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油茶籽壳总黄酮对黄曲霉毒素 Ｂ１致肝细胞氧化
应激的保护作用及机制
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　　摘要：研究油茶籽壳总黄酮（ＣＳＦ）对黄曲霉毒素Ｂ１（ＡＦＢ１）诱导的人肝细胞（ＨＬ－７７０２）氧化应激的保护作用及
其机制。以２０μｇ／ｍＬＡＦＢ１处理２ｄ建立 ＨＬ－７７０２细胞 ＡＦＢ１损伤模型；与 ＡＦＢ１损伤组比较，２５、５０、１００μｇ／ｍＬ
ＣＳＦ预处理ＨＬ－７７０２细胞１ｄ，细胞存活率显著上升（Ｐ＜０．０５），细胞内活性氧（ＲＯＳ）和脂质过氧化物丙二醛（ＭＤＡ）
水平显著下降（Ｐ＜０．０５），超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ－Ｐｘ）活性显著升
高（Ｐ＜００５），核因子Ｅ２相关因子２（Ｎｒｆ２）及其下游谷胱甘肽Ｓ转移酶Ａ２（ＧＳＴＡ２）的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著
升高（Ｐ＜０．０５），核转录因子 κＢ（ＮＦ－κＢ）及下游炎症因子（ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－１β）的 ｍＲＮＡ表达显著下降（Ｐ＜
０．０５）。因此，油茶籽壳总黄酮通过上调Ｎｒｆ２，提高Ｎｆｒ２下游抗氧化酶系的活性，阻断了由ＲＯＳ引起的脂质过氧化链
式反应，同时下调ＮＦ－κＢ，减少炎症因子相关基因的表达，从而拮抗 ＡＦＢ１对肝细胞的毒性损伤，提高了肝细胞存
活率。
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　　由黄曲霉、寄生曲霉产生的黄曲霉毒素 Ｂ１（ＡＦＢ１）经常
被发现于发霉变质的饲料、食物中，被认为是中毒性最强、危

害最大的一种霉菌毒素［１］。生物体摄入 ＡＦＢ１后，在不同器
官诱发产生细胞内活性氧（ＲＯＳ），破坏机体的氧化 －抗氧化
平衡，从而使脂质过氧化物丙二醛（ＭＤＡ）积累，对脂类、蛋白
质、ＤＮＡ等生物大分子造成损伤［２］，由此形成的氧化应激对

肝脏的损伤是最大的［３］。研究表明，植物黄酮类物质能吸收

包括ＡＦＢ１在内的多种霉菌毒素，减轻其对动物体的损伤，保
护肝脏，从而改善牲畜健康，提高畜产品产量。人参皂苷［４］、

槲皮苷［５］、柚皮苷［６］、藤黄双黄酮［７］等都被发现具有黄曲霉

毒素细胞保护作用。然而，至今仍然没有一种商业化的ＡＦＢ１
生物保护剂，主要是由于上述具有细胞保护作用的化合物来

源十分有限，价格昂贵。因此，寻找易获得、廉价的此类化合

物来源（如农副产品）十分必要。我国是世界上油茶籽产量

最大的国家，油茶籽壳是油茶籽榨油前除去的种皮，大量的废

弃茶籽壳一般被丢弃或用作燃料，既污染环境又浪费资源。

研究表明，油茶籽壳中含有丰富的黄酮类物质［８］，关于这类

黄酮类物质提取工艺的研究已经很多，但对其功能研究目前

仅局限在证明其具有较好的体外抗氧化性能［９－１０］。因此，笔

者推测油茶籽壳中的黄酮类物质所具有的抗氧化能力可以减

轻ＡＦＢ１对细胞的毒性作用。本研究采用 ＡＦＢ１最易损伤的
正常肝细胞ＨＬ－７７０２细胞为材料，建立ＡＦＢ１肝细胞损伤模
型，探讨油茶籽壳中黄酮类物质对 ＡＦＢ１肝细胞损伤的保护
作用及其可能机制，旨在为油茶籽壳的综合高效利用和天然

ＡＦＢ１生物保护剂开发提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　油茶籽壳总黄酮（ＣＳＦ）样品制备
油茶籽购自浙江省嘉兴市农贸市场，剥壳后自然晒干即

得油茶籽壳，粉碎后备用。取５ｇ油茶籽壳粉碎样品，依照姜
天甲等［９］和高扬等［１１］的方法，按１ｇ∶３０ｍＬ比例加入６０％
乙醇溶液，浸泡３０ｍｉｎ，４０℃超声波提取４５ｍｉｎ，滤液减压浓
缩后加蒸馏水定容至５０ｍＬ，加等体积石油醚充分振荡，静置
分层后分离收集，经４０℃真空减压旋转蒸发后，制备得油茶
籽壳总黄酮并用ＤＭＳＯ配成２０ｍｇ／ｍＬ储备液，－２０℃保存。
１．２　材料

人正常肝细胞系 ＨＬ－７７０２购于中国科学院上海细胞
库；ＡＦＢ１、ＤＭＳＯ、ＭＴＴ均为 Ｓｉｇｍａ公司产品，ＡＦＢ１溶解于
ＤＭＳＯ中，配成１ｍｇ／ｍＬ母液；ＲＰＭＩ－１６４０培养基、胰酶、青
链霉素均为 ＨｙＣｌｏｎｅ公司产品；胎牛血清购于四季青公司；
ＭＤＡ试剂盒，ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ－Ｐｘ测定试剂盒购于南京建成
工程研究所；ＲＯＳ检测试剂盒、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、
ＰＣＲ试剂盒、ＴＲＩｚｏｌ、脱脂牛奶（ＢＳＡ）均为碧云天公司产品；
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ反转录试剂盒购于 ＴａＫａＲａ公司；小鼠抗人
Ｎｒｆ２、ＧＳＴＡ２、β－ａｃｔｉｎ单克隆抗体均为 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品；
ＨＲＰ标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ购于武汉博士德生物公司；ＰＣＲ
引物均合成自上海博尚生物公司。

１．３　方法
１．３．１　细胞培养　人ＨＬ－７７０２正常肝细胞以 ＲＰＭＩ－１６４０
培养基（含１０％胎牛血清、１％双抗）于３７℃、５％ＣＯ２培养。
１．３．２　ＡＦＢ１致ＨＬ－７７０２细胞损伤模型建立　采用ＭＴＴ法
检测ＨＬ－７７０２细胞增殖抑制率，试验分为对照组和 ＡＦＢ１
组。ＨＬ－７７０２细胞按５０００个细胞／孔接入９６孔板中，每组
设５个复孔，过夜培养待细胞贴壁后加化合物。对照组每孔
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加入含１％ＤＭＳＯ的完全培养基１００μＬ，ＡＦＢ１组每孔加入含
５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０μｇ／ｍＬＡＦＢ１的完全培养基
１００μＬ。各组分别培养０．５、１、２ｄ后弃去孔内培养基，并加
入１００μＬ含 ＭＴＴ溶液（终浓度０．５ｍｇ／ｍＬ）的无血清培养
基，避光３７℃孵育４ｈ，弃上清液，每孔加１００μＬＤＭＳＯ，振荡
使结晶物充分溶解，５７０ｎｍ下测定各孔吸光度，细胞抑制率
＝（Ｄ对照 －Ｄ试验）／Ｄ对照 ×１００％。根据 ＭＴＴ结果，选择 ＡＦＢ１
的最佳浓度进行后续试验。

１．３．３　油茶籽壳总黄酮对 ＡＦＢ１致细胞损伤的预保护试验
　细胞接板和 ＭＭＴ检测方法同“１．３．２”节，试验分组如下：
设正常对照组、ＡＦＢ１模型组和油茶籽壳总黄酮低剂量、中剂
量、高剂量保护组。正常对照组：细胞先用含１％ＤＭＳＯ（ＣＳＦ
的溶剂）的完全培养基培养１ｄ，换液后再加入含１％ＤＭＳＯ
（ＡＦＢ１的溶剂）的完全培养基继续培养２ｄ；ＡＦＢ１模型组：细
胞先用含１％ＤＭＳＯ（ＣＳＦ的溶剂）的完全培养基培养１ｄ，换
液后加入含有最佳损伤浓度ＡＦＢ１（２０μｇ／ｍＬ）的完全培养基
继续培养 ２ｄ；ＣＳＦ保护组：细胞先分别与含 ２５、５０、
１００μｇ／ｍＬＣＳＦ的完全培养基预孵１ｄ，换液后加入含有最佳
损伤浓度ＡＦＢ１（２０ｇ／ｍＬ）的完全培养基继续培养２ｄ。３ｄ
培养结束后检测细胞存活率，细胞存活率计算公式如下：

细胞存活率＝Ｄ试验／Ｄ对照 ×１００％。 （１）
１．３．４　ＨＬ－７７０２细胞内 ＭＤＡ生成量的检测　采用
“１．３．３”节所述方法处理 ＨＬ－７７０２细胞，用硫代巴比妥酸
（ＴＢＡ）法测定ＭＤＡ含量［１２］。将各组细胞裂解后按照试剂盒

说明书操作步骤进行操作，在５３２ｎｍ处测定各孔吸光度，采
用ＢＣＡ试剂盒说明书规定的方法测定总蛋白浓度。
１．３．５　ＨＬ－７７０２细胞内 ＲＯＳ水平的检测　采用 “１．３．３”
节所述方法处理 ＨＬ－７７０２细胞，采用二氯荧光素双乙酸
（ＤＣＦＨ－ＤＡ）法测定细胞内 ＲＯＳ水平。将各组细胞裂解后
按照试剂盒说明书操作步骤进行，细胞裂解液与１０ｎｍｏｌ／Ｌ
ＤＣＦＨ－ＤＡ３７℃孵育３０ｍｉｎ后，ＰＢＳ洗细胞２次。荧光强度
用荧光酶标仪以激发波长４８５ｎｍ和发射波长５３５ｎｍ检测。
ＲＯＳ相对含量计算公式如下：

ＲＯＳ相对含量 ＝处理组荧光强度／对照组荧光强度 ×
１００％。 （２）
１．３．６　ＨＬ－７７０２细胞内抗氧化酶系含量测定　采用
“１．３．３”节所述方法处理 ＨＬ－７７０２细胞，收集各组细胞，用
冰ＰＢＳ洗，然后在冰上用超声破碎机２００Ｖ、３０ｓ，间隔５ｓ，３
次破碎细胞，取１００Ｌ细胞裂解液，按照试剂盒说明书操作步
骤测定ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ－Ｐｘ酶活性。酶活性以酶比活力单位
（Ｕ／ｍｇ）表示，并用细胞总蛋白质含量作校正。
１．３．７　ＲＴ－ＰＣＲ检测相关基因的改变　采用 “１．３．３”节所
述方法处理 ＨＬ－７７０２细胞，收集各组细胞，提取细胞总
ＲＮＡ，采用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ反转录试剂盒并进行逆转录，得到
各组细胞 ｃＤＮＡ。ＰＣＲ扩增条件均为：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃
３０ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，７２℃８ｍｉｎ；循环数３０。最后ＰＣＲ
产物在１％琼脂糖凝胶中电泳分离，检测基因引物见表 １，
ＧＡＰＤＨ为内参。

表１　ＰＣＲ相关基因引物序列

基因 正义链 反义链

ＮＦ－ｋＢ［１３］ ５′－ＧＡＡＧＧＡＡＴＣＧＴＡＣＣＧＧＧＡＡＣＡ－３ ５′－ＣＴＣＡＧＡＧＧＧＣＣＴＴＧＴＧＡＣＡＧＴＡＡ－３′
ＴＮＦ－α［１４］ ５′－ＴＧＴＧＴＡＴＧＴＧＣＡＧＣＡＡＣＣＣＧＴＡＧＴ－３ ５′－ＧＧＣＡＴＴＧＣＡＡＴＴＴＧＧＡＣＡＧＡＡＧＴ－３′
ＩＬ－６［１５］ ５′－ＣＡＡＧＧＴＧＡＣＧＧＡＧＧＡＧＧＡＣ－３ ５′－ＴＧＧＣＧＡＧＧＡＧＧＧＡＴＴＴＣＴ－３′
ＩＬ－１β［１５］ ５′－ＴＧＧＧＣＡＴＣＡＡＧＧＧＣＴＡＣＡ－３ ５′－ＴＣＧＧＧＴＴＧＧＴＴＧＧＴＧＡＴＧ－３′
Ｎｒｆ２ ５′－ＴＣＡＧＴＣＡＧＣＧＡＣＧＧＡＡＡＧＡＧＴＡ－３ ５′－ＴＧＴＧＧＧＣＡＡＣＣＴＧＧＧＡＧＴＡＧ－３′
ＧＳＴＡ２ ５′－ＴＧＧＡＧＡＴＴＧＡＴＧＧＧＡＴＧＡＡＧ－３ ５′－ＣＡＡＴＣＡＧＧＧＣＴＣＴＣＴＣＣＴＴＣ－３′
ＧＡＰＤＨ ５′－ＧＴＣＡＧＣＡＡＴＧＣＡＴＣＧＴＧＣＡ－３ ５′－ＧＧＣＡＴＧＧＡＣＡＧＴＧＧＴＣＡＴＡＡＧＡ－３′

１．３．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达的改变　采用 “１．３．３”节
所述方法处理 ＨＬ－７７０２细胞，收集细胞，用 ＰＢＳ洗涤３次，
加入裂解液，冰上充分裂解１ｈ，总蛋白样品进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
分离，转移到硝酸纤维素膜上，用５％脱脂奶粉室温封闭１ｈ，
分别用稀释的Ｎｒｆ２、ＧＳＴＡ２和标准内参 β－ａｃｔｉｎ一抗４℃孵
育过夜，洗膜后加稀释的二抗室温孵育２ｈ，加 ＥＣＬ发光试
剂，显影、定影。

１．３．９　统计学分析　所有试验均重复３次，数据采用ｘ±ｓ表
示，采用 ＳＰＳＳ１８．０软件统计分析，采用 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ检验多重
比较。

２　结果与分析

２．１　ＨＬ－７７０２细胞ＡＦＢ１受损模型的建立
由图１可见，ＡＦＢ１对ＨＬ－７７０２的细胞毒性呈现出剂量

和时间依赖性。０．５、１ｄ组各浓度虽也可以明显抑制细胞增
殖，但彼此之间差异不大，２ｄ组各浓度对应的细胞抑制率之
间差异明显，且浓度与抑制率之间相关性好（ｒ２＝０．９９），因此
以２ｄ组数据确定ＡＦＢ１的ＩＣ５０浓度为２０μｇ／ｍＬ，以 此 作 为

ＡＦＢ１对ＨＬ－７７０２细胞损伤模型的最佳浓度。
２．２　油茶籽壳总黄酮对ＡＦＢ１损伤的ＨＬ－７７０２细胞存活率
的影响

将未经油茶籽壳总黄酮预处理的ＨＬ－７７０２细胞暴露于
２０μｇ／ｍＬＡＦＢ１２ｄ，与对照组相比，细胞存活率明显下降（表
２）。经２５、５０、１００μｇ／ｍＬ油茶籽壳总黄酮预保护过的 ＨＬ－
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７７０２细胞再接受相同样剂量 ＡＦＢ１暴露相同时间后，细胞存
活率较ＡＦＢ１损伤组明显提高，且其保护效果呈显著的剂量
效应关系。油茶籽壳总黄酮对ＨＬ－７７０２细胞进行预处理可
以有效抑制ＡＦＢ１造成的细胞增殖抑制。

表２　油茶籽壳总黄酮对ＡＦＢ１损伤的ＨＬ－７７０２细胞
存活率的影响

组别
浓度

（μｇ／ｍＬ）
细胞存活率

（％）

对照组 ０ ９９．０±０．６ａ
ＡＦＢ１损伤组 ２０ ４４．７±１．４ｅ

油茶籽壳总黄酮＋ＡＦＢ１ ２５ ５２．６±１．０ｄ
５０ ６７．５±０．９ｃ
１００ ８３．１±１．６ｂ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ
!

０．０５），下表
同。

２．３　ＨＬ－７７０２细胞内ＲＯＳ和ＭＤＡ水平的改变
由表３可知，与对照组相比，２０μｇ／ｍＬＡＦＢ１作用 ＨＬ－

７７０２细胞 ２ｄ，显著增加了 ＨＬ－７７０２细胞内 ＲＯＳ活性和
ＭＤＡ含量，说明 ＡＦＢ１造成了 ＨＬ－７７０２细胞的氧化损伤。
经２５、５０、１００μｇ／ｍＬ油茶籽壳总黄酮预处理后，受损细胞内
的ＲＯＳ活性逐渐降低，与 ＡＦＢ１损伤组相比差异显著，ＭＤＡ
含量也随着油茶籽壳总黄酮浓度升高而显著下降。

表３　油茶籽壳总黄酮对ＡＦＢ１损伤的ＨＬ－７７０２细胞内
ＲＯＳ活性、ＭＤＡ含量的影响

组别
浓度

（μｇ／ｍＬ）
ＲＯＳ活性
（％）

ＭＤＡ含量
（ｎｍｏｌ／ｍｇ）

对照组 ０ １００．００ｅ ０．４３±０．０５ｅ
ＡＦＢ１损伤组 ２０ ２４０．００±１５．４８ａ １．６４±０．１０ａ

油茶籽壳总黄酮＋ＡＦＢ１ ２５＋２０ ２１４．１０±８．７７ｂ １．１０±０．０７ｂ
５０＋２０１７７．４９±１３．３３ｃ ０．８７±０．０４ｃ
１００＋２０１２９．０４±９．１６ｃ ０．７３±０．０６ｄ

２．４　ＨＬ－７７０２细胞内抗氧化酶系的改变
由表４可见，与对照组相比，２０μｇ／ｍＬＡＦＢ１作用 ＨＬ－

７７０２细胞２ｄ，显著降低细胞内抗氧化酶ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ－Ｐｘ
活性，说明细胞内源性抗氧化酶系统功能失调。经 ２５、５０、
１００μｇ／ｍＬ油茶籽壳总黄酮预处理 ＨＬ－７７０２细胞 １ｄ，与
ＡＦＢ１损伤组相比，２５μｇ／ｍＬ保护组没有显著提升ＨＬ－７７０２
细胞内ＣＡＴ、ＧＳＨ－Ｐｘ活性。

表４　油茶籽壳总黄酮对ＡＦＢ１损伤的ＨＬ－７７０２细胞内
ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ－Ｐｘ酶活的影响

组别
浓度

（μｇ／ｍＬ）
ＳＯＤ活性
（Ｕ／ｍｇ）

ＣＡＴ活性
（Ｕ／ｍｇ）

ＧＳＨ－Ｐｘ活性
（Ｕ／ｍｇ）

对照组 ０ ２５．５８±１．６２ａ８．４８±０．４５ａ ５．０８±０．１９ａ
ＡＦＢ１损伤组 ２０ ９．４８±０．３８ｅ２．３２±０．２３ｄ １．６６±０．１４ｄ

油茶籽壳总

黄酮＋ＡＦＢ１
２５＋２０ １４．４６±１．２３ｂ２．９８±０．１１ｄ １．８３±０．１０ｄ

５０＋２０ １６．９７±０．５２ｃ４．０５±０．６１ｃ ２．３５±０．１４ｂ
１００＋２０１９．０１±０．５８ｄ６．４３±０．１４ｂ ３．４９±０．２３ｃ

２．５　ＨＬ－７７０２细胞内Ｎｒｆ２及其下游抗氧化酶表达的改变
Ｎｒｆ２被称为氧化还原敏感转录因子，是调节抗氧化应激

反应的重要转录因子［１６］。与对照组相比，ＡＦＢ１损伤组 Ｎｒｆ２
及其下游ＧＳＴＡ２的ｍＲＮＡ（图２－ａ）和蛋白表达水平（图２－
ｂ）均明显下调。随着油茶籽壳总黄酮预保护浓度的提高，与
ＡＦＢ１损伤组相比，Ｎｒｆ２及 ＧＳＴＡ２的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平
都呈现剂量依赖性上调。ＧＳＴＡ２是 Ｎｒｆ２调控的下游众多抗
氧化蛋白之一，ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ－Ｐｘ也受Ｎｆｒ２的调控，由此可
知，油茶籽壳总黄酮在细胞氧化应激的情况下，通过上调Ｎｒｆ２
表达，提高了其下游一系列抗氧化酶的活性，从而对抗由

ＡＦＢ１造成的细胞氧化损伤。

２．６　细胞内ＮＦ－κＢ及下游炎症因子ｍＲＮＡ表达的改变
研究表明，肝细胞遭受氧化受损及肝炎、肝癌发生时

ＮＦ－κＢ信号通路被显著激活［１７－１８］。由图３可知，与对照组
相比，ＡＦＢ１损伤组核转录因子 ＮＦ－κＢ表达明显上调，其相
关下游炎症介导因子ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－１β也随之高表达，
随着油茶籽壳总黄酮预保护浓度的提高，与 ＡＦＢ１损伤组相
比，ＮＦ－κＢ及炎症因子表达都呈现剂量依赖性下调。由此
可知，油茶籽壳总黄酮对 ＨＬ－７７０２细胞的预处理下调了由
ＡＦＢ１引起的ＮＦ－κＢ信号通路的激活，相关炎症因子表达随
之减少，提示其在预防、治疗肝炎方面可能具有的功能。
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３　结论与讨论

生物有氧代谢过程中产生的过多活性氧（ＲＯＳ）会导致
氧化应激，肝脏因含有丰富的线粒体，是产生 ＲＯＳ较多的器
官，也是较易受到ＲＯＳ攻击的器官。氧化应激会引起脂质过
氧化，破坏酶活性，损伤 ＤＮＡ，造成肝损伤。研究表明，氧化
应激与多种肝脏疾病、肝功能障碍密切相关［１９］。ＡＦＢ１进入
肝细胞后，通过环氧化反应转变为有活性的 ＡＦＢ１－８，９环氧
化合物，进而引发肝细胞内产生过量ＲＯＳ，造成细胞的氧化应
激，这是ＡＦＢ１生物毒性尤其是肝脏毒性发生的主要机理［２０］。

本研究表明，当肝细胞遭遇ＡＦＢ１损伤时，油茶籽壳总黄
酮与肝细胞的预孵显著降低了细胞内 ＲＯＳ、ＭＤＡ水平，同时
提升了肝细胞内抗氧化酶系（ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ－Ｐｘ）的活性，
因此改善了肝细胞 ＡＦＢ１暴露下的氧化 －抗氧化平衡环境，
提高了细胞存活率。Ｅｌ－Ｎｅｋｅｅｔｙ等［３］、Ｚｈａｎｇ等［２１］、Ｈｏｕ
等［２２］都曾报道过：当细胞暴露于霉菌毒素时，天然抗氧化剂

可以增强细胞内抗氧化酶活性，阻断脂质过氧化，从而缓解细

胞的氧化应激。Ｎｒｆ２是公认的细胞防御过氧化应激的重要
调节因子，在氧化应激状态下，Ｎｒｆ２与细胞核内抗氧化反应
元件ＡＲＥ结合，上调一系列解毒酶和抗氧化蛋白表达，从而
增强肝细胞的解毒及抗氧化能力，减轻活性氧（ＲＯＳ）和亲电
子物质介导的细胞损害，对保护肝脏功能、阻止多种肝脏疾病

的发生有着重要意义［２３］。已经证明能通过 Ｎｒｆ２途径改善肝
细胞氧化应激状态，进而发挥保护肝细胞作用的化合物有白

藜芦醇［２４］、姜黄素［２５］、齐墩果酸［２６］、熊去氧胆酸［２７］等，这些

化合物主要集中在对肝细胞的乙醇或其他药物损伤方面的保

护，由于这些化合物的来源十分有限，限制了其更为广泛的应

用。本研究表明，来自油茶籽壳中的总黄酮物质与肝细胞的

预孵上调了 Ｎｒｆ２、ＧＳＴＡ２表达，ＧＳＴＡ２是 Ｎｒｆ２调控的下游众
多抗氧化蛋白之一，与肝脏解毒功能有关，ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ－
Ｐｘ也受 Ｎｆｒ２调控，抗氧化酶是细胞内对抗 ＲＯＳ的主要防御
机制，因此可以认为油茶籽壳总黄酮预处理肝细胞后激活了

Ｎｆｒ２信号通路，上调其下游多种抗氧化酶基因的表达，提高
细胞内抗氧化酶活性，从而对抗由ＲＯＳ引起的肝细胞氧化损
伤，起到保护肝细胞的作用。Ｃｏｓｔａ等也报道了黄酮类物质在
上调Ｎｒｆ２蛋白和提高抗氧化酶活性方面的重要作用［２８］。

细胞内产生过量 ＲＯＳ除了会导致 ＭＤＡ积累外，还可激
活ＮＦ－κＢ信号通路，进而使其下游调控的许多炎症因子（包
括ＴＮＦ－α等）表达增加，持续释放，肝细胞氧化应激、凋亡，
炎症细胞大量浸润，最终导致肝炎甚至引发肝癌［２９］。本研究

表明，油茶籽壳总黄酮的预处理使得肝细胞 ＮＦ－κＢ表达下
降及其调控的炎症因子（ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－１β）下调，这提
示其在预防、治疗肝炎方面可能具有的功能。油茶籽壳总黄

酮通过上调 Ｎｒｆ２，提高 Ｎｆｒ２下游抗氧化酶系（ＳＯＤ、ＣＡＴ、
ＧＳＨ－Ｐｘ、ＧＳＴＡ２）的活性，阻断了由 ＲＯＳ引起的脂质过氧化
链式反应，同时下调ＮＦ－κＢ，减少炎症因子相关基因（ＴＮＦ－
α、ＩＬ－６、ＩＬ－１β）的表达，从而拮抗 ＡＦＢ１对肝细胞的毒性损
伤，提高肝细胞存活率。油茶籽壳作为一种农业副产品，在我

国资源丰富、价格低廉，本研究证明了其中的黄酮类物质具有

拮抗ＡＦＢ１肝细胞毒性的功能，为油茶籽壳的环保、高效利用
提供了新途径。
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