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珍珠母肽酶解工艺的优化及对人肝癌

细胞HepG2能量代谢的影响

李冬冰1，兰梦1，王跃龙1，刘璐1，申嘉明1，李晶峰2*，张辉1*，孙佳明1*

（1.长春中医药大学吉林省人参科学研究院，吉林长春 130117）（2.长春中医药大学药学院，吉林长春 130117）

摘要：该研究以水解度为指标，仿生酶用量、提取时间、提取温度为条件因素，设计 Box-Behnken 响应方案，

对珍珠母肽酶解条件进行优化；同时研究其不同质量浓度的珍珠母肽对 HepG2 肝癌细胞的抑制作用的影响。最佳酶

解工艺条件为：温度 55 ℃，调节 pH 值为 2.0，加入胃蛋白酶质量分数 1%，酶解 2.6 h 后，pH 值调节为 8.0，加入

胰蛋白酶质量分数 1.7%，酶解 3 h，此时珍珠母肽水解度为 31.21% ；基于此酶解条件获得珍珠母肽进行对肝癌细胞

抑制作用，研究实验结果显示不同质量浓度珍珠母肽（12.5、25、50、100、200 μg/mL）与氯化钴（CoCl2）诱导的

HepG2 肝癌细胞缺氧模型相比较，均可抑制细胞存活率，珍珠母肽中氨基酸结果显示，精氨酸可能参与抑制肝癌细

胞增殖，从能量代谢的角度说明珍珠母肽可通过减少三磷酸腺苷的生成和降低乳酸、己糖激酶、丙酮酸激酶、乳酸

脱氢酶能量代谢关键酶活力达到抑制 HepG2 细胞增殖的目的，可为珍珠母肽的制备工艺提供参考，为其开发利用提

供一定的理论基础。
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Abstract: With the aim of enhancing the enzymatic hydrolysis of nacre peptide, we optimized enzymatic hydrolysis 

conditions, including the amount of biomimetic enzymes added and the extraction time and temperature, employing a Box-

Behnken response design based on the degree of hydrolysis. The inhibitory effects of different mass concentrations of nacre 
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peptide on HepG2 hepatoma cells were also investigated. The established optimal enzymatic hydrolysis conditions were as 

follows: a temperature of 55 ℃ , pH adjusted to 2.0, and the addition of 1% (m/m) pepsin. Following enzymatic hydrolysis 

for 2.6 h, the pH was adjusted to 8.0 and 1.7% (m/m) trypsin was added for further enzymatic hydrolysis for 3 h. Under these 

conditions, percentage nacre peptide hydrolysis values of up to 31.21% were achieved. The nacre peptides obtained under 

the aforementioned conditions were assessed for their inhibitory effects on hepatoma cells. Experimental results revealed 

that nacre peptides, at different mass concentrations (12.5, 25, 50, 100, and 200 μg/mL), could reduce the rate of cell survival 

compared with the cobalt chloride (CoCl2)-induced hypoxia model of HepG2. Furthermore, results of an analysis of nacre 

peptide amino acids revealed that arginine might be involved in inhibiting the proliferation of hepatoma cells. From the 

perspective of energy metabolism, nacre peptides inhibited the proliferation of HepG2 cells by reducing the production 

of adenosine triphosphate and lactate, as well as by suppressing the activities of key energy metabolism-related enzymes, 

namely, hexokinase, pyruvate kinase, and lactate dehydrogenase. These findings can serve as a reference for the preparation 

of nacre peptides and provide a theoretical basis for their further development and utilization.

Key words: nacre peptide; biomimetic enzymatic hydrolysis; response surface optimization; liver cancer; energy metabolism

珍珠母为蚌科动物三角帆蚌 Hyriopsis cumingii
（Lea）、褶纹冠蚌 Cristaria plicata（Leach）或珍珠

贝科动物马氏珍珠贝 Pteria martensii（Dunker）的

贝壳 [1] ，具有平肝潜阳、安神定惊、清肝明目的功效，

归肝、心经，用于治疗头眩、心悸失眠等症，临床

上常用于肝硬化等病症。珍珠母有 90% 以上的碳酸

钙成分，还含有少量蛋白以及肽类成分。生物活性

肽是近年来研究的热点，而生物活性肽具有抗癌、

抗糖尿病和抗炎等作用，在医药行业具有优良的应

用前景 [2] ，刘冬等 [3]  研究发现珍珠母蛋白具有镇静、

催眠作用。肽类化合物广泛存在于自然界中，易于

吸收，具有抗氧化、抗癌、抑菌和维持体内血糖平

衡等作用 [4] 。邹仙果等 [5] 发现珍珠母贝蛋白肽具有

抗氧化、抗炎、降血压等生物活性。关于珍珠母活

性肽的报道较少，其对抗肝癌的活性机制尚不明确，

有待进一步深入研究。

肝癌（Liver Cancer）在我国发病率位列居

高 [6] ，在中医理论中，从肝癌的发病及临床表现看，

多为虚实夹杂之证，其症状为肝区疼痛、食欲减退、

乏力，重症患者会有肝硬化腹水、脾大、黄疸等症状，

对人体的生命健康造成极大影响 [7] 。在中医理论指

导下合理使用中药，可以帮助患者补气养气、活血

化瘀、疏肝理气、清热解毒，不断加强患者自身的

免疫力和免疫功能，以达到改善和预防肝癌的功

效 [8] 。黄海福等 [9] 发现参桃软肝方能显著抑制人肝

癌细胞 HepG2 的活性及 LDH 的释放，增加细胞毒

性，对肝癌细胞具有较好地杀伤作用；鲁琴等 [10] 研

究发现解毒消癥饮通过抑制细胞糖酵解的过程，调

整整个能量代谢重编程过程，进而可以有效的抑制

肿瘤细胞增殖、侵袭、转移。肝癌通过改变营养物

质的正常吸收和代谢，进而影响新陈代谢，无法正常

长，增殖收到抑制 [11] 。肿瘤细胞代谢与所处的状态具

有密切联系，细胞功能得以正常发挥需要适当的能量

供给，为靶向能量代谢治疗肝癌的方法提供基础 [12] 。

在肽的制备工艺中，常见的蛋白提取方法包

括，酶解法、酸提法、碱提法。由于酶的专一性特

点，若用单酶水解蛋白，只能分解其中一些具有特

定结构的肽键 [13] 。因此，水解程度受限，所得胶原

肽的分子量一般较大，仿生酶解技术是模拟人体胃

肠道酸碱环境（胃蛋白酶 - 胰蛋白酶）将蛋白质酶

解成小分子肽的一项酶解新技术，与其它酶解法相

比条件温和，易于人体吸收 [14] ，郭志宏等通过双酶

法提取鹿皮胶原蛋白肽的唇膏保湿效果远高于普通

唇膏，双酶法提取率极高 [15] 。与本实验以珍珠母

为原料，采用仿生酶解法，以水解度为响应值，结

合单因素实验，通过响应面法优化珍珠母肽的酶解

工艺 [16] 。并应用 MTT 法检测珍珠母肽对肝癌细胞

（HepG2）活性的影响，结合能量代谢探讨珍珠母

抗肝癌的作用，为仿生酶解制备生物活性肽以及珍

珠母的进一步开发利用提供理论依据 [17] 。

1  材料与方法

1.1 材料与设备

珍珠母，吉林省敖东科技开发有限公司；肝

癌细胞（HepG2），中国医学科学院基础医学研究

所细胞资源中心；茚三酮，特斯科化工有限公司；

DMEM 培养基，美国 HyClone 公司；胎牛血清，美

国 Gibco 公司；噻唑蓝（MTT），美国 Amersco 公

司；胃蛋白酶（1:3 000），南京欧凯生物；胰蛋白酶
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（1:250），山东萍聚生物；己糖激酶（HK）试剂盒、

三磷酸腺苷（ATP）含量测定试剂盒、丙酮酸激酶

（PK）试剂盒、乳酸脱氢酶（LDH）试剂盒、乳酸

（LD）试剂盒，南京建成生物工程研究所；其他试

剂均为国产分析纯。

pH 值计，上海仪博仪器有限公司；DF101-S
磁力加热搅拌器，上海恩生科技有限公司；Alpha 
1-2LDplus 冷冻干燥机，德国 Christ 公司；CKX41
倒置显微镜，日本 OLYMPUS 公司；CO2 培养箱，日

本三洋公司；680 型酶标仪，上海摩速科学器材有限

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 珍珠母蛋白制备

取 1 kg 珍珠母，洗净，晾干，粉碎过 40~60 目

筛，按料液比 1:10 放置于水中浸提 12 h，重复 3 次，

合并滤液，3 600 r/min 离心 15 min，取上清液，冷

冻干燥，得到珍珠母蛋白冻干粉 1 g 备用。

1.2.2 珍珠母肽仿生酶解工艺 
采用胃蛋白酶和胰蛋白酶进行仿生酶解，酶解

过程使用恒温磁力搅拌器搅拌。称取珍珠母蛋白冻

干粉加入蒸馏水（1:10 g/mL），调节 pH 值至酸性，

加入胃蛋白酶，一定时间后，调节 pH 值至碱性，加

入胰蛋白酶，灭酶 10 min，离心 3 600 r/min，10 min
后取上清液，冷冻干燥，得珍珠母肽冻干粉。

1.2.3 酶解条件单因素实验 
以珍珠母肽的水解度为指标，分别考察蛋白酶

温度（30、40、50、60、70 ℃）、用量（0.5%、1%、1.5%、

2%、2.5%，质量分数）、时间（1、2、3、4、5 h）
对珍珠母肽水解度的影响，在考察不同梯度时，酶

解固定温度选择 50 ℃，胃蛋白酶用量选择 1%，时

间 2 h，胰蛋白酶用量选择 1.5%，时间 3 h，在此条

件下依次考察不同梯度因素对水解度的影响。

1.2.4 响应面试验设计 
通过 Design-Expert 13.0.11 进行数据整理与分

析，开展三因素三水平的响应面试验设计试验因素

水平如表 1 所示。

1.3 水解度的测定

1.3.1 完全水解蛋白液的制备

取珍珠母蛋白 20 mg，加入 20 mL 6 mol/L 浓度

盐酸于水解管中，氮气填充管内，密封，于 130 ℃

烘箱中水解 24 h，结束后回收 HCl，用 1 mol/L 浓

度 NaOH 中和残余 HCl，调节 pH 至中性，双蒸水

定容至 20 mL，配置成质量浓度为 1 mg/mL 的完全

水解蛋白液，待用。

表 1  Box-Behnken试验因素与水平

Table 1 Box-Behnken experimental test factors and levels

水平

因素

A 胃蛋白酶
酶解温度 /℃

B 胃蛋白酶
酶解时间 /h

C 胰蛋白酶
用量 /%

-1 40 2 1

0 50 3 1.5

1 60 4 2

1.3.2 标准曲线的制备

分别量取完全水解液 0.2~1.0 mL 并补充添

加双蒸水调节体积至 1.0 mL（使其质量浓度为

0.2~1.0 mg/mL）， 加 0.5 mL pH 值 8 缓冲溶液，0.5 mL 
2%（m/V）茚三酮溶液，混匀，95 ℃加热 15 min，
冷却，稀释至 15.0 mL。在 570 nm 处测吸光度（水

作参比）。另取珍珠母蛋白质量浓度 1 mg/mL 未水解

液，相同条件测定吸光度，相同体积样品的吸光之差

与蛋白质量做工作曲线，取线性部分做标准曲线。

并根据下列公式计算水解度（DH） [18] ：

D =
A×V1×100

1000×W×V2
×100%                                    （1）

式中：

D——水解度，% ；

A——供试品溶液（样液）中的蛋白质量，mg ；

V1——水解液的总体积，mL ；

V2——至显色所需稀释液的体积，mL ；

W——称样质量，g。

1.4 珍珠母肽氨基酸组成

取珍珠母肽 10 mg 加入 10 mL 6 mol/L 浓度盐

酸，于 130 ℃烘箱中水解 24 h，得到珍珠母肽完全

水解液，在热水浴中蒸干，残留物用 2 mL 水反复

蒸干 3 次，溶于 1 mL 0.02 mol/L 浓度的盐酸，氨基

酸自动检测仪中检测氨基酸含量。

1.5 珍珠母肽对HepG2细胞存活率的影响及
其能量代谢的研究

1.5.1 珍珠母肽对HepG2细胞存活率的影响

1.5.1.1  细胞培养

将冻存的 HepG2 细胞在 37 ℃水浴中使其复
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苏 [19] ，1 000 r/min 离心 5 min，弃去上清后再加入

含 φ = 10% 胎牛血清 DMEM 培养基，于 φ = 5% CO2，

37 ℃培养箱中培养。

1.5.1.2 MTT法测定细胞存活率 
（1）设置实验组为空白组、模型组和给药组，

以每孔 4×103 个细胞接种 96 孔板，每孔体积 200 μL
的含 10% 胎牛血清培养液配制成细胞悬液；（2）将

以下质量浓度（12.5、25、50、100、200 μg/mL 的

样品分别 5 个复孔设为给药组）；（3）24 h 后，在

每个孔内加入 MTT 溶液 20 μL，进行 4 小时的孵育，

结束培养，除去上清液。每孔加 150 μL DMSO，

振荡 10 min，使结晶物充分融解；（4）选择 490 nm
波长，测定各孔吸光度值，记录结果。计算公式

如下  [20] ：

B =
Ad

A0
×100%                                                  （2）

式中：

B——细胞存活率，% ；

Ad——给药组吸光度；

A0——空白组吸光度。

1.5.2 珍珠母肽对LD、ATP、PK、HK、LDH含

量测定

1.5.2.1 细胞培养

细胞培养方法同 1.4.1.1，给药组质量浓度

（12.5、25、50、100、200 μg/mL），细胞缺氧模型

组加入质量浓度 1.3 mg/mL 氯化钴溶液处理 24 h，
后续操作按不同试剂盒操作进行。

1.5.2.2 LD含量测定

按 1.4.1.1 与 1.4.2.1 进行细胞培养、分组及用药，

根据 LD 试剂盒说明，测定含量。

1.5.2.3 ATP含量测定

按 1.4.1.1 与 1.4.2.1 细胞分组前处理，收集细

胞悬液，取上清液，按照 ATP 试剂盒说明代入蛋白

含量，得到结果 [21,22] 。

1.5.2.4 PK活力测定

按 1.4.1.1 与 1.4.2.1 细胞分组前处理，根据试

剂盒说明书，测定活力。

1.5.2.5 HK活力测定

按 1.4.1.1 与 1.4.2.1 细胞分组前处理，收集细

胞悬液，取上清液，根据试剂盒说明书代入蛋白含

量，测定活力。

1.5.2.6 LDH活力测定

按 1.4.1.1 与 1.4.2.1 细胞分组前处理，根据试

剂盒说明书，测定活力。

1.6 数据处理

通过 SPSS 21.0 软件，对试验数据平均值进行

显著性分析，以 x±s 来反映已经获得的计量数据，

采用单因素分析方差、t 检验等方式开展组间比较，

使得试验结果更具直观性。

2  结果与讨论

2.1 单因素实验结果

根 据 1.3.2 得 到 标 准 曲 线 回 归 方 程：

y=0.031x+0.005 7，R2 = 0.997 5，并结合水解度计算

公式得到单因素实验结果如下。

2.1.1 蛋白酶量对珍珠母蛋白水解度的影响

如图 1 所示，采用仿生酶解后，生物体水解度

已经得到了显著的提升。当水解度达到最大值时，

胃蛋白酶质量分数临界点为 1%，水解度达 29.04%，

而胰蛋白酶质量分数临界点为 1.5%，水解度最大为

47.09%，随着酶用量逐渐增大，加入过多的酶会抑

制体系反应，蛋白质减少，逐渐水解成氨基酸，底

物逐渐达到饱和状态，从而导致水解度随着酶的用

量增加而逐渐减少，可能预示着增加酶的用量对蛋

白的水解不再发生促进作用，甚至可能发生阻碍作

用。因此胃蛋白酶最佳质量分数在 0.5%~1.5%，胰

蛋白酶质量分数在 1%~2% 之间。

图 1 酶用量对水解度的影响

Fig.1 Effect of enzyme dosage on hydrolysis degree

注：图中数据显著性差异用字母表示（P＜0.05）；下同。

2.1.2 酶解时间对珍珠母肽水解度的影响

酶解时间是影响珍珠蛋白含量的重要因素，在

酶解时间持续增加的条件下，其水解度呈现先升后

降的变化趋势 [23] 。其中，在水解度达到最大时，胃

蛋白酶对水解度的最高临界点是 2 h，而胰蛋白酶
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为 3 h，此时水解度分别达到 22.31%、21.23%，如

图 2。酶解时间未达到临界点时，反应不充分而无

法达到最佳水解度；随着酶解时间的增加，酶解时

间超过临界点时，底物达到饱和状态，酶活力逐渐

丧失，继续酶解对水解度产生抑制作用，从而水解

度逐渐降低 [24] 。

图 2 酶解时间对水解度的影响

Fig.2 Effect of enzyme dosage on hydrolysis degree

2.1.3 酶解温度对珍珠母肽水解度的影响

酶解温度对珍珠母蛋白含量的变化有一定的影

响，随着温度的逐步提高，水解度呈现先升后降的

趋势，胃蛋白酶和胰蛋白酶均在 50 ℃时达到最大

的水解度，水解度分别为 44.01%、23.09%，见图 3。
这是由于在一定温度下酶解状态达到饱和，持续升

温会破坏蛋白结构，酶活性逐降低至丧失，因此酶

解温度范围均在 40~60 ℃之间。

图 3 酶解温度对水解度的影响

Fig.3 Effect of enzymolysis temperature on hydrolysis degree

2.2 响应面试验结果与分析

2.2.1 响应面模型的建立与分析

根据单因素结果显著性可知，胃蛋白酶用量、

胰蛋白酶酶解时间和胰蛋白酶酶解温度对水解度影

响较弱，因此选择胃蛋白酶酶解温度（A）胃蛋白

酶酶解时间（B）以及胰蛋白酶用量（C）为变量，

采用响应面方法来进行优化与验证，将水解度设

计成响应值，构建响应面模型，如表 2。同时，通

过 Design-Expert 13.0.11 软件来处理数据，得到珍

珠母肽水解度（Y）预测值对自变量三因素的回归

方程：

Y=33.26-1.84A-4.34B-1.36C+1.53AB+0.98AC 
-0.77BC-7.73A2-4.95B2-6.65C2，ANOVA 方差分析

得到表 3 结果。

表 2  响应面优化试验设计及结果

Table 2 Response surface experiment design and results

试验号
A 胃蛋白酶
酶解温度

B 胃蛋白酶
酶解时间

C 胰蛋白
酶用量

水解度 /%

1 0 0 0 33.23

2 0 1 1 14.57

3 0 1 -1 18.45

4 -1 -1 0 27.32

5 1 0 1 16.3

6 -1 0 -1 23.42

7 1 0 -1 17.46

8 0 -1 1 26.41

9 -1 1 0 17.21

10 1 -1 0 20.89

11 0 0 0 31.62

12 0 0 0 34.54

13 0 -1 -1 27.12

14 0 0 0 31.89

15 0 0 0 35.02

16 1 1 0 16.89

17 -1 0 1 18.35

从表 2、表 3 可以看到，回归方程的决定系

数 R2=0.981 7，R2
adj =0.958 3，二次多项式回归

模型项极显著（P＜0.001），失拟项 P 是 0.550 7，
不显著（P＞0.05），可以说明本试验方程拟合度较

好，且对酶解效果的影响顺序依次为胃蛋白酶酶解

时间（B）＞酶解温度（A）＞胰蛋白酶用量（C）。
A 对水解度的影响高度显著（P＜0.01），B、A2、

B2、C2 对水解度的影响极显著（P＜0.001），表明

通过响应面试验设计所得得结果与实际情况拟合较

好，可运用此模型进行预测及分析 [25,26] 。
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表 3  回归模型显著性检验及方差分析

Table 3 Regression model significance test and analysis of variance

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 809.60 9 89.96 42.10 <0.000 1 ***

A 胃蛋白酶酶解温度 27.23 1 27.23 12.74 0.009 1 **

B 胃蛋白酶酶解时间 149.82 1 149.82 70.11 <0.000 1 ***

C 胰蛋白酶用量 14.63 1 14.63 6.85 0.034 0 *

AB 9.33 1 9.33 4.37 0.075 0

AC 3.82 1 3.82 1.79 0.222 9

BC 2.51 1 2.51 1.18 0.314 2

A2 250.86 1 250.86 117.40 <0.000 1 ***

B2 103.74 1 103.74 48.55 0.000 2 ***

C2 186.69 1 186.69 87.37 <0.000 1 ***

残差 14.96 7 2.14

失拟项 5.65 3 1.88 0.81 0.550 7 不显著

纯误差 9.30 4 2.33

总和 824.56 16

注：* 表示差异显著 P＜0.05 ；** 表示差异极显著 P＜0.01 ；*** 表示差异高度显著 P＜0.001。

2.2.2 响应面交互作用分析与优化

本文通过 Design Expert 13.0.11 软件，构建响

应面三维图，直观展现出水解度与胃蛋白酶酶解温

度、胃蛋白酶酶解时间、胰蛋白酶用量的相互影响

作用。如图 4b 所示，水解度先升高后降低，等高

线形状可以反应因素之间交互程度，等高线椭圆形

表示因素之间交互作用较强，圆形表示两个因素之

间作用较弱 [27] 。

 

图 4 胃蛋白酶酶解时间与胃蛋白酶酶解温度交互作用的

响应曲面和等高线图

Fig.4 Response surface and contour map of the interaction 

between pepsin enzymolysis and enzymoly sis temperature

如图 4a 可知，酶解温度和胃蛋白酶酶解时间响

应曲面走势最陡峭，进而对水解度的影响较大，等

高线呈椭圆形，说明胃蛋白酶酶解时间与酶解温度

交互程度较强，从图 5a、图 6a 可知，胰蛋白酶用

量与酶解温度、胃蛋白酶酶解时间和胰蛋白酶用量

曲面坡度较为平缓，进而对水解度影响较小，等高

线近似圆形，说明 AC、BC 交互作用不明显。

 

图 5 胰蛋白酶用量与胃蛋白酶酶解温度交互作用的

响应曲面和等高线图

Fig. 5 Response surfaces and contour plots of the interaction 

between trypsin dosage and pepsin digestion temperature

 

图 6 胃蛋白酶酶解时间与胰蛋白酶用量交互作用的

响应曲面和等高线图

Fig.6 Response surfaces and contour plots of the mutual 

with trypsin dosage during pepsin digestion

2.2.3 验证实验

采用 Design Expert 13.0.11 计算，得到水解度
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达到最大值时的最优酶解工艺条件为：在料液比一

定时，酶解温度 55 ℃，调节 pH 值为 2.0，加入胃

蛋白酶质量分数 1%，酶解 2.6 h 后，pH 值调节为 8.0，
加入胰蛋白酶质量分数 1.7%，酶解 3 h，在此条件

下重复三次验证实验，取平均值，得珍珠母肽水解

度为 31.21%，与预测值相接近，该条件为珍珠母蛋

白酶解的最优工艺条件，为接下来珍珠母开发提供

了技术支撑。

2.3 珍珠母酶解肽氨基酸含量分析

结果如表 4 所示，精氨酸含量占总氨基酸含量

的 22.94%，占比最高，这表明珍珠母肽可能通过

精氨酸调控肝癌细胞蛋白质合成异常 [28] ，支链氨基

酸即亮氨酸（4.40%）、异亮氨酸（5.05%）和缬氨

酸（6.08%）为体内必需氨基酸，与蛋白质的生物

合成有关，具有增强免疫防护的作用 [29] 。甘氨酸和

谷氨酸占比仅次于精氨酸，分别占氨基酸总含量的

15.71%、10.91%，研究证实 [30] 谷氨酰胺代谢过程中

的部分关键酶和中间代谢物在肿瘤代谢过程中发挥

作用，并进一步影响肿瘤的生长。

表 4  珍珠母肽氨基酸组成及含量

Table 4 Amino acid composition and content of mother-of-
pearl peptide

氨基酸种类 珍珠母肽氨基酸含量 /%

天冬氨酸 (Asp) 3.39

苏氨酸 (Thr)* 1.28

丝氨酸 (Ser) 1.10

谷氨酸 (Glu) 10.91

甘氨酸 (Gly) 15.71

丙氨酸 (Ala) 8.20

半胱氨酸 (Cys) 4.29

缬氨酸 (Val)* 6.08

蛋氨酸 (Met)* 0.25

异亮氨酸 (Ile)* 5.05

亮氨酸 (Leu)* 4.40

酪氨酸 (Tyr) 5.20

苯丙氨酸 (Phe)* 1.04

赖氨酸 (Lys)* 0.24

组氨酸 (His) 2.03

精氨酸 (Arg) 22.94

脯氨酸 (Pro) 0.30

注：
*
为必须氨基酸。

2.4 珍珠母酶解肽对HepG2细胞增殖抑制的
影响

不同质量浓度珍珠母肽对 HepG2 细胞存活率的

影响结果见图 7。在不同质量浓度的珍珠母肽给药

条件下，HepG2 细胞存活率显著下降，其中给药组

在 200 μg/mL 质量浓度时，HepG2 细胞存活最低，

有极显著差异（P＜0.001）。但在 12.5 μg/mL 质量

浓度下，给药组无显著影响（P＞0.05），故接下来

对 50~200 μg/mL 质量浓度珍珠母肽进行能量代谢

相关酶含量测定。

图 7 不同质量浓度珍珠母肽对 HepG2 细胞存活率的影响

Fig.7 Effect of different concentrations of mother-of-pearl 

peptides on the survival rate of HepG2 cells (x±s, n=3)

注：* 表示 P＜0.05，** 表示 P＜0.01，*** 表示 P＜0.001

（与模型组相比较）；## 表示 P＜0.01，### 表示 P＜0.001（与

空白组相比）；下同。

2.5 珍珠母肽对HepG2细胞能量代谢指标的
影响

2.5.1 HepG2细胞培养液中LD（乳酸）生成量分析 
肿瘤细胞通常利用乳酸作为生长增殖和线粒体

代谢的物质，乳酸可以通过影响肿瘤微环境中免疫

细胞的功能来达到促进肿瘤细胞生长和转移的目

的 [31] ，根据图 8 可知不同质量浓度的珍珠母肽对

LD 生成量结果，与空白组相比，模型组含量极显

著降低（P＜0.001），给药质量浓度在 200 μg/mL，LD
乳酸生成量最低，与模型组有极显著差异（P＜0.001），
在 50 μg/mL 与 100 μg/mL 质量浓度下，与模型组有

显著差异（P＜0.05），这说明随质量浓度增加，乳

酸生成量随之降低，HepG2 细胞生长受阻，效果最佳。

2.5.2 HepG2细胞培养液中ATP生成量分析

肿瘤细胞主要依赖糖酵解产生 ATP 来满足自

身能量代谢的需要，即便在供给充足的条件下也是
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如此，这是肿瘤细胞恶变过程中最基础的代谢变

化 [32,33] ，如图 9，氯化钴诱导的模型组与空白组有

显著差异（P＜0.001），珍珠母肽与模型组比，差异

性显著，随着给药组剂量升高 ATP 生成量随之升

高，在 50 μg/mL 质量浓度时 ATP 含量下降，具有

极显著差异（P＜0.001），此时 ATP 生成量达到最

低 3 235 μmol/mg prot，由此推测，细胞异常代谢是

造成肿瘤细胞死亡的重要因素。

图 8 珍珠母肽对 HepG2 细胞培养液中 LD（乳酸）

生成量的影响

Fig.8 Analysis of the production of LD (lactic acid) by 

different concentrations of mother-of-pearl peptide in HepG2 

cell culture (x±s, n=3)

图 9 不同质量浓度珍珠母肽对 HepG2 细胞培养中 ATP

的生成量分析

Fig.9 Analysis of ATP production of different concentrations 

of mother-of-pearl peptide in HepG2 cell culture (x±s, n=3)

2.5.3 对HepG2细胞液中PK活力分析 
调控肿瘤细胞中 PK 活力，是控制肿瘤细胞增

长的重要因素，结果见图 10，与模型组比较，PK
酶活力在给药组均不同程度降低，其中质量浓度为

100 μg/mL，具有极显著差异（P＜0.01)，说明此质

量浓度下给药组效果最明显，当质量浓度过高或过

低时，差异无显著影响（P＜0.05）。

2.5.4 对HepG2细胞中HK活力检测

肿瘤细胞产生能量的方式是糖酵解，己糖激

酶活性下调是致使能量供给不足的因素之一  [34] 。

如图 11 可知，与模型组相比，给药组 HK 活力均

不同程度的降低，50 μg/mL、100 μg/mL 质量浓度与

模型组比较具有显著差异（P＜0.01），而 200 μg/mL
质量浓度时 HK 活力达到了最低 3.98 U /mg prot，具

有极显著差异（P＜0.001），这说明给药组处理后的

肿瘤细胞中 HK 活力下降将会直接影响肿瘤细胞活性。

图 10 不同质量浓度珍珠母肽对 HepG2 细胞培养中

PK 活力分析

Fig.10 Analysis of PK activity of different concentrations of 

mother-of-pearl peptide in HepG2 cell culture (x±s, n=3)

图 11 珍珠母肽对 HepG2 细胞培养液中 HK 活力的影响

Fig.11 Effect of different concentrations of mother-of-pearl

 peptide on HK activity in HepG2 cell culture (x±s, n=3)

2.5.5 对HepG2细胞中LDH活力检测

乳酸脱氢酶催化丙酮酸产生乳酸 [35] ，因此乳酸

的生成量与乳酸脱氢酶含量密切相关，如图 12，在

给药组质量浓度达到 200 μg/mL 时，乳酸脱氢酶的

表达最低 8.21 U/L，活性明显下降，具有极显著差

异（P＜0.001），相比质量浓度 50 μg/mL 时下降了

64.41%，结果说明珍珠母肽可以降低 LDH 活力，

从而使乳酸含量降低，达到抑制 HepG2 细胞增殖的。
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图 12 珍珠母肽对 HepG2 细胞培养液中 LDH 活力的影响

Fig.12 Effect of mother-of-pearl peptide on LDH activity in 

HepG2 cell culture medium (x±s, n=3)

3  结论

本研究以珍珠母为原料，通过仿生酶解法制备

珍珠母肽，采用响应面建模方法优化试验设计，得

到最佳酶解工艺：在料液比一定时，酶解温度 55 ℃，

加入胃蛋白酶质量分数 1%，调节 pH 值为 2.0，酶

解 2.6 h 后，加入胰蛋白酶质量分数 1.7%，pH 值调

节为 8.0，酶解 3 h，在此条件下进行重复三次验证

实验，取平均值，得珍珠母肽水解度为 31.21%，与

响应面试验预测值相近，验证了该工艺的合理性。

恶性肿瘤（癌症细胞）主要通过有氧糖酵解的

方式进行代谢，而相关抑制酶可以防止细胞异常代

谢而产生恶性肿瘤。HK、PK 是抑制细胞糖酵解的

关键酶，本研究通过对给药后 HepG2 肝癌细胞代

谢过程中产生的 ATP 和 LD 进行含量测定，对 PK、

HK、LDH 重要酶表达，表明不同质量浓度珍珠母

肽可以抑制 HepG2 细胞的增殖，与模型组相比，随

着质量浓度由 50 μg/mL 升高至 200 μg/mL，LD、

HK、LDH 含量显著降低，LDH 含量决定 LD 生成

量，推测其通过降低 HepG2 肝癌细胞的糖酵解来抑

制肿瘤细胞生长。ATP 是细胞生长的供能物质，在

50 μg/mL 时供能急剧降低，HK 是葡萄糖代谢的第

一个限制酶，它的活力决定了糖的分解速率和分解

方向。在质量浓度 100 μg/mL 时，PK 具有显著差异，

PK 是糖酵解中的一个重要环节，它能促进 PKM2
在 HepG2 肝癌细胞中的高水平的表达，使糖酵解的

速度加快，从而抑制 HepG2 细胞的增殖。珍珠母肽

中精氨酸含量最高，可这说明珍珠母肽可能通过精

氨酸参与调控肝癌细胞增殖，珍珠母肽具有抑制肝

癌细胞增殖作用，其作用机制可能是干扰癌症细胞

的能量代谢异常从而抑制其增殖活性，其具体的作

用方式还有待进一步研究。本实验的研究结果可以

为以后珍珠母肽产品及其它生物活性肽的开发应用

提供新思路。
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