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［摘 要］ 目的: 研究本课题组酶解制备的主要含 3-7 聚合度壳寡糖( COS) 对机体免疫功能的调节作用。方法: 利用本

课题组分离的高活性壳聚糖酶通过酶水解法制备壳寡糖，HPLC 法对壳寡糖的成分进行鉴定，并用异硫氰酸荧光素( FITC) 将

壳寡糖进行荧光标记得到 FITC-COS，研究小鼠腹腔巨噬细胞对壳寡糖的吞噬作用及其与 Toll 样受体 4( TLR4) 的关系，进一步

研究了不同浓度壳寡糖对小鼠腹腔巨噬细胞的增殖，吞噬中性红能力及分泌 TNF-α 能力的影响，并对小鼠灌胃不同剂量的壳

寡糖，研究了壳寡糖对小鼠血清 IgG 和 IgM 含量及小鼠胸腺、脾脏指数的影响。结果: HPLC 分析结果显示壳聚糖酶水解法制

备的 COS 主要为 3-7 单糖聚合度的寡糖。将 FITC-COS 作用于小鼠腹腔巨噬细胞不同时间后，荧光显微镜观察结果表明巨噬

细胞能够吞噬 COS，随着时间的延长吞噬 COS 的量增加，TLR4 单克隆抗体预处理巨噬细胞 1 小时后再加入 FITC-COS，巨噬细

胞对 COS 的吞噬作用几乎完全被抑制。COS 被巨噬细胞吞噬后可显著增强巨噬细胞的吞噬功能，刺激巨噬细胞分泌 TNF-α。
体内研究结果表明小鼠灌胃 COS 能够显著增加小鼠的脾脏指数，增加血清中 IgG 的含量，对胸腺指数和血清中 IgM 的含量没

有显著影响。结论: 壳寡糖( 3-7 聚合度) 能够被巨噬细胞吞噬，进而激活巨噬细胞，具有较好的体外、体内免疫调节功能，壳寡

糖对巨噬细胞的激活是通过细胞表面 TLR4 受体介导的。
［关键词］ 壳寡糖; FITC; 巨噬细胞; 免疫功能

Modulation of immunol-properties by chito-oligosaccharide
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［Abstract］ Objective: To study the immunol-regulation properties of chito-oligosaccharides ( COS) with 3-7 degree of polymer-
ization，which are prepared by enzymatic hydrolysis. Methods: Chitosanase founded by our research group was used to prepare chito-oli-
gosaccharides through the enzyme hydrolysis method，and HPLC method was used to identify the composition of COS. COS was then la-
beled with fluorescein isothiocyanate ( FITC) to get FITC-COS. Phagocytosis of COS by mouse peritoneal macrophages' and its relation-
ship with TOLL-like receptor 4 ( TLR4) was investigated. The effects of different concentrations of COS on the proliferation，neutral
red phagocytosis ability，and tumor necrosis factor ( TNF-alpha) secretion of mouse peritoneal macrophages were then tested. Mice
were administrated with different doses of COS to elucidate the impact of COS on serum IgG and IgM levels and on the thymus，spleen
index of mouse. Results: HPLC analysis results showed that COS，prepared by chitosanase hydrolysis，mainly consist of 3-7 degree of
polymerization of monosaccharide. Fluorescence microscopy results showed that FITC-COS could be phagocytized by mouse peritoneal
macrophages in a time-dependent manner. Pretreatment of macrophages with TLR4 monoclonal antibody for 1hr，phagocytosis of COS
was almost completely inhibited. The phagocytosis and TNF-α secretion abilities of macrophage were all significantly enhanced after
COS was phagocytized. The results of in vivo studies showed that administration of mice with COS could significantly increase the
spleen index and serum IgG levels. While the thymus index and serum IgM levels were not significantly changed. Conclusion: COS with
3-7 polymerization degree can be phagocytized by macrophage and then activate macrophages. COS has good in vitro and in vivo immu-
nological function. The activation of macrophages by COS is mediated by the TLR4 receptor on cell surface.

［Key words］ Chito-oligosaccharide; FITC; Macrophage; Immune function

壳寡糖( COS) 是壳聚糖的降解产物，由 2 ～ 10
个氨基葡萄糖通过 β-1，4-糖苷键连接而成。壳寡糖

作为自然界中唯一大量存在的碱性氨基寡糖，由于

具有分子量低、水溶性好、易吸收等特性，在提高免

疫力、抗肿瘤、抗菌、促进伤口愈合等方面具有较好

的生物学功能［1，2］。近年来，随着研究的深入，壳寡
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糖在免疫方面的研究越来越多，壳寡糖对免疫系统

存在着多元、多效性的调节功能［3］。研究表明壳寡

糖能够促进巨噬细胞的增殖和相关细胞因子的分

泌，进而反馈激活巨噬细胞和其它免疫细胞，形成网

络状的免疫调节体系，极大地增强机体的免疫功能，

抑制荷瘤小鼠肿瘤的生长和转移［4，5］。壳寡糖对巨

噬细胞的激活作用在壳寡糖的免疫调节、抑制肿瘤

功能中发挥重要作用［6］。壳寡糖能够促进巨噬细

胞释放一氧化氮，分泌多种细胞因子［7，8］，如壳寡糖

能够促进巨噬细胞中 IL-18 的基因转录和蛋白表

达，刺 激 巨 噬 细 胞 分 泌 TNF-α 和 IL-1β、IL-18 和

IL-6［5，9-11］。
壳寡糖对巨噬细胞的激活作用是通过巨噬细胞

表面的受体介导的。但是对于壳寡糖与巨噬细胞相

互作用的分子基础仍存在不同的结论。Han 等［12］

通过激光共聚焦显微镜发现甘露糖受体能够介导壳

寡糖的内吞，认为壳寡糖诱导巨噬细胞释放 TNF-α
和 Ca2 + 内流的功能主要是通过甘露糖受体介导的。
Feng 等［10］发现甘露糖能够抑制壳寡糖的内吞，而

LPS 和 β-葡聚糖则不能 抑 制 壳 寡 糖 的 内 吞。Wu
等［13］发现用 TLR4、CD14 和 CR3 的抗体处理巨噬细

胞 RAW264. 7，能够阻断壳寡糖联合干扰素诱导的

一氧化氮的产生，表明壳寡糖能够通过结合巨噬细

胞表面的 TLR4、CD14 和 CR3 受体诱导 NF-кB 的激

活和一氧化氮的产生。有关哪个受体在介导壳寡糖

的内吞中发挥关键受体的作用，壳寡糖进入巨噬细

胞进而激活巨噬细胞的分子量范围是多少，目前还

没有明确的观点，需要进一步深入研究。
本研究利用本实验室分离的高活性壳聚糖酶，

通过酶水解法制备主要成分为 3-7 单糖聚合度的壳

寡糖，将壳寡糖进行荧光标记，用荧光显微镜技术观

察巨噬细胞对壳寡糖的内吞作用，进而从体外和体

内两方面评价 COS 的免疫调节功能。

1 材料与方法

1. 1 试剂与仪器 脂多糖( LPS) ( Sigma) ，淀粉( 国

药集团化学试剂有限公司) ，D-Hank's 液体( GEN-
ray) ，FITC 干 粉 ( 青 岛 华 晟 新 泽 生 物 科 技 有 限 公

司) ，MTT 干粉( 青岛华晟新泽生物科技有限公司) ，

中性红( 上海试剂三厂) ，二甲基亚砜( DMSO) ( 南

京化学试剂有限公司) ，小牛血清( HyClone) ，DMEM
液体 培 养 基 ( Solarbio Beijing Solarbio Science ＆
Technology Co. Ltd) ，肿瘤坏死因子 α 酶联免疫检测

试剂盒( 北京爱迪博生物科技有限公司) ，IgG、IgM
酶联免疫检测试剂盒( 上海恒远生物有限公司) ，

TLR4 单克隆抗体( Cell Signaling) ，高活性壳聚糖酶

( 本实验室分离纯化) 。
SPF 清洁级昆明种小白鼠购自青岛市药检所。

小鼠雌雄各半，实验之前在本动物房喂养适应一周，

给予充足的食物和水。
标准 规 格 的 酶 标 仪 ( RT-2100C，Rayto ) ，5%

CO2、37℃培养箱( HF240，HEAL FORCE) ，超净工作

台 ( HEAL FORCE ) ，倒 置 荧 光 显 微 镜 ( Nikon
TS100) ，细胞培养瓶 ( Costar 公司) ，96 孔培养板

( Costar 公司) ，6 孔培养板( Costar 公司) 等。
1. 2 壳寡糖的酶解制备 配置 100 ml 壳聚糖溶液

( 浓度 1%，调节 pH 为 5. 5 ) ，于 45℃ 恒温水浴锅中

保温 10 分 钟，然 后 加 入 1 ml 壳 聚 糖 酶 A 溶 液

( 10% ) ，立即振摇开始反应，每隔 10 分钟各取反应

液 0. 5 ml 加入 2% NaOH 溶液 0. 2 ml，混匀观察残

存壳聚糖沉淀产生的状况。当没有沉淀产生时加入

2% NaOH 溶液 10 ml 终止反应。
1. 3 壳 寡 糖 成 份 的 鉴 定 采 用 高 效 液 相 色 谱

( HPLC) 法分析壳聚糖酶水解产物的组成。高效液

相色谱条件如下: 使用 Waters 高效液相色谱仪，检

测器为 301 型蒸发光散色检测器。样品溶液浓度设

置为 1%，流动相为乙腈 /水溶液( 75∶ 25) ，柱温保持

在 30℃。进样量为 20 μl，流速 1. 0 ml / min。
1. 4 壳寡糖的荧光标记 壳寡糖的荧光标记参照

贺继东的方法进行［14］，并加以改进，具体方法如下:

配制 25 ml FITC-无水甲醇溶液( 1 mg /ml) ，10 ml 壳

寡糖-水溶液( 15%，m/V) ，调节壳寡糖溶液的 pH
值为 9，加入 FITC-甲醇溶液，混匀后室温、避光反应

3 小时( 壳寡糖与荧光素的质量比为 60 ∶ 1 ) 。反应

结束后，使用乙醇沉淀法获得产品 FITC-COS，避光

保存。
1. 5 FITC-COS 与巨噬细胞的相互作用研究 腹腔

注射 1%淀粉刺激小鼠 3 天后，脱颈处死，无菌条件

下提取小鼠腹腔巨噬细胞，调整细胞密度为 5 × 104

个 /ml，将细胞悬液接种至 48 孔板中，置 5% CO2、

37℃细胞培养箱中培养 4 小时，待细胞贴壁后吸出

上清液，用 D-Hank's 液洗去未贴壁细胞，在每个孔

中加入 2 ml 培养基。培养 48 小时后，弃掉每个孔

中的培养基，加入 1 ml FITC-COS 溶液( 1 mg /ml) ，

孵育不同的时间( 1、5、15 分钟) 后，弃去 FICT-COS
溶液，每孔用 PBS 冲洗 2 遍，然后在倒置荧光显微

镜下观察，拍照记录。
为了研究 COS 与 TLR4 受体的相互作用，按照

上述 实 验 方 法 制 备 腹 腔 巨 噬 细 胞，细 胞 在 加 入

FITC-COS 之前，在孔中加入 TLR4 单克隆抗体( 稀
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释比例为 1∶ 10) ，37℃培养箱中继续孵育 1 小时，然

后弃去抗体，加入 1 ml FITC-COS 溶液( 1 mg /ml) ，

孵育 15 分钟后，弃去 FICT-COS 溶液，用 PBS 冲洗 2
遍后在倒置荧光显微镜下观察，拍照记录。
1. 6 壳寡糖对小鼠腹腔巨噬细胞 ( PMφ) 功能的

影响

1. 6. 1 MTT 法测 COS 对小鼠 PMφ 增殖的影响 小

鼠腹腔注射 1%淀粉刺激 3 天后，脱颈处死，无菌条

件下提取小鼠腹腔巨噬细胞，调整细胞密度为 5 ×
104个 /ml，接种于 96 孔板中，每孔 200 μl，置 5%
CO2，37℃细胞培养箱中培养 4 小时，待细胞贴壁后

吸出上清液，用 D-Hank's 液洗去未贴壁细胞。实验

设 6 组: 对照组、LPS 组 ( 10 ng /ml ) 、不 同 浓 度 的

COS 组( 10、20、50、100 μg /ml) ，每组设 8 个平行孔。
加药后细胞继续培养，在不同的时间段( 24 小时、48
小时、72 小时) 进行 MTT 测定。
1. 6. 2 小鼠 PMφ 吞噬中性红能力的测定 小鼠

PMφ 的制备同 1. 6. 1。实验分 6 组: 对照组，LPS 组

( 10 ng /ml ) ，不 同 浓 度 的 COS 组 ( 10、20、50、100
μg /ml) ，每组设 8 个平行孔。加药后细胞继续培养

24 小时后，吸出培养液，每孔加入中 性 红 200 μl
( 0. 7 mg /ml) ，继续培养 1 小时，弃去培养液，用预

温生理盐水液洗涤 3 遍，用滤纸轻轻吸干液体。每

孔加裂解液( 0. 1 mol /L 的冰乙酸与无水乙醇按 1∶ 1
体积比混匀) 200 μl，4℃过夜。以 D-Hank's 液做空

白，在 492 nm 测定光吸收值。
1. 6. 3 小鼠 PMφ 分泌 TNF-α 因子能力的测定 小

鼠 PMφ 的制备同 1. 6. 1。实验分 6 组: 对照组、LPS
组( 10 ng /ml) 、不同浓度的 COS 组( 10、20、50、100
μg /ml) ，每组设 8 个平行孔。加药后细胞继续培养

24 小时后，收集每孔上清培养液，－ 20℃冻存，待用

ELISA 试剂盒测定上清中 TNF-α 含量。实验操作

按照试剂盒上步骤进行。
1. 7 壳寡糖对小鼠体内免疫功能的影响 将实验

小鼠分为对照组、壳寡糖低剂量组 ( 100 mg /kg 体

重) 、中剂量组( 250 mg /kg 体重) 和高剂量组( 500
mg /kg 体重) ，每组小鼠雌雄各半。实验组小鼠每天

灌胃相应剂量的壳寡糖，对照组小鼠灌胃相应体积

的生理盐水，分别在相应的时间点( 10、20 天) ，每组

取 8 只小鼠，摘取小鼠眼球取血，离心( 3 000 r /min，

15 分钟) 分离血清，－ 20℃ 冻存，待测血清中 IgG、
IgM 的含量。小鼠脱颈处死，进行解剖，分离胸腺和

脾脏组织，用滤纸吸干残血后，并进行称重( mg) ，计

算小鼠胸腺和脾脏指数。胸腺和脾脏指数定义为每

10 克小鼠体重含有的胸腺或脾脏重量( mg /10 g) 。

1. 8 统计学分析 实验计量数据表示为 x ± s，数

据处理及分析用 SPSS 软件进行，用 t 检验进行数据

间差异显著性分析，P ＜ 0. 05 为差异显著性水平。

2 结果

2. 1 壳寡糖聚合度分析 壳聚糖酶水解产物 HPLC
分析结果见图 1，从该图中可以看出，该酶解产物主

要含有聚合度 3 ～ 7 单糖为主的寡糖成分，只含有少

量的壳 8 糖等成分。
2. 2 壳寡糖与巨噬细胞的相互作用 壳寡糖与巨

噬细胞相互作用的研究结果见图 2，从图中可以看

出荧光标记的壳寡糖可以被巨噬细胞所吞噬而进入

细胞内，且随着时间的延长，巨噬细胞吞噬壳寡糖的

图 1 壳聚糖酶水解产物 HPLC 分析结果

Fig. 1 HPLC result of enzyme hydrolysis product of
chitosan

图 2 巨噬细胞对壳寡糖的内吞作用

Fig. 2 Phagocytosis of chito-oligosaccharides by macro-
phage
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图 3 壳寡糖对小鼠 PMφ体外增殖的影响

Fig. 3 Effects of COS on the proliferation ability of mice PMφ
Note: A． 24 h; B． 48 h; C． 72 h．

图 4 不同浓度壳寡糖对小鼠巨噬细胞吞噬中性红能力

的影响( 24 小时)

Fig. 4 Effect of COS on the neutral red phagocytosis a-
bility of mice PMφ at different concentrations( 24
h)

Note: * . P ＜ 0. 05，vs control.

数量不断增加，FITC-COS 与巨噬细胞作用 15 分钟

后，大量的壳寡糖进入到巨噬细胞中。加入 TLR4
单克隆抗体对巨噬细胞预处理 1 小时后，再加入

FITC-COS 相互作用 15 分钟，巨噬细胞对壳寡糖的

吞噬被抑制，视野下找不到吞噬寡糖的巨噬细胞。
2. 3 COS 对小鼠 PMφ 增殖的影响 COS 对小鼠原

代培养的腹腔巨噬细胞增殖功能的影响见图 3。从

图中看出不同浓度的壳寡糖刺激小鼠腹腔巨噬细胞

不同时间后，对其增殖均没有显著影响，即壳寡糖不

能促进小鼠原代培养 PMφ 的体外增殖能力。
2. 4 COS 对小鼠 PMφ 吞噬中性红能力的影响 壳

寡糖对小鼠腹腔巨噬细胞吞噬中性红能力的影响见

图 4。由图中可以看出，LPS 能够显著增强巨噬细

胞的吞噬能力，与对照组相比差异显著。壳寡糖在

不同浓度下( 10 ～ 100 μg /ml) 均能提高细胞吞噬中

图 5 不同浓度壳寡糖对小鼠 PMφ 分泌 TNF-α能力的

影响( 24 小时)

Fig. 5 Effect of COS on TNF-α secretion ability of
mice PMφ at different concentrations( 24 h)

Note: * . P ＜ 0. 05，vs control.

性红 的 能 力，其 中 浓 度 为 20 μg /ml 时 作 用 效 果

最佳。
2. 5 COS 对小鼠 PMφ 分泌 TNF-α 能力的影响

壳寡糖对小鼠腹腔巨噬细胞分泌细胞因子 TNF-α
能力的影响见图 5。由图中可以看出，LPS 能诱导

巨噬细胞合成并分泌 TNF-α，与对照组相比差异显

著。壳寡糖在实验浓度范围内能够刺激小鼠 PMφ
分泌 TNF-α 因子，在 20 μg /ml 时作用效果最佳。当

壳寡糖浓度升高到 50 μg /ml 或者更高时，壳寡糖对

小鼠 PMφ 分泌 TNF-α 因子的作用反而下降。
2. 6 壳寡糖对小鼠血清 IgG、IgM 含量的影响 小

鼠灌胃 COS 10 天和 20 天后，对小鼠血清中 IgG、
IgM 含量影响的结果见图 6。测定结果表明壳寡糖

在提高小鼠免疫球蛋白合成方面有较明显的效果，

通过增加体内免疫球蛋白的含量，有助于增强机体

免疫力。
对比两个时间段的实验结果，可以看出随着时
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图 6 不同剂量壳寡糖对小鼠血清中 IgG 和 IgM 含量

的影响( 10、20 天)

Fig. 6 Effect of different doses of COS on mice serum
IgG and IgM content ( 10，20 d)

Note: * . P ＜ 0. 05，vs control．

图 7 不同剂量壳寡糖对小鼠脾脏指数和胸腺指数的影

响( 10、20 天)

Fig. 7 Effect of different doses of COS onmice thymus
and spleen index ( 10，20 d)

Note: * . P ＜ 0. 05，vs control．

间的延长，高剂量组小鼠体内的免疫球蛋白 G( IgG)

的含量有明显的提高，与对照组相比差异显著，显示

出 500 μg /kg 体重的壳寡糖能够有效增强小鼠的免

疫功能。小鼠灌胃壳寡糖对血清中免疫球蛋白 M
( IgM) 含量没有显著影响。
2. 7 壳寡糖对小鼠脾脏、胸腺指数的影响 小鼠灌

胃 COS 10 天和 20 天后，对小鼠脾脏、胸腺指数影响

的结果见图 7。测定结果表明小鼠灌胃壳寡糖能够

显著增加小鼠脾脏指数，与对照组相比差异显著。
但是，小鼠灌胃壳寡糖对胸腺指数的影响并不显著。

3 讨论

近年来，随着研究的深入，壳寡糖因其特有的分

子量小、水溶性好、易吸收等性质，表现出更好的生

理学功能。壳寡糖在调节机体免疫功能方面的研究

越来越多。但是对于壳聚糖的有效降解，对于壳寡

糖与巨噬细胞相互作用的分子基础，以及壳寡糖激

活巨噬细胞后诱导的细胞内信号转导途径，壳寡糖

诱导巨噬细胞合成细胞因子的机制等问题还有待于

进一步深入研究。
本研究利用本课题组分离得到的高活性壳聚糖

酶，通过酶水解的方法制备壳寡糖。该壳聚糖酶活

性高，且水解产物以 3 ～ 7 单糖聚合度的寡糖为主要

成分，壳聚糖酶水解速度快，降解产物至 3 ～ 7 单糖

聚合度时，酶对底物不再降解。而传统的酸、碱降解

法制备壳寡糖，降解过程难以控制，产物主要是单

糖，难以制备高活性的寡糖成分。该壳聚糖酶降解

法是一种快速，可控，环境无污染的理想制备方法。
壳寡糖对巨噬细胞的激活作用是通过巨噬细胞

表面的受体介导的。但是对于壳寡糖与巨噬细胞相

互作用的分子基础仍存在不同的结论。前期研究报

道，甘露糖受体、TLR4、CD14 和 CR3 等受体分子可

以介导壳寡糖与巨噬细胞的结合［10，12，13］。但是有

关哪个受体在介导壳寡糖的内吞中发挥关键受体的

作用，目前还没有明确的观点。近年来，有很多研

究发现多糖的免疫调节作用与 Toll 样受体有关。
如: 桔梗根多糖通过 Toll 样受体 4 ( TLR4 ) 激活巨

噬细胞［15］; 刺五加多糖通过 TLR4 激活 B 细胞和巨

噬细胞［16］; 红花多糖通过 TLR4 激活转录因子 NF-
кB 诱导巨噬细胞合成细胞因子［17］。脂多糖( LPS)

可以与巨噬细胞表面 TLR4 受体相互作用，诱导细

胞内 MAPK-NF-кB 信号转导通路［18］。Wu［13］ 也曾

报道过壳寡糖对巨噬细胞的激活作用与 TLR4 受体

有关。本研究将壳寡糖用 FITC 进行荧光标记，在荧

光显微镜下观察到腹腔巨噬细胞能够吞噬 FITC-
COS，但是细胞经 TLR4 单克隆抗体预处理后，细胞

对壳寡糖的吞噬被完全抑制。结果表明 TLR4 在介

导巨噬细胞吞噬壳寡糖进而被激活的过程中发挥关

键受体的功能。
在上述研究的基础上，本文进一步研究了酶解

制备的壳寡糖的体外、体内的免疫调节功能。结果

·591·张 沛等 用酶解法制备壳寡糖及其对机体免疫功能的调节作用 第 2 期



显示: 壳寡糖不能促进小鼠 PMφ 的体外增殖，但是

COS 能够显著提高小鼠 PMφ 吞噬中性红能力和分

泌 TNF-α 因子的能力，20 μg /ml 为 COS 刺激小鼠

PMφ 的 最 佳 浓 度。体 内 研 究 结 果 表 明 小 鼠 灌 胃

COS，能显著提高小鼠血清中 IgG 的含量和小鼠的

脾脏指数，但是对血清 IgM 的含量和胸腺指数没有

显著影响，这可能是与壳寡糖能够刺激小鼠的抗体

生成能力有关。脾脏是机体体液免疫的主要器官，

壳寡糖通过增强小鼠的脾脏指数，诱导体液免疫能

力，而胸腺是机体细胞免疫的主要器官。壳寡糖对

胸腺指数影响不显著。
总之，本研究表明壳寡糖( 3-7 聚合度) 能够被

巨噬细胞吞噬，进而激活巨噬细胞，具有较好的体

外、体内免疫调节功能，壳寡糖对巨噬细胞的激活作

用是通过细胞表面的 TLR4 受体介导的。本研究为

进一步研究壳寡糖的生理学功能、作用机制和壳寡

糖的开发应用奠定理论基础。
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