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水牛角中含巯基肽类成分的富集及抗氧化、抗炎活性研究  
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摘  要：目的  富集水牛角 Bubali Cornu 中含巯基肽类成分（thiols-rich peptide fractions，SHPF）并探讨其抗氧化、抗炎活性。

方法  通过巯基亲和树脂 Thiopropyl Sepharose 6B 从水牛角提取液中富集得到 SHPF，并采用 Ellman 法测定游离巯基（-SH）

含量；应用单因素实验法优选富集工艺；基于 Nano LC-MS/MS 技术鉴定 SHPF。体外通过 H2O2 诱导小鼠脑微血管内皮细胞

bEnd3 氧化损伤，采用细胞增殖检测试剂盒（CCK-8）和乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）试剂盒检测 SHPF 抗氧

化活性；通过脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）诱导小鼠巨噬细胞 RAW264.7 炎症损伤，采用实时荧光定量 PCR 法测定炎

症因子白细胞介素-6（interleukin-6，IL-6）、IL-1β、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）的分泌。结果  优化

SHPF 富集工艺为上样量 10 μmol 游离-SH、吸附时间 1 h、洗脱剂为含 β-巯基乙醇（β-mercaptoethanol，β-Me）洗脱剂。从

水牛角富集液中共鉴定到 704 条肽段，其中 154 条含半胱氨酸（cysteine，Cys）肽段，占总肽段的 21.9%，主要来源于角蛋

白和角蛋白相关蛋白。体外细胞实验结果表明，SHPF 能够提高氧化损伤 bEnd3 细胞的存活率，同时降低其 LDH 的泄露，

并减少炎症损伤 RAW264.7 细胞炎症因子 IL-6、IL-1β、TNF-α 的分泌。结论  采用优选富集工艺能明显提高 SHPF 的富集

效率，SHPF 具有良好抗氧化和抗炎活性，为水牛角“清热解毒”功效物质基础的研究提供了研究思路和方向。 
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Abstract: Objective  To enrich the thiols-rich peptide fractions (SHPF) from Shuiniujiao (Bubali Cornu, water buffalo horn) and 

investigate its antioxidant and anti-inflammatory activities. Methods  SHPF was enriched from Bubali Cornu extract by Thiopropyl 

Sepharose 6B, and the content of free -SH was determined by Ellman method. The enrichment process was optimized by single factor 

experiment. SHPF was identified based on Nano LC-MS/MS technology. Oxidative damage of bEnd3 cells were induced by H2O2 in 

vitro, and cell proliferation assay kit (CCK-8) and lactate dehydrogenase (LDH) kit were used to determine the antioxidant activity of 

SHPF. The secretions of cytokines interleukin-6 (IL-6), IL-1β and tumor necrosis factor-α (TNF-α) were determined by qPCR after 
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LPS induced inflammatory damage of RAW264.7. Results  The optimized SHPF enrichment process was as follows: loading volume 

of 10 μmol free -SH, adsorption time of 1 h, and eluent containing β-mercaptoethanol (β-Me). A total of 704 peptides were identified 

from the Bubali Cornu enrichment solution, among which 154 thiols-contained peptides, accounting for 21.9% of the total peptides, 

mainly derived from keratin and keratin-related proteins. SHPF can improve the survival rate of oxidatively damaged bEnd3 cells, 

reduce the leakage of LDH, and reduce the secretion of inflammatory factors IL-6, IL-1β and TNF-α in RAW264.7 cells. Conclusion  

The optimized enrichment process can significantly improve the enrichment efficiency of SHPF, and SHPF has good antioxidant and 

anti-inflammatory activities, which provides a research idea and direction for the study of the material basis of Bubali Cornu efficacy. 

Key words: Bubali Cornu; thiols-rich peptide fractions; enrichment; anti-oxidant; anti-inflammatory; Nano LC-MS/MS technology; 

lactate dehydrogenase; real-time quantitative PCR; interleukin-6; tumor necrosis factor-α; keratin; clearing heat-toxicity 

 

水牛角 Bubali Cornu 为牛科动物水牛 Bubalus 

bubalis Linnaeus 的角，是我国传统的动物类中药，

始载于《名医别录》，云：“治时气寒热头痛”[1]，具

有清热解毒、凉血定惊的功效，主要用治温病高热、

神昏谵语、发斑发疹、吐血衄血、惊风、癫狂等疾

病[2]，《中国药典》2020 年版中关于水牛角的鉴别缺

少水牛角功效物质的鉴别，水牛角现代药理研究基

本都以水牛角提取液或提取液部位为研究对象，鲜

有确切活性功效成分及其作用机制的系统研究，不

利于水牛角质量标准体系的完善和进一步的市场开

发应用。因此，水牛角的功效物质基础及其作用机

制亟待阐明。 

关于中药传统功效与现代药理作用之间关系的

研究发现，与“清热解毒”功效密切相关的药理作

用主要有抗炎、抗氧化、抗细菌、解热等[3-6]。研究

发现水牛角提取液中含有大量角蛋白，其通过二硫

键（-S-S-）交联形成稳定结构，在特定条件下，如

高温煎煮、酶解等，打开-S-S-，可得到游离的含巯

基（-SH）肽段[7-8]。半胱氨酸（cysteine，Cys）作为

肽段的基本单位，结构中含有 1 个-SH，L-半胱氨酸

（L-Cys）在机体内能够通过胱硫醚 β-合酶（cysteine 

sulfide β-synthase，CBS）和胱硫醚 γ-裂解酶（cysteine 

sulfide γ-lyase，CSE）催化产生内源性 H2S，调节体

内的系列氧化应激反应，治疗与内皮功能障碍相关

的疾病，如高血压、高血脂等[9]。课题组前期通过荧

光衍生法测定水牛角中的-SH 含量为 18.3～38.3 

μmol/g[7]，从水牛角提取液分离得到的活性肽

YEDCTDCGN 中也含有 2 个-SH[10]。此外，本课题

组还发现，水牛角的解热作用与基于半胱氨酸缓解

氧化应激过程密切相关[11]。因此，水牛角中的含巯

基肽类成分（thiols-rich peptide fractions，SHPF），

极有可能作为水牛角清热解毒功效的活性成分，通

过抗氧化、抗炎作用发挥清热解毒功效。 

因此，本实验优化水牛角中 SHPF 的富集工艺，

富集并鉴定水牛角中 SHPF，验证其对 H2O2 诱导

bEnd3 细胞氧化损伤的保护作用和对脂多糖

（lipopolysaccharide，LPS）诱导 RAW264.7 细胞炎

症损伤的保护作用，以期进一步推动水牛角功效物

质基础研究的发展，并为水牛角作用机制研究的开

展提供科学依据。 

1  材料与仪器 

1.1  材料与试剂 

水牛角购自江苏淮安，经南京中医药大学刘圣

金教授鉴定为牛科动物水牛 B. bubalis Linnaeus 的

角。乙二胺四乙酸（ethylenediaminetetraacetic acid，

EDTA，分析纯）、人工小肠液，上海源叶生物科技

有限公司；BCA 试剂盒、5,5′-二硫代双-2-硝基苯甲

酸［5,5′-dithio bis-(2-nitrobenzoic acid)，DTNB，分

析纯］、二硫苏糖醇（dithiothreitol，DTT），南京翼

飞雪生物科技有限公司；巯基亲和树脂 Thiopropyl 

Sepharose 6B（TS6B），美国 Ge Healthcare 公司；

Sep-pak C18 柱，美国 Waters 公司；细胞增殖检测试

剂盒，翌圣生物科技股份有限公司；胎牛血清、

DMEM 高糖培养基、bEnd3 细胞株、RAW264.7 细

胞株，武汉普诺赛生命科技有限公司；基因引物，

生工生物工程（上海）股份有限公司；逆转录试剂

盒、ChamQ SYBR qPCR Master Mix，诺唯赞生物科

技股份有限公司；0.01 mol/L pH 7.2～7.4 磷酸缓冲

盐溶液（phosphate buffer saline，PBS），森贝伽生物

科技有限公司；β-巯基乙醇（β-mercaptoethanol，β-

Me），上海麦克林生化科技有限公司；NaCl、Cys、

谷胱甘肽（glutathione，GSH），分析纯，上海阿拉

丁试剂有限公司；碘乙酰胺（iodacetamide，IAA），

合肥博美生物科技有限公司。 

1.2  仪器与设备 

TDZ4-WS 型台式低速自动平衡离心机，长沙湘

智离心机仪器有限公司；3-16PK 型高速冷冻离心

机，美国 Sigma 公司；7810040 型真空浓缩蒸发仪，
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美国Labconco公司；MO-AOR型培养箱，美国Major 

Science 公司；BB 150 型二氧化碳培养箱、1510 型

全波长酶标仪，美国 Thermo Scientific 公司；SW-

CJ- 2FD 型洁净工作台，苏州净化设备公司；戴安

U3000 Nano RSLC 型纳升液相系统，美国 Dionex 公

司；Thermo Q Exactive Plus Orbitrap 型质谱仪，美

国 Thermo Fisher 公司；LS-P96G PCR 仪，美国

LabServ 公司；CFX Connect 型实时荧光定量 PCR

仪，美国 BIO RAD 公司。 

2  方法与结果 

2.1  溶液的配制 

2.1.1  水牛角提取液的制备  称取 50 g 过 45 目筛

的水牛角粉末，加入 200 mL 人工小肠液，在 37 ℃

下恒温水浴，磁力搅拌 5 h，连续提取 2 次，用纱布

滤过，合并滤液，5000 r/min 离心（离心半径为 12 

cm）10 min，合并上清，得水牛角提取液，通过Ellman

法[12]测定其游离-SH 浓度为 0.637 mmol/L。 

2.1.2  结合缓冲液（binding buffer solution，BBS）

的配制  称定 29.220 g NaCl、372.24 mg EDTA 溶于

1000 mL 的 0.01 mol/L PBS 溶液（pH 7.2～7.4）中

制备成含 0.5 mol/L NaCl、1 mmol/L EDTA 的 BBS。 

2.1.3  洗脱缓冲液 1（elution buffer solution 1，EBS1）

的配制  称定 372.24 mg EDTA，量取 3.519 0 mL β-

Me 溶于 1000 mL 的 0.01 mol/L PBS 溶液（pH 7.2～

7.4）中制备成含 1 mmol/L EDTA、50 mmol/L β-Me

的 EBS1。 

2.1.4  洗脱缓冲液 2（elution buffer solution 2，EBS2）

的配制  称定 372.24 mg EDTA、15.366 g 还原型

GSH 溶于 1000 mL的 0.01 mol/L PBS 溶液（pH 7.2～

7.4）中制备成含 1 mmol/L EDTA、50 mmol/L GSH

的 EBS2。 

2.1.5  洗脱缓冲液 3（elution buffer solution 3，EBS3）

的配制  称定 372.24 mg EDTA、3.856 0 g DTT 溶

于 1000 mL 的 0.01 mol/L PBS 溶液（pH 7.2～7.4）

中制备成含 1 mmol/L EDTA、25 mmol/L DTT 的

EBS3。 

2.2  水牛角中 SHPF 的富集工艺考察 

2.2.1  考察洗脱剂的影响  分别取 EBS1、EBS2、

EBS3 各 10 mL，用 C18柱脱盐后，通过 Ellman 法[12]

测定其游离-SH 浓度。结果如表 1 所示，含 DTT 的

洗脱剂中-SH 残留最多，含 GSH 的洗脱剂次之，含

β-Me 的洗脱剂基本没有残留。还原剂残留的-SH 将

影响后续样品中游离-SH 浓度的测定。因此含 β-Me 

表 1  不同洗脱剂脱盐后游离-SH 含量 ( x s , n = 3) 

Table 1  Free -SH content before desalting with different 

eluents ( x s , n = 3) 

洗脱液 成分 游离巯基浓度/(mmol∙L−1) 

EBS1 β-Me 0.041±0.038 

EBS2 GSH 1.491±0.098 

EBS3 DTT 6.975±0.264 
 

的洗脱剂为水牛角中 SHPF 富集的最佳洗脱剂。 

2.2.2  考察上样量的影响  称取 10 mg 巯基亲和树

脂 TS6B，加入 5 mL 纯水，室温静置 30 min 活化

树脂，3000 r/min 离心（离心半径为 12 cm）10 min，

弃去上清；加入 5 mL BBS，振摇 5 min 平衡树脂，

3000 r/min 离心（离心半径为 12 cm）10 min，弃去

上清；向树脂中分别加入含 0.5、2.5、10.0、40.0、

80.0 μmol 游离-SH 的水牛角提取液，振摇 2 h，3000 

r/min 离心（离心半径为 12 cm）10 min，弃去上清；

加入 7.5 mL BBS，振摇 10 min，3000 r/min 离心（离

心半径为 12 cm）10 min，弃去上清，重复 5 次；加

入 7.5 mL EBS1，振摇 10 min，3000 r/min 离心（离

心半径为 12 cm）10 min，取上清，重复 3 次，合并

上清，得水牛角富集液，用 C18 柱脱盐后，使用 BCA

试剂盒测定其总蛋白质量浓度，通过 Ellman 法[12]测

定其游离-SH 浓度。结果如表 2 所示，当上样量为

0～10 μmol 时，富集得到的含游离-SH 浓度/蛋白质

量浓度比值呈上升趋势，当上样量为 10～80 μmol

时，富集得到的含游离-SH 浓度/蛋白质量浓度比值

呈下降趋势，即当上样量为 10 μmol 时，10 mg 树

脂达到饱和状态。因此，含 10 μmol 游离-SH 的水

牛角提取液为 10 mg 树脂富集水牛角中 SHPF 的最

佳上样量。 

2.2.3  考察上样时间的影响  称取 10 mg 巯基亲和

树脂 TS6B，活化平衡后，向树脂中加入等量水牛角

提取液，分别振摇 0.5、1.0、2.0、4.0、6.0、8.0、 

表 2  上样量对 SHPF 富集的影响 ( x s , n = 3) 

Table 2  Effect of sample loading on enrichment of SHPF 

( x s , n = 3) 

上样量/ 

μmol 

游离-SH 浓度/ 

(mmol∙L−1) 

蛋白质量浓度/ 

(mg∙mL−1) 

(游离-SH 浓度/蛋白 

质量浓度)/(mmol∙g−1) 

0.5 0.056±0.021 0.132±0.006 0.420±0.145 

2.5 0.136±0.044 0.309±0.011 0.438±0.136 

10 0.164±0.023 0.298±0.018 0.549±0.043 

40 0.277±0.019 0.666±0.010 0.416±0.034 

80 0.462±0.039 1.276±0.014 0.362±0.033 
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10.0、12.0 h，BBS 淋洗后，加入 EBS1 洗脱，分别

收集上清，得水牛角富集液，脱盐后测定其总蛋白

质量浓度和游离-SH 浓度，具体实验步骤见“2.2.2”

项。结果如表 3 所示，当水牛角提取液吸附时间为

0.5～1.0 h 时，富集得到的含游离-SH 浓度/蛋白质

量浓度比值呈上升趋势；当水牛角提取液吸附时间

为 1.0～12.0 h 时，富集得到的含游离-SH 浓度/蛋白

质量浓度比值变化趋势不显著。因此，考虑富集工

艺的时间成本，确定 1.0 h 为水牛角提取液的最佳

吸附时间。 

表 3  上样时间对 SHPF 富集的影响 ( x s , n = 3) 

Table 3  Effect of sample loading time on enrichment of 

SHPF ( x s , n = 3) 

上样 

时间/h 

游离-SH 浓度/ 

(mmol∙L−1) 

蛋白质量浓度/ 

(mg∙mL−1) 

(游离-SH 浓度/蛋白 

质量浓度)/(mmol∙g−1) 

0.5 0.195±0.013 0.373±0.011 0.522±0.025 

1.0 0.249±0.023 0.425±0.030 0.589±0.082 

2.0 0.196±0.040 0.395±0.006 0.495±0.094 

4.0 0.207±0.013 0.432±0.031 0.480±0.040 

6.0 0.241±0.030 0.454±0.025 0.531±0.066 

8.0 0.237±0.031 0.457±0.014 0.519±0.069 

10.0 0.218±0.031 0.421±0.111 0.539±0.136 

12.0 0.305±0.037 0.700±0.117 0.440±0.063 
 

2.3  水牛角提取液与富集液中总蛋白和游离-SH

的含量测定 

按照优化后的富集工艺，采用巯基亲和树脂

TS6B 对水牛角提取液进行富集，分别测定水牛角

提取液和水牛角富集液中总蛋白含量和游离-SH 含

量，结果如表 4 所示。水牛角提取液中游离-SH 浓

度与蛋白质量浓度的比值为 0.021 mmol/g，水牛角

富集液中游离-SH 浓度与蛋白质量浓度的比值为

0.552 mmol/g，约为水牛角提取液中游离-SH 浓度与

蛋白质量浓度比值的 27 倍，说明采用优化后富集

工艺，TS6B 能够有效地从水牛角提取液中富集得

到 SHPF。 

表 4  水牛角提取液和富集液中 SHPF 的蛋白和游离-SH 含

量 ( x s , n = 3) 

Table 4  Protein and free -SH content of SHPF in extracts 

and enrichment of Bubali Cornu ( x s , n = 3) 

样品 
游离-SH 浓度/ 

(mmol∙L−1) 

蛋白质量浓度/ 

(mg∙mL−1) 

(游离-SH 浓度/蛋白 

质量浓度/(mmol∙g−1) 

提取液 0.637±0.042 31.991±0.198 0.020±0.001 

富集液 0.164±0.023 0.298±0.018 0.549±0.043 

2.4  基于 Nano LC-MS/MS 技术鉴定水牛角 SHPF 

2.4.1  样品前处理  分别向水牛角提取液和富集液

中加入 0.2 mol/L IAA 溶液，避光放置 30 min 封闭

游离-SH，分别采用 Zip Tip C18 固相萃取小柱脱盐

后浓缩挥干，加入初始流动相 0.1%甲酸溶解，配制

多肽质量浓度为 1.0 μg/μL 的样液。 

2.4.2  水牛角含巯基肽类的 Nano LC-MS/MS 分析 

（1）色谱条件：色谱柱为 Reprosil C18 AQ 柱（150 

mm×75 μm，5 μm）；进样量为 1 μL，体积流量为

400 nL/min；流动相 A 为乙腈-甲酸-水（2∶0.2∶

98），流动相 B 为乙腈-甲酸-水（80∶0.2∶20），2%～

30% B 线性梯度洗脱 90 min。 

（2）质谱条件：喷雾电压为 2.5 kV；离子传输

毛细管温度为 200 ℃；质谱一级全扫描范围为 m/z 

300～2000；分离宽度为 3。串联质谱分析获得总离

子色谱图（total ion chromatogram，TIC），通过碰撞

诱导解离（collision-induced dissociation，CID），产

生一系列二级串联质谱图。串联质谱数据使用

PEAKS 8.5 软件进行搜库分析，选择牛科蛋白质数

据库（Bovidae，2021 年 1 月下载于 http://www. 

uniprot.org）；设置检索参数：前体离子误差 1.0×

10−5，子离子误差 m/z 1；翻译后修饰：半胱氨酸的

氨甲酰甲基化（+57.2），甲硫氨酸的氧化（+15.99），

脯氨酸的羟基化（+15.99），天冬氨酸和谷氨酰胺的

脱酰胺（+0.98）；酶切方式：胰蛋白酶酶切（trypsin）；

允许 2 个位点误切，假阳性率（FDR）≤1%；其他

为默认参数，在上述检索条件下所得的分值有显著

性意义（P＜0.05）被认为有效的鉴定结果。 

由 Cys 的结构可知，每个 Cys 中含有 1 个-SH，

即 Cys 的数量能直接反映-SH 的数量。分析串联质

谱数据的搜库结果，从水牛角提取液中共鉴定到

209 条肽段，其中含 Cys 肽段有 1 条，占总肽段的

0.478%，其含有 1 个 Cys 残基，来源于肌动蛋白；

从水牛角富集液中共鉴定到 704 条肽段，共鉴定到

154 条含 Cys 肽段，占总肽段的 21.875%，其中含 1

个 Cys 残基的肽段有 93 条，含 2 个 Cys 残基的肽

段有 43 条，含 3 个 Cys 残基的肽段有 17 条，含 5

个 Cys 残基的肽段有 5 条，这些含半胱氨酸肽段主

要来源于角蛋白（57.79%）、角蛋白相关蛋白

（10.39%）、肌动蛋白（7.79%）等。因此，水牛角富

集液中含-SH 肽段明显多于水牛角提取液中含-SH

肽段，即本实验富集工艺能有效富集水牛角中含-

SH 肽段。已知蛋白可信度得分值（−10 lgP）越大，
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表明该蛋白包含的可信肽段越多，给出−10 lgP 值从

大到小排序的前 20 条含半胱氨酸肽段的信息，如

表 5 所示，以期为后续水牛角含-SH 肽段活性验证

实验开展提供参考。其中−10 lgP 值最大的含半胱氨

酸肽段氨基酸序列为 LCYVALDFEQEMATAASSS- 

SLEK，其 MS/MS 图谱如图 1 所示。 

2.5  水牛角 SHPF 的抗氧化、抗炎活性验证 

2.5.1  细胞的培养  bEnd3 细胞、RAW264.7 细胞

分别用 DMEM 高糖培养基（含 10%胎牛血清、1%

链霉素和青霉素）培养传代，于 37 ℃、5% CO2培

养箱中培养。选择生长良好的 3～10 代细胞，待细

胞长至 80%～90%融合时进行实验。 

2.5.2  水牛角提取液和水牛角 SHPF 的细胞毒性测

定  将处于对数生长期的 bEnd3 细胞、RAW264.7

细胞分别以 1×104/孔的密度接种于 96 孔板上，培

养 24 h 后进行分组处理。对照组：不含胎牛血清的

DMEM 培养基培养 24 h；SHPF 组：分别用蛋白质

量浓度为 1.562 5、3.125、6.25、12.5、25、50、100 

μg/mL SHPF 分别处理 bEnd3 细胞、RAW264.7 细胞 

24 h；提取液组：分别用蛋白质量浓度为 1.562 5、

3.125、6.25、12.5、25、50、100 μg/mL 水牛角提取

液分别处理 bEnd3 细胞、RAW264.7 细胞 24 h。最 

表 5  −10 lgP 值自大到小排序前 20 条含半胱氨酸肽段的信息 

Table 5  −10 lgP Values from large to small order of top 20 cysteine-containing peptide information 

序号 氨基酸序列 −10 lgP 相对分子质量 蛋白来源 

1 LCYVALDFEQEMATAASSSSLEK 61.10 2 549.17 肌动蛋白 

2 MGDSGGPLVCQK 55.44 1 247.56 糜蛋白酶原 B 

3 GLLDSEDCKLPCNPC 54.31 1 776.75 角蛋白 

4 CGSGPVHISGQ 51.42 1 097.49 核磷脂素 

5 CKLAGLEEALQK 51.06 1 358.72 角蛋白 

6 GGVVCGDLCVSGSRPVTG 50.79 1 775.83 角蛋白 

7 DSEDCKLPCNPC 50.28 1 493.56 角蛋白 

8 DSCQGDSGGPVVC 49.66 1 336.50 丝氨酸蛋白酶 1 

9 CVSGSRPVTGSVC 49.12 1 364.62 角蛋白 

10 VVTAAHCGVTT 48.36 1 114.54 糜蛋白酶原 A 

11 HAVEGDCDIH 48.22 1 151.47 α-2-HS-糖蛋白 

12 SEDCKLPCNPC 47.67 1 378.53 角蛋白 

13 EAECVEADSGR 47.47 1 221.49 角蛋白 

14 GDLCVSGSRPVTGSVC 47.25 1 649.75 角蛋白 

15 KCGSGPVHISGQ 46.31 1 225.59 核磷脂素 

16 DNCPPPCHIPQPC 46.27 1 590.64 角蛋白相关蛋白 3-3 

17 VSGSRPVTGSVC 45.29 1 204.59 角蛋白 

18 FLEGGKDSCQGDSGGPV 45.20 1 708.74 阴离子胰蛋白酶 

19 SGGVGGLSPPCIT 44.86 1 200.58 角蛋白 

20 RREAECVEADSGR 44.58 1 533.70 角蛋白 

 

图 1  LCYVALDFEQEMATAASSSSLEK 的 MS/MS 图谱 

Fig. 1  MS/MS map of LCYVALDFEQEMATAASSSSLEK 
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后每孔加入 10% CCK-8 溶液，37 ℃孵育，酶标仪

检测 450 nm 波长处的吸光度（A）值，按照公式计

算细胞存活率。 

细胞存活率＝(A 样品－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

结果如表 6 所示，与对照组相比，当水牛角提

取液中蛋白质量浓度为 1.562 5～100 μg/mL 时，提

取液对 bEnd3 细胞的增殖无促进或者抑制作用；结

果如表 7 所示，与对照组相比，当 SHPF 蛋白质量

浓度为 1.562 5～50 μg/mL 时，SHPF 对 bEnd3 细胞

的增殖无促进或者抑制作用，当 SHPF 蛋白质量浓

度达到 100 μg/mL 时，SHPF 明显促进 bEnd3 细胞增

殖（P＜0.01）。如表 8 所示，与对照组相比，当水

牛角提取液中蛋白质量浓度为 1.562 5～100 μg/mL

时，提取液对 RAW264.7 细胞的增殖无促进或者抑

制作用；如表 9 所示，与对照组相比，当 SHPF 蛋

白质量浓度为 1.562 5～100 μg/mL 时，SHPF 对

RAW264.7 细胞的增殖无促进或者抑制作用。 

综上，后续细胞实验中采用 1.562 5～50 μg/mL 

表 6  水牛角提取液对 bEnd3 细胞的细胞毒性 ( x s , n = 6) 

Table 6  Cytotoxicity of extracting solution to bEnd3 ( x s , 

n = 6) 

组别 质量浓度/(μg∙mL−1) 细胞存活率/% 

对照 − 100.00±15.50 

提取液 1.562 5 101.07±9.66 

 3.125 115.35±12.95 

 6.25 104.91±9.86 

 12.5 110.90±9.85 

 25 120.50±6.23 

 50 93.63±12.45 

 100 102.26±5.60 

表 7  SHPF 对 bEnd3 细胞的细胞毒性 ( x s , n = 3) 

Table 7  Cytotoxicity of SHPF to bEnd3 ( x s , n = 3) 

组别 质量浓度/(μg∙mL−1) 细胞存活率/% 

对照 − 100.00±5.07 

SHPF 1.562 5 85.08±4.39 

 3.125 88.32±1.67 

 6.25 92.72±4.01 

 12.5 96.62±3.21 

 25 92.33±5.50 

 50 106.58±5.92 

 100 135.61±7.85## 

与对照组比较：##P＜0.01 

##P < 0.01 vs control group 

表 8  水牛角提取液对 RAW264.7 细胞的细胞毒性 ( x s , 

n = 6) 

Table 8  Cytotoxicity of extracting solution to RAW264.7 

( x s , n = 6) 

组别 质量浓度/(μg∙mL−1) 细胞存活率/% 

对照 − 100.00±5.32 

提取液 1.562 5 93.80±9.23 

 3.125 102.37±10.74 

 6.25 102.58±9.36 

 12.5 102.02±6.01 

 25 108.24±6.27 

 50 97.88±8.63 

 100 91.58±2.73 

表 9  SHPF 对 RAW264.7 细胞的细胞毒性 ( x s , n = 4) 

Table 9  Cytotoxicity of SHPF to RAW264.7 ( x s , n = 4) 

组别 质量浓度/(μg∙mL−1) 细胞存活率/% 

对照 − 100.00±6.10 

SHPF 1.562 5 103.15±5.71 

 3.125 100.10±3.87 

 6.25 100.66±8.84 

 12.5 100.21±6.72 

 25 114.48±10.34 

 50 110.57±5.65 

 100 105.32±6.54 
 

SHPF、50 μg/mL 水牛角提取液处理 bEnd3 细胞和

RAW264.7 细胞。 

2.5.3  水牛角 SHPF 对 H2O2 刺激 bEnd3 细胞活力

的影响   将处于对数生长期的 bEnd3 细胞以

1×104/孔的密度接种于 96 孔板上，培养 24 h 后进

行分组处理。对照组：不含胎牛血清的 DMEM 培养

基培养 16 h；H2O2 组：不含胎牛血清的 DMEM 培

养基培养 12 h 后，用 1.1 mmol/L H2O2持续刺激细

胞 4 h；SHPF 组：分别用蛋白质量浓度为 1.562 5、

3.125、6.25、12.5、25、50 μg/mL SHPF 处理细胞 12 

h 后，用 1.1 mmol/L H2O2持续刺激细胞 4 h；提取

液组：用蛋白质量浓度为 50 μg/mL 水牛角提取液处

理细胞 12 h 后，用 1.1 mmol/L H2O2 持续刺激细胞

4 h。最后每孔加入 10% CCK-8 溶液，37 ℃孵育，

酶标仪检测 450 nm 波长处的 A 值，按照“2.5.2”

项下公式计算细胞存活率。 

结果如表 10 所示，与对照组相比，H2O2 组

bEnd3 细胞存活率显著下降（P＜0.001）；与 H2O2

组相比，1.562 5、3.125、6.25 μg/mL SHPF 组 bEnd3 
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表 10  SHPF 对 H2O2诱导 bEnd3 氧化损伤的影响 ( x s , 

n = 5) 

Table 10  Effects of SHPF on H2O2-induced bEnd3 oxidative 

damage ( x s , n = 5) 

组别 质量浓度/(μg∙mL−1) 细胞存活率/% 

对照 − 100.00±6.10 

H2O2 1.1 mmol∙L−1 51.27±3.36### 

SHPF 1.562 5 48.90±7.62 

 3.125 54.71±7.30 

 6.25 55.41±3.04 

 12.5 73.81±10.64* 

 25 69.89±5.92** 

 50 79.22±6.98*** 

提取液 50 48.59±3.95ΔΔΔ 

与对照组比较：###P＜0.001；与 H2O2组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  

***P＜0.001；与 50 μg∙mL−1 SHPF 组比较：ΔΔΔP＜0.001 

###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs 

H2O2 group; ΔΔΔP < 0.001 vs 50 μg∙mL−1 SHPF group 

细胞存活率无明显变化，12.5 μg/mL SHPF 组 bEnd3

细胞存活率上升（P＜0.05），25、50 μg/mL SHPF 组

bEnd3 细胞存活率显著上升（P＜0.01）；与 H2O2 组

相比，50 μg/mL 提取液组 bEnd3 细胞存活率无明显

变化。因此，50 μg/mL SHPF 对 H2O2 诱导 bEnd3 氧

化损伤后的细胞增殖具有促进作用，且效果显著优

于提取液（50 μg/mL，P＜0.001）。 

2.5.4  水牛角 SHPF 对 bEnd3 细胞分泌 LDH 的影

响  bEnd3 细胞分组给药具体操作见“2.5.3”项。

给药造模后分别取各组细胞培养液 1 mL，2500×g

离心 10 min，取上清，按照 LDH 试剂盒说明操作，

测定各组细胞上清液中 LDH 的水平。当细胞发生

氧化应激损伤时，出现 LDH 水平升高的现象。如表

11 所示，与对照组相比，H2O2 组 LDH 水平显著增

加（P＜0.001）；与 H2O2组相比，12.5、25、50 μg/mL 

SHPF 组 LDH 水平显著减少（P＜0.001）；与 H2O2

组相比，50 μg/mL 提取液组 LDH 水平减少（P＜

0.05），因此，SHPF 对 H2O2 诱导 bEnd3 导致的氧化

损伤具有保护作用，且相同质量浓度下，SHPF 抗氧 

表 11  SHPF 对 H2O2诱导 bEnd3 氧化损伤后分泌 LDH 的

影响 ( x s , n = 3) 

Table 11  Effects of SHPF on LDH secretion after H2O2-

induced oxidative damage to bEnd3 ( x s , n = 3) 

组别 质量浓度/(μg∙mL−1) LDH/(U∙L−1) 

对照 − 33.69±13.05 

H2O2 1.1 mmol∙L−1 109.02±6.80### 

SHPF 12.5 64.74±3.82*** 

 25 61.94±4.86*** 

 50 64.99±2.65*** 

提取液 50 89.92±6.90*ΔΔ 

与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  ***P＜

0.001；与 50 μg∙mL−1 SHPF 组比较：ΔΔP＜0.01 

###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  ***P < 0.001 vs model group; 

ΔΔP < 0.01 vs 50 μg∙mL−1 SHPF group 

化效果显著优于提取液（P＜0.01）。 

2.5.5  实时荧光定量 PCR 测定 RAW264.7 细胞炎

症因子分泌  将处于对数生长期的 RAW264.7 细胞

以 5×105/孔的密度接种于 6 孔板上，培养 12 h 后

进行分组处理。对照组：不含胎牛血清的 DMEM 培

养基培养 36 h；LPS 组：不含胎牛血清的 DMEM 培

养基培养 12 h 后，50 ng/mL LPS 持续刺激细胞 24 

h；SHPF 组：分别用蛋白质量浓度为 12.5、25、50 

μg/mL SHPF 处理细胞 12 h 后，50 ng/mL LPS 持续

刺激细胞 24 h；提取液组：用蛋白质量浓度为 50 

μg/mL 水牛角提取液处理细胞 12 h 后，50 ng/mL 

LPS 持续刺激细胞 24 h。 

提取各组细胞总 RNA，用微量分光光度计测定

RNA 含量和纯度，按照反转录试剂盒将 RNA 反转

录成 c D N A，进行实时荧光定量扩增，测定

RAW264.7 细胞中白细胞介素-6（interleukin-6，IL-

6）、IL-1β、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-

α，TNF-α）的基因表达。根据阈值循环数（cycle 

threshold，Ct，表示每个反应管内的荧光信号到达设

定阈值时所经历的循环数），以 β-actin 为内参，采

用 2−ΔΔCt 法对目的基因进行相对定量分析。引物序

列详见表 12。当细胞受到外部刺激，会进一步释放 

表 12  基因引物序列 

Table 12  Gene primer sequences 

基因 上游引物序列（5’-3’） 下游引物序列（5’-3’） 

β-actin GTACCACCATGTACCCAGGC AACGCAGCTCAGTAACAGTCC 

IL-6 ATCCAGTTGCCTTCTTGGGACTGA TAAGCCTCCGACTTGTGAAGTGGT 

IL-1β TCATTGTGGCTGTGGAGAAG AGGCCACAGGTATTTTGTCG 

TNF-α CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC 
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炎症因子 IL-6、IL-1β、TNF-α 等，引发更严重的炎

症反应。如表 13 所示，与对照组相比，LPS 组 IL-

6、IL-1β、TNF-α 均显著增加（P＜0.01、0.001），

造成炎症损伤；与 LPS 组相比，SHPF 组 IL-6、IL-

1β、TNF-α 均显著减少，且具有剂量相关关系，SHPF

高剂量组（50 μg/mL）减少炎症因子分泌的效果最

明显（P＜0.05、0.001），且效果优于同等剂量的提

取液组。因此，SHPF 能够通过减少炎症损伤细胞中

炎症因子 IL-6、IL-1β、TNF-α 的分泌从而缓解炎症，

起到抗炎作用。 

表 13  SHPF 对 LPS 诱导 RAW264.7 炎症损伤后炎症因子

分泌的影响 ( x s , n = 3) 

Table 13  Effect of SHPF on the secretion of inflammatory 

factors after LPS-induced RAW264.7 inflammatory injury 

( x s , n = 3) 

组别 
质量浓度/ 

(μg∙mL−1) 
IL-6/β-actin IL-1β/β-actin 

TNF-α/ 

β-actin 

对照 − 1.00±0.05 1.00±0.05 1.00±0.03 

LPS 0.05 3.53±0.35### 2.22±0.10### 1.94±0.29## 

SHPF 12.5 2.37±0.23** 2.65±0.27 1.67±0.12 

 25 1.14±0.07*** 2.25±0.15 1.47±0.11 

 50 0.52±0.04*** 1.36±0.04*** 1.39±0.12* 

提取液 50 2.84±0.69ΔΔ 2.39±0.09ΔΔΔ 1.59±0.06 

与对照组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001；与 LPS 组比较：*P＜0.05  

**P＜0.01  ***P＜0.001；与 50 μg∙mL−1 SHPF 组比较：ΔΔP＜0.01  

ΔΔΔP＜0.001 

##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P 

< 0.001 vs LPS group; ΔΔP < 0.01  ΔΔΔP < 0.001 vs 50 μg∙mL−1 SHPF 

group 

3  讨论 

水牛角作为具有清热解毒功效的重要动物类中

药，在医药行业中应用广泛，但是目前水牛角的药

理研究基本都以水牛角提取液或水牛角提取液不同

分子量部位为研究对象展开研究[13-16]，尚未找到确

切的功效物质成分，为深入研究水牛角功效活性物

质成分及其效应机制，完善水牛角的质量标准评价

体系，推动水牛角在医药行业的进一步应用，本实

验围绕“传统功效-生物活性-物质成分”的研究思路

对水牛角展开研究。 

根据文献报道，目前用于富集含巯基肽类的材

料主要有羧甲基壳聚糖@5MP 衍生物（O-CMC-PBS- 

5MP）[17]、核壳型 Fe3O4@PDA@Au 纳米材料[18]、

巯基亲和树脂 TS6B[19]等，由于前 2 种材料均未商

品化且制备过程较为复杂，因此，本研究采用巯基

亲和树脂 TS6B 从水牛角提取液中富集得到水牛角

SHPF。上样量是影响富集效果的因素之一，在树脂

达到饱和状态前，随着上样量的不断增加，树脂中

富集得到的含游离-SH 浓度/蛋白质量浓度也会随

之增加；在树脂达到饱和状态后，此时上样量的增

加对富集得到的含游离-SH 浓度/蛋白质量浓度影

响较小；洗脱剂是洗脱效率的影响因素之一，β-Me、

GSH 或DTT在不同洗脱剂中的都可以作为还原剂，

打开二硫键，使水牛角提取液中含-SH 的肽类成分

与树脂结合。β-Me、GSH 和 DTT 的自身结构含有

-SH 基团，因此使用它们作为还原剂时，需要要考

虑到它们自身的-SH 的残留；此外，上样时间也会

影响富集效果。因此，采用单因素法考察上样量、

上样时间、洗脱剂对富集效果的影响，筛选得到最

佳上样量为 10 μmol 游离-SH、最适吸附时间为 1.0 

h、最适洗脱剂为含 β-Me 洗脱剂。 

通过 Nano LC-MS/MS 技术从水牛角富集液中

共鉴定到 704 条肽段，这些肽段主要来源于角蛋白

和角蛋白相关蛋白（53.69%）；其中有 154 条含半胱

氨酸肽段，占总肽段的 21.875%，这些含半胱氨酸

肽段也主要来源于角蛋白和角蛋白相关蛋白

（68.18%）。相关文献报道，角蛋白具有良好生物活

性，羽毛角蛋白具有良好的体外抗氧化作用[20]；角

蛋白生物材料能够促进影响巨噬细胞极化为 M2 抗

炎表型，促进抗炎细胞因子的产生和减少促炎细胞，

起到缓解炎症的作用[21-22]。因此，角蛋白和角蛋白

相关蛋白是水牛角中的关键活性部位，更是功效物

质——含-SH 肽段的重要来源蛋白。 

机体中存在氧化应激的生理过程，正常情况下，

处于氧化应激动态平衡状态，通过给予 H2O2 刺激

机体，打破氧化应激平衡，将导致细胞凋亡或机体

病理损伤。LDH 是一种氧化还原酶，催化丙酮酸与

乳酸之间的相互转化，广泛存在于动物、植物、微

生物和培养细胞中，细胞凋亡或坏死而造成细胞膜

结构的破坏会导致细胞浆内的 LDH 释放到培养液

里，由于其活酶活性稳定，LDH 释放被看做细胞膜

完整性的重要指标，通过检测从质膜破裂的细胞中

释放到培养液中的 LDH 的活性，实现对细胞毒性

的定量分析。在本实验中，SHPF 能够促进 H2O2 诱

导 bEnd3 细胞氧化损伤后的细胞增殖，同时对 H2O2

诱导 bEnd3 细胞氧化损伤引起的 LDH 分泌增加具

有显著的抑制作用。因此，SHPF 对 H2O2诱导 bEnd3

氧化损伤具有保护作用。炎症是机体对于刺激的一
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种防御反应，炎症反应伴随着局部肥大细胞和巨噬

细胞的脱粒和激活，释放多种促炎介质，如 IL-6、

IL-1β、TNF-α 等。通过给予致炎因子 LPS，诱导炎

症反应，使 RAW264.7 中炎症因子 IL-6、IL-1β、

TNF-α 等分泌增多，给予 SHPF 处理后，IL-6、IL-

1β、TNF-α 分泌水平均下调，有效缓解炎症反应，

这与实验室前期研究发现水牛角提取液发挥解热作

用时，降低发热大鼠血浆中 IL-6、IL-1β、TNF-α 等

炎症因子分泌水平的结果一致[13]。在氧化模型和炎

症模型中，水牛角 SHPF 较水牛角提取液均表现出

较优的抗氧化、抗炎活性，因此，水牛角 SHPF 极

可能作为水牛角清热解毒功效活性物质，发挥抗氧

化、抗炎作用。 

本实验优化水牛角 SHPF 的富集方法，结合实

验室前期研究基础 [7,12-13,15]，研究分析“水牛角

SHPF-抗氧化/抗炎活性-清热解毒”三者间的关联，

为研究水牛角功效活性物质及其效应研究提供依据

和基础，“传统功效-生物活性-物质成分”的研究模

式，也将为后续揭示水牛角及其他角类动物药功效

物质基础提供了新的研究思路和方向。在此工作基

础上，有必要开展：①进一步表征具有抗氧化活性

的水牛角含巯基肽类，合成、筛选活性肽段，为后

续实验奠定基础；②系统评价水牛角 SHPF 的生物

效应，深入研究其作用机制。 
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