
第 35 卷 第 4 期
2016 年 7 月

大 豆 科 学

SOYBEAN SCIENCE
Vol． 35 No． 4

Jul． 2016

大豆异黄酮对过氧化氢诱导的肝细胞损伤的保护作用

尹学哲1，金延华1，何 鑫2，金海南2，全吉淑2

( 1. 延边大学附属医院，吉林 延吉 133000; 2. 延边大学 医学院，吉林 延吉 133000)

摘 要:为探索大豆异黄酮对过氧化氢( H2O2 ) 致肝细胞损伤的保护作用，以 H2O2损伤 Chang Liver 细胞建立肝细胞

氧化应激损伤模型，并以 10，20 和 40 mg·L －1大豆异黄酮进行干预。采用四甲基偶氮唑盐比色( MTT) 法检测肝细胞
存活率;以微板法检测细胞培养液中乳酸脱氢酶( LDH) 、谷丙转氨酶( ALT) 、谷草转氨酶( AST) 活性和肝细胞超氧化
物歧化酶( SOD) 活性，以及肝细胞还原型谷胱甘肽( GSH) 和丙二醛( MDA) 含量;采用蛋白印迹技术检测肝细胞核因
子-E2 相关因子 2( Nrf2) 蛋白含量。在 10 ～ 40 mg·L －1范围内，大豆异黄酮对 Chang Liver 细胞不显示细胞毒作用。
300 μmol·L －1 H2O2刺激后，模型组肝细胞存活率与正常组比较下降，细胞外液中 ALT、AST、LDH 水平上升，说明
Chang Liver细胞损伤显著; 而模型组肝细胞中 SOD 和 GSH 水平与正常组比较下降，丙二醛水平上升，说明模型组
Chang Liver细胞氧化应激增强。大豆异黄酮可剂量依赖性地提高 Chang Liver细胞存活率，降低 ALT、AST、LDH向细
胞外液的释放;降低细胞 MDA水平，升高细胞 SOD和 GSH水平，增高核中 Nrf2 蛋白水平。研究结果显示大豆异黄酮
对 H2O2致肝细胞氧化应激损伤具有保护作用。
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Protective Effect of Soy Isoflavones on Oxidative Damage of Liver Cells Induced
by Hydrogen Peroxide
YIN Xue-zhe1，JIN Yan-hua1，HE Xin2，JIN Hai-nan2，QUAN Ji-shu2

( 1. Yanbian University Hospital，Yanji 133002，China; 2. Medical College of Yanbian University，Yanji 133000，China)

Abstract: The protective effect of soy isoflavones on oxidative damage induced by hydrogen peroxide( H2O2 ) in liver cells was
investigated. Chang Liver cells were exposed to H2O2 and used as the model of oxidative damage. Then the antagonist effect of
soy isoflavones was detected by pretreatment with 10，20 and 40 mg·L －1 of soy isoflavones prior to H2O2 challenge. Cell via-
bility was evaluated with MTT assay. The activities of LDH，ALT，AST in culture fluid，and levels of superoxide dismutase
( SOD) ，reduced glutathione ( GSH) ，and malondialdelyde( MDA) of liver cells were measured by the microplate tecnique.
The protein expression of nuclear factor erythroid2-related factor 2( Nrf2) was determined with the immunoblotting technique.
The results showed that 300 μmol·L －1 H2O2 inhibited cell viabilities，elevated the leakage of LDH，ALT and AST to culture
fluid，reduced the levels of SOD and GSH，and increased MDA content in Chang Liver cells. Soy isoflavones did not exert a
toxic effect on Chang Liver cells at the concentrations of 10 － 40 mg·L －1，while H2O2 increased oxidative stress and decreased
the cell viability. Compared with the model group，cell viabilities of soy isoflavone group increased in a dose-dependent man-
ner. Soy isoflavones also reduced the leakage of LDH，ALT and AST to culture fluid，reduced MDA content，and increased
the levels of SOD and GSH. The administration with soy isoflavones up-regulated the protein expression of Nrf2. Taken togeth-
er，soy isoflavones have the protective effect on cellular oxidative damage induced by H2O2 in liver cells.
Keywords: Soy isoflavones; H2O2 ; Oxidative damage; Liver cells

大豆异黄酮主要存在于大豆胚轴中，具有多种

生物学活性，对代谢性疾病、心血管疾病及改善妇
女更年期综合征等有预防效果［1-2］。近年来的研究
还表明，大豆异黄酮可用于肝病的预防，对乙醇和

其它化学因素引起的肝损伤均具有保护作用［2-5］。

但是，目前其保肝作用研究的试验对象主要采用试

验动物，研究大多局限于肝脏整体器官的的抗氧化

作用［2-4］，或以肝星状细胞为研究对象［5］，未能反映

肝实质细胞的客观变化。氧化应激损伤是细胞暴
露于活性氧而引起的细胞损伤，是各种肝脏疾病发

生发展过程中共同的病理生理基础［6-9］。而过氧化
氢( H2O2 ) 是一种常见活性氧极易透过细胞膜对细

胞造成损伤。在 H2O2刺激下，细胞内氧化应激水平

升高，细胞 DNA 继而受到损伤，相关基因的表达发
生改变，进一步导致细胞内蛋白质的损伤，最终可

造成细胞死亡。但刺激适宜时，在保护剂作用下，
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这种损伤是可逆的，有可能被修复。因此，常用于
体外细胞氧化应激损伤的制备和保护剂的筛

选［8-9］。Chang Liver细胞是可传代的人正常肝实质
细胞，因此，本研究选其为试验对象，建立 H2O2氧化

应激损伤模型，观察大豆异黄酮对肝细胞氧化损伤

的保护作用，并探讨其机制是否通过调控核因子-E2
相关因子 2( Nrf2) 发挥作用。

1 材料与方法

1. 1 材料
Chang Liver细胞由延边大学药学院南极星教

授惠赠。大豆异黄酮 ( ISO，纯度≥80%，华北制药
股份有限公司) ; DMEM高糖培养基( Gibco 公司) ;
MTT( Sigma 公司产品) ; 兔 Nrf2 多克隆抗体 ( 美国
Abcam 公司 ) ; 乳酸脱氢酶 ( LDH ) 、谷丙转氨酶
( ALT ) 、谷草转氨酶 ( AST ) 、超氧化物歧化酶
( SOD) 、还原型谷胱甘肽 ( GSH) 、丙二醛 ( MDA) 试
剂盒( 南京建成科技有限公司) 。

3-30K型离心机( Sigma 公司) ; ＲT-2100 型酶标
仪( 深圳雷杜公司 ) ; Trans-Blot 转印槽 ( 美国 Bio-
Ｒad 公司 ) ; UVP 凝胶成像分析仪 ( 美国 UVP 公
司) 。
1. 2 方法
1. 2. 1 大豆异黄酮的水解 将购置的大豆异黄酮
试样用盐酸酸解 4 h，水解产物经乙酸乙酯提取、减
压蒸馏得大豆异黄酮甙元［2］。用无血清培养液配
成所需浓度，过滤除杂除菌备用。
1. 2. 2 MTT法检测细胞存活率［8］ Chang Liver 细
胞接种于 DMEM高糖培养基( 含 10%胎牛血清) 中，
置于 5%CO2和饱和湿度的培养箱中 37℃常规培养和

传代［8］。取对数生长期细胞，以 5 ×104个·mL －1细胞

密度接种于 96 孔板中，培养 24 h。加大豆异黄酮溶
液使其终浓度分别为 10，20 和 40 mg·L －1。继续培
养 24 h后，MTT 法测定细胞存活率。以高于 90%
的细胞存活率为无毒基准确定药物的安全浓度。
细胞存活率( % ) =实验组 /正常组 × 100。
另取 Chang Liver 细胞接种于 96 孔板中，培养

24 h后分为正常组、模型组及 ISO 低、中、高剂量组
( 质量浓度分别为 10，20 和 40 mg·L －1 ) 。模型组加
入 H2O2使其浓度为 300 μmol·L －1建立细胞氧化应

激模型［8］; ISO 组中加入大豆异黄酮使其质量浓度
达到相应值，2 h 后再加入 H2 O2造模。损伤 12 h
后，每孔加入 20 μL MTT 溶液，MTT 法测定细胞存
活率。

1. 2. 3 细胞培养液中 LDH、ALT、AST 活性的检测
按 1. 2. 2 方法进行分组和造模细胞，检测培养液中
LDH、ALT和 AST活性。
1. 2. 4 细胞 MDA、GSH含量和 SOD 活性的测定
按 1. 2. 2 方法进行分组、造模和裂解细胞，检测细胞
中 MDA水平、GSH含量和 SOD活性。
1. 2. 5 蛋白印迹法检测细胞 Nrf2 蛋白水平 常规
消化和收集细胞，并提取总蛋白，进行聚丙烯酰胺

凝胶电泳分离蛋白，电转移至 PVDF膜上。封闭后，
一抗孵育过夜，再用二抗体偶联物孵育，ECL 显迹，
在 UVP凝胶成像分析仪中采集图像并进行灰度比
值分析。
1. 3 数据分析
采用 SPSS 19. 0 统计软件进行单因素方差分

析，数据以 珋x ± s表示，n = 6，P ＜ 0. 05。

2 结果与分析

2. 1 大豆异黄酮的安全浓度范围

用 10，20 和 40 mg·L －1大豆异黄酮作用于

Chang Liver细胞时，其细胞存活率分别为 ( 95. 1 ±
6. 3) %、( 94. 2 ± 9. 7) %和( 90. 6 ± 10. 3) %，均大于
90%，不显示细胞毒作用。
2. 2 大豆异黄酮对肝细胞存活率的影响

H2O2损伤 12 h后，模型组的细胞存活率与正常

组比较显著降低，降为 45. 2% ( P ＜ 0. 05) ;经大豆异
黄酮干预后，ISO 低、中、高剂量组的细胞存活率分
别增高至 64. 9%、72. 5%和 74. 6% ( P ＜ 0. 05 ) 。说
明大豆异黄酮干预能降低 H2O2所致的肝细胞氧化

损伤。
2. 3 大豆异黄酮对 LDH、ALT、AST释放的影响
如表 1 所示，H2O2损伤 12 h 后，模型组培养液

LDH、ALT、AST活性较正常组升高( P ＜ 0. 05) ;与模
型组比较，ISO 各剂量组培养液 LDH、ALT、AST 活
性降低( P ＜ 0. 05) 。说明大豆异黄酮干预能有效降
低细胞损伤。
2. 4 大豆异黄酮对肝细胞 MDA、GSH 含量和

SOD活性的影响
如表 2 所示，H2 O2损伤 12 h 后，模型组细胞

MDA水平较正常组升高( P ＜ 0. 05) ，而 GSH和 SOD
水平下降( P ＜ 0. 05 ) ; 与模型组相比，ISO 各剂量组
MDA含量降低( P ＜ 0. 05) ，GSH含量和 SOD活性均
升高( P ＜ 0. 05 ) 。表明，大豆异黄酮组的细胞氧化
应激降低，抗氧化活力增高。
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表 1 大豆异黄酮对培养液中 ALT、AST和 LDH释放的影响
Table 1 Effect of soy isoflavones on the releases of ALT，AST and LDH( U·L － 1 )

组别 Group ALT AST LDH

正常 Control 8． 7 ± 1． 7 14． 5 ± 2． 0 159． 2 ± 13． 4
模型 Model 20． 5 ± 2． 6# 35． 4 ± 5． 1# 601． 5 ± 24． 8#

ISO低剂量
Low-dose ISO

17． 6 ± 2． 0* 21． 9 ± 4． 6* 512． 6 ± 48． 5*

ISO中剂量
Medium-dose ISO

15． 3 ± 1． 8* 18． 7 ± 4． 3* 439． 0 ± 25． 3*

ISO高剂量
High-dose ISO

10． 3 ± 1． 5* 17． 9 ± 5． 7* 401． 5 ± 28． 4*

#:与正常组比较，P ＜ 0. 05; * :与模型组比较，P ＜ 0. 05。下同。
#: Compared with control group，P ＜ 0. 05; * : Compared with model group，P ＜ 0. 05. The same below.

表 2 大豆异黄酮对细胞 GSH、MDA含量和 SOD活性的影响
Table 2 Effect of soy isoflavones on the levels of SOD，GSH and MDA

组别 Group
MDA

/nmol·g － 1

GSH

/mg·g － 1

SOD

/U·g － 1

正常 Control 5． 1 ± 0． 9 9． 9 ± 1． 3 219． 1 ± 14． 9
模型 Model 8． 6 ± 1． 0# 4． 6 ± 1． 0# 103． 1 ± 16． 3#

ISO低剂量
Low-dose ISO

6． 1 ± 0． 8* 6． 2 ± 1． 1* 171． 0 ± 20． 1*

ISO中剂量
Medium-dose ISO

5． 5 ± 0． 7* 7． 3 ± 0． 6* 178． 6 ± 27． 3*

ISO高剂量
High-dose ISO

5． 3 ± 1． 0* 8． 4 ± 1． 2* 196． 7 ± 38． 9*

2. 5 大豆异黄酮对肝细胞 Nrf2 蛋白表达的影响
如图 1 所示，H2O2损伤 12 h 后，模型组细胞核

Nrf2 蛋白水平与正常组相比显著增高 ( P ＜ 0. 05 ) ;
而大豆异黄酮处理进一步增强 Nrf2 蛋白的核转移
( P ＜ 0. 05) 。

1: 正常组; 2: 模型组; 3: ISO 低剂量组; 4: ISO 中剂量组;

5: ISO高剂量组; # :与正常组比较，P ＜ 0. 05; * : 与模型组比较，

P ＜ 0. 05。

1: Control group; 2: Model group; 3: Low-dose ISO; 4: Medi-

um-dose ISO; 5: High-dose ISO; # : Compared with control group，

P ＜ 0. 05; * : Compared with model group，P ＜ 0. 05.

图 1 大豆异黄酮对细胞核 Nrf2 蛋白水平的影响
Fig. 1 Effect of soy isoflavones on the nuclear

level of Nrf2 protein

3 结论与讨论

H2O2诱导的肝细胞损伤中氧化应激是其重要

损伤机制［8］。当肝细胞受到氧化应激时，细胞内生
成的活性自由基会引发细胞膜的脂质过氧化，使细

胞膜结构和功能发生改变，导致细胞可逆或不可逆

的损伤甚至死亡。ALT、AST、LDH 是肝细胞胞内
酶，且含量丰富，当受损肝细胞膜破裂或通透性增

强时，这些胞内酶会释放到细胞外，因此常作为衡

量肝细胞毒作用大小的有效指标［8-9］。同时，肝细
胞氧化应激损伤发生时，为了平衡细胞内氧化还原

状态，细胞将大量损耗细胞内抗氧化剂和抗氧化

酶，造成细胞内脂质过氧化物不能及时有效清除，

导致细胞膜脂质过氧化反应的终产物 MDA 的增
高［6-9］。SOD 是细胞内重要抗氧化酶，可保护细胞
结构和功能的完整，而 GSH是细胞内源性巯基抗氧
化剂，能有效防止脂质过氧化，从而减轻氧化应激

损伤［8-9］。因此，常用于描述氧化应激损伤模型的
功能。本研究表明: H2 O2可降低肝细胞存活率，增

高细胞培养液中 ALT、AST 和 LDH 活力，升高细胞
MDA含量和降低 SOD 和 GSH 水平; 而大豆异黄酮
处理能提高细胞存活率，降低 LDH、ALT 和 AST 向
细胞外的释放，降低细胞 MDA 水平，增高细胞 SOD
和 GSH 水平，对肝细胞氧化应激损伤具有保护
作用。
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Nrf2 是细胞抵抗氧化应激或亲电子剂应激伤
害的关键调控机制［10］。细胞处于氧化应激条件下，
Nrf2 及其介导的下游抗氧化基因在维持细胞氧化
还原内环境稳定中起着重要的作用［10］。本研究表
明:氧化应激发生时核中 Nrf2 增高; 而大豆异黄酮
可使核中 Nrf2 进一步增高。提示大豆异黄酮可调
控 Nrf2 的核转移，使其介导的抗氧化系统被激活，
从而降低细胞氧化应激状态。
综上所述，大豆异黄酮对 H2O2诱导的细胞氧化

损伤具有保护作用，此作用可能与其增强 Nrf2 核转
移有关。
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黑龙江省启动 2015 年度大豆目标价格补贴资金发放

经省政府批准，省物价监督管理局、省财政厅、省统计局联合下发了《关于做好 2015 年度大豆目标价格补贴资金发放工

作的通知》，标志着我省 2015 年度大豆目标价格补贴资金发放工作正式启动。

《通知》明确，2015 年度我省大豆目标价格补贴标准为每亩 130． 87 元。此标准既是省对市( 地) 、县( 市、区) 、单位拨付大

豆目标价格补贴资金的标准，也是市县向大豆合法实际种植面积的实际种植者兑付补贴资金的标准，任何地方和单位都不得

降低补贴标准。

《通知》要求，各市县在接到省级财政拨付的补贴资金后 15 日内，根据同级统计部门提供的补贴对象，大豆合法实际种植

面积和全省统一补贴标准计算补贴额，通过粮食补贴“一折( 卡) 通”将补贴资金足额兑付给补贴对象。

《通知》强调，大豆目标价格补贴发放工作是大豆目标价格改革试点工作的关键一环。各市县要严格按照大豆合法实际

种植面积发放补贴，任何地方和单位都不得擅自变更补贴标准，也不得变相降低补贴标准，禁止集体代领“一折通”“一卡通”

或补贴资金，禁止用补贴资金抵扣相关费用，确保把补贴资金及时足额发放到农民手中。各市县要设立监督电话，及时了解

和处理群众反映的问题，对于弄虚作假、挤占、截留、挪用和套取补贴资金的单位和个人将严肃问责，并按有关规定严肃处理。

转自黑龙江人民政府网 http / /www． hlj． gov． cn


