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乌鸡肽对环磷酰胺致免疫低下小鼠的免疫调节作用

朱小语1，许丹1，陈晓文1，冯金秋1，范爱琴1，蔡木易2，许雅君h，潘兴昌2+

1(北京大学医学部公共卫生学院，北京，100191)2(中国食品发酵工业研究院，北京，100027)

摘 要 研究乌鸡肽对环磷酰胺致免疫低下小鼠的免疫调节作用。将60只ICR雌性小鼠按体重随机分成对照

组、环磷酰胺模型组、鸟鸡肽低、中、高剂量组。对照组连续腹腔注射3 d，80 mg／(kg·d)生理盐水，其余各组腹

腔注射等量环磷酰胺建立免疫力低下模型，同时对照组、环磷酰胺模型组以2 g／(kg-bw)酪蛋白灌胃，乌鸡肽

低、中、高剂量组分别以0．5、1、2∥(kg·bw)乌鸡肽灌胃15 d。在实验结束后测量小鼠体重、免疫脏器指数、胸

腺、脾脏形态学变化、骨髓有核细胞数、白细胞计数、T淋巴细胞亚群、细胞因子等。造模后，模型组小鼠骨髓有

核细胞数、DNA含量、白细胞数、CD3+、CD8+均低于对照组，差异有统计学意义。乌鸡肽组比模型组小鼠显著增

加骨髓有核细胞数、白细胞计数、CD3+、CD8+等，差异有统计学意义。鸟鸡肽可改善环磷酰胺所致免疫低下小

鼠的免疫功能。
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乌鸡又名乌骨鸡、泰和鸡、武山鸡、竹丝鸡、丝羽

乌骨鸡等⋯，属脊索动物门，鸟纲，鸡形目，雉科，鸡

属¨。，是世界稀有、我国特有的药食同源珍禽口。。我

国古籍医书《本草纲目》、《神农本草经》、《食疗本

草》、《中药志》H。等均对乌鸡的滋补强壮、防治疾病

的作用进行了详细记载。乌鸡营养价值丰富，因皮肤

和内脏内含有抗氧化功能的黑色素¨。，富含蛋白质

和氨基酸，肌肉中脂肪酸含量合理，具有种类齐全且

丰富的维生素和矿物质而备受关注。6。。

生物活性肽是结构介于蛋白质和氨基酸之间，分

子质量小于6 000 u，具有抗氧化"。、增强免疫力¨。、

促进矿物质吸收‘9。、抗炎‘101、抗菌‘111、降胆固醇‘他]、

抗血栓¨列等多种生理功能的肽类的统称。乌鸡肽作

为生物活性肽的一种，是以乌鸡为原料，经酶解、分

离、提纯后制得的低分子肽类¨“。研究表明，乌鸡肽

可以通过促进巨噬细胞吞噬能力，来增强免疫调节功

能¨“。然而，目前对于乌鸡肽免疫调节作用的细胞

免疫、体液免疫途径并未做深入研究。为此，本实验

通过分析乌鸡肽对环磷酰胺致免疫低下小鼠的体重、

免疫脏器指数、骨髓细胞计数、骨髓DNA含量、细胞
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因子、T淋巴细胞亚群、白细胞计数等指标的影响，探

讨乌鸡肽的免疫调节作用，为乌鸡肽的进一步开发与

应用提供依据。

1 材料与方法

1．1受试物

乌鸡肽干粉由中国食品发酵工业研究院提供，是

由乌鸡蛋白经酶解制得的相对分子量低于1 000 U的

寡肽混合物，其氨基酸组成见表1。

表1 乌鸡肽的氨基酸组成 单位：g／(1009)

Table 1 The amino acid composition of silky fowl peptide

氨基酸名称 含量 氨基酸名称 含量

天冬氨酸(Asp)“ 9．52 亮氨酸(Leu) 5．86

苏氨酸(Thr) 3．58 酪氨酸(Tyr) 2．21

丝氨酸(Ser) 2．87 苯丙氨酸(Phe) 1．69

谷氨酸(Glu)” 17．16 赖氨酸(Lys) 7．75

甘氨酸(Gly) 5．67 组氨酸(His) 2．47

丙氨酸(Ala)4．30 精氨酸(Arg) 5．20

缬氨酸(Val) 3．75 脯氨酸(Pro) 3．46

甲硫氨酸(Met) 1．60 半胱氨酸(Cys)0．74

异亮氨酸(Ile) 3．44 氨(NH3) 1．90

色氨酸(Trp) 3．54 总量 86．7l

注：a)天冬氨酸+天冬酰胺(Asp+Asn)；b)谷氨酸+谷氨酰胺(Glu+

Gln)

1．2实验动物

SPF级ICR健康雌性小鼠60只，初始体重18～

22 g，购自北京大学医学部实验动物科学部，合格证

号：SCXK(京)2009-0008。饲养于屏障环境，温度范

围为(22±2)℃，相对湿度为50％～60％，明暗交替

时间为12 h：12 h，自由进食、饮水。

 



1．3仪器与试剂

美国BD FACSCalibur流式细胞仪，日本光电工

业株式会社全自动血细胞分析仪MEK-7222K，UNIC-

UV2100紫外可见分光光度计，SPN3001F电子天平，

NIKON TE2000．S倒置荧光显微镜，BFX5-320自动平

衡离心机，Sigma C5890酪蛋白，Sigma C0768环磷

酰胺。

1．4模型制备

实验动物适应性喂养1 d，正式实验第1天称量

小鼠初始体重，并按体重随机分为5组，每组12只，

分别为对照组、环磷酰胺模型组、乌鸡肽低剂量组、乌

鸡肽中剂量组和乌鸡肽高剂量组。对照组腹腔注射

3 d，80 mg／(kg·d)生理盐水，其余各组连续腹腔注

射3 d等浓度环磷酰胺，建立免疫低下小鼠模型。并

于正式实验第1天开始，每天给对照组、环磷酰胺模

型组2 g／(kg·bw)酪蛋白灌胃，以传统动物优质蛋

白一酪蛋白作为对照。乌鸡肽低、中、高剂量组0．5、1、

2 g／(kg·bw)乌鸡肽灌胃，实验持续15 d。

1．5检测指标

1．5．1 体重及免疫脏器指数

灌胃第15天，称量小鼠终末体重。去眼球取

血后，脊髓离断处死小鼠，剖离胸腺和脾脏，用电子

天平称取小鼠胸腺、脾脏重量，并分别计算胸腺指

数和脾脏指数。免疫脏器指数=脏器质量(mg)／体

质量(g)。

1．5．2免疫脏器细胞形态学观察

将称重后的胸腺和脾脏固定于10％甲醛溶液

中，石蜡包埋、切片，苏木精．伊红染色(HE染色)，显

微镜下观察胸腺组织和脾脏组织的形态学变化。

1．5．3 骨髓有核细胞计数及DNA含量

将小鼠处死后，剖取各组小鼠左侧股骨，剔除周

围附着的肌肉和筋膜，用10％浓度盐酸冲出小鼠骨

髓液。每组6只小鼠进行骨髓有核细胞浓度测定，在

显微镜下用血球计数板计数。另外6只小鼠进行骨

髓DNA含量测定，采用紫外吸光光度计测量260 nm

波长处OD值。

1．5．4 外周血白细胞计数

将每组6只小鼠去眼球取血，全血滴入肝素抗凝

管中，并用激光法对血常规五分类进行检测。

1．5．5 外周血T淋巴细胞亚群检测

取外周血白细胞计数后的小鼠抗凝管中全血，采

用流式细胞术检测外周血CD3+、CD4+、CD8+T淋

巴细胞亚群百分率，并计算相应CD4+／CD8+比值。

1．5．6血清中细胞因子的测定

取每组6只小鼠T淋巴细胞亚群检测后血清20

斗L，采用CBA流式液相多重蛋白定量法，用流式细

胞仪测定小鼠血清中IL-2、IL4、IL-5、IL-6、IL一10、IL-

17、IL．1a、IFN、GM-CSF细胞因子含量。

1．6统计分析

数据均采用SPSS 21．0统计软件处理，结果以均

数±标准差表示，采用单因素方差分析并进行方差齐

性检验。若方差齐，则使用最小显著差法；若方差不

齐，则使用Tamhane’s r112检验。P值小于0．05时，

表明结果有统计学意义。

2 结果

2．1体重和免疫脏器指数

如表2，各实验组间小鼠初始体重和终末体重并

无统计学差异，且胸腺和脾脏指数各组间也并无明显

差异。

表2乌鸡肽对环磷酰胺致免疫低下小鼠体重和

免疫脏器指数的影响

Table 2 Effect of SFP on body weight and itmmme organ hldex

0f immunosuppression mice induced by cydopimspimmide

注：与对照组相比，+P<0．05，一P<0．01；与模型组相比，。P<

0．05，’’P<0．叭。

2．2 免疫脏器细胞形态学观察

如图1，在光学显微镜下对胸腺HE染色切片进

行观察，可见对照组的胸腺皮质、髓质分界清晰，皮质

面积大于髓质面积，且皮质颜色较深。环磷酰胺模型

组中皮、髓分界不清，皮质面积缩小，且颜色变浅。乌

鸡肽低、中、高剂量组相对于模型组而言，脾脏皮质颜

色逐渐增深，皮质不断增厚，皮、髓交界清晰，且在高

倍镜下可见乌鸡肽干预组淋巴细胞数量较模型组显

著增加。

如图2，对照组脾小结发育良好，模型组脾小结相

对并不完整，乌鸡肽低、中、高干预组脾小结结构完整。

且在高倍镜下，可见模型组脾脏淋巴细胞数目较对照

组减少，且在乌鸡肽干预中较模型组有不断增加。
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A·对照组：B-环磷酰胺模型组；C一乌鸡肽低剂量组；D-乌鸡肽中剂量组；E-乌鸡肽高剂量组

图l 乌鸡肽对环磷酰胺致免疫低下小鼠胸腺组织形态学变化影响(×100)

Fig．I Effect of SFP on morphologic variations of thymus of immunosuppression mice induced by。yclophosphanlide(×100)

E

^一对照组；B-环磷酰胺模型组；C一乌鸡肽低剂量组；D一乌鸡肽中剂量组；E一乌鸡肽高剂量组

图2 乌鸡肽对环磷酰胺致免疫低下小鼠脾脏组织形态学变化影响(×100)

Fig．2 Effect of SFP on morphologic variations of spleen of immunosuppression mice induced by cyclophosphamide(×100)

2．3 骨髓有核细胞计数及DNA含量

如图3，骨髓有核细胞计数结果表明，模型组与

对照组相比有显著降低，差异有统计学意义。乌鸡肽

低、中、高剂量组骨髓有核细胞浓度，与模型组相比有

显著增高，表明乌鸡肽干预的明显保护作用。骨髓

DNA含量，如图4，造模组骨髓DNA含量与对照组相

比显著下降，乌鸡肽干预组较造模组DNA含量显著

上升，且差异有统计学意义。

f
三
×

型
拦
型
器
牮
。
舞
枣

2 3 4

1对照组；2环磷酰胺造膜组；3乌鸡肽低剂量组；

4乌鸡肽中剂量组；5乌鸡肽离剂量组

图3 乌鸡肽对对环磷酰胺致免疫低下小鼠股骨骨髓

有核细胞浓度的影响

Fi巴3 E任＆t of Sily fowl peptide on on conceulⅢ,ion of bone mar-

low cells of irmnunosuppression mice induced by cyclophosphamide

(注：与对照组相比，’P<0．05，一P<0．Ol；

与模型组相比，。P<0．05，“P<0．01)

2．4外周血白细胞计数

由图5可见，小鼠给予环磷酰胺后外周血白细胞计

数显著下降，乌鸡肽干预后白细胞计数有明显恢复，低、

中剂量组数值较模型组增高，差异无统计学意义，而乌

鸡肽高剂量组外周血白细胞数较模型组显著增高。
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I埘照组；2环磷酰胺造9莫组：3 t。々码肽低剂量组：

4乌鸡肽中剂量组；5乌鸡肽离剂量组

图4 乌鸡肽对对环磷酰胺致免疫低下小鼠股骨

骨髓DNA含量的影响

Fig．4 Effect of SFP on bone marrow DNA content of

immunosuppression mice induced by cyclophosphamide

(注：与对照组相比，’P<0．05，一P<0．叭；

与模型组相比，’P<0．05，“P<0．01)

2 3 4 5

】对照组；2环磷酰胺造膜组；3 q玛肽低剂量组；

4乌鸡肽中剂量组；5乌鸡肽离剂量组

图5 乌鸡肽对环磷酰胺致免疫低下小鼠外周血

白细胞计数的影响

Fig．5 Effect of SFP on on white blood cell count of

immunosuppression mice induced by cyclophosphamide

(注：与对照组相比．‘P<0．05，一P<0．01；

与模型组相比，。P<0．05，“P<0．01)
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2．5外周血T淋巴细胞亚群检测

如表3，各试验组外周血CD4+T淋巴细胞百分

率及CD4+／CD8+比值，与对照组和模型组相比，均

无显著差异(P>0．05)。模型组和乌鸡肽低剂量组

CD3+T淋巴细胞百分率显著低于对照组，而乌鸡肽

中、高剂量组CD“T淋巴细胞百分率显著高于模型

组。对CD8+T淋巴细胞百分率而言，模型组显著低

于对照组，且乌鸡肽高剂量显著高于模型组。

2．6血清中细胞因子水平的测定

如表4，血清细胞因子测定结果表明，小鼠注射

环磷酰胺后，IL．2、IL．6、IL一10、IL．1a和IFN各剂量组

问没有显著差异。模型组IL一5水平显著较对照组增

高，且乌鸡肽中、高剂量组较模型组有显著地降低。

此外，GM．CSF与IL-5趋势相近，模型组水平显著增

高，乌鸡肽各剂量组较模型组明显降低。且IL-4乌

鸡肽中剂量组较环磷酰胺组有明显增高，IL一17中、高

剂量组较模型组显著降低。

表3乌鸡肽对对环磷酰胺致免疫低下小鼠T淋巴

细胞亚群的影响

Table 3 Effect of SFP on T lymphocytes of

immunosuppression mice induced by cyclophosphamide

注：与对照组相比，’P<0．05，‘’P<0．01；与模型组相比，。P<0．05

’4P<0．叭。

表4 乌鸡肽对环磷酰胺致免疫低下小鼠细胞因子的影响

Table 4 Effect of SFP on on cytokine of immunosuppression mice induced by cyclophosphamide

注：与对照组相比，‘P<0．05，一P<0．0l；与模型组相比，’P<0．05，“P<0．01。

3 讨论

乌鸡肽作为一种重要的生物活性肽，具有抗自由

基氧化‘1“、增强免疫力等功效。然而，目前对于乌鸡

肽的增强免疫力功能还仅局限于对巨噬细胞影响的

研究。为此，本实验使用目前较为常用的化学造模剂

环磷酰胺，一次大剂量给药造模，降低小鼠免疫功能，

建立良好的免疫低下模型Ⅲ1。与此同时，本研究选

用传统优质动物蛋白一酪蛋白作为对照组，评定乌鸡

生物活性肽的功能。

胸腺和脾脏是机体重要的淋巴器官，其功能与机

体免疫息息相关。胸腺是T淋巴细胞发育成熟的器

官，乌鸡肽干预组与模型组相比可使皮质增厚，皮髓

交界清晰，淋巴细胞数增多。脾脏是成熟T、B淋巴

细胞定居的器官，乌鸡肽干预组与模型组相比，明显

增加脾脏淋巴细胞数，维持脾小结结构的完整。表明

乌鸡肽干预组虽然对胸腺、脾脏指数并无明显影响，

但对于胸腺、脾脏组织形态学产生影响，乌鸡肽可在

一定程度上增加免疫抑制小鼠的胸腺淋巴细胞的数

量，并促进脾小结的发育’1“。

骨髓是机体重要的造血、免疫器官，骨髓经分化

可生成红细胞、白细胞、血小板等各种血细胞而发挥

其生理功能¨⋯。本实验观察到环磷酰胺造模组小鼠

的白细胞计数、骨髓有核细胞数量以及骨髓DNA含

量，与对照组相比均有明显下降。表明，环磷酰胺可

以造成骨髓抑制，并引起外周血白细胞减少。而乌鸡

肽各剂量组骨髓有核细胞计数均高于模型组，且乌鸡

肽高剂量组白细胞计数明显高于模型组。表明，乌鸡

肽对免疫低下小鼠的骨髓抑制状态有明显改善。

T淋巴细胞在机体细胞免疫功能中发挥着免疫

防御、免疫调节等重要作用，包括CD3+、CD4+、

CD8+T淋巴细胞。CD8+T细胞具有细胞毒性，通过

抑制T细胞活化和B细胞产生抗体，进而达到抑制

机体免疫的作用。与之相反，CD4+T细胞在细胞免

疫过程中起着辅助作用。实验观察到，乌鸡肽可显著

提高免疫低下小鼠脾脏中CD3+、CD8+T淋巴细胞水

平，且乌鸡肽干预组CD4+／CD8+较模型组绝对值有

所降低，提示乌鸡肽对免疫低下小鼠的细胞免疫具有

改善功效Ⅲ1。

细胞因子是由免疫细胞分泌的一类具有免疫调

节功能的蛋白或小分子肽类，按照分泌细胞不同，分

为淋巴因子、单核因子等。21|。本实验中，IL-4、IL．5、
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IL一17为由T淋巴细胞分泌的淋巴因子，GM．CSF为

巨噬细胞源性细胞因子。在环磷酰胺造模后，乌鸡肽

干预可使IL_4、IL一5、IL一17、GM．CSF细胞因子水平向

对照组回归。表明乌鸡肽干预，可以通过下调炎症因

子IL一17、GI-CSF等的表达，在免疫机制中发挥保护

作用。

研究表明，生物活性肽较游离氨基酸更易于通过

肠壁转运，具有增强生物体免疫力、促进淋巴细胞增

殖、促进抗体合成以及调节细胞因子等作用心2|。本

实验中受试物乌鸡肽的小分子蛋白质含量占

96．74％，且赖氨酸、亮氨酸和精氨酸含量较高，具有

较好的免疫调节活性。综上所述，乌鸡肽可通过改善

环磷酰胺致免疫低下小鼠骨髓造血、免疫功能，免疫

脏器形态学变化，淋巴细胞、细胞因子等，来起到免疫

调节作用。

4 结论

本实验初步探究了乌鸡肽对环磷酰胺致免疫低

下小鼠初始、终末体重，免疫脏器指数，胸腺、脾脏组

织形态变化，骨髓有核细胞数、DNA数，外周血白细

胞数、以及T细胞亚群、细胞因子的影响，结果提示

乌鸡肽对小鼠中枢免疫系统和外周免疫系统均具有

较显著的保护作用，其分子机制有待进一步的研究。
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Immuno-regulation effects of silky fowl peptide on immunosuppressed

mice induced by cyclophosphamide

ZHU Xiao—yul，XU Danl，CHEN Xiao．wenl，FENG Jin．qiul，

FAN Ai—qinl，CAI Mu—yi2，XU Ya—junl+，PAN Xing—chan92+

1(School of Public Health，Peking University Health Science Center，Beijing 100191，China)

2(China National Research Institute of Food＆Fermentation Industries，Beijing 100027，China)

ABSTRACT The objective of this paper was to investigate the immuno-regulation effects of sily fowl peptide(SFP)
on mice with immunosuppression．Sixty ICR male mice were randomly divided into five groups based on their weight，

including control group，cyclophosphamid model group，SFP low dose group，SFP moderate dose group and SFP high

dose group．Control group was given intraperitoneal injection of saline(80 ms／kg·d)，and other four groups were

given equivalent dose of cyclophosphamid through intraperitoneal injection for three days to establish an immunosup—

pression model．At the same time，control group and model group received casein treatment(2 s／kg·bw orally once a

day for 15 days)and other three groups received SFP treatment(0．5，1 and 2 s／kg·bw orally once a day for 15 days，

respectively)．The body weight，immune organ index，morphologic variations of thymus and spleen，bone marrow nucle．

ated cell count，white blood cell count，T lymphocytes and cytokine were measured at the end of the experiment．Re．

suits showed that the DNA content and the numbers of bone marrow cells。white blood cell．CD3+and CD8+in model

group were decreased compared with control group．However，different doses of SFP significantly increased numbers

of bone marrow cells，white blood cell，CD3+and CD8+compared with contr01．It could be concluded that SFP could

effectively improve the immune function of immunosuppression mice induced by cyclophosphamide．

Key words sily fowl peptide；bioactive peptide；cyclophosphamid；immune regulation
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