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摘要!为了确定酶解法制备家蝇蛹多肽"hCh#的工艺条件!并初步评价hCh的促伤口愈合活性!以

家蝇"D-#!% :*2+#/"!% b6#蛹为原料!采用蛋白酶酶解法制备 hCh!通过单因素实验优化酶解法制

备hCh的工艺条件!并在细胞水平上评价hCh的促伤口愈合活性$ 结果表明!#" 种蛋白酶酶解法

制备的 hCh中!胃蛋白酶酶解法制备的 hCh得率最高!其次是风味蛋白酶酶解法制备的 hCh

"hC\#$ 另外!hC\的多肽含量及水解度均最高$ 单因素实验结果表明!制备 hC\的最佳条件为

酶解温度 %"G%加酶量 ( """ ;̀@%酶解时间 B :!在此条件下制得的 hC\得率最高%水解最完全$

细胞实验结果显示!不同蛋白酶酶解法制备的hCh具有不同程度促进C,R,H细胞增殖及迁移的作

用$ 其中!hC\"分子质量主要分布在 E"" c# 5"" i,之间#促伤口愈合活性最佳$ 同时!hC\可显

著促进TJK!%B6' 细胞转化生长因子HM\$

&

# 及炎性细胞因子HL\$

"

%Xb$% 的表达$ 综上!风

味蛋白酶酶解法是一种制备高得率%高多肽含量及高水解度的 hCh的方法!hC\具有促进伤口愈

合的潜力$

关键词!家蝇蛹'多肽'酶解法'细胞增殖'细胞迁移'伤口愈合

中图分类号!m&%&6&!"m&%%AAA文献标识码!J 文章编号! #""5 $'&%&#!"!!$"E $""B' $"'

G4/$)4)%&*+)+6/E)5.)%&*+*,:*.+6D/)5&+H $$4*'*%&+H

)2%&E&%1 *,$/$%&6/0,4*'D*.0/,51 $.$)

VCJLMI-7:2=

#

$ I L̀H-=@Y-=@

#

$ VCJOV:-+-=

#$!

$ C)MQ8WQ-

!

$ NJLMi218

#$!

"#6I7:88.8Zh:,W+,72QY-7,.I7-2=72$ IQ= N,Y$32= =̀-̂2W3-Y0$ MQ,=@?:8Q E#"""%$ R:-=,! !6MQ,=@U8=@

H27:=8.8@0T232,W7: R2=Y2WZ8WJU ,̂=72U R:-=232l2U-7-=2$ MQ,=@?:8Q E#"""%$ R:-=,#

780%4)2%&X= 8WU2WY8U2Y2W+-=2Y:21W8723378=U-Y-8=3Z8W1W21,W-=@121Y-U23ZW8+:8Q32Z.01Q1,"hCh#

Q3-=@2=?0+8.03-3+2Y:8U ,=U 2̂,.Q,Y2Y:2/8Q=U :2,.-=@$1W8+8Y-=@,7Y-̂-Y08ZhCh$ hCh/2W2

1W21,W2U /-Y: 2=?0+8.03-3+2Y:8U3Q3-=@1Q1,8ZD-#!% :*2+#/"!% b6,3Y:2W,/+,Y2W-,.6H:23-=@.2

Z,7Y8W2912W-+2=Y/,3U23-@=2U Y881Y-+-?2Y:21W21,W,Y-8= 1W872338ZhCh,=U Y:2/8Q=U :2,.-=@$

1W8+8Y-=@,7Y-̂-Y08ZhCh/,33YQU-2U ,YY:272..Q.,W.2̂2.6H:2W23Q.Y33:8/2U Y:,Y,+8=@Y:2hCh

1W21,W2U /-Y: Y2= 1W8Y2,323$ Y:20-2.U 8ZhCh1W21,W2U /-Y: 1213-= /,3Y:2:-@:23Y$ Z8..8/2U [0

Z.,̂8QW?0+2:0UW8.03-3"Y:2121Y-U2/,3W2Z2WW2U Y8,3hC\#6X= ,UU-Y-8=$ hC\3:8/2U Y:2:-@:23Y

121Y-U2378=Y2=Y,=U U2@W228Z:0UW8.03-36H:2W23Q.Y38Z3-=@.2Z,7Y8W2912W-+2=YU-31.,02U Y:,YhC\

1W232=Y2U Y:2:-@:23Y0-2.U ,=U U2@W228Z:0UW8.03-3Q=U2WY:278=U-Y-8=38ZY2+12W,YQW2%"G$ 2=?0+2

U83,@2( """ ;̀@$ ,=U Y-+2B :6d23-U23$ hCh1W21,W2U /-Y: U-ZZ2W2=Y1W8Y2,323:,U U-ZZ2W2=YU2@W2238Z

1W8+8Y-=@1W8.-Z2W,Y-8= ,=U +-@W,Y-8= 8ZC,R,H72..3$ ,+8=@Y:2+$ hC\"+8.27Q.,W/2-@:Y+,-=.0

U-3YW-[QY2U [2Y/22= E"" i,,=U # 5"" i,#

29:-[-Y2U Y:2[23Y/8Q=U :2,.-=@$1W8+8Y-=@

,7Y-̂-Y06l2,=Y-+2$ hC\3-@=-Z-7,=Y.01W8+8Y2U

Y:2291W233-8= 8ZYW,=3Z8W+-=@@W8/Y: Z,7Y8WHM\$

&

# ,=U -=Z.,++,Y8W070Y8>-=23HL\$

"

$ Xb$% -=

TJK!%B6' 72..36X= 78=7.Q3-8=$ Y:22=?0+8.03-3

+2Y:8U /-Y: Z.,̂8QW?0+278=YW-[QY23Y81W21,W2

'B

!"!! 年第 B' 卷第 E 期AAAAAAAAAAAAA中A国A油A脂



hCh/-Y: :-@: $0-2.U$ :-@: $121Y-U2378=Y2=Y$ ,=U :-@: $U2@W228Z:0UW8.03-3$ ,=U hC\:,3Y:2

18Y2=Y-,.Y81W8+8Y2/8Q=U :2,.-=@6

9/1 :*460& :8Q32Z.0 1Q1,! 121Y-U23! 2=?0+8.03-3+2Y:8U! 72..1W8.-Z2W,Y-8=! 72..+-@W,Y-8=!

/8Q=U :2,.-=@

AA家蝇"D-#!% :*2+#/"!% b6#$为环裂亚目丽蝇科

蝇属完全变态昆虫$一生经历卵'蛹'幼虫和成虫四

个阶段$其幼虫和蛹富含油脂'蛋白质等营养成

分(#)

% 家蝇与其他近缘昆虫的干燥幼虫和蛹壳合

称为五谷虫% 据-本草求原.等传统中医典籍记载$

五谷虫经干燥研磨后$可外用治疗臁'痈等感染创

面(!)

% 目前$国内外均有将五谷虫用于伤口愈合治

疗的基础研究和临床研究$研究对象涵盖五谷虫活

蛆(5)

'多肽(B)

'溶菌酶(E)

'脂肪酸(%)等% 另外$其他

来源的肽如墨西哥黄唇鱼肉寡肽(')

'青蛙抗菌

肽(()

'大豆蛋白源肽(&)

'神经肽(#")等活性肽都被证

实具有促进伤口愈合的活性%

伤口愈合是一个复杂的生物学过程$是恢复皮

肤屏障完整性的关键% 愈合过程分为止血'炎症'增

殖和重塑四个阶段$这四个阶段相互重叠'高度协

调(##)

% 伤口形成后不久$凝血形成$在血小板迅速

聚集的过程中释放生长因子如转化生长因子
&

#

"HM\$

&

##$生长因子在伤口早期迅速招募炎症细

胞(#! $#5)

$炎症细胞表达关键的生长因子和介质$不

断促进修复过程% 伤口形成后几小时内$角质形成

细胞开始迁移并增殖以愈合伤口(#B)

% 因此$角质形

成细胞的迁移与增殖'生长因子等的表达$对于促进

伤口愈合十分重要% 鉴于多肽生物活性和安全性高

的优点$一些多肽类药物在促伤口愈合方面的研发

成为近年来的热门领域之一% 家蝇蛹与幼虫相似$

含有十分丰富的生物活性肽类物质% 但家蝇蛹多肽

"121Y-U23ZW8+:8Q32Z.01Q1,$hCh#是否也具有促伤

口愈合活性还未见报道$故本研究以家蝇蛹为对象$

利用酶解法制备 hCh并评价 hCh的促伤口愈合活

性$以期为家蝇蛹的高效资源开发提供科学依据%

;<材料与方法

#6#A实验材料

家蝇蛹$广东盈亨生物科技有限公司提供% 碱

性蛋白酶'中性蛋白酶'酸性蛋白酶'菠萝蛋白酶'胰

蛋白酶'风味蛋白酶'胃蛋白酶'木瓜蛋白酶'

!

$糜

蛋白酶'复合蛋白酶$北京索莱宝科技有限公司!邻

苯二甲醛$上海麦克林生化科技有限公司!人永生化

角质形成细胞株"C,R,H#$武汉大学中国典型培养

物保藏中心!小鼠单核巨噬细胞株"TJK!%B6'#$中

国科学院上海生物化学与细胞生物学研究所!

il)l高糖培养基'胎牛血清'青霉素及链霉素$赛

默飞世尔科技 "中国#有限公司!表皮生长因子

"21-U2W+,.@W8/Y: Z,7Y8W$)M\#$派普泰克生物科技

"苏州#有限公司!酶联免疫吸附测定 "2=?0+2$

.-=>2U -++Q=838W[2=Y,33,0$)bXIJ#试剂盒$欣博盛

生物科技有限公司!其他试剂均为分析纯%

油浴锅!1C计!冷冻干燥机$德国 R:W-3Y公司!

多功能酶标仪$ 德国 dlM公司! .̀YW,Z.2PYW2+2

lJbiX$HO\;HO\基质辅助激光解析飞行时间质

谱仪"配备 5EE =+LU&NJM激光器#$德国 dWQ>2W

i,.Y8=-73公司%

#6!A实验方法

#6!6#AhCh的酶解法制备及得率计算

以正己烷为溶剂$采用索氏提取法对家蝇蛹进

行脱脂得到脱脂家蝇蛹粉% 准确称量 #" @脱脂家

蝇蛹粉于锥形瓶中$按料液比 #D!" 加入双蒸水混

匀$于 BG冷提 #" +-=$随后于 #""G油浴锅中加热

#" +-= 使蛋白质变性$冷却至酶解温度后$使用

L,OC溶液;CR.溶液调节至一定 1C$立即加入一定

量的蛋白酶$酶解一定时间% 酶解结束后于 #""G

灭酶活 #" +-=$冷却至室温后转移提取液至离心管

中$于 E """ W;+-=离心 E +-=$取上清液$冷冻干燥$

即得hCh% hCh得率按照下式计算%

6f"2

#

$2

!

#32

"

g#""E "##

式中&6为hCh得率!2

#

为干燥的多肽质量$@!

2

!

为加酶量$@!2

"

为脱脂家蝇蛹粉质量$@%

#6!6!AhCh中多肽含量及水解度测定

采用邻苯二甲醛"OhJ#法测定多肽含量及水

解度% OhJ法的原理是在碱性介质中 OhJ能与游

离的氨基发生反应生成具有荧光性的异吲哚衍生

物$在 5B" =+处有特征吸收(#E)

% OhJ试剂配制参

考R:QW7:等(#%)的方法%

通过谷胱甘肽标准曲线测定多肽的含量% 具体

方案为&配制系列梯度质量浓度的谷胱甘肽标准溶

液" "6E""' "6!E"' "6#!E' "6"%5' "6"5#' "6"#%'

"_""" +@;+b#$分别取 !"

!

b谷胱甘肽标准溶液与

(B
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#E"

!

bOhJ试剂混匀$精确控制反应时间为 ! +-=$

在 5B" =+波长处检测吸光度$以去离子水作为对

照$绘制谷胱甘肽质量浓度"<# $吸光度"'#标准曲

线$拟合得到标准曲线方程"'f#FE&&<s"F"5&$

6

!

f"6&&& &#!将待测样品配成 # +@;+b的溶液$

检测方法同谷胱甘肽标准溶液组$再根据标准曲线

方程计算多肽含量%

通过丝氨酸标准溶液测定水解度(#E)

% 具体方

案为&准确配制质量浓度为 # +@;+b的丝氨酸标准

溶液$取 !"

!

b丝氨酸标准溶液与 #E"

!

bOhJ试剂

混匀$精确控制反应时间为 ! +-=$在 5B" =+波长处

检测吸光度$以去离子水作为对照!将样品配制成 #

+@;+b的溶液$检测方法同标准溶液组$按照下列

公式计算水解度%

Kf030

Y8Y

g#""E "!#

0 f("?

!

$?

"

#3"?

#

$?

"

# g"F&E# % g# $

"

)3

!

"5#

式中&K为水解度!0 为多肽水解过程中裂解的

肽键数!0

Y8Y

为总肽键数$取指定值 'F%!?

!

'?

#

'?

"

分

别为样品组'丝氨酸标准溶液组'对照组的吸光度!

!

'

"

分别取指定值 #F""'"FB"%

#6!65AhCh对C,R,H细胞增殖的影响

将C,R,H细胞接种于含 #"F胎牛血清和 #F

青霉素'链霉素的il)l培养基$在含有 EF RO

!

及

饱和湿度条件的 5'G恒温培养箱里进行培养% 取

对数生长期细胞$以 ! g#"

5个;孔的密度接种于 &%

孔细胞培养板$待细胞完全贴壁生长后$实验组给予

!""

!

@;+bhCh处理$空白对照组给予同体积的磷

酸盐缓冲液"hdI#处理$以 "6B =@;+b)M\作为阳

性对照% 培养 B( : 后$采用 lHH法检测细胞数%

按照下式计算细胞增殖率%

6

#

f?

#

3?

"

g#""E "B#

式中&6

#

为细胞增殖率! ?

#

为实验组吸光度! ?

"

为空白对照组吸光度%

#6!6BAhCh对C,R,H细胞迁移的影响

采用经典划痕实验检测 hCh对 C,R,H细胞迁

移的影响% 取对数生长期的C,R,H细胞"细胞培养

方法见 #6!65#$以 ! g#"

E个;孔的密度接种于 #!

孔细胞培养板$待细胞完全贴壁生长后$弃掉旧培养

基$加入含 "6EF胎牛血清的培养基饥饿处理 #! :%

使用 #"

!

b无菌枪头在细胞层垂直划痕$建立体外

细胞创伤模型$用 hdI 反复冲洗至划痕区域干净%

实验组给予 !""

!

@;+bhCh处理$空白对照组给予

同体积的hdI处理$以 "6B =@;+b)M\作为阳性对

照% 分别于给药后 "'!B'B( : 于显微镜下拍照% 利

用X+,@2S软件进行指定划痕区域愈合面积计算$按

照下式计算迁移率%

6

!

f"B

"

$B

<

#3B

"

g#""E "E#

式中&6

!

为细胞迁移率! B

"

为 " : 时的划痕面

积! B

<

为 !B :或 B( :时的划痕面积%

#6!6EAhCh对 TJK!%B6' 细胞 HM\$

&

#'HL\$

"

'Xb$% 表达的影响

TJK!%B6' 细胞培养方法同 C,R,H细胞 "见

#_!65方法#% 取对数生长期细胞$以 E6E g#"

B个;孔

的密度接种于 &% 孔细胞培养板% 待细胞贴壁后$实

验组分别给与 E"'#""'!""

!

@;+b的hCh处理$空白

对照组给予同体积 hdI 处理$以 "6B =@;+b)M\作

为阳性对照% 培养 #! : 后收集细胞上清液$采用

)bXIJ试剂盒检测HM\$

&

#'Xb$%'HL\$

"

含量%

#6!6%AhCh分子质量分布分析

将样品溶于双蒸水$制成质量浓度为 # +@;+b

的hCh溶液$采用基质辅助激光解析飞行时间质谱

仪"lJbiX$HO\$lI#检测分子质量分布% 分析

条件&离子源加速电压 # 为 !"6"" >e$加速电压 ! 为

#'6(E >e$离子延时提取 #B" =3$正离子谱检测$质

量扫描范围"23;#为 E"" cB """'# """ c!" """%

#6!6'A数据分析

所有实验均重复 5 次$实验结果以+平均值 n

标准偏差,表示$用MW,@:h,U hW-3+'6"6B 软件处理

数据% 以4j"6"E 作为差异显著性判断标准%

><结果与分析

!6#AhCh制备酶的筛选

按 #6!6# 方法$采用不同的蛋白酶$在加酶量

( """ ;̀@'酶解时间 # : 以及不同蛋白酶酶解温度

和 1C"具体见表 ##条件下制备hCh$比较不同蛋白

酶对hCh得率'多肽含量及水解度的影响$结果如

图 # 所示%

表 ;<不同蛋白酶酶解条件

蛋白酶 酶解温度;G 1C

胃蛋白酶 5' !6"

风味蛋白酶 E5 '6"

复合蛋白酶 E" '6E

中性蛋白酶 B" '6"

碱性蛋白酶 BE &6E

胰蛋白酶 5' (6"

木瓜蛋白酶 %E '6"

酸性蛋白酶 BE 56"

菠萝蛋白酶 E5 '6"

!

$糜蛋白酶 !E '6(
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AA

A注&JcS分别表示胃蛋白酶'风味蛋白酶'复合蛋白酶'中性蛋白酶'碱性蛋白酶'胰蛋白酶'木瓜蛋白酶'酸性蛋白酶'菠萝

蛋白酶'

!

$糜蛋白酶%

图 ;<不同蛋白酶对GBG得率%多肽含量及水解度的影响

AA由图 #J可见$胃蛋白酶酶解制备的 hCh得率

最高$为"'B6'# n!6###F$其次是风味蛋白酶'复

合蛋白酶'中性蛋白酶$hCh得率分别为"'!6(! n

!65(#F'"%!6#& n#65##F和"EE6E& n!6'(#F%

由图 #d可见$风味蛋白酶酶解制备的 hCh多肽含

量及水解度最高$分别为 " 5!6%' n"6B! #F和

"#E_'& n"6!E#F% 另外$中性蛋白酶'碱性蛋白

酶'复合蛋白酶及胃蛋白酶也能制备出较高多肽含

量及水解度的hCh% 综上$风味蛋白酶酶解法是一

种能够制备高得率'高多肽含量及高水解度 hCh的

方法%

!6!A风味蛋白酶酶解制备家蝇蛹多肽 " 121Y-U2

:0UW8.0?2U /-Y: Z.,̂8QW?0+2ZW8+:8Q32Z.01Q1,! hC\#

工艺优化单因素实验

采用单因素实验$考察酶解温度'加酶量和酶解

时间对 hC\得率及水解度的影响$结果如图 !

所示%
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A

注&固定条件为 1C'6"'酶解时间 5" +-='加酶量 ( """ ;̀@'酶解温度 %"G$优化时改变单一因素条件%

图 ><酶解温度%加酶量和酶解时间对GBO得率%水解度的影响

AA由图 !J可见$酶解温度从 5"G上升到 %"G

时$hC\得率及水解度显著增加$%"G时 hC\得率

及水解度分别为 " '56!' n!6B( #F' " '6E' n

"_!"#F$但当酶解温度升高至 '"G时$hC\得率及

水解度明显降低% 这可能与酶的活性有关$反应温

度过低会大大降低体系内分子运动程度$从而降低

蛋白酶与底物的碰撞概率$反应温度过高会导致蛋

白酶全部或部分丧失催化活性(#')

% 由图 !d可见&

当加酶量从 B """ ;̀@增加至 ( """ ;̀@时$hC\得

率及水解度增长迅速!当加酶量从 ( """ ;̀@增加

至 #! """ ;̀@时$hC\得率增长缓慢$水解度基本

不变% 由图 !R可见&酶解时间从 # : 延长至 B :

时$hC\得率从"'B6(E n!6"(#F增加至"'&6BE n

#6''#F$水解度从"##6B' n"65'#F增加至"#'6"B n

"6"B#F!酶解时间从 B : 延长至 E : 时$hC\得率

不变$水解度增加不足 "6E 百分点$可见酶解时间过

长" kB :#并不能使 hC\得率更高% 综上$确定制

备hC\的最佳工艺条件为&酶解温度 %"G$加酶量

( """ ;̀@$酶解时间 B :% 在最佳条件下$ hC\得率

为"'&6BE n#6''#F$水解度为"#'6"B n"_"B#F%

!65AhCh对C,R,H细胞增殖的影响

C,R,H细胞是伤口愈合过程中发挥重要功能的

细胞$是再上皮化的关键细胞% 不同蛋白酶酶解

"酶解条件如表 # 所示#制备的 hCh对 C,R,H细胞

增殖的影响如图 5 所示%

由图 5 可见$不同蛋白酶酶解制备的 hCh对

C,R,H细胞均无显著的毒性作用% 与空白对照组

比较$除复合蛋白酶'胰蛋白酶外$其余 ( 种蛋白酶

制备的hCh及)M\均能不同程度地促进 C,R,H细

胞的增殖"4j"6"E#% 其中$酸性蛋白酶酶解制

备的hCh促进 C,R,H细胞增殖的作用最强$增殖

率为"#!#6(E n(6"'#F$其次是风味蛋白酶'胃蛋

白酶酶解制备的 hCh$C,R,H细胞增殖率分别为

"##(_5( n!65%#F'"##%6&% n!6'&#F%

"E
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A注&JcS分别表示胃蛋白酶'风味蛋白酶'复合蛋白酶'中

性蛋白酶'碱性蛋白酶'胰蛋白酶'木瓜蛋白酶'酸性蛋白酶'

菠萝蛋白酶'

!

$糜蛋白酶制备的hCh$下同% 与空白对照组

比较$

!

表示4j"6"E%

图 ?<不同蛋白酶酶解制备的GBG

对B)Z)[细胞增殖的影响

!6BAhCh对C,R,H细胞迁移的影响

不同蛋白酶酶解制备的 hCh对 C,R,H细胞迁

移的影响如图 B 所示%

由图 B 可见$与空白对照组比较$风味蛋白酶'

胃蛋白酶'胰蛋白酶'复合蛋白酶酶解制备的 hCh

及)M\作用于C,R,H细胞 !B'B( : 时$细胞迁移率

均具有显著性的提升"4j"6"E#$

!

$糜蛋白酶'碱

性蛋白酶'菠萝蛋白酶'酸性蛋白酶和木瓜蛋白酶酶

解制备的 hCh作用于 C,R,H细胞 !B : 时$细胞的

迁移率显著增加"4j"6"E#$而中性蛋白酶酶解制

备的hCh处理组在 !B'B( :时的细胞迁移率均无显

著变化% 其中$hC\促进C,R,H细胞迁移的活性最

佳$其作用的C,R,H细胞在 !B'B( : 的迁移率分别

为"E"6E& n!6%(#F和"%56(' n!6#%#F% 此时$空

白对照组在 !B'B( : 的迁移率分别为 "5E6&5 n

5_&'#F'"B%6(( n#6(##F% 因此$后续对 hC\进

一步研究%

A注&与空白对照组比较$

!

表示 4j"6"E$

!!

表示 4j

"_"#$

!!!

表示4j"6""#%

图 =<不同蛋白酶酶解制备的GBG

对B)Z)[细胞迁移的影响

!6EAhC\对C,R,H细胞增殖与迁移的影响

为了进一步探究hC\的促伤口愈合活性$评估

了hC\在不同质量浓度"hC\#$E"

!

@;+b!hC\!$

#""

!

@;+b!hC\5$!""

!

@;+b#下对 C,R,H细胞增

殖与迁移的影响$结果如图 E 所示%
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A注&J'd分别为hC\对C,R,H细胞增殖'迁移的影响!R为hC\对C,R,H细胞迁移影响的定性分析$标尺 # """

!

+!与空白

对照组比较$

!

表示4j"6"E$

!!

表示4j"6"#$

!!!

表示4j"6""#%

图 @<GBO对B)Z)[细胞增殖与迁移的影响

AA由图 EJ可见$与空白对照组比较$#""'!""

!

@;+bhC\处理组的 C,R,H细胞增殖率均有显著

#E
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提升"4j"6"E#$分别提升至"#"(6!" n#6%!#F和

"##'6!% n#6!"#F% 由图 Ed可见$与空白对照组

比较$hC\在 !B :时以浓度依赖的方式促进C,R,H

细胞的迁移$#""'!""

!

@;+bhC\处理组 C,R,H细

胞在 B( : 时的迁移率均具有显著性的提升

"4j"6"##$且 !""

!

@;+bhC\促 C,R,H细胞迁移

活性优于阳性对照组% 由图 ER可见$给药之后$

C,R,H细胞逐步迁移至划痕部位$ B( : 时$ !""

!

@;+bhC\处理组 C,R,H细胞迁移至部分融合%

以上结果表明hC\能有效促进伤口的愈合%

!6%AhC\对 TJK!%B6' 细胞 HM\$

&

#%HL\$

"

%

Xb$%表达的影响

进一步检测了不同质量浓度的 hC\对

TJK!%B6' 细胞活力及细胞因子 HM\$

&

#'HL\$

"

'Xb$% 表达的影响$结果如图 % 所示%

AA

AA

A注&与空白对照组比较$

!

表示4j"6"E$

!!

表示4j"6"#$

!!!

表示4j"6""#%

图 A<GBO对J7\>A=CV 细胞活力及细胞因子[]OK

!

;%[̂ OK

"

%#MKA 表达的影响

AA由图 %J可见$与空白对照组相比$E"

!

@;+b的

hC\及)M\对TJK!%B6' 细胞的活力无显著影响$

而中'高质量浓度"#""'!""

!

@;+b#的 hC\可显著

提升TJK!%B6' 细胞的活力%

HM\$

&

# 是皮肤伤口愈合的关键转化生长因

子% 已有研究表明$由 H细胞释放的 HM\$

&

通过

调节细胞增殖'迁移'分化'细胞外基质产生和免疫

调节$对伤口愈合产生多效作用(#( $#&)

% C2等(!")报

道蛙类来源的肽在巨噬细胞中通过诱导 HM\$

&

#

的表达$显著激活下游依赖HM\$

&

的 I+,U信号通

路$进而促进伤口愈合% 由图 %d可见$hC\以浓度

依赖的方式显著促进 TJK!%B6' 细胞中 HM\$

&

#

的表达$!""

!

@;+b的 hC\给药后$细胞上清液中

HM\$

&

# 的水平增加至"5"B6"" n(6""# 1@;+b"空

白对照组的水平为"!#B6'' nE6(!# 1@;+b#% 结果

说明 hC\可诱导 HM\$

&

# 的表达进而促进伤口

愈合%

由图 %R可见$hC\以浓度依赖的方式显著促

进小鼠巨噬细胞中 HL\$

"

的表达$E"'#""'!""

!

@;+b的hC\给药后$细胞上清液中HL\$

"

的水

平分别增加至"5 ""56&B n#B65'#'"E '((65& n

%_'B#'"% 5(B6E" n!%6!5#1@;+b"空白对照组的水

平为"E56&B n!6EE# 1@;+b#% 由图 %i可见$与空

白对照组相比$#""'!""

!

@;+b的 hC\显著促进了

小鼠巨噬细胞中 Xb$% 的表达$表达水平分别提升

至 B6B!'!#6E! 倍% 然而$与空白对照组相比$阳性

对照组)M\对炎性细胞因子HL\$

"

'Xb$% 的表达

没有显著差异$表明)M\不影响伤口愈合过程中的

炎症期% 结果说明 hC\促进了 TJK!%B6' 细胞中

炎性细胞因子 HL\$

"

'Xb$% 的表达$激活了伤口

愈合过程中的炎症信号%

!6'AhC\的分子质量分布

采用lJbiX$HO\$lI 分析 hC\的分子质量

分布$结果如图 ' 所示% 由图 'J可见$信号峰在

23;范围为 E"" c# 5"" 时较为集中$信号最强的质

子峰在 23;为 E%" 左右% 由图 'd可见$23;在

! """及以上时$基本无信号峰% 以上结果说明$

hC\的分子质量主要集中在 E"" c# 5"" i,% 按照

氨基酸残基平均分子质量 ##" i,估算$hC\主要为

含有 B c## 个氨基酸的多肽%

!E
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AA

注&J623;范围为 E"" cB """!d623;范围为 # """ c!" """%

图 V<GBO在不同质荷比#./0$范围的一级质谱图

?<结<论

本研究以家蝇蛹为原料$用 #" 种不同蛋白酶酶

解法制备家蝇蛹多肽"hCh#$结果表明风味蛋白酶

酶解法对于制备高得率'高水解度和高多肽含量的

hCh具有较好的优势% 细胞实验结果显示多种蛋

白酶酶解制备的 hCh对 C,R,H细胞均有较好的促

增殖活性及促迁移活性% 其中$hC\"分子质量主要

分布在 E"" c# 5"" i,之间#可能通过促进转化生

长因子HM\$

&

# 及炎性细胞因子 HL\$

"

'Xb$%

的表达$以影响细胞增殖'迁移及炎症信号的传递从

而加速伤口愈合% 研究结果提示 hC\具有被开发

成新型天然促伤口愈合剂的潜力% 今后将进一步对

hC\进行纯化$以明确发挥活性的多肽单体%

参考文献!

(#) 黄靖怡$柯德森6家蝇幼虫耐高温抗氧化蛋白的筛选及

其功能研究(S)6中国油脂$!"!"$BE"!#& %& $'E6

(!) 赵其光6本草求原(l)6广州&广东科技出版社$!""&&#(&6

(5) 李寒$ 邢爱婷$ 孙晓红$ 等6五谷虫生物清创包联合中

药软膏治疗糖尿病足溃疡 # 例护理(S)6上海护理$

!"!#$!#"##& %( $'"6

(B) 刘睿$ 段金廒6具有促进组织修复的家蝇多肽及其制备

方法与应用&RL!"!"#"#B!!(B65(h)6!"!" $"% $#!6

(E) eJbJRCOeJ X$ HJaJR h$ lJSHJL S6 l-U@QY

.038?0+238ZC-!"("% #+&"!%/%& =2/,=Y-+-7W8[-,.3-= 8̂.̂2U

-= +,@@8YU2[W-U2+2=YY:2W,10(S)6X=327Yl8.d-8.$ !"#B$

!5"%#& ''& $'('6

(%) VOLMS$ SXJLMS$ ICXh$ 2Y,.6\,YY0,7-U 29YW,7Y3

Z,7-.-Y,Y27QY,=28Q3/8Q=U :2,.-=@Y:W8Q@: ,7Y-̂,Y-=@JaH$

)Ta$ ,=U HM\ $

&

;I+,U5 3-@=,.-=@,=U 1W8+8Y-=@

,=@-8@2=23-3( S)6J+ SHW,=3.T23$ !"!"$ #! " ! #&

B'( $B&!6

(') 来梦婕$ 陈玉峰$ 张英$ 等6墨西哥黄唇鱼鱼肉胶原肽

促进小鼠伤口愈合作用(S)6食品工业科技$ !"#($ 5&

"(#& !'! $!'(6

(() K`S$ NJLMS$ KJLMP\$ 2Y,.6JZW8@7,Y:2.-7-U-=

121Y-U22ZZ27Y-̂2.01W8+8Y237QY,=28Q3/8Q=U :2,.-=@-=

+-72(S)6d-87:2+S$ !"#($ B'E"#'#& !'(E $!'&&6
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