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摘要: 【目的】研究虾青素对过氧化氢 (H2O2)诱导小鼠肝脏原代细胞产生氧化应激的影响。【方法】原位二步灌流法

提取 ICR小鼠的肝脏原代细胞，用丙二醛 (Malondialdehyde，MDA)作为指标、采用 H2O2 处理建立氧化应激模型。

采用流式细胞仪测定细胞中活性氧 (Reative oxygen species，ROS) 含量及凋亡水平变化，生物化学法测定细胞中

MDA和谷胱甘肽 (Glutathione，GSH)的含量、超氧化物歧化酶 (Superoxide dismutase，SOD)和谷胱甘肽过氧化物

酶 (Glutathione peroxidase，GSH-Px)的活性，用荧光定量 PCR检测抗氧化酶 SOD、GSH-px mRNA的相对表达量，

Western-blot 检测细胞核中 Nrf2 蛋白相对表达量。【结果】使用 5 μg·mL–1 虾青素预保护细胞 3 h，10 μmol·L–1

H2O2 刺激 3 h的情况下氧化应激模型效果最好。虾青素降低了 H2O2 诱导后小鼠肝脏原代细胞的细胞凋亡率以及

ROS、MDA和 GSH含量，提升了 SOD、GSH-px的活性以及 SOD、GSH-px的 mRNA相对表达量，抑制了 Nrf2蛋

白的核转移。【结论】虾青素对 H2O2 诱导产生氧化应激的肝脏原代细胞具有保护作用。
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Effects of astaxanthin on oxidative stress response in
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Abstract: 【Objective】To investigate the effect of astaxanthin on H2O2-induced oxidative stress response in

primary mouse hepatocytes.【Method】Primary mouse hepatocytes were isolated by an in situ two-step

perfusion technique. The model of oxidative stress response in primary mouse hepatocytes was established using

H2O2 treatment and malondialdehyde(MDA) as an indicating index. The content of reative oxygen species

(ROS) and change in apoptosis rate were measured by flow cytometry. The contents of MDA and

glutathione(GSH), and the activities of superoxide dismutase(SOD) and glutathione peroxidase(GSH-px) were

measured by biochemical methods. The relative mRNA expression levels of antioxidant enzymes including SOD

and GSH-px were measured by fluorescence quantitative PCR. The relative expression of Nrf2 protein was

measured by Western-blot.【Result】The model of oxidative stress response performed the best with the

primary mouse hepatocytes pre-protected by 5 μg·mL–1 astaxanthin for 3 h before being exposed to 10

μmol·L–1H2O2 for 3 h. Astaxanthin decreased the apoptosis rate and the contents of ROS, MDA and GSH in

primary mouse hepatocytes induced by H2O2. Astaxanthin increased the activities of SOD and GSH-px as well as the 
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relative mRNA expression levels of SOD and GSH-px, and inhibited the nuclear transfer of Nrf2 protein.

【Conclusion】Astaxanthin has protective effects on H2O2-induced primary mouse hepatocytes with oxidative

stress.

Key words:  primary mouse hepatocyte; astaxanthin; antioxidant enzyme; Nrf2 protein; H2O2

  
肝脏疾病为高发疾病，各种类型的肝脏疾病均

会造成不同程度的肝损伤，肝脏疾病的研究也一直

是科学界的研究热点。实质性细胞是肝脏中数量最

多的功能性细胞，也是多种损伤因素的靶向细胞。

虽然不同类型的肝损伤引起的肝细胞破坏程度往

往不同，但基本都伴随着不同程度的肝细胞死亡[1]。

肝细胞死亡包括细胞凋亡和细胞坏死，研究表明肝

细胞的凋亡在肝损伤中占主导地位，并且所有类型

的肝损伤都会不同程度地伴随着肝细胞凋亡[2]。线

粒体在细胞死亡过程中扮演着重要角色，几乎在所

有死亡的肝细胞中，都存在线粒体功能失调这一特

征。一般情况下，氧化应激是造成肝细胞线粒体功

能失调的重要诱因之一，说明肝损伤通常与氧化应

激有关[3-4]。天然和人工抗氧化剂均可以抵抗肝脏产

生的氧化应激。在本研究中，我们探索利用天然抗

氧化剂虾青素来减轻氧化应激诱导的肝损伤。

虾青素是一种在微藻中普遍存在的酮类类胡

萝卜素，是一种较强的天然抗氧化剂，广泛存在于

自然界中，大多数甲壳类动物、植物的叶、花果等均

含有虾青素[5-7]。Lee 等[8]比较了共轭双键数不同的

叶黄素、玉米黄质、番茄红素、异玉米黄素和虾青素

5种类胡萝卜素及其衍生物在豆油光氧化作用中淬

灭活性氧的作用，发现此作用随共轭双键的增加而

增加并以虾青素的作用最为明显，说明作为抗氧化

剂，虾青素比其他类胡萝卜素有更明显的优势 [9]。

本试验选择虾青素作为氧化应激模型中的保护剂，

通过检测细胞凋亡率、活性氧 (Reative oxygen
species，ROS) 含量、丙二醛 (Malondialdehyde，
MDA) 含量、谷胱甘肽 (Glutathione，GSH) 含量、抗

氧化酶如超氧化物歧化酶 (Superoxide dismutase，
SOD) 活性、谷胱甘肽过氧化物酶 (Glutathione
peroxidase，GSH-px)活性以及抗氧化通路中相应蛋

白的表达等来研究其在 H2O2 诱导小鼠肝脏原代细

胞氧化应激过程中对细胞的保护作用。

1   材料与方法

1.1    材料

1.1.1    小鼠　8~10 周龄的雄性 ICR 小鼠，购自长

春市亿斯实验动物技术有限责任公司，小鼠生活在

合适的温度[(18~22) ℃]和湿度 (50%~60%) 下，允

许自由采水，并在使用前适应至少 1周。

1.1.2    主要试剂　H2O2、胶原酶 IV、虾青素、DMSO、
台盼蓝 (美国 Sigma 公司)，RPMI-1640 培养基、胎

牛血清 (Fetal bovine serum, FBS)、Willam’E培养基

(美国 Gibco公司)，细胞核蛋白提取试剂盒 (上海碧

云天)，MDA、SOD、GSH、GSH-px 检测试剂盒 (南
京建成生物研究所有限公司)，引物 (上海生工生

物)，RIPA 裂解液 (北京 Solarbio)，Nrf2 抗体、β-
actin 抗体 (美国 CST)，HRP 标记的羊抗鼠/兔抗体

(天津三箭)。
1.1.3    主要仪器　高速冷冻离心机 (德国 Sigma)，
The rmo 酶标仪 (上海赛默飞世尔 )，荧光定量

PCR仪、凝胶成像仪 (美国 BIO-RAD)。
1.2    方法

1.2.1    小鼠肝脏原代细胞提取与培养　用原位二

步灌流法提取 ICR小鼠肝脏原代细胞[10]。提取的细

胞用预冷 RPMI-1640培养基冲洗，800 r·min–1 离心

3 次 (3、20、1 min)，台盼蓝染色，瞬时成活率为

90%~95%。用冷 RPMI 1640培养基[含体积分数为

15% 的胎牛血清 (FBS)、青霉素 100 U·mL–1，链霉

素 100 μg·mL–1]接种到细胞培养瓶中，接种浓度

5.5×105 mL–1，置于 CO2 体积分数为 5%、37 ℃ 培养

箱中培养，过夜换 Willam’E 培养基 (含青霉素 100
U·mL–1、链霉素 100 μg·mL–1、体积分数为 15% 的

FBS)，24 h换液 1次，培养 72 h。根据多次试验，在

本试验条件下小鼠肝脏原代细胞能够存活 1 周，且

第 3天细胞状态最佳，可以进行下一步试验。

1.2.2    小鼠肝脏原代细胞氧化应激模型的建立　采

用 H2O2 建立氧化应激模型[11]。MDA是检测氧化应

激一种可靠的、敏感的生物标志物[10, 12]，本试验通过

检测细胞中 MDA 的含量来确定虾青素和 H2O2

的浓度及作用时间。首先将细胞分为 6 组，即空白

组和 H2O2 组 (1、5、10、50和 100 μmol·L–1)，分别刺

激 1、3、6、12 和 24 h 后测定细胞中 MDA 含量，确

定 H2O2 刺激浓度和时间。再分 8 组细胞即 H2O2

组，保护组 (0、5、2.5、1.25、0.625、0.1和 0.05 μg·mL–1

虾青素预保护),每个保护组预保护时长分别采用 1、
3、6、12和 24 h，通过测定细胞中MDA含量进而确

定虾青素的预保护时间和质量浓度。
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1 .2 .3        生理指标的测定　细胞提取与培养同

“1.2.1”。将细胞分为 4 组，分别为空白组、虾青素

组 (最佳质量浓度及最佳时间)、H2O2 组 (最佳浓度

及最佳时间) 和保护组 (最佳质量浓度和刺激时间

的虾青素预保护，最佳浓度和刺激时间的 H2O2 后

刺激 )，之后根据试剂盒说明书检测 4 组细胞中

MDA、GSH 含量以及 SOD、GSH-px 的活性变化。

1个酶活力单位 (U)表示每分钟转化 1 μmol底物的

酶量；用流式细胞仪测定细胞中 ROS含量以及细胞

凋亡率。

1.2.4    抗氧化酶的 mRNA 表达　采用荧光定量

PCR检测虾青素对 H2O2 刺激小鼠肝脏原代细胞产

生氧化应激的抗氧化酶 SOD、GSH-px mRNA 相对

表达量的影响。细胞培养和分组同“1.2.3”。按照

RNA Lyzol说明书提取细胞 RNA，样品在–80 ℃ 保

存，并取部分样品检测 RNA 质量，D260 nm/D280nm

在 1.8~2.0之间，可用于下一步试验。然后按照 cDNA
逆转录试剂盒的步骤将 RNA 转录为 cDNA。荧光

定量 PCR采用 20 μL的反应体系，Master Mix 10 μL、
上下游引物各 1 μL、cDNA模板 4 μL、ddH2O 4 μL，
反应程序为 95 ℃ 预变性 5 min； 95 ℃ 变性 10 s，
58 ℃ 退火 60 s，40 个循环。以 18sRNA 作为内参。

用 2–ΔΔCt[13]法计算抗氧化酶的相对表达量，引物序列

如表 1所示。

1.2.5    细胞核中 Nrf2 蛋白表达　采用 Western-
blot 法检测虾青素对 H2O2 诱导小鼠肝脏原代细胞

氧化应激后细胞核中 Nrf2 蛋白表达的影响。细胞

培养和分组同“1.2.3”。细胞用预冷的 PBS 溶液洗

涤 2 次，根据细胞核蛋白提取试剂盒说明提取细胞

核蛋白，用 BCA法测蛋白质量浓度。取 15 μg核蛋

白进行 SDS-PAGE 电泳，电转印至 PVDF 膜上，用

质量分数为 5% 的脱脂奶粉封闭 1 h，一抗为兔源

Nrf2 抗体 (按体积比 1∶1 000 稀释)，鼠源的 β-
actin 抗体 (按体积比 1∶3 000 稀释)，4 ℃ 孵育过

夜。TBST 洗膜后分别加入相应的二抗：HRP 标记

的山羊抗鼠 I gG   (按体积比 1 ∶2   000 稀释 ) 和
HRP标记的山羊抗兔 IgG(按体积比 1∶3 000稀释)，
37 ℃ 孵育 1 h。TBST洗膜后，ECL 显色，目的条带

用 Image J 进行灰度分析，用目的条带灰度值比上

内参 (β-actin)条带灰度值计算出蛋白相对表达量。

1.3    统计学分析

应用 SPSS19.0 软件进行统计分析，数据均以

“平均值±标准误”形式表示，并采用单因素方差分

析数据，采用 Duncan’s法进行多重比较。

2   结果与分析

2.1    小鼠肝脏细胞氧化应激模型的建立及生理指

标的测定

采用 H2O2 处理建立了小鼠肝脏原代细胞氧化

应激模型，结果表明，在 10 μmol·L–1 H2O2 作用 3 h
的情况下，产生的 MDA 含量显著高于空白组

(P<0.05)(图 1、图 2)，GSH 含量以及 SOD、 GSH-
px 的活性显著低于空白组 (图 2)，表明肝脏原代细

胞产生氧化应激，氧化应激模型成功建立。在本试

验条件下，使用 10 μmol·L–1 H2O2 刺激 3 h 的情况

下氧化应激模型效果最好，其他浓度及时间效果均

不理想。虾青素最佳预保护时长为 3 h，最佳质量浓

 

表 1   荧光定量 PCR 引物序列

Tab. 1    Sequences of fluorescence quantitative PCR
primers

 

基因 引物序列(5′ → 3′)
18sRNA F:CTCACCACGGGAAACCTCAC

R:CGCTCCACCAACTAAGAACG
SOD F:CCACTGCAGGACCTCATTTT

R:CACCTTTGCCCAAGTCATCT
GSH-px F:GGTTCGAGCCCAATTTTACA

R:CCCACCAGGAACTTCTCAAA
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作用时间均为 3 h；柱子上凡是有一个相同小写字母者，表示差异不显著 (P>0.05，Duncan’s法)。

图 1    H2O2 和虾青素作用浓度的确定

Fig. 1    Determination of the concentrations of H2O2 and astaxanthin
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度为 5 μg·mL–1，在该虾青素作用条件下，与 H2O2

组[ρ(虾青素) 为 0]相比极显著降低了 MDA 含量

(P<0.01)，显著提高了 GSH 含量和 SOD、GSH-px
的活性 (图 2)。
2.2    抗氧化酶 SOD、GSH-px 的 mRNA 表达

从 mRNA水平上进一步分析了虾青素对 H2O2

诱导小鼠肝脏原代细胞氧化应激的影响，如图 3 所

示，H2O2 组 SOD，GSH-px的 mRNA的相对表达量

与空白组相比显著降低，而保护组的 mRNA相对表

达量与 H2O2 组相比显著提升。由此看来虾青素能

够通过提升 SOD以及 GSH-px的 mRNA相对表达

量进而抑制小鼠肝脏原代细胞产生氧化应激。

2.3    ROS 含量以及细胞凋亡率

为进一步确定虾青素对小鼠肝脏原代细胞氧

化应激的影响，本研究分析了虾青素对 ROS 以及

细胞凋亡率的影响。如图 4A 所示，H2O2 组细胞

ROS 含量显著高于空白组，保护组显著低于 H2O2

组；如图 4B 所示，H2O2 组细胞凋亡率极显著高于

空白组，保护组显著低于 H2O2 组。

2.4    细胞核中 Nrf2 的蛋白表达

Nrf2 蛋白是参与调节细胞抗氧化功能的核心

信号通路分子，本研究分析了小鼠肝脏原代细胞氧

化应激过程中虾青素对 Nrf2核转移的影响。如图 5
和图 6所示，与空白组相比，H2O2 组显著促进 Nrf2
蛋白的表达，从而使其转移至细胞核诱导细胞产生

氧化应激；与 H2O2 组相比，保护组显著降低了 Nrf2
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柱子上凡是有一个相同小写字母者，表示差异不显著 (P>0.05，Duncan’s法)。

图 2    虾青素对小鼠肝脏原代细胞 MDA、GSH 含量及抗氧化酶活性的影响

Fig. 2    The effects of astaxanthin on the contents of MDA and GSH and the activities of antioxidant enzymes in primary
mouse hepatocytes
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柱子上凡是有一个相同小写字母者，表示差异不显著 (P>0.05，Duncan’s法)。

图 3    虾青素对小鼠肝脏代细胞抗氧化酶 mRNA 表达的影响

Fig. 3    The effects of astaxanthin on mRNA expressions of antioxidant enzymes in primary mouse hepatocytes
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蛋白的核转移，从而降低 H2O2 诱导小鼠肝脏原代

细胞产生的氧化应激。

3   讨论与结论

氧化应激主要通过启动膜脂质过氧化改变生

物膜功能、与生物大分子共价结合及破坏酶的活性

等在细胞因子的共同作用下引起不同程度的肝损

伤。氧化应激在脂肪肝、病毒性肝炎、肝纤维化等肝

病中可产生不容忽视的作用[14]。近年来，寻求天然

抗氧化剂成为新的研究热点。虾青素的抗氧化能力

强，是维他命 E 的 550 倍、β–胡萝卜素的 10 倍[15]，

是天然的强抗氧化剂。小鼠肝脏原代细胞是研究氧

化应激的重要体细胞类型。MDA 的生成是由于细

胞遭受氧化性物质 (如 H2O2 等)刺激产生氧化应激

生成 ROS，ROS 进而与细胞膜上的磷脂、膜受体等

发生过氧化反应而形成的。MDA 是检测氧化应激

一种可靠的、敏感的生物标志物[10, 12]。当机体发生

氧化应激，ROS产生过多，在这种情况下，动物体内

抗氧化防御系统负责清除过多的 ROS，以维持机体

正常水平，所以机体抗氧化酶系统的相应抗氧化酶

的活性也会相应增强，同时 ROS 含量的增多也会

导致细胞凋亡量上升，本试验用 10 μmol·L–1H2O2

刺激小鼠肝脏原代细胞后，GSH 含量以及 SOD 和

GSH-px 的活性显著降低，SOD、GSH-px 的 mRNA
相对表达量明显降低，几乎没有表达，说明细胞已

经处于明显氧化应激状态，用 5 μg·mL–1虾青素处理

后，GSH 含量和抗氧化酶活性显著升高，说明虾青

素对 H2O2 诱导小鼠肝脏原代细胞产生氧化应激具

有保护作用。

Keap1-Nrf2-ARE 是调节细胞抗氧化作用最重

要的信号通路，Nrf2 是该通路的中枢调节者，是调

节抗氧化应激反应的重要核转录因子，是外源性有

毒物质和氧化应激的感受器，可清除自由基，上调

多种抗氧化酶及解毒酶，提高 GSH 及 SOD 等抗氧

化物质的表达水平，维持细胞内氧化还原平衡状

态[16]。正常状态下，Nrf2与胞浆蛋白伴侣分子 Keapl
蛋白在细胞浆内结合，其活性被抑制。当机体处于

氧化应激状态时，Nrf2 与 Keapl 解耦联，Nrf2 转移

至细胞核中，Nrf2 蛋白被激活[17]。有研究表明在溃

疡性结肠炎患者结肠组织中 Nrf2 表达与血清总超

氧化物歧化酶 (T-SOD) 活性呈负相关，与 MDA 含

量呈正相关，所以在一定程度上，Nrf2 的表达水平

可反映疾病的严重程度[16]。本研究中，H2O2 组细胞

核中 Nrf2蛋白的表达量显著高于空白组，说明此时

细胞正处于氧化应激状态，且保护组细胞核中

Nrf2 蛋白显著低于 H2O2 组，表明虾青素能够抑制

H2O2 诱导小鼠肝脏原代细胞产生氧化应激反应。

综上所述，虾青素可以抑制 H2O2 诱导小鼠肝

脏原代细胞产生的氧化应激，此抑制作用是通过抑
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柱子上凡是有一个相同小写字母者，表示差异不显著 (P>0.05，Duncan’s法)。

图 4    虾青素对小鼠肝脏原代细胞 ROS 含量和凋亡率的影响

Fig. 4    The effects of astaxanthin on ROS content and apoptosis rate in primary mouse hepatocytes
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图 5    Nrf2 蛋白表达条带

Fig. 5    Nrf2 protein expression bands
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柱子上凡是有一个相同小写字母者，表示差异不显著 (P>0.05，

Duncan’s法)。

图 6    虾青素对小鼠肝脏原代细胞的细胞核中 Nrf2 蛋白表

达的影响

Fig. 6    The effects  of  astaxanthin on Nrf2 protein
expression in nucleus of primary mouse hepatocytes
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制 Nrf2 蛋白的核转移进而提升细胞中 GSH 含量

和 SOD、GSH-px的活性以及降低MDA的含量来实

现的。
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