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提要   采用噻唑盐( MTT )比色方法研究在紫外线辐射损伤条件下扇贝多肽对免疫细胞的保

护作用,并探讨扇贝多肽对胸腺细胞和脾细胞活性的影响。结果表明, 扇贝多肽具有抗紫外线

氧化损伤的作用, 可减轻或抑制紫外线对胸腺细胞和脾细胞的氧化损伤,并且呈剂量依赖性。

扇贝多肽在 0. 5% ) 10. 0%的浓度范围内,其抗氧化能力随浓度的增高而增强;在正常条件下

可显著增强免疫细胞的活性, 并且可拮抗雌激素对免疫细胞的抑制作用。提示扇贝多肽不仅

具有抗氧化损伤作用,而且具有免疫增强作用。
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海洋生物中蕴藏着巨大的生物活性物质资源,其中有些生物活性物质具有重要的药用

价值,已成为人类治愈疾病的重要药物资源,因此,开发海洋生物中的活性物质是国内外的

热门研究课题(张克凌等, 2000;张新宇等, 2000)。近几年,国外已开发出的海洋肽类活性物

质有活性毒肽、抗菌肽、抗癌肽等( Pett it et al , 1989; Pett it et al , 1995)。目前,由于臭氧层的

破坏,照射到地球上的射线过多,对机体造成损伤, 甚至导致肿瘤的发生( Clement et al ,

1996) ,因此,寻找天然抗氧化剂、阻止紫外线的氧化损伤是国际上的重要研究课题。扇贝多

肽是近年来从栉孔扇贝中提取出的一种具有生物活性的小分子、水溶性多肽, 分子量为

800 ) 1000。初步研究表明该多肽具有抗氧化活性, 能清除羟自由基和超氧阴离子(王春波

等, 1998a) ,有延缓自然衰老动物皮肤的老化的作用(王春波等, 1998b)。但扇贝多肽是否对

免疫细胞的功能有影响? 对免疫细胞有无抗紫外线氧化损伤的保护作用? 目前尚未见报

道。本文探讨在紫外线辐射损伤条件下扇贝多肽对免疫细胞的保护作用,并探讨扇贝多肽

对胸腺细胞和脾细胞活性的影响,以期为扇贝多肽的进一步开发应用提供资料。

1  材料与方法
1.1  材料

6周龄健康雄性Wistar大鼠 10只,购于青岛药物研究所实验动物中心, 在无特殊病原

菌的条件下喂养。扇贝多肽由中国水产科学研究院黄海水产研究所提供。RPMI-1640、
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噻唑盐( M TT)均为 Sigma公司产品。

1. 2  方法

1. 2. 1  紫外线对免疫细胞损伤强度和扇贝多肽有效保护剂量的筛选   采用噻唑盐

( MTT )比色法(司徒镇强等, 1996)。首先无菌取大鼠胸腺和脾, 按常规方法分别制备胸

腺细胞( Thymocyte, T )和脾细胞( Splenocyte, S) ,调其细胞浓度为 1 @ 10
6 ) 5 @ 10

6
cell/ ml,

经台盼蓝染色检查细胞活性大于 95%。分 6组, 接种于 24孔板, 每孔 1ml,每组 3个复

孔,有两组分别加入含 8%小牛血清的 RPM I- 1640培养液(完全培养液) , 作为对照组

( C1 和 C2)。另外 4组分别加入不同浓度的扇贝多肽,使其终浓度为 1. 0%、2. 5%、5. 0%

和 10. 0%。孵育 12h。其中对照组 1( C1)的细胞不经紫外线损伤;对照组 2( C2)与加入不

同浓度扇贝多肽的实验组在紫外线下分别照射 20s和 40s,其辐射强度分别为 6 @ 10- 4J/

cm2和 1. 2 @ 10- 3J/ cm2。然后向各组每孔加入 MTT 溶液 100Ll, 37 e 继续孵育 4h, 终止

培养。离心弃去孔内营养液, 收集细胞, 每孔加入 150Ll 二甲基亚砜( DM SO) , 振荡

10min,选择 490nm 波长,在酶联免疫检测仪上测定各孔光吸收值, 记录结果( OD值) ,以

完全培养液孔作空白对照。

1. 2. 2  在紫外线损伤过程中扇贝多肽对胸腺细胞和脾细胞的保护作用   按上述方法
取胸腺和脾细胞,调细胞悬液浓度为 1 @ 106cell/ ml分组备用。细胞悬液分为 4组,接种

于24孔板,每孔 1ml, 每组 3个复孔,分别加入 RPMI- 1640作为对照( C)和按筛选后的

浓度分别加入扇贝多肽, 扇贝多肽的终浓度分别为 0. 5%、1. 0%和 2. 0%, 孵育 12h。在

强度分别为 3. 0 @ 10- 5 J/ cm2、1. 2 @ 10- 3 J/ cm2、1. 26 @ 10- 2J/ cm2 的紫外线照射后, 以同

上方法检测扇贝多肽对胸腺和脾细胞的保护作用。

1. 2. 3  扇贝多肽对胸腺和脾细胞的影响   分离胸腺和脾细胞, 调细胞悬液浓度为 1 @

106cell/ m l。一部分细胞悬液不加刀豆素蛋白A( ConA) ( T 0或 S0 组) ,分为 6组,每组3个

复孔,每孔 1ml, 一组加入 RPMI- 1640液作为对照( C) ,另三组分别加入终浓度为0. 5%、

1. 0%和 2. 0%的扇贝多肽; 第5组加入 1. 0%的雌二醇( Estradiol, E2) ,第 6组加入终浓度

皆为 1. 0%的 E2和扇贝多肽。另一部分胸腺和脾细胞悬液分别加入 2ng/ ml和 6ng / ml

的 ConA后( T c或 Sc组) , 再按上述分组分别加入同样试剂。以 M TT 方法检测扇贝多肽

对有有丝分裂原和无有丝分裂原刺激时的免疫细胞活性的影响。

2  结果

2. 1  扇贝多肽最佳保护剂量的选择

实验中,肉眼即可观察到胸腺细胞较脾细胞更易受到紫外线的氧化损伤,照射后马上

出现细胞凝集, 脾细胞出现凝集较晚。与不经紫外线照射的 C1组相比, C2 组的细胞经紫

外线照射后胸腺细胞和脾细胞的代谢活性均降低; 但是照射 40s( 1. 2 @ 10- 3 J/ cm2 )较照

射 20s( 6. 0 @ 10- 4J/ cm2)的代谢活性降低的程度要轻。加入扇贝多肽组的两种细胞的活

性均较不加扇贝多肽组的细胞活性强;但是对脾细胞, 浓度为 1. 0%的扇贝多肽保护作用

较2. 5%的为强;而对胸腺细胞,浓度为 2. 5%的扇贝多肽保护作用最佳(表 1)。

2. 2  紫外线氧化损伤条件下扇贝多肽对免疫细胞的保护作用

根据筛选的结果,选择 2. 0%和 1. 0%及其 0. 5% 三个浓度作为最佳保护浓度 , 在
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紫外线辐射强度较低时加以上 3 个浓度扇贝多肽组的细胞活性均较不加扇贝多

肽的活性强 ; 但是紫外线辐射的强度增加到5. 4 @ 10- 2J/ cm2 时, 仅 2. 0%浓度的扇

贝多肽对胸腺细胞具有保护作用,而 1. 0%、2. 0%浓度的扇贝多肽对脾细胞均有保护作

用(表 2)。

表 1  紫外线损伤过程中扇贝多肽对免疫细胞有效保护剂量的筛选
Tab. 1  Choice of protect ive effect dose of polypeptides from Chlamys f arreri on immune cells during

the process of U V oxidative damage

免疫细胞

活性( OD)

组别

 

辐照强度( J/ cm2)

6. 0 @ 10- 4 1. 2 @ 10- 3

脾细胞 C1(未照) 0. 685 ? 0. 006* *

C2 0. 390 ? 0. 0051) 0. 663 ? 0. 0111)

1. 0% 0. 814 ? 0. 010* * 1) 1. 041 ? 0. 043* * 1)

2. 5% 0. 703 ? 0. 008* * 1) 0. 842 ? 0. 009* * 1)

5. 0% 0. 976 ? 0. 014* * 1) 1. 237 ? 0. 027* * 1)

10. 0% 1. 796 ? 0. 013* * 1) 2. 161 ? 0. 051* * 1)

胸腺细胞 C1(未照) 0. 726 ? 0. 013*

C2 0. 437 ? 0. 0101) 0. 628 ? 0. 0081)

1. 0% 1. 704 ? 0. 019* * 1) 2. 661 ? 0. 022* * 1)

2. 5% 2. 659 ? 0. 037* * 1) 3. 018 ? 0. 011* * 1)

5. 0% 1. 684 ? 0. 030* * 1) 2. 067 ? 0. 011* *

10. 0% 2. 206 ? 0. 015* * 1) 2. 582 ? 0. 071* * 1)

  * * P < 0. 01, * P< 0. 05,与 C2 组相比( Compared w ith C2 group) ; 1) P< 0. 05,与 C1 组相比( Compared w ith C1

group)

表 2  不同紫外线损伤强度下扇贝多肽对免疫细胞的保护作用
T ab. 2  The ant-i U V oxidative ef fects of polypept ides f rom Chlamys f arr eri on immune cells

免疫细胞

活性( OD)
组别

辐照强度( J/ cm2)

2. 1 @ 10- 4 1. 2 @ 10- 3 5. 4 @ 10- 2

胸腺细胞 C 0. 171 ? 0. 010 0. 380 ? 0. 007 0. 356 ? 0. 037

0. 5% 0. 334 ? 0. 001* * 0. 451 ? 0. 014* * 0. 373 ? 0. 018

1. 0% 0. 540 ? 0. 010* * 0. 472 ? 0. 011* 0. 358 ? 0. 027

2. 0% 0. 701 ? 0. 015* * 0. 578 ? 0. 021* * 0. 551 ? 0. 030* *

脾细胞 C 0. 540 ? 0. 023 0. 355 ? 0. 004 0. 306 ? 0. 014

0. 5% 0. 672 ? 0. 015* * 0. 395 ? 0. 002* * 0. 302 ? 0. 009

1. 0% 0. 774 ? 0. 024* 0. 419 ? 0. 012* * 0. 384 ? 0. 011*

2. 0% 0. 912 ? 0. 021* * 0. 526 ? 0. 014* * 0. 467 ? 0. 016* *

  ** P < 0. 01, * P< 0. 05,与 C组相比( Compared w ith C group)

2. 3  扇贝多肽对免疫细胞的影响

扇贝多肽在无紫外线损伤的条件下对胸腺细胞和脾细胞也有影响, 可显著增强两种

细胞的活性,而且扇贝多肽的浓度越大其增强效应越明显。在加入 ConA 条件下,同一浓

度扇贝多肽增强胸腺细胞活性的作用较不加 ConA时显著。而对脾细胞而言, 加 ConA

后,虽然扇贝多肽可以增强脾细胞的活性,但是与不加 ConA 同一浓度组相比,仅 0. 5%浓

度的扇贝多肽较不加扇贝多肽组的细胞活性增强,而 1. 0%和 2. 0%浓度的扇贝多肽并未

见更强的增加细胞活性的效应。E2 可降低免疫细胞的活性, 加入扇贝多肽不仅可拮抗 E2
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的作用,而且还可提高免疫细胞的活性(表 3)。

表 3  扇贝多肽对免疫细胞活性的影响

T ab. 3  The ef fect of polypept ides f rom Chlamys far reri on act ivites of immune cells

组别
胸腺细胞活性( OD)

T 0 T c

脾细胞活性( OD)

S0 Sc

C 0. 266 ? 0. 017 0. 382 ? 0. 0291) 0. 272 ? 0. 025 0. 345 ? 0. 0141)

0. 5% 0. 406 ? 0. 011* * 0. 461? 0. 025* * 1) 0. 297 ? 0. 029* * 0. 398 ? 0. 006* 1)

1. 0% 0. 466 ? 0. 008* * 0. 504? 0. 020* * 1) 0. 394 ? 0. 018* * 0. 397 ? 0. 006*

2. 0% 0. 586 ? 0. 013* * 0. 617? 0. 018* * 1) 0. 523 ? 0. 042* * 0. 513 ? 0. 015* *

E2 0. 202 ? 0. 005* * 0. 219 ? 0. 002* *

E2+ 1. 0% 0. 458 ? 0. 010* * 0. 415 ? 0. 009* *

  ** P < 0. 01, * P< 0. 05,与 C 组相比( Compared w ith C group) ; 1) P < 0. 05,与 T 0 组或 S 0 组相比 ( Compared

w ith T 0 or S0 group)

3  讨论
噻唑盐( MT T)比色实验是检测细胞存活和生长的方法。活细胞线粒体中的琥珀酸

脱氢酶能使外源性的 MTT 还原成为难溶性的蓝紫色结晶物 ( Formazan)并沉积在细胞

中,线粒体膜损伤时, MTT 被还原量明显减少,而死细胞则无此功能。二甲亚砜能溶解细

胞中的紫色结晶物, 用酶联免疫检测仪在 490nm 波长处测定其光吸收值, 可直接反映细

胞的代谢活性, 间接反映活细胞数量。它的特点是灵敏度高、重复性好、操作简便、经济快

速、无放射性污染, 与其他检测细胞活力的方法 (如3H-TdR 掺入实验等)有良好的相关

性,因而广泛应用于检测细胞活性、抗癌药物对肿瘤增殖活性的效应和抗癌药物筛选等研

究。本实验采用 M TT 方法,观察了紫外线氧化损伤条件下扇贝多肽对离体免疫细胞的

活性的影响。结果表明, 在紫外线氧化损伤过程中,中枢淋巴器官的细胞(胸腺细胞)较周

围淋巴器官的细胞(脾细胞)对紫外线损伤更敏感, 经紫外线照射后胸腺细胞即可发生聚

集,而脾细胞发生聚集较晚。结果还发现,在紫外线强度一定的条件下,照射 40s组反而

较20s组的免疫细胞的代谢活性强; 当辐射损伤的时间增至 3min 时, 细胞的代谢和增殖

活性显著降低。但是辐射组与未辐射组的两个未加扇贝多肽的对照组的细胞活性相比,

辐射组淋巴细胞的活性仍较未辐射组的活性低。南新升等( 1992)以3H-TdR掺入法研究

在紫外线损伤条件下脾细胞的修复能力的变化,发现在 5min之内脾细胞的 DNA 的修复

能力随紫外线辐射时间的延长而增强,但辐射时间超过 5min之后脾细胞的 DNA 的修复

能力随辐射时间的延长而降低,本实验结果从细胞的酶代谢的角度也证实了这一点。但

本文结果表明紫外线辐射 3min后细胞的活性就显著降低, 这可能由于实验所选择的紫外

线的辐射强度不同所致, 辐射强度越大,造成的损伤越强,细胞损伤后的修复能力越小。

有研究表明,紫外线的辐射损伤主要是产生超氧阴离子引起细胞膜及酶蛋白氢硫基

氧化分解, 而造成细胞损伤,尤其是 DNA的断裂、损伤( Kripke et al , 1996)。辐射不仅造

成皮肤过早老化、光敏性皮肤病, 而且可抑制 T 辅助细胞( Ts)的活性及其介导的免疫反

应,致使肿瘤细胞生长( Collins et al , 1997; Stew art et al , 1996; Shreedhar et al , 1998)。扇

贝多肽的发现填补了从海洋天然活性物质中提取抗氧化剂的空白。作者前期的研究表

明,扇贝多肽对皮肤的紫外线氧化损伤有保护作用(王春波等, 1998a, b)。本实验建立了
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体外淋巴细胞的紫外线氧化损伤模型, 并首次研究发现在紫外线氧化损伤过程中扇贝多

肽对免疫细胞也具有保护作用,其保护作用有明显的剂量依赖性。本实验筛选出了扇贝

多肽在体外紫外线损伤条件下对淋巴细胞的最佳保护浓度, 对胸腺细胞和脾细胞进行比

较而言,其应用剂量小、而且保护效果好的最佳浓度分别为 2. 0%和 1. 0%。因此,在本实

验中选择浓度为 0. 5%、1. 0%和 2. 0%的扇贝多肽作为实验中的保护剂量。但是随着紫

外线辐射强度的增大,其保护作用能力下降, 并且还可见在紫外线氧化损伤条件下加扇贝

多肽组的免疫细胞的活性较无紫外线损伤组的未加扇贝多肽的细胞的活性还强, 提示扇

贝多肽不仅是一种良好的抗氧化剂,而且也是一种良好的免疫细胞调节剂,可以显著增强

免疫细胞的代谢和增殖。

胸腺是中枢淋巴器官,是培育 T 淋巴细胞的场所。脾脏是周围淋巴器官, 内有大量

的T、B淋巴细胞,是产生细胞和体液免疫应答的部位。T 淋巴细胞是淋巴细胞再循环的

主要细胞,在血液中约占 60% ) 70% ,在淋巴结中约占 65% ) 85%, 在机体免疫功能活动

中居于主导地位。为证实扇贝多肽有无免疫调节作用,本实验又探讨了在无紫外线损伤

条件下,扇贝多肽对免疫细胞的影响。扇贝多肽对胸腺细胞和脾细胞的代谢和增殖的均

具有增强效应, 这也提示其对免疫机能的影响是广泛的。ConA为有丝分裂原,可以刺激

T 淋巴细胞的增殖。本研究结果表明, 无论有、无 ConA 的存在, 扇贝多肽均可显著增强

免疫细胞的活性;提示扇贝多肽可以促进免疫细胞增殖、提高细胞活性, 并与剂量呈正相

关。加 ConA组与不加 ConA组相比, 同一浓度的扇贝多肽对胸腺细胞在 ConA作用下,

其促进细胞增殖的作用均较无 ConA刺激时的作用强; 而对脾细胞,仅浓度为 0. 5%的扇

贝多肽促细胞活性作用有 ConA 组较无 ConA组作用强; 提示扇贝多肽可能对 T 淋巴细

胞的影响更显著,但尚需进一步研究加以证实。

雌二醇( Estradiol, E2)是机体中的具有广泛调节作用激素之一,对免疫功能也具有调

节作用,可在体内外抑制免疫细胞的活性(刘晓萍等, 1995; Grossman et al , 1982)。本研

究结果表明 E2 可抑制胸腺细胞和脾细胞的活性。扇贝多肽可在体外阻断 E2 对免疫细胞

的抑制作用,这也提示扇贝多肽可能是一种作用广泛的免疫促进剂, 具有重要的理论意

义。
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EFFECT OF POLYPEPTIDES FROM CHLAMYS FARRERI

ON THE PROLIFERATION OF IMMUNE CELLSAND ITS PROTECTION

AGAINST ULTRAVIOLET IN VITRO

LIU Xiao-Ping, WANG Yu-Zhen,HAN Yan-Tao, YU Ye- Jun,

WANG Yue-Jun­ , WANG Chun-Bo

( Medical College of Qingdao University , Qingdao, 266021)

­( Yel low Sea Fisheries Research I nst itute , Chinese A cademy of F ishery S ciences, Qingdao, 266071)

Abstract   The polypeptides isolated from Chlamys f ar reri ( PCF) by modern bioengineering technique were a

water soluble small molecular w ith biolog ical activity. In this paper the effects of PCF on the proliferative activ-i

ties of thymocytes and splenocytes and the protective effects of PCF on those immune cells under Ultraviolet

( UV) oxidative damage were detected by MTT colorometry . The results showed that PCF could reduce the u-l

traviolet ( UV) damage on the thymocytes and splenocytes with dose dependence. In the 0. 5% ) 10. 0% con-

centration range the higher concentration of PCF the stronger protective effects of it. PCF could also significantly

increase the proliferative activities of the thymocytes and splenocy tes and could decrease or inhibit the immune

suppressive effects of Estradiol on the thymocy tes and splenocytes. T he results indicate that PCF not only has the

effect of antiox idative damage of UV irradiation but also has the effect of increasing immune function.

Key words   Polypeptides from Chlamys f ar rer i( PCF) , Immune cells, U ltraviolet damage
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