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橙皮素通过 Nrf2 / HO-1 信号通路对非酒精性脂肪肝
体外模型氧化应激的保护作用

罗　 娟1,2,楼迪栋3,肖巧巧3,李晓洁1,李　 毅4∗,周谊霞1,2∗

(1. 贵州中医药大学护理学院,贵阳　 550025;2. 贵州医科大学护理学院,贵阳　 550001;3. 贵州中医药大学基础医学院,
贵阳　 550025;4. 贵州医科大学分子生物学重点实验室,贵阳　 550001)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨橙皮提取物橙皮素对非酒精性脂肪肝(NAFLD)体外模型中氧化应激的保护作用。 方法
 

CCK-8 法筛选油酸(OA)及橙皮素(HES)的药物浓度。 通过 OA 作用于 LO2 细胞建立体外 NAFLD 模型,设正常对照

组(NC 组)、模型组(Model 组)、低剂量组(L-HES)、中剂量组(M-HES)、高剂量组(H-HES 组)。 低中高剂量组用 HES
干预 24

 

h,行油红 O 染色,检测细胞内 ROS、MDA、SOD、CAT 的含量,Western
 

blot 检测 LO2 细胞内 Nrf2、HO-1、NQO1、
GCLC 蛋白的表达。 结果　 与 NC 组相比,Model 组细胞内脂滴大量形成(P<0. 05);ROS、MDA 表达增加,SOD、CAT 表

达减少(P<0. 05);Nrf2、HO-1、NQO1、GCLC 表达均下调(P<0. 05);与 Model 组相比,HES 低中高组脂滴逐渐减少(P<
0. 05);ROS、MDA 生成减少,SOD、CAT 含量增加(P<0. 05);Nrf2、HO-1、NQO1、GCLC 蛋白的表达均上调(P<0. 05)。
结论　 HES 通过抗氧化应激对 NAFLD 体外模型具有保护作用,可能与激活 Nrf2 / HO-1 信号通路有关。
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

hesperidin
 

extract
 

from
 

orange
 

peel
 

on
 

oxidative
 

stress
 

in
 

an
 

in
 

vitro
 

model
 

of
 

nonalcoholic
 

fatty
 

liver
 

disease
 

(NAFLD).
 

Methods　 CCK-8
 

method
  

was
 

used
 

to
 

screen
 

the
 

drug
 

concentrations
 

of
 

oleic
 

acid
 

(OA)
 

and
 

hesperidin
 

(HES).
 

An
 

in
 

vitro
 

NAFLD
 

model
 

was
 

established
 

by
 

OA
 

action
 

on
 

LO2
 

cells,
 

with
 

a
 

normal
 

control
 

group
 

( NC
 

group),
 

model
 

group
 

( Model
 

group),
 

low-dose
 

group
 

( L-HES),
 

medium-
dose

 

group
 

(M-HES)
 

and
 

high-dose
 

group
 

(H-HES
 

group).
 

The
 

groups
 

were
 

treated
 

with
 

HES
 

for
 

24
 

h;
 

oil
 

red
 

O
 

staining
 



was
 

performed
 

to
 

detect
 

intracellular
 

ROS,
 

MDA,
 

SOD
 

and
 

CAT,
 

and
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

Nrf2,
 

HO-1,
 

NQO1
 

and
 

GCLC
 

proteins
 

in
 

LO2
 

cells.
 

Results 　 Compared
 

with
 

result
  

in
 

the
 

NC
 

group,
 

numerous
 

intracellular
 

lipid
 

droplets
 

were
 

formed
 

in
 

the
 

Model
 

group
 

(P<0. 05);
 

ROS
 

and
 

MDA
 

expression
 

increased,
 

SOD
 

and
 

CAT
 

expression
 

decreased
 

(P< 0. 05)
 

and
 

Nrf2,
 

HO-1,
 

NQO1
 

and
 

GCLC
 

expression
 

were
 

all
 

down-regulated
 

(P< 0. 05).
 

Compared
 

with
 

observations
 

the
 

Model
 

group,
 

fewer
 

lipid
 

droplets
 

were
 

observed
 

in
 

the
 

HES
 

low-medium-high
 

group
 

(P<
0. 05).

 

ROS
 

and
 

MDA
 

production
 

decreased,
 

SOD
 

and
 

CAT
 

contents
 

increased
 

(P<0. 05)
 

and
 

Nrf2,
 

HO-1,
 

NQO1
 

and
 

GCLC
 

protein
 

expressions
 

were
 

all
 

upregulated
 

(P<0. 05).
 

Conclusions　 HES
 

has
 

a
 

protective
 

effect
 

on
 

the
 

NAFLD
 

in
 

vitro
 

model
 

through
 

anti-oxidative
 

stress,
 

which
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

activation
 

of
 

Nrf2 / HO-1
 

signaling
 

pathway.
【Keywords】　 NAFLD;

 

hesperidin;
 

oxidative
 

stress;
 

Nrf2;
 

HO-1;
 

ROS

　 　 我国是世界上非酒精性脂肪肝病(non-alcoholic
 

fatty
 

liver
 

disease,NAFLD)患病率增长最快的国家,
也是亚洲患病率、发病率、死亡率最高的国家[1-2] 。
NAFLD 发病机制复杂[3] ,且目前尚无特异性治疗药

物。 氧化应激是 NAFLD 的主要发病机制,肝发生氧

化应激后会触发肝炎症,增加肝受损程度[4-5] 。 因

此,减轻肝的氧化应激水平,可能为防治 NAFLD 带

来新思路。 核因子 E2 相关因子 2 ( nuclear
 

factor
 

erythroid-2
 

related
 

factor
 

2,Nrf2)是机体重要的抗氧

化因子[6] ,可调节下游血红素加氧酶-1( HO-1)、谷
氨酸半胱氨酸连接酶催化亚基(GCLC)以及醌氧化

还原酶(NQO1),发挥抗氧化作用[7-8] 。 已有多项研

究报 道 Nrf2 信 号 通 路 对 NAFLD 具 有 保 护 作

用[9-10] 。 橙皮素( hesperetin,HES)是一种富含于柑

橘类水果中的生物类黄酮,是对抗超氧化物和羟基

自由基的有效药物[11-12] , 但是其能否通过影响

Nrf2 / HO-1 信号通路缓解 NAFLD 尚不明确,本研究

旨在通过体外 NAFLD 模型探讨 HES 是否缓解

NAFLD,并探讨其可能的作用机制。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

　 　 人正常肝细胞 LO2 购自上海中乔新舟生物科

技有限公司,货号 ZQ0031。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 CCK-8、油酸(OA)购于大连美仑生物技术有限

公司,货号 MA0218-2、MB2405;HES 购于上海麦克

林生化科技有限公司,纯度 97%,货号 C10358475;
饱和油红 O 染液,购于索莱宝科技有限公司,货号

G1260;丙二醛(MDA)测定试剂盒(TBA 法)购于万

类生物科技,货号为 WLA048a;ROS、SOD、CAT 测试

试剂盒购于南京建成科技有限公司,货号 E004-1-1、
A001-3、A007-1-1;Nrf2、GCLC、NQO1、HO-1、β-actin
以及羊抗兔 IgG 均购于 Affinity 公司,货号 AF0639、

DF8550、DF6437、 AF5393、 S0001。 冷冻离心机,美

国 Thermo
 

Fisher 公司,型号 Heraeus
 

Fresco
 

21;多功

能酶标仪,美国 Bio-Tek 公司,型号 ELX800UV;正置

光学显微镜,日本 Nikon 公司,型号 Nikon
 

Eclipse
 

E100;倒置荧光显微镜,日本 Nikon 公司;电泳仪,武
汉赛维尔生物科技有限公司,型号 BV-2。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞培养　
　 　 LO2 细胞培养于含 10%

 

FBS 及 1% 双抗的

DMEM 培养基中,将其置于含 5%
 

CO2 的 37℃ 恒温

培养箱中,2 ~ 3
 

d 换液 1 次,当细胞密度达 80% ~
90%时用胰酶消化,按 1 ∶ 3 进行传代。
1. 3. 2　 细胞活力分析

 

　 　 以每孔 1. 0×104 个细胞接种于 96 孔板中,待细

胞贴壁后,将 OA 和 HES 以浓度梯度分组给药,继
续培养 24

 

h,采用 CCK-8 法测定细胞活力。
1. 3. 3　 细胞分组

 

　 　 将 LO2 细胞分为正常对照组( NC,正常培养基

培养)、模型组(Model,0. 125
 

mmol / L 的 OA 造模)、
HES 低、中、高剂量组( L-HES、M-HES、H-HES,10、
100、200

 

μmol / L 的 HES 干预 24
 

h)。
1. 3. 4　 油红 O 染色及定量　
　 　 4%多聚甲醛固定 30

 

min,60%异丙醇快速浸

洗,油红 O 染液室温染色 10
 

min,60%异丙醇分化

10
 

s,洗去多余染料,苏木素复染细胞核 10
 

s,PBS 清

洗两遍,于倒置显微镜观察细胞脂质蓄积情况。 每

孔加入 500
 

μL 异丙醇,于脱色摇床上振荡 10
 

min,
取 100

 

μL 上清液于 96 孔板中,在 500
 

nm 处测

OD 值。
1. 3. 5　 抗氧化指标(ROS、MDA、SOD、CAT)测定

 

　 　 收集细胞于 EP 管中,加入 PBS,超声裂解细

胞,4℃ ,12000
 

r / min,离心 10
 

min,取上清液测定。
具体操作步骤按测定试剂盒说明书进行,ROS 染色

后置于荧光显微镜下拍摄。
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1. 3. 6　 Western
 

blot 检测　
　 　 将 LO2 细胞收集至 EP 管中,加入 RIPA 裂解

液,超声裂解细胞,4℃ ,12000
 

r / min,离心 20
 

min,
提取细胞总蛋白。 蛋白样品用 10%

 

SDS-聚丙烯酰

胺凝胶进行电泳,电泳结束进行转膜、封闭,一抗

4℃孵育过夜,二抗室温孵育 1
 

h。 最后用化学发光

检测系统进行蛋白显影。 蛋白密度值用 Image
 

J 软

件进行分析。

注:A:不同浓度 OA 对 LO2 细胞活力的影响;B:不同浓度 HES 对 LO2 细胞活力的影响。 与 0
 

mmol / L 比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 1　 不同浓度 OA 及 HES 对 LO2 细胞活力的影响

Note.
 

A,
 

Effect
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

OA
 

on
 

LO2
 

cell
 

viability.
 

B,
 

Effect
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

HES
 

on
 

LO2
 

cell
 

viability.
 

Compared
 

with
 

0
 

mmol / L,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

1　 Effect
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

OA
 

and
 

HES
 

on
 

the
 

viability
 

of
 

LO2
 

cells

1. 4　 统计学方法　
 

　 　 用 SPSS
 

22. 0 进行统计学分析,用 Graphpad
 

Prism
 

8 绘制统计图。 符合正态分布的数据用平均

数±标准差( 􀭰x±s)表示,多组间比较用单因素方差分

析,组间比较用 LSD-t 检验。 以 P<0. 05 表示差异具

有统计学意义。

2　 结果
 

2. 1　 细胞活力分析结果　
　 　 与 0

 

mmol / L 相比, 当 OA 浓度在 0. 5 ~ 2. 0
 

mmol / L 时细胞活力下降(P<0. 01);与 0
 

μmol / L 相

比,当 HES 浓度达到 250
 

μmol / L 时,抑制细胞活力

(P<0. 05)。 因此,后续实验选用 0. 125
 

mmol / L 的

OA,10、100、200
 

μmol / L 的 HES。 见图 1。
2. 2　 HES 呈剂量依赖性减少 LO2 细胞内脂滴的

形成　
　 　 与 NC 组相比,Model 组细胞内的脂滴形成明显

增多,可见细胞内大面积红染;与 Model 组相比,各
HES 组脂滴形成均明显减少,随着剂量的增加,各
HES 组内的红染面积逐渐减少。 油红 O 定量结果

与上述结果一致。 见图 2。
2. 3　 HES 减轻 LO2 细胞的氧化应激

 

　 　 与 NC 组相比,Model 组 ROS、MDA 生成增加,

SOD、CAT 生成减少(P< 0. 01);与 Model 组相比,
高、中、低剂量 HES 组 MDA、 ROS 生成逐渐减少,
SOD、CAT 生成增多(P<0. 5)。 见图 3。
2. 4　 HES 对增加 Nrf2 / HO-1信号通路表达

 

　 　 与 NC 组相比, Model 组 HO-1、 NQO1、 GCLC、
Nrf2 表达减少(P<0. 05);与 Model 组相比,HES 低、
中、高剂量组上述蛋白表达水平逐渐升高 ( P <
0. 05)。 见图 4。

3　 讨论

　 　 目前 NAFLD 仍无特异性治疗药物,“二次打击

学说”指出了氧化应激在 NAFLD 发病机制中的重

要性,因此控制氧化应激有助于延缓 NAFLD 进程。
HES 可以抗氧化和清除自由基,在 NAFLD 防治方

面具有广阔前景[13] ,但是目前还没有其他研究报道

过 HES 对 NAFLD 模型脂质氧化及对 Nrf2 / HO-1 信

号通路的影响。 本研究利用 LO2 细胞作为 NAFLD
体外模型,研究 HES 对 NAFLD 的作用及其机制。
结果表明,模型组中脂滴大量形成,ROS 和 MDA 生

成增加,SOD 和 CAT 含量减少,Nrf2 / HO-1 信号通

路蛋白表达水平减少,提示 NAFLD 体外氧化应激模

型成功建立。
MDA 是机体脂质过氧化的主要代谢产物,具有

细胞毒性;ROS 可以诱导多不饱和脂肪酸启动细胞

内的脂质过氧化,扩大氧化应激影响范围[14] ,两者

生成量增多会损伤肝。 SOD 是生物体内最重要的

抗氧化酶[15] , CAT 参与活性氧代谢过程,二者与

POD 组成清除自由基的反应体系[16] 。 本研究发

现,HES 呈剂量依赖性减少 NAFLD 模型脂滴的形

成,降低 MDA 和 ROS 的生成,增加抗氧化酶 SOD、

3中国比较医学杂志 2022 年 6 月第 32 卷第 6 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

June
 

2022,Vol.
 

32,No.
 

6



注:A:油红 O 染色;B:油红 O 定量。 1:NC 组;2:Model 组;3:L-HES 组;4:M-HES 组;5:H-HES 组。 与 NC 组相比,∗∗P<0. 01;与 Model 组

相比,##P<0. 01。

图 2　 HES 对 LO2 细胞内脂质蓄积的影响(油红 O)
Note.

 

A,
 

Oil
 

red
 

O
 

staining.
 

B,
 

Oil
 

red
 

O
 

quantification.
 

1,
 

Normal
 

control
 

group.
 

2,
 

Model
 

group.
 

3,
 

Hesperidin
 

low
 

dose
 

group.
 

4,
 

Hesperidin
 

medium
 

dose
 

group.
 

5,
 

Hesperidin
 

high
 

dose
 

group.
 

Compared
 

with
 

NC
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

Model
 

group,
 ##P<0. 01.

Figure
 

2　 Effect
 

of
 

HES
 

on
 

intracellular
 

lipid
 

accumulation
 

in
 

LO2
 

cells
 

(Oil
 

Red
 

O)

注:A:HES 对 ROS 的影响;B:HES 对 MDA 的影响;C:HES 对 SOD 的影响;D:HES 对 CAT 的影响。 1:NC 组;2:Model 组;3:L-HES 组;4:M-

HES 组;5:H-HES 组。 与 NC 组比,∗∗P<0. 01;与 Model 组比,#P<0. 05,##P<0. 01。

图 3　 HES 对 LO2 细胞内 ROS、MDA、SOD、CAT 生成的影响

Note.
 

A,
 

Effect
 

of
 

HES
 

on
 

ROS.
 

B,
 

Effect
 

of
 

HES
 

on
 

MDA.
 

C,
 

Effect
 

of
 

HES
 

on
 

SOD.
 

D,
 

Effect
 

of
 

HES
 

on
 

CAT.
 

1,
 

NC
 

group.
 

2,
 

Model
 

group.
 

3,
 

L-HES
 

group.
 

4,
 

M-HES
 

group.
 

5,
 

H-HES
 

group.
 

Compared
 

with
 

NC
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

Model
 

group,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01.

Figure
 

3　 Effect
 

of
 

HES
 

on
 

the
 

production
 

of
 

ROS,
 

MDA,
 

SOD
 

and
 

CAT
 

in
 

LO2
 

cells
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注:A:Nrf2、HO-1 的蛋白条带;B:Nrf2 的蛋白表达量;C:HO-1 的蛋白表达量;D:GCLC、NQO1 的蛋白条带;E:GCLC 的蛋白表

达量;F:NQO1 的蛋白表达量。 1:NC 组;2:Model 组;3:L-HES 组;4:M-HES 组;5:H-HES 组。 与 NC 组比,∗ P< 0. 05,∗∗ P<

0. 01;与 Model 组比,#P<0. 05,##P<0. 01。

图 4　 HES 对 LO2 细胞 HO-1、NQO1、GCLC、Nrf2 蛋白表达的影响

Note.
 

A,
 

Protein
 

bands
 

of
 

Nrf2,
 

HO-1.
 

B,
 

Protein
 

expression
 

of
 

Nrf2.
 

C,
 

Protein
 

expression
 

of
 

HO-1.
 

D,
 

Protein
 

bands
 

of
 

GCLC,
 

NQO1.
 

E,
 

Protein
 

expression
 

of
 

GCLC.
 

F,
 

Protein
 

expression
 

of
 

NQO1.
 

1,
 

NC
 

group.
 

2,
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group.
 

3,
 

L-HES
 

group.
 

4,
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H-HES
 

group.
 

Compared
 

with
 

NC
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

Model
 

group,
 #P<0. 05,
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0. 01.

Figure
 

4　 Effect
 

of
 

HES
 

on
 

HO-1,
 

NQO1,
 

GCLC,
 

Nrf2
 

protein
 

expression
 

in
 

LO2
 

cells

CAT 的含量,抵抗 NAFLD 体外模型的氧化应激,发
挥保护作用。 Kheradmand 等[17] 、Chen 等[18] 的研究

也表明 HES 在阿尔兹海默病和肾损伤模型中具有

减少 ROS、MDA,增加 SOD、CAT 生成的作用,这与

我们的研究结果一致。 以上的实验结果提示,HES
可能通过减轻 NAFLD 体外模型的氧化应激水平,发
挥肝保护作用。

Nrf2 / HO-1 信号通路是机体抵御氧化应激的重

要信号通路,其激活可以促进下游多个抗氧化因子

的表达[19] ,可以治疗多种氧化损伤疾病。 Nrf2 是氧

化应激的中枢细胞感受器;HO-1 可以将血红素分解

为具有抗氧化能力的胆绿素、 一氧化碳和游离

铁[20] ;NQO1 可以催化醌类及其衍生物还原,降解

其毒性,从而阻止氧化还原反应和 ROS 生成[21] ;
GCLC 是 GCL 的组成亚单位,而 GCL 是细胞 GSH
的合成限速酶,可以调控 GSH 生成的量和速度,从
而保护细胞免受氧化应激伤害。 为进一步研究

HES 的在 NAFLD 体外模型中的抗氧化作用机制,
进行蛋白免疫印迹实验检测 Nrf2 / HO-1 信号通路的

表达情况。 Parhiz 等[22] 、Wan 等[23] 及 Prema 等[24]

的研究分别在药物肝损伤模型和心脏肥大模型中

探讨 HES 对 Nrf2、HO-1、GCLC、NQO1 表达的影响,
他们的研究结果均表明 HES 可以增加上述蛋白的

表达并对疾病起到保护作用。 本研究对 HES 在体

外 NAFLD 模型中的抗氧化作用进行研究,证明了

HES 可以降低脂质蓄积,减少氧化应激产物的生
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成,并发现 HES 可以增加 Nrf2、HO-1、GCLC、NQO1
的蛋白表达量,这表明 HES 对 NAFLD 的体外氧化

应激模型具有保护作用。
综上所述,HES 对 NAFLD 的体外氧化应激模

型具有保护作用,其作用机制可能与增加 Nrf2 / HO-
1 信号通路表达有关。
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