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紫檀芪对脂多糖诱导的人HL-7702
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摘要：目的 探索紫檀芪（pterostilbene，PTE）对细菌脂多糖（lipopolysaccharide，
LPS）诱导的人HL-7702肝脏细胞损伤的作用及机制。方法 建立LPS诱导的人HL-7702
细胞炎症损伤模型，分别使用不同浓度（1 μg/ml、5 μg/ml、10 μg/ml、20 μg/ml、
40 μg/ml、60 μg/ml、80 μg/ml、100 μg/ml，6 h）的LPS诱导肝细胞损伤，选择合适的

作用浓度。分别使用10 μg/ml、15 μg/ml、20 μg/ml的PTE预处理HL-7702模型细胞。

利用MTT法检测各组细胞存活率。利用Western blot检测各组细胞的B淋巴细胞瘤-2
（B-cell lymphoma-2，BcL-2）、B淋巴细胞瘤-2相关的蛋白质X（BcL2-asssociated X，

Bax）、核因子-κB（nuclear factor kappa-B，NF-κB）、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis 
factor-α，TNF-α）、白细胞介素-6（interleukin-6，IL-6）的蛋白表达水平。结果 与正

常对照组相比，100 μg/ml LPS损伤组细胞A值显著下降（0.54 ± 0.01 vs 0.38 ± 0.02），

Bax（0.36 ± 0.07 vs 0.87 ± 0.09）、NF-κB（0.40 ± 0.01 vs 0.90 ± 0.02）、TNF-α（0.35 ± 
0.07 vs 0.90 ± 0.04）及IL-6（0.30 ± 0.04 vs 0.73 ± 0.09）蛋白表达水平显著上升，BcL-2
蛋白表达下调（0.81 ± 0.08 vs 0.32 ± 0.07），差异均具有统计学意义（P均＜ 0.05）。

与100 μg/ml LPS组细胞相比，15 μg/ml PTE预处理组A值显著增加（0.34 ± 0.01 vs 0.46 ± 
0.01）、Bax（0.87 ± 0.09 vs 0.61 ± 0.09）、NF-κB（0.90 ± 0.02 vs 0.73 ± 0.06）、TNF-α
（0.90 ± 0.04 vs 0.66 ± 0.06）及IL-6（0.73 ± 0.09 vs 0.53 ± 0.03）蛋白表达水平显著下

降，BcL-2蛋白表达上调（0.32 ± 0.07 vs 0.68 ± 0.02），差异均有统计学意义（P均＜ 
0.05）。结论 PTE可抑制LPS诱导的肝细胞凋亡，减少炎性介质产生，其机制可能与抑

制NF-κB信号转导通路的激活有关。
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Abstract: Objective To evaluate the effects and mechanisms of pterostilbene (PTE) on 
lipopolysaccharide (LPS) -induced liver injury of HL-7702. Methods HL-7702 cells were 
stimulated with different concentration (1 μg/ml, 5 μg/ml, 10 μg/ml, 20 μg/ml, 40 μg/ml,            
60 μg/ml, 80 μg/ml, 100 μg/ml) of LPS for 6 h to select the appropriate concentration in 
order to establish the inflammation injury model. HL-7702 cells were treated with PTE (10 μg/ml,                                            
15 μg/ml, 20 μg/ml) after inflammation injury model was established. MTT assay was 
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performed to detect the cell viability and the levels of B-cell lymphoma-2 (BcL-2), BCL2-
associated X (Bax), nuclear factor kappa-B (NF-κB), tumor necrosis factor-α (TNF-α) and 
interleukin-6 were evaluated by Western blot. Results Compared with blank control group, 
A values of 100 μg/ml LPS group decreased significantly (0.54 ± 0.01 vs 0.38 ± 0.02), while 
Bax (0.36 ± 0.07 vs 0.87 ± 0.09), NF-κB (0.40 ± 0.01 vs 0.90 ± 0.02), TNF-α (0.35 ± 0.07 vs 
0.90 ± 0.04) and IL-6 (0.30 ± 0.04 vs 0.73 ± 0.09) levels increased significantly, BcL-2 level 
decreased significantly, the differences were statistically significant (all P ＜ 0.05). Compared 
with 100 μg/ml LPS group, A values of 15 μg/ml PTE group increased significantly (0.34 ± 0.01 
vs 0.46 ± 0.01), while Bax (0.87 ± 0.09 vs 0.61 ± 0.09), NF-κB (0.90 ± 0.02 vs 0.73 ± 0.06), 
TNF-α (0.90 ± 0.04 vs 0.66 ± 0.06) and IL-6 (0.73 ± 0.09 vs 0.53 ± 0.03) levels decreased 
significantly, BcL-2 level increased significantly, the differences were statistically significant 
(all P ＜ 0.05). Conclusions PTE alleviates LPS-induced HL-7702 cells injury by reducing 
inflammatory response and inhibiting cell apoptosis, the mechanism may be related to the 
inhibition of the activation of NF-κB signaling transduction pathway.
Key words: Pterostilbene; Lipopolysaccharide; Liver injury; Inflammatory factor; Protective 
effect

脓毒症是由感染引起的全身炎症反应综合

征，可发展为严重的脓毒性休克，甚至多器官

功能障碍综合征（mult iple  organ dysfunct ion 
syndrome，MODS），临床研究表明在重症监

护室中由脓毒症导致的多器官功能衰竭发生率

接近20% [1-3]。炎症反应在脓毒症发生发展中发

挥重要作用，患者血清中的炎症因子如肿瘤坏

死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）、

白细胞介素-6（interleukin-6，IL-6）、白细胞

介素-1（ interleukin-1，IL-1）、白细胞介素-8
（interleukin-1，IL-8）水平显著上升，可进一步

诱发级联炎症反应，导致器官损伤 [4 ,5]。肝脏具

有代谢、解毒、免疫等重要生理功能，是脓毒症

最常受累的器官之一[6,7]。肝损伤可出现在脓毒症

的各个发展时期，是MODS和死亡的独立危险因

素，尽早发现和干预肝损伤可改善脓毒症患者的

预后[8,9]。因此，减轻脓毒症肝损伤的炎症反应可

能是治疗靶点。紫檀芪（pterostilbene，PTE）是

一类非黄酮类多酚化合物，为白藜芦醇的同系衍

生物，在蓝莓、黑莓等浆果中含量丰富。大量研

究表明，PTE也具有白藜芦醇的多种药理活性，如

抗炎、抗衰老、抗氧化、抗肿瘤及保护心血管等

重要作用[10-13]。在小鼠脓毒症的动物模型研究中，

PTE可减轻肝脏组织的炎症损伤，但其具体机制仍

未完全明确[14]。因此，本研究旨在探讨PTE对细菌

脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）诱导的人HL-
7702肝脏细胞损伤的保护作用及其机制。

1 资料与方法

1.1 实验材料  人HL-7702肝脏细胞购自美国ATCC，
PTE购自上海阿拉丁公司，纯度为97%，LPS购自

美国Sigma公司，MTT检测试剂盒、胎牛血清购自

西安科浩生物公司，DMEM培养基、BCA试剂盒、

DAPI、BSA购自美国Biotool公司，二甲基亚砜购

自美国Sigma公司，GAPDH抗体、羊抗小鼠、羊抗

兔抗体购自南京金桥生物技术有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 HL-7702细胞模型制备和分组  将不同浓度           
（1 μg/ml、5 μg/ml、10 μg/ml、20 μg/ml、40 μg/ml、
60 μg/ml、80 μg/ml、100 μg/ml）LPS分别作用于

培养良好的HL-7702肝脏细胞6 h，选择合适的作用

浓度建立HL-7702肝细胞损伤模型。HL-7702肝细

胞分为对照组、LPS损伤组、不同浓度PTE处理组

（10 μg/ml、15 μg/ml、20 μg/ml，预处理4 h），选

择合适的PTE作用浓度。

1.2.2 MTT检测各组HL-7702肝脏细胞活性  调整HL-
7702细胞密度为1.5 × 105个/ml，接种于96孔板，加入

含10%胎牛血清的培养液，于37 ℃、5% CO2及饱和

湿度常规培养，细胞80%左右贴壁生长时，用不同浓

度（1 μg/ml、5 μg/ml、10 μg/ml、20 μg/ml、40 μg/ml、
60 μg/ml、80 μg/ml、100 μg/ml）LPS处理，继续培养

6 h取出，每孔加入20 μl MTT溶液（5 mg/ml），弃

去上清，每孔加入150 μl二甲基亚砜溶液，充分震荡

溶解结晶，于酶标仪490 nm波长处测定吸光度（A）
值，细胞存活率= A不同浓度LPS组/ A空白组× 100%。
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1.2.3 Western blot法检测各组HL-7702肝脏细胞炎

症因子及凋亡蛋白水平  按照前述方法分组和常规

方法提取蛋白，用BCA蛋白定量试剂盒进行蛋白

定量。经SDS-PAGE分析，半干转移法转至PVDF
膜，用50 g/L脱脂牛奶室温封闭1 h。分别加入兔抗

B淋巴细胞瘤-2（B-cell lymphoma-2，BcL-2）、B
淋巴细胞瘤-2相关的蛋白质（BcL2-sssociated X，

Bax）、核因子-κB（nuclear factor kappa-B，NF-
κB）、TNF-α、IL-6多克隆抗体（1∶1000），4 ℃
孵育过夜。次日，TBST洗膜3次，每次10 min，加

入HRP标记的山羊抗兔IgG（1∶2000）或者HRP标
记的山羊抗小鼠IgG（1∶5000），室温孵育1 h；
TBST洗膜3次，每次10 min，后用ECL化学发光试

剂盒在Tanon凝胶图像处理系统显影。

1.3 统计学处理  采用SPSS 22.0软件进行统计学分析，

A值、BcL-2、Bax、NF-κB、TNF-α及IL-6均为正态分

布的计量资料，多组间比较采用方差分析，两两比较

采用LSD-t检验。以P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同浓度LPS处理HL-7702肝脏细胞的存活率  随
着LPS浓度增加，HL-7702细胞活力减弱，存活率下

降。而100 μg/ml LPS组细胞A值下降幅度最大，此时

细胞存活率为67%，见表1。结合相关文献[15]，采用

100 μg/ml LPS处理细胞6 h建立肝脏细胞炎症损伤

模型组，进行后续实验。

2.2 不同浓度PTE预处理HL-7702肝脏细胞的存活率  
各组细胞A值差异有统计学意义（F = 20.034，P = 
0.002）。与100 μg/ml LPS模型组相比，15 μg/ml PTE
和20 μg/ml PTE预处理组细胞的A值均升高，存活率

显著提高，差异有统计学意义（t = -31.44、 -20.15，
P = 0.014、0.002），而10 μg/ml PTE预处理组细胞A
值无显著变化（t = 17.44，P = 0.075）；15 μg/ml PTE
和20 μg/ml PTE预处理相比，两组细胞A值差异无统

计学意义（t = 6.82，P = 0.684），见表2。因此，本

研究采用15 μg/ml PTE预处理细胞，进行后续实验。

2.3 PTE预处理对LPS诱导HL-7702细胞损伤的形态影

响  与正常对照组细胞相比，相差显微镜下观察到浓

度为100 μg/ml LPS诱导炎症损伤后细胞数量显著减

少，细胞状态变差，不贴壁细胞较多；与100 μg/ml 
LPS诱导损伤组细胞相比，经15 μg/ml PTE预处理

后，细胞数量增多、贴壁能力增强，见图1。
2.4 PTE预处理对LPS诱导HL-7702肝脏细胞损伤的

BcL-2、Bax、NF-κB、TNF-α、IL-6蛋白水平的影

响  Western blot结果提示，与正常对照组细胞相

比，LPS损伤组和PTE预处理组细胞Bax、NF-κB、
TNF-α、IL-6蛋白表达水平显著上升，BcL-2表达

水平显著下降，差异均具有统计学意义（P均＜ 
0.05）；而与LPS损伤组相比，PTE预处理组Bax、
NF-κB、TNF-α、IL-6蛋白表达水平显著下降，

BcL-2表达水平显著升高，差异均具有统计学意义

（P均＜0.05）。见图2、表3。
表 1    不同浓度 LPS 处理对 HL-7702 肝脏细胞存活率的  

影响

组别 A值（ x ± s） 存活率（%）

正常对照组 0.54 ± 0.01 100
1 μg/ml LPS组 0.51 ± 0.01 95
5 μg/ml LPS组 0.50 ± 0.02 92
10 μg/ml LPS组 0.48 ± 0.03 89
20 μg/ml LPS组 0.47 ± 0.01 86
40 μg/ml LPS组 0.43 ± 0.05 78
60 μg/ml LPS组 0.41 ± 0.01 74
80 μg/ml LPS组 0.39 ± 0.01 71
100 μg/ml LPS组 0.38 ± 0.02 67

表 2    不同浓度 PTE 处理对各组 HL-7702 肝脏细胞增殖的影响

组别 A值（ x ± s） 存活率（%）

正常对照组 0.52 ± 0.01 100

100 μg/ml LPS组 0.34 ± 0.01 68

10 μg/ml PTE组 0.38 ± 0.02 73

15 μg/ml PTE组 0.46 ± 0.01 83

20 μg/ml PTE组 0.45 ± 0.02 82

A B C

图 1    相差显微镜下各组细胞生长状态（× 200）
注：A 为正常对照组，B 为 100 μg/ml LPS 损伤组，C 为 15 μg/ml PTE 预处理组。
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3 讨论

炎性细胞过度激活并释放大量炎症因子是脓毒

症发生发展的重要机制之一[16]，而肝脏是炎症介质

的主要来源，是机体启动炎症反应及清除细菌内毒

素的主要场所。脓毒症时受损肝脏还可诱导其他器

官发生有害炎症反应，因此肝脏在脓毒症炎症反应

和多器官功能损伤过程中发挥重要作用[17]，减轻肝

脏炎症反应及肝损伤对改善患者预后至关重要[17,18]。

研究表明，PTE具有抗肿瘤、抗增殖、抗炎、

抗氧化、抗凋亡及心脑血管保护作用等多种生物活

性[13]。目前关于PTE在脓毒症治疗方面的研究逐渐

成为热点，一项有关小鼠脓毒症模型的研究表明，

PTE可通过调节MAPKs/NF-κB信号转导通路减轻小

鼠机体炎症反应和多器官功能损伤[19]，可减轻小鼠

肝组织炎症损伤，降低血清ALT及AST表达，但其

分子机制尚未阐明[14]。因此，本实验拟通过细胞学

实验，构建肝脏细胞炎症损伤模型，以PTE作为研

究药物，进一步揭示PTE在LPS诱导肝细胞损伤中

的作用并探讨其具体机制。

首先，本实验使用不同浓度LPS作用于HL-7702
肝脏细胞以筛选合适的作用浓度，100 μg/ml LPS处
理后细胞数量显著减少，存活的细胞生长状态变

差，不贴壁细胞较多，增殖率最低，抑制凋亡蛋白

BcL-2表达下调，促凋亡蛋白Bax表达上升，因此

采用该浓度LPS作用6 h构建肝脏细胞炎症损伤模型

组。15 μg/ml PTE组存活的细胞数量明显增多、生长

状态明显改善，贴壁能力明显增强，而抑制凋亡蛋

白BcL-2表达上调，促凋亡蛋白Bax表达下降，提示

PTE可显著抑制LPS诱导HL-7702肝脏细胞的凋亡。

目前已发现多种炎症因子及信号转导通路参与

调控脓毒症相关肝损伤，如TNF-α/MAPK信号转

导通路、IL-6及IL-18[17]。研究表明TNF-α是脓毒症

的启动因子 [20]，也是脓毒症相关肝损伤的关键调

控因子 [21]。发生脓毒症时，肝脏细胞会大量表达

TNF-α，与细胞膜上TNF-α受体相结合，并进一步

诱导IL-6及IL-18等炎性因子的表达，导致细胞炎

症反应和凋亡[22,23]。对急性胰腺炎大鼠的研究发现

PTE可抑制NF-κB表达，减轻下游炎症介质TNF-α
等表达，从而减轻急性胰腺炎引起的炎症反应[24]。

本研究表明，LPS可引起HL-7702肝脏细胞NF-κB和
下游炎症因子TNF-α、IL-6表达增加，导致细胞损

伤和凋亡，PTE预处理组NF-κB表达显著下降，并

抑制其下游TNF-α、IL-1β炎症因子表达，从而改善

肝细胞损伤和凋亡。证明PTE在体外能够通过抑制

NF-κB炎症通路激活而有效抑制LPS诱导的炎症反

应，从而减轻肝脏细胞损伤。

综上，PTE对LPS诱导的肝细胞损伤有保护作

用，其作用可能是通过抑制NF-κB信号转导通路的

表 3    紫檀芪对 LPS 诱导的 HL-7702 肝脏细胞损伤的 BcL-2、Bax、NF-κB、TNF-α、IL-6 蛋白相对表达水平（ x ± s）

组别 Bax BcL-2 NF-κB TNF-α IL-6

正常对照组 0.36 ± 0.07 0.81 ± 0.08 0.40 ± 0.01 0.35 ± 0.07 0.30 ± 0.04

LPS损伤组 0.87 ± 0.09 0.32 ± 0.07 0.90 ± 0.02 0.90 ± 0.04 0.73 ± 0.09

PTE预处理组 0.61 ± 0.09 0.68 ± 0.02 0.73 ± 0.06 0.66 ± 0.06 0.53 ± 0.03

F值 115.702  117.877    19.132    18.297    10.107

P值  ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001

t1值   12.30    5.50    6.11    7.84    5.46

P1值  ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001

t2值    6.85    6.36    3.25    3.62   -8.24

P2值       0.010      0.040      0.002      0.001      0.002

t3值  -10.33  10.84  17.45    7.83    6.90

P3值       0.013 ＜ 0.001      0.034      0.003      0.024

注：t1、P1 为正常对照组与 LPS 损伤组相比，t2、P2 为对照组与 PTE 预处理组相比，t3、P3 为 LPS 损伤组与 PTE 预处理组相比。

图 2    Western blot 检测各组细胞中 BcL-2、Bax、NF-κB、
TNF-α、IL-6 蛋白水平
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激活而实现。目前关于PTE的研究以基础性研究为

主，尚缺乏临床实践方面的资料，本研究为PTE的
临床应用提供了基础数据及理论支持。
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