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食品生物技术                                                              

小麦肽对受环磷酰胺免疫抑制小鼠的免疫调节及抗氧化

功能 
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摘  要: 本研究旨在分析小麦蛋白活性肽对免疫抑制小鼠免疫功能和抗氧化功能的调节作用。小鼠灌胃小麦肽 10 d, 第

8 天用环磷酰胺诱导免疫抑制, 测定血清溶血素、抗体生成细胞含量、脾细胞增殖、体外腹腔巨噬细胞吞噬能力、肝脏

抗氧化酶活性和丙二醛(MDA)含量以及血清清除 DPPH 和·OH 的能力。实验结果表明, 环磷酰胺处理显著的降低了小

鼠血清中抗 SRBC 抗体(溶血素 HC50)水平和腹腔巨噬细胞的吞噬能力; 同时伴随着肝脏超氧化物歧化酶活性(SOD)、过

氧化氢酶活力(CAT)、总抗氧化能力(T-AOC)的降低和 MDA 含量的提高。给小鼠灌胃小麦肽可以恢复 HC50 和脾细胞增

殖, 显著提高抗体生成细胞含量和腹腔巨噬细胞吞噬能力; 此外, 小麦肽增强了小鼠血清清除 DPPH 和清除·OH 的能

力。以上结果表明, 小麦肽可以调节应激状态引起的机体抗氧化体系紊乱及免疫功能的降低。这可能与小麦肽缓冲自由

基生成、激活腹腔巨噬细胞和脾淋巴细胞活性有关。 
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Abstract: We studied immune modulation and antioxidant effects of wheat peptides on immunosuppressed mice. Mice were 
administrated with wheat peptides orally for 10 days and treated with cyclophosphamide at the 8th day. The indexes including serum 
hemolysin, plaque forming cells, spleen cells proliferation, liver antioxidant enzymes activties, malondialdehyde (MDA), scavenging 
serum 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl and •OH and macrophage phagocytic ability in vitro were measured to assess the immune 
functions and antioxidation abilities. In vivo study shows that cyclophosphamide significantly decreases serum hemolysin (HC50) and 
phagocytic function of macrophages. Simultaneously, liver superoxide dismutase, catalase activity and total oxidation capacity were 
decreased and malondialdehyde was increased. Wheat peptides could recover HC50 and spleen cell proliferation when orally 
administrated. Furthermore, they could also enhance serum 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl and •OH scavenging. In conclusion, wheat 
peptides can help body resist the stress related disorders in immune and antioxidant system. 
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生物活性肽(Biologically active peptides, BAP) 指

的是一类具有多种生物学功能的分子量小于 6000 D

的多肽。小麦肽是从小麦蛋白水解物中分离得到的

生物活性肽, 具有 ACE抑制、吗啡作用、免疫调节、

抗氧化等多种生物活性, 能够刺激机体淋巴细胞增

殖, 增强巨噬细胞吞噬功能, 提高机体抵御外界病

原体感染的能力, 降低机体发病率等[1]。 

目前, 国内外生物活性肽的研究主要集中在大

豆蛋白和酪蛋白方面, 而关于小麦蛋白肽的研究报

道较少, 特别是关于其功能性的研究, 本实验采用

Alcalase碱性蛋白酶水解小麦蛋白, 再经过 732阳离

子交换树脂和 Sephadex G-15 凝胶分离出免疫活性

较高的组分, 将其对小鼠灌胃, 同时对小鼠注射环

磷酰胺建立免疫抑制模型, 通过对小鼠脏器的免疫

和抗氧化指标的测定, 从清除自由基的角度来研究

抵抗免疫抑制及抗氧化间的相互关系。 

1  材料与方法 

1.1  试剂 
Alcalase FG 2.4L (Novo.nordisk AIS 2800 

Bagsvaerd): Novo 公司 ; 732 强酸性阳离子交换树

脂 : 上海化学树脂公司 ; Sephadex G-15: Sigma 公

司 ; 绵羊红细胞(SRBC): 无锡华商生物试剂有限公

司; 豚鼠血清: 自制;  噻唑蓝(MTT): Sigma 公司; 

HEPES、谷氨酰胺: 华美生物工程公司; R/MINI1640

培养基: Gibco 公司; 胎牛血清: 中国科学院上海生

化与细胞研究所 ; 环磷酰胺(Cy): 江苏恒瑞医药股

份有限公司; FITC 异硫氰酸荧光素: 北京拜尔迪生

物技术有限公司; T-AOC、MDA、CAT、SOD 试剂

盒: 南京建成生物工程研究所。 

1.2  主要仪器 
荧光 /化学发光分析仪 : Zenth 3100, 奥地利

Anthos; MK3 酶标仪: 上海雷勃分析仪器厂; 超低

温冰箱 : 美国 ; 二氧化碳培养箱 : 美国 Thermo 

Forma; 净化工作台: 苏州净化设备厂; 倒置式生物

显微镜: 重庆光电仪器有限公司。 

1.3  实验动物 
30 日龄健康昆明种小鼠, 18~22 g, 雄性, 浙江

省实验动物中心提供, 动物合格证号为: 浙医动字

2001001号。 

1.4  小麦肽的制备 
采用 Alcalase碱性蛋白酶对小麦蛋白进行水解, 

水解条件: 酶用量 13×103 U/g, pH值 9.5, 温度 60oC, 

底物浓度 4%, 反应时间 100 min, 水解度 18.63%;  

将水解产物离心去上清制成冻干粉, 再经过 732 阳

离子交换树脂和 Sephadex G-15凝胶进行分离纯化, 

通过体外小鼠脾细胞增殖实验检测出活性较高的组

分(分子量<6000 D), 冷冻干燥制成冻干粉备用。 

1.5  动物实验 
32 只昆明种小鼠, 按体重随机均分成 4 组: 正

常对照组、免疫抑制组、免疫抑制+低剂量小麦肽组

(2 mg/mL)、免疫抑制+高剂量小麦肽组(10 mg/mL)。

低剂量肽组按 20 mg/kg 体重灌胃, 高剂量肽组按

100 mg/kg 体重灌胃 , 对照组和环磷酰胺组按    

10 mL/kg体重灌胃无菌生理盐水。每天 1次, 连续

灌胃 10 d, 第 6天所有小鼠均腹腔注射 0.2 mL 2%的

绵羊红细胞, 实验的最后 2 天免疫抑制组小鼠腹腔

注射 80 mg/kg体重的环磷酰胺(20 mg/mL), 其他组

注射同等剂量的无菌生理盐水, 第 10天眼球采血处

死小鼠。 

1.5.1  抗体生成细胞含量(PFC)的测定 

根据文献[2]的方法进行改进。小鼠眼球放血处死

后, 无菌取脾细胞, 调细胞浓度为 5×106 个细胞/mL, 

取该脾细胞、0.2% SRBC 和 10%豚鼠血清补体各  

0.5 mL, 混匀后于 37oC的水浴中保温 1 h(保温期间

轻轻摇动 2 次, 避免细胞下沉), 然后 3000 r/min 离

心 5 min, 吸取上清。另设不加补体的细胞悬液作为

空白, 处理同上。于 413 nm处以空白调零, 测定上

清的吸光值。以吸光度表示抗体生成细胞含量。 

1.5.2  血清中抗 SRBC抗体(溶血素 HC50)含量 

用生理盐水将小鼠血清稀释 100倍, 0oC下吸取

1 mL与 0.5 mL 10%绵羊红细胞和 1 mL豚鼠血清补

体混合 , 37oC 水浴保温 30 min, 冰浴终止反应。 

2000 r/min离心 10 min, 取 1 mL上清液, 加 3 mL都

氏试剂, 混匀后静置 10 min, 测定 OD540。 

半数溶血 OD值: 0.25 mL绵羊红细胞, 用都氏
试剂稀释至 4 mL, 摇匀后静置 10 min, 2000 r/min离
心 10 min, 测定 OD540作为绵羊红细胞半数溶血时
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的吸光度值。按下式计算绵羊红细胞半数溶血值

HC50 作为血清中抗 SRBC 抗体 (溶血素 )含量 : 
HC50=(样品 OD 值/SRBC 半数溶血 OD 值)×样品稀
释倍数。 
1.5.3  脾细胞增殖 

无菌取脾细胞, 调细胞数至 2×106/mL, 加入 96

孔培养板, 每孔 0.2 mL, 每个处理做 4 个复孔, 在

37oC、5% CO2培养箱中培养 60 h后, 1000 r/min离心

5 min, 去掉上清, 再加入MTT(5 mg/mL)20 μL, 继续

培养 4 h, 加 100 μL DMSO, 用酶标仪测定 OD630。 

1.5.4  体外检测小麦肽对腹腔巨噬细胞吞噬功能的

影响[3] 

无菌取腹腔巨噬细胞, 调细胞浓度为 2×106/mL, 

加入 96孔培养板, 100 μL /孔, 37oC、5% CO2 培养

箱中培养 4 h贴壁, 1500 r/min离心 10 min去上清, 

更换培养基继续培养 4 h, 分别加入小麦肽 0、200、

400 μg/孔, 环磷酰胺 100 μg/孔, 另设空白对照组, 

(每个剂量 6 个复孔)刺激培养 24 h, 按照文献[3]方

法测定巨噬细胞吞噬 FITC标记大肠杆菌的能力。 

1.5.5  清除 DPPH活性的测定 

根据参考文献[4]和[5]的方法稍加改进。取不同

浓度的样品 0.1 mL, 加入 1×10-4 mol/L DPPH无水乙

醇溶液 2.8 mL, 混匀后在室温下避光反应 20 min, 并

在 4000 r/min下离心 10 min, 取上清液在 517 nm下测

定吸光度(Ai), 空白组(Aj)以等体积无水乙醇溶液代替

DPPH溶液, 对照组(A0)以等体积蒸馏水代替样品溶液, 

并以等体积蒸馏水和无水乙醇混和液空白调零, 清除

率按下式计算: 清除率 I(%)=(1−(Ai−Aj)/A0)×100%。 

1.5.6  清除羟自由基(·OH)活性的测定 

按照文献[5]方法测定。 

1.5.7  SOD、T-AOC、CAT、MDA的测定 

用南京建成试剂盒 , 按照说明测定 SOD、

T-AOC、CAT和 MDA。 

1.6  数据处理 
实验数据均以平均数 ± 标准差( x ± s)表示。组

间差异比较用 SPSS 10 统计软件作方差分析。 

2  结果 

2.1  小麦肽对免疫抑制小鼠免疫功能的影响 
血清溶血素含量(HC50)可以反映机体体液的免

疫能力, 空斑形成细胞数(PFC)主要用于检测脾脏中

B细胞的抗体生成情况。表 1、2结果显示, 环磷酰

胺处理可以显著引起 HC50(P<0.05)和巨噬细胞吞噬

能力(P<0.01)的降低, PFC和脾细胞增殖能力有减弱

趋势。灌胃了小麦肽的免疫抑制小鼠, 抗体生成细

胞含量(P<0.05)显著增强 , 体外检测腹腔巨噬细胞

的吞噬功能(P<0.01)也显著提高 , 且具有剂量依赖

性, HC50和脾细胞增殖能力有一定恢复。 

2.2  小麦肽对免疫抑制小鼠抗氧化能力的影响 
表 3 结果显示, 环磷酰胺处理显著降低了小鼠

血清清除 DPPH 的能力(P<0.05), 但对 ·OH 清除能

力有显著的增强作用 (P<0.01), 可能由于机体应

激引起。灌胃小麦肽后 , 小鼠血清清除 DPPH 和清

除 ·OH 的能力均显著高于抑制组 , 且超过对照组

(P<0.01)。  

由表 4 数据可知, 环磷酰胺处理显著消耗了小

鼠肝组织抗氧化酶(SOD 和 CAT) (P<0.01), 显著降

低了肝脏 T-AOC能力(P<0.01), 并提高了肝脏MDA

含量(P<0.05)。小鼠灌胃小麦肽, 可以恢复 SOD、

CAT活力, 降低MDA水平并显著提高 T-AOC能力。 

表 1  小麦肽对免疫抑制小鼠 HC50、PFC、脾细胞增殖的影响( x ± s) 
Table 1  Effects of wheat peptides on HC50, PFC, spleen lymphocytes multiplication of immunosuppressed mice ( x ± s) 

Group Dose (mg/kg) HC50 PFC (OD413) Spleen lymphocytes multiplication (OD630) 

Control − 54.48±1.34 0.27±0.031 0.24±0.024 

Cy − 20.21±0.98* 0.22±0.033 0.15±0.036 

Wheat peptides-L+Cy 20 31.45±1.43 0.39±0.025* 0.19±0.015 

Wheat peptides-H+Cy 100 32.97±2.38 0.46±0.025* 0.20±0.013 

Note: compare with control, *P<0.05; **P<0.01; cy: mice were treated with cyclophosphamide (80 mg/kg); Wheat peptides-L+Cy: 
cyclophosphamide (80 mg/kg) treated mice were administrated with low dose of wheat peptides (20 mg/kg); Wheat peptides-H+Cy: 
cyclophosphamide (80 mg/kg) treated mice were administrated with high dose of wheat peptides (100 mg/kg). 
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表 2  体外检测小麦肽对免疫抑制小鼠腹腔巨噬细胞吞噬功能的影响( x ± s) 
Table 2  Effects of wheat peptides on macrophage phagocytosis of immunosuppressed mice in vitro( x ± s) 

Group Dose (μg/well) Macrophage phagocytosis (×106) (fluorescence intensity) 

Control − 4.09 ± 0.42 

Cy − 2.05 ± 0.13** 

Wheat peptides-L+Cy 200 2.18 ± 0.22* 

Wheat peptides-H+Cy 400 5.28 ± 0.58** 

Note: compare with control, *P<0.05; **P<0.01; cy: cyclophosphamide (100μg/well); wheat peptides-L+Cy: cyclophosphamide (100 μg/well)+ 
wheat peptides (200 μg/well); wheat peptides-H+Cy: cyclophosphamide (100 μg/well)+wheat peptides (400 μg/well). 

表 3  小麦肽对免疫抑制小鼠血清清除 DPPH 和清除羟自由基(·OH)的影响( x ± s) 
Table 3  Effects of wheat peptides on serum DPPH and ·OH scavenging ability of immunosuppressed mice ( x ± s) 

Group Dose (mg/kg) DPPH clearance rate ·OH clearance rate 

Control − 27.25±3.78 23.33±1.80 

Cy − 24.42±2.23* 29.92±4.51** 

Wheat peptides-L+Cy 20 35.07±1.67** 29.57±3.76** 

Wheat peptides-H+Cy 100 36.53±3.03** 39.89±1.56** 

Note: as the same as table 1. 

表 4  小麦肽对免疫抑制小鼠体内抗氧化指标的作用( x ± s) 
Table 4  Effects of wheat peptides on antioxidant ability of immunosuppressed mice in vivo( x ± s) 

Group Dose (mg/kg) Liver T-AOC 
(U/mg prot) 

Liver SOD 
(U/mg prot) 

Liver MDA 
(nmol/mg prot) 

Liver CAT 
(U/mg prot) 

Control − 4.15±0.94 69.44±10.85 13.24±3.12 27.55±1.07 

Cy − 2.24±0.57** 52.27±14.11** 16.52±3.56* 20.05±2.67** 

Wheat peptides-L+Cy 20 5.20±0.73* 68.89±10.36 14.44±3.92 26.75±1.44 

Wheat peptides-H+Cy 100  5.55±0.85** 71.31±14.5 13.95±1.99 27.40±1.54 

Note: as the same as table 1. 
 

3  讨论 

氧自由基是一类具有高度化学反应活性的含氧

基团 , 主要包括超氧阴离子自由基(O2−)和 ·OH 等 , 

它们在引起脂质氧化的同时, 可增加黏膜的通透性, 

使吞噬细胞活动进一步加强, 产生更多的氧自由基, 

从而导致组织细胞损伤[6]。正常情况下, 氧自由基在

抗菌、消炎和抑制肿瘤等方面具有重要意义。但是, 

在疾病或某些外源性药物和毒物入侵后, 抗氧化体

系可能会发生紊乱, 自由基代谢平衡因此失调, 从

而导致生物膜和大分子物质发生脂质过氧化损伤[7]。 

环磷酰胺为目前广泛应用的烷化剂, 对多种癌

症都有很好的疗效, 但其对机体起到一定治疗作用

的同时也产生了副作用, 它可以抑制免疫细胞, 又

能抑制骨髓的造血功能, 引起机体的氧化应激。因

此当机体受到环磷酰胺刺激时, 小鼠血清溶血素水

平、脾脏抗体生成细胞含量均明显下降, 脾细胞增

殖也受到影响, 体外腹腔巨噬细胞吞噬能力也有所

减弱, 肝脏抗氧化酶活性极大下降。 

食物源免疫活性肽不具有免疫原性, 能以完整

肽的形式被肠道吸收或在肠道与受体结合发挥作

用。它们能够刺激淋巴细胞增殖、提高巨噬细胞吞

噬外来异物的能力, 同时还具有抗肿瘤、抗病毒的

功能。目前, 乳蛋白来源的免疫肽研究较多, 研究表

明 , 乳源生物活性肽可以激活巨噬细胞吞噬活性 , 

巨噬细胞是一种重要的抗原呈递细胞, 它激活后可

以释放细胞因子调节淋巴细胞活性。本实验结果显

示小麦蛋白源活性肽具有相似的作用, 可以显著影

响脾脏淋巴细胞增殖能力, 这可能是通过调节巨噬

细胞活性间接实现的。小麦肽调节巨噬细胞释放细

胞因子的能力还有待进一步研究。 

小麦蛋白碱性氨基酸含量高, 水解后有大量抗
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氧化氨基酸残基暴露, 抗氧化能力提高。本研究中，

小麦肽显著缓解了环磷酰胺引起的氧化应激。淋巴

细胞细胞膜含有丰富的脂质, 容易遭受自由基攻击, 

小麦肽可能通过清除自由基预防淋巴细胞损伤, 而

促进其增殖能力、提高血清溶血素水平和脾抗体生

成细胞含量[8]。Dympna等[9]的研究也表明在高氧情

况下, 抗氧化剂可以保持巨噬细胞对细菌的吞噬作

用, 说明机体在氧化应激情况下抗氧化作用和免疫

能力有直接的相关性。 
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