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牛胎盘提取物促进成纤维细胞的增殖活性

生庆海， 房新平 ，

(三鹿集团股份有限公司，河北

王玉良
石家庄050071)

摘 要：探讨了牛胎盘中促进成纤维细胞增殖能力的活性成分的制备及其活性验证．采用超滤法

从牛胎盘中制备相对分子质量大于10 000的样品，对其进行促进成纤维细胞的增殖实验，证明其

具有显著促进细胞增殖能力．离子层析色谱分析可知，此活性成分由4个组分纽成，分别验证促进

成纤维细胞增殖活性，其中组分二、三有显著促进细胞增殖能力．
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Fibroblast Proliferation Activity

SHENG Qing—hai， FANG Xin—ping， WANG Yu—liang

(SanLu Group Co．，Ltd，Shiiiazhuang 050071．China)

Abstract：The aim of this paper is to produce the active component from beef placenta and to

determine its activity of stimulating fibroblast proliferation．The activity stimulating fibroblast

proliferation in vitro was verified for the sample with molecular weight higher than 1 0 000

prepared by ultrafiltration．The resuits showed that active component significantly improved cell

proliferation ability．Ionic chromatography was used to separate the sample into four fractions．

The same method was used to determine the mechanism that．how the four fractions stimulate

fibrohiast proliferation．The results showed that fraction 8 2 and fraction 8 3 has the activity to

improve cell proliferation ability．
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胎盘是哺乳类胎生动物在怀胎时为胎儿供应

养分、让胚胎生长的特殊组织，它在分娩时排出体

外．胎盘在我国人药已有几千年的历史．现代医学

研究发现，哺乳动物胎盘含有丰富的酶类、多肽、生

长因子和细胞因子等物质．这些物质不仅为胎儿提

供了生长所需的营养成分，在胎儿降生后又成为医

药、美容和食品等行业所需的高利用价值的原材

料．然而，关于胎盘产品中起延缓衰老、加速伤口愈

合以及美白皮肤作用的成分的研究报道很少，这已

经成为医药和化妆品行业迫切需要解决的难题．

众所周知，人皮肤是一个容易呈现老化的器

官，随着年龄的增长，表皮细胞分化能力降低，表皮

恢复速率减慢，角质功能衰退，角质层变薄，表皮萎

缩产生皱纹．真皮中胶质细胞总量减少，一部分角
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质细胞又因过氧化脂质的作用，交联度增加，产生

不溶性胶原，导致弹性降低．自然衰老的实质是细

胞的增殖、分化与细胞的老化、死亡之间的平衡失

调，因此，促进细胞分化、增殖，使新生／老化细胞的

平衡恢复到正常，增加胶原和弹性细胞的合成，就

能从根本上解决衰老问题．成纤维细胞作为真皮结

缔组织的主要组成部分，在皮肤的衰老过程中扮演

着重要的角色[1’2]．另外，成纤维细胞是主要的创伤

修复细胞，由于成纤维细胞的增殖和胶原蛋白的合

成，形成肉芽组织，填补了创面．创伤愈合是以成纤

维细胞的增殖、迁移、肉芽组织的形成、胶原分泌、

创口胶原化和瘢痕化影响创伤愈合[3“]．

因此，利用成纤维细胞的培养来评价样品对细胞

的生理作用，能够为样品应用于化妆品和创伤修复药

品等方面提供理论依据．为此，作者采用这种方法，探

讨了牛胎盘提取物对成纤维细胞的作用[5]．

1材料与方法

1．1材料

健康足月牛胎盘：无锡天资乳品厂提供；成纤

维细胞(3T3)：购于中科院上海细胞研究所；DMEM

培养基：Gibco公司产品；溴化四唑蓝(MTT)：

Sigma公司产品；二甲基亚砜(DMSO)：华美生物制

品公司产品；Multiskan MK3：美国Thermo公司产

品；C02培养箱：美国Thermo Forma公司产品；超

滤器：上海医药工业研究院；超滤膜(PS-10，Mr

10 000)：上海亚东核级树脂有限公司产品．

1．2方法

1．2．1样品制备 新鲜牛胎盘洗净，剪切加2倍

磷酸盐缓冲液，组织匀浆，静提2 h，12 000 r／min，

20 rain离心沉淀取上清液．将部分上清液冷冻干

燥，得样品1；将部分上清液进行超滤膜超滤，滤过

液经冷冻干燥得样品2，未滤过液经冷冻干燥得样

品3．

1．2．2 样品3的离子交换层析 采用DEAE—

Sepharose CL-6B阴离子交换柱分离粗品．其中，柱

体积为2．6 cm×35 cm；体积流量为1 mL／min；流

动相为磷酸盐缓冲液；梯度洗脱液为0～1 mol／L

NaCl的磷酸盐缓冲液．0D：。。。检测吸光值可知，粗

品由4个组分组成，分别收集各组分样品并在4℃

透析脱盐，冷冻干燥[6]．

2 细胞培养

2．1成纤维细胞的制备

取培养的第5代成纤维细胞(3T3)，胰蛋白酶

消化，完全DMEM培养液调细胞数至4×104

个／mL备用．

2．2实验安排

2．2．1检测样品促进3T3细胞增殖能力 实验设

对照组和实验组．实验组设定样品1，2，3的3个不

同质量浓度，反应终止质量浓度分别为250，100，50

pg／mL．

2．2．2检测离子交换各组分促进3T3细胞增殖能

力 实验设对照组和实验组．组分1～组分4的反

应终止质量浓度分别为100，50／．tg／mI。．

2．3实验过程

于96孔培养板中加入成纤维细胞悬液(4×104

个／mL)100肚L，置体积分数5％CO：，37。C培养箱

中培养24 h，促使成纤维细胞贴壁．在无菌条件下，

对照组加入PBS 100肛L，实验组各加100 pL，各平

行5次；置体积分数5％CO：，37℃培养箱中培养68

h．在无菌条件下向每孑L加入MTT 20肛L，轻轻混

匀，继续培养4 h．扣去板内液体并向每孔分别加入

二甲基亚砜100“L，室温下放置10 rain，ELISA

570 nm测每孑L OD值．

2．4数据处理

实验组促进成纤维细胞增殖率按下式计算：
A A

促进细胞增殖率一竺麴|!_二妞×100％
^实验

式中：A为吸光值．

采用方差分析法计算实验组的P值，t检验进

行显著性分析．

3结果与分析

3．1样品3的离子交换层析图谱

从层析图谱(见图1)可以看出，样品主要由4

个组分组成(从左至右为组分1～4)．在各组分的收

集过程中，组分1主要由血红蛋白组成．根据离子

交换层析图谱的峰面积可知，组分l在样品3中占

有很大的比例．另外，离子交换层析达到了样品3

中血红蛋白和其它蛋白的有效分离，为样品的后期

应用解决了一定的难题．

3．2样品不同剂量促进成纤维细胞增殖活性

从图2可以看出，样品2高质量浓度具有显著

的促进成纤维细胞增殖能力，但随着质量浓度的降

低，不再呈现促进作用；样品1作为粗品，其高质量

浓度具有显著促进成纤维细胞增殖能力；经过超滤

纯化的样品3具有显著促进成纤维细胞增殖活性，

从而验证了粗品的活性．由此可知，参照资料报道

的牛胎盘提取物促进细胞代谢活性化物质提取方
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法制备的牛胎盘提取物，也具有显著促进成纤维细

胞增殖的能力‘7“]，有必要进一步分离纯化粗品，得

到纯的活性成分．
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为100弘g／mL时，具有极显著地促进成纤维细胞增

殖能力，反应终止质量浓度为50 ttg／mL时，也有显

著促进成纤维细胞增殖活性．由DEAE—Sepharose

CL-6B阴离子层析柱分离牛胎盘样品3可知，样品

3作为多个蛋白组分组成的混合物，不同的蛋白质

组分呈现有区别的促进成纤维细胞增殖能力．因

此，经过分离纯化得到的促进成纤维细胞增殖组

分，其中起促进作用的作用物明确，因而对研究活

性成分的作用机理提供了便利．
●●

摹

褂

热
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柱体积．2．6 cm×35 cm；体积流量：1 mL／min；梯度洗脱液： 蒌20
o～1 mol／LNaCl 最

图1 样品3经DEAE-Sepharose CL一6B层析图谱 萎10
Fig．1 DEAE-Sepharose CL-6B chromatogram of 餐

Sample#3 0
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样品号

1．粗品；2．10 000超滤滤过液；3．10 000超滤未滤过液

*P<0．05；**P<0．Ol

图2样品各剂量促进成纤维细胞增殖能力

Fig．2 The effects of different dose of samples on

fibroblast proliferation

3．3样品3离子交换各组分不同剂量促进成纤维

细胞增殖活性

从图3可以看出，样品3经DEAE—Sepharose

CL一6B阴离子层析柱分离后得到4个组分：组分1

和组分4分别高、低质量浓度促进成纤维细胞增殖

能力均不显著；组分2各质量浓度均具有显著地促

进成纤维细胞增殖活性；组分3反应终止质量浓度
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图3样品3 DEAE-Sepharose CL一6B离子层析各组分

促进成纤维细胞增殖能力

Fig．3 The effects of the fractions of sample#3 by DE-

AE·-Sepharose CL·-6B on fibroblast proliferation

目前对胎盘提取物的活性研究仍主要集中在

功能及应用方面，对其主要活性成分的分离纯化、

结构的研究报道较少．本实验只对牛胎盘促进成纤

维细胞增殖的活性成分进行了初步的分离纯化，随

着研究的深人，牛胎盘中具有促进成纤维细胞增殖

能力的活性成分将得到进一步纯化和鉴定，为牛胎

盘的充分应用打下基础[9’1 0|．另外，近年来国内外相

继出现了动物胎盘水解液和胎盘浸提液2种产品

形式，其中胎盘水解液中富含大量低分子肽和氨基

酸易为人体吸收，还能起到降低血液中的胆固醇、

减少体内脂肪、预防和治疗高血压等作用．因此，将

本研究中提取促进成纤维细胞增殖活性成分后的胎

盘废料，通过酶的水解作用，可以制备出营养价值高

的低分子肽和氨基酸物质，提高了原料的利用率[11|．
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