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摘 要：酵母 β-葡聚糖具有免疫刺激等多种生物学活性，已被广泛用作膳食补充剂。我们前期

研究已表明，葡聚糖层外露的酵母 chs3Δ 孢子比营养细胞能更有效地激活免疫效应。然而，

chs3Δ 孢子是在子囊内形成的，且被子囊细胞壁所包裹，这极大地限制了其直接应用。【目的】通

过裂解 chs3Δ 子囊，探究其子囊裂解物是否具有作为新型免疫刺激性膳食补充剂的潜力。【方法】

采用超声冻干、酶解冻干、酶解辅助超声冻干 3 种方法制备 chs3Δ 子囊裂解物，并对其免疫效应

进行深入探究。【结果】与营养细胞裂解物和 chs3Δ 孢子相比，采用超声冻干法制备的 chs3Δ 子

囊裂解物诱导的炎性细胞因子水平最高，且该裂解物通过激活 C 型凝集素 1 (Dectin-1)受体实现

免疫刺激反应。进一步研究显示，chs3Δ 子囊裂解物在小鼠体内也展现出免疫刺激活性及训练免

疫诱导能力。【结论】chs3Δ 子囊裂解物具备作为高效免疫刺激性膳食补充剂的巨大潜力。
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activities, including immune stimulation. Previous studies in our laboratory have shown that yeast 
chs3Δ spores exposed in the glucan layer can activate immune effects more effectively than 
trophoblasts. However, chs3Δ spores are formed within the ascospores and are encapsulated by 
the ascospore cell wall, which greatly limits their direct application.[Objective] To explore whether 
the lysates of chs3Δ asci have the potential to be used as novel immune-stimulating dietary 
supplements. [Methods] We prepared chs3Δ asci lysates by ultrasonic freeze drying, enzymatic 
freeze drying, and enzymatic-assisted ultrasonic freeze drying and then explored their immune 
effects in depth. [Results] The chs3Δ asci lysate prepared by ultrasonic freeze drying induced the 
highest level of inflammatory cytokines compared with the vegetative cell lysate and chs3Δ spores, 
and the asci lysate achieved immunostimulatory responses through activation of Dectin-1 receptor. 
Further studies showed that the chs3Δ asci lysate also exhibited immunostimulatory activity and 
trained immunity-inducing ability in mice. [Conclusion] The chs3Δ asci lysate has great potential 
as a highly effective immunostimulatory dietary supplement.
Keywords: Saccharomyces cerevisiae; yeast β-glucan; dietary supplement; immune stimulation; 
Dectin-1

β-葡聚糖是一类由 β-D-葡萄糖单元组成的直

链多糖，其主链通过 β-1,3 糖苷键连接构成，侧

链则由 β-1,4 或 β-1,6 键连接构成，其中酵母及

大多数真菌衍生的 β-葡聚糖在 1、6 位存在支

链[1-2]。研究表明，酵母 β-葡聚糖展现出多样化

的生物活性特征，在激活细胞免疫应答、抗氧

化性能、促进伤口愈合进程以及癌症治疗方面

展现出潜在效用[3-4]。鉴于这些广泛的生物学效

应，酵母 β-葡聚糖在食品领域得到了广泛应用，

在开发具有保健功能的食品和食品添加剂方面

体现了其作为天然活性成分的重要价值[5-6]。

C 型凝集素 1 (Dectin-1)作为 C 型凝集素家

族中的模式识别受体，在巨噬细胞和树突状细

胞中高度表达[7-8]。作为 β-葡聚糖的特异性识别

受体，Dectin-1 通过介导一系列生物学反应，有

效抵御细菌、寄生虫及病毒等多种感染性疾病，

在细胞免疫调节过程中发挥核心作用[9-10]。此

外，有研究发现，酵母 β-葡聚糖对细胞的免疫

刺激效应尤为突出，不仅能够激活体内的免疫

系统，还具备诱导并训练免疫应答的独特功

能[11-12]。训练免疫是一种先天免疫细胞的长期

功能重编程现象，由外源性或内源性刺激激活，

并在恢复到非激活状态后对第二次相同的或不

同的刺激产生更为快速和强烈的激活效应[13-14]。

酿酒酵母又称面包酵母，是一种公认的安

全微生物。目前，酵母细胞及源自酵母细胞壁

的 β-葡聚糖成分均被广泛应用于膳食补充剂领

域[15]。酵母细胞壁的 β-葡聚糖由 β-1,3 糖苷键连

接的主链与 β -1, 6 糖苷键形成的分支共同构

成[16]。此外，酵母细胞壁组成成分还包括甘露

聚糖和微量的几丁质。甘露聚糖和 β-葡聚糖构

成了酵母细胞壁的双层结构，而 β-葡聚糖层被

甘露聚糖层所覆盖[17]。酿酒酵母的二倍体细胞

在营养缺乏的情况下分化为休眠的单倍体孢

子[18]。在产孢过程中，母细胞通过减数分裂产

生 4 个单倍体核，随后这些核被孢子质膜和孢

子壁分别包裹起来，形成 4 个独立的孢子，最

终母细胞成为一个包裹着 4 个孢子的子囊。孢

子壁由 4 层结构组成，从内到外依次是甘露聚

糖层、β-葡聚糖层、壳聚糖层和二酪氨酸层[19]。

在孢子壁的合成过程中，各层结构是按照一定

顺序由内向外逐层构建的。其中，Dit1 是合成

二酪氨酸层的关键酶，因此突变体(dit1Δ 孢子)

无法形成二酪氨酸层，细胞壁最外层是壳聚糖

层，其次是 β-葡聚糖层[20]。此外，Chs3 作为组

装合成壳聚糖层的关键酶，被敲除后壳聚糖层
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缺失，进一步导致了二酪氨酸层形成受阻。因

此，在 chs3Δ 孢子中，由于缺少了壳聚糖层和

二酪氨酸层的覆盖，β-葡聚糖层会直接暴露于孢

子表面[21]。

先前的研究已经揭示葡聚糖层外露的 chs3Δ

孢子具备免疫刺激活性，能够在体外通过

Dectin-1 受体介导有效激活细胞免疫反应[22]。然

而，鉴于孢子形成于子囊内部并被子囊壁所包

裹，且子囊壁的最内层同样富含 β-葡聚糖。因

此，推测 chs3Δ 子囊裂解物可能具有作为新型

免疫刺激性膳食补充剂的潜力。为了验证这一

假设，本研究采用超声冻干、酶解冻干以及酶

解辅助超声冻干 3 种技术成功制备了具有生物

活性的 chs3Δ 子囊裂解物；此外，进一步评估

了 chs3Δ 子囊裂解物的免疫刺激活性及作为

Dectin-1 受体激活剂的潜力，以期为 chs3Δ 子囊

裂解物应用于膳食补充剂增强免疫功能的研究

提供参考依据。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　主要试剂和仪器

所有培养基配制原料及常用化合物购自国

药集团化学试剂有限公司；酵母破壁酶，西格

玛奥德里奇(上海)贸易有限公司；Lipo8000TM 染

试剂、青霉素-链霉素溶液、脂多糖，碧云天生

物技术股份有限公司；DMEM 高糖培养基、胎

牛血清、Opti-MEM 减血清培养基、PBS 溶液，

赛默飞仕尔科技有限公司；ELISA 试剂盒，南

京森贝伽生物科技有限公司；RNAiso PLUS，

宝日医生物技术(北京)有限公司；三氯甲烷、异

丙醇，生工生物工程(上海)股份有限公司；反转

录试剂盒，爱博泰克生物科技有限公司。

台式水平恒温摇床、超净工作台，上海三

发科学仪器有限公司；高速低温离心机，

HITACHI 公司；超声波细胞粉碎机，宁波新芝

生物科技股份有限公司；冷冻干燥机，EYELA

公司；多功能酶标仪，BioTek 公司；细胞培养

箱、实时荧光定量 PCR 仪，赛默飞仕尔科技有

限公司。

1.2　培养基

YPAD 培养基：酵母提取物 10 g/L，胰蛋白

胨 20 g/L，腺嘌呤 30 mg/L，葡萄糖 20 g/L；

YPAce 培养基：酵母提取物 10 g/L，胰蛋白胨

20 g/L，腺嘌呤 30 mg/L，乙酸钾 20 g/L；产孢

培养基：乙酸钾 20 g/L。

1.3　实验酵母的培养与产孢

本研究所用菌株为酵母 SK1 (高产孢型)背景

的野生型菌株，在此基础上，通过同源重组的

方法将 chs3 基因、dit1 基因整个开放阅读框替

换为包含标记基因 his5+的 DNA 序列，成功构建

出 chs3Δ、dit1Δ 突变体菌株[21-22]。酵母产孢参

考文献 [23]的方法进行制备：从培养酵母的

YPAD 平板上挑取单克隆酵母细胞，接种于 5 mL 

YPAD 培养基中，30 ℃、220 r/min 培养 10 h。

取 2 mL YPAD 培养菌液接种于 100 mL YPAce

培养基中，30 ℃、220 r/min 培养 24 h 后，7 000×g

离心 2 min 收集菌体，随后用 100 mL 乙酸钾重

悬菌体，30 ℃、220 r/min 培养 24 h 进行产孢，

产孢结束后 7 000×g 离心 2 min 收集沉淀为子

囊，无菌水清洗 2 次用于后续实验。

1.4　子囊裂解物的制备

1.4.1　超声冻干法获取子囊裂解物

称取湿重约 100 mg 的子囊，使用 3 mL 预

冷的无菌水重悬子囊，在 48% 功率下进行超声

处理 5 min，每个循环处理时间 5 s、间歇时间

2 s。超声结束后冷冻干燥处理 24 h，−20 ℃冻

存备用。

1.4.2　酶解冻干法获取子囊裂解物

称取湿重约 100 mg 的子囊，使用 3 mL 预

冷的无菌水重悬子囊，吹散均匀。随后加入

2 μL 酵母破壁酶，37 ℃、220 r/min 处理 1 h，

吸取 2 μL 混合液在显微镜下观察子囊壁已破裂。

酶解结束后冷冻干燥处理 24 h，−20 ℃冻存

备用。
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1.4.3　酶解辅助超声处理获取子囊裂解物

先采用上述酶解的方式处理子囊，待子囊

壁破裂后，采用 1.4.1 节中的超声方式继续处

理。最后冷冻干燥处理 24 h，−20 ℃冻存备用。

1.5　孢子纯化

称取湿重约 60 mg 子囊于 1.5 mL EP 管中，

加入 1 mL 山梨醇缓冲溶液，吹散均匀。随后加

入 1 μL 酵母破壁酶，37 ℃、220 r/min 处理 1 h，

吸取 2 μL 混合液在显微镜下观察子囊壁已破裂，

4 ℃、7 000×g 离心 2 min 收集沉淀。在此基础

上，去除子囊壁碎片：首先使用 0.5% 吐温-20

低速洗涤 3 次，随后无菌水低速洗除吐温-20，

收集孢子沉淀，最后−20 ℃冻存备用。

1.6　哺乳动物细胞培养及刺激

本研究所用哺乳动物细胞为鼠源巨噬细胞

RAW264.7 (中国科学院细胞库)。将−80 ℃冻存

的鼠源巨噬细胞复苏，传代 3 代后进行实验。

接种 106 个/mL 细胞于 12 孔板培养，待贴壁后

更换新鲜 DMEM 培养基。随后刺激细胞：每孔

滴加 7.2 mg/mL 超声冻干的样品，混合均匀，

5% CO2、37 ℃环境下静置培养 24 h。最后收集

细胞上清液，检测刺激后哺乳动物细胞的细胞

因子分泌水平。

1.7　酶联免疫法检测蛋白表达

采用 ELISA 试剂盒测定超声冻干的样品刺

激鼠源巨噬细胞以及小鼠原代腹腔巨噬细胞分

泌的细胞因子水平，包括肿瘤坏死因子 - α 

(tumor necrosis factor- α, TNF- α) 和白介素 -6 

(interleukin-6, IL-6)；测定灌胃小鼠超声冻干的

样品后小鼠血清中分泌的细胞因子水平，具

体操作方法参照试剂盒说明书进行。本实验

方案及实验过程在江南大学伦理与动物福利

审查委员会的监管下进行，伦理审核批准号：

JN.No20240630c0641101[314]。

1.8　siRNA 转染细胞

基于 Dectin-1 基因序列，使用网络工具箱

(http://biodev.extra.cea.fr/DSIR/DSIR.html)设计用

于敲低靶向基因的 22 bp 的小干扰 RNA (small 

interfering RNA, siRNA)序列，具体序列信息如

表 1 所示。细胞转染前接种 7×105 个/mL 巨噬细

胞于 12 孔板培养，待细胞密度达到 70% 以备转

染。转染前，每孔更换 1 mL 新鲜的 DMEM 高

糖双抗培养基。随后准备无菌 EP 管，依次加入

50 μL Opti-MEM® Medium、 40 pmol Dectin-1 

siRNA、 40 pmol Control siRNA 以 及 1.6 μL 

Lipo8000TM，用移液枪轻轻地吹打均匀，逐滴滴

加于细胞上清中，随后提取细胞总 RNA，取适

量采用 RT-qPCR 检测 Dectin-1 mRNA 的相对表

达量，其余−20 ℃冻存备用。

1.9　实时荧光定量 PCR

采用实时荧光定量 PCR (quantitative real-

time PCR, RT-qPCR)测定哺乳动物细胞中目的基

因的相对转录水平。在 NCBI 网站 (https://www.

ncbi.nlm.nih.gov/)上查找鼠源相关目的基因，从

而设计引物序列并委托天霖生物科技(上海)有限

公司进行合成，具体引物信息如表 2 所示。

1.10　动物实验设计

1.10.1　动物实验分组及实验设计

选用从斯贝福(北京)生物技术有限公司订购

表1　双链siRNA的序列

Table 1　Double-stranded siRNA sequences

Name

Dectin-1 siRNA 
(mouse)

Control siRNA 
(mouse)

GAPDH siRNA 
(mouse)

siRNA sequences (5′→3′)

GCUGUUACCUAUUUAGCUUdTdT;
AAGCUAAAUAGGUAACAGCdTdT

UUCUCCGAACGUGUCACGUtt;
ACGUGACACGUUCGGAGAAtt

CACUCAAGAUUGUCAGCAAdTdT;
UUGCUGACAAUCUUGAGUGdTdT

表2　目的基因的引物序列

Table 2　Target gene primer sequences

Primers name

mRNA-M-GAPDH-F

mRNA-M-GAPDH-R

mRNA-M-Dectin-1-F

mRNA-M-Dectin-1-R

mRNA-M-β-actin-F

mRNA-M-β-actin-R

Primer sequences (5′→3′)

GCCAAAAGGGTCATCATCTC

GTAGAGGCAGGGATGATGTTC

GACTTCAGCACTCAAGACATCC

TTGTGTCGCCAAAATGCTAGG

GGCTGTATTCCCCTCCATCG

CCAGTTGGTAACAATGCCATGT
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的品系为 C57BL/6N 雌性小鼠，鼠龄 6 周，体重

为 17−22 g。本研究严格遵守国家标准实验动物

福利伦理要求(实验方案及实验过程在江南大学

伦理与动物福利审查委员会的监管下进行，伦

理审核批准文号：JN.No20240630c0641101[314])。

在实验期间小鼠自由进水并喂食标准饲料，饲

养条件：温度 20−26 ℃，相对湿度 40%−70%，

噪声≤60 dB，动物照度 15−20 lx。经 1 周适应喂

养后，将小鼠随机分为对照组(每天分别灌胃

0.9% 生理盐水)和实验组(每天分别灌胃营养细

胞、营养细胞裂解物、chs3Δ 孢子和 chs3Δ 子囊裂

解物，灌胃浓度为 12 mg/kg，体积均为 200 μL)。

持续一周实验后，对小鼠进行吸入麻醉，眼眶

取血收集小鼠全血。血液静置 1.5 h，在 4 ℃、

3 000×g 条件下离心 15 min，吸取血清后置于

−80 ℃冻存备用。

1.10.2　小鼠原代巨噬细胞提取和免疫刺激

实验前连续 3 d 对小鼠腹腔注射 1 mL 3% 的

巯基乙酸盐，随后将其腹腔剪开小口，皮肤拉

向两侧，暴露腹膜，注射 1 mL 预冷 PBS 溶液，

吹吸 3 次，最后吸取腹腔液分装于 2 mL Ep 管，

3 000×g 离心 15 min 收集原代巨噬细胞。在此基

础上，使用 1 mL DMEM 高糖双抗培养基重悬

细胞，并对细胞计数，随后接种 2.5×106 个/mL

细胞于 6 cm 板，5% CO2、37 ℃环境下静置培

养 4 h 后，待细胞贴壁更换新鲜培养基。随后刺

激细胞：每孔滴加 7.2 mg/mL 野生型子囊裂解

物、chs3Δ 孢子、dit1Δ 子囊裂解物和 chs3Δ 子

囊裂解物，混合均匀，5% CO2、37 ℃环境下静

置培养 24 h。最后收集细胞上清液，检测刺激

后哺乳动物细胞的细胞因子分泌水平。

1.10.3　脂多糖刺激原代巨噬细胞

待原代巨噬细胞贴壁，更换新鲜 DMEM 培

养基。称取 5 mg 脂多糖粉末溶于 5 mL PBS 缓

冲液中，配制成 1 mg/mL 母液于−20 ℃冻存。

使用 2 μg/mL 脂多糖刺激细胞，混合均匀，5% 

CO2、37 ℃环境下静置培养 24 h。最后收集细

胞上清液，采用 ELISA 检测细胞因子水平。

1.11　数据处理

每个实验重复 3 次，取平均值。所有数据

用 GraphPad Prism 8.0 软件统计和绘图。数据用

平均数±标准差表示，采用单因素方差分析检测

多组间数据。P<0.05 表示差异具有统计学意义。

*表示 P<0.05，**表示 P<0.01，***表示 P<0.001，

****表示 P<0.000 1，ns 代表无显著性差异。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　子囊裂解物最优制备方式

通过研究比较超声冻干、酶解冻干和酶解

辅助超声冻干 3 种用于破裂子囊壁的手段，获

得免疫活性最强的 chs3Δ 子囊裂解物。第 1 种

方案是超声处理 chs3Δ 子囊使细胞壁破裂，随

后将其裂解液冷冻干燥 ( 图 1A)，随后置于

−20 ℃冻存备用；第 2 种方案是采用酵母溶壁酶

处理 chs3Δ 子囊使其细胞壁破裂，随后将其裂

解液冷冻干燥；第 3 种方案是使用酵母溶壁酶

处理 chs3Δ 子囊，随后继续采用超声处理，最

后将其裂解液冷冻干燥。3 种方案对比结果如

图 1B、1C 所示，采用超声冻干处理的 chs3Δ 子

囊刺激鼠源巨噬细胞分泌 TNF-α 和 IL-6 水平最

高(P<0.001)。此外，溶壁酶通常用于裂解酵母

细胞壁，具有降解细胞壁上的 β-葡聚糖的作

用[24]。因此，酶解冻干和酶解辅助超声冻干获

得的子囊裂解物免疫活性降低很可能是由于酶

处理后减少了 β-葡聚糖的含量。此外，本研究

发现相较于 chs3Δ 孢子，超声冻干的 chs3Δ 子

囊裂解物的免疫刺激性更强(图 1D、1E)。上述

结果表明通过超声冻干法获取的子囊裂解物能

显著激活鼠源巨噬细胞免疫效应，且该方法简

单及高效。因此本研究选择超声冻干法获取子

囊裂解物进行深入研究。

根据营养细胞壁内层的 β-葡聚糖能刺激细

胞免疫反应[3]，本研究利用超声冻干手段获取

chs3Δ 营养细胞裂解物，探究其免疫刺激作用。

如图 2A、2B 所示，营养细胞裂解物能够激活免
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图1　超声冻干法制备chs3Δ子囊裂解物及其免疫刺激作用。A：子囊裂解物制备示意图；B：ELISA检测

不同条件下制备的chs3Δ子囊裂解物刺激鼠源巨噬细胞分泌TNF-α；C：ELISA检测不同条件下制备的

chs3Δ子囊裂解物刺激鼠源巨噬细胞分泌IL-6水平；D：ELISA检测chs3Δ子囊裂解物和chs3Δ孢子分别刺激

鼠源巨噬细胞分泌TNF-α水平；E：ELISA检测chs3Δ子囊裂解物和chs3Δ孢子分别刺激鼠源巨噬细胞分泌

IL-6水平。*：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001；ns：无显著性差异。下同。

Figure 1　Preparation of chs3Δ asci lysate by ultrasonic freeze drying and analysis of their immunostimulatory 

effects. A: Schematic diagram of the preparation of the asci lysate; B: ELISA to detect that chs3Δ asci lysate 

prepared under different conditions stimulated the secretion of TNF-α by murine-derived macrophages; C: ELISA 

to detect that chs3Δ asci lysate prepared under different conditions stimulated the secretion of IL-6 by murine-

derived macrophages; D: ELISA to detect that chs3Δ asci lysate and chs3Δ spore stimulate the secretion of TNF-α 

level by murine-derived macrophages, respectively; E: ELISA to detect the secretion of IL-6 level by murine-

derived macrophages stimulated by chs3Δ asci lysate and chs3Δ spores, respectively. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: 

P<0.001; ns: No significant differences. The same as below.
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疫反应(P<0.05)，但是其免疫刺激反应显著低于

chs3Δ 子囊裂解物的刺激作用(P<0.05)。分析可

能是从 chs3Δ 子囊内释放的 chs3Δ 孢子对细胞

产生了免疫刺激作用。此外，孢子随着子囊壁

破裂而释放出来，由于野生型和突变体孢子的

最外层细胞壁成分不同[19]，因此可能对细胞的

免疫刺激效果不同。chs3Δ 孢子最外层是 β-葡聚

糖，而 dit1Δ 孢子的 β-葡聚糖被壳聚糖所覆盖，

因此推测 chs3Δ 子囊裂解物的免疫活性最强。

如图 2C、2D 所示，相较于 dit1Δ 子囊裂解物，

chs3Δ 子囊裂解物刺激鼠源巨噬细胞分泌 TNF-α

和 IL-6 的水平显著升高(P<0.01)。上述结果成功

图2　chs3Δ子囊裂解物激活鼠源巨噬细胞免疫系统。A：ELISA检测chs3Δ子囊裂解物和营养细胞裂解物

刺激鼠源巨噬细胞分泌TNF-α水平；B：ELISA检测chs3Δ子囊裂解物和营养细胞裂解物刺激鼠源巨噬细胞

分泌IL-6水平；C：ELISA检测各酵母子囊裂解物分别刺激鼠源巨噬细胞分泌TNF-α水平；D：ELISA检测

各酵母子囊裂解物分别刺激鼠源巨噬细胞分泌IL-6水平。

Figure 2　 chs3Δ asci lysate activate murine-derived macrophages immune system. A: ELISA for chs3Δ asci 

lysate and vegetative cell lysate to stimulate murine-derived macrophages to secrete TNF-α levels; B: ELISA for 

chs3Δ asci lysate and vegetative cell lysate to stimulate murine-derived macrophages to secrete IL-6 levels; C: 

ELISA for each yeast asci lysate to stimulate murine-derived macrophages to secrete TNF-α levels, respectively; 

D: ELISA for each yeast asci lysate stimulates IL-6 secretion by murine-derived macrophages, respectively.
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验证了推测，即 chs3Δ 子囊裂解物的免疫刺激

作用最强。

2.2　 chs3Δ 子囊裂解物在体外通过

Dectin-1 激活鼠源巨噬细胞免疫反应

虽然上述结果表明 chs3Δ 子囊裂解物能激

活鼠源巨噬细胞的免疫反应，但其具体机制尚

不清晰。鉴于 chs3Δ 子囊裂解物含有 β-葡聚糖，

本研究尝试采用 siRNA 干扰方式降低鼠源巨噬

细胞的 β-葡聚糖受体 Dectin-1f 表达水平，随后

通过检测鼠源巨噬细胞分泌细胞因子水平的变

化，进而探究 chs3Δ 子囊裂解物对其免疫激活

的潜在机制。如图 3A 所示，使用靶向性 siRNA

处理受体细胞后，其 Dectin-1 的表达水平显著

下降(P<0.05)。结果发现，随着鼠源巨噬细胞

Dectin-1 表达水平的降低，chs3Δ 子囊裂解物刺

激细胞分泌 TNF-α 和 IL-6 的水平也随之显著降

低(图 3B、3C)。上述结果表明，chs3Δ 子囊裂

解物是通过 Dectin-1 介导激活鼠源巨噬细胞免

疫反应的。

2.3　 chs3Δ 子囊裂解物在体内通过

Dectin-1 激活小鼠原代巨噬细胞免疫

系统

本研究已发现 chs3Δ 子囊裂解物能在体外

条件显著激活细胞免疫反应，为进一步探究其

在体内是否同样对免疫有刺激作用，设计了小

鼠原代细胞实验。首先探究 chs3Δ 子囊裂解物

对原代巨噬细胞的免疫激活作用。如图 4A、4B

所示，与 chs3Δ 营养细胞裂解物相比，chs3Δ 子

囊裂解物刺激原代巨噬细胞分泌的 TNF-α 和

IL-6 水平显著升高(P<0.01)。在此基础上，与野

生型子囊裂解物及突变体 dit1Δ 子囊裂解物相

比，chs3Δ 子囊裂解物刺激原代巨噬细胞分泌

TNF-α 和 IL-6 的水平也显著升高(P<0.01)，此外

chs3Δ 子囊裂解物的免疫刺激活性高于 chs3Δ 孢

子 (图 4C、4D)，这很可能是因为子囊壁上的

β-葡聚糖具有较高的免疫活性。此结果与上述体

图3　chs3Δ子囊裂解物通过Dectin-1激活鼠源巨噬细胞分泌细胞因子。A：采用RT-qPCR检测Dectin-1 

mRNA的相对表达量；B：利用ELISA检测chs3Δ子囊裂解物刺激Dectin-1敲低的鼠源巨噬细胞分泌TNF-α

的水平；C：借助ELISA检测chs3Δ子囊裂解物刺激Dectin-1敲低的鼠源巨噬细胞分泌IL-6的水平。

Figure 3　chs3Δ asci lysate induce cytokines production of murine-derived macrophages via Dectin-1 signal. A: 

RT-qPCR to detect the relative expression of Dectin-1 mRNA; B: ELISA to detect the level of TNF-α secreted by 

murine-derived macrophages stimulated by chs3Δ asci lysate to Dectin-1 knockdown; C: ELISA to detect the 

level of IL-6 secreted by murine-derived macrophages stimulated by chs3Δ asci lysate to Dectin-1 knockdown.
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图4　chs3Δ子囊裂解物激活小鼠腹腔原代巨噬细胞免疫系统。A：利用ELISA检测chs3Δ子囊裂解物和营

养细胞裂解物刺激原代巨噬细胞分泌TNF-α的水平；B：借助ELISA检测chs3Δ子囊裂解物和营养细胞裂解

物刺激原代巨噬细胞分泌IL-6的水平；C：采用ELISA检测酵母子囊裂解物之间刺激原代巨噬细胞分泌

TNF-α的水平；D：通过ELISA检测酵母子囊裂解物之间刺激原代巨噬细胞分泌IL-6的水平。

Figure 4　chs3Δ asci lysate activate mouse peritoneal primary macrophage cell immune system. A: ELISA to 

detect the level of TNF-α secretion by primary macrophages stimulated by chs3Δ asci lysate and vegetative cell 

lysate; B: ELISA to detect the level of IL-6 secretion by primary macrophages stimulated by chs3Δ asci lysate 

and vegetative cell lysate; C: ELISA to detect the level of TNF-α secretion by primary macrophages stimulated 

by yeast asci lysate between them; D: ELISA for stimulation of primary macrophage secretion of IL-6 levels 

between yeast asci lysates.
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外结果一致，表明 chs3Δ 子囊裂解物是一种具

有生物活性的免疫刺激剂，并且能激活小鼠原

代巨噬细胞免疫反应。

为探究 chs3Δ 子囊裂解物在体内激活小鼠

原代巨噬细胞免疫反应是否同样与 Dectin-1 信

号激活有关，本研究首先敲低原代巨噬细胞

Dectin-1 的表达水平。如图 5A 所示，Dectin-1

的表达水平显著下降(P<0.05)。随着 Dectin-1 表

达水平降低(图 5A)，chs3Δ 子囊裂解液刺激原代

巨噬细胞分泌 TNF-α 和 IL-6 水平也随之显著降

低(图 5B、5C)。上述结果表明，chs3Δ 子囊裂

解液刺激原代巨噬细胞产生免疫反应是由

Dectin-1 信号介导的。

2.4　chs3Δ 子囊裂解物在体内对小鼠免

疫系统激活的影响

为探究 chs3Δ 子囊裂解物对小鼠整体免疫

系统的影响，对品系为 C57BL/6N 小鼠口服

chs3Δ 子囊裂解物。如图 6A 所示，口服酵母子

囊裂解物与生理盐水组相比，小鼠的体重变化

量无显著性差异，表明 chs3Δ 子囊裂解物对小

鼠的健康无显著影响。采用 ELISA 检测小鼠血

清中的细胞因子分泌水平，结果如图 6B、6C 所

示， chs3Δ 子囊裂解物的小鼠血清中检测到

TNF-α 和 IL-6 水平均显著增加，这是因为与

chs3Δ 孢子相比，位于 chs3Δ 子囊壁上的 β-葡聚

糖在小鼠体内也具有高度的免疫活性(P<0.01)。

上述结果表明，chs3Δ 子囊裂解物作为免疫刺激

剂激活了小鼠体内的免疫反应。

2.5　chs3Δ子囊裂解物诱导训练免疫

Xin 等[25]和 Vetvicka 等[26]发现酵母 β-葡聚

糖能够诱导训练免疫反应，从而增强对二次感染

疾病的抵抗力。研究表明，酵母 β-葡聚糖对小

鼠产生训练免疫后，脂多糖(lipopolysaccharides, 

LPS)二次刺激小鼠原代巨噬细胞后，诱导其产

生更强烈的免疫反应和高水平的细胞因子[27-28]。

因此，本研究探究 chs3Δ 子囊裂解物是否能对

小鼠产生训练免疫反应，具体实验流程如图 7A

所示，首先小鼠连续 7 d 口服 chs3Δ 子囊裂解物

图5　chs3Δ子囊裂解物通过Dectin-1激活小鼠腹腔原代巨噬细胞分泌细胞因子。A：采用RT-qPCR检测

Dectin-1 mRNA的相对表达量；B：利用ELISA检测chs3Δ子囊裂解物刺激Dectin-1敲低的原代巨噬细胞分

泌TNF-α的水平；C：借助ELISA检测chs3Δ子囊裂解物刺激Dectin-1敲低的原代巨噬细胞分泌IL-6的水平。

Figure 5　 chs3Δ asci lysate induce cytokines production of mouse peritoneal primary macrophage cells via 

Dectin-1 signal. A: RT-qPCR to detect the relative expression of Dectin-1 mRNA; B: ELISA to detect the level of 

TNF- α secreted by Dectin-1 knockdown primary macrophages stimulated by chs3Δ asci lysate; C: ELISA to 

detect the level of IL-6 secreted by chs3Δ asci lysate stimulated by Dectin-1 knockdown primary macrophages.
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以激活小鼠免疫反应，随后间歇 7 d，待小鼠的

免疫反应恢复至非激活状态。在此基础上，提

取小鼠腹腔原代巨噬细胞，并使用 LPS 刺激进

行二次刺激。

如图 7B、7C 所示，在灌胃 7 d 后检测小鼠

血清中的细胞因子水平，发现 chs3Δ 子囊裂解

物显著激活了小鼠免疫反应，这与上述结果一

致(图 6B、6C)。在 7 d 间歇后，采用 ELISA 法

检测小鼠血清中的细胞因子水平，发现口服

chs3Δ 子囊裂解物的小鼠免疫反应已恢复至非激

活状态(图 7B、7C)。随后采用 LPS 二次刺激原

代巨噬细胞，结果如图 7D、7E 所示，在 chs3Δ

子囊裂解物刺激的小鼠体内提取的原代巨噬细

胞在 LPS 的二次刺激后，其分泌的 TNF-α 和

IL-6 水平均显著提高。上述结果表明，chs3Δ 子

囊裂解物能够诱导训练免疫反应。

图6　chs3Δ子囊裂解物在小鼠体内激活细胞分泌细胞因子。A：在灌胃chs3Δ子囊裂解物的一周内，小鼠

的体重变化值；B：ELISA检测chs3Δ子囊裂解物刺激小鼠血清中的TNF-α水平；C：ELISA检测chs3Δ子囊

裂解物刺激小鼠血清中的IL-6水平。

Figure 6　chs3Δ asci lysate activate cells to secrete cytokines in vivo of mice. A: Values of body weight changes 

in mice during one week of gavage of chs3Δ asci lysate; B: ELISA for TNF-α levels in serum of chs3Δ asci lysate 

stimulated mice; C: ELISA for IL-6 levels in serum of chs3Δ asci lysate stimulated mice.

3667



 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516

DU Congcong et al. || Acta Microbiologica Sinica, 2025, 65(8)

3　讨论与结论　讨论与结论

酵母 β-葡聚糖被广泛用于膳食补充剂，其

具有免疫刺激性[15]。研究表明，酵母 β-葡聚糖

作为免疫刺激剂能够激活细胞免疫系统，诱导鼠

源巨噬细胞分泌促炎细胞因子 TNF-α 和 IL-6[29-30]。

目前，市场上商业化酵母 β-葡聚糖主要来源于

酿酒酵母营养细胞壁，该细胞壁结构由葡聚糖

层和甘露糖层构成，其中葡聚糖层被甘露糖层

覆盖[17]。然而，Liu 等[22]研究发现葡聚糖层外露

的 chs3Δ 孢子比营养细胞能更有效地激活免疫

效应。遗憾的是，这些孢子是在子囊内形成的，

且被富含 β-葡聚糖的子囊壁紧紧包裹[18]，这极

大地限制了 chs3Δ 孢子的直接应用潜力。因此，

本研究旨在探索出几种用于破裂子囊壁的手段，

根据比较不同方式获取的 chs3Δ 子囊裂解物对

鼠源巨噬细胞免疫刺激性的强弱，以筛选出最

优的制备方案。发现通过超声冻干法获取的子

囊裂解物激活鼠源巨噬细胞免疫效应最强，这

是因为超声冻干法不仅能有效裂解 chs3Δ 孢子

的子囊壁，释放出大量的 β-葡聚糖，同时还能

保持 β-葡聚糖结构的完整性。这一发现不仅为

chs3Δ 孢子的高效利用提供了新思路，也为开发

新型免疫刺激剂奠定了坚实基础。

图7　chs3Δ子囊裂解物诱导训练免疫。A：chs3Δ子囊裂解物训练免疫示意图；B：ELISA检测小鼠激活状

态和非激活状态下血清中的TNF-α水平；C：ELISA检测小鼠激活状态和非激活状态下血清中的IL-6水平；

D：ELISA检测LPS刺激小鼠原代巨噬细胞分泌的TNF-α水平；E：ELISA检测LPS刺激小鼠原代巨噬细胞

分泌的IL-6水平。

Figure 7　chs3Δ asci lysate induce trained immunity. A: Schematic of chs3Δ asci lysate training immunity; B: 

ELISA to detect TNF-α levels in serum from mice in activated and inactivated states; C: ELISA to detect IL-6 

levels in serum from mice in activated and inactivated states; D: ELISA to detect TNF-α levels secreted by LPS-

stimulated primary macrophages in mice; E: ELISA to detect IL-6 levels secreted by LPS-stimulated mouse 

primary macrophages.
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研究表明酵母营养细胞和其细胞壁内层的

β-葡聚糖作为膳食补充剂，能有效提高机体免疫

能力[31-32]。目前，酵母 chs3Δ 孢子作为一种无

毒性的 β-葡聚糖微球，在体外展现出了比营养

细胞更为强大的免疫激活能力[22]。本研究通过

小鼠口服 chs3Δ 孢子实验设计，进一步确认了

其不仅安全无毒，而且在体内展现出的免疫刺

激性也超越了营养细胞。鉴于 chs3Δ 孢子被子

囊壁包裹，子囊壁富含 β-葡聚糖这一免疫刺激

剂的特点[17]，本研究采取了破除子囊壁的策略，

以深入探究 chs3Δ 子囊裂解物的免疫刺激活性。

先前的研究已经揭示 chs3Δ 孢子能够在体外通

过 Dectin-1 受体介导，有效激活细胞免疫反

应[22]。此外，它能通过 Dectin-1 受体显著激活

细胞免疫效应，诱导细胞因子的分泌，并通过

训练免疫机制增强小鼠的免疫防御能力。因此，

推测 chs3Δ 子囊裂解物具有作为一种新型免疫

刺激性膳食补充剂的潜力。

综上所述，本研究通过采用超声冻干这一

简便且高效的技术手段，成功制备了具有免疫

刺激活性的 chs3Δ 子囊裂解物。在体外实验与

体内模型中均验证了它作为有效免疫刺激剂的

潜能，其能够显著激活细胞免疫反应。进一步

的研究揭示，chs3Δ 子囊裂解物是 Dectin-1 受体

的激动剂，并能通过训练免疫机制增强小鼠对

抗感染的能力。值得注意的是，口服 chs3Δ 子

囊裂解物对小鼠未显示出明显的毒性效应，且

其免疫刺激活性相较于已报道的营养细胞更为

突出。此外，chs3Δ 子囊裂解物的制备流程简

易、成本效益高，具备良好的工业化生产潜力。

基于上述研究发现，chs3Δ 子囊裂解物在作为膳

食补充剂以提升人体免疫力方面展现出了广阔

的应用前景。这不仅为免疫调节剂的开发提供

了新的思路，也为利用微生物资源促进健康提

供了科学依据和实践路径。
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