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方格星虫三肽对黑色素瘤A375 细胞的增殖抑制作用

戚　怡 1, 2, 3，陈起周 1，王艺瑾 3，叶子秋 3，吴科锋 1, 2, 3，叶　华 1, 3，罗　辉 1, 2, 3，欧阳茜茜 1, 2, 3*　 
（1. 广东医科大学海洋医药研究院，广东湛江 524000；2. 南方海洋科学与工程广东省实验室（湛江），广东湛江 
524000；3. 广东湛江海洋医药研究院，广东湛江 524000）

摘　要：目的　观察方格星虫三肽对人黑色素瘤细胞A375 细胞增殖的影响。方法　CCK-8 法观察方格星虫三肽对

A375 细胞生长的影响；平板克隆实验观察其对A375 细胞克隆形成能力的影响；transwell 细胞迁移实验检验其对A375
细胞迁移的影响；活性氧（ROS）、乳酸脱氢酶（LDH）实验检测其对A375 细胞ROS 和LDH 含量的影响。结果　方格星虫

三肽可抑制A375 细胞增殖、克隆形成、细胞迁移、LDH 释放，增加ROS 含量 （P<0.05 或 0.01）。结论　方格星虫三肽对

A375 细胞增殖有明显抑制作用。

关键词：方格星虫；活性肽；A375 细胞；细胞增殖

中图分类号：R 734.2 文献标志码：A 文章编号：2096-3610（2022）03-0267-05

Inhibition effect of tripeptide of Sipunculus nudus Linnaeus on proliferation of melanoma A375 
cells 

QI Yi1, 2, 3, CHEN Qi-zhou1, WANG Yi-jin3, YE Zi-qiu3, WU Ke-feng1, 2, 3, YE Hua1, 3, LUO Hui1, 2, 3, OUYANG Qian-
qian1, 2, 3* (1. Marine Biomedical Research Institution, Guangdong Medical University, Zhanjiang, 524023, China; 2. 
Guangdong Provincial Laboratory of Southern Marine Science and Engineering, Zhanjiang 524023, China; 3. Zhanjiang 
Marine Biomedical Research Institute of Guangdong, Zhanjiang 524023, China)

Abstract: Objective　To investigate the effect of Sipunculus nudus Linnaeus-derived tripeptide on proliferation of 
human melanoma A375 cells. Methods　The proliferation, clonality, migration, and reactive oxygen species (ROS) and lactate 
dehydrogenase (LDH) levels in A375 cells were respectively detected by CCK-8, plate clone formation, transwell, DCFH-DA, 
and ELISA after pretreatment with the tripeptide. Results　The tripeptide decreased proliferation, clone formation, migration, 
and LDH level in A375 cells, and increased ROS content (P<0.05 or 0.01). Conclusion　The tripeptide derived from 
Sipunculus nudus Linnaeus can significantly inhibit the proliferation of A375 cells.
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恶性黑色素瘤是一种源于皮肤黑素细胞的高转移、

快侵袭、高死亡率的恶性肿瘤[1-3]，发病机制尚不明确，

手术、化疗、放疗等传统治疗方法存在患者耐受性差、

预后差等问题[4-5]。目前靶向治疗和免疫治疗已在临床

中取得一定进展，提高了恶性黑色素瘤患者的生存率，

突破了传统治疗局限[6-7]，但这些治疗方法依然存在患

者耐药性、治疗无普遍性、药物不良反应大等问题[8-9]。

因此，寻找低毒、高效的抗肿瘤药物或辅助抗肿瘤药物

是恶性黑色素瘤治疗的研究方向之一。水产品生存环
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境极端，其蛋白质组成独特，水解产生的生物活性肽

具有特殊氨基酸 [10]，具有神经保护、镇痛、抗病毒等生

物活性 [11]。目前对鱼虾类生物活性肽的研究较多，水

生软体动物源的生物活性肽尚未被广泛研究。方格星

虫（Sipunculus nudus）俗称沙虫或海肠子，除极地水域

外，分布于全球各地；在我国，主要生长于广东、广西、

海南及福建地区 [12]，它被沿海居民称为“海洋冬虫夏

草”，具有滋阴降火、清肺补虚、活血强身的功效，滋补

五脏，在食用和药用方面均有广阔的应用前景 [13]。方
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格星虫中可提取出大量营养物质及天然活性产物，如

游离氨基酸、脂肪酸、多糖、矿物元素、甾醇类、核苷类

和酶类等 [14-15]。方格星虫三肽是从方格星虫多肽中分

离出的可人工合成的具有活性的低聚肽，本研究发现

其对黑色素瘤细胞A375 具有一定的抑制作用，可为后

续抗癌辅助药物的研究奠定基础。

1　材料和方法

1.1　实验材料

方格星虫三肽（实验室合成，纯度为 99%），分子

量为 358.59 Da，氨基酸序列为丝氨酸- 精氨酸- 脯氨

酸（SRP）；人黑色素瘤细胞A375 细胞株；人永生化

角质细胞HaCaT 细胞株；青霉素- 链霉素混液、胰蛋

白酶、二甲基亚砜DMSO（索莱宝公司）；胎牛血清（美

国Gibco 公司）；高糖DMEM 培养基（Hyclone 公司）；

CCK-8（碧云天公司）； 活性氧（ROS）试剂盒、乳酸

脱氢酶（LDH）试剂盒（索莱宝公司）。

1.2　方法

1.2.1　 细胞培养　 配制含 10 % 胎牛血清、1 % 青霉

素 - 链霉素混液的DMEM 培养基，在 5 %CO2、37 ℃
培养箱中进行人黑色素瘤细胞A375 细胞株的培养，待

细胞处于对数生长期，取细胞进行实验。在实验过程

中，空白组（方格星虫三肽浓度为 0 g/L）细胞加入不添

加胎牛血清的DMEM 培养基，实验组分别添加 1、1.25、
1.5、1.75、2 g/L 方格星虫三肽溶解于无血清DMEM 培

养基。

1.2.2　CCK-8 法检测A375 细胞活力　制备细胞悬液，

将A375 细胞、HaCaT 细胞以 5 000 个/ 孔的接种密度

分别接种于 96 孔板。设置空白组，每组设置 6 个重复。

将 96 孔平底板置于 5% CO2、37 ℃ 培养箱中，待细胞

贴壁 12 h 后各实验组分别加入药物培养 24 h，弃含有

药物的培养基，加入CCK-8 继续培养 3 h。采用酶标仪

在 490 nm 波长检测各组吸光度（A）值，计算细胞活率，

实验重复 3 次。细胞活率（%）=（A1/A0）×100%，其中

A1 代表实验组吸光度值，A0 代表空白组吸光度值。

1.2.3　transwell 细胞迁移实验　将小室放入 24 孔板，

并在小室上层加入 300 μL 混有 1×105 个细胞的无血

清培养基（加药），放入培养箱孵育 4~6 h，在小室下层

加入 750 μL 10 %FBS 培养基，放入培养箱继续孵育

24 h。弃小室上层培养基，PBS 洗 2 次，3.7 % 多聚甲

醛室温固定细胞 15 min，弃多聚甲醛，PBS 清洗 2 次，

结晶紫避光染色 15 min，洗去结晶紫，棉棒擦去小室

上层未迁移的细胞，显微镜下拍照，随机选取 3~5 个

视野计数。实验重复 3 次。

1.2.4　细胞克隆形成实验　取对数生长期的A375 细

胞，制成细胞悬液并梯度稀释至 300 个/ 孔，加入 6 孔

板吹打分散培养，贴壁后加入药物培养基处理 24 h，弃

去药物培养基后继续加入有血清培养基，待培养至群

落肉眼可见，整个过程 2~3 周。弃上清液，PBS 浸洗 2
次，4% 多聚甲醛固定细胞 15 min，弃固定液，加入稀

释为 0.1 % 的结晶紫染色 60 min，PBS 冲洗，风干，计

数拍照后用 10% 的冰乙酸溶解，492 nm 测定吸光值，

实验重复 3 次。

1.2.5　ROS 检测　A375 细胞分组处理后，弃药物，

加入含 10 μmol/L DCFH-DA 的无血清培养基孵育

20 min，用无血清培养基洗涤细胞 3 次，多功能微孔

板检测系统（BIOTEL CYTATION5）拍照并检测荧光

强度。

1.2.6　LDH 检测　A375 细胞分组处理后， 收集细

胞，按照ELISA 检测试剂盒说明进行操作，检测LDH
活性。

1.3　统计学处理

使用Graph-pad prism5.0 及image J 软件分析数据

和图像处理，计量资料采用单因素方差分析及q 检验，

以P<0.05 表示差异有统计学意义。

2　结果

2.1　方格星虫三肽对A375 细胞的毒性实验

使用CCK-8 法检测方格星虫三肽对A375 细胞的

毒性影响，发现所设 5 个浓度均对A375 细胞有明显的

抑制作用（P<0.01），且与空白组相比，随着浓度的升高

A375 细胞活率降低，IC50 值为 1.955 g/L 。见图 1。
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图 1　方格星虫三肽对人黑色素瘤细胞A375 的细胞毒性实验

2.2　方格星虫三肽对正常细胞的毒性实验

与空白组相比，方格星虫三肽在浓度为 1 g/L 时
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有较明显的促角质细胞生长的作用（P<0.05）；1.25、

1.5 g/L 时，对细胞无明显影响；2 g/L 时有明显的抑制

作用（P<0.01）。IC50 值为 2.611 g/L。见图 2。
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图 2　方格星虫三肽对人角质层细胞HaCaT 的细胞毒性实验

2.3　克隆形成实验

不同浓度的方格星虫三肽（1、1.25、1.5、1.75、

2 g/L）处理细胞后，其克隆形成能力受到抑制，当给

药浓度为 2 g/L 时，与空白组比较差异有统计学意义

（P<0.01），说明 2 g/L 方格星虫三肽可有效抑制A375
细胞的增殖。见图 3。
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图 3　方格星虫三肽对人黑色素瘤细胞A375 的克隆形成实验

2.4　方格星虫三肽对A375 细胞的迁移影响

细胞迁移实验结果发现，方格星虫三肽处理 24 h
后与空白组相比，不同浓度的方格星虫三肽均有抑制

黑色素瘤细胞迁移的作用，且其迁移能力随着方格星

虫三肽的浓度升高而降低，其中 1.5、1.75、2 g/L 方格

星虫三肽处理后细胞迁移水平与空白组相比显著减少

（P<0.05）。见图 4。

2.5　ROS 检测

不同浓度的方格星虫三肽处理A375 黑色素瘤细

胞后可发现，1、1.25、1.5、1.75 g/L 的药物可使黑色素

瘤细胞内ROS 含量明显增加（P<0.05 或 0.01），表明方

格星虫三肽抑制A375 黑色素瘤细胞增殖的作用与细

胞内ROS 水平有关。见图 5。
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图 4　方格星虫三肽对人黑色素瘤细胞A375 的细胞迁移实验
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图 5　方格星虫三肽对人黑色素瘤细胞A375 ROS 的影响

2.6　LDH 检测

不同浓度的方格星虫三肽处理A375 黑色素瘤细

胞后，LDH 的变化趋势均减少，与空白组相比LDH 酶

活性明显降低（P<0.01）。见图 6。

3　讨论

本研究通过细胞增殖实验、克隆形成实验说明经

方格星虫分离、酶解、人工合成的方格星虫三肽能在

一定浓度内抑制恶性黑色素瘤细胞A375 的增殖；同

时，通过对人永生化角质细胞HaCaT 进行细胞增殖实
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验发现方格星虫三肽不会对正常细胞产生毒性作用，

说明该食物源生物活性肽比常规抗癌药物具有更高的

安全性。transwell 细胞迁移实验考察方格星虫三肽处

理后恶性黑色素瘤细胞A375 的细胞迁移情况，结果显

示，经过一定浓度的（1.5、2 g/L）方格星虫三肽处理后，

肿瘤细胞的迁移数明显减少，表明方格星虫三肽可在

一定浓度下抑制恶性黑色素瘤细胞A375 的迁移能力，

进一步减少其增殖。本研究对方格星虫三肽处理后恶

性黑色素瘤细胞A375 的ROS 变化及LDH 进行检测，

结果显示当方格星虫三肽药物浓度较高时，ROS 含量

与空白组比较明显升高，与之前的CCK-8 结果相对应，

这是由于肿瘤细胞的快速生长使得肿瘤内部处于缺氧

环境 [16-18]。在低到中等水平上，ROS 可通过诱导DNA
突变和基因组不稳定性来作为加速肿瘤细胞增殖、生

存和转移的信号分子促进肿瘤的发展[19-20]；另一方面，

肿瘤细胞中ROS 的增加可以诱导肿瘤细胞自噬、凋亡

等，从而抑制其增殖及逆转耐药[21]。本研究中，不同浓

度的方格星虫三肽作用于恶性黑色素瘤细胞后，抑制

了肿瘤细胞的生长速度，从而使ROS 在给药细胞中的

表达高于空白组；但是可能由于方格星虫三肽药物浓

度过高，A375 细胞受渗透压影响，当药物浓度高达 2 
g/L 时，药物对给药肿瘤细胞的ROS 表达影响不明显。

同时，肿瘤细胞的特点之一是其能量代谢发生改变，对

于恶性肿瘤细胞来说，在日常代谢中更倾向于通过糖

酵解获取能量 [22]，从而满足肿瘤细胞快速增长繁殖的

需求。其在代谢中产生的代谢产物乳酸又有利于肿瘤

生长微环境的形成，进而促进肿瘤细胞的进展和远处

转移。LDH 作为参与肿瘤细胞代谢的一种酶，被发现

与多种肿瘤的发生、发展及预后密切相关 [23]。本研究

中使用不同浓度的方格星虫三肽处理恶性黑色素瘤

细胞后，肿瘤细胞的增殖受到抑制，经过进一步检测

LDH 发现，不同浓度的方格星虫三肽抑制了肿瘤细胞

LDH 的释放。

综上所述，方格星虫三肽体外抗肿瘤活性较好，

其抑制A375 细胞增殖的作用机制可能与抑制肿瘤细

胞的能量代谢有关。方格星虫三肽可作为一种辅助的

抗肿瘤药物继续深入研究。
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