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超滤处理对大豆肽体外免疫功能的影响
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摘 要：考察了不同pH值(4．0、7．0、9．0)条件下采用不同截留相对分子质量(MWCO)的8 000

复合膜(醋酸纤维+聚砜)和5 000 PES(聚醚砜)的超滤膜对大豆肽处理前后对小鼠体外免疫功能

的影响。通过体外培养白细胞实验，比较了大豆肽超滤处理前后对小鼠腹腔巨噬细胞吞噬功能和

脾细胞增殖能力的影响。结果表明，所有大豆肽均能提高小鼠腹腔巨噬细胞的吞噬能力，促进小

鼠脾淋巴细胞增殖，而经过超滤处理后的大豆肽免疫功能有所提高，且以pH4．0条件下MWCO

为5 000超滤膜处理后所得的大豆肽活性最强。
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Effects of Soybean Peptide Treated by Fore-and—Aft Ultrafiltration on

Immune Functions of Mice in vitro
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Abstract：In this paper，the effects of soybean peptide treated by fore-and—aft ultrafihration with

MWCO 8 000 complex membrane and 5 000 PES membrane under different pH(4．0，7．0，9．0)on

immune functions of mice in vitro were investi gated．Neutral red and MTT were used to

determined the effects of different peptides on phagocytosis of mouse peritoneal macrophage and

proliferation of mouse splenic lymphocytes．All of the peptides improved quadratically the

phagocytic index of macrophage and the stimulation index of splenic lymphocytes significantly and

after treated by ultrafihration，peptides’immune function were higher than that of before．The

results indicated that，all of the peptides could enhance immune function in mice；uhrafihration

treatment on peptide can improve the immune function of peptide effectively and the peptide

which was treated by MWCO 5 000 under pH4．0 has the highest activity．

Key words：soybean peptide；uhrafihration；membrane filtration；phagocytic index；stimulation

index：immune function

大豆肽具有特殊的生理功能，已引起食品和保

健食品生产厂家以及制药公司的广泛关注。膜分

离方法用于蛋白及肽的分离在近年来取得了很大

进展，Paule等(2004)采用纳滤膜处理8一乳球蛋白
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的胰蛋白酶水解产物来除去其中的肽聚集体，使需

要的肽得到富集口]，Jianping Wu(2002)使用超滤膜

制备对ACE具有抑制性的活性大豆肽一⋯，卢蓉蓉

等(2002)采用超滤法预分离初乳中的乳铁蛋白¨]。

阶段实验研究已知[4]，膜分离操作在免疫活性大豆

肽研究开发过程中具有应用价值，它不仅能按分子

量对水解大豆蛋白进行分级，而且还能富集带正电

荷的具有功能活性的碱性肽组分。因此，本文在前

期研究基础上，采用超滤膜处理大豆肽，考察其超滤

处理前后对小鼠体外免疫功能的影响，为膜分离方法

在生理活性大豆肽上的应用研究提供科学依据。

1 械料与方法

1．1材料与试剂

膜分离装置及超滤膜：MWCO为8 000复合膜

(醋酸纤维+聚砜)和5 000 PES膜(聚醚砜)购自赛

普膜科技发展有限公司；脱脂豆粉(山东谷神蛋白

有限公司提供)；Alcalase 2．4L由诺和诺德公司提

供；RPMI一1640(Gibco)、胎牛血清、中性红(NR)、

PBS液(按常规配制)、细胞裂解液(乙醇和乙酸按1

：1体积混合)、ConA(Sigma)、噻唑蓝(MTT)

(Amresco)、酸性异丙醇等。

1．2大豆肽的制备

低温脱脂豆粉经酸洗后离心除去上清液得酸

洗大豆蛋白，添加2．4L Alealase蛋白酶(E／S一

2．5％)，在pH值8．0，l：10(W／V)，温度55℃条

件下水解，当水解度达到20％时，调pH至4．0(使

用1。0 mol／I，HCI。)灭酶，终止水解反应，将水解液

在2 000 r／rain下离心15 min得粗肽液。将粗肽液

经硅藻土过滤后喷雾干燥得到大豆肽粉末。

1．3大豆肽超滤处理

称取12 g大豆肽粉末，溶于300 mL蒸馏水中，

将溶液调pH值4．0、7．0、9．0(使用1．0 N NaOH)

条件下进行超滤实验(超滤压力为0．6MPa)，将所

得到的滤液进行冷冻干燥得到超滤处理后大豆肽

粉末。

1．4大豆肽相对分子质量分布及带正电荷组分含

量测定见参考文献[4]。

1．5腹腔巨噬细胞吞噬试验——吞噬中性红试验

按常规制备细胞浓度约2×106个／mL的小鼠

腹腔巨噬细胞悬液。96孔细胞培养板中加细胞悬

液100>L／孑L，对照组加不完全PRMll640培养液

50#L／孑L，实验组加质量浓度为o．4 mg／mL的不

同大豆肽液50”L／孔，且每个处理设3个重复，混

匀后置37℃、5％CO。、饱和湿度的CO。培养箱中培
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养24 h，加0．107 2％中性红100,,zL／孑L并继续培养
30 min，PBS液洗板3次，加细胞裂解液200“L／

孔，置4℃冰箱过夜，酶标仪测540 nm的OD值。

结果以吞噬指数(phagocytic index，PI)表示：PI一

实验孔OD。值／对照孔OD。均值∞j。

1．6 脾淋巴细胞增殖实验——MTT法

按常规制备细胞浓度约2×106个／mL的小鼠

脾细胞悬液。96孔细胞培养板中加细胞悬液100

肛L／孔，对照组加不完全PRMll640培养液90 pI，／

孔，实验组加质量浓度为0．4 mg／mL的不同大豆

肽液80 t—L／-YL，再在实验组的无有丝分裂原诱导组

和ConA诱导组分别加不完全PRMll640培养液

10弘L／孔、ConA液10牡L／孔，且每个处理设3个重

复，混匀后置37℃、5％CO。、饱和湿度的CO。培养

箱中培养68 h，轻轻吸弃上清液100 t,L／孑k，加

MTT液10牲L／孔并继续培养4 h，然后加酸性异丙

醇100扯I．／孔并充分振荡2 min，静置20 min后用

酶标仪测570 nm的OD值。结果以刺激指数

(stimulation index，SI)表示：SI一实验孔ODm值／

对照孔0D。，。均值口]。

1．7数据处理

用SPSS软件(10．0版)进行邓肯氏方差分析。

结果以(X-k s)表示。

2结果与讨论

2．1 大豆肽超滤前后相对分子质量分布及正电荷

肽含量

由大豆肽SEC—HPI。C图谱分析得到大豆肽超

滤前后的各相对分子质量区段所占面积比例如图1

所示。根据标准分子量计算得各大豆肽平均相对分

子质量见表l。表1同时还包括大豆肽超滤前后正

电荷肽含量。

图1不同大豆肽相对分子质量分布

Fig，1 Molecular weight distribution of different SOy-

bean peptide
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从图1可见，经过超滤处理后，相对分子

质量>2 000的组分含量经过膜分离后都有明显的

降低；而相对分子质量<1 000的组分含量则有不

同程度的升高，与前期实验结果相符[4]。由表1可

看出，大豆肽超滤后平均相对分子质量有所降低，

碱性肽含量则提高，前期实验结果表明，截流相对

分子质量与被分离物的平均相对分子质量接近时，

膜的电荷选择性更强，在本次研究中也得到了证

实。而本次实验出现一个比较奇怪的现象就是

MWC05000超滤膜处理后的大豆肽，其正电荷肽

时上升，这说明除超滤膜MWCO外，超滤膜材料对

大豆肽的超滤处理也有较大影响。

2．2 大豆肽对小鼠腹腔巨噬细胞吞噬能力的影晌

由表2可以看出，与对照组相比，不同的大豆

肽均能提高小鼠腹腔巨噬细胞的PI，各种大豆肽的

PI均极显著(P<o．01)高于对照组。比较超滤处理

前后大豆肽的PI发现，PI大小顺序为：U5一；>U8．。>

U。一。>U5．，>U8一，>U8一。>U>对照，其中，U5一。的PI显

著(P<0．05)高于其它的PI，而U8。U㈨、U5补U8一，四

者间的PI差异并不大，但均显著(P<o．05)高于U8。

含量在pH4．0时最大，而并非随pH值上升到中性 的PI；U8一。的PI显著(P<o．05)高于U。

表1 大豆肽超滤前后平均相对分子质量及碱性肽含量

Tab．1 The mean molecular weight and basic peptide content of soybean peptide after treated by fore-and-aft ultrafiltration

注：U为超滤前大豆肽；U。，为在MWCO为z kDa，pH为Y的条件下超滤所得大豆肽。

表2不同大豆肽对小鼠腹腔巨噬细胞吞噬能力(PI)的影响(n=3。i士s)

Tab．2 Effect of peptide on the phayocytosis of mouse peritoned macrophaye

注：U为超滤前大豆肽；U，，为在MWCO为z kDa，pH为Y的条件下超滤所得大豆肽·

同行数据肩注不同大写字母表示差异极显著(P<o．01)，不同小写字母表示差异显著(P<o．05)．

本实验发现，大豆肽能提高小鼠腹腔巨噬细胞 2．3大豆肽对小鼠脾细胞增殖能力的影响

吞噬异物(中性红)的能力，这与大豆蛋白酶解产物 由表3可以看出，与对照组相比，不同的大豆

中一些多肽具有提高小鼠腹腔巨噬细胞吞噬人红 肽均能极显著(P<o．01)的促进小鼠脾细胞增殖的

细胞的能力的报道相一致口]。Hee—Guk Byun等人 功能。比较在无有丝分裂源刺激下，超滤处理前后

的研究表明，肽中正电荷肽有着较强的功能性[7]， 的大豆肽的SI发现，SI大小顺序均为：U¨>Us。>

而对比表1和表2可以看出，大豆肽的正电荷肽含 U。一。>U¨>U。一，>Us一。>U>对照。其中，U¨的SI

量越高，其提高小鼠腹腔巨噬细胞吞噬异物的能力 极显著(P<0．01)高于其它的SI，而Us一。、Us孙

更强。结果表明，超滤膜处理对大豆肽的提高机体 U。。U¨四者间的SI差异很小，但均显著(P<o．05)

吞噬细胞的吞噬能力有显著促进的作用。其中，在 高于U8一。的SI；U8一。的SI极显著(P<o．01)高于U。

pH4．0条件下采用MWC05 000超滤膜处理后的 在ConA刺激下，大豆肽SI的变化与无刺激条件下

大豆肽促进巨噬细胞吞噬异物的能力最强。 基本相同，只是差异较之无刺激条件下要小一些。

表3不同大豆肽对小鼠脾淋巴细胞增殖能力(S1)的影响(n=3。X士s)

Tab．3 Effect of peptide on the proliferation of mouse splenic lymphocytes

汪了旷万趸强前大豆肽；U，，为在MWCO为z kDa，pH为Y的条件下超滤所得大豆肽．
同行数据肩注不同大写字母表示差异极显著(P<o．01)，不同小写字母表示差异显著(P<o．05)
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本实验发现，无论有无有丝分裂原的刺激，大

豆肽超滤处理前后都有促进小鼠脾淋巴细胞增殖

的作用，对比表1和表3可看出，正电荷肽含量高的

大豆肽其促进脾淋巴细胞增殖的效果更好，这与大

豆蛋白和乳清蛋白酶解物中带正电荷组分具有免

疫调节作用的结论相吻合[8。]。Jinshui Wang等

(2006)对小麦麸质进行水解和超滤提高了原物质

的功能性质[1⋯，本实验也表明超滤膜分离对肽的生

理功能有增强的作用。有丝分裂原ConA能分别

激活B、T细胞，促进B、T细胞增殖[1¨。本实验发

现，大豆肽超滤处理前后均能与ConA协同并分别

促进B、T细胞增殖，但协同促进B、T细胞增殖能

力的大小有差异。表明大豆肽不仅本身具有有丝

分裂原活性，而且还能与有丝分裂原ConA协同促

进淋巴细胞增殖，从而提高机体免疫力的能力，这

种能力在经过超滤膜处理后得到有效提高。其中，

在pH4．0条件下采用MWCO 5 000超滤膜处理后

的大豆肽促进小鼠淋巴细胞增殖能力最强。

2．4大豆肽超滤膜处理后活性增强机理探讨

由于碱性肽(带正电荷)的生理活性较之酸性

肽(带负电荷)要强，本研究旨在通过超滤膜富集带

正电荷的肽。本研究所采用的超滤膜为截留分子
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3 结 语

本研究发现，大豆肽本身具有免疫增强作用，

而经过一定条件的超滤膜处理后，大豆肽的免疫增

强作用得到了显著提高。由此可见，采用超滤膜对
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料及pH值)超滤处理后所得到的大豆肽其免疫增

强作用也不同，而其中机理还有待研究。总的来

说，本研究为免疫活性大豆肽的制备研究提供了一

条新的探索途径。
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