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0 引 言

癌细胞具有分化程度低、增殖迅速的特点，故

肿瘤组织能在短时间内迅速增大体积。当其生长到

一定程度，会对周围血管产生挤压导致血液循环紊

乱，瘤体周围组织微环境发生一系列改变：细胞生

长必须的氧气、营养物质（如葡萄糖）和其它营养

素（如生长因子等）也将供应不足；细胞代谢物得

不到及时的转运，酸类代谢物（如乳酸等）的堆

积，使组织周围处于较酸性的状态。缺血、缺氧及

酸性条件下维持细胞的代谢活动也是肿瘤细胞生长

的特点。70多年前，Warburg研究了多种人和动
物肿瘤，发现同正常组织相比，肿瘤组织糖酵解速

率明显增高，由葡萄糖酵解产生的乳酸也明显增

多，这种现象称为“Warburg effect”[1]。Warburg
效应的发现，意味着肿瘤细胞可能具有特有的代谢

方式，但其分子机制尚不清楚。

施冬云等[2]的研究表明，肿瘤细胞具有更高的

糖酵解水平与缺氧过程释放的过剩活性氧（Reac-
tive Oxygen Species, ROS）有关，并通过缺氧诱
导因子 hif和 pkb 等基因，调节了糖酵解途径中的
关键酶（乳酸脱氢酶、异柠檬酸脱氢酶和琥珀酸脱

氢酶）的基因表达和酶活水平，提示这可能是

Warburg效应和肿瘤细胞能耐受缺氧的机制之一。
Valera等[3]报道原癌基因 c-myc 也参与了细胞糖酵

解的调控，作用机制与 c-myc 的过度表达诱导了葡
萄糖激酶和丙酮酸激酶的高表达，从而提高了酶活

性有关。c-myc也参与了乳酸脱氢酶 A亚基靶序列
的表达调控，MYC 在 G1 期的高表达也诱导
LDH-A表达增加，使糖酵解更加活跃[4]。

琢- 硫辛酸（alpha-lipoic acid，琢-LA）不仅是
丙酮酸脱氢酶复合物的辅酶之一，参与三羧酸循环

中丙酮酸的氧化脱羧反应，而且是一种强抗氧化

剂。琢-LA在生物体内可以转化为还原型的二氢硫
辛酸（DHLA），琢-LA和 DHLA能有效地清除多种
自由基[5]。近几年越来越多的研究涉及抗氧化剂用

于肿瘤预防和治疗的分子生物学和药理学机制[6,7]，

琢- 硫辛酸作为强抗氧化剂，也是潜在的抗癌药物
之一[8]。

本研究拟以 SMMC-7721人肝癌细胞和 L02正
常人肝细胞作为研究对象，在缺氧应激条件下使用

抗氧化剂 琢-LA进行干预，研究分析两种细胞株生
长的应激状态、线粒体活性和产能代谢上的差异。

琢-硫辛酸对缺氧应激肝癌细胞线粒体呼吸率
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摘要：通过实验阐明抗氧化剂 琢-硫辛酸（alpha-lipoic acid，琢-LA）对肝癌细胞内活性氧具清除作用，并发
现其对肝癌细胞和正常肝细胞增殖有不同作用影响。在缺氧条件下，研究使用抗氧化剂干预对肝癌细胞和正常肝

细胞缺氧耐受性、线粒体活性和产能代谢的影响及差异。以 SMMC-7721人肝癌细胞和 L02正常肝细胞作为研究
对象，在 琢-硫辛酸干预条件下检测细胞生长曲线和细胞内 ROS；分别在单纯缺氧及加 琢-硫辛酸缺氧条件下，检
测细胞存活率、细胞内 ROS、细胞耗氧率、细胞生成 ATP和癌基因 c-myc mRNA的表达。实验结果说明：缺氧
情况下，肝癌细胞通过增加糖酵解途径的产能方式诱导 ATP能量代偿能力提高。使用抗氧化剂 琢-硫辛酸干预清
除细胞内过剩 ROS，能降低肝癌细胞线粒体呼吸率，并能通过下调 c-myc 表达抑制肝癌细胞的增殖及降低其缺氧
耐受性。
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1 材料和方法

1.1 材料

SMMC-7721人肝癌细胞系，由上海第二军医
大学病理解剖教研室建株，购自中科院生物化学与

细胞生物学研究所；L02正常人肝细胞系，由复旦
大学上海中山医院肝病研究所馈赠。琢- 硫辛酸
（30 g/L）由上海现代制药厂提供，RPMI-1640 培
养基为 Gibco公司产品，小牛血清为上海实生生物
技术公司产品；N2、CO2由上海比欧西气体公司提

供；2',7'-二氯氢化荧光素二酯（DCFH-DA）购自
Calbiochem公司（SanDiego，CA），ATP检测试剂
盒为上海植物生理研究所提供；生物化学发光测量

仪为上海市检测技术所检测仪器厂产品，荧光分光

光度计为日立公司产品，氧电极为 Hansateth
Oxytherm Electrode Unit，酶联免疫检测仪为
BIO-TEK产品。
1.2 细胞培养

培养液为 RPMI-1640 添加 10%小牛血清，
0.25%胰蛋白酶消化，将细胞吹打成单细胞悬液分
装至新瓶传代培养。

1.3 细胞缺氧模型

取 RPMI-1640无血清培养液，超声波仪超声
30 min，而后保持 1 l/min的流速通入 N2 30 min，
加入 10%小牛血清，干预组加入 琢-LA（终浓度
5.0 mmol/L），对照组加入相应体积 ddH2O，再保
持 1 l/min的流速通入 N2 10 min，即为低氧培养液
（氧电极检测低氧培养液含氧量为饱和氧的

88.0%）。分装接种细胞 5伊105于培养瓶中，待细胞

贴壁后（12 h），弃上清培养液，置入特制培养容
器中，按组别分别注入上述低氧培养液，并在

37℃和饱和湿度条件下继续培养。
1.4 MTT法测细胞生长曲线

取对数生长期细胞，0.25%胰蛋白酶消化做成
细胞悬液，以 1伊104的浓度接种至 96孔板，每孔
接种 200 滋l，待细胞贴壁后，加入不同浓度 琢-LA
进行干预，对照组加入相应体积 ddH2O，置孵箱
37℃、5% CO2、饱和湿度条件下继续培养。培养

至一定时间后，每孔加入 MTT（5 g/L）20 滋l，继
续孵育 4 h，弃上清，每孔加入 DMSO 150 滋l，振
摇 10 min后，以酶标仪 490 nm波长检测吸光度。
以时间为横坐标、吸光度（减去空白对照）为纵坐

标绘制细胞生长曲线。

1.5 细胞存活率

在不同的缺氧培养时间段，离心收集培养液中

细胞和贴壁细胞（贴壁细胞用 0.25%胰蛋白酶消
化），做成细胞悬液，用 0.2%台盼蓝染色进行细胞
计数，并计算细胞存活率：细胞存活率 =活细胞
数 /细胞总数。
1.6 氧电极检测耗氧量

接种细胞 5伊105于培养瓶中，待细胞贴壁后

（12 h），按细胞缺氧模型进行缺氧培养，在不同的
培养时间，分别用针筒抽取培养上清液并封口，氧

电极检测培养液中的含氧量，以低氧培养液含氧量

为空白对照计算不同时间的耗氧率：耗氧率 =总
耗氧量 /（接种细胞浓度伊培养时间）
1.7 生物化学发光法检测 ATP
以 0.25%胰蛋白酶消化贴壁细胞，PBS缓冲液

吹打均匀收集，并细胞计数。离心收集细胞，弃上

清后加入 1.0 ml Tris-Hcl缓冲液（20 mmol/L，pH
7.8），振荡混匀。沸水浴 15 min，冷却后离心
（12 000 r/min）5 min，取上清液按 ATP检测试剂
盒说明用生物化学发光测量仪检测。用标准 ATP
溶液作标准曲线进行定量。

1.8 荧光分光光度法检测细胞内 ROS
细胞内 ROS水平按 Jakubowski等[9]建立的方

法检测。细胞缺氧或干预至特定时间后终止培养，

弃去上清培养液，加入胰蛋白酶消化、离心收集细

胞，弃去上清液并以 2 ml PBS缓冲液将细胞制成
细胞悬液，细胞计数后，加入 DCFH-DA荧光探针
（终浓度为 10 滋mol/L），37℃避光反应 30 min后，
以 PBS缓冲液离心洗涤 2次，最后用 2 ml PBS缓
冲液重悬细胞，移入比色皿，用荧光检测仪检测荧

光强度（激发波长 488 nm，发射波长 525 nm）。
细胞内 ROS相对水平计算：细胞内 ROS水平 =荧
光强度 /细胞数。
1.9 RT-PCR 测定 c-myc基因表达

细胞总 RNA 的提取：弃去培养液，按 TRI-
ZOL试剂说明书，提取总 RNA，经紫外分光光度
计检测纯度，A 260/A 280比值在 1.8～2.0之间，并根
据 A 260值计算样品总 RNA浓度。RT-PCR：分别取
各组细胞 2 滋g 总 RNA进行逆转录反应，然后分
别取 2 滋l 逆转录反应产物与各对引物进行 PCR。
c-myc 基因上游引物为: 5'-TACCCTCTCAACGA-
CAGCAG-3',下游引物为 : 5'-TCTTGACATTCTC-
CTCGGTG-3', 扩增产物长度为 477 bp；内参
茁-actin上游引物为: 5'-ACCTTCAACAACCCAGC-
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CATGTACG-3', 下游引物为: 5'-CTGATCCACAT-
CTGCTGGAGGGTGG-3', 扩增产物长度为 703 bp。
PCR条件：94℃变性 1 min; 退火 1 min（茁-actin,
62℃；c-myc, 57℃ ); 72℃延伸 1 min; 30个循环，
最后 72℃ 10 min结束反应。

RT-PCR 产物的检测和分析：取 RT-PCR产物
进行 1.5%琼脂糖凝胶电泳，用 GDS凝胶成像系统
拍摄实验结果，电泳条带用 BandScan5.0软件进行
灰度分析。

2 结 果

2.1 琢-LA干预对细胞增殖的影响
从图 1 可以看到，与对照组相比，浓度为

1.0 mmol/L的 琢-LA对 SMMC-7721肝癌细胞的生
长无明显影响；浓度为 2.5 mmol/L 的 琢-LA 对
SMMC-7721肝癌细胞的生长有抑制作用，48 h抑
制率为 13.9%，72 h抑制率为 29.0%，96 h抑制率
为 36.3%；浓度为 5.0 mmol/L的 琢-LA 对 SMMC-
7721细胞的生长表现出很强的抑制作用，细胞无
明显增殖。

与对照组相比，浓度为 1.0 mmol/L的 琢-LA对
L02正常肝细胞略有促进生长作用，48 h促进率最
高为 25.3%；2.5 mmol/L的 琢-LA对 L02正常肝细
胞生长无明显影响；5.0 mmol/L的 琢-LA则对 L02
正常肝细胞生长略有抑制作用，但是并未影响细胞

继续增殖。这也说明正常细胞与癌细胞对自由基的

敏感程度不同，5.0 mmol/L 的 琢-LA 对 SMMC-
7721肝癌细胞有很强的抑制作用，也证明肝癌细
胞生长对自由基具依赖性的论点[10]，L02作为体外
培养的细胞，因也是有一定转化倾向的细胞株，故

高浓度的抗氧化剂对其生长也有一些影响，但相对

较小。

2.2 琢-LA 对 SMMC-7721 肝癌细胞和 L02 正常
肝细胞内 ROS的清除作用
以浓度为 5.0 mol/L的 琢-LA对培养的 SMMC-

7721肝癌细胞和 L02正常肝细胞进行不同时间的
干预，然后以荧光分光光度法对细胞内 ROS进行
检测。结果显示（表 1），SMMC-7721肝癌细胞和
L02正常肝细胞内产生的 ROS水平随干预时间延
长而变化，0~12 h时间段减少幅度最大，18 h后
趋于平缓。

Fig.1 Effect of 琢-LA on cell proliferation. Cells were
treated with 1.0, 2.5 and 5.0 mmol/L 琢-LA. Data are
present as mean 依SD of three experiments, P<0.05.
(A) Growth curves of SMMC-7721 cell; (B) Growth curves
of L02 cell. —音—: control; —姻—: 琢-LA (1.0 mmol/L);
—银—: 琢-LA(2.5 mmol/L); —伊—: 琢-LA (5.0 mmol/L)
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Table 1 Effect of 琢-LA on scavenging ROS in cells

Cells were treated with 5.0 mmol/L 琢-LA. At different times, cells were
harvested and detected for ROS. Data are present as mean 依SD of three
experiments. *P<0.05 compared to control cells

Control 2.871依0.414 1.326依0.104

6 h 2.073依0.347 * 1.202 依0.102 *

12 h 1.687依0.330 * 0.922依0.020 *

18 h 1.521依0.290 * 0.917依0.058 *

Time
Intracellular ROS Lever (fluorescence intensity/104 cells)

SMMC-7721 L02
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Fig.4 Effect of hypoxia on O2 consumption of
SMMC-7721 cells and L02 cells with or without 琢-LA.
Cells were cultured under hypoxia condition, some cells
were treated with 5.0mmol/L 琢-LA when hypoxia. At dif-
ferent times after hypoxia, medium were harvested and de-
tected for O2. Data are present as mean依SD of three expe-
riments, *P<0.05. 姻: SMMC-7721; 阴: L02
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2.3 琢-LA干预对缺氧应激细胞内 ROS的影响
从图 2 可以看到，单纯缺氧条件下，

SMMC-7721 肝癌细胞和 L02 正常肝细胞内 ROS
水平不断增加，其中 SMMC-7721 肝癌细胞缺氧
24 h ROS水平是 0 h的 2.1倍，缺氧 36 h ROS水
平是 0 h的 5.3倍。

琢-LA（5.0 mmol/L）干预后，SMMC-7721肝
癌细胞缺氧培养条件下细胞内 ROS水平有不同程
度下降（与未干预组相比），12 h细胞内 ROS水平
下降了 37.6%（与未干预组 12 h相比），24 h细胞
内 ROS 水平下降了 44.8%（与未干预组 24 h 相
比），36 h细胞内 ROS水平下降了 32.8%（与未干
预组 36 h相比）。而 L02正常肝细胞与未干预组相
比，细胞内 ROS水平都有下降。

2.4 琢-LA干预对缺氧应激细胞存活率的影响
在单纯缺氧条件下，与 0 h组相比，SMMC-

7721肝癌细胞的存活率 12 h减少了 23.9%，24 h
减少了 33.1%，36 h减少了 54.7%。而 L02正常肝
细胞随缺氧时间延长相对下降幅度更大，36 h减少
了 77.5%（与 0 h相比）。 说明 SMMC-7721肝癌
细胞耐缺氧能力要强于 L02 正常肝细胞，缺氧
24~36 h，肝癌细胞存活率也明显高于 L02正常肝
细胞。

琢-LA（5.0 mmol/L）干预后，SMMC-7721肝
癌细胞随缺氧和干预时间延长，存活率也呈下降趋

势，但下降幅度增加，与未干预组相同缺氧时段相

比，12~36 h分别下降了 19.3%、52.4%和 81.2%。
而 L02正常肝细胞与未干预组相同缺氧时段相比，

24 h和 36 h存活率都有了明显增加，分别增加了
18.9%和 91.3%。说明加入 琢-LA干预清除细胞内
过剩 ROS，使 SMMC-7721肝癌细胞的生长进一步
受到抑制，而 L02 正常肝细胞因受 ROS 损伤减
少，存活率相反明显增加（图 3）。

2.5 琢-LA干预对缺氧应激细胞耗氧率的影响
耗氧率多少是体现细胞线粒体呼吸率高低的主

要指标之一。在缺氧培养的不同时段，分别收集上

清培养液，并取 1.0 ml以氧电极检测其中含氧量。
以低氧培养液含氧量为空白对照并计算 12、24和
36 h不同时间段的耗氧率（图 4）。

Fig.3 Effect of hypoxia on survival ratio of SMMC-7721
and L02 cells with or without 琢-LA. Cells were cultured
under hypoxia condition, some cells were treated with
5.0 mmol/L 琢-LA when hypoxia. At different times after
hypoxia, cells were harvested and counted for survival
ratio. Data are present as mean依SD of three experiments,
*P<0.05. 姻: SMMC-7721; 阴: L02
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Fig.2 Effect of hypoxia on ROS in SMMC-7721 and L02
cells with or without 琢-LA. Cells were cultured under
hypoxia condition, some cells were treated with 5.0 mmol/L
琢-LA when hypoxia. At different times after hypoxia, cells
were harvested and detected for ROS. Data are present as
mean依SD of three experiments, *P<0.05. 姻: SMMC-7721;
阴: L02
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检测结果显示，在单纯缺氧条件下，相同缺氧

培养时间段，SMMC-7721肝癌细胞呼吸率明显高
于 L02正常肝细胞，说明 SMMC-7721肝癌细胞在
低氧分压情况下仍能保持较高的线粒体呼吸率。

加入 琢-LA（5.0 mmol/L）干预后，与未干预
组相同缺氧时段相比，SMMC-7721肝癌细胞耗氧
率有不同程度减少，12 h减少了 15.5%，24 h减少
了 19.6%，36 h减少了 47.7%。而 L02正常肝细胞
干预组与未干预组相同缺氧时段相比，耗氧率有不

同程度增加，其中 36 h耗氧率增加了 1.3倍（与未
干预组 36 h相比）。说明 琢-LA干预降低了低氧分
压状态下 SMMC-7721肝癌细胞的 ROS 水平，抑
制细胞增殖，从而使线粒体的呼吸率也下降，而

L02正常肝细胞相反。表明 琢-LA对正常肝细胞线
粒体缺氧损伤有一定保护作用。

2.6 琢-LA干预对缺氧应激细胞产生 ATP的影响
ATP 产生量能直接反映细胞产能代谢水平，

在缺氧培养不同时间段，分别收集贴壁细胞，并提

取 ATP，用生物化学发光法进行检测。结果见
图 5。
检测结果显示，SMMC-7721肝癌细胞在缺氧

应激时，24 h产生 ATP大幅增加，是 0 h的 2倍；
36 h ATP含量迅速减少。而 L02正常肝细胞随缺
氧时间延长，ATP呈逐渐减少。

加入 琢-LA（5.0 mmol/L）干预，SMMC-7721
肝癌细胞在 12 h ATP含量最高，是 0 h的 2倍，
24 h ATP含量下降至接近 0 h水平。L02正常肝细

胞在 α -LA干预后，与未干预组相同培养时间段
比较，ATP 产生量有所增加，36 h 是未干预组
36 h的 1.8倍，与存活率有较好的对应性。
2.7 琢-LA 干预对缺氧应激 SMMC-7721 和 L02
细胞 c-myc mRNA基因表达的影响

如 图 6 所 示 ， 在 没 有 缺 氧 条 件 下 ，
SMMC-7721肝癌细胞癌基因 c-myc mRNA表达明
显高于 L02正常肝细胞。缺氧 12 h，SMMC-7721
肝癌细胞和 L02正常肝细胞 c-myc mRNA表达都
明显增加（与各自对照组相比）。而在缺氧并加入

5.0 mmol/L 琢-LA 干预下，SMMC-7721 肝癌细胞
和 L02正常肝细胞 c-myc mRNA表达都降低至接
近对照组相同水平。说明缺氧应激产生的过剩

ROS可以通过抗氧化剂干预对 c-myc 的表达进行
调节。

Fig.5 Effect of hypoxia on ATP product in SMMC-7721
and L02 cells with or without 琢-LA. Cells were cultured
under hypoxia condition, some cells were treated with
5.0 mmol/L 琢-LA when hypoxia. At different times after
hypoxia, cells were harvested and detected for ATP. Data
are present as mean依SD of three experiments, *P<0.05. 姻:
SMMC-7721; 阴: L02
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Fig.6 Effect of hypoxia on c-myc gene expression in
SMMC-7721 and L02 cells with or without 琢-LA. Cells
were cultured under hypoxia condition for 12 h, some cells
were treated with 5.0mmol/L 琢-LA when hypoxia.
(A) RT-PCR was performed for quantification of c-myc
expression; (B) The ratio of c-myc to 茁-actin. Data are
present as mean 依SD of three experiments, *P<0.05
compared to control cells. 1: SMMC-7721 control;
2: SMMC-7721 hypoxia 12h; 3: SMMC-7721 hypoxia+
琢-LA (5.0 mmol/L) 12 h; 4: L02 control; 5: L02 hypoxia
12 h; 6: L02 hypoxia+琢-LA (5.0 mmol/L) 12 h
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3 讨 论

越来越多的研究发现，肿瘤细胞的生长、增殖

和转移等生物学行为与 ROS 有关 [11,12]。ROS作为
肿瘤细胞生长信号通路的第二信使，也参与肝癌细

胞缺氧信号通路的调控[13]。

本实验结果表明，SMMC-7721 肝癌细胞比
L02正常肝细胞确具有更强的缺氧耐受性，体现
在：1) 低氧分压条件下，SMMC-7721肝癌细胞仍
能保持较高线粒体呼吸率，可有效利用 O2；2) 在
缺氧应激条件下 ATP生成可代偿性增加，使细胞
存活率维持在较高水平。加入抗氧化剂 琢-LA干预
后，SMMC-7721肝癌细胞线粒体活性明显受到影
响，耗氧率减少，ATP能量代谢也受影响，单纯
缺氧 24 h时产生 ATP最多，为对照组的 2倍；加
入抗氧化剂 琢-LA干预后 12 h产生 ATP也达到对
照组的 2 倍。说明因 琢-LA 对 ROS 的清除，使
SMMC-7721细胞缺氧应激状态提前。表明缺氧应
激产生的 ROS也可诱导癌细胞 ATP能量代偿能力
提高，具体机制可能就是通过增加糖酵解途径的产

能方式[2]；维持肝癌细胞内一定的 ROS水平可以保
证癌细胞的增殖。这也表明缺氧情况下肝癌细胞存

活和生长仍对 ROS有依赖。
c-myc 是癌基因，其表达与细胞的转化及增殖

密切相关。本实验结果说明缺氧会诱导 c-myc 表达
上调，从而促进癌细胞增殖。如果采用抗氧化剂

琢-LA可明显下调 c-myc 表达，并使癌细胞生长受
到抑制。这也进一步揭示，缺氧应激可以通过

ROS调节癌基因 c-myc 表达，从而参与调控肝癌
细胞的生长。

本实验结果进一步提示，糖酵解的无氧化产能

方式促进了 ROS的产生，ROS作为第二信使参与
了肿瘤细胞生长信号通路的调控。这种协同效应说

明缺氧既是肿瘤细胞快速增殖的结果，也是肿瘤细

胞快速生长增殖的原因之一。

通过抗氧化剂 琢-LA 的干预能有效清除
SMMC-7721 肝癌细胞内的 ROS，使 SMMC-7721
肝癌细胞生长增殖受到抑制，同时降低了其缺氧耐

受能力。这为抗氧化剂可研发为抗癌药物提供了实

验依据。
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THE EFFECT OF ALPHA-LIPOIC ACID ON MITOCHONDRIAL RESPIRATORY RATE AND
ENERGY METABOLISM IN HEPATOMA CELLS IN RESPONSE TO HYPOXIC STRESS

HUANG Yong-chao1, SHI Dong-yun2, LIU Shan-lin2, LIU Zhi-xin1, YU Pei-zhong2, SHEN Xin-nan2
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2. Free Radical Regulation and Application Centre of Fudan University, Shanghai 200032, China)

Abstract: This study investigated the ability of the antioxidant, alpha-lipoic acid, to scavenge the
reactive oxygen species (ROS) in hepatoma cells, and assessed how the effects of alpha-lipoic acid on
cell proliferation differed between SMMC-7721 human hepatoma cells and L02 immortalized normal liver
cells. The effect of the antioxidant on cell survival ratio, mitochondrial activity and energy metabolism
was explored further under the condition of hypoxia. Effects of the antioxidant for cancer cells and
normal cells were compared to see if they differed. Cell growth and the level of ROS in cells were
analysed in response to different concentrations of alpha-lipoic acid treatment. The survival ratio, ROS
level in cells, consumption of O2, generation of ATP and mRNA levels of c-myc ongogene were each
detected under hypoxic condition, respectively in response to 5 mmol/L alpha-lipoic acid. The results
suggest that hepatoma cells compensatively increase ATP generation though increasing the glycolysis
pathway in response to hypoxia, the antioxidant, alpha-lipoic acid, scavenge the excess ROS in cells and
decrease the mitochondria respiratory rate in hepatoma cells, and alpha-lipoic acid inhibit the proliferation
of hepatoma cells and decrease their ability to endure hypoxia by downregulating the expression of
c-myc.
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