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Abstract：Amino acid composition and molecular weight distribution of wheat oligopeptides (WOP)
were analyzed, and the protective effect of WOP on hydrogen peroxide (H2O2)- induced HepG2 cell
oxidative injury was investigated. After treated with different concentrations of WOP for 4 h, HepG2
cells were injured by 150 μmol/L of H2O2 for 4h, and then the cell viability and contents of
intracellular reactive oxygen species (ROS) and malondialdehyde (MDA) were determined. Results
showed that the percentage of WOP with molecular weight below 1,000 Da reached up to 93.44% and
the contents of glutamic acid, glutamine and proline were relatively high. Furthermore, WOP
increased the cell viability and inhibited the production of intracellular ROS and MDA, indicating
beneficial effects of WOP on the reduction of oxidative stress and the improvement of cell antioxidant
capacity. Thus, WOP could protect liver cells against the injury caused by peroxides.
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摘要：分析小麦低聚肽氨基酸组成和相对分子质量分布，并对其保护过氧化氢所致人肝癌细胞

（HepG2）氧化损伤的作用进行了研究。首先采用不同浓度小麦低聚肽作用HepG2细胞4 h，然
后用 150 μmol/L 过氧化氢氧化损伤细胞 4 h，以细胞存活率、细胞内活性氧（ROS）及丙二醛

（MDA）含量评价小麦低聚肽对HepG2细胞的保护作用。结果表明，小麦低聚肽相对分子质量

小于1 000的组分高达93.44%，谷氨酸及脯氨酸含量较高；小麦低聚肽具有增加细胞存活率、抑

制细胞内ROS生成、降低细胞内MDA含量的活性，对减少HepG2细胞的氧化应激及提高细胞

抗氧化能力具有较好的作用效果。本研究从细胞水平上揭示了小麦低聚肽对过氧化氢所致的

肝脏损伤具有一定的预防保护作用。
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小麦低聚肽是以小麦谷朊粉为原料，经过酶

解、提纯等步骤加工制得，具有均衡的氨基酸组成

的肽类混合物。其水溶性好、稳定性高、易于消化

吸收、蛋白质含量高[1]。大量研究表明，小麦低聚肽

具有免疫调节[2]、保护肠黏膜[3]、抗氧化[4]等多种功能

活性。

过氧化氢是一种重要的活性氧，极易透过细胞

膜，其具有易于获得及性质相对稳定的特点，因而

成为研究细胞氧化损伤的重要工具[5]。虽然HepG2
细胞是一种肿瘤细胞，但其所含的生物转化代谢酶

与人正常肝实质细胞具有同源性，因此被广泛应用

于体外实验的筛选。过氧化氢进入细胞后可形成

高活性的自由基，作用于生物大分子物质，引起脂

质过氧化等反应，破坏细胞结构。研究表明，机体

的氧化应激及氧化损伤与炎症 [6]、免疫力降低 [7]、衰

老[8]、动脉粥样硬化[9]、糖尿病[10]、癌症[11]等疾病的发

生发展密切相关。

本实验中以小麦低聚肽为研究对象，对其氨基

酸组成和相对分子质量分布进行了分析。选取

H2O2为诱导HepG2细胞氧化应激损伤的工具，建立

肝细胞氧化损伤模型。采用此模型评价小麦低聚

肽对HepG2细胞存活率、细胞内ROS及MDA含量

的影响，旨在为小麦低聚肽在健康保健食品中的开

发及利用提供理论依据。

1.1 材料与试剂

小麦低聚肽，样品为淡黄色粉末，由北京中食

海氏生物技术有限公司提供，由浙江海氏生物科技

有限公司制造。

人肝癌细胞HepG2，购自中国医学科学院基础

医学研究所细胞中心。

DMEM（高糖）培养基，Hyclone公司产品；胎牛

血清（FBS），浙江天杭生物科技有限公司产品；胰蛋

白酶，PBS，双抗溶液（青霉素+链霉素），BCA蛋白质

浓度测定试剂盒（增强型），MDA测定试剂盒，细胞

裂解液，均为碧云天生物技术研究所产品；DCFH-
DA荧光探针，3-（4，5-二甲基噻唑-2）-2，5-二苯基

四氮唑溴盐（MTT），Sigma公司产品；二甲基亚砜

（DMSO），Amresco公司产品；乙腈（色谱纯），美国

Fisher公司产品；盐酸（优级纯），其他分析纯试剂，

北京化工厂产品。

1.2仪器与设备

CKX-41型倒置相差显微镜，日本奥林巴斯公

司制造；240i二氧化碳培养箱，美国 Thermo公司制

造；AC2-6S1型生物安全柜，新加坡 ESCO公司制

造；Spectra MR 型酶标仪，美国 Dynex 公司制造；

Accuri C6型流式细胞仪，美国BD生物科学仪器及

软件公司制造；LC-20A高效液相色谱仪，日本岛津

公司制造；A300型氨基酸分析仪，德国Membrapure
公司制造；3K-15型冷冻离心机，德国 Sigma公司

制造。

1.3 试验方法

1.3.1 氨 基 酸 组 成 分 析 依据 GB/T 5009.124-
2003《食品中氨基酸的测定》，采用氨基酸自动分析

仪对小麦低聚肽中的氨基酸组成进行测定。

1.3.2 相对分子质量分布分析 采用高效液相色

谱法对小麦低聚肽相对分子质量进行分析，色谱条

件如下。色谱柱：TSK gel G2000 SWXL 300 mm×
7.8 mm；流动相：Ｖ(乙腈)∶Ｖ(水)∶Ｖ(三氟乙酸)=45∶
55∶0.1；检测波长：UV 220 nm；体积流量 0.5 mL/
min，柱温 30 ℃，进样体积 10 μL。4种不同相对分

子质量的肽标准品为：细胞色素C（MW 12 500），杆

菌酶（MW 1 450），乙氨酸-乙氨酸-酪氨酸-精氨酸

（MW 451），乙氨酸-乙氨酸-乙氨酸（MW 189）。
1.3.3 HepG2细胞培养 将HepG2细胞按3×105个/
mL接种于含有质是分数 10% FBS、100 U/mL青霉

素、100 μg/mL 链霉素的 DMEM（高糖）培养基中

（pH 7.2），37 ℃、质量分数 5% CO2及充分饱和湿度

条件下孵育。待细胞融合至培养瓶的80%后，弃去

旧培养液，用 PBS 冲洗一次，加入适量质量分数

0.25%胰蛋白酶消化，按照1∶3传代培养。

1.3.4 实验分组及药物处理 实验分为：正常对照

组；损伤模型组；小麦低聚肽实验组。其中小麦低

聚肽作用质量浓度为 0.05、0.1、0.5、1、5、10 g/L。将

处于对数生长期、状态良好的细胞接种于培养板中

孵育24 h；待细胞生长稳定后，实验组加入含有不同

浓度小麦低聚肽、不含FBS的DMEM（高糖）培养基

溶液，对照组及模型组均加入不含FBS的DMEM（高

糖）培养基溶液，孵育4 h；弃去培养液，模型组及实

验组加入不含 FBS、含有 150 μmol/L H2O2的DMEM
（高糖）培养液，对照组加入不含 FBS的DMEM（高

糖）基础培养液，孵育4 h；弃上清液，取细胞进行相

应指标检测。
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1.3.5 MTT法检测细胞存活率 调整HepG2细胞

悬液浓度为 1.2×105 个/mL，接种于 96孔板，每孔加

入100 μL悬液。孵育24 h待细胞完全贴壁后，分别

用含有不同浓度小麦低聚肽的培养液处理细胞，每

个低聚肽浓度设置 5复孔，同时设不加低聚肽的对

照孔及模型孔，另设调零孔，置于培养箱中孵育4 h，
随后用 150 μmol/L H2O2进行损伤处理 4 h。弃上清

液，每孔加入 100 μL含有 0.5 g/L MTT的DMEM溶

液，温育4 h；去除培养液及MTT，加入DMSO 100 μL /
孔，震荡使结晶物充分溶解。570 nm和630 nm双波

长测定各孔光吸收值。细胞存活率：

r =（ODs /ODd）×100%
式中，ODs和ODd分别为实验组与对照组的吸收值。

1.3.6 细胞内ROS含量测定 [12] 调整HepG2细胞

悬液浓度为1.0×105个/mL，接种于6孔板，每孔加入

2 mL悬液。孵育24 h待细胞生长稳定后，按实验分

组方法处理细胞。待H2O2损伤4 h后，弃培养液，每

孔加入终浓度 10 μmol/L的 DCFH-DA荧光探针，

37 ℃避光反应20 min后吸去探针，用预冷的PBS洗
涤细胞2次，随后采用胰酶消化细胞，离心除去上清

液，PBS重悬细胞，并采用流式细胞仪测定活细胞的

ROS相对强度。

1.3.7 MDA含量测定 调整HepG2细胞悬液浓度

为 1.0×105 个/mL，接种于 24孔板，每孔加入 500 μL
悬液。孵育24 h后，按实验分组方法处理细胞。待

H2O2损伤4 h后，弃上清液，用PBS洗1次细胞，每孔

加入100 μL细胞裂解液使细胞裂解，于4 ℃、1 600 g

离心10 min，取上清液作为样本，参照碧云天生物技

术研究所提供的MDA测定试剂盒和BCA蛋白质浓

度测定试剂盒说明书对细胞内的MDA和蛋白质进

行定量。结果以nmol/mg表示。

1.4 统计学处理

实验数据使用SPSS 19.0软件进行统计处理，组

间比较采用 t检验，若P<0.05，两者有显著性差异；

若P<0.01，两者有极显著性差异。

2.1 小麦低聚肽氨基酸组成

表1结果显示，小麦低聚肽中谷氨酸（Gln+Glu）
含量最高，质量分数 34.9%；其次是脯氨酸，质量分

数13.05%；而碱性氨基酸含量较少。

小麦低聚肽中的谷氨酰胺是一种重要的具有

特殊营养作用的条件性必需氨基酸及肠道必需氨
表1 小麦低聚肽氨基酸含量

Table 1 Amino acid composition of WOP

氨基酸名称

天冬氨酸（Asp）a

苏氨酸（Thr）
丝氨酸（Ser）
谷氨酸（Glu）b

甘氨酸（Gly）
丙氨酸（Ala）
缬氨酸（Val）

甲硫氨酸（Met）
异亮氨酸（Ile）
亮氨酸（Leu）

质量
分数/%
2.94
2.42
4.74
34.90
3.14
2.47
3.45
1.46
3.22
6.52

氨基酸名称

酪氨酸（Tyr）
苯丙氨酸（Phe）
赖氨酸（Lys）
组氨酸（His）
精氨酸（Arg）
脯氨酸（Pro）

半胱氨酸（Cys）
色氨酸（Trp）

总量

质量
分数/%
3.21
4.89
1.42
1.68
3.12
13.05
0.56
0.60

93.79
注：a 天冬氨酸+天冬酰胺（Asp+Asn）；b谷氨酸+谷氨酰

胺（Glu+Gln）。
基酸。研究表明，谷氨酰胺在保护细胞膜的完整

性、维持细胞活力及降低细胞氧化损伤方面具有积

极的作用[13]。

2.2 小麦低聚肽相对分子质量分布

小麦低聚肽主要由小分子肽构成。由表2结果

可知，相对分子质量小于1 000的组分占94.33%，其

中 500～1 000 的组分占 21.10%，140～500的组分

占60.55%。
表2 小麦低聚肽相对分子质量分布情况

Table 2 Relative molecular weight distribution of WOP

相对分子
质量范围

10 000以上

5 000～10 000
3 000～5 000
1 000～3 000
500～1 000
140～500
140以下

重均相对分子质量

相对分子质量小于1 000的组分所占
比例/%

开始时间/min
8.810
13.858
15.377
16.497
18.905
20.425
23.216

结束时间/min
13.858
15.377
16.497
18.905
20.425
23.216
28.792

重均相对
分子质量

11 265
6 505
3 689
1 475
668
308
96

447.1
93.44

峰面积分
数/%
0.012 0
0.104 5
0.286 7
6.078 6
21.098 9
60.547 7
11.796 5

按照氨基酸平均相对分子质量为 137计算，小

麦低聚肽主要由八肽以下的小分子肽段构成。研

究表明，小肽的吸收具有耗能低、转运速度快、载体

不易饱和等特点，吸收效率比氨基酸高，更容易、更

快通过小肠薄膜被人体吸收利用，进而发挥其保健

结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析结果与分析2222222222222222222222222222222
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功能[14]。

2.3 小麦低聚肽对H2O2诱导的HepG2细胞存活率

的影响

如图 1所示，模型组细胞存活率为 88.66%，与

对照组相比呈极显著性差异，即150 μmol/L H2O2作

用4 h，可显著降低HepG2细胞活力。
���

���

��

��

��

��
�& ��

�S�55BF"��UH�-U

���� ��� ��� � � ��

��

��

��

��

�
"
(
�� �

�
�

##：P<0.01，与对照组比较；*：P<0.05，与模型组比较；

**：P<0.01，与模型组比较；n=5。
图1 小麦低聚肽对H2O2诱导的HepG2细胞存活率的影响

Fig.1 Effect of WOP on cell viability of HepG2
injured by H2O2

相比模型组，在H2O2损伤前 4 h加入 0.05、0.1、
0.5、1 g/L的小麦低聚肽的实验组细胞存活率均有所

提高，分别为 95.47%、95.34%、102.93%、96.94%；而

添加 5 g/L及 10 g/L小麦低聚肽的实验组细胞存活

率比模型组低，显示出毒性作用。为了保证细胞正

常生长，加样浓度应在其毒性浓度之下。因此，本

研究选用0.05、0.1、0.5、1 g/L为后续实验质量浓度。

2.4 小麦低聚肽对H2O2诱导的HepG2细胞ROS
生成的影响

模型组与对照组比较可知，150 μmol/L H2O2作

用4 h可引起荧光强度的变化，增加了40.39%，差别

具有统计学意义（P<0.05）；加入0.05、0.1、0.5、1 g/L
小麦低聚肽可降低细胞荧光强度，相比模型组分别

下降了 51.23%、44.50%、34.15%、64.94%，差别具有

统计学意义。

需氧细胞在代谢过程中由于受到内外环境的

刺激而会产生一系列活性氧，包括：O2-、H2O2及·OH
等[15]。活性氧极不稳定，中、高浓度的ROS通过细胞

氧化应激反应诱导细胞凋亡甚至导致其坏死。由

图 2结果可知，150 μmol/L H2O2可显著增加细胞内

活性氧的含量，而小麦低聚肽可抑制由H2O2引起的

细胞内活性氧的增加，推测其所含部分肽段可与细

胞内活性氧分子发生反应，降低细胞内活性氧的

水平。
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##：P<0.01，与对照组比较；*：P<0.05，与模型组比较；

**：P<0.01，与模型组比较；n=3。
图2 小麦低聚肽对H2O2诱导的HepG2细胞ROS

生成的影响

Fig.2 Effect of WOP on ROS generation in HepG2
injured by H2O2

2.5 小麦低聚肽对H2O2诱导的HepG2细胞MDA
含量的影响

需氧细胞在代谢中产生的ROS，可与生物膜的

磷脂、酶和膜受体相关的多不饱和脂肪酸发生脂质

过氧化反应，产生脂质过氧化产物如丙二醛。丙二

醛是细胞氧化损伤的一个重要指标。图 3结果显

示，150 μmol/L H2O2作用HepG2细胞 4 h后，与对照

组比较，模型组细胞内 MDA 含量明显升高（P<
0.01），为对照组的 128.36%。在H2O2损伤前 4 h加

入0.1、0.5、1 g/L小麦低聚肽可显著降低HepG2细胞

内 MDA 的 累 积 ，分 别 为 对 照 组 的 100.54% 、

106.42%、96.88%，相比模型组下降了 27.82%、

21.94%、31.48%。
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##：P<0.01，与对照组比较；*：P<0.05，与模型组比较；

**：P<0.01，与模型组比较；n=3。
图3 小麦低聚肽对H2O2诱导的HepG2细胞内MDA

含量的影响

Fig.3 Effect of WOP on MDA generation in HepG2
injured by H2O2
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汪飞 [4]研究表明，小麦低聚肽能显著降低低氧

暴露大鼠心肌线粒体内MDA含量，从而有效保护低

氧暴露心肌线粒体形态结构及功能。佘琦[16]研究显

示，小麦低聚肽能显著降低长期低氧暴露或高原训

练大鼠肠组织中MDA含量。本研究结果与上述结

果相似，即小麦低聚肽可抑制脂质过氧化反应，减

少丙二醛的产生。

在肝炎、酒精肝等多种肝病中，氧化应激是它

们共同的损伤机制[17]。H2O2可直接或转变为·OH作

用于肝细胞[18]，引起细胞氧化损伤。本研究中对小

麦低聚肽的氨基酸组成和相对分子质量分布进行

了分析，并对其提高H2O2损伤HepG2细胞存活率、

抑制细胞ROS产生、减少MDA生成作用进行了研

究。研究结果表明，小麦低聚肽属于小分子肽段混

合物，蛋白质含量高，富含谷氨酸、谷氨酰胺及脯氨

酸；可提高H2O2损伤HepG2细胞存活率，抑制ROS
产生及细胞内MDA累积。此研究结果表明，小麦低

聚肽通过减少细胞内ROS的含量可降低氧自由基

对细胞产生的损伤，通过抑制过氧化反应减少MDA
生成，进而可有效保护肝脏免受氧化应激损伤。本

研究成果为小麦低聚肽应用于保肝护肝及抗氧化

功能食品的开发提供了理论依据，而小麦低聚肽肽

段结构与保肝活性及抗氧化功能之间的关系还有

待于进一步深入研究。
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