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胶原蛋白多肽铬对四氧嘧啶损伤肝细胞的保护作用 
 

刘安军，陈影，张国蓉 

（天津科技大学食品工程与生物技术学院，天津 300457） 

摘要：研究了胶原蛋白多肽铬（CPCC）对四氧嘧啶损伤肝细胞 HL-7702 的保护作用，并探讨其作用机理。方法是将肝细胞 HL-7702

分为正常对照组、四氧嘧啶组、胶原蛋白多肽铬组及四氧嘧啶+胶原蛋白多肽铬组，分别检测细胞存活率、细胞胞内活性氧（ROS）、

胞外超氧阴离子（O2
.-）含量及超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）活力、脂质过氧化物丙二醛（MDA）含

量，并检测胶原蛋白多肽铬在过氧化氢（H2O2）模型组中的作用。结果表明胶原蛋白多肽铬处理使四氧嘧啶损伤肝细胞存活率增加，

胞内 ROS 生成减少，O2
.-含量、SOD 与 GSH-Px 低偿性升高及 MDA 含量降低。结论是胶原蛋白多肽铬处理对四氧嘧啶损伤肝细胞具

有一定的保护作用，其作用机制可能与三价铬抗氧化性能有关。 
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Abstract: To study the protective effect of collagen polypeptide-chromium chelate (CPCC) in HL 7702 hepatocytes treated by alloxan 

and the possible mechanism. Cells were divided into control group, alloxan-treated group, CPCC group and alloxan+CPCC group. Cell viability, 

contents of reactive oxygen species (ROS) and superoxide radical (O2
.-) , activities of SOD and GSH-Px and MDA content were analyzed. The 

protective effect of CPCC in H2O2-treated hepatices was also determined. Results shows that Cell viability was significantly increased by CPCC, 

while the contents of ROS, O2
.- and MDA and the activities of SOD and GSH-Px in alloxan-treated hepatocyte were decreased. CPCC had a 

protective effect in alloxan-treated HL 7702 hepatocytes, acting as an antioxidant. 

Key words: collagen polypeptide-chromium chelate; HL 7702 hepatocytes; alloxan; antioxidative effect 

 

四氧嘧啶（Alloxan）在其代谢过程中产生大量自

由基[1]。机体内过剩的自由基可作用于生物大分子如

蛋白质、脂类、核酸等，使大分子受损，造成机体在

分子水平、细胞水平及器官水平的各种氧化损伤[2]。

而肝细胞极易遭受自由基的攻击[3]。 
铬(III)是人和动物必需的微量元素，目前普遍认

为铬(III)通过协助胰岛素发挥作用，进而影响糖类、

脂类、蛋白质和核酸代谢[4]。而其抗氧化性能只在近

年来才越来越引起人们的关注[5]，国内在此方面的系

统研究报道比较缺乏。前期动物实验基本结果表明四

氧嘧啶对小鼠肝脏造成了一定的氧化损伤，而胶原蛋

白多肽铬（CPCC）能较有效地缓解小鼠肝脏的氧化 
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损伤，具有一定的抗氧化保护作用。由于动物体内铬

的生物学功能受吸收、转运等较多因素的影响，本实

验选用正常人胚肝细胞株 HL-7702 为实验对象，以四

氧嘧啶处理后，考察胶原蛋白多肽铬的保护作用，并

对其抗氧化性能加以进一步研究探讨。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂与细胞株 
正常人胚肝细胞株HL-7702购自中科院上海生命

科学研究院细胞库；四氧嘧啶购自 Sigma 公司；胶原

蛋白多肽铬（CPCC），实验室自制，产品铬(III)含量

为 3.9%。 
1.2  细胞培养与传代 

HL7702 肝细胞用含 10%胎牛血清、100 U/mL 青

霉素、100 μg/mL链霉素的RPMI-1640培养液于37 ℃，

5% CO2的培养箱中培养，定期换液传代。实验所用细
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胞均处于对数生长期。 
1.3  四氧嘧啶、CPCC对正常肝细胞生长的影响 

采用噻唑蓝（MTT）比色法[3]。将HL 7702肝细胞

以1×106 个/mL细胞数接种于96孔培养板中，每孔体积

200 μL。细胞贴壁完全，分别加入含不同浓度的四氧

嘧啶（0~40 mmoL/L）、Cr3+（0~500 μmoL/L）的CPCC
无血清培养液培养。培养24 h后，每孔加入MTT溶液

（5 mg/mL）20 μL，于37 ℃继续培养4 h。1500 r/min
离心15 min后，小心吸去上清，每孔加入150 μL 
DMSO，振荡10 min，使结晶物充分溶解。酶标仪测

定570 nm处OD值。每组5复孔。细胞存活率（%）=
（试验组OD值/对照组OD值）×100%。 
1.4  CPCC 对四氧嘧啶处理肝细胞生长的影响 

肝细胞以1×106 个/mL细胞数接种于96孔培养板

中，每孔体积 200 μL。常规培养后，分别加入四氧嘧

啶、四氧嘧啶与 CPCC，使四氧嘧啶终浓度为 15 
mmoL/L，Cr(III)终浓度分别为 10、100、200 μmoL/L。
采用 MTT 法检测细胞生长状况。 
1.5  细胞胞内活性氧（ROS）的检测 

二乙酰二氯氢化荧光素（DCFH-DA）临用前用

无酚红 RPMI-1640 培养基稀释至 1 mmoL/L。肝细胞

接种培养后，分别加入四氧嘧啶、四氧嘧啶与 CPCC，
培养一定时间后，PBS 洗 2 次，加入 DCFH-DA 使其

终浓度为 10 μmoL/L，37 ℃负载 30 min。PBS 洗涤后

立即于荧光分光光度计下测定荧光强度值，激发波长

485 nm，发射波长 538 nm。 
1.6  超氧阴离子的检测 

将肝细胞悬液接种于 6 孔板（每孔 5 mL），加入

细胞色素 C（终浓度为 12.5 μmoL/L），并分别加入四

氧嘧啶、四氧嘧啶与 CPCC，每组设 3 个平行孔，另

设 3 个不加药的细胞孔作为阴性对照组。37 ℃，5% 
CO2培养一定时间后，立即冰浴，550 nm 波长处测定

培养上清液的 OD 值，以无细胞孔为测定的参比，计

算每 106个细胞产生的 O2
-的量[4]。 

1.7  SOD、GSH-Px 活力及 MDA 含量的测定 
HL 7702 肝细胞相应处理培养后，胰酶消化，PBS

洗 3 次，加入 0.5 mL 细胞裂解液，4 ℃裂解 30 min。
4 ℃离心取上清，采用考马斯亮蓝法测定蛋白浓度，

南京建成生物工程研究所相应试剂盒测定 SOD、

GSH-Px 活力及 MDA 含量，按试剂盒规定程序操作。 

2  结果与讨论 

2.1  四氧嘧啶、CPCC对正常肝细胞生长的影响 
噻唑蓝（MTT）比色法是实验室常用的一种检测

细胞存活与生长的方法。本实验采用 MTT 法首先考

察了不同浓度四氧嘧啶对肝细胞生长的影响，实验结

果如图 1 所示。 

 
图1 四氧嘧啶对HL 7702肝细胞生长的影响 

Fig.1 Effects of alloxan on HL 7702 cell viability 

随着四氧嘧啶作用浓度（5~25 mmol/L）的增加，

肝细胞存活率随之下降，呈较明显的剂量依赖性。其

中15 mmol/L四氧嘧啶作用24 h后，肝细胞存活率约为

50%左右，本实验选用该浓度用于后续实验。当四氧

嘧啶浓度高于25 mmoL/L时，四氧嘧啶浓度的增加对

细胞存活率的影响减弱，细胞存活率随浓度的变化不

明显。 
低Cr(III)浓度（10 μmoL/L、100 μmoL/L、200 

μmoL/L）CPCC处理对肝细胞生长基本没有影响，而

较高Cr(III)浓度（500 μmoL/L）CPCC处理对肝细胞生

长则产生了一定的影响。图2为各浓度CPCC处理24 h
后肝细胞的存活率，其中含500 μmoL/L Cr(III)的
CPCC处理使肝细胞存活率有所降低（p<0.05）。 

 
图2 不同Cr(III)浓度PCC对 HL 7702肝细胞生长的影响 

Fig.2 Effects of CPCC with different Cr(III) concentrations on 

HL 7702 cell viability.*p<0.05 vs. control group. 

2.2  CPCC 对四氧嘧啶处理肝细胞生长的影响 
实验考察了不同胶原蛋白多肽铬浓度（Cr(III)浓

度分别为10 μmoL/L、100 μmoL/L、200 μmoL/L）对

15 mmoL/L四氧嘧啶处理肝细胞生长的影响。实验结

果如图3所示，Cr(III)浓度为100、200 μmol/L的CPCC
在一定程度上能减轻四氧嘧啶所致肝细胞毒性，12 h
后肝细胞存活率有较为明显的增加（p<0.05），24 h后
更为明显（p<0.01）。但100 μmol/L与200 μmoL/L CPCC
对细胞存活率的影响无显著性差异（p>0.05）。 
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图3 不同Cr(III)浓度PCC对四氧嘧啶处理肝细胞生长的影响 

Fig.3 Effects of CPCC with different Cr(III) concentrations on 

alloxan-treated cell viability. 
ap,cp<0.01 vs. control group;bp,dp <0.05 vs. alloxan group 

此外，各相应浓度胶原蛋白多肽MTT实验结果表

明，在本实验条件下，胶原蛋白多肽对正常肝细胞生

长、四氧嘧啶所致肝细胞毒性作用均无明显影响。 
结合以上MTT实验结果，表明在一定浓度范围

内，胶原蛋白多肽铬对四氧嘧啶所致肝细胞毒性具有

一定的保护作用，其中起主要作用的可能是螯合物中

的三价铬离子。 
2.3  CPCC 对四氧嘧啶处理肝细胞胞内 ROS 生成的

影响 
四氧嘧啶在其代谢过程中产生大量自由基

（ROS），本实验采用二乙酰二氯氢化荧光素

（DCFH-DA）方法考察了 CPCC 处理对四氧嘧啶损

伤肝细胞胞内ROS生成的影响，所得结果如图4所示。 

 
图4 CPCC对四氧嘧啶处理肝细胞胞内活性氧(ROS)生成的影响 

Fig.4 Effect of CPCC on ROS in alloxan-treated hepatocytes 

正常肝细胞经四氧嘧啶处理后，胞内 ROS 大量生

成，细胞荧光强度随作用时间延长而升高（0~12 h），

其后可能由于细胞受损程度逐渐增加，细胞膜完整性

破坏加剧，同时酯酶活性降低，DCFH-DA 氧化反应

减弱，致使细胞荧光强度逐渐下降。 
200 μmoL/L CPCC 处理于正常肝细胞时，可引起

细胞荧光强度短暂性升高，但其差异无显著性

（p>0.05），且随即恢复正常。本实验条件下，基本

可认为 CPCC 对正常肝细胞胞内 ROS 含量无明显作

用。而此浓度 CPCC 作用于四氧嘧啶损伤肝细胞时，

细胞荧光强度的升高得到了较为明显的抑制（4~12 
h），12 h 后荧光强度高于四氧嘧啶组，可能由于 CPCC
处理对于细胞具有一定的保护作用，降低了细胞受损

程度，胞内 ROS 向胞外的泄露减少所致。 
2.4  CPCC 对四氧嘧啶处理肝细胞产生 O2

.-的影响 
四氧嘧啶在其代谢过程中产生大量自由基，如超

氧阴离子（O2
.-.）、过氧化氢（H2O2）等[1]。其中超氧

阴离子在四氧嘧啶抑制葡萄糖代谢中具有重要作用。

本实验考察了 CPCC 对四氧嘧啶处理肝细胞胞外 O2
.-

含量的影响，实验结果如图 5 所示。 

 
图5 CPCC对四氧嘧啶处理肝细胞胞外超氧阴离子含量的影响 

Fig.5 Effect of CPCC on extracellular O2
.- produced by 

alloxan-treated hepatocytes 

正常肝细胞经四氧嘧啶处理后，随四氧嘧啶处理

时间的增加，胞外超氧阴离子含量随之增加。CPCC
作用降低了四氧嘧啶组细胞胞外超氧阴离子含量，且

随作用时间的增加，该作用更为明显。 
O2

.-与ROS实验结果基本表明，四氧嘧啶处理可导

致肝细胞内ROS大量生成，对细胞造成了一定的氧化

损伤，使细胞完整性受到破坏，致使胞外超氧阴离子

含量显著上升。CPCC处理可通过减少胞内ROS的生

成，减轻细胞氧化受损程度，对四氧嘧啶损伤肝细胞

起一定的保护作用，胞外氧自由基含量降低。 
2.5  CPCC 对四氧嘧啶处理肝细胞 SOD、GSH-Px 活

力的影响 
细胞通常处于氧化和抗氧化的动态平衡状态，一

旦失去平衡，将影响细胞的正常功能，引起细胞损伤，

甚至细胞死亡。细胞内重要的抗氧化酶类 SOD 对机

体的抗氧化平衡具有至关重要的作用，可清除 O2
⋅-保

护细胞免受损伤；GSH-Px 能特异地催化还原型谷胱

甘肽（GSH）对过氧化氢（H2O2）的还原反应，具有

保护细胞膜结构与功能完整的作用。本实验通过细胞

内 SOD 及 GSH-Px 活力的测定，考察 CPCC 处理对四

氧嘧啶处理肝细胞抗氧化系统方面的影响。实验结果

如图 6 所示。 
肝细胞经四氧嘧啶处理后，可能由于胞内 ROS
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的大量生成，细胞抗氧化酶类 SOD、GSH-Px 活力均

呈代偿性升高，与正常对照组相比其差异均具有显著

性（p<0.01）。而 CPCC+四氧嘧啶组细胞 SOD、GSH-Px
活力虽高于正常对照组，但与四氧嘧啶处理组相比，

活力均已明显降低（p<0.05）。 

 
图6 CPCC对四氧嘧啶处理肝细胞SOD及 GSH-Px活力的影响 

Fig.6 Effect of CPCC on activities of SOD and GSH-Px in 

alloxan-treated hepatocytes. ap<0.01,cp<0.01 vs. control 

group;bp<0.05,dp<0.05 vs. alloxan-treated group 

2.6  CPCC 对四氧嘧啶处理肝细胞 MDA 含量的影响 
四氧嘧啶代谢过程中产生的大量自由基，可对细

胞组分如蛋白质、脂肪及核酸等产生氧化损伤作用。

丙二醛（MDA）是具有代表性的细胞脂质过氧化反应

产物。 

 
图 7 CPCC 对四氧嘧啶处理肝细胞 MDA 含量的影响 

Fig.7 Effect of CPCC on MDA in alloxan-treated hepatocytes. 
ap<0.01 vs. control group; bp<0.05 vs. alloxan-treated group 

四氧嘧啶处理后，肝细胞上清中 MDA 含量显著

增加（p<0.01），表明四氧嘧啶对肝细胞氧化平衡系统

的影响已对细胞产生了明显的氧化损伤作用。而

CPCC+四氧嘧啶处理组细胞 MDA 含量虽高于正常对

照组，但与四氧嘧啶组相比，其 MDA 含量已明显降

低（p<0.05）。实验结果表明，CPCC 减轻了肝细胞受

自由基攻击受损的程度，对肝细胞具有一定的抗氧化

保护作用。 
2.7  CPCC 对 H2O2 损伤肝细胞 SOD、GSH-Px 活力

及 MDA 含量的影响 
为进一步对 CPCC 抗氧化性能加以考察，实验以

0.1 mmoL/L 过氧化氢（H2O2）取代四氧嘧啶处理肝细

胞，其余操作均相同。各组细胞经培养处理后，分别

检测 SOD、GSH-Px 活力及 MDA 含量。实验所得结

果与四氧嘧啶模型组中所得结果一致，CPCC 处理明

显降低了 H2O2组肝细胞 SOD、GSH-Px 活力的代偿性

升高（p<0.01）及细胞脂质过氧化程度（p<0.01）。 

 
图8 CPCC对过氧化氢处理肝细胞SOD及 GSH-Px活力的影响 

Fig.8 Effect of CPCC on SOD, GSH-Px and MDA in 

H2O2-treated hepatocytes. 
ap<0.01 vs. control group; bp<0.05 vs. H2O2-treated group 

以上实验结果基本表明，四氧嘧啶处理对肝细胞

氧化平衡状态产生了一定的影响，肝细胞内 ROS 大量

生成，细胞抗氧化酶类 SOD、GSH-Px 活力呈代偿性

升高，同时对细胞造成了一定的氧化损伤。而胶原蛋

白多肽铬（CPCC）在一定程度上增强了肝细胞清除

自由基的能力，改善了四氧嘧啶所致细胞氧化应激状

态，减轻了细胞受自由基攻击损伤的程度，具有一定

的抗氧化能力，对肝细胞起到了一定的保护作用，但

其在肝细胞内具体作用途径有待于进一步研究探讨。 
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