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对小鼠免疫功能的影响·
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摘要：利用超声波的空化效应对大粒径酵母8-葡聚糖(SCG)进行超声修饰，修饰后的SCG(C_

SCG)呈现分布均匀的单颗粒状，粒径分布带宽明显变窄，平均粒径由原来的56．49肚m降低到

2．33 pm。由于粒径的变化会给SCG免疫功效带来一定的影响，故对其免疫功效进行了考察：与

修饰前的SCG(N—SCG)相比，修饰后的SCG使Con A诱导小鼠淋巴细转化率提高了42．35％；血

清CH。。提高了28．89％；NK细胞活性提高了78．10％，免疫功效得到显著增强。
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Ultrasonic Modification of the p-Glucans from Saccharomyces cerevisiae

and It7S Effection on the Immunoactivity in Mice
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China；2．School of Food Science and Engineering，Yunnan Agricultural University，Kunming 650020，China)’

Abstract：The macropartiele p-glueans from Saccharomyces cerevisiae(SCG)were modified by

uhrasonication in order to get microparticle SCG．After ultrasonical treatment，the equably

singal particulates of SCG were homogeneous and it's average diameter reduced from 56。49 pm to

2．33“m．Because the diameter change of SCG bring some influences to it7S immune activity，the

immunoactivity of N—SCG and C—SCG were tested．The results showed that，the lymphocyte

proliferation，the hemolytic level and the activity of NK cells of C-SCG groups increased

42．35％，28。89％and 78．10％，respectively，compared to that of N—SCG groups．

Key words：p-glucans；ultrasonic modification；immunoaetivity

p葡聚糖存在于许多细菌、真菌和高等植物中，

它的一个重要来源是酿酒酵母(Saccharomyces cer-
evisiae)fill]]包‘11。酵母p葡聚糖(／9-glucans from

Saccharomyces cerevisiae，简称SCG)位于酵母细
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胞壁的内层，起到支撑细胞形态的骨架作用，占细

胞壁于重的30％～60％。SCG依据连结方式的不

同可以分为p1，3一葡聚糖和p1，6一葡聚糖：长链

的p1，3一葡聚糖的聚合度约为1 500，占总p葡聚

糖的85％；余下的15％是聚合度约为150的短链p

1，6一葡聚糖[2-33。SCG具有增强免疫、抗肿瘤、抗

菌、降血脂、愈合伤口和预防炭疽热等显著医学功

效n“]，日益引起人们的关注。此外，p葡聚糖在食

品工业中也得到了广泛应用，目前主要用作增稠

剂、膳食纤维和脂肪替代品[7]。

SCG不溶于水，呈聚集状，其直径一般在20～

80“m阳]，据Tabata等人报道，小粒径的SCG微粒

更易与巨噬细胞受体的结合以显著增强巨噬细胞

吞噬能力[。]。基于此，作者首先对聚集状SCG大颗

粒进行超声修饰，使其平均粒径降低到小于5 pm

范围内，进而又对其修饰前后SCG的免疫功效进行

考察，以判定免疫功效的变化。

1材料与方法

1．1主要试剂及设备

刀豆素A(Con A)，四甲基偶氮唑盐(MTT)：

英国Sigma公司产品；RPMI一1640培养基：美国

GIBCO公司产品；淋巴细胞分离液：上海华美生物

工程公司产品；小牛血清(超级)：杭州四季青生物

工程研究所提供；绵羊红细胞：南京医科大学产品；

其余药品均为国产分析纯。

分析天平：TB一214型，美国DENVER公司产

品；恒温生化培养箱：HPS-160型，哈尔滨东联电子

技术有限公司产品；振荡培养箱：HZQ-F160型，哈

尔滨东联电子技术有限公司产品；超净工作台：CJ一

1F型，哈尔滨东联电子技术有限公司产品；离心机：

LXJ一11 B型，上海安亭科学仪器厂产品；高压均质

机：GYB-40—10S型，上海东华高压均质机厂产品；

超声波破碎仪：JY98—11IDN型，宁波新芝生物科技

股份有限公司产品；超级数显恒温器：CS501一SP

型，重庆四达实验仪器有限公司产品；二氧化碳培

养箱：MC0175型，日本SANYO公司产品；酶联免

疫检测仪：DNM一9602，北京普朗新技术有限公司产

品；倒置相差显微镜：CX41型，13本OILYMPUS公

司产品；粒度分析仪：BT一9300H型，丹东市百特仪

器有限公司产品；紫外分光光度仪：UV一1201型，

北京BRAIC公司产品。

1．2动物与细胞株

昆明种雌性小鼠，4～5周龄，体重18～22 g，由

郑州大学医学院实验动物室提供。健康小鼠被随

机分成试验组和对照组，试验组每日灌胃G一葡聚糖

受试物～次，灌胃量分别为50、150、250 mg／(kg·

d)，正常对照组灌胃150 mg／(kg·d)的生理盐水，

持续15 d后进行各项免疫指标测定。

Yac一1小鼠淋巴瘤细胞购自中国医学科学院肿

瘤研究所，生长在含体积分数10％小牛血清的RP—

MI—1640培养液中，在37℃，体积分数5％COz，饱

和湿度下进行传代培养，细胞周期是2～3 d。

1．3实验方法

1．3．1 SCG制备取酵母细胞400 g加2 000 mL

去离子水过200目不锈钢筛网，再用去离子水离心

洗涤3～4遍。洗净的酵母加入去离子水制成质量

分数15％，pH 5．0菌悬液，然后在55℃，120 r／rain

下自溶24 h。自溶后的酵母细胞离心洗涤后用pH

7．5，0．2 mol／L磷酸缓冲液将配制成10 g／dL的溶

液，在121℃下高温抽提4 h，然后离心洗涤，用去

离子水配成质量分数为15％的悬浮液，70 MPa下

进行高压均质，经4个循环处理后离心洗涤得到去

除甘露糖蛋白的酵母细胞壁，接着按1 g：4 mL的

比例以异丙醇为有机溶剂进行回流抽提，脱脂得到

SCG粗提物，再用Protamex蛋白酶对其进行酶解，

进一步除去残存的甘露糖蛋白，最后得到的不溶物

用去离子水洗涤至中性，然后再用无水乙醇和无水

乙醚各洗涤2遍，冷冻干燥得SCGfl⋯。

1．3．2 SCG超声修饰 SCG加入去离子水配成

1．0，1．5，2．0，2．5 g／dL的悬浮液于4℃下静置

过夜。取此悬浮液100 mL置于冰浴中，在工作频

率18～21 kHz下分别以200，400，800 W的功率

进行超声修饰，每循环处理时间24 s，间歇时问6 s。

1．3．3脾脏和胸腺指数测定 眼动脉放血处死小

鼠，取胸腺和脾脏，并将周围组织剥离干净后称重，

按下式计算免疫脏器指数：

胸腺指数(nag／g)一胸腺质量(nag)／体质量(g)

脾脏指数(rag／g)一脾脏质量(rag)／体质量(g)

1．3．4其他免疫指标测定Con A诱导的小鼠脾

淋巴细胞转化试验(MTT法)见文献[11]；CH。。法

测定血清总补体活性见参考文献[123；NK细胞活

性的测定见文献E133。

2结果和讨论

2．1超声功率对SCG修饰效果的影响

在超声修饰多糖的过程中，超声处理功率是主

要的影响因素，其对SCG修饰效果影响见图l：处
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理前SCG(N—SCG)的平均粒径为56．29“m，经过

12个循环超声处理后，其粒径变化趋向稳定，随着

超声功率的不同而有所差异。当超声波功率为200

W时，处理后SCG(C—SCG)平均粒径降为5．5l

btm，而超声功率在400 W和800 W时，C—SCG的最

小粒径分别为2．33肛m和2．24肛m，并且随着时间

的延长，平均粒径保持稳定不再呈现进一步下降

趋势。

超声波是纵波，通过对溶液分子的作用，加速

溶液分子在其平衡位置的振动，形成所谓的低压区

和高压区。当超声波能量密度足够高时，“空化气

泡”就形成了，声波的稀疏相和压缩相导致气泡生

长、收缩、再生长、再收缩，经多次周期性振荡，最终

以高速度崩裂，在极短时间和“空化气泡”的极小空

间内，产生5．05×107 MPa的高压[【引。超声对多糖

的修饰正是利用这种空化效应爆破力，将聚集在一

起的SCG打散成较小的微粒。空化产生爆破力的

大小与超声功率在一定的范围内成正比关系，随着

功率的增大，爆破力增大使聚集较为紧密的SCG进

一步解聚。但是随着超声时间的延长，SCG的粒径

趋向一稳定值，这是由于当聚集的SCG被打散成单

个SCG微粒后，破碎后小微粒的运动速度较快，微

粒之间相互碰撞的几率增大，同时由于微粒表面对

分散液的极化作用，增强了颗粒之间的作用力，从

而使得小微粒易于发生团聚形成SCG大微粒，然后

大微粒又被破碎成小微粒而形成破碎一聚集一破碎的

循环，使SCG微粒的最终平均粒径保持稳定[1 5|。

根据实验结果，由于超声功率在400 W和800 W处

理时，SCG的平均粒径近似，后期试验中均采用400

W处理12个循环。

图1超声功率对SCG修饰效果的影响

Fig．1 Effect of ultrasonic power oH SCG

2．2样品质量浓度对SCG修饰效果的影响

样品质量浓度也会对超声修饰的效果带来一

定的影响，如图2所示：SCG以1．0、1．5、2．0，2．5

g／dL质量浓度在400 W的功率下进行超声处理，

质量浓度在1．0，1．5 g／dL时，经过12次循环处理

后，粒径由处理前的56．29"m降到2．87 btm’和

3．26,um；质量浓度在2．0 g／dL时，需要20次循环

处理粒径才降到3．23 p．m；随着浓度升高到2．5 g／

dL时，处理32次循环，粒径也仅降到3．88弘m。这

可能是随浓度升高，黏度也随之增大，在超声处理

中空化产生的爆破力需要克服一定的黏度阻力，故

随浓度升高，超声修饰的效果反而下降n5|。在以后

超声处理中，样品浓度确定为1．5 g／dL。

图2样品质量浓度对SCG修饰效果的影响

Fig．2 Effect of sample concentration on SCG

2．3修饰前后SCG粒度分析

对超声处理前后的SCG平均粒度进行对比分

析发现：N-SCG的中位径：56．49 btm，体积平均径：

67。30 gm，面积平均径：31．13肚m；处理后C—SCG

的中位径：2．33“m，体积平均径：2．56肛m，面积平

均径：2．07弘m。中位径、体积平均径和面积平均径

均有明显的大幅度下降，超声修饰的效果显著。。为

了对修饰效果进一步考察并有一直观了解，又对超

声处理前后的SCG进行了显微镜观察(见图3)：未

处理的葡聚糖多是聚集粘连在一起形成较大颗粒

状，处理后SCG分散成单颗粒状且分布较为均匀。
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(b)

图3超声处理前后SCG显微相片(×400)

Fig．3 Micrograph of unmodified and modified SCG(×

400)

2．4修饰前后酵母p肛葡聚糖沉降速率变化

一般来讲，微粒粒径的变化会影响到其沉降速

率，在此对未经超声处理的和超声处理的SCG悬浮

液(1 g／dL)的沉降速率进行了对比，如图4所示。

静置60 rain后，C-SCG悬浮液只是出现轻微的分

层，而N—SCG悬浮液中的SCG微粒全部移C降到试

管的底部。这样看来，C—SCG更易于凝胶态的形

成，对其在肉类产品中的添加应用以及用于人工皮

肤的制造上，提供了一种良好改良途径。

(b)

图4超声处理前后SCG沉降状况变化

Fig．4 The sedimentation of ultrasonic treated and un-

treated SCG

2．5修饰前后SCG对小鼠免疫功效的影响

2．5．1对脏器指数的影响脾脏与胸腺是体内的

重要免疫器官，是免疫活性细胞受抗原刺激后增殖

分化的场所，脾脏与胸腺的重量及其功能对巨噬细

胞的吞噬功能、细胞免疫和体液免疫等免疫功能具

有广泛而深远的影响，一般来讲，免疫力低下的动

物个体，其免疫器官的重量往往会低于健康个体。

修饰前后SCG对小鼠脏器影响见图5：N—SCG对小

鼠脾指数和胸腺指数与对照组相比没有显著差异

(P<o．05)；C—SCG对小鼠脾指数的增加有明显的

促进作用，与对照组相比，中剂量组(150 mg／(kg·

d))差异显著(P<o．05)而高剂量组(250 mg／kg．d)

的差异为极显著(P<0．01)，但是对小鼠胸腺指数

的影响同样无显著差异。

Control 50 150 250

剂量／(mg／(kg·d))
(a)

Control 50 150 250

剂量／(mg／(kg·d))

(b)

+P<0．05，一P<0．01，和对照组相比。

囤5超声修饰前后SCG对小鼠脏器指数的影响

Fig．5 Effect of unmodified and modified SCG by ultra-

sonic on the index of immune organs in normal

mice{n=6，X士s)

2．5．2 对Con A诱导淋巴细增值的影响 测定淋

巴细胞体外增殖反应是检测淋巴细胞功能的常用

方法，试验结果见表1，其中N—SCG的150 mg／(kg

·d)中等剂量组和C-SCG的150 mg／(kg·d)、250

mg／(kg·d)剂量组与对照组相比，差异均具有极显
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著性，这说明它们与ConA具有协同诱导作用，对小

鼠淋巴细转化起到上调功效。给药剂量的不同对

由ConA诱导的T细胞的增殖程度有所差异，这说

明可能存在着双向的T细胞介导的免疫反应。但

是，处理后小粒径SCG对Con A诱导小鼠淋巴细

增殖率是未经处理大粒径SCG的1．42倍，由此看

来超声处理可以明显增强SCG对Con A诱导小鼠

淋巴细增殖率的提高。

表1超声修饰前后SCG对小鼠脾淋巴细胞增殖作用的影响

Tab．1 Effect of unmodified and modified SCG by ultrasonic

on the lymphocyte proliferation of mouse spleen【一=

6，x士s)

。尸<O．05，一P<O．01，和对照组相比。

2．5．3对血清CH，o和NK细胞活性的影响溶血

素是小鼠B淋巴细胞产生的特异性抗体，当B淋巴

细胞受抗原绵羊红细胞(SBRC)刺激后，分化成浆

细胞并产生抗体(溶血素)，当再次接受同一抗原

时，溶血素与抗原作用，在补体的参与下使SRBC

溶血，以清除抗原对机体的有害作用，因此血清总

补体活性(CH。。值)能够反映体液免疫功能状况。

实验结果见图6(a)，与对照组相比，处理前后的

SCG均可增强小鼠血清中总补体溶血活性，并呈剂

量依赖性，在0～250 rag／(kg·d)剂量范围内与

SCG喂养量呈现正相关性。处理后250 mg／(kg·

d)剂量的C—SCG对小鼠血清总补体活性有极显著

性促进作用(P<0．01)，比同等剂量的N—SCG对小

鼠血清总补体活性的增长率提高了28．89％。

NK细胞存在于人或动物外周血、脾脏、淋巴结

和骨髓中，能杀伤某些肿瘤细胞、病毒感染靶细胞，

无需抗原或有丝分裂原刺激，亦不依赖抗体和补

体，在机体杀伤肿瘤、防御感染及免疫调节中发挥

重要作用，NK细胞的活性与机体抗肿瘤能力关系

密切，是机体非特异性防御机能的重要组成部分之

一。在考察NK细胞活性试验中，N—SCG在150

mg／(kg·d)中等剂量时对小鼠NK细胞活性相对

于对照组提高了93．34％，具有极显著性差异(P<

0．01)；C—SCG在150 mg／(kg·d)和250 mg／(kg

·d)两个剂量与对照组比较差异也均具有极显著

性(P<0。01)，其中C—SCG较N—SCG来看，小鼠

NK细胞活性提高了78．10％，结果见图6(b)。
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1)在工作频率18～21 kHZ下以400 W的功

率对SCG进行超声处理，每循环处理时间24 s，间

歇时间6 s，共20个循环，SCG的平均粒径由起始

的56．49／zm变为2．33“m，超声修饰效果显著；

2)通过对超声修饰前后的SCG对小鼠免疫功

能调节促进作用的考察发现：SCG粒径的变化对小

鼠脏器并无太大影响，但C—SCG相比N—SCG，Con
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A诱导小鼠淋巴细增殖率提高了42．35％；小鼠血

清总补体活性提高了28．89％；小鼠NK细胞活性
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