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螺旋藻蛋白水解物对小鼠血清中细胞因子的影响
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天津

摘要 为 探索螺旋藻 蛋 白及其水解物对 小 鼠血 清中
一 , 一 。 , 一 , 一 , 一 。 ,

一
下 , 一

归细胞 因子的影响
,

采用盐析法从琢旋藻中提取 可溶性螺旋 藻蛋 白
, 以 肤蛋 白岭水解得到蛛旋 藻

蛋白水解物溶液
。

将所得水解物对 组 。 小氛分别进行灌胃 两个灌胃组
,

其中一组灌可螺旋藻干粉
、

腹腔 注射
、

尾静脉注射
,

用 试剂盒浏定 了各组 小鼠血清中
一 , 一 。 , 一 , 一 , 。 , 一

丫 ,

细胞 因子变化情况
。

结果表明
,

与相应空白组相比
,

每组 中绝 大部分 细 胞 因子水平均有所提 高
,

仅有个别

给药方式的部分细 胞 因子有所降低 尾静脉注射的
一 ,

腹腔 注射的
一 ,

灌窗组的
一 。 和

一

蛛旋

藻干粉灌万组与螺旋藻蛋白水解物灌胃组结果显 示
,

细 胞 因子浓度都很低
,

且 两组 间相差也不 大 种给 药

方式中
,

腹腔 注射的作用效果最为明显
,

尤 以 该注射下 的
一

浓度 变化极为显 著 腹腔 注射的
一 , 以 及尾

静脉注射下的
一 、 一

日和
一

也相当显著
,

说明螺旋藻蛋白水解物通过对细 胞 因子水平的调 节
,

进 而 对

机体免疫功能发挥重要的调 节作用
。

从给药途径角度
,

腹腔 注射效果最为突出
,

说明螺旋藻蛋 白主要是通过

肠 钻膜发挥作用
,

设 法直接通过肠秘膜途径给药可能是一 种最有效 的给药方式
。
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螺旋藻素有
“

微型绿色功能性营养宝库
”

的美

誉
,

它的营养价值首先在于其富含大量的优质可溶

性蛋白
。

随着人类基因组序列分析和功能蛋白组学

工作的进一步展开
,

越来越多的科学研究表明
,

在生

命活动中 如分子识别
、

信号转导
、

细胞分化及个体

发育等 起决定作用的并非是那些分子量大
、

结构复

杂的蛋白质
,

而是那些结构相对简单的中
、

小分子物

质 —生物活性多肤〔‘〕。

这些生物活性多肤可 以通

过选择适当的蛋白酶
,

控制一定的水解度
,

水解某些

蛋白质得 到
。

它们极易被人体快速和多途径地 吸

收
,

营养并无损失
,

而且产生特定的生理功效
,

那

么这种多肤是通过吸收进人机体内部起作用
,

还是

通过肠勃膜应答起作用呢 关于这一问题 目前国内

外从细胞因子的角度来研究的相关报道很少
,

本文

将对此作一初步解释
。

作者通过对提取出的螺旋藻

蛋白选择适 当的蛋 白酶进行水解
,

将其水解物用
。小鼠通过灌 胃

、

腹腔注射
、

尾静脉注射 种给

药方式
,

观察其血清中
, , , ,

。 , 一
,

,

各自的浓度变化情况
,

探索螺旋藻蛋白

水解物对细胞因子可能发挥的调节作用和作用途径
,

从而推测螺旋藻蛋白水解物对机体产生的免疫功能
。

材料和方法

材料

螺旋藻 粉产 自内蒙古鄂托克旗乌兰

镇 牛血清白蛋白
,

电泳纯
,

中国医学科学

院血研所产品 胰蛋白酶 酶比活力为
,

购 自天津华生生物科技有限公 司 小鼠血清
一 , 一 。 , 一 , 二 , 一 。 , 一

和
一

试

剂盒
,

均购 自尚柏生物医学技术 北京 有限公 司
。 小鼠

,

雌性
,

清洁级
,

质量
,

由天津津

南区实验动物养殖场提供
。

仪器
一

低速离心 机
,

上海安亭科学仪器厂

型恒温磁力搅拌器
,

上海雷磁新径仪器有限

公司 型紫外可见光分光光度计
,

上海精密科学

仪器 有 限 公 司 高 速 冷 冻 离 心 机
,

公司 仆 型冷冻干燥机
,

郑州长城科工 贸有限公司 酶标仪
,

上海雷勃分析仪器有限公司
。

方 法
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,
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八勺匀︵日,﹄,‘,二,二

︹、的口︶、侧映甲娜

︸勺

闷工

︹、的目︶、侧谈甲娜寸

,

观察到螺旋藻干粉颜色略有增深
。

将所得干

粉用生理盐水溶解
,

置于 ℃冰柜抽提
,

所得的细

胞悬液在低速离心机离心
,

取上清液
。

将上清液加

人饱和硫酸氨溶液
,

充分搅拌川
。

冷冻离心
,

弃去上

清液
。

重复多次
。

沉淀加人少量生理盐水溶解
,

调

节 为
,

进行透析
,

得到螺旋藻蛋白
, 一

酚法

测定蛋白质量浓度巨 为
,

即
。

再加

入定量的水
,

配成质量分数为 的蛋白溶液
,

再在

其中加人胰蛋白酶阶 〕。

调节恒温水浴温度为 ℃
,

为 之间
,

不断加人 以维

持 值
,

后
,

升温至 ℃对酶进行灭活
,

迅速冷却至室温
,

再离心
,

弃沉淀
,

上清液即

为蛋白水解液
。

实验动物分组及处理

实验样品用上述方法制得的螺旋藻蛋白水解物

溶液 质量分数为 和螺旋藻蛋白干粉溶液 质

量分数为
。

将小鼠进行随机分组
,

将每个大笼

中的小鼠分别进行分组
。

每组 只
,

共 组
,

分别

为螺旋藻蛋白干粉灌胃组
、

螺旋藻水解物灌胃组
、

螺

旋藻蛋白水解物腹腔注射组
、

螺旋藻蛋白水解物尾静

脉注射组
,

给药量分别为
, , ,

犷〕

空白组 组
,

每组 只
,

分别为生理盐水灌 胃对照

组
、

生理盐水腹腔注射对照组
、

生理盐水尾静脉注射

对照组
,

给药量分别为
, 。

, ,

实

验前一天给小鼠禁食
。

种给药方式分别在给药
,

,

后从小鼠眶动脉或眶静脉取血
,

尽快使用

高速冷冻离心机
,

离心
,

得到

血清
。

在一天内测完
,

将采集的血清于 ℃的冰

箱内保存备用
。

小鼠血清中细胞因子浓度的侧定

采用 双抗夹心法严格按试剂盒说明操

作
,

检测小鼠血清
一 , 一 , 一 , 一 , 一 。 ,

一了和
一

水平
。

数据 处理

应用 统计软件进行数据分析

处理
,

结果 以 士 表示
,

组间差异用双尾

检验
,

尸 为差异有显著意义
。

实验结果

种给药方式对
一

的影响

如图 所示
,

用螺旋藻蛋白水解物和干粉给小

鼠灌胃后
,

和相应生理盐水对照组相 比
,

其
一

水

平均有少许提高
,

并且水解物灌胃效果 比干粉灌胃

海洋科学

效果好
,

但变化不很明显 尾静脉注射水解物
,

和相

应生理盐水对照组相 比
, 一

浓度有轻微的下降
,

但变化也很不 明显 腹腔注射时其水平极其显著高

于对照组
。

叮田工生理盐水
〔二 刁水解物
三三日干粉

‘‘‘ ‘二二困 日日 ‘二二二 月 ‘“‘ ‘

灌胃 尾静脉注射 腹腔注射

给药途径

图 种给药方式对
一

的影响
,

与生理盐水组相比
, 《

〔
, , , 尸

, ‘ , , , ,

种给 药方 式对转化 生长 因子
一

的影响

种给药方式下均未检测到
一 。 。

种给药方式对
一

的影响

如图 所示
,

尾静脉注射及灌胃方式下
, 一

浓

度均有所提高
,

尤其是尾静脉注射效果较明显
,

干粉

灌胃较水解物灌胃效果稍差一些 腹腔注射时

浓度较相应生理盐水组有所下降
。

灌胃 尾静脉注射 腹胜注射

给药途径

图 种给药方式对
一

的影响

种给药方式对
一

的影响

如图 所示
,

两种注射方式下
,

水平都极显

著高于对照组水平
,

尤其是腹腔注射效果极其显著
,

但灌胃效果较正常生理盐水组变化不明显
。
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压岛困 生理盆水
口乙〕水解物
三三日干粉

种给药方式对
一

俘的影响

如图 所示
,

两种注射方式
, 一

日浓度均有提

高
,

特别是尾静脉注射效果相当显著
,

其次是腹腔注

射方式
,

灌胃效果不明显
。

八八八”︸日八甘刀片,‘

︵、的己、侧悦甲娜日

灌可 尾静脉注射

给药途径

种给药方式对
一

腹腔注射

的影响

口工石皿生理盐水
口之乙水解物
任三曰 干粉

口、的目︶、侧候巾娜吐

图

种给药方式对
一

的影响

如图 所示
,

两种注射方式下的
一

质量浓

度都有一定程度的提高 水解物和干粉灌胃相对空

白组浓度均有某种程度的下降
。

「 。工江 生理盐水

灌霄 尾静脉注射 腹腔注射

给药途径

图 种给药方式对
一

甲的影响
一

月

灌胃 尾静脉注射 腹腔注射
给药途径

图 种给药方式对 的影响
一

种给药方式对
一

的影响

如图 所示
,

灌胃和尾静脉注射两种给药方式

均显示血清中
一
下浓度的升高

,

尤其是尾静脉注

射效果相当显著
,

其中灌胃方式下
,

螺旋藻干粉灌胃

效果比其水解物灌 胃效果好 腹腔注射显示
一

的水平较对照组有所下降
。

口工〕口生理益水

灌可 尾静脉注封 腹腔注射
给药途径

图 种给药方式对
一

的影响
一丫

讨论

螺旋藻蛋白水解物对细 胞 因子的影响

总体来看
,

种给药方式下的各细胞因子水平均

有所提高
,

仅有个别给药方式下的部分细胞因子有

所降低 尾静脉注射下 的
一 ,

腹腔注射下的
一

和
一
下 ,

灌胃组下的
一

和
一 。

通过 种给药方式使体内细胞因子水平增加
,

充分发挥细胞因子的生物学作用
,

从而抵御和治疗

疾病
。

本文研究的 种细胞因子 中
,

细胞因子水平

提高都比较显著
。

其中腹腔注射下的
一

极为突

出
,

腹腔注射的
一 ,

以及尾静脉注射下 的
一 、

一

和
一

也相当显著
。

如
一

作为一种在致

炎和抗炎间平衡的多功能循环细胞因子
,

对饮食和

免疫调节有着重要的作用
。

值得一提的是
,

最近研

究表明
, 一

不仅对免疫调节具有重要的作用 刺激

细胞生长
、

促进细胞分化等
,

对脂肪酸代谢也起重

要的调节功能闭
。

给予小 鼠
一

可 以诱导高脂血

症
、

高血糖和胰岛素抵抗
。

可见
,

细胞因子不仅调节

着免疫系统
,

同时对于代谢网络也起到重要的作用
。

本研究显示
,

尾静脉注射与腹腔注射下的
一

水平

都很高
,

说明螺旋藻蛋白水解物可 以用在高血脂
、

高

血糖症以及肥胖症的治疗上
。

一

是一种由多种细胞产生
,

具有抑制多种促

炎细胞因子
一 。 , 一 , 一 , 一

种 的抗炎细胞

因子
,

对饮食调节和许多致炎性 细胞 因子引发的疾

病方面具有重要 的调节作用
。

大量的证据表明
,

能抑制
一丫 , 一 。 等促炎细胞 因子的分泌

。

研究发现
,

缺陷小鼠可发生 由肠道 中抗原引起

︵、的。丫侧候喇娜卜之出

,
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的严重慢性炎症性肠病
,

应答亢进
,

件 水平升

高 , ’。〕。

这就说明螺旋藻蛋白水解物有抗炎的功效
。

一

日在尾静脉注射下效果也很显著
,

它有激活

获得性免疫的作用
,

可知螺旋藻蛋 白水解物对于提

高机体免疫力
,

可能起着很重要的作用
,

有可能开发

为新的免疫佐剂
。

一

具有抗肿瘤作用
,

还能促进其他细胞因

子的抗肿瘤作用
,

并且具有广泛的免疫调节作用
,

抑

制细胞生长和控制细胞的凋亡
。

可见
,

螺旋藻蛋白

水解物对抗肿瘤有着一定的作用〔’‘〕。

另外
,

值得一提的是
,

本实验过程 中
, 一 。 未

被检测到
,

这并不 能说明水解物没对它产生作用
。

它是一种促炎细胞因子
,

主要由肿瘤细胞产生
,

是一

种小肤分子
,

它通 过与细胞 的表皮生长 因子受体

结合而实现其生理作用
,

以自分泌和旁分泌

的形式参与调节细胞的增殖和分化
。

在正常组织 中

一般难以检测到
一 ,

但在许多肿瘤和肿瘤细胞

株里却有 的过量合成
。

因此
, 。 在肿瘤的

诊断和预后
、

临床外伤的治疗等许多方面有应用价值
。

由此可见
,

螺旋藻蛋白水解物通过对细胞因子

水平的调节
,

诱发机体产生一系列的免疫应答
,

从而

使机体产生降血糖
、

降血脂
、

抗肿瘤
、

抗炎等方面的

免疫调节功能
。

螺旋藻蛋 白水解物的作用途径

人体健康是靠免疫系统对病原微生物及其毒性

产物的有效防御来维持的
,

而对免疫系统的调节很

大程度上都是靠细胞因子介导信号传递来实现 的
,

但这种调节作用往往都不是单个因子独立完成的
,

而是通过细胞 因子间的相互协同
、

拮抗
、

诱导等关

系
,

构成一个复杂的细胞因子网络对各种生理或病

理过程进行调节
。

已有研究表明
,

食品是通过细胞

因子网络来调节人类健康的 〕,

例如本实验中尾静

脉注射方式下 的 卜 水平降低
, 一

下 水平就升

高
,

证明
一

缺陷小鼠可发生由肠道中抗原引起的

严重慢性炎症性肠病
,

应答亢进
, 一

水平升

高
,

等等
。

这表明
,

螺旋藻蛋白水解物可 以诱导或抑

制发炎和抗炎细胞因子
,

从 而进一步控制先天或后

天获得性免疫活性
,

进而影响人体健康
,

同时也验证

了细胞因子网络的主要调节就是靠发炎和抗炎细胞

因子的交互作用与动态平衡
。

有趣的是
,

这恰恰和

中国对食品和药品的认识相吻合
。

我们可 以把所有

的食品和药品分为阴阳两大类
,

这就对应 了发炎和

抗炎两大类
,

例如俗称的热性或称滋补 发炎 和凉

性
,

泄火 退火 食品
,

保持健康的本质就是首先要通

过食品调节这种动态平衡
。

在 中国
,

就传统的保健

观点来讲
,

食品属于 日常调节
,

温 和调节
,

而 中药则

是对症调节
。

如果从细胞因子 网络的角度来分析
,

可以看出
,

食品对细胞因子网络的调节是温和的
、

长

期的
,

而药物治疗则是在细胞因子网络失调并出现

临床症状时才不得不进行的药物调节〔’ 〕。

细胞因子网络使免疫系统
,

特别是肠私膜系统

对复杂的来 自各方面的挑战
,

包括病毒
、

真菌
、

细菌

甚至肿瘤所作出的复杂响应的最重要的方式
。

随着

人们对毅膜免疫认识的深人
,

研究发现 了共同戮膜

免疫系统的存在
, ,

意即一个勃膜部位的免疫反应可 以诱

发远距离私膜的免疫应答的出现〔’ 〕。

在本研究中作

者观察到
,

腹腔勃膜途径的免疫诱导了腹腔猫膜细

胞因子的升高
,

同时也诱发了较为广泛的翻膜细胞

因子的分泌
,

比如肠勃膜免疫系统
。

它是人体最大

的免疫系统
,

食品进人肠道
,

除消化吸收外
,

还有一

个重要功能就是调节机体免疫活性
。

本实验结果显

示
,

种给药方式中
,

腹腔注射效果最为突出
,

说明螺

旋藻蛋白水解物主要是通过腹腔猫膜免疫系统发挥

作用
,

进而诱发肠道勃膜的免疫应答 螺旋藻干粉灌

胃组与螺旋藻蛋白水解物灌胃组实验结果相比
,

差

别并不是很大
。

干粉与水解物的差别就在于水解物

经过了体外消化的过程
,

再经过胃酸的消化
,

说明体

外消化对于螺旋藻蛋白的吸收影响并不是很大
。

口

服螺旋藻蛋白质
,

对机体细胞因子的水平只起到了

微调的作用
,

说明螺旋藻蛋白质可能有着功能性食品

的功效 我们还可以结合指纹图谱
,

找出起主要作用的

短肤
,

将其制成注射剂用于疾病特别是癌症的治疗
。

结论

螺旋藻蛋 白水解物对机体产生众多的生理 功

效
,

如
一

对于脂肪酸代谢
、

饮食和免疫调节有着重

要的作用
, 一

有着抗病毒的功效
, 一

有着促

肿瘤坏死的功效等
,

这种调节是温和的
,

长期的
,

通

过对细胞因子的调节
,

可利用其对细胞因子的作用

针对性地治疗某些疾病
,

调节人体免疫系统的平衡
。

实验结果表明
,

腹腔注射方式最突出
,

尤其是猫

膜分泌的
一

水平最显著
,

说明螺旋藻蛋白水解物

主要通过细胞因子 网络刺激肠猫膜产生应答
,

从而

调节机体的免疫功能
,

因此直接通过肠戮膜途径给

药可能是一种最有效的给药方式
。

可以考虑将此水

解物制成胶囊比如肠溶片
,

避免经过 胃时被胃酸消

化
,

或是被体内的微生物所利用
,

直接进人肠道迅速

被吸收
,

从而开发出口服药物
,

显然该实验结果对于

螺旋藻的深人研究和药物开发具有实际价值
。

综上所述
,

本研究仅初步阐明了螺旋藻蛋白水

解物对机体免疫功能的调节有很重要的作用
,

但它

对机体的免疫机理的研究还有待进一步探索
。
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