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鹿瓜多肽体外活性测定方法的探讨研究

王灿，董闪闪，王自强，邵泓，陈钢 *

（上海市食品药品检验所，上海 201203）

摘要　目的：建立鹿瓜多肽体外活性测定方法。方法：根据鹿瓜多肽药理作用机制，选用敏感骨细胞株作

为试验对象，CCK-8 比色法探讨鹿瓜多肽对骨细胞株的增殖促进作用。同时对试验条件，包括培养基、细

胞接种密度、药物作用时间、胎牛血清（FBS）浓度等进行探讨，建立鹿瓜多肽体外活性测定方法。对该方

法线性、重复性进行验证，同时用该方法对 2 个厂家分别生产的鹿瓜多肽注射液和注射用鹿瓜多肽样品进

行活性测定。结果：鹿瓜多肽对大鼠骨肉瘤细胞株（UMR106 细胞株）具有增殖促进作用。选用不含谷氨

酰胺，含 1% FBS 的 DMEM 培养液进行试验，细胞接种密度为 2×104 个·mL-1，药物作用细胞 72 h，药物质

量浓度在 0.5~4 mg·mL-1 范围内，鹿瓜多肽对 UMR106 细胞株具有增殖促进作用，刺激指数可达 2.97。对

该方法进行方法学验证：鹿瓜多肽质量浓度在 0.5~4 mg·mL-1 范围内，以药物浓度为横坐标，吸收度值为纵

坐标进行线性拟合，相关系数（R2）分别为 0.971 和 0.968，均大于 0.95，线性良好；对 2 个厂家生产的鹿瓜

多肽注射液和注射用鹿瓜多肽样品重复测定 3 次，刺激指数平均值分别为 2.72 和 1.86，RSD 分别为 9.6%
和 3.9%。结论 : 该方法可用于鹿瓜多肽体外活性测定。
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Research on the method for determining the in vitro  
activity of Cervus and Cucumis polypeptide

WANG Can，DONG Shan-shan，WANG Zi-qiang，SHAO Hong，CHEN Gang*

（Shanghai Institute for Food and Drug Control，Shanghai 201203，China）

Abstract　Objective：To establish the method to determine the in vitro activity of Cervus and Cucumis polypeptide．

Methods: According to the pharmacological mechanism of Cervus and Cucumis polypeptide，the different 
sensitive bone cell strains were chosen，and CCK-8 method was applied to evaluate the proliferation activity of 
the Cervus and Cucumis polypeptide on bone cell strains．Experiment conditions，including media，cell density，

drug incubation time and concentration of fatal bovine serum（FBS）concentration，etc.，were explored．Then，

the method for the detection of in vitro activity of Cervus and Cucumis polypeptide was established．The linearity 
and reproducibility of the method were validated．This method was applied for the determination of the activities
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液（厂家：Gibco；货号：12400024），4 ℃保存。

完全培养液：量取胎牛血清（FBS）10 mL，加含

谷 氨 酰 胺 的 DMEM 高 糖 培 养 液 90 mL，混 匀，4 ℃ 

保存。

维持培养液：量取胎牛血清（FBS）1 mL，加不

含谷氨酰胺的 DMEM 高糖培养液 99 mL，混匀，4 ℃ 

保存。

样品稀释液：本试验探讨了 3 种样品稀释液对试

验结果的影响。样品稀释液 1：含 10%FBS 的无谷氨

酰胺 DMEM 培养液；样品稀释液 2：含 1%FBS 的无

谷氨酰胺 DMEM 培养液；样品稀释液 3：含 10%FBS
的含谷氨酰胺 DMEM 培养液。

磷 酸 盐 缓 冲 液（DPBS）（厂 家：Gibco；货 号：

14190-144）。

胰蛋白酶（厂家：Gibco；货号：25200-056）。

CCK-8 试剂盒（同仁化学研究所，货号 CK04），

4 ℃保存。

本研究选用了 2 个厂家生产的样品，分别是厂

家 A 生产的鹿瓜多肽注射液（批号：20160115；规格：

2 mL：4 mg），厂家 B 生产的注射用鹿瓜多肽（批号：

1501217；规格：8 mg·支 -1）。

2　方法

2.1　细胞株的培养

大鼠骨肉瘤 UMR106 细胞株用完全培养液，小

鼠颅顶前骨 MC3T3-E1 细胞株用含 10%FBS 的 MEM
培 养 液，人 SV40 转 染 成 骨 细 胞 株 用 含 10%FBS 的

MEM/F12 培养液于 37 ℃、5%CO2 的培养箱内进行培

鹿瓜多肽是由鹿科动物梅花鹿的骨骼和葫芦科

植物甜瓜的干燥成熟种子，经分别提取后制成的灭

菌水溶液［1］；适用于风湿、类风湿性关节炎、骨折的

早期愈合、骨关节炎、腰腿疼痛及创伤恢复等［2-5］。

鹿瓜多肽主要含有骨诱导多肽、甜南瓜肽、游离氨基

酸和多种有机钙、磷等元素，其中骨诱导多肽能有效

促进人体骨形态发生蛋白、转化生长因子 β、成纤

维细胞生长因子等影响骨形成和骨吸收衍生生长因

子的合成，参与骨代谢的调节，在促进新骨形成的

同时，抑制骨的吸收，从而增加骨质疏松症患者的骨 
密度［6］。

目前仅 1 家鹿瓜多肽国家注册标准采用大鼠骨

折模型评价其炎症愈合作用。本文研究建立了一种

基于骨细胞株的鹿瓜多肽体外活性测定方法，并用该

方法分别对 2 个厂家生产的鹿瓜多肽注射液和注射

用鹿瓜多肽进行了活性测定。

1　仪器和材料

Thermo Series 8000WT 型 CO2 培 养 箱，MD M5e

酶标仪，Labconco Free Zone 型冻干机。

3 个细胞株（大鼠骨肉瘤 UMR106 细胞株、小鼠

颅顶前骨 MC3T3-E1 细胞株、人 SV40 转染成骨细胞

株）均购至中国科学院上海生命科学研究院生物化

学与细胞生物学研究所。

含 谷 氨 酰 胺 的 DMEM 高 糖 培 养 液（厂 家：

Gibco；货号：12800-017）、不含谷氨酰胺的 DMEM 高

糖培养液（厂家：Gibco；货号：10313-021）、MEM 培

养液（厂家：Gibco；货号：11900024）、MEM/F12 培养

of the Cervus and Cucumis polypeptide samples from 2 different manufacturers．Results: Cervus and Cucumis 
polypeptide enhanced the proliferation of rat osteosarcoma cell strain（UMR106 cell strain）．DMEM medium 
without glutamine but containing 1% FBS was chosen．Cell density was 2.0 ×104 mL-1 and the drug incubation 
time was 72 hours．The concentration of drug was between 0.5 mg·mL-1 and 4 mg·mL-1．The Cervus and Cucumis 
polypeptide could promote the proliferation of UMR-106 cells，and the stimulation index could reach 2.97．As 
for the validation，the drug concentration was plotted on the abscissa and the absorbance value was plotted on 
the ordinate．With concentration of Cervus and Cucumis polypeptide between 0.5 mg·mL-1 and 4 mg·mL-1，

the linearity of the method was good，correlation coefficients R2 were 0.971 and 0.968，respectively（both more 
than 0.95）．The activities of Cervus and Cucumis polypeptide samples from two different manufacturers were 
evaluated 3 times，and the average stimulation indexes were 2.72 and 1.86 with RSD 9.6% and 3.9%，respectively．

Conclusion: The method is suitable for determining the in vitro activity of Cervus and Cucumis polypeptide.
Keywords: Cervus and Cucumis polypeptide；rat osteosarcoma cell line；CCK-8 colorimetric assay；activity 
determination
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养。选择细胞状态良好，处于对数生长期的细胞进行

试验。

2.2　鹿瓜多肽活性测定方法简介

选用处于对数生长期的骨细胞株，制备一定密度

的细胞悬液，每孔 100 μL 接种于 96 孔细胞培养板。

待细胞贴壁后，加入不同浓度的鹿瓜多肽溶液，培养

一定时间，CCK-8 显色，测定加药组溶液吸收值。同

时以样品稀释液代替药物溶液，进行试验，作为阴性

对照组。

2.3　实验分组

实验分 2 组：阴性对照组（不加样品溶液，加入

同体积的稀释液）和加药组（加入不同浓度的样品溶

液），以不加细胞的孔作为空白对照。

2.4　样品溶液的配制

将鹿瓜多肽注射液（质量浓度为 2 mg·mL-1）冷

冻后，用冻干机进行冻干，用样品稀释液复溶，并配制

成 4、2、1、0.5、0.25、0.12、0.06、0.03、0.015 和 0.008 
mg·mL-1 的鹿瓜多肽注射液的样品溶液。

取注射用鹿瓜多肽 1 支，加样品稀释液 1 mL 复

溶样品，制成 8 mg·mL-1 的溶液，再用样品稀释液

配 制 成 4、2、1、0.5、0.25、0.12、0.06、0.03、0.015 和

0.008 mg·mL-1 的注射用鹿瓜多肽的样品溶液。

2.5　结果计算

按（加药组溶液吸收值 - 空白吸收值）/（阴性

对照组吸收值 - 空白吸收值）计算刺激指数（SI），

以刺激指数的大小评价鹿瓜多肽促骨细胞增长的

活性。

3　结果

3.1　关键试验参数的筛选

3.1.1　适合本试验细胞株的筛选　选用 3 种骨细

胞 株，大 鼠 骨 肉 瘤 UMR106 细 胞 株、小 鼠 颅 顶 前

骨 MC3T3-E1 细胞株和人 SV40 转染成骨细胞株，

按“2.2”项方法进行试验，接种细胞密度为 2×104 

个·mL-1，分 别 用 含 1% FBS 含 谷 氨 酰 胺 的 DMEM 
培养液、MEM 培养液和 MEM/F12 培养液配制质量

浓度为 2、1 和 0.5 mg·mL-1 的样品溶液，作用细胞 3 
d。样品溶液对 3 种细胞株的刺激指数测定结果见

表 1；结果表明鹿瓜多肽注射液对 UMR106 细胞和

MC3T3-E1 细胞株的增殖促进作用较注射用鹿瓜多

肽明显，2 种样品溶液对人 SV40 转染成骨细胞无增

殖促进作用。因鹿瓜多肽注射液对骨细胞有增殖促

进作用，故对其测定结果做图（见图 1），图 1 表明鹿

瓜多肽注射液对 UMR106 细胞的增殖促进作用最明

显（刺激指数 SI>2.0），对 MC3T3-E1 细胞有轻微的

促增殖作用（刺激指数 SI 为 1.5~2.0），对人 SV40 转

染成骨细胞无增殖促进作用（刺激指数 SI<1.5），注

射用鹿瓜多肽对 3 种骨细胞株均无增殖促进作用，

但 对 UMR106 细 胞 株 的 刺 激 指 数 大 于 MC3T3-E1
和 人 SV40 转 染 成 骨 细 胞 株。 以 上 结 果 表 明：鹿

瓜 多 肽 对 大 鼠 骨 肉 瘤 UMR106 细 胞 株 增 殖 促 进

作用最明显，可选用该细胞株作为该方法的试验 
对象。

表 1　鹿瓜多肽对不同骨细胞株的增殖促进作用比较（n=3）

Tab. 1　The comparison of the proliferation activity of Cervus and Cucumis polypeptide on different bone cell strains

样品（sample）
样品浓度

（sample concentration）/（mg·mL-1）

不同细胞株进行试验所得刺激指数

（stimulation index from different cell strains）

UMR106 MC3T3-E1
人 SV40 转染成骨细胞株

（human SV40 transfected osteoblast strain）

鹿瓜多肽注射液

（Cervus and Cucumis 
polypeptide injection）

2 2.20 1.45 0.97

1 2.05 1.40 0.99

0.5 1.53 1.19 0.97

注射用鹿瓜多肽

（injection for Cervus and 
Cucumis polypeptide） 

2 1.22 0.64 1.05

1 1.34 1.19 1.12

0.5 1.19 1.20 1.16
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图 1　鹿瓜多肽注射液对 3 种骨细胞株的增殖促进作用比较

Fig. 1　The comparison of the proliferation activity of Cervus and 
Cucumis polypeptide injection on three bone cell strains

3.1.2　细胞密度和作用时间的筛选　对该方法细胞

密度和作用时间进行探讨。配制 8×104、4×104 和

2×104 个·mL-1 密度的细胞悬液，选用鹿瓜多肽注

射液系列浓度进行试验，样品稀释液为 UMR106 细

胞株的完全培养液，分别作用 UMR106 细胞株 1、2
和 3 d，观察不同密度，不同作用时间细胞的刺激指

数。选择促进细胞增殖最明显的鹿瓜多肽样品溶

液浓度，计算刺激指数；结果（见表 2）表明鹿瓜多

肽 质 量 浓 度 在 0.06~4 mg·mL-1 范 围 内，在 2×104 

个·mL-1 细胞密度悬液时，样品溶液作用细胞 3 d
对 细 胞 的 增 殖 促 进 作 用 较 明 显。 故 选 择 2×104 

个·mL-1 细胞密度，样品溶液作用细胞 3 d 进行试

验。但如何提高样品溶液对细胞的刺激指数，也是后

续需解决的问题。

表 2　细胞密度和作用时间对试验结果的影响

Tab. 2　The effects of cell density and incubation time on the results

细胞密度

（cell density）/mL-1

不同作用时间的刺激指数

（stimulation index at different incubation time）

1 d 2 d 3 d

8×104 1.03 1.09 1.01

4×104 1.03 1.10 1.09

2×104 1.02 1.08 1.18

3.1.3　 稀 释 液 的 探 讨　 为 了 提 高 鹿 瓜 多 肽 对

UMR106 细 胞 的 刺 激 指 数，探 讨 稀 释 液 对 试 验 结

果的影响。配制含 3 种样品稀释液（稀释液 1，稀

释 液 2 和 稀 释 液 3，），用 3 种 稀 释 液 配 制 2×104 

个·mL-1 的 UMR106 细胞株悬液，1 mg·mL-1 的鹿

瓜多肽注射液样品溶液作用细胞 3 d，按“2.2”方法

进行试验，计算不同稀释液试验时样品对细胞株的

刺激指数，结果见表 3，该结果提示使用稀释液 2 即

含 1%FBS 的无谷氨酰胺培养液，能得到较理想的 
结果。

表 3　不同稀释液对试验结果的影响（n=3）

Tab. 3　The effects of dilute solution on the results

稀释液

（diluted solution）

刺激指数

（stimulation index）

刺激指数平均值

（average stimulation
 index）±SD

1 1.56 1.42 1.43 1.47±0.08

2 2.32 1.75 1.63 1.90±0.37

3 1.02 1.11 0.72 0.95±0.20

3.2　试验方法的确定

经过以上试验，确定了适合该试验的参数，选

用 UMR106 细 胞 株，试 验 稀 释 液 为 含 1%FBS 的

无 谷 氨 酰 胺 培 养 液，即 维 持 培 养 液，细 胞 密 度 为

2×104 个·mL-1，样品溶液作用细胞 3 d，CCK-8 细

胞染色，计算刺激指数。

3.3　试验方法的验证及应用

对该方法的线性和重复性进行了验证。

将鹿瓜多肽注射液进行冻干，同时取注射用鹿

瓜多肽 1 支，用维持培养液分别配制鹿瓜多肽质量

浓 度 为 4、2、1、0.5、0.25、0.125、0.06、0.03 和 0.015 
mg·mL-1 的样品溶液，进行试验。以鹿瓜多肽质量

浓度为横坐标，以吸收值 A 为纵标准进行线性拟合

（见图 2 和 3）。3 次试验结果表明鹿瓜多肽质量浓

度在 4~0.5 mg·mL-1 范围内，浓度和 A 值呈现较好

的线性关系，R2 分别为 0.971 和 0.968，表明该方法

线性良好。

选择以上对细胞增殖最明显的鹿瓜多肽质量浓

度计算其刺激指数，鹿瓜多肽注射液在 2 mg·mL-1 时

对细胞的增殖刺激作用最明显，注射用鹿瓜多肽在 
4 mg·mL-1 时对细胞的增殖刺激作用最明显。3 次试

验刺激指数及其 RSD 见表 4，表明 2 种样品 3 次试

验结果的 RSD 均低于 10%，不同厂家的样品对细胞

增殖刺激作用不同。
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图 2　鹿瓜多肽注射液样品浓度和 A值之间线性关系图谱

Fig. 2　The linearity between the concentration of Cervus and 
Cucumis polypeptide injection and A value

图 3　注射用鹿瓜多肽样品浓度和 A值之间线性关系图谱

Fig. 3　The linearity between the concentration of injection for Cervus 
and Cucumis polypeptide and A value

表 4　样品测定结果及方法的重复性

Tab. 4　Detection results of samples and the  

reproducibility of the methods

样品

（sample）

试验次数

（test time）

刺激指数

（stimulation 
index）

RSD/
%

刺激指数

平均值

（average 
stimulation 

index）±SD

鹿瓜多肽注射液

（Cervus and 
Cucumis polypeptide 

injection）

1 2.45 9.6 2.72±0.26

2 2.75

3 2.97

注射用鹿瓜多肽

（injection for 
Cervus and Cucumis 

polypeptide 

1 1.81 3.9 1.86±0.07

2 1.82

3 1.94

4　讨论

鹿瓜多肽为从动植物中提取的多组分生化药，

在临床上可有效促进患者骨折愈合［7-8］。目前的质

量标准较简单，缺乏相应的促骨细胞增殖指标。本研

究建立了一种新的鹿瓜多肽促骨细胞增殖评价方法，

该方法选用大鼠骨肉瘤 UMR106 细胞株作为试验对

象，该细胞株体外培养较容易，也较易获得，有益于该

方法的推广应用。

本试验探讨了关键参数对试验结果的影响。其

中，稀释液的选择是本试验研究的关键。研究表明：用

含 10%FBS 含谷氨酰胺的培养液进行试验时，鹿瓜多

肽对细胞的增殖促进作用并不明显，但用含 1%FBS 不

含谷氨酰胺的培养液进行试验时，鹿瓜多肽对细胞的

增殖促进作用较明显。因 FBS 和谷氨酰胺均是促细胞

增殖的物质，它们对细胞的增殖促进作用掩盖了鹿瓜

多肽对细胞的增殖促进作用，故需用含 1%FBS 不含谷

氨酰胺的培养液进行试验。这和之前对肝水解肽体外

活性测定方法研究的结果［9］一致。

刺激指数是评价细胞增殖活性的一个指标［10-11］。

行业内认为，刺激指数大于 4，表明对细胞有明显增

殖促进作用；大于 2，表明对细胞有增殖促进作用；在

1.5~2.0 之间对细胞有轻微的增殖促进作用；小于 1.5
对细胞无增殖促进作用。本试验结果表明鹿瓜多肽

注射液对大鼠骨肉瘤 UMR-106 细胞株有增殖促进

作用。

岳云飞等［12］研究报告了四甲基噻唑蓝（MTT）

法测定注射用鹿瓜多肽活性的方法。该方法选用的

细胞模型为人成骨肉瘤 MG-63 细胞株，培养时间为

96 h，显色方法为 MTT 法，样品对细胞的刺激指数最

高达 2.5。本文建立的方法选用大鼠骨肉瘤 UMR106
细胞株，试验时间为 72 h，显色方法为 CCK-8 显色，

样品对细胞的增殖刺激作用最大可达 2.97。而且，本

研究还进行了线性和重复性验证，结果表明该方法线

性和重复性均良好。和报道的 MTT 法［12］进行比较，

本文建立的试验方法的试验时间更短，选用的细胞株

对鹿瓜多肽刺激更敏感。试验染色剂为 CCK-8，是

MTT 的一种升级替代产品，其测定原理和 MTT 法相

似，但测定时不需要有机溶剂 DMSO 对染料进行溶

解，操作更安全方便，测定结果更稳定［13-15］，因此，本

文建立的试验方法明显优于 MTT 法，该方法操作简

单，实验重复性好，为该类产品质量控制提供了方法

学依据。

该方法初步用于不同厂家鹿瓜多肽促骨细胞增

殖活性的比较，发现不同厂家的产品促骨细胞增殖活

性差异较大，故应扩大该方法在不同厂家不同批次产
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品促骨细胞增殖的应用研究，为该产品促骨细胞增殖

活性限度的制定提供依据。
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