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Abstract Objective To find out the impact of SHI-1 cells on VOCs in the headspace，and to assess the feasibili-
ty of VOCs analysis in leukemia patients or with other tumors in the differential diagnosis by determing VOCs in the
headspace of acute mononuclear leukemia cells(SHI-1) ． Methods The air samples from the headspace of SHI-1，

Human macrophages cells and medium control were collected by syringes，and then determined by means of solid
phase microextraction-gas chromatography /mass spectrometry ( SPME-GC /MS) in order to have a better under-
standing of the concentration distributions and changes of VOCs in SHI-1 cells’headspace． Ｒesults Using Mann-
Whitney U test，we found that eight kinds of VOCs were different among them． They were 2，4-dimethyl heptanes，
4-methyl octane，chloroform，benzene，3，7-dimethyl dodecanese，hexanol，cyclohexanol，cetane． And alkane，

benzene were significantly higher than the control group(P ＜ 0. 05)，alcohol decreased significantly(P ＜ 0. 05) ．
Conclusion SHI-1 cells have an impact on the concentration distributions of VOCs in their headspace． The most
outstanding VOCs are alkanes，alcohol and benzene compared with the blank control group． They may be potential
markers characteristic of leukemia cells．
Key words acute mononuclear leukemia cells SHI-1; tumors; VOCs; SPME-GC /MS
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橙皮苷衍生物 Y - 12 对免疫低下小鼠免疫功能的影响
李小枫，李 俊，黄 成，田远耀，石静波，王欠欠，胡婷婷

摘要 目的 研究橙皮苷衍生物 Y-12(HY-12) 对免疫低下

小鼠的免疫功能的影响。方法 以连续 2 d 腹腔注射给药

环磷酰胺(50 mg /kg)，建立小鼠免疫低下模型，同时分别用

IgG 和 IgM 测量试验、巨噬细胞吞噬碳试验和迟发性超敏反

应，观测 HY-12 不同浓度对免疫低下小鼠免疫系统的影响。

结果 巨噬细胞吞噬碳试验中，环磷酰胺诱免疫低下模型小

鼠的廓清指数(K) 和巨噬细胞的吞噬指数(α) 能被 HY-12
(100、200、400 mg /kg) 组增加;溶血素试验中，HY-12 (200、
400 mg /kg) 组不仅能增多免疫低下模型小鼠血清中 IgG 和

IgM，同时脾细胞溶血素也被增多;HY-12 (200、400 mg /kg)

组可明显有助于免疫低下模型小鼠 DTH 反应;并能提高脾
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淋巴细胞 IL-22 含量;HY-12 (100、200、400 mg /kg) 能提高

CD4 +、CD8 +
细胞数以及 CD4 + /CD8 +

比值。结论 HY-12
能普遍增强模型小鼠的免疫系统反应，对免疫低下模型小鼠

的免疫功能有很好的提高作用。
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橙皮苷( hesperidin，HDN) 是黄酮类化合物的

一种，来源广泛，特别是柑桔属植物中含量较多。已

经证实 HDN 对炎症和病痛
［1 － 2］

和肿瘤生长
［3］

都有

很好的抑制作用。李荣 等
［4］

还发现其对继发性炎

症有良好的治疗作用。但是，影响其在医药领域应

用狭小的主要原因是 HDN 水溶性和生物利用度较

低
［4 － 6］。为此，通过化学修饰的方法改变 HDN 的水

溶性和生物利用度，从而为 HDN 的应用提供依据。
该课题组前期从陈皮中纯化出 HDN，并做了一系列

不同的基团修饰来提高水溶性和生物利用度并得到
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了各种不同 HDN 衍生物，通过 ＲAW164． 7 细胞的

筛选，发 现 橙 皮 苷 衍 生 物 Y-12 ( hesperidin Y-12，

HY-12)具有较强抗炎活性。对此，该研究将探讨

HY-12 对免疫低下模型小鼠免疫功能的影响，为进

一步研究和使用 HY-12 提供依据。

1 材料与方法

1． 1 动物 豚鼠，(300 ± 20) g，♂;昆明种小鼠，

(20 ± 2) g，♂♀各半;BALB /c 小鼠，(18 ± 2) g，♂
♀各半;以上动物均由安徽省实验动物中心提供。
1． 2 药物与试剂 HY-12 与 HDN 均由安徽医科大

学药学院石静波合成并测定含量( ＞ 99% )，使用时

用 0． 5%羧甲基纤维素钠配成混悬液。盐酸左旋咪

唑片，山东仁和堂药业有限公司，批号:120507;注射

用环磷酰胺，德国 Baxter Oncology GmbH 公司，批

号:3A686A;印度墨水，北京索莱宝科技有限公司;

绵羊红细胞( sensitization red blood cell，SＲBC)，郑

州百基生物科技有限公司;2，4-二硝基氟苯，西亚试

剂公司，批号:Z8925;FITC-CD4-Ab 和 PE-CD8-Ab，

北京博奥森生物技术有限公司;羊抗鼠 IgG，北京中

杉金桥生物技术有限公司;IL-22 试剂盒，北京康为

世纪生物科技有限公司;Con A，美国 Sigma 公司;胎

牛血清，杭州四季青公司;DMEM 高糖培养基，美国

Hyclone 公司。
1． 3 仪器 MK3 型酶标仪，荷兰雷勃公司产品;

SW-CJ-IF 型超净工作台，江苏苏净集团苏州安泰空

气技术有限公司产品;NAPCO-6100 型细胞培养箱，

美国杜邦公司产品;分光光度计 722S，上海精密科

学仪器有限公司产品; COULTZEＲ EPICS XL-MCL
流式细胞仪，美国 Beck-man Counter 公司产品。
1． 4 方法

1． 4． 1 制备免疫低下小鼠模型 每组每天腹腔注

射环磷酰胺 50 mg /kg，除正常组外，连续 2 d。
1． 4． 2 HY-12 对免疫器官的影响 昆明种小鼠 70
只，♂♀各 半，随 机 分 为 正 常 组、模 型 组、HY-12
(100、200、400 mg /kg) 组和阳性药 (HDN 120 mg /
kg，盐酸左旋咪唑片 30 mg /kg) 组，共 7 组。小鼠每

天灌胃给药 1 次，连续 7 d，而正常组和模型组给予

相应的羧甲基纤维素钠。第 7 天称取小鼠体重、脾
脏和胸腺。脾脏和胸腺指数分别用脾重(mg) /体重

(10 g)与胸腺重(mg) /体重(10 g)表示。
1． 4． 3 HY-12 对巨噬细胞吞噬功能影响

［7］
分组

和给药方法同 1． 4． 2。第 7 天，小鼠尾静脉注入

50%的印度墨汁(0. 10 ml /10 g)，在第 2 min (T1)

和第 10 min (T2) 分别采用眼眶取血法取血，并用

0． 1%NaHCO3 溶液稀释成 100 倍。使用 722 分光

光度计测 OD 值(600 nm)。另外，称取小鼠肝、脾重

量和体重，按下列公式计算出碳廓清指数(K) 与吞

噬指数(α)。
K = ( lgA1 － lgA2 ) /(T2 － T1 )

α 槡= 3 K × 体重 /(肝重 + 脾重)

1． 4． 4 HY-12 对机体体液免疫功能的影响
［7 － 8］

1． 4． 4． 1 HY-12 对免疫低下小鼠血清中 IgM 的影

响 昆明种小鼠 70 只，♂♀各半，分组同 1． 4． 2。
小鼠每天灌胃给药 1 次，连续 7 d，而正常组和模型

组给予相应羧甲基纤维素钠。第 3 天给腹腔注射

10%的 SＲBC 0． 1 ml /10 g 进行致敏。给药第 7 天，

每组小鼠眼眶取血。取稀释 800 倍后的血清 0. 5
ml，分别加入 10% SＲBC、1 ∶ 10 豚鼠血清和生理盐

水 0. 5 ml，空白管采用生理盐水替代豚鼠血清，37
℃孵育 1 h 后，3 000 r /min 离心 5 min，使用 722 分

光光度计测上清液 OD 值(540 nm)。
1． 4． 4． 2 HY-12 对脾溶血素生成的影响 分组及致

敏同 1． 4． 4． 1，给药第 7 天，每组小鼠取脾并用Gey's
红细胞裂解液制作脾细胞悬液(5 × 109 /L)，取脾细

胞悬液 0． 5 ml，并分别加入现配的 0. 2% SＲBC 和 1
∶ 10 豚鼠血清 0． 5 ml，空白管采用生理盐水替代豚

鼠血清。37 ℃孵育 1 h 后，3 000 r /min 离心 5 min，

使用 722 分光光度计测上清液 OD 值(413 nm)。
1． 4． 4． 3 HY-12 对血清中 IgG 的影响 分组及致敏

同 1． 4． 4． 1，给药第 7 天，用 10%的 SＲBC 0． 1 ml /10
g 再次致敏，第 8 天每鼠眼眶取血。取血清和等量

2-巯基乙醇 37 ℃孵育 30 min 后稀释 800 倍。取处

理后血清 0． 5 ml，分别加入 5% 的 SＲBC、羊抗小鼠

IgG、1 ∶ 10 豚鼠血清各 0. 5 ml，空白管采用生理盐

水替代豚鼠血清。37 ℃孵育 1 h 后，离心(3 000 r /
min) 5 min，使用 722 分光光度计测上清液 OD 值

(540 nm)。
溶血素含量 ( hemolysin concentration，HC) 计

算:

HCIgM = 样本稀释血清的 OD 值 × 稀释倍数

HCIgG = 2-巯基乙醇处理样本血清的 OD 值 × 稀

释倍数

1． 4． 5 HY-12 对迟发型超敏反应(delayed type hy-
persensitivity，DTH) 小鼠的影响

［7，9］ BALB /c 小鼠

70 只，♀、♂各半，随机分为正常组、模型组、HY-12
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(100、200、400 mg /kg) 组和阳性药 (HDN 120 mg /
kg，盐酸左旋咪唑片 30 mg /kg) 组。给药组每天灌

胃给药 1 次，连续 9 d。第 3 天，除对照组外，每鼠腹

部给予诱敏，涂 1% 的 2，4-二硝基氟苯丙酮麻油溶

液(50 μl /只)来诱敏(范围 3 cm × 3 cm)，同时腹腔

注射 50 mg /kg 环磷酰胺，连续 2 d。第 8 天，每组小

鼠右耳(两面)涂抹 1% DNFB 溶液。24 h 后称取打

孔器(直径 9 mm)打下的圆耳片重量。左右耳片之

差(△mg)作为肿胀度。
1． 4． 5． 1 HY-12 对 DTH 小鼠 CD4 +

和 CD8 +
的影

响 分组及给药方法同 1． 4． 5。第 9 天处死小鼠并制

备脾细胞悬液并裂解红细胞，取脾细胞悬液(5 × 108

～ 5 × 109 /L) 10 μl 和 PBS 1 ml 混匀，并离心(1 000
r /min) 5 min 去上清液。每管分别加入 FITC-CD4 +

Ab 与 PE-CD8 + Ab 各 10 μl 混匀，避光孵育 30 min
后，流式细胞仪测定 CD4 +

和 CD8 +
数。

1． 4． 5． 2 HY-12 对 DTH 小鼠的脾细胞 IL-22 生成

的影响 分组及给药方法同 1. 4. 5。第 9 天处死小

鼠并用 10%的胎牛血清制备脾细胞悬液，在 24 孔

培养板中每孔分别加脾细胞悬液(5 × 109 /L) 和 Co-
nA (5 mg /L)各 0. 5 ml，置 37 ℃、5% CO2培养箱中

培养 24 h，离心并收集上清液，按 ELISA 试剂盒按

说明书方法进行 IL-22 测定。
1． 5 统计学处理 采用 SPSS17. 0 软件进行分析，

数据以 珋x ± s 表示，组间比较采用 One-Way ANOVA
检验。检验水准 α = 0. 05，所有检验均为双侧检验。

2 结果

2． 1 HY-12 对免疫器官的影响 与模型组比较，

HY-12(200、400 mg /kg) 组可提高免疫低下小鼠的

脾脏和胸腺指数(脾脏指数: F = 19． 30; 胸腺指数:

F = 13. 19)。见表 1。

表 1 HY-12 对免疫低下小鼠免疫器官的影响(n = 10，珋x ± s)

组别
浓度

(mg /kg)
脾脏指数 胸腺指数

正常 － 5． 48 ± 1． 14 4． 92 ± 1． 20
模型 － 2． 90 ± 0． 93＊＊ 2． 83 ± 0． 74＊＊

HY －12 100 3． 11 ± 1． 31 2． 98 ± 0． 97
200 3． 59 ± 0． 75# 3． 46 ± 0． 82#

400 3． 91 ± 1． 03## 3． 71 ± 0． 91##

HDN 120 3． 40 ± 0． 80# 3． 42 ± 0． 84#

盐酸左旋咪唑片 30 4． 00 ± 0． 97## 3． 86 ± 1． 03##

与正常组比较: ＊＊P ＜ 0． 01;与模型组比较: #P ＜ 0． 05，##P ＜

0． 01

2． 2 HY-12 对巨噬细胞吞噬功能的影响 与模型

组比较，HY-12 (100、200、400 mg /kg)组可提高环磷

酰胺致免疫低下小鼠的 α 值和 K 值，提高免疫低下

小 鼠 的 巨 噬 细 胞 吞 噬 功 能 ( FK = 14. 51; Fα =
19. 37)。见表 2。

表 2 HY-12 对免疫低下小鼠巨噬细胞

吞噬功能的影响(n = 10，珋x ± s)

组别
浓度

(mg /kg)
K( × 10 －2)值 α 值

正常 － 4． 80 ± 0． 92 6． 58 ± 1． 01
模型 － 2． 28 ± 0． 83＊＊ 4． 39 ± 0． 84＊＊

HY-12 100 2． 93 ± 1． 03# 4． 91 ± 0． 72#

200 3． 49 ± 0． 83## 5． 53 ± 0． 68##

400 3． 76 ± 1． 02## 5． 98 ± 0． 96##

HDN 120 3． 39 ± 0． 82## 5． 42 ± 0． 94##

盐酸左旋咪唑片 30 3． 81 ± 0． 97## 6． 16 ± 1． 01##

与正常组比较: ＊＊P ＜ 0. 01;与模型组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜

0. 01

2． 3 HY-12 对血清中 IgM、IgG 与脾细胞溶血素的

影响 与模型组比较，HY-12(200、400 mg /kg) 组可

增加免疫低下模型小鼠中 IgM 和 IgG 水平;同时，脾

细胞中溶血素也被增加(HCIgM: F = 21. 29; HCIgG:

F = 26. 38; 脾溶血素空斑数: F = 11. 56)。见表 3。

表 3 HY-12 对血清中 IgM、IgG 与脾细胞溶血素的影响(n = 10，珋x ± s)

组别
浓度

(mg /kg)
HCIgM HCIgG

溶血空斑数 /

5 × 106

正常 － 49． 93 ± 3． 65 90． 24 ± 6． 48 0． 56 ± 0． 05
模型 － 30． 83 ± 3． 94＊＊ 54． 38 ± 5． 42＊＊ 0． 32 ± 0． 03＊＊

HY-12 100 32． 37 ± 3． 41 50． 93 ± 5． 88 0． 38 ± 0． 03
200 35． 93 ± 2． 92# 65． 84 ± 4． 39# 0． 40 ± 0． 04#

400 41． 28 ± 3． 47## 80． 59 ± 4． 75## 0． 45 ± 0． 03##

HDN 120 36． 15 ± 3． 25# 68． 30 ± 5． 31# 0． 41 ± 0． 02##

盐酸左旋咪唑片 30 42． 84 ± 3． 42## 80． 01 ± 4． 23## 0． 48 ± 0． 02##

与正常组比较: ＊＊P ＜ 0． 01;与模型组比较: #P ＜ 0． 05，##P ＜ 0． 01

2． 4 HY-12 对 DTH 小鼠反应的影响 与正常组

比较，环磷酰胺模型组小鼠耳炎症肿胀程度得到减

轻;与模型组比较，HY-12(200、400 mg /kg) 组可促

进免疫低下小鼠 DTH 反应(F = 12. 79)。见表 4。
2． 5 HY-12 对 DTH 小鼠 CD4 +

和 CD8 +
的影响

与正常组比较，环磷酰胺模型组小鼠 CD4 +、CD8 +

水平以及 CD4 + /CD8 +
比值降低; 与模型组比较，

HY-12(100、200、400 mg /kg) 组能明显提升 CD4 +、
CD8 +

细 胞 数 以 及 CD4 + /CD8 +
比 值 (CD4 + : F =

29. 67; CD8 + : F = 25. 89; CD4 + /CD8 + : F =
1. 15)。见表 5。
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表 4 HY-12 对 DTH 小鼠反应的影响(n = 10，珋x ± s)

组别 浓度(mg /kg) 肿胀度(△mg)

正常 － 3． 01 ± 0． 32
模型 － 1． 52 ± 0． 33＊＊

HY-12 100 1． 88 ± 0． 49
200 2． 37 ± 0． 41#

400 2． 81 ± 0． 21##

HDN 120 2． 35 ± 0． 38#

盐酸左旋咪唑片 30 2． 82 ± 0． 29##

与正常组比较: ＊＊P ＜ 0. 01;与模型组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜

0. 01

表 5 HY-12 对 DTH 小鼠 CD4 + 和 CD8 + 的影响(n = 10，珋x ± s)

组别
浓度

(mg /kg)
CD4 + (% ) CD8 + (% ) CD4 + /CD8 +

正常 － 41． 38 ± 5． 38 25． 31 ± 1． 29 1． 63 ± 0． 42
模型 － 19． 51 ± 4． 96＊＊ 13． 06 ± 1． 84＊＊ 1． 49 ± 0． 27＊＊

HY-12 100 28． 23 ± 4． 02# 18． 17 ± 1． 33# 1． 55 ± 0． 30#

200 31． 57 ± 3． 99## 19． 95 ± 2． 17## 1． 58 ± 0． 18##

400 38． 81 ± 5． 91## 23． 07 ± 1． 90## 1． 68 ± 0． 31##

HDN 120 30． 90 ± 4． 75# 19． 26 ± 1． 74# 1． 60 ± 0． 27##

盐酸左旋咪唑片 30 37． 16 ± 5． 38## 22． 17 ± 2． 04## 1． 67 ± 0． 26##

与正常组比较: ＊＊P ＜ 0． 01;与模型组比较: #P ＜ 0． 05，##P ＜ 0． 01

2． 6 HY-12 对 DTH 小鼠的脾细胞 IL-22 的影响

与模型组比较，HY-12(200、400 mg /kg) 组能明显促

进免疫低下小鼠脾细胞生成 IL-22 水平。见表 6。

表 6 HY-12 对 DTH 小鼠的脾细胞 IL-22 的影响( n = 10，珋x ± s)

组别 浓度(mg /kg) IL-22(μg /L)

正常 － 1． 85 ± 0． 21
模型 － 0． 91 ± 0． 13＊＊

HY-12 100 1． 22 ± 0． 36
200 1． 46 ± 0． 11#

400 1． 66 ± 0． 19##

HDN 120 1． 38 ± 0． 16#

盐酸左旋咪唑片 30 1． 75 ± 0． 17##

与正常组比较: ＊＊P ＜ 0. 01;与模型组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜

0. 01

3 讨论

一般认为机体免疫功能包括非特异免疫、细胞

免疫和体液免疫。目前，研究药物对免疫功能的影

响一般使用免疫低下模型小鼠
［7，9］。采用烷化类化

合物环磷酰胺会引起小鼠免疫低下模型，因其能够

破坏机体的淋巴细胞，机体免疫功能降低
［10］。一般

通过免疫低下模型小鼠来研究药物对免疫功能的影

响
［7，9］。胸腺脾脏指数被大家公认为是评价机体免

疫系统功能的基本指标。胸腺是通过参与 T 淋巴

细胞的合成来影响细胞免疫反应，而脾脏是通过 B
淋巴细胞为主的参与体液免疫。本研究显示免疫低

下模型小鼠的免疫器官指数能够被 HY-12 提高，表

明环磷酰胺引起免疫低下模型小鼠胸腺和脾脏萎

缩，而 HY-12 有可能是通过恢复这些器官的萎缩来

改善免疫功能。非特异免疫的指标是通过内质网状

系统中巨噬细胞的 K、α 衡量的
［9］。进一步研究显

示，α 值及 K 值可以被 HY-12 低、中、高 3 个浓度升

高，从而改善巨噬细胞功能。表明 HY-12 可以恢复

一定免疫低下小鼠模型的非特异性免疫功能。
体液免疫是通过脾细胞分泌的溶血素 HCIgM 和

HCIgG来反应的，因为其不仅仅反映合成抗体细胞数

目，还能显示其合成抗体的能力。本研究显示免疫

低下模型小鼠血清中 HCIgM、HCIgG 及脾细胞溶血素

水平都处于较低水平，而 HY-12 中剂量 (200 mg /
kg)和高剂量(400 mg /kg) 均可以增加以上水平，提

示 HY-12 能够增强模型的体液免疫功能，增加机体

抵抗病毒能力。另外，常见的免疫反应还包括迟发

型变态反应，其是由一种 T 细胞引起的免疫超敏反

应，可以通过 T 细胞亚群的检测来判断其程度
［11］。

通常是检测 CD4 +
与 CD8 +

数的水平以及两种的比

值。HY-12 中和高(200、400 mg /kg) 剂量都能明显

的增强免疫低下的小鼠 DTH 反应，表明 HY-12 可以

通过提升体内 DTN 反应来恢复免疫低下小鼠免疫

功能。同时，本课题组还进一步测量了小鼠脾细胞

中 T 淋巴细胞亚群水平情况。CD4 +
与 CD8 +

水平

可以被 HY-12 低中高(100、200、400 mg /kg)，且两

者比值也被提升，由此表明 HY-12 能通过增加迟发

型变态反应提升机体免疫功能。由此猜测，T 淋巴

细胞还有可能是 HY-12 免疫调节作用中的靶细胞

之一，并且有重要作用。众所周知，IL-22 与 T 淋巴

细胞的增殖和分化有着密切关系，其能够促进机体

产生各种抗体和细胞因子，是免疫系统中重要的细

胞因子之一
［12］。HY-12 能提高免疫低下模型小鼠

脾淋巴细胞生成 IL-22 的量，表明 HY-12 还有可能

是参与调节 IL-22，但其作用和机制还有待进一步研

究。
本课题组前期还对 HY-12 在 ＲAW164． 7 细胞

进行研究(未发表)，发现 HY-12 能抑制脂多糖诱导

的 TNF-α 和 IL-6 表达，说明 HY-12 具有较强的抗炎

活性。这也和本研究相似，HY-12 对增强小鼠的免

疫系统可能与巨噬细胞有着密切的关系。
综上所述，HY-12 能增强免疫功能低下模型小
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鼠的免疫系统如非特异性、细胞和体液免疫，对将来

进一步研究 HY-12 在肿瘤或抗炎的治疗上提供部

分免疫功能理论依据，但是其详细机制还不清楚。
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Immunomodulatory property of HY-12 on immunosuppressive mice
Li Xiaofeng，Li Jun，Huang Cheng，et al

(School of Pharmacy，Anhui Medical University，Anhui Provincial Laboratory on Bioactivity of Natural Products，
Anhui Provincial Engineering Ｒesearch Center on Active Components of Natural Products，Hefei 230032)

Abstract Objective To study the immunomodulatory activity of HY-12 on immunosuppressive mice． Methods
Cy (50 mg /kg) was administered by intraperitoneal ( ip) injection for 2 consecutive days to induce immunosup-
pressive model． Carbon clearance，quantitative hemolysis and DNFB-induced delayed-type hypersensitivity were ap-
plied to assay effects of HY-12 on nonspecific immunity，humoral immunity and cellular immunity． Ｒesults In car-
bon clearance test，the clearance index (K) and values of phagocytic index (α) were elevated by HY-12 (100，

200，400 mg /kg)，indicating the phagocytosis of macrophages was enhanced in immunosuppressive mice． In quan-
titative hemolysis，productions of IgG and IgM and hemolysin were enhanced by HY-12 (200，400 mg /kg) ． HY-12
(200，400 mg /kg) obviously increased DTH reactivity and enhanced expression of IL-22 in immunosuppressive
mice． HY-12 (100，200，400 mg /kg) not only increased expression of CD4 + and CD8 + ，but also enhanced the
ratio of the two． Conclusion HY-12 shows significant immunomodulatory property on immunosuppressive mice
through specific and nonspecific immunity．
Key words HY-12; humoral immunity; nonspecific immunity;cellular immunity; cyclophosphamide
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