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摘要：本论文从刺参中分离纯化得到一种海参肽，并研究其对 NIH/3T3 细胞增殖和胶原蛋白分泌的影响。采用活性追踪的方法

从新鲜刺参中通过离子交换层析、凝胶层析分离纯化得到海参肽 SP12，采用 MTT 法检测 SP12 对 NIH/3T3 细胞的增殖作用；采用流

式细胞术检测 SP12 对 NIH/3T3 细胞细胞周期的影响；采用羟脯氨酸测定试剂盒的方法检测 SP12 对 NIH/3T3 细胞胶原蛋白分泌的影

响；采用 Western Blot 及 RT-PCR 的方法，在蛋白水平及基因水平上检测 SP12 对 NIH/3T3 细胞 I 型胶原蛋白、MMP-1 及 TIMP-1 表

达的影响。结果表明 SP12 能显著提高 NIH/3T3 细胞的增殖率，能促进 NIH/3T3 细胞由 G1 期向 S 期转变，增加其胶原蛋白的分泌量，

且在 0~20 μg/mL 范围内均呈剂量依赖性。在蛋白水平和基因水平，SP12 均能显著促进 I 型胶原蛋白及 TIMP-1 的表达，抑制 MMP-1

的表达，这可能是 SP12 促进 NIH/3T3 细胞胶原蛋白分泌的作用机制。 
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Abstract: A sea cucumber peptide, SP12, was isolated and purified from Stichopus japonicus, and its impact on NIH/3T3 cell proliferation 

and secretion of type I collagen was studied. SP12 was purified by ion exchange chromatography and gel filtration chromatography from fresh 

Stichopus japonicus using a cell activity tracking method. The effect of SP12 on NIH/3T3 cell proliferation was determined by 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay, and its impact on cell cycle progression was determined by flow 

cytometry. The effect of SP12 on collagen secretion by NIH/3T3 cells was measured by hydroxyproline kit, and its impact on the expression of 

type I collagen, matrix metalloproteinase-1 (MMP-1), and tissue inhibitor of metalloproteinases-1 (TIMP-1) in NIH/3T3 cells was measured at 

the protein and gene levels by western blot and reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). The results clearly demonstrate that 

SP12 can considerably enhance the proliferation rate of NIH/3T3 cells and promote progression from G1 phase to S phase. In a range of 0~20 

μg/mL, SP12 enhanced collagen secretion by NIH/3T3 cells in a dose-dependent manner. At the protein and genetic levels, SP12 considerably 

promoted the expression of type I collagen and TIMP-1, and inhibited the expression of MMP-1; this might be the mechanism underlying SP12 

promotion of collagen secretion by NIH/3T3 cells. 
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衰老是生命体活动进程中的必经阶段，是生物体

发育成熟后，受遗传和环境因素影响的逐渐发生的不

可逆的衰退过程[1]。皮肤衰老，主要表现为皮肤松弛 
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和皱纹，身体暴露部位的皮肤变得粗糙，皱纹加深加

粗；表皮结构异常、色素沉着、色斑、弹性降低、血

管扩张和表皮角化不良等一系列皮肤问题。皮肤衰老

的主要原因是成纤维细胞增殖率降低和真皮层变薄。

真皮的细胞外基质对维持皮肤功能起关键作用，胞外

基质主要由基质、胶原蛋白和弹性蛋白组成，其中80%
是由胶原蛋白构成的，然而Ⅰ型胶原占总胶原的85%，

因此，提高成纤维细胞的增殖率和Ⅰ型胶原蛋白的表
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达量对延缓皮肤衰老至关重要[2]。因此找到一种能促

进皮肤中胶原蛋白合成且副作用低的化妆品功效成分

对于祛皱化妆品的研究具有十分重要的意义[3]。而海

参的修复再生功能，是其一个重大生理特征：如快速

使伤口愈合、修复受损的胃肠和修复免疫系统等，无

不体现海参的强大修复再生特征。研究开发海参中的

活性成分对海参的开发及其在祛皱化妆品中的应用对

海参产业的发展具有积极的意义。 
海参属于棘皮动物门 (Echinodermata)海参纲

（Holothurioidea）[4]，是重要的海洋无脊椎动物。近

几年来，国内外在海参的生物活性物质及其药理作用

等方面的研究较多，已经先后从几十种海参中分离获

得了多种活性物质，包括多肽、蛋白质、多糖、脂类、

三萜皂苷、凝集素、神经肽和糖肽[5]。研究发现不同

的海参品种呈现多种不同的生物及药理活性，其中包

括抗氧化、抗关节疼痛、抗癌、抗炎、抗菌、抗血管

生成、抗凝血、抗高血压、抗血栓、提高免疫力和促

进伤口愈合等[6]。我们在前期对刺参多肽的研究过程

中[7]，发现刺参粗多肽具有促进 NIH/3T3 细胞增殖的

现象。因此，本课题以市售的新鲜刺参为原料，采用

复合酶酶解技术、凝胶及离子交换柱层析技术分离得

到促进 NIH/3T3 细胞增殖的海参肽 SP12，并以此为

原料研究 SP12 对 NIH/3T3 细胞的增殖和胶原蛋白分

泌的影响，为海参肽的开发及其在化妆品中的应用提

供实验依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

小鼠胚胎 NIH/3T3 细胞（NIH/3T3），购买于中国

科学院细胞库（上海）；鲜刺参，购自威海市水产市场；

木瓜蛋白酶，Solarbio 公司；碱性蛋白酶，Solarbio 公

司；DEAE Sepharose fast flow，美国 GE 公司；G10 
Sephadex，美国 GE 公司；S200 Sephadex，美国 GE
公司；超低分子量蛋白电泳试剂盒，中科瑞泰生物科

技有限公司；高糖 DMEM 培养基粉末，美国 GIBCO
公司；bFGF，Invitrogen 公司；胰蛋白消化酶，美国

Invitrogen；胎牛血清，美国 GIBCO；TGF-β1，美国

Sigma 公司；PI，北京中杉金桥公司；RNA 酶，碧云

天；羟脯氨酸测定试剂盒，南京建成生物科技有限公

司；β-actin引物、COLA1引物、MMP-1引物和TIMP-1，
南京金斯瑞金生物科技有限公司；cDNA 扩增试剂盒，

Thermo 公司；cDNA 低分子量 marker，solarbio 公司；

RIPA 细胞裂解液（强），碧云天生物试剂公司；蛋白

酶抑制剂，美国 Amresco 公司；β-actin 一抗，中杉金

桥生物科技有限公司；BCA 试剂盒，碧云天生物试剂

公司；蛋白 Marker，加拿大 Fermentas 公司；山羊抗

兔 IgG(H+L)HRP 和山羊抗小鼠 IgG(H+L)HRP，北京

康为世纪生物科技有限公司。其他实验用到的试剂均

是国产分析纯产品。 

1.2  方法 

1.2.1  海参肽的制备及分离纯化 
取新鲜刺参用清水洗净后，取其体壁并剪碎，向

剪碎的刺参体壁中加入约刺参质量两倍的双蒸水，匀

浆得刺参匀浆液。将上述匀浆液放置于 50 ℃恒温水浴

中，并加入匀浆液 3 倍体积的 pH 为 7.0 的 0.1 M 的磷

酸缓冲液以及刺参体壁质量 1%的复合酶（该复合酶

是碱性蛋白酶、木瓜蛋白酶和胰蛋白酶按活力单位比

为 3:3:4 的混合物）[8]，酶解 12 h。 
酶解结束后，室温离心（5000 r/min，10 min），

取上清。然后将上清液通过截留分子量为 6000 的中空

纤维膜组件，收集滤过液。将滤过液浓缩并冷冻干燥

即得刺参粗多肽干粉，-20 ℃保存备用。 
取适量刺参粗多肽溶解后，在AKTA explorer 10

上用DEAE阴离子交换层析柱进行分离，采用2 M氯化

钠线性洗脱，紫外280 nm检测，收集不同组分后进行

细胞活性检测。 
取DEAE阴离子交换层析柱分离获得的活性峰在

AKTA explorer 10上进行S200凝胶柱层析分离，0.15 
M NaCl洗脱，紫外280 nm检测，收集不同组分后进行

细胞活性检测，获得的活性组分命名为SP12。 
取适量SP12进行超低分子量蛋白电泳分析，分析

方法按超低分子量蛋白电泳试剂盒（中科瑞泰生物科

技有限公司）方法进行，最后使用凝胶成像仪系统拍

照并保存。 
1.2.2  SP12 促进 NIH/3T3 细胞增殖的活性检

测 
NIH/3T3 细胞铺满培养瓶底面积 80%时，消化后

制成单细胞悬液，调整细胞密度为 4×104个/mL 左右。

向 96 孔板各孔内加入 100 μL 的细胞悬液，等细胞完

全贴壁后，吸净培养基，同时加入 100 μL 含 0.4% FBS
的维持培养基，使细胞生长速度同步 24 h。吸净孔内

的旧培养基，空白对照组加入 100 μL 维持培养基，阳

性对照组加入 10 ng/mL 的 bFGF 100 μL，实验组每孔

分别加入含不同浓度 SP12（1.25、2.5、5、10 和 20 
μg/mL）的维持培养基 100 μL，每个浓度均设 6 个复

孔。培养 48 h 后，每孔各加入 MTT 试剂 10 μL，孵

育 4 h 后，吸净孔内培养基，并每孔加入 DMSO 试剂

100 μL，紫色结晶完全溶解后使用酶标仪测定各孔的
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吸光度值，测定波长为 570 nm，参比波长为 630 nm，

比较各组吸光度值，并分析结果[9]。 
1.2.3  SP12 对 NIH/3T3 细胞周期的影响 

NIH/3T3 细胞融合度达到 80%左右，经胰酶消化，

调整细胞密度为 4×104个/mL，均匀接种于 6 孔板内，

细胞完全贴壁后，吸净旧培养基，加入含 0.4%FBS 的

维持培养基，培养 24 h 后，吸净旧培养基，分别加入

含药物浓度为 0、bFGF（10 ng/mL）、2.5 μg/mL、5 
μg/mL、10 μg/mL 和 20 μg/mL 的维持培养基。培养

48 h 后收集细胞，离心（1000 r/min，3 min）。然后用

PBS 重悬离心，重复两次。弃上清，加入 150 µL PBS
悬起细胞，再缓慢加入 350 µL 无水乙醇至 70%乙醇，

于 4 ℃条件下固定 12 h。然后加入 PBS，离心（1000 
r/min，3 min），重复两次。弃上清，加 10 mg/mL RNase 
1.5 µL，使其终浓度为 150 µg/mL，铝箔封好，37 ℃
培养箱中孵育 30 min。每管中加入 1 μL PI (10 
mg/mL)，4 ℃温度下保存 1 h，最后加入 300 µL PBS，
上流式检测。 
1.2.4  SP12 对 NIH/3T3 细胞胶原蛋白分泌的

影响 
NIH/3T3 细胞融合度达到 80%左右，经胰酶消化，

调整细胞密度为 4×104个/mL，均匀接种于 6 孔板内，

细胞完全贴壁后，吸净旧培养基，加入含 0.4% FBS
的维持培养基，同步细胞生长状态，细胞培养箱内培

养 24 h 后，吸净旧培养基，分别加入含药物浓度为 0、
TGF-β1（10 ng/mL）、5 μg/mL、10 μg/mL 和 20 μg/mL
的维持培养基。48 h 后分别收集每孔培养基，采用羟

脯氨酸测定试剂盒（南京建成生物科技有限公司）的

方法来检测 SP12 对 NIH/3T3 细胞胶原蛋白分泌的影

响。 
1.2.5  SP12 对 NIH/3T3 细胞中Ⅰ型胶原蛋白、

MMP-1 和 TIMP-1 在 mRNA 水平表达的影响 
NIH/3T3 细胞融合度达到 85%左右，经胰酶消化，

调整细胞密度为 4×104个/mL，均匀接种于 6 孔板内，

细胞完全贴壁后，吸净旧培养基，加入含 0.4% FBS
的维持培养基，同步细胞生长状态，细胞培养箱内培

养 24 h 后，吸净旧培养基，分别加入 100 μL 浓度为 0、
TGF-β1（10 ng/mL）、2.5 μg/mL、5 μg/mL、10 μg/mL、
20 μg/mL 的药品。培养 48 h 后提取总 RNA，使用

RT-PCR法检测SP12对NIH/3T3细胞中Ⅰ型胶原蛋白

（COL1A1）、MMP-1 和 TIMP-1 在 mRNA 水平表达

的影响，各引物序列见表 1。 
表1 COL1A1、MMP-1、TIMP-1和β-actin的引物序列表 

Table 1 Primers for COL1A1, MMP-1, TIMP-1, and β-actin 
Gene Base Number/bp Primer Sequence Tm/℃ 

COL1A1 378 
Forward: 5'-ACAGAGGCATAAAGGGTCA-3' 

Reverse: 5'-CAAGGTCACGGTCACGAA-3' 
56 

MMP-1 155 
Forward: 5'-TGGACCTGGAGGAAATCTTGC-3' 

Reverse: 5'-AGAGTCCAAGAGAATGGCCGA-3' 
49.6 

TIMP-1 534 
Forward: 5'-CCTTCTGCAATTCCGACCTC-3' 

Reverse: 5'-CGGGCAGGATTCAGGCTAT-3' 
61 

β-actin 252 Forward: 5'-AGACCTTCAACACCCCAG-3' 
Reverse: 5'-CACGATTTCCCTCTCAGC-3' 56 

1.2.6  SP12 对 NIH/3T3 细胞内Ⅰ型胶原蛋白、

MMP-1 和 TIMP-1 蛋白表达的影响 
NIH/3T3 细胞融合度达到 80%左右，经胰酶消化，

调整细胞密度为 4×104个/mL，均匀接种于 6 孔板内，

细胞完全贴壁后，吸净旧培养基，加入含 0.4% FBS
的维持培养基，同步细胞生长状态，细胞培养箱内培

养 24 h 后，吸净旧培养基，分别加入 100 μL 浓度为 0、
TGF-β1(10 ng/mL)、2.5 μg/mL、5 μg/mL、10 μg/mL、
20 μg/mL 的药品。培养 48 h 后收集细胞提取蛋白，使

用Western Blot法检测 SP12 对NIH/3T3细胞 I型胶原

蛋白COL1A1、MMP-1和TIMP-1蛋白表达影响情况。 
1.2.7  数据统计分析 

每组实验重复 3 次以上，数据以⎯x±s 表示，应用 

SPSS 20.0 统计软件，采用 t 检验考察显著性差异。 

2  结果与讨论 

2.1  结果 

2.1.1  海参肽的分离纯化 
称取清洗干净后的新鲜刺参体壁 300.12 g，经复

合酶酶解，超滤等纯化得刺参粗多肽冻干粉 16.5 g，
为浅棕色粉末状固体，得率为 5.5%。 

刺参粗提物经DEAE阴离子交换层析柱分离后的

图谱见图1，经细胞活性检测收集增殖活性较高的1号
峰（命名为SP1），收集SP1峰洗脱液，浓缩脱盐，冻

干，备用。 
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图1 刺参粗提物经DEAE阴离子交换层析柱分离结果图 

Fig.1 DEAE anion exchange chromatogram of crude sea 

cucumber extract 

25 

注：2 M NaCl 线性洗脱，检测波长：280 nm，SP1 为活性

峰。 

 
图2 SP1经 S200凝胶层析分离结果图 

Fig.2 S200 gel column chromatogram of SP1 

注：0.15 M NaCl 等度洗脱，检测波长：280 nm，2 为活

性峰。 

 
图3 SP12的超低分子量电泳结果图 

Fig.3 Electrophoretogram of the super low molecular weight 

protein in SP12 

从图2可以看出SP1经S200凝胶层析分离后，主要

分为4个组峰：SP11、SP12、SP13和SP14。分别收集

四个组峰，冻干浓缩，取适量进行细胞增殖活性检测，

其中SP12增殖活性最好。 
采用超低分子量蛋白电泳试剂盒对 SP12 进行电

泳纯度分析，结果见图 3，从图 3 可以看出，SP12 多

肽经超低分子量蛋白电泳分析后呈现单一条带，这表

明该多肽的纯度较高。利用 quantity one 软件定量分析

该多肽的分子量，结果显示 SP12 多肽的分子量约为

3.87 ku。 
2.1.2  SP12 促进 NIH/3T3 细胞增殖的活性检

测 

 
图4 SP12对 NIH/3T3细胞增殖率的影响 

Fig.4 Effect of SP12 on the proliferation of NIH/3T3 cells 

注：n=3，*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001 vs 对照组。 

采用MTT法检测SP12对NIH/3T3细胞增殖率的

影响。图 4 的结果表明，当 SP12 浓度为 20 μg/mL 时，

空白对照组相比其增殖活性为 45.6%左右，活性较强，

与空白对照组相比具有显著差异。SP12 能显著促进

NIH/3T3 细胞的增殖，且随着浓度的升高，增殖率也

升高，在 0~20 μg/mL 浓度范围内呈现剂量依赖性。 
2.1.3  SP12 对 NIH/3T3 细胞周期的影响 

图 5 结果显示，空白对照组中处于 G0/G1 期的细

胞所占比例为 71.60%（图 5a），S 期的细胞所占比例

为 25.1%，表明大多数细胞处于静止期。bFGF 及 SP12
作用 48 h 后，细胞 DNA 合成期（S 期）的比例显著

增加，而 G0/G1 期比例明显减少。当 SP12 浓度为 20 
μg/mL 时，48 h 后，G0/G1 期的细胞所占比例为 21%，

S 期的细胞所占比例为 74.2%（图 5f）。这表明，加入

SP12 后，S 期细胞比例显著升高，G1 期细胞比例显

著降低，SP12 是通过使细胞从 G1 期向 S 期的转变来

促进 NIH/3T3 细胞增殖的。 
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图5 流式细胞仪检测SP12对 NIH/3T3细胞周期的影响 

Fig.5 Effects of SP12 on cell cycle progression of NIH/3T3 cells determined by flow cytometry 

注：a 表示对照组；b 表示 10 ng/mL bFGF；c 表示 2.5 µg/mL SP12；d 表示 5 µg/mL SP12；e 表示 10 µg/mL SP12；f 表示 20 µg/mL 

SP12。 

2.1.4  SP12 对 NIH/3T3 细胞胶原蛋白分泌的

影响 

 
图6 SP12对 NIH/3T3胶原蛋白分泌的影响 

Fig.6 Effect of SP12 on the collagen secretion activity of 

NIH/3T3 cells 

注：n=3，*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001 vs 对照组。 

从图 6 可以看出，阳性对照药 TGF-β1 及 SP12 均

能提高细胞羟脯氨酸的含量，且效果显著，随着 SP12
用药浓度增加，胶原蛋白表达量逐渐升高。由于羟脯

氨酸在胶原蛋白中占 13.4%，是胶原蛋白特征性成份

之一[10]，因此可以通过检测羟脯氨酸的含量间接反映

胶原蛋白的量。由上图可知，空白组羟脯氨酸的含量

为 1.12 μg/mL，而 SP12浓度为 20 μg/mL 作用 48 h后，

羟脯氨酸的含量为 1.92 μg/mL，与空白组相比具有显

著差异。上图也间接反映出 SP12 能促进 NIH/3T3 细

胞表达胶原蛋白，且在 0~20 μg/mL 浓度范围内呈剂量

依赖性。 
2.1.5  SP12 对 NIH/3T3 细胞中Ⅰ型胶原蛋白、

MMP-1 和 TIMP-1 在 mRNA 水平表达的影响 
采用 RT-PCR 法检测了经 SP12 作用 48 h 后 NIH/ 

3T3 细胞Ⅰ型胶原蛋白、MMP-1 和 TIMP-1 在 mRNA
水平表达情况的变化。结果如下： 

 
图7 SP12对 NIH/3T3细胞中Col1A1、MMP-1和 TIMP-1 mRNA

表达的影响 

Fig.7 Effect of SP12 on the mRNA expression of Col1A1, 

MMP-1, and TIMP-1 in NIH/3T3 cells after 48 h 

注：a 表示 RT-PCR 结果；b 表示 a 图的灰度值，n=3；“*”、

“#”和“▲”表示 p<0.05；“**”、“##”和“▲▲”表示 p<0.01，

vs 对照组。 

26 
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从图 7 RT-PCR 结果来看，SP12 作用 48 h 后，

MMP-1在mRNA水平的表达变化有所减少，20 μg/mL
浓度组的减弱的强度最为明显；而作用 48 h 后，I 型
胶原蛋白和 TIMP-1 在 mRNA 水平的表达随 SP12 浓

度的升高逐渐升高，且在 0~20 μg/mL 浓度范围内呈剂

量依赖性。这与 Western Blot 的检测结果一致。 
2.1.6  SP12 对 NIH/3T3 细胞内Ⅰ型胶原蛋白、

MMP-1 和 TIMP-1 蛋白表达的影响 

 
图8 SP12对 NIH/3T3细胞中Col1A1、MMP-1和 TIMP-1蛋白表

达的影响 

Fig.8 Effect of SP12 on the protein expression of Col1A1, 

MMP-1, and TIMP-1 in NIH/3T3 cells 

注：a 表示 Western Blot 结果；b 表示 a 图的灰度值，n=3；

“*”、“#”和“▲”表示 p<0.05；“**”、“##”和“▲▲”表

示 p<0.01；vs 对照组。 

从图 8 Western Blot 结果来看，SP12 作用 48 h 后，

细胞内的 MMP-1 蛋白的表达量显著减少，且随着作

用浓度的升高，表达水平依次降低；COL1A1 和

TIMP-1 蛋白的表达量显著增加，且在 0~20 μg/mL 浓

度范围内呈剂量依赖性。 

2.2  讨论 

海参的重要药用价值及其生物活性物质的研究工

作已有许多报到，目前海参产品开发主要以食用为主，

少有其他方面的开发应用。朱洪珍[11]等采用酶解的方

法制备了海参胶原蛋白肽。研究了分子量小于 10 ku
的海参胶原蛋白肽的护肤活性。在最佳工艺条件下制

得的分子量小于 10 ku 海参胶原蛋白多肽的保湿率和

吸湿率分别达到 81.63%和 6.11%。姜春芳等采用双酶

解（中性蛋白酶和动物蛋白水解酶）的方法，通过单

因素实验得到了促进人皮肤纤维母细胞的增殖和胶原

合成的酶解产物。结果显示白肛海参体壁用双酶水解

工艺得到的酶解物对人皮肤纤维母细胞的增殖和胶原

蛋白的产生均具有促进作用[12]。本论文的研究结果显

示：海参肽不仅有促进成纤维细胞增殖的能力，而且

可以通过促进 TIMP-1 表达并抑制 MMP-1 的表达，从

而促进胶原蛋白的分泌，这对海参肽在化妆品中应用

提供了有利的依据。 
成年以后真皮层中成纤维细胞活性逐渐下降，胶

原蛋白的总含量逐年减少；同时，胶原纤维密度、稳

定性增大，不易被酶分解[13,14]。一般婴儿及青年人皮

肤中Ⅰ型胶原含量占约 85%，而衰老的皮肤中Ⅰ型胶

原的表达量会逐年减少。随着胶原蛋白的不断降解真

皮层会变得越来越薄，从而引起皱纹、松弛、色斑和

下垂等一系列皮肤问题。上述实验研究表明：海参肽

SP12 具有促进成纤维细胞增殖的活性，在此基础上，

以活性海参肽为主要原料，开发设计一系列具有抗皱

修复作用的海参肽化妆品产品，不仅符合现代化妆品

趋于天然产品的发展趋势，而且有利于海参产业的多

元化发展，对海参产业的发展具有积极的引导作用，

将海参的高值化开发利用提供一种新的途径，提高海

参产业的抗风险能力。 

3  结论 

本论文以市售的新鲜刺参为原料，采用复合酶解

法，利用超滤、阴离子交换柱层析和凝胶柱层析等一

系列分离纯化手段，以 NIH/3T3 细胞增长率为检测指

标，分离得到具有显著促进 NIH/3T3 细胞增殖的刺参

多肽 SP12，其分子量为 3.87 ku，纯度为 97.4%，并进

一步探索了 SP12 对 NIH/3T3 细胞周期、胶原蛋白分

泌以及Ⅰ型胶原蛋白、MMP-1和TIMP-1表达的影响，

结果表明：SP12 能促进 NIH/3T3 细胞由 G1 期向 S 期

转变，从而促进细胞的增殖；能通过促进 TIMP-1 并

抑制 MMP-1 的表达，从而促进胶原蛋白的表达。 
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