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鸡卵清提取液中小于3 kDa的成分有促细胞增殖的作用
阮光萍  王金祥  刘菊芬  舒  帆  杨建勇  庞荣清  潘兴华*

(解放军昆明总医院干细胞工程实验室, 昆明 650032)

摘要      在前期研究中发现, 鸡卵清提取液有促细胞存活与增殖的作用。在该研究中, 作者进

一步分离鸡卵清提取液的各成分, 找到促细胞增殖的主要成分。用超滤管将鸡卵清提取液分为大

于3 kDa和小于3 kDa的成分, 用于细胞增殖活性测定, 发现鸡卵清提取液中小于3 kDa的成分有促

293T细胞增殖的作用。可将鸡卵清提取液分离小于3 kDa的成分作为促293T细胞增殖的有效成分。
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Components of Chicken Ovalbumin Extract Less Than 3 kDa in Size 
Promote Cell Proliferation

Ruan Guangping, Wang Jinxiang, Liu Jufen, Shu Fan, Yang Jianyong, Pang Rongqing, Pan Xinghua*
(Stem Cell Engineering Laboratory, Kunming General Hospital of PLA, Kunming 650032, China)

Abstract       We found that chicken egg extract could promote cell survival and proliferation. In this study, 
we further separated the components of chicken egg extract to find the main ingredient promoting cell proliferation. 
The chicken ovalbumin extract was separated into more than 3 kDa and less than 3 kDa components by ultrafiltra-
tion, and then their effect on cell proliferation activity were determined. Less than 3 kDa ingredients in chicken 
ovalbumin extract can promote 293T cell proliferation. We can separate less than 3 kDa fraction in the chicken 
ovalbumin as an active ingredient to promote 293T cell proliferation.
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前言
到目前为止, 很多文献报道鸡卵清提取液的成分

及作用[1-7], 但还没有文献报道鸡卵清提取液有促细胞

增殖的作用[8-12], 我们前期的研究证实, 鸡卵清提取液

有促细胞增殖的作用[13]。进一步分离鸡卵清提取液

中大于3 kDa的蛋白成分和小于3 kDa的小分子物质, 
用于细胞共培养, 我们的研究可以为细胞培养基提供

一种方便获取的添加剂, 促进细胞的生长与增殖。

在前期研究中, 我们提取了鸡卵清、卵黄和全

卵提取液, 发现卵清和全卵提取液有促细胞增殖的

作用。继续研究发现, 主要是鸡卵清提取液的作用, 
而且鸡卵清提取液获取方便, 提取过程只要注意无

菌操作, 提取后无需过滤除菌即可用于细胞共培养。

但具体是鸡卵清提取液中的什么成分促细胞增殖目

前还不知道。对此, 我们进行了深入研究, 用超滤管

将鸡卵清提取液分为>3 kDa的蛋白成分和<3 kDa的
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小分子物质, 用于293T细胞增殖活性检测。

1   材料与方法
1.1 材料  

 超滤管(截留量为3 kDa)购自Millipore公司; 检
测细胞增殖活性的试剂盒(CellTiter 96 Aqueous One 
Solution Cell Proliferation Assay)购自Promega公司; 
Bradford蛋白浓度测定试剂盒、2×上样缓冲液、染

色液、脱色液均购自碧云天公司; 电泳仪购自Bio-
Rad公司; 离心机由上海安亭科学仪器厂生产。

1.2   鸡卵清提取液制备

取一个鸡蛋, 无菌分离卵清和卵黄。卵清按1:1
加裂解液, 充分搅匀, 存放于4 °C。冻融3次后离心, 
取上清, 4 °C保存。裂解液配方: 50 mmol/L NaCl、
5 mmol/L MgCl2、100 mmol/L HEPES(pH8.2)、
1 mmol/L二硫苏糖醇(DTT, dithiothreitol)、0.1 
mmol/L苯甲基磺酰氟(phenylmethanesulfonyl fluo-
ride, PMSF)和2 μg/mL抑肽酶(aprotinin)。由此得

到的提取液为卵清提取液。提取液留取50 μL, 用
Bradford方法测蛋白浓度。标记蛋白浓度和制备时

间, 分装保存于–20 °C。
1.3   鸡卵清提取液各成分分离

鸡卵清提取液用超滤管(截留量为3 kDa)分离

不同组分, 处理量为15 mL, 用超滤管装15 mL鸡卵

清提取液, 离心4 000 r/min、30 min, 离心后, 滤膜

下面滤过的是小于3 kDa的组分, 滤膜上面获得大于

3 kDa的组分。

1.4   细胞增殖活性检测

每块板分6组, 每组分别加10孔, 每孔各加50 uL
培养基、PBS、HBSS、鸡卵清提取液、大于3 kDa和
小于3 kDa的成分。将293T细胞浓度调为1×105/mL, 
96孔板四周加100 μL PBS防蒸发, 中间每孔50 μL细
胞, 每孔5×103细胞, 加入提取液50 μL, 则提取液的

终浓度为50%、40%、30%、25%、20%、10%、5%, 
每种提取液做10个复孔, 在37 °C培养箱中培养3 d
后, 用Promega检测细胞增殖活性的试剂盒(CellTiter 
96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay)每
孔加20 μL, 37 °C放置3 h, 在490 nm波长处比色。

1.5   统计方法

数据以均值±标准差表示, 用SPSS 17.0软件分

析, 不同处理组间对比用One-way ANOVA, P<0.05
表示差异有统计学意义。

1: 蛋白分子量标准; 2: 鸡卵清提取液; 3: 鸡卵清中大于3 kDa的成分; 
4: 鸡卵清中小于3 kDa的成分。

1: marker; 2: chicken ovalbumin extract; 3: more than 3 kDa component 
in chicken ovalbumin extract; 4: less than 3 kDa component in chicken 
ovalbumin extract.

图1  鸡卵清提取液各成分的电泳图

Fig.1  SDS-PAGE results of different components in chicken 
ovalbumin extract 
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2   结果
2.1   鸡卵清提取液各成分SDS-PAGE结果

用Bradford法测蛋白浓度, 结果如下: 
鸡卵清: 24 mg/mL;
大于3 kDa: 31 mg/mL;
小于3 kDa: 0.14 mg/mL。
鸡卵清和大于3 kDa的成分预先稀释100倍, 然

后3种成分各取样50 μL加50 μL 2×上样缓冲液, 上样

10 μL, 电泳到胶的底部后染色3 h, 脱色过夜, 拍照观

察结果。

鸡卵清提取液用超滤管分离>3 kDa和<3 kDa
的成分后, 电泳结果表明, 鸡卵清主要有3个条带, 
80 kDa、45 kDa和12 kDa(图1)。

SDS-PAGE电泳结果表明, 小于3 kDa的成分, 
蛋白含量很低; 大于3 kDa的成分, 蛋白浓度大于鸡

卵清。

2.2   不同终浓度的鸡卵清提取液各成分促增殖作

用不同

从图2A中可看出, 50%终浓度的鸡卵清提取液

中, <3 kDa的成分促细胞增殖的作用与培养基相当

(P=0.973), 比PBS、HBSS、鸡卵清和>3 kDa的成分

的作用都强(P<0.01)。
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不同终浓度鸡卵清提取液各成分与293T细胞共培养3天的结果(n=10)如下: A: 50%终浓度(P>0.05, 与培养基比较, ##P<0.01, 与其他各组比较); 
B: 40%终浓度(*P<0.05, 与培养基比较, ##P<0.01, 与其他各组比较); C: 30%终浓度(*P<0.05, 与培养基比较, ##P<0.01, 与其他各组比较); D: 
25%终浓度(P>0.05, 与培养基比较, ##P<0.01, 与其他各组比较); E: 20%终浓度(P>0.05, 与培养基和PBS比较, #P<0.05, 与其他各组比较); F: 10%
终浓度(P>0.05, 与培养基组比较, #P<0.05, 与其他组比较); G: 5%终浓度(**P<0.01, 与>3 kDa和鸡卵清相比, P>0.05, 与其他各组比较)。
Different component in chicken ovalbumin extract co-cultured with 293T cells for 3 days with different final concentration (n=10): A: 50% final con-
centration (P>0.05 compared with medium,  ##P<0.01 compared with other groups); B: 40% final concentration (*P<0.05 compared with medium, 
##P<0.01 compared with other groups); C: 30% final concentration (*P<0.05 compared with medium, ##P<0.01 compared with other groups); D: 
25% final concentration (P>0.05 compared with medium, ##P<0.01 compared with other groups); E: 20% final concentration (P>0.05 compared with 
medium and PBS, #P<0.05 compared with other groups); F: 10% final concentration (P>0.05 compared with medium, #P<0.05 compared with other 
groups); G: 5% final concentration (**P<0.01 compared with >3 kDa and chicken ovalbumin extract, P>0.05 compared with other groups).

图2    不同终浓度的鸡卵清提取液各成分促293T细胞增殖作用不同

Fig.2    Different component in chicken ovalbumin extract at different final concentration have different 
promote 293T cell proliferation roles

D
49

0

2.0
1.8
1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

1.8
1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

##

*##

**

(A) (B)

(C) (D)

(E) (F)

(G)

Medium PBS HBSS Ovalbumin  >3 kDa <3 kDa Medium PBS HBSS  Ovalbumin   >3 kDa  <3 kDa

Medium PBS HBSS  Ovalbumin  >3 kDa <3 kDaMedium PBS HBSS  Ovalbumin  >3 kDa <3 kDa

Medium PBS HBSS Ovalbumin  >3 kDa <3kDa Medium PBS HBSS Ovalbumin   >3 kDa  <3 kDa

Medium PBS HBSS Ovalbumin   >3kDa <3 kDa

D
49

0
D

49
0

D
49

0
D

49
0

D
49

0

D
49

0

*##
##

# #

从图2B中可看出, 40%终浓度的鸡卵清提取液

中, <3 kDa的成分促细胞增殖的作用仅次于培养基

(P=0.019), 比PBS、HBSS、鸡卵清和>3 kDa的成分

的作用都强(P<0.01)。
从图2C中可看出, 30%终浓度的鸡卵清提取

液中, <3 kDa的成分促细胞增殖的作用强于培养基
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(P<0.05), 比PBS、HBSS、鸡卵清和>3 kDa的成分

的作用都强(P<0.01)。这个结果使我们考虑可将鸡

卵清提取液中<3 kDa的成分做为细胞培养基的添加

剂, 终浓度为30%时可以更好地促细胞增殖。

从图2D中可看出, 用终浓度25%的鸡卵清提取

液中<3 kDa的成分, 有促细胞增殖的作用, 作用与通

常用的培养基相当(P=0.597)。比PBS、HBSS、鸡

卵清和>3 kDa的成分的作用都强(P<0.01)。
从图中2E可看出, 用终浓度20%的鸡卵清提取

液中<3 kDa的成分, 有促细胞增殖的作用, 作用与

通常用的培养基相当(P>0.05)。比HBSS、鸡卵清

和>3 kDa的成分的作用都强(P<0.05)。
从图2F中可看出, 用终浓度10%的鸡卵清提取

液中<3 kDa的成分, 有促细胞增殖的作用, 作用与通

常用的培养基相当(P=0.11)。比PBS、HBSS、鸡卵

清和>3 kDa的成分的作用都强(P<0.05)。
从图2G中可以看出, 鸡卵清提取液中<3 kDa的

成分, 在5%终浓度时与培养基、PBS和HBSS作用

相当(P>0.05), 但比鸡卵清和>3 kDa的成分的作用强

(P<0.01)。

3   讨论
一个鸡蛋中的卵黄就是一个卵细胞, 其中卵黄

物质就是细胞质的主要成分, 它是胚胎发育时的营

养物质。卵黄膜是细胞膜, 卵清、卵带和蛋壳是由

输卵管分泌物形成的, 具有营养和保护的作用。因

此, 我们制备鸡卵清、卵黄、全卵提取液来渗透

293T细胞[14-15], 观察对细胞存活和分化的作用。我

们的研究发现, 鸡卵清提取物含有促进293T细胞存

活和增殖的物质, 与对照相比有明显的差异。我们

假设这些物质是鸡卵中的蛋白或小分子物质。因此, 
我们用截留量为3 kDa的超滤管分离了鸡卵清中大

于3 kDa的蛋白成分和小于3 kDa的小分子物质, 用
于细胞增殖测定。

我们的结果表明, <3 kDa的成分有促细胞增殖

的作用, 而当<3 kDa的成分终浓度为30%时, 对细胞

的促增殖作用比培养基还强, 这个结果使我们考虑

可将鸡卵清提取液中<3 kDa的成分做为细胞培养基

的添加剂, 在终浓度30%时可以更好地促细胞增殖。

我们选择了平衡盐PBS和HBSS, 与鸡卵清全液、大

于3 kDa和小于3 kDa的不同成分及培养基的促增

殖作用进行对比, 在提取液和平衡盐溶液终浓度为

50%、40%、30%、25%、20%、10%、5%时 分 别

进行对比, 结果始终稳定, 小于3 kDa的成分在各种

终浓度时都表现出了较好的促细胞增殖活性。当终

浓度降到5%时, 小于3 kDa的成分与培养基、PBS和
HBSS作用相当(P>0.05), 但比鸡卵清和>3 kDa的成

分的作用强(P<0.01)。进一步说明了小于3 kDa的成

分在终浓度为30%时, 可作为促细胞增殖的添加剂, 
比通常用的培养基促增殖效果更好。

传统的MTT由于步骤繁琐、影响因素较多而

使检测结果不稳定, 因此我们采用了进口的Promega
公司的检测细胞活力的试剂盒(CellTiter 96 Aqueous 
One Solution Cell Proliferation Assay)检测细胞增殖

活性, 每孔加20 μL, 37 °C放置3 h, 490 nm比色。这

个试剂盒简化了操作步骤, 不需要吸掉上清, 溶解沉

淀, 而是共培养后直接比色, 使结果更准确, 更有重

复性。由于96孔板存在边缘效应, 为防止边上的孔

因为蒸发而使结果不准确, 我们排除了边上的孔, 并
加入100 μL PBS防止边缘效应, 为保证结果准确, 每
种提取液每个浓度我们设了10个复孔, 取均值±标准

差, 使结果更具有可比性。

我们的结果表明, 鸡卵清提取液中<3 kDa的成

分其终浓度为30%时, 有强于培养基的促细胞生长作

用, 因此我们可以考虑分离鸡卵清提取液中<3 kDa
的成分做为细胞培养基的添加剂, 有促细胞增殖生

长的作用。
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