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泰和乌骨鸡活性肽对小鼠骨髓有核细胞的增殖作用

刘建华, � 王勇, � 黄丹菲, � 田颖刚, � 聂少平, � 谢明勇*

(食品科学与技术国家重点实验室, 南昌大学,江西 南昌 330047)

摘 � 要: 采用 MTT 法测定活性肽对正常小鼠骨髓有核细胞的增殖作用, 利用高效液相色谱�2, 4�
二硝基氟苯柱前衍生法测定 4个活性肽组分的氨基酸组成。结果表明: 小鼠骨髓细胞培养时间为

24 h,泰和乌骨鸡活性肽质量浓度为 0� 1、1、10、100 �g / mL,组分 7、8、9、10可极显著( P< 0� 01)促
进小鼠骨髓有核细胞增殖,增殖率达 130%以上。在低质量浓度( 0� 1 �g/ mL)条件下,组分 7 能显

著促进小鼠骨髓有核细胞增殖( P< 0� 01)且重现性较好, 组分 8可刺激小鼠骨髓有核细胞增殖

298%。氨基酸组成分析表明, 组分 7、8、9、10 均含有丰富的酪氨酸、甘氨酸、谷氨酸、天冬氨酸和

丙氨酸,可以推测该 5种氨基酸组成了刺激小鼠骨髓有核细胞增殖活性成分的物质基础。
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Effect of Taihe Black�Bone Silky Fowl (Gallus gallus domesticus Brisson)

Active Peptides on Proliferation of Bone Marrow

Nucleated Cells from Mice

LIU Jian�hua, � WANG Yong, � HUANG Dan�fei, � TIAN Ying�gang,
� NIE Shao�ping, � XIE M ing�yong *

( State Key Labor ator y of Food Science and T echnolog y, Nanchang Univer sity, Nanchang 330047, China)

Abstract:T he present study aimed at explor ing the ef fect o f Taihe Black�bone silky fow l act ive

pept ides and their 13 separated fr act ions on the prolifer at ion of bone mar row nucleated cells f rom

normal mice. M T T method w as used to invest igate the effect of act iv e pept ides on the

proliferat ion of bone marrow nucleated cells f rom normal mice. HPLC pr ecolumn derivat ion with

2, 4�dinit ro fluorobenzene method was used to determ ine the amino acid composit ions of four act ive

pept ide f ract ions. When mice bone marrow nucleated cells w ere cult iv ated for 24 h, it w as found

that the f ract ions 7, 8, 9 and 10 separated from T aihe Black�bone silky fow l act ive peptides

exhibited significant ly st rong activity ( P < 0� 01 ) in st imulat ing m ice bone marrow nucleated

cells, and the pro liferation rate could be up to 130%. Especially , at low er concentrat ion ( 0� 1 �g/
mL) , f ract ion 7 w as able to signif icant ly st imulate mice bone marr ow nucleated cells ( P< 0� 01)
and revealed bet ter reproducibility. Fr act ion 7 w as capable o f st imulat ing m ice bone mar row



nucleated cells pro liferation by 298%. A mino acid composit ion analysis demonst rated that the

main amino acids o f f ract ion 7, 8, 9 and 10 consisted of ty rosine, glycine, glutamic acid,

aspartate and alanine. It could be presumed that tyro sine, g lycine, glutam ic acid, aspartate and

alanine may be the material base of act ive component in st imulat ing mice bone marrow nucleated

cells.

Key words: Taihe black�bone silky fow l active pept ides, m ice bone marrow nucleated cells, M TT

method, amino acid composition

� � 各种原因如缺铁、出血等引起的贫血症常见于
儿童、青少年、孕妇以及老年人当中, 而在诸多原因

当中,由放疗和化疗引起恶性肿瘤病人的急性贫血

尤为严重。这种贫血很容易导致病人出现昏睡、疲

劳、虚弱以及呼吸困难等症状
[ 1�3]
。虽然临床上促

血红细胞生长素( EPO )和粒细胞巨噬细胞集落刺

激因子( GM�CSF)能在一定程度上治疗放疗和化疗
引起的贫血, 但是尚未发现它们能够使贫血症状完

全恢复[ 4�5] 。现代中药的发展为该问题的解决拓宽

了思路。研究者发现,鸡血藤[ 6] 、白花蛇舌草[ 7]、黄

芪[ 8] 、白术 [ 9]能明显促进正常或贫血小鼠骨髓有核

细胞的增殖。骨髓是造血的主要场所, 骨髓造血既

需要一定数量和功能正常的造血干细胞( H SC) ,又

需要有利于其生长发育的造血微环境 ( HM ) , 构成

微环境主要成分的成纤维细胞、巨噬细胞、网状细

胞、淋巴细胞等,不仅作为造血细胞生长的支架,而

且可通过细胞间的直接作用和分泌多种造血生长

因子( HGF)来调节造血[ 10]。

作为江西省重要的特色药食资源, 泰和乌骨鸡

既是一种营养丰富的滋补食品, 又是特有药用鸡

种,被历代医家延用, 历史悠久, 名扬中外。我国传

统大量医药文献记载,乌骨鸡具有补肝肾、益血气、

退虚热、调经止带、保肝等功能, 可医治心腹痛、虚

损、崩中带下、遗精、消渴、久痢、骨折、腰酸腿痛、风

湿性关节炎、各种出血症、紫癜、肝炎等疾病。本课

题组已对泰和乌骨鸡进行了较深入的研究,发现其

具有低脂肪、高磷脂含量及多不饱和脂肪酸、必需

脂肪酸和花生四烯酸在脂肪酸组成中比例较高等

特点
[ 11�12]

,鉴定出泰和乌骨鸡有高含量的肌肽
[ 13]

,

证明了泰和乌骨鸡总脂质具有明确的补血作用[ 14]、

黑色素为真黑色素且具有抗氧化作用 [ 15�17]、活性肽

具有体外非酶糖基化抑制作用 [ 18]以及良好的体外

抗氧化作用。本课题组还发现,泰和乌骨鸡活性肽

可在一定程度上恢复血虚小鼠红细胞( RBC)以及

血红蛋白( HGB)水平,说明泰和乌骨鸡活性肽亦具

一定的补血作用。作者从体外细胞水平研究泰和

乌骨鸡活性肽及其 13 种分离组分对小鼠骨髓细胞

增殖活性的影响,并对具有骨髓细胞增殖活性的活

性肽进行氨基酸组成分析。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料与试剂
泰和乌骨鸡活性肽及其反相柱分离 13 组分:

泰和乌骨鸡活性肽由均匀设计优化的木瓜蛋白酶

酶解法制备;活性肽分离 13组分由 0� 01 mo l/ L 磷

酸盐缓冲溶液( pH 6� 8)通过制备型 RP�HPLC 分

离活性肽制得。RPM I 1640:美国 Gibco公司; 胎牛

血清: 美国 Hyclone 公司: M TT :美国 Sigma 公司;

18种氨基酸标准品分别为天门冬氨酸( Asp)、谷氨

酸( Glu)、丝氨酸 ( Ser )、精氨酸( A rg )、甘氨酸 (

Gly)、苏氨酸( T hr)、脯氨酸( Pr o)、丙氨酸( A la)、

缬氨酸( Val)、蛋氨酸( M et)、半胱氨酸( Cy s)、异亮

氨酸( Ile)、亮氨酸( Leu)、色氨酸( T rp)、苯丙氨酸

( Phe)、组氨酸( H is)、赖氨酸( Lys)、酪氨酸( Ty r)均

为光谱纯; 乙腈和 2, 4�二硝基氟苯为色谱纯; 二甲

基亚砜、N, N�二甲基甲酰胺等其他试剂均为分析
纯。

1� 2 � 仪器与设备
3100 series II CO2培养箱:美国 Thermo elec�

t ron 公司; 超净工作台: 新加坡 Sreamline Labora�
tory ;高速冷冻离心机: 德国 Sigma 公司; CKX41

倒置显微镜: 日本 Olympus 公司; 酶标仪: 美国

T hermo elect ron公司; Waters515二元高效液相色

谱仪:美国Water s公司。M illi�Q 超纯水处理系统:

美国 M illipo re公司。电子天平 FA1104:上海天平

仪器厂;恒温水浴锅 HH24: 国华电器有限公司。

1� 3 � 实验动物
昆明小鼠, 4~ 6周龄, 体重 18~ 20 g ,雄性,由

南昌大学医学院实验动物中心提供,合格证号: 医

动字第 021�9602号。
1� 4 � 实验方法
1� 4� 1 � 泰和乌骨鸡活性肽对小鼠骨髓有核细胞增
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殖作用 � 取 4�6周龄昆明小鼠,无菌取股骨核胫骨,

收集骨髓细胞,调整细胞浓度为 2 � 105
/ mL, 取 120

�L 接种于 96孔培养板,每组设 6个复孔, 经37 � ,

5 % CO 2培养箱孵育 24 h 或 48 h 后, 每孔加入

MTT 液( 5 mg / mL) 10 �L,继续避光培养 4 h, 弃上

清液,加入二甲基亚砜,振荡 10 min,用酶联免疫检

测仪于 570 nm 下测定各孔吸光度, 计算细胞增殖

率
[ 19]
。

1� 4� 2 � 泰和乌骨鸡活性肽氨基酸组成测定
1) 色谱条件。色谱柱: Kromasil C18柱( 4� 6 �

250 mm, 5 �m) ; 流动相 A: 50 mmol/ L 乙酸钠缓冲

溶液, 含体积分数 1% N, N�二甲基甲酰胺, pH

6� 8;流动相 B: 乙腈: 水= 1: l ( V / V ) ; 流动相 B 的

梯度洗脱程序: 0~ 0� 3 m in, 16%; 0� 3~ 4 min, 16%

~ 31% ; 4 ~ 9� 5 min, 31% ~ 36%; 9� 5~ 17 min,

36%~ 55%; 17~ 28 min, 55% ~ 65%; 28~ 34 min,

65%~ 100% ; 34~ 36 min, 100%~ 16%。流动相流

速: 1� 0 mL/ min; 柱 温: 27 � ; 检测波长: 360 nm;

进样量: 20 �L。

2) 样品的衍生与测定。分别取组分 7、8、9、10

样品溶液(质量浓度均为 10 mg / mL) 0� 5 mL 分别

置于安瓿瓶内, 加入 6 mo l/ L 盐酸溶液 2� 5 mL,真

空状态下,酒精喷灯封口, 于 110 � 烘箱中水解 24

h,取出放冷。将水解后样品从安瓿管转入蒸发皿

中,并用水多次洗涤安瓿管, 洗液一并转入蒸发皿

中, 80 � 水浴蒸干。用 pH 9� 0硼酸缓冲溶液多次
洗涤蒸发皿, 洗液转入 50 mL 容量瓶中, 并用 pH

9� 0硼酸缓冲溶液定容。氨基酸衍生: 移取 5� 0 mL

样品溶液(上述组分 7、8、9、10 溶液或 18种氨基酸

标准液,质量浓度均为 0� 05 mg/ mL) ,加入 50 mL棕

色容量瓶中,再加入 pH 9� 0硼酸缓冲溶液 5� 0 mL,

混匀,加入5� 0 mL 2, 4�二硝基氟苯衍生化溶液。放
入 60 � 水浴中,暗处反应 60 min。取出, 冷却至室

温,用 pH 7� 0磷酸缓冲溶液稀释至刻度, 静置 15

min,过0�22 �m 微孔滤膜,取 20 �L 进样分析。

1� 5 � 数据处理
增殖率以( x � s 表示, n = 6。应用 Origin 7� 0

软件进行统计处理, 采用 One�Way ANOVA 方法

分析样品组和对照组之间的差异显著性。P< 0� 05
表示差异显著, P< 0� 01表示差异极显著。

2 � 结果与分析

2. 1 � 泰和乌骨鸡活性总肽对小鼠骨髓有核细胞增

殖作用的影响

如图 1所示, 质量浓度在 3� 1~ 500 �g / mL 范

围内,培养时间为 24 h 或 48 h,泰和乌骨鸡活性总

肽均能促进小鼠骨髓有核细胞的增殖。全骨髓细

胞培养 24 h 条件下, 质量浓度为 0~ 25 �g/ mL 时,

泰和乌骨鸡活性总肽表现出较弱的促小鼠骨髓有

核细胞增殖作用。质量浓度为 50 �g / mL 时, 增殖

率较高,为 134� 5%。质量浓度为 100~ 500 �g / mL

时,增殖率从 104� 3%增加到 152� 4%, 与泰和乌骨

鸡活性总肽质量浓度呈明显的量效关系。培养时

间为 24 h时,泰和乌骨鸡活性总肽质量浓度越高,

其促小鼠骨髓有核细胞增殖作用越强。全骨髓细

胞培养 48 h 条件下,质量浓度为 6� 2 �g/ mL 时,泰

和乌骨鸡活性总肽表现出最高的促小鼠骨髓有核

细胞增殖作用,增殖率为 163� 5%。随后,随着质量

浓度的增加,增殖率逐渐降低,质量浓度为 500 �g /

mL 时达到最小值, 为 110� 6%。说明培养时间为
48 h 时,低质量浓度的泰和乌骨鸡活性总肽促小鼠

骨髓有核细胞增殖作用较强。

图 1� 泰和乌骨鸡活性肽对小鼠骨髓细胞增殖作用的

影响

Fig. 1� Effect of Taihe Black�bone Silky Fowl active pep�

tide on the proliferation of bone marrow cells

f rom mice

2. 2 � 泰和乌骨鸡活性肽 13 个分离组分对小鼠骨

髓有核细胞增殖作用的影响

为进一步筛选泰和乌骨鸡活性肽促小鼠骨髓

有核细胞增殖的活性成分,泰和乌骨鸡活性总肽经

反相 C18柱分离得到 13个组分。在活性肽质量浓

度分别为 1、20、400 �g / mL 条件下,将该 13组分与

小鼠骨髓细胞共同培养 24 h, 并重复 5 次独立实

验,所得该 13 组分促小鼠骨髓有核细胞增殖率见

表 1。在质量浓度为 1 �g / mL 时,活性肽组分 1、4、

7、8、9、10、12、13 均表现出极显著( P< 0� 01)的促
小鼠骨髓有核细胞增殖作用, 其中, 组分 7、13 表现

出了 300%以上促小鼠骨髓有核细胞的增殖率; 在

质量浓度为 20 �g / mL 时,活性肽组分 1、2、4、5、6、

7、8、9、11、12、13 均表现出极显著( P< 0� 01)的促
小鼠骨髓有核细胞增殖作用。其中,组分 4、5、7、8、
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13重复性较好,组分 7甚至表现出 400%以上的促

小鼠骨髓有核细胞增殖率; 当质量浓度为 400 �g/

mL 时, 1、2、4、7、8、9、10、11、12、13 均表现出极显

著( P< 0� 01)的促小鼠骨髓有核细胞增殖作用。且
组分 1、4、7、8、13 重复性较好,组分 7 和 13 表现出

300%以上的促小鼠骨髓有核细胞增殖率。另外,

从表 1 还可以看出, 在高质量浓度条件下, 活性肽

组分促小鼠骨髓有核细胞增殖作用重复性较好,说

明质量浓度越高, 促小鼠骨髓有核细胞增殖作用越

明显,这与 2� 1结果相吻合。
综合 3种质量浓度下该 13组分的促小鼠骨髓

有核细胞增殖活性以及重复性,从该 13 组分中选

取活性最好的 8个组分( 1、4、7、8、9、10、11、13) ,重

新设定 4个质量浓度( 0� 1、1、10、100 �g/ mL) , 培养

24 h,并重复 4次独立实验, 所得该 8组分促小鼠骨

髓有核细胞增殖率见表 2。从表 2可以看出, 在 4

个质量浓度下,组分 7、8、9、10 表现出极显著( P<

0� 01)刺激小鼠骨髓有核细胞增殖作用, 且重复性

较好。尤其在低质量浓度下( 0� 1、1 �g / mL) ,组分

7 表现出 100% 重复性, 增殖率保持在 132% ~

170%。在 0� 1 �g / mL 下,组分8甚至表现出 298%

的高增殖率。由以上结果可知,作者从泰和乌骨鸡

活性总肽中成功筛选出 4 个具有有效刺激小鼠骨

髓有核细胞增殖的活性肽组分。
表 1� 泰和乌骨鸡活性肽 13 个分离组分对小鼠全骨髓细胞增殖作用的影响

Tab. 1 � Ef fect of 13 separated fractions separated from Taihe black�bone silky fowl active peptide on the proliferation of bone mar�

row cells from mice

质量浓度/

(�g / mL )

重复

次数

增殖率/ %

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1 1 156 84 102 95 107 98 119 187 205 142 127 138 93

2 165 118 66 164 236 86 365 180 152 132 152 85 346

3 83 87 120 99 95 119 105 96 091 95 90 93 109

4 117 118 102 159 138 / 177 98 099 96 115 161 140

5 102 119 116 125 128 124 129 144 148 130 118 114 139

20 1 163 78 52 93 112 124 145 174 244 143 142 122 90

2 124 110 81 225 409 105 424 159 152 102 167 122 308

3 100 95 142 100 97 120 98 92 103 88 93 107 96

4 121 138 127 188 134 / 224 132 120 115 118 166 160

5 109 113 114 126 126 141 118 124 146 114 116 109 144

400 1 143 83 81 85 128 116 140 218 312 154 121 114 101

2 283 62 68 285 232 96 361 153 128 97 126 148 403

3 97 73 85 138 102 108 106 106 93 92 93 103 93

4 140 142 118 207 109 / 256 154 126 135 133 167 182

5 94 110 116 123 129 127 129 145 140 110 117 112 147

� 注: 增殖率= (加药组在 570 nm 下 OD 值/阴性组在 570 nm 下 OD值) � 100% ; 忽略 s(方差)值; � /�表示没有检测到增殖活

性; 加粗表示加药组 OD 值与阴性组相比差异极显著( P< 0� 01)且增殖率�130%。

2. 3 � 泰和乌骨鸡活性肽组分 7、8、9、10 氨基酸组

成分析

上述结果表明,泰和乌骨鸡活性肽组分 7、8、9、

10具有明确的刺激小鼠骨髓有核细胞增殖作用,为

了进一步探索该 4个组分的活性成分的物质基础,

作者对它们进行了氨基酸组成分析, 结果见表 3。

从 18种氨基酸中,活性肽组分 7、8、9、10 主要含有

12种氨基酸,分别占总氨基酸质量分数的 55� 9%、
64� 7%、53� 9%、55� 3%。该 12种氨基酸分别为天

冬氨酸、谷氨酸、丝氨酸、精氨酸、甘氨酸、苏氨酸、

脯氨酸、丙氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸和酪

氨酸。组分 7主要含酪氨酸、甘氨酸、谷氨酸、天冬

氨酸和丙氨酸, 占该 12 种氨基酸总质量分数的

81� 9%。组分 8主要含甘氨酸、谷氨酸、酪氨酸、天

冬氨酸、脯氨酸和丙氨酸, 占该 12种氨基酸总质量

分数的 71� 3%。组分 9主要含甘氨酸、酪氨酸、谷

氨酸、丙氨酸和天冬氨酸, 占该 12种氨基酸总质量

分数的 76� 3%。组分 10主要含苯丙氨酸、甘氨酸、
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丙氨酸、谷氨酸、酪氨酸和天冬氨酸, 占该 12 种氨

基酸总含量的 74� 6%。
表 2 � 泰和乌骨鸡活性肽 8 个分离组分对小鼠全骨髓细胞

增殖作用的影响

Tab. 2 � Ef fect of 8 fractions separated from Taihe black�bone

silky fowl active peptide on the proliferation of bone

marrow cells from mice

质量浓度/
(�g / mL )

重复
次数

增殖率/ %

1 4 7 8 9 10 11 13

0. 1 1 104 118 142 107 115 107 91 94

2 70 114 151 157 166 154 98 88

3 70 56 167 298 83 89 135 111

4 108 65 154 146 171 133 120 148

1 1 110 114 132 131 115 101 92 99

2 74 82 162 180 165 127 104 85

3 74 92 170 134 102 60 99 68

4 113 123 141 166 188 208 133 168

10 1 112 122 135 152 115 105 83 90

2 68 92 153 172 165 151 94 82

3 68 124 158 140 95 59 73 127

4 131 100 128 149 168 220 103 137

100 1 108 111 132 140 107 108 75 98

2 54 85 132 129 182 147 131 118

3 54 97 117 138 109 81 81 86

4 111 91 121 150 150 185 125 131

� 注: 增殖率= (加药组在 570 nm 下 OD 值/阴性组在 570
nm 下 OD值) � 100% ;忽略 s(方差)值; � /�表示没有检测到
增殖活性; 加粗表示加药组 OD 值与阴性组相比差异极显著
( P< 0� 01)且增殖率�130%。

� � 从上述结果可以看出,组分 7、8、9、10主要成分

均含有丰富的酪氨酸、甘氨酸、谷氨酸、天冬氨酸和丙

氨酸, 可以推测, 该 5种氨基酸组成了刺激小鼠骨

髓有核细胞增殖活性成分的物质基础。
表 3 � 泰和乌骨鸡活性肽组分 7、8、9、10氨基酸组成分析

Tab. 3� Amino acid composition analysis of fractions 7, 8, 9

and 10 separated from Taihe black�bone silky fowl ac�

tive peptide

序号
所属氨基酸

类型

质量分数/ %

组分 7 组分 8 组分 9 组分 10

1 Asp 天冬氨酸 3. 91 7. 35 4. 44 4. 35

2 G lu 谷氨酸 4. 09 7. 40 5. 50 4. 44

3 Ser 丝氨酸 1. 63 2. 72 1. 75 2. 56

4 A rg 精氨酸 1. 72 4. 31 2. 31 1. 97

5 Gly甘氨酸 5. 73 14. 26 15. 86 9. 04

6 Thr 苏氨酸 1. 52 3. 43 1. 62 2. 11

7 Pro脯氨酸 1. 71 5. 06 2. 81 3. 63

8 A la丙氨酸 2. 71 4. 70 5. 34 6. 33

9 Ile异亮氨酸 1. 12 2. 37 1. 12 1. 53

10 Leu 亮氨酸 1. 38 3. 34 1. 64 2. 24

11 Phe苯丙氨酸 1. 05 2. 37 1. 54 12. 71

12 T yr 酪氨酸 29. 33 7. 39 9. 97 4. 42

3 � 结 � 语

作者从泰和乌骨鸡活性肽中成功筛选出 4种

具有有效刺激小鼠骨髓有核细胞增殖的组分, 这些

活性肽可能直接或间接刺激骨髓中的基质细胞,促

进分泌一系列的 HGF,从而提高血循环种细胞集落

刺激因子( CSFs)的活性,进行造血调控。而具有刺

激小鼠骨髓有核细胞增殖的活性肽主要是由酪氨

酸、甘氨酸、谷氨酸、天冬氨酸和丙氨酸等氨基酸组

成的肽类。
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