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文蛤寡肽对RAW264.7细胞的免疫调节作用
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摘要：以RAW264.7细胞为实验模型，探讨文蛤寡肽(MMO)在体外的免疫调节作用。实
验设立空白对照组、阳性药物组(脂多糖，LPS)及低、中、高浓度MMO组，采用MTT比
色法检测细胞活性，流式细胞仪检测细胞周期变化，H.E染色观察细胞形态变化，中性
红吞噬实验检测细胞吞噬能力，免疫荧光标记法观察诱导型一氧化氮合酶(iNOS)的表达
情况，硝酸根还原酶法和酶联免疫吸附法(ELISA)检测细胞培养上清液中一氧化氮、白
介素-6(IL-6)和白介素-1β(IL-1β)的含量。结果显示，MMO能促进RAW264.7细胞的增殖和
分化。当MMO浓度为250 μg/mL时，增强细胞吞噬能力、增加细胞周期中G1/G0期和
G2/M期细胞、诱导iNOS刺激NO释放、促进IL-6和IL-1β分泌效果最为显著，表现出与
LPS对RAW264.7细胞相似的激活作用。研究表明，MMO具有促使RAW264.7细胞活化，
增强非特异性免疫的潜力。
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文蛤(Meretrix meretrix)广泛分布于中国的沿

海地区，因其肉质营养丰富，富含多种人体所

需的氨基酸以及多烯不饱和酸等物质，成为备

受关注的天然药物来源 [1]。研究表明，文蛤提取

物可应用于抗疲劳、降血糖的治疗，尤其是在

抗肝癌和护肝方面有显著的疗效 [2-5]。文蛤多糖

具有双向免疫调节功能，能提高免疫，降低小

鼠的脾脏重量、外周血白细胞数和巨噬细胞吞

噬能力，下调环磷酰胺所致的迟发型超敏反应[6]。

本实验室前期通过酶解方法提取的文蛤寡肽(M.
meretrix oligopeptides, MMO)，作用于对经软脂酸

诱导正常肝细胞建立的非酒精性脂肪肝细胞模

型以及经CCl4诱导的小鼠急性肝损伤具有明显的

修复和保护作用 [7-8]，可开发成护肝的保健品。

肝损伤时会导致免疫系统紊乱，肝细胞发生炎

症，继而病变坏死是各类肝损伤形成的因素之

一。非酒精性脂肪肝患者体内免疫细胞分泌的

促炎因子和抗炎因子不足对脂肪肝的形成会造

成一定的影响 [8]。因此，提高免疫力，消除或预

防肝脏内炎症反应的发生是保肝护肝的有效途

径，而MMO是否有免疫调节作用尚未见报道。

本实验以文蛤中提取的MMO为原料，将不同浓

度的MMO作用于巨噬细胞RAW264.7细胞，观察

其在促进RAW264.7细胞增殖并发挥免疫调节过

程中的作用，从而为MMO进一步的开发和应用

提供理论依据。

1    材料与方法

1.1    实验材料

实验对象　　本实验室前期将文蛤内脏酶

解分离纯化获得分子量为674.6 u，氨基酸序列为
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Gln-Leu-Asn-Trp-Asp的文蛤寡肽 [7]，为排除提取

物中其余物质产生的影响，本实验尝试采用人

工合成文蛤寡肽进行实验，委托上海强耀生物

科技有限公司合成，纯度为97.76%；小鼠单核巨

噬细胞系RAW264.7细胞购于中科院上海细胞库。

实验试剂　　改良杜氏伊格尔培养液 (dul-
becco’s modified eagle medium, DMEM)(Gibco
公司)；青霉素(华北制药股份有限公司)；链霉素

(山东鲁抗医药股份有限公司)；胎牛血清(杭州天

杭生物科技股份有限公司 )；二甲基亚砜 (dim-
ethyl sulfoxide, DMSO)(德国AppliChem公司)；脂

多糖(lipopolysaccharides, LPS)(美国Sigma公司)；
四甲基噻唑蓝 (methyl  th iazolyl te t razol ium ,
MTT)(美国Sigma公司)；中性红试剂盒、FITC-结
合山羊抗兔IgG(上海碧云天生物技术有限公司)；
H.E染液、NO试剂盒、 IL-6试剂盒、Trition X-
100、DAPI(南京建成生物工程研究所)。

1.2    仪器与设备

Forma 3111型CO2培养箱(美国Therm公司)；
SpectraMax M2多功能酶标仪 (美国Molecular
Devices公司)；CX31RTSF型正置显微镜、CKX4
型倒置显微镜(OLYMPU公司)；Easy Cyte6 HT-
2L流式细胞仪(美国Millipor公司)；THZ-C恒温振

荡器、QL-901涡旋混和器(江苏海门市其林贝尔

仪器制造有限公司)。

1.3    RAW264.7细胞培养

将RAW264.7细胞培养于含10%胎牛血清、

100 U/mL链霉素和100 U/mL青霉素的DMEM培养

基中，在37 °C、5% CO2培养箱中常规培养。当

细胞铺满培养瓶的80%时传代，取对数生长期的

细胞用于实验。

1.4    MTT法检测细胞活性

将密度约为1×104个/mL的RAW264.7细胞悬

液接种至96孔板，200 μL/孔。培养12 h后去除培

养液，设空白对照组和加药组A、B、C、D、E
(MMO的浓度为4倍梯度稀释，从小到大依次为

2、10、50、250、1 250 μg/mL)，每个组设6个平

行孔。24 h后弃上清液，每孔加200 μL含10%
MTT的PBS，继续孵育4 h后移孔中液体，每孔

加150 μL的DMSO，充分振荡10 min。于酶标仪

490 nm处测定吸光度(A)，计算细胞增殖率。按

细胞增殖率确定后续的MMO低、中、高浓度。

细胞增殖率公式：

=
(A 2¡ A 1)

A 1
£ 100

式中，A1为空白对照组的吸光度；A2为样品组的

吸光度，下同。

1.5    流式细胞仪检测细胞周期

将细胞密度约为1×105个 /孔的RAW264.7细
胞接种于培养瓶中，常规培养12 h。设立空白对照

组、LPS阳性组(LPS的浓度为1 μg/mL)和低、中、

高加药组(MMO浓度分别为10、50、250 μg/mL)，
200 μL/孔。继续培养24 h后，参照细胞周期试剂

盒的操作方法收集细胞。75%乙醇4 °C固定过

夜。冷PBS洗涤后重悬细胞。离心管中加入20 μL
的Rnase A溶液，37 °C水浴30 min。细胞400目筛

网过滤，加400 μL的PI染液，混匀后4 °C避光孵

育30~60 min，上流式细胞仪检测。

1.6    H.E染色观察细胞形态

将细胞密度约为1×106个 /孔的RAW264.7细
胞接种于6孔板内的盖玻片上，常规培养12 h后
弃上清液。实验分组及药物处理同“流式细胞仪

检测细胞周期”，12 h后以95%乙醇固定20 min
盖玻片细胞。PBS清洗后，参照常规H.E染色的

操作方法，最后中性树胶封片，光学显微镜下

观察并拍照。

1.7    中性红法检测细胞吞噬能力

将RAW264.7细胞以约  5.0×l05个 /孔接种于

96孔板培养5 h；实验分组及药物处理同“流式细

胞仪检测细胞周期”。培养12 h后，按照中性红

试 剂 盒 的 操 作 方 法 ， 每 孔 加 2 0 0  μ L 不 含

NaHCO3的营养液和20 μL中性红染色液，继续培

养2 h弃去上清液，每孔加入200 μL的中性红检测

裂解液，室温摇床上裂解10 min后在540 nm处检

测吸光度，计算中性红吞噬指数：

=
A 2

A 1

1.8    免疫荧光法观察细胞内iNOS表达情况

细胞接种、实验分组以及药物处理同“流式

细胞仪检测细胞周期”。参考Lu等 [9]方法并稍作

修改，各组细胞用4%的多聚甲醛固定20 min后，

用0.2% Trition X-100治疗10 min，5% BSA封闭1 h，
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iNOS抗体稀释过夜。用FITC-结合山羊抗兔IgG
室温下孵育1 h，DAPI溶解20 min，于荧光显微

镜下观察各组iNOS表达情况。

1.9    硝酸根还原法检测细胞释放NO能力

细胞接种、实验分组及药物处理同“流式细

胞仪检测细胞周期”。参照NO试剂盒的操作方

法，于24 h后吸取各组的上清液，加入检测试剂

和显色液，于550 nm波长下进行检测。

1.10    ELISA法检测细胞因子IL-1β、IL-6

细胞接种、实验分组以及药物处理同“流式

细胞仪检测细胞周期”。参照IL-1β酶联免疫检测

试剂盒操作，于24 h后吸取各组上清液，先后加

入生物素抗原以及亲和素抗原，在37 °C培养箱

中孵育60 min，最后加入显色剂、终止液，于

450 nm波长下进行测定，根据浓度以及OD值用

ELISA cale软件绘制出标准曲线的回归方程，计

算各组上清液中IL-1β含量。IL-6的检测方法同

IL-1β。

1.11    数据处理

实验数据使用SPSS 19.0统计软件进行单因

素分析和处理，实验结果用mean±SD表示，P<
0.05表示数据具有显著性差异，P<0.01表示数据

具有极显著性差异。

2    结果

2.1    MTT法检测细胞活性结果

不同浓度的MMO对RAW264.7细胞作用24 h
后，除A组外，B、C、D、E组与空白对照组相

比有极显著性差异(P<0.01)(图1)。结果显示，低

浓度的MMO对RAW264.7细胞增殖效果不明显，

当浓度达到10 μg/mL以上时，MMO对RAW264.7
细胞有明显的促增殖作用，在 2 5 0  μ g / m L时

RAW264.7细胞增殖率达到最大值，呈剂量相

关。综上所述，选用细胞增殖率持续增加的MMO
浓度范围进行后续实验，确定低剂量为10 μg/mL、
中剂量为50 μg/mL、高剂量为250 μg/mL。

2.2    各组RAW264.7细胞周期的变化

LPS和MMO各剂量组作用于RAW264.7细胞

24 h后，相对于空白对照组，高剂量组和LPS组
G1/G0期的细胞数占总细胞数的百分比增加(图2)，
S期占总细胞数的百分比减少，G2/M期占细胞数

的百分比增加，且具有显著性差异(P<0.05)(表1)。

2.3    RAW264.7细胞形态的变化

各组RAW264.7细胞H.E染色后，空白对照

组细胞形态规则，呈圆形，周围无明显突起；

低剂量组细胞核内出现两个核仁，少数细胞质

内出现空泡；中剂量组视野下细胞数明显增多，

部分细胞开始出现短小的伪足；高剂量组中大

部分细胞出现双核仁和较长的伪足；LPS组细胞

双核仁和伪足明显(图3)。这些变化表明MMO能

活化RAW264.7细胞，特别是高剂量组的细胞形

态更接近于LPS组，呈明显分化状态。

2.4    RAW264.7细胞吞噬功能的变化

中性红法检测各组RAW264.7细胞吞噬功能

的变化发现，低剂量组和中剂量组的吞噬指数

略高于空白对照组，对增强RAW264.7细胞吞噬

能力不明显(表2)。高剂量组促进细胞吞噬能力

效果显著(P<0.05)，但弱于LPS组(P<0.01)。

2.5    RAW264.7细胞表达iNOS的变化

荧光显微镜观察各组RAW264.7细胞表达

iNOS情况，空白组细胞核间距较窄，排列紧

密，视野下无绿色荧光。与空白对照组相比，低

剂量组细胞绿色荧光表达微弱，中剂量组、高

剂量组和LPS组细胞间核间距变大，细胞内可见

明显的绿色荧光，且MMO药物组绿色荧光强度
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图 1    不同浓度MMO对RAW264.7细胞增殖的影响

**. 与空白对照组相比有极显著性差异(P<0.01)，下同

Fig. 1    Effects of different concentrations of MMO on
the proliferation of RAW264.7 cells

**. compared with control, it has highly significant difference (P<0.01),
the same below
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随药物浓度增加而增强(图4)。

2.6    RAW264.7细胞分泌NO的变化

LPS和MMO作用RAW264.7细胞24 h后，

NO释放量随MMO浓度的增加而增大，呈剂量相

关，在250 μg/mL时有明显的促进作用，但弱于

LPS组 (图5)，其结果与中性红检测RAW264.7

吞噬能力和免疫荧光标记法观察 iNOS表达结果

趋势一致。

2.7    RAW264.7细胞分泌IL-6、IL-1β的变化

MMO和LPS作用于RAW264.7细胞24 h后，

表 1    RAW264.7细胞周期各期结果(n=3)

Tab. 1    RAW264.7 cell cycle results

组别

groups
浓度/(μg/mL)
concentration

G0/G1期

G0/G1 phase
S期

S phase
G2/M期

G2/M phase

空白对照组　control 0 43.28±0.20 50.75±0.33 5.97±0.37

低剂量组　low-dose group 10 39.52±0.15 51.01±0.28 9.47±0.26

中剂量组　middle-dose group 50 43.01±0.22 49.75±0.16 7.24±0.12

高剂量组　high-dose group 250 44.82±0.32 46.04±0.19* 9.14±0.18*

LPS组　LPS group 1 43.62±0.11 46.69±0.17* 9.7±0.22*

注：*. 与空白对照组相比有显著性差异(P<0.05)，下同

Notes: *. compared with control, it has significant difference (P<0.05), the same below
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图 2    RAW264.7细胞周期的变化

(a)空白对照组；(b)低剂量组(MMO：10 μg/mL)；(c)中剂量组(MMO：50 μg/mL)；(d)高剂量组(MMO：250 μg/mL)；(e) LPS组(LPS：1 μg/mL)，下同

Fig. 2    RAW264.7 cell cycle changes
(a) control; (b) low-dose group (MMO: 10 μg/mL); (c) middle-dose group (MMO: 50 μg/mL); (d) high-dose group (MMO: 250 μg/mL); (e) LPS group
(LPS: 1 μg/mL), the same below
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与空白组相比，MMO各剂量组均能增加IL-6和
IL-1β含量，MMO为10和50 μg/mL时增加效果不

明显，浓度为250 μg/mL时促进效果显著(P<0.05)
(图6)。结果显示，MMO具有增强RAW264.7细胞

分泌IL-6和IL-1β的作用。

3    讨论

巨噬细胞是特异性免疫和非特异性免疫中

重要的免疫细胞之一，非活化状态下并无杀伤

作用，激活后以固定或游离的形式吞噬消化病

原体，释放多种细胞因子及NO等介质，间接激

活淋巴细胞和其他免疫细胞，使机体对炎症做

出反应。巨噬细胞在免疫调节评价实验中常作

为模型细胞使用[10]，同时激活后的巨噬细胞在治

疗抗磷脂综合征、阿尔茨海默氏症、嗜中性化

脓性呼吸窘迫综合征等疾病中也发挥着不可或

缺的作用 [11-14]。因此，检测巨噬细胞的增殖能

力、吞噬能力、释放NO及多种细胞因子的表达

能力可作为评价巨噬细胞是否活化的重要指标。

本实验采用RAW264.7小鼠单核巨噬细胞

模拟体内巨噬细胞参与免疫调节的过程，应用

MTT法检测细胞活性，结果显示，各浓度MMO
对RAW264.7细胞无毒性，且能不同程度地促进

细胞生长和增殖作用。经H.E染色后观察发现，

MMO作用于RAW264.7细胞后，细胞数目明显增

加，且随着MMO浓度的增加，大部分细胞出现

双核仁并产生伪足，从形态学上说明了MMO能

促进RAW264.7细胞的增殖。细胞的增殖与细胞

周期密切相关，细胞周期是细胞生命活动的基

本过程，细胞通过建立系统的调控机制以确保

细胞严格有序地交替和各时相依次有序变更，

它能反映细胞的增殖与凋亡[15]。细胞周期的检查

表 2    RAW264.7细胞吞噬功能的变化(n=3)

Tab. 2    RAW264.7 cells changes of phagocytic function

组别

group

MMO/(μg/mL) LPS/(μg/mL)

0 10 50 250 1

吞噬指数　phagocytic index 1 1.06±0.01 1.09±0.02 1.14±0.01* 1.23±0.02**

10 μm 10 μm

10 μm 10 μm 10 μm

(a) (b)

(d) (e)

(c)

 
图 3    RAW264.7细胞形态

圆圈标注. 双核仁；箭头标注. 伪足；五角星标注. 空泡

Fig. 3    The morphology of RAW264.7 cells (H.E，×1 000)
Circle. caryosome; arrows. pseudopod; star. vacuole
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点在G1/G0期、S期及G2/M期，从各期细胞所占百

分比的变化可反映细胞的增殖和分裂能力。通

过流式细胞术检测细胞周期表明，当MMO浓度

为250 μg/mL时，G1/G0期细胞增加，S期细胞减

少，G2/M期细胞增加，提示高浓度MMO可使

RAW264.7通过S期限制点，加速S期向G2/M期和

G2/M期向G1/G0期的转化，从而促进细胞周期循

环[16]。其结果与LPS的诱导作用相似，说明MMO
对RAW264.7有活化作用。

当巨噬细胞遇到异物被激活时能产生阿米

巴样运动，具有向病原体移动的趋向性，并伸

出伪足包围病原体，通过入胞作用时形成的吞

噬体或吞饮小泡将异物带入细胞内，然后由细

胞产生的氮氧化物和氧化物杀灭，经溶酶体融

合后消化分解 [17]，此过程与NO、IL-6和IL-1β等
细胞因子的产生相关。当机体受到病毒入侵时，

iNOS能催化巨噬细胞中的L-精氨酸产生NO，抑

制病毒的繁殖[18-19]。本研究结果表明，当MMO的

浓度为250 μg/mL时，RAW264.7细胞的吞噬指

数、iNOS表达程度(绿色荧光强度)和细胞上清液

中NO含量明显增加。这说明MMO能增强巨噬细

胞吞噬能力，增加 iNOS的形成，促使细胞分泌

NO，及时消灭病原体，增强非特异性免疫。IL-
6和IL-1β是巨噬细胞分泌的重要细胞因子，共同

参与免疫，在特定的生物学特性上具有一致性[20]。

IL-1β可促进B细胞分化为浆细胞产生免疫球蛋

白，从体液免疫途径增强机体抵抗力 [21]。而IL-
6参与P-STAT3信号通路的传导，诱导抗凋亡基

因Bcl-2和Bcl-XL的表达[22-23]，是抑制Th1型免疫应

(a) (b) (c)

(d) (e)
 

图 4    RAW264.7细胞表达iNOS的变化

箭头标注：绿色荧光

Fig. 4    RAW264.7 cells expressing the changes in iNOS (×400)
Arrows：green fluorescence
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图 5    RAW264.7细胞释放NO能力的变化

Fig. 5    RAW264.7 cell releasing NO ability changes
1. control; 2. 10 μg/mL MMO; 3. 50 μg/mL MMO; 4. 250 μg/mL MMO;
5. 1 μg/mL LPS; the same below
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答和介导Th2型免疫应答的关键性细胞因子 [24]。

本实验结果表明，MMO具有促进RAW264.7细胞

分泌IL-1β和IL-6的作用，有增加巨噬细胞向免疫

应答部位移动并间接刺激浆细胞产生免疫球蛋

白的功能。当然MMO促进这些细胞因子的分泌

可能存在着某种信号转导途径，有待将来的实

验来证实。

4    结论

本实验结果显示，无论是从生化指标、形

态学观察，还是对细胞上清液中NO、IL-6、IL-
1β含量的检测，都表明MMO对RAW264.7细胞有

免疫调节作用，证明MMO是一类具有免疫调节

功能的活性肽，具有增强非特异性免疫的潜力。
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图 6    RAW264.7细胞分泌IL-6(a)、IL-1β(b)的变化

Fig. 6    RAW264.7 cells secretion of Il-6(a) and
IL-1β(b) changes
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Immunomodulatory effects of Meretrix meretrix
oligopeptides on RAW264.7 cells

YE Lei 1,2,     YAN Jie 1,2,     ZHANG Wen 1,2,     ZOU Shushu 1,     YE Shengwang 1,2,    
YANG Zuisu 1,2*,     YU Fangmiao 1,2,     DING Guofang 1,2

(1. School of Food and Pharmacy, Zhejiang Ocean University, Zhoushan    316022, China;
2. Zhejiang Provincial Engineering Technology Research Center of Marine Biomedical Products, Zhoushan    316022, China)

Abstract: This experiment discussed the immunomodulatory effect of MMO in vitro, which used Meretrix
meretrix oligopeptides (MMO) as raw material and RAW264.7 cells as experimental models. The research set up
control group, positive medicine group (lipopolysaccharides, LPS), low concentration MMO group, medium
concentration MMO group, and high concentration MMO group. Cell activity was detected by methyl
thiazolyltetrazolium (MTT) colorimetric method, cell cycle was detected by flow cytometry, and cell morphology
change was observed by hematoxylin-eosin staining (H.E) and cell phagocytosis ability was detected by neutral red
phagocytic experiment. And immunofluorescence labeling was used to observe the expression of iNOS in cells.
The contents of nitric oxide (NO), interleukin-6 (IL-6), interleukin-1β (IL-1β) in cell supernatant were detected by
nitrate reductase analysis and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The results showed that MMO group
exhibited increased proliferation and differentiation of RAW264.7 cells. When the concentration of MMO was 250
μg/mL, it obviously enhanced the phagocytosis capacity, increased the G1/G0 phase and G2/M phase cells in the
cell cycle, induced NO release of iNOS, and promoted the secretion effect of IL-6 and IL-1β. All the phenomena
were similar to LPS for RAW264.7 cells. Therefore, it is proved that MMO has the effect of promoting the
activation of RAW264.7 cells and the potential of enhancing the non-specific immunity.
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