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摘要：探讨海湾扇贝多肽（polypeptide from bay scallop，PBS）对小鼠H22 肝癌移植瘤的抑瘤作用及机制。将 50 只KM 小鼠随

机分为正常对照组、H22肝癌模型组和 PBS 低、中、高剂量组共 5 组，按试验设计进行体内灌胃试验。结果显示，低、中、高剂量组

的抑瘤率分别为 28.16%、41.93%和 84.00%，具有量效依赖趋势。与模型组相比，三剂量组小鼠血清中突变型 p53、Survivin、8-iso-PGF2α

和MDA 的水平均有所降低，而 IL-2、GSH-Px、SOD 和 TNF-α 的水平均有所升高，且中剂量组较其他两组效果更明显；三剂量组小

鼠肝脏组织提取液呈现相同变化趋势。肿瘤组织病理学观察也表明 PBS 有较好的抗肿瘤生物学效应。PBS 对小鼠肝癌 H22细胞具有

明显的抑制作用。 
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Abstract: The aim of this study was to explore the inhibitory effect and the underlying mechanism of inhibition by polypeptide from bay 

scallop (PBS) on H22 hepatocarcinoma transplanted in mice. A total of 50 Kunming (KM) mice were randomly divided into normal control 

group, H22 hepatocarcinoma model group, low-dose PBS (500 mg/kg·bw) group, medium-dose PBS (1000 mg/kg·bw) group, and high-dose 

PBS (1500 mg/kg·bw) group. An in vivo gavage experiment was performed. The results showed that the tumor inhibition rate in low-, medium-, 

and high-dose groups were 28.16%, 41.93%, and 84.00%, respectively, showing a dose-dependent effect. Compared to the model group, serum 

levels of mutant p53, survivin, 8-iso-prostaglandin F2α (PGF2α), and malondialdehyde (MDA) in the three PBS groups showed a decrease, 

while that of interleukin-2, glutathione peroxidase (GSH-Px), superoxide dismutase (SOD), and tumor necrosis factor-α showed an increase. 

Additionally, the effect seen in the medium-dose group was more obvious than that in the other two groups. The same trend was found in the 

liver extracts from the three dose groups. Pathological evaluations also showed visible antitumor effects by PBS. Thus, this study indicated that 

PBS exerts obvious inhibitory effects on mouse H22 hepatocarcinoma cells. 
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海洋生物多肽较陆生动植物多肽具有独特的结构

和功能，已成为新药开发及功能性食品研究领域的热

点。现已证明，很多海洋肽类具有抗肿瘤、抗氧化、

抗真菌、抗病毒及免疫调节等生理活性[1~3]。扇贝多肽

（polypeptide from chlamys farreri，PCF）是海洋生物

活性肽的一种，我国学者王春波等[4]早在 1998 年就证
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明了其能够有效清除超氧阴离子和羟自由基，并可以

抑制脂质过氧化反应，从而发挥抗皮肤老化的作用。

2000 年，杜为等[5]从栉孔扇贝中，利用 RP-HPLC 分

离得到了 4 个分子量 800~1000 Da 的小分子多肽，并

利用地塞米松(DEX)与脾脏和胸腺淋巴细胞共培养，

测试了PCF 的药理活性，证明其能缓解 DEX 引起的

淋巴细胞抑制作用。2001年，姚如永[6]通过建立紫外

线UVA对HeLa上皮细胞和昆明无毛小鼠氧化损伤模

型，研究证明 PCF 能抵抗紫外线 UVA对上述模型造

成的氧化损伤。 

此后，国内多位学者[7~9]通过构建动物模型和细

胞试验，对 PCF的抗氧化活性及其具体机制进行了深
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入探索，但这些研究均未揭示 PCF的抗肿瘤活性及作

用机制，且所用扇贝多肽均从栉孔扇贝中提取，未对

其他种类扇贝多肽作相关研究。 

海湾扇贝多肽（polypeptide from bay scallop，PBS）

是首次由本课题组从海湾扇贝中酶解获得的海洋多肽

类物质，经分析其包含 5 个多肽组分，分子量为

700~1000 Da，前期研究证明其具有较高的体外抗氧化

活性及自由基清除能力[10]。大量研究证明，自由基和

肿瘤的发生、发展关系密切，在移植性荷瘤动物血液、

肿瘤细胞及肿瘤组织中自由基的含量都可出现异常的

变化[11]。为了更加深入了解海湾扇贝多肽体内抗肿瘤

的作用机制，本研究利用 KM 小鼠建立 H22 肝癌移植

瘤动物模型，通过考察灌胃海湾扇贝多肽对小鼠的抑

瘤率、病理学形态及血清学指标水平的影响，进而研

究海湾扇贝多肽的抗肿瘤机制，为海湾扇贝多肽的进

一步开发利用奠定理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  试验动物、瘤株及试剂 

海湾扇贝，购自秦皇岛；SPF 级昆明鼠，雄性，

体重 18~22 g，购自北京华阜康生物科技股份有限公

司（动物质量合格证号：SCXK(京)2009-0004）；H22

小鼠肝癌腹水型瘤源鼠购自河北医科大学第四医院；

突变型 p53、Survivin、IL-2、TNF-α、小鼠 8 羟基脱

氧鸟苷(8-OHdG)、小鼠 8 异前列腺素 F2α (8-iso- 

PGF2α)、小鼠谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)、小鼠肿

瘤坏死因子 α (TNF-α)、超氧化物歧化酶(SOD)和丙二

醛(MDA)检测试剂盒购自北京冬歌生物科技有限公

司。 

1.2  海湾扇贝多肽的制备 

海湾扇贝→清洗→去内脏→绞成肉糜→按一定固液比加

水调成匀浆→调节 pH→加入适量酸性蛋白酶→置于一定温度

的水浴锅内酶解一定时间→沸水浴灭酶 10 min→冷却后离心

10000 r/min，30 min→取上清液→冷冻干燥→海湾扇贝多肽 

1.3  动物模型的建立  

将已接种 10 d 的 2 只肝癌 H22 腹水型瘤源鼠，颈

椎脱臼处死，腹部皮肤消毒后，无菌条件下，用空针

管抽取乳白色腹水，以无菌生理盐水稀释至细胞活力

为 2×107 个/mL的 H22 肝癌细胞悬液，按 0.2 mL/只对

各组小鼠右后肢腋窝皮下接种上述悬液造模。 

1.4  分组及受试方式 

将 40只 KM小鼠，在试验条件下适应喂养 7 d 后，

随机分为 4 组：模型组、低剂量组、中剂量组和高剂

量组，每组 10只。除正常饲喂外，模型组按每只 0.2 

mL/d 灌胃生理盐水，其余 3组分别按 500 mg/(kg·d)、

1000 mg/(kg·d)、1500 mg/(kg·d)灌胃海湾扇贝多肽，

第 11 d 于各组小鼠后肢腋下注射 H22 肝癌细胞悬液，

建立皮下移植瘤模型，再继续灌胃 10 d。 

1.5  样品采集 

末次灌胃 24 h 后，称体重，摘除小鼠眼球采血。

采集的血液在室温放置 30 min，4 ℃离心（20 min，

3000 r/min），分离血清，置-20 ℃保存，用于各血清指

标的测定。采血后将各组小鼠脱颈致死，剥离实体瘤、

脾脏及胸腺，在滤纸上浸干血液后称重。按下式计算

各组小鼠抑瘤率及免疫器官指数。 
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1.6  海湾扇贝多肽对小鼠血清免疫指标的影

响 

取各组小鼠血清及组织提取液样品，采用 ELISA

试剂盒检测Survivin、突变型p53、IL-2、丙二醛(MDA)、

超氧化物歧化酶(SOD)、小鼠 8 羟基脱氧鸟苷(8- 

OHdG)、小鼠 8 异前列腺素 F2α(8-iso-PGF2α)、小鼠

谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)、小鼠肿瘤坏死因子 α 

(TNF-α)各项指标水平。 

1.7  小鼠肿瘤组织病理学观察 

取肿瘤组织，立即用 10%中性福尔马林液固定，

进行常规石蜡包埋、切片（5 μm）、HE染色和树脂胶

封片，在光学显微镜下观察组织切片病理学变化并拍

照。 

1.8  统计学处理 

采用 SAS9.1 软件进行数据统计学处理和分析。

采用 t 检验分析两组间差异，方差不齐者采用秩和检

验分析，P<0.05 为有统计学意义。 

2  结果与讨论 

2.1  试验小鼠成瘤及生长情况 

模型组小鼠 7 d即可成瘤，且生长迅速。与模型
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组比较，海湾扇贝多肽各剂量组小鼠9~10 d 成瘤，肿

瘤生长缓慢。各组小鼠成瘤率为 100%。试验结束后，

剥离肿瘤称重，结果见图 1。 

 
图 1 海湾扇贝多肽对荷瘤小鼠肿瘤质量的影响 

Fig.1 Effect of PBS on tumor weight in tumor-bearing mice 

由图 1 可知，模型组小鼠肿瘤质量较大，达到

(0.54±0.63)g；低、中、高各剂量组小鼠 H22 肿瘤生长

均明显受到抑制，分别达到(0.39±0.61)g、(0.32±0.20)g

和(0.09±0.11)g，高剂量组与模型组比较，差异有显著

统计学意义(P<0.05)。 

2.2  灌胃海湾扇贝多肽对小鼠肿瘤抑制率的

影响 

随着海湾扇贝多肽灌胃剂量的增加，肿瘤抑制率

逐渐升高，分别达到 28.16%、41.93%和 84.00%，具

有量效依赖趋势，结果如图2 所示。 

 
图 2 海湾扇贝多肽对小鼠抑瘤率的影响 

Fig.2 Effect of PBS on tumor inhibition rate in tumor-bearing 

mice 

由图 2 可知，中、高剂量组PBS 对肿瘤的抑制效

果都较明显，尤其是高剂量组效果异常明显。分析原

因：（1）本试验采用的中、高剂量分别为1000 mg/kg·bw

和 1500 mg/kg·bw，高于一般研究选用的剂量，以致

抑瘤率异常高。（2）本试验接种瘤株后仅饲养了 10 d

就测定了相关指标，试验结束时，高剂量组小鼠因受

到抑制而延迟了成瘤，从而达到异常高的抑瘤率，所

以，该结果仅适用于本次试验条件下。 

2.3  灌胃海湾扇贝多肽对小鼠体重及免疫器

官指数的影响 

表 1 海湾扇贝多肽对荷瘤小鼠脏器的影响(n=10， SX  ) 

Table 1 Effect of PBS on the organs of tumor-bearing mice (n=10， SX  ) 

 平均胸腺重/g 平均脾重/g 胸腺指数/(mg/g) 脾脏指数/(mg/g) 

模型组 0.11±0.03 0.18±0.05 2.31±4.10 4.71±7.84 

低剂量组 0.10±0.02 0.17±0.02 2.69±5.96
※
 4.62±5.66 

中剂量组 0.11±0.03 0.18±0.02 2.79±8.14
※
 4.76±8.35 

高剂量组 0.09±0.02 0.18±0.03 2.45±6.20 4.36±8.32
※
 

注：※P<0.05 与模型组相比。 

由表 1 可知，与模型组相比，PBS 各剂量组的胸

腺指数均有所升高，低、中剂量组差异显著（P<0.05），

高剂量组变化不明显（P>0.05）；低剂量组的脾脏指数

与模型组相比变化不明显（P>0.05），中剂量组的脾脏

指数与模型组相比略有升高但不明显（P>0.05），但高

剂量组的脾脏指数显著降低（P<0.05）。 

胸腺和脾脏均是机体重要的免疫器官，免疫功能

低下时，免疫器官会异常变大，故观察免疫器官重量

及其免疫器官指数的改变，可以用来衡量小鼠免疫功

能的变化。研究发现，荷瘤小鼠的胸腺常出现萎缩，

而免疫促进剂可使其重量恢复至正常水平。在癌变过

程中，因肝脏正常血管结构被破坏，门脉高压形成及

机体免疫应答反应的影响，最终会造成脾脏增大[12]。

本试验结果表明，灌胃海湾扇贝多肽后有一定免疫增

强作用，但可能因为高剂量组剂量偏高，所以对免疫

功能产生了一定的抑制作用。 

2.4  灌胃海湾扇贝多肽对小鼠血清学指标的

影响 

由表 2 可知，与模型组相比，PBS 三剂量组小鼠

血清中 SOD 的水平均显著升高（P<0.05）；低、中剂

量组的 GSH-Px 水平显著升高（P<0.05），高剂量组差

异不显著（P>0.05）；中剂量组 8-iso-PGF2α 的水平显

著降低（P<0.05），其他两剂量组差异不显著（P>0.05）；
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中、高剂量组的 MDA水平显著降低（P<0.05），低剂

量组差异不显著（P>0.05）。说明 PBS 有较强的抗氧

化能力，这可能是 PBS 发挥抑瘤作用的一条途径，但

其灌胃剂量大小对其活性有影响。 

表 2 海湾扇贝多肽对荷瘤小鼠血清指标的影响(n=10， SX  ) 

Table 2 Effect of PBS on serum markers of tumor-bearing mice (n=10, SX  ) 

指标 空白组 模型组 低剂量组 中剂量组 高剂量组 

p53/(μg/mL) 67.36±3.88 92.39±2.72 89.54±3.92 75.67±4.26※ 70.31±3.36※ 

Survivin/(pg/mL) 213.84±8.53 328.16±14.55 250.64±13.40※ 223.17±12.77※ 
231.83±16.52

※ 

MDA/(nmol/mL) 4.05±0.13 5.19±0.18 4.21±0.10 4.18±0.09※ 4.05±0.18※ 

SOD/(U/mL) 151.51±6.17 106.81±4.77 143.90±4.37※ 151.16±4.81※ 
145.62±17.88

※ 

IL-2/(pg/mL) 14.89±0.97 16.45±0.10 22.93±0.12※ 23.12±0.09※ 19.35±0.98 

8-iso-PGF2α/(μg/mL) 18.51±1.01 29.06±1.18 26.07±0.62 23.43±1.03※ 26.17±0.98 

GSH-Px/(U/L) 177.25±5.57 161.66±4.16 208.79±5.64※ 195.13±8.16※ 172.70±7.47 

TNF-α/(ng/mL) 1.89±0.09 1.65±0.10 1.90±1.22 2.03±0.09※ 1.95±0.09 

注：※P<0.05，与模型组相比。 

与模型组相比，PBS 低、中剂量组 IL-2的水平显

著升高（P<0.05），高剂量组差异不显著（P>0.05）；

中剂量组 TNF-α 的水平显著升高（P<0.05），其他两

剂量组差异不显著（P>0.05）。说明 PBS 能通过调节

细胞因子的水平，间接诱导肿瘤细胞凋亡，达到抑瘤

的效果，但灌胃剂量也对其活性有影响。 

由表 2 可知，与模型组相比，PBS 三剂量组小鼠

血清中Survivin 的水平均显著降低（P<0.05）；中、高

剂量组 p53 的水平显著降低（P<0.05），低剂量组差异

不显著（P>0.05）。说明 PBS 可通过下调突变型 p53 和 

Survivin 等凋亡相关蛋白的表达，限制肿瘤组织的侵

袭和转移能力，抑制小鼠 H22 肿瘤组织生长。 

2.5  灌胃海湾扇贝多肽对小鼠肝脏组织提取

液各指标的影响 

表 3 抗氧化肽对荷瘤小鼠肝脏组织提取液免疫指标的影响(n=10， SX  ) 

Table 3 Effect of PBS on serum markers of tumor-bearing mice (n=10， SX  ) 

指标 空白组 模型组 低剂量组 中剂量组 高剂量组 

p53/(μg/mL) 67.34±4.60 98.01±3.80 75.90±4.13※ 70.11±4.03※ 78.50±4.79※ 

Survivin/(pg/mL) 215.55±11.49 343.77±11.12 324.86±8.46 309.40±8.24※ 301.82±11.82※ 

MDA/(nmol/mL) 4.27±0.09 5.36±0.12 4.98±0.15 4.34±0.12※ 4.89±0.18 

SOD/(U/mL) 154.14±4.04 113.71±5.69 146.24±4.47 152.41±4.66※ 149.49±9.55 

IL-2/(pg/mL) 15.44±4.51 16.42±1.04 21.75±1.94 26.39±1.45※ 20.53±1.18 

8-OhdG/(ng/L) 50.53±1.27 70.77±1.50 69.54±1.63 52.44±2.16※ 60.06±1.62※ 

8-iso-PGF2α/(μg/mL) 17.87±0.60 30.33±0.64 25.64±0.70※ 26.46±0.83 25.36±1.18※ 

GSH-Px/(U/L) 149.00±3.11 142.50±5.10 209.46±6.51※ 211.36±2.52※ 212.27±4.47※ 

TNF-α/(ng/mL) 4.67±0.13 4.37±0.24 5.08±0.17 5.18±0.11※ 5.09±0.16 

注：※P＜0.05 与模型组相比。 

由表 3 可知，与模型组相比，PBS 三剂量组小鼠

血清中 GSH-Px 的水平均显著升高（P<0.05）；中剂量

组 SOD 的水平显著升高（P<0.05），其他两组差异不

显著（P<0.05）；中剂量组 MDA 水平显著降低

（P<0.05），其他两组差异不显著（P>0.05）；低、高

剂量组 8-iso-PGF2α 的水平显著降低（P<0.05），中剂

量组差异不显著（P>0.05）。说明 PBS 有较强的清除

自由基和抗脂质过氧化的抗氧化能力，这与试验中小

鼠血清指标的结果相符。 

与模型组相比，PBS 中剂量组 IL-2的水平显著升

高（P<0.05），另两组差异不显著（P>0.05）；中、高

剂量组 8-OHdG 的水平显著降低（P<0.05），低剂量组

差异不显著（P>0.05）；中剂量组 TNF-α 的水平显著

升高（P<0.05），其他两剂量组差异不显著（P>0.05）。

说明 PBS 具有间接诱导肿瘤细胞凋亡的作用，这与以

上试验结果也相符。 
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与模型组相比，PBS 三剂量组小鼠血清中突变型

p53 的水平均显著降低（P<0.05）；中、高剂量组

Survivin 的水平显著降低（P<0.05），低剂量组差异不

显著（P>0.05）；说明PBS 能下调细胞凋亡相关蛋白：

突变型 p53 和 Survivin 的表达，限制肿瘤组织的侵袭

和转移能力，抑制小鼠H22 肿瘤组织生长。 

2.6  肿瘤组织病理学观察 

肿瘤组织石蜡切片经 HE 染色后，正常细胞核被

染成蓝紫色，胞浆被染成红色。由于癌细胞核染色质

增多，颗粒变粗，核深染，有的可呈墨水滴样，同时

因核内染色质分布不均，核的染色深浅不一。组织中

幼稚细胞越多，DNA密度越大，表明细胞分裂越旺盛，

蓝紫色越深。组织生长异常时，可能出现胞核聚集，

则出现局部深染、不均匀。 

H22 荷瘤模型组、PBS 各剂量组肿瘤组织切片显

微照片如图 3 所示。 

  

  

  

  

图 3 H22荷瘤模型组、PBS 各剂量组肿瘤组织切片显微照片 

Fig.3 Micrographs of tumor tissue in H22 tumor-bearing mice 

model and different doses of PBS  treatment group. 

由图 3 可见，肿瘤细胞生长旺盛，且因皮下脂肪

球溶出形成了白色空泡。其中深蓝紫色（核染色）为

幼小、旺盛生长的肿瘤细胞，这些细胞排列紧密、胞

浆少、核多，还可见双核的分裂相。低剂量组肿瘤细

胞排列较紧密，结构模糊，组织生长较旺盛；中剂量

组肿瘤细胞肿大、排列紧密现象得到一定改善，小部

分肿瘤细胞变性、坏死；高剂量组可见大部分肿瘤细

胞生长不良，出现大小不一的坏死，且细胞分布较均

匀。 

总之，PBS 各剂量组与模型组相比，细胞核聚集

现象得到改善，核分裂像降低，且随着灌胃剂量的增

加，整体表现为细胞分布逐渐均匀。 

3  结论 

3.1  本研究制备的海湾扇贝多肽冻干粉为棕黄色粉

末，水溶性较强。经体内抑瘤试验发现，灌胃 500 

mg/(kg·d)、1000 mg/(kg·d)和 1500 mg/(kg·d)的海湾扇

贝多肽均能显著抑制小鼠肝癌移植瘤的生长，且抑瘤

率具有量效关系。肿瘤组织病理学观察也表明所提海

湾扇贝多肽有明显的抗肿瘤生物学效应。 

3.2  海湾扇贝多肽抑制 H22移植瘤生长的同时，还伴

随着突变型 p53 和 Survivin 水平的显著降低。表明海

湾扇贝多肽可通过下调突变型 p53 和 Survivin 等凋亡

相关蛋白的表达，限制肿瘤组织的侵袭和转移能力，

抑制小鼠 H22 肿瘤组织生长。同时，其他指标检测结

果显示，海湾扇贝多肽具有较强的氧自由基清除能力，

能有效阻止脂质过氧化反应，且具有间接诱导肿瘤细

胞凋亡的作用，这些也可能是其发挥抑瘤作用的途径

之一。 

3.3  综上所述，灌胃海湾扇贝多肽对 H22 荷瘤小鼠具

有较好的抑瘤作用，其作用机制可能有三个：一是PBS

抗氧化能力较强，对肿瘤免疫有一定的调节作用；二

是 PBS 能通过调节细胞因子水平，间接诱导肿瘤细胞

凋亡；三是PBS 通过下调细胞凋亡相关蛋白的表达，

发挥抑瘤作用。但该海湾扇贝多肽中 5 个组分的具体

抑瘤机制还有待进一步研究。 
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