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摘要:将文蛤肉以复合胰蛋白酶酶解,经喷雾干燥工艺得到了文蛤多肽粉 ,研究文蛤多肽粉对肝癌细胞的抑制作用和对

昆明种小鼠的急性毒理作用和免疫调节作用,结果显示文蛤多肽粉对体外培养的肝癌细胞 SMMC-7721具有明显的杀伤

作用, 使细胞变形以至破裂从而抑制癌细胞的生长, 抗肿瘤作用明显; 文蛤多肽粉给药组的胸腺指数和脾脏指数较空白

对照组明显升高, 提示文蛤多肽粉能促进小鼠胸腺和脾脏的生长发育, 增强免疫力.

关键词:文蛤多肽; 抗肿瘤;急性毒性试验; 胸腺指数和脾脏指数

中图分类号: Q 356. 1     文献标识码: A     文章编号: 0438-0479( 2008) S2-0135-03

  文蛤 (M eretrix meretrix L innaeus)属软体动物门、

双壳纲、真瓣鳃目、帘蛤科、文蛤属,是我国滩涂传统养

殖的主要贝类之一. 文蛤肉营养丰富,主要成分为有:

水分 80. 3% ~ 83. 0% ,粗蛋白 10. 5% ~ 12. 6% ,粗脂

肪 0. 3% ~ 3. 9%, 灰分 2. 0% ~ 2. 5% , 牛磺酸 395~

652mg /100g, 文蛤核酸 3. 74 ~ 4. 57 Lmo l/g, 肝糖

1 103~ 1 432mg /100 g, 此外,还富含 EPA和 DHA等

多烯不饱和脂肪酸, 以及人体易吸收的各种氨基酸和

维生素等
[ 1]
. 文蛤还具有很高的药用价值, 近代研究

表明: 文蛤有清热利湿、化痰、散结的功效, 对肝癌、肺

癌、胃癌等有明显的抑制作用. 同时, 文蛤提取物对小

鼠的体液免疫和细胞免疫具有明显的增强作用, 而且

使用剂量较大时能够促进小鼠腹腔巨噬细胞吞噬功

能
[ 2]
.天然存在的多肽含量小、提取困难,而酶法降解

制备的多肽具有保持和提高营养、不产生有毒物质、产

品质量容易控制等优势,它已成为制备多肽类保健品

的最佳方法.在本文中,我们采用酶解法得到文蛤多肽

粉,测定了其对癌细胞的抑制作用和对昆明种小鼠的

作用, 以期为文蛤保健品的开发及应用提供理论基础.

1 材料与方法

1. 1 材  料

文蛤购于厦门市同安新店水产养殖场.肝癌细胞

株 ( SMMC-7721)购自上海细胞所细胞库,由厦门大学

生命科学学院细胞生物学实验室培养传代. RPM I-

1640培养基为 G ibco公司产品, 小牛血清为 Hyc lone

公司产品.

1. 2 文蛤细胞效应物的制备

文蛤多肽粉经 Sephadex G-15柱脱盐后冷冻干燥,

所得产物溶于 PBS, 配成浓度 10 mg /mL的溶液, 0. 22

Lm孔径的微孔滤膜除菌备用.

1. 3 细胞培养和样品对细胞效应的观察

SMMC-7721细胞体外培养于含 10% 小牛血清和

适量青霉素、链霉素 RPM I-1640培养液中, 实验中取

对数生长期细胞以 4 @ 104细胞 /mL的浓度接种于 96

孔培养板. 24 h后换含有不同浓度文蛤多肽的培养

液,对照组细胞则换上不含样品的培养液, 37e 、5%

CO2培养箱中继续培养. 2 d后观察细胞形态变化并拍

照.

1. 4 胸腺指数和脾脏指数的测定

( 1)动物分组: 清洁级 KM雄性小鼠 50只 [由厦

门大学抗癌研究中心实验动物室提供, 许可证号:

SCXK(闽 ) 2004-0001], 每只体质量 18~ 22 g, 随机分

成 5组即空白对照组, 环磷酰胺 ( Cyc lophospham ide,

CTX )正对照组和文蛤多肽保健品高、中、低剂量组, 每

组 10只, 标记、编号并称重;按移植性肿瘤研究法
[ 3]
接

种 H22实体瘤, 清洁级动物实验室饲养 [许可证号:

SYXK (闽 ) 2004-0004] .

( 2)给药方法:接种实体瘤后第 3天开始给药, 连

续给药 14 d. 空白对照组: 小鼠灌胃 0. 9% NaC l 0. 3

mL /只, 每天一次;环磷酰胺 ( CTX )正对照组: 小鼠灌

胃 20mg /mL CTX 0. 1 mL /只, 4天一次; 文蛤多肽保
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健品高、中、低剂量组:小鼠分别灌胃 0. 12、0. 6和 0. 25

g /mL文蛤多肽保健品 0. 3mL /只, 每天一次.

( 3)指数的计算: 停药 24 h后处死小鼠, 取胸腺、

脾,分别称量, 计算胸腺指数 [胸腺指数 = 胸腺质量

(mg) /体质量 ( g) ]和脾指数 [脾指数 =脾质量 ( mg ) /

体质量 ( g) ].

2 实验结果

2. 1 文蛤多肽粉的细胞学效应

正常的肝癌细胞 SMMC-7721呈卵圆形, 细胞之间

排列紧密,细胞通过生长连成一片,癌细胞生长铺满时

呈马赛克状排列,轮廓较清晰, 边缘光滑,常因相互拥

挤而呈多边形扁细胞,细胞间无接触抑制,细胞密集生

长,多见分裂相细胞, 细胞核大且不规则,核内常见多

个核仁;经酶解产物处理的细胞,形态不规则出现拉丝

状或呈梭形,细胞排列没有规律,可以看到细胞破裂后

形成的细胞碎片和内含物,结果见图 1. 说明文蛤多肽

粉对肝癌细胞 SMMC-7721具有明显的毒性作用,可以

在体外杀伤肝癌细胞.

2. 2 文蛤多肽粉的免疫应答效应

胸腺指数和脾脏指数是衡量机体免疫功能的重要

指标. 高剂量文蛤多肽粉给药组的胸腺指数较空白对

照组明显升高,且剂量越大对应的胸腺越大,具有明显

的剂量效应;高剂量文蛤多肽粉给药组的脾脏指数明

显高于空白对照组,且其脾脏指数具有剂量效应,结果

见表 1(p < 0. 05).

3 讨  论

癌症对生命的威胁很大, 是疾病导致死亡的头号

杀手.目前, 中国每年死于癌症的人为 140万到 150

万,而 70年代是 70万. 其中肝癌是我国常见恶性肿瘤

之一,是我国位居第二的癌症 0杀手 0, 因其恶性度高、

病情进展快, 人称 0癌中之王 0. 我国每年死于肝癌约
11万人,占全世界肝癌死亡人数的 45%. 通过 Sepha-

dex G-25和 FPLC层析, 本实验室已从文蛤中纯化出

一种具有很强抗癌活性的多肽
[ 4]
, MALDI-TOF质谱鉴

定其分子量为 3 100 u左右. 在极低的浓度 4 Lg /mL

时,该多肽对人胃癌细胞 BGC-823的抑制率就可达

60%,且这种抑制作用呈明显的剂量效应. 观察发现,

经该多肽作用后, 胃癌细胞 BGC-823的贴壁率下降,

细胞变大变不规则, 染色发现细胞内颜色变深核模糊

不清,表明该多肽对 BGC-823细胞骨架明显的破坏作

用.同时该多肽对 SOD酶和碱性磷酸酶有不同程度的

激活作用 . 进一步研究发现 , 该多肽对肝癌细胞

  图 1 文蛤多肽粉对肝癌细胞 SMMC- 7721的毒性作用

A.对照组;  B. 1. 5 mg /mL

  F ig. 1 Tox icity o f po lypeptide health product on SMMC-7721 ce ll

表 1 文蛤多肽粉对 H 22肝癌小鼠胸腺指数和脾脏指数的影响

Tab. 1 Effect of health product on thymus index and spleen index o fH 22 m ice

组别 剂量 / (m g# kg- 1# d- 1 ) 动物数 胸腺指数 / ( mg# 10- 1 g- 1 ) 脾脏指数 /( m g# 10- 1 g- 1 )

空白组 0. 9% NaC l 10 34. 7 93. 2

CTX 100 10 32. 5 130. 9

文蛤多肽粉 1800 10 38. 4 104. 4

900 10 35. 2 93. 9

375 10 35 86. 8
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SMMC-7721也有很强的抑制作用
[ 5 ]
.本文所得的文蛤

多肽粉很可能含有类似该多肽的抗癌多肽,因此文中

研究了文蛤多肽粉在体外对肝癌细胞 SMMC-7721的

抑制, 以寻求文蛤多肽粉在抑制肿瘤、预防癌症中的作

用.结果表明, 文蛤多肽粉对肝癌细胞 SMMC-7721具

有明显的毒性作用,可以在体外杀伤肝癌细胞,使肝癌

细胞破裂分解. 因此, 文蛤多肽粉具有潜在的抑制肿

瘤、防止肿瘤的保健功能.

胸腺作为中枢免疫器官, 在人体免疫系统中居于

中枢地位, 有着至关重要的作用. 胸腺介导 T淋巴细

胞的成熟,使机体获得了细胞免疫的重要功能. T细胞

被誉为人体健康的卫土,它在细胞免疫反应中具有重

要作用,能够直接杀伤进入体内的病原微生物、肿瘤细

胞和来自体内外的异物.胸腺还能产生 NK细胞等其

它具有免疫功能的物质.脾脏是机体最大的免疫器官,

占全身淋巴组织总量的 25%, 含有大量的淋巴细胞和

巨嗜细胞,是机体细胞免疫和体液免疫的中心.血液中

抗原在脾中可引起有力的细胞免疫和体液免疫反应.

脾的边缘区是免疫反应启动的重要部位.细胞免疫反

应引起围动脉淋巴鞘明显的增大和免疫活性细胞输出

的增多.体液免疫反应引起白髓淋巴小结和脾索中浆

细胞的增多,同时在脾脏输出血液中抗体的浓度增加.

与淋巴结比较, 脾中 B淋巴细胞的比例更大, 还存在

有许多抗体依赖细胞毒性淋巴细胞, 在特异抗体存在

下可实现对靶细胞的直接杀伤作用. 脾还能产生对免

疫反应有调节作用的活性物质.研究发现,喂养文蛤多

肽粉达到一定剂量后使 H22肝癌小鼠的胸腺和脾脏

明显增大,提示文蛤多肽粉能促进胸腺和脾脏的生长

发育,提高机体的免疫功能.
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Inhibition Effect of Polypeptide fromMeretrix meretrix on Liver Cancer

Cells SMMC-7721 and Its Physiological Studies onM ice
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Abstract: In th is paper, w e go tM ere trix meretrix peptide produ ct u sing composite trypsin. By studying the inh ibition of the health product

on liver cancer ce l,l the effects on Kunm in m ice tum our and mi mune regu lation w ere tested and the resu lts show ed that in vitro the health

produc t could kill cancer cel l SMMC-7721 obviously and m ake cell d istor tion and break ing. So it had very h igh biological activities of tum or

inh ibition. The thymu s index and splen ic index w ere obviously increased, w h ich ind icated thatM ere trix m ere trix L innaeus po lypeptide health

produc t could prom ote the grow th of m ice thymu s and spleen, and mi prove m ice mi mun ity.

Key words: M ere trix meretrix peptide; an titum or; thym us index and splen ic index


