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积(AUC)为 23.28μg·h/ml；24h 内经由粪便排泄大豆异

黄酮总量平均为39.63μg/24h。在高剂量20mg/kg bw口服

出现了首过消除现象，有的观点认为这是大豆异黄酮的

低毒性有关[4]，这是值得进一步探讨的问题，探明这个

问题有助于制定合理的大豆异黄酮参考摄入量，避免或

减少高摄入量产生的负面危险性。大豆异黄酮只有极少

部分经由粪便排泄，因此可以推论异黄酮的排泄主要是

经过尿液排泄，经肝肠循环为次要排泄途径。
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玉米蛋白粉中叶黄素和玉米黄素对小鼠巨噬
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摘   要：采用体外细胞培养方法，研究小鼠腹腔巨噬细胞在LPS 刺激的情况下，从玉米蛋白粉中提取的叶黄素和

玉米黄素对其生成NO 的影响作用。噻唑蓝(MTT)法检测淋巴细胞及巨噬细胞增殖，比色分析检测巨噬细胞吞噬中

性红的能力，生物法测定肿瘤坏死因子α( TNF- α)活性，Griess 法测定NO 含量。结果表明：叶黄素和玉米黄

素对小鼠腹腔巨噬细胞的生长有一定的促进作用，当叶黄素、玉米黄素分别为5μmol/L和 2.5μmol/L时对小鼠腹腔

巨噬细胞产生NO表现为抑制作用，而当叶黄素的浓度在10～40μmol/L、玉米黄素的浓度在5～30μmol/L 时巨噬细

胞NO的生成水平表现为能显著提高正常小鼠腹腔巨噬细胞产生NO，且呈现剂量效应关系。叶黄素在20～50μmol/L，

玉米黄素在10～40μmol/L 的浓度范围内，能够促进巨噬细胞吞噬中性红的能力，并能诱导其分泌TNF- α。
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Abstract ：This study aimed at the relationship between lutein and zeaxanthin and NO released by macrophagesy, the mechanism

of the immunomodulating activities of carotenoids. Lymphocyte and peritoneal macrophages proliferation in the presence or

absence of lutein and zeaxanthin were detected with MTT assay in vitro. The percentage of phagocytosis of neutral red (NR) was

detected with colorimetric assay. TNF-α in the culture supernatants were detected with biology assay. Nitric oxide (NO)

production was examined by Griess reaction. The results showed: 1mg/L LPS used as stimulant, the NO release was inhibited by 5μ

mol/L lutein and 2.5μmol/L zeaxanthin respectively, while NO release was enhanced when the concentration of lutein and

zeaxanthin was eaceeded 10μmol/L and 5μmol/L respectively. The immunomolating function and antitumor activity of lutein



     2006, Vol. 27, No. 11 食品科学 ※营养卫生506

and zeaxanthin may be associated with its effect on NO by macrophage in vitro.
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叶黄素(3.3-二羟基-α-胡萝卜素，lutein)和玉米黄

素(3.3-二羟基-β-胡萝卜素，zeaxanthin)是一类具共轭

双键萜类化合物，具有多种生物学作用，研究表明叶

黄素和玉米黄素有诸多有益的生理功能，如预防老年性

白内障与眼睛黄斑退化所致失明，预防肿瘤的发生和发

展，减少发生某些心血管病的危险。在西方国家，叶

黄素作为营养补充剂已经在食品生产加工中得到开发和应

用，有关国家正在致力于开发叶黄素保健食品和饮料，

且已经取得了较大的进展。近年来国内外又有大量资料

显示叶黄素和玉米黄素叶黄素对免疫功能，尤其是对于

细胞免疫功能和体液免疫功能的具有促进作用[1,2]。但是

到目前为止，关于叶黄素对非特异性免疫功能影响的研

究较少，而且得出的结论也不尽相同。赵文恩[3]等研究

发现类胡萝卜素对PMA 激活的巨噬细胞在发光素中的化

学发光现象有明显的抑制作用，其中角黄素与红木素的

抑制作用比β- 胡萝卜素和叶黄素更强，并指出这可能

与其淬灭巨噬细胞释放的活性氧代谢产物的作用有关。

但Hughes[4]等在一项对健康男性非吸烟人群的观察中没

有发现补充叶黄素对血单核细胞表面分子的功能性表达

产生显著影响。

为进一步探讨叶黄素和玉米黄素免疫调节功能的机

制，也为深度开发利用玉米淀粉生产中的副产物——玉

米黄水浆，减少其对环境的污染，我们在体外细胞培

养条件下观察了从玉米蛋白粉中提取的叶黄素和玉米黄

素对小鼠腹腔巨噬细胞活性的影响以及对淋巴细胞增殖

的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 玉米蛋白粉中叶黄素和玉米黄素的制备

玉米蛋白粉    河南驻马店制药厂；叶黄素与玉米黄

素    本室制备，(方法见文献[5])经 HPLC 分析其纯度

(450nm)可能为：叶黄素为 90%；玉米黄素为84%。

1.1.2 叶黄素和玉米黄素含量测定及实验样品配制

用适量无水乙醇(AR 级)溶解样品，以分光光度法

以及下列公式测定含量：叶黄素含量(μg)＝(A 447nm×

10.87－1.787)×总体积(ml)×稀释倍数，玉米黄素含量

(μg)＝ A452nm×总体积(ml)×稀释倍数×10000÷ 2348，

再将叶黄素和玉米黄素的含量(μg)以分子量568.65为换

算单位换算成摩尔浓度。将样品溶解于无水乙醇中，配

制成2×10－ 2mol/L的储备液于－18℃冰箱中保存，2周

内使用，使用前将样品用完全培养基调整至适当浓度。

1.2 试剂及仪器

RPMI-1640    Gibco公司；噻唑蓝(MTT ) LPS (EcoliO

26:B6)    Sigma 公司； 一氧化氮检测试剂盒    碧云天试剂

公司；其余为国产分析纯试剂；昆明种小鼠，雄性，

8 周龄，体重 20～25g，无锡市山禾制药有限公司动物

实验中心提供。

CO2 细胞培养箱    Thermo Forma公司；微量移液器

法国Gilson；CKX41 落射式荧光显微镜    奥林帕斯公

司；MuLtiskan MK3 全自动酶标分析仪；Unico2000 分

光光度计。

1.3 方法

1.3.1 实验分组

实验分3个组。(1)溶剂对照组：含有体积分数为1%

的无水乙醇；(2)叶黄素组：分别加入终浓度为5、10、

20、30、40μmol/L 叶黄素提取物；(3)玉米黄素组：分

别加入终浓度2.5、5、10、20、30μmol/L 玉米黄素

提取物。为避免在37℃条件下叶黄素和玉米黄素的氧化

降解对实验结果的影响，实验过程中采用避光处理，并

且细胞培养过程中每 24h 更换含有新鲜样品的培养液。

1.3.2 小鼠腹腔巨噬细胞的制备及 NO 的诱生

取昆明中实验小鼠5 只，实验前一天向每只小鼠腹

腔内注射5%(体积分数)可溶性淀粉1ml，脱颈椎处死，

75%(体积分数)酒精浸泡10min，用2ml PBS 收集腹腔洗

液，1000r/min，7min，弃去上清，用10%FCS-RPMI

1640 培养液，调整细胞浓度至2 ×106ml。将细胞悬液

按每孔100 μ l 接种到96 孔培养板，置于37℃、5%CO2

的培养箱中贴壁2 h。细胞贴壁后弃去上清，用无血清

RPMI1640 培养液冲洗3 次，洗去未贴壁细胞，每孔分

别加入含有1mg/L LPS的100μl完全培养液和100μl不同

浓度的叶黄素或玉米黄素，每个浓度6 个重复孔，培养

2 4 h 后，测定 N O 含量。

1.3.3 小鼠腹腔巨噬细胞 NO 生成量的测定

取上述培养24h的细胞培养上清液50μl，每组取6

孔，按照碧云天试剂公司提供的试剂盒说明书，采用

Griess 反应[6]检测上清液的NO2 量间接反映巨噬细胞NO

的生成量，在酶标仪上测定570nm 的吸光值。用NaNO 2

作标准曲线。所有实验重复三次，每个试验剂量组重

复4～6 实验孔。

1.3.4 小鼠腹腔巨噬细胞活力的测定

采用 MTT 比色法测定巨噬细胞活力，将上述培养

板中剩余的培养液吸去，补充不含血清的RPMI 1640 培
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养液200μl 孔，同时加入5mg/ml的 MTT 20μl/孔，继

续培养4h 后，弃去上清，加二甲基亚砜150μl/ 孔，使

生成的紫色结晶溶解，在酶联免疫检测仪上测定570nm

的吸光度。所有实验重复三次，每个试验剂量组重复

4～6 实验孔。

1.3.5 小鼠腹腔巨噬细胞吞噬中性红(NR)实验

按上述方法制备小鼠腹腔巨噬细胞，用10%F C S -

RPMI 1640 培养液，调整细胞浓度，加至96 孔细胞培

养板，每孔加入细胞各2 × 105，培养2h 洗弃未贴壁细

胞，加入不同浓度的叶黄素或玉米黄素并设置溶剂对照

组，置于37℃、5%CO2(体积分数)的培养箱中培养24h，

弃上清，每孔加入0.75g/L的中性红溶液100μl。37℃、

5 % C O 2 培养箱中继续培养 1 h，取出，弃 N R。用预温

的 PBS 清洗 96 孔培养板 3 次，弃上清液。加入细胞裂

解液150μl，静置过夜，用酶标仪各组比较时将吸光度

按下式转化为 N R 吞噬率：

                                       
 实验孔OD570

中性红杏吞噬率= ————————×100%

                                    
    对照孔OD570

1.3.6 腹腔巨噬细胞分泌TNF- α的影响

TNF- α的诱生：常规腹腔灌洗制备小鼠腹腔巨噬

细胞，加入96孔细胞培养板，每孔加入细胞各2×105，

培养2h 洗弃未贴壁细胞，加入不同浓度的叶黄素或玉

米黄素并设置溶剂对照组和不加细胞的空白对照组，每

孔加入终浓度为10μg/ml 的 LPS以激活巨噬细胞，置于

37℃、5%CO 2的培养箱中培养 48h，收集培养上清液，

待测。

TNF-α生物活性的测定：用L929 细胞株细胞毒法

测定[7]。将处于对数生长期的小鼠成纤维细胞L929，与

待测上清共培养48h 后，用 MTT 法测定酶标仪在检测

波长570nm 时各孔吸光度( A) 。根据以下细胞毒性(%)

表示公式表示 TNF- α活性：

                                  
实验孔OD570

细胞毒性(%)=(1－———————)×100

                                  
 对照孔OD570

1.3.7 数据处理

　实验所有数据都以X ±S 表示，采用Microsoft

office excel 2003分析处理数据，如果数据符合正态分

布，统计学方法采用双测t检验(α =0.05)。

2 结果与分析

2.1 LPS 刺激下叶黄素和玉米黄素对巨噬细胞释放 NO

的影响

用1mg/L 的 LPS 刺激小鼠腹腔巨噬细胞，同时在培

养液中添加终浓度为5、10、20、30、40μmol/L 叶黄

表 1    LPS刺激下叶黄素和玉米黄素对巨噬细胞释放NO的影响(n=6)

Tab.1         Effect of lutein and zeaxanthin on NO production

from macrophage in vitro

组别
样品浓度 NO2- 浓度 NO 增长率 MTT OD 值 细胞增长

(μmol/L) (μmol/L) (μmol/L) (%) 率(%)

阴性对照 — 3.71±1.14 — 0.135±0.008 —

5 2.9±1.23 －27.9 0.166±0.006 22.9*

10 3.94±1.37 6.2 0.173±0.014 28.1*

叶黄素 20 4.23±1.28 14.0 0.175±0.023 29.6*

30 5.08±2.66 36.9* 0.179±0.018 32.6*

40 5.28±1.14 42.3* 0.184±0.012 39.6*

阴性对照 — 5.29±0.828 — 0.201±0.006 —

2.5 4.5±1.97 －14.9 0.217±0.008 8.0

5 5.43±1.17 2.65 0.219±0.007 9.0

玉米黄素 10 5.71±1.08 7.9 0.236±0.013 17.4*

20 6.14±0.428 16.1* 0.260±0.10 29.4*

30 6.64±0.6 25.5* 0.269±0.005 33.8*

注：*p ＜ 0.05。

素提取物和2.5、5、10、20、30μmol/L 玉米黄素提

取物，2 4 h 后检测培养液中NO 水平和细胞活力。表 1

显示，玉米蛋白粉中的两种类胡萝卜素提取物叶黄素和

玉米黄素均对巨噬细胞释放NO 均产生了一定的影响，

当叶黄素5μmol/L、玉米黄素为2.5μmol/L时对巨噬细胞

产生NO表现为抑制作用，而当叶黄素的浓度大于10μmol/L、

玉米黄素大于5μmol/L时巨噬细胞NO的生成水平表现为

促进作用，且随着叶黄素和玉米黄素浓度的增大则 N O

生成量呈明显的上升趋势。

2.2 叶黄素和玉米黄素对体外小鼠腹腔巨噬细胞生长代

谢的影响

小鼠腹腔巨噬细胞在与添加终浓度为5、10、20、

30、40μmol/L 叶黄素提取物和 2.5、5、1 0、2 0、

30μmol/L 玉米黄素提取物共培养24h 后，用MTT 法检

测细胞活力。表1 结果显示，小鼠腹腔巨噬细胞在叶黄

素和玉米黄素的作用下都有不同程度的增长，其中叶黄

素在5μmol/l剂量时就能促进小鼠腹腔巨噬细胞的显著性

增殖(p＜ 0.05)，而玉米黄素则在10μmol/L浓度时能显

著性地(p＜ 0.05)促进小鼠腹腔巨噬细胞的显著性增殖，

并且这种增殖的趋势随着叶黄素和玉米黄素的浓度的增

加而增大。结果表明叶黄素和玉米黄素对小鼠腹腔巨噬

细胞的生长有一定的促进作用。

2.3 对腹腔巨噬细胞吞噬 NR 的影响

小鼠腹腔巨噬细胞与不同浓度的叶黄素或玉米黄素

共培养24h 后，巨噬细胞吞噬中性红的能力见图 1。从

图中可见，在 5～40μmol/L 剂量范围内，叶黄素和玉

米黄素均可增强腹腔巨噬细胞吞噬 NR 的能力，吞噬率

分别增加了6.1%～24.3% 和 8.6%～26.3%，但是叶黄素

和玉米黄素对小鼠腹腔巨噬细胞吞噬中性红的能力并非
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随着剂量的增高而增大，其中叶黄素浓度在30μmol/l和

玉米黄素浓度在20μmol/L剂量显著性最显著(p＜0.01)，

之后，随剂量增加呈下降趋势，叶黄素和玉米黄素二

者在对小鼠腹腔巨噬细胞吞噬中性红能力的差异上无统

计学意义。

2.4 对腹腔巨噬细胞分泌TNF- α的影响

小鼠腹腔巨噬细胞与不同浓度的叶黄素或玉米黄素

共培养48h 后的上清经收集，再与L929 细胞培养48h，

巨噬细胞分泌的TNF-α可以对L929 的生长活性产生影

响，其结果见图2。由图2 可以看出，2.5～40μmol/L

叶黄素和玉米黄素可以诱导小鼠腹腔巨噬细胞产生TNF-

α，其细胞毒性分别为5.6%～21.2% 和 7.5%～20.7%，

其中叶黄素和玉米黄素的浓度均为30μmol/L 时 TNF-α

的生成量最高p＜0.01，叶黄素和玉米黄素二者在对小

鼠腹腔巨噬细胞生成TNF- α的差异上无统计学意义。

3 讨  论

NO 本身是一种气体自由基,生成后释放到上清液中

迅速转变成 NO 2 －，其性质稳定,可通过测定 NO 2 －间接反

映 N O 的生成量。在酸性环境下，N O 2 －与对氨基苯磺

酰胺起加成反应, 其加合产物与N2萘基乙二胺发生Griess

重氮化反应，用Griess反应检测上清液的NO2量可以间

接反映巨噬细胞 N O 的生成量。

巨噬细胞需要双信号的作用才能充分激活[8]。没有

适当的双信号，不能充分激活巨噬细胞介导的肿瘤细胞毒

(M T C )功能，能够激活巨噬细胞双信号很，多如LP S、

TNF、IFN- γ。本文采用体外细胞培养方法，研究小鼠

腹腔巨噬细胞在LPS 刺激的情况下，从玉米蛋白粉中提取

的叶黄素和玉米黄素对其生成NO 的影响作用。结果表明

当叶黄素5μmol/L、玉米黄素为2.5μmol/L时对小鼠腹

腔巨噬细胞产生NO 表现为抑 s 制作用，而当叶黄素的

浓度在10～40μmol/L、玉米黄素的浓度在5～30μmol/L

时巨噬细胞 NO 的生成水平表现为能显著提高正常小鼠

腹腔巨噬细胞产生 N O ，且呈现剂量效应关系。

NO 在哺乳动物的各种细胞和组织中广泛存在,是由

一氧化氮合成酶(NOS)催化 L －精氨酸氧化生成的，正

常状态下以适当的强度和节律不断生成。它既是信息分

子又是细胞毒性分子，能够参与特异性与非特异性免疫

反应，影响淋巴细胞增殖及细胞因子的释放。它的作

用可以称得上是一把“双刃刀”，一方面参与多种重

要的生理功能和防御机制；另一方面过多的 NO 产生却

可造成多种机体损害。

类胡萝卜素的抗氧化能力受到很多因素的影响，诸

如浓度、分子结构、作用位点、底物性质、氧压以及

膳食抗氧化剂影响。文献报道[ 3 ]，当类胡萝卜素剂量较

高时,可能引起抗氧化能力的降低,甚至能促进自由基的生

成。研究表明[ 9 ]，β- 胡萝卜素和番茄红素在低浓度时

(1～2μmol/L)可保护细胞DNA 免受损伤，当浓度大于

4μmol/L 时这种保护作用开始下降，浓度达到10μmol/L

时这种保护作用丧失；而当β-胡萝卜素的水平达10μmol/L

时不能抑制由 H 2O 2诱导的HepG 2细胞的DNA 损伤。刘

珊林等[ 1 0 ]在用β- 胡萝卜素、谷氨酰胺、硒酸酯多糖、

云芝多糖等对荷有H22肿瘤细胞小鼠的进行抗氧化干预中

发现，组织中 N-ras基因表达都有所下降，表明肿瘤生

长过程中，有自由基介导，并可通过 N-ras癌基因进行

调节，同时，抑癌明显的实验组 N O 明显升高，非特

异性免疫能力提高，在7721人肝癌细胞实验中抗氧化干

预也反映NO 释放增加的同样效果。二羟基类胡萝卜素

玉米黄质能保护由黄嘌呤/ 黄嘌呤氧化酶介导的DNA 损

伤，并呈剂量依赖关系，但当剂量增加到一定程度时

可见其抗氧化能力显著降低[11]。而且在类胡萝卜素水平

较高时可与R O S 反应生成氧化性产物。同时，庞宝森
[12]等在用牛磺酸、β-胡萝卜素对吸烟所致大鼠肺损伤血

浆NO 肺组织 NOS 及肺动脉压影响的研究中发现，β -

胡萝卜素能显著提高吸烟所致大鼠肺损伤血浆中 NO 含

量。以上这些报道都与本文结果一致。

但是吴江等[13]用1mg/L 的内毒素脂多糖刺激巨噬细

胞时，0.2μmol/L和0.02μmol/L的虾青素使巨噬细胞释

放NO 分别下降77% 和 43%；而浓度相同β- 胡萝卜素仅

使巨噬细胞释放 NO 分别下降2 8 % 和 8 %。本文研究结
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果表明当叶黄素5μmol/L、玉米黄素为2.5μmol/L时使

巨噬细胞产生NO 分别下降27.9% 和 17.9%。

巨噬细胞产生的 NO 与其抗微生物活性和肿瘤杀伤

活性密切相关，即NO 的细胞毒作用在宿主防御中起着

重要作用。并认为它是一种免疫调节因子，从而更广

泛地影响着机体的免疫功能。目前有些报道表明叶黄素

可以选择性地减少免疫细胞的凋亡而增加肿瘤细胞的凋

亡。Brown 等[14]报道叶黄素可以抑制乳腺癌小鼠血淋巴

细胞的凋亡，同时诱导肿瘤细胞凋亡，使小鼠保持一种

高的免疫状态。Sumantran 等[15]在体外实验中也发现叶

黄素的这种选择性诱导细胞凋亡的作用仅在变异的乳腺细

胞中存在，而对于人类正常乳腺细胞没有影响。我们在

相关的研究中发现玉米蛋白粉中的叶黄素(20～60μmol/L)

和玉米黄素(10～40μmol/L)在一定浓度下具有诱导大鼠乳

腺癌SHZ 细胞[16]人口腔癌KB 细胞[17]凋亡的功能，而能

促进ConA 刺激下的正常人外周血淋巴细胞的转化，对

ConA 刺激下的小鼠脾淋巴细胞没有影响。说明叶黄素

和玉米黄素对机体正常细胞没有毒性效应。

我们首次在细胞培养的条件下进行了叶黄素和玉米

黄素对巨噬细胞释放 NO 影响的研究并探讨了叶黄素和

玉米黄素抗肿瘤与NO 的关系。根据以上报道并结合本

实验的结果，可以推论叶黄素和玉米黄素在LPS 的刺激

下，在低浓度时能抑制巨噬细胞释放 N O，发挥清除自

由基的功能进而表现为促进宿主的非特异性免疫；而在

高浓度下则促进过多的 N O 生成，促进肿瘤细胞的凋

亡。因此，叶黄素和玉米黄素对于预防和治疗病毒性

感染、胞内微生物感染以及恶性肿瘤等疾病是有益的，

在使用叶黄素和玉米黄素时，应选择合理的剂量范围。
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韩国生物技术产业1994年以来增长14倍

韩国科学技术部称，由于政府对生物技术产业投资强劲，韩国生物技术产业产值2005年达到2.6万亿韩元(946

韩元约合 1 美元)，为 1994 年的 14 倍多。生物技术产值 1994 年为 1730 亿韩元。自 1994 年以来，韩国政府已将

4.3 万亿韩元投入该产业，这促进了生物技术产业的迅猛发展。

据韩通社报道，1994 年，政府对生物技术产业投资 536 亿韩元，之后每年以 23% 的速度增长。另外，2002

年到2005 年，韩国生物技术产业在美国获得的专利高达207 项，而在1994 年到1997 年间仅为47 项。

韩国科学技术部表示，到2016 年在基础设施和人力资源方面将额外投资１９万亿韩元，助推韩国成为世界第七

大生物技术强国。


