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一种复合主食对 HepG2细胞氧化损伤的保护作用
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摘要：［目的］探究一种复合主食（compound staple food，CSF）对 H2O2 诱导人体肝癌细胞（HepG2）的氧化损伤的保护作

用及机制。［方法］通过 DPPH 自由基和 ABTS 自由基清除试验评估 CSF 的体外抗氧化能力。采用 H2O2 诱导 HepG2 细

胞建立氧化应激模型，利用 CCK-8 法测定其对细胞存活率的影响；通过检测活性氧（ROS）、线粒体膜电位（JC-1）、丙二

醛（MDA）和超氧化物歧化酶（SOD）含量，评估 CSF 对细胞氧化应激的影响，采用细胞流式检测 CSF 对细胞凋亡的影

响，通过 Western Blot 分析氧化损伤相关蛋白（Nrf2、HO-1、NQO-1、Bax、Bcl2）的表达变化。［结果］CSF 能够有效清除

DPPH 自由基和 ABTS 自由基。与模型组相比，治疗组提高了 H2O2 诱导的 HepG2 细胞存活率，降低了 ROS 水平，减缓

了线粒体膜电位下降，增加了 SOD 活性，降低了 MDA 含量，并减轻了 Nrf2 核易位。CSF 处理可减少细胞凋亡率，与模

型组相比细胞凋亡率减少了 8%。Western Blot 结果表明，CSF 可上调 Nrf2、HO-1 和 NQO-1 的表达，增加 Bcl2 水平，并

下调 Bax 表达。［结论］CSF 通过激活 Nrf2/HO-1 通路、调节 Bcl2/Bax 通路改善 H2O2导致的 HepG2 细胞氧化损伤。
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Abstract: ［［Objective］］ To explore the protective effect and mechanism of a compound staple food (CSF) against H2O2-induced oxidative 

damage in human hepatocellular carcinoma cells (HepG2). ［［Methods］］ The in vitro antioxidant capacity of CSF was evaluated using DPPH 

and ABTS radical scavenging assays. An oxidative stress model was established by inducing HepG2 cells with H2O2, and the effect of CSF 

on cell viability was measured by the CCK-8 assay. The impact of CSF on cellular oxidative stress was assessed by measuring reactive 

oxygen species (ROS), mitochondrial membrane potential (JC-1), malondialdehyde (MDA), and superoxide dismutase (SOD) levels. The 

effect of CSF on apoptosis was detected by flow cytometry. Expression changes of oxidative damage-related proteins (Nrf2, HO-1, NQO-1, 

Bax, and Bcl-2) were analyzed by Western blot. ［［Results］］ CSF effectively scavenged DPPH and ABTS radicals. Compared with the model 

group, CSF treatment increased the viability of H2O2-induced HepG2 cells, reduced ROS levels, slowed the decline of mitochondrial 

membrane potential, increased SOD activity, decreased MDA content, and alleviated Nrf2 nuclear translocation. CSF treatment reduced the 

apoptosis rate by 8% compared with the model group. Western blot results showed that CSF upregulated the expression of Nrf2, HO-1, and 

NQO-1, increased Bcl-2 levels, and downregulated Bax expression. ［［Conclusion］］ CSF improves H2O2-induced oxidative damage in HepG2 
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cells by activating the Nrf2/HO-1 pathway and regulating the Bcl-2/Bax pathway.
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据国际糖尿病联盟（IDF）统计，近年来糖尿病的患病

率呈持续上升趋势，且发病年龄逐渐年轻化［1］。在糖尿病

的发病过程中，肝脏的正常功能受到严重影响，其中肝脏

氧化应激和肝脏细胞凋亡起了关键作用。长期高血糖状

态会使肝脏内活性氧（ROS）生成过多，导致氧化应激［2］。

过多的 ROS 攻击肝脏细胞的生物膜、蛋白质和核酸等生

物大分子，破坏细胞的正常结构和功能［3］。同时，氧化应

激还会激活一系列细胞内信号通路，诱导细胞凋亡［4］。肝

脏细胞凋亡会减少具有正常糖代谢功能的肝细胞数量，

进一步损害肝脏的糖代谢调节能力，从而加剧糖尿病的

病情发展［5］。

核因子红细胞 2 相关因子 Nrf2/HO-1 通路是重要的抗

氧化信号通路，在应激状态下从 Keap1 结合的聚合物中释

放出来转移到细胞核中，通过结合 HO-1 等基因的启动子

序列而使其转录，最终激活细胞的抗氧化程序［6］。Bcl-2是

一种抗凋亡蛋白，它能够通过抑制线粒体释放细胞色素 C

等凋亡因子，从而阻止细胞凋亡［7］；与之相反，Bax 是一种

促凋亡蛋白，当细胞受到凋亡刺激时 Bax会发生构象改变，

从细胞质转移到线粒体膜上进而激活一系列下游的凋亡

信号通路，最终导致细胞凋亡［8］；Bcl-2 和 Bax 是 Bcl-2 蛋白

家族的两个重要成员，在细胞凋亡中起关键作用［9］。

前 期 临 床 试 验［10］表 明 ，一 种 复 合 主 食（compound 

staple food，CSF）结合间歇性禁食能有效缓解糖尿病 1 年

以上；动物试验［11］结果显示，CSF 结合间歇性能量限制可

增强胰岛功能、调节肠道菌群组成。然而，CSF 是否通过

改善肝脏细胞的氧化损伤而起着改善糖尿病的作用尚不

清楚。试验拟通过研究 CSF 对 H2O2 诱导人体肝癌细胞

（HepG2）的氧化损伤的保护作用及机制，以期为 CSF 改

善糖尿病提供数据支持。

1　材料与方法

1.1　试验材料

人肝癌细胞系（HepG2）：国家中医药管理局亚健康干

预技术实验室；

DMEM 细胞培养基、0.25% EDTA-胰蛋白酶：赛默飞

世尔科技有限公司；

胎牛血清：以色列 Biological Industries公司；

Loading Buffer：上海爱必信生物科技有限公司；

NQO-1 蛋白抗体、HO-1 蛋白抗体、Bcl2 蛋白抗体、

Bax 蛋白抗体：大连万类生物科技有限公司；

通用抗体（Antibody）：武汉爱博泰克生物科技有限

公司；

DPPH、ABST、CCK-8 试剂盒、ECL 化学发光试剂盒、

Nrf2 蛋白抗体、总 SOD 活性检测试剂盒、线粒体膜电位检

测试剂盒：上海碧云天生物技术有限公司。

1.2　仪器设备

倒置荧光显微镜：Leica 型，徕卡显微系统上海贸易有

限公司；

全波段酶标仪：Infinite M200 PRO 型，帝肯上海贸易

有限公司；

小型蛋白垂直电泳设备：VE-180A 型，上海天能科技

有限公司；

无菌培养箱：SHEL-LAB 3503-2 型，广州南方生化医

学仪器有限公司；

超净台：Thermo Scientific Heraguard ECO 型，赛默飞

世尔科技有限公司；

旋涡混匀仪：VORTBX-5 型，海门市其林内尔仪器制

造有限公司。

1.3　复合主食来源及提取

选用的复合主食（CSF）为课题组研发的代餐食品，其

以大米粉、玉米粉、小米粉、青稞粉、紫薯粉、红薯粉、马铃

薯粉、荞麦粉、燕麦粉、藜麦粉、高直链玉米淀粉为主原

料，以苦瓜粉、菠菜粉、复合粉（葛根、枸杞、山药、蛹虫草、

桑叶、茯苓、麦芽糊精）、南瓜粉、魔芋粉、绿豆粉、大豆蛋

白粉为辅料；将主、辅原料按照质量比 80∶20~80∶40 均匀

混合并粉碎至 60~200 目，主原料与水的质量比为 100∶

25~100∶65 均匀调质处理，采用分段式电子束照射，再进

行造粒、烘干和冷却处理得到具有多元组分的慢消化淀

粉颗粒［12］。CSF 营养成分见表 1。

为获得 CSF 的活性成分，称取 10 g 的粉末，溶解于

240 mL 的 70% 甲 醇 提 取 液 中 ，放 于 摇 床 上 振 荡

（200 r/min）提取，每 30 min 涡旋一次，每次持续 30 s，共涡

旋 6 次；超声（40 kHz，功率  200 W）提取 3 次，每次 15 min。

用微孔滤膜（0.45 μm）过滤样品，在 40 ℃下减压浓缩，将

浓缩的 CSF 提取物放入-80 ℃冰箱冻成固态然后于真空

冷冻干燥机（40 ℃减压浓缩，-80 ℃冻干成粉末）中冻干

表 1　CSF营养成分表

Table 1　CSF nutrients

项目

能量

蛋白质

脂肪

碳水化合物

钠

每 100 g

1 566 kJ

7.2 g

1.7 g

81.2 g

50 mg

NRV/%

19

12

3

27

3
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成粉末，备用。

1.4　CSF的自由基清除能力

1.4.1　DPPH 自由基清除率　参照辛婷等［13］的方法并稍

作修改。取 100 μL DPPH 溶液（150 μmol/L）与 100 μL 

CSF 提取物混合（10，20，30，40，50，100，200，500，1 000，

2 000，4 000 μg/mL），用磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.4）配

制，室温避光反应  30 min，517 nm 测吸光度。按式（1）计

算 DPPH 自由基清除率。

R 1 = ( )1 - A 1 - A 2

A 3
× 100%， （1）

式中：

R1——DPPH 自由基清除率，%；

A1——CSF 提取物+DPPH 的吸光度；

A2——PBS 缓冲液+DPPH 吸光度；

A3——CSF 提取物+PBS 缓冲液的吸光度。

1.4.2　ABTS 自由基清除率　参照张双等［14］的方法并稍

作修改。将 ABTS 溶液与过硫酸钾（K2S2O8）原液等体积

混合，取 50 μL 与 50 μL CSF 提取物（10，20，30，40，50，

100，200，500，1 000，2 000，4 000 μg/mL）反 应 10 min，

414 nm 测吸光度，按式（2）计算 ABTS 自由基清除率。

R 2 = ( )1 - A 4 - A 5

A 6
× 100%， （2）

式中：

R2——ABTS 自由基清除率，%；

A4——CSF 提取物+ABTS 的吸光度；

A5——PBS 缓冲液+ABTS 吸光度；

A6——CSF 提取物+PBS 缓冲液的吸光度。

1.4.3　H2O2自由基清除能力　参照赵玉红等［15］的方法并

稍作修改。取不同浓度的 CSF 提取物（50，100，200，500，

1 000，2 000，4 000 μg/mL）各 100 μL，加入 900 μL 的 H2O2

溶液［20 μmol/L，用磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.4）配制］，混

匀后室温孵 10 min。以 PBS 代替 CSF 提取物作为空白对

照组，以 PBS 代替 H2O2溶液作为溶剂对照组。在 300 nm

处测定吸光度，按式（3）计算 H2O2自由基清除率。

R 3 = ( )1 - A 7 - A 8

A 9
× 100%， （3）

式中：

R3——H2O2自由基清除能力，%；

A7——CSF 提取物+H2O2的吸光度；

A8——PBS 缓冲液+H2O2吸光度；

A9——CSF 提取物+PBS 缓冲液的吸光度。

1.5　细胞培养和处理

HepG2 细胞复苏后采用 DMEM 完全培养基（含 10%

胎牛血清和 1% 青链霉素的 DMEM 高糖培养基），培养于

37 ℃、5% CO2的恒温湿润培养箱中。当细胞融合度达到

80%~90% 时，用胰酶消化传代，取对数生长期的细胞用于

后续试验。

1.6　细胞活力

HepG2 细胞（1×104/孔）培养于 96 孔板中，待细胞贴

壁后，根据不同分组同时加入 50，100，200 μg/mL CSF 提

取物培养 24 h，再换成 600 μmol/L H2O2 培养 6 h 后，每孔

加入 10 μL CCK8 试剂，避光孵育 1 h 后于 450 nm 处用酶

标仪检测 OD 值（n=6）。按式（4）计算细胞活力。

C= A 10 - A 11

A 12 - A 11
× 100%， （4）

式中：

C——细胞活力，%；

A10——H2O2+CCK-8 工作液、CSF 提取物 +H2O2+
CCK-8 工作液吸光度；

A11——CCK8 工作液吸光度；

A12——DMEM 高糖培养基+CCK8 工作液吸光度。

1.7　ROS含量分析

根据细胞状态调整至适当密度，取 500 μL 细胞悬液

接 种 至 经 贴 壁 处 理 的 24 孔 细 胞 培 养 板 中 ，加 入 50，

200 µg/mL 的 CSF 提 取 物 预 处 理 24 h。 然 后 ，加 入

600 μmol/L H2O2，再孵育 6 h。用磷酸盐缓冲液（PBS）清

洗 3 遍，加入 10 µL 500 µg/mL 2'，7'-二氯二氢荧光素二乙

酸酯（DCF-DA），37 ℃孵育 30 min，PBS 洗 3 遍，每孔加入

1 mL PBS，使用荧光显微镜拍取图像。

1.8　线粒体膜电位检测

根据细胞状态调整至适当密度，取 500 μL 细胞悬液

接种至经贴壁处理的 24 孔细胞培养板中。细胞生长稳定

后 ，50，200 μg/mL 的 CSF 提 取 物 培 养 24 h 再 换 成

600 μmol/L H2O2培养 6 h。PBS 洗涤后，加入 1 mL 的 JC-1

染色工作液，充分混匀，于细胞培养箱（37 ℃）中孵育

20 min；荧光显微镜下观察并拍照。

1.9　抗氧化相关酶活性测定

将细胞等量（5×104 个/孔）接种于 6 孔板中待细胞生

长稳定后，治疗组用 50，200 μg/mL 的 CSF 提取物培养

24 h 再换成 0.6 μmol/L H2O2 培养 6 h。用预冷 PBS 洗涤

2 次，用刮刀裂解，12 000×g 离心 10 min。裂解液中总蛋

白含量用 BCA 测定试剂盒检测。收集处理后的各组细胞，

按照试剂盒说明书步骤进行操作，检测各组 HepG2细胞上

清液中的丙二醛（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）水平。

1.10　Annexin V/PI 双染法检测细胞流式

将细胞等量（5×104 个/孔）接种于 6 孔板中待细胞生

长稳定后，治疗组用 50，200 μg/mL 的 CSF 提取物培养

24 h 再换成 600 μmol/L H2O2培养 6 h。收集对数生长期的

细胞，用胰蛋白酶消化细胞，制成单细胞悬液。然后用

PBS 洗涤细胞 1~2 次；按照试剂盒说明书，将  Annexin V-

FITC（异硫氰酸荧光素标记的  Annexin V）和 PI 用适当的

缓 冲 液 进 行 稀 释 。 取 100 μL 的 细 胞 悬 液 ，加 入 5 μL 
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Annexin V-FITC 和 10 μL PI 轻轻混匀。然后在室温下避

光 孵 育 10~15 min。 孵 育 结 束 后 ，向 细 胞 悬 液 中 加 入

400 μL 的结合缓冲液，以适当的流速将细胞悬液上样到

流式细胞仪中。

1.11　Western Blot分析

细胞接种于 6 孔板，密度为适宜，培养 24 h 待其贴壁

后，细胞生长稳定后，治疗组加入 200 μg/mL 的 CSF 提取

物预处理 24 h，再换成 600 μmol/L H2O2培养 6 h；模型组只

加入 600 μmol/L H2O2培养 6 h。随后移除培养基，加入适

量细胞裂解液，收取总蛋白。使用 BCA 蛋白测定试剂盒

估计细胞裂解液中的蛋白质浓度。估计完成后，每个裂

解物的 20 µg 蛋白质在凝胶上进行电泳。最后，加入适量

的显影液，通过多色荧光成像系统观察目的蛋白的表达

情况。

1.12　统计分析

所有试验数据均采用 GraphPad Prism 7.0 （GraphPad 

Prism， RRID：SCR_002798）进行分析，并以均数±标准误

差（SEM）表示。

2　结果与分析

2.1　CSF 对 DPPH 自由基、ABTS 自由基、H2O2自由基的

清除作用

如图 1（a）、图 1（b）所示，CSF 以浓度依赖的方式清除

DPPH 自 由 基 和 ABTS 自 由 基 ，当 CSF 质 量 浓 度 超 过

500 μg/mL 时，其 DPPH 自由基清除率超过 60%；当 CSF 质

量浓度为 1 000 μg/mL 时，其 ABTS 自由基清除率达到

50%。这与马艺超［16］的粳米抗氧化活性成分及体外消化

特性研究中相同浓度的糙米对 DPPH 自由基和 ABTS 自

由基的清除率相比，CSF 的抗氧化活性更高，并且都远远

高于相同浓度下精米的；与李静等［17］研究的 20 种黑米抗

氧化活性相比，CSF 的抗氧化能力比大多数品种黑米强，

说明 CSF 可有效清除 ABTS 自由基和 DPPH 自由基，具有

较强的抗氧化能力，其抗氧化能力比相同浓度下的普通

大米更好。如图 1（c）所示，CSF 对 H2O2 自由基的清除率

随着其质量浓度的增大而增加，与马雪等［18］超声辅助酶

法提取玉米胚芽粕水解蛋白及其抗氧化活性中 H2O2自由

基清除能力结果相似。

2.2　CSF对 H2O2诱导的 HepG2的保护作用

如图 2（a）所示，H2O2 以浓度依赖的方式降低 HepG2

细胞的活力，600 μmol/L 的 H2O2 明显抑制了 HepG2 细胞

的存活率，可使细胞活力降低至对照组的 60% 左右，所以

以 600 μmol/L 的作为后续的造模质量浓度。CSF 质量浓

度高达 1 600 μg/mL 时，与不加药物的对照组相比，无明

显的细胞毒性作用，见图 2（b）。结合 CSF 的体外抗氧化

活性，50，100，200 μg/mL 质量浓度的 CSF 被用于 H2O2 诱

导的 HepG2 细胞抗氧化试验。

为了进一步探究 CSF 对 H2O2 诱导的  HepG2 细胞氧

化损伤的保护效果，CSF 预处理 HepG2 细胞 24 h，然后单

独使用 H2O2诱导 HepG2 细胞 6 h。如图 2（c）所示，CSF 显

著减少了 H2O2 诱导的 HepG2 细胞毒性，且高浓度的 CSF

保护作用更好，说明 CSF 可有效保护 HepG2 细胞免受

H2O2 的损伤，其机制可能与其抗氧化能力有关。结果表

明，CSF 不是在细胞外清除 H2O2 达到减少细胞毒性的作

用，其对 H2O2 诱导的 HepG2 细胞的保护作用可能与 CSF

提前激活了 HepG2 细胞内抗氧化途径以抵抗 H2O2对细胞

的毒害作用有关。

2.3　CSF对 H2O2诱导 HepG2细胞氧化应激的影响

ROS 产生过多可引发氧化应激，对细胞、组织和器官

造成损伤，而机体的抗氧化防御机制则在一定程度上可

以对抗氧化应激［19］。ROS 水平升高可引发线粒体和细胞

功能障碍、代谢紊乱和细胞凋亡［20-21］。在整个研究过程

中使用的 CSF 分别为低剂量组（50 µg/mL）和高剂量组

（200 µg/mL）。如图 3所示，与对照组相比，模型组 H2O2处

理后能显著增加 HepG2细胞氧化应激水平，细胞中 ROS的

绿色荧光强度明显大于对照组，说明 H2O2促进了 HepG2细

胞内 ROS的产生。与模型组相比，CSF治疗组能显著降低

HepG2 细胞中 ROS 的荧光强度，说明 CSF 预处理能改善

图 1　CSF 抗氧化活性

Figure 1　Antioxidant activity of CSF
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H2O2诱导 HepG2细胞的氧化应激，且高剂量组比低剂量组

的效果更好。细胞 ROS 水平与线粒体功能密切相关［22］，

ROS 的过量产生会导致线粒体膜电位的丧失［23］。为进一

步研究 CSF 提取物在  H2O2刺激下是否能保护线粒体的功

能，采用 JC-1 荧光染色法测定线粒体膜电位的变化。如

图 4所示，与对照组相比，H2O2处理导致线粒体膜电位的下

降，红色荧光增加；CSF 治疗组红色荧光明显减少，且高剂

量组效果更为明显；表明 CSF预处理减少了 H2O2引起的线

粒体膜电位的下降，维持线粒体膜电位的稳定性，减少线

粒体通透性转换孔的开放，减缓氧化应激损伤［24］。综上，

CSF预处理缓解了 H2O2诱导的 HepG2细胞氧化应激。

为了进一步探讨 CSF 提取物对 H2O2诱导 HepG2 细胞

抗氧化能力的影响，对 HepG2 细胞 MDA 及 SOD 的活性

进行检测。由图 5（a）可知，与对照组相比，H2O2诱导能明

显促进 HepG2 细胞 MDA 的生成，MDA 生成量比对照组

明显高；与模型组相比，治疗组能明显降低 HepG2 细胞中  

MDA 的生成。由图 5（b）可知，与对照组相比，模型组

H2O2刺激能显著降低 HepG2 细胞中 SOD 的活性；与模型

组相比，治疗组 CSF 提取物预处理后能提高 HepG2 细胞

SOD 的活性。这与郭笑等［25］对药食同源药材蛹虫草提取

物抗氧化作用的研究结果相似。综上，CSF 提取物提高了

抗氧化酶 SOD 的活性，显著降低了 MDA 水平，且高浓度

的效果比低浓度的更好，这证明 CSF 能减少由 H2O2 诱导

的氧化应激。

2.4　CSF对HepG2细胞Nrf2/HO-1/NQO1信号通路的影响

先前的研究［24］表明，Nrf2/HO-1 信号通路可减少细胞

中 ROS 的产生。正常情况下，Nrf2 固定在细胞质中，与蛋

白 Keap1 结合呈低活性状态，而在抗氧化应激状态下 Nrf2

与 Keap1 解离，磷酸化活化后进入细胞核，促进抗氧化分

子 HO-1 的表达［26］。在免疫荧光染色试验中，绿色荧光标

记 Nrf2 蛋白，细胞核中较强的绿色荧光信号提示 Nrf2 核

易位增加［27］。如图 6 所示，在 H2O2诱导的 HepG2 细胞中，

模型组中细胞核 Nrf2 明显增多；治疗组胞质中绿色荧光

明显增强，证明 Nrf2 从核内易位到胞质内。所以 CSF 预

处理通过抑制 Nrf2 核易位增强来减轻氧化应激。

如图 7 和图 8 所示，与对照组相比，模型组中抗氧化

图 3　DCF 荧光强度定量分析 ROS 水平

Figure 3　Quantitative analysis of ROS levels by DCF 

fluorescence intensity

图 4　JC-1 染色追踪线粒体膜电位荧光成像

Figure 4　JC-1 staining for fluorescence imaging tracking 

of mitochondrial membrane potential

L、M、H 分别为低剂量组（50 μg/mL）、中剂量组（100 μg/mL）、高剂量组（200 μg/mL）；与正常对照组相比，***表示 P<0.001；与 Model

组相比，##表示 P<0.01，###表示 P<0.001

图 2　CSF 对 H2O2诱导的 HepG2 细胞的胞内保护效果

Figure 2　Intracellular protective effect of CSF on H2O2-induced HepG2 cells
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蛋白 Nrf2、HO-1 和 NQO1 显著下调；而与模型组相比，治

疗组 Treat（200 µg/mL 的高剂量组 CSF 提取物）Nrf2、HO-

1 和 NQO1 又有所上调。表明 CSF 提取物通过对 Nrf2/

HO-1/NQO1 信号通路激活的影响来缓解 H2O2 刺激产生

的氧化应激。

2.5　CSF对 H2O2诱导的 HepG2细胞损伤凋亡的影响

细胞凋亡被称为程序性细胞死亡，是受损或无功能

细胞自我毁灭的自然调控过程［28］。如图 9 所示，对照组细

胞凋亡率为 9.97%，模型组凋亡率达到 20.02%，50 μg/mL 

CSF 治疗组的细胞凋亡率为 15.38%，200 μg/mL CSF 治疗

组的细胞凋亡率为 12%；与模型组相比，治疗组细胞凋亡

率 CSF 预处理 HepG2 细胞可减轻由过氧化氢遇到的细胞

凋亡，且高浓度组的效果更佳。这与梁盈等［29］大米活性

肽对氧化损伤 HUVEC 细胞凋亡流式检测结果相似，综

L、M 分别为低剂量组（50 μg/mL）、高剂量组（200 μg/mL）；与 Model 组相比，*表示 P<0.05，**表示 P<0.01，***表示 P<0.001

图 5　SOD 和 MDA 含量分析

Figure 5　Analysis of SOD activity and MDA content

图 6　Nrf2 免疫荧光

Figure 6　Nrf2 immunofluorescence

与 Model组比较，*表示 P<0.05，**表示 P<0.01

图 8　Western blotting 检测核蛋白 HO-1、NQO-1 及 Nrf2 蛋白灰度扫描分析

Figure 8　Grayscale scanning analysis of nuclear proteins HO-1， NQO1 and Nrf2 detected by Western blot

图 7　Western blotting 检测 Nrf2、NQO1、HO-1 蛋白表达

Figure 7　Detection of the expression of Nrf2， NQO1 and 

HO-1 proteins by Western blot
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上，CSF 对 H2O2诱导的 HepG2 细胞损伤凋亡有保护作用。

Bcl-2 与 Bax 蛋白是细胞存活与凋亡方面较为常见的

衡量指标，其中 Bcl-2 有抗凋亡的能力，Bax 有促进凋亡的

特性。一旦 Bax 出现过度表达的情况，凋亡细胞针对死亡

信号所产生的反应就会变得更强；Bcl-2 过度表达对细胞

凋亡起到抑制作用［30］。如图 10 和图 11 所示，与对照组相

比，模型组的抗凋亡蛋白 Bcl2 明显下调，促凋亡蛋白 Bax

明显上调；经过 200 μg/mL CSF 处理后，Bcl2 蛋白明显上

调，而 Bcl2 蛋白含量明显下调。所以 CSF 预处理可减轻

图 9　细胞凋亡流式

Figure 9　Flow cytometry of cell apoptosis

*表示与 Model比较 P<0.05

图 11　Western blotting 检测核蛋白 Bcl2、Bax 灰度扫描分析

Figure 11　Grayscale scanning analysis of nuclear proteins Bcl2 and Bax detected by Western blot

图 10　Western blotting 检测核蛋白 Bcl2、Bax 表达

Figure 10　Detection of the expression of nuclear proteins 

Bcl2 and Bax by Western blot
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HepG2 细胞凋亡损伤。

3　结论

该研究从氧化应激和细胞凋亡的角度探讨了一种复

合主食对肝细胞氧化损伤的保护作用。研究结果表明，

该复合主食预处理能够有效清除人体肝癌细胞中由 H2O2

诱导产生的活性氧，并通过激活 Nrf2/HO-1 信号通路，促

进超氧化物歧化酶等抗氧化酶的表达，从而抑制活性氧

和丙二醛的生成。此外，复合主食还通过调节 Bcl-2 与

Bax 蛋白的平衡，减轻细胞凋亡。综上，复合主食具有显

著的抗氧化和抗凋亡作用，能够有效保护人体肝癌细胞

免受氧化损伤。
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