆰 ６３ １０ ０􀆰 ２６２ ９ ０􀆰 ８５０ ５ ０􀆰 ６２１ ７
纯误差 １􀆰 ２４ ４ ０􀆰 ３０９ １ — —
所有项 １８３􀆰 ７９ ２８ — — —

表 ４　 可行性研究结果

项目 数值 项目 数值 项目 数值

标准差 ０􀆰 ５２５ ４ 变异系数 ３􀆰 ６２ Ａｄｊ Ｒ２ ０􀆰 ９５７ ９
平均值 １４􀆰 ５１ Ｒ２ ０􀆰 ９７９ ０ 信噪比 ２３􀆰 ５１６ ４

　 　 由表 ３ 可知， 模型 Ｐ＜０􀆰 ０１， 具有高度显著性； 失拟项

Ｐ＞０􀆰 ０５， 表明未知因素对实验结果影响较小； 各因素及其

交互项、 二次项均有显著或极显著影响 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 由表 ４ 可知， 决定系数 Ｒ２、 调整决定系数 Ａｄｊ Ｒ２

均大于 ０􀆰 ９５， 表明模型拟合度较高， 可替代真实点进行分

析优化。
响应面分析见图 １。 由此可知， 各因素对多糖得率的

影响均呈抛物线形； ＡＣ、 ＡＤ、 ＢＣ、 ＢＤ 交互的等高线中心

呈椭圆形， 表明上述两两因素交互作用有显著影响； 各因

素影响程度依次为 Ｃ＞Ａ＞Ｄ＞Ｂ。
最终确定， 最优提取工艺为乙醇体积分数 ７７􀆰 ８７８％ ，

醇提时间 ２􀆰 ００３ ｈ， 液料比 ４３􀆰 ７２９ ∶ １， 水提时间 ２􀆰 １１１ ｈ，
多糖得率为 １８􀆰 ７７４％ ， 为了便于实验操作， 将其修正为乙

醇体积分数 ７８％ ， 醇提时间 ２ ｈ， 液料比 ４４ ∶ １， 水提时间

２ ｈ。 按上述优化工艺进行 ３ 批验证试验， 测得多糖得率分

别为 １８􀆰 ４２４％ 、 １８􀆰 ８２６％ 、 １８􀆰 １２１％ ， 平均值为 １８􀆰 ４５７％ ，
与预测值 １８􀆰 ７７４％ 接近， 表明模型稳定性良好， 并且所得

提取液经冷冻干燥后为白色粉末。
２􀆰 ４　 抗溃疡性结肠炎作用研究

２􀆰 ４􀆰 １　 药液制备

２􀆰 ４􀆰 １􀆰 １　 多糖　 取按 “２􀆰 ３” 项下优化工艺制备的多糖适

量， 加水制成 ０􀆰 １８ ｇ ／ ｍＬ 溶液， 即得 （含六神曲生药量为

１ ｇ ／ ｍＬ）。
２􀆰 ４􀆰 １􀆰 ２　 阳性药 　 取柳氮磺胺吡啶肠溶片适量， 研成细

粉， 加水制成混悬液 （４０ ｍｇ ／ ｍＬ）， 即得。
２􀆰 ４􀆰 １􀆰 ３　 模型　 称取 ＤＳＳ 适量， 加蒸馏水制成浓度为 ２％ ，
振摇， 溶解， 即得。
２􀆰 ４􀆰 ２　 分组、 造模与给药　 ６０ 只小鼠适应性饲养 １ 周后，
随机分为空白组、 模型组、 阳性药组 （４００ ｍｇ ／ ｋｇ）、 六神

曲多糖组 （１􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ， 折合临床剂量的 ６ 倍）， 每组 １５ 只，
通过自由饮用 “２􀆰 ４􀆰 １􀆰 ３” 项下药液来制备慢性溃疡性结

肠炎模型。 空白组小鼠全程饮用蒸馏水， 其余各组小鼠前

５ ｄ 饮用含 ２％ ＤＳＳ 的蒸馏水， 第 ６ ～ １０ 天改饮蒸馏水， 每

１０ ｄ 为 １ 个周期， 在第 ３ 个周期的第 ７ 天实验结束。 实验

期间， 阳性药组、 六神曲多糖组小鼠每天分别灌胃给予相

应剂量药物， 空白组、 模型组小鼠灌胃给予等体积蒸馏水。
末次给药后， 小鼠禁食 １２ ｈ， 麻醉处死， 采集组织样本，
记录结肠长度， 检测相应生化指标。 采用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件

对数据进行统计， 结果以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因

素方差分析 （ＡＮＯＶＡ） 结合 ｔ 检验， Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具

有统计学意义， 并采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件绘图。
２􀆰 ４􀆰 ３　 体质量、 疾病活动指数 （ＤＡＩ） 评分　 每天记录各

组小鼠体质量、 粪便性状， 每 ２ ｄ 分析 １ 次粪便隐血情

况［１１］ ， 计算 ＤＡＩ 评分［１２］ ， 公式为 ＤＡＩ 评分 ＝ （体质量变

化评分＋粪便性状评分＋便血评分） ／ ３， 其中体质量变化率 ＝
［ （测定时体质量－初始体质量） ／初始体质量］ ×１００％ ， 标

准见表 ５。
表 ５　 ＤＡＩ 评分标准

体质量变化 粪便性状 粪便隐血 评分 ／ 分
≤１％ 正常 隐血阴性（＞３ ｍｉｎ） ０

下降 １％ ～５％ 粪粒变小，性状正常 隐血阳性（１～２ ｍｉｎ） １
下降 ５％ ～１０％ 松软 隐血阳性（３０ ｓ～１ ｍｉｎ） ２
下降 １０％ ～１５％ 轻微稀便 肉眼血便（１０～３０ ｓ） ３
下降 １５％ 以上 稀便 肉眼血便（＜１０ ｓ） ４

　 　 造模第 ４ 天开始， 模型组小鼠粪便开始出现隐血， 第

７ 天时开始出现肉眼血便； 造模 ７ ｄ 后， 阳性药组、 六神曲

多糖组小鼠粪便才开始出现粪便隐血。 图 ２Ａ 显示， 实验

结束时空白组小鼠体质量平均增加 １７􀆰 ９７％ ； 模型组小鼠体

质量平均下降 １８􀆰 ２４％ ； 阳性药组、 六神曲多糖组小鼠体质

量变化趋势基本一致， 并且其下降率均低于模型组 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 图 ２Ｂ 显示， 与空白组比较， 模型组小鼠

ＤＡＩ 评分升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 六神曲多糖组

小鼠 ＤＡＩ 评分降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
２􀆰 ４􀆰 ４　 结肠组织形态学 　 各组小鼠麻醉处死后剪开腹腔，
分离结肠， 测定长度， 再剪取 １ ｃｍ 左右远端结肠， ＰＢＳ 缓

冲液冲洗后用 ４％ 多聚甲醛固定， ３０％ 蔗糖溶液脱水， ＯＣＴ
包埋 （－８０ ℃）， 切片， ＨＥ 染色， 显微镜下观察组织形

态， 结果见图 ３Ａ。 由此可知， 空白组小鼠结肠黏膜完整，
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注： Ａ～Ｄ 分别为乙醇体积分数、 醇提时间、 液料比、 水提时间。

图 １　 各因素响应面图

腺体结构排列规则， 上皮细胞排列紧密， 杯状细胞丰富，
无炎症细胞浸润； 模型组小鼠结肠组织结构紊乱， 结肠黏

膜严重损伤， 隐窝与杯状细胞大量消失， 伴有大量炎症细

胞浸润； 六神曲多糖组、 阳性药组小鼠结肠黏膜受损较轻，
腺体排列基本规则， 杯状细胞较多， 炎症细胞浸润较少。

结肠长度见图 ３Ｂ、 表 ６。 由此可知， 与空白组比较，
模型组小鼠结肠长度缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 阳

性药组、 六神曲多糖组小鼠结肠长度增长 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 以后者更明显。
２􀆰 ４􀆰 ５　 脾脏 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋、 ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ 水平　 采用机械

研磨法将小鼠脾脏制成脾细胞悬液， 经离心、 重悬、 加入

Ｆｉｃｏｌｌ 试液分层后取淋巴细胞， 过细胞筛， 计数， 抗体孵

　 　 　 　 　 　 　表 ６　 各组小鼠结肠长度比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１５）

组别 结肠长度 ／ ｃｍ

空白组 ７􀆰 ３０±０􀆰 １５

模型组 ４􀆰 ９７±０􀆰 ４９＃＃

阳性药组 ５􀆰 ９０±０􀆰 ４９＃＃∗

六神曲多糖组 ６􀆰 ６７±０􀆰 ５９∗∗

　 　 注： 与空白组比较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。
育、 洗涤， 加入核内荧光抗体， 涡旋， 在 ４ ℃ 下孵育 ４０
ｍｉｎ， ＰＢＳ 缓冲液洗涤， 过筛后采用 ｆｌｏｗｊｏ 软件 （１０􀆰 ０ 版

本） 上机检测， 结果见图 ４。 由此可知， 与空白组比较，
模型组小鼠脾脏 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋、 ＣＤ４＋ Ｆｏｐｘ３＋ Ｔｒｅｇ 水平降低
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注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组小鼠体质量、 ＤＡＩ 评分比较

图 ３　 各组小鼠结肠组织病理变化及结肠长度 （ＨＥ×１００）

　 　 　 　 　

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 六神曲多糖组小鼠脾脏两者升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 但阳性药组无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
３　 讨论

在六神曲传统发酵过程中， 有细菌、 曲霉、 酵母菌等

多种微生物参与［１３］ ， 除主料面粉中的淀粉经淀粉酶、 纤维

素酶降解产生次生多糖外［１４］ ， 麦麸中阿魏酰阿拉伯木聚

糖［１５］ 、 酵母细胞壁中甘露聚糖均是六神曲多糖来源［１６］ ，
可能是六神曲中多糖含量较高的主要原因， 但鲜有关于该

　 　 　 　 　

注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组小鼠脾脏 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋、 ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ 水平比较
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成分活性及其结构的报道。 本实验在单因素试验基础上，
采用 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化六神曲多糖提取工艺， 测得

其得率为 １８􀆰 ４５７％ ， 与预测值 １８􀆰 ７７４％ 接近， 表明工艺准

确可靠， 可为后续该成分活性、 构效关系研究奠定基础。
多糖类成分不能被肠道直接吸收， 往往是被结肠内微

生物降解， 产生短链脂肪酸或通过抗原提呈来参与 Ｔ 细胞

免疫调节［１７］ ， 从而改善肠道菌群， 提高肠道免疫［１８］ ， 改善

肠道健康。 本实验发现， 六神曲多糖能有效抑制溃疡性结

肠炎小鼠结肠变短、 体质量降低、 疾病指数增加， 提示该

成分具有一定的保护肠道作用。
ＣＤ４ 为 Ｔ 辅助细胞， ＣＤ８ 为 Ｔ 杀伤细胞， 两者相互平

衡从而发挥维护肠道正常免疫功能［１９］ 。 溃疡性结肠炎属于

免疫性疾病， 患者结肠黏膜 Ｔ 淋巴细胞亚群变化以 ＣＤ８＋细

胞水平升高、 ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋下降为主［２０］ ， 同时 Ｔｒｅｇ 细胞数降

低［２１］ 。 本实验发现， 慢性结肠炎小鼠给予六神曲多糖后

ＣＤ４＋ ／ ＣＤ８＋升高， 接近空白组； Ｔｒｅｇ 细胞核内转录因子

Ｆｏｘｐ３＋水平升高， 表明其数量出现回调， 提示该成分对溃

疡性结肠炎的抑制作用可能与调节肠道免疫有关。
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