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摘要：为研究鹿茸血酶解肽对脂多糖（LPS）诱导 H9c2 大鼠心肌细胞损伤的保护作用，本研究利用 LPS 刺激 H9c2 细胞建立损

伤模型。选用卡托普利为阳性对照药。MTT 法测定不同浓度（25、50、100、200、400 μg/mL）的鹿茸血酶解肽对 H9c2 细胞增殖抑

制活性的影响；酶联免疫法测定细胞上清液中肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素-6（IL-6）、白细胞介素-1β（IL-1β）含量。并分

析鹿茸血酶解肽的氨基酸组成。结果表明，与模型组比较，不同浓度（25、50、100、200、400 μg/mL）的鹿茸血酶解肽均可显著抑

制受损伤的 H9c2 增殖和 TNF-α、IL-6、IL-1β的释放（p<0.05），模型组的 TNF-α、IL-6、IL-1β释放量分别为：531.05、185.41、70.03 

pg/mL，在 200 μg/mL 质量浓度下，鹿茸血酶解肽对上述三种炎症因子释放的抑制作用最显著（p<0.001），其释放量分别为：357.93、

148.69、62.72 pg/mL。对 LPS 诱导 H9c2 细胞损伤具有保护作用的鹿茸血酶解肽中富含赖氨酸，含量占总氨基酸组成的 17.81%。以

上结果说明鹿茸血酶解肽可以抑制受损伤的 H9c2 细胞增殖,同时减少炎症因子 TNF-α、IL-6、IL-1β 的释放，通过抑制炎症因子的分

泌来发挥其对 LPS 诱导的 H9c2 细胞损伤的保护作用。 
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Abstract: In order to investigate the protective effect of the enzymatic peptide from deer antler blood aginst lipopolysaccharide 

(LPS)-induced H9c2 rat cardiomyocyte damage, this study used LPS to stimulate H9c2 cells to establish an injury model. Captopril was selected 

as the positive control drug. MTT method was used to determine the effects of different concentrations (25, 50, 100, 200, 400 μg/mL) of the 

enzymatic peptide from deer antler blood on H9c2 cell proliferation-inhibitory activity; Enzyme-linked immunoassay was used to determine the 

contents of tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-6 (IL-6) and interleukin-1β (IL-1β) in the cell supernatant. The amino acid composition 

of the enzymatic peptide from the antler blood was analyzed. The results showed that compared with the model group, different concentrations 

(25, 50, 100, 200, 400 μg/mL) of deer antler hemolyzed peptides could significantly inhibit the proliferation of damaged H9c2 and the release of  
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TNF-α, IL-6 and IL-1β (p<0.05). The contents of the released TNF-α, IL-6 and IL-1β in the model group were 531.05, 185.41, and 70.03 

(pg/mL), respectively. At a mass concentration of 200 μg/mL, the enzymatic peptide from the deer antler blood exhibited the greatest inhibitory 

effect on the release of the three above-mentioned inflammatory factors (p<0.001), with the released amounts as 357.93, 148.69, and 62.72 

(pg/mL), respectively. Lys was rich in the enzymatic peptide from the antler blood that exhibited protection on the injured H9c2 cells induced by 

LPS, accounting for 17.81% of the total amino acids. These results indicate that the enzymolyzed peptide from deer antler blood can inhibit the 

proliferation of injured H9c2 cells, while reducing the release of inflammatory factors TNF-α, IL-6 and IL-1β, and exert its effect on 

LPS-induced H9c2 cells through inhibiting the secretion of inflammatory factors.  

Key words: enzymatic peptide from deer antler blood; rat cardiomyocytes (H9c2); inflammatory factors; amino acid composition 

 
心力衰竭（Heart Fialure，HF）是严重危害人类健

康的一种病理综合征，与恶性肿瘤病人死亡率相仿，见

于各种心血管疾病。近年来，随着心血管疾病患者的增

多、社会医疗水平的提高以及全球老龄化，心力衰竭人

数的不断增多已成为重要社会公众卫生问题[1]。心肌细

胞损伤凋亡及过度分泌炎症因子是导致心力衰竭的重

要因素。因此抑制心肌细胞损伤凋亡及其产生的炎症因

子对于心力衰竭的防治具有积极的意义[2]。 
鹿血是梅花鹿（Cervus nipport Temminck）或马

鹿（Cervus elaphus Linnaeus）的膛血或茸血，系传统

的名贵中药。近年来，鹿血产品的研发受到广泛关注，

目前鹿血产品主要形式为鹿血酒、鹿血口服液、鹿血

口嚼片、鹿血滋补胶囊[3]，作为特色药食同源食品，

市面上也出现了鹿血蛋羹、鹿血粥等产品[4]。鹿血中

的主要成分是蛋白质，含量占 13%以上，蛋白质是由

肽组成的[5]，鹿血肽是指鹿血中的蛋白质被蛋白酶水

解产生的多肽，活性较好，具有特殊的生物学功能,
比蛋白质更易被人体吸收[6]。现代临床研究表明，鹿

血肽在补血、强心、抗氧化、提高免疫力、抗衰老等

方面有显著疗效[7]。姜红等[8]通过体外实验研究发现鹿

茸血水解肽能明显提高小鼠脾脏、胸腺指数，同时，

能极显著地提高小鼠血清总抗氧化能力，证明了鹿茸

血水解肽能有效的提高机体免疫力和抗氧化能力；付

彩霞等[9]研究发现鹿血酶解液可提高模型小鼠的血清

活力、降低肝脏中的丙二醛（MDA）含量和抑制单胺

氧化酶 B（MAO-B）的活力，从而证明鹿血酶解液具

有抗衰老作用；王博[10]等人通过采用鹿血灌流离体心

脏方法，观察鹿血对离体心脏的直接效应，发现鹿血

可明显增强离体牛蛙心脏的心肌收缩力，证明了鹿血

具有增强心肌收缩力的作用，进一步反映了鹿血对心

脏的强心作用。 
鹿血在治疗心力衰竭方面的相关文献较少，现有

研究表明，鹿血的低胆固醇含量，以及其中的各种酶

对心血管疾病具有一定的治疗作用[10]。本研究选用超

滤技术将鹿茸血酶解肽分成不同的分子量，采用 LPS
诱导 H9c2 细胞损伤，通过考察其对损伤后 H9c2 细胞

增殖抑制活性的影响，筛选鹿茸血酶解肽对 LPS 诱导

的 H9c2 细胞损伤具有保护作用的活性组分，以及最佳

组分对 H9c2 细胞分泌炎症因子的影响，在细胞水平上

探讨鹿茸血酶解肽对LPS诱导的H9c2细胞损伤的保护

作用，对鹿血的开发及应用有显著意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

梅花鹿鹿茸血，通化承诚药业有限公司；碱性蛋

白酶，上海宝曼生物科技有限公司；大鼠心肌细胞

（H9c2），广州赛库生物技术有限公司；卡托普利，

上海源叶生物科技有限公司；脂多糖 LPS，索宝来公

司；噻唑蓝（methyl thiazolyl tetrazolium，MTT），美

国 Amresco 公司；胎牛血清，美国 Gibco 公司；DMEM
高糖培养基，美国 Hyclone 公司；二甲基亚砜（dimethyl 
sulfoxide，DMSO），天津市光复精细化工研究所；

TNF-α、IL-6、IL-1β试剂盒，长春百金生物科技有限

公司；其他试剂均为国产分析纯。 
GZLY-0.4 药用真空冷冻干燥机，北京速原中天科

技有限公司；DF-101S 集热式恒温加热磁力搅拌器，

郑州市英峪予华仪器有限公司；680 型酶标仪，上海

伯乐生命医学产品有限公司；L-8900 型氨基酸自动

分析仪，日本日立公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  鹿茸血酶解肽的制备 
取一定量用纱布过滤好的新鲜鹿茸血，按底物浓

度 5%加入蒸馏水，调节 pH 为 10.4，按 4400 U/g 加

入一定量的碱性蛋白酶，52 ℃下酶解 5 h，反应过程

中不断加入 1 mol/L NaOH 或 HCl 维持 pH 恒定在

10.4，水解反应结束后沸水浴灭酶 30 min，迅速冷却，

水解液 3800 r/min 离心 30 min[8]收集上清液冷冻干

燥，得到鹿茸血酶解肽冻干粉（DBP）备用。 
1.2.2  超滤膜分级不同分子量  

用 10 ku、3 ku、1 ku 超滤膜将提取液分为总提液、
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大于 10 ku、3~10 ku、1~3 ku、小于 1 ku 五个分子质

量段。分别命名为 DBP-1、DBP-2、DBP-3、DBP-4、
DBP-5 冻干备用。以对受损伤的 H9c2 细胞的抑制活

性影响筛选最佳活性组分。 
1.2.3  鹿茸血酶解肽对大鼠心肌细胞增殖抑制

活性及炎症因子分泌的影响 
1.2.3.1  细胞培养H9c2 细胞 

细胞用含 10%胎牛血清的DMEM（改良型）培养

液，置于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养，选取对数生

长期的细胞用于实验。  
1.2.3.2  MTT法测定不同组分对细胞增殖抑制率的影响 

取对数生长期的细胞，调密度为每孔 4×103 个细

胞，将混悬细胞液接种至 96 孔培养板上，放入 37 ℃、

5% CO2培养箱中培养 24 h，模型组、阳性组与样品组

加入 100 μL的 1 μg/mL LPS造模，空白对照组加入 100 
μL含 10%胎牛血清的DMEM培养液；培养 24 h，样品

组加入150 μL浓度为25 μg/mL、50 μg/mL、100 μg/mL、
200 μg/mL、400 μg/mL的各个组分的鹿茸血酶解肽溶

液，阳性对照组为 150 μL的 10 μg/mL卡托普利，每组

5 个复孔。在 37 ℃、5% CO2条件下培养 24 h，每孔

加入 10 μL的 5 mg/mL MTT，4 h后弃去上清液，加入

DMSO 150 μL，振荡 5 min，于 490 nm波长处测其OD
值。计算细胞增殖抑制率。实验独立重复 3 次。 

细胞增殖抑制率/%=[(A模型组-A给药组)/A模型组]×100% 
1.2.3.3  鹿茸血酶解肽对H9c2 细胞释放TNF-α、IL-6、
IL-1β水平的影响 

将对数生长期细胞接种于 96 孔培养板，调密度为

每孔 4×103个细胞，于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养

24 h，模型组、阳性对照组、空白组设定方法同 1.2.3.2，
样品组加入 150 μL的 25、50、100、200、400 μg/mL
的DBP-5 样品溶液，每组 5 个复孔。于 37 ℃、5% CO2

条件下培养 24 h后，取上清液 150 μL，按TNF-α、IL-6、
IL-1β试剂盒说明书测定各炎症因子的分泌量。实验独

立重复 3 次。 
1.2.4  鹿茸血酶解肽氨基酸组成分析 

取分子量小于 1 ku 的鹿茸血酶解肽冻干粉

（DBP-5）10 mg，加入 10 mL 6 mol/L 的盐酸，配成

浓度为 1 mg/mL 的溶液，110 ℃水解 24 h，氨基酸自

动检测仪测定氨基酸组成[11]。 
1.2.5  数据统计 

每个样品重复试验 3 次，结果取平均值，采用

SPSS 21.0 软件进行数据统计分析显著性，计量数据以

⎯x±s表示，组间比较采用单因素方差分析和t检验；响

应面试验结果应用Design Expert 10 软件分析。 

2  结果与讨论 

2.1  鹿茸血酶解肽对受损伤的 H9c2 细胞增殖

抑制的影响 

由表 1 各组细胞增殖抑制率可以看出，与空白组

相比，LPS 模型组细胞显著增殖（p<0.01），增值率为

36.38%，证明 LPS 模型造模成功；与 LPS 模型组相比，

各给药组均不同程度地抑制受损伤的 H9c2 细胞增殖，

其中 DBP-5 组分活性最强。在 25~200 μg/mL 质量浓度

范围内，细胞增殖抑制率随着样品浓度的增高而增高，

且在 25~200 μg/mL 范围内呈现浓度依赖性，当浓度超

过 200 μg/mL 时，细胞增殖抑制率开始下降。在 200 
μg/mL 质量浓度下，鹿茸血酶解肽对受损伤的 H9c2 细

胞抑制作用最为显著（p<0.001）。综上所述鹿茸血酶解

肽各组分对受损伤的 H9c2 细胞增值抑制活性结果为：

组分 DBP-5 在 200 μg/mL 质量浓度下活性最佳，与阳

性对照组最为接近，对细胞的抑制率达到 35.12%。代

天[12]等人研究发现黄花倒水莲能够降低受损伤的H9c2
细胞的增殖抑制率，从而来保护 LPS 诱导的大鼠心肌

细胞损伤，与本文结果相似。 
表1 各组细胞增殖抑制率 

Table 1 Cell proliferation in-hibitory rate in each group (⎯x±s, n=3) 

组别 
 浓度/% 

 25 µg/mL 50 µg/mL 100 µg/mL 200 µg/mL 400 µg/mL 

空白 -      

模型 36.38±1.18      

阳性 49.76±0.94      

DBP-1  0.16±0.07 4.57±0.31 6.61±0.79 33.39±0.27 20.79±0.94 

DBP-2  0.47±0.36 4.41±1.89 5.51±2.05 34.02±1.42 20.31±2.20 

DBP-3  0.63±0.24 2.67±0.47 5.35±2.83 34.65±4.72 20.79±1.26 

DBP-4  1.89±0.67 4.25±0.79 7.72±4.72 34.96±0.31 21.10±3.15 

DBP-5  2.52±2.01 5.83±1.57 9.76±1.57 35.12±2.05 21.42±2.20 
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2.2  鹿茸血酶解肽对 H9c2 细胞释放 TNF-α、

IL-6、IL-1β水平的影响 

2.2.1  鹿茸血酶解肽对 H9c2 细胞释放 TNF-α
水平的影响 

TNF-α是一种细胞因子，具有多种生物学活性。

与受体结合能产生多种生物学效应，如激活蛋白激

酶 C、免疫刺激，以及涉及多种炎症、细胞生长的

基因表达和激活等。目前研究表明，心肌是发生心

衰时生物合成 TNF-a 的主要器官。终末期心衰患者

血浆 TNF-α水平升高，TNF-α对心脏的影响可能表

现为抑制心肌收缩力、影响心肌重构、促发心肌细

胞凋亡等 3 个方面[13]。由图 1 可知，给药后 H9c2
细胞上清液中 TNF-α含量均有不同程度的降低，模

型组的 TNF-α释放量为 531.05 pg/mL。鹿茸血酶解

肽质量浓度为 200 μg/mL 时，对受损伤的 H9c2 细胞

释放 TNF-α的量抑制作用最强（p<0.001），TNF-α
释放量为 357.93 pg/mL，抑制率提高了 32.60%。质

量浓度超过 200 μg/mL 时，TNF-α释放量开始升高。

相似研究表明[14]，黄芪多糖对大鼠心肌细胞肥大的

保护作用与减少受损伤的 H9c2 细胞 TNF-α 的分泌

量有关。本研究中的鹿茸血酶解肽同样能够通过减

少受损伤的 H9c2 细胞 TNF-α 分泌量来达到对心肌

细胞的保护。 

 
图1 各组细胞培养液中TNF-α含量测定结果 

Fig.1 Shows the determination results of TNF-α content in the 

cell culture medium of each group (⎯x±s, n=3) 

注：#表示模型和空白组相比，*表示给药组和模型组相比；

*表示 p<0.05；**表示 p<0.01；***表示 p<0.001，（下同）。 

2.2.2  鹿茸血酶解肽对 H9c2 细胞释放 IL-6 水

平的影响 
IL-6 是一种小分子可溶性糖蛋白，参与免疫反

应、细胞生长、增殖、迁移等多种病理生理反应。

流行病学证据显示血浆 IL-6 水平与冠心病发病风险

密切相关。临床研究亦显示血浆 IL-6 水平和冠心病

发病率、非致死性心梗、冠心病死亡明显相关[15]。

由图 2 可知，不同质量浓度的鹿茸血酶解肽对受损伤

的 H9c2 细胞释放 IL-6 的量均有抑制作用。模型组的

IL-6 释放量为 185.41 pg/mL。在质量浓度达到 200 
μg/mL 时，IL-6 释放量达到最低（p<0.01），为 148.69 
pg/mL，抑制率提高了 19.80%。质量浓度超过 200 
μg/mL 时，IL-6 释放量开始升高。相似研究证实[16]，

IL-6 参与心衰心肌细胞凋亡，进展期心衰患者心肌

细胞 IL-6 mRNA 表达增加，心力衰竭患者血浆 IL-6
水平升高。 

 
图2 各组细胞培养液中IL-6 含量测定结果 

Fig.2 Shows the determination results of IL-6 content in the cell 

culture medium of each group (⎯x±s, n=3) 

2.2.3  鹿茸血酶解肽对 H9c2 细胞释放 IL-1β
水平的影响 

 
图3 各组细胞培养液中IL-1β含量测定结果 

Fig.3 Shows the determination results of IL-1β content in the 

cell culture medium of each group (⎯x±s, n=3) 

IL-1β 是细胞凋亡过程中的重要炎症因子之一，

NF-κB 是核转录因子，通过调节炎症因子、趋化因子

等，在免疫、炎症、凋亡中发挥重要作用[17]，其既可

调节其下游的促炎症因子肿瘤坏死因子 IL-1β 的表

达，又可被其反馈激活，进而放大炎症反应，上调

NF-κB 的表达，诱导细胞凋亡[18]；由图 3 可知，随着

则鹿茸血酶解肽质量浓度的升高，IL-1β的释放量逐

渐降低。模型组的 IL-1β释放量为 70.03 pg/mL，在

质量浓度达到 200 μg/mL 时，IL-1β的释放量达到最
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低（p<0.01），与阳性对照组最为接近，为 62.72 
pg/mL，抑制率提高了 10.44%。当质量浓度超过 200 
μg/mL 时，IL-1β的释放量开始升高。表明鹿茸血酶

解肽可能通过抑制 IL-1β 的释放量来发挥其对 LPS
诱导的 H9c2 细胞的保护作用，且在质量浓度达到

200 μg/mL 时活性最佳。相似研究表明[17]，黄芪多

糖通过减少受 LPS 诱导损伤的 H9c2 细胞分泌

TNF-α、IL-1β的量，进而减轻心肌细胞凋亡，从而

保护心肌细胞。 

2.3  鹿茸血酶解肽的氨基酸组成 

表2 鹿茸血酶解肽氨基酸组成及含量 

Table 2 Deer antler blood enzymatic peptide amino acid 

composition and content 

氨基酸种类 氨基酸含量/% 

天冬氨酸（Asp） 6.31 

苏氨酸（Thr）* 3.15（4.0） 

丝氨酸（Ser） 3.26 

谷氨酸（Glu） 3.45 

甘氨酸（Gly） 8.68 

丙氨酸（Ala） 10.32 

半胱氨酸（Cys） 1.38 

缬氨酸（Val）* 8.87（5.0） 

甲硫氨酸（Met）* 0.45（3.5） 

异亮氨酸（Ile）* 0.82（4.0） 

亮氨酸（Leu）* 6.71（7.0） 

酪氨酸（Tyr） 0.86 

苯丙氨酸（Phe）* 14.97（6.0） 

赖氨酸（Lys）* 17.81（5.5） 

组氨酸（His） 6.81 

精氨酸（Arg） 0.71 

脯氨酸（Pro） 5.47 

总和 100.03 

注：*为必需氨基酸；括号内是人体必需氨基酸模式。 
鹿血酶解肽氨基酸组成分析结果及含量如表 2 所

示。由表 2 可知，鹿血酶解肽中含有 17 种氨基酸，其

中 Lys 含量在鹿血酶解肽氨基酸总含量中占比最高，

占 17.81%；刘君雯[19]等人研究发现 Lys 可使 p53 蛋表

达显著降低,使 bcl-2 蛋白表达显著增高,并使 bcl-2/bax
比值增高,从而抑制细胞损伤凋亡。初步认为 Lys 可能

是其保护机体、减少凋亡的机制之一。人体必需氨基

酸（Lys、Phe、Val、Leu、Thr、Ile、Met）含量较高，

占氨基酸总含量的 52.78%。Thr、Ile、Met 低于人体

必需氨基酸模式，其它几种必需氨基酸均高于或与人

体模式相近。这表明鹿血具有较高的营养价值以及保

健功能。黄开华等人用胰蛋白酶酶解鹿血制备抗氧化

活性肽时 Leu、Lys 和 Ala 的质量分数较高，分别为

17.2%、12.3%和 12.1%，与碱性蛋白酶酶解结果有所

差异，这可能与酶对氨基酸形成肽键的催化水解有较

强的专一性有关[20]。 

3  结论 

本实验结果表明不同组分及不同浓度的鹿茸血

酶解肽均可抑制损伤的 H9c2 细胞的增殖，其中组分

DBP-5、浓度为 200 μg/mL 的鹿茸血酶解肽对受损伤

的 H9c2 细胞的抑制作用最强（p<0.001），抑制率为

35.12%。组分 DBP-5 质量浓度达到 200 μg/mL 时，

给药后 H9c2 细胞上清液中炎症因子 TNF-α
（p<0.001）、IL-6（p<0.01）、IL-1β（p<0.01）释放

量与模型组相比达到最低，鹿茸血酶解肽中具有抑

制细胞损伤凋亡的 Lys 含量最高，证明了鹿茸血酶

解肽对 LPS 诱导的 H9c2 细胞具有一定的保护作用，

且茸鹿血酶解肽对 LPS 诱导的 H9c2 细胞的保护作

用与其抑制炎症因子的释放密切相关。但是中药在

治疗疾病时具有多途径、多靶点的特点[21]，所以鹿

血肽在治疗心血管疾病方面的作用值得深入研究。 
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