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长白山榛仁（Corylus heterophylla Fisch.)蛋白 

酶解物对小鼠免疫功能的影响 
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摘要：本文研究不同水解度的长白山榛仁蛋白酶解物对小鼠免疫功能的影响。按水解时间不同制备六种水解度榛仁蛋白酶解物

(DH 分别为 24.16、29.69、33.22、36.33、38.08和 39.57%)，给受试组小鼠经口按 1.00 g/kg·bw 剂量灌胃，灌胃第 10、20、30 d后，

以小鼠免疫脏器指数，脾淋巴细胞增殖能力，巨噬细胞吞噬活性，血清细胞因子水平(IFN-γ 和 IL-4)，血清碱性磷酸酶活力为指标，

研究榛仁蛋白酶解物对小鼠的免疫调节功能。结果表明：水解度 33.22%的榛仁蛋白酶解物只显著增加了小鼠胸腺指数（p<0.05）；水

解度为 36.33、38.08和 39.57%的榛仁蛋白酶解物均能显著或极显著地增加小鼠免疫脏器指数、血清 IFN-γ和 AKP 水平，增强脾淋巴

细胞增殖活性和巨噬细胞吞噬活性（p<0.05或 p<0.01）。结论，水解度为 36.33、38.08和 39.57%的榛仁蛋白酶解物具有增强小鼠免疫

功能的作用。本研究为榛仁蛋白开发具有免疫活性的肽类产品提供了实验依据。 
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Abstract: The effect of enzymatic protein hydrolysates with different degrees of hydrolysis (DHs) of the hazelnut from Changbai 

Mountain on the immune function in mice was evaluated in this study. Hazelnut protein hydrolysates with 6 different DHs (24.16%, 29.69%, 

33.22%, 36.33%, 38.08%, and 39.57%) were prepared according to their hydrolysis time, and were orally (gavage) administered to the test mice 

groups at a dose of 1.00 g/kg body weight. Through immune organ index analysis and the spleen lymphocyte proliferation function, phagocytic 

activity of macrophages, cytokine levels in serum (IFN-γ and IL-4), and the activity of alkaline phosphatase in serum as indicators, the 

immunomodulatory effects of hazelnut protein hydrolysates in mice were studied on 10, 20, and 30 days after administration. The results 

demonstrated that the hazelnut protein hydrolysate with a DH of 33.22% significantly increased the thymus index of mice (p < 0.05). The 

hazelnut protein hydrolysates with DHs of 36.33%, 38.08%, and 39.57% also significantly increased the immune organ index, IFN-γ and AKP 

levels in serum, and enhanced the spleen lymphocyte proliferative activity and macrophage phagocytic activity (p < 0.05 or p < 0.01). In 

conclusion, hazelnut protein hydrolysates with DHs of 36.33%, 38.08%, and 39.57% could enhance the immune function in mice. This study 

provides an experimental basis for the development of peptide products with immune activity from hazelnut proteins. 
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榛子(Corylus heterophylla Fisch.)，是世界四大坚

果之一，享有“坚果之王”的美称。我国榛属资源丰

富，现有榛林 167 万 hm
2，年产榛果26000 t。目前关

于榛仁的开发与利用主要是对榛仁进行直接食用或制

成榛子油、榛子粉等粗加工产品。榛仁中油脂含量约

为 60%，蛋白质含量为 20~30%，对于提取榛子油后



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2016, Vol.32, No.2 

2 

得到的榛仁粕，其蛋白质含量高达 40%，而目前榛仁

粕大都被用作动物饲料或植物肥料，经济效益低[1~3]，

如何高值化利用该部分资源备受关注。 

生物活性肽是氨基酸的短片段，通常包含 3~20

个氨基酸，对人体健康有积极的影响
[4]
。利用天然食

物源制备的生物活性肽已成为世界范围内的研究热

点，目前已发现多种由食物蛋白酶水解制备的生物活

性肽，包括抗氧化肽[5]，ACE 抑制肽[6]，矿物质结合

肽[7]，抗血栓形成肽[8]，抗菌肽[9]及免疫调节肽[10~11]。 

榛仁蛋白经水解后所获得的肽具有多种生理药

理活性，如降血脂、抗疲劳[12]、抗氧化等[13]，而对于

榛仁免疫调节肽的研究则未见报道。本研究以榛仁粕

中的分离蛋白为原料，考察了不同水解度的榛仁蛋白

酶解物对小鼠免疫功能的影响，以期为榛仁免疫调节

肽的开发提供理论和实验依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

榛仁分离蛋白（蛋白含量 74.00%），实验室自制。 

4 周龄昆明雌性小鼠，SPF级，体重(20±2) g，由

长春生物制品研究所有限责任公司提供。许可证号：

scXK（吉）2011-0003。 

Alcalase 2.4L FG，丹麦诺维信公司；Hank’s液，

Genview 公司；RPMI-1640 培养基，HyClone；MTT、

伴刀豆蛋白 A(ConA)、二甲基亚砜(DMSO)，美国

Sigma 公司；胎牛血清(FBS)，Gibco；碱性磷酸酶(AKP)

试剂盒，南京建成生物工程研究所；小鼠 IFN-γ、IL-4 

ELISA 检测试剂盒，R&D 公司；所用其他试剂均为

分析纯。 

1.2  主要仪器与设备 

SPECTRA MAX 190 型酶标仪，美国 Molecular 

Devices 公司；CB150 型 CO2 培养箱，德国 BINDER

公司；Z36HK型高速冷冻离心机，德国 HERMLE公

司；CL-32L型高压蒸汽灭菌锅，日本 ALP。 

1.3  试验方法 

1.3.1  榛仁分离蛋白的制备 

将去油后的榛仁粕粉碎，调料液比 1:10，pH 值

9.5，于 50 ℃条件下水浴 90 min，5000 r/min 离心 10 

min，取上清液，调 pH值 5.0 并搅拌，5000 r/min 离

心 10 min，沉淀层水洗至中性后冷冻干燥即为榛仁分

离蛋白。 

1.3.2  榛仁蛋白酶解物的制备 

取榛仁分离蛋白，加入蒸馏水配成底物浓度为

2.0%的溶液，100 ℃，水浴 15 min，破坏蛋白结构，

冷却后置于 54 ℃恒温水浴锅中，调节 pH 8.5，加入碱

性蛋白酶（加酶量 10000.00 U/g)，在最适温度和 pH

下搅拌，酶解时间分别为 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.5 

h 后，水浴 100 ℃，10 min 灭酶活，冷却，调至 pH

中性，5000 r/min 离心15 min，上清液经真空浓缩，

冷冻干燥后储存在-20 ℃备用。 

1.3.3  水解度（DH）测定[14] 

水解度的测定采用 pH-stat 法进行测定，榛子分

离蛋白的水解度 DH根据消耗的 NaOH的量来表示，

计算公式: 

DH%=(VNaOH×CNaOH)/(Mp×Htot×α)×100% 

式中 VNaOH 为碱液的体积，mL；CNaOH：碱液的浓度，

mol/L；α：氨基的解离度；MP：底物中蛋白质总质量，g；Htot:

底物中蛋白质中肽键的总数(取 8. 0) ，mmol /g。α=10( pH－pK)/(10 

( pH－pK)+1)，式中 pK：α-氨基的解离常数，一般取 7.0为平均值

进行计算。 

1.3.4  实验动物及分组 

表 1 实验动物分组 

Table 1 Grouping of mice in the experiments 

分组 数量 灌胃内容 灌胃剂量 

G0 24 蒸馏水 0.01 mL/g·bw 

G1 24 榛仁蛋白酶解物(DH 24.16%) 0.01 mL/g·bw  

G2 24 榛仁蛋白酶解物(DH 29.69%) 0.01 mL/g·bw 

G3 24 榛仁蛋白酶解物(DH 33.22%) 0.01 mL/g·bw  

G4 24 榛仁蛋白酶解物(DH 36.33%) 0.01 mL/g·bw  

G5 24 榛仁蛋白酶解物(DH 38.08%) 0.01 mL/g·bw  

G6 24 榛仁蛋白酶解物(DH 39.57%) 0.01 mL/g·bw  

冷冻干燥后的酶解物冻干粉配制成浓度 0.1 g/mL

的溶液，将 4 周龄小鼠适应性喂养 3 d 后随机分为 7

组，随后按照表 1 所示分组和灌胃，每天灌胃一次，

并在灌胃开始 10、20、30 d 分别在各组随机选取 8 只

小鼠进行各项免疫指标测定。实验期间，各组小鼠自

由采食、饮水。 

1.3.5  小鼠免疫脏器指数测定[15] 

将小鼠眼球取血后颈椎脱臼处死，取脾脏和胸

腺，用滤纸吸干脏器表面血污，称重。按下列公式计

算胸腺指数和脾脏指数。 

脾脏(胸腺)指数(mg/g)=脾脏(胸腺)重量/小鼠体重 

1.3.6  小鼠 T 淋巴细胞增殖能力测定[4,15] 

将小鼠处死后，无菌条件取脾并制备脾细胞悬

液。台盼蓝染色计数，活细胞数大于95%，调整细胞

浓度为 5×10
6 个/mL，无菌条件将脾细胞悬液加入含有

ConA(2 μg/mL)的 96孔培养板中，每孔 200 μL，置5% 
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CO2、37 ℃恒湿培养箱中孵育 72 h，培养结束后，向

每孔中加入 10 μL MTT 溶液(5 mg/mL)，继续培养 4 h

后，小心弃掉上清液，向每孔中加入 100 μL DMSO

溶解结晶紫，振摇 10 min，酶标仪读取OD570 nm值。 

1.3.7  小鼠腹腔巨噬细胞吞噬功能测定 

通过中性红吞噬实验测定巨噬细胞吞噬能力[16]。

将小鼠处死后，制备小鼠腹腔巨噬细胞悬液并计数。

调整细胞浓度为 1×10
6 个/mL，96 孔培养板每孔加入

100 μL该浓度细胞悬液，置于 37 ℃、5% CO2 培养箱

中孵育 3 h，弃掉培养液，每孔加入 100 μL中性红溶

液(0.1%)与细胞共培养 30 min，取出后除去中性红溶

液，用无菌PBS 溶液洗 3遍。每孔加入 100 μL细胞

溶解液（冰乙酸:乙醇=1:1），4 ℃静置过夜。酶标仪读

取 OD540 nm值。OD 值越高反映巨噬细胞的吞噬能力

越强。 

1.3.8  小鼠血清细胞因子水平测定(IFN-γ 和

IL-4) 

小鼠摘眼球取血，将血液室温自然凝固 10~20 

min，3000 r/min 离心 10 min。仔细收集上清液，待用。 

以受试小鼠血清为测定样本，采用 ELISA夹心法

对受试小鼠进行细胞因子水平测定。严格按照 IFN-γ

和 IL-4 试剂盒说明书操作，测定小鼠血清 IFN-γ、IL-4

水平。 

1.3.9  小鼠血清碱性磷酸酶(AKP)活力测定 

以受试小鼠血清为测定样本，严格按照 AKP 试

剂盒说明书操作，测定小鼠血清 AKP 活力。 

1.4  统计分析 

所有数据均以平均数±标准差(x±SD)表示。用

PASW(Version 18.0) 软件进行 单因素 方差分 析

(ANOVA)。用 LSD 多重比较法分析各组间的差异显

著性，p<0.05为差异显著，p<0.01 为差异极显著。 

2  结果与分析 

2.1  榛仁蛋白酶解物对小鼠免疫脏器指数的

影响 

免疫器官按作用不同分为中枢免疫器官和外周

免疫器官，胸腺和脾脏是机体的重要免疫器官，前者

属于中枢免疫器官，后者属于外周免疫器官，两者均

与体液免疫和细胞免疫有密切联系。脾脏指数和胸腺

指数的大小直接反映机体免疫水平的高低[17]。榛仁蛋

白酶解物对小鼠脾脏指数和胸腺指数的影响见图 1。 

由图 1a 可以看出，灌胃第 10 d，与 G0组相比，

各个试验组的脾脏指数无显著差异；灌胃第20、30 d，

只有 G4组的脾脏指数表现出极显著增加(p <0.01)，其

余试验组的脾脏指数均有所增加但差异不显著。由图

1b 可知，与 G0组相比，灌胃第10 d，G5 组的胸腺指

数表现出显著增加(p <0.05)；灌胃第 20 d，G4 组表现

出显著增加(p <0.05)，G5 组表现出极显著增加(p 

<0.01)；灌胃第 30 d，G3 和 G6组显著增加(p <0.05)，

而 G4 和 G5组极显著增加(p <0.01)。总体来说，G4 组

榛仁蛋白酶解物对小鼠脾脏和胸腺均有极显著的刺激

增生作用，G5 组榛仁蛋白酶解物对小鼠胸腺有极显著

的刺激作用，同时，G3和 G6 组在灌胃第 30d 显著增

加小鼠胸腺指数。提示特定水解度的榛仁蛋白酶解物

具有提高小鼠免疫脏器指数的作用，这与牡蛎蛋白和

玉米胚芽蛋白水解物的作用相似
[15,18]

。 

 

 
图 1 不同水解度的榛仁蛋白酶解物对小鼠脾脏指数及胸腺指

数的影响 

Fig.1 Effect of hazelnut protein hydrolysates with different DHs on 

indices of spleen and thymus in mice 

注:*表示与对照组相比差异显著(p＜0.05)，**表示与对照

组相比差异极显著(p＜0.01),下同。 

2.2  榛仁蛋白酶解物对小鼠 T 淋巴细胞增殖

的影响 

T 淋巴细胞增殖能力是反映机体细胞免疫的重要

指标。榛仁蛋白酶解物对 ConA 诱导的小鼠脾淋巴细

胞增殖的影响见图 2。 
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图 2 不同水解度的榛仁蛋白酶解物对小鼠脾淋巴细胞增殖的

影响 

Fig.2 Effect of hazelnut protein hydrolysates with different DHs 

on the spleen lymphocyte proliferation in mice 

由图 2 可知，与 G0 组相比，灌胃第 10 d，G4 组

由 ConA诱导的脾淋巴细胞增殖显著增加（p <0.05），

G5 组极显著增加（p <0.01）；灌胃第 20 d，G4、G5 组

极显著高于 G0 组（p <0.01）；灌胃第 30 d，G4、G5

和 G6 组均极显著高于 G0 组（p <0.01）。本研究中，

G4、G5组的榛仁蛋白酶解物能极显著地增强小鼠脾淋

巴细胞的增殖，G6组只在灌胃第 30 d 极显著地增强小

鼠脾淋巴细胞的增殖，表明特定水解度的榛仁蛋白酶

解物能极显著地增强小鼠 ConA 诱导的脾淋巴细胞增

殖，这与其他蛋白水解物对小鼠免疫功能的影响相似，

如核桃仁蛋白和鲤鱼卵蛋白经 Alcalase 水解产生的水

解物也能增强小鼠脾淋巴细胞增殖能力[19~20]。 

2.3  榛仁蛋白酶解物对小鼠腹腔巨噬细胞吞

噬活性的影响 

 
图 3 不同水解度的榛仁蛋白酶解物对小鼠腹腔巨噬细胞吞噬

功能的影响 

Fig.3 Effect of hazelnut protein hydrolysates with different DHs on 

the phagocytic activity of mouse peritoneal macrophages 

巨噬细胞能够吞噬或杀伤癌细胞及外来异己细

胞，在非特异性免疫应答的诱导和调节中起关键作用。

单核巨噬细胞的吞噬能力是衡量非特异性免疫功能的

指标之一[21]。榛仁蛋白酶解物对小鼠腹腔巨噬细胞吞

噬活性的影响见图 3。 

由图 3 可知，与 G0组相比，灌胃第 10 d，所有

试验组的巨噬细胞吞噬活性均有所增加，但差异不显

著；灌胃第 20 d，G4 和 G5组差异极显著（p <0.01），

G6 组差异显著（p <0.05）；灌胃第 30 d，G4、G5 和

G6 组均极显著地高于 G0 组（p <0.01）。研究发现，鳕

鱼排蛋白和油茶粕蛋白经 Alcalase 水解产生的水解物

能够显著地增强小鼠腹腔巨噬细胞吞噬活性[22~23]，本

研究中，G4、G5 和 G6 组榛仁蛋白酶解物能极显著增

强小鼠腹腔巨噬细胞吞噬活性。 

2.4  榛仁蛋白酶解物对小鼠血清细胞因子的

影响 

Th 细胞,特别是Th1 和Th2 细胞，通过分泌不同

的细胞因子，相互调节，相互制约，维持机体免疫系

统的正常功能。Th1型细胞以表达 TNF-α、IFN-γ为主，

属于促炎细胞因子，主要功能是促进细胞免疫和抑制

体液免疫。Th2 型细胞以分泌 IL-4、IL-6 和 IL-10 为

主，属于抑炎细胞因子，主要功能是促进体液免疫和

抑制细胞免疫。目前将 IFN-γ和 IL-4 分别作为Th1 和

Th2 细胞的代表性细胞因子进行研究
[24]

。榛仁蛋白酶

解物对小鼠血清 IFN-γ、IL-4浓度的影响见图 4、5。 

 

图 4 不同水解度的榛仁蛋白酶解物对小鼠血清 IFN-γ的影响 

Fig.4 Effect of hazelnut protein hydrolysates with different DHs 

on the serum IFN-γ 

由图 4 可知，与 G0组相比，灌胃第 10 d，所有

试验组的 IFN-γ 浓度均增加，G4 组差异极显著(p 

<0.01）；灌胃第 20 d，G4 组差异显著（p <0.05），G6

组差异极显著（p <0.01），且达到最大值；灌胃第30d，

G4、G5组的 IFN-γ浓度显著高于 G0 组，而 G6 组极显

著高于 G0组。由图 5 可知，与 G0组相比，所有试验

组的 IL-4浓度均无显著变化。在灌胃第 10d，G4组的

IL-4 浓度最大；灌胃第 20 d，G6组的 IL-4 浓度达最大

值；灌胃第 30 d，G4 组和G5 组的 IL-4浓度高于其他
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试验组。本研究证实特定水解度的榛仁蛋白酶解物可

明显增加小鼠血清 IFN-γ 和 IL-4 水平，其中 G4、G5

和 G6 组受试小鼠的血清 IFN-γ 浓度极显著高于对照

组，初步表明榛仁蛋白水解物诱导Th1/Th2平衡向Th1

方向漂移，可能诱导机体的炎症性反应。 

 

图 5 不同水解度的榛仁蛋白酶解物对小鼠血清 IL-4的影响 

Fig.5 Effect of hazelnut protein hydrolysates with different DHs on 

the serum IL-4 

2.5  榛仁蛋白酶解物对小鼠血清碱性磷酸酶

（AKP）活力的影响 

AKP 是一种重要的水解酶，能催化磷酸单脂的水

解及磷酸基团的转移反应，对细菌等异物在溶酶体内

的消化降解具有重要作用，并在免疫反应中发挥作用，

AKP 可以改变病原体表面结构，从而增强机体对病原

体的识别和吞噬能力，对动物的生存具有重要意义，

是动物免疫学中广泛研究的重要的免疫指标[25~26]。榛

仁蛋白酶解物对小鼠 AKP 的影响见图 6。 

 

图 6 不同水解度的榛仁蛋白酶解物对小鼠血清碱性磷酸酶活

力的影响 

Fig.6 Effect of hazelnut protein hydrolysates with different DHs on 

the activity of serum AKP 

由图 6 可知，与 G0组相比，灌胃第 10、20、30 d，

G4 组均显著增加（p <0.05）；G5组在灌胃第 30 d显著

增加（p <0.05），其他试验组无显著变化。表明在相

同的灌胃周期特定水解度的酶解物可提高小鼠血清

AKP 活力，从而增强其免疫能力。 

 

3  结论 

水解度是影响蛋白水解物免疫应答能力的重要

因素，水解度不同，水解物的生物活性表现出显著差

异。但免疫应答能力与水解度之间没有线性关系，只

有特定水解度的水解产物才具有高免疫活性[22]。本试

验以榛仁分离蛋白为原料，制备了六种水解度的榛仁

蛋白酶解物并从免疫器官、免疫细胞和免疫分子三个

方面研究了其对小鼠免疫功能的影响。试验结果表明，

水解度为 36.33%、38.08%和 39.57%的三种榛仁蛋白

酶解物对小鼠免疫功能起到明显增强作用，提示此三

种水解度的酶解物经水解产生了具有免疫活性的小分

子肽，初步筛选出具有免疫调节作用的榛仁肽粗提物，

这有利于榛仁粕的充分利用，减少优质蛋白的浪费，

同时也为榛仁蛋白开发具有免疫活性的功能性食品和

保健食品提供了数据依据。 
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