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摘要：本文研究了乳化溶剂蒸发法制备的南极磷虾油与灵芝孢子油纳米乳复合物对小鼠免疫功能的作用效果。将 350 只健康雌

性小鼠随机分为 5 批（N=70），每批随机分为 7 组（n=10），阴性对照组、纳米乳复合物与非纳米乳复合物低（0.25 g/kg·bw）、中（0.50 

g/kg·bw）、高（1.50 g/kg·bw）剂量组，分别相当于人体推荐摄入量的 5、10、30 倍。经口灌胃 30 d，每日 1 次。检测受试物对小鼠

各项免疫指标的影响。结果表明，与阴性对照组相比，纳米乳复合物低、中剂量组提高小鼠脾淋巴细胞转化能力分别为35.72%（p<0.05）、

157.13%（p<0.01），高剂量组增强小鼠迟发性变态反应效果为 32.41%（p<0.05）；中剂量组促进小鼠抗体生成细胞增殖效果为 21.12%

（p<0.05），低、中、高剂量增强小鼠产生血清溶血素的效果依次为：63.22%（p<0.01）、77.64%（p<0.01）、55.31%（p<0.01）；中、

高剂量组增强小鼠 NK 细胞的活性效果分别为 58.92%（p<0.01）和 134.83%（p<0.01），且经纳米乳化后效果优于单纯的复合物。南

极磷虾油与灵芝孢子油纳米乳复合物对小鼠具有提高免疫力的作用。 
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Abstract: The effect of the nanoemulsion complex of Euphausia superba oil and Ganoderma lucidum spore oil on immune function in 

mice was investigated. Compared with the negative control group, the nanoemulsion complex in the low and medium dose groups improved the 

splenic lymphocyte transformation capacity by 35.72% (p<0.05) and 157.13% (p<0.01), respectively; in the high dose group, the effect of 

DNFB-induced delayed allergic reaction in mice was enhanced by 32.41% (p<0.05). The proliferation of mouse antibody-generating cells in the 

medium dose group was promoted by 21.12% (p<0.05), and the productions of serum hemolysin in mice at low, medium and high doses were 

enhanced by 63.22% (p<0.01), 77.64% (p<0.01), and 55.31% (p<0.01), respectively. The NK cell activities of mice in the medium and high 

dose groups were 58.29% (p<0.01) and 134.83% (p<0.01), respectively. Cellular immune function, humoral immune function and NK cell 

activity were all positive. The nanoemulsion complex of Euphausia superba oil and Ganoderma lucidum spore oil enhanced the immunity of 

mice.  
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南极磷虾（Euphausia superba）是目前地球上数

量最大的单种生物资源之一。Atkinson 等[1]结合南极

磷虾生长模型和声学方法，对南极磷虾的最新生物储

藏量估计在 3.79 亿吨，年成虾产量为 3.42~5.36 亿吨。

利用超临界CO2萃取法从南极磷虾中提取的南极磷虾

油，富集了丰富的虾青素、磷脂、类黄酮等多种活性

成分，具有降血脂、降血糖、预防心血管疾病及抗炎

活性等功能[2]，其不饱和脂肪酸是目前自然界中唯一

以磷脂型态结合 Omega-3（EPA、DHA）和多样性超

强抗氧化物（磷脂型虾青素 Astaxanthin）的分子结构，

磷脂含量可达 48.37%~51.0%[7]，总虾青素含量高于 3 
mg/100 g[8]。此外，南极磷虾油含有的 Omega-3 必需

脂肪酸、二十碳五稀酸（EPA）和二十二碳六稀酸

（DHA）可能与免疫功能相关[9]。周大勇[10]等研究发

现，南极磷虾油对小鼠免疫功能具有增强作用。

Kolakowska[11]等研究发现，将南极磷虾在 3 ℃储藏 72 
h，提取的南极磷虾油中磷脂成分的含量由最初的80%
下降到 20%，而游离脂肪酸含量增加到 6%。南极磷

虾油极易受光照和温度等外界环境因素的影响，严重

影响了其功效作用及食用安全性。 
灵芝孢子是灵芝的生殖细胞，功效是灵芝子实体

的 60~70 倍。灵芝孢子油是采用超临界 CO2流体萃取

技术，从破壁灵芝孢子中萃取，经浓缩得到的油状脂

质物，富集了灵芝孢子中的三萜类、多糖类、核苷类

等活性成份，具有抗肿瘤[12]、抑制肿瘤细胞增生[13]

及增强免疫等作用[14]。易有金[17]等通过给昆明种小鼠

隔天皮下注射环磷酰胺建立免疫功能低下模型，研究

结果显示，灵芝孢子油能提高免疫低下小鼠的体液免

疫、细胞免疫和非特异性免疫功能，对机体特异性及

非特异性免疫功能均具有显著的调节作用。蒋丽[18]等

研究灵芝孢子油对小鼠免疫功能的调节作用，对小鼠

进行低中高剂量连续灌胃30 d后，测定各项功能指标，

结果表明灵芝孢子油具有增强免疫力的作用。 
当今世界，纳米微胶囊已经受到研究人员越来越

多的关注。Zhu[19]等人采用高压均质法制备南极磷虾

油纳米乳，发现对南极磷虾油进行包埋可以有效的减

少或抑制外界环境对南极磷虾油的影响。金栋[20]等人

制备的不同粒径的灵芝孢子油自微乳稳定性均良好可

控。李学民[21]发现将维生素 A 与牛至油大蒜素制备成

复合纳米乳可以提高肉鸡养殖的综合效益，生物利用

度提升。张文娟[22]制备禽用复合维生素纳米乳与普通

复合维生素相比，结果显示复合纳米乳可提高白蛋白

分泌、促进体外培养鸡胚肝细胞增殖。 
南极磷虾油和灵芝孢子油营养价值非常高，近年

来关于其各自免疫活性的研究较多，而在纳米微胶囊

方向的应用研究极少，对两者的纳米乳化复合物的免

疫作用的研究至今尚未见相关报道。因此，本实验对

南极磷虾油灵芝孢子油复合物进行纳米微胶囊处理形

成纳米乳后，与非纳米乳复合物进行比较，进而探究

其对小鼠免疫功能的影响。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 

选用 350 只上海西普尔-必凯实验动物有限公司

繁殖的SPF级CI/FI代健康雌性小鼠，体重为18.2~21.9 
g。实验动物生产许可证号为 SCXK（沪）2013-0016，
合格证号：2008001662627。 

实验动物在温度为 20~26 ℃、相对湿度为

40%~70%的屏障环境中饲养。实验动物使用许可证

号：SYXK（苏）2015-0009。 

1.2  受试物 

南极磷虾油购自北京嘉信恒联国际贸易有限公司

（批号 U196/005/A16）；灵芝孢子油购自盐城神农保

健食品有限公司（批号 180923）； 
非纳米乳复合物：按照南极磷虾油与灵芝孢子油

1:1.5 比例混合均匀，即得非纳米乳复合物。 
纳米乳复合物：按照南极磷虾油与灵芝孢子油

1:1.5 的比例配制，利用乳化-溶剂蒸发法，以酪蛋白

酸钠、阿拉伯胶和吐温-20 为壁材制备南极磷虾油灵

芝孢子油纳米乳复合物液，将 3%稳定剂（其中，65%
酪蛋白酸钠、28%吐温-20、7%阿拉伯胶、）溶于 PBS
缓冲液（0.01 mol/L，pH=7），将 1 g 南极磷虾油和灵

芝孢子油复合油溶于 30 mL 的二氯甲烷与丙酮（1:2，
V/V）的混合溶液中。将油相缓慢倒入水相中，其比例

为 1:9，在 40 ℃下搅拌 1.5 h，得到粗复合纳米乳液，

将粗复合纳米乳液在600~1000 r/min转速下匀浆5~10 
min，随后对其进行高压均质，在 0 kPa、300 kPa、600 
kPa 压力下分别均质 1 次，随后在 800 kPa 压力下循环

均质 3 次，最后在真空状态下除去乳液中的有机溶剂，

即得纳米乳复合物。 
通过冷场发射扫描电镜观察，纳米乳复合物颗粒

表面光滑呈球状，粒径为 141.92±3.38 nm，Zeta 电位

为 22.65±3.32 mV，表面油含量较低，经过长期留样

试验证实，经包埋后的纳米乳液稳定性较好。 

1.3  主要仪器与试剂 

仪器：打孔器、SPECTRAMAX plus 酶标仪，北

京龙跃生物科技有限公司；PL203 型电子天平，上海
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速展机电有限公司；CO2-80A-IR CO2培养箱，上海丙

林电子科技有限公司；SG-603 生物安全柜，北京仪诺

科兴科技发展有限公司；等。 
试剂：二硝基氟苯（DNFB），上海澄绍生物科技

有限公司；SRBC，北京博尔西科技有限公司；豚鼠

血清，北京博尔西科技有限公司；Hank’s 液，武汉卡

诺斯科技有限公司；SA 缓冲液，上海晶抗生物工程

有限公司；印度墨汁，南京杜莱生物技术有限公司；

都氏试剂，上海羽朵生物科技；YAC-1 细胞，南京科

佰生物科技有限公司；RPMI1640 完全培养液，上海

圻明生物科技有限公司；Giemsa 染色液，上海哥凡生

物科技有限公司；LDH 基质液，安徽经科生物技术有

限公司；等。 

1.4  实验方法 

1.4.1  实验分组及受试物给予方式 
小鼠按体重随机分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ五批，

每批 70 只，分成 7 组（阴性对照组、纳米乳复合物低、

中、高剂量组；非纳米乳复合物低、中、高剂量组），

每组10只。其中Ⅰ批小鼠进行脏器/体重比实验、ConA
诱导的小鼠脾淋巴细胞转化、NK 细胞活性试验；Ⅱ

批小鼠进行耳廓肿胀试验；Ⅲ批小鼠进行抗体生成细

胞检测和半数溶血值 HC50的测定；Ⅳ批小鼠进行碳廓

清试验；Ⅴ批小鼠进行小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细

胞试验。 
受试物人体推荐剂量为 3.0 g/(人·日)（以 60 kg 体

重计），设纳米乳复合物低（0.25 g/kg·bw）、中（0.50 
g/kg·bw）、高（1.50 g/kg·bw）剂量组；非纳米乳复合

物低（0.25 g/kg·bw）、中（0.50 g/kg·bw）、高（1.50 
g/kg·bw）剂量组（分别相当于受试物人体推荐摄入量

的 5、10、30 倍），另设 0 g/kg·bw 以玉米油代替受试

物为阴性对照组。受试样品用玉米油配制，低、中、

高剂量配制浓度分别为 25 mg/mL、50 mg/mL、150 
mg/mL，小鼠灌胃量为 0.1 mL/10 g·bw 经口每日一次

给予小鼠相应剂量的受试物，连续灌胃 30 d 后，测定

各项免疫功能指标。 
1.4.2  体重及脏器/体重比值测定 

小鼠在初始（灌胃前）、中期（灌胃 15 d）、末期

（灌胃 30 d）分别称重，记录各组体重的平均值。 
各剂量组小鼠连续灌胃 30 d 后，颈椎脱臼法处死

后，取胸腺、脾准确称重，计算胸腺/体重比、脾/体
重比。 
1.4.3  ConA 诱导小鼠脾淋巴细胞转化实验

-MTT 法 
各剂量组小鼠连续灌胃 30 d 后，颈椎脱臼法处死

小鼠，无菌取脾，置于盛有适量无菌 Hank’s 液的小平

皿中，研磨脾脏，制成单个细胞悬液，经 200 目筛网

过滤，用 Hank’s 液洗 2 次，每次离心 10 min（1000 
r/min），然后将细胞悬浮于 1 mL RPMI1640 完全培养

液中，台酚兰染色计数活细胞数（均在 95%以上），

用 RPMI1640 完全培养液调整细胞浓度为 3×106 个

/mL。将细胞悬液分两孔加入 24 孔培养板中，每孔 1 
mL，一孔加 75 μL ConA 液（100 μg/mL），另一孔作

为对照，置于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养 72 h。培

养结束前 4 h，每孔轻轻吸取上清液 0.7 mL，加入 0.7 
mL 不含小牛血清的 RPMI1640 完全培养液，同时加

入 MTT（5 mg/mL）50 μL/孔，继续培养 4 h。培养结

束后，每孔加入 1 mL 酸性异丙醇，吹打均匀，使紫

色结晶完全溶解。将溶解液移入 96 孔培养板中，每孔

做三个平行孔，用酶标仪在波长 570 nm 处测定各孔

吸光值。淋巴细胞的增殖能力以加 ConA 孔的光密度

值与不加 ConA 的光密度值的差值来表示。 
1.4.4  DNFB 诱导小鼠迟发型变态反应（DTH）

-耳肿胀法 
各剂量组小鼠连续灌胃 30 d 后，每鼠用剃毛机将

腹部毛剃去，范围约 3 cm×3 cm，用 10 mg/mL DNFB
溶液 50 μL 均匀涂抹致敏。5 d 后用 10 μL 10 mg/mL 
DNFB 溶液均匀涂抹于小鼠右耳（两面）进行攻击，

攻击后 24 h 颈椎脱臼处死，剪下左右耳壳，用打孔器

取下直径 8 mm 耳片，称重。用左右耳重量之差表示

DTH 的程度。 
耳重差/mg=右耳重/mg-左耳重/mg 

1.4.5  抗体生成细胞检测-Jerne 改良玻片法 
各剂量组小鼠连续灌胃 30 d 后，每只鼠腹腔注射

0.2 mL 2%（V/V） SRBC 悬液进行免疫，4 d 后小鼠

颈椎脱臼处死，取出脾脏，置于盛有适量无菌 Hank’s
液的小平皿中，研磨脾脏，制成细胞悬液，经 200 目

筛网过滤，离心 10 min（1000 r/min），用 Hank’s 液洗

2 遍，最后将细胞悬浮于 8 mL Hank’s 液中。将表皮培

养基加热溶解后，45 ℃水浴保温，与等量 pH 7.2~7.4
两倍浓度的 Hank’s 液混合，分装小试管，每管 0.5 mL，
再向管内加 50 μL 10% SRBC（V/V，用 SA 缓冲液配

制），25 μL 脾细胞悬液，迅速混匀，倾倒于已刷琼脂

糖薄层的玻片上，做两个平行片，待琼脂凝固后，将

玻片水平扣放在玻片架上，置于 37 ℃、5% CO2培养

箱中孵育 1.5 h，然后将制备好的补体 1:8 稀释后加入

到玻片架凹槽内，继续孵育 1.5 h 后，计数溶血空斑数。 
1.4.6  血清溶血素测定-半数溶血值（HC50） 

各剂量组小鼠连续灌胃 30 d 后，制备 2%（V/V）
的 SRBC 悬液，每只鼠腹腔注射 0.2 mL 进行免疫，4 d
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后于小鼠眼底静脉丛取血，离心管内放置 1 h，2000 
r/min 离心 10 min，分离并收集血清。200 倍稀释后，

按检验方法测定样品管及 SRBC半数溶血时的光密度

值。溶血素的量以半数溶血值（HC50）表示。 

50HC =
SRBC

样品光密度值
稀释倍数

半数溶血时的光密度值
×  

1.4.7  小鼠碳廓清试验 
各剂量组小鼠连续灌胃 30 d 后，每鼠尾静脉注入

4 倍稀释的印度墨汁（0.1 mL/10 g·bw）。待墨汁注入，

立即计时。注入墨汁后 2 min 及 10 min，分别从眼内

眦静脉丛取血 20 μL，并将其加到 2 mL 0.1% Na2CO3

溶液中，用酶标仪在 600 nm 波长处测定光密度值，

胸腺、肝、脾称重，利用光密度值、肝重和脾重计算

吞噬指数 a。另计算胸腺/体重比、脾/体重比。 
2 min 10 min

2 1

logOD - logODK =
t - t

注入墨汁 后 注入墨汁 后  

1
3× Ka =

+
体重

吞噬指数
肝重 脾重

 

1.4.8  小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞实验-
滴片法 

小鼠巨噬细胞的激活：实验前 4 d 给每只小鼠腹

腔注射 0.2 mL 2%压积羊血红细胞。用颈椎脱臼法处

死小鼠，腹腔注射加小牛血清的 Hank’s 液 4 mL/只，

轻轻按揉腹部 20 次，以充分洗出腹腔巨噬细胞，然后

将腹壁剪开一个小口，用胶头吸管吸取腹腔洗液 2 mL
于试管内（或用注射器）。用 1 mL 加样器吸取腹腔洗

液 0.5 mL 加入盛有 0.5 mL 1%鸡血红细胞悬液的试管

内，混匀。用注射器吸取 0.5 mL 混合液，加入玻片的

琼脂圈内。放置孵箱内 37 ℃孵育 15~20 min。孵育结

束后迅速用生理盐水将未贴壁细胞冲掉，于甲醇液中

固定 1 min，Giemsa 液染色 15 min。用蒸馏水冲洗干

净，晾干，用 40×显微镜计数吞噬率和吞噬指数。 

= 100%×
吞噬鸡红细胞的巨噬细胞数

吞噬百分率
计数的巨噬细胞数

 

计数的巨噬细胞数

被吞噬的鸡红细胞总数
吞噬指数 =  

1.4.9  NK 细胞活性测定-乳酸脱氢酶测定法 
各剂量组小鼠连续灌胃 30 d 后，颈椎脱臼法处死

小鼠，无菌取脾，置于盛有适量无菌 Hank’s 液的小平

皿中，研磨脾脏，制成单细胞悬液，经 200 目筛网过

滤，用Hank’s液洗 2次，每次离心 10 min（1000 r/min），
弃上清将细胞浆弹起，加入 0.5 mL 灭菌水 20 s，裂解

红细胞后再加入 0.5 mL 2 倍 Hank’s 液及 8 mL Hank’s
液，离心 10 min（1000 r/min），用含 10%小牛血清

RPMI1640 完全培养液重悬，1%冰乙酸稀释后计数，

台酚兰染色计数活细胞数（均在 95%以上），用

RPMI1640 完全培养液调整细胞浓度为 2×107个/mL。 
实验前 24 h 将靶细胞（YAC-1 细胞）传代培养，

应用前以 Hank’s 液洗 3 次，用 RPMI1640 完全培养液

调整细胞浓度为 4×105个/mL。取 YAC-1 细胞和脾细

胞各 100 μL（效靶比 50:1）于 U 型 96 孔培养板中，

YAC-1细胞自然释放孔加YAC-1细胞和培养液各 100 
μL，YAC-1 细胞最大释放孔加 YAC-1 细胞和 2.5% 
Triton 各 100 μL，上述各项均设三个平行孔，于 37 ℃、

5% CO2培养箱中培养 4 h，然后将 96孔培养板以 1500 
r/min 离心 5 min，每孔吸取上清液 100 μL 于平底 96
孔培养板中，同时加入 LDH 基质液 100 μL，反应 10 
min，每孔加入 30 μL 1 mol/L HCL，在酶标仪 490 nm
处测定光密度值。 

OD -ODNK = 100%
OD - OD

×
反应孔 自然释放孔

最大释放孔 自然释放孔

细胞活性  

1.5  统计学处理 

用 SPSS（25.0）软件对各试验原始数据进行方差

齐性检验，满足方差齐要求的数据资料，用单因素方

差分析方法中多个试验组与一个对照组间均数的两两

比较方法进行统计处理；对非正态分布或方差不齐的

数据资料用秩和检验进行统计处理。 

2  结果与讨论 

2.1  对小鼠体重的影响 

由表 1 结果可知，各组小鼠生长发育良好，体重

稳定增加，各剂量组与阴性对照组比较，小鼠体重均

未见显著差异（p>0.05），表明受试物对小鼠体重增长

影响不显著。 

2.2  对小鼠胸腺、脾脏器官的影响 

胸腺是 T 细胞分化和成熟的主要场所，胸腺的损

伤和退化可导致免疫细胞减少，脾脏是机体最大的外

围免疫器官，参与机体多种免疫反应。经口给予小鼠

不同剂量的受试物 30 d 后，取小鼠的胸腺和脾称重，

计算脏体比，并进行统计学处理。由表 2 结果可知，

各剂量组与阴性对照组比较，胸腺指数、脾指数差异

无统计学意义（p>0.05），表明受试物均对小鼠胸腺、

脾脏器官的影响不显著，对机体无明显毒性作用，对

免疫器官无明显损伤作用。 
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表1 对小鼠体重的影响 

Table 1 Effects on body weight in mice (χ±s, n=10) 

组别 初始体重/g 终末体重/g 增长值/g p 

阴性对照组 20.18±1.00 24.61±1.47 4.43±1.81  

纳米乳低剂量组 20.15±1.01 24.64±0.99 4.49±0.97 p>0.05 

非纳米乳低剂量组 20.17±0.96 24.72±1.03 4.55±1.32 p>0.05 

纳米乳中剂量组 20.18±1.00 25.01±0.80 4.83±1.34 p>0.05 

非纳米乳中剂量组 20.18±0.89 25.03±0.95 4.85±1.20 p>0.05 

纳米乳高剂量组 20.19±0.98 24.80±1.22 4.61±1.22 p>0.05 

非纳米乳高剂量组 20.20±1.09 24.79±1.36 4.59±1.09 p>0.05 

表2 对小鼠胸腺、脾脏器官的影响(χ±s) 

Table 2 Effects on thymus and spleen of mice (χ±s) 

组别 动物数/只 (胸腺/体重)/% (脾脏/体重)/% p 

阴性对照组 10 0.20±0.02 0.41±0.02  

纳米乳低剂量组 10 0.22±0.03 0.41±0.05 p>0.05 

非纳米乳低剂量组 10 0.21±0.02 0.41±0.03 p>0.05 

纳米乳中剂量组 10 0.21±0.03 0.42±0.06 p>0.05 

非纳米乳中剂量组 10 0.21±0.03 0.41±0.04 p>0.05 

纳米乳高剂量组 10 0.22±0.03 0.38±0.03 p>0.05 

非纳米乳高剂量组 10 0.22±0.02 0.39±0.04 p>0.05 

2.3  对细胞免疫功能的影响 

2.3.1  对 ConA 诱导的小鼠脾淋巴细胞转化的

影响 
表3 对小鼠脾淋巴细胞转化的影响 

Table 3 Effect on transformation of spleen lymphocytes in mice 

组别 动物数/只 加与不加 ConA
孔吸光度的差值 

p 

阴性对照组 10 0.14±0.05  

纳米乳低剂量组 10 0.19±0.03 p<0.05

非纳米乳低剂量组 10 0.18±0.02 p<0.05

纳米乳中剂量组 10 0.36±0.09 p<0.05

非纳米乳中剂量组 10 0.27±0.05 p<0.05

纳米乳高剂量组 10 0.19±0.06 p>0.05

非纳米乳高剂量组 10 0.15±0.07 p>0.05

淋巴细胞的转化可以在体外检测淋巴细胞的应答

能力。经口给予小鼠不同剂量的受试物 30 d 后，用

MTT 法进行 ConA 诱导的小鼠脾淋巴细胞转化实验，

计算加 ConA 孔与不加 ConA 孔吸光度的差值，并进

行统计学处理。由表 3 结果可见，与阴性对照组相比，

高剂量组均无显著差异（p>0.05），低、中剂量组均有

显著性差异（p<0.05）。其中，低剂量组对小鼠脾淋巴

细胞的转化能力为：纳米乳35.72%、非纳米乳28.57%；

中剂量组对脾淋巴细胞转化能力为：纳米乳 157.13%、

非纳米乳 92.86%，中剂量纳米乳组与非纳米乳组之间

差异性显著（p<0.05）。由此可推测，复合物经纳米乳

化对小鼠脾淋巴细胞的转化能力显著提高。另外，纳

米乳低、中剂量组之间差异性极显著（p<0.01），中、

高剂量组之间差异性也极显著（p<0.01），而低、高剂

量组之间无显著性差异（p>0.05），表明纳米乳中剂量

组是最优剂量组，对促进小鼠脾淋巴细胞转化的作用

最显著。 
2.3.2  对 DNFB 诱导小鼠 DTH 的影响 

表4 对 DNFB诱导小鼠DTH的影响 

Table 4 Effect of DNFB-induced DTH in mice 

组别 动物数/只 耳壳增重/mg p 

阴性对照组 10 9.21±1.86  

纳米乳低剂量组 10 9.83±1.88 p>0.05

非纳米乳低剂量组 10 9.72±1.83 p>0.05

纳米乳中剂量组 10 11.14±2.17 p>0.05

非纳米乳中剂量组 10 10.98±2.01 p>0.05

纳米乳高剂量组 10 12.19±1.91 p<0.05

非纳米乳高剂量组 10 12.07±1.95 p<0.05

迟发型变态反应是当机体接受再次抗原刺激

24~48 h 后发生的组织损伤情况，因此可直接反映机

体细胞免疫功能的强弱。经口给予小鼠不同剂量的受

试物 30 d 后，用耳肿胀法进行 DNFB 诱导小鼠 DTH
实验，计算耳壳增重，并进行统计学分析。由表 4 结

果可见，与阴性对照组相比，高剂量组耳壳增重均高

于阴性对照组，差异有统计学意义（p<0.05），对小鼠



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2020, Vol.36, No.5 

19 

迟发性变态反应的影响为：纳米乳 32.36%、非纳米乳

31.05%，说明纳米乳诱导小鼠迟发性变态反应的能力

高于非纳米乳，但高剂量纳米乳组与非纳米乳组之间

无显著性差异（p>0.05）。另外，纳米乳低、中剂量组

之间与低、高剂量组之间差异性均较显著（p<0.05），
而中、高剂量组之间无显著性差异（p>0.05）。说明迟

发型变态反应需要在更高剂量下才能发生，但对细胞

免疫方向整体是呈增强的，纳米乳低、中、高剂量组

的增强效果依次为：6.70%、20.92%、32.41%。 

2.4  对体液免疫功能的影响 

2.4.1  对小鼠溶血空斑数的影响 
小鼠血清溶血素抗体生成实验是衡量机体体液免

疫的一种测定方法，通过溶血空斑的数量可以反映机

体的体液免疫能力。经口给予小鼠不同剂量的受试物

30 d 后，用 Jerne 改良玻片法进行小鼠抗体生成细胞

实验，计算溶血空斑数，并进行统计学分析。由表 5
结果可见，对阴性对照组相比，低、高剂量组均无显

著差异（p>0.05）；中剂量组差异均有统计学意义

（p<0.05），且提高小鼠抗体生成细胞数效果为：纳米

乳 20.73%、非纳米乳 19.30%，中剂量纳米乳组与非

纳米乳组之间差异性显著（p<0.05），说明复合物经纳

米乳化后可显著促抗体生成细胞增殖。另外，提高效

果未随剂量的增加而正向增强，纳米乳低、中、高剂

量组的影响效果分别为：6.62%、21.12%、17.94%，

说明纳米乳中剂量组是最优剂量组，对小鼠溶血空斑

数的影响最大，促进抗体生成细胞增殖的效果最强。 
表5 对小鼠溶血空斑数的影响 

Table 5 Effect on the number of hemolytic plaque in mice 

组别 动物数/
只 

溶血空斑数（103

个/全脾细胞） 
p 

阴性对照组 10 12.54±2.54  

纳米乳低剂量组 10 13.37±1.98 p>0.05

非纳米乳低剂量组 10 12.68±2.20 p>0.05

纳米乳中剂量组 10 15.14±2.21 p<0.05

非纳米乳中剂量组 10 14.96±1.99 p<0.05

纳米乳高剂量组 10 14.79±1.93 p>0.05

非纳米乳高剂量组 10 13.89±1.45 p>0.05

2.4.2  对小鼠血清半数溶血值（HC50）的影响 
经口给予小鼠不同剂量的受试物 30 d 后，用半数

溶血值法测定小鼠的血清半数溶血值（HC50），并进

行统计学分析。由表 6 结果可见，各低、中、高剂量

组小鼠血清半数溶血值（HC50）均高于阴性对照组，

差异有统计学意义（p<0.01），且纳米乳低、中、高剂 
 

量组增强小鼠产生血清溶血素的能力为 63.22%、

77.64%、55.31%，而非纳米乳增强小鼠产生血清溶血

素的能力为：55.26%、69.74%、40.79%，纳米乳各剂

量组的增强效果均高于非纳米乳，且低、中、高剂量

纳米乳组与非纳米乳组均存在显著性差异（p<0.05）。
其中，纳米乳低、高剂量组之间无显著性差异

（p>0.05），低、中剂量组之间与中、高剂量组之间差

异性均显著（p<0.05），与对小鼠溶血空斑数的影响结

果表现一致，仍然是纳米乳中剂量组是最优剂量组。

表明在增强小鼠体液免疫功能方面，影响作用并不随

剂量增大而增强，中剂量组效果最佳，可能与剂量过

大对机体产生其他作用而影响体液免疫功能，具体原

因有待进一步研究证实。 
表6 对小鼠HC50的影响 

Table 6 Effect on the half hemolytic value (HC50) of mice serum 

组别 动物数/只 HC50 p 

阴性对照组 10 76±16  

纳米乳低剂量组 10 124±20 p<0.01

非纳米乳低剂量组 10 118±18 p<0.01

纳米乳中剂量组 10 135±13 p<0.01

非纳米乳中剂量组 10 129±15 p<0.01

纳米乳高剂量组 10 118±23 p<0.01

非纳米乳高剂量组 10 107±25 p<0.01

2.5  对单核-巨噬细胞功能的影响 

2.5.1  对小鼠碳廓清能力的影响 
表7 对小鼠碳廓清能力的影响 

Table 7 Effect on carbon clearance capacity of mice 

组别 动物数/只 吞噬指数 a p 

阴性对照组 10 4.84±1.60  

纳米乳低剂量组 10 5.43±0.74 p>0.05

非纳米乳低剂量组 10 5.32±0.84 p>0.05

纳米乳中剂量组 10 5.40±0.65 p>0.05

非纳米乳中剂量组 10 5.12±0.63 p>0.05

纳米乳高剂量组 10 5.05±1.23 p>0.05

非纳米乳高剂量组 10 4.98±1.10 p>0.05

经口给予小鼠不同剂量的受试物 30 d 后，进行小

鼠碳廓清实验，计算吞噬指数 a，并进行统计学分析。

由表 7 结果可见，各剂量组小鼠碳廓清吞噬指数 a 与
阴性对照组比较，差异均无统计学意义（p>0.05）。表

明受试物对提高小鼠的单核细胞吞噬能力效果不显

著。但纳米乳各剂量组均比非纳米乳各剂量组的吞噬

指数 a 偏高一点，说明复合物经纳米乳化后对小鼠的

单核细胞的吞噬能力是增强的。 
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2.5.2  对小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞的吞

噬百分率及吞噬指数的影响 
巨噬细胞是除淋巴细胞外免疫系统中第二大主要

的细胞群，其吞噬能力是衡量机体非特异性免疫功能

的标志之一。经口给予小鼠不同剂量的受试物30 d后，

用滴片法进行小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞实验，

计算吞噬指数及吞噬百分率，并进行统计学分析。由

表 8 结果可见，各剂量组小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红

细胞的吞噬百分率及吞噬指数与阴性对照组比较，差

异均无统计学意义（p>0.05），表明受试物增强小鼠腹

腔巨噬细胞吞噬能力效果不显著。这与周大勇[10]对单

一南极磷虾油对小鼠免疫功能的研究结果不一致，但

与蒋丽[18]对单一灵芝孢子油在小鼠免疫功能方向的

研究结果相一致，这可能与复合物中南极磷虾油与灵

芝孢子油的比例有关，有待进一步研究证实。 

表8 对小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞的吞噬率及吞噬指数的影响 

Table 8 Effect on phagocytosis rate and phagocytosis indicator of mouse peritoneal macrophage phagocytic chicken erythrocytes 

(n=10) 

组别 吞噬百分率/% p 吞噬指数 p 

阴性对照组 22.74±2.91  0.28±0.03  

纳米乳低剂量组 24.53±3.88 p>0.05 0.31±0.05 p>0.05 

非纳米乳低剂量组 23.78±3.68 p>0.05 0.29±0.04 p>0.05 

纳米乳中剂量组 23.68±3.74 p>0.05 0.32±0.05 p>0.05 

非纳米乳中剂量组 23.40±3.25 p>0.05 0.30±0.03 p>0.05 

纳米乳高剂量组 24.53±2.33 p>0.05 0.31±0.04 p>0.05 

非纳米乳高剂量组 23.98±2.10 p>0.05 0.29±0.03 p>0.05 

2.6  对小鼠NK细胞活性的影响 

表9 对小鼠NK细胞活性的影响 

Table 9 Effect on the activity of NK cells in mice 

组别 动物数/只 NK 细胞活性/% p 

阴性对照组 10 18.53±4.48  

纳米乳低剂量组 10 20.78±4.51 p＞0.05

非纳米乳低剂量组 10 20.20±4.30 p＞0.05

纳米乳中剂量组 10 29.44±7.04 p＜0.01

非纳米乳中剂量组 10 27.32±6.58 p＜0.01

纳米乳高剂量组 10 43.50±5.41 p＜0.01

非纳米乳高剂量组 10 37.85±5.20 p＜0.01

NK 细胞不需抗原事先刺激和抗体的存在就能对

靶细胞产生直接杀伤作用，其活性的高低常用于反应

机体的免疫功能状况。经口给予小鼠不同剂量的受试

物 30 d 后，用乳酸脱氢酶测定法进行小鼠 NK 细胞活

性测定，并进行统计学分析。由表 9 结果可见，低剂

量组均无显著性差异（p>0.05）；中剂量组增强小鼠

NK 细胞活性的能力：纳米乳 58.92%、非纳米乳

47.43%；高剂量组增强小鼠 NK 细胞活性的能力为：

134.83%、104.26%，低剂量纳米乳组与非纳米乳组之

间无显著性差异（p>0.05），但高剂量纳米乳组与非纳

米乳组之间差异性显著（p<0.05）。说明复合物经纳米

乳化后不会降低对小鼠 NK 细胞的活性，且比非纳米

复合物的增强效果更显著。另外，影响作用随剂量增 
 

大而显著增强，纳米乳低、中剂量组之间无显著性差

异（p>0.05），但低、高剂量组之间差异性极显著

（p<0.01），中、高剂量组之间差异性显著（p<0.05），
说明纳米乳高剂量组是最优剂量组。 

3  结论 

本研究灌胃给予小鼠不同剂量的不同受试物，结

果表明，与阴性对照组相比，纳米乳复合物低、中剂

量组提高小鼠脾淋巴细胞转化能力分别为 35.72%
（p<0.05）和 157.13%（p<0.01）；高剂量组增强 DNFB
引起的小鼠迟发性变态反应效果为 32.41%（p<0.05）；
中剂量组促进小鼠抗体生成细胞增殖效果为 21.12%
（p<0.05）；低、中、高剂量增强小鼠产生血清溶血素

的效果依次为：63.22%（p<0.01）、77.64%（p<0.01）、
55.31%（p<0.01），；中、高剂量组增强小鼠 NK 细胞

的活性效果分别为 58.92%（p<0.01）和 134.83%
（p<0.01）。研究结果表明，纳米乳复合物与非纳米乳

复合物均有不同程度增强免疫力的作用，且纳米乳在

细胞免疫功能、体液免疫功能和 NK 细胞活性方面的

作用效果均优于非纳米乳，说明复合物经纳米乳化后

提高了其功效性，但并不都是随剂量增加而逐渐增强，

关于纳米乳复合物协同作用的机理还需进一步研究。

同时，通过对纳米乳低、中、高剂量组之间的均数差

异性分析可知，各剂量组之间也会存在显著性差异，

但在细胞免疫、体液免疫等不同方向结果不一致。 
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