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紫苏多糖体外抗氧化活性及对肝细胞

氧化损伤的保护作用

王士博，孔令雪，刘金娟

（江苏师范大学 生命科学学院，江苏 徐州 ２２１１１６）

摘要：旨在为紫苏饼粕的高值化利用提供参考，以采用水提醇沉法从紫苏粕中提取的紫苏多糖

（ＰＭＰ）为原料，检测其对羟自由基（·ＯＨ）、超氧阴离子自由基（Ｏ－２·）、１，１－二苯基－２－三硝基
苯肼自由基（ＤＰＰＨ·）和亚硝酸盐（ＮＯ－２）的清除能力，考察其体外抗氧化活性；同时，使用Ｈ２Ｏ２建
立ＬＯ２细胞氧化损伤模型，在细胞水平上探讨ＰＭＰ的抗氧化能力，并进一步研究ＰＭＰ对ＬＯ２肝细
胞氧化应激损伤的保护作用机制。结果表明：ＰＭＰ对·ＯＨ、Ｏ－２·、ＤＰＰＨ·、ＮＯ

－
２ 均具有一定的清

除能力，其ＥＣ５０分别为９６４．５９、６３７６．８４、３３３．５５、２７５．２４μｇ／ｍＬ；ＬＯ２细胞氧化损伤模型的构建条
件为Ｈ２Ｏ２浓度８００μｍｏｌ／Ｌ处理时间２４ｈ；ＰＭＰ可显著提高 Ｈ２Ｏ２诱导损伤的 ＬＯ２细胞活力，当
ＰＭＰ质量浓度为１０００μｇ／ｍＬ时，细胞活力可提高到９２．４６％；在保护 ＬＯ２细胞氧化损伤机制方
面，ＰＭＰ显著降低Ｈ２Ｏ２诱导的细胞内活性氧（ＲＯＳ）生成水平，提升线粒体膜电位，提高细胞内谷胱
甘肽（ＧＳＨ）含量以及超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和过氧化氢酶（ＣＡＴ）的活性，减少丙二醛（ＭＤＡ）的含
量，并通过显著上调凋亡蛋白 Ｂｃｌ－２的表达和下调 Ｂａｘ的表达改善氧化应激损伤引起的细胞凋
亡，提高细胞的增殖活性。综上，ＰＭＰ表现出一定的自由基清除活性以及对 Ｈ２Ｏ２氧化损伤的 ＬＯ２
细胞的保护作用。
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　　氧化应激是指机体内氧化 －抗氧化能力系统
失去平衡，导致体内过多的活性氧（ＲＯＳ）积累，体
内的大分子物质（蛋白质、脂质和核酸等）受到损

伤，最终引起疾病的发生［１］。ＲＯＳ过量积累是酒
精性肝损伤、药物性肝损伤等多种肝脏疾病发生

的特征之一［２］。某些肝毒性药物主要是产生过量

的 ＲＯＳ，抑制线粒体内过氧化氢酶（ＣＡＴ）和超氧
化物歧化酶（ＳＯＤ）活性，从而引起线粒体损伤，进
而促发细胞凋亡与炎症，最终导致肝损伤［３］。在

酒精性肝病中，酗酒引起的过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）和超

氧阴离子（Ｏ－２）的过量产生会导致线粒体氧化应
激，导致细胞膜发生氧化，增加膜的通透性，诱导

细胞凋亡［４］。在非酒精性脂肪肝中，局部炎症引

起 ＲＯＳ爆发，导致脂质过氧化、细胞因子释放，导
致线粒损伤和细胞凋亡［５］。因此，筛选能有效调

控氧化应激引起肝细胞损伤的抗氧化剂，是预防

和辅助治疗肝脏疾病的有效手段之一。研究表

明，植物多糖具有抗氧化活性，可调节机体内自由

基水平，同时也可增强机体免疫力，有助于维持机

体的氧化动态平衡［５］。由于植物多糖毒副作用

小，其抗氧化活性日益受到关注。

紫苏 〔Ｐｅｒｉｌｌａｆｒｕｔｅｓｃｅｎｓ（Ｌ．）Ｂｒｉｔｔ．〕为唇形科
紫苏属，一年生草本植物，在我国有大量分布。我国

关于紫苏的记载最早始于公元前３００年，现在紫苏
和紫苏籽均在国家卫生健康委员会公布的“药食同

源”名单中［６］。紫苏籽是紫苏的干燥成熟果实，富

含油脂，还含有黄酮、多酚等多种活性成分，具有多

种潜在的保健和药理作用［７］。目前，国内外关于紫

苏籽的利用主要是提取油脂。紫苏饼粕是紫苏籽制

油后的副产物，大部分直接作为饲料，或直接丢弃，

不仅造成资源浪费，而且污染环境。紫苏饼粕中含

有多糖、黄酮、多酚等活性物质［８］。目前，对紫苏饼

粕中多糖的研究主要集中于其提取工艺，而对其功

能方面，特别是抗氧化护肝的研究报道较少。

本研究测定了紫苏多糖（ＰＭＰ）对羟自由基
（·ＯＨ）、超氧阴离子自由基（Ｏ－２·）、亚硝酸盐

（ＮＯ－２）、１，１－二苯基 －２－三硝基苯肼自由基
（ＤＰＰＨ·）的清除作用，并且建立 Ｈ２Ｏ２诱导 ＬＯ２细
胞氧化损伤模型，探讨 ＰＭＰ对肝细胞的保护作用，
并且进一步研究其作用机制，以期为紫苏饼粕的高

值化利用提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　原料与试剂

紫苏多糖（多糖含量大于９５％），采用水提醇沉
法［９］从紫苏粕中提取；ＬＯ２细胞，中国科学院上海
生命科学院；胎牛血清、ＤＭＥＭ完全培养基，美国
Ｇｉｂｃｏ公司；ＲＯＳ检测试剂盒、ＪＣ－１检测试剂盒、
ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒，上海碧云天
生物技术有限公司；ＳＯＤ、ＣＡＴ、谷胱甘肽（ＧＳＨ）、乳酸
脱氢酶（ＬＤＨ）、丙二醛（ＭＤＡ）检测试剂盒，南京建成
生物工程研究所；Ｂ细胞淋巴瘤／白血病 －２（Ｂｃｌ－
２）、Ｂｃｌ－２相关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）、聚腺苷二磷酸核糖聚
合酶（ＰＡＲＰ）、甘油醛 －３－磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）抗
体，美国Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司；其余试剂均为国产分析纯。
１．１．２　仪器与设备

ＢＳ１１０Ｓ型电子天平，超纯水机，５４１８型离心
机，ＨＨ型电热恒温水槽，ＩＢＥ２０００显微镜，ＤＭ５０００
正置荧光显微镜，ＣＯ２细胞培养箱，微孔板检测仪，
电泳仪及转膜仪。

１．２　实验方法
１．２．１　ＰＭＰ体外抗氧化活性研究

·ＯＨ清除率，采用邻二氮菲 －Ｆｅ２＋氧化法［１０］

测定；Ｏ－２·清除率，采用邻苯三酚自氧化法
［１０］测

定；ＤＰＰＨ·清除率，参考陈子涵等［１１］的方法测定；

ＮＯ－２ 清除率，采用盐酸萘乙二胺法
［１１］测定。
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１．２．２　ＰＭＰ抗ＬＯ２肝细胞氧化应激损伤能力研究
１．２．２．１　细胞培养

将ＬＯ２细胞培养于 ＤＭＥＭ完全培养基中，于
３７℃、５％（体积分数，下同）ＣＯ２恒温培养箱中培
养。当细胞长至７０％ ～８０％时，进行传代，取对数
期细胞进行以下实验。

１．２．２．２　ＰＭＰ安全剂量的筛选
取对数期ＬＯ２细胞接种于含有 ＤＭＥＭ完全培

养基的９６孔板中，每孔接种量为２×１０５个／ｍＬ，培
养２４ｈ，待ＬＯ２细胞贴壁后，弃去培养基，加入含不
同质量浓度 ＰＭＰ的 ＤＭＥＭ完全培养基，继续培养
２４ｈ，采用Ａｌａｍａｒｂｌｕｅ法［１１］测定 ＬＯ２细胞活力，以
细胞活力不小于９５％确定ＰＭＰ的安全使用剂量。
１．２．２．３　Ｈ２Ｏ２诱导ＬＯ２细胞氧化损伤模型的建立

将对数期ＬＯ２细胞接种于含有 ＤＭＥＭ完全培
养基的９６孔板中，每孔接种量为２×１０５个／ｍＬ，于
３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ，弃去培养基，加
入含不同浓度 Ｈ２Ｏ２的 ＤＭＥＭ完全培养基，分别处

理一定时间，采用 Ａｌａｍａｒｂｌｕｅ法［１１］测定 ＬＯ２细胞
活力，确定建模刚需的Ｈ２Ｏ２浓度和处理时间。
１．２．２．４　ＰＭＰ对 Ｈ２Ｏ２氧化损伤 ＬＯ２细胞活力的
影响

将对数期ＬＯ２细胞接种于含有 ＤＭＥＭ完全培
养基的９６孔板中，每孔接种量为２×１０５个／ｍＬ，于
３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养１２ｈ，待细胞贴壁后，
分为对照组、模型组、ＰＭＰ处理组（２００、４００、８００、
１０００μｇ／ｍＬ）。其中ＰＭＰ处理组弃去培养基后，用
含有不同质量浓度 ＰＭＰ的 ＤＭＥＭ完全培养基干预
２ｈ，弃去ＰＭＰ处理组与模型组中的培养基，加入含
建模所需浓度Ｈ２Ｏ２的 ＤＭＥＭ完全培养基处理一定
时间（１．２．２．３建模确定的处理时间）。然后，采用
Ａｌａｍａｒｂｌｕｅ法［１１］测定各组 ＬＯ２细胞活力，同时利
用倒置显微镜观察各组的细胞形态。

１．２．２．５　ＰＭＰ对 Ｈ２Ｏ２诱导 ＬＯ２细胞内 ＲＯＳ产生
的影响

采用ＤＣＦＨ－ＤＡ荧光探针检测细胞内 ＲＯＳ的
水平［１２］。按照１．２．２．４中的方法处理细胞，胰酶消
化后收集细胞，每孔加入终浓度为 ５μｍｏｌ／Ｌ的
ＤＣＦＨ－ＤＡ荧光探针，于３７℃下避光反应２０ｍｉｎ，
离心去上清，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤细胞２次后，
ＰＢＳ重悬，在荧光显微镜下观察细胞的荧光强度。
１．２．２．６　ＰＭＰ对 Ｈ２Ｏ２诱导 ＬＯ２细胞内线粒体膜
电位变化的影响

按照１．２．２．４中的方法处理细胞后获得细胞悬

液，按照ＪＣ－１检测试剂盒说明书处理后于荧光显
微镜下观察ＬＯ２细胞内线粒体红、绿荧光强度变化
情况。

１．２．２．７　ＰＭＰ对 Ｈ２Ｏ２诱导 ＬＯ２细胞培养液内
ＬＤＨ活性的影响

按照１．２．２．４中的方法处理细胞后，取细胞培
养上清液作为样本，利用ＬＤＨ检测试剂盒检测样品
中ＬＤＨ活性。
１．２．２．８　ＰＭＰ对 Ｈ２Ｏ２诱导 ＬＯ２细胞内抗氧化酶
系的影响

按照１．２．２．４中的方法处理细胞，胰酶消化后
收集细胞，加入ＲＩＰＡ细胞裂解液，取上清液作为样
本，采用ＧＳＨ、ＳＯＤ、ＭＤＡ和ＣＡＴ检测试剂盒检测细
胞内ＧＳＨ、ＳＯＤ、ＭＤＡ和ＣＡＴ活性。
１．２．２．９　ＰＭＰ对Ｈ２Ｏ２诱导ＬＯ２细胞凋亡的影响

按照１．２．２．４中的方法处理细胞后，收集细胞，
采用ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒检测细
胞的凋亡情况。

１．２．２．１０　ＰＭＰ对Ｈ２Ｏ２诱导 ＬＯ２细胞内凋亡相关
蛋白表达量的影响

按照１．２．２．４中的方法处理细胞后，收集细胞，
提取细胞总蛋白，运用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ进行相关蛋白表
达量的检测［１３］。

１．２．３　数据处理
每个实验均重复３次，结果以“平均值 ±标准

偏差”表示，采用 ＳＰＳＳ１６．０软件对数据进行分析，
ｐ＜０．０５具有显著性差异。
２　结果与讨论
２．１　ＰＭＰ体外抗氧化活性

·ＯＨ是一种氧化能力很强的自由基，几乎可
以同所有生物大分子发生反应，反应速度快，是造成

组织脂质过氧化、核酸断裂、蛋白质和多糖分解，导

致细胞坏死或突变的一种活性氧自由基，因此·ＯＨ
清除能力可以作为体外抗氧化活性评价的重要指

标。Ｏ－２·清除能力也是体外抗氧化活性评价的重
要指标。ＤＰＰＨ·是一种相对稳定的自由基，也常用
来评价抗氧化剂的抗氧化活性。ＮＯ－２ 会在人体中
合成亚硝胺，对人体产生一定的损伤，还可刺激肿瘤

细胞的生长。测定了 ＰＭＰ对·ＯＨ、Ｏ－２·、ＤＰＰＨ·

和ＮＯ－２ 的清除率，结果如表１所示。
由表１可知，ＰＭＰ质量浓度为６２．５～１０００μｇ／ｍＬ

时，·ＯＨ清除率为８．７８％～４９．７０％，ＰＭＰ对·ＯＨ
的清除能力随着其质量浓度的增加而总体逐渐增强，

具有明显的剂量依赖性，其ＥＣ５０为９６４．５９μｇ／ｍＬ。这
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与朱建飞等［１４］研究发现的 ＰＭＰ对·ＯＨ有一定的 清除作用的研究结果一致。

表１　ＰＭＰ对自由基及亚硝酸盐的清除能力

自由基／
亚硝酸盐

清除率／％

６２．５μｇ／ｍＬ １２５μｇ／ｍＬ ２５０μｇ／ｍＬ ５００μｇ／ｍＬ １０００μｇ／ｍＬ
ＥＣ５０／（μｇ／ｍＬ）

·ＯＨ ８．７８±１．３２ ２２．１７±１．５０ ２２．０３±１．１３ ４０．１８±０．９７ ４９．７０±２．１０ ９６４．５９

Ｏ－２· ３．４０±０．４２ ５．１７±１．２１ １０．３０±１．０３ １１．２６±０．８０ ２１．７６±１．０９ ６３７６．８４

ＤＰＰＨ· １２．４０±０．７３ ３３．６１±２．７１ ４５．７９±２．１３ ５７．１６±３．８２ ７２．９５±４．１９ ３３３．５５

ＮＯ－２ ３２．００±０．４２ ４７．２６±１．２７ ４９．４０±１．２３ ５６．０６±０．９７ ６０．７５±２．１９ ２７５．２４

　注：ＥＣ５０指的是清除率为５０％时所对应的ＰＭＰ质量浓度

　　由表１可知，ＰＭＰ质量浓度为６２．５～１０００μｇ／ｍＬ
时，Ｏ－２·清除率为３．４０％ ～２１．７６％，ＰＭＰ对 Ｏ

－
２·

的清除能力呈现一定的剂量依赖性，另外，其 ＥＣ５０
为６３７６．８４μｇ／ｍＬ，说明 ＰＭＰ对 Ｏ－２·的清除能力
很弱。朱建飞等［１４］研究表明，在低质量浓度范围内

ＰＭＰ的Ｏ－２·清除率随其质量浓度的升高呈现上升
趋势，而超过一定质量浓度后 Ｏ－２·清除率呈下降
趋势，当ＰＭＰ质量浓度达到１ｍｇ／ｍＬ时，反而促进
了自由基的形成，Ｏ－２·清除率呈负值，该结果与本
研究结果有些不同，可能是因为提取方法不同导致

的多糖结构和组成不同所致。

由表１可知，ＰＭＰ质量浓度为６２．５～１０００μｇ／ｍＬ
时，ＤＰＰＨ·清除率为 １２．４０％ ～７２．９５％，ＰＭＰ对
ＤＰＰＨ·的清除能力表现出一定的剂量依赖性，其
ＥＣ５０为３３３．５５μｇ／ｍＬ。

由表１可知，ＰＭＰ质量浓度为６２．５～１０００μｇ／ｍＬ
时，ＮＯ－２ 清除率为３２．００％ ～６０．７５％，ＰＭＰ对 ＮＯ

－
２

的清除能力具有一定的剂量依赖性，其 ＥＣ５０为
２７５２４μｇ／ｍＬ。
２．２　ＰＭＰ抗肝ＬＯ２细胞氧化应激损伤能力
２．２．１　ＰＭＰ对ＬＯ２细胞活力的影响

按１．２．２．２方法考察 ＰＭＰ质量浓度对 ＬＯ２细
胞活力的影响，结果如图１所示。

图１　ＰＭＰ质量浓度对ＬＯ２细胞活力的影响

　　由图１可知，在０～１０００μｇ／ｍＬ质量浓度范围
内，ＰＭＰ对 ＬＯ２细胞活力无显著影响（ｐ＞０．０５），
ＰＭＰ质量浓度为１０００μｇ／ｍＬ时，ＬＯ２细胞活力为
９２．４６％，上述结果说明 ＰＭＰ在此质量浓度范围内

对ＬＯ２细胞无明显毒性作用，后续研究在ＰＭＰ质量
浓度２００～１０００μｇ／ｍＬ范围内进行。
２．２．２　Ｈ２Ｏ２诱导ＬＯ２细胞氧化损伤模型的建立

Ｈ２Ｏ２是一种重要的活性氧分子，通常用于建立
体外氧化损伤模型，而细胞活力的降低是成功建立

氧化损伤模型的重要标志之一。按１．２．２．３方法，
在Ｈ２Ｏ２处理２４ｈ的条件下，考察 Ｈ２Ｏ２浓度对 ＬＯ２
细胞活力的影响，结果如图２所示。

　注：表示与对照组（不加 Ｈ２Ｏ２）相比具有显著差异（ｐ＜
００５）；表示与对照组相比具有极显著差异（ｐ＜０．０１）。
图３同

图２　Ｈ２Ｏ２浓度对ＬＯ２细胞活力影响

　　由图２可知，不同浓度Ｈ２Ｏ２处理ＬＯ２细胞２４ｈ
后对细胞的活力均有一定的抑制作用，但与对照组

相比，Ｈ２Ｏ２浓度为６００μｍｏｌ／Ｌ时不具有显著差异，
Ｈ２Ｏ２浓度为８００μｍｏｌ／Ｌ时具有显著差异，Ｈ２Ｏ２浓
度为１０００μｍｏｌ／Ｌ时具有极显著差异。因此，选择
Ｈ２Ｏ２浓度为８００μｍｏｌ／Ｌ进行建模。

按１．２．２．３方法，采用Ｈ２Ｏ２浓度为８００μｍｏｌ／Ｌ，
分别处理１２、２４、３６ｈ，考察Ｈ２Ｏ２处理时间对ＬＯ２细
胞活力的影响，结果如图３所示。

由图３可知，不同处理时间下 ８００μｍｏｌ／Ｌ的
Ｈ２Ｏ２对ＬＯ２细胞的生长均有一定的抑制作用，且细
胞活力随处理时间的延长而降低。赵辉等［１５］报道，

体外氧化损伤细胞模型的细胞活力通常控制在

５０％～７０％。本研究中，当Ｈ２Ｏ２浓度和处理时间分
别为 ８００μｍｏｌ／Ｌ和 ２４ｈ时，ＬＯ２细胞活力达到
（５０８６±３．０６）％。因此，本研究确定ＬＯ２细胞氧化
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损伤模型建立条件为８００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理２４ｈ。

图３　Ｈ２Ｏ２处理时间对ＬＯ２细胞活力的影响

２．２．３　ＰＭＰ对 Ｈ２Ｏ２氧化损伤 ＬＯ２细胞的保护
作用

按照１．２．２．４方法，考察 ＰＭＰ对 Ｈ２Ｏ２氧化损
伤ＬＯ２细胞活力的影响，结果如图４所示。

由图 ４可知，Ｈ２Ｏ２诱导 ＬＯ２细胞活力降至
（４３３４±６．３７）％，经不同质量浓度 ＰＭＰ预处理干
预，ＬＯ２细胞活力均有一定程度的上升，且与 ＰＭＰ
质量浓度呈正向关系，当 ＰＭＰ质量浓度为 １０００

μｇ／ｍＬ时，细胞活力可极显著提高到９２．４６％。结
果说明ＰＭＰ对Ｈ２Ｏ２诱导ＬＯ２细胞的氧化损伤具有
一定的保护作用。

　注：表示与模型组（ＰＭＰ质量浓度为０）相比具有显著差
异（ｐ＜０．０５）；表示与模型组相比具有极显著差异（ｐ＜
００１）。下同

图４　 ＰＭＰ质量浓度对Ｈ２Ｏ２氧化损伤
ＬＯ２细胞活力的影响

　　通过光学显微镜观察 ＬＯ２细胞形态，结果如图
５所示。

图５　ＰＭＰ质量浓度对Ｈ２Ｏ２氧化损伤ＬＯ２细胞形态的影响（４００×）

　　由图５可知：对照组中 ＬＯ２细胞生长状态良
好，大部分细胞贴壁生长，细胞间衔接紧密；模型组

（Ｈ２Ｏ２氧化损伤组）中ＬＯ２细胞生长状态较差，死细
胞明显增多，细胞数量明显减少，贴壁性降低，细胞

出现明显皱缩或膨大；与模型组相比，ＰＭＰ预处理
在一定程度上能够改善 ＬＯ２细胞的生长状态，随着
ＰＭＰ质量浓度的增加，细胞密度显著增加。因此，
ＰＭＰ能有效改善Ｈ２Ｏ２诱导 ＬＯ２细胞氧化损伤的细
胞形态，说明 ＰＭＰ对 Ｈ２Ｏ２诱导 ＬＯ２细胞的氧化损

伤具有一定的保护作用。

２．２．４　ＰＭＰ对 Ｈ２Ｏ２氧化损伤 ＬＯ２细胞内 ＲＯＳ的
改善作用

Ｈ２Ｏ２作为一种强氧化剂，当细胞受到 Ｈ２Ｏ２刺
激时，线粒体内会产生大量的 ＲＯＳ，引发氧化应激，
导致线粒体功能障碍，最终引起细胞凋亡、自噬和坏

死等。按照１．２．２．５方法检测 ＬＯ２细胞内 ＲＯＳ的
水平，结果如图６所示。

图６　ＰＭＰ质量浓度对Ｈ２Ｏ２诱导氧化损伤ＬＯ２细胞内ＲＯＳ水平的影响

　　由图６可知，与对照组相比，模型组中 ＲＯＳ水
平显著增加，说明细胞内氧化应激效果显著，模型构

建成功。与模型组相比，不同质量浓度 ＰＭＰ预处理
后ＬＯ２细胞内ＲＯＳ水平逐渐降低，且呈剂量依赖效
应。结果说明，ＰＭＰ可降低 Ｈ２Ｏ２引起的胞内 ＲＯＳ

水平升高，进而降低 ＲＯＳ引起的氧化损伤。另外，
肝脏是ＲＯＳ攻击的主要器官，并且肝脏细胞对氧化
应激相关的分子敏感性也高［１６］，本研究结果显示

ＰＭＰ对于氧化性肝损伤具有一定的保护作用，提示
ＰＭＰ具有开发为护肝产品的潜力。
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２．２．５　ＰＭＰ对 Ｈ２Ｏ２氧化损伤的 ＬＯ２细胞线粒体
膜电位变化的影响

当过量的ＲＯＳ引起细胞内氧化应激时，线粒体
膜电位降低，线粒体膜的通透性增加，会导致细胞早

期凋亡。按照１．２．２．６方法检测 ＰＭＰ对 Ｈ２Ｏ２氧化
损伤的ＬＯ２细胞线粒体膜电位变化的影响，结果如
图７所示。

图７　ＰＭＰ质量浓度对Ｈ２Ｏ２氧化损伤ＬＯ２
细胞线粒体膜电位的影响

　　由图７可知：与对照组相比，模型组细胞内绿色
荧光强度增强，红色荧光强度减弱，说明细胞处于凋

亡早期，线粒体膜电位下降；与模型组相比，随 ＰＭＰ
质量浓度的升高，ＰＭＰ处理组细胞中绿色荧光强度
逐渐减弱而红色荧光强度增强，说明线粒体膜电位

上升，早期凋亡细胞减少。结果说明，ＰＭＰ能有效
提升Ｈ２Ｏ２引起的 ＬＯ２细胞线粒体膜电位下降，抑
制细胞凋亡。

２．２．６　ＰＭＰ对 Ｈ２Ｏ２氧化损伤 ＬＯ２细胞培养液中
ＬＤＨ活性的影响

ＬＤＨ是一种存在于细胞内的酶，它在细胞受到
损伤时会释放到细胞外。因此，检测细胞培养上清

液中的ＬＤＨ活性变化可以作为评估细胞损伤或死
亡的一种方法。按照 １．２．２．７方法检测 ＰＭＰ对
Ｈ２Ｏ２氧化损伤 ＬＯ２细胞培养液中 ＬＤＨ活性的影
响，结果如图８所示。

图８　ＰＭＰ质量浓度对Ｈ２Ｏ２氧化损伤ＬＯ２细胞
培养液中ＬＤＨ活性的影响

　　由图８可知，与对照组相比，模型组细胞培养液
中ＬＤＨ活性上调，而不同质量浓度的 ＰＭＰ预处理
干预后，细胞培养液中ＬＤＨ活性下降，说明 ＰＭＰ对
Ｈ２Ｏ２诱导ＬＯ２细胞的氧化损伤具有一定的保护作
用。研究表明，氧化应激参与肝损伤的发生和发展，

被认为是急性肝脏疾病的病理生理基础，与肝癌的

发生密切相关［１７］，因此 ＰＭＰ对于肝损伤具有一定
的保护作用。

２．２．７　ＰＭＰ对 Ｈ２Ｏ２氧化损伤 ＬＯ２细胞内 ＳＯＤ、
ＣＡＴ、ＧＳＨ、ＭＤＡ的影响

ＲＯＳ的产生和细胞内的抗氧化酶系和非酶类
抗氧化物的表达有关。按照 １．２．２．８方法，考察
ＰＭＰ对Ｈ２Ｏ２氧化损伤ＬＯ２细胞内ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ、
ＭＤＡ的影响，结果如图９所示。

　　　

　　　
图９　ＰＭＰ质量浓度对Ｈ２Ｏ２氧化损伤ＬＯ２细胞内ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ、ＭＤＡ的影响
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　　由图９可知：与对照组相比，模型组中 ＧＳＨ含
量、ＣＡＴ和ＳＯＤ活性均显著或极显著降低，ＭＤＡ含
量显著升高；与模型组相比，随 ＰＭＰ质量浓度的升
高，ＰＭＰ处理组中ＳＯＤ、ＣＡＴ活性、ＧＳＨ含量逐渐升
高，ＭＤＡ含量逐渐降低。ＣＡＴ和 ＳＯＤ是细胞内抗
氧化酶的重要组成部分，共同防御细胞氧化应激，清

除 ＲＯＳ，阻止脂质过氧化，提高机体的抗氧化能
力［１８］。ＧＳＨ是细胞内的非酶类抗氧化物，通过清除
自由基等发挥抗氧化功能，同时ＧＳＨ的含量可直接
反映机体对外界氧化应激损伤的调控能力［１６］。

ＭＤＡ是脂质氧化的终产物，其含量可反映细胞膜脂
质过氧化的程度。本研究表明，ＰＭＰ能显著提高
Ｈ２Ｏ２氧化损伤ＬＯ２细胞内ＳＯＤ和ＣＡＴ的活力以及
ＧＳＨ水平，有效清除胞内产生的 ＲＯＳ，阻止脂质的
过氧化，从而显著降低ＭＤＡ水平，达到保护 ＬＯ２肝
细胞免受Ｈ２Ｏ２损伤的作用。该结果与 ＰＭＰ能缓解
Ｈ２Ｏ２所引起的细胞活力降低和 ＲＯＳ水平增加的结
果相呼应。研究表明，植物多糖可通过调节细胞外

激酶途径上调抗氧化酶活性，进而防止氧化应激引

起的细胞损伤［１９－２０］，本研究结果验证了这一结论。

２．２．８　ＰＭＰ对Ｈ２Ｏ２诱导ＬＯ２细胞凋亡的影响
细胞受到外界的刺激可能会破坏体内氧化应激

的平衡状态，导致细胞内 ＲＯＳ水平增加，对 ＬＯ２细
胞造成氧化损伤，进而导致细胞凋亡。按照１．２．２．９
方法，考察 ＰＭＰ对 Ｈ２Ｏ２氧化损伤 ＬＯ２细胞凋亡的
影响，结果如图１０所示。

图１０　ＰＭＰ质量浓度对Ｈ２Ｏ２诱导氧化损伤的
ＬＯ２细胞凋亡的影响

　　由图 １０可知：与对照组相比〔细胞凋亡率
（６５８±１．２５）％〕，模型组 ＬＯ２细胞凋亡率显著增
加〔细胞凋亡率（２２．３４±３．４１）％〕；与模型组相比，
不同质量浓度的ＰＭＰ预处理干预后，细胞凋亡率逐
渐降低，ＰＭＰ质量浓度为１０００μｇ／ｍＬ时，细胞凋亡
率为（８．５３±１．５９）％。结果表明，ＰＭＰ能有效抑制
Ｈ２Ｏ２诱导的ＬＯ２细胞凋亡进而缓解细胞的氧化损
伤，该结果与前面的结果相呼应。研究表明，香菇多

糖通过调控氧化应激和凋亡对非酒精性脂肪肝起到

保护作用［２１］，当归多糖通过抑制氧化应激和肝细胞

凋亡对布洛芬引起的肝损伤起到保护作用［２２］，说明

一些植物多糖可以抑制细胞凋亡，从而对肝损伤起

到保护作用，与本研究结果一致。

２．２．９　ＰＭＰ对 Ｈ２Ｏ２诱导 ＬＯ２细胞内凋亡相关蛋
白表达的影响

研究表明，Ｈ２Ｏ２可以激活线粒体介导的凋亡途
径，导致氧化损伤，激活Ｂｃｌ－２家族，引起细胞的凋
亡［２３］。为探究ＰＭＰ对 Ｈ２Ｏ２诱导 ＬＯ２细胞损伤的
保护机制，按照１．２．２．１０方法，检测细胞凋亡相关
蛋白的表达，结果如图１１所示。

图１１　ＰＭＰ质量浓度对Ｈ２Ｏ２诱导氧化损伤ＬＯ２
细胞凋亡相关蛋白表达的影响

　　由图１１可知：与对照组相比，模型组Ｂｃｌ－２与
Ｂａｘ含量的比值显著下调（ｐ＜０．０５）；与模型组相
比，ＰＭＰ处理组均能显著上调Ｂｃｌ－２与Ｂａｘ含量的
比值（ｐ＜０．０５）。Ｈ２Ｏ２激活线粒体凋亡通路，导致
ＬＯ２细胞存活率降低，而 ＰＭＰ可显著抑制 Ｈ２Ｏ２诱
导ＬＯ２细胞内凋亡相关蛋白表达，因而ＰＭＰ可通过
协助细胞抵御氧化应激对线粒体和ＤＮＡ的损伤，降
低细胞氧化损伤和提高机体抗氧化应激的调控

能力。

３　结　论
ＰＭＰ对·ＯＨ、Ｏ－２·、ＮＯ

－
２、ＤＰＰＨ·均具有一定

的清除能力，其 ＥＣ５０分别为 ９６４．５９、６３７６．８４、
２７５２４、３３３．５５μｇ／ｍＬ。另外，以 ＬＯ２细胞建立氧
化应激模型，全面分析了 ＰＭＰ对 Ｈ２Ｏ２诱导氧化
ＬＯ２细胞损伤保护作用，结果表明，ＰＭＰ通过调控
线粒体介导的凋亡信号通路保护 ＬＯ２细胞免受
Ｈ２Ｏ２引起的氧化损伤，达到保护肝损伤的作用。本
研究关于ＰＭＰ的抗氧化活性检测仅处在体外和细
胞实验阶段，后期可对动物体内实验进一步研究。
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