
0 引言

不同食物中核酸的含量有很大差别，动物内脏和豆类中

核酸含量丰富，而牛奶和蛋类中的核酸含量较低 [1]。 近年来，
关于口服核酸类物质是否具有免疫调节功能问题争论不断。

通过综述文献，发现目前对核酸类物质调节免疫的研究主要

集中在获得性免疫部分（T、B 细胞）。然而在不同的研究中，受

试物包括了 RNA、DNA 以及核苷酸， 并且受试物的剂量也有

很大的不同 [1]。 本研究认为这些不同可能是造成现在结果有

5'-核苷酸对小鼠获得性免疫调节作用
研究

摘要 为了评价 5’-核苷酸对小鼠获得性免疫功能的影响，将健康雌性 BALB/c 小鼠以普通饲料、无核苷酸饲料（NF）及不同剂量

5’-核苷酸的饲料（0.0025%，0.01%，0.04%，0.16%）喂养 4 周后，观察小鼠细胞免疫功能、体液免疫功能、血清免疫球蛋白水平以及

脾脏淋巴细胞亚群的改变。 结果显示无核苷酸饮食可以显著减弱淋巴细胞增殖能力 （OD 差值 0.06±0.03） 和足跖肿胀度 （0.12±
0.06）mm；CD4+/CD8+（1.90±0.12）显著下降，T 调节细胞比例（5.56±0.11）%显著升高；溶血空斑数（1.48±0.21）有减弱趋势。 饲料中

添加 5’-核苷酸后，免疫水平有所回升。 当添加到 0.04%时，小鼠的各项免疫水平均比 NF 组有显著提高，达到正常对照组水平。 总

之，无核苷酸饲料喂养小鼠免疫功能降低。 在无核苷酸饲料中添加 5’-核苷酸能恢复小鼠免疫功能，当饲料中核苷酸含量为 0.04%
时小鼠免疫功能恢复到最佳水平。
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Abstract To study the effects of 5'-nucleotides on modulation of adaptive immunity of mice and to determine the best dosage, female
BALB/c mice were administered with common control diet, Nucleotides-Free (NF) diet and NF diet with 0.0025%, 0.01%, 0.04%, 0.16%
5'-nucleotides for 4 weeks. Cellular immune functions, humoral immune functions, the level of immunoglobulin in serum and splenic T cell
subpopulations of the spleen tissue by the flow cytometer were examined. The results show that with the NF diet, the capacity of
lymphocyte proliferation induced by ConA (0.06±0.03) and DTH response (0.12±0.06)mm are significantly reduced; the ratio of CD4+/CD8+

is decreased (1.90±0.12) while Tr percentage is increased (5.56±0.11). A decrease trend of B lymphocytes antibody response was observed.
The NF diet with 5'-nucleotides can prevent these decreases. At the dose of 0.04%, the immunological functions are increased significantly
as compared with those of NF group, reaching normal values. The results indicate that the NF diet can impair the immunological function
of mice, while the NF diet with 5'-nucleotides can prevent the decrease, and 0.04% is the best dose.
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分歧的原因。
与核酸相比，5’-核苷酸在肠道中不需要被胰核酸酶降

解，可能更容易被人体吸收，因此本研究采用 5’-核苷酸作为

受试物，无核苷酸饲料（Nucleotide-Free diet, NF diet）和普通

饲料作为对照， 探讨不同膳食 5’-核苷酸水平对获得性免疫

的影响，以探讨口服核苷酸调节免疫水平的作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物

BALB/c 健康雌性小鼠（北京大学医学部实验动物中心），

120 只 ，6~8 周 龄 ，体 重 18~22g，清 洁 级 ，合 格 证 号 ：医 动 字

SCXK（京）-2006-0008。 将小鼠分为两批进行实验，每批随机

分为 6 组，每组 10 只。 第 1 批小鼠进行脏器/体重比值测定、
迟发型变态反应实验、半数溶血值（HC50）的测定和抗体生成

细胞数的测定； 第 2 批小鼠进行 ConA 诱导的小鼠淋巴细胞

转化实验、脾脏 T 淋巴细胞百分比和血清免疫球蛋白水平测

定。

1.2 主要仪器和试剂

核苷酸 （5’-AMP:5’-CMP:5’-GMPNa2:5’-UMPNa2=22.8:
26.6:30.2:20.4）（大连珍奥集团股份有限公司）。 酶标仪（美国

Bio -Rad 公 司 ）， 二 氧 化 碳 培 养 箱 （ 日 本 Sanyo 公 司 ），

FACSCalibur 型流式细胞仪（美国 BD 公司）。 ConA、MTT、琼脂

糖、SDS（美国 Sigma 公司）；藻红蛋白（PE）标记的抗小鼠 CD4
单抗、别藻蓝蛋白（APC）标记的抗小鼠 CD8 单抗、异硫氰酸

荧光素 （FITC） 标记的抗小鼠 CD3 单抗 （美国 Invitrogen 公

司）、胎牛血清、RPMI1640 培养液（美国 Hyclone 公司）；绵 羊

红细胞（SRBC）（北京大学医学部实验动物中心）。其余试剂均

为分析纯。

1.3 剂量分组

设正常对照组、NF 对照组以及 4 个 5’-核苷酸剂量组，
每组 20 只小鼠。 正常对照组喂饲普通饲料，普通饲料主要由

大小麦、碎米、豆饼、玉米、骨粉等组成，含核苷酸约为 0.05%。

NF 对照组喂饲无核苷酸饲料。 4 个 5’-核苷酸剂量组分别喂

饲含 有 0.0025%，0.01%，0.04%，0.16%的 5’-核 苷 酸 的 饲 料，
分别为 0.0025、0.01、0.04、0.16g/kg 体重（g/kg(BW)）。 实验期间

动物自由进食、饮水。 每周记录体重和进食量，4 周后检测各

项免疫指标。

1.4 免疫指标检测

1.4.1 细胞免疫和体液免疫

参照文献[2]方法进行检测。 细胞免疫水平通过 ConA 诱

导的小鼠脾淋巴细胞增殖能力和迟发型变态反应 （DTH）反

映； 体液免疫水平通过溶血空斑数检测及血清溶血素（HC50）
反映。 ConA 诱导的小鼠脾淋巴细胞增值能力测定采用 MTT
法，DTH 采用足跖肿胀法。 溶血空斑数检测：以 2%（V/V）羊红

细胞（SRBC）免疫小鼠，4d 后，按前述方法制备浓度为 5×106/mL
的脾细胞悬液，采用 Jerne 改良玻片法，计数溶血空斑数，以

空斑数 /5×106 脾细 胞 表 示。 血 清 溶 血 素 测定： 以 2%（V/V）

SRBC 免疫 小 鼠，4d 后，摘 眼 球 取 血，分离 血 清，进 行 溶 血 反

应，测定光密度值。 溶血素的量以 HC50 表示，HC50=样品光密

度值/SRBC 半数溶血时光密度值×稀释倍数。

1.4.2 流式细胞仪检测小鼠脾脏 T 细胞亚群百分比

实验 4 周后，小鼠颈椎脱臼处死，取脾脏，磨碎，过滤（200
目），洗涤，裂解红细胞，悬浮，制备成细胞浓度为 1×106/mL 脾

细胞悬液。 每份样品编 3 支试管，每管加上述脾单细胞悬液

1mL，离心弃上清，加 1mL PBS 缓冲液（pH=7.0）洗涤 2 次，再

按组分别加入荧光标记的抗小鼠的各种 CD 单克隆抗体 （按

试剂说明书操作），室温（18~25℃）避光孵育 15min 进行染色。
然后再用 PBS 洗 2 次，加入 300μL PBS 待上机，按使用说明

书用流式细胞仪检测各细胞群百分比 [3-4]。

1.4.3 血清免疫球蛋白水平测定

采用免疫比浊法琼脂内单向免疫扩散法测定血清中 免

疫球蛋白 IgG、IgM 的值， 试剂盒由北京德易生物医学技术有

限公司提供。

1.5 统计方法

所有结果以均数±标准差（x軃±s）表示，采用 SPSS 11.0 统计

软件进行单因素方差分析。 并用 LSD 法比较各实验组与对照

组的差异。

2 结果

2.1 5’-核苷酸对小鼠免疫功能的影响

给 予 小 鼠 无 核 苷 酸 饲 料 4 周 后， 与 正 常 对 照 组 比 较 ，

ConA 诱导的淋巴细胞增殖能力和足跖肿胀度降低有统计学

意 义（P＜0.05）；溶 血 空 斑 数 有 所降 低，但 差 异 无 统 计 学 意 义

（P＞0.05）。 而在饲料中添加不同剂量的 5’-核苷酸后，小鼠各

项免疫功能有所恢复。 0.04%组的淋巴细胞增殖能力、足跖肿

胀度以及溶血空斑数与 NF 对照组比较有提高， 有统计学意

义（P＜0.05），并达到正常对照组水平（P>0.05）（表 1）。
2.2 5’-核苷酸对小鼠血清免疫球蛋白分泌的影响

由表 2 可见， 与正常对照组比较，NF 对照组的小鼠血清

免疫球蛋白 IgG、IgM 水平均有所下降， 但差异无显著性。 与

NF 对照组比较， 各剂量组的免疫球蛋白水平均有所提高，其

中 0.04g/kg(BW)组的 IgG、IgM 水平的增加具有显著性（P＜0.05）。
即补充核苷酸可提高小鼠血清中免疫球蛋白水平，从而提高

体液免疫功能。

2.3 5’-核苷酸对小鼠脾脏淋巴细胞亚群百分比的影响

由表 3 可见，给予小鼠无核酸饲料 4 周后，与正 常 对 照

组 比 较 ，NF 对 照 组 的 小 鼠 脾 脏 CD4+/CD8+的 比 值 显 著 降 低

（P＜0.05），CD4 +CD25 + 细 胞 （T 调 节 细 胞 ） 百 分 比 显 著 提 高

（P＜0.05）；CD3+T 细胞百分比、CD4+T 细胞亚群百分比均有所

降低，但差异无显著性。 与 NF 对照组相比，0.04g/kg(BW)组的

CD4+ T 细 胞 亚 群 百 分 比 以 及 CD4+/CD8+ 比 值 均 显 著 提 高

（P ＜0.05），CD4 +CD25 + 细 胞 （T 调 节 细 胞 ） 百 分 比 显 著 降

低 （P＜0.05）。 而 在 各 剂 量 组 ，CD8+细 胞 的 比 例 未 见 明 显 变

化。
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3 讨论

核苷酸是组成 DNA、RNA 的物质， 对维持机体的各项功

能具有重要意义。 对于免疫细胞，因为自身合成核苷酸的能

力有限，所以额外补充的意义格外重要。 现已有研究表明，母

乳中含有的核苷酸可以促进婴儿的免疫反应，提高抗病毒的

能力 [5-6]。 此外，也有多项试验表明核苷酸能调节成年小鼠的

炎性细胞因子、免疫球蛋白的分泌[7-9]。 但是，现有文献中采用

的核苷酸添加剂量差别较大，从 0.025%到 0.5%[7-9]。 因此，本

研究设定了 4 个剂量梯度， 并使用正常饲料及 NF 饲料作为

对照，以探讨膳食中核苷酸的最佳剂量。
本实验表明膳食中的核苷酸对机体的细胞免疫和体液

免疫功能均有影响。 与正常对照组相比，NF 组小鼠多种免疫

反应水平降低。 在无核苷酸饲料中添加 5’-核苷酸后，小鼠免

表 1 5’-核苷酸对小鼠免疫功能影响（x軈±s， n=10）

Table 1 Effects of 5'-nucleotides on T/B cells' immune response (x軈±s, n=10)

组别
淋巴细胞增殖能力

（OD 差值）
足跖肿胀度

/mm
溶血空斑数（/5×106 个细

胞）的对数转换值
样品半数溶血值（HC50）

正常对照组

NF 对照组

0.0025%组

0.01%组

0.04%组

0.16%组

0.19±0.11b

0.06±0.03a

0.04±0.04a

0.12±0.11
0.17±0.13b

0.08±0.05a

0.27±0.18b

0.12±0.06a

0.14±0.04a

0.23±0.11b

0.31±0.12b

0.22±0.06

1.52±0.24
1.48±0.21
1.60±0.16
1.59±0.22
1.73±0.25b

1.61±0.17

141.37±11.60
141.75±10.80
145.87±8.82
153.05±11.77
165.47±19.05a,b

139.25±14.19

注：a 为与正常对照组比较，P＜0.05；b 为与 NF 对照组比较，P＜0.05。
Notes: a, compared with control group, P＜0.05; b, compared with nucleotides-free group, P＜0.05.

表 2 5’-核苷酸对小鼠血清免疫球蛋白 IgG、IgM

的影响（x軈±s， n=10）
Table 2 Effects of 5'-nucleotides on serum IgG and

IgM (x軈±s, n=10)

注：a 为与正常对照组比较，P＜0.05；b 为与 NF 对照组比较，P＜0.05。
Notes: a, compared with control group, P＜0.05; b, compared with

nucleotides-free group, P＜0.05.

组别 IgG/（g·L-1） IgM/（g·L-1）

正常对照组

NF 对照组

0.0025%组

0.01%组

0.04%组

0.16%组

0.620±0.225
0.586±0.122
0.707±0.224
0.662±0.164
0.830±0.156a,b

61.93±16.40

0.364±0.043
0.343±0.034
0.346±0.054
0.385±0.055
0.390±0.082b

37.58±5.82

表 3 5’-核苷酸对小鼠脾脏淋巴细胞群百分比的影响（x軈±s， n=10）
Table 3 Effects of 5'-nucleotides on splenic T lymphocyte subpopulations

注：a 为与正常对照组比较有显著性差异，P＜0.05；b 为与 NF 对照组比较有显著性差异，P＜0.05。
Notes: a, compared with control group, significant difference, P＜0.05; b, compared with nucleotides-free group, significant difference, P＜0.05.

组别
细胞数量/%

CD3+ CD4+ CD8+ CD4+/CD8+ CD4+CD25+

正常对照组

NF 对照组

0.0025%组

0.01%组

0.04%组

0.16%组

42.66±3.87
35.50±0.86
38.87±0.63
41.70±0.22
43.81±4.67
42.82±7.57

29.46±2.54
23.23±0.04
26.64±0.39
28.40±0.90
30.63±2.69b

29.88±5.61

13.20±1.33
12.28±0.83
12.23±0.24
13.30±0.68
13.18±1.99
12.94±1.97

2.23±0.03b

1.90±0.12a

2.20±0.01b

2.14±0.18
2.33±0.15b

2.30±0.08b

5.14±0.28b

5.56±0.11a

5.41±0.10
5.35±0.17
4.74±0.15b

5.34±0.12

疫水平回升。这与以往的研究结果相似 [7-9]。在添加量为 0.04%
时，小鼠的 T、B 细胞免疫反应水平与 NF 组相比有显著提高，
且各项免疫反应水平达到普通饲料组水平。 本研究结果说明

在膳食中缺乏核苷酸的情况下，补充核苷酸可以调节机体的

多项免疫力；而 0.04%可能是维持正常免疫功能的适宜剂量。

目前研究证实，T 淋巴细胞亚群是反映机体免疫系统内

环境稳定状况的重要指标 [10]。 在淋巴细胞亚群的分析中，5’-
核苷酸主要影响 Th 细胞（CD4+）和 Tr 细胞（CD4+CD25+），而对

Tc 细胞（CD8+）影响不明显。 因此可以推测 5’-核苷酸是通过

增加 Th 细胞和减少 Tr 细胞比例增强细胞免疫反应强度的。
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Th 细胞是重要的免疫细胞，与抗结核、抗隐孢子虫感染以及

自身免疫性疾病的发生、发展有重要关联 [11-12]。 因此膳食中的

核苷酸含量可能会影响这些疾病的发展。 此外，多项指标显

示无核苷酸饲料组体液免疫水平的下降没有显著性，而补充

5’-核苷酸可显著增加血清免疫球蛋白的水平。 这提示缺乏

外源性核苷酸对体液免疫功能的影响不明显，但是补充核苷

酸可以通过促进体内抗体生成从而提高机体免疫功能。 外源

核苷酸对 T、B 细胞免疫功能影响的不同提示核苷酸对两种

细胞的影响方式可能不同。

4 结论

本研究提示核苷酸是维持机体正常免疫功能的必要物

质，饲料核苷酸水平达到 0.04%即可满足机体的生理需要。 然

而，初文峰等 [13-14]的实验表明对于老龄大鼠，正常饲料外每日

补充核酸 0.33g/kg(BW)可以提高免疫力。 因此，对于异常免疫

状态下核苷酸的作用及作用剂量还需要进一步的研究。
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·学术动态·

由中国药学会主办的“2010 年中国药学大会暨第十届中国药师周”将于 2010 年 10 月下旬在杭州市举行。 大会主题是：发

展生物医药新型产业，保障人民身体健康。
征文范围如下：生化与生物技术药物、中药和天然药物、药剂、抗生素、药物分析、药物化学、制药工程、医院药学、老年药学、

海洋药物、药事管理、军事药学、药物流行病、应用药理、药物经济学、药学史、医药知识产权研究、药物安全评价研究、药物临床

评价研究以及药物信息研究与利用。 全文截稿日期为 2010 年 9 月 10 日。
会议网站：http://www.cpa.org.cn/Article/xhdt/201003/1289.asp
联系方式：北京市朝阳区建外大街四号建外 SOHO 九号楼 18 层 1802 室（100022），孙文虹。
电话：010-58699280-819；传真：010-58694812；电子信箱：sunwenhong2002@163.com。

“20 1 0 年中国药学大会”征文
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