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　　[摘　要 ]　将胸腺细胞分为正常对照组、H 2O 2 模型组、0. 1 göL V c 组、0. 5 göL PCF 组、0. 25 göL PCF 组和

0. 125 göL PCF 组 6 组, 通过不同药物或不同浓度处理后, 采用生物化学方法分别检测细胞裂解液中超氧化物歧化

酶 (SOD )、谷胱甘肽过氧化物酶 (GSH 2Px)、丙二醛 (M DA )、总抗氧化能力 (T 2AOC) 和活性氧 (RO S) 的含量, 采用

流式细胞仪测定各组细胞胞浆中的 Ca2+ 含量和线粒体膜电位 (∃7 m )的变化。结果显示, 扇贝多肽 (PCF)能提高细

胞中 SOD , GSH 2Px 的含量, 增强细胞的 T 2AOC, 降低细胞中M DA 和RO S 的含量, 并能引起胞浆中Ca2+ 含量的下

降和 ∃7 m 的提升。表明 PCF 具有抑制H 2O 2 对胸腺细胞氧化损伤的作用。
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　　在有氧代谢过程中, 机体会产生少量的活性氧

(RO S) , 这些RO S 可以被机体内存在的抗氧化酶和

非酶抗氧化剂所清除。但在病理条件下机体内的抗

氧化酶和非酶抗氧化剂受到破坏, 使其在细胞内的

含量下降, 因而RO S 大量聚集, 细胞被氧化损伤, 最

终导致机体出现各种疾病。据报道[1 ] , 在细胞信号转

导途径中, RO S 可以引起线粒体膜电位 (∃7 m )下降

和胞浆中的 Ca2+ 升高, 继而引起细胞代谢功能紊

乱。但抗氧化剂能阻滞胞浆中Ca2+ 的升高。

外源性天然抗氧化剂能抑制细胞的氧化损伤。

扇贝多肽 (PCF)是从栉孔扇贝中分离出来的一种新

的海洋生物活性多肽。研究证明[2～ 4 ] , PCF 能保护无

毛小鼠的皮肤和体外H eL a 细胞免受紫外线A 的损

伤, 也能保护体外人成纤维细胞免受紫外线B 的损

伤。胸腺细胞作为一种来自胸腺的不成熟的 T 淋巴

细胞, 可介导机体的细胞免疫应答反应。据报道[5 ] ,

RO S 能引起胸腺细胞的氧化损伤。但有关 PCF 保

护胸腺细胞免受H 2O 2 损伤的研究尚未见报道。本

研究建立了胸腺细胞的H 2O 2 氧化损伤模型, 以探

讨 PCF 的保护作用及其机理。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　扇贝多肽由中国科学院黄海水产研究所提取、

纯化, 由 3～ 4 个肽链组成, 每个肽链含 8～ 10 个氨

基酸, 相对分子质量为 800～ 1 000; 3 月龄昆明小鼠

由青岛大学医学院提供; F luo23 AM ester 荧光染料

购自美国加利福利亚州的B io t ium 公司; 流式细胞

仪购自Becton D ick in son 公司; 罗丹明 123 荧光染

料购自 Sigm a 公司; R PM I21640 购自 G IBCO 公司;

丙二醛 (M DA )、超氧化物歧化酶 (SOD )、谷胱甘肽

过氧化物酶 (GSH 2Px)、总抗氧化能力 (T 2AOC ) 和

羟自由基 (OH ·) 的检测试剂盒均购自南京建成生

物工程研究所; 磷酸盐缓冲液 (PBS) 和其他一些分

析纯试剂均为武汉博士德公司产品。

1. 2　方　法

1. 2. 1　胸腺细胞培养　无菌条件下取小鼠胸腺, 按

常规方法用R PM I21640 制成胸腺细胞悬液, 其浓度

为 1. 0×106～ 2. 0×106 mL - 1, 经台盼蓝染色检查细
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胞活性大于 95%。将胸腺细胞接种于 24 孔板, 每孔

2 mL , 每组 3 个复孔, 试验设正常对照组、H 2O 2 模

型组、0. 1 göL V c 组和 PCF 终浓度分别为 0. 5,

0. 25和 0. 125 göL 的 PCF 组, 共 6 组, 每组 3 个复

孔。按分组处理分别加入V c 和 PCF, 置于 37 ℃, 体

积分数 5% CO 2 培养箱培养 2 h。然后分别在每孔中

加入 12. 5 Λmo löL 的H 2O 2 (正常对照组不加) , 继续

培养 2 h, 1 500 röm in 离心 10 m in, 备用。

1. 2. 2　SOD , GSH 2Px, T 2AOC,M DA 和RO S 的检

测　将药物和 H 2O 2 处理的胸腺细胞 1 500 röm in

离心 10 m in, 然后用 0. 1 mo löL PBS 清洗 2～ 3 次,

超声波裂解细胞成细胞裂解液, 按照试剂盒的使用

说明书分别检测细胞内 SOD , GSH 2Px, T 2AOC,

M DA 和RO S 的含量。

1. 2. 3　Ca2+ 含量的测定　将药物和 H 2O 2 处理的

胸腺细胞 1 500 röm in 离心 10 m in, 弃上清液, 加入

0. 1 mo löL PBS 漂洗细胞, 1 500 röm in 离心 2～ 3

次, 弃上清液。加入 5 ΛgömL 的 F luo23 AM ester 荧

光染料, 37 ℃孵育 30 m in, 用 0. 1 mo löL PBS 漂洗

2 次, 1 500 röm in 离心 5 m in, 弃上清液。然后加入 1

mL 0. 1 mo löL PBS 重悬细胞, 再加入 2 mL 无水乙

醇立即振荡混匀, 调整细胞浓度为 5. 0×105～

1. 0×106 mL - 1, 流式细胞仪检测。

1. 2. 4　∃7 m 的测定　将药物和H 2O 2 处理的胸腺

细胞 1 500 röm in 离心 10 m in, 弃上清液, 加入 0. 1

mo löL PBS 漂洗细胞, 1 500 röm in 离心 2～ 3 次, 弃

上清液。加入罗丹明 123 荧光染料, 避光冷藏 15

m in。用 0. 1 mo löL PBS 漂洗 2 次, 1 500 röm in 离心

5 m in, 弃上清液。加入 1 mL 0. 1 mo löL PBS 重悬细

胞, 再加入 2 mL 无水乙醇立即振荡混匀, 调整细胞

浓度为 5. 0×105～ 1. 0×106 mL - 1, 流式细胞仪检

测。

1. 2. 5　统计学分析　所得数据均以X{ ±S 表示, 用

SPSS 11. 5 统计软件处理,ANOVA 分析数据。

2　结果与分析

2. 1　SOD , GSH 2Px, T 2AOC,M DA 和RO S 含量的

变化

由表 1 可知, H 2O 2 模型组的胸腺细胞中抗氧化

酶 (SOD 和 GSH 2Px) 和非酶抗氧化剂 (T 2AOC ) 含

量明显低于正常对照组; 而 PCF 处理的胸腺细胞中

的抗氧化酶 (SOD 和 GSH 2Px) 和非酶抗氧化剂 (T 2
AOC ) 含量明显升高, 且呈剂量依赖性。表 1 还显

示, H 2O 2 模型组的胸腺细胞中M DA 和 RO S 含量

显著高于正常对照组; 而 PCF 处理的胸腺细胞中

M DA 和RO S 含量显著降低, 且呈剂量依赖性。
表 1　不同处理组中 SOD , GSH 2Px, T 2AOC,M DA 和RO S 含量的变化

T able 1　T he level of SOD , GSH 2Px, T 2AOC,M DA and RO S in differen t group s Λmo löm in

组别
Group s SOD GSH 2Px T 2AOC M DA RO S

正常对照组 Contro l group 59. 354±5. 65 d 258. 489±24. 38 ac 1. 152±0. 18 a 8. 402±1. 49 d 325. 607±30. 15 a

H 2O 2 模型组M odel group 48. 563±5. 14 a 146. 903±34. 66 d 0. 292±0. 19 d 20. 029±3. 19 a 533. 763±44. 82 d

0. 5 göL PCF 68. 575±3. 59 c 375. 728±80. 89 b 1. 728±0. 44 b 3. 002±1. 81 c 361. 985±18. 95 a

0. 25 göL PCF 62. 578±5. 56 cd 312. 701±62. 86 ab 1. 223±0. 31 a 5. 282±0. 75c d 424. 098±22. 11 b

0. 125 göL PCF 61. 008±0. 99 d 258. 932±35. 42 ac 0. 784±0. 09 ac 8. 160±1. 80 d 472. 222±22. 38 bc

0. 1 göL V c 56. 440±2. 31 bd 241. 810±54. 28 ac 0. 917±0. 28 ac 15. 335±1. 38 bd 481. 301±20. 63 c

　　注: 同列数据后标有相同字母者表示方差分析 (DM RT )在 5% 水平上无显著差异。下表同。

N o te: Among tho se labeled w ith the sam e letter in a alignm ent show ed that they w ere no sign ificen t difference by the m ethod of DM RT.

T h is is the sam e fo r fo llow ing tab le.

2. 2　Ca2+ 和 ∃7 m 在细胞中的变化

不同处理组中Ca2+ 和 ∃7 m 的含量见表 2。
表 2　不同处理组中Ca2+ 和 ∃7 m 含量的变化

T able 2　T he level of Ca2+ and m in differen t group s

组别
Group s Ca2+ öm g ∃7 m ömV

正常对照组 Contro l group 9. 590±1. 20 a 1 516. 25±160. 75 a
模型组M odel group 15. 867±2. 10 c 791. 220±183. 79 d
0. 5 göL PCF 10. 083±0. 95 a 1 471. 403±178. 29 a
0. 25 göL PCF 11. 157±1. 03 ab 1 357. 833±93. 35 ab
0. 125 göL PCF 13. 253±1. 41 b 1 225. 343±110. 85 bc
0. 1 göL V c 13. 333±1. 38 b 1 065. 910±41. 92 c
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　　表 2 表明, 胞浆中的Ca2+ 经 H 2O 2 处理后明显

升高, 而 PCF 能维持胞浆中的Ca2+ 含量; H 2O 2 处理

后胸腺细胞中的 ∃7 m 显著下降, 而 PCF 能维持胸

腺细胞中的 ∃7 m。

3　讨　论

天然抗氧化剂通常分为两类, 即抗氧化酶类和

小分子抗氧化物质。抗氧化酶类包括 SOD , CA T ,

GSH 2Px 和一些辅助酶类。小分子抗氧化物质包括

V c、脂肪酸、多酚类和胡萝卜素等, 在防止机体的氧

化应激方面起到了重要作用。在正常生理条件下, 细

胞内的氧化还原地位主要由RO S 与细胞抗氧化防

御体系之间的平衡来决定。因此, 一旦遭受氧化应

激, 细胞的这种平衡将被破坏, RO S 含量上升, 抗氧

化酶和非酶抗氧化剂的含量随之下降。在本研究中,

H 2O 2 模型组的胸腺细胞中 SOD , GSH 2Px 和代表小

分子抗氧化物质的 T 2AOC 含量明显低于正常对照

组, 而RO S 含量高于正常对照组。这表明RO S 能降

低 SOD 和GSH 2Px 的活性或抑制其表达, 也能降低

细胞的总抗氧化能力。

脂质过氧化通常作为细胞膜被自由基氧化损伤

的一种表征[6 ]。M DA 是一种自由基所致脂质过氧

化的产物。RO S 能引起内源性花生四烯酸及其代谢

产物的释放, 同时细胞内M DA 含量也增加。在本研

究中, H 2O 2 模型组胸腺细胞中M DA 的增加, 证明

H 2O 2 导致了细胞膜的脂质过氧化。总之,M DA 引

起了细胞的各种变化, 破坏了细胞结构和功能的完

整性, 最终将使细胞走向死亡。

∃7 m 含量下降会导致线粒体中 Ca2+ 外流, 从

而引起胞浆中Ca2+ 含量增加。其可能机制是RO S

引起线粒体中 Ca2+ 与胞浆中N a+ 和 H + 的交换[7 ] ,

或线粒体膜蛋白质通道孔开放[8 ] (如线粒体膜通透

性转移孔开放) , 最终导致线粒体中Ca2+ 外流。在本

研究中, H 2O 2 引起 ∃7 m 下降的同时, 也导致了胞

浆中Ca2+ 的升高, 这与前人的研究[8 ]是一致的。

有大量文献报道[9, 10 ] , Ca2+ 是一种重要的细胞

内信号。胞浆中Ca2+ 的持续升高导致细胞中大量蛋

白酶和磷酸酶失活, 而且分解Ca2+ 的依赖性蛋白酶

和磷酸酶可能被激活, 引起细胞骨架的破坏和细胞

膜的损伤, 最终使细胞失去正常功能。继而, 细胞内

的抗氧化酶活性也将下降。本研究证明, H 2O 2 引起

Ca2+ 升高的同时也导致了细胞内 SOD 和 GSH 2Px

含量的降低。

PCF 是一种来源于海洋扇贝的生物活性多肽,

能保护细胞内 SOD 和 GSH 2Px 免受H 2O 2 的损伤。

本研究结果表明, PCF 能提高细胞内总抗氧化能力

(T 2AOC) , 维持细胞内 SOD 和 GSH 2Px 的含量, 并

能降低细胞内 RO S 和脂质过氧化产物M DA 的水

平。线粒体膜通透性的改变引起了 ∃7 m 降低, 进一

步使Ca2+ 外流, 继而导致胞浆中Ca2+ 升高。但 PCF

维持了 ∃7 m 的正常, 胞浆中的Ca2+ 含量也随之下

降。

综上所述, PCF 能够维持或提升细胞中抗氧化

酶和非酶抗氧化剂水平, PCF 通过降低细胞内

M DA 水平而抑制了细胞膜的脂质过氧化。在细胞

信号转导中, PCF 通过维持胞浆中Ca2+ 的稳定而保

护了胸腺细胞免受氧化损伤。
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P ro tect ive effects of po lypep t ide from Ch lam y s f a rreri

on thym ocytes dam aged by hydrogen perox ide
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Abstract: To study the p ro tect ive effects of po lypep t ide from Ch lam y s f a rreri (PCF ) on thymocytes

dam aged by H 2O 2 and an t iox idat ive m echan ism s of PCF, w e m ade a thymocytes dam aged2H 2O 2 model. In

th is study, thymocytes w ere divided in to six group s including con tro l group , model group , 0. 1 göL V c

group , 0. 5 göL PCF group , 0. 25 göL PCF group and 0. 125 göL PCF group. T hymocytes in differen t

group s w ere expo sed to PCF at variou s concen tra t ion s and 12. 5 Λmo löL H 2O 2. L evels of superox ide dism u2
tase (SOD ) , g lu ta th ione perox idases (GSH 2Px) , To ta l A n t iox idat ive Capacity (T 2AOC) , m alondia ldehyde

(M DA ) and react ive oxygen species (RO S) in cell lysa tes w ere est im ated by b iochem ical m ethods. Cyto so2
lic Ca2+ levels and m itochondria m em b rane po ten t ia l (∃7 m ) w ere determ ined by flow cytom etry. R esu lts

show ed PCF cou ld enhance the act ivit ies of SOD and GSH 2Px, p romo te an t iox idat ive capacity and reduce

the amoun t of M DA and RO S. M o reover, PCF cau sed an elevat ion of ∃7 m and a decrease of cyto so lic

Ca2+ . It is concluded that PCF can inh ib it the dam aging effect of H 2O 2.

Key words: Ch lam y s f a rreri; thymocyte; hydrogen perox ide; an t iox idan t
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