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摘要：本文考察了鲍内脏肽粉对二苯基苦基苯肼自由基（DPPH·）、羟自由基（·OH）、超氧阴离子自由基（O2
-·）的清除能力，

结果发现，鲍内脏肽粉对 DPPH·、·OH 和 O2
-·自由基具有一定的清除能力，其 IC50值分别为 0.87 mg/mL、7.53 mg/mL 和 19.41 mg/mL。

采用 H2O2建立体外培养人肝癌细胞（HepG2）氧化应激损伤模型，将细胞分为正常对照组，模型组、H2O2加低（1.6 mg/mL）、中（3.2 

mg/mL）、高（6.4 mg/mL）剂量组，检测各组细胞存活率、总抗氧化能力（T-AOC）、超氧化物歧化酶（SOD）活力、丙二醛（MDA）

含量。结果发现，1.6 mg/mL、3.2 mg/mL 和 6.4 mg/mL 3 个剂量水平的鲍内脏肽粉能显著提高 HepG2 细胞的存活率、T-AOC 和 SOD

活力，显著抑制细胞的 MDA 含量，且剂量-效应关系明显，对 H2O2氧化损伤 HepG2 细胞均具有一定的修复作用。结果表明，鲍内

脏肽粉具有较好的抗氧化活性。 
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Abstract: The scavenging activity of abalone visceral polypeptide (AVPP) against 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical (DPPH·), hydroxyl 

radical (·OH), and superoxide anion radical (O2
-·) was determined in this study. The results showed that AVPP exhibited certain free radical 

scavenging activity against DPPH·, ·OH, and O2
-·-, with IC50 values of 0.87, 7.53, and 19.41 mg/mL, respectively. An oxidative stress injury 

model was established by human hepatoma cells (HepG2) treatedwith H2O2. HepG2 cells were cultured in vitro and divided into five groups: 

control, model, low-dose AVPP (1.6 mg/mL), medium-dose AVPP (3.2 mg/mL), and high-dose AVPP (6.4 mg/mL). Cell viability, total 

antioxidant capacity (T-AOC), superoxide dismutase (SOD) activity, and malondialdehyde (MDA) levels in each group were measured. The 

results showed that the AVPP significantly increased HepG2 cell viability at doses of 1.6 mg/mL, 3.2 mg/mL, and 6.4 mg/mL. Additionally, the 

AVPP increased T-AOC and SOD activity and markedly reduced the MDA levels in a positive dose-response pattern. Thus, the results indicate 

that AVPP possesses excellent antioxidant capability. 
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自由基而引起组织器官的损伤。人体内产生的自由基

种类很多，其中活性氧（ROS）与氧化应激密切相关，

其是生物有氧代谢过程中产生的一类化学性质活泼的

含氧代谢物，ROS 的积累会破坏生物大分子的结构和

功能，从而引起一系列的病理过程[1]。随着人们生活

水平的提高，抗氧化问题越来越受到人们的关注，目

前临床证实有效且应用较多的外源性抗氧化活性物质

有维生素 C、维生素 E、D-甘露醇等。近年来，随着
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海洋生物资源开发研究的不断深入，通过补充海洋生

物来源的抗氧化活性因子调整自由基的平衡，已成为

机体氧化损伤修复的研究热点[2~3]。鲍内脏含有丰富的

蛋白质、维生素等营养成分及一些生物活性物质，我

们前期工作中已对鲍内脏肽粉（AVPP）的制备工艺进

行了研究，初步验证了其具有一定的抗氧化功效，因

此，本文以期采用体外化学与细胞模型评价鲍内脏肽

粉的抗氧化活性。 
自由基清除、脂质过氧化抑制及还原能力等化学

方法广泛地应用于评价物质的抗氧化活性，然而这些

方法不能真实地模拟或反映机体的生理环境，未充分

考虑生物药效和新陈代谢问题，说服力存在不足[4]。

同时，相对于整体动物模型和人体临床实验来说，细

胞模型评价物质的抗氧化活性不仅花费较低、周期较

短，还可以模拟人体的动态生理体系，建立与人体较

为相似的模型[5]。因此，从细胞水平评价物质的生物

活性得到了广泛应用，如 Kim S Y[6]等采用了 H2O2诱

导的人胚肺细胞氧化损伤模型探讨了鳕鱼多肽的抗氧

化功效，刘安军等[7]研究了胶原蛋白多肽铬（CPCC）
对四氧嘧啶损伤肝细胞 HL-7702 的保护作用，并探讨

其作用机理。 
建立成功可靠的氧化应激模型，对于研究和筛选

抗氧化药物和功能食品具有重要意义。肝脏含有丰富

的线粒体，是 ROS 攻击的主要器官，氧化应激是肝细

胞损伤的共同途径[8]。HepG2 细胞来源于人肝胚细胞

瘤，其所含有的生物代谢酶与正常肝细胞具有同源性，

分化程度较高，被广泛用于构建体外细胞氧化应激模

型[9]。H2O2是一种氧化作用很强的活性氧，极易透过

细胞膜并与细胞内铁离子通过 Fenton 发生反应形成

高活性的自由基，从而导致一系列反应[10]，利用 H2O2

氧化损伤细胞已成为研究各类细胞氧化损伤的重要工

具。因此，本实验在开展 AVPP 清除自由基活性研究

的基础上，进一步采用 H2O2诱导人肝癌细胞（HepG2）
氧化损伤模型对其抗氧化活性进行评价，以期为天然

产物中肽类的开发利用提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

鲍内脏肽粉(AVPP)：福建省水产研究所研制，

HepG2（人肝癌细胞 human hepatoma cells）：上海美

轩生物科技有限公司。 
主要药品和试剂：还原型谷胱甘肽（GSH）、维

生素 C（Vc）、1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）：上

海晶纯生化科技股份有限公司；羟自由基（·OH）测

试盒、超氧阴离子自由基（O2
··）测试盒、丙二醛（MDA）

测试盒、超氧化物歧化酶（SOD）测试盒、总抗氧化

能力（T-AOC）测试盒：南京建成生物工程研究所；

胰蛋白酶、胎牛血清：美国 Gibco 公司；DMEM 培养

基：美国 Corning 公司；青霉素、链霉素、BCA 蛋白

浓度测定试剂盒、MTT 细胞增殖及细胞毒性检测试剂

盒：碧云天生物技术。 

1.2  仪器和设备 

HH-6 恒温水浴锅：国华电器有限公司；UV-3200
紫外-可见分光光度计：上海美谱达；170-3930 冷冻离

心机：美国 BIO-RAD 公司；5810R 台式高速大容量

冷冻离心机：德国 Eppendorf 公司；311CO2培养箱、

MultiSkan3 酶标仪：美国 Thermo 公司；164-5050 超

净工作台：苏州净化设备有限公司；37XB 倒置显微

镜：上海光学仪器厂。 

1.3  方法 

1.3.1  AVPP 体外化学抗氧化活性测定 
DPPH·清除能力参考文献[11]。样品溶液的配置：

将 AVPP 分别配成浓度为 0.10、0.20、0.50、1.00、2.00 
mg/mL 的工作液；GSH 和 Vc 对照溶液的配置：将

GSH 和 Vc 分别配成浓度为 0.04、0.05、0.06、0.08、
0.10 mg/mL 的工作液。 

·OH 清除能力参照检测试剂盒的操作说明。样品

溶液的配置：将 AVPP 分别配成浓度为 2.00、4.00、
8.00、16.00、32.00 mg/mL 的工作液；GSH 和 Vc 对

照溶液的配置：将 GSH 和 Vc 分别配成浓度为 0.10、
0.20、0.30、0.40、0.50 mg/mL 的工作液。 

O2
-·清除能力参照检测试剂盒的操作说明。样品

溶液的配置：将 AVPP 分别配成浓度为 1.00、4.00、
8.00、16.00、32.00 mg/mL 的工作液；GSH 对照溶液

的配置：将 GSH 分别配成浓度为 1.00、4.00、8.00、
16.00、32.00 mg/mL 的工作液；Vc 对照溶液的配置：

将 Vc 分别配成浓度为 0.20、0.40、0.50、1.00、2.00 
mg/mL 的工作液。 

半数抑制浓度 IC50值是抑制率为50%时抗氧化剂

所对应的浓度值。分别以 AVPP、Vc 和 GSH 质量浓

度对 DPPH·、·OH 和 O2
-·清除能力作图并进行线性拟

合，计算 IC50值。 
1.3.2  HepG2 细胞模型评价 AVPP 抗氧化活性 
1.3.2.1  细胞（HepG2）的复苏与培养 

参照文献[12]，将 HepG2 细胞从液氮中取出，置

37 ℃温水迅速融化，2000 r/min 离心 3 min，弃液体，

用 PBS 液洗涤细胞，离心后，将 HepG2 细胞按 5×105

hellen
高亮
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个/mL 接种到含 10%胎牛血清、100 U/mL 青霉素、100 
μg/mL 链霉素、10 mmol/L Hepes 缓冲液(pH 7.2)、2 
mmol/L L-谷氨酰胺的 DMEM 培养基中，37 ℃、5% 
CO2 条件下培养。细胞为多角形贴壁生长，每 2~3 d
传代 1 次，取对数生长期细胞用于实验。 
1.3.2.2  噻唑蓝(MTT)法检测细胞存活率 

100
OD

(%) ×=
值对照

值样品
细胞存活率

OD  

用 DMEM 培养基配制抗氧化肽浓度至 0.2、0.4、
0.8、1.6、3.2、6.4、12.8、25.6。取状态良好的 HepG2
细胞进行消化，按照 5×103个/mL 密度接种于 96 孔板

上，每孔 50 µL，在 37 ℃、5% CO2条件下培养 24 h，
至细胞贴壁。吸去培养基，PBS 清洗 2 遍，加入含有

不同浓度抗氧化肽的 DMEM 培养基，每个浓度设置 6
个平行，同时设置正常对照组（DMEM 培养基），继

续培养细胞 24 h。然后每孔加入 10 µL 5 mg/mL 的

MTT，孵育 4 h，每孔加入 100 µL Formazan 溶解液，

在细胞培养箱内继续孵育，至普通光学显微镜下观察

formazan 全部溶解。用酶标仪测定各孔在波长 570 nm

处的吸光度。 
1.3.2.3  HepG2 细胞氧化应激模型的构建 

参照文献[12]，取对数生长的HepG2细胞，以 5×103

个/mL 的密度接种于 96 孔板中，每孔 50 µL，待细胞

生长达到 80%融合时弃去细胞培养液，除正常对照组

细胞外，均加入 100 µmol/L 的 H2O2溶液，置于细胞

培养箱损伤约 4 h。 
1.3.2.4  AVPP 对 HepG2 细胞氧化损伤的修复作用 

在 H2O2诱导的 HepG2 细胞氧化应激模型中，除

正常对照组、模型组外，细胞分别经低（1.6 mg/mL）、
中（3.2 mg/mL）、高剂量（6.4 mg/mL）AVPP 处理之

后，培养 12 h，进行 MTT、MDA、T-AOC、T-SOD
的检测。 
1.3.2.5  总蛋白浓度、MDA、SOD、T-AOC 的测定 

总蛋白浓度：参照检测试剂盒的操作说明，以 OD
值为 x，以牛血清蛋白（BSA）标准品浓度为 y
（mg/mL ），得到回归方程为 y=2.612x-0.302 ，

R2=0.992。 
MDA 参照测试盒的操作说明， 

)/()/10(
OD-OD
OD-OD)/(MDA mLmgprotmLnmolmgprotnmol 待测样品蛋白浓度标准品浓度

值空白值标准

值对照值测定
含量 ÷×=

SOD 参照测试盒的操作说明， 

)/mg(
)mL(

%50
OD

OD-OD)U/(SOD mLprotmgprot 待测样品蛋白浓度
取样量

反应液总体积

值对照

值对照值测定
活力 ÷×÷=

T-AOC 参照测试盒的操作说明， 

)/(
3001.0

OD-ODAOCT mLmgprot待测样品蛋白浓度样品测定前稀释倍数
取样量

反应液体积值对照值测定
能力 ÷××

×
=−

1.3.3  数据分析 
采用 SPSS 16.0 软件对数据进行处理，用单因子

方差分析（One-way ANOVN, Duncan）进行差异显著

性分析，数据以均值±标准差(X±SD)表示。 

2  结果与讨论 

2.1  AVPP 的体外化学抗氧化活性 

以常见的抗氧化剂 GSH 和 Vc 作为对照，AVPP
的 DPPH·、·OH 和 O2

-·自由基清除能力测定结果见表

1。由表可发现，AVPP 的 DPPH·、·OH 和 O2
-·清除能

力的 IC50值分别为 0.87、7.53 和 19.41 mg/mL；与 GSH
相比，分别高出了 0.80、7.18 和 2.50 mg/mL，与 VC

相比，分别高出了 0.79、7.32 和 18.52 mg/mL。ROS
是需氧细胞在代谢过程中产生的一系列活性氧簇，其

包括过氧化氢（H2O2）、羟自由基（·OH）和一氧化氮

自由基（NO·）等。在病理条件下，ROS 产生过多会

引起氧化应激，导致动脉粥样硬化、糖尿病等多种疾 

 
病的产生。因此，清除自由基和 ROS 成为防御各种疾

病的有效方式之一。DPPH·是一种稳定的自由基，易

与具有氢键供体的化合物发生电子转移反应；·OH 具

有很高的电子还原电势，能与生物体内所有物质发生

反应，对生物大分子产生最强的氧化破坏效应；O2
-·在

生物体内可长时间攻击靶向目标，对细胞有较强的氧

化毒性，对 DPPH·、·OH 和 O2
-·自由基清除能力的测

定已成为评价天然产物抗氧化活性的重要组成部分
[13]。实验结果显示，AVPP 能有效地清除 DPPH·、·OH
和 O2

-·3 种自由基，其中 DPPH·清除能力优于·OH、

O2
-·清除能力，O2

-·清除能力与 GSH 的 O2
-·清除能力

相近；欧柳舒等[14]采用木瓜蛋白酶与中性蛋白酶复合

酶解获得鲍性腺小肽，其 DPPH 的 IC50 值为 6.8 
mg/mL；赵强忠[15]等采用胰酶对秋刀鱼蛋白进行酶解

制备抗氧化肽，其清除 DPPH·的 IC50为 3.32 mg/mL，
清除 O2

-·的 IC50为 5.08 mg/mL，虽然与传统的抗氧化

剂 VC和 GSH 相比，其清除能力还是较弱，但与其他
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水产动物蛋白相比，仍是显现出一定的抗氧化活性。 
表1 AVPP、GSH和 VC的 DPPH·、·OH和 O2

··清除能力的IC50值 

Table 1 IC50 values of the scavenging activity against the 

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, hydroxyl, and superoxide radicals 

组别 
IC50/(mg/mL) 

DPPH· ·OH O2
-· 

AVPP 0.87 7.53 19.41 

GSH 0.07 0.35 16.91 
VC 0.06 0.21 0.89 

2.2  AVPP 对HepG2 细胞存活率的影响 

 
图1 AVPP对 HepG2细胞存活率的影响 

Fig.1 Effect of AVPP on the viability of HepG2 cells 

注：*p<0.01，相对于空白组有差异。 

由图 1 可知，当浓度<0.4 mg/mL 时，AVPP 对

HepG2 细胞的增殖没有显著影响，当浓度>0.8 mg/mL 
时，AVPP 对 HepG2 细胞有显著的增殖作用，且浓度

越高，促进效果越明显。本实验的受试样品为淡黄色，

当浓度太高时会干扰 OD 值的吸收，使得细胞存活率

偏高。实际经光学显微镜检验发现 12.8、25.6 mg/mL 2
个浓度的细胞数量相对于其他浓度有所减少，这可能

是由于高浓度的 AVPP 造成细胞膜受损，对细胞有一

定的毒性作用，因此选择 1.6、3.2 和 6.4 mg/mL 3 个

浓度进行后续氧化损伤修复实验。 

2.3  AVPP对HepG2细胞氧化损伤的修复作用 

由图 2 可知，H2O2能抑制 HepG2 细胞生长，与

正常对照组相比，模型组的细胞存活率降低了 4.87%，

但未达到显著水平（P>0.01）；H2O2损伤 HepG2 细胞

经低剂量（1.6 mg/mL）、中剂量（3.2 mg/mL）、高剂

量（6.4 mg/mL）的 AVPP 处理后，细胞存活率分别提

高了 43.24%、66.11%和 79.37%（P<0.01），不同剂量

组的 AVPP 对 H2O2损伤的 HepG2 细胞均具有显著的

修复作用，而且其保护作用随着浓度的增加而显著提

高（P<0.01），剂量-效应关系明显。 

 
图2 AVPP对 H2O2诱导的HepG2细胞存活率的影响 

Fig.2 Effects of AVPP on the viability of HepG2 cells under 

H2O2-induced oxidative stress 

注：同列数值中标注不同字母表示对应组别间差异显著

（P<0.05）；反之，标注相同字母表示对应组别间差异不显著

（P>0.05）。 

 
图3 AVPP对 H2O2诱导HepG2细胞的T-AOC的影响 

Fig.3 Effect of AVPP on the total antioxidant capacity of HepG2 

cells under H2O2-induced oxidative stress 

由图 3 可知，HepG2 细胞经 H2O2处理后，T-AOC
显著低于正常对照组（P<0.01），T-AOC 降低了 1.76 
U/mg prot；与 H2O2 模型组相比，低、中、高 AVPP
剂量组的T-AOC分别升高了9.31、11.19和13.09 U/mg 
prot（P<0.01），不同剂量组的 AVPP 均能够上调 H2O2

损伤的 HepG2 细胞的 T-AOC 水平，且呈现出显著的

量效关系。 
由图 4 可知，H2O2导致 HepG2 细胞发生了显著

的过氧化反应（P<0.01），其 MDA 含量较正常对照组

细胞高出了 6.80 nmol/mg prot；AVPP 处理组 MDA 含

量显著低于模型组（P<0.01），与模型组相比，低、中、

高 AVPP 剂量组细胞的 MDA 含量分别下降了 6.96、
8.84 和 11.14 nmol/mg prot，表明 AVPP 能显著抑制

H2O2 诱导的 HepG2 细胞过氧化损伤，而且其拮抗氧

化作用随浓度的提高而显著增强（p<0.01），具有明显

的剂量-效应关系。 
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图4 AVPP对 H2O2诱导HepG2细胞的MDA的影响 

Fig.4 Effect of AVPP on the malondialdehyde level of HepG2 cells 

under H2O2-induced oxidative stress 

 
图5 AVPP对 H2O2诱导HepG2细胞的SOD的影响 

Fig.5 Effect of AVPP on the superoxide dismutase activity of 

HepG2 cells under H2O2-induced oxidative stress 

由图 5 可知，H2O2破坏了 HepG2 细胞的正常生

理功能，表现为细胞的 SOD 活力显著下降(P<0.01)，
较正常对照组降低了 34.59 U/mg prot；细胞经低、中、

高AVPP剂量组处理后，细胞的SOD活力均显著提高，

与 H2O2 模型组相比，SOD 活力分别提高了 29.13、
33.92 和 42.10 U/mg prot，且剂效关系明显。 

从试验结果显示，当 H2O2作用 HepG2 细胞浓度

为 100 μmol/L，作用时间为 4 h 时，细胞存活率没有

显著降低，而细胞 T-AOC 活力、MDA 含量、SOD 活

性都发生了显著变化，说明在此浓度下，HepG2 细胞

内的脂质和酶系都发生了显著变化，但是这种损伤不

会造成细胞死亡，Scolastici 等[16]也报道 100 μmol/L 
H2O2作用 HepG2 细胞 DNA 也出现显著性损伤，然而

细胞存活率没有产生变化。这些结果表明，100 μmol/L 
H2O2导致 HepG2 细胞氧化抗氧化失衡，处于氧化应

激状态。 
本研究低、中、高剂量的 AVPP 均对细胞有一定

的增殖作用，且剂量-效应关系明显，魏彬彬[17]研究发

现对虾肽的美拉德产物对 HepG2 细胞的增殖有显著

的促进作用，且浓度越高，细胞增殖的促进效果越明

显，Zhang X[18]等研究表明羟基酪醇能促进丙烯酰胺

氧化损伤的 HepG2 细胞的增殖；同时，结果表明低、

中、高剂量的 AVPP 能有效地降低细胞的 MDA 含量，

对细胞的氧化损伤具有一定的保护作用；另一方面，

还能上调细胞内抗氧化酶的活性从而增强细胞抵御氧

化损伤的能力；因此推测，AVPP对H2O2诱导的HepG2
细胞损伤有一定的保护作用，而关于其具体是通过哪

条信号通路来发挥其抗氧化作用，仍须进一步深入研

究。 

3  结论 

经体外化学与细胞模型研究鲍内脏多肽的抗氧

化活性，试验结果表明，AVPP 可有效地清除

DPPH·、·OH 和 O2
-·自由基，可促进氧化损伤的 HepG2

细胞增殖，显著提高细胞的 T-AOC 和 SOD 活性，降

低细胞的 MDA 含量，对氧化损伤细胞具有显著的保

护作用，AVPP 具有一定的抗氧化活性。 
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