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酪蛋白水解物类蛋白反应修饰产物对 H2O2诱导的人脐

静脉内皮细胞（HUPVC）氧化损伤的保护作用 
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摘要：本研究以 Neutrase 0.8 L 对酪蛋白进行水解，水解后的酪蛋白（HC）分别导入外源性氨基酸苯丙氨酸、组氨酸与脯氨酸

进行类蛋白反应。所得的修饰产物（HCPHE、HCHIS 和 HCPRO）体外的 DPPH⋅清除活性，羟自由基清除能力和还原能力与 HC 相

比最大可分别提高 30.51%、45.83%和 42.81%（p<0.05）。HUPVC 与修饰产物单独预孵育 24 h 后经 300 μmol/L H2O2氧化损伤考察修

饰产物对 HUPVC 的保护作用，CCK-8 法测定细胞存活率结果表明修饰产物高剂量组的细胞成活率分别高于 HC 组 7.86%、5.21%和

10.52%（p<0.05），与茶多酚（TP）给药组无明显差异（p>0.05），并存在剂量依赖关系。与氧化损伤模型组相比，HCPHE、HCHIS

和 HCPRO 可有效降低 LDH 渗出率，MDA 生成量，SOD 活力，降低效果强于同浓度的 HC 组，与此同时可使 GSH-Rd，CAT 的活

力显著增强，然而细胞内 GSH 的含量变化不明显。综上所述，三种类蛋白反应修饰产物对 H2O2诱导的 HUPVC 损伤具有很好的保护

作用，且保护效果高于 HC。 
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Abstract: Casein was hydrolyzed by neutrase (0.8 L), and then the hydrolyzed casein (HC) was modified with phenylalanine (PHE), 

histidine (HIS), and proline (PRO) through plastein reaction. In vitro 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH·) radical-scavenging abilities, 

hydroxyl radical-scavenging abilities, and reducing powers of the corresponding products (HCPHE, HCHIS, and HCPRO) were significantly 

higher than those of HC by 42.81%, 45.83%, and 30.51%, respectively (p<0.05). The modified products (HCPHE, HCHIS, and HCPRO) were 

incubated with human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) for 24 h, and the protective effect of the modified products was evaluated after 

the HUVECs were injured using 300 μmol/L H2O2. Cell viability was measured using the CCK-8 method. The results showed that the cell 

viability of the groups treated with a high dose of HCPHE, HCHIS, or HCPRO was significantly higher than that of the group treated with HC 

by 7.86%, 5.21%, or 10.52% (p<0.05), respectively, and there was no significant difference between the high dose group and the group treated 

with tea polyphenols (TP) (p>0.05); furthermore, the relationship was dose-dependent. HCPHE, HCHIS, and HCPRO effectively decreased the 

leakage of lactate dehydrogenase (LDH), malondialdehyde (MDA) content, and superoxide dismutase (SOD) activity, compared with the HC 

group at the same concentration. Furthermore, HCPHE, HCHIS, and HCPRO significantly enhanced the activities of glutathione reductase 

(GSH-Rd) and catalase (CAT), while the change in the content of glutathione (GSH) in the cells did not significantly change. The study showed 

that HCPHE, HCHIS, and HCPRO had a good protective effect on H2O2-induced injury in HUVECs, with the protective effect being better than 

that of HC. 
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“抗氧化悖论”在人类非传染性疾病（癌症与阿尔

茨海默病和糖尿病）中常用作描述氧自由基和活性氧

（ROS）的含义。修复受损的生物分子发生故障会引

起机体生理反应产生过剩的自由基。进而体内形成

ROS 如羟基自由基和超氧自由基并引起生理氧化损

伤许多生物分子如蛋白质、DNA 等。研究已经发现，

疲劳和许多人类疾病都与 ROS 有关[1]。因此，抗氧化

剂的应用将有助于减少机体内的氧化损伤，从而降低

人类疾病的发病率。 
食源性蛋白质酶水解产生的生物活性肽具有优异

的抗氧化能力，在人体内能抑制脂质过氧化，其体内

的作用机制包括活性氧自由基的失活、自由基清除、

金属螯合和氢过氧化物的形成减少[2]。目前已从鹰嘴

豆、大麻种子、牡蛎等动植物蛋白水解物中提取抗氧

化肽[3~5]。酪蛋白占乳中总蛋白含量的 80%左右，它

在体外和体内经酶的作用会发生水解，产生具有影响

细胞功能的生物活性肽。这些生物活性肽会使消化、

内分泌、免疫、神经和营养等生物过程发生应答反应。

此外，酪蛋白水解物中的活性肽具有降压、催眠、矿

物结合、抗血栓、抗菌、免疫调节和抗氧化活性[5~10]。 
目前研究中获得酪蛋白中活性肽的方法大多以酶

水解后分离纯化为主。酪蛋白水解物经外源性氨基酸

导入发生类蛋白反应（plastein reaction）在体外的抗

氧化活性测定中显示出较高的抗氧化活性[11]，但对细

胞作用的抗氧化活性及作用机理尚没有研究。食源性

化合物如从红酒和葡萄中发现的抗氧化剂白藜芦醇，

人参中的活性成分人参皂甙，大蒜中活性成分的大蒜

素在培养的人脐静脉内皮细胞（HUPVC）中的作用都

显示出氧化应激活性氧的增加，在血管内皮功能障碍

的表现中起着关键的作用[12,13]。因此本研究的主要目

的是探究酪蛋白水解物经 Plastein 反应修饰后对 H2O2

诱导 HUPVC 氧化损伤的保护作用，并与酪蛋白水解

物对其保护作用加以对照，以细胞存活率（cell 
viability）、胞外乳酸脱氢酶（LDH）、丙二醛（MDA）、

谷胱甘肽（GSH）、超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘

肽还原酶（GSH-Rd)和过氧化氢酶（CAT)的含量或活

性为测定指标，判断酪蛋白水解物经过 Plastin 反应后

对细胞抗氧化能力的影响，为其应用建立理论基础。 

1  材料和方法 

1.1  试剂与仪器 

1.1.1  主要试剂 
酪蛋白，北京奥博星生物技术有限责任公司；

Neutrase 0.8 L（3 kU/g 蛋白），诺维信；L-苯丙氨酸甲

酯盐酸盐，阿拉丁试剂股份有限公司；组氨酸甲酯盐

酸盐，阿拉丁试剂股份有限公司；脯氨酸甲酯盐酸盐，

阿拉丁试剂股份有限公司；过氧化氢，天津市耀华化

学试剂有限公司；DPPH，Sigma 公司；邻二氮菲，天

津科密欧化学试剂公司；铁氰化钾，天津市博迪化工

有限公司。茶多酚，成都曼思特生物科技有限公司；

胎牛血清，HyClone 公司；RPMI 1640 培养基，HyClone
公司；胰蛋白酶（126 kU/g），Amresco 公司；人脐静

脉内皮细胞，康众康民原细胞库—南京剑桥生物技术

有限公司；Cell Counting Kit-8(CCK-8)，同仁化学研究

所；LDH 测试盒，南京建成生物工程研究所；SOD
测试盒，南京建成生物工程研究所；CAT 测试盒，南

京建成生物工程研究所；MDA 测试盒，南京建成生

物工程研究所；BCA 法蛋白定量测试盒，南京建成生

物工程研究所。 

1.1.2  主要仪器 
Alpha 1-4 中型冻干机，德国 Matin Christ 公司；

Model 680 酶标仪，美国 Bio Rad Laboratories 公司；

UV-2401PC 紫外可见分光光度计，日本岛津公司；

HF-90CO2培养箱，力康公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  酪蛋白水解物的制备及酪蛋白水解物的

Plastein 反应 
根据 Yue[11]等研究方法，并加以改进。酪蛋白配

制成 10%（m/V）溶液并用 2 mol/L 的 NaOH 溶液调

节 pH 至 7.2，加入 Neutrase 0.8 L（3 kU/g 蛋白），45 ℃
下酶解 6 h，迅速放入 95 ℃水浴中灭酶 15 min，冷却

至室温后 5000 r/min 离心 20 min 除去沉淀。所得的上

清液冻干后保存于-20 ℃备用。 

利用 Plastein 反应对酪蛋白水解物（hydrolyzed 
casein，HC）进一步修饰，制备的酪蛋白水解物作为

类蛋白反应的底物，利用 Neutrase 0.8 L 在 50%的水-

乙醇体系中催化类蛋白反应。根据前期实验确定最适

反应条件为：反应温度为 25 ℃，底物浓度为 40% 
（m/V），Neutrase 0.8 L 的添加量为 3.1 kU/g 蛋白质，

外源性氨基酸苯丙氨酸、组氨酸、脯氨酸添加比例为

0.6 mol/mol 游离氨基，反应时间为 6 h。反应结束后

在 95 ℃水浴中灭酶 15 min。根据 Anne Pihlanto[10]的

研究结果N-端为 Phe 或His 的氨基酸序列其抗氧化活

性较强及本实验室前期研究[11]确定导入外源性氨基

酸为 Phe、His 和 Pro，所得的导入苯丙氨酸酪蛋白水

解物修饰产物（HCPHE）、组氨酸酪蛋白水解物修饰

产物（HCHIS）、脯氨酸酪蛋白水解物修饰产物

（HCPRO）冻干后储存-20 ℃备用。 
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1.2.2  HCPHE、HCHIS 和 HCPRO 的抗氧化活

性分析 
1.2.2.1  DPPH 自由基的活性 

配制浓度为 20 μmol/L DPPH 乙醇溶液，存于暗处

待用，取 1 mL DPPH 乙醇溶液与 2 mL 的样品溶液在

具塞试管中混合，室温下暗处放置 30 min 后，测定其

在 517 nm 处吸光值。乙醇作为空白对照，DPPH 自由

基清除率的计算方法如下[3]： 

100
ΔA

ΔA-ΔA
(%)DPPH

空白

样品空白 ×=⋅清除活性  

1.2.2.2  羟自由基清除能力 

2 mL 溶于 0.15 mol/L，pH 7.4 磷酸盐缓冲溶液的

邻二氮菲（0.75 mmol/L）与 2 mL 溶于 0.15 mol/L，
pH 7.4 磷酸盐缓冲液的 FeSO4（0.75 mmol/L）充分混

合，加入1 mL样品和1 mL质量分数为0.01%的H2O2。

混合物在 37 ℃保温 60 min，在 536 nm 下测定，公式

如下[3]： 

100
AA
A-A(%)

10

1s ×
−

=羟自由基清除能力  

其中 As为样品的吸光值；A1为邻二氮菲，FeSO4和 H2O2

的对照溶液吸光值；A0为邻二氮菲和 FeSO4的空白溶液的吸光

值。 

1.2.2.3  还原能力 
取 2 mL、0.2 mol/L 的磷酸缓冲溶液（pH 6.6）与

2 mL 质量分数为 1%铁氰化钾溶液混合，加入 2 mL
样品使样品终浓度为 2 mg/mL,50 ℃保温 30 min，冷

却并加入 2 mL、10%的三氯乙酸；取 2 mL 上清液加

入 2 mL 蒸馏水和 0.4 mL、0.1%氯化铁，混合均匀；

反应 10 min 后在 700 nm 测定吸光度[3]。 
1.2.3  HUPVC 的培养 

人脐静脉内皮细胞从液氮罐中取出冻存的人体脐

静脉血管内皮细胞株，放入水浴锅中解冻，然后于细

胞间超净台中将细胞转移至预先加入含有10 mL胎牛

血清的离心管中，1000 r/min 离心 5 min。吸弃上清，

加入新的含 10%胎牛血清的 RPMI 1640 培养液，反复

吹打，使细胞分散均匀，转移至培养瓶中置于 37 ℃
含 5%二氧化碳的细胞培养箱中培养，隔日换液。当

细胞生长至 80%~90%融合度时，吸弃旧培养液，加入

3 mL PBS（pH 7.2~7.4）洗 3 次后吸弃 PBS，加入胰

酶消化 4 min，加入含胎牛血清的 RPMI1640 培养液

终止胰酶的作用，反复吹打细胞，使之从瓶壁脱落成

细胞悬液，吹打均匀后传代培养细胞培养瓶中，置于

培养箱中培养。细胞生长融合至 80%时，胰酶消化，

收集，细胞计数，以按适宜浓度密度分别种于 96 孔板

（每孔 100 μL）和 6 孔板（每孔 3 mL），细胞贴壁后

待用[6]。 

1.2.4  H2O2诱导 HUPVC 损伤模型的建立 
用无血清 1640 培养基将稀释成 0、100、200、300、

600、800 μmol/L 6 个剂量组，分别加入 96 孔板中，

每孔 100 μL，分别作用 12、24、48 h 后，将上清弃掉，

采用 CCK-8 法[14]进行细胞存活率检测，每孔加入 20 
μL CCK-8 溶液，继续培养 2 h，振荡混匀，在 96 孔酶

标仪上检测各孔光密度（OD）值，检测波长 450 nm。 

100(%)
ODOD

ODOD ×
−

=
调零组对照组

调零组处理组
细胞存活率

-
 

1.2.5  HC、HCPHE、HCHIS 和 HCPRO 对

HUPVC 的存活率影响 
HUPVC以1×104接种于96孔板中，HC和HCPHE

等样品用无血清 RPMI 1640 培养基进行溶解，将其配

制成 0.5、1、2 mg/mL 三个剂量，正常对照组加入无

血清培养基，实验组组每孔含药溶液，预孵育后，按

CCK-8 方法检测细胞存活率。 

1.2.6  HC、HCPHE、HCHIS 和HCPRO 对H2O2

诱导损伤 HUPVC 保护的时效关系 
正常对照组和 H2O2 氧化损伤模型组每孔加无血

清培养基，HC、HCPHE、HCHIS 和 HCPRO 各剂量

组（0.5、1、2 mg/mL）分别预孵育 12 和 24 h 后，弃

上清，加入 300 μmol/L H2O2作用后，按 CCK-8 方法

检测细胞存活率。以确定三种类蛋白反应修饰产物保

护诱导损伤的 HUPVC 最佳作用时间和作用浓度。 

1.2.7  HC、HCPHE、HCHIS 和 HCPRO 对诱

导血管内皮细胞损伤的保护作用 
将细胞接种于 6 孔板，实验分组为，正常对照组

（Control）：每孔给予 2 mL 无血清培养基；模型组

（Model）：每孔给予浓度 300 μmol/L H2O2，作用 24 h；
阳性对照（Vc）组：给予终浓度 0.167 μg/mL Vc；茶

多酚（TP）组：给予终浓度为 25 μg/mL 的 TP；HC、
HCPHE、HCHIS 和 HCPRO 给药组：给予终浓度为

0.5、1、2 mg/mL 孵育 24 h 后，给予浓度为 300 μmol/L
的 H2O2 2 mL。 

实验结束后离心收集细胞上清，消化收集各组细

胞，每组加 1 ML PBS，采取反复冻融的方法，直至细

胞破碎，使内溶物流出，离心，吸取上清，进行蛋白

定量（BCA 法[6]）。检测细胞上清液中的 LDH 含量，

细胞中 SOD、CAT 和 GSH-Rd 的活力及 GSH，MDA
的含量，操作步骤按试剂盒说明书进行测定。 

1.2.8  数据统计 
采用 Excel 2010 软件进行实验数据处理，以平均

值±标准差的形式表示。用 SPSS 19.0 软件进行单因素

方差分析及 Duncan 多重比较分析，p<0.05 认为差异
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明显。 

2  结果与讨论 

2.1  Plastein反应对抗氧化活性的影响 

如表 1 所示 HCPHE、HCHIS 和 HCPRO 的抗氧

化活性指标 DPPH 自由基的活性，羟自由基清除能力

和还原能力与未修饰前 HC 的相关指标最大可分别提

高 30.51%、45.83%和 42.81%（p<0.05）。说明只是通

过酶催化作用得到的酪蛋白水解物，由于受蛋白质一

级结构中肽键的影响，其抗氧化能力的提高受到限制。

而通过类蛋白反应可以使肽分子的末端连接肽片段或

氨基酸残基，导致某些氨基酸的序列发生改变，产生

新的肽分子，进而实现肽分子的结构或氨基酸的序列

发生重新组合，使其生物活性发生改变，此外大多数

高活性的抗氧化肽都含有疏水性氨基酸。这与 Yue[11]

的研究结果一致。Vc 在浓度相同条件下的 DPPH 清除

活性和还原能力分别为 85.26±1.31 和 59.21±2.29，因

此本实验中所得的产物体外抗氧化活性低于 Vc。 
表1 酪蛋白水解物（HC）及其类蛋白反应修饰产物（HCPHE、

HCHIS和 HCPRO）的抗氧化活性 

Table 1 Antioxidant activities of casein hydrolysates and casein 

hydrolysates modified with phenylalanine, histidine, and 

proline by plastein reaction 

样品 DPPH⋅清除活性

/% 

羟自由基清除 

能力/% 

还原能力 

HC 36.21±0.56a 0.48±0.01a 18.31±0.52a

HCPHE 47.26±0.96c 0.63±0.02c 25.45±1.54c

HCHIS 39.36±1.21b 0.56±0.06b 22.54±2.12b

HCPRO 46.22±0.89c 0.70±0.05c 26.15±1.26c

注：DPPH⋅清除活性、羟自由基清除能力、还原能力测定

时样品的蛋白质含量浓度分别为 1 mg/mL、9 mg/mL 和 6 

mg/mL，同一列值后上标不同字母代表 one-way ANOVA 分析

差异显著（p<0.05）。 

2.2  H2O2诱导HUPVC损伤模型的建立 

线粒体是细胞内活性氧代谢的细胞器，由于 H2O2

诱导细胞氧化损伤，进而使细胞内的线粒体破坏，最

终导致细胞死亡。研究结果如图 1 所示，细胞存活率

测定结果表明HUPVC的存活率随着H2O2的作用时间

延长而降低，当 H2O2的浓度为 200 μmol/L 作用 48 h
或浓度为 300 μmol/L 作用 24 h 时，HUPVC 的存活率

都可达到 50%左右，达到了该损伤模型的造模条件。

综合本实验造模时间因素考虑，最后采用浓度为 300 
μmol/L H2O2作用 24 h 为细胞氧化损伤模型建立的条

件。 

 
图1 不同浓度的H2O2及孵育时间对HUPVC的细胞存活率影响 

Fig.1 Effect of different concentrations and incubation times of 

H2O2 on the viability of HUVECs 

2.3  HC、HCPHE、HCHIS 和 HCPRO 对

HUPVC的存活率影响 

 

图2 不同浓度的酪蛋白水解物（HC）及其类蛋白反应修饰产物

（HCPHE）对HUPVC存活率的影响 
Fig.2 Effects of different concentrations of casein hydrolysates 

and casein hydrolysates modified with phenylalanine, histidine, 

and proline via plastein reaction on HUVEC viability 

根据 CCK-8 测定的细胞存活率的结果如图 2 显

示，正常细胞在孵育 24 h 的存活率为 100±5.21%，

HC(0.5、1、2 mg/mL)预孵育 24 h 细胞的存活率分别

为 97.21±4.75%、99.00±5.24%和 95.27±4.14%，这与

Martha Phelan[6]的关于酪蛋白水解物对人 Jurkat T 细

胞的研究结果类似。类蛋白修饰产物 HCPHE、HCHIS
和 HCPRO 预孵育 24 h 细胞的最低存活率分别为

98.52±5.21%、97.92±3.43%和 95.69±4.25%，给药组和

正常细胞对照组差异性不显著（p>0.05）,因此可以说

明类蛋白修饰产物 HCPHE、HCHIS 和 HCPRO 对正

常 HUPVC 无影响。 

2.4  HC、HCPHE、HCHIS和HCPRO对H2O2
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诱导损伤HUPVC保护的时效关系 

三种类蛋白反应修饰产物单独给药正常

HUPVC，预孵育时间设定参照细胞生长代谢周期及

Martha Phelan[6]，预孵育 12和 24 h后，加入 300 μmol/L 
H2O2作用，CCK-8 检测结果显示，与正常对照组相比，

模型组细胞活力显著降低。与模型组相比，Vc 组、

TP 组、HC 组、HCPHE 组、HCHIS 组和 HCPRO 组

细胞活力显著提高，而且 HC 和 HCPHE 组、HCHIS
组和 HCPRO 组在孵育相同时间和浓度条件下，HC
组的细胞活力显著低于 HCPHE 组、HCHIS 组和

HCPRO 组（p<0.05），但给药 HCPHE、HCHIS 和

HCPRO 组间差异不显著（p>0.05）。研究中发现

HCPHE、HCHIS 和 HCPRO 对血管内皮细胞的保护作

用与剂量呈依赖性，高剂量（2 mg/mL）组与茶多酚

作用 12 h 相比差异不具有统计学意义（p>0.05），但

与阳性对照 Vc 组存在显著差异（p<0.05）。在药物孵

育时间的选择上，单独给药 HCPHE、HCHIS 和

HCPRO 预孵育 24 h 对细胞的保护作用显著高于 12 h
（p<0.05），因此可以说明最佳孵育时间为 24 h。如图

3 所示。 

 
图3 不同浓度的酪蛋白水解物（HC）及其类蛋白反应修饰产物

（HCPHE、HCHIS、HCPRO）对HUPVC氧化损伤模型存活率的影响 

Fig.3 Effect of different concentrations of casein hydrolysates 

(HC) and casein hydrolysates modified with phenylalanine, 

histidine, and proline via plastein reaction (HCPHE) on the 

viability of HUVECs injured using H2O2 

注：不同字母代表 one-way ANOVA 分析差异显著

（p<0.05）。 

2.5  HC、HCPHE、HCHIS 和 HCPHE 对胞外

乳酸脱氢酶（LDH）的影响 

细胞由于受到 H2O2 的氧化损伤作用，导致细胞

膜的完整性破坏，因此，乳酸脱氢酶（LDH）会释放

至培养液中，其渗出率可以间接反应细胞的损伤程度。

当 300 μmol/L H2O2与 HUPVC 作用 24 h 后，细胞培

养液中的 LDH 含量达到 565.24±5.21 U/L，此实验中

正常细胞中的 LDH 仅为 125±15.26 U/L，说明此时

HUPVC 已经达到严重氧化损伤。在 HC 预孵育 24 h
后，与模型组相比胞外的 LDH 渗出率显著降低

（p<0.05），而给药 HCPHE（2 mg/mL）、HCHIS（2 
mg/mL）和 HCPRO（2 mg/mL）可以使 LDH 的渗出

率分别降低至 385.65±4.11 U/L、376±12.11 U/L 和

370±13.09 U/L(p>0.05)。 

 
图4 不同浓度的酪蛋白水解物（HC）及其类蛋白反应修饰产物

（HCPHE、HCHIS、HCPRO）对HUPVC氧化损伤模型的LDH的影响 

Fig.4 Effect of different concentrations of casein hydrolysates 

and casein hydrolysates modified with phenylalanine, histidine, 

and proline via plastein reaction on the leakage of lactate 

dehydrogenase (LDH) in the HUVECs injured using H2O2 

注：不同字母代表 one-way ANOVA 分析差异显著

(p<0.05)。 

 

图5 不同浓度的酪蛋白水解物（HC）及其类蛋白反应修饰产物

（HCPHE、HCHIS、HCPRO）对HUPVC氧化损伤模型的MDA影响 

Fig.5 Effect of different concentrations of casein hydrolysates 

and casein hydrolysates modified with phenylalanine, histidine, 

and proline via plastein reaction on malondialdehyde (MDA) in 

the HUVECs injured using H2O2 

注：不同字母代表 one-way ANOVA 分析差异显著

（p<0.05）。 
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2.6  HC、HCPHE、HCHIS和HCPRO对细胞

中丙二醛（MDA）的影响 

丙二醛（MDA）是胞内脂质过氧化的重要指标，

丙二醛的含量过高会破坏细胞内蛋白质等合成生物大

分子，进而造成机体内多种疾病的生成[14]。正常

HUPVC 中的 MDA 含量仅为 8.47±2.3 nmol/mg 蛋白

质。而当 H2O2 作用 24 h 后，胞内 MDA 含量高达

25.22±3.21 nmol/mg 蛋白质（p<0.05）。在 HC 与类蛋

白反应修饰产物预先作用 24 h 时可有效抑制胞内的

MDA 生成量使其生成量控制在 15.35±0.30 nmol/mL

和 24.52±0.49 nmol/mL 之间，而在给药 HC 与类蛋白

反应修饰产物相同剂量情况下，HCPHE、HCHIS 和

HCPRO 对胞内 MDA 生成的抑制作用高于 HC
（p<0.05），如图 5 所示，此时 HCPRO 对胞内 MDA
生成的抑制作用强于 HCPHE 与 HCHIS 两组，但与

HCPHE 组无统计学差异（p>0.05）。 

2.7  HC、HCPHE、HCHIS 和 HCPRO 对

HUPVC 细胞内 GSH、SOD、GSH-Rd 和 CAT

的影响 

表2 不同浓度的酪蛋白水解物（HC）及其类蛋白反应修饰产物（HCPHE、HCHIS和 HCPRO）对HUPVC氧化损伤模型细胞内的GSH、SOD、

GSH-Rd和 CAT的影响 

Table 2 Effect of different concentrations of casein hydrolysates and casein hydrolysates modified with phenylalanine, histidine, and 

proline via plastein reaction on intracellular glutathione (GSH) content, and activities of superoxide dismutase (SOD), glutathione 

reductase (GSH-Rd), and catalase (CAT) in the HUVECs injured using H2O2 

组别 
GSH 含量 

U/(min∙mg 蛋白质） 

SOD 活力

U/mg 

GSH-Rd 活力 

U/(min∙mg 蛋白质) 

CAT 活力 

U/(min∙mg 蛋白质) 

Control 110.51±11.26b 18.26±0.29k 11.25±1.81bc 50.21±1.27g 

Model 57.22±14.52a 9.98±0.39ab 8.20±1.23a 22.12±0.88a 

Vc (0.125 μg/mL) 75.26±20.12a 18.20±0.15k 18.21±1.52f 49.56±1.32g 

TP (25 μg/mL) 72.64±18.38a 17.99±0.42k 16.21±1.22ef 43.25±0.98f 

HC (0.5 mg/mL) 59.76±12.19a 10.35±0.21b 11.83±0.89bc 26.81±1.21b 

HC (1 mg/mL) 57.38±10.22a 12.41±0.32d 12.98±0.39bcd 32.51±1.51c 

HC (2 mg/mL) 63.51±13.82a 14.56±0.11f 13.26±0.58bcde 35.26±0.87d 

HCPHE (0.5 mg/mL) 59.87±19.29a 10.52±0.51b 11.91±1.35bc 27.32±0.52b 

HCPHE (1 mg/mL) 61.84±16.25a 14.33±0.23f 14.11±2.11cde 34.56±0.67d 

HCPHE (2 mg/mL) 69.21±15.46a 16.24±0.49h 15.41±1.09def 40.12±1.30e 

HCHIS (0.5 mg/mL) 60.23±15.21a 9.51±0.53a 10.51±2.01ab 26.28±0.91b 

HCHIS (1 mg/mL) 68.92±22.26a 11.21±0.49c 13.56±1.96cde 33.67±1.24cd 

HCHIS (2 mg/mL) 69.23±17.21a 15.29±0.61g 14.98±2.35de 38.51±0.66e 

HCPRO (0.5 mg/mL) 58.29±19.14a 10.62±0.35bc 11.26±0.98bc 27.23±1.22b 

HCPRO (1 mg/mL) 59.21±20.00a 13.21±0.25e 14.01±1.64cde 35.11±0.56d 
HCPRO (2 mg/mL) 65.21±15.62a 17.05±0.41j 16.01±2.08ef 42.23±0.64f 

注：不同字母代表 one-way ANOVA 分析差异显著（p<0.05）。 

谷胱甘肽（GSH）是细胞内氧化平衡主要的调节

剂，细胞受到氧化胁迫时，GSH 的含量会迅速降低。

如表 2 在 HUPVC 细胞受到 H2O2作用 24 h 后，GSH
的含量显著下降至 57.22±14.52 nmol/mg 蛋白质

（p<0.05）。细胞在给药 HCPHE、HCHIS 或 HCPRO
预孵育 24 h，之后与 H2O2作用对其氧化损伤情况下，

可以发现 HCPHE、HCHIS 或 HCPRO 在不同浓度下

与 HUPVC 作用 24 h 时，细胞内的 GSH 升高不显著

（p>0.05），造成此种结果的原因可能是因为在细胞受

到 H2O2 氧化损伤时，细胞内的谷胱甘肽过氧化物酶

失活导致的。与此种结果不同的是，经过 HCPHE、
HCHIS 或 HCPRO 处理的细胞中 SOD，GSH-Rd 和过

氧化氢酶（CAT）的活力显著提高，与模型组和对照

组差异性显著（p<0.05）。值得说明的是，与 HC 组相

比，HCPHE 组、HCHIS 组和 HCPRO 组细胞中 SOD，

GSH-Rd 和过氧化氢酶（CAT）的活力也有所提高。

综合分析 HCPRO 对细胞的作用强于 HCPHE 及

HCHIS，这可能是因为在本实验的反应条件下，可使
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水解的肽段 N-端连接更多的 Pro，有助于增强其抗氧

化活性。 

3  结论 

本文考察 HC 和三种类蛋白反应修饰产物分别对

H2O2诱导人脐静脉内皮细胞氧化损伤的保护作用，通

过细胞成活率，LDH、MDA、GSH、SOD、GSH-Rd
和 CAT 与细胞氧化相关指标的测定，最终确定 HC 与

三种类蛋白反应修饰产物都对损伤 HUPVC 细胞具有

保护作用并存在剂量依赖关系，而且在同等剂量给药

条件下 HCPRO、HCHIS 和 HCPRO 的保护效果强于

HC 的保护效果。说明酪蛋白水解物经过类蛋白反应

后会提升其 HUPVC 细胞的抗氧化能力，为抗氧化肽

的制备提供了一种新的方法。 
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