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榛仁五肽对HUVEC细胞氧化应激损伤的保护作用 
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摘要：本文以长白山榛仁五肽 Ala-Trp-Asp-Pro-Glu（AWDPE）为研究对象，利用体外化学和细胞实验，研究 AWDPE 抗氧化活

性及对 HUVEC 细胞氧化应激损伤的保护作用。结果显示：AWDPE 浓度为 1 mg/mL 时对 DPPH 和 ABTS 自由基清除率分别达到

63.38±2.44%和 69.38±1.96%；实验范围内，不同浓度 AWDPE 对 HUVEC 细胞无生长抑制作用，亦无生长促进作用；与血管紧张素

Ⅱ氧化损伤组相比，AWDPE 保护组细胞活力高于 AngⅡ损伤组 1.51 倍（p<0.01）；100 μg/mL AWDPE 保护组细胞内，LDH 释放率

为 27.14±1.16%，为 AngⅡ损伤组 0.62 倍（p<0.01）；500 μg/mL AWDPE 保护组细胞内，MDA 含量为 3.47±0.28 nmol/mg，为 AngⅡ

损伤组 0.73 倍；100 μg/mL AWDPE 保护组细胞内，CAT 含量为 2.34±0.11 U/mg，为 AngⅡ损伤组 1.39 倍（p<0.05）；500 μg/mL AWDPE

保护组细胞内，T-SOD 含量为 23.55±1.26 U/mg，为 AngⅡ损伤组 2.48 倍（p<0.01）；500 μg/mL AWDPE 保护组细胞内，GSH-PX 含

量为 33.9±2.75 nmol/L，为 AngⅡ损伤组 1.91 倍（p<0.01）。上述实验证明 AWDPE 五肽对 HUVECs 细胞氧化应激损伤具有显著的保

护作用。 
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Abstract: The antioxidant activity of a pentapeptide Ala-Trp-Asp-Pro-Glu (AWDPE) derivated from hazelnuts of  Changbai Mountain 

was investigated and its protective effect on oxidative stress injury in HUVECs were also evaluateded . The results showed that when, the radical 

scavenging rates of AWDPE (1 mg/mL) on 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2‘-azinobis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) 

(ABTS) were 63.38 ± 2.44% and 69.38 ± 1.96%, respectively. Different concentrations of AWDPE had neither inhibitory nor promoting effects 

on the proliferation of HUVECs. HUVEC cell activity of AWDPE protection group was 1.51 times higher in than that of the angiotensin II (Ang 

II) injuried group (p < 0.01). The release rate of lactate dehydrogenase (LDH) in 100 μg/mL AWDPE protection group was 27.14 ± 1.16% , 

which was 0.62 times higher than that of the Ang II injuried group (p < 0.01). The methane dicarboxylic aldehyde (MDA) content in 500 μg/mL 

AWDPE protection group was 3.47 ± 0.28 nmol/mg, which was 0.73 times higher than that of Ang II injuried group. The content of catalase 

(CAT) in 100 μg/mL AWDPE protection group was 2.34 ± 0.11 U/mg, 1.39 times higher than that of the Ang II injuried group (p < 0.05). The 

total superoxide dismutase (T-SOD) content in 500 μg/mL AWDPE protection group was 23.55 ± 1.26 U/mg,2.48 times higher than that of the 

Ang II injuried group (p < 0.01). The glutathione peroxidase (GSH-PX) content was 33.9 ± 2.75 nmol/L in 500 μg/mL AWDPE protection group, 

which was 1.91 times higher than that of Ang II injuried group (p < 0.01 ). These results indicated that hazelnut pentapeptide AWDPE had 

significant protective effect against oxidative stress damage in HUVECs. 
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氧化还原反应是人体内进行的一种生理化学反

应，人体在代谢过程中，会产生大量活性氧自由基，

同时体内的氧化防御系统会清除活性氧自由基。正常

情况下，健康人体抗氧化防御能力健全，防御系统处

于动平衡状态，即人体内氧化自由基的产生和被清除

处于动态平衡的状态[1]。然而，一旦人体产生大量活

性氧自由基或抗氧化防御体系出现紊乱时，大量的活

性氧自由基不能被及时清除，这种动态平衡就会被打

破，造成机体氧化损伤，导致衰老，甚至发生脏器病

变、细胞死亡、组织受损、糖尿病和冠状动脉硬化等

许多慢性疾病[2,3]。近年来，国内外利用动物或植物蛋

白通过酶控制水解技术制备获得了较好抗氧化作用的

多肽，例如：玉米蛋白肽[4]、花生仁蛋白肽[5]和牛乳酪

蛋白[6]等[7]。榛子富含脂肪 59.1%~69.8%、蛋白质

14.1%~18.0%、碳水化合物 6.5%~9.3%、膳食纤维

8.2%~9.6%及多种矿物质，其蛋白质含包括人体 8 种

必需氨基酸在内的 20 余种氨基酸，是优质植物蛋白资

源，亦是制备功能肽的食源性蛋白[8,9]。目前，抗氧化

肽已成为活性肽研究中的热点，研究人员已从动植物

蛋白中筛选出了一些具有较强抗氧化活性的天然抗氧

化肽。本实验室在前期工作中通过酶法定向水解制备

多肽、Sephadex G-25、Sephadex G-15、反相高效液相

色谱分离纯化、质谱鉴定和化学合成获得长白山榛仁

蛋白五肽 Ala-Trp-Asp-Pro-Glu，在此基础上，本研究

通过化学和细胞模型等方法，研究其对自由基的清除

作用及对 HUVEC 细胞氧化应激损伤的保护作用，为

长白山地区榛子蛋白资源的深度开发提供理论依据，

促进优质植物蛋白资源的高效利用。 

1  材料与设备 

1.1  实验原料 

Ala-Trp-Asp-Pro-Glu 肽：北京中科亚光生物科技

有限公司合成，纯度 96.87%。 

1.2  试剂及来源 

DPPH、抗坏血酸（Vc）、血管紧张素Ⅱ（AngⅡ）、

二甲基亚砜(DMSO)、四氮唑蓝(MTT)购自美国 Sigma
公司；RPMI·1640 培养液、双抗、EDTA 胰酶、胎牛

血清、PBS 溶液购自美国 Gibco 公司；HUVEC 细胞、

上海中乔新舟生物科技有限公司。其余试剂均为国产

分析纯。 

1.3  仪器与设备 

高速冷冻离心机（Z36HK），HERMLE 公司（德

国）；酶标仪（SPECTRA MAX 190），美国（Molecular 
Devices）；紫外可见分光光度计（UV-1700），日本岛

津；CO2细胞培养箱（CB150），德国 BINDER 公司；

荧光倒置显微镜（IX53），日本 Olympus 公司；超净

工作台（AIRTECH），苏州安泰空气技术有限公司；

等常用仪器设备。 

1.4  试验方法 

1.4.1  榛仁活性肽制备 
以长白山脱脂榛仁粉为原料，采用碱溶酸沉法制

备分离蛋白，利用碱性蛋白酶酶解制备抗氧化肽，经

过 Sephadex G-25、Sephadex G-15、RP-HPLC 三步纯

化后，通过质谱鉴定出分子量为 616.63 u 的

Ala-Trp-Asp-Pro-Glu 榛仁肽，最后由北京中科亚光生

物科技有限公司合成纯度为 96.87%五肽。 
1.4.2  AWDPE 对体外自由基清除能力的测定 

1.4.2.1  DPPH 自由基清除能力的测定 
参照谢正军的试验方法[10]。 
DPPH 清除率=[1-(A 样品-A 对照)/A 空白]×100 

1.4.2.2  ABTS+·自由基清除能力的测定 

参照 Kong B 的试验方法[11]。 
ABTS 清除率=[1-(A 样品-A 对照)/A 空白]×100 

1.4.3  人脐静脉血管内皮细胞(HUVEC)培养 

取得原代 HUVEC 细胞，将其培养瓶放入 37 ℃，

5% CO2培养箱中，待其生长稳定后，进行继续培养（细

胞培养液：10%培养液：90 mL 1640 培养液+10 mL 胎

牛血清+2 mL 双抗），细胞传代，细胞冻存（细胞冻存

液：1640 培养液:胎牛血清:DMSO=6:3:1）处理。选择

生长状态良好 4~9 代细胞进行试验。 
1.4.4  MTT法检测AWDPE对HUVEC细胞的

毒性作用 

选取对数期生长良好的 HUVEC 细胞用胰酶消

化，用 10%培养液制成密度为 1×105个/mL 细胞悬液，

以 100 μL/孔接种于 96 孔培养板，三个平行样，空白

对照组和剂量组（样品终浓度分别为 0、1、10、50、
100、500、1000 μg/mL），于 37 ℃、5% CO2培养 24 h
后，加入 MTT 溶液（终浓度为 5 mg/mL），继续培养

4 h 后，弃去培养液，加入二甲基亚砜，震荡 10 min
至甲臜结晶完全溶解，酶标仪测 A570nm值。 

细胞存活率%=(A 样品组/A 空白对照组)×100%。 
1.4.5  HUVEC 细胞氧化损伤模型的建立 

实验分空白对照组、AngⅡ组（计量终浓度梯度

为 0、10-9、10-8、10-7、10-6、10-5、10-4、10-3 mol/L），
于 37 ℃、5% CO2条件下分别培养不同时间（0、2、4、
6、8 h）[12]，其他操作同 1.4.4。 
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1.4.6  AWDPE 对 AngⅡ氧化损伤 HUVEC 细

胞的保护作用 

3 

实验分空白对照组、AngⅡ损伤组和样品保护组，

选取对数期生长良好的 HUVEC 细胞用胰酶消化，用

10%培养液制成密度为 1×105 个/mL 细胞悬液，以 1 
mL/孔接种于 6 孔培养板，待细胞完全贴壁生长后（约

接种 24 h），饥饿培养 4 h 后，样品保护组加入 AWDPE
溶液（样品终浓度分别为 1、10、50、100、500、1000 
μg/mL），培养 24 h 后，弃去培养液，AngⅡ损伤组和

样品保护组分别加入终浓度为 10-7 mol/L AngⅡ，于

37 ℃、5% CO2条件培养 6 h，其他操作同 1.4.4。 

1.4.7  分析 AWDPE 对 HUVEC 细胞内各种抗

氧化酶的影响 

按照南京建成生物工程研究所，MDA、LDH、

CAT、T-SOD、GSH-PX、总蛋白定量试剂盒进行实验。 

1.4.8  统计分析 

每个实验重复 3 次，以⎯x±s 表示最终实验结果。

采用SPSS软件对数值进行ANOVA差异显著性分析。

采用 Origin 8.0 软件作图。 

2  结果与分析 

2.1  AWDPE对DPPH、ABTS+·自由基清除能

力的分析 

Hernández 等[23]人研究发酵乳中抗氧化肽的抗氧

化活性，发现 His、Pro（疏水性氨基酸）可显著提高

抗氧化肽的抗氧化活性，Trp（疏水性氨基酸）、Tyr
对 ABTS+自由基清除的贡献最大，因为这类氨基酸的

吲哚基和苯环可供氢。本研究中 AWDPE 清除 ABTS+

自由基活性能力较强，可能是与其含有的 Trp 和 Pro
有关。另外，Ali Bougatef 等[24]人利用沙丁鱼副产物水

解分离出的抗氧化肽，研究其抗氧化功能，利用 DPPH
自由基清除能力检验其抗氧化能力。本研究中

AWDPE 所含有的氨基酸与其所研究的活性肽含有的

氨基酸成分部分一致。 

2.2  AWDPE对HUVEC细胞的毒性作用 

图2为利用MTT试验法，考察AWDPE对HUVEC
细胞的毒性作用。由图可知，以空白对照组的细胞存

活率为 100%，除 50 μg/mL 浓度外，不同浓度 AWDPE
对细胞存活率的影响与空白组相比并无差异显著性，

说明AWDPE对HUVEC细胞无毒性作用，对HUVEC
细胞的生长繁殖亦无促进作用，对细胞生长是安全的。

50 μg/mL 浓度虽然细胞存活率升高，具有差异显著

性，但细胞存活率升高并不大，与不同浓度 AWDPE
其他组分的细胞存活率相比并无差异显著性。 

 
图1 AWDPE对 DPPH、ABTS自由基清除作用 

Fig.1 The scavenging effect of AWDPE on DPPH and ABTS 

radicals 

 
图2 不同浓度AWDPE对 HUVEC细胞存活率的影响 

Fig.2 Effects of different concentrations of AWDPE on the 

survival rate of HUVEC cells 

注：与空白对照组相比*p<0.05。 

2.3  HUVEC细胞氧化损伤模型的建立 

图 3 考察不同浓度 AngⅡ溶液，作用不同时间对

HUVEC 细胞存活率的影响。由图可知，不同浓度

AngⅡ溶液，随着培养时间的延长，细胞存活率均呈

现下降趋势。当 AngⅡ溶液浓度为 10-3和 10-4 mol/L
时，细胞存活率降低至空白组的 0.202 倍，说明该浓

度对细胞刺激过于严重而导致细胞存活率低。当

AngⅡ浓度为 10-5、10-6、10-8和 10-9 mol/L，细胞存活
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率相差不大。而当 AngⅡ浓度为 10-7 mol/L 时，培养 6 
h 和 8 h 时细胞存活率均为空白组的 0.534 倍，细胞损

伤明显且稳定，本实验诱导模型选择浓度为 10-7 mol/L 
AngⅡ诱导 HUVEC 细胞损伤 6 h。 

 
图3 不同浓度AngⅡ对HUVEC细胞存活率的影响 

Fig.3 Effects of different concentrations of AngⅡon the 

survival rate of HUVEC cells 

2.4  AWDPE 对 AngⅡ氧化损伤 HUVEC 细胞

的保护作用 

 
图4 不同浓度AWDPE和 10-7 mol/L AngⅡ对HUVEC细胞存活率

的影响 

Fig.4 Effects of different concentrations of AWDPE and 10-7 

mol/L of AngⅡon the survival rate of HUVEC cells 

注：与空白对照组相比##p<0.01，与 AngⅡ损伤组相比

**p<0.01，*p<0.05。 

如图 4 所示，AngⅡ损伤组细胞存活率为空白对

照组的 0.45 倍，表现出差异极显著性（p<0.01），说

明终浓度为 10-7 mol/L 的 AngⅡ溶液处理细胞 6 h 后，

对细胞产生了损伤作用。不同浓度 AWDPE 保护组与

AngⅡ损伤组相比，细胞存活率均极显著高于损伤组

（p<0.01），说明 AWDPE 对细胞产生了抗氧化保护作

用。结合 2.2 实验结论，证明了 AWDPE 对细胞的保

护作用源于其自身的抗氧化性，与其他因素无关。本

实验选取 50 μg/mL、100 μg/mL 和 500 μg/mL 这 3 个

浓度的 AWDPE 溶液开展后续研究。 

2.5  HUVEC细胞生长形态的变化 

  

   

图 5 HUVEC细胞生长形态的变化 

Fig.5 The changes in the growth morphology of HUVEC cells 

由图 5 中可以看出，a 表明正常生长的 HUVEC
细胞呈现出典型的菱形、多边形和梭形镶嵌排列，生

长旺盛，大小均匀，边缘清晰。b 表明加入 AWDPE
的细胞，生长状态与 a 并无明显差别，可见细胞呈现

自身形态，展现细胞分裂过程。c 表明经 AngⅡ刺激 6 
h 后的细胞，生长数量明显减少，大部分细胞胞体呈

现圆形，出现聚缩现象，脱离培养瓶，悬浮于培养液

中，呈现凋亡状态。d 表明经 AWDPE 处理后的细胞，

在经 AngⅡ刺激 6 h 后，改变形态的细胞明显减少，

大部分还呈现良好的生长趋势，说明 AWDPE 对

AngⅡ氧化损伤的 HUVEC 细胞具有的保护作用。 

2.6  AWDPE对HUVEC细胞抗氧化酶的影响 

详见图 6a-e。乳酸脱氢酶（LDH）是一种稳定的

存在于所有细胞胞质内的糖酵解酶。一般情况下，

LDH 稳定的存在于细胞质内部，但细胞受到刺激，胞

膜受损后，LDH 随着受损情况而释放出不同的量，进

入到细胞培养液中，通过检测培养液和细胞内 LDH
含量，计算出 LDH 释放率而推断细胞的受损程度[16]。

如图 6a 所示，阴性对照组，终浓度为 10-7 mol/L AngⅡ
溶液对 HUVEC 细胞的氧化损伤非常明显，细胞膜受

损严重，LDH 释放率最高，达到 42.26±2.23%，为空

白组 9.06 倍（p<0.01）；经 AWDPE 保护组处理后，

100 μg/mL AWDPE 保护组细胞内 LDH 释放率降低为

27.14±1.16%，为阴性对照组 0.62 倍（p<0.01），接近

于阳性对照 Vc 组。这说明 AWDPE 处理后的细胞，

细胞膜受损程度降低，大幅度提高细胞的生命力，保

护细胞膜完整性，证明了 AWDPE 对于 HUVEC 细胞

的氧化应激损伤的保护作用。 

4 
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丙二醛（MDA）为过氧化脂质中的产物，氧化过

程中产生的 MDA 会攻击细胞膜，而引起细胞损伤[17]。

如图 6b 所示，阴性对照组，终浓度为 10-7 mol/L AngⅡ
溶液氧化损伤刺激后的细胞，细胞内 MDA 含量达到

（4.15±0.22）nmol/mg，为空白组 1.49 倍（p<0.01）；
经 AWDPE 保护组处理后，细胞内 MDA 含量有所下

降，500 μg/mL AWDPE 保护组细胞内 MDA 含量为

（3.47±0.28）nmol/mg，为阴性对照组 0.73 倍，但无

差异显著性。这可能与细胞内本身含有一定量的MDA
有关，经 AWDPE 保护后的细胞，产生的 MDA 含量

有所降低，间接的说明了其在一定程度上阻止了细胞

脂质过氧化过程。 
过氧化氢酶（CAT）是一种酶类清除剂，其处于

所有已知动物的各个组织中[18]。如图 6c 所示，阴性

对照组，终浓度为 10-7 mol/L AngⅡ溶液氧化损伤刺激

后的细胞中，CAT 含量最低为（1.94±0.18）U/mg，为

空白组 0.54 倍（p<0.01）；经 AWDPE 保护组处理后，

100 μg/mL AWDPE 保护组细胞内 CAT 含量为

（2.34±0.11）U/mg，为阴性对照组 1.39 倍(p<0.05），
证明了 AWDPE 具有一定的抗氧化性，降低了细胞内

CAT 的消耗量，从而保护细胞的完整性，AWDPE 对

于 HUVEC 细胞的氧化应激损伤的保护作用。 
总超氧化物歧化酶（T-SOD）是一种新型酶制剂，

生物界分布广泛，是一种重要的抗氧化剂，保护暴露

于空气中细胞免受氧化损伤[19,20]。如图 6d 所示，阴性

对照组，终浓度为 10-7 mol/L AngⅡ溶液氧化损伤刺激

后的细胞中，T-SOD 含量最低为(12.28±2.27)U/mg，
为空白组 0.28 倍（p<0.01）；经 AWDPE 保护组处理

后细胞体内，T-SOD 含量随着 AWDPE 浓度升高而随

之增加，呈浓度依赖性关系，100 μg/mL 和 500 μg/mL 
AWDPE 保护组细胞内 T-SOD 含量为（19.88±1.99）
U/mg 和（23.55±1.26）U/mg，为阴性对照组的 2.18
倍（p<0.01）和 2.48 倍（p<0.01），说明细胞内 T-SOD
消耗量少，进而证明 AWDPE 对于 HUVEC 细胞体氧

化应激损伤的保护作用，保证细胞完整性。 

 

 
图6 不同浓度AWDPE、1 mg/mL Vc和 10-7 mol/L AngⅡ对HUVEC

细胞抗氧化酶的影响 

Fig.6 Effects of different concentrations of AWDPE, 1 mg/mL of 

Vc and 10-7 mol/L of Ang II on the antioxidant enzymes of 

HUVEC cells 

注：与空白对照组相比##p<0.01，与阴性 AngⅡ组相比

**p<0.01，*p<0.05。 

谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-PX）是机体内广泛 
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存在的一种重要的过氧化物分解酶。它的生理功能主

要是催化 GSH 参与过氧化反应，清除在细胞呼吸代

谢过程中产生的过氧化物和羟自由基，从而减轻细胞

膜多不饱和脂肪酸的过氧化作用[21,22]。如图 6e 所示，

阴性对照组，终浓度为 10-7 mol/L AngⅡ溶液氧化损伤

刺 激 后 的 细 胞 中 ， GSH-PX 含 量 最 低 为

(22.2±2.99)nmol/L，为空白组 0.4 倍（p<0.01）；经

AWDPE 保护组处理后的细胞体内，GSH-PX 含量随

着 AWDPE 浓度的升高而随之增加，呈现浓度依赖性

关系，500 μg/mL AWDPE 保护组细胞内 GSH-PX 含量

为（33.9±2.75）nmol/L（p<0.01），为阴性对照组的

1.91 倍。经 AWDPE 保护的细胞中，GSH-PX 含量减

少，进一步证明了 AWDPE 对于 HUVEC 细胞的抗氧

化保护作用，保证细胞的完整性。 
本实验对细胞内抗氧化酶系的研究结果与曹小舟

等[25]研究的小麦胚芽抗氧化肽和林松毅等[26]研究的

松子抗氧化肽，在细胞水平上结果趋势一致。证明了

AWDPE 肽可通过改变细胞内抗氧化酶系统的含量，

实现对 HUVEC 细胞氧化应激的保护作用，进而证明

了 AWDPE 的抗氧化能力。 

3  结论 

3.1  AWDPE 抗氧化肽对 DPPH、ABTS+自由基清除

能力呈现出浓度依赖性关系，证明其具有良好的抗氧

化能力；除 50 μg/mL 外，不同浓度的 AWDPE 抗氧化

肽对 HUVEC 细胞生长无抑制亦无促进作用，对细胞

生长形态无影响，进而证明 AWDPE 对于细胞氧化应

激损伤的保护作用源于其自身的抗氧化能力；

AWDPE 抗氧化肽保护组的细胞存活率极显著高于

AngⅡ氧化损伤组的细胞存活率，说明 AWDPE 抗氧

化肽具有保护 HUVEC 细胞免受氧化损伤的能力和良

好的抗氧化性，但其在 50 μg/mL、100 μg/mL 和 500 
μg/mL 细胞存活率变化不明显，这与其在不同浓度下

所作用的抗氧化酶活性有关，需进一步研究。 
3.2  建立 AngⅡ氧化刺激损伤 HUVEC 细胞模型，通

过测定细胞内抗氧化酶系，研究 AWDPE 对 HUVEC
细胞的保护和抗氧化能力，经 AWDPE 处理后的

HUVEC 细胞内 LDH 释放率和 MDA 水平下降，CAT、
T-SOD 和 GSH-PX 水平升高，表明 AWDPE 可通过保

护细胞内重要的抗氧化酶系统降低细胞损伤，增强

HUVEC 应对氧化应激损伤的能力。 
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