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肌肽对离体培养的鸡肝细胞的影响
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摘要：研究了肌肽对离体培养的鸡肝细胞的影响。实验采用胶原酶原位二步灌流法获得鸡肝细胞，再

用不同浓度的肌肽（! !"*+,-.、# !""*+,-.、$ !"""*+,-.，% !" **+,- .）分别进行处理。结果表明，(）
在各个时期，含 !""*+,-.肌肽的实验组肝细胞生长均好于对照组（""*+,-.肌肽），而且在 $/和 0! 1时
二者差异显著（1 2 "3"#）；!）!" **+,-.肌肽能显著提高肝细胞的分泌白蛋白的功能（1 2 "3"#）；%）添加
肌肽的各实验组上清液中丙二醛（456）含量在 !$和 $/ 1时均低于对照组；$）添加 !" **+,- .肌肽的实
验组与对照组相比，能维持无血清培养肝细胞的形态达 / 7。表明了肌肽对鸡肝细胞增殖和分泌白蛋白
有促进作用，同时可以保护肝细胞对抗过氧化，保护细胞形态。
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肌肽（CEF=+G>=<）是由丙氨酸和组氨酸组成
的二肽，最初发现于哺乳类和鸟类的肌肉中，后

来在许多脊椎动物包括人类的肌肉和脑中也发

现了肌肽的存在［(］。据 P+,7JF<O［!］报道，肌肽能
与脂类的过氧化产物、超氧化阴离子自由基以

及羟自由基直接作用，对细胞膜具有保护作用。

X>IH>GG［%，$］等报道肌肽能与低分子量的醛、酮化
合物反应，从而保护细胞膜结构不受醛的损害。

目前发现肌肽的作用主要在以下几个方面：抗

氧化性和对细胞膜的保护作用；对肌成纤维细

胞的抗衰老和幼化作用；对金属的螯合作用。

肌肽对离体培养的鸡肝细胞的影响国内外未见
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报道，而肝脏是动物机体的重要代谢器官，机体



正常的生长发育与物质代谢均与肝细胞的功能

有关，因此研究肌肽对离体培养的鸡肝细胞的

影响具有重要的意义，本文就此作了初步的探

讨。

! 材料与方法

!"! 原位二步灌流法分离鸡肝细胞 按照
!"#$"%［&］的两步灌流法并进行了改进：选取 ’( )
健康粤黄鸡苗破坏脑髓，打开腹腔，先用预热

*+,的 -.!液对小鸡进行门静脉快速灌流，当肝
脏呈现苍白略带黄色时，改用预热 *+, /0/&1
!型胶原酶溶液继续灌流，直至肝包膜与肝组
织出现裂隙，可得到大量活性高且分离较纯的

肝细胞，用原位二步灌流法获得细胞后，可以按

* 2 ’/& 个细胞34$的密度接种于不同的培养板，
如果在显微镜下观察到的肝细胞不纯，可以在

细胞接种贴壁 ’5 6后全量换液，就可以除去那
些悬浮的、不贴壁的红细胞和小组织屑等杂质，

然后进行分组处理。

!"# 分组、处理和指标测定 分别用含不同浓
度肌肽（" 5#47$38、$ 5/#47$38、% 5//#47$3
8，& 5/ 447$38）的完全培养液处理肝细胞，以
不含肌肽的完全培养液（/#47$38肌肽）为对照
组。用四唑盐比色法即 9:: 法检测上述不同
浓度肌肽对体外无血清培养的鸡肝细胞增殖的

影响，检测细胞增殖一般都用无血清培养。四

唑盐比色法的原理是活细胞中脱氢酶能将四唑

盐还原成不溶于水的蓝色产物甲(，并沉淀在
细胞中，而死细胞没有这种功能，二甲亚砜能溶

解沉积在细胞中蓝紫色结晶物，溶液颜色的深

浅与所含的甲(量成正比，再用酶标仪测定 ;<
值［’］，即可表示细胞的增殖结果。

根据增殖实验的结果选取 5/#47$38剂量
进行下一步生长曲线的测定［’］，生长曲线的测

定实际上就是检测不同时间内细胞的增殖情

况，因为培养的时间较长，我们选用了有血清培

养以保证细胞能较长时间的存活。测定方法是

分别在 5=、=>、+5、?(及 ’5/ 6时取样，用 9::法
检测 5/#47$38肌肽组和对照组的增殖情况。
在 => 6时取样，用溴甲酚绿法检测各组分

泌白蛋白的能力（按照南京建成生物工程公司

的试剂盒说明进行），测试原理是：白蛋白具有

与阴离子染料结合的特性，在 @A =0/左右溴甲
酚绿与白蛋白结合后，由黄色变成绿色，绿色的

深浅与白蛋白浓度成正比，在 (5> %4下，通过
比色法再与标准溶液（试剂盒内有已知浓度的

标液）进行比较就可得出白蛋白含量。

在 5=、=> 6时取样测各组丙二醛（9<B）含
量（按照南京建成生物工程公司的试剂盒说明

进行）。测试原理是：过氧化脂质降解产物中的

丙二醛可与硫代巴比妥酸缩合，形成红色产物，

在 &*5 %4处有最大吸收峰，而测试 9<B 的量
常常可反映机体内脂质过氧化的程度，间接地

反映出细胞损伤的程度。

根据 9CDEF$E%)［(，+］的研究，肌肽在体内的
生理浓度是 */ 447$38，所以实验选择与其浓度
最接近的 5/ 447$38剂量组，观察与对照组相比
较细胞形态的变化。

!"$ 数据统计与处理 数据由 !B! >0/ 统计
处理软件进行方差分析和 <GHIBH 氏多重比
较。实验数据采用平均值 J标准误表示。

# 结果与分析

#"! 鸡肝细胞的分离和培养 采用原位二步
灌流法可以得到大量活性高且分离较纯的肝细

胞，台盼蓝检测细胞达到 ?&1（图版’：’）。
#"# 肌肽对鸡肝细胞增殖的影响 表 ’显示，
在无血清培养条件下，不同浓度的肌肽除了 5/

#47$38这个浓度外，其他剂量组增殖反而不如
对照组显著（! K /0/&）。

表 ! 不同浓度肌肽对体外无血清培养的
鸡肝细胞增殖的影响（" L ’5）

分组
肌肽浓度

（#47$38）
对照组（;<） 肌肽组（;<）

对照组 / /0/&’ ( J /0//’ /E

" 5 /0/=( ’ J /0//’ /M

$ 5/ /0/&* ’ J /0/// +E

% 5// /0/=* * J /0//’ 5M

& 5/ 2 ’/* /0/=+ + J /0//’ 5M

不同字母表示差异显著，相同字母表示差异不显著

表 5显示，在各个时期，含 5/#47$38肌肽
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的实验组肝细胞生长均好于对照组，而且在 !"
和 #$ %时差异显著（! & ’(’)）。$’!*+,-.肌肽
组和对照组细胞在 $! %的形态分别见图版"：
$、/。

表 ! !"!#$%&’肌肽对体外不同时间有血清培养
的鸡肝细胞增殖的影响（" 0 1$）

时间（%） 对照组（23） $’!*+,-.肌肽组（23）

$! ’(’!! ) 4 ’(’’1 #5 ’(’!# / 4 ’(’’1 #5

!" ’(’6# / 4 ’(’’1 ’7 ’(’"" " 4 ’(’’1 #5

#$ ’(’)! # 4 ’(’’’ #7 ’(’"" / 4 ’(’’/ /5

86 ’(’!8 ) 4 ’(’’$ /5 ’(’)’ ! 4 ’(’’$ 85

1$’ ’(’)! 1 4 ’(’’$ 15 ’(’)" ) 4 ’(’’! )5

不同字母表示差异显著，相同字母表示差异不显著

!() 肌肽对鸡肝细胞上清液中 *+,含量的
影响 由表 /可知，$! %时各组之间 93:值差
异不显著（! ; ’(’)），但是肌肽添加组 93:值
都低于对照组，且呈现剂量依赖性的变化。说

明添加肌肽 $! %后脂质过氧化产物较低，并随
着剂量的增加抗氧化作用加强。!" %时各组之
间 93:值差异仍不显著（! ; ’(’)），但各实验
组基本上都低于对照组，说明添加肌肽 !" %后
仍然对肝细胞有较好的抗脂质氧化作用。且

!" %上清液中的 93:值明显大于 $! %，说明随
着时间的延长丙二醛产物增多，脂质过氧化程

度加深。

表 ) 肌肽对 !- .和 -/ .细胞上清液
中*+,值的影响

分组
肌肽浓度

（!*+,-. ）
93:（<*+,-*= >?+@ A）

$! % !" %
对照组 ’ $(!!8 ! 4 ’(1’! # /(""1 " 4 ’($6’ !

# $ 1(88/ " 4 ’(1)1 ’ /(/#" ’ 4 ’(/)) !

$ $’ 1(88/ " 4 ’(1$# ! /("/1 ! 4 ’(8’) #

% $’’ 1(66) ’ 4 ’("8$ # $("’8 ) 4 ’(/)" /

& $’ B 1’/ 1(6)’ / 4 ’(//6 # $(#!! $ 4 ’(/6’ 8

!(- 肌肽对白蛋白分泌的影响 由表 !可知，
添加 $’ **+,-.肌肽对肝细胞合成白蛋白有显
著的促进作用（! & ’(’)），而其他各剂量添加
的肌肽对肝细胞合成白蛋白无显著的促进作

用，但是随着添加量的增加，培养的肝细胞白蛋

白分泌量也逐渐增加，并且都高于对照组。

表 - 肌肽对肝细胞白蛋白分泌水平的影响（" 0 6）

分组 肌肽浓度（!*+,-. ） 白蛋白（*=-*,）

对照组 ’ ’(’66 $ 4 ’(’1$ /7

# $ ’(’#6 ! 4 ’(’1’ !7

$ $’ ’(’"1 ) 4 ’(’’6 )7

% $’’ ’(’"1 ) 4 ’(’1’ $7

& $’ B 1’/ ’(16" 1 4 ’(’/1 /5

不同字母表示差异显著，相同字母表示差异不显著

!(0 !" ##$%&’ 肌肽对无血清培养的肝细胞
形态的影响 $’ **+,-.肌肽与对照组相比能
维持无血清培养肝细胞的形态达 " C（图版"：
!），表明 $’ **+,-.肌肽能极好的保护细胞形态
不发生改变。无血清对照组肝细胞在第 ! C
（图版"：)）就出现漂浮、不贴壁现象，表明细胞
已经死亡。

) 讨 论

研究表明，许多低分子量的短肽对细胞增

殖有促进作用。如 :DE*5等［"］报道，人乳’F酪
蛋白经酶解后产生的多肽对小鼠胚胎成纤维细

胞有促增殖作用。

无血清培养条件下各剂量组肌肽对鸡肝细

胞的增殖无太大作用，个别组还显著低于对照

组，与 9GH5?,5<C 和 I+,,JC5K［8］报道的 .F肌肽对
培养二倍体人成纤维细胞的生长、形态和寿命

有利不太相符。可能的原因是肌肽是一种显碱

性的二肽，而鸡肝细胞是一种较为脆弱和敏感

的细胞，而成纤维细胞是一种很容易贴壁的细

胞，所以无血清条件下肌肽对肝细胞增殖发挥

不了促进作用。而试探性地选择一种剂量，即

$’!*+,-.肌肽进行有血清培养。结果发现，$’

!*+,-.肌肽处理组细胞的 23值在 $! 和 #$ %
都显著高于对照组，而且其后的生长趋势也一

直优于对照组，提示了肌肽有利于鸡肝细胞增

殖，但具有剂量选择性和培养条件的选择性。

$!和 !" %分别检测上清液中的 93:值，
在 $! %，各剂量肌肽组其 93: 值都低于对照
组；且到了 !" %仍然能维持各剂量添加组的抗
氧化能力高于对照组，间接反应出实验组细胞
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受氧化损伤的程度比对照组轻，表明肌肽具有

一定的抗氧化作用。

白蛋白（!"#）是反映肝细胞活性和功能良
好的指标之一，肝细胞的成熟会使 !"#合成增
多，而细胞的活力下降会使 !"#合成减少。本
实验发现各实验组细胞上清液中 !"#的分泌
量均高于对照组。$!%&’("、$)!%&’(" 和 $))

!%&’("剂量组与对照组相比，分泌量虽然没有
产生显著性的差异，但是都比对照组高；而 $)
%%&’("肌肽组的 !"#分泌量显著高于对照组
（! * )+),），表明肌肽对肝细胞合成白蛋白有
利。

同时，对鸡肝细胞进行无血清培养，观察

$) %%&’("肌肽对无血清培养的肝细胞形态的
影响，结果发现 $) %%&’(" 肌肽能极好的保护
细胞形态不发生改变，而对照组第 - . 就出现
漂浮。日本学者 /0123 /43 506720［8)］报道成纤维
细胞培养中，9) %%&’("肌肽能维持营养缺乏的
细胞形态达 ,周，与我们的结果有相似之处，$)
%%&’("肌肽能维持无血清培养的鸡肝细胞生
长达 : .之久，显示 $) %%&’("肌肽在营养缺乏
的条件下能很好的维持细胞形态不发生改变。

以上结果提示，适宜剂量的肌肽对离体培

养的鸡肝细胞增殖活性、白蛋白的分泌、抗氧化

能力及细胞形态的维持均有一定的促进作用，

这可能是因为肌肽能够解除培养环境有毒物质

对细胞的毒害作用，有利于肝细胞的存活及功

能的维持。
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