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摘要： 采用柠檬酸钠－硫酸铜方法制备若羌红枣多糖铜螯合物 （ＲＪＰ－Ｃｕ）， 并对其含量、 表征、 安全性、 补铜效果及免疫增强活性进行综合检测

分析， 其中安全性试验选择 ３６ 只 ＳＰＦ 级昆明 （ＫＭ） 小鼠， 随机分为空白对照组 （生理盐水） 和灌胃 ２ ３００、 １ １５０、 ５７５、 ２８８、 １４４ ｍｇ ／ ｋｇ ＲＪＰ－

Ｃｕ 试验组。 结果显示： ＲＪＰ－Ｃｕ 与若羌红枣多糖 （ＲＪＰ） 相比， 多糖含量、 蛋白含量未发生明显变化， 糖醛酸含量下降， 铜含量从 ２ ｍｇ ／ ｋｇ 提升

至 ５８３ ｍｇ ／ ｋｇ， ＲＪＰ－Ｃｕ 电镜结构发生明显变化， ＲＪＰ－Ｃｕ 同时具有多糖和铜螯合吸收峰； 安全性评价结果显示， ＲＪＰ－Ｃｕ 的安全使用浓度为 ５７５
ｍｇ ／ ｋｇ， 该浓度下小鼠血常规各项指标与空白对照组无显著性差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 肝脏、 肾脏和肠道无病理变化。 ＲＪＰ－Ｃｕ 补铜效果呈浓度依赖性，
随着 ＲＪＰ－Ｃｕ 浓度提高， 血清、 肝脏和肌肉中铜浓度提升； ＲＪＰ－Ｃｕ 低剂量 （１４４ ｍｇ ／ ｋｇ） 组相对空白对照组能够显著促进小鼠免疫球蛋白 （ Ｉｇ）
Ａ、 ＩｇＧ、 白细胞介素 （ＩＬ） －２、 ＩＬ－６、 肿瘤坏死因子 α （ＴＮＦ－α） 的分泌 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 表现出良好的免疫增强活性。 结论： ＲＪＰ－Ｃｕ 螯合成功，
１４４ ｍｇ ／ ｋｇ 低剂量的 ＲＪＰ－Ｃｕ 具有良好的免疫增强作用。
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　 　 若羌红枣种植在新疆若羌县， 因该县昼夜温差

大、 日照充足、 年降水量较少、 境内光热资源丰富等

原因， 使得若羌红枣皮薄肉厚、 果实饱满、 含糖量

高， 具有丰富的营养价值， 是一种具有良好补益效果

的药材［１］。 根据 《本草纲目》 记载， 红枣营养丰富，
有多种保健功能， 如健脾和胃、 养血安神、 补虚益气

等， 因此被国家卫健委批准为药食同源食品［２］。 若

羌红枣多糖 （ＲＪＰ） 具有抗氧化［３］、 增强免疫［４］和保

肝活性等多种生物活性［５］。 铜是生物体必须的微量

元素之一。 大量研究表明， 铜具有多种重要的生物学

功能， 是动物体内一些重要酶的组成成分并与酶的活

性有关［６］。 动物体内铜的缺乏会导致抗体效价降低

和抗体合成障碍， 也会影响其免疫器官的发育等。 现

代药理学研究发现金属离子可以通过共价键和离子键

等方式与多糖及其衍生物结合， 从而形成络合物或螯

合物。 壳聚糖铜［７］、 壳聚糖锌［８］ 和壳聚糖铁［９］ 等多

糖金属络合物， 可以显著改善动物的生产性能、 免疫

性能、 肠道健康与肠道菌群平衡， 其在替代抗生素方

面具有一定的作用。 研究发现， 在肉鸡和蛋鸡的饲料

中添加铜蛋白盐可显著提高其代谢率、 生长性能及免

疫器官指数［１０－１１］； 曹猛猛等［１２］ 研究发现山药粗多糖

铜络合物可提高肉鸡的生长性能， 小肠中淀粉酶和胰

蛋白酶的活性， 十二指肠的绒毛高度以及绒毛高度与

隐窝深度的比值。
铜缺乏症属于地方性代谢病， 在世界各地均有发

生， 尤其是土壤中缺乏铜元素的地区。 哺乳期羔羊的

发生比较频繁， ２—７ 月是发病时期， 其中 ５ 月是高

峰期。 铜缺乏症对动物的发育及成长具有较为严重的

影响， 在一定程度上减缓了羊的发育速度， 降低了养

殖经济效益， 影响羊养殖的经济发展［１３］。 现有常规

的补铜方法是使用硫酸铜液［１４］ 和一些西药， 这些方

法虽然快速有效， 但有副作用。 日粮中添加高水平的

铜会使其在组织器官中大量蓄积， 而使许多重要酶的

活性受到抑制， 导致肝功能障碍， 甚至发生肝坏死，
使谷草转氨酶、 乳酸脱氢酶、 血浆精氨酸酶及血浆胆

红素含量升高［１５］。 因此兽医临床上迫切需要一种作

用方式较为温和、 安全性高且具有良好效果的药物，
对该病进行治疗与预防。

本试验以 ＲＪＰ 为材料， 通过和 ＣｕＳＯ４化学螯合的

方法制备同时具有补充铜离子和协同免疫增强作用的

若羌红枣多糖－铜螯合物 （ＲＪＰ－Ｃｕ）， 分别进行总多

糖含量、 蛋白含量、 糖醛酸含量、 血常规、 小鼠免疫

球蛋白和细胞因子含量测定及组织 ＨＥ 染色观察， 评

价补铜效果和免疫增强作用。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物

３６ 只 ＳＰＦ 级昆明 （ＫＭ） 小鼠 （２０ ～ ２４ ｇ）， 购

自新疆医科大学实验动物中心。 本试验经新疆农业大

学实 验 动 物 福 利 伦 理 委 员 会 批 准 （ 批 准 号：
２０２２０１６）， 生产许可证号： ＳＣＸＫ （新） ２０１９－０００１。
１􀆰 ２　 主要药物及试剂

若羌红枣， 购自乌鲁木齐华菱市场； 柠檬酸铵，
购自天津市盛奥化学试剂有限公司； 葡萄糖醛酸， 购

自北京索莱宝科技有限公司； ４％多聚甲醛通用型组

织固定液， 购自白鲨生物科技－上海桥星贸易有限公

司； 铜比色法试剂盒， 购自武汉伊莱瑞特生物科技有

限公司； 免疫球蛋白 （ Ｉｇ） Ａ、 ＩｇＧ、 白细胞介素

（ＩＬ） －２、 ＩＬ－６、 ＩＬ－１０、 ＩＬ－１７ 和肿瘤坏死因子 α
（ＴＮＦ－α） ＥＬＩＳＡ 试剂盒， 均购自成都正能生物技术

有限责任公司。
１􀆰 ３　 ＲＪＰ 的提取

称取去核若羌红枣 １００ ｇ， 按药材和石油醚体积

比为 １ ∶ ３ 在 ６５ ℃的水浴锅中回流 ２ ｈ， 过滤药渣挥

发石油醚， 按药渣和乙醇体积比为 １ ∶ ３ 在 ８０ ℃水浴

锅中回流 ２ ｈ， 提取 ３ 次， 过滤将药渣挥发乙醇， 按

药渣和水体积比为 １ ∶ １０ 在 ９０ ℃水浴锅中回流 ２ ｈ，
提取 ２ 次， 过滤、 浓缩至 １ ｇ ／ ｍＬ。 浓缩液与 Ｓｅｖａｇ 试

剂 （氯仿 ∶ 正丁醇 ＝ ４ ∶ １） 按 ２ ∶ ５ 的体积比进行混

合， 充分振荡后静置 ３０ ｍｉｎ， 离心 １０ ｍｉｎ （ ４ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ）， 取水相， 重复上述操作 ３ 次。 之后加入无水

乙醇， 使乙醇浓度达到 ８０％， 放 ４ ℃冰箱静置过夜，
沉淀物用无水乙醇搅拌荡洗、 烘干， 得到 ＲＪＰ 干

燥物［１６］。
１􀆰 ４　 ＲＪＰ－Ｃｕ 的制备及含量检测

将 １０ ｇ ＲＪＰ 和 ２􀆰 ５ ｇ 柠檬酸钠放到 ３００ ｍＬ 水中，
然后在 ６０ ℃ 水浴锅中加热并不断搅拌溶解， 加入

２０％ ＮａＯＨ 溶液至碱性， 缓慢加硫酸铜出现不溶物时

立即停止。 然后在 ６０ ℃ 水浴锅中加热并不断搅拌

１ ｈ。 停止搅拌趁热离心 １ ｍｉｎ （４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ） 取上清

液， 上清液倒入 １ ０００ ｋＤａ 的透析袋中透析 ２４ ｈ， 除

去游离杂质， 收集透析袋内液体浓缩到一定体积， 冷

·４６· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２４　 Ｖｏｌ􀆰 ５６　 Ｎｏ􀆰 １１



却后加入无水乙醇， 使乙醇浓度达到 ８０％， 收集沉

淀、 烘干后得到精制的 ＲＪＰ－Ｃｕ［１７］。 ＲＪＰ 和 ＲＪＰ－Ｃｕ
采用苯酚－硫酸法测定总多糖含量［１８］， ＢＣＡ 蛋白浓

度测定试剂盒测定蛋白含量， 硫酸咔唑法测定糖醛酸

含量［１９］， 依据标准 ＧＢ ５００９􀆰 １３—２０１７ 《食品安全国

家标准 食品中铜的测定》 测定铜含量。
１􀆰 ５　 电镜观察

ＲＪＰ 和制备好的 ＲＪＰ－Ｃｕ 采用离子溅射 （离子溅

射仪 Ｅ－１０４５， 日本日立公司） 镀膜法观察样品表面

的形态［１７］。 将 ＲＪＰ 和 ＲＪＰ－Ｃｕ 制备成电镜样品， 采

用场发射扫描电子显微镜 （ ＳＵＰＲＡ－５５ ｖｐ， 德国蔡

司 公 司 ） 开 始 扫 描 分 析， 并 调 节 加 速 电 压

（２􀆰 ００ ｋＶ）， 放大 １００ ～ １ ０００ 倍， 观察样品形状和

表征。
１􀆰 ６　 红外光谱分析

采用 ＤＴＧＳ ＫＢｒ 压片法制备样品［２０］， 将 ＲＪＰ 及

ＲＪＰ － Ｃｕ 压入 ＫＢｒ 试管中 （每 ２００ ｍｇ ＫＢｒ 样品

２ ｍｇ）。 ３２ 次 扫 描， 光 阑 为 １００， 分 辨 率 为

４􀆰 ０００ ｃｍ－１， 动镜速度为 ０􀆰 ４７４ ７， 采样增益为 １， 一

张空白的 ＫＢｒ 磁盘被用作背景。 采用火焰原子吸收

分光光度计 （ＳＰ －３５２０ＡＡ， 上海屹利科学仪器有限

公司） 进行测量。
１􀆰 ７　 ＲＪＰ－Ｃｕ 安全性测定

１􀆰 ７􀆰 １　 小鼠安全性试验

３６ 只 ＫＭ 小鼠 （体重 ２０～２４ ｇ 左右， 雌雄对半）
于新疆农业大学动物医学学院实验动物中心进行饲

养。 小鼠适应性饲养 １ 周后， 随机分为 ６ 组， 空白对

照组和 ５ 个浓度 （２ ３００、 １ １５０、 ５７５、 ２８８ 和 １４４
ｍｇ ／ ｋｇ） ＲＪＰ－Ｃｕ 试验组。 给药前 ６ ｈ 禁食， 不禁水。
给药前小鼠称重， 药物溶于生理盐水并按照每克体重

０􀆰 ０２ ｍＬ 剂量进行灌胃方式给药， 空白对照组小鼠相

同剂量灌胃生理盐水。 给药结束 ２ ｈ 后添加饲料并观

察小鼠的采食情况。 对于给药后死亡的小鼠进行解

剖， 观察其内脏。
１􀆰 ７􀆰 ２　 血常规检测

给药第 ７ 天， 眼球采血法收集小鼠血液， 用血常

规仪 （ＶｅｔＳｃａｎ ＨＭ５， ＡＢＡＸＩＳ 欧洲有限公司） 检测

小鼠白细胞、 红细胞、 单核细胞、 淋巴细胞、 中性粒

细胞、 血小板等血常规各项指标［２１］。
１􀆰 ８　 ＲＪＰ－Ｃｕ 免疫增强作用检测

１􀆰 ８􀆰 １　 小鼠分组及处理

３６ 只 ＫＭ 小鼠经过 １ 周适应性喂养后， 随机分

成空白对照组、 ＲＪＰ － Ｃｕ 低剂量组 （ １４４ ｍｇ ／ ｋｇ）、
ＲＪＰ－Ｃｕ 中剂量组 （２８８ ｍｇ ／ ｋｇ） 和 ＲＪＰ－Ｃｕ 高剂量组

（５７５ ｍｇ ／ ｋｇ）。 空白对照组小鼠每天口服生理盐水，

其余试验组每天给药 １ 次， 连续灌胃 １４ ｄ。
１􀆰 ８􀆰 ２　 组织学检查

给药第 １４ 天收集小鼠的肝脏、 肾脏， 第 ２８ 天收

集小鼠结肠， 固定在 ４％多聚甲醛中， 经脱水、 包

埋、 切片等步骤制作石蜡切片并进行 ＨＥ 染色， 观察

各组织病理变化［２２］。
１􀆰 ８􀆰 ３　 体内铜含量测定

试验开始后第 １４、 ２１ 和 ２８ 天通过摘眼球采血方

式采血 ０􀆰 ５ ｍＬ， 解剖采集肌肉和肝脏。 采血后室温

放置 １ ｈ， 将凝固血与管壁剥离， 使血清充分析出，
然后以 ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 收集血清进行检测。
血清、 肌肉和肝脏按照铜含量检测试剂盒说明书方法

进行操作。
１􀆰 ８􀆰 ４　 免疫球蛋白及细胞因子含量测定

试验开始后第 １４、 ２１ 和 ２８ 天采血分离血清 （方
法同 １􀆰 ８􀆰 ３）， 解剖收集肠液。 ＥＬＩＳＡ 方法测定血清

ＩｇＧ、 肠液 ＩｇＡ 和细胞因子 （ ＩＬ － ２、 ＩＬ － ６、 ＩＬ － １０、
ＩＬ－１７ 和 ＴＮＦ －α） 含量， 操作步骤详见试剂盒说

明书。
１􀆰 ９　 统计分析

采用统计软件 ＳＰＳＳ ２４􀆰 ０ 对数据进行单因素方差

（Ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ） 分析并进行差异显著性分析， 结

果用 “平均数±标准差” 表示。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＲＪＰ 及 ＲＪＰ－Ｃｕ 各项指标含量测定

采用苯酚－硫酸法分别测定 ＲＪＰ 和 ＲＪＰ－Ｃｕ 中的

多糖含量， 回归方程为 Ｙ ＝ ７􀆰 ３２７ ５Ｘ＋０􀆰 ０９９ ９， Ｒ２ ＝
０􀆰 ９９７ ６。 采用 ＢＣＡ 试剂盒测定 ＲＪＰ 和 ＲＪＰ－Ｃｕ 中的

蛋白含量， 回归方程为 Ｙ ＝ ３􀆰 ４５５Ｘ ＋０􀆰 １２６ ３， Ｒ２ ＝
０􀆰 ９９７ ８。 采用硫酸－咔唑法测定 ＲＪＰ 和 ＲＪＰ－Ｃｕ 中的

糖醛酸含量， 回归方程为 Ｙ ＝ ２􀆰 ８５２ ９Ｘ ＋ ０􀆰 ０４７ １，
Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ５。 ＲＪＰ 和 ＲＪＰ－Ｃｕ 中的铜含量分别为 ２􀆰 ０
和 ５８３ ｍｇ ／ ｋｇ。 ＲＪＰ －Ｃｕ 和 ＲＪＰ 相比， 多糖含量、 蛋

白含量未发生明显变化， 糖醛酸含量下降， 铜元素含

量提升明显， 具体结果见表 １。
２􀆰 ２　 扫描电镜观察

在电镜下观察 ＲＪＰ 呈不规则块状结构， 表面光

滑、 多孔， 质地紧实 （图 １Ａ）； 放大后观察， ＲＪＰ 表

面凹凸不平， 孔洞大小及深浅不一 （图 １Ｂ）。 电镜下

观察 ＲＪＰ－Ｃｕ 的结构疏松， 边缘粗糙， 结构不规则，
表面存在裂纹与孔洞 （图 １Ｃ）； 放大后发现 ＲＪＰ－Ｃｕ
由片层结构堆叠而成， 中央存在大口径孔洞， 边缘粗

糙 （图 １Ｄ）。
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表 １　 ＲＪＰ 和 ＲＪＰ－Ｃｕ 不同指标含量比较

药品
指标

多糖 ／ ％ 蛋白 ／ ％ 糖醛酸 ／ ％ 铜 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１）

ＲＪＰ ７２􀆰 ４０±０􀆰 １２ ２􀆰 ８０±０􀆰 １０ １４􀆰 ２０±０􀆰 １３ ２􀆰 ００

ＲＪＰ－Ｃｕ ７３􀆰 ５０±０􀆰 １６ ２􀆰 ５０±０􀆰 １８ ５􀆰 ００±０􀆰 １１ ５８３􀆰 ００

图 １　 ＲＪＰ （Ａ、 Ｂ） 和 ＲＪＰ－Ｃｕ （Ｃ、 Ｄ） 扫描电镜观察

２􀆰 ３　 红外光谱分析

由图 ２ 示， ＲＪＰ 和 ＲＪＰ－Ｃｕ 在 ３ ６００ ～ ２ ５００ ｃｍ－１

之间出峰的位置、 峰形、 峰强的相似度都很高， 说明

它们碳链的骨架是基本一致的， 但其相对分子质量、
单糖组成及被取代的情况可能不同。 ＲＪＰ 在 ３ ４００ ～
３ ２００ ｃｍ－１处有强吸收峰， 这是分子内羟基 （ －ＯＨ）
伸缩振动吸收峰； 在 ３ ０００～２ ８００ ｃｍ－１处有中强吸收

峰， 这是 （－ＣＨ２－） Ｃ－Ｈ 键的伸缩振动吸收峰， 这

２ 个吸收峰是糖类的特征峰； 在 １ ７００ ～ １ ５００ ｃｍ－１之

间的吸收峰为－ＣＯＯＨ 的 Ｃ ＝ Ｏ 非对称伸缩振动吸收

峰； 波数在 １ ０４１ ｃｍ－１之间的吸收峰为吡喃糖苷吸收

峰。 由此可判断提取物是多糖类物质。 由图 ２Ｂ 可

见， ＲＪＰ 在 ３ ２８８ ｃｍ－１处的吸收峰螯合后明显变宽，
ＲＪＰ 在 ９１８ ｃｍ－１ 处的吸收峰螯合后明显减弱， 在

４００～９００ ｃｍ－１处的吸收峰螯合后有明显变化， ＲＪＰ －
Ｃｕ 中波数在 １ ５９４ ｃｍ－１峰有明显的变化， 这些部位可

能是铜络合部位。 结果表明， ＲＪＰ 具有典型的多糖吸

收峰， ＲＪＰ 和铜离子螯合成功。

图 ２　 ＲＪＰ （Ａ） 和 ＲＪＰ－Ｃｕ （Ｂ） 红外光谱分析
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２􀆰 ４　 安全性评价

不同剂量 ＲＪＰ－Ｃｕ 灌胃小鼠， ６ ｄ 内小鼠死亡情

况见表 ２。 给药后观察发现， 相比空白对照组，
２ ３００、 １ １５０ ｍｇ ／ ｋｇ剂量组小鼠均出现活动量下降，
抱堆。 给药２ ｈ 后添加饲料， ２ ３００、 １ １５０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂

量组小鼠表现为不采食也不饮水等异常行为； ５７５、
２８８、 １４４ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量组小鼠进食、 进水， 相对空白

对照组无异常表现。 给药后第 １ 天 ２ ３００ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量

组死亡 ２ 只， 解剖发现胃内容物呈绿色， 各脏器无明

显病变； 给药后第 ２ 天２ ３００ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量组和 １ １５０
ｍｇ ／ ｋｇ 剂量组各死亡 ２ 只， 解剖发现肠道和胃内容物

呈红色， 推测可能是消化道出血， 肝脏药物作用颜色

变黑， 其他脏器无明显病变。 根据小鼠试验结果，
５７５ ｍｇ ／ ｋｇ 以下为安全剂量浓度。
２􀆰 ５　 血常规检测

如表 ３ 所示， 与空白对照组相比， ２ ３００ ｍｇ ／ ｋｇ

剂量组白细胞、 单核细胞、 中性粒细胞、 淋巴细胞、
红细胞的数量显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； １ １５０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂

量组与空白对照组相比红细胞数显著降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）； ５７５、 ２８８ 和 １４４ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量组与空白对照组

相比， 白细胞、 单核细胞、 中性粒细胞、 淋巴细胞、
红细胞和血小板数量之间无显著性差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

表 ２　 小鼠死亡数量情况统计

给药浓度 ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）
第 １ 天 第 ２ 天 第 ３ 天 第 ４ 天 第 ５ 天 第 ６ 天

２ ３００ ２ ２ ０ ０ ０ ０

１ １５０ ０ ２ ０ ０ ０ ０

５７５ ０ ０ ０ ０ ０ ０

２８８ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１４４ ０ ０ ０ ０ ０ ０

　 　 注： 第 ４ 天至试验结束无小鼠死亡。

表 ３　 各组小鼠血常规指标水平比较

给药浓度 ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

白细胞 ／

（１０９·Ｌ－１）

单核细胞 ／

（１０９·Ｌ－１）

中性粒细胞 ／

（１０９·Ｌ－１）

淋巴细胞 ／

（１０９·Ｌ－１）

红细胞 ／

（１０１２·Ｌ－１）

血小板 ／

（１０９·Ｌ－１）

０ ３􀆰 ２０±０􀆰 １０ｂ ０􀆰 ３０±０􀆰 １０ｂ ０􀆰 ７０±０􀆰 １０ｂ ２􀆰 ２０±０􀆰 １０ｂ ９􀆰 ０９±０􀆰 ０２ｂ ８７８􀆰 ３３±２􀆰 ０８

２ ３００ ６􀆰 ９０±０􀆰 ３６ａ ０􀆰 ４７±０􀆰 ０６ａ １􀆰 ９３±０􀆰 ４０ａ ４􀆰 ６０±０􀆰 ２０ａ ９􀆰 ９９±０􀆰 ３３ａ １ ０７７􀆰 ６７±６４􀆰 ３８

１ １５０ ４􀆰 ９０±０􀆰 ４５ａｂ ０􀆰 ３０±０􀆰 ００ａｂ １􀆰 ２０±０􀆰 １０ａｂ ３􀆰 ４０±０􀆰 ５６ａｂ ８􀆰 １１±０􀆰 ２０ｃ ７８３􀆰 ６７±２３９􀆰 ５９

５７５ ４􀆰 ５０±０􀆰 ７８ａｂ ０􀆰 ２７±０􀆰 ０６ａｂ １􀆰 ６０±０􀆰 １０ａｂ ２􀆰 ７３±０􀆰 ６０ｂ ８􀆰 ５５±０􀆰 ６７ｂｃ ８４６􀆰 ６７±２１８􀆰 ９１

２８８ ４􀆰 ４０±０􀆰 ８７ａｂ ０􀆰 ４０±０􀆰 １０ａｂ １􀆰 ２０±０􀆰 ４６ａｂ ２􀆰 ７０±０􀆰 ３６ｂ ９􀆰 １３±０􀆰 １６ｂ ８５９􀆰 ３３±１１４􀆰 ４２

１４４ ３􀆰 ６０±３􀆰 ０３ｂ ０􀆰 ２３±０􀆰 ２３ｂ １􀆰 ０７±１􀆰 １６ａｂ ２􀆰 ３±１􀆰 ６５ｂ ８􀆰 ４２±０􀆰 ３３ｃ １ ０８８􀆰 ００±２４２􀆰 ８９

　 　 注： 同列数据肩标不同字母表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 下同。

２􀆰 ６　 小鼠肝脏、 肾脏和肠道组织学检查

组织学检查如图 ３。 肝脏切片显示， 空白对照组

和低、 中、 高剂量组小鼠肝脏结构清晰、 正常， 可见

桥粒， 肝细胞呈辐射状排列于中央静脉周围， 肝细胞

和肝小叶结构均完整， 细胞间分布紧密有序， 无病

变。 肾脏切片显示， 空白对照组和低、 中、 高剂量组

小鼠肾单位结构清晰， 肾小球及各级肾小管组织结构

完整， 无病变。 肠道切片显示， 空白对照组和低、
中、 高剂量组黏膜层、 黏膜下层、 肌层、 浆膜层组织

结构正常， 肠腺丰富排列规则， 绒毛排列整齐、 密度

较高， 肠绒毛、 隐窝结构形态正常。
２􀆰 ７　 小鼠体内铜含量测定

由表 ４ 可见， 血清铜含量第 １４ 天及 ２８ 天低、

中、 高剂量组均显著高于空白对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 第

２１ 天高剂量组显著高于空白对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 肝

脏铜含量显示， 第 １４ 天中、 高剂量组显著高于空白

对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 第 ２１ 天及 ２８ 天高剂量组显著高

于空白对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 低、 中剂量组和空白对照

组无显著性差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 肌肉铜含量显示， 第

１４ 天低、 中、 高剂量组均与空白对照组无显著性差

异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 第 ２１ 天及 ２８ 天高剂量组显著高于空

白对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 低、 中剂量组和空白对照组无

显著性差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 随着 ＲＪＰ －Ｃｕ 饲喂浓度升

高， 血清、 肝脏和肌肉铜含量逐渐升高， 均呈剂量依

赖性。
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图 ３　 小鼠肝脏、 肾脏和结肠 ＨＥ 染色切片图 （标尺＝１００ μｍ）

表 ４　 小鼠血清、 肝脏及肌肉中铜含量水平比较

样品 组别
给药后时间 ／ ｄ

１４ ２１ ２８

血清

空白对照 １４􀆰 ７２±０􀆰 ２３ｂ １５􀆰 ７３±０􀆰 ３６ｂ １５􀆰 ０３±０􀆰 ４８ｃ

低剂量 １５􀆰 ８８±０􀆰 ４７ａ １６􀆰 ５８±１􀆰 ４０ｂ １７􀆰 ３６±０􀆰 ９４ｂ

中剂量 １６􀆰 ０４±０􀆰 ６７ａ １７􀆰 ０５±１􀆰 ６１ｂ １９􀆰 ４５±０􀆰 ５９ａ

高剂量 １６􀆰 ５８±０􀆰 ４７ａ ２２􀆰 ０９±０􀆰 ９７ａ ２０􀆰 ４６±１􀆰 ２８ａ

肝脏

空白对照 ３􀆰 ６３±０􀆰 ３５ｃ ４􀆰 ０１±０􀆰 ６６ｂ ５􀆰 ６０±０􀆰 ９２ｂ

低剂量 ５􀆰 ６０±０􀆰 ３５ｂｃ ５􀆰 ０７±１􀆰 ３８ｂ ６􀆰 ５１±０􀆰 ４７ｂ

中剂量 ６􀆰 ８９±１􀆰 ２７ｂ ５􀆰 ５２±０􀆰 ６８ｂ ７􀆰 ３４±１􀆰 ０４ｂ

高剂量 １１􀆰 ９６±１􀆰 ８４ａ １４􀆰 ０８±１􀆰 ０７ａ １５􀆰 ６７±２􀆰 ５０ａ

肌肉

空白对照 ３０􀆰 ５６±０􀆰 ６２ ２９􀆰 ８６±０􀆰 ４７ｂ ３３􀆰 ３５±２􀆰 ６８ｂ

低剂量 ３１􀆰 １８±１􀆰 ５８ ３０􀆰 ４８±０􀆰 ５４ｂ ３４􀆰 ０５±５􀆰 ８５ｂ

中剂量 ３１􀆰 ６４±４􀆰 １４ ３１􀆰 ８８±３􀆰 １０ｂ ３７􀆰 ３０±１􀆰 ９０ｂ

高剂量 ３１􀆰 ６４±４􀆰 １５ ３８􀆰 ００±３􀆰 ５１ａ ８０􀆰 ０２±１５􀆰 ６５ａ

２􀆰 ８　 小鼠免疫球蛋白含量测定

如图 ４Ａ 所示， 试验第 １４ 天及第 ２８ 天时低、 中

剂量组小鼠 ＩｇＡ 含量显著高于空白对照组 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 高剂量组小鼠 ＩｇＡ 含量与空白对照组无显著

性差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 第 ２１ 天时， 低剂量组小鼠 ＩｇＡ
含量显著高于空白对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 中、 高剂量组

小鼠 ＩｇＡ 含量与空白对照组无显著性差异 （ Ｐ ＞

０􀆰 ０５）。 如图 ４Ｂ 所示， 试验第 １４ 天时低、 中、 高剂

量组小鼠 ＩｇＧ 含量与空白对照组无显著性差异 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）； 第 ２１ 天时， 低、 高剂量组小鼠 ＩｇＧ 含量显著

高于空白对照组 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 第 ２８ 天时， 低、 中、
高剂量组小鼠 ＩｇＧ 含量均显著高于空白对照组 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 结果表明， ＲＪＰ－Ｃｕ 能够促进小鼠 ＩｇＡ 和 ＩｇＧ
的产生， 并且低剂量组效果最佳。
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同一时间组间比较， 不同字母表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 ４　 ＲＪＰ－Ｃｕ 对小鼠 ＩｇＡ （Ａ） 和 ＩｇＧ （Ｂ） 含量的影响

２􀆰 ９　 小鼠血清中细胞因子含量测定

如图 ５Ａ 所示， 低、 中、 高剂量组 ＩＬ－２ 含量均

显著高于空白对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 低剂量组 ＩＬ－２ 含

量显著高于中、 高剂量组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 低、 中剂量组

ＴＮＦ－α 含量显著高于空白对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 低剂

量组 ＴＮＦ－α 含量显著高于中、 高剂量组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
如图 ５Ｂ 所示， 低、 高剂量组 ＩＬ－６ 含量显著高于空

白对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 中剂量组 ＩＬ－６ 与空白对照组

无显著性差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 低、 中剂量组 ＩＬ－１０ 含量

显著高于高剂量组和空白对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 中、 高

剂量组 ＩＬ－１７ 含量显著高于空白对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
结果表明， ＲＪＰ－Ｃｕ 低、 中剂量组能够有效促进小鼠

血清多种细胞因子的分泌。

同一指标组间比较， 不同字母表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 ５　 ＲＪＰ－Ｃｕ 对小鼠细胞因子含量的影响

３　 讨论

本试题观察发现 ＲＪＰ 螯合前后的电镜扫描图有

明显的形态变化。 ＲＪＰ 红外光谱扫描结果与德力拜尔

等［１７］研究结果基本一致， ＲＪＰ 具有典型的多糖吸收

峰。 螯合前后结构有明显差异， ＲＪＰ 和铜离子螯合成

功。 通过 ＬＤ５０ 确定 ＲＪＰ －Ｃｕ 的安全使用剂量为 ５７５
ｍｇ ／ ｋｇ。 血常规是血液检验中最普遍、 最基本的检测

方法之一， 它能够反映机体病理变化和健康状况［２３］。
本试验结果显示， 剂量为 ５７５ ｍｇ ／ ｋｇ 的 ＲＪＰ－Ｃｕ 组白

细胞、 单核细胞、 中性粒细胞、 淋巴细胞、 红细胞和

血小板与空白对照组之间无显著性差异， 表明该剂量
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下 ＲＪＰ－Ｃｕ 对小鼠具有良好的安全性。 肝脏作为主要

的贮铜器官， 调节机体铜动态平衡， 过量补铜会使铜

在肝细胞线粒体及胞浆中积聚， 导致肝细胞变性、 坏

死， 甚至动物死亡［２４］。 肾脏是动物体内新陈代谢过

程中代谢终产物和过剩物质的主要排出器官［２５］。 肠

道是动物体内消化和吸收营养物质的主要组织， 在机

体生长和健康中发挥着重要作用［２６］。 王梦莹等［２７］ 发

现大剂量肽铁螯合物可对肠道黏膜造成一定损伤。 因

此口服补铜时检测肝脏、 肾脏和肠道结构是安全补铜

的重要前提。 本试验结果所示， ＲＪＰ－Ｃｕ 灌胃浓度为

５７５ ｍｇ ／ ｋｇ （ 高 剂 量 ）、 ２８８ ｍｇ ／ ｋｇ （ 中 剂 量 ） 和

１４４ ｍｇ ／ ｋｇ （低剂量） 时， 小鼠肝脏、 肾脏和肠道组

织未发生损伤， 表现出良好的安全性。
饲料中的铜先从肠腔进入黏膜细胞， 然后从黏膜

细胞进入血液， 以红细胞铜蓝蛋白、 血浆铜蓝蛋白分

布到全身。 肝脏作为铜代谢的中心器官， 具有储备铜

的作用［２８］。 因此， 血清、 肝脏和肌肉铜含量能够充

分反映动物体内铜元素含量的高低［２９］。 本试验结果

所示， 高、 中、 低剂量组 ＲＪＰ－Ｃｕ 均能够提高小鼠血

清、 肝脏和肌肉内微量元素铜水平， 随着 ＲＪＰ－Ｃｕ 浓

度提高， 机体内铜元素浓度提高， 说明 ＲＪＰ－Ｃｕ 补铜

效果呈浓度依赖性。 上述结果表明 ＲＪＰ－Ｃｕ 能够被肠

道吸收并被机体有效利用。
研究发现， 日粮中添加多糖会促进血清免疫球蛋

白和细胞因子的分泌， 从而增强机体的免疫能力［３０］。
机体内的铜在免疫过程中发挥着重要作用， 铜通过参

与机体内免疫球蛋白的合成及免疫相关细胞因子和酶

的调节， 提高肠道 ＩｇＡ、 血清 ＩｇＧ 及细胞因子水平，
从而提高反刍动物的免疫功能［３１－３２］。 机体内铜缺乏

会降低机体免疫球蛋白及细胞因子的分泌， 从而引起

体液免疫、 细胞免疫及非特异性免疫功能下降［３３］。
本试验结果所示， 试验第 １４、 ２１ 及 ２８ 天， ＲＪＰ －Ｃｕ
低剂量组小鼠 ＩｇＡ 含量显著高于空白对照组； 第 ２１
天及 ２８ 天， 低剂量组小鼠 ＩｇＧ 含量显著高于空白对

照组； 低剂量组小鼠细胞因子 ＩＬ－２、 ＴＮＦ－α、 ＩＬ－６、
ＩＬ－１０ 含量均显著高于空白对照组。 已知， ＩＬ－２ 具

有增强 Ｔ 细胞活性， 提高机体免疫作用； ＩＬ－６ 具促

进 Ｔ 细胞增殖和 Ｂ 细胞分化作用； ＩＬ－１０ 能够调节细

胞的生长分化， 调节免疫反应； ＴＮＦ－α 有助于清除

体内感染和促进组织修复［３４］。 因此， 低剂量 ＲＪＰ－Ｃｕ
具有良好的免疫调节作用。

综上所述， 剂量为 ５７５ ｍｇ ／ ｋｇ 的 ＲＪＰ－Ｃｕ 灌胃小

鼠具有良好的安全性， 高、 中、 低剂量组 ＲＪＰ－Ｃｕ 均

具有良好的补铜效果， 其中低剂量组 ＲＪＰ－Ｃｕ 能够有

效促进小鼠 ＩｇＡ、 ＩｇＧ 抗体以及 ＩＬ－２、 ＴＮＦ－α、 ＩＬ－
６、 ＩＬ－１０ 细胞因子的分泌， 表现出了良好的免疫增

强活性， ＲＪＰ－Ｃｕ 因良好的补铜及免疫增强作用有望

开发成为安全有效的补铜新制剂。
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