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氧化应激在正常机体内即存在，通常机体内有一系

列的保护机制来保护细胞免受损伤，但多种有害刺激也

可以打破氧化应激的平衡状态，最终导致细胞凋亡、病

理损伤等。在氧化应激等因素的诱导下，细胞基因表达

变化和各种酶的活性改变是通过多种信号通路相互影

响而致［1］。其中，具有死亡功能区的Fas相关蛋白(fas

associated death domain protein, FADD)是多种死亡受

体诱导的细胞凋亡信号传导通路的中间环节，也是一些

死亡受体如TNF受体超家族成员Fas介导凋亡的必需

蛋白。Fas、FADD、Caspase-8等均是介导凋亡的重要因

子。因此，本研究采用H2O2制得肝细胞氧化应激模型，

通过观察肝组织中FADD及其介导的信号转导通路相

关标志物以及细胞凋亡率的表达情况，探讨FADD及相

关分子在Sch B对被氧化的肝细胞Fas通路的影响作用。

1 试剂与细胞

1.1 试剂

Sch B，购自中国药品生物制品检定所。DMEM培

养基，Gibco；胎牛血清，杭州市四季青生物工程材料有

限公司，特级，无支原体；Hepes：25 g/瓶，纯度 99%，

FARCO化学品供应公司，进口分装，香港；胰蛋白酶

(Sigma, 美国)；二甲基亚砜 (DMSO)，Sigma；Trizol，

(Invitrogen,美国)；RNA酶抑制剂，大连宝生物工程有限

公司；逆转录酶XL (AMV)，大连宝生物工程有限公司；

RT-PCR引物，上海英骏生物技术公司合成；Taq酶、

dNTP，北京鼎国生物技术有限责任公司；oligod(T)18，

GeneCopoeiaTM，美国；琼脂糖，上海YITO生物器材企

业有限公司；溴化乙锭，上海博彩生物工程公司产品；荧

光探针PI，Molecular Probes Ins,美国。人凋亡相关因
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摘要：目的 建立H2O2诱导氧化的L02人肝细胞模型，从细胞凋亡调控因子FAS、具有死亡功能区的Fas相关蛋白(fas associated

death domain protein, FADD)和Caspase-8的表达变化来研究五味子乙素（Sch B）对L02细胞的可能作用机制。方法用实时荧

光定量PCR法检测FAS、FADD和Caspase-8 mRNA的变化，流式细胞术检测细胞凋亡率，ELISA法检测FAS蛋白含量，Western

blotting检测FADD蛋白变化和分光光度法检测Caspase-8活性。结果在5~15 µmol/L剂量范围内，Sch B可剂量依赖性抑制

H2O2引起的FAS、FADD的表达和Caspase-8的活化。结论 Sch B可部分抑制H2O2诱导的L02细胞凋亡，其作用机制可能是通过

影响了FAS-FADD- Caspase-8通路。
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Abstract: Objective To investigate the role of Fas pathway in H2O2-induced apoptosis of L02 human hepatocytes and the effect
of schisandrin B on Fas pathway. Methods Real-time quantitative PCR was used to detect the expressions of FAS, fas
associated death domain protein (FADD) and caspase-8 mRNA in L02 cells exposed to H2O2. Flow cytometry was employed to
assess the cell apoptosis. ELISA, Western blotting and spectrophotometric assay were performed to determine the expressions
of FAS protein, FADD protein and caspase-8 activity. Results Within the dose range of 5-15 mol/L, schisandrin B
dose-dependently inhibited FAS and FADD expressions and caspase-8 activation. Conclusion Schisandrin B can partially
inhibit H2O2-induced L02 cell apoptosis possibly by affecting the FAS-FADD-caspase-8 pathway.
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子(FAS/CD95) ELISA酶免试剂盒，上海研域；兔抗人

Fas死亡结构域相关蛋白抗体，HRP标记的羊抗兔 IgG

抗体，上海丽臣生物公司；Caspase-8活性检测试剂盒，

南京碧波公司，其余试剂均为分析纯级。

1.2 细胞

L02，人肝细胞株，购自上海细胞所。

2 方法

2.1 H2O2诱导肝细胞损伤的作用模型的建立与实验分组

参照文献方法［2］，取对数生长期人肝L02细胞，用含

10%胎牛血清的 DMEM 培养液，调整细胞密度为5×

105/ml，将细胞悬液加入96孔和6孔培养板中，置37 ℃，

5% CO2培养箱中培养至细胞全部贴壁，供试验用。根

据以往实验结果，设H2O2模型组(终浓度为0.4 mmol/L)、

Sch B高浓度组，Sch B中浓度组，Sch B低浓度组，终浓

度分别为15、10、5 µmol/L，每组设 6个复孔。高、中、低

浓度组分别加入H2O2(终浓度为0.4 mmol/L)和相应浓

度的Sch B，共同培养6 h后，收集培养上清，检测FAS、

FADD和Caspase-8 mRNA量、蛋白含量和四组凋亡率。

2.2 流式细胞术检测细胞凋亡率

以细胞刮刮下细胞后离心收集。收集细胞沉淀用

预冷的PBS洗涤2次，细胞沉淀用70%在-20 ℃预冷的

乙醇固定，置于4 ℃冰箱冷藏保存24 h；固定后的细胞

再次用含1%新生牛血清的PBS洗涤2次，弃上清，加入

0.4 ml PBS和RNase A至终浓度100 µg/ml，37 ℃水浴

温育 l h；加入碘化丙淀至终浓度50 µg/ml，摇匀，4 ℃避

光孵育 l h。将细胞经100目尼龙网过滤至流式细胞术

专用塑料管中，置于流式细胞仪测定各处理组细胞凋

亡率。

2.3 RT-PCR检测FAS、FADD和Caspase-8 mRNA

将细胞按2×105的密度接种于6孔板培养，一共分

为4组，包括H2O2模型组、Sch B高剂量组、Sch B中剂量

组和Sch B低剂量组，1孔/组。最后同时开始提取各组

细胞的总RNA。实验重复3次。

反应条件为：1× (95 ℃，3 min)，45× (95 ℃，10 s；

55 ℃ 25 s；72 ℃，10 s)，1×(95 ℃，1 min)，1×(55 ℃，35 s)，

1×(95 ℃，35 s)，产物由 Mx3005P® QPCR System 分

析。所有引物序列来源于 NCBI，以 Oligo 6.44 和

Primer premier 5.0自行设计。

GAPDH NC_000012

Upper primer：5'-TGGCACCGTCAAGGCTGAGA-3'

Lower primer：5'-CACTCACTCCTGGAAGATGG-3'

PCR product length：73 bp

FAS NG_027966

Upper primer：5'-TCCAAAAGTGTTAATGCC-3'

Lower primer：5'-TCCCTTGGAGTTGATGTCAGT-3'

PCR product length：45 bp

FADD NG_027966

Upper primer：5'-AACTCAGACGCATCTACCTCC-3'

Lower primer：5'-ACTCCGGTGCCTGATTCACTA-3'

PCR product length：79 bp

Caspase 8 NG_007497.1

Upper primer：5'-GCCTCCCTCAAGTTCCT-3'

Lower primer：5'-CCTGGAGTCTCTGGAATAACA-3'

PCR product length：91 bp

结果用2-△△ct来表示(△Ct 为目的基因Ct 值减去

GAPDH的Ct值，△△Ct为用药组的Ct值减去对照组

的Ct值)实验重复3次，取其平均值半定量最后的表达

水平。

2.4 ELISA法检测FAS蛋白含量

将细胞按2×105的密度接种于96孔板中培养，一共

分为4组，包括H2O2模型组、Sch B高剂量组、Sch B中剂

量组和Sch B低剂量组，每组3孔。按照说明书操作，通

过酶标仪（λ=450 nm）测定其吸光值，考察FAS蛋白的

含量。

2.5 Western blotting检测FADD蛋白

将细胞按2×105的密度接种于6孔板中培养，一共

分为4组，包括H2O2模型组、Sch B高剂量组、Sch B中剂

量组和Sch B低剂量组，每组1孔。最后同时开始提取

各组细胞的蛋白。实验重复3次。

2.6 分光光度法检测Caspase-8活性

分组同2.4。按照说明书操作，通过酶标仪D405 nm测

定其吸光值，考察Caspase-8的活化程度。

2.7 数据统计方法

数据以x±s表示，采用SPSS13.0软件经方差齐性检

验后行独立样本t检验，以P<0.05为有统计学显著差异。

3 结果

3.1 Sch B处理对肝细胞凋亡率的影响

高、中、低3个剂量组的Sch B分别与细胞共同孵育

后，凋亡率分别为（21.40±0.56）%、（25.50±1.60）%和

（26.53±1.29）%，与H2O2模型组凋亡率（36.17±0.70）%

相比，细胞凋亡率均有所下降，且剂量越高，细胞凋亡率

越低(P<0.01)，这种干预作用越明显，提示Sch B的存在

可能影响了被H2O2损伤的肝细胞凋亡状况。

3.2 Sch B 处理对肝细胞 FAS、FADD 和 Caspase-8

mRNA的影响

在表1中显示，在给与不同浓度的Sch B处理后，各

组FAS、FADD、Caspase-8 mRNA相对表达量均存在显

著性差异。结果表明，在H2O2氧化的L02细胞中，不同浓

度的Sch B可以降低上述3种基因的相对表达量，且呈一

定的剂量依赖性。当Sch B处理浓度为5、10、15 µmol/L
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时，三者表达量以15 µmol/L处理浓度下的表达量为

最低。

3.3 Sch B处理对肝细胞FAS含量的影响

与模型组D450 nm相比(2.09±0.12)，Sch B高中低3个

剂量的处理组D450 nm均有所降低，分别为1.07±0.03（P<

0.01）、1.56±0.07（P<0.01）、1.72±0.09（P<0.05），且随着

剂量的增加而降低得更为明显。提示Sch B可能对

FAS产生了一定的影响，且这个影响作用可能与Sch B

的浓度有一定的关系。

3.4 Sch B处理对肝细胞FADD蛋白的影响

图1中显示，经过缺氧处理后的L02细胞与不同剂

量的Sch B共同孵育后，FADD的表达量较模型组降

低。在4个实验组中，Sch B高剂量FADD的表达量最

低，模型组的FADD表达量最高。

3.5 Sch B处理对肝细胞Caspase-8的影响

在给与了15、10、5 μmol/L Sch B的处理之后，细胞

Caspase-8蛋白活力所对应的D450 nm值随着剂量的变化

而变化。模型组D450 nm为1.51±0.09，与之相比，Sch B处

理组均有所下降，低剂量组为1.28±0.03（P<0.01），中、

高剂量组分别为 1.13±0.07（P<0.05）和 0.99±0.05（P<

0.05），差异有统计学意义。

4 讨论

细胞凋亡在机体生长发育和衰老等许多生理病理

过程中有着重要作用。许多疾病都与氧化应激有关，比

如原发性胆汁性肝硬化、自身免疫性甲状腺疾病、I型糖

尿病等，外源性化学物质、电离辐射、病毒感染和氧化性

损伤等因素均可触发凋亡［3］。肝细胞凋亡是各种急性

或慢性肝脏疾病发生发展的重要环节，过度的凋亡被证

实参与了病毒性肝炎、酒精性肝病和非酒精性肝病等诸

多肝脏疾病的发生发展过程［4-5］。

细胞内凋亡信号转导通路其中之一就是死亡受体

信号通路。死亡受体是一类跨膜蛋白，属肿瘤坏死因子

受体基因家族成员，包括 Fas、TNFR、DR3-5等，其中最

典型的就是Fas［6］。死亡受体的配体与受体结合后，受

体相互聚集，与细胞内的转接器蛋白 FADD 相互作用，

FADD 募集 Caspase-8 的活化，启动细胞的凋亡［7］。

Sch B是五味子药用成分木脂素的高纯度活性成

分之一，除了保肝降酶的作用外，还具有诱导肿瘤细胞

凋亡、抗血小板活化因子等作用［8-10］。在前期的实验中

我们发现，Sch B可以降低H2O2对肝细胞的损伤，但是

我们并不明确Sch B是通过什么方式来对细胞起到保

护作用的。为了进一步了解Sch B对氧化损伤L02细

胞的作用机制，因此我们选择了肝细胞膜表面数量占优

势的Fas受体作为Sch B可能的作用点来进行本次试验

研究。我们采用H2O2处理L02细胞制得氧化应激模型，

应 用 实 时 荧 光 定 量 PCR 法 检 测 FAS、FADD 和

Caspase-8 mRNA的变化，流式细胞术检测细胞凋亡

率，ELISA法检测FAS蛋白含量，Western blotting检测

FADD蛋白变化和分光光度法检测Caspase-8活性，通

过观察肝组织中Fas，FADD及其介导的信号转导通路

相关标志物Caspase-8以及细胞凋亡率的表达情况，探

讨Sch B对Fas通路相关分子的影响作用。

实验结果显示，5~15 µmol/L Sch B与H2O2处理过

的 L02 细胞共同培养后，可使细胞 Fas、FADD、

Caspase-8表达量降低（P<0.01），且细胞凋亡率也相应

降低（P<0.01），此外，这些指标的变化与Sch B的浓度

有一定的剂量依赖关系。因此我们推测FAS-FADD-

Caspase-8通路可能是5~15 µmol/L浓度范围内的Sch

B的作用位点，从而抑制了处于氧化应激状态的肝细胞

的凋亡，对受到H2O2氧化损伤的肝细胞显示出一定的保

护效应。这一结果，对Sch B保肝护肝作用提供了依据。
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组别

模型组

高浓度组

中浓度组

低浓度组

FAS

1.17±0.15
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1.35±0.20**
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1.21±0.06

1.43±0.31**

1.37±0.35**

1.33±0.10**

Caspase-8

1.21±0.06

1.45±0.10**

1.39±0.20**

1.34±0.21**

与模型组比较, **P<0.01

表1 Sch B处理对FAS、FADD和Caspase-8 mRNA的影响
Tab.1 Effect of schisandrin B on FAS/FADD/caspase-8 mRNA
expressions (Mean±SD, n=3)

图1 Western Blotting检测肝细胞FADD蛋白的表达
Fig.1 Expression of FADD protein detected by Western blotting.
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