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霍山石斛茶饮的制备工艺优化及其
免疫调节作用

黄　科1,2，林启焰2,3，杨　迎1,2，侯婷婷1,2，韩邦兴2,3，刘　东2,3, *

（1.安徽中医药大学药学院，安徽合肥 230012；
2.安徽省中药生态农业工程研究中心，安徽六安 237012；
3.皖西学院生物与制药工程学院，安徽六安 237012）

摘　要：为了探究霍山石斛（Dendrobium huoshanense，DH）与祁门红茶（Keemun black tea，KBT）协同预防免疫

力降低的效果，以石斛多糖提取率和红茶多酚提取率为指标，通过单因素实验和正交试验对霍山石斛和祁门红茶

的料液比、提取时间和提取次数因素进行研究，分别优化霍山石斛与祁门红茶的提取工艺，再通过对

RAW264.7细胞的毒性试验和吞噬活力试验确定红茶与石斛的最佳配比。结果表明，石斛多糖的最佳提取条件

为：料液比 1:80（g/mL），提取时间 80 min，提取次数 4次；茶多酚的最佳提取条件为：料液比 1:80（g/mL），

提取时间 25 min，提取次数 5次。通过观察不同比例的混合物对巨噬细胞的影响，确定红茶与石斛的配比。体外

试验结果表明，75%红茶和 25%石斛配比的祁门红茶和霍山石斛提取混合物（Keemun black tea and Dendrobium
huoshanense，KTDH）具有最佳的免疫增强效果。体内试验结果表明 KTDH高剂量组对小鼠由于免疫抑制而显著

上调作用的细胞因子 IL-2和 IL-6水平有显著回调作用（P<0.01）。综上所述，霍山石斛与祁门红茶可协同增强免

疫力并预防免疫力下降，可为霍山石斛和祁门红茶的开发应用途径提供新思路。
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Abstract：To explore the synergisic effect of DH (Dendrobium huoshanense) and KBT (Keemun black tea) on preventing
immunity  reduction.  The  solid-liquid  ratio,  extraction  time  and  extraction  times  of  DH and  KBT were  studied  by  single
factor test and orthogonal test with the extraction rate of Dendrobium polysaccharide and black tea polyphenols as indexes,
the extraction techniques of DH and Keemun black tea were optimized respectively. The optimal ratio of KBT and DH was
determined  by  toxicity  test  and  phagocytosis  test  on  RAW264.7  cells.  The  results  showed  that  the  optimum  extraction
conditions of DH polysaccharide were as follows: The ratio of material to liquid was 1:80 (g/mL), the extraction time was
80 min,  and the extraction times were 4 times.  The optimum extraction conditions of  KBT polyphenols  were as  follows:  
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The ratio of material to liquid was 1:80 (g/mL), the extraction time was 25 min, and the extraction times were 5 times. The
ratio of KBT to DH was determined by observing the effect of different proportions of the mixture on macrophages. The
results of the in vitro experiment showed that the extract mixture of 75% KBT and 25% DH had the best immune-enhancing
effect. The results of the in vivo test showed that the high-dose group of KTDH could significantly reduce the changes of
levels of cytokines IL-2 and IL-6 due to immunosuppression in mice (P<0.01). To sum up, DH and KBT can synergistically
enhance immunity and prevent immune decline, which can provide new ideas for the development and application of DH
and KBT.

Key words：Dendrobium huoshanense；Keemun black tea；extraction process；immunoregulation

霍山石斛（Dendrobium  hooshanense C.Z.Tang
et S.J.Cheng，兰科）的茎在许多东南亚国家被用作泡

茶、汤和粥的原料，已有数百年的历史[1]，其中霍山石

斛是兰科石斛属（Dendrobium）的一种重要的食用药

用植物[2]。主产地为安徽大别山，常生长于石缝，树

木以及地势陡峭之地。霍山石斛具有多种活性成分，

如多糖类、双苄基类、倍半萜类、酚类等化学成分，

其中多糖类成分是其主要成分，药理活性也多来源于

霍山石斛多糖[3]。近年来，霍山石斛被报道具有多种

药理活性，如抗炎、抗氧化、抗肿瘤和免疫调节作

用[3−6]，因此霍山石斛的价值也飞速上涨，但是关于霍

山石斛的产品开发却还处于探索之中。目前关于霍

山石斛的产品主要有石斛花茶，石斛鲜叶速溶粉，石

斛功能性酸奶等[7]，仍需进一步的研究和探索。

茶是世界上最畅销的饮料，根据发酵程度分为

绿茶、乌龙茶和红茶[8]，其中红茶在世界范围内受到

广泛的追捧和喜爱[9]。红茶作为一种健康饮料，对人

体有许多有益的作用，如增强免疫力、降压、抗肿

瘤、抗癌等[10−13]。而茶多酚是茶叶中主要的活性成

分，有报道表明其具有免疫调节作用[14−15]。红茶中的

祁门红茶作为中国四大红茶之一，具有口感好，营养

价值丰富等优点[16]。而作为一种日常饮品来说，祁门

红茶具有容易被人接受，价格亲民等优势，因此在将

来，茶类资源会得到更为充分的利用，而增强其核心

竞争力便要对其进行改良和创新。

随着年龄的增长，大多数人免疫力的下降是不

可避免的，部分人群也会因为工作，生活节奏等原因

导致免疫力下降[17−18]。而免疫能力的下降对机体免

疫外界病原微生物有着巨大影响。霍山石斛与祁门

红茶都具有调节免疫的功效，同时广大人民对红茶的

接受程度性较高，因此开发一款具有免疫调节功能，

同时能为广大消费者接受的饮品不仅是对茶类资源

的充分利用，对霍山石斛的资源开发也有着重要意

义。本研究主要是通过对祁门红茶和霍山石斛有效

成分的提取条件优化，再以细胞免疫活性为指标制备

出增强免疫能力的茶饮，同时进一步探索其体外免疫

活性，为后续的霍山石斛资源的开发和应用提供理论

基础。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

霍山石斛干茎（生产批号：20220622133612）　
中国中药霍山石斛科技有限公司；祁门红茶（生产批

号：SC11434102405025）　祁门县祁雅茶业有限公

司；苯酚（生产批号：200705）　西陇科学股份有限公

司；RAW264.7细胞 T25（批号：CL-0190）　武汉普

诺赛生命科技有限公司；DMEM（Dulbecco’s Modified
Eagle Medium）培养基（生产批号：8121701）　南京锦

在生物科技有限公司；PBS（磷酸缓冲盐溶液）（生产

批号：8122056）　赛默飞世尔生物化学制品有限公

司；胎牛血清　武汉普诺赛生命科技有限公司；CCK-
8（Cell Counting Kit-8）试剂　亚科因生物技术有限

公司；冰醋酸（生产批号：20181101）　天津市大茂化

学试剂厂；无水乙醇（生产批号：E809056）、环磷酰胺

（生产批号：Art.No.C849559-500 mg）　上海麦克林

生化科技有限公司；中性红染剂　上海碧云天生物技

术有限公司；清洁级 KM小鼠（许可证号：SCXK（豫）

2020-0005）（生产批号：No.410000000000002551）　
河南斯克贝斯生物科技股份有限公司；小鼠 IL-2、
IL-6、TNF-α ELISA（Enzyme-Linked Immuno Sorbent
Assay）试剂盒（生产批号：YXL-20176、YNL-20188、
YXL-20852）　四川成都源诺天成科技有限公司；

4%多聚甲醛（生产批号：22105339）　合肥兰杰柯科

技有限公司。

UPT-II-10纯水机　上海杲森仪器设备有限公

司；H1-16K离心机　湖南可成仪器设备有限公司；

Synergy H1多功能酶标仪　合肥远明科技有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   祁门红茶与霍山石斛煎煮工艺　称取一定量

的祁门红茶与霍山石斛，分别按照不同料液比加入超

纯水，经过不同煎煮时间和次数进行提取，分别得到

霍山石斛与祁门红茶提取液。

 1.2.1.1   单因素提取实验　准确称取祁门红茶 1.0 g，
放入圆底烧瓶中，用冷凝回流法煎煮提取，以煎煮后

提取液的茶多酚得率为指标，以福林酚法[19] 测定提

取液中的多酚含量，考察不同料液比（g/mL）（1:15、
1:30、1:45、1:60、1:80）、提取时间（5、15、25、35、
45 min）、提取次数（1、2、3、4、5）对祁门红茶煎煮效

果的影响。在固定提取时间为 25 min、提取次数为

3次的条件下，考察料液比（g/mL）（1:15、1:30、
1:45、1:60、1:80）对祁门红茶提取效果的影响；在

固定料液比为 1:80（g/mL）、提取次数为 3次的条件

下，考察提取时间（5、15、25、35、45 min）对祁门红

茶提取效果的影响；在固定料液比为 1:80（g/mL）、
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提取时间为 45 min的条件下，考察提取次数（1、2、
3、4、5）对祁门红茶提取效果的影响。

准确称取霍山石斛粉末 1.0 g，放入圆底烧瓶中，

用冷凝回流法煎煮提取，以石斛多糖得率为指标，以

硫酸苯酚法[20] 测定提取液中的多糖含量，考察不同

料液比（g/mL）（1:20、1:40、1:60、1:80、1:100）、提

取时间（20、40、60、80、100 min）、提取次数（1、2、
3、4、5）对霍山石斛提取效果的影响。在固定提取时

间为 60 min、提取次数为 3次的条件下，考察料液比

（g/mL）（1:20、1:40、1:60、1:80、1:100）对霍山石

斛提取效果的影响；在固定料液比为 1:100（g/mL）、
提取次数为 3次的条件下，考察提取时间（20、40、
60、80、100 min）对祁门红茶提取效果的影响；在固

定料液比为 1:100（g/mL）、提取时间为 60 min的条

件下，考察提取次数（1、2、3、4、5）对祁门红茶提取

效果的影响。

 1.2.1.2   正交试验　根据单因素实验结果，采用

L9（3
4）正交试验设计，分别对祁门红茶和霍山石斛的

工艺参数进行优化，因素水平如表 1、表 2所示。
 
 

表 1    祁门红茶提取工艺正交试验因素水平
Table 1    Factors and levels of the orthogonal experiment for

Keemum black tea extraction process

水平
因素

A料液比（g/mL） B提取时间（min） C提取次数

1 1:45 25 3

2 1:60 35 4

3 1:80 45 5

 
 

表 2    霍山石斛提取工艺正交试验因素水平
Table 2    Factors and levels of the orthogonal experiment for

Dendrobium huoshanensis extraction process

水平
因素

A料液比（g/mL） B提取时间（min） C提取次数

1 1:60 40 3

2 1:80 60 4

3 1:100 80 5
 

 1.2.1.3   标准曲线的制作　采用福林酚法和硫酸苯

酚法绘制标准曲线和作为后续测试提取液中指标成

分的检测方法。

茶多酚标准曲线：以没食子酸标准工作液浓度

为横坐标（X），反应液吸光度为纵坐标（Y），绘制标准

曲线。标准曲线线性方程为：Y=0.0052X+0.0137
（R2=0.9984）。

多糖标准曲线：以葡萄糖标准工作液浓度为横

坐标（X），反应液吸光度为纵坐标（Y），绘制标准曲

线。标准曲线线性方程为：Y=8.4223X−0.0058（R2=
0.9990）。
 1.2.1.4　得率的计算

多糖得率(%) =
C1V1

M1

×100

多酚得率(%) =
C2V2

M2

×100

注：C1 为石斛多糖浓度（g/mL），V1 为石斛水提

物总体积（mL），M1 为霍山石斛质量（g）；C2 为祁门

红茶多酚浓度（g/mL），V2 为祁门红茶水提物总体积

（mL），M2 为祁门红茶质量（g）。

 1.2.2   茶与石斛提取液混合液对细胞增殖活力的影

响　根据文献 [21]方法，将霍山石斛提取液和祁门

红茶提取液按照不同比例混合，再将其稀释成不同的

浓度梯度后过 0.22 μm微孔滤膜除菌。将购买的

RAW264.7细胞在添加了 10%胎牛血清的 DMEM
培养基中，放置于细胞培养箱中培养，培养箱条件为

37 ℃，5% CO2 的潮湿环境。培养一段时间后，将

1×105 的 RAW 264.7细胞接种在 96孔板中，每组平

行 6孔，并培养 24 h以供其贴壁生长。用不同配比

（100%石斛，100%祁门红茶，75%的祁门红茶加

25%霍山石斛，50%祁门红茶加 50%霍山石斛，

25%祁门红茶加 75%霍山石斛）和不同浓度（0、
2.5、5、10、20、40、50、100 μg/mL）的茶与石斛提取

混合液（KTDH）处理细胞 24  h，每孔加入 10  μL
CCK-8试剂后，在细胞培养箱中孵育 RAW 264.7细

胞 4 h。使用酶标仪在 450 nm波长下测量吸光度值。

细胞活力(%) =
OD给药组

OD对照组

×100

 1.2.3   茶与石斛提取液混合液对细胞吞噬活力的影

响　RAW264.7细胞接种于 96孔板中，每组平行

6孔，使每孔细胞为 1×105。培养 24 h后，弃去上清

液。用 10 μL不同配比（100%石斛，100%祁门红

茶，75%的祁门红茶加 25%霍山石斛，50%祁门红

茶加 50%霍山石斛，25%祁门红茶加 75%霍山石

斛）和不同浓度（2.5、5、10、20、40、50、100 μg/mL）
的茶与石斛提取混合液（KTDH）和 10 μL的 10 μg/mL
LPS预处理 RAW264.7细胞 24 h，然后加入 100 μL
的 5%中性红溶液，将 RAW264.7细胞置于细胞培

养箱中培养 4 h，弃上清液，用 pH7.4的磷酸盐缓冲

液（PBS）洗涤 2次。最后加入 200 μL细胞裂解缓冲

液（乙醇:1%冰醋酸=1:1），室温孵育 30 min，使用酶

标仪在 540 nm波长下测量吸光度值。根据不同配

比对免疫细胞的影响筛选出最佳配方以供后续实验

使用。

吞噬活力(%) =
OD给药组

OD对照组

×100

 1.2.4   茶与石斛提取液混合液对环磷酰胺造成的免

疫抑制的预防作用　

 1.2.4.1   动物分组与处理　KM小鼠适应性饲养 3 d
后用于实验。在实验之前和在实验期间，将小鼠饲养

在温度（25±2）℃ 和 12 h明暗循环的受控环境条件

下，并且充足饲料和水源的条件下自由进食。将小鼠

随机分为 5组（n=10）：正常对照组（NC）、Cy（环磷酰
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胺）模型组（MC）、Cy+低剂量组（KTDH（100））、
Cy+中剂量组（KTDH（200））、Cy+高剂量组（KTDH
（400））。第 1~10 d给 NC组和 MC组灌胃生理盐

水 ，给 KTDH（ 400）组 ，KTDH（ 200）组和 KTDH
（100）组分别以 400、200、100 mg/kg剂量的 KTDH
灌胃小鼠；从第 8~10 d，除 NC组外，其余各组小鼠

腹腔注射 80 mg/kg Cy，NC组注射等量生理盐水，每

天一次，连续 3 d。末次给药后 24 h禁食禁水，称量

体重，取血，取脾脏，脱脊椎处死小鼠。

 1.2.4.2   指标测定及病理形态观察　摘眼球取血后，

静置 1 h，离心（6000×g，3 min，4 ℃）获得血清。按照

试剂盒说明通过试剂盒检测血清中 IL-2、 IL-6、
TNF-α 水平。

将脾脏切片依次置于二甲苯 I中 20 min，二甲

苯 II中 20 min，无水乙醇 I中 5 min，无水乙醇 II中
5 min， 75%乙醇中 5 min，最后用自来水冲洗。切片

浸苏木精染色液 3~5 min后，用自来水冲洗，用分化

液分化，再用自来水冲洗，反蓝液反蓝，最后用流水冲

洗。切片在 85%、95%梯度酒精中脱水 5 min，在伊

红染色液中染色 5 min。切片先后置于无水乙醇

I中 5 min、无水乙醇 II中 5 min、无水乙醇 III中
5 min、二甲苯 I中 5 min、二甲苯 II中 5 min，最后

用中性胶密封。显微镜检查后采集图像并进行分析。

所有动物实验皆经过皖西学院科学研究伦理审

查委员会的许可，批准编号为 202207001。

 1.3　数据处理

X

实验数据采用 SPSS.26.0软件进行统计分析，

用 Origin 2019b作图，所有检测结果以均值±标准差

（ ±SD）表示，采用单因素方差分析（ANOVA）比较

各组间的均值。

 2　结果与分析

 2.1　祁门红茶提取工艺单因素实验结果

料液比对祁门红茶的提取效果的影响如图 1中

所示，茶多酚得率在料液比小于等于 1:80（g/mL）时
随着料液比的升高而逐渐升高且后续增多的量逐渐

减少，其主要原因应该是由于溶剂的增多导致多酚溶

出率的增加。得率在料液比 1:80（g/mL）时达到最

高值，多酚得率为（8.16±0.37）%。考虑到浓度过低会

影响后续产品保健效果，因此选取 1:80（g/mL）的料

液比进行后续实验。

提取时间对祁门红茶的提取效果如图 1中所

示，茶多酚得率在 45 min时提取效果最佳，多酚得率

为（8.25±0.49）%。可能是因为提取时间较长，茶叶完

全舒展之后接触面积增大导致多酚溶出率增加。考

虑到后续工业化生产的因素，提取时间更长对多酚含

量的影响已经很小，因此综合时间成本考虑选取

45 min的提取时间进行后续实验。

提取次数对祁门红茶的提取效果影响如图 1所

示，在提取次数达到 3次时，其提取效果较好，多酚得

率为（8.13±0.05）%，后续继续增加提取次数对多酚得

率的影响并不大，综合考虑性价比和提取效率等因

素，将提取次数定为 3次。

 2.2　霍山石斛提取工艺单因素实验结果

料液比对霍山石斛多糖得率的影响如图 2中所

示，其多糖得率随着料液比的增加逐渐增加，在料液

比 1:100（g/mL）时达到最大值，此时的多糖得率为

（63.83±8.34）%。考虑到后续浓度较低会对产品的保

健效果有影响，因此选取料液比 1:100（g/mL）进行

后续实验。

提取时间对霍山石斛多糖得率的影响如图 2

所示，多糖得率在 60 min时达到最大值，其主要原因

应是提取液中多糖含量过高时，提取时间过久反而导

致溶液过于粘稠，导致石斛粉末成团，接触面积下降，

导致溶出率下降。因此最后多糖得率为（68.11±

1.01）%。因此选取最佳提取时间为 60 min进行后

续实验。

提取次数对霍山石斛多糖得率的影响如图 2所
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图 1    料液比、提取时间和提取次数对祁门红茶多酚
得率的影响（n=3）

Fig.1    Effects of solid-liquid ratio, extraction time and
extraction times on the yield of polyphenols from

Keemun black tea (n=3)
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示，多糖得率在提取次数为 3次时最高，为（53.57±

2.40）%。主要原因可能是在多次提取中石斛粉末多

次反复接触溶剂导致提取率升高。且后续增加提取

次数对多糖得率的影响并不大，因此选取最佳提取次

数 3次进行后续实验。

 2.3　正交试验结果

祁门红茶的正交试验结果由表 3所示，根据极

差分析，对祁门红茶的提取因素影响程度大小顺序

为 C>A>B，也就是提取次数>料液比>提取时间。因

此可以确定在实际操作中提取次数对祁门红茶提取

效果影响最大，提取时间影响最小。由表 3可知其

组别中得率最高的提取条件为 A3B1C3，而根据各条

件 K值推断得出的最佳提取条件则是 A3B3C3，对两

种方法进行重复实验对比，发现两种提取条件无显著

性差异，为了节约时间成本，因此最终选用 A3B1C3

作为最后的提取条件。将该条件经过 3次重复性验

证，确定其方法具有稳定性和较好的提取效果。

霍山石斛的正交试验结果如表 4所示，根据极

差分析，影响霍山石斛多糖得率的各提取因素的主次

顺序为 A>C>B，也就是料液比>提取次数>提取时

间。说明在提取过程中料液比对霍山石斛多糖得率

的影响最大，提取时间影响最小。由表 4可知，最佳

提取条件为 A2B3C2。将该条件经过 3次重复性验

证，确定其方法具有稳定性和较好的提取效果。
 
 

表 4    霍山石斛正交试验结果
Table 4    Results of orthogonal test of Dendrobium

huoshanensis

实验号 A料液比 B提取时间 C提取次数 多糖得率（%）

1 1 1 1 62.52
2 1 2 2 71.55
3 1 3 3 68.25
4 2 1 1 73.10
5 2 2 3 70.25
6 2 3 2 76.40
7 3 1 3 70.32
8 3 2 1 71.67
9 3 3 2 74.94
K1 202.32 205.94 207.29
K2 219.75 213.47 222.89
K3 216.93 219.59 208.82
R 17.43 13.65 15.60

最佳条件 A2B3C2
 

 2.4　提取混合液对免疫细胞增殖活力与吞噬活力的

影响

以不同浓度的 KTDH（0、2.5、5、10、20、40、50、
100 μg/mL）孵育 RAW264.7细胞 24 h，观察 KTDH
对 RAW264.7细胞的毒性作用。从图 3可以看出，

KTDH（100%霍山石斛）对细胞活力没有明显增强甚

至略有降低，该结果可能是由于霍山石斛多糖具有免

疫调节作用，而其他成分对细胞有微弱毒性，细胞吞

噬过程中二者皆有摄入，因此导致本组的免疫细胞活

力增强不明显甚至降低。KTDH（100%祁门红茶）对

细胞的抑制作用随着浓度的增加而增强可能是由于

祁门红茶中的细胞毒性成分含量较高。KTDH（75%
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图 2    料液比、提取时间和提取次数对霍山石斛多糖得率的
影响（n=3）

Fig.2    Effects of solid-liquid ratio, extraction time and
extraction times on polysaccharide yield of Dendrobium

huoshanensis (n=3)

 

表 3    祁门红茶正交试验结果

Table 3    Results of orthogonal test of Keemun black tea

实验号 A料液比 B提取时间 C提取次数 多酚得率（%）

1 1 1 1 8.89
2 1 2 2 9.11
3 1 3 3 9.96
4 2 1 1 9.08
5 2 2 3 9.42
6 2 3 2 9.15
7 3 1 3 11.18
8 3 2 1 9.38
9 3 3 2 10.11
K1 27.96 29.15 27.35
K2 27.65 27.91 28.37
K3 30.67 29.22 30.56
R 3.02 1.31 3.21

最佳条件 A3B1C3

第  44 卷  第  20 期 黄　科 ，等： 霍山石斛茶饮的制备工艺优化及其免疫调节作用 · 217 · 



霍山石斛加 25% 祁门红茶）对细胞的抑制趋势与

KTDH（100%霍山石斛）相似，皆呈现抑制效果，但

KTDH（75%霍山石斛加 25% 祁门红茶）抑制作用更

强，原因可能是由于加入了祁门红茶配比的提取液整

体中具有细胞毒性的物质增多。KTDH（50%霍山石

斛加 50%祁门红茶）和 KTDH（25%霍山石斛加 75%
祁门红茶）在一定浓度范围内显著增强细胞活力

（P<0.05），且增强幅度相似的原因有可能是因为霍山

石斛的多糖成分和祁门红茶的多酚成分发挥的免疫

调节作用[6,10]。
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图 3    不同浓度和比例的混合溶液对细胞增殖
活性的影响（n=6）

Fig.3    Effects of different concentrations and ratios of mixed
solution on cell proliferation activity (n=6)

注：DH：100%霍山石斛、KT：100%祁门红茶、1KT:1DH：50%
祁门红茶+50%霍山石斛、1KT:3DH：25%祁门红茶+75%霍
山石斛、3KT:1DH：75%祁门红茶+25%霍山石斛；*表示与
空白组相比 P<0.05，**表示与空白组相比 P<0.01；图 4同。
 

以不同浓度的 KTDH（2.5、5、10、20、40、50
和 100 μg/mL）和 LPS（10 μg/mL）孵育细胞 24 h，用
中性红染色法检测细胞的吞噬活性。从图 4中可以

看出，除 KTDH（100%霍山石斛）和 KTDH（25%霍

山石斛加 75%祁门红茶）外，其他处理对细胞吞噬活

性的增强效果都不如 LPS，KTDH（25%霍山石斛加

75%祁门红茶）的免疫增强效果强于 KTDH（100%
霍山石斛）。综合考虑，选择 KTDH（25%霍山石斛

加 75%祁门红茶）作为后续动物实验的给药配方。
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图 4    不同浓度和比例的混合溶液对细胞吞噬
活性的影响（n=6）

Fig.4    Effects of different concentrations and ratios of mixed
solution on cell phagocytic activity (n=6)

 

 2.5　茶与石斛提取液混合液对环磷酰胺造成的免疫抑

制的预防作用

通过建立环磷酰胺诱导的动物模型，探讨 KTDH

对血液生化指标的影响；采用相关试剂盒检测血清

IL-2、IL-6和 TNF-α 水平。不同组小鼠 IL-2和 IL-6
的含量如图 5a和图 5b所示，与 NC组相比，MC组

IL-2和 IL-6水平显著降低（P<0.05）。同时，图 5a显
示各浓度 KTDH对 IL-2水平的恢复均有积极作用

（P<0.01），图 5b显示 KTDH（400）对 IL-6水平的恢

复有积极作用（P<0.01）。从图 5c可以看出，与

NC组相比，MC组的 TNF-α 水平明显升高（P<0.01）。
KDTH（ 400）对 TNF-α 水平的恢复起正向作用

（P<0.01），而 KDTH（100）对 TNF-α 水平的恢复起负

向作用（P<0.05）。
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图 5    不同浓度 KTDH对血清细胞因子水平的影响（n=10）
Fig.5    Effect of different concentrations of KTDH on serum

cytokine levels (n=10)
注：NC：正常对照组，MC：模型对照组，KTDH（400）：400 mg/mL
KTDH， KTDH（ 200） ： 200  mg/mL  KTDH， KTDH（ 100） ：
100  mg/mL  KTDH； #表示与 NC组比较 P<0.05， ##表示与
NC组比较 P<0.01，*表示与 MC组比较 P<0.05，**表示与
MC组比较 P<0.01。
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如图 6所示，NC组和 KDTH（400）组细胞形态

相似。脾髓、脾体形态结构规整有序。脾脏内淋巴

细胞数量多，排列紧密。脾红髓形态正常，无异常充

血。MC组脾体结构疏松，淋巴细胞数量较少。而

且，脾的红髓淤血也很严重。与 MC组比较，KTDH

组（100、200、400 mg/kg）脾小体数量和面积增加，红

髓充血程度也不同程度减轻。因此，环磷酰胺可能部

分通过减少脾小体发挥免疫抑制作用，而 KTDH可

能通过保护脾小体，恢复淋巴细胞数量，增强免疫功

能。实验结果表明，祁门红茶与霍山石斛的提取物混

合液对于环磷酰胺导致的免疫力低下有明显预防

作用。

 3　结论与讨论
环磷酰胺是临床上常用的用于肿瘤治疗和血液

及骨髓移植的药物，具有良好的免疫抑制效果[22]。因

此，通过注射环磷酰胺在小鼠中诱导免疫抑制是一种

被广泛接受的免疫抑制模型。白细胞和单核巨噬细

胞是免疫系统的重要组成部分，血清中 IL-2、IL-

6和 TNF-α 的水平变化是反映免疫活动的重要指

标[23−24]。细胞因子作为机体免疫应答系统中的重要

因素，不仅可以单独起效，还可以与其他细胞因子相

互诱生，相互影响而在免疫反应过程中发挥生物学效

应[25]。因此 IL-2、IL-6和 TNF-α 水平变化在一定程

度上会影响到免疫反应的进程。有报道表明，霍山石

斛多糖可通过激活 p38、ERK、JNK和核 NF-κB易

位，显著刺激 RAW 264.7巨噬细胞分泌 NO、TNF-

α、IL-6和 IL-10，具有良好的免疫调节活性[26]。而关

于茶多酚的研究表明其对白细胞介素的表达具有一

定的抑制作用[27]。因此推测霍山石斛与祁门红茶之

间的配伍可以发挥免疫调节作用，不仅可以预防免疫

系统被抑制，还可以在免疫系统活动过强时抑制其炎

症相关因子的分泌，机制可能是与 IL-2、IL-6和 TNF-α
等炎症因子的表达通路相关。

本研究通过 KTDH连续灌胃 10 d，随后腹腔注

射环磷酰胺的方法，研究了 KTDH对免疫抑制的预

防作用。结果表明，模型组 IL-6、IL-2水平显著性降

低（P<0.05），这与之前的研究一致。经 KTDH治疗

后，小鼠血清中细胞因子 IL-6、IL-2水平较模型组有

明显升高，证明 KTDH可能是通过提高 IL-6、IL-
2血清水平改善免疫功能。有研究表明，环磷酰胺可

引起炎症反应[28]。从血清 TNF-α 水平的变化来看，

环磷酰胺明显引起炎症反应，从而使血清 TNF-α 水

平显著升高（P<0.01）。经 KTDH处理后，高剂量组

TNF-α 水平明显受到抑制（P<0.01）。表明高剂量

KTDH可抑制环磷酰胺诱导的炎症反应。

实验结果表明，祁门红茶与霍山石斛的提取物

混合液对于环磷酰胺导致的免疫力低下有明显预防

效果，可以作为日常生活中的免疫调节剂以及在临床

上对病患的免疫预防起到一定作用。本研究为探究

中草药与一些常规饮品的配伍奠定基础以及开发方

向。同时，此研究对于霍山石斛资源和红茶的资源开

发具有重要意义，对未来的本草产品和茶产品的开发

应用也具有指示意义。最后，本研究为霍山石斛茶饮

作为一种有效的免疫调节剂的应用奠定了基础，并为

未来发现和开发具有医疗价值的本草产品提供了丰

富的理论支持和数据支持。
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