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牡蛎活性肽的分离及其免疫抑制作用的实验研究 
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摘要: 采用动物蛋白酶对牡蛎蛋白质进行酶解, 获得牡蛎活性肽, 将分子质量小于 3 kD 的活性肽分别

采用 MTT 法、体外抑制小鼠脾淋巴细胞增殖试验和小鼠体外脾混合淋巴细胞增殖活性实验, 并通过

ELISA 法检测牡蛎活性肽作用后小鼠脾脏淋巴细胞上清中分泌的细胞因子 IL-2、IFN-γ的变化。试验

结果表明, 牡蛎活性肽对小鼠脾淋巴细胞增殖具有一定的免疫抑制作用, 经牡蛎活性肽作用后的小鼠

脾脏淋巴细胞上清中细胞因子 IL-2、IFN-γ分泌减少。 
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牡蛎(Oyster )俗称大蚝、蛎黄、蛎子、海蛎等, 不
仅是一种肉嫩、味鲜营养价值极高的海产食品, 也是
一种很有药用价值的海洋生物, 近些年来受到了国

内外学者的重视。不少学者报道了牡蛎提取物具有

抗肿瘤作用、抗氧化、对肿瘤细胞的放射增敏、清

除氧自由基以及对动物机体的免疫调节作用等[1-7 ], 
但对于牡蛎活性肽是否具有免疫调节作用, 尤其是
免疫抑制作用仍鲜见报道。 

蛋白质是一类最重要的大分子物质, 具有很重

要的生理功能, 天然蛋白质不完全水解产生的长短

不一的一些肽段称为小分子多肽, 小分子多肽中具

有生物活性的肽称为活性肽。生物来源于海洋的活

性物质由于特殊生长环境, 因而具有许多独特的性
质, 如结构特异、活性强、含量低微、毒副作用小等
特点[8-9 ]。本研究利用动物蛋白水解酶水解牡蛎肉, 
并对最佳水解产物进行柱层析和超滤分离获得一种

低分子质量(约为 3 kD)活性肽, 并以小鼠脾淋巴细
胞为实验模型, 通过淋巴细胞增殖实验和混合淋巴
细胞实验, 从细胞、分子水平研究牡蛎活性肽对小鼠
脾淋巴细胞的免疫抑制活性及作用机制。 

1  材料、试剂与仪器 

1.1  材料、试剂 
新鲜牡蛎, 采自广西北部湾茅尾海海域, 去壳、

清洗并匀浆, 置–20℃储存备用, 动物蛋白酶购自广
西庞博生物有限公司(≥200 u/mg )。 

SPF 级 BALB/c 小鼠和昆明小鼠由广西医科大
学实验动物中心提供, 雄性, 体重 22～24 g, 周龄

6～8周。 
RPMI 1640 培养基(赛默飞世尔生物化学制品

(北京)有限公司); 小牛血清(杭州四季青生物材料研
究所); 磷酸盐缓冲液(PBS); 淋巴细胞分离液; 丝裂
霉素(惠州鸿雨科技有限公司); MTT(sigma公司); 伴
刀豆蛋白 A(ConA)(Sigma 公司 , 用双蒸水配成
2mg/mL的溶液, 过滤除菌)。  

1.2  主要仪器 
低速离心机(北京医用离心机厂); 低温孔板离

心机(sigma 公司); CO2 培养箱(Thermo 公司), 酶联
免疫检测仪( Thermo(上海)仪器有限公司); 倒置光
学显微镜(Nikon 中国有限公司); 超净工作台( 苏州
安泰空气技术有限公司)。 

2  方法 

2.1  牡蛎蛋白活性肽的制备 

原料蛋白—预处理—选择最佳酶解条件水解—

高温灭酶—活性炭脱苦味去色—柱层析—超滤膜分

离—冷冻干燥—组成与结构鉴定[10]。 

将水解产物分子质量小于 3 kD的活性肽配置成
250、125、62.5、31.6、15.6、7.8 mg/L的浓度梯度。 
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2.2  小鼠淋巴细胞增殖实验 
小鼠脾淋巴细胞悬液的制备及原代培养方法 , 

颈椎脱臼处死 BALB/c 小鼠 75%酒精消毒小鼠皮肤, 
着重腹部消毒, 取出脾脏, 置有 PBS 缓冲液培养皿
中撕脾, 经 200 目滤网过滤, 制备脾淋巴细胞悬液
(冰上进行), 离心(2 000 r/min, 5 min), 弃上清液, 将
脾细胞悬液体积按 1 : 1的比例加入预装有等量淋巴
细胞分离液的离心管中, 离心 30 min(2 000 r/min)。
离心完毕吸取界面层单个核细胞(白细胞层), 再次
用 PBS缓冲液冲洗离心 5 min(500 r/min), 弃上清液, 
用含 10%FCS 的 PRMI-1640 培养基重悬细胞, 调整
细胞浓度至 1×106个/mL。 

将细胞调好浓度后, 加入 96孔板, 每孔 100 µL, 
用含 10%胎牛血清的 PRMI-1640 培养基将 ConA 浓
度配制为 20 mg/L(终浓度为 10 mg/L ), 加入干预活
性肽的终浓度分别为 250、125、62.5、31.6、15.6、
7.8 mg/L, 每孔 100 µL; 每组平行做 3个复孔, 并设
淋巴细胞+ConA空白对照 3个复孔。 

96孔板置于CO2培养箱培养 48 h, 加入 5 g/LMTT, 
每孔 20 µL。4 h后低温孔板离心机(3 000 r/min,4℃)
离心, 10 min; 弃上清液, 加 0.4 mol/L的盐酸化异丙
醇 , 每孔 100 µL; 待结晶物溶解后 , 用酶标仪于
492nm处测定吸光度。 

2.3  混合淋巴细胞实验 
取 BALB/c 鼠脾淋巴细胞悬液称为反应细胞

(A)。取适量 50 mg/L丝裂霉素加入昆明鼠脾淋巴细
胞悬液内至终浓度 25 mg/L, 37℃保温 30 min, PBS液
洗两遍, 用含小牛血清 10%的 RPMI–1640悬液细胞, 
计数 , 配成一定浓度细胞 , 称为丝裂霉素处理的刺
激细胞(B)。将上述制备好的两种淋巴细胞按 1 : 1的
体积加入培养皿混合加 96 孔板, 对照组为 100 μL 
培养基+100 μL 混合脾淋巴细胞, 加药组为 100 μL

不同浓度的干预活性肽 + 100 μL混和脾淋巴细胞。
在 37℃、5% CO2培养箱中孵育 48 h, 于培养结束前
4 h加入 5 g/L MTT, 每孔 20 µL, 培养结束显微镜下
观察其 MTT结晶情况。然后用低温孔板离心机(3000 
r/min,4℃)离心, 10 min; 弃上清, 加 0.4 mol/L的盐酸
化异丙醇, 每孔 100 µL; 待结晶物溶解后, 用酶标仪
于 492 nm处测定吸光度。 

2.4  ELISA 方法对体外培养的细胞进行

细胞因子产生能力检测 
刀豆蛋白(ConA)激活的小鼠脾脏淋巴细胞, 经

过活性肽作用后 , 以  ELISA 方法检测细胞培养上
清液中细胞因子所分泌的细胞因子 IL-2 和 IFN-γ
的变化。首先, 原代培养小鼠脾淋巴细胞, 调节细胞
悬液(2×106个/mL)。加入 24 孔培养板中, 1 mL/孔, 
置  37℃、5%CO2 培养箱培养  4 h, 加入  0.5 mL 
ConA(终浓度 5 mg/L)以及不同浓度的牡蛎活性肽, 
牡蛎活性肽的浓度分别为低剂量  15.6 mg/L, 中剂
量 62.5 mg/L, 高剂量 125 mg/L各 0.5 mL, 置 37 , ℃

5%CO2培养 48 h, 收集上清, –20℃保存待测。随后
进行 IL-2 和 IFN-γ 的 ELISA 检测。 

2.5  统计分析方法 
采用 SPSS17.0 统计软件包中多个样本率比较

的方法进行统计学分析 , 计量数据用均数±标准差
(x±s)表示,  以 P<0.05为差异有统计学意义。 

3  结果与讨论 

3.1  对小鼠脾淋巴细胞增殖和混合淋巴细

胞生长的影响 

从表1 可以看出, 牡蛎活性肽对小鼠脾淋巴细胞的
生长抑制率出现明显的量效关系, 即在一定浓度范围内, 
随着浓度的升高, 抑制率增大。其 IC50为 125 mg/L。 

 
 
表 1  牡蛎活性肽对淋巴细胞的生长抑制率(n =3, x±s) 
Tab. 1  Inhibition of lymphocyte proliferation by oyster peptides (n = 3, x ± s) 

浓度(mg/L) 小鼠脾淋巴细胞增殖抑制率(%) 混合淋巴细胞增殖抑制率(%) 

7.81 7.53±0.33 16.51±5.19 
15.62 14.88±2.35 20.91±2.23 
31.25 26.74±1.31 21.38±1.18 
62.5 25.98±0.56 23.74±1.44 
125 52.18±0.65 45.38±5.34 
250 62.39±1.25 60.12±1.35 
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免疫抑制剂通过抑制免疫细胞(T细胞和 B细胞
等巨噬细胞)的增殖和功能, 降低抗体免疫反应。在
特异性抗原刺激下可以使相应的淋巴细胞克隆发生

增殖。如刀豆蛋白 ConA 是 T 淋巴细胞有丝分裂原, 
能在体外激活 T 细胞增殖, 并促进 T 细胞和单核细
胞产生细胞因子 [11]; 而脂多糖 (Lipopolysaccharide, 
LPS)则刺激 B 细胞发生增殖。因此, 本研究采用混
合淋巴细胞的增殖模型研究牡蛎蛋白活性肽的免疫

活性。 

3.2  对小鼠脾淋巴细胞因子 IFN-γ 和 IL-2
分泌的影响 
采用双夹心 ELISA 方法分别检测小鼠脾淋巴细

胞培养液上清中的细胞因子 , 实验结果表明 , 牡蛎
活性肽对 ConA 激活的小鼠脾脏淋巴细胞上清中分
泌的细胞因子 IL-2, IFN-γ 有显著的抑制作用, 呈现
一定的剂量依赖性, 见图 2、图 3。 

细胞因子(cytokine)是一类由抗原、有丝分裂原
或其他刺激物活化的细胞分泌的、相对分子质量为 

 

 
 

图 1  细胞因子 IFN-γ和 IL-2标准曲线 
Fig. 1  The standard curves of cytokines IFN-γ and IL-2 

 

 
 

图 2  ELISA检测牡蛎活性肽作用后对细胞上清中 IL-2的
影响 

Fig. 2  The detection of IL-2 in supernatant influenced by 
oyster bioactive peptides using ELISA method 

 

 
 

图 3  ELISA 检测牡蛎活性肽作用后对细胞上清中 IFN-γ
的影响 

Fig. 3  The detection of IFN-γ in supernatant influenced by 
oyster bioactive peptides using ELISA method 

 
15～30 kD的糖蛋白。包括淋巴细胞因子、单核细胞
因子及其他细胞产生的细胞因子[12]。这些因子在体

内主要发挥抗感染、抗肿瘤作用、调节免疫、刺激

造血细胞增殖分化以及参与和调节炎症反应等生物

学功能。白细胞介素 -2(IL-2), 主要由活化的
CD4+T细胞和 CD8+T细胞产生 , 是所有 T细胞亚
群的生长因子 , 为调控免疫应答的重要因子 , 免
疫抑制剂可以抑制其活性和生成。已有大量文献报

道, 在器官移植后的排斥反应和自身免疫病如类风
湿性关节炎、红斑狼疮、膜肾球肾炎、炎性肠病和

免疫性溶血贫血等患者的血清或淋巴细胞培养上清

液中 , 炎症性细胞因子 IL-2 的水平明显升高 [13]。

IFN-γ 可增强靶器官中抗原递呈细胞或非抗原递呈
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细胞异常表达组织相容性复合物分子, 促进对自身
抗原的识别和提呈功能, 激活自身反应性T细胞, 从
而诱发自身免疫性疾病。在自身免疫性肝炎、自身

免疫性甲状腺炎患者血清中 IFN-γ明显升高。本研究
结果表明牡蛎蛋白活性肽可以抑制小鼠脾淋巴细胞

分泌 IL-2 和 TNF-γ, 由此推测牡蛎蛋白活性肽可能
是通过抑制细胞因子的分泌来产生免疫抑制作用。 

4  结论 
近年来, 器官移植的手术正以每年 5000 余例次

递增 , 是器官衰竭治疗的最后有效手段 , 术后的特
殊用药——免疫抑制剂, 对器官移植患者存活时间、
移植器官功能维持等方面起着举足轻重的作用。而

目前临床上使用的免疫抑制剂多为进口药物, 价格
昂贵, 此外临床上常用的免疫抑制剂如糖皮素激素
类、环磷酰胺、甲氨喋呤、硫唑嘌呤、环孢菌素、

抗淋巴细胞血清、抗白介素-1及 2受体抗体等, 毒副
作用较大。因此寻找开发高效、低毒的免疫抑制剂, 
是当今器官移植药物研究的热点。 

本研究发现在一定浓度范围内牡蛎蛋白活性肽

能抑制小鼠脾淋巴细胞和混合淋巴细胞的增殖, 具
有明显的免疫抑制活性。研究结果显示牡蛎活性肽

有希望作为一种新的免疫抑制剂进行开发应用研究, 
在动物皮瓣移植模型上进一步探讨其体内抗排斥功

效。 
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Separation and immunosuppressive activity analysis of the 
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Abstract: The bioactive peptides of oyster were obtained by animal protease enzyme from oyster protein. The bio-

active peptides molecular weight less than 3kD were analyzed using MTT assay, in vitro mice spleen lymphocytes 

proliferation assay and in vitro mixed lymphocyte proliferation assay. The changes of secretory cytokines IL-2 and 

IFN-γ in supernatant of mouse splenic lymphocyte after bioactive peptides treatment were analyzed using ELISA 

assay．The results showed that Oyster peptide can suppress the proliferation of spleen lymphocytes in mice and 

reduce the secretory cytokines IL-2 and IFN-γ in supernatant of mouse splenic lymphocyte. 
 

                                                                       (本文编辑: 康亦兼) 
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