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葡萄糖氧化酶诱导肝细胞氧化应激模型的建立 *
赵曙光 李 强 王旭霞 刘震雄 闻勤生△

（第四军医大学唐都医院消化内科 陕西西安 710038）

摘要 目的：研究不同浓度葡萄糖氧化酶（GO）对人肝细胞 L02氧化应激水平的影响，以确定建立肝细胞氧化应激模型的合适浓
度。方法：用不同浓度 GO干预 L02肝细胞 2 h，MTT法检测细胞的存活率，流式细胞术检测细胞内活性氧簇(ROS)，荧光强度（FI）
来表示 ROS水平。分光光度法检测检测细胞MDA、GSH，速率法检测细胞培养液 LDH、AST和 ALT的水平。结果：①随 GO浓度
增加，肝细胞的存活率逐渐降低，其中 75 U/L、100U/L和 125 U/L组存活率显著低于对照组（P<0.05）。②随 GO浓度增加，MDA
含量逐渐增高，其中 50 U/L、75 U/L、100 U/L、125 U/L组MDA水平较对照组显著增高（P<0.05）。GSH水平随 GO浓度增高而逐
渐减低，各干预组较对照组均显著降低（P<0.05）。GO各干预组 FI均较对照组显著降低（P<0.05）。③各干预组 LDH活性均显著高
于对照组（P<0.05），50 U/L、75 U/L、100 U/L、125 U/L干预组 AST与 ALT水平均较对照组显著增高（P<0.05）。结论：GO能引起的
肝细胞氧化应激损伤有剂量依赖性，100 U/L是建立肝细胞氧化应激的合适浓度。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of glucose oxidase(GO) on oxidative stress to establish a model for oxidative stress

in cultured human LO2 hepatocytes. Methods: LO2 hepatocytes were treated with different concentrations of GO. The viability of LO2
hepatocyte was evaluated by MTT assay. The intercellular ROS level was analyzed on a flow cytometer by dihydroethidium and was in-
dicated with fluorescence intensity (FI). The levels of MDA and GSH were measured by spectrophotometric method. The levels of LDH,
AST and ALT were measured by kinetic rate method using commercially available reagent kits. Results:①The viability of LO2 hepato-
cytes decreased along with the increase in concentration of GO. The viabilities of hepatocytes in GO group 75 U/L, 100U/L and 125 U/L
were significantly higher than those in control group (P<0.05).②The levels of MDA increased along with the increase in concentration
of GO, MDA levels in GO group 75 U/L, 100U/L and 125 U/L significantly were higher than those in control group (P<0.05). Compared
with control group, the levels of GSH decreased significantly in different concentrations of GO groups (P<0.05). The levels of FI
increased significantly in different concentrations of GO groups compared with those in the control group (P<0.05). ③The LDH levels
increased significantly in model groups treated with different concentrations of GO compared with those in control group (P<0.05). The
levels of AST and ALT increased with the increase in concentration of GO, the levels in different concentration of GO groups were sig-
nificantly higher in comparison with control group (P<0.05). Conclusion: Oxidative stress induced by GO is dose-dependent in cultured
hepatocyte L02, and 100 U/L maybe the ideal concentration to establish the hepacytoe model with oxidative stress.
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前言

氧化应激是肝脏疾病包括病毒性肝炎、酒精性肝病和非酒
精性脂肪性肝病等导致肝损害的重要机制之一。氧化应激通常
由活性氧(reactive oxygen species, ROS)引起，ROS由肝脏内活
化炎性细胞的 NAD(P)H的氧化酶、外源物质及线粒体代谢产

物、细胞色素 P450氧化酶家族 2诱导产生 [1-6]。病理情况下，
ROS产生增多，超过抗氧化系统的清除能力时，ROS攻击邻近
组织、细胞，引起 DNA、蛋白质和脂质等的氧化或再氧化损害，
破坏细胞结构和功能的完整性，引起细胞凋亡或坏死、组织的
损伤、癌症和衰老[4-8]。氧化应激既是肝功能障碍的一部分，也
是肝脏损伤的病理生理基础。体外可以利用 H2O2建立细胞氧
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化应激损伤实验模型，但其方法有一定的缺点。葡萄糖氧化酶
（glucose oxidase，GO) 能够模拟氧化环境，具有稳定生成的
H2O2的特点。本研究观察不同浓度的 GO对肝细胞氧化应激的
诱导作用，以确定建立肝细胞氧化应激模型的合适浓度。

1 材料与方法

1.1 细胞和试剂
人肝细胞系 LO2购自中国典型培养物保藏中心（武汉）；

GO购自美国 Sigma公司；MTT细胞增殖 -毒性检测试剂盒购
自西安瑞德生物公司，谷丙转氨酶（alanine aminotransferase,
ALT）、谷草转氨酶（aspartate aminotransferase，AST）和乳酸脱
氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）、丙二醛（malondialdehyde，
MDA）、还原型谷胱甘肽（glutathione，GSH）检测试剂盒均购自
南京建成公司。超氧化物阴离子荧光探针购自江苏碧云天公
司。RPMI1640培养基购自美国 GIBCO公司，胎牛血清购自浙
江四季青公司。
1.2 实验方法和步骤
1.2.1 MTT法检测细胞的存活率 取对数生长期细胞，以 1×
104/孔接种于 96孔板，用含 10%胎牛血清的 RPMI1640培养
过夜后，分别加入含有 25U/L、50 U/L、75 U/L、100U/L和 125
U/L的 GO的细胞培养液干预 2 h，正常培养未加 GO的孔为
对照组，每组设置 3个复孔。干预结束时每孔加入MTT溶液(5
mg/mL)20μL，继续孵育 4 h，终止培养，弃去孔内培养上清夜，
每孔加入 150μL DMSO，震荡 10 min，使蓝紫色结晶物甲瓒
全部溶解，用酶联免疫检测仪在 570 nm波长下测定每孔的吸
收值。按公式：存活率 =实验组 /对照组×100％，求出各组的
存活率。
1.2.2 实验分组 将肝细胞 LO2 用含 10%胎牛血清的 RP-
MI1640培养 48 h后，分为对照组和干预组，干预组共设 5个
不同浓度的亚组，每组细胞数为 5×106个。每组细胞均先用含
10%胎牛血清的 RPMI1640 培养 24 小时，对照组继续用含
10%胎牛血清的 RPMI1640 培养 2 h，干预组分别加入含有
25U/L、50 U/L、75 U/L、100U/L和 125 U/L的 GO的细胞培养

液干预 2 h，进行相关指标检测。
1.2.3 ALT、AST和 LDH的检测 收集各组细胞培养液，用贝克
曼 CX-9全自动生化分析仪速率法检测。
1.2.4 MDA和 GSH的检测 收集各组细胞，用硫代巴比妥酸
（TBA）法进行MDA检测，在 532 nm处读取吸光度值，计算样
本MDA水平。将各组细胞裂解后按说明书测定 GSH，在 412
nm处读取吸光度值，计算样本 GSH水平。
1.2.5 细胞内 ROS水平的检测 各组细胞用 4μM的 ROS荧
光探针－二氢乙啶(Dihydroethidium, DHE)标记 30 min 后，加
入 4%多聚甲醛固定 30 min，用流式细胞仪检测。最大激发波长
370 nm，最大发射波长 610 nm。ROS水平用荧光强度(Fluores-
cence intensity, FI)表示，每 10,000个细胞中阳性标记的细胞个
数来表示。
1.3 统计学分析

各组所得计量数据采用均数±标准差 (x±s) 表示，用
SPSS14.0软件处理数据，用完全随机设计资料的方差分析，组
间均数比较用 SNK-q检验。P<0.05认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 GO对 LO2细胞存活率的影响
不同浓度的 GO干预肝细胞 2 h，随着 GO浓度增大，肝细

胞的存活率逐渐降低。对照组的存活率为 100±5.4%，25U/L、
50 U/L、75 U/L、100U/L和 125 U/L干预组细胞存活率分别为
100.2± 6.5%、96.2±7.5%、92.5±3.5%，85.2±8.9%和 70.4±
8.1%。其中 75 U/L、100U/L和 125 U/L干预组细胞存活率显著
低于对照组（P<0.05）。
2.2 GO对肝细胞MDA、GSH及 FI的影响

随 GO 浓度增加，MDA 含量逐渐增高，25 U/L 干预组
MDA水平较对照组升高，但差异无显著性（P>0.05），其余各干
预组MDA水平较对照组均显著增高（P<0.05）。GSH水平随
GO浓度增加而逐渐减低，各浓度组 GSH水平较对照组均显著
降低（P<0.05）。FI随 GO浓度增加而逐渐升高，各干预组 FI较
对照组均显著增高（P<0.05），见表 1。

*与对照组比较，P<0.05

*Compared with control group, P<0.05

Groups N MDA (nmol/mL) GSH (μM) FI

Control group 6 0.70±0.12 21.02±0.84 107.44±5.37

Group 25U/L 6 0.95±0.08 18.25±0.72 130.23±3.68*

Group 50U/L 6 1.67±0.22* 15.94±0.64* 175.31±6.37*

Group 75U/L 6 2.43±0.16* 10.65±0.53* 239.56±4.34*

Group 100U/L 6 3.11±0.26* 8.90±1.42* 280.29±7.86*

Group 125U/L 6 3.32±0.28* 7.98±0.57* 301.02±4.12*

表 1 不同浓度 GO对 LO2细胞MDA、GSH及 FI的影响
Tab 1 Effects of different concentrations of glucose oxidase on MDA、GSH and FI level of LO2 hepatocytes in different groups

2.3 GO对 LO2细胞培养液 LDH、ALT和 AST水平的影响
随 GO浓度增加，LDH活性逐渐增高，各干预组活性均显

著高于对照组（P<0.05）。AST、ALT水平随 GO浓度增加而逐

渐增高，25U/L组较对照组增加，但差异无显著性（P>0.05），其
余各干预组 AST与 ALT水平较对照组均显著增高（P<0.05），
见表 2。
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3 讨论

氧化应激反映了肝细胞中 ROS的生成和细胞清除的不平
衡状态，不仅是肝功能障碍的一部分，也是肝脏损伤的病理生
理基础。肝实质细胞的线粒体、微粒体和过氧化物酶体均可产
生 ROS，其中线粒体是主要产生部位。同时，细胞通过抗氧化
酶、小分子抗氧化物质和具有抗氧化作用的 II相代谢酶组成的
抗氧化系统维持氧化还原的平衡状态。病理情况下，ROS产生
增多，超过抗氧化系统清除能力时，出现肝功受损，肝细胞死
亡，干扰肝脏再生[4-8]。

促氧化剂 H2O2除了自身具有氧化作用外，也可以导致
OH-大量形成而加剧蛋白质及脂质的氧化损伤，经常用于建立
细胞氧化应激模型，但 H2O2在细胞培养液中代谢较快，浓度不
稳定，造模效果可控性较差。GO主要用于检测血糖浓度，在基
础实验中主要用作模拟氧化环境。GO与过氧化氢酶组成一个
氧化还原酶系统，能够氧化β-D-葡萄糖生成过氧化氢和 D-
葡萄糖酸内酯，在这个过程中 GO的特点是能够消耗氧气催化
葡萄糖氧化，生成的 H2O2浓度较稳定。

随 GO 浓度增加，细胞存活率逐渐下降，GO 浓度为
125U/L时，存活率仅为 65%。DHE被肝细胞摄入后，在细胞内
产生溴化乙锭，溴化乙锭与 RNA或 DNA结合产生红色荧光，
荧光强度反映了细胞内 ROS水平。脂质过氧化是氧化应激的
主要损伤，脂质过氧化过程通过链式效应放大自由基的作用，
并且产生一系列醛类、酮类等毒性产物，进一步损伤 DNA等其
他生物大分子。MDA作为脂质过氧化产物之一，反映脂质过氧
化损伤情况，间接反映细胞氧化损伤程度。还原型谷胱甘肽
GSH是网络抗氧化剂中含量最丰富的一种，其含量多少是衡
量机体抗氧化能力的重要指标，其下降程度反映了细胞氧化损
伤程度。细胞培养液中 AST、ALT和 LDH能敏感反应肝细胞
的受损情况。本研究观察到，随 GO浓度的增加，MDA、FI、
AST、ALT和 LDH增高、GSH降低，提示氧化应激程度及损伤
程度随 GO浓度增加而加剧。当 GO的浓度大于 100 U/L时，
氧化应激程度增加幅度减小，而细胞存活率显著减低。因此，
100 U/L诱导肝细胞氧化应激时，既能引起细胞内 ROS水平显
著增高，造成肝细胞明显损害而细胞又有较高的存活率，是造
模的理想浓度。本实验室已采用此浓度 GO制备的肝细胞氧化
应激模型，检测了姜黄素对肝细胞氧化应激的影响[9,10]，证实该

模型稳定可靠。
本研究结果显示，GO能引起肝细胞氧化应激，其具有剂量

依赖性。利用 GO诱导肝细胞建立的氧化应激模型，能够应用
于肝细胞氧化应激相关的实验研究。
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*与对照组比较，P<0.05

*Compared with control group, P<0.05

表 2 不同浓度葡萄糖氧化酶对 LO2细胞 LDH、ALT、AST水平的影响
Tab 2 Effects of different concentrations of glucose oxidase on LDH, ALT, AST level of LO2 hepatocytes in different groups

Groups N LDH (U/L) ALT (U/L) AST (U/L)

Control group 6 10.85±0.75 1.53±0.13 2.19±0.12

Group 25U/L 6 14.44±1.13* 2.22±0.19 2.67±0.20

Group 50U/L 6 14.85±1.06* 2.72±0.27* 3.34±0.35*

Group 75U/L 6 15.76±0.86* 3.48±0.26* 4.84±0.29*

Group 100U/L 6 16.53±1.32* 4.56±0.38* 5.37±0.25*

Group 125U/L 6 16.57±1.09* 5.62±0.24* 5.93±0.34*

245· ·


