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摘要!研究藤本豆豆荚总黄酮对正常小鼠免疫功能及体内抗

氧化活性的影响#以小鼠免疫器官系数!脾淋巴细胞增殖活

性!巨噬细胞吞噬能力!细胞因子水平!血清
0XZ

!

20b/HW

和
FZ*

为指标评价藤本豆豆荚总黄酮的免疫功能和体内

抗氧化活性#结果表明"与阴性对照组比较"灌胃给予正常

小鼠藤本豆豆荚总黄酮
!#A

后"小鼠胸腺系数和脾脏系数

分别增加
")?!.I

和
'?($I

"小鼠脾脏淋巴细胞的增殖活性

和巨噬细胞的吞噬能力分别增加
"".?('I

和
)$?"(I

"小鼠

血清
VG1/

&

!

*eH

!

0XZ

和
20b/HW

的活性分别提高
'?)%I

"

')?%)I

"

"#?.$I

"

")?"(I

"血清
FZ*

水平降低
!)?&$I

#藤

本豆豆荚总黄酮具有增强正常小鼠免疫功能和体内抗氧化

活性的作用#

关键词!藤本豆%豆荚%黄酮%免疫功能%抗氧化活性
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多年生藤本豆是野生扁豆与大油豆杂交得到的植物新

品种#藤本豆蛋白+多糖+多肽和黄酮类化合物具有调节免

疫)

"

*

+降低血清胆固醇)

)3!

*

+抗氧化的作用)

.

*

'植物黄酮类

化合物的药理作用包括降血脂+清除自由基+抗氧化作用+免

疫调节作用+抗骨质疏松等#是保健食品的重要功效成分之

一)

%

*

'植物黄酮类化合物可通过特异性免疫和非特异性免

疫发挥免疫调节作用)

(

*

'藤本豆豆荚是藤本豆加工过程中

的废弃物#其豆荚中含有丰富的黄酮类化合物#由于其提取

率和纯度相对较低#一定程度上限制了植物黄酮的工业化生

产和应用)

$3'

*

'因此本研究以藤本豆豆荚为原料提取总黄

酮#利用大孔吸附树脂进行纯化#提高了黄酮类化合物的提

取率和纯度#并对其免疫功能和体内抗氧化活性进行评价#

旨在为藤本豆资源的综合利用及保健食品的开发提供理论

依据'

"

!

材料与方法

"?"

!

试验材料

藤本豆豆荚"采自福建省永春县岵山镇藤本豆种植示范

基地#采后自然晾干#临用时烘箱!

(#\

$干燥后粉碎备用%

昆明雌性小鼠"

.

周龄#

0HG

级#体重
))

"

)%

=

#许可证号

NBje

!吉$

)#""/##"!

#长春生物制品研究所有限责任公司'

"?)

!

试验试剂

伴刀豆蛋白
*

!

+D:*

$"纯度
&&I

#美国
07

=

56

公司%

二甲基亚砜"分析纯#天津市致远化学试剂有限公司%

THFV/"(.#

培养基+

b6:R

0

N

液"美国
07

=

56

公司%

FJJ

"纯度
&'I

#美国
07

=

56

公司%

胎牛血清"优级纯#生工生物工程!上海$股份有限公司%

碱性磷酸酶!

*eH

$+超氧化物歧化酶!

0XZ

$+丙二醛

!

FZ*

$+谷胱甘肽过氧化物酶!

20b/HW

$+小鼠
VG1/

2

+

V̂/.

(%"



4̂ V0*

检测试剂盒"南京建成生物工程研究所%

其他试剂均为分析纯'

"?!

!

试验仪器

可见分光光度计"

dGE)"##

型#尤尼柯!上海$仪器有限

公司%

酶 标 仪"

0H4+JT* F*j "&#

型#美 国
FD8@B<86M

Z@S7B@N

公司%

+X

)

培养箱"

0b4̂ *̂,).#(/)

型#美国希尔顿制造股份

有限公司%

高速冷冻离心机"

h!(be

型#德国
b@M58@

公司'

"?.

!

试验方法

"?.?"

!

藤本豆豆荚总黄酮的提取
!

藤本豆豆荚粉!过

(#

目$#按
"

#

"#

!

=

(

5̂

$加入
(#I

乙醇水溶液#水浴!

&#\

$

回流提取
!;

#过滤#滤渣再按
"

#

"#

!

=

(

5̂

$加入
(#I

乙醇

水溶液#水浴!

&#\

$回流提取
);

#过滤#合并滤液备用'藤

本豆豆荚总黄酮得率计算"

;

T

!

3

U

#=#""

$

V

%#

V

)%#

(="$&

V

"###

V

8

V

"##I

# !

"

$

式中"

;

&&&藤本豆豆荚总黄酮得率#

I

%

3

&&&吸光度值%

8

&&&称取样品质量#

=

'

"?.?)

!

藤本豆豆荚总黄酮的纯化
!

选用
*,/'

树脂对藤本

豆豆荚总黄酮粗提物进行纯化#处理后的树脂装入层析柱

!

%B5 _(#B5

$#上 样 流 速 为
) ,C

(

;

#洗 脱 溶 剂 为

(#5̂

(

"##5̂

乙醇水溶液#洗脱流速为
),C

(

;

'纯化后冻

干备用'

"?.?!

!

动物试验

!

"

$试验动物分组及给药"

.

周龄昆明小鼠!

))

"

)%

=

$

适应性饲养
!A

后随机分为
.

组#每组
!#

只'阴性对照组

!生理盐水
)##5

=

(

R

=

$+藤本豆豆荚总黄酮纯化物高剂量组

!

.## 5

=

(

R

=

$+中 剂 量 组 !

)## 5

=

(

R

=

$+低 剂 量 组

!

"##5

=

(

R

=

$'试验期间小鼠自由饮水+采食#每天灌胃给药

一次'连续给药
!#A

#期间每隔
"#A

随机选取
"#

只进行免

疫指标的检测'

!

)

$小鼠胸腺系数和脾脏系数的测定"小鼠眼球取血后

颈椎脱臼处死#解剖取其胸腺和脾脏#用滤纸吸干表面血污#

称重#按式!

"

$计算胸腺系数和脾脏系数!

5

=

(

=

$'

胸腺 脾脏
! $

系数
]

胸腺 脾脏
! $

重量

小鼠体重
' !

)

$

!

!

$小鼠腹腔巨噬细胞吞噬能力测定"小鼠腹腔巨噬细

胞吞噬能力测定采用中性红吞噬试验测定'具体检测方法

参照刘文辉等)

&

*的试验方法'吞噬能力以
4X

%.#:5

值表示#

其值越大代表吞噬能力越强'

!

.

$

J

淋巴细胞增殖能力测定"

J

淋巴细胞增殖能力测

定参照
+;6865676;

等)

"#

*的试验方法'增殖能力以
4X

%$#:5

值表示#其值越大代表增殖能力越强'

!

%

$血清生化指标测定"小鼠眼球取血后#

!###M

(

57:

离心取血清#严格按试剂盒操作说明#分别测定血清
*eH

+

0XZ

+

20b/HW

+

FZ*

+

VG1/

&

+

V̂/.

等指标'

"?%

!

数据处理

所有试验数据均以
Q `0Z

表示#用
0H00

!

"&?#

$软件进

行方差分析'用
0̂Z

法分析组间差异显著性'

)

!

结果与分析
)?"

!

藤本豆豆荚总黄酮纯化

藤本豆豆荚总黄酮提取得率可达到
(?.)I

#提取率高于

香薷中的总黄酮!

%?!(I

$

)

""

*

'经
*,/'

大孔吸附树脂纯化

后#总黄酮纯度达到
!%?$!I

#提高了
.?%

倍#与玉竹总黄酮的

纯化效果相当)

")

*

'

)?)

!

藤本豆豆荚总黄酮对小鼠胸腺和脾脏系数的影响

动物免疫器官的发育与机体的免疫能力密切相关#免疫

器官是免疫细胞发育和增殖的场所#同时也是执行免疫功能

的重要机构)

"!

*

'胸腺和脾脏是动物体内的两个重要的免疫

器官#胸腺对
J

细胞分化+成熟起到重要作用)

".

*

%脾脏内含

有大量的免疫细胞#包括
J

细胞+

,

细胞+巨噬细胞和
1e

细

胞等'因此免疫器官的发育状况成为免疫功能评价的重要

指标之一'

由图
"

!

6

$可知#给药第
"#

天#与阴性对照组比较#中+高

剂量组可极显著增加小鼠胸腺系数!

H

&

#?#"

$#分别增加了

.?(&I

和
%?'(I

%给药第
)#

天和第
!#

天#中剂量组小鼠胸腺

系数显著增加!

H

&

#?#%

$#分别增加了
(?"&I

和
&?$"I

%高剂

"

?

与阴性对照组比较
H

&

#?#%

!""

?

与阴性对照组比较
H

&

#?#"

图
"

!

藤本豆豆荚总黄酮对小鼠胸腺和脾脏系数的影响

G7

=

<M@"

!

4KK@BLDKGĤ bD:7:A@WDKL;

O

5<N6:A

N

P

8@@:7:57B@

$%"

提取与活性
!

)#"$

年第
"

期



量组小鼠胸腺系数极显著增加!

H

&

#?#"

$#分别增加了

'?"$I

和
")?!.I

'由图
"

!

Q

$可知#给药第
"#

天#中+高剂量

组极小鼠脾脏系数显著增加!

H

&

#?#"

$#分别增加了
.?%I

和

$?#(I

%第
)#

天#中剂量组小鼠脾脏系数显著增加!

H

&

#?#%

$#增加了
!?%I

#高剂量组小鼠脾脏系数极显著增加

!

H

&

#?#"

$#增加了
(?(.I

%第
!#

天#低+中和高剂量组小鼠

脾脏系数都显著增加#分别增加了
!?'!I

#

(?#%I

#

'?($I

'

藤本豆豆荚总黄酮可促进小鼠胸腺和脾脏的发育#增加胸腺

和脾脏的相对质量#金银花黄酮也表现出相似的作用)

"%

*

'

)?!

!

藤本豆豆荚总黄酮对小鼠腹腔巨噬细胞吞噬能力的

影响

!!

巨噬细胞能吞噬异物+处理抗原#是构成机体非特异性

免疫的重要组成部分#吞噬细胞活性的大小反映机体非特异

性功能的强弱)

"(

*

'

由图
)

可知#与阴性对照组比较#给药
"#

#

)#

#

!#A

后#

高+中和低剂量组的巨噬细胞吞噬活性都极显著增加!

H

&

#?#"

$#给药
!#A

高剂量组吞噬活性增加
"".?('I

#同时表现

出一定的剂量反应效应#随黄酮浓度的增大#巨噬细胞的吞

噬活性增加#高剂量组表现出最高的吞噬活性'藤本豆豆荚

总黄酮能通过提高巨噬细胞的吞噬活性来增强小鼠的非特

异性免疫功能#蕨菜黄酮也可增强小鼠的非特异性免疫

功能)

"$

*

'

"

?

与阴性对照组比较
H

&

#?#%

!""

?

与阴性对照组比较
H

&

#?#"

图
)

!

藤本豆豆荚总黄酮对小鼠腹腔巨噬细胞

吞噬能力的影响
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!

藤本豆豆荚黄酮对小鼠脾淋巴细胞增殖的影响

淋巴细胞受抗原物质刺激后可分化增殖+产生特异性免

疫应答或抗体#是细胞免疫的重要细胞#淋巴细胞增殖试验

是评价细胞免疫的重要指标之一)

"'

*

'

由图
!

可知#与阴性对照组比较#给药
"#

#

)#

#

!#A

后#

高+中和低剂量组黄酮都能极显著促进小鼠脾淋巴细胞的增

殖!

H

&

#?#"

$#给药
!#A

高剂量组淋巴细胞增殖能力提高

)$?"(I

#并呈现剂量依赖关系#随剂量的增加#增殖作用逐

渐增强'藤本豆豆荚总黄酮能刺激小鼠脾淋巴细胞增殖#增

强小鼠的细胞免疫功能#黄芪黄酮也可显著促进小鼠脾淋巴

细胞的增殖)

"&

*

'

"

?

与阴性对照组比较
H

&

#?#%

!""

?

与阴性对照组比较
H

&

#?#"

图
!

!

藤本豆豆荚总黄酮对小鼠脾淋巴细胞增殖的影响
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!

藤本豆豆荚黄酮对小鼠血清细胞因子
VG1/

&

和
V̂/.

的

影响

!!

J;

细胞可分泌不同的细胞因子#维持机体正常的免疫

功能#其中
J;"

属于促炎因子#通过表达
J1G/

"

和
VG1/

&

来

促进细胞免疫和抑制体液免疫%

J;)

属于抑炎因子#通过分

泌
V̂/.

+

V̂/(

和
V̂/"#

来促进体液免疫和抑制细胞免疫)

)#

*

'

由图
.

!

6

$可知#与阴性对照组比较#低+中和高剂量组都

可显著增加小鼠血清中
VG1/

&

因子的表达!

H

&

#?#"

$#给药

"

?

与阴性对照组比较
H

&

#?#%

!""

?

与阴性对照组比较
H

&

#?#"

图
.

!

藤本豆豆荚总黄酮对小鼠血清细胞因子
VG1/

&

和
V̂/.

的影响

G7

=

<M@.

!

4KK@BLDKGĤ bD:L;@8@S@8DKVG1/

&

6:A

V̂/.7:N@M<5
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第
!!
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"
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!



!#A

高剂量组可增加
'?)%I

#并呈现一定的剂量效应关系%

由图
.

!

Q

$可知#给药
"#A

后#高剂量组可显著增加小鼠血清

中
V̂/.

的表达!

H

&

#?#%

$#其他各给药组都无显著性差异'

藤本豆豆荚总黄酮可诱导机体的炎症性反应#明显增加

VG1/

&

的表达#诱导
J;"

(

J;)

平衡向
J;"

方向偏移#促进机

体的细胞免疫而抑制体液免疫#白花舌草也表现出相同的免

疫活性)

)"

*

'

)?(

!

藤本豆豆荚黄酮对小鼠血清
*eH

活力的影响

碱性磷酸酶!

*eH

$在细菌等异物的消化降解过程中发

挥重要作用#另外
*eH

可增强机体对病原体的识别和吞噬

能力#是免疫学研究的关键指标之一)

))

*

'

由图
%

可知#与阴性对照组比较#给药
"#

#

)#

#

!#A

后#

高+中和低剂量黄酮组都可显著提高小鼠血清
*eH

的浓度

!

H

&

#?#"

$#给药
!#A

高剂量组小鼠血清
*eH

活力增加

')?%)I

#高于金银花黄酮高剂量组!

")?$!c

(

"##5̂

$

)

"%

*

'

藤本豆豆荚总黄酮可提高小鼠血清
*eH

的活性#在调节小

鼠免疫功能中发挥重要作用'

"

?

与阴性对照组比较
H

&

#?#%

!""

?

与阴性对照组比较
H

&

#?#"

图
%

!

藤本豆豆荚总黄酮对小鼠血清碱性

磷酸酶活力的影响
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O

DK*eH
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)?$

!

藤本豆豆荚黄酮对小鼠血清
0XZ

和
20b/HW

活性的

影响

!!

机体内活性氧!

TX0

$水平过高会导致细胞坏死#进而导

致机体免疫机能的下降#保持机体内氧化&抗氧化的内稳态

可以提高机体的免疫能力)

)!

*

'

0XZ

和
20b/HW

的活性强弱

是衡量机体清除自由基+抗氧化能力的重要指标之一'

由图
(

!

6

$可知#与阴性对照组比较#给药
"#

#

)#

#

!#A

后#低+中和高剂量组都能极显著提高小鼠血清
0XZ

活性

!

H

&

#?#"

$#给药
!#A

高剂量组小鼠血清
0XZ

活性提高

"#?.(I

#随给药时间的延长#

0XZ

的活性逐渐增强#给药

!#A

后
0XZ

的活性最强#且存在剂量效应关系'由图
(

!

Q

$

可知#与阴性对照组比较#给药
"#

#

)#

#

!#A

后#低+中和高剂

量组都能极显著提高小鼠血清
20b/HW

活性!

H

&

#?#"

$#给

药
!#A

高剂量组小鼠血清
20b/HW

活性增加
")?"(I

#

20b/

HW

活性的增加与黄酮浓度之间存在明显的剂量效应关系'

藤本豆豆荚总黄酮可提高小鼠血清
0XZ

和
20b/HW

的活

"

?

与阴性对照组比较
H

&

#?#%

!""

?

与阴性对照组比较
H

&

#?#"

图
(

!

藤本豆豆荚总黄酮对小鼠血清
0XZ

和

20b/HW

的影响

G7

=

<M@(

!

4KK@BLDKGĤ bD:L;@8@S@8DK0XZ6:A

20b/HW7:N@M<5

性#提高小鼠体内增强自由基反应的酶系统能力#降低机体

内活性氧的水平#辅助增强小鼠的免疫功能#中华稻蝗也表

现出相似的体内抗氧化活性)

).

*

'

)?'

!

藤本豆豆荚黄酮对小鼠血清
FZ*

浓度的影响

FZ*

是脂质过氧化反应的产物#其血清中浓度的高低

可反映机体受氧自由基攻击的程度'是抗氧化功能评价的

重要指标之一)

)%

*

'

由图
$

可知#与阴性对照组比较#给药
"#

#

)#

#

!#A

后#

低+中和高剂量组都能极显著降低小鼠血清
FZ*

水平!

H

&

"

?

与阴性对照组比较
H

&

#?#%

!""

?

与阴性对照组比较
H

&

#?#"

图
$

!

藤本豆豆荚总黄酮对小鼠血清
FZ*

浓度的影响

G7

=

<M@$

!
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提取与活性
!
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#?#"

$#给药
!#A

高剂量组小鼠血清随给药时间的延长#

FZ*

浓度逐渐降低#给药
!#A

后
FZ*

浓度最低!降低

!)?&$I

$#且存在剂量效应关系'藤本豆豆荚总黄酮可减轻

小鼠体内活性氧引起的氧化损伤#阻断脂质过氧化反应#减

少细胞损伤#杜仲叶黄酮也表现出相同的抑制氧化产物

FZ*

积累的作用)

)(

*

'

!

!

结论
本试验以藤本豆豆荚为原料提取植物黄酮类化合物#利

用
*,/'

树脂进行纯化#利用小鼠体内试验评价其免疫活性

和抗氧化活性#结果表明#藤本豆豆荚总黄酮能促进正常小

鼠免疫器官!胸腺系数增加
")?!.I

+脾脏系数增加
'?($I

$

的发育#促进小鼠脾脏淋巴细胞的增殖!增加
"".?('I

$#增

强巨噬细胞吞噬活力!提高
)$?"(I

$#诱导机体的炎症性反

应!

VG1/

&

水平增加
'?)%I

$#促进机体的细胞免疫#提高小

鼠体内增强自由基反应的酶系统能力!

0XZ

和
20b/HW

活

性分别增加
"#?.(I

和
")?"(I

$#降低机体内活性氧的水平#

减轻小鼠体内活性氧引起的氧化损伤!

FZ*

水平降低

!)?&$I

$#阻断脂质过氧化反应#减少细胞损伤'藤本豆豆

荚总黄酮具有大豆黄酮)

)$

*

+芒果皮黄酮)

)'

*

+淫羊藿黄酮)

)&

*

+

白花蛇舌草黄酮)

)"

*等植物黄酮类化合物相同的免疫调节功

能#并表现出较强的体内抗氧化活性'试验可为藤本豆资源

的综合开发提供理论基础#但有关藤本豆豆荚总黄酮中发挥

免疫调节功能和抗氧化活性的成分鉴定及机理有待进一步

研究'
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