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摘要：该研究旨在观察非变性 I 型胶原蛋白（Non-denatured type-I collagen，NDC-I）对免疫低下模型大鼠免疫功能的调节作用。

动物实验采用腹腔注射环磷酰胺法建立免疫低下大鼠模型，观察 NDC-I 对大鼠的胸腺指数和脾脏指数，白细胞计数和分类，血清中

免疫球蛋白 A（IgA）、免疫球蛋白 G（IgG）、白介素-2（IL-2）、白介素-4（IL-4）、白介素-10（IL-10）、干扰素-γ（IFN-γ）和肿瘤坏

死因子 α（TNF-α），脾脏和胸腺的乳酸脱氢酶（LDH）活性和组织形态学变化。结果显示，在给予 NDC-I 干预 30 d 后，与模型组比

较，NDC-I 组胸腺指数上升（p<0.05），白细胞计数显著提高（p<0.01），血清中 IgA、IgG、IL-2、IL-4、IL-10、IFN-γ和 TNF-α含量

为 43.32 µg/mL、283.32 µg/mL、1827.17 ng/L、135.97 pg/mL、113.87 ng/L、2302.44 pg/mL、469.91 ng/L，水平显著升高（p<0.01），

脾脏中 LDH 活性显著上升（p<0.01），脾脏和胸腺组织病理学损伤减轻。结果证明，NDC-I 对环磷酰胺致免疫低下大鼠的免疫功能具

有一定的调节作用，也为胶原蛋白等相关功能产品的综合开发与充分利用提供了参考依据。 
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Abstract: To investigate the regulatoryeffect of non-denatured type-I collagen (NDC-I) on the immune function inimmunocompromised 

rats, the immunocompromised model was established by intraperitoneal injection of cyclophosphamide in animal experiments. The thymus 

index,spleen index, white blood cell countand classification, IgA (immunoglobulin A) level, IgG (immunoglobulin G) level, IL-2 (interleukin-2) 

level, IL-4 (interleukin-4) level, IL-10 (interleukin-10) level, IFN-γ (interferon-gamma) level, TNF-α (tumor necrosis factor-α) level, activity of 

lactate dehydrogenase (LDH) in spleen and thymus, as well as histomorphological changes of spleen and thymus, were examined. The results 

showed compared with the model group, a 30-day NDC-I intervention led to significant increases inthe thymus index (p<0.05) and white blood 

cell count (p<0.01) of the NDC-I treated group, causingsignificant increases (p<0.01) in their levels of serum IgA, IgG, IL-2, IL-4, IL-10, IFN-γ  
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and TNF-α (as 43.32 µg/mL, 283.32 µg/mL, 1827.17 ng/L, 135.97 pg/mL, 113.87 ng/L, 2302.44 pg/mL and 469.91 ng/L, respectively), and the 

activity of LDH in spleen. In addition, the histopathological damages of the spleen and thymus werereduced. The obtained results revealed that 

the NDC-I treatment showed a regulatory effect on the immune function of cyclophosphamide-induced immunocompromised rats. This research 

also provides a reference for the comprehensive development and full utilization of collagen and other related functional products.  

Key words: non-denatured type I collagen; immunoregulation; cyclophosphamide 

 
胶原蛋白是动物体内含量最丰富的蛋白质，约占

动物体机体总蛋白含量的 30%[1]，它是所有结缔组织

（即皮肤、骨骼、韧带、肌腱和软骨）和实质器官的

间质组织的细胞外基质的主要蛋白之一，为组织提供

机械强度和生理功能[2]。目前，胶原蛋白主要分类有

28 种，其中 Ι型胶原蛋白在哺乳动物和人体内的含量

最高，约占胶原总量的 70%[3,4]。非变性 I 型胶原蛋白

（non-denatured type-I collagen，NDC-I）是保留有独

特的三螺旋结构的胶原蛋白，由 3 条肽链组成，每条

肽链约含 1050 个氨基酸残基，其中三螺旋区由

(Gly-x-y)n重复序列组成，x 常为脯氨酸，y 常为羟脯

氨酸或羟赖氨酸[5]。NDC-I 多采用酸-酶结合法进行提

取，来源主要有牛、猪和鱼等[6-8]。不同物种来源的

NDC-I 三螺旋区的氨基酸序列具有较高的同源性，非

螺旋部分有所差异[9,10]。目前，NDC-I 多应用于医疗

和化妆品领域，具有止血、修复、保湿、促进细胞黏

附和增殖等功效[11-13]。 
免疫能力低下是一种由于免疫系统遭到攻击和破

坏，机体出现的暂时性或永久性免疫功能障碍的状态，

极大地危害人类身体健康。因此，通过一些有效的预

防或治疗措施，提高机体免疫力，增强机体的免疫功

能，是目前相关科研人员和医务工作者面临的重大课

题。研究发现，胶原蛋白能够调节机体免疫活性[14,15]、

促进伤口愈合[16]、改善关节炎[17]、缓解骨质疏松[18]

等。其中 NDC-I 作为胶原蛋白的重要类型之一，对机

体免疫调节具有一定的作用，但是关于 NDC-I 对机体

免疫功能的调控作用缺乏系统研究，且相关报道较少。 
环磷酰胺是临床上常用的一种化疗药物，用于抑

制肿瘤细胞的生长。但其对正常细胞有一些毒副作用，

能通过杀伤免疫细胞从而影响免疫的各个阶段。因此，

在免疫毒理学的研究中，环磷酰胺被广泛应用于制备

动物免疫抑制模型[19,20]。本实验采用环磷酰胺诱导的

免疫低下大鼠模型，通过多个免疫学指标评估 NDC-I
对大鼠免疫功能的调节作用，探究其增强免疫力的作

用。为今后 NDC-I 的免疫活性研究提供参考，对充分

利用胶原蛋白开发相关保健食品或功能性食品具有重

要意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  实验动物 
SPF 级雄性 SD 大鼠 36 只，体质量 180~200 g，

由广东省医学实验动物中心提供，实验单位使用许可

证编号：SYXK（粤）2017-0125，许可证号：SCXK
（粤）2018-0002。实验动物均于 SPF 级屏障环境动物

房饲养，温度：20~25 ℃，湿度：50%~70%。 
1.1.2  药品与试剂 

脾氨肽口服冻干粉（Spleen Aminopeptide Oral 
Lyophilized Powder，SA），购于大连百利天华制药有

限公司。注射用环磷酰胺，购于 Baxter Oncology 
GmbH。异氟烷，购于瑞沃德生命科技有限公司。生

理盐水购于广东科伦药业有限公司。免疫球蛋白 A
（ Immunoglobulin A ， IgA ）、 免 疫 球 蛋 白 G
（Immunoglobulin G，IgG）、白介素-2（Interleukin-2，
IL-2）、白介素-4（Interleukin-4，IL-4）、白介素-10
（Interleukin-10，IL-10）、干扰素-γ（Interferon-gamma，
IFN-γ）、肿瘤坏死因子 α（Tumor necrosis factor-α，
TNF-α）和乳酸脱氢酶（Lactate dehydrogenase，LDH）

含量测定试剂盒购于上海酶联生物科技有限公司。

NDC-I（平均分子量 300 ku，纯度≥90%）从牛筋腱中

提取制备，具有完整三股螺旋结构，由广州创尔生物

技术股份有限公司提供。 
1.1.3  仪器与设备 

ZCS 电子天平，东莞市怡雪电子有限公司；

SC3610 型低速离心机，科大创新股份有限公司中佳分

公司；RT-6100 型酶标分析仪，美国伯腾仪器有限公

司；R620IP 型麻醉机，瑞沃德生命科技有限公司；

Sysmex XN-1000V[BI]全自动血液分析仪，日本希森

美康公司。 

1.2  方法 

1.2.1  给药方法和免疫低下造模的构建 
SPF 级大鼠 36 只，实验环境下适应性喂养 7 d。

按体质量随机分为 4 组，每组 9 只，分别为：NDC-I
组[灌胃 10.0 mg/(kg·d)非变性大分子胶原]、SA 组[阳
性对照组，灌胃 0.42 mg/(kg·d)脾氨肽，人用量等效剂

量 6.3 倍]、MC 组（模型对照组，灌胃等体积蒸馏水）、
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NC 组（正常对照组，灌胃等体积蒸馏水）。连续灌胃

30 d，每天 1 次。 
在实验的第 24 天和第 25 天，除 NC 组，给予等

量生理盐水腹腔注射外，其它各组给予环磷酰胺[40 
mg/(kg·d)]腹腔注射，共 2 次。实验第 30 天取材，进

行指标检测。实验期间大鼠自由饮水摄食。 
1.2.2  白细胞计数、分类和血清中免疫活性物

质测定 
异氟烷麻醉后，SD 大鼠经腹主动脉取血，EDTA

管收集血液，使用血细胞分析仪检测白细胞计数和白

细胞分类。促凝管收集血液，静置 2 h 后，3000 r/min
离心 10 min，取上清液测定血清中 IgA、IgG、IL-2、
IL-4、IL-10、γ-IFN、TNF-α含量，具体操作按照 ELISA
试剂盒说明书进行。 
1.2.3  胸腺和脾脏指数、LDH 活性和组织形态

观察 
大鼠处理前称体质量，解剖后取脾脏和胸腺，迅

速用 PBS 缓冲液多次漂洗干净，滤纸吸干，分别称脏

器质量。脏器指数为脏器质量与大鼠体质量的比值
[21]。称取 200 mg 组织，匀浆后取上清，按照 ELISA
试剂盒说明书方法进行 LDH 活性检测。剩余脾脏和

胸腺组织切块，置于 4%多聚甲醛溶液常温固定后进

行石蜡包埋、切片和苏木精-伊红染色，镜下观察组织

病理变化。 
1.2.4  统计学分析 

实验数据采用 IBM SPSS Statistics 25.0进行数据处

理，计量数据资料采用 x̅±s 表示；两组间比较采用独立

样本 t检验，多组间比较采用ANOVA方差分析，p<0.05
表示具有统计学差异，p<0.01 表示具有显著性差异。 

2  结果与讨论 

2.1  NDC-I对体重和免疫器官指数的影响 

脾脏和胸腺是机体重要的免疫器官。胸腺是 T 淋

巴细胞分化和成熟的中枢免疫器官，可接受抗原刺激，

产生免疫应答。脾脏是机体最大的免疫器官，含有大

量的淋巴细胞和巨噬细胞，是机体细胞免疫和体液免

疫的中心。当机体接受抗原刺激后，T 淋巴细胞及 B
淋巴细胞数目增多，相应细胞区体积扩大，免疫器官

的体积和重量也随之增大[22-24]。由表 1 和表 2 可知，

NDC-I 干预前（实验第 0 天）至造模前（实验第 24
天）各组之间体重无显著性差异（p>0.05）。腹腔注射

环磷酰胺后（实验第 30 d），模型组体重显著降低

（p<0.05），并且胸腺指数和脾脏指数也显著下降

（p<0.01）；与模型组比较，阳性对照组和 NDC-I 组

大鼠的体重无显著差异，阳性对照组的胸腺指数和脾

脏指数略有升高，差异不显著（p>0.05），NDC-I 组胸

腺指数上升（p<0.05），脾脏指数具有升高趋势

（p>0.05）。结果表明，经环磷酰胺诱导的免疫低下模

型大鼠体重、胸腺指数和脾脏指数显著降低，NDC-I
对大鼠胸腺损伤具有一定的修护作用。 

2.2  NDC-I对白细胞计数和分类的影响 

白细胞计数也可以在一定程度上反映机体非特异

性免疫水平。腹腔注射环磷酰胺后，模型组白细胞计

数、淋巴细胞绝对值、单核细胞绝对值、嗜酸粒细胞

绝对值、嗜酸粒细胞百分数、嗜碱粒细胞绝对值和嗜

碱粒细胞百分数显著下降（p<0.01），中性粒细胞绝

对值和单核细胞百分数下降（p<0.05），说明环磷酰

胺破坏了免疫系统，引起了机体免疫功能低下。与模

型组比较，NDC-I 组在预防性干预后白细胞计数显著

上升（p<0.01），且效果优于阳性对照组。 
表1 NDC-I对免疫低下大鼠体重变化的影响（⎯x±s，n=9） 

Table 1 Effect of NDC-I on weight change of immunocompromised rats 

组别 
体重/g 

干预前（第 0 d） 造模前（第 24 d） 干预后（第 30 d） 

对照组 197.73±9.56 365.68±38.38 358.60±28.65 

模型组 200.14±10.37 344.72±30.07 318.99±30.61# 

阳性对照组 197.28±6.97 368.50±29.08 341.11±28.67 

非变性Ⅰ型胶原组 194.63±7.63 368.54±17.48 339.29±23.01 

注：与对照组比较，#p<0.05，##p<0.01；与模型组比较，*p<0.05，**p<0.01；下同。 

表2 NDC-I对大鼠免疫器官指数的影响（⎯x±s，n=9） 

Table 2 Effects of NDC-I on immune organic index of rats 

脏器 对照组 模型组 阳性对照组 非变性Ⅰ型胶原组 

脾脏 23.05±2.58 13.45±1.69## 14.46±2.57## 12.23±1.28## 
胸腺 16.73±3.54 4.08±0.69## 4.57±1.01## 5.24±0.89##* 
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表3 NDC-I对大鼠白细胞计数和分类的影响（x̅±s，n=9，109/L） 

Table 3 Effects of NDC-I on white blood cell count and classification of rats 

项目 对照组 模型组 阳性对照组 非变性Ⅰ型胶原组 

白细胞计数 6.44±1.92 0.19±0.04## 0.35±0.18##* 0.45±0.20##** 

淋巴细胞绝对值 6.43±3.16 0.21±0.17## 0.29±0.15## 0.32±0.20## 

单核细胞绝对值 0.59±0.36 0.08±0.08## 0.07±0.09## 0.08±0.07## 

中性粒细胞绝对值 2.21±2.11 0.07±0.11# 0.06±0.07## 0.12±0.09## 

嗜酸粒细胞绝对值 0.12±0.07 0.00±0.00## 0.00±0.00## 0.00±0.01## 

嗜碱粒细胞绝对值 0.03±0.02 0.00±0.00## 0.00±0.00## 0.00±0.01## 

淋巴细胞百分数/% 70.41±8.10 62.64±20.52 72.54±15.64 63.71±17.99 

单核细胞百分数/% 6.38±1.91 22.47±17.89# 15.13±8.77# 15.07±11.15# 

中性粒细胞百分数/% 21.62±8.19 14.66±11.51 11.29±8.56# 20.28±9.08 

嗜酸粒细胞百分数/% 1.31±0.44 0.23±0.46## 0.36±0.75## 0.44±0.70## 
嗜碱粒细胞百分数/% 0.28±0.11 0.00±0.00## 0.68±1.66 0.50±0.79 

2.3  NDC-I对血清中免疫活性物质的影响 

血清中的免疫球蛋白的含量和辅助性 T 细胞（Th
细胞）分泌的细胞因子水平可以反映机体的体液免疫

功能状态[25,26]，因此在本次实验中，选取血清中的

IgA、IgG、IL-2、IL-4、IL-10、TNF-α 和 IFN-γ 等 7
种免疫活性物质，作为反映机体免疫状态的指标。 

IgG 是人血清中含量最丰富的蛋白质之一，是体

液免疫的主要抗体，约占血清免疫球蛋白总量的80%；

而 IgA 源于肠系膜淋巴组织中的浆细胞，它主要进行

局部免疫，其含量仅次于 IgG，约占血清免疫球蛋白

总量的 10~20%[27]。模型组 IgA、IgG 的含量显著低于

对照组（p<0.01）；经过 NDC-I 预防性干预后，NDC-I
组 IgA、IgG 的含量接近对照组且显著高于模型组

（p<0.01），效果优于阳性对照组（图 1a、图 1b）。本

研究中，模型组大鼠血清 IgA、IgG 含量降低，并在

NDC-I 预防性干预后得到恢复。提示 NDC-I 可能通过

恢复 IgA、IgG 含量来增强机体的体液免疫。 
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图1 NDC-I对大鼠免疫活性物质的影响 

Fig.1 Effects of NDC-I on immunologic active material of rats 

众所周知，环磷酰胺是一种使用广泛的细胞毒性

药物，普遍应用于肿瘤的治疗中，可对骨髓的功能产

生抑制作用，通过抑制免疫器官的功能并造成体重下

降，使白细胞数量降低，其代谢产物通过交联作用使

DNA 和蛋白质烷基化，从而产生免疫功能的抑制
[28,29]。Th 细胞是重要的免疫调节细胞，根据细胞因子

和功能的不同，分为 Th0、Th1、Th2 和 Th3 亚群，而

Th1 和 Th2 细胞及其分泌的细胞因子决定了免疫系统

的功能。其中，Th1 细胞主要分泌 IL-2、IFN-γ等Ⅰ类

细胞因子，参与细胞免疫应答[30,31]，IFN-γ是特异性免

疫的调节剂，能诱导 Th0 型细胞分化成 Th1 型细胞，

并且能激活巨噬细胞、细胞毒性 T 细胞和清除胞内病

原体[32]。而 Th2 细胞主要分泌 IL-4，IL-10 等Ⅱ类细

胞因子，在介导体液免疫应答方面发挥着重要作用
[33]。同时，TNF-α作为主要的免疫调节因子，不仅能

够启动免疫调节、促进免疫细胞的活性，还具有抗恶

性肿瘤、抗病毒、凝血和造血等多种重要的生物学作

用[34]。结果显示，模型组中 TNF-α、INF-γ、IL-2、IL-4
和 IL-10含量均显著低于对照组（p<0.01）。经过NDC-I
预防性干预后，NDC-I 组 TNF-α、INF-γ、IL-2、IL-4
和 IL-10 的含量显著高于模型组（p<0.01）（图 1c~1g）。
前期文献报道，环磷酰胺可导致大鼠免疫球蛋白和 Th
细胞分泌的细胞因子水平显著降低，而 NDC-I 不仅可

提高机体内免疫球蛋白的含量，而且可以显著提高免

疫低下大鼠血清中细胞因子（TNF-α、IL-2、INF-γ、
IL-4、IL-10）水平，推测 NDC-I 可能通过影响细胞因

子的分泌，维持 Th1/Th2 的平衡，进而达到改善机体

的免疫功能的作用。 

2.4  NDC-I对脾脏和胸腺中 LDH活性的影响 

 

 
图2 NDC-I对大鼠LDH活性的影响 

Fig.2 Effects of NDC-I on LDH activity of rats 

注：a：脾脏中的 LDH 活性；b：胸腺中的 LDH 活性。 

LDH 是巨噬细胞活力的标志酶之一，其活性反映

了巨噬细胞的活化能力和非特异性免疫水平[35]。实验

结果显示，模型组脾脏和胸腺中 LDH 的活性均显著

低于对照组（p<0.01）；经 NDC-I 干预结束后，NDC-I
组脾脏和胸腺中 LDH 的活性均显著高于模型组

（p<0.01）。LDH 活性不仅直接影响细胞内糖酵解释

放能量的速率，而且在催化糖酵解的过程中会产生大

量的乳酸，从而引起巨噬细胞胞内 pH 值下降，有利

于巨噬细胞胞内免疫活性物质和免疫功能的应答[36]。

环磷酰胺显著降低了胸腺和脾脏中的 LDH 活性，而
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摄入 NDC-I 使得 LDH 活性显著提高，说明 NDC-I 能
够减轻环磷酰胺对 LDH 活性的抑制作用，提高巨噬

细胞活力。 

2.5  NDC-I对脾脏和胸腺组织形态学的影响 

 
图3 NDC-I对大鼠脾脏病理损伤的影响（×100） 

Fig.3 Effect of NDC-I on pathological injury of spleen tissue in 

rats 

注：a：对照组；b：模型组；c：阳性对照组；d：NDC-I

组。下图同。 

脾实质是由白髓、红髓组成。由图 3 可以看出，

对照组（图 3a）的脾脏结构完整，红髓、白髓分界清

晰，二者比例正常，淋巴小结较大，淋巴细胞排列紧

密。模型组（图 3b）脾脏白髓面积下降，红髓面积增

加，淋巴小结减小，淋巴细胞数量明显下降，说明脾

脏发生损伤。SA 组（图 3c）和 NDC-I 组（图 3d）大

鼠脾脏的白髓面积有所提高，红髓和白髓分界更加清

晰，淋巴细胞数量明显增加，其病理损伤有所减轻。

以上结果说明，NDC-I 在一定程度上能够恢复环磷酰

胺导致的脾脏损伤，对免疫器官有较为明显的修护作

用。 

 
图4 NDC-I对大鼠胸腺病理损伤的影响（×100） 

Fig.4 Effect of NDC-I on pathological injury of thymus tissue in 

rats 

胸腺小叶是由皮质、髓质组成。由图 4 可以看出，

对照组（图 4a）胸腺形态清晰，状态良好，淋巴细胞

排列紧密。模型组（图 4b）胸腺淋巴细胞排列变得疏

松，密度下降，说明胸腺免疫功能下降。SA 组（图

4c）和 NDC-I 组（图 4d）均能提高淋巴细胞数量，淋

巴细胞分布更加紧密，一定程度上改善了病理性损伤。

说明 NDC-I 在一定程度上能够恢复环磷酰胺导致的

胸腺萎缩，对免疫器官有较为明显的修护作用。 
脾脏和胸腺是机体主要的 2 个免疫器官，脾脏是

机体细胞免疫和体液免疫的中心，含有大量的淋巴细

胞和巨噬细胞。胸腺是T淋巴细胞分化和成熟的场所，

通过接受抗原刺激产生免疫应答，胸腺和脾脏指数能

够反映机体的免疫功能。在本实验中 NDC-I 使环磷酰

胺所致的胸腺及脾脏指数明显升高；同时，组织形态

学观察结果表示，NDC-I 在一定程度上能够恢复环磷

酰胺导致的脾脏和胸腺损伤。上述实验结果表明，摄

入 NDC-I 对环磷酰胺所致免疫低下大鼠的免疫器官

均有较显著的改善作用。 

3  结论 

本实验探究了 NDC-I 对环磷酰胺诱导的免疫力

低下大鼠的免疫调节作用。实验结果显示通过连续 30 
d 给予 NDC-I 后，大鼠的白细胞计数显著上升，脾脏

指数和胸腺指数均增加，脾脏和胸腺组织病理学损伤

减轻，表明 NDC-I 对环磷酰胺引起的免疫器官损伤具

有一定的修护作用。同时，NDC-I 能显著提高环磷酰

胺导致的免疫低下大鼠体内免疫球蛋白和辅助性 Th
细胞分泌的细胞因子，提高 LDH 活性，影响机体胞

内细胞糖酵解释放能量的速率，进而可能对巨噬细胞

胞内免疫活性物质的释放和免疫功能的应答具有促进

作用。综上所述，适量摄入 NDC-I 对环磷酰胺所致免

疫低下大鼠的多项免疫功能均有较显著的改善作用，

而关于 NDC-I 免疫调节的作用机制还需进一步实验

探究，以期为 NDC-I 的综合开发和利用提供新的研究

思路。 
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