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蜗牛粘液来源的活性肽 ＳＫ￣１４
促进成纤维细胞的增殖和迁移
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摘要:目的　 基于蜗牛粘液的分离提取、酶解和序列测定ꎬ筛选并人工合成活性肽序列ꎬ评价其对成纤维细胞增

殖、迁移能力的影响ꎮ 方法　 提取蜗牛粘液蛋白并用胰蛋白酶消化 ４ ｈꎬ液相色谱－质谱结合生物信息学分析ꎬ筛
选具有促进增殖的肽段序列ꎬ通过固相合成法制备ꎮ 经培养人外膜成纤维细胞( ｈｕｍａｎ ａｄｖｅｎｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓꎬ
ＨＡＦｓ)并用不同浓度的活性肽处理ꎬ评估其对细胞增殖、迁移能力的影响ꎮ 结果　 合成的肽序列为 ＳＫ￣１４(Ｎ 端序

列:ＳＳＴＩＦＰＰＴＳＧＧＡＡＫ)ꎬ分子量为 １ ２６８ Ｄａꎮ ＳＫ￣１４ 能显著促进成纤维细胞增殖(Ｐ<０.００１)ꎮ 细胞增殖能力随

ＳＫ￣１４质量浓度增加而呈现浓度依赖性增强ꎬ增殖能力随 ＳＫ￣１４ 质量浓度升高而显著提高ꎬ并在 ５００ μｇ / ｍＬ 达平台

期ꎮ ＳＫ￣１４ 同样可显著促进 ＨＡＦｓ 的迁移能力(Ｐ<０.００１)ꎬ其作用效果随着 ＳＫ￣１４ 质量浓度递增上升ꎬ以 １ ０００ μｇ / ｍＬ 的

作用最明显ꎮ 结论　 蜗牛粘液来源的活性肽序列 ＳＫ￣１４ 可促进人成纤维细胞的增殖、迁移能力ꎬ可能是蜗牛粘液

参与促进伤口愈合的活性成分之一ꎮ
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　 　 慢性创面的管理是临床挑战性课题ꎬ常见于下

肢慢性血管疾病、糖尿病等患病人群ꎮ 这类伤口不

仅感染发生率高ꎬ且多因成纤维细胞、内皮细胞和免

疫细胞的功能障碍ꎬ导致血管生成和细胞外基质沉

积受抑制ꎬ引起愈合延迟ꎮ 此外慢性创面环境存在

的炎症因子、活性氧及合成过量的基质金属蛋白酶

也对成纤维细胞的增殖产生抑制作用ꎬ这些因素都

影响伤口的正常愈合[１]ꎮ
伤口的修复和再生是一个复杂的过程ꎬ包括止

血、炎症反应、细胞增殖、肉芽组织形成和组织重

塑[２￣３]ꎬ其中涉及多种机制的复杂相互作用ꎬ这些机

制协同工作ꎬ发挥协同效应[４￣６]ꎮ 成纤维细胞是形

成肉芽组织的关键细胞类型ꎬ它不仅分泌细胞外基

质ꎬ还合成并分泌多种细胞因子促进血管生成、细胞

增殖和基质沉积[７￣１１]ꎮ 因此ꎬ成纤维细胞的结构与

功能变化ꎬ对于慢性溃疡的治疗有重要意义[１２]ꎮ
蜗牛粘液治疗慢性伤口方面具有悠久历史ꎬ

它富含多种生物活性成分ꎬ包括活性蛋白、尿囊

素、糖胺聚糖等ꎬ这些成分可通过直接或间接机

制ꎬ发挥抗炎、抗菌作用ꎬ同时促进细胞增殖和组

织再生ꎬ加速伤口愈合[１３￣１６] ꎮ 然而ꎬ关于蜗牛粘液

的活性成分、作用机制的研究鲜有报道ꎮ 本研究

中对蜗牛粘液来源的活性肽进行提取分离、筛选

和合成ꎬ评估其对人成纤维细胞( ｈｕｍａｎ ａｄｖｅｎｔｉｔｉａｌ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓꎬ ＨＡＦｓ)的增殖和迁移能力的影响ꎬ为深

入研究其促愈合的机制ꎬ以及为开发治疗慢性溃

疡的药物产品提供基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 实验动物与细胞

成年中华白玉蜗牛由嘉兴市潜福食品有限公司

惠赠ꎬＨＡＦｓ 购自上海金源生物科技发展有限公司ꎮ
１.１.２　 主要试剂

胰蛋白酶、磷酸氢二钠、Ｋｒｅｂｓ￣Ｈｅｎｓｅｌｅｉｔ 缓冲

液、５％苯酚水溶液购自上海源叶生物科技有限公

司ꎮ ＤＭＥＭ 培养基、ＣＣＫ８ 试剂购自翌舒蝶圣生物

科技 (上海) 股份有限公司ꎬ胎牛血清购于美国

Ｇｉｂｃｏ生物公司公司ꎬ成纤维细胞培养基等购自上海

富衡生物科技有限公司ꎮ

１.１.３　 主要仪器

包括超滤装置(ＣＬＷ￣００３ꎬ江苏红豆杉药业康

希分公司)、高速离心机(ＴＧＬ￣１６ꎬ湖南湘仪实验室

仪器开发有限公司)、电子天平(ＡＲ５２２ＣＮꎬ奥豪斯

仪器有限公司)、冷冻干燥机(ＦｒｅｅＺｏｎｅ ２.５Ｌꎬ美国

ＬＡＢＣＯＮＣＯ 公司)、倒置光学显微镜(ＣＫ５３ꎬ奥林

巴斯株式会社)、多功能微孔板读数器(Ｓｐａｒｋꎬ瑞士

Ｔｅｃａｎ)、液相色谱–质谱联用仪(Ｅｘｐｌｏｒｉｓ ４８０ꎬ美国

赛默飞世尔科技公司)等ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 蜗牛粘液冻干粉的制备

选择体质量 ２０ ｇ 以上的成年中华白玉蜗牛ꎬ用
自来水和蒸馏水反复冲洗ꎬ置于运动的旋转筒中以

刺激粘液分泌ꎮ 收集的粘液溶解于超纯水中ꎬ以
５ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ并通过 ０.４５ μｍ 水膜过滤

以去除杂质ꎬ再以 ３ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ上清液

冷冻干燥ꎬ以冻干粉储存ꎮ
１.２.２　 冻干粉的酶解分离

蜗牛粘液冻干粉 ３００ ｍｇꎬ溶解于 ３０ ｍＬ 的

０.２ ｍｏｌ / Ｌ磷酸氢二钠－０.１ ｍｏｌ / Ｌ 柠檬酸缓冲液中

(ｐＨ＝６.８)ꎮ 加入胰蛋白酶６ｍｇ(活性２ ５００Ｕ/ ｍｇ)ꎬ混
合物在 ３７ ℃的水浴中孵育 ４ ｈꎮ 随后取 １０ ｍＬ 反应液

加热至 １００ ℃以灭活酶ꎬ以 ５ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ
收集上清液并冷冻干燥ꎬ获得蜗牛粘液多肽混合物ꎮ
１.２.３　 质谱测序及肽段的筛选与合成

酶解后的蜗牛粘液肽混合物ꎬ委托杭州景杰生

物科技股份有限公司进行液相色谱－质谱联用仪

( ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ￣ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎬ ＬＣ￣ＭＳ /
ＭＳ)蛋白组学研究ꎬ对蜗牛粘液多肽分子进行鉴定ꎬ
建立粘液多肽谱ꎮ 采用京都基因与基因组百科全书

(Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓꎬ ＫＥＧＧ)
通路富集分析ꎬ对鉴定多肽进行功能注释ꎮ 筛选参与

“细胞生长与死亡”调控通路的多肽分子ꎬ根据分子量

进行制性筛选ꎬ并由苏州泰米克生物科技有限公司采

用固相合成法合成ꎮ 以 ２￣氯三酰氯树脂为固体载体ꎬ
利用 ９￣氟酰甲基羰基保护基ꎬ经高效液相色谱法

(ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙꎬ ＨＰＬＣ)ꎬ并
通过质谱验证分子量的一致性(分子量误差<０.１ Ｄａ)ꎮ
所得的 ＳＫ￣１４ 以冻干粉形式保存于－２０ ℃ꎮ
１.２.４　 细胞培养及增殖试验

复苏 ＨＡＦｓꎬ用含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 中培
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养ꎮ 当细胞在培养皿中生长至 ８０％ ~ ９０％面积时ꎬ
进行传代ꎮ ＳＫ￣１４ 溶解于无菌磷酸盐缓冲液(ｐｈｏｓ￣
ｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅꎬ ＰＢＳ)中ꎬ以对数梯度制备一系

列浓度(６７.５、１２５、２５０、５００、７５０ 和 １ ０００ μｇ / ｍＬ)ꎮ
将 ＨＡＦｓ 以每孔 １００ μＬ 的密度接种于 ９６ 孔板中ꎬ
在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的环境中孵育 ２４ ｈꎬ待细胞贴壁ꎮ
实验组按照 ＳＫ￣１４ 不同浓度分组ꎬ对照组则加入相

同体积的 ＰＢＳ 的无药培养基ꎬ继续培养 ２４ ｈꎬ每组

设置 ６ 个复孔作为平行实验减小误差ꎮ 向每孔中加

入 １０ μＬ 的 ＣＣＫ￣８ 试剂ꎮ 随后ꎬ将培养板继续在细

胞培养箱中孵育 ２ ｈꎮ 使用微板读数器在 ４５０ ｎｍ 处

测量吸光度ꎬ以评估细胞活力ꎮ
１.２.５　 细胞划痕实验

细胞以 ２×１０５ 个 /孔的密度接种于 １２ 孔板ꎬ常规

培养后ꎬ细胞融合达到 １００％ꎬ用无菌的 ２００ μＬ 枪头在

单层细胞表面划痕ꎬ确保划痕宽度相同ꎮ ＰＢＳ 漂洗脱

落细胞及碎片ꎮ 向各孔中加入常规培养基以及不同质

量浓度的 ＳＫ￣１４(５００、７５０ 和 １０００ μｇ / ｍＬ)ꎬ以加入相

同体积的 ＰＢＳ 作为对照组ꎮ 分别于划痕后 ６、１２、
２４ ｈ倒置相差显微镜下观察ꎬ计算不同时间点细胞

迁移率(ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬ ＣＭ)ꎬ计算方式如下:

ＣＭ(％)＝
Ｓ０－Ｓ
Ｓ０

×１００％ꎬ

其中ꎬＣＭ 为细胞迁移率ꎬＳ０ 为 ０ ｈ 的划痕面积ꎬＳ 为

观察时间的划痕面积ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ ２７.０ 软件进行分析ꎮ 计量资料以

􀭰ｘ±ｓ表示ꎬ采用单因素方差分析ꎬ两两比较采用

Ｄｕｎｎｅｔｔ 法ꎻ重复测量数据使用重复测量方差分析ꎮ
图表通过 Ｏｒｉｇｉｎ ２０２４(ＯｒｉｇｉｎＬａｂ 公司ꎬ美国)内置

的 Ｐａｉｒｅｄ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ Ｐｌｏｔ 插件自动执行ꎮ 检验水

准α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 活性肽序列的筛选与合成

通过质谱分析结合生物信息学筛选过程ꎬ从蜗

牛粘液蛋白中鉴定出总计 ６２１ 个候选肽ꎮ 采用

ＫＥＧＧ 通路富集分析ꎬ对 ６２１ 种多肽进行功能注释

(图 １)ꎮ 鉴定出 ８８ 种多肽显著参与细胞基本生物

学过程ꎮ 在上述 ８８ 种多肽中ꎬ进一步筛选出 １２ 种

多肽直接参与“细胞生长与死亡”调控通路ꎮ

图 １　 京都基因与基因组百科全书通路富集分析
Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ
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　 　 鉴于小分子多肽更易跨膜转运ꎬ且有相对更高

的生物利用度ꎬ本研究针对 １２ 种目标多肽ꎬ设定分

子量阈值 < ３ ０００ Ｄａ 的筛选标准ꎬ最终选择获得

ＳＫ￣１４(Ｎ 端序列:ＳＳＴＩＦＰＰＴＳＧＧＡＡＫ)ꎬ分子量为

１ ２６８ Ｄａ(图 ２)ꎮ

图 ２　 合成的 ＳＫ￣１４ 氨基酸序列
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ＳＫ￣１４ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

２.２　 ＳＫ￣１４ 对 ＨＡＦｓ 增殖能力的影响

ＣＣＫ８ 法测定在 ４５０ ｎｍ 下的吸光度可判断细

胞的增殖情况ꎮ 如图 ３ 所示ꎬ与对照组相比ꎬ不同浓

度梯度的 ＳＫ￣１４ 均显著增强了 ＨＡＦｓ 的增殖活性

(Ｆ＝ ２４１.４１９ꎬＰ<０.００１)ꎮ 这种效应呈浓度依赖性ꎬ随

着 ＳＫ￣１４ 质量浓度从 ６７.５~１ ０００ μｇ / ｍＬꎬ细胞增殖效

应呈现显著上升趋势(Ｐ<０.０５)ꎬ增加的趋势符合线性

变化(Ｆ＝ ８９６.１７２ꎬＰ<０.００１)ꎮ 然而值得注意的是ꎬ当
ＳＫ￣１４ 浓度达到 ５００ μｇ / ｍＬ 时ꎬ增殖能力不再进一步

增加ꎬ表明该浓度下增殖效应已达到平台期ꎮ

图 ３　 细胞增殖试验
Ａ:ＳＫ￣１４ 不同浓度下的细胞增殖代表性图像(４０×)ꎻＢ:不同质量浓度的 ＳＫ￣１４ 组对 ＨＡＦｓ 的增殖效应定量分析ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ
Ａ: Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＳＫ￣１４(４０×)ꎻ Ｂ: Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＳＫ￣１４ ｇｒｏｕｐｓ ｏｎ ＨＡＦｓ.
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２.３　 ＳＫ￣１４ 对 ＨＡＦｓ 迁移能力的影响

如表 １ 所示ꎬ质量浓度为 ５００ μｇ / ｍＬ、７５０ μｇ / ｍＬ
和 １ ０００ μｇ / ｍＬ 的 ＳＫ￣１４ 溶液均能提高 ＨＡＦｓ 的迁

移率ꎬ 随 着 浓 度 递 增 细 胞 迁 移 率 显 著 上 升

(Ｆ浓度 ＝ ３４.９２ꎬＰ<０.００１)ꎬ在测试的 ３ 个质量浓度下ꎬ
１ ０００ μｇ / ｍＬ的 ＳＫ￣１４ 溶液对促细胞迁移效应最明显

(图 ４)ꎮ

表 １　 不同 ＳＫ￣１４ 质量浓度下 ＨＡＦｓ 的迁移率
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＡＦｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＳＫ￣１４

观察时间 / ｈ 重复次数 对照组 ５００ μｇ / ｍＬ 组 ７５０ μｇ / ｍＬ 组 １ ０００ μｇ / ｍＬ 组

６ ９ ７.５５±１.１５ ８.１８±１.８６ ８.５９±３.９８ １０.６０±３.５５
１２ ９ １５.０２±２.１７ １８.４４±２.７９ ２３.６４±３.２１ ２８.６４±９.０８
２４ ９ ２１.８９±２.２２ ２７.３３±２.６１ ３２.８１±７.０１ ３８.５６±４.０６

　 　 注:数据服从正态分布ꎬＦ浓度 ＝ ３４.９２ꎬＰ<０.００１ꎻＦ时间 ＝ ２４７.８４５ꎬＰ<０.００１ꎻＦ交互 ＝ ５.２９０ꎬＰ<０.００１ꎮ

图 ４　 细胞划痕试验结果(４０×)
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｓｃｒａｔｃｈ ｔｅｓｔ (４０×)

３　 讨　 论

慢性创面的治疗是临床面临的严峻挑战[１７]ꎮ
在此背景下ꎬ兼具高效性、安全性、靶向特异性及低

过敏性等优势的生物活性多肽ꎬ已成为治疗研究的

新焦点[１８]ꎮ 蜗牛粘液作为一种复杂的生物材料ꎬ在
促进创面愈合和修复等方面具有重要作用[１６]ꎮ 研

究发现ꎬ蜗牛粘液含有多种具有细胞保护及细胞再

生有关的多肽物质ꎬ对创面愈合作用呈现多功能性ꎬ
不仅能刺激细胞有丝分裂ꎬ促进细胞增殖和分化ꎬ还
可以提供创面愈合所需的多种物质ꎬ可进一步促进

细胞自身和周围细胞的分裂、增殖、分化[１９]ꎮ 然而ꎬ
其关键活性多肽单体及具体作用机制尚未明确ꎮ

针对这一科学问题ꎬ本研究聚焦于慢性创面愈

合的核心环节———成纤维细胞功能障碍[２０]ꎮ 在关

于成纤维细胞功能的相关机制研究中发现ꎬＷｎｔ /
β￣ｃａｔｅｎｉｎ信号通路的激活可促进成纤维细胞增殖和

迁移ꎬ进而促进创面的愈合[２１]ꎮ 此外还有研究发

现ꎬ多种 ＭｉｃｒｏＲＮＡ 的表达变化在创面愈合中发挥

重要作用ꎬ如上调 ｍｉＲ￣４２４￣５ｐ 的表达可以促进成纤

维细胞的迁移[２２]ꎬ而抑制 ＭｉｃｒｏＲＮＡ￣１３９￣５Ｐ 则可改

善成纤维细胞生存能力并促进糖尿病足伤口愈

合[２３]ꎮ 而在静脉溃疡机制研究中ꎬ成纤维细胞增殖

的调节受丝裂原活化蛋白激酶 ｐ３８ 通路的影响ꎮ
通过生长因子或细胞因子抑制 ｐ３８ 途径可能会改善

成纤维细胞增殖和静脉溃疡愈合[２４]ꎮ 这些发现共

同印证了靶向成纤维细胞是可行的治疗策略ꎮ
基于此ꎬ本研究通过体外酶解蜗牛粘液ꎬ并经过

序列测定及筛选合成ꎬ获得活性肽 ＳＫ￣１４ꎮ 实验结

果表明ꎬ ＳＫ￣１４ 能够显著促进 ＨＡＦｓ 增殖ꎬ但在

５００ μｇ / ｍＬ时达到增殖平台期ꎮ 平台期的形成可能

源于受体饱和效应或细胞内负反馈机制激活(如细

胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂的上调[２５] )ꎮ ＳＫ￣１４
的平台效应暗示其具备自限性促修复特性ꎬ可降低

过度增殖导致的瘢痕风险[２６]ꎮ
划痕实验表明ꎬＳＫ￣１４ 在 ５００ ~ １ ０００ μｇ / ｍＬ 范

围内持续增强 ＨＡＦｓ 迁移能力ꎬ且 １ ０００ μｇ / ｍＬ 时

效应最优ꎮ 值得注意的是ꎬ其促迁移有效浓度高于

促增殖平台期浓度ꎬ表明两种生物学效应可能涉及
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不同的分子机制———增殖可能依赖高亲和力受体ꎬ
而迁移需更高配体浓度以激活低亲和力受体或次级

信号ꎮ 揭示不同亲和力相互作用如何激活不同的信

号传导路径ꎬ对未来的研究和治疗策略开发具有重

要的潜在影响[２７]ꎮ
本研究存在以下局限:①细胞模型单一性ꎬ仅使

用 ＨＡＦｓ 评估活性ꎬ未涵盖内皮细胞等其他伤口愈

合中关键细胞ꎻ②机制深度不足ꎬ未解析 ＳＫ￣１４ 作

用的直接靶点及下游信号通路ꎻ③体内实验缺失ꎬ缺
乏动物模型验证 ＳＫ￣１４ 在复杂伤口微环境中的实

际疗效ꎮ
总之ꎬ本研究证实蜗牛粘液肽 ＳＫ￣１４ 是促进成

纤维细胞功能的关键活性成分ꎬ可以显著提高成纤

维细胞的增殖、迁移能力ꎬ这可能是促进伤口愈合的

机制之一ꎮ 但蜗牛粘液成分及作用机制非常复杂ꎬ
其生物活性也可能源于多种成分之间的协同效应ꎮ
进一步揭示其作用机制、验证体内功能、探索协同效

应、优化临床转化对促进这类产品的开发具有重要

意义[２８]ꎮ 因此ꎬ今后对还需要对蜗牛粘液进行进一

步的分离提纯、表征和鉴定ꎬ筛选出具体活性成分并

阐明机制ꎬ为此类促愈合产品的开发提供依据ꎮ
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