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鸦胆子球蛋白酶解物对黑色素瘤细胞毒性研究 *
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摘要 目的：优化鸦胆子球蛋白提取工艺，采用酶解法获得多肽组分，并对其细胞毒性进行研究。方法：运用 L9(33)表设计正交试

验，筛选球蛋白提取最佳工艺参数，等电点法浓缩蛋白；采用不同蛋白酶水解球蛋白，经超滤（MWCO = 3 kDa）后收集滤过液，

MTT法考察小分子量酶解物对鼠源黑色素瘤 B16的细胞毒性。结果：球蛋白最佳工艺参数为：NaCl浓度 5 %、提取时间 1.5 h、固

液比 1: 12；胃蛋白酶为最优蛋白酶源，其水解产物（≤ 3 kDa）对 B16细胞具有显著的细胞毒性，72 h时，IC50为 1.08 滋g·mL-1。结

论：鸦胆子球蛋白源多肽组分具有明确的体外细胞毒性，有望进一步从中获得高活性抗肿瘤肽。
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The Cytotoxicity of Brucea Javanica Seeds Globulin Hydrolysates
on Melanoma Cell*

To optimize the extraction process parameter of globulin Brucea javanica seeds, obtain the polypeptide

components by enzymatic hydrolysis, and evaluate its cytotoxicity. The orthogonal experiment of L9 (33) was firstly applied to

obtain the optimal parameter for globulin extraction. The protein was then primarily purified by isoelectric precipitation. Different kinds

of proteases were applied to hydrolyze B. javanica globulin followed by ultrafiltration with the molecular weight cut-off of 3 kDa to

collect the permeate. MTT assay was then conducted to evaluate the cytotoxicity of low molecular weight hydrolysates (≤ 3kDa) on B16

cell line. The optimal process parameters of the globulins extraction were as follows: 5 % of NaCl concentration, 1.5 h of

extraction time and solid liquid ratio of 1:12; The hydrolysates (≤ 3kDa) of B. javanica globulin produced by pepsin showed significantly
high growth inhibitory activity on B16 cells, with the IC50 value of 1.08 滋g·mL-1 after 72 h incubation. The peptides of B.
javanica globulin demonstrated specific cytotoxicity on melanoma cell line in vitro, suggesting antitumor peptides could be further

obtained from B. javanica seeds.
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前言

恶性黑色素瘤是一种恶性程度最高的皮肤肿瘤，具有发病

年龄早、易转移，对放化疗不敏感等特点，且发病率逐年增长。

据统计，1982年至 2011年，欧美国家黑色素瘤以大于 3 %的速

度增长；2007年至 2011年，美国白种人新增病例为 70000，预

计 2026年至 2031年新增病例为 116000[1, 2]。黑色素瘤在我国

发病率相对较低，但近年来呈明显增加趋势，年增长率约为 3

%－ 5 %，每年约有 2万新发病例[3]。因此，寻找有效治疗恶性

黑色素瘤的新型药物备受关注。

鸦胆子是苦木科鸦胆子属鸦胆子 Brucea javanica (L.)

Merr.的成熟果实，味苦、性寒，有小毒，归大肠、肝经[4]，具有清

热、解毒、治疟、治痣等功效。鸦胆子最显著的药理作用为抗肿

瘤，鸦胆子油及苦木素等具有良好的抑瘤作用[5, 6]，其中鸦胆子

油已广泛用于临床治疗。蛋白质是生命结构和功能的重要单

位，鸦胆子中的蛋白质含量为 17.47 %，其中球蛋白占蛋白总量

的 8.11 %[7]。蛋白质经水解后释放出生物肽，肽类药物具有安全

可靠，作用多途径、多靶点等特点[8]。本文拟对鸦胆子球蛋白提

取工艺进行优化，并对其多肽组分的细胞毒性进行评价。

1 材料与方法

1.1 试验材料

鸦胆子（广西，批号 20100242），购买于北京同仁堂，经北

京中医药大学刘春生教授鉴定为苦木科鸦胆子属的鸦胆子
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Number 1 2 3 4 5 6 7

0.5 mg·mL-1 Standard protein (滋L) - 2 4 8 12 16 20

Protein concentration (mg·mL-1) 0 0.05 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

DIW (滋L) 20 18 16 12 8 4 -

BCA working liquid (滋L) 200 200 200 200 200 200 200

表 1 BCA标准溶液

Table 1 BCA standard solution

Note: "-"- Do not add sample, DIW-Deionized water.

Brucea javanica (L.) Merr.的干燥成熟果实。

鼠源黑色素瘤细胞 B16，获赠于北京中医药大学孙震晓

教授。

生物试剂：胃蛋白酶（批号 101644990，Sigma公司）；胰蛋

白酶（批号 1002203482，Sigma 公司）；琢- 糜蛋白酶（批号
10011750575，Sigma公司）；RPMI1640培养基（批号 1493423，

Gibco 公司）；胎牛血清（批号 20161214，四季青）；双抗（批号

30002283，CORNING）；蛋白质标准品（批号 20160422，北京拜

尔迪生物技术有限公司）；蛋白质上样缓冲液（批号 20160422，

北京拜尔迪生物技术有限公司）；其它试剂均为分析纯。

仪器：FW-100型高速万能粉碎机（天津市泰斯特仪器有限

公司）；BP221S型电子分析天平（Sartorius公司）；TGL-20M型

台式高速冷冻离心机（上海卢湘仪离心机仪器有限公司）；佑科

PHS-3C实验室 pH计（上海佑科仪器仪表有限公司）；DF-101S

集热式恒温加热磁力搅拌器（巩义市予华仪器有限责任公司）；

FLC-3 超净工作台（北京东联哈尔仪器制造有限公司）；

MCO-18AIC（UV）CO2培养箱（日本 SANYO 公司）；Epoch 酶

标仪（美国 Bio-Tek公司）；TE2000-S倒置显微镜（日本 NIKON

公司）。

1.2 试验方法

1.2.1 鸦胆子球蛋白提取工艺优化 （1）鸦胆子球蛋白提取：

鸦胆子球蛋白提取方法参考冀会方等[7]，鸦胆子粉碎后过 40目

筛，石油醚脱脂，真空干燥。采用双蒸水提取清蛋白后，再加 5 %

NaCl溶液于 4℃振荡 1 h后，10000 r·min-1、20 min离心获取鸦

胆子球蛋白提取液；转移蛋白提取液至透析袋（MWCO：3.5

kDa）中，放置 4℃低温环境中透析 24 h，期间每 4 h换水。蛋白

溶液冷冻干燥，以备用。

（2）蛋白含量测定：采用 BCA法测定蛋白及多肽含量[9]。将

标准蛋白（BSA）稀释成适宜浓度（0.05 mg·mL-1、0.1 mg·mL-1、

0.2 mg·mL-1、0.3 mg·mL-1、0.4 mg·mL-1和 0.5 mg·mL-1），37 ℃

保温 30 min，冷却至室温后，562 nm测定样品的 OD值，绘制

标准曲线，计算样品含量。

（3）正交试验方案设计：前期试验表明 NaCl浓度、提取时

间、固液比对球蛋白提取效率有影响。故本研究设计 3因素 3

水平正交试验（表 2）。考察上述因素对球蛋白提取效率的影

响，以获得最优提取参数。

Level
Factors

A, concentration of NaCl（%） B, the time of extraction（h） C, the ratio of solid-liquid（m/v）

1 3 0.5 1:10

2 4 1 1:12

3 5 1.5 1:14

表 2 L9(33)试验因素水平表

Table 2 L9(33) Test factor level table

1.2.2 鸦胆子球蛋白沉淀 （1）球蛋白等电点测定：采用沉淀

法[10]测定球蛋白的等电点：精确量取鸦胆子球蛋白溶液，用 10

%的 HCl溶液以 0.2的梯度在 pH 2.0-4.0调节蛋白溶液的 pH，

蛋白溶液于 4℃，5000 r·min-1离心 10 min，收集上清液并测定

其蛋白质含量，根据蛋白质在等电点处溶解度最小的原理，等

电点处上清液蛋白含量最低。

（2）SDS-PAGE电泳 采用垂直不连续体系[11]：分别配制浓

度为 15 %分离胶和浓度为 5 %浓缩胶。蛋白样品溶液加入上样

缓冲液混合后，100 ℃处理 5 min使其变性，上样量为 20 滋g，
室温恒压电泳。当溴酚蓝指示剂距胶底 5 mm时立即停止电

泳。考马斯亮蓝 R-250染色，甲醇冰醋酸混合液脱色使蛋白条

带清晰，背景干净。

1.2.3 鸦胆子球蛋白酶解物的细胞毒性研究 （1）最优蛋白酶

的筛选：选用胃蛋白酶、胰蛋白酶和琢-糜蛋白酶三种酶水解鸦
胆子球蛋白。反应条件为：1 %的底物浓度，酶与底物浓度比为

1:10，温度 37℃；各种酶最适反应缓冲液分别为：胃蛋白酶

（0.01 mol·L-1 HCl，pH = 2.0），胰蛋白酶（50 mmol·L-1 Tris缓冲

液，pH = 8.0），琢- 糜蛋白酶（50 mmol·L-1 Tris 缓冲液，pH =

8.0）。酶解液水浴 48 h后，100℃、5 min变性以终止反应，立即

冰浴冷却，再 4 ℃、10000 r·min-1离心 20 min，取上清液，进而

超滤离心（MWCO = 3 kDa），收集滤过液，冷冻干燥后，用 PBS

配制受试样品母液，0.22 滋m过滤除菌，备用。
（2）鸦胆子球蛋白酶解物（≤ 3 kDa）对黑色素瘤 B16的细

胞毒性研究：细胞培养参考文献[12]，取对数生长期的细胞台盼
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Number A B C Levels of globulin（mg·2g-1）

1 1 1 1 66.86 ± 0.97

2 2 1 2 65.46 ± 0.85

3 3 1 3 66.22 ± 1.29

4 1 2 2 66.48 ± 0.98

5 2 2 3 71.37 ± 1.09

6 3 2 1 62.77 ± 1.12

7 1 3 3 65.94 ± 0.95

8 2 3 1 58.41 ± 0.86

9 3 3 2 77.67 ± 1.16

k1 66.43 66.18 62.68

k2 65.08 66.87 69.87

k3 68.89 67.34 67.84

R 3.81 1.16 7.19

表 3正交实验结果（M± s, n = 3）

Table 3 The results of orthogonal experiment (M± s, n = 3)

Note: K stands for the average levels of globulin and R stands for the extreme difference. A, concentration of NaCl; B, the time of extraction;

C, the ratio of solid-liquid.

蓝染色，确保活细胞占细胞总数的 90 %以上，将细胞密度调整

为 2× 104个 /mL，按照 100 滋L/孔的密度接种于 96孔培养板，

待细胞贴壁后，吸去旧培养基，空白组及阴性对照组每孔加入

新鲜培养基。其余各组每孔加入等体积不同浓度的酶解产物，

分别继续培养 24 h、48 h和 72 h后弃旧培养基，MTT法于 570

nm处测定 OD值，计算细胞增殖抑制率。其中，胃蛋白酶酶解

物设 0.25 滋g·mL-1、0.5 滋g·mL-1、1 滋g·mL-1、2 滋g·mL-1、4 滋g·
mL-1五个浓度，作用 B16细胞 72 h后，计算其 IC50值。

抑制率(%) = [1-(加药组 OD值 -空白组 OD值) /（阴性对

照组 OD值 -空白组 OD值）]× 100%

（3）B16细胞形态学变化：细胞培养方法同上，添加不同浓

度胃蛋白酶水解产物（1 滋g·mL-1、2 滋g·mL-1和 4 滋g·mL-1），于

24 h、48 h和 72 h于倒置相差显微镜下观察其形态。

1.3 统计学分析

试验数据用 x依s 表示，采用 SPSS 22.0软件进行单因素方

差学分析，P＜0.05表示具有显著性差异。

2 结果

2.1鸦胆子球蛋白提取工艺参数的优化

2.1.1 蛋白标准曲线 蛋白标准曲线如图 1所示，线行回归方

程为：y = 0.7919x + 0.0095，R2 = 0.9993，具有较好的线行关系。

2.1.2 鸦胆子球蛋白提取正交试验结果 按照正交表的试验

方案，提取鸦胆子球蛋白并采用 BCA法进行蛋白含量测定，结

果如表 3所示，由极差 R可知，影响球蛋白提取效率的因素主

次顺序为 C＞A＞B，即固液比对鸦胆子球蛋白提取效率影响

最大，NaCl浓度次之，提取时间对其影响最小。鸦胆子球蛋白

最佳提取工艺参数组合为 A3B3C2：NaCl浓度 5 %，提取时间

1.5 h，固液比 1:12。

2.1.3 鸦胆子球蛋白等电点测定结果 在 pH 2.2~4.0之间调

节鸦胆子球蛋白提取液 pH，离心后，测定上清液蛋白含量，以

pH值为横坐标表，OD562值为纵坐标绘制曲线图，如图 2所

示，结果表明在 pH 2.8处，上清液蛋白最低，即鸦胆子球蛋白

等电点为 2.8。

2.1.4 SDS-PAGE结果 将经过等电点沉淀与否的鸦胆子球

蛋白均进行聚丙烯凝胶电泳，结果如图 3所示，等电点沉淀前

后鸦胆球蛋白条带均主要分布在 33 kDa、31 kDa、28 kDa和 19

kDa附近。相比之下，蛋白原液 21 kDa条带表达量相对低一

些，可能是等电点沉淀过程中，该条带蛋白沉淀效率较高。说

明，沉淀法并未造成蛋白条带的损失，该方法浓缩蛋白可靠。

2.2 球蛋白酶解物的细胞毒性研究结果

2.2.1 最优蛋白酶筛选 采用MTT试验考察鸦胆子球蛋白不

同酶解产物（≤ 3 kDa）对鼠源黑色素瘤细胞株 B16的细胞毒

性，结果如图 4所示。给药后 24 h时，胃蛋白酶、糜蛋白酶以及

琢-糜蛋白酶三种蛋白酶水解产物对黑色素瘤 B16细胞增殖抑

制作用不明显，且均无显著性差异（P>0.05）。给药后 48 h，给药

低剂量（1 滋g·mL-1）和中剂量（2 滋g·mL-1）时，胃蛋白酶水解产

物的细胞增殖抑制率分别为 63.68 %和 75.14 %，显著高于其他

图 1 BCA法蛋白定量曲线图

Fig.1 The standard curve of protein assay
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图 4鸦胆子球蛋白酶解物（≤ 3 kDa）作用于 B16细胞的增长抑制率

Fig.4 Inhibitory activity of globulin hydrolyzates (≤ 3 kDa) on B16 cell proliferation

A, the product of pepsin hydrolysis; B, the product of trypsin hydrolysis; C, the product of 琢-Chymotrypsin hydrolysis

图 3鸦胆子球蛋白电泳图谱

Fig.3 SDS-PAGE profile of globulin of B. javanica seeds
1, the protein of unprocessed; 2, the protein of precipitated; 3, marker.

图 2鸦胆子球蛋白等电点曲线

Fig.2 Isoelectric point curve of B. javanica globulin

酶解物（P<0.05）；在高剂量 4 滋g·mL-1下，胃蛋白酶水解产物的

细胞抑制率达到 75.76 %，与其他二者无显著性差异（P>0.05）。

给药后 72 h，胃蛋白酶水解产物中剂量的细胞抑制率达到

87.68 %，显著高于其他二者（P<0.05）；而高剂量组，三者的细胞

抑制率分别为 92.81 %、87.20 %和 79.51 %（P>0.05）。因此，胃

蛋白酶的水解产物细胞毒活性最好，故选其为最优蛋白酶。经

计算，72 h时，IC50值为 1.08 滋g·mL-1。

2.2.2 胃蛋白酶水解产物对 B16的细胞形态学影响 胃蛋白

酶小分子水解物对 B16细胞形态学影响如图 5所示，阴性对照

组细胞数呈正常增长的趋势，细胞增殖速度快，细胞呈梭型且

透光性良好，48 h大量细胞处于分裂状态。胃蛋白酶水解产物

对 B16细胞增殖存在明显的抑制作用，随着浓度的增加，细胞

数量明显减少，细胞变圆，细胞增殖抑制明显，呈剂量依赖性。

3 讨论

黑色素瘤是一种恶性程度极高的皮肤类肿瘤，在临床上较

为常见且发病率近年来增长较快。黑色素瘤的侵袭和转移特性

是影响黑色素瘤患者生存的首要因素也是治疗的最大障碍[13]。

肿瘤的侵袭和转移是一个多步骤的过程，开始水平生长，接着

径向生长。在垂直生长期，肿瘤细胞浸入真皮或皮下组织，最终

穿透毛细血管内皮细胞进入血液转移到远处[14]。临床上黑色素

瘤的化疗药物主要包括烷化剂、铂类和植物来源类等。随着对
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图 5 B16细胞形态学观察（标尺 100 滋m）
Fig.5 Cytological observation of B16 treated by the globulin hydrolysates (≤ 3 kDa) enzymed by pepsin (Bar: 100 滋m)

A, B, C stand for the B16 cells treated with the product of pepsin hydrolysis for 24 h, 48 h and 72 h. 1-4 stand for the concentration of the product of

pepsin hydrolysis on 0 滋g·mL-1, 1 滋g·mL-1, 2 滋g·mL-1, 4 滋g·mL-1, respectively.

细胞信号传导的研究，更多关于调控细胞生长的信号传导途径

被发现，这从分子水平上提供干预这些信号传导通路的可能。

随着分子生物学研究的深入，发现黑色素瘤细胞存在 BRAF、

NRA和 CKIT等基因变异，针对其表达产物的药物开始用于临

床。靶向药物分为三类：第一类为特异性靶向药物，是专门针对

特异基因突变患者，如 BRAF（V600E/K）抑制剂（Vemurafenib）、

KIT抑制剂（Imatinib）以及 NRAS抑制剂，其特点为治疗靶点

比较专一、有效率高，但后续耐药问题比较棘手。第二类是非特

异靶向药物，其特点是靶点较广泛、单药效率低，如 IgG1抗体

（贝伐单抗）、多激酶抑制剂 (Sorafenib)、酪氨酸激酶抑制剂

(Dasatinib)、血管内皮抑制素（Endostar）等。第三类是靶向免疫

药物，它不直接作用于肿瘤细胞，而是通过调动免疫系统来杀

伤肿瘤细胞，如抗 CTLA-4 单抗（Ipilimumab）、抗 PD-L1 单抗

及抗 PD-1单抗（Pembrolizumab / lambrolizumab）。在目前的研

究结果中，抗 PD-L1单抗及抗 PD-1单抗获得客观疗效的患者

多可获得较为持久的疗效。但依旧存在严重的免疫相关的毒性反

应，或者由于较短的缓解时间限制了这些靶向药物的实用[15-17]。

生物肽是一种对生物体的生命活动有益或具有一定生理

作用的肽类化合物，但多数生物肽是以非活性状态存在于蛋白

质的长链中，经适当的水解后被释放，才显示出广泛的生物活

性，往往是原蛋白质或组成氨基酸所不具备的独特生理机能

[18]，如抗血糖、降低胆固醇、抗高血压、抗癌等[19]。其中抗肿瘤生

物肽因具有对目标肿瘤的高亲和力、高特异性、低毒性等特点，

还可以提高其他治疗方法对肿瘤治疗的敏感度；同时与抗体大

分子药物相比，其具有低分子量、小体积等特点而倍受关注。目

前已分离获得多种抗肿瘤肽，如从 Dolabella auricularia中分离

的海兔毒素、从 Elysia rufescens中获得的 Kahalalides，以及从

Lyngbya majuscule 的次生代谢产物中分离的 Apratoxin A 等
[20]。牡蛎中获得的 LANAK可抑制结肠癌 HT-29细胞增殖[21]。

Lunasin是从植物蛋白中分离获得的含有 43个氨基酸的多肽，

对癌变的纤维原细胞 C3H10T1/2及小鼠皮肤癌模型均具有显

著的抑制作用 [22]。从乌贼墨中分离纯化获得三肽 Gln-Pro-Lys

可抑制人前列腺癌 DU-145细胞的增殖[23]。RQSHFANAQP可

抑制乳腺癌MCF-7和MDA-MB-231细胞的增殖作用[24]。

酶解法制备生物肽，具有生产条件温和、可扩展性、可预测

性以及易得等优点[19]。蛋白酶水解物通过膜超滤、跨流膜过滤
[25]、柱层析或液相[26]等分离方法可获得高活性多肽组分或单体。

鸦胆子是我国的传统中药，科研工作者们从中已分离获得

多种结构明确的抗肿瘤成分，如油脂类的油酸和亚油酸、鸦胆

子苦素、鸦胆子苷等。课题组前期工作表明鸦胆子球蛋白源多

肽能显著抑制乳腺癌 MCF-7细胞的增殖( IC50 = 6.25 滋g·mL-1)
[7]，说明鸦胆子是优良的抗肿瘤药物开发的原材料。而鸦胆子球
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蛋白的含量占鸦胆子总蛋白的 8.11 %[7]，为了尽可能提取出球

蛋白，设计正交试验，试验结果表明在最优提取条件下即 NaCl

浓度 5 %、提取时间 1.5 h、固液比 1:12，鸦胆子球蛋白的提取

率最高，但同时增大了球蛋白提取液的体积，因此采用等电点

沉淀法浓缩球蛋白，提高后续冻干效率。本研究结果表明鸦胆

子球蛋白源多肽组分对黑色素瘤细胞 B16具有明确的生长抑

制作用（IC50= 1.08 滋g·mL-1），有望进一步从中获得有效的抗肿

瘤肽。
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