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虾青素可能通过 H+传递功能保护 NaN3 损伤的人胎肝 L-02 细胞 
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摘要: 观察虾青素 (astaxanthin) 对呼吸链复合体 Ⅳ 抑制剂叠氮钠 (NaN3) 损伤的人胎肝 L-02 细胞保护作 
用, 并初步探讨其作用机制。100 mmol·L−1 NaN3 用于构建肝损伤细胞模型, 通过测定不同浓度虾青素 (0.01、
0.10、1.00 及 10.00 nmol·L−1) 对损伤细胞存活率 (MTT 检测)、细胞内活性氧 (reactive oxygen species, ROS) 水
平 (DCFH-DA 检测)、细胞凋亡率 (Annexin V-FITC/PI 双染法) 以及线粒体膜电位 (mitochondrial membrane 
potential, MMP) 水平 (JC-1 法) 的影响, 发现虾青素能抑制损伤细胞晚期凋亡; 对细胞存活率和 MMP 的保护作

用呈现先增加后降低的非剂量依赖性关系, 其中 0.10 nmol·L−1 虾青素表现为较强的保护作用; 实验浓度范围内

的虾青素并不能显著降低细胞内 ROS 水平 (P > 0.05)。为进一步探讨虾青素对损伤细胞的保护作用, 人工制备平

面双层磷脂膜 (planar bilayer lipid membrane, BLM) 模拟线粒体膜, 测定不同浓度虾青素 (0.1%、2.0%、10.0%) 
对 H+的传递能力。结果显示, 虾青素对 H+传递效率无剂量依赖性, 中等浓度 (2.0%) 的虾青素能够较高效率地

传递 H+。结果提示, 虾青素对 NaN3 损伤的人胎肝细胞的保护作用与其直接淬灭 ROS 的抗氧化功能无关, 而可

能是通过适当浓度下的虾青素对 H+的高效传递进而维持线粒体膜电位实现的。 
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Abstract: This study is to investigate the protective effect of astaxanthin against injured hepatocyte L-02 

cells induced by sodium azide (NaN3) and reveal the possible mechanisms.  Hepatocyte L-02 cells were exposed 
to 100 mmol·L−1 NaN3 with various concentrations of astaxanthin pre-incubated, then the cell viability was 
measured by MTT method; The level of reactive oxygen species (ROS) was determined by DCFH-DA method; 
The changes of mitochondrial membrane potential (MMP) and apoptosis ratio were detected by JC-1 method and 
Annexin V-FITC/PI double stain method, respectively.  Results showed that after cells were exposed to 100 
mmol·L−1 NaN3 for 3 hours, the cell viability significantly decreased; ROS level and the percentage of late phase 
apoptosis increased obviously; MMP was also declined.  When cells were pretreated with astaxanthin, the cell 
damage and late phase apoptosis ratio reduced and MMP was maintained.  However, the level of ROS showed 
insignificant decrease (P > 0.05).  The beneficial concentration of astaxanthin in improving cell viability and 
MMP was not in a dose dependent manner and the most effective of which was 0.10 nmol·L−1 (P < 0.01).  In  
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order to reveal its possible non-antioxidant mechanism, mitochondrial membrane was imitated and H+ transferring 
function of astaxanthin was also detected by bilayer lipid membrane (BLM) method.  Results showed that  
2.0% astaxanthin could transfer H+ efficiently.  These suggested the mechanisms of astaxanthin in protection of 
hepatocyte L-02 cells not via its ROS quenching capability but via its H+ transferring function, which improved 
the mitochondrial function and had the sequence biology effects. 
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肝脏是人体内重要的消化代谢和解毒器官, 由
于当前环境因素和人类生活节奏的加快, 各种损肝

因素所致的肝损伤的发病率与日俱增, 对人类的健

康危害极大。据世界卫生组织统计, 中国的肝病患者

至少有 1.2亿, 占世界肝病患者总数的三分之一以上。

预防和治疗肝脏相关疾病是当前该研究领域的热点, 
也是世界性的难题。虾青素 (astaxanthin, ASN, 图 1) 
属于胡萝卜素类, 是一种常见于海藻、甲壳类动物和

鸟类羽毛中的天然色素。近年来, 大量的生物体内和

体外研究表明, 虾青素不仅具有化学抗氧化活性[1, 2], 
而且还具有如抗炎、免疫调节[3]、抗肿瘤[4]、保护神

经系统[5, 6]等多种药理作用。有关虾青素保护肝损伤

的研究鲜有报道, 体外实验研究[7]表明, 虾青素较维

生素 E 能更有效地防止小鼠肝脏细胞脂质的过氧化

反应; 动物实验表明, 虾青素对缺血再灌注的小鼠肝

脏有保护作用[8]。本研究利用线粒体复合物Ⅵ的特异

性阻断剂 NaN3 阻断呼吸链, 构建体外损伤细胞模型, 
研究虾青素对 NaN3 损伤人胎肝 L-02 细胞的保护作

用, 揭示其内在的作用机制, 为虾青素应用于人类肝

脏疾病的预防和治疗提供科学依据。 
 

 
Figure 1  Chemical structure of astaxanthin 

 

材料与方法 
实验材料  人胎肝细胞株 L-02 购自中国典型培

养物保藏中心 (武汉), 本实验室传代, 供实验用; 虾
青素 (纯度≥92%, 批号: 097K1301), 2', 7'-二氢二氯

荧光黄双乙酸钠 (DCFH-DA) 和二棕榈酰磷脂酰胆

碱 (DPhPC, 纯度≥99%) 均购自 Sigma 公司 (美国); 
叠氮钠 (NaN3, 分析纯) 购自无锡市默克尔精细化学

品有限公司, 批号: E2003-01-15; 甲基噻唑蓝 (MTT) 
购自 Serva 公司 (德国); 线粒体膜电位检测试剂盒 
(JC-1) 购自碧云天生物技术研究所; Annexin V-FITC 

Apoptosis Detection 试剂盒购自 BD 公司 (美国)。 
细胞培养  L-02细胞用MEM培养基 (内含 10%

新生小牛血清, 100 u·L−1 青霉素和 100 mg·L−1 链霉素) 
在 37 ℃、5% CO2 条件下培养。 

损伤细胞模型的建立  取 L-02 细胞, 以细胞数

5×104/mL 接种于 96 孔板, 培养 24 h 至指数生长期, 
加入最终作用浓度为 31.4、62.4、93.2、124.0、154.0
和 184.0 mmol·L−1的NaN3溶液, 继续培养 3 h后换为

无血清 MEM, 加入 5 mg·mL−1 MTT 溶液, 37 ℃继续

孵育 4 h 后加 DMSO 150 µL, 于 492 nm 处测吸收度 
(A) 值。细胞存活率 (%) = (实验组平均 A 值/对照组

平均 A 值) ×100%。 
虾青素对正常和损伤细胞存活率的影响  待细

胞长到铺满板底的 70%～80%时, 加入各种浓度的虾

青素溶液, 最终浓度为 0.01、0.10、1.00 和 10.00 
nmol·L−1; 培养 12 h 后, 换为无血清 MEM, 再加入

100 mmol·L−1 NaN3溶液, 3 h 后换成无血清 MEM, 以
MTT 法检测细胞存活率。 

细胞内 ROS 水平的测定  采用 DCFH-DA 检测

细胞内活性氧水平。步骤如下: 收集正常对照组、药

物诱导组及虾青素 (0.01～10.00 nmol·L−1) + 药物诱

导组的细胞。将细胞悬浮于含 10 µmol·L−1 DCFH-DA
的无血清 MEM 中, 37 ℃孵育 30 min 后, PBS 洗 3 次, 
用酶标仪测定二氯荧光素 (DCF) 的平均荧光强度, 
激发波长为 488 nm, 发射波长为 525 nm。 

细胞凋亡率的测定  不同浓度虾青素孵育细胞

12 h, 换成无血清 MEM, 加入 100 mmol·L−1 NaN3,  
3 h 后收集细胞, PBS 洗 2 次, binding buffer 重悬并调

整细胞数为 1×106/mL, 加入 Annexin V-FITC 10 µL
和 PI 5 µL, 室温染色 15 min, 用流式细胞仪 (Becton 
Dickinson) 检测。所得数据用 Cell Quest 软件处理, 
分析细胞凋亡率。 

线粒体膜电位的测定  取 L-02 细胞, 以细胞数

5×104/mL 接种于 6 孔板, 待细胞铺满 80%左右板底

时用药物处理。消化后离心, 取培养基 0.5 mL 重悬

细胞, 加入 5 µg·mL−1 JC-1, 37 ℃避光染色 20 h, 用
缓冲液洗 2 遍, 用流式细胞仪 488 nm 激发光检测荧
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光强度。以荧光强度变化反映线粒体膜电位的变化。 
虾青素对 H+传递能力的测定  实验装置和测 

定方法参照文献[9, 10], 略有改动。将 DPhPC 0.027 
mmol 溶于正-癸烷 1 mL, 将制成的膜涂制液刷于

Teflon 膜上 0.7 mm 的微孔内, 制成的平面双层磷脂

膜 (BLM) 用于测定自身的稳定性和系统的密封性。

按照上述方法, 配制含虾青素 (与 DPhPC 的摩尔浓

度比) 为 0.1%、2.0%、10.0%的膜涂制液, 用敏感 pH
计测定各浓度的虾青素对 H+的传递能力, 记录 pH 值

随时间的变化。每分钟记录一次。 
统计学分析  实验数据以 x ± s 表示, 采用 SPSS 

17.0 软件系统进行单因素方差分析。 
 

结果 
1  损伤细胞模型的建立 

MTT 检测结果 (图 2) 显示, 正常人胎肝 L-02 细

胞在不同浓度 NaN3 作用 3 h 后, 细胞存活率表现为

随药物浓度的增加而降低的剂量依赖关系。当 NaN3

的浓度在 100 mmol·L−1 左右时, 细胞存活率基本维

持在 50%。为使细胞处于损伤状态且又不致使细胞 
过度死亡, 选择 100 mmol·L−1 作为后续实验浓度。 
 

 
Figure 2  The toxic effect of sodium azide on hepatocyte L-02 
cells.  Hepatocyte L-02 cells were treated with NaN3 in gradient 
concentration for 3 hours and measured for viability by MTT 
assay.  n = 3, x ± s.  *P < 0.05, **P < 0.01 vs control group 

 
2  虾青素对正常和损伤细胞存活率的影响 

MTT 结果显示, 实验浓度的虾青素 (0.01、0.10、
1.00 和 10.00 nmol·L−1) 对正常人胎肝 L-02 细胞的存

活率没有影响 (图 3A)。与模型组比较, 各实验浓度的

虾青素都能够提高细胞存活率; 0.01 nmol·L−1 虾青素

使细胞存活率由 48.9%上升至 55.0%, 说明低浓度虾

青素能较小程度地提高细胞存活率, 当虾青素的浓

度达到 0.10 nmol·L−1 时, 细胞存活率从 48.9%升高至

73.9%, 表现为最高, 说明该浓度下的虾青素能显著

提高细胞存活率; 随着虾青素浓度的进一步增加, 细
胞存活率又从 71.1%降低到 58.6%, 但还是高于NaN3

单独处理组 (图 3B)。 
 

 
Figure 3  Effect of astaxanthin on survival of hepatocyte L-02 
cells.  A: Effect of astaxanthin on survival of normal hepatocyte 
L-02 cells; B: The protective effect of astaxanthin on hepatocyte 
L-02 cells from sodium azide-induced cell death.  n = 6, x ± s.  
**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05, # #P < 0.01 vs model group 
(100 mmol·L−1 NaN3) 
 
3  虾青素对细胞内 ROS 的影响 

NaN3 与线粒体呼吸链复合物Ⅳ特异性结合, 电
子传递受阻, 而与 O2 结合生成 O2· 

−、H2O2 等活性氧

自由基[11]。与正常对照组比较, NaN3 单独处理组显 
著增加了ROS水平, 增加量达 (68.32 ± 1.58) %; 而虾

青素预先孵育组, 虽然降低了 ROS 水平, 但降低量非

常少, 10.00 nmol·L−1 虾青素使 ROS 水平降低 15.0% 

左右, 与模型组相比, 差异不显著 (P > 0.05), 且各组

ROS 水平仍然明显高于正常对照组 (P < 0.01), 见图

4。结果表明, 虾青素没有显著降低细胞内 ROS 水平, 
推测虾青素不是通过清除细胞内 ROS 来保护细胞的。 
4  虾青素对细胞凋亡率的影响 

研究虾青素对 NaN3 诱导人胎肝 L-02 细胞凋亡

的影响, 采用 Annexin V-FITC/PI 双染法检测细胞凋

亡率的变化。结果 (图 5) 显示, 正常对照组细胞存在

少量的凋亡细胞, 其中正常细胞占 (95.15 ± 2.42) %。 
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Figure 4  Effects of astaxanthin on intracellular ROS production.  
Hepatocyte L-02 cells were pre-incubated with 0, 0.01, 0.10,  
1.00, and 10.00 nmol·L−1 astaxanthin for 12 hours before treated 
with 100 mmol·L−1 NaN3 for 3 hours and then the level of   
intracellular ROS was determined using the peroxide-sensitive 
probe DCFH-DA.  n = 3, x ± s.  **P < 0.01 vs control group 

 
损伤模型组中, NaN3诱导细胞发生晚期凋亡, 凋亡率

为 (43.37 ± 2.58)%。而虾青素预处理后, 各组晚期凋

亡率降低, 正常细胞数量增多, 其中 10.00 nmol·L−1

虾青素使晚期凋亡率减少了 18% 左右, 与模型组比较

差异有统计学意义 (P < 0.05)。结果表明, 实验浓度 
的虾青素能在一定程度上抑制 NaN3 诱导细胞发生晚

期凋亡, 保护人胎肝 L-02 细胞免受损伤。 
5  虾青素对线粒体膜电位的影响 

NaN3 是线粒体上电子传递链复合物Ⅳ的特异 
性阻断剂, 电子传递的阻断伴随着线粒体膜电位的

降低, 为初步揭示虾青素抑制凋亡的机制, 检测虾青 

素对损伤细胞线粒体膜电位的影响。结果 (图 6) 显
示, 对照组中有少部分细胞线粒体膜电位降低, 占 
细胞总量的 (4.84 ± 0.35)%; 100 mmol·L−1 NaN3 处理

组大部分细胞的线粒体膜电位去极化, 仅有 (34.86 ± 
2.41)%的细胞的线粒体膜电位维持正常。各浓度虾青

素预先孵育组能提高线粒体膜电位, 分别为 (77.30 ± 
1.49)%、(82.85 ± 4.25)%、(65.81 ± 3.47)%、(41.21 ± 
4.81)%, 其中0.10 nmol·L−1虾青素能显著提高线粒体

膜电位, 表现为最强。这一结果虽无剂量依赖性, 但
与 MTT 所测定的细胞存活率与虾青素浓度之间的关

系是一致的, 即随着虾青素实验浓度的增加表现为 
 

 
Figure 6  Histogram demonstrated the relative ratio of normal 
and depolarized MMP in total cells of the group.  Hepatocyte 
L-02 cells were pre-incubated with 0, 0.01, 0.10, 1.00, and 10.00 
nmol·L−1 of astaxanthin for 12 hours before treated with 100 
mmol·L−1 NaN3 for 3 hours and subsequently stained with JC-1.  
n = 3, x ± s 

 

 
Figure 5 Flow cytometric dot-plots (Annexin V-FITC/PI) of hepatocyte L-02 cells treated with or without astaxanthin for 12 hours.    
A: Control; B: Model (100 mmol·L−1 NaN3); C: NaN3 + astaxanthin (0.01 nmol·L−1); D: NaN3 + astaxanthin (0.10 nmol·L−1); E: NaN3 + 
astaxanthin (1.00 nmol·L−1); F: NaN3 + astaxanthin (10.00 nmol·L−1).  n = 3, x ± s 
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先增加再降低的趋势, 但各组还是高于模型组, 提示

虾青素对抑制 NaN3 诱导人胎肝 L-02 细胞的凋亡作

用与保护线粒体功能相关。 
6  虾青素对 H+传递能力的影响 

以上实验结果发现虾青素并没有显著地降低细

胞内ROS, 说明本实验条件下, 虾青素可能不是依赖

其淬灭自由基的抗氧化活性保护细胞的。为了探讨虾

青素可能通过保护线粒体功能发挥生物学效应的潜

在机制, 通过制备平面双层膜 (BLM) 以模拟线粒体

膜, 测定虾青素对 H+的传递功能, 以揭示虾青素对

细胞膜功能的影响。  
在测定时间内系统稳定, 膜被破坏后, 两个槽室

达到平衡时的 pH 为 5.80 (图 7A)。测定不同浓度虾

青素对 H+的传递效率, 结果如图 7B 所示, 各浓度的

虾青素都能造成 pH 下降, 说明由于虾青素分子的掺

入使 H+
 能够在一定程度上透过双层磷脂膜。9 min

内, 较高浓度 (10.0%) 的虾青素使 pH 值从中性 7.00
降低到 6.54, 对 H+的传递效率最低; 较低浓度的虾

青素 (0.1%) 使 pH 值从 7.00 降低到 6.36 左右, 表现

为中等强度的H+传递效率; 而 2.0% 虾青素对H+的传

递效率表现为最高, 使 pH 值从 7.00 缓慢降低到 5.86
左右, 接近 BLM 被戳破的情况下的 H+自由扩散。说

明虾青素分子影响了膜两侧的 H+
 浓度。 

 

 
Figure 7  Changes of pH over time in one of two compartments.  
A: Stability of the BLM and tightness of the system; B: H+  
transferring function of astaxanthin.  n = 3, x ± s 

讨论 
本研究结果显示, 虾青素能够有效地保护肝脏

细胞免受 NaN3 的毒性作用, 其机制可能是通过影 
响线粒体内膜两侧 H+

 浓度差, 进而维持 MMP 实现

的, 而在该实验条件下可能与清除细胞内 ROS 无 
关。很多学者认为, 虾青素的多种药理活性是由于 
该化合物具有较强的抗氧化功能, 即清除细胞内过

多的 ROS[12−14], 缓解细胞非生理条件下的急性氧化胁

迫 [15], 这是由于虾青素能够像桥梁一样跨膜, 将电

子从膜的一侧传递到另一侧, 高效地清除自由基[16]。

但 Wolf 等[16]最新报道却持不同观点, 该研究发现: 
虾青素并不能显著地降低抗霉素 A 诱导的人宫颈癌

细胞 (HeLa) 和 T 淋巴细胞 (Jurkat) 内 ROS 水平, 
并认为脂溶性的虾青素定位在膜上, 而大部分活性

氧自由基都带电, 无法与虾青素发生反应。本研究结

果与 Wolf 等报道一致, 虾青素不能显著地降低 NaN3

诱导人胎肝 L-02 细胞产生的 ROS。抗氧化剂通过清

除 ROS 抑制细胞凋亡的研究屡见不鲜 , 如辅酶

CoQ10H2 清除 50% 的 ROS 使细胞凋亡率减少了 20% 

左右[17]; Ikeda 等[18]研究发现, 20 µmol·L−1 虾青素使 
细胞内 ROS 水平降低 50%, 细胞凋亡率减少了 20% 

左右; 但在本研究中, ROS 水平并没有明显降低, 作者

因此推测虾青素保护细胞的作用机制并非来自其直

接淬灭 ROS 的抗氧化活性, 而可能是通过其他抗氧

化或者非抗氧化 (non-antioxidant) 机制[19]来实现的。 
NaN3 是呼吸链复合体Ⅳ的特异性抑制剂, 常被

用作构建氧化应激情况下的“线粒体损伤”细胞模

型的工具药[20]。NaN3 使复合物Ⅳ蛋白分子构象发生

变化, “质子泵”功能丧失, 线粒体膜电位 ∆ψm 耗散, 
ATP 合成受阻, 导致细胞凋亡或坏死。本实验结果表

明, 实验浓度范围内的虾青素能够抑制 NaN3 诱导的

人胎肝 L-02 细胞的晚期凋亡, 但各组差异不显著  
(P > 0.05)。据已有报道[14], 虾青素可影响细胞的黏附

性, 所以作者推测这一原因可能造成 MTT 结果和凋

亡数据不一致。有研究发现虾青素能够提高某些细胞

的存活率和维持 MMP[16, 21], 本研究证实虾青素对

NaN3 损伤的人胎肝 L-02 细胞有同样的作用, 但实验

浓度范围内的虾青素对损伤的 L-02 细胞的保护作用

并无剂量依赖性, 较高浓度的虾青素对损伤的 L-02
细胞保护性反而降低, 提示适当浓度的虾青素才具

有较强的保护作用。 
目前研究已证实虾青素跨膜定位于线粒体膜发

挥生物学功能, 本研究中人工制备 BLM 以模拟线粒
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体膜, 揭示其保护线粒体功能的内在作用机制。结果

表明在本实验条件下虾青素能够传递 H+, 并且发现

较低浓度 (0.1%) 和较高浓度 (10.0%) 的虾青素对

H+的传递效率较低, 而中等浓度 (2.0%) 传递效率

较高, 说明适当浓度的虾青素可以较高效率地传递

H+, 这一结果同MTT和MMP数据一致, 由此推断在

损伤的 L-02 细胞内, 定位于线粒体上的虾青素可能

通过传递 H+
 抑制 MMP 的耗散以保护细胞, 而这种

保护作用并无剂量依赖性, 适当浓度为最佳。 
本研究发现虾青素通过传递 H+进而维持 MMP

可能是其保护肝脏细胞免受氧化应激损伤的的内在

机制之一; 只要选择恰当的浓度, 可以达到良好的保

护肝细胞的功能。 
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