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硫辛酸和白藜芦醇在对乙酰氨基酚致HepG2 
细胞损伤中的抗氧化作用

赵丽云1，刘爱莲1，刘美玉1,*，任晓锋2

（1.河北工程大学生命科学与食品工程学院，河北 邯郸 056038；2.江苏大学食品与生物工程学院，江苏 镇江 212013）

摘  要：硫辛酸（lipoic acid，LA）和白藜芦醇（resveratrol，RES）是两种重要的天然抗氧化活性因子，具有

很好的抗氧化能力；对乙酰氨基酚（acetaminophen，APAP）是一种常见的解热镇痛药物，其过量可能导致氧

化应激和肝脏损伤。本实验以体外细胞模型研究LA和RES对APAP引起的肝细胞损伤的抗氧化作用，并初步探

讨其抗氧化机制，为APAP所致肝损伤的防治提供技术依据。首先通过APAP诱导建立HepG2细胞肝损伤模型；

并采用CCK-8法检测不同浓度LA和RES对APAP诱导的HepG2细胞损伤的影响；运用细胞抗氧化活性法（cellular 

antioxidant activity，CAA）比较LA和RES的抗氧化活性；运用流式细胞术对细胞凋亡情况进行检测；酶标法检测丙

二醛（malondialdehyde，MDA）含量以及谷胱甘肽（glutathione，GSH）质量浓度和超氧化物歧化酶（superoxide 

dismutase，SOD）的活力；实时荧光定量聚合酶链式反应（quantitative real-time polymerase chain reaction，qPCR）

和Western blot技术检测凋亡相关基因Bax、Bcl-2、caspase-3的表达。CCK-8结果显示LA和RES均可提高APAP所

致的氧化损伤的细胞活力，且LA比RES效果更明显；CAA结果显示LA抑制二氯荧光（dichlorofluorescein，DCF）

生成的能力比RES强；流式结果表明LA和RES均可抑制氧化应激引起的细胞凋亡，且LA组比RES组抑制效果更明

显；酶标法检测结果和qPCR以及Western Blot结果均表明LA和RES是通过降低MDA含量，提高GSH和SOD活力，

上调Bcl-2表达量，下调Bax和caspase-3表达量来抑制APAP引起的细胞凋亡，且LA比RES抑制效果更明显。综上，

对于APAP引起的肝损伤，LA比RES起到的保护作用更明显；其对APAP引起的肝损伤保护作用机制与减轻氧化应

激反应和抑制细胞凋亡有关。
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Abstract: Lipoic acid (LA) and resveratrol (RES) are two important natural antioxidant agents. Acetaminophen (APAP) 

is a common analgesic drug. However, excess administration of APAP may cause oxidative stress and liver damage. In 

this paper, an in vitro cell model was used to compare the antioxidant effects of RES and LA on APAP-induced oxidative 

damage in HepG2 cells, and to explore the underlying mechanisms. The aim of this study was to provide a technical basis 

for the prevention and treatment of liver damage caused by acetaminophen. The effects of different concentrations of LA and 

RES on APAP-induced apoptosis in HepG2 cells were detected by Cell Counting Kit-8 (CCK-8) method. The antioxidant 

activities of LA and RES were comparatively evaluated using cellular antioxidant activity (CAA) method. Flow cytometry 

was used to detect apoptosis. The content of malondialdehyde (MDA) and the activity of glutathione (GSH) and superoxide 

dismutase (SOD) were detected by enzyme labeling method. Quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR) and 

Western blot were used to detect the expression of the apoptosis-related genes Bax, Bcl-2 and caspase-3. Cytotoxicity test 
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results showed that both resveratrol and lipoic acid could increase the viability of cells, and LA was more effective than 

RES. CAA results showed that LA inhibited dichlorofluorescein (DCF) production more strongly than did RES. The results 

of flow cytometry showed that both LA and RES could inhibit apoptosis induced by oxidative stress, and the effect of LA 

was stronger than that of RES. The results of enzyme labeling, qPCR and Western blot showed that LA and RES inhibited 

APAP-induced apoptosis by decreasing MDA content, increasing GSH and SOD activity, up-regulating Bcl-2 expression, 

and down-regulating Bax and caspase-3 expression, with LA being more effective than RES. To sum up, compared with 

RES, LA had a more protective effect on APAP-induced liver injury, and the underlying mechanism may be related to 

reducing oxidative stress and inhibiting apoptosis. 
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硫辛酸（lipoic acid，LA）是属于B族维生素的一

类双硫代巯基化合物，存在于动物肝脏组织及菠菜、番

茄等植物中，是脂溶和水溶两性分子，能以较高浓度存

在于细胞内外发挥作用。同时，它作为丙酮酸脱氢酶

和甘氨酸脱羧酶的辅酶，是一种强有力的抗氧化剂[1]， 

可以影响细胞清除自由基的进程，如增加谷胱甘肽

（glutathione，GSH）的合成，调控转录因子活性；LA

也被用于通过金属螯合治疗重金属中毒[1-2]以及由外界引

起的氧化应激造成的细胞损伤，包括糖尿病、神经退行

性疾病、感染、老化和电离辐射[3-4]。

白藜芦醇（resveratrol，RES），又称芪三酚[5]，是

一种非黄酮类多羟基酚类化合物，主要来源于藜芦、虎

杖、蓝莓、桑葚、葡萄等天然植物或果实中[6]，能清除并

捕捉活性氧簇（reactive oxygen species，ROS），并通过

抑制二硫化GSH的形成，使GSH处于还原状态，发挥抗

氧化作用。目前在体内[7]和体外[8-9]研究中，都证明RES自

身具有抗氧化作用[10]，同时它作为一种重要的天然植物

抗毒素，可以抑制癌细胞生长，降低血脂[11]，防治心血

管疾病，并能延缓衰老的发生。目前，RES已广泛应用

于医药、食品、化妆品等行业。

对乙酰氨基酚（acetaminophen，APAP）是一种常见

的解热镇痛药物。然而，APAP过量可能导致严重的线粒

体功能障碍和肝脏损伤[12]。APAP及其代谢物可引起细胞

凋亡和线粒体氧化磷酸化，消耗ATP，引起选择性线粒

体氧化应激，降低线粒体膜电位，增加Ca2+水平，改变膜

渗透性，并释放促凋亡因子，如caspase-3[13-14]。在西方国

家，APAP引起的急性肝功能衰竭很常见[3]。因此，研究

能够有效预防或缓解APAP引起的急性肝损伤的抗氧化因

子具有重要意义。

本实验通过建立HepG2细胞氧化应激体外模型，比

较LA和RES在APAP致HepG2细胞损伤中的抗氧化作用，

并初步探讨其抗氧化机制，为APAP所致肝损伤防治和功

能食品开发提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

人肝癌细胞株（HepG2）购自北京协和细胞库。

DMEM培养基、血清 美国Gibco公司；胰蛋白

酶、青霉素、链霉素、CCK-8、Annexin V-FITC/PI试剂

盒、二抗、BCA定量蛋白试剂盒 上海碧云天生物技

术有限公司；LA、APAP、RES、2’,7’-二氯荧光黄双乙

酸盐（2’,7’-dichlorofluorescein diacetate，DCFH-DA）、 

2 , 2 ’ -偶氮二异丁基脒二盐酸盐（ 2 , 2 ’ - a z o b i s [ 2 -

methylpropionamidine] dihydrochloride，ABAP） 美国

Sigma公司；GSH、MDA、SOD试剂盒 南京建成生物工

程研究所；反转录试剂盒、PCR荧光定量试剂盒 日本 

Takara公司；Bax、Bcl-2、caspase-3引物 生工生物工

程（上海）股份有限公司；actin、Bax、Bcl-2、caspase-3

一抗 美国Abcam公司。

1.2 仪器与设备

InfiniteM200PRO多功能酶标仪 瑞士Tecan公司；

CytoFLEXB3-R3-V2流式细胞仪 美国贝克曼库尔特

有限公司；LightCycler®96实时荧光定量聚合酶链式反应

（quantitative real-time polymerase chain reaction，qPCR）仪  

瑞士Roche公司；GEAI600 RGB凝胶成像系统 美国通

用电气医疗公司。
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1.3 方法

1.3.1 细胞培养

HepG2接种于含10%胎牛血清的DMEM培养基中，

培养条件为5% CO2、37 ℃、饱和湿度。待细胞浓度达到

80%～90%时，用0.25%胰酶进行消化，以细胞浓度1∶4比

例进行传代培养[15]。

1.3.2 APAP诱导HepG2细胞肝损伤模型的建立 

将HepG2细胞以1×104 个/mL接种于96 孔板，每孔

100 μL，培养24 h，细胞全部贴壁后，分别给予10、20、

30、40、50、60 μmol/L浓度的APAP进行造模（给药

组），对照组不加APAP，共孵育24 h后，加入CCK-8工

作液，用多功能酶标仪在450 nm波长处检测细胞的存活

率，每个浓度设5 个重复孔，实验重复3 遍。选择APAP

的半抑制浓度（half maximal inhibitory concentration，

IC50）进行后续研究[16-18]。细胞存活率按式（1）计算。

/%
A A0

AC A0
100 （1）

式中：A为给药组吸光度；AC为对照组吸光度，A0为

细胞培养基吸光度。

1.3.3 LA和RES对APAP诱导HepG2细胞损伤的影响

将HepG2细胞以1×104 个/mL接种于96 孔板，每孔

100 μL，培养24 h，细胞全部贴壁后，给与APAP的同

时，分别用20、60 μmol/L的LA和RES进行干预，孵育

24 h后，加入CCK-8工作液，用多功能酶标仪在450 nm波

长处检测细胞的存活率，每个浓度设5 个重复孔，实验重

复3 遍。

1.3.4 Annexin-V FITC/PI双标记法检测细胞凋亡

将HepG2细胞以2×106 个/mL接种到6 孔板中，每孔

2 mL，培养24 h细胞全部贴壁后，分别设对照组（仅加

入细胞培养基）、模型组（加入60 μmol/L APAP）及给

药组（LA组（加入60 μmol/L APAP及20 μmol/L LA）、

RES组（加入60 μmol/L APAP及20 μmol/L RES）），共

孵育24 h后，将细胞消化，用流式细胞仪检测HepG2细胞

凋亡情况。细胞凋亡率按式（2）计算。

细胞凋亡率/%＝早期细胞凋亡率/%＋晚期细胞凋亡率/% （2）

1.3.5 LA和RES的细胞抗氧化活性比较

将HepG2细胞以6×104 个/mL接种于96 孔板，每

孔100 μL，培养24 h后，除去培养基，用磷酸盐缓冲液

（phosphate buffered saline，PBS）清洗每个接种孔。然

后每孔分别加入100 μL的样品处理液（20、60 μmol/L的
LA和RES）共孵育24 h后，用PBS清洗每个孔，各孔加

入100 μL含有25 μmol/L的DCFH-DA混合液共孵育1 h，

用PBS清洗每个孔，除去DCFH-DA，然后用60 μmol/L 

ABAP处理，将96 孔板放入多功能酶标仪中进行扫描，

间隔5 min扫描一次，持续1 h。在538 nm波长处测定细

胞培养物的荧光值。绘制LA和RES的细胞抗氧化动力学

曲线[19-21]。

1.3.6 血清中MDA含量及GSH质量浓度、SOD活力检测

将HepG2细胞以2×106 个/mL接种到6 孔板中，每

孔2 mL，培养24 h细胞全部贴壁后，分组同1.3.4节，共

孵育24 h后，将细胞消化后用多功能酶标仪检测细胞中

MDA含量及GSH质量浓度、SOD活力。

1.3.7 逆转录qPCR检测Bcl-2、Bax和caspase-3 mRNA表达

将HepG2细胞以2×106 个/mL接种到6 孔板中，每孔

2 mL，培养24 h细胞全部贴壁后，分别设对照组、模型

组及给药组（LA组、RES组），共孵育24 h后，将细胞

消化后用TRIzol法提取细胞总RNA，逆转录得到cDNA，

以β-actin为内参，用qPCR仪检测细胞中Bcl-2、Bax和
caspase-3 mRNA的表达量[22]。

1.3.8 Western blot检测Bcl-2、Bax和caspase-3蛋白表达

将HepG2细胞以2×106 个/mL接种到6 孔板中，每

孔2 mL，培养24 h细胞全部贴壁后，分组同1.3.4节，共

孵育24 h后，将细胞消化后用RAPI裂解液提取细胞总蛋

白，以β-actin为内参，凝胶成像仪检测细胞中Bcl-2、Bax
和caspase-3 mRNA的表达量[23]。

1.4 数据统计分析 

利用GraphPad Prism 6软件进行数据的统计分析，结

果用平均值±标准差表示，各组之间比较采用T-test法进

行显著性分析。

2 结果与分析

2.1 APAP诱导HepG2细胞肝损伤模型的建立

/%

120

100
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60

40 0 10 20 30 40
/ ømol/L

50 60

图 1 APAP对HepG2细胞活性的影响

Fig. 1 Effect of APAP on cell viability of HepG2 cells 

如图1所示，随着APAP浓度增加，HepG2细胞的存

活率逐渐降低，APAP的IC50为60 μmol/L，选择该浓度造

模进行后续研究。

2.2 LA和RES对APAP诱导HepG2细胞损伤的影响

首先测定了L A和R E S对H e p G 2细胞的毒性影

响，发现LA对细胞无影响的安全浓度为0～60 μmol/L 

（图2）；RES对细胞无影响的安全浓度为0～90 μmol/L

（图3）。用20、60 μmol/L的LA和RES分别对模型组细
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胞处理24 h后，结果显示LA和RES均能提高细胞活力，

且LA组细胞活力较RES组高，尤以20 μmol/L LA组效果

最佳（图4）。

/%

100
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60

40
0 20 40 60 80

/ ømol/L
100

图 2 LA对HepG2细胞活性的影响

Fig. 2 Effect of LA on cell viability of HepG2 cells
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图 3 RES对HepG2细胞活性的影响

Fig. 3 Effect of RES on cell viability of HepG2 cells 
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图 4 LA和RES对APAP诱导HepG2细胞损伤的影响

Fig. 4 Effect of LA and RES on cell viability of APAP-induced HepG2 cells

通过LA和RES干预APAP诱导的HepG2细胞损伤的保

护作用，可看到APAP（60 μmol/L）能明显抑制HepG2

细胞活性，用LA和RES进行干预后，LA组细胞活力较比

RES组高，其中20 μmol/L LA的药效最佳，说明LA干预

APAP诱导的损伤效果最好，可能原因是LA属于高效抗

氧化剂，其可清除ROS，再生GSH。

2.3 Annexin-V FITC/PI双标记法检测细胞凋亡
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A.对照组；B.模型组；C. LA组；D. RES组。

图 5 LA和RES对APAP诱导HepG2细胞凋亡的保护作用

Fig. 5 Protective effect of LA and RES on acetaminophen-induced 

apoptosis in HepG2 cells

如图5所示，每个图中左上Q1-UL代表坏死细胞，右

上Q1-UR代表凋亡晚期细胞，左下Q1-LL代表正常细胞，

右下Q1-LR代表早期凋亡细胞。

以PBS为对照，其凋亡率为12.48%（Q1-UR+Q1-

LR）；模型组的细胞凋亡率为99.14%，与对照组相比细

胞凋亡率明显升高；RES组的细胞凋亡率为27.64%，LA

组的细胞凋亡率为21.69%，二者与模型组比较细胞凋亡

率均明显降低。LA组凋亡率降低值明显低于RES组凋亡

率降低值。由此可见，RES和LA均可抑制氧化应激引起

的细胞凋亡，且LA的效果优于RES。

2.4 LA和RES的细胞抗氧化活性比较

HepG2细胞内的ABAP产生的ROS会将DCFH-DA氧

化成有荧光的二氯荧光（dichlorofluorescein，DCF），荧

光强度高[22]。从图6可看出，不同浓度的LA和RES作为抗

氧化剂抑制了该反应的进行，荧光强度减小；且相同浓

度下，LA组比RES组荧光强度小，说明LA抑制DCF的生

成的能力比RES强。
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图 6 LA和RES的细胞抗氧化动力学曲线

Fig. 6 Cellular antioxidant kinetic curves of LA and RES

2.5 LA和RES对APAP诱导的HepG2细胞中MDA、GSH

及SOD水平的影响

表 1 LA和RES对APAP诱导的HepG2细胞中MDA、SOD、 

GSH水平的影响

Table 1 Effect of LA and RES on MDA, SOD and GSH levels in 

HepG2 cells induced by APAP

组别
MDA含量/
（U/mg）

SOD活力/
（U/mL）

GSH质量浓度/
（g/L）

对照组 1.02±0.17 39.78±0.76 15.46±0.25

模型组 3.55±0.23### 28.94±1.12### 7.06±0.33###

LA组 2.14±0.10***Δ 37.52±1.04*** 11.34±0.46***ΔΔ

RES组 1.89±0.14*** 31.45±1.45*** 9.78±0.22***

注：***.与模型组比较，差异高度显著（P＜0.000 1）；###.与对照组
比较，差异高度显著（P＜0.000 1）；LA组与RES组比较，Δ.差异显著 
（P＜0.05），ΔΔ.差异极显著（P＜0.01）。

如表1所示，与对照组相比，模型组MDA含量高度

显著升高，而GSH质量浓度和SOD活力高度显著降低；

与模型组相比，LA组和RES组均可高度显著降低MDA含

量，同时高度显著提高GSH质量浓度和SOD活力，而LA

比RES效果好。

氧化应激可导致ROS在细胞内的累积，若超过细胞

的抗氧化能力时，则会引起细胞的损伤或凋亡，从而影

响细胞的正常的结构和功能，此时机体自身的抗氧化防

御系统将会发挥作用。生物体抗氧化的强度及效果可

以通过测定血清中的酯质过氧化产物MDA含量、SOD

活力和GSH质量浓度变化来确定。GSH是生物体内绝

大多数细胞中巯基的主要来源，其中在肝细胞中可达

95%以上，是机体抗自由基的主要成分，在维持机体

氧化还原平衡中起着很重要的作用 [24-26]；SOD是一种

能够催化超氧化物通过歧化反应转化为氧气和过氧化

氢的酶，是判断细胞损伤程度的相关指标；MDA含

量间接反映出细胞受自由基攻击的严重程度。本研究

结果显示，与模型组相比，LA和RES两组抗氧化指标

MDA含量均高度显著降低，GSH质量浓度和SOD活力

均高度显著提高，但LA比RES效果更明显，这表明LA

和RES均可通过减轻氧化应激反应达到抑制APAP诱导

的肝损伤作用，且LA的作用更强。

2.6 LA和RES对凋亡相关基因Bcl-2、Bax和caspase-3表
达的影响

3

2

1

0 Bcl-2 caspase-3 Bax

###

###

###

###.与对照组比较，差异高度显著（P＜0.000 1）。

图 7 APAP诱导24 h后Bax、Bcl-2和caspase-3的相对表达量

Fig. 7 Relative Bax, Bcl-2 and caspase-3 expression after APAP 

induction for 24 h

3

2

1

0 Bcl-2 caspase-3 Bax

RES LA

******

***

***
ΔΔΔ

***
Δ

***
Δ

***.与模型组比较，差异高度显著（P＜0.000 1）；LA组与RES组比

较，Δ.差异显著（P＜0.05），ΔΔΔ.差异高度显著（P＜0.000 1）。

图 8 LA和RES治疗24 h后Bax、Bcl-2和caspase-3的相对表达量

Fig. 8 Relative Bax, Bcl-2 and caspase-3 expression after LA or RES 

treatment for 24 h

RES LA

Bcl-2

Bax

caspase-3

β-actin

图 9 LA和RES处理24 h后Bax、Bcl-2和 

caspase-3的蛋白质印迹电泳图

Fig. 9 Western blot analysis of Bax, Bcl-2 and caspase-3 after LA or 

RES treatment for 24 h 

过量的APAP会导致肝损伤，引起细胞凋亡。已知

多种基因与细胞凋亡的信号通路相关，其中Bax基因可促

进凋亡，而Bcl-2基因能抑制细胞凋亡[27]，Bax通过抑制

Bcl-2的活力诱导细胞凋亡[28]。caspase-3是激活线粒体凋

亡信号通路的关键环节，因此是凋亡发生的标志酶[29]。

qPCR检测凋亡相关基因表达结果表明，与对照组相

比，模型组Bax和caspase-3表达量高度显著提高，同时

Bcl-2表达量高度显著降低（图7）；与模型组相比，LA
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组和RES组Bax和caspase-3表达量均有降低，同时Bcl-2
表达量均有提高，但LA组比RES组效果更显著，表明LA

比RES具有更好的抑制HepG2细胞凋亡的作用（图8）；

Western blot结果也发现有同样的趋势，首先LA和RES可

以从蛋白水平调节APAP诱导的损伤，其次LA比RES能更

有效缓解APAP诱导的损伤（图9）。

qPCR和Western blot结果均表明LA和RES均通过上调

Bcl-2表达量、下调Bax和caspase-3表达量抑制APAP引起

的细胞凋亡抑制APAP诱导的细胞凋亡，且LA比RES抑制

效果更明显。

3 结 论

本研究通过用60 μmol/L的APAP处理HepG2细胞，建立

了HepG2细胞氧化应激体外模型，并探讨了两种抗氧化物

质LA和RES对APAP致HepG2细胞损伤中的抗氧化作用。LA

和RES均可提高对APAP所致的氧化损伤细胞活力，且LA比

RES效果更显著；LA抑制DCF的生成的能力比RES强；LA

和RES均可抑制氧化应激引起的细胞凋亡，且LA组比RES

组抑制细胞增殖效果更明显，且LA比RES更有效地被细胞

吸收发挥应有的效用；另外，LA和RES是通过上调Bcl-2表
达量、下调Bax和caspase-3表达量来抑制APAP引起的细胞

凋亡，且LA比RES抑制效果更明显。

综上所述，LA比RES对APAP引起的肝损伤起到保护

作用明显，并且初步探讨出LA和RES对APAP引起肝损伤

保护作用机制，是通过抑制氧化应激和细胞凋亡（通过降

低MDA含量，提高GSH和SOD活力，下调Bax和caspase-3
表达量及上调Bcl-2表达量）来实现其对APAP诱导的

HepG2细胞损伤的保护作用。并且LA比RES干预APAP引

起的细胞损伤效果更好。因此LA和RES对APAP引起肝损

伤保护作用及其机制有待于更多基础和临床实验的证实。
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