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乳铁蛋白调制乳粉的营养成分与免疫功能
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摘要：【目的】探讨乳铁蛋白（Lactoferrin，LF）调制乳粉及其所含的 α-乳白蛋白、N-乙酰神经氨酸、酵母-β葡聚糖

和乳铁蛋白 4种营养成分对 RAW264.7巨噬细胞的免疫调节机制。【方法】利用 LPS和 IL-4诱导 M1/M2型巨噬

细胞极化，并采用实时荧光定量 PCR、流式细胞术和 Western blot分析其对巨噬细胞极化及相关信号通路的影

响。【结果】乳铁蛋白调制乳粉可促进巨噬细胞吞噬活性，在 10~50 µg/mL范围内剂量依赖性降低 M1型极化并

促进 M2型极化。含 4种营养成分的组合亦具类似作用，且优于 3种成分组合。此外，乳铁蛋白调制乳粉可促

进抗原呈递相关分子并提高抗氧化酶的活性，并通过抑制 MAPK/NF-κB 和增强 Akt/STAT6通路调节 M1/M2

型巨噬细胞极化，改善炎症水平。【结论】乳铁蛋白调制乳粉通过调控巨噬细胞极化来发挥免疫调节作用。
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Abstract: [Objective] This study aims to investigate the immunoregulatory mechanisms of lactoferrin formula 

and its four nutritional components (α -lactalbumin, N-acetylneuraminic acid, yeast β -glucan, and lactoferrin) in 

RAW264.7 macrophages. [Method] M1 and M2 macrophage polarization were induced by lipopolysaccharides 

(LPS) and interleukin (IL) -4, respectively. Quantitative real-time PCR, flow cytometry, and Western blot were 

employed to analyze macrophage polarization and related signaling pathways. [Result] Lactoferrin formula 

enhanced the phagocytic activity of macrophages and dose-dependently inhibited M1 polarization while 

promoting M2 polarization within the range of 10~50 µg/mL. A combination of four nutritional components 

exhibited similar effects, with greater effects than the three-component combination. Additionally, the lactoferrin 

formula upregulated antigen-presenting molecules and antioxidant enzyme activity. It modulated macrophage 

polarization by inhibiting the mitogen-activated protein kinase (MAPK)/nuclear factor (NF) - κB pathway and 

activating the protein kinase B (Akt)/signal transducer and activator of transcription 6 (STAT6) pathway, thereby 

alleviating inflammation. [Conclusion] Lactoferrin formula exerts immunoregulatory effects by modulating 

macrophage polarization.
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乳铁蛋白是一种具有多种生物活性的铁载体

蛋白质，广泛存在于乳汁、唾液、眼泪等外分泌液

中［1］，并参与铁代谢和免疫调节。近年来，乳铁蛋

白因其多样的免疫调节功能而备受关注。乳铁蛋

白能通过增加自然杀伤细胞数量和白细胞活

力［2-3］、增强巨噬细胞的功能、促进树突细胞成

熟［4］、激活抗原递呈细胞［5］、调节细胞因子的分

泌［6］等方式直接调节免疫功能，还能以其抗细菌

性［7］、抗病毒性［8］、抗氧化性［9］、抗炎症性间接调节

免疫功能。乳铁蛋白调制乳粉中所含的 α-乳白蛋

白可调节神经递质与免疫应答，N-乙酰神经氨酸

可参与细胞识别与信号传导以增强免疫功能，酵

母 - β 葡聚糖可激活免疫细胞提升免疫防御能

力［10-12］。此外，乳铁蛋白调制乳粉还含有蛋白质、

脂肪、碳水化合物、钠元素、牛磺酸、乳清蛋白粉和

蛋黄球蛋白粉等多种成分，这些成分可能与乳铁

蛋白产生协同作用，共同调节免疫功能［13-17］。然

而，乳铁蛋白及其调制乳粉在免疫调节中的具体

分子机制尚未完全阐明，深入研究其作用机制对

于开发新型免疫调节功能食品具有重要意义。

巨噬细胞是机体免疫系统中的重要成分，充

当固有免疫和适应性免疫的重要角色。巨噬细胞

不仅参与炎症反应的调节、异物的清除和抗原的

呈递，还能通过极化过程改变其表型和功能，从而

影响免疫应答［18-19］。巨噬细胞的极化状态主要分

为两种：经典激活的 M1促炎细胞和替代激活的 M2

抗炎细胞［20］。M1型巨噬细胞通常由 Th1型细胞因

子如 IFN-γ、GM-CSF或脂多糖（Lipopolysaccharide，

LPS）激活，产生促炎细胞因子，发挥促炎和杀菌的

功能；而 M2 型巨噬细胞则通过 IL-4 和 IL-13 等

Th2 型细胞因子激活，主要发挥抗炎、组织修复和

免疫调节功能［18］。此外，巨噬细胞还能向 T 细胞

提呈抗原，并诱导抗原呈递细胞表达共刺激分子，

从而启动适应性免疫反应［21］。研究表明，乳铁蛋

白直接与抗原呈递细胞相互作用的能力可能对乳

铁蛋白调制乳粉的免疫调节特性起关键作用［22］。

因此，深入研究巨噬细胞的极化机制及其与乳铁

蛋白调制乳粉的相互作用，有助于揭示乳铁蛋白

调制乳粉的免疫调节机制。

在免疫调节和炎症反应中，核因子-κB（NF-κB）/

丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶（MAPK）和 激 活 因 子 6

（STAT6）/蛋白激酶 B（Akt）信号通路均发挥着至

关重要的作用。NF-κB/MAPK 信号通路通过介导

促炎因子表达，在巨噬细胞向促炎 M1型极化过程

中起关键作用［23］。同时，STAT6/Akt 信号通路在

巨噬细胞吞噬活性和极化中也发挥重要作用，通

过调控细胞因子和生长因子的分泌，促进巨噬细

胞向抗炎 M2 型极化［24-27］。乳铁蛋白调制乳粉可

能通过调控上述信号通路，参与免疫调节。

研究表明乳铁蛋白调制乳粉在减轻炎症和调

节免疫代谢方面具有显著作用，但其具体作用机

制尚未完全阐明。因此，作者探讨乳铁蛋白调制

乳粉及其 4 种营养成分对 RAW264.7 巨噬细胞免

疫调节的影响及其作用机制。采用 LPS 和 IL-4 分

别诱导 M1 和 M2 型巨噬细胞极化模型，来研究乳

铁蛋白调制乳粉的免疫调节作用。该研究可以为

深入了解乳铁蛋白调制乳粉在提升免疫力中的作

用机制提供参考，以及为添加乳铁蛋白调制乳粉

的相关功能食品的开发提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

小鼠巨噬细胞 RAW264.7 细胞系、胎牛血清

（fetal bovine serum，FBS）和胰酶：上海传秋生物科

技有限公司；青霉素和链霉素：美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司 ；DMEM 培养基 ：上海逍鹏生物

科技有限公司 ；噻唑蓝（methylthiazolyldiphenyl-

tetrazolium bromide，MTT）：纯度>98%，武汉赛维尔

生物科技有限公司；中性红细胞增殖及细胞毒性检

测试剂盒和 BCA蛋白质定量试剂盒：上海碧云天生

物技术股份有限公司；LPS和 IL-4：纯度>97%，美国

Sigma-Aldrich 公 司 ；Phycoerythrin（PE）-conjugated 

CD11c：美国 eBioscience 公司 ；BV421-conjugated 

CD206：美 国 Biolegend 试 剂 公 司 ；Trizol 试 剂 、

cDNA 逆 转 录 酶 试 剂 盒 、SYBR Green real-time 

PCR Master Mix：南京诺唯赞生物科技股份有限公

司；超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）、

过氧化氢酶（catalase，CAT）、谷胱甘肽过氧化物酶

（glutathione peroxidase，GPx）测定试剂盒：南京建

成生物工程研究所；RIPA 裂解缓冲液和 PVDF 膜：

美国 Millipore 公司；anti-p38 MAPK，anti-phospho-

p38 MAPK，anti-p65 NF-κB，anti-phospho-p65 NF-κB，

anti-Akt、anti-phospho-Akt：美国Cell Signaling Technology

公司；anti-STAT6、anti-phospho-STAT6、anti-GAPDH：
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杭州华安生物技术有限公司。

乳铁蛋白调制乳粉及主要营养成分原料由杭

州千岛湖康诺邦健康产品有限公司提供，并在作者

所在实验室完成配制。产品配方为：每 100 g 乳铁

蛋白调制乳粉中，含有 α-乳白蛋白 1.5 g，N-乙酰神

经氨酸 0.5 g，酵母-β葡聚糖 0.05 g，乳铁蛋白 0.12 g。

除 4种营养成分外，含蛋白质 26.1 g，脂肪 16.5 g，碳

水化合物 51.5 g，钠 0.27 g，牛磺酸 0.036 g，其他营养

成分 3.424 g。

1.2　仪器与设备

荧光显微镜 ：EVOSM5000 型 ，美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司；细胞培养箱：MCO-18AC 型，

日本松下公司；电泳仪：WIX-EP300 型，北京韦克

斯科技有限公司；微量分光光度计：Nano-3000 型，

杭州奥盛仪器有限公司；台式冷冻离心机：iCEN

型，杭州奥盛仪器有限公司；超低温冰箱：DW-

HL398S 型，广州深华公司；实时荧光定量 PCR 仪：

CFX Connect Optics Module 型，美国Bio-Rad 伯乐

公司；化学发光系统：Tanon-5200 型，上海天能科

技有限公司；流式细胞仪：FACS Melody 型，美国

BD Bioscience公司。

1.3　方法

1.3.1　样品制备方法　

1） 乳铁蛋白调制乳粉的配制：取乳铁蛋白调

制乳粉成品 0.1 g，加入 9.9 mL PBS 缓冲液配成

10 mg/mL 的母液，用 PBS 缓冲液以体积比 1∶100

稀释成最大质量浓度为 100 µg/mL的工作液，其余

工作液通过最大质量浓度工作液进行梯度稀释。

2） 4 种营养成分的配制：取 α-乳白蛋白粉末

75 mg、N-乙酰神经氨酸粉末 25 mg、酵母-β葡聚糖

粉末 2.5 mg 和乳铁蛋白粉末 6 mg，加入 10 mL 

PBS 缓冲液 ，配成 10.85 mg/mL 的母液 ，用 PBS

缓冲液以体积比 1∶100 稀释成最大质量浓度为

108.5 µg/mL 的工作液，其余工作液通过最大质量

浓度工作液进行梯度稀释。

3） 3种营养成分的配制：取上述 4种营养成分

中的 3 种，加入 10 mL PBS 缓冲液配成母液，再用

PBS缓冲液以体积比 1∶1 000进行稀释。

1.3.2　细胞培养　

采用小鼠巨噬细胞RAW264.7细胞系进行试验，

使用含体积分数为 10%的胎牛血清、100  IU/mL青霉

素和 100 µg/mL 链霉素的 DMEM 培养基 ，置于

37 ℃、体积分数 5% 的 CO2下培养，每 2 d更换一次

培养基。当细胞密度达到 80% 时，将它们传代培

养以进行下一步的试验。

1.3.3　细胞增殖　

将细胞以每孔 5×103 个的密度接种于 96 孔

板，培养 24 h后，分别用 0、5、10、25、50、100 µg/mL

的乳铁蛋白调制乳粉处理细胞 24 h，PBS 漂洗

1 次 ，每 孔 加 入 10 µL MTT 和 100 µL 无 血 清

DMEM 培养基，每组各设 12 个复孔。37 ℃孵育

3 h 后吸弃上清液，每孔加入 150 µL 二甲基亚砜

（dimethyl sulfoxide，DMSO）用于溶解生成的结晶

物，室温下振荡 15 min，然后于 570 nm 处测量光密

度（optical density，OD）值。

1.3.4　细胞吞噬活性测定　

将细胞以每孔 5×103 个的密度接种于 96 孔

板，培养 24 h，分别用 0、5、10、25、50、100 µg/mL 的

乳铁蛋白调制乳粉处理细胞 24 h，PBS 漂洗 1 次，

每孔加入 10 µL 中性红染色液和 100 µL 无血清

DMEM 培养基，每组各设 12 个复孔。37 ℃孵育

3 h后吸弃上清液，PBS 漂洗 1次，每孔加入 200 µL

中性红检测裂解液用于裂解细胞，室温下振荡

10 min，然后于 540 nm 处测量 OD 值。

1.3.5　巨噬细胞极化处理　

以 1×105 个/孔的密度在 12 孔板中培养细胞，

为诱导巨噬细胞 M1型极化，分别用不同质量浓度

（10、25、50 µg/mL）的乳铁蛋白调制乳粉或 4 种营

养成分组合（1.085、5.425、10.850、27.125、54.250、

108.500 µg/mL，其中 1.085 µg/mL 对应 50 µg/mL

乳铁蛋白调制乳粉中 4种营养成分的质量浓度，定

义为 1×质量浓度，其余质量浓度分别对应 5×、

10×、25×、50×、100×质量浓度，以确保 4 种营养成

分在与调制乳粉相同的试验条件下具有合适的质

量浓度范围）以及 1 μg/mL LPS 共同处理细胞

24 h；为诱导巨噬细胞 M2 型极化，分别采用不同

质量浓度（10、25、50 µg/mL）的乳铁蛋白调制乳粉

或 4种营养成分组合（1.085、5.425、10.850、27.125、

54.250、108.500 µg/mL）以及 10 ng/mL IL-4 共同处

理细胞 24 h；为进一步探究乳铁蛋白调制乳粉中

的营养成分组合对巨噬细胞 M1/M2 型极化的作

用和潜在机制，分别用 10.850 µg/mL的 4种营养成

分组合或 10.850 µg/mL 对应的 3 种营养成分组合

（组合 1：N-乙酰神经氨酸、酵母-β葡聚糖和乳铁蛋
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白；组合 2：α -乳白蛋白、酵母 -β葡聚糖和乳铁蛋

白；组合 3：α-乳白蛋白、N-乙酰神经氨酸和乳铁蛋

白；组合 4：α-乳白蛋白、N-乙酰神经氨酸和酵母 -β

葡聚糖）以及 LPS 或 IL-4共同处理细胞 24 h。LPS

和 IL-4 的质量浓度参照作者所在课题组前期研究

中已验证的质量浓度［28-29］，该质量浓度可有效调

控巨噬细胞的 M1/M2型极化。

1.3.6　细胞抗原呈递　

以 1×105个/孔的密度在 12孔板中培养细胞，用

不同质量浓度（0、10、25、50 µg/mL）的乳铁蛋白调

制乳粉处理 24 h，每组各设 6个复孔，采用实时荧光

定量 PCR 分析编码抗原呈递相关分子基因（major 

histocompatibility complex Ⅱ，Mhc Ⅱ）和共刺激分子

基因（如Cd80和Cd86）的mRNA表达水平。

1.3.7　流式细胞术　

将细胞以 1×106 个/孔的密度在 6 孔板中培养

24 h 后 ，用 50 µg/mL 的 乳 铁 蛋 白 调 制 乳 粉 或

10.850  µg/mL不同营养成分组合以及 1  µg/mL LPS

或 10  ng/mL IL-4共同处理细胞 24 h，每组各设 6个复

孔。收集细胞悬液，并用藻红蛋白标记的 CD11c和

bv421 标记的 CD206 抗体孵育 30 min，然后采用

FACS Melody分析，试验数据采用 FlowJo软件进行

分析。

1.3.8　细胞抗氧化酶活性及 mRNA 表达　

将细胞以 1×106 个/孔的密度在 6 孔板中培养

24 h 后 ，用 50 µg/mL 的 乳 铁 蛋 白 调 制 乳 粉 或

10.850 µg/mL 营养成分组合和 1 µg/mL LPS 共同

处理细胞 24 h，每组各设 6个复孔。采用相应试剂

盒检测细胞中 SOD、CAT 和 GPx 活性。将细胞以

1×105 个/孔的密度在 12 孔板中培养，按上述方式

处理 24 h 后，采用实时荧光定量 PCR 分析抗氧化

物酶基因的 mRNA 表达水平。

1.3.9　实时荧光定量 PCR　

使用 Trizol试剂提取细胞总 RNA，利用分光光

度仪测定 RNA质量浓度，利用 cDNA逆转录酶试剂

盒合成 cDNA。在实时荧光定量 PCR 系统中，使用

SYBR Green real-time PCR Master Mix 检测相关标

志物的 mRNA 表达水平。Actb 的转录被用作管家

基因进行数据标准化。试验中所用的引物序列

见表 1。

1.3.10　Western blot　

以 1×106 个/孔的密度在 6 孔板中培养细胞

24 h 后 ，用 50 µg/mL 的 乳 铁 蛋 白 调 制 乳 粉 或

10.850 µg/mL 营养成分组合以及 1 µg/mL LPS 或

10 ng/mL IL-4 共同处理 24 h，每组各设 6 个复孔。

先采用 RIPA 裂解缓冲液对细胞进行洗涤和裂解，

再采用 BCA 蛋白定量试剂盒，按照厂家说明测定

蛋白质质量浓度。含 30 μg 蛋白质的全细胞裂解

物经 SDS-PAGE 分离后，转移到 PVDF 膜上，并在

室温下用脱脂奶粉封闭 1 h。随后，加入一抗，膜

表 1　  引物序列

Table 1　Primer sequences

基因

Actb

Tnfa

Il1b

Ccl5

Mcp1

Arg1

Cd206

Mgl2

Chi3l3

Mhc Ⅱ

Cd80

Cd86

Sod

Cat

Gpx

上游引物（引物序列 5′—3′）

AGGCCCAGAGCAAGAGAGGTA

TGAAGACAGGGGCCTTTTTG

GCAACTGTTCCTGAACTCAACT

TTTGCCTACCTCTCCCTCG

TAAAAACCTGGATCGGAACCAAA

CCTGGAACTGAAAGGAAAG

CTTCGGGCCTTTGGAATAAT

TTAGCCAATGTGCTTAGCTGG

ATGGCCTCAACCTGGACTG

TCTACCCAGCCAAGATCAAAGT

CTGGGAAAAACCCCCAGAAG

CATGGGCTTGGCAATCCTTA

AACCAGTTGTGTTGTCAGGAC

GGAGGCGGGAACCCAATAG

CCACCGTGTATGCCTTCTCC

下游引物（引物序列 5′—3′）

GGGGTGTTGAAGGTCTCAAACA

AATTCGCCGGAGACACTCG

ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT

CGACTGCAAGATTGGAGCACT

GCATTAGCTTCAGATTTACGGGT

TTGGCAGATATGCAGGGAGT

TAGAAGAGCCCTTGGGTTGA

GGCCTCCAATTCTTGAAACCT

TCCTGCTCCTGTGGAAGTG

CCCATTCCTAATAAGCTGTGTGG

TGACAACGATGACGACGACTG

AAATGGGCACGGCAGATATG

CCACCATGTTTCTTAGAGTGAGG

GTGTGCCATCTCGTCAGTGAA

AGAGAGACGCGACATTCTCAAT
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在 4 ℃下孵育过夜，再用适当的 HRP 标记的二抗

进行孵育。然后采用发光成像工作站使条带可视

化，并采用 ImageJ软件进行定量。

1.4　统计学处理

所有试验均重复 3次，所有数据均表示为平均

值±标准误差，统计分析均采用单因素方差分析，然

后进行 Student-Newman-Keuls检验。当 P<0.05时表

示有显著性差异；当P<0.01时表示为差异极其显著。

2　结果与讨论

2.1　乳铁蛋白调制乳粉对细胞增殖能力和吞噬活性

的影响

为评估乳铁蛋白调制乳粉对巨噬细胞增殖能

力和吞噬活性的影响，采用 MTT 法和中性红染色

法检测细胞活力和吞噬活性。MTT 结果显示，与

0 µg/mL 相比，处理 24 h 后，5、10、25、50、100 μg/mL

的乳铁蛋白调制乳粉对细胞的增殖无影响，见

图 1（a）。中性红染色试验结果表明，处理 24 h后，

10、25、50、100 μg/mL 的乳铁蛋白调制乳粉可显著

增强巨噬细胞的吞噬活性，其中 50 μg/mL 的乳铁

蛋白调制乳粉处理后细胞吞噬活性最高，达到

124.8%，见图 1（b）。以上结果表明，在不改变巨噬

细胞活力的前提下，乳铁蛋白调制乳粉可以促进巨

噬细胞的吞噬活性。Hwang 等［30］的研究结果与此

结果类似，他们发现牛乳铁蛋白能够调节牛分枝杆

菌卡介苗感染的巨噬细胞，在不影响巨噬细胞增殖

能力的前提下，乳铁蛋白还能增强巨噬细胞的吞噬

能力，提升巨噬细胞为抗原特异性 CD4+T细胞传递

抗原的能力，激活特异性免疫。后续的试验选择

10、25、50 μg/mL共 3个质量浓度进行展开。

2.2　乳铁蛋白调制乳粉的免疫调节效益

为评估乳铁蛋白调制乳粉的免疫调节效益，分

别采用 LPS处理诱导 M1型巨噬细胞极化或 IL-4处

理诱导 M2型巨噬细胞极化，见图 2~3。结果显示，

乳铁蛋白调制乳粉处理以剂量依赖性方式显著降

低了 LPS 诱导的促炎 M1 型巨噬细胞标志物的

mRNA 表达 ，包括肿瘤坏死因子 - α 基因（tumor 

necrosis factor-alpha，Tnfa）、白细胞介素 -1β 基因

（interleukin-1 beta，Il1b）、CC 趋化因子配体 5 基因

（cc motif chemokine ligand 5，Ccl5）和单核细胞趋

化 蛋 白 -1 基 因（monocyte chemotactic protein-1，

Mcp1），见图 2。此外，乳铁蛋白调制乳粉剂量依赖

性地增加了 IL-4诱导的抗炎 M2型巨噬细胞标志物

的 mRNA 表达 ，如精氨酸酶 1 基因（arginase-1，

Arg1）、巨噬细胞甘露糖受体 c型 1基因（macrophage 

mannose receptor c type 1，Cd206）、巨噬细胞半乳糖

凝集素 2基因（macrophage galectin-2，Mgl2）和几丁

质酶 3样 3基因（chitinase 3 like protein 3，Chi3l3），

见图 3。陆梦兰等［31］的研究结果与此研究结果

类似，乳铁蛋白干预可抑制肾脏 M1 型巨噬细胞

的极化，并增强 M2 型巨噬细胞的极化，从而缓解

肾纤维化。Zhao 等［32］的研究结果表明，乳铁蛋白

可以通过减少促炎因子的表达来抑制 LPS 诱导

的炎症细胞活化。对于乳铁蛋白在免疫调节中

的机制，Latorre 等［33］认为乳铁蛋白的多种免疫活

性不仅依赖于其结合铁的能力，还依赖于其与宿

主和病原体分子相互作用的能力。乳铁蛋白可

以 通 过 结 合 LPs 抑 制 Toll 样 受 体（Toll-like 
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图 1　RAW264.7细胞的细胞活力和吞噬活性

Fig. 1　Cell viability and phagocytic activity of RAW264.7 cells

150



Vol. 44 No. 5 周梦莹等： 乳铁蛋白调制乳粉的营养成分与免疫功能

receptors，TLR）4 信号通路，从而抑制促炎途径的

激活［34］。综上所述，乳铁蛋白调制乳粉可以降低

促炎 M1 型巨噬细胞的极化并增强抗炎 M2 型巨

噬细胞的极化，从而参与免疫调节。

2.3　乳铁蛋白调制乳粉对巨噬细胞抗原呈递能力的

影响

为评价乳铁蛋白调制乳粉对巨噬细胞抗原呈

递能力的影响，在无抗原刺激下检测巨噬细胞抗原

呈递相关分子和共刺激分子的 mRNA 表达水平。

结果显示，乳铁蛋白调制乳粉以剂量依赖性方式显

著增强了巨噬细胞的抗原呈递相关分子基因 Mhc Ⅱ

和共刺激分子基因 Cd80 和 Cd86 的 mRNA 表达水

平，表明巨噬细胞抗原呈递能力的提升和 T细胞活

化的增强，见图 4。Chea等［35］和 Legrand［36］的研究表

明，乳铁蛋白在面对病原体时能增加抗原呈递细胞

（Antigen-Presenting Cell，APC）对 IL-12 的分泌，并

刺激抗炎细胞因子 IL-10 的表达，间接地促进了巨

噬细胞的抗原呈递能力，使机体在面对病原体时能

够更有效地启动和调节免疫应答，增强了机体的免

疫防御功能，这与本试验结果相似。Legrand［37］认

为乳铁蛋白的免疫调节特性是由于它与许多细胞

和分子靶标相互作用的能力。在细胞水平上，乳铁

蛋白调节免疫细胞的迁移、成熟和部分功能。在分

子水平上，除了结合铁外，乳铁蛋白与可溶性分子
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图 2　促炎 M1型巨噬细胞标志物的 mRNA 表达情况

Fig. 2　Relative mRNA levels of proinflammatory M1 macrophage markers

(a) Arg1 (b) Cd206 (d) Chi3l3(c) Mgl2

0

20

40

60

80

100

0

20

40

60

0

20

40

60

80

0

20

40

60

** **

**

**

**

**
**

**

**
**

**
**

**
**

**
**

#

#
##

#
##

#
#

对
照
组 IL
-4

IL
-4

+L
F (

10
 μg

/m
L)

IL
-4

+L
F (

25
 μg

/m
L)

IL
-4

+L
F (

50
 μg

/m
L)

对
照
组 IL
-4

IL
-4

+L
F (

10
 μg

/m
L)

IL
-4

+L
F (

25
 μg

/m
L)

IL
-4

+L
F (

50
 μg

/m
L)

对
照
组 IL
-4

IL
-4

+L
F (

10
 μg

/m
L)

IL
-4

+L
F (

25
 μg

/m
L)

IL
-4

+L
F (

50
 μg

/m
L)

对
照
组 IL
-4

IL
-4

+L
F (

10
 μg

/m
L)

IL
-4

+L
F (

25
 μg

/m
L)

IL
-4

+L
F (

50
 μg

/m
L)

相
对

m
R

N
A
表
达
水
平

/%

相
对

m
R

N
A
表
达
水
平

/%

相
对

m
R

N
A
表
达
水
平

/%

相
对

m
R

N
A
表
达
水
平

/%

组别 组别 组别 组别

**—与对照组相比，P<0.01；#—与 IL-4处理组相比，P<0.05；##—与 IL-4处理组相比，P<0.01。

图 3　抗炎 M2型巨噬细胞标志物的 mRNA 表达情况

Fig. 3　Relative mRNA levels of anti-inflammatory M2 macrophage markers
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或细胞表面分子的相互作用也是其具有免疫调节

特性的原因。综上所述，乳铁蛋白调制乳粉可以通

过促进巨噬细胞抗原呈递能力来发挥免疫调控的

功能。

2.4　乳铁蛋白调制乳粉营养成分的免疫调节效益

由上述研究可知，50 µg/mL乳铁蛋白调制乳粉

的免疫调节作用最为显著。为进一步评估乳铁蛋

白调制乳粉营养成分的免疫调节效益，将 50 µg/mL

乳铁蛋白调制乳粉中营养成分质量浓度 1.085 µg/mL

设为 1×质量浓度，并设置不同质量浓度梯度来研究

乳铁蛋白调制乳粉中起主要作用的活性成分，分别

采用 LPS处理诱导 M1型巨噬细胞极化和 IL-4处理

诱导 M2型巨噬细胞极化，见图 5~6。结果显示，乳

铁蛋白调制乳粉营养成分处理在一定范围内以剂

量依赖性方式显著降低了 LPS诱导的促炎 M1型巨

噬细胞标志物的 mRNA 表达，包括 Tnfa、Il1b、Ccl5

和 Mcp1，见图 5。此外，乳铁蛋白调制乳粉营养成

分给药可增加巨噬细胞中 IL-4诱导的抗炎 M2型巨

噬细胞标志物的表达 ，如 Arg1、Cd206、Mgl2 和

Chi3l3，见图 6。由此可见，乳铁蛋白调制乳粉营养

成分可以减少促炎 M1型巨噬细胞的极化并增加抗

炎 M2型巨噬细胞的比例，从而参与免疫调节。选

取 10.850 µg/mL的营养成分组合进行后续试验。

2.5　乳铁蛋白调制乳粉及其营养成分对 M1 型巨噬

细胞极化的影响

采 用 50 µg/mL 的 乳 铁 蛋 白 调 制 乳 粉 和

10.850 µg/mL 的 4种营养成分组合处理细胞，检测
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图 4　RAW264.7细胞抗原呈递相关标志物 mRNA 表达情况

Fig. 4　Relative mRNA levels of antigen presentation-related markers in RAW264.7 cells

**—与对照组相比，P<0.01；#—与 LPS处理组相比，P<0.05；##—与 LPS处理组相比，P<0.01。

图 5　促炎 M1型巨噬细胞标志物的 mRNA 表达情况

Fig. 5　Relative mRNA levels of pro-inflammatory M1 macrophage markers
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巨噬细胞的比例变化。流式细胞术结果表明，与对

照组相比，LPS处理 24 h后，M1型巨噬细胞的比例

显著上升，其平均值达到 19.6%，见图 7（a）。然而，经

过 50 µg/mL乳铁蛋白调制乳粉处理后，M1型巨噬细

胞的比例显著下降至 15.3%；相比之下，10.850 µg/mL

营养成分处理组中 M1 型巨噬细胞的平均比例为

16.2%，见图 7（a）~（b）。另一方面，IL-4处理增加了

M2型巨噬细胞的比例。在乳铁蛋白调制乳粉处理

后，M2 型巨噬细胞的比例显著提升，平均比例从

15.8% 上升至 19.3%，见图 7（c）~（d）。尽管统计学

上略高于显著性阈值，4种营养成分仍显示出促进

M2 型巨噬细胞极化的趋势，见图 7（d）。50 μg/mL

的乳铁蛋白调制乳粉可以显著减少促炎 M1型巨噬

细胞的比例，并促进抗炎 M2 型巨噬细胞极化；

10.850 µg/mL营养成分也能减少促炎 M1型巨噬细

胞的比例，但对促进抗炎 M2型巨噬细胞极化的影

响较小。4种营养成分对巨噬细胞极化的影响不如

乳铁蛋白调制乳粉，这可能与乳铁蛋白调制乳粉中

其他成分与乳铁蛋白的协同作用有关。调制乳粉

中含有蛋白质、脂肪、碳水化合物、钠元素、牛磺酸、

乳清蛋白粉和蛋黄球蛋白粉等多种成分，这些成分

可能与乳铁蛋白产生协同作用，共同影响试验效

果。具体而言，乳铁蛋白与乳清蛋白中的 β-乳球蛋

白可在油水界面形成多层结构，增强了两者的生物

活性［13］。其次，调制乳粉中含有蛋白质、脂肪、碳水

化合物、维生素等多种供能成分，可能通过影响能

量平衡和代谢与乳铁蛋白产生协同作用［14］。钠元

素的存在可能与维持乳铁蛋白的稳定性密切相

关［15］。此外，牛磺酸作为一种含硫氨基酸，具有抗氧

化特性，而蛋黄球蛋白粉中则含有丰富的免疫球蛋

白，两者都可能与乳铁蛋白发生协同作用进而调节

巨噬细胞的免疫功能［16-17］。另一方面，乳铁蛋白的生

物活性可能受到其在产品中存在形式的影响，乳铁

蛋白在特定的 pH和环境中可能更活跃。因此，在调

制乳粉中，乳铁蛋白的生物利用度更高，能更好地发

挥免疫功能。但是，当前试验聚焦于商品化调制乳

粉的整体效应，未直接比较乳铁蛋白单独作用与调

制乳粉的效果差异，未来将通过成分特异性试验进

一步解析协同机制。综上所述，乳铁蛋白调制乳粉

及其营养成分可抑制促炎M1型巨噬细胞的极化，乳

铁蛋白调制乳粉还可促进抗炎M2型巨噬细胞极化，

而营养成分则呈现出促进M2型极化的趋势，说明其

可能通过调控巨噬细胞极化参与免疫调节。

2.6　乳铁蛋白调制乳粉及其营养成分对巨噬细胞抗

氧化酶活性的影响

为评估乳铁蛋白调制乳粉及其营养成分在氧化

应激中的作用，采用相应试剂盒检测抗氧化酶活性，

并采用实时荧光定量 PCR 分析抗氧化物酶基因的

mRNA 表达水平。结果显示，LPS处理显著降低了

巨噬细胞内抗氧化酶的活性，包括 SOD、CAT 和

GPx，而乳铁蛋白调制乳粉及其营养成分能够恢复

这些酶的活性，见图 8（a）~（c）。与此一致的是，LPS

处理下调了巨噬细胞中超氧化物歧化酶基因

（Superoxide Dismutase，Sod）、过 氧 化 氢 酶 基 因

（Catalase，Cat）和 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 基 因

**—与对照组相比，P<0.01；#—与 IL-4处理组相比，P<0.05；##—与 IL-4处理组相比，P<0.01。

图 6　抗炎 M2型巨噬细胞标志物的 mRNA 表达情况

Fig. 6　Relative mRNA levels of anti-inflammatory M2 macrophage markers
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图 7　RAW264.7巨噬细胞 M1型和 M2型比例

Fig. 7　Proportions of M1 and M2 types of RAW264.7 macrophages
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图 8　巨噬细胞抗氧化酶活性及其基因的相对 mRNA 表达水平

Fig. 8　Activities of antioxidant enzymes and relative mRNA levels of the genes 
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（Glutathione Peroxidase，Gpx）的mRNA表达，而乳铁

蛋白调制乳粉及其营养成分能上调这些抗氧化酶基

因的mRNA表达，见图 8（d）~（f）。综上所述，乳铁蛋

白调制乳粉及其营养成分可以通过调节细胞内抗氧

化酶系统来增强酶活性，进一步提升细胞整体的抗

氧化防御能力，进而维持免疫微环境的稳态，从而更

好地发挥乳铁蛋白调制乳粉的免疫调节功能。

2.7　乳铁蛋白调制乳粉及其营养成分在调节 LPS和

IL-4相关的信号通路中的作用

为进一步探究乳铁蛋白调制乳粉及其营养成

分在调节 LPS 和 IL-4 信号通路中的作用，采用

Western blot检测 LPS 处理的细胞中 p38 MAPK 和

p65 NF-κB 的磷酸化水平，以及 IL-4处理的细胞中

STAT6 和 Akt 的磷酸化水平，见图 9。结果表明，

LPS 处理显著激活了 p38 MAPK 和 p65 NF- κB

的磷酸化，而乳铁蛋白调制乳粉及其营养成分却

能够减弱其激活。另一方面，IL-4 诱导的 STAT6

和 Akt磷酸化水平在乳铁蛋白调制乳粉处理后显

著增强。然而，营养成分仅在部分信号传导上表

现出增强的作用，其作用不及乳铁蛋白调制乳

粉，这可能与乳铁蛋白调制乳粉的协同作用有

关。由上述结果可知，乳铁蛋白调制乳粉及其营

养成分下调了 p38 MAPK 和 p65 NF-κB 的磷酸化

水平，结合多种促炎因子的转录水平下调的结

果，说明乳铁蛋白调制乳粉及其营养成分可能会

抑制 p38 MAPK 和 p65 NF-κB 通路；而乳铁蛋白

调制乳粉能增强 STAT6 和 Akt 磷酸化水平，同时

多种抗炎因子的 mRNA 表达上升，说明乳铁蛋白

调制乳粉可能会激活 STAT6 和 Akt 通路。 Hu

等［38］发现乳铁蛋白通过抑制 NF-κB 和 MAPK 途

径维持肠上皮细胞完整性并减轻细胞氧化应激

反应，从而抑制脂多糖诱导的细胞炎症，与本研

究结果相似。相关研究表明，调节 MAPK/NF-κB

通路能抑制 M1 型巨噬细胞极化 ，而调节 Akt/

STAT6通路能促进 M2型巨噬细胞极化［39-40］。综上

所述，乳铁蛋白调制乳粉及其营养成分可能通过调
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图 9　巨噬细胞 LPS和 IL-4相关的信号通路变化

Fig. 9　Changes in LPS and IL-4-related signaling pathways in macrophages
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控 p38 MAPK/p65 NF-κB 和 STAT6/Akt通路，改变

巨噬细胞极化状态，从而介导免疫反应。

2.8　不同乳铁蛋白调制乳粉中营养成分组合对调节

巨噬细胞极化能力的影响

为进一步探究乳铁蛋白调制乳粉中的营养

成分组合对巨噬细胞 M1/M2 极化的作用，将质

量浓度 10.850 µg/mL 的 4 种营养成分组合与不同

的 3 种营养成分组合处理的细胞进行对比，并分

别用 LPS 处理诱导 M1 型巨噬细胞极化和 IL-4 处

理诱导 M2 型巨噬细胞极化，见图 10~11。结果
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图 10　促炎 M1型巨噬细胞标志物的 mRNA 表达情况

Fig. 10　Relative mRNA levels of pro-inflammatory M1 macrophage markers
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显示，4 种营养成分组合处理显著降低了 LPS 诱

导的促炎 M1 型巨噬细胞标志物的 mRNA 表达，

包括 Tnfa、Il1b、Ccl5 和 Mcp1，而任何 3 种成分组

合无改善效果，见图 10。此外，4 种营养成分组

合给药增加了巨噬细胞中 IL-4 诱导的抗炎 M2 型

巨噬细胞标志物的表达，如 Arg1、Cd206、Mgl2 和
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图 11　抗炎 M2型巨噬细胞标志物的 mRNA 表达水平

Fig. 11　Relative mRNA levels of anti-inflammatory M2 macrophage markers
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Chi3l3，而 任 何 3 种 成 分 组 合 无 改 善 效 果 ，见

图 11。综上所述，4 种营养成分组合可主导巨噬

细胞向抗炎 M2 型转变，从而参与免疫调节，而去

掉任何一种营养成分都会导致免疫调节能力丢

失。α-乳白蛋白［10］、N-乙酰神经氨酸［11］和酵母 -β

葡聚糖［12］在提高免疫力、抗病毒、预防感染方面

均具有重要作用，且均为配方奶粉中的重要成

分。 α -乳白蛋白可以作为脂溶性维生素的载

体［41］，提高维生素的利用度。酵母 -β葡聚糖与蛋

白质的组合能够增强自然杀伤细胞的活性［42］，

提高机体的免疫监视和清除功能。 N-乙酰神

经氨酸与碳水化合物结合后，对于细胞表面聚糖

的结构稳定和功能发挥重要作用［43］。因此，营养

成分中缺少其一均会导致营养组成不全面，从而

对其免疫调节能力造成影响。后续可以进一步

开展不同配比的营养成分组合研究，以探究最佳

组合方式 ，为调制乳粉的优化升级提供理论

依据。

3　结论

作者探究了乳铁蛋白调制乳粉及其 4 种营

养成分对 RAW264.7 巨噬细胞免疫调节的作用及

机制。研究结果表明，乳铁蛋白调制乳粉通过提

升巨噬细胞抗原呈递能力、抗氧化酶活性并主导

巨噬细胞向 M2 型极化，从启动适应性免疫、减轻

氧化应激和免疫调节等多方面共同调节免疫作

用 ，维持机体的免疫稳态。相较于 4 种营养成

分，乳铁蛋白调制乳粉以其各营养成分之间的协

同作用具有更好的免疫调节功能。研究表明，乳

铁蛋白调制乳粉及其营养成分通过调控 p38 

MAPK/p65 NF-κB 和 STAT6/Akt 通路来调节巨噬

细胞极化，提出了一种双通路联动调控免疫反应

的新机制。这一发现为乳铁蛋白调制乳粉在免

疫调节领域的作用机制提供了新的视角，丰富了

其在营养免疫学中的内涵。研究聚焦于乳铁蛋

白调制乳粉及其营养成分的免疫功能，为开发具

备免疫增强潜力的新型功能性食品提供了重要

依据，并为实现科学膳食和精准营养补充提供了

理论依据。未来研究可进一步从分子机制入手，

探索其对巨噬细胞功能的深层调控，并通过更多

体内试验验证其在免疫调节及炎症相关疾病干

预中的应用前景。
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