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PDRN的工艺改进及其功效研究
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（润辉生物技术<威海>有限公司，山东  威海  264207）

【摘  要】目的 改进和优化PDRN生产工艺，并评估改进工艺后，自制PDRN产品质量和功效。方法 采用

酶解法生产制备PDRN，提高胰蛋白酶酶解鱼精蛋白的温度，缩短酶解时间；延长脱氧核糖核酸酶解时

间，运用改进后的方法生产3批PDRN，对比3批产品的质量稳定性；并对其中一批进行功效研究，建立

体外LPS刺激小鼠巨噬细胞模型以及划痕试验，研究PDRN抗炎和促进伤口愈合的能力，抗炎功效研究

分为空白对照组（DMEM）、阴性对照组（DMEM+LPS）、阳性对照组（DMEM+地塞米松+LPS）

和样品组（DMEM+PDRN+LPS），对比4组对炎症因子（IL-6和TNF-α）的抑制情况；促进伤口

愈合功效研究分为空白对照组（RPMI1640）和样品组（RPMI1640+PDRN），对比2组促成纤维细

胞迁移情况，以此评估其促进伤口愈合能力。结果 酶解法制备的PDRN，三批收率分别为10.23%、

11.61%和11.22%，增色效应为36.01%、32.04%和42.82%；与NC组比较，0.313 mg/ml、0.625 mg/ml

和1.250 mg/ml样品组的IL-6表达量降低（P＜0.05）；0.625 mg/ml和1.250 mg/ml样品组的TNF-α表

达量降低（P＜0.05）。与BC组比较，0.1 mg/ml的PDRN对划痕区域的细胞迁移有一定的促进作用，可减

小划痕面积，而5 mg/ml的PDRN细胞划痕面积无减小趋势。结论 酶解法提高了PDRN产品的收率，且改

进后生产工艺生产的PDRN具有抗炎及促伤口愈合的功效，且作用效果明显。
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【Abstract】Objective  To improve and optimize the PDRN production process, and evaluate the quality and efficacy of PDRN 

products after the improved process. Methods  PDRN was prepared by enzymatic hydrolysis to increase the temperature of 

protamine hydrolysis and shorten the hydrolysis time. Prolonging the deoxyribonucleic acid enzymolysis time, using the improved 

method to produce 3 batches of PDRN, comparing the quality stability of 3 batches of products ; the anti-inflammatory effect of 

PDRN was studied by establishing a mouse macrophage model stimulated by LPS in vitro and scratch test. The anti-inflammatory 

effect of PDRN was divided into blank control group (DMEM), negative control group (DMEM+LPS), positive control group 

(DMEM+dexamethasone+LPS) and sample group (DMEM+PDRN+LPS). The inhibition of inflammatory factors (IL-6 and 

TNF-α) was compared among the four groups. The study of promoting wound healing efficacy was divided into blank control group 

(RPMI1640) and sample group (RPMI1640+PDRN). The migration of fibroblasts in the two groups was compared to evaluate its 

ability to promote wound healing. Results  The yields of three batches of PDRN prepared by enzymatic hydrolysis were 10.23%, 

11.61% and 11.22%, respectively, and the hyperchromic effects were 36.01%, 32.04% and 42.82%, respectively. Compared with 

NC group, the expression of IL-6 in 0.313mg/ml,0.625mg/ml and 1.250 mg/ml sample groups decreased (P<0.05). The expression 
of TNF-α in 0.625 mg/ml and 1.250 mg/ml sample groups decreased (P<0.05). Compared with BC group, 0.1 mg/ml PDRN could 
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promote the migration of cells in the scratch area and reduce the scratch area, while 5 mg/ml PDRN had no decreasing trend. 

Conclusion  Enzymatic hydrolysis improves the yield of PDRN products, and the PDRN produced by the improved production 

process has anti-inflammatory and wound healing effects, and the effect is obvious.

【Key words】Polydeoxyribonudeotide; PDRN; Anti-inflammatory; Wound healing

皮肤衰老是多种因素引起的退行性过程，

与慢性炎症有着密切联系[1 ]。随着年龄的增

长，体内氧化还原平衡能力失调，激活促炎

信号通路，导致促炎介质（如IL-1、IL-6和

TNF-α等）水平不断提高[2]。多聚脱氧核糖核酸

（polydeoxyribonudeotid，PDRN）来自于三文鱼精

子，是分子量在50～1500 KDa的脱氧核糖核酸聚

合物，具有组织修复、抗炎、促血管生长等多种

活性功能[3]。在韩国、日本、欧洲等国家，PDRN

已广泛应用于医药、化妆品、医疗器械等各个领

域中[4]。PDRN由脱氧核糖核酸酶酶解，产生单

脱氧核苷酸或寡脱氧核苷酸，通过激活嘌呤能受

体，来刺激成纤维细胞增殖、迁移、血管生成以

及核酸的合成，从而促进伤口愈合[5-7]。PDRN还

是一种A2A受体激动剂，该受体的刺激可以减少

炎症细胞因子的分泌[8]，有效抑制IL-6和TNF-α

的表达[9]，同时可以降低瘢痕的形成[10]。PDRN的

制备方法有很多，但大多都存在一定的缺陷。现

有制备PDRN技术的提取收率低，在较高温度下

使用酸降解DNA降低分子量的过程中需高温反应

条件以及加碱中和和超声波分解破碎过程中产生

局部高温，易发生美拉德反应，导致产品颜色发

黄，影响产品质量。润辉生物技术<威海>有限公

司对上述制备方法进行了改进，采用了温和的酶

切法制备PDRN，此方法可以去除部分导致过敏反

应的嘌呤碱基，增加产品的安全性，同时可提高

收率，解决高温易降解、产品易泛黄等问题[11]。

本研究主要对PDRN的工艺改进及其功效进行分

析，现报道如下。

1  材料与方法

1.1 主要材料、试剂与仪器材料 PDRN（批号：

RN01-211211），润辉生物技术<威海>有限公

司；地塞米松（批号：WXBD3340V），Sigma；

脂多糖（LPS，批号：820F036），北京索莱

宝科技有限公司；DMEM高糖基础培养基（批

号：WH0021D231），武汉普诺赛生命科技有限

公司；胎牛血清（批号：21090701），浙江天

杭生物科技有限公司；CCK-8细胞毒性及细胞

增殖试剂盒，上海碧云天生物科技有限公司；

Mouse IL-6 ValukineTMELISA（批号：600404），

R&D；Mouse TNF-alpha ValukineTM ELISA（批

号：600409），R&D；小鼠单核巨噬细胞（RAW 

264.7），武汉普诺赛生物科技有限公司；L929

小鼠成纤维细胞，武汉普诺赛生物科技有限公

司；RPMI1640培养基，Gibco；胰蛋白酶（批号：

2022020401），安琪酵母。仪器：搪瓷反应釜（淄

博庆冠化工设备销售有限公司）；紫外可见分光

光度计（上海棱光技术有限公司）；万能粉碎机

（江阴市祥达机械制造有限公司）；生物安全柜

（苏州安泰空气技术有限公司）；多功能酶标仪

（Thermo）；二氧化碳培养箱（Thermo）；台式冷

冻离心机（Sigma）；生物显微镜（上海光学仪器

一厂）；数显恒温水浴锅（常州朗越仪器制造有限

公司）；倒置显微镜（上海光学仪器一厂）。

1.2 PDRN制备工艺 在专利报道的基础上[11]，对

关键步骤进一步优化，以控制PDRN分子量范围和

双链的完整性，保持高生物活性。溶液配制：混

合盐溶液1：0.15 mol/L的NaCl，0.03 mol/L的柠檬酸

钠，0.5%的NaHSO3，pH为8.0；混合盐溶液2：0.15 

mol/L的NaCl，0.03 mol/L的柠檬酸钠，pH为8.0；

混合盐溶液3：0.15 mol/L的NaCl，0.5 mmol/L的

EDTA。

1.2.1鱼精巢预处理 将冷库内冷冻保存的约500 g大

马哈鱼鱼精巢取出，于室温下解冻；再用去离子

水洗涤2次；最后使用粉碎机对鱼精巢进行粉碎处

理，将鱼精巢彻底粉碎成浆糊状。

1.2.2鱼精细胞收集 将1.2.1中得到的浆糊状处理物

按照1∶2（m/v）的比例加入混合盐溶液1中，于

室温搅拌5 h，将上述溶液以6000 rpm的转速离心

15 min，弃上清，再使用混合盐溶液2将沉淀洗涤

5次，离心获得含鱼精细胞的沉淀物。

1.2.3酶解鱼精细胞中的鱼精蛋白 在37 ℃下，将含

鱼精细胞的沉淀物按照1∶25（m/v）的比例加入

混合盐溶液3中搅拌均匀；按照鱼精巢原料质量

与胰蛋白酶质量为250∶1的比例加入至反应体系

中，并在50 ℃下酶解10 h。

1.2.4鱼精巢DNA上清液收集 在步骤1.2.3的反应体
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系中加入鱼精巢原料重量9%的SDS、最终浓度为

1.6 mol/L的NaCl，持续搅拌3～5 h后离心沉淀，收

集上清液。

1.2.5鱼精巢DNA收集 将步骤1.2.4中的洗脱液按照

2.5∶1的体积比加入至预先冷却的无水乙醇中搅

拌，使絮状的DNA析出，并漂浮于溶液上层；将

上述的DNA取出，采用75%乙醇水溶液洗涤、离

心5次，将得到的DNA沉淀粉碎，经冻干处理得到

DNA白色固体。

1.2.6 PDRN获取 将步骤1.2.5中的DNA溶解在37 ℃

的去离子水中，形成10 g/L的溶液；将脱氧核糖

核酸酶加入至反应体系中形成3 mg/L的溶液，并

在37 ℃下反应2 h；加入9%的SDS（w/v）、终浓

度为1.6 mol/L的NaCl溶液，继续搅拌4 h后离心除

沉淀，收集上清液；上清液按照体积比为2∶1的

比例加至预冷的无水乙醇中搅拌0.5 h，将溶液以

6000 rpm的转速离心1 h，弃上清；用75%乙醇水

溶液将沉淀洗涤、离心4次后，将得到的DNA沉淀

粉碎，进行冻干得到白色固体，即为PDRN。

采用上述制备工艺生产PDRN，计算其收

率，并对其性状、蛋白质、细菌内毒素、含量、

收率以及增色效应等进行观察和检验。

1.3 细胞毒性及功效研究试验方法

1.3.1细胞毒性检测方法 按照96孔板布局，在每个

细胞孔中加入100 μl细胞悬液，每孔中的细胞量

为1×104个细胞。于37 ℃、5%的CO2、湿润条件

下培养24 h。根据细胞毒性试验进行试验设计，

设置3个组：空白对照组、溶剂对照组、样品组，

试验设计见表1。小鼠单核巨噬细胞以DMEM培养

基作为受试物溶剂，样品组设置5个样品浓度：

0.078、0.156、0.313、0.625和1.250 mg/ml。每个

浓度设置3个重复孔，干预24 h后，采用CCK-8

法进行检测，孵育时间为2 h，于450 nm检测吸

光值。计算相对细胞活力，相对细胞活力大于

70.00%时，说明样品对细胞无毒性。相对细胞活

表1  细胞毒性试验设计

组别

空白对照组（BC）

溶剂对照组（NC）

样品组

是否有细胞接种

否

是

是

样品名称

/

/

PDRN

表2  抗炎功效评价试验设计

组别

空白对照（BC）

阴性对照（NC）

阳性对照（PC）

样品组1

样品组2

样品组3

样品名称

DMEM

DMEM

地塞米松

PDRN

PDRN

PDRN

浓度

100%

100%

0.1 mg/ml

0.313 mg/ml

0.625 mg/ml

1.250 mg/ml

刺激条件

/

1 μg/ml的LPS

1 μg/ml的LPS

1 μg/ml的LPS

1 μg/ml的LPS

1 μg/ml的LPS

力（As-Ab）/（An-Ab）×100%，其中：As为样品

组吸光值；An为溶剂对照组吸光值；Ab为空白组

吸光值。

1.3.2抗炎功效评价 通过体外建立LPS刺激小鼠巨

噬细胞模型[12，13]，加入样品干预刺激过程，考

察样品是否能抑制炎性因子IL-6和TNF-α的分

泌，从而达到抗炎功效。LPS溶液：称取LPS粉末

5 mg，溶于1 ml培养基中，混匀，0.22 μm滤膜过

滤除菌，得5 mg/ml母液，-20 ℃冰箱保存。临用

前用培养基稀释至1 μg/ml。取处于对数生长期

的Raw264.7细胞，以1×105个/ml密度接种于24孔

板，在37 ℃、5%的CO2条件下培养24 h，加入样

品，每孔1 ml，试验设计见表2。继续培养24 h，

使用Mouse IL-6 Valukine TMELIAS和Mouse TNF-

alpha ValukineTM ELISA试剂盒分别检测细胞中的

IL-6和TNF-α的含量。结果判断：样品组与NC组

相比，样品组的IL-6和TNF-α表达量显著降低，

即可表明样品具有一定抗炎功效。

1.3.3促伤口愈合功效评价 通过划痕试验[14]，考察样

品对L929小鼠成纤维细胞迁移能力的影响，以

评价样品是否具有促伤口愈合的能力。取处于

对数生长期的L929细胞以3×105个/ml接种于

24孔板，在37 ℃、5%的CO2条件下培养24 h，

加入样品，每孔1  m l，试验设计见表3。继

续培养36  h，倒置显微镜下观察细胞迁移情

况并拍照，愈合率用Image J软件进行分析。细

胞迁移率（%）=（1-                      ）×100%。加药后划痕面积

初始划痕面积
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表4  PDRN检验结果

产量（g）

收率（%）

性状

含量（%）

增色效应（%）

细菌内毒素（EU/mg）

蛋白质含量（%）

分子量范围（KDa）

RN01-211211

51

10.23

白色粉末

94.03

36.01

2.5

0.40

150～250

RN01-211230

58

11.61

白色粉末

93.14

32.04

2

0.56

100～130

RN01-220225

56

11.22

白色粉末

94.59

42.82

3

0.78

200～300

         检测项目
                  检验结果

2 . 2  细胞毒性试验结果 以PDRN的浓度为横

坐标，相对细胞活力值为纵坐标，绘制相对

细胞活力曲线，结果显示随着PDRN浓度增

加，相对细胞活力逐渐降低，样品浓度在

1.250  mg /m l时，相对细胞活力为86 .53%，

见图1。

2.3  抗炎功效的评价结果 与NC组比较，0.313 mg/ml、

图1  相对细胞活力曲线
注：*P＜0.05；**P＜0.01

图2  不同处理对IL-6含量的影响

表3  促伤口愈合功效试验设计

组别

空白对照（BC）

样品组1

样品组2

样品名称

RPMI1640

PDRN

PDRN

浓度

100%

0.1 mg/ml

5 mg/ml

1 .4  统计学方法 本研究数据采用originPro8.0

软件进行分析，计算每个处理组的平均值

（Mean）、标准差（SD）和变异系数（CV），

使用单向方差分析（ANOVA）进行统计学检

验，方差齐性使用Levene检验，多重比较使用

Fisher LSD检验。P＜0.05表示差异有统计学意

义，P＜0.01表示统计学意义显著。

2  结果

2.1 自制PDRN检验结果 自制PDRN三批收率均

大于10.00%，增色效应大于30.00%，分子量在

100～300 KDa范围内，检验结果见表4。

0.625 mg/ml和1.250 mg/ml样品组的IL-6表达量

降低（P＜0.05），且在试验设计的三个样品浓度

下，样品的浓度与IL-6表达量呈剂量依赖型关系，

见图2。与NC组比较，0.625 mg/ml和1.250 mg/ml样品

组的TNF-α表达量降低（P＜0.05），且在试验设

计的3个样品浓度下，样品的浓度与TNF-α表

达量呈剂量依赖型关系，见图3。
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3  讨论

目前，PDRN在国外广泛应用于各领域，对

PDRN的质量要求也越来越高[15-18]。润辉生物技

术<威海>有限公司依托于天然海洋生物资源，对

PDRN工艺进行研究、改进，以提高PDRN的产

品质量为目的，提高产品收率、降低经济成本。

PDRN具有多种活性功能，其抗炎、舒缓、促修

复功能尤为强大，国内化妆品市场尚未全面开放

应用，本研究旨在为其开发利用提供依据。

本研究对三批自制PDRN进行了考察检

验，结果显示酶解法制备的PDRN，三批收率

注：*P＜0.05；**P＜0.01

图3  不同处理对TNF-α含量的影响

2.4 促伤口愈合功效的评价结果 与BC组比较，

0.1 mg/ml的PDRN对划痕区域的细胞迁移有一

定的促进作用，可减小划痕面积；5 mg/ml的

PDRN细胞划痕面积无减小趋势，见表5、图4。

图4  不同试验分组的检测结果

空白对照-T0   空白对照-T36h 5 mg/ml PDRN-T0

0.1 mg/ml PDRN-T0 5 mg/ml PDRN-T36h 0.1 mg/ml PDRN-T36h

表5  划痕面积和细胞迁移率结果

组别

空白对照

0.1 mg/ml样品组

5 mg/ml样品组

T0划痕面积

（像素）

699780

656891

678001

T36h划痕面积

（像素）

602378

456781

579782

细胞迁移率

（%）

13.92

30.46

14.49

分别为10.23%、11.61%和11.22%，增色效应

为36.01%、32.04%和42.82%，提示其收率大

幅度提高，增色效应符合要求，与经典分子量

（50～1500 KDa）[19]相比，自制PDRN的分子量

范围稳定的控制在100～300 KDa，并且解决了高

温易泛黄的问题，保证质量的同时还提高了产

品的安全性。细胞毒性试验结果显示，与NC

组比较，0.625 mg/ml和1.250 mg/ml样品组的

TNF-α表达量降低（P＜0.05），提示PDRN

在0.078～1.250 mg/ml的浓度范围内，相对细胞

活力为86.53～108.90%，大于70.00%，因此
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上述浓度范围内未表现出细胞毒性。抗炎功效

评价结果显示，与NC组比较，0.313 mg/ml、

0 .625  mg /m l和1.250  mg/ml样品组的IL-6表

达量降低（P＜0.05），提示0.313  mg /m l、

0.625 mg/ml和1.250 mg/ml的PDRN可以有效抑

制炎症因子IL-6的表达量，并且0.625 mg/ml和

1.250 mg/ml的PDRN可以有效抑制TNF-α的表

达量。促伤口愈合功效评价结果表明，0.1 mg/ml

的PDRN具有明显的促成纤维细胞迁移的能力，而

5 mg/ml的PDRN具有明显抑制成纤维细胞迁移的能

力，因此在较低浓度时，PDRN表现出促进伤口愈

合的能力。

综上所述，改进后生产工艺生产的PDRN具

有抗炎及促伤口愈合的功效，且作用效果明显。
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