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摘要：探讨辣木籽蛋白酶解物（Moringa oleifera Seed Protease Hydrolysate，MSPH）对小鼠肠道黏膜炎的改善

作用。提取辣木籽蛋白并进行酶解，冷冻干燥得到 MSPH ；随机将雄性 BALB/c 小鼠分为空白对照（Con）组、模

型（Mod）组和 MSPH 组（800 mg/kg·BW），每组 6 只，腹腔注射 5-FU 诱导小鼠肠道黏膜炎，MSPH 灌胃干预。

每天记录小鼠体质量；通过 HE 染色观察肠道组织形态学并计算绒毛高度 / 隐窝深度；酶联免疫法测定小鼠血清

（INF-γ、SIgA、ROS、G-CSF、ET、D-LA）和小肠组织（IL-1β、IL-6、MDA、MPO、TNF-α）含量变化；实时荧

光定量聚合酶链式反应检测小肠组织 ZO-1 和 Occludin mRNA 表达量。与 Mod 组相比，MSPH 组小鼠在实验后期体

质量显著提高（P=0.001 1），脾脏和胸腺指数分别增加 16.22% 和 34.69%，肠绒毛高度 / 隐窝深度增加 25.88%，血

清中 INF-γ、ROS、G-CSF、ET、D-LA 含量分别降低 16.85%、17.50%、14.22%、8.28%、9.27%，SIgA 含量升高

23.07%，小肠组织中 IL-1β、IL-6、MDA、MPO、TNF-α 含量分别降低 9.72%、11.23%、9.74%、7.29%、5.17%，

肠道组织 ZO-1 和 Occludin mRNA 表达量增加 121.64% 和 29.35%。因此，MSPH 可以通过减轻炎症和氧化应激及

降低肠道通透性改善 5-FU 诱导的小鼠肠道黏膜炎。
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Abstract: The ameliorating effects of Moringa oleifera seed protein hydrolysate (MSPH) on intestinal mucositis in 

mice were investigated. Moringa oleifera seed protein was extracted, enzymolized, and freeze-dried to obtain MSPH. Male 
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BALB/c mice were randomly divided into the blank control (Con) group, the model (Mod) group, and the MSPH treatment 

group with six mice in each group. 5-fluorouracil (5-FU) was intraperitoneally injected to induce intestinal mucositis 

in mice, and MSPH (800 mg/kg·BW) was administered orally for intervention. The weights of the mice were recorded 

daily. The intestinal histopathology was observed using HE staining, and the villus height/crypt depth was calculated. The 

concentrations of INF-γ, SIgA, ROS, G-CSF, ET, and D-LA in serum and those of IL-1β, IL-6, MDA, MPO, and TNF-α in the 

small intestine were determined using enzyme-linked immunosorbent assay. The mRNA expressions of ZO-1 and occludin 

in the small intestine were determined using real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction. Compared to the 

mice in the Mod group, the body masses of those in the MSPH group significantly increased (P=0.001 1) in the later stage 

of the experiment, while their spleen and thymus indices increased by 16.22% and 34.69%, respectively. The villus height/

crypt depth increased by 25.88% in the MSPH group. The INF-γ, ROS, G-CSF, ET, and D-LA contents decreased by 16.85%, 

17.50%, 14.22%, 8.28%, and 9.27%, respectively, while the SIgA content increased by 23.07% in the MSPH group compared 

to that in the Mod group. The contents of IL-1β, IL-6, MDA, MPO, and TNF-α decreased by 9.72%, 11.23%, 9.74%, 7.29%, 

and 5.17%, respectively, while mRNA expressions of ZO-1 and occludin in intestinal tissues increased by 121.64% and 

29.35%, respectively, in the MSPH group. Thus, 5-FU-induced intestinal mucositis in mice can be ameliorated by MSPH 

intervention owing to reduction in inflammation, oxidative stress and intestinal permeability.

Key words: Moringa oleifera seed protein hydrolysate; 5-fluorouracil; intestinal mucositis; mitigation and 

improvement

辣木（Moringa oleifera Lam.）为辣木科辣木属

多年生热带落叶乔木 [1] ，世界上约共有 14 个品种。

印度是辣木的原产地也是最大生产国，随后便在赤

道各热带地区广泛种植，现在我国的长江以南省份

如云南及“两广”也成为了辣木的种植地，其中云

南芒市最早在 20 世纪初从缅甸引入辣木的种植，

现在还遗留着“百年辣木古树”。辣木籽为三棱状，

可食用部分为去除灰褐色外壳后的白色内核，约占

整个辣木籽质量的 70%~75% [2] 。辣木籽富含油脂、

维生素、蛋白质、微量元素等营养物质，其中粗

脂肪 40.12%、蛋白质 37.8%、总糖 9.75% [3] ；辣木

籽是辣木中蛋白质含量最高的部位 [4] ，开发价值较

高。研究发现，辣木籽蛋白具有抑菌 [5] 、抗氧化 [6] 、

抗癌 [7] 和心脏保护 [8] 等生物活性。经过酶解之后，

MSPH 与辣木籽蛋白氨基酸含量并无明显变化 [9-10] ，

且同样具有相似的生物活性。

在化疗期间引起的消化道反应造成肠道溃疡性

病变称为化疗性肠道黏膜炎（Chemotherapy-induced 
Intestinal Mucositis，CIM），其主要症状是恶心、呕

吐、腹痛和粘液便，有时还会有便血，病情严重的

时候，还会导致水、碱、营养失调 [11] 。5- 氟尿嘧啶

（5-Fluorouracil，5-FU）是一种光谱抗癌药物，被

广泛用于结直肠、胃癌、乳腺癌、卵巢癌；据统计，

五到八成的患者在接受 5-FU 化疗后都伴随肠黏膜

炎的发生，并且还在不断上升 [12] 。肠道粘膜屏障主

要由物理、免疫、化学和生物屏障四部分组成，是

防止肠道中有害物质和病原体侵入体内的关键屏

障，起到维持体内稳态的作用。当肠粘膜屏障功能

受到损害时，将会引起不良症状：如肠粘膜的收缩、

绒毛的缩短、渗透性的增大、肠上皮的损伤、肠道

菌群的失调、肠运动的障碍等 [13] 。

在进行化疗时，严重的肠道黏膜炎可能会导致

治疗终止，这不仅对病情的治疗具有阻碍作用，也

给病人和家庭造成负担。因此在化疗过程中对肠道

黏膜炎的预防和治疗是非常具有意义的。由于文献

查找过程中未发现辣木籽蛋白及其酶解物的有关组

分对肠黏膜炎的影响研究，故本研究拟从 MSPH 比

辣木籽蛋白更容易被小肠吸收这一点入手，结合相

关 MSPH 已报道的生物活性，构建 5-FU 诱导的小

鼠肠道黏膜炎模型，旨在探讨 MSPH 对小鼠肠道粘

膜炎的影响。

1　材料与方法

1.1　实验材料

1.1.1　实验动物

实验动物为无特定病原体（Specific Pathogen 
Free，SPF） 级 BALB/c 小 鼠，6 周 龄， 体 质 量
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20~25 g， 购于湖南斯莱克景达实验动物有限公司，

质量合格证号：430727220102269341，许可证号

SCXK( 湘 )2019-0004。所有程序均严格按照中国实

验动物使用和护理法规以及云南农业大学实验动物

研究所制定的指南进行，并经云南农业大学动物保

护和使用委员会批准。

1.1.2　主要试剂 
辣木籽，云南天佑科技开发有限公司；分析纯

氯化钠，天津市风船化学试剂科技有限公司；木瓜蛋

白酶，北京索莱宝科技有限公司；TaKaRaMiniBEST 
Universal RNA Extraction Kit、PrimeScript™ RT 
reagent Kit with gDNA Eraser (Perfect Real Time)、
TB Green® Premix Ex Taq™ II (Tli RNaseH Plus) 试
剂盒，宝日医生物技术（北京）有限公司；γ- 干扰

素（INF-γ）、分泌型免疫球蛋白 A（SIgA）、活性

氧（ROS）、粒细胞集落刺激因子（G-CSF）、内毒

素（ET）、D- 乳酸（D-LA）、白介素 1β（IL-1β）、
白介素 6（IL-6）、丙二醛（MDA）、髓过氧化物酶

（MPO）、α 肿瘤坏死因子（TNF-α）试剂盒，江苏

酶免实业有限公司。

1.1.3　主要仪器

HH-11-2 型恒温水浴锅，常州诺基仪器有限公

司；VL-7F 型落地式低速离心机离心机，长沙市百

诺克离心机仪器有限公司；R139 型病理切片机，上

海徕卡仪器有限公司；CX43 型光学生物显微镜，上

海光学仪器厂；Fluor Chem E 多功能酶标仪，美国

Moleculart Devices ；Roche Light Cycler 480 Ⅱ型实

时荧光定量 PCR 仪，美国罗氏公司。

1.2　方法

1.2.1　辣木籽蛋白酶解物的提取

参照王雪峰 [14] 、魏光强等 [15] ，根据实际条件进

行调整。

辣木籽人工去壳→粉碎过筛→超临界 CO2 脱脂→料

液比 1:64 加入 0.30 mol/L 氯化钠溶液 →30 ℃水浴搅拌

90 min→ 过滤 → 复提两次 → 滤液调 pH 值为 11.00→ 静置

离心 → 沉淀用水溶解后 3 500 U 的透析袋透析 36 h→ 冷冻

干燥 → 料液比 1:40 加水匀浆 5 min→ 加入木瓜蛋白酶在

55 ℃下酶解 4.50 h→ 灭酶 → 冷却离心 →100~500 U 的透析

袋中透析 24 h→ 冷冻干燥

注：本文提取的 MSPH 为总粗提取，进行 SDS-PAGE

分子量测定后确定 MSPH 分子量主要集中在 23� ku 以及

3.3~14 ku 之间。

1.2.2　动物分组与建模

实验动物适应性饲养一周后随机将小鼠分为

空白对照（Con）组、模型（Mod）组和 MSPH 组 
（800 mg/kg.BW），每组 6 只小鼠。腹腔注射 5-FU
的剂量为 30 mg/kg·BW。实验动物分组与建模如 

表 1 所示，实验过程中，每天记录小鼠体质量变化，

观察小鼠状态。

表 1  实验分组及周期

Table 1 Experimental grouping and period

组别 1~4 d 5~8 d

Con 灌胃生理盐水 注射生理盐水 灌胃生理盐水

Mod 灌胃生理盐水 1 h 后腹腔注射 灌胃生理盐水

MSPH 灌胃 MSPH 5-FU 灌胃 MSPH

1.2.3　HE染色观察小鼠肠道组织形态

实验结束后，以 CO2 使小鼠窒息后脱颈处理，

剖开小鼠取小肠 1 cm 大小 4~5 段固定于多聚甲醛

液体中，24 h后可用于苏木精-伊红染色（HE染色）

操作。

水洗→梯度脱水→二甲苯透明→石蜡包埋→切片→梯

度酒精水化→ HE 染色→拍照

小鼠组织形态在电子显微镜 100 倍下采集图片

并进行分析。

1.2.4　血清中INF-γ、SIgA、ROS、G-CSF、ET、
D-LA因子的测定

小鼠处死腹腔静脉取血，4 ℃静置 4 h 后离心

取上清，试剂盒检测血清 INF-γ、SIgA、ROS、G-CSF、
ET、D-LA 含量水平变化。

1.2.5　肠道组织中IL-1β、IL-6、MDA、MPO、

TNF-α因子的测定

小鼠处死解剖取小肠组织保存于 -80 ℃。从冰

箱取出小肠组织，按照试剂盒说明书操作，测定组

织中 IL-1β、IL-6、MDA、MPO、TNF-α 含量水平变化。

1.2.6　RT-qPCR法测定肠道组织紧密连接蛋白

mRNA的表达量

取出冷冻保存于 -80 ℃冰箱中的小鼠小肠提

取其 RNA，定点分光光度计测定 RNA 浓度，利用

PrimeScript™ RT reagent Kit with gDNA Eraser 试剂

盒将 RNA 反转录为 cDNA。根据实时荧光定量聚合

酶链式反应（RT-qPCR）的方法，利用 TB Green® 
Premix Ex Taq™ II (Tli RNaseH Plus) 试剂盒进行实

时荧光定量，过程如表 2 所示，采用引物序列如 

表 3 所示。
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表 2  RT-qPCR反应过程

Table 2 RT-qPCR Reaction process

反应步骤 反应环节 循环数
反应

温度 /℃
反应
时间 /s

升降温速
率 /(℃ /s)

Stage 1 预变性 1 95 30 4.40

Stage 2 PCR 40 95 5 4.40

60 30 2.20

Stage 3 溶解曲线 1 95 5 4.40

65 60 2.20

95 0.11

Stage 4 降温 1 50 30 2.20

表 3  实验所用引物

Table 3 Primers used in this study

引物名称 引物序列 (5'→3')

ZO-1-F CGGAACTATGACCATCGCCTAC

ZO-1-R CTTCGGGATGTTGTCTGGAGTC

Occludin-F TTGAAAGTCCACCTCCTTACAGA

Occludin-R CCGGATAAAAAGAGTACGCTGG

Rpl19-F GCTTGCCTCTAGTGTCCTCC

Rpl19-R TTGGCGATTTCATTGGTCTCA

1.2.7　数据分析

实验数据分析采用 Excel 2016，实验数据作图

采用 GraphPad Prism 9.0.0 软件分析，两组间分析采

用独立 t 检验。P＜0.05 表示两组间差异具有统计学

意义，“*”表示与 Con 组比较 P＜0.05，“**”表示

与 Con 组比较 P＜0.01，“***”表示与 Con 组比较

P＜0.001 ；“#”表示与 Mod 组比较 P＜0.05，“##”
表示与 Mod 组比较 P＜0.01，“###”表示与 Mod 组

比较 P＜0.001。

2　结果与讨论

2.1　小鼠体质量及脏器指数变化

肠道黏膜炎发生最显著特征是肠道溃疡，外在

表现为体质量减轻、恶心、腹泻等 [16] 。如图 1 所

示，实验过程中，腹腔注射 5-FU 后，小鼠表现出

体质量下降、精神状态萎靡的现象。而 MSPH 灌胃

小鼠后，能让小鼠体质量明显回升，这说明 MSPH
能够缓解由 5-FU 导致的肠道黏膜炎的恶性作用。

此外 Mod 组的体质量在停止 5-FU 注射之后也呈现

恢复趋势，这是由于肠道内的上皮细胞更新时间较

快 [17] ，即使肠道受损，更新速度减慢，但肠道免疫

系统也具有一定的自我的修复的能力。

图 1  小鼠体质量变化

Fig.1 Changes of body mass in mice

老鼠处死后称取脏器质量，计算脏器指数，由

图 2 呈现数据结果，整个实验中，小鼠肝脏和肾脏

指数没有发生显著性变化，而 Mod 组脾脏和胸腺指

数相比于 Con 组分别降低了 24.61%（P＜0.01）和

35.97% （P＜0.01），MSPH 组的脾脏和胸腺指数比

Mod组增加了16.22%（P＜0.01）和34.69%（P＜0.01）。
这说明 5-FU 在一定程度上使外周免疫器官发生萎

缩，但对其他器官影响不显著，但 MSPH 具有恢复

脾脏和胸腺萎缩的效果。与张青等 [18] 的研究中，5-FU
会导致胸腺和脾脏质量显著下降结果一致。这可能

是因为肠黏膜炎发生关联的一系列免疫反应，造成

免疫器官受损。

现
代
食
品
科
技



现代食品科技                                           Modern Food Science and Technology                                               2024, Vol.40, No.3

 5 

图 2  小鼠脏器指数变化

Fig.2 Changes of organ index in mouse

2.2　小鼠肠道组织形态学变化

肠道是人体最重要的消化、吸收器官，其功能

状态与肠道绒毛的长短、隐窝的深浅等密切相关。

绒毛变短，隐窝深度增加，绒毛长度 / 隐窝深度的

比例降低，可作为肠道粘膜损害的指标 [19,20] 。如图 3
所示，Con 组小肠绒毛形态规则无萎缩；Mod 组小

肠绒毛萎缩严重并出现绒毛形态缺失等情况，隐窝

深度增加；MSPH 组小肠绒毛形态能够得到很好的

恢复，排列整齐圆润饱满，隐窝深度减小。进行数据

统计学分析，结果如图 4 所示，Mod 组绒毛高度 / 隐
窝深度比 Con 组低 24.75%（P＜0.001），而 MSPH 组

绒毛高度 /隐窝深度比Mod组高 34.69%（P＜0.001）。
表示 MSPH 能够显著恢复小鼠肠道绒毛形态损坏，

改善因 5-FU 造成的肠道形态损伤。

  

图 3  小肠组织 HE 染色形态学观察 (100 倍 )

Fig.3 Morphological observation of small intestinal tissue 

stained by HE staining (100×)

图 4  小肠组织形态学参数变化

Fig.4 Changes of histomorphologic parameters of  

small intestine

2.3　小鼠血清变化

SIgA 是机体局部黏膜抗感染免疫的主要抗体，

由肠道固有层浆细胞和肠上皮细胞分泌组装，可作

为防御病菌的“第一道防线” [21] 。IFN-γ 是 Th1 型细

胞因子，与促炎因子和免疫抗炎因子共同作用可调

节免疫细胞功能，维护黏膜屏障 [22] 。当细胞受到细

菌或病毒攻击时，会促发系列免疫反应，大量促炎因

子（如 TNF-α、IL-6、IL-8、IL-1β 等）被释放，参与

机体“战斗” [23,24] 。图 5 展示了小鼠血清因子水平的变

化情况：在 Mod 组中检测到 INF-γ、ROS、G-CSF 的

含量，分别比 Con 组高 9.34%（P＜0.01）、11.06%
（P＜0.05）、13.16%（P＜0.05），而 SIgA 含量降低
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了 7.58%（P＜0.05）；但是 MSPH 组中 INF-γ、ROS、
G-CSF 的含量分别比 Mod 组低了 16.85%（P＜0.001）、
17.50%（P＜0.001）、14.22%（P＜0.05），SIgA 含量

增加了 23.07%（P＜0.001）。当肠粘膜生物屏障破坏，

细菌便可进入血液循环，血清 D-LA、ET 含量升高 [25] 。

Mod 组中 ET 和 D-LA 含量升高了 11.09%（P＜0.01）
和 9.27%（P＜0.05），MSPH 使其含量降低了 8.28%
（P＜0.05）和 9.27%（P＜0.01）。

图 5  血清因子检测变化

Fig.5 Changes in serum factor detection

2.4　小鼠肠道组织变化

核因子 κB（Nuclear Factor kappa-B，NF-κB）通

路是重要的免疫与炎症相关通路，直接参与 IL-1β、
TNF-α 的表达。中性粒细胞是机体抵御病毒侵袭的

首要屏障，它具有天然的吞噬功能。G-CSF 可以促

进中性粒细胞集落的形成，延长成熟中性粒细胞的

存活时间，活化中性粒细胞，而当外界刺激时可

导致中性粒细胞聚集，释放 MPO，因此肠道组织

中 MPO 表达可间接反映肠道炎症的严重程度。体

内氧自由基的增加，是大多数炎症发生的根本。当

机体长期暴露于一系列有毒和破坏性环境中，氧化

应激加重，大量释放活性氧代谢产物，使机体产生

疾病或组织损伤
 [26] 。图 6 展示了小鼠肠道组织中相

关因子的变化情况：在 Mod组中 IL-1β、IL-6、MDA、
MPO、TNF-α含量分别增加了 8.52%（P＜0.05）、8.80%
（P＜0.05）、10.49%（P＜0.05）、9.79%（P＜0.01）、
10.90%（P＜0.001），在 Con 组中 IL-1β、IL-6、MDA、
MPO、TNF-α 含量分别降低了 9.72%（P＜0.05）、
11.23%（P＜0.01）、9.74%（P＜0.01）、7.29%（P＜0.05）、
5.17%（P＜0.05）。与辣木油通过降低促炎因子及髓

过氧化物酶水平，使肠道炎症改善结果一 致 [27] 。本

实验通过测定血清中及肠道组织中氧化相关、免疫

相关因子，发现 5-FU 引起肠道组织氧化应激，诱

导炎症发生，导致肠道黏膜损伤。而 MSPH 可以减

少氧化应激水平及炎症程度，起到对肠道黏膜修复

和改善的作用。
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图 6  小肠组织因子检测变化

Fig.6 Changes in small intestinal tissue factor detection

2.5　小鼠肠道组织紧密连接蛋白ZO-1和
Occludin mRNA表达量的变化

图 7  小肠组织 Occludin 和 ZO-1 mRNA 表达量变化

Fig.7 Changes of mRNA expression of Occludin and ZO-1  

in small intestine

肠上皮的完整和紧密连接性是维持整个肠道微

生态平衡的基础。肠上皮细胞表达闭锁小带蛋白

ZO-1、咬合蛋白 Occludin 等对大分子物质的阻隔起

着至关重要的作用 [28] 。利用 RT-qPCR 检测小肠组

织中肠道屏障代表性蛋白 Occludin 和 ZO-1 mRNA
表达量情况变化，结果如图 7 所示，Mod 组中

Occludin 和 ZO-1 mRNA 表达量分别比 Con 组减少

35.81%（P＜0.05） 和 25.39%（P＜0.01），MSPH
组相较于 Mod 组增加了 121.64%（P＜0.001）和

29.35%（P＜0.05）的 Occludin 和 ZO-1 mRNA 表达

量。5-FU 作为广泛抗癌化疗药物，产生的副作用最

常见的是腹泻，使肠道通透性增加，加大了大分子

有害物质攻击机体的机会。在吴嘉振 [29] 的研究中，

紧密连接蛋白 mRNA 表达量和蛋白的表达是一致

性的。因此在本实验研究中 MSPH 增加了 ZO-1 和

Occludin mRNA 的表达量，具有修复紧密连接接蛋

白受损的潜力。

3　结论

根据本实验结果分析，得出 MSPH 可以通过修

复肠绒毛和隐窝损伤、减少氧化应激、减轻炎症、
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降低肠道通透性来缓解 5-FU 诱导的肠道黏膜炎。

但无法得知具体作用机理及作用分子，需进行更深

层次研究。这为辣木籽的深加工利用提供实验依据。
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