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核桃仁种皮多酚对免疫抑制小鼠的调节作用 
 

闫国培，刘会平，孙娜新，闫哲贤，史玉明，姜洋，袁晋芳 

（食品营养与安全教育部重点实验室，天津科技大学食品工程与生物技术学院，天津 300457） 
摘要：为了研究核桃仁种皮多酚对环磷酰胺（CTX）所致免疫低下模型小鼠的免疫调节功能，通过腹腔注射环磷酰胺的方法建

立免疫抑制小鼠模型，将小鼠随机分为 5 组：空白组、模型组、核桃仁种皮低、中、高剂量组，研究不同灌胃剂量的核桃仁种皮多酚

对免疫抑制小鼠的脏器指数、吞噬指数、血液中相关指标、免疫球蛋白 IgG、IgA、IgM 以及 LDH 和 ACP 酶活力的影响。研究结果

表明核桃仁种皮多酚具有一定的提高免疫力的作用，核桃仁种皮多酚能够改善试验小鼠的脏器指数，提高碳廓清指数，使淋巴细胞的

增殖率提高，在一定程度上维持免疫抑制小鼠的血液细胞分布平衡，增加免疫抑制小鼠的免疫球蛋白含量，增强 LDH 和 ACP 酶的

活力，维持免疫抑制小鼠生理指标的稳定，从而提高试验小鼠机体的免疫活性。 
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Abstract: An immunosuppressed mouse model, established through intraperitoneal injection of specific pathogen-free mice with 

cyclophosphamide (CTX), was used to study the immunomodulatory effect of walnut kernel pellicle polyphenols (WKPs). The mice were 

randomly divided into five groups: normal group, model group, and low-dose (50 mg/kg), medium-dose (100 mg/kg), and high-dose (200 

mg/kg) WKP groups. The effect of different doses of WKPs on the thymus and spleen indexes, phagocytic index, blood-related indicators, 

immunoglobulin (Ig) G, IgA, and IgM levels, and lactic dehydrogenase (LDH) and acid phosphatase (ACP) activities were investigated. 

Consequently, in the immunosuppressed mice, the WKPs had a definite effect on improving and enhancing immune functions, by improving the 

organ index, increasing the carbon clearance index, increasing the rate of lymphocyte proliferation, maintaining the balance of blood cell 

distribution to some extent, increasing the immunoglobulin content, enhancing the activities of LDH and ACP, and maintaining the stability of 

physiological indexes. 
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定量的植物多酚具有明显的促进作用[4]。对多酚类物

质的研究和多酚化学发展方向的研究，人们越来越关

注植物多酚的生理活性，有很多关于动物实验以及一

些流行病学的研究报道中指出，补充一定量的植物多

酚具有明显的促进作用[4]。核桃（Juglans regia L.）原

产于中亚地区，又常被称为胡桃、羌桃，为胡桃科核

桃属，属多年生落叶乔木，是世界上的主要干果[5,6]。

核桃仁含有丰富的蛋白质和脂肪等营养物质和钙、铁、

锌等无机盐离子，以及胡萝卜素、核黄素等各种维生

素，这些成分具有很高的营养价值和药用价值[7,8]。报

道表明，多酚的多种有益于人类的生物活性受到了人

们的广泛重视，多酚具有抗衰老、抑菌、抗肿瘤和提

高免疫力[9~14]等多种生物学活性。植物多酚类物质对

植物多酚广泛存在于植物体内，尤其存在于植物

的皮、叶、果实和根等部位，是一类多酚类的化合物，

在植物体内的含量仅次于木质素、纤维素和半纤维素
[1~3]。目前，国内外已从多领域、多角度对植物多酚进

行了研究，研究结果表明多酚类物质这一天然成分富

有非常可观的应用前景[3]。对多酚物质的研究和多酚

化学发展方向的研究，人们越来越关注植物多酚的生

理活性，有很多关于动物实验以及一些流行病学的研

究报道中指出，在预防疾病及抑制疾病方面，补充一 
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于机体免疫力的提高有显著性作用。巨噬细胞能够吞

噬外来细胞的入侵，它通过迁移或积累到外来杂质存

在的位置发挥吞噬作用。与此同时，多酚类物质可以

刺激吞噬细胞，使细胞免疫因子的产生有所增加，从

而增强免疫力。国内外许多学者对植物多酚类化合物

的生物活性及其作用靶点做了深入的研究[15]，为相关

药物、保健品的开发提供了理论依据。日本 Haruyo 
Iwasawa 等人使用嗜中性粒-细胞累加的活性、巨噬细

胞的形态学变化和激活细胞因子等评价了猕猴桃多酚

的体外和体内免疫增效作用[16]。胡兆君等报道，“亿
福林”(主要成分为茶多酚)，可以提高人体血清中免疫

球蛋白的含量，尤其是 IgM 和 IgA 的含量[17]。 
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核桃仁种皮中含有丰富的多酚等活性物质，其功

能功能活性成分是目前研究的一大热点，关于核桃种

皮多酚功能性的研究在国内外均有很多 [18,19]。

Anderson 等[20]在对核桃仁中多酚类物质进行了分析

时主要借助了 LC-ELSD/MS 的方法，然后进行体外抗

氧化实验，结果表明核桃仁种皮多酚对 2,2’-偶氮-2-
眯基丙烷和 2,2’-Azobis hydrochloride 诱导的低密度脂

蛋白的氧化的抑制率分别是 38%和 87%；而对 Cu2+

诱导的低密度脂蛋白氧化的抑制率分别是 84%和

14%。周晔等[21]在评定核桃种成分的抗氧化性能时，

发现核桃内种皮酚类物质的抗氧化性，比相同条件下

的天然抗氧化剂 Vc 具有明显优势的地位。Carvalho
等[22]在抗氧化性的研究中，发现核桃仁种皮多酚具有

很好的抗氧化活性且对癌细胞具有很好的抑制效果。

然而，核桃仁种皮多酚的免疫调节作用尚未得到充分

的研究，本试验以核桃仁种皮为原料，以环磷酰胺建

立免疫低下小鼠模型[23]，研究了核桃仁种皮多酚对小

鼠免疫功能的影响，为核桃仁种皮的综合利用提供可

靠的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 

核桃购自于山西省吕梁市汾阳市市场，品种为山

西纸皮核桃晋龙 1 号。无水乙醇、没食子酸、无水碳

酸钠和福林酚试剂均为分析纯。 
注射用环磷酰胺、免疫球蛋白 IgG 测定试剂盒（南

京建成生物工程研究所）；免疫球蛋白 IgA 测定试剂

盒（南京建成生物工程研究所）；免疫球蛋白 IgM 测

定试剂盒（南京建成生物工程研究所）；无水碳酸钠分

析纯 AR（天津市北方天医化学试剂厂）；印度墨汁

（solarbio）。 
JA2603B 型分析天平（上海精科实业有限公司）；

BCD-216SDN 型海尔卧式冷冻柜；离心机（上海安亭

科学仪器厂）；UV-2000 型紫外可见分光光度计（尤尼

科仪器有限公司）；XFA 6030 系全自动动物血液分析

仪。 

1.2  动物 

昆明小鼠，雌性，SPF 级，体重 20~22 g，由北京

欧阳实验动物有限公司提供，试验动物质量合格证：

SYXK（军）2012-0004。 

1.3  动物分组与处理 

SPF 级雌性昆明小鼠 50 只，体重 20~22 g。试验

动物随机分为 5 组：空白对照组，环磷酰胺模型组，

核桃仁种皮多酚低、中、高剂量组，每组 10 只。多酚

组小鼠灌胃核桃仁种皮多酚，空白和模型组灌胃生理

盐水。低、中、高剂量组分别用（50 mg/kg BW、100 
mg/kg BW 和 200 mg/kg BW）核桃仁种皮多酚灌胃，

空白和模型组灌胃等体积的生理盐水。除空白对照组

外，其他各组于灌胃的第 1 d、3 d 和 5 d 腹腔注射环

磷酰胺（80 mg/kg）建模。 

1.4  试验方法 

1.4.1  核桃仁种皮多酚的提取 
核桃仁种皮预处理：选取优质的脱去外壳的核桃

仁，用特制的复合盐（焦磷酸钠、三聚磷酸钠和柠檬

酸钠按照 5:3:2 的比例进行复合）在 70~80 ℃条件下

浸泡 8~15 min，然后手工剥取核桃内种皮。先在-80 ℃
冰箱中预冻，再利用真空干燥机冷冻冻干。将核桃仁

种皮粉碎后过 60 目筛，制成核桃仁种皮粉。 
定量称量干燥后的核桃仁种皮粉，加入烧杯中，

按 1:50 加入 70%的乙醇，50 ℃下提取 50 min，提取

混合液经 4000 r/min 离心分离后进行抽滤，真空浓缩，

用旋转蒸发仪将乙醇除去，然后再进行真空冷冻冻干，

即得到核桃仁种皮多酚。 
1.4.2  核桃仁种皮多酚得率的测定 

%10025
10m0817.0

0423.0-A(%) 6 ××
××

=多酚提取得率

式中：A 为样品的吸光值（nm）；m 为样品的质量（g）；25 为

多酚提取液总体积（mL）。 

采用 Folin-酚试剂法测定，准确吸取样品液 0.1 
mL，置于 25 mL 的容量瓶中，分别加入 1.25 mL 
Folin-Ciocalten 试剂，静置反应 5 min 后，将 6.25 mL、
20% Na2CO3溶液加入，然后定容至 25 mL，室温环境

下黑暗放置 90 min，同时做空白对照，在 764 nm 处

的测定其吸光值。然后算出没食子酸相应的浓度，进
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而得出多酚的得率。 
1.4.3  胸腺、脾脏指数测定 

各组小鼠结束灌胃 12 h 后，称其体重，颈椎脱臼

处死。快速解剖，摘取胸腺、脾脏吸干血迹称其湿重。 
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小鼠体重

重量脾胸腺
指数脾胸腺 =  

1.4.4  肝、脾巨噬细胞吞噬指数的测定 
分组给药，建模同 1.3。末次给药后 0.5 h，于各

组小鼠尾静脉注射 5 µL、4 倍稀释的印度墨汁，分别

在第 1(t1)和第 5(t5)分钟从小鼠眼眶静脉取血 20 µL，
加到 2 mL Na2CO3溶液（1 g/L）中摇匀，于 680 nm
处用分光光度计测定 t1和 t5的吸光度值（A1和 A5），

并计算廓清指数 κ，并在小鼠处死后称其肝脏和脾脏

的质量，进而计算出吞噬指数 α。 

51

51
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=
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吞噬指数  

1.4.5  血液细胞指标检测 
用蒸馏水配制浓度为400 mg/mL的K2EDTA抗凝

剂溶液。小鼠摘眼球后，取血 50 µL 加入装有 3.5 µL
抗凝剂的离心管中，立即上机，检测小鼠血中红细胞

（RBC）、血红蛋白（Hb）、白细胞（WBC）和血小

板（PLT）含量。 

1.4.6  血清 IgA、IgM 和 IgG 含量的测定 
按试剂盒说明对小鼠血清 IgA、IgM 和 IgG 的含

量进行测定。 
1.4.7  对免疫抑制小鼠脾脏中乳酸脱氢酶

（LDH）及酸性磷酸酶（ACP）活性测定 
按试剂盒中的方法对小鼠脾脏中 LDH 及 ACP 活

性进行测定。 
1.4.8  数据处理 

采用 SPSS 19.0 软件进行统计学处理，实验数据

的结果以均数±标准差(⎯x±SD)表示，各组均数之间比

较采用 One-way ANOVA 和组间多重比较，p<0.05 有

统计学意义。 

2  结果与讨论 

2.1  核桃仁种皮多酚的得率 

以没食子酸为标准测定核桃仁种皮中总酚含量。 

采用了超声波辅助提取的方法，操作相对简单、

提取温度低、提取效率相对较高、提取物的性质稳定，

有效地缓解了传统提取方法中产品的安全性、提取的

效率及提取时间较长等方面存在着诸多的缺点[24]。经

计算核桃种皮粗提物的得率为 14.34%，粗提物中核桃

仁种皮多酚的含量为 19.10%。说明核桃仁种皮内多酚

的含量丰富，具有较高的开发价值。 

 
图1 核桃种皮多酚样品 

Fig.1 WKP samples 

 

图 2 没食子酸标准曲线 

Fig.2 Standard curve of gallic acid 

2.2  对环磷酰胺所致免疫抑制小鼠胸腺指数

和脾脏指数的影响 

脾脏是机体免疫的中心，存在许多具有免疫功能

的细胞。胸腺是一种重要的细胞免疫器官，产生 T 淋

巴细胞，分泌胸腺激素和激素样物质。这两个器官的

形态和质量的变化反映了小鼠的免疫功能。 
表1 核桃仁种皮多酚对免疫抑制小鼠胸腺指数、脾脏指数的

影响 

Table 1 Effect of WKP on the thymus index and spleen index in 

immunosuppressed mice (⎯x±s, n=10) 

组别 胸腺指数 脾脏指数 

2.34±0.16 3.53±0.18 空白组 

1.47±0.29* 2.34±0.17* 模型组 

1.74±0.10# 2.53±0.13# 多酚低剂量组 

1.90±0.13# 2.89±0.14# 多酚中剂量组 
2.01±0.11# 3.01±0.08# 多酚高剂量组 

注：*与空白组比较，#与模型组比较。 

由表 1 可以看出，与正常组小鼠比较，模型组的

脏器指数明显降低（p<0.05），胸腺明显减少，初步确
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定免疫抑制模型建模成功。与模型组相比，低、中、

高剂量组核桃仁种皮多酚均可以显著增加脏器指数

（p<0.05），说明核桃仁种皮多酚可以在一定程度保护

小鼠的免疫器官，增强小鼠的免疫活性。 

2.3  对环磷酰胺所致免疫抑制小鼠肝、脾巨噬

细胞吞噬指数的影响 

表2 核桃仁种皮多酚对免疫抑制小鼠肝、脾脏巨噬细胞指数

的影响 

Table 2 Effect of WKP on the phagocytic ability of 

macrophages in liver and spleen of immunosuppressed mice 

(⎯x±s, n=10) 

组别 廓清指数 κ 吞噬指数 α 

空白组 0.062±0.003 6.007±0.121 

模型组 0.028±0.005* 4.655±0.193* 

低剂量组 0.047±0.002# 5.664±0.126# 

中剂量组 0.047±0.001# 5.690±0.066# 
高剂量组 0.059±0.004# 5.775±0.123# 

注：*与空白组比较，#与模型组比较。 

作为人体最重要的防御系统，单核巨噬细胞系统

具有较强的吞噬异物颗粒或部分可溶性异物的能力，

并且当自身体内产生某些有害物质时能迅速将其清

除，当碳粒静脉注射入血液循环后，巨噬细胞吞噬作

用迅速，主要由肝和脾中的巨噬细胞吞噬。所以，它

可以通过测量血液中碳粒子的消失率来反映单核巨噬

细胞对外来物的吞噬功能。 

由表 2 可知，模型组小鼠碳粒廓清指数较空白组

小鼠显著下降（p<0.05），核桃仁种皮多酚组小鼠较

模型组碳粒廓清指数显著上升（p<0.05），可明显提

高环磷酰胺所致免疫抑制小鼠碳廓清能力，并呈现出

对剂量的的依赖性，说明核桃仁种皮多酚能够在一定

程度上增强淋巴细胞的增殖率，使免疫抑制小鼠的免

疫功能的到改善。 

2.4  对环磷酰胺所致免疫抑制小鼠血液中相

关指标的影响 

血液在人体循环系统中不停地流动，主要参与机

体的新陈代谢，对平衡内外环境有着十分重要的作用。 

由表 3 可以得出，模型组小鼠的 Hb、PLT、RBC
和 WBC 较空白组显著性降低（p<0.05），说明试验小

鼠的免疫器官受到破坏，免疫功能下降，模型建立成

功，而核桃仁种皮多酚低、中、高剂量组较模型组又

有显著性升高（p<0.05），并更接近空白组，说明核桃

仁种皮多酚能在一定程度上维持免疫抑制小鼠的血液

平衡，从而保持小鼠的机体健康。 
 

表3 核桃仁种皮多酚对免疫抑制小鼠血液中相关指标的影响 

Table 3 Effect of WKP on blood-related indicators in immunosuppressed mice (n=10, ⎯x±sd) 

组别 RBC/(1012/L) Hb/(g/L) WBC/(109/L) PLT/(109/L) 
空白组 11.58±0.61 180.67±15.31 10.27±1.00 327.67±15.54 

模型组 6.38±1.30* 66.00±5.29* 5.20±1.05* 209.33±21.73* 

低剂量组 8.82±1.15# 91.00±14.11# 7.33±0.78# 253.00±9.85# 

中剂量组 9.16±1.08# 112.67±10.02# 9.77±1.36# 265.67±13.05# 

高剂量组 9.37±1.05# 127.67±10.26# 10.03±1.36# 291.33±11.93# 

注：*与空白组比较，#与模型组比较。 

表4 核桃仁种皮多酚对免疫抑制小鼠血清IgA、IgM和 IgG含

量的影响 

Table 4 Effect of WKP on serum IgA, IgM, and IgG levels in 

immunosuppressed mice (⎯x±s, n=10) 
组别 IgM/(g/L) IgA/(g/L) IgG/(g/L） 
空白组 0.43±0.01 0.222± 0.01 4.33±0.099 

模型组 0.11±0.02* 0.055±0.02* 3.13±0.23* 

低剂量组 0.26±0.04# 0.14±0.02# 3.57±0.14# 

中剂量组 0.33±0.029# 0.15±0.01# 3.82±0.07# 

高剂量组 0.39±0.029# 0.19±0.01# 4.07±0.13# 

注：*与空白组比较，#与模型组比较。 

 

2.5  对环磷酰胺所致免疫抑制小鼠血清 IgA、

IgM 和 IgG 含量的影响 

IgA 足以抵抗病原微生物，是通过粘膜感染的一

道障碍。IgG 免疫球蛋白是一种具有多种功能的免疫

球蛋白，是人和动物血清中含量最高的免疫球蛋白。

具有抗菌、抗病毒和抗病毒等免疫活性。IgM 具有多

种免疫活性，可以很好的杀灭细菌、激活吞噬细胞的

活性，同时也可以抵抗病毒的入侵。 
由表 4 可以得出，模型组小鼠免疫球蛋白 IgA、 
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IgM 和 IgG 较空白组均有显著性降低（p<0.05），说明

模型组小鼠体内特异性抗体分泌较少，免疫功能受到

限制，而核桃仁种皮多酚低、中、高剂量组较模型组

免疫球蛋白又有显著性增加（p<0.05），且呈现出剂量

依赖性，由此推测核桃仁种皮多酚能够刺激机体产生

更多抗体，引起小鼠机体的特异性体液免疫应答，激

发特异性抗体的大量产生，从而增强小鼠的免疫功能。 

2.6  脾脏中乳酸脱氢酶（LDH）及酸性磷酸酶

（ACP）活性的影响 

乳酸脱氢酶（LDH）广泛存在于机体的组织器官

和巨噬细胞内，是细胞内葡萄糖酵解所必需的酶，可

以催化乳酸脱氢转化为丙酮酸或丙酮酸还原为乳酸的

功能。乳酸脱氢酶在巨噬细胞的作用中起着重要的作

用，是巨噬细胞活化的标志物之一。酸性磷酸酶（ACP）
磷酸基团的转移和直接参与人体代谢，主要分布在肝、

脾、血红细胞、骨髓巨噬细胞被激活，其程度和酸性

磷酸酶活性水平成正比。 
表5 核桃仁种皮多酚对免疫抑制小鼠血清LDH和ACP活性的影

响 

Table 5 Effect of WKP on serum LDH and ACP activities in 

immunosuppressed mice (⎯x±s, n=10) 

组别 LDH/(U/g prot) ACP/(U/g prot) 

空白组 11220.43±214.54 190.54±25.18 

模型组 7768.16±223.53* 113.56±6.25* 

低剂量组 8922.00±409.09# 158.71±38.31 

中剂量组 9970.96±452.35# 169.50±31.68# 
高剂量组 10764.09±88.67# 183.16±15.54# 

注：*与空白组比较，#与模型组比较。 

由表 5 可以看出，与空白对照组相比较，模型组

小鼠 LDH 和 ACP 含量均有显著性降低（p<0.05），说

明模型组小鼠机体的巨噬细胞活性受到限制，免疫功

能降低，而核桃仁种皮多酚低、中、高剂量组较模型

组 LDH 和 ACP 含量又有显著性增加（p<0.05），说明

核桃仁种皮多酚可拮抗因引起的免疫抑制，并对免疫

抑制状态下小鼠脾脏 LDH 和 ACP 水平有显著影响，

它能明显提高小鼠 LDH 和免疫抑制引起的脾脏 ACP
水平，这表明，核桃仁中的多酚可通过提高激活的巨

噬细胞，提高机体的免疫功能。 

3  结论 

综上所述，核桃仁种皮多酚具有一定的提高免疫

力的作用，核桃仁种皮多酚能够改善试验小鼠的脏器

指数，提高碳廓清指数，使淋巴细胞的增值率提高，

在一定程度上维持免疫抑制小鼠的血液平衡，增加免

疫抑制小鼠的免疫球蛋白含量，增强 LDH 和 ACP 酶

的活力，从而提高试验小鼠机体的免疫活性。 
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