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牡蛎寡肽对 H2O2氧化损伤 L02 人肝细胞的保护作用 
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摘要：为了研究牡蛎寡肽对自由基清除作用及对人肝细胞 L02 细胞氧化损伤的保护作用，测定了牡蛎寡肽对羟自由基（·OH）

的清除率，并建立过氧化氢（hydrogen peroxide，H2O2）氧化损伤人肝细胞 L02 的模型，研究牡蛎寡肽对氧化损伤 L02 细胞的存活率、

活性氧（Reactive Oxygen Species，ROS）、抗氧化酶系（superoxide dismutase/SOD，glutathione/GSH）含量的影响。结果表明，牡蛎

寡肽对羟自由基的 IC50为 0.38 mg/mL。2 mg/mL 牡蛎寡肽对于 L02 细胞的增殖率仍为 123.98%。模型组 SOD 和 GSH 水平分别降低

了 40%、64.87%，而 ROS 增加了 1 倍。当添加不同剂量牡蛎寡肽后，中剂量组细胞中 SOD 含量几乎恢复到正常组水平，GSH 活性

也提高了 118.89%，ROS 水平降到模型组的 62.43%，说明牡蛎寡肽对 L02 细胞无毒，能降低氧化损伤的 L02 细胞内的 ROS 水平，

显著提高 SOD 和 GSH 含量，对细胞起到保护作用。因此，牡蛎寡肽对 H2O2致氧化损伤的人肝 L02 细胞具有保护作用，可能是通过

清除自由基，保护细胞内抗氧化酶系活性，抑制 ROS 的过多积累来实现。 
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Abstract: To study the scavenging capacity of free radicals and protective effect of oyster oligopeptide against hydrogen peroxide 

(H2O2)-induced oxidative damage in human liver L02 cells were determined. A H2O2-induced oxidative injury model was established to analyze 

the influence of oyster oligopeptide on the survival rate of L02 cells, level of reactive oxygen species (ROS), and contents of antioxidant 

enzymes (superoxide dismutase/SOD and glutathione/GSH). Results showed that IC50 of oyster oligopeptide for hydroxyl free radical was 0.38 

mg/mL. The proliferation rate of L02 cells treated with oyster oligopeptide at 2 mg / mL was still 123.98%. The levels of SOD and GHS of the 

model group treated with 400 μM H2O2 decreased by nearly 40% and 64.87%, respectively, while the level of ROS increased by a factor of two. 

After the addition of oyster oligopeptide at different concentrations, the level of SOD in the middle dosage group was almost reversed to the 

normal level, while the activity of GSH increasing by 118.89% and the level of ROS decreasing to 62.43% of that for the model group. These 

results indicated that oyster oligopeptide was nontoxic to L02 cell, and could decrease the level of ROS and enhance the contents of antioxidant 

enzyme SOD and GSH in the oxidative stressed L02 cells, providing protective effects on cells. Therefore, oyster oligopeptide was capable of 
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protecting human L02 cells against H2O2-induced oxidative injury, possibly through scavenging free radicals, protecting cellular antioxidant 

enzymes, and inhibiting the excessive accumulation of ROS. 

Key words: oyster oligopeptide; H2O2; oxidative injury; free radical; L02 cell 

 
牡蛎是一种常见的大宗水产贝类，几乎遍布我国

沿海各省。牡蛎味道鲜美，营养丰富，富含蛋白质、

糖原、牛磺酸、锌及其它微量元素等活性物质，是一

种潜在的天然保健食品。根据已有的报道显示，牡蛎

多肽具有抑制 ACE 活性、抗氧化、调节免疫、抗菌

等生物活性，如邱娟等[1]提取出了牡蛎 ACE 抑制肽，

其 IC50 为 0.80 mg/mL；LIU 等[2]提取的牡蛎抗菌肽

Cgpep33，能够抑制多种细菌和真菌；刘淑集等[3]研究

牡蛎寡肽能够正面调节由 CTX 引起的免疫低下小鼠

的免疫功能。牡蛎多糖具有预防糖尿病、抗肿瘤等功

效；牡蛎牛磺酸能够抗疲劳、增强免疫力等功效。但

是，当前牡蛎的应用还是以鲜食或简单加工成干制品、

制成蚝油等调味品，对其进行精深加工利用较少，利

用其功能活性成分开发出健康功能性产品已成为今后

研究方向与热点。 
氧化和机体的生命健康密切相关，活性氧

（reactive oxygen species，ROS）是指一类含氧的化学

反应性化学物质，包括羟基自由基、单线态氧、α-氧、

过氧化物和超氧化物等，在细胞内不断产生和清除，

在细胞信号传导中扮演了重要角色，参与多种生理和

病理过程。过氧化氢（Hydrogen peroxide，H2O2）是

体内代谢的产物，同时也是一种 ROS，在诱导细胞的

损伤乃至死亡中起来关键作用。外源 H2O2 易穿透细

胞膜，与细胞内的还原型铁离子通过 Fenton 反应，生

产高度毒性的羟自由基，引起胞内 ROS 累积，同时也

会刺激胞内其它种类 ROS 的产生；过量产生的 ROS
会引起细胞氧化应激，引起细胞重要组成如蛋白、脂

质体等过氧化，继而引发线粒体功能障碍，从而发生

细胞功能紊乱、氧化损伤[4]。所以可以用产生 ROS 的

多少来判断机体受到氧化应激而损伤的程度。H2O2

造成的细胞氧化损伤已成为研究细胞氧化应激损伤的

重要模型之一。为进一步了解牡蛎寡肽的抗氧化活性

及对氧化应激损伤的保护作用，本实验在体外检测牡

蛎寡肽对自由基清除能力的基础上，建立 H2O2 氧化

损伤 L02 人肝细胞模型，探讨牡蛎寡肽对氧化损伤细

胞内的抗氧化酶系及 ROS 的影响，为牡蛎寡肽往保健

食品开发方向提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

超级电热恒温水浴锅（DKB-501A 型），上海精宏

实验设备有限公司；酶标仪（Multiskan FC），美国

Thermo；紫外可见光分光光度计（UV-1100），上海美

谱达仪器有限公司；二氧化碳培养箱（CR-80），澳州

恒立；倒置显微镜（LH50A 型），Olympus；立式灭菌

锅 （ STIKMJS ）， 美 国施 都 凯；超 低 温冰箱

（DW-86L388），海尔；高速冷冻离心机（5804R）；
德国 Eppendorf 公司；涡旋振荡器（IKA MS3basic），
德国 IKA。 

胎牛血清 FBS、胰蛋白酶，美国 GIBCO 公司；

RPMI-1640 完全培养基、SOD、GSH 试剂盒，碧云天

生物技术研究所；MTS，美国 Sigma 公司；PBS，美

国 HyClone；Bradford 蛋白浓度测定、Hank’s 液、牛

血清白蛋白 BSA，美国 Pierce 公司；DCFH-DA，美

国 Bioluminor 公司；链霉素、青霉素，山东鲁抗医药

股份有限公司；无水乙醇、水杨酸、FeSO4、Tris、盐

酸、邻苯三酚、抗坏血酸、H2O2，市售分析纯。 

1.2  样品及细胞株 

人肝细胞 L02 细胞株，中山大学。 
牡蛎寡肽，参照文献[5]进行提取制备，将牡蛎肉

匀浆，加入 2 倍水、胰蛋白酶（7500 U/g）和风味蛋

白酶（450 U/g），调 pH 8.0，在 50 ℃条件下酶解 5 h，
100 ℃灭酶 10 min，冷却，三层纱布过滤，滤液依次

通过陶瓷膜（200 目）、截留分子量为 5000 u 和 1000 u
的超滤膜及纳滤膜，冻干，获得牡蛎寡肽粉，通过 GPC
测定分子量低于 1000 u 的占 93%以上。 

1.3  实验方法 

1.3.1  清除羟自由基能力测定 

羟自由基清除率的测定参考 Li Yanhong[6]的方法

并进行改进。取不同浓度的样品溶液 1.0 mL，分别加

入 0.5 mL 硫酸亚铁（9.0 mmol/L），0.5 mL 水杨酸-无
水乙醇（9.0 mmol/L），0.5 mL H2O2（8.8 mmol/L），
搅拌均匀，37 ℃恒温水浴 30 min，测定 510 nm 吸光

度，记为 A。以蒸馏水代替样品，测定吸光度记为 A
空；以蒸馏水代替 H2O2，测定吸光度记为 A0。以 Vc 
作为阳性对照；牡蛎寡肽对羟自由基清除率P公式为： 

%100
)- 0
×

−
=

空

空 （
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1.3.2  细胞培养 

将复苏后的 L02 细胞株接种于含 10%胎牛血清、

1%双抗的 RMPI 1640 培养液，放入 5% CO2、37 ℃培

养箱孵育。细胞铺满培养瓶底 80%左右时，用 1 mL
胰酶消化 1 min，按 1:3 传代，培养 3 代后用于后续实

验。 
1.3.3  牡蛎寡肽溶液剂量的筛选 

取对数生长期的 L02 细胞，用胰酶消化后加入

RMPI 1640 培养液，倒置显微镜下计数，调节细胞浓

度至 2.0×105个/mL。将细胞悬浮液接种于 96 孔板，

每孔 200 μL，5% CO2、37 ℃下培养 24 h，弃细胞培

养液，加入用 RMPI 1640 配置的不同浓度的牡蛎寡肽

溶液（浓度分别为 0、62.5、125、250、500、1000 μg/mL，
培养 24 h，弃去培养液，用 PBS 洗 3 遍，用 MTS 法

测定 OD 值，观察细胞的生长状态，并根据公式存活

率%=实验组 OD 值/对照组 OD 值×100，计算细胞存

活率。 
1.3.4  L02 细胞过氧化氢（H2O2）损伤模型的

建立 
取对数生长期的 L02 细胞，用胰酶消化后加入

RMPI 1640 培养液，倒置显微镜下计数，下培养 24 h，
弃细胞培养液，加入用 RMPI 1640 配置的 H2O2溶液，

终浓度分别为 0（空白组）、200、4000、600、800、
1000 μM，每组浓度设定 6 个平行。继续培养 24 h，
弃细胞培养液，用 PBS 洗涤 3 次后加入 200 μL 
RPMI1640，每孔再加入 10 μL MTS 溶液（5 mg/mL），
继续培养 4 h，弃上清，加入 150 μL DMSO，轻微振

荡至紫色结晶溶解，常温放置 10 min，测定 570 nm
吸光度，按公式抑制率%=（空白组-实验组）/空白组

×100，计算 H2O2对细胞 L02 的抑制率。 
1.3.5  细胞中 SOD、GSH 含量的测定 

将 10 mL L02 细胞培养液（2.0×105个/mL）接种

于细胞培养瓶中，在 5% CO2、37 ℃下孵育 24 h 至细

胞贴壁，收集细胞，将贴壁细胞随机分 5 组，正常组

和模型组添加 RMPI 1640 培养液，样品组分别添加

400、500、600 μg/mL 牡蛎寡肽溶液，培养 24 h 后将

细胞和细胞培养液分离。模型组和样品组加入 100 μM 
H2O2再继续培养 4 h。细胞培养液于 4 ℃、1500 r/min
离心 5 min 后取上清液待测，细胞用 PBS 清洗细胞 3
次后，于 4 ℃、1000 r/min 离心 10 min 后留细胞沉淀，

再加入 PBS，冰水浴下超声破碎（功率 300 W，5 s/
次，间隔 30 s，重复 3 次），采用试剂盒法测定 SOD、

GSH 含量[7]，用 BCA 试剂盒方法测定蛋白质含量。 
1.3.6  细胞内活性氧（ROS）检测 

取对数生长期的 L02 细胞，加胰酶消化后加入

RMPI 1640 培养液，倒置显微镜下计数，调节细胞浓

度至 2.0×105个/mL。将细胞悬浮液接种于 24 孔板，

于 5% CO2、37 ℃条件下孵育 24 h，弃细胞培养液。

实验分组，正常组和模型组加入 RMPI 1640 培养液，

样品组则加入 400、500、600 μg/mL 牡蛎寡肽溶液，

培养 24 h，收集细胞，用 10 μM DCFH-DA 荧光探针

标记细胞，37 ℃孵育 40 min，模型组和样品组加入

100 μM H2O2刺激 5 min，然后在激发波长 488 nm，

发射波长 525 nm 下测定细胞中 DCF 的荧光值，即可

反映细胞内 ROS 的产生量[8,9]。 
1.3.7  数据处理 

实验数据采用 SPSS 10.0 软件进行统计分析，结

果都以平均值（mean）±标准差（SD）表示，用 one 
way-ANOVA 进行单因素方差分析。 

2  结果与分析 

2.1  牡蛎寡肽对羟自由基的清除能力分析 

 
图1 牡蛎寡肽体外清除羟自由基活性 

Fig.1 The scavenging activity of oyster oligopeptide on ·OH in 

vitro 

羟自由基是体内最具活性和分布最为广泛的自由

基之一，几乎可以对任何细胞产生伤害，因此清除羟

自由基可以作为判断抗氧化能力的重要依据[10]。硫酸

亚铁和双氧水反应生成羟自由基，羟自由基氧化水杨

酸的产物在 510 nm 处具有最大吸收，因此可以根据

产物吸光度值来判断羟自由基多少。由图 1 可以看出

牡蛎寡肽对羟自由基具有一定的清除能力，牡蛎寡肽
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溶液在 2~10 mg/mL 范围内其清除率大大增加，几乎

成为线性关系，当浓度达到为 6 mg/mL 左右时其羟自

由基清除率即可达到 95%以上。牡蛎寡肽清楚羟自由

基的拟合曲线方程式为 y=16.049ln(x)+76.688 ，

R²=0.9691，根据曲线方程式计算 IC50为 0.38 mg/mL，
说明牡蛎寡肽对清除羟自由基的能力较强，且清除能

力与浓度均有明显的量效关系。这结果与已有的相关 
报道结果类似，甚至清除羟自由基的效果更好。如郝

更新等[11]采用超滤法浓缩富集的<4000 u 牡蛎蛋白抗

氧化活性肽对羟自由基的 IC50为 17.92 mg/mL，组氨

酸、脯氨酸、甲硫氨酸、半胱氨酸、酪氨酸、色氨酸

及苯丙氨酸得到了富集。余杰等[12]采用双酶酶解纯化

获得相对分子质量为 751 的抗氧化活性肽组分，EC50
为 0.529 mg/mL。林海生等[13]也研究了牡蛎蛋白酶解

物的抗氧化活性，发现分子量主要集中在 500~3091 u，
当浓度为 25 mg/mL 时，超氧自由基清除率和羟自由

基的清除率分别为 68.86%和 21.20%。本文的牡蛎寡

肽是采用外切酶与内切酶相结合的方法酶解牡蛎，并

通过陶瓷膜、超滤、纳滤等多级膜分离技术制备的，

更好地保留了有助于抗氧化活性的氨基酸，因此具有

较强的清除羟自由基能力。 

2.2  牡蛎寡肽对 L02细胞无毒剂量的确定 

培养 L02 细胞，将牡蛎寡肽分别配制成 0~2000 
μg/mL 浓度的溶液，采用 MTS 法研究牡蛎寡肽对 L02
细胞增殖率的影响，结果见图 2。牡蛎寡肽能够促进

L02 细胞的增殖，随着浓度的增加，增殖率也逐渐增

加，当牡蛎寡肽的浓度增加到 500 μg/mL 后，增殖率

才略有降低的趋势，但仍高于 100%（p<0.01）；当牡

蛎寡肽浓度高达 2000 μg/mL，L02 细胞的增殖率仍为

123.98%（p<0.01），说明牡蛎寡肽对于 L02 细胞是无

毒性的。 

 
图2 牡蛎寡肽对L02细胞存活率的影响 

Fig.2 Effect of oyster oligopeptide on the viability of L02 cell 

2.3  不同浓度H2O2对 L02细胞增殖的影响 

通过添加 0~1000 μM H2O2 不同浓度的 H2O2 对

L02 细胞进行氧化损伤，建立 H2O2 损伤模型，筛选

H2O2的剂量。由图 3 可知，随着 H2O2浓度的加大，

对L02细胞的损伤逐渐增加，当H2O2浓度达到400 μM
时，L02 细胞的存活率仅剩下 55.70%（p<0.01），显

著下降。太高浓度的 H2O2 对细胞造成的损伤过大，

会发生不可逆转的损伤，不利于后期药物对其进行修

复。因此，选择浓度为 400、500、600 μM 的 H2O2作

为损伤条件，建立 H2O2损伤模型，进行后续实验。 

 
图3 牡蛎寡肽对L02细胞存活率的影响 

Fig.3 Effect of oyster oligopeptide on the viability of L02 cell 

2.4  牡蛎寡肽对 H2O2致 L02 细胞损伤的保护

作用 

 
图4 牡蛎寡肽对L02细胞存活率的影响 

Fig.4 Effect of oyster oligopeptide on the viability of L02 cell 

注：*与正常对照组相比，*p <0.05，**p<0.01；Δ与模型

组相比，Δp< 0.05，ΔΔp <0.01。 

分别采用 400~600 μM 的 H2O2对 L02 细胞进行

化学性损伤，然后添加 0~5000 μg/mL 不同浓度的牡蛎

寡肽溶液，研究牡蛎寡肽对受损伤肝细胞 L02 的保护

作用。结果见图 4。肝细胞 L02 在 400、500、600 μM
浓度的 H2O2 作用下，细胞存活率都严重下降，分别

只剩下 57.55%、48.04%和 31.15%，均显著下降

（p<0.01）。当添加了不同浓度的牡蛎寡肽后，受损肝

细胞的存活率均不同程度地回升。特别是当 H2O2 的

浓度较小即 400 μM 时，浓度为 625 μg/mL 的牡蛎寡
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肽对受损肝细胞的存活率达到最高 122.43%
（p<0.01），甚至还能促进细胞的增殖。但是再继续加

大牡蛎寡肽溶液的浓度，过多的外源物对于细胞会造

成负担，导致存活率又下降，如当浓度提高到 5000 
μg/mL 时，L02 细胞的存活率仅为 67.46%（p<0.05）。
当 L02 细胞受到较高浓度如 600 μM H2O2损伤，后续

的修复效果就比较差。因此，可以揭示一定剂量的牡

蛎寡肽对于 H2O2引起的 L02 肝细胞损伤具有一定的

保护作用。 

2.5  牡蛎寡肽对 H2O2 诱导 L02 细胞 SOD、

GSH及 ROS的影响 

SOD 和 GSH 是在机体的氧化系统中起着重要的

作用，其水平的高低可以反映出机体对自由基清除能

力的强弱[14]。在细胞氧化损伤的研究中，H2O2所造成

的氧化损伤模型已成为研究各类细胞氧化损伤的重要

工具[15]。ROS 是生物在有氧代谢的过程中是一种中间

产物，具有调控细胞生长、细胞凋亡等作用，同时也

具有细胞毒作用[16]，是细胞在有氧代谢过程中产生的

一系列活性氧簇[17]，因此，ROS 作为一种常见的指标

用于评价外源物质对机体的影响情况[18]。H2O2是一种

与细胞氧化应激密切相关的 ROS，能引起氧化损伤，

刺激细胞产生更多的 ROS[19]。据 Bing Feng[20]等的研

究，确定 H2O2的诱导条件为浓度在 0.40~0.80 mM，

时间 6 h。本文通过对 H2O2损伤浓度 0~1000 μM 的摸

索，确定以 400 μM H2O2作为损伤条件，建立 H2O2

损伤模型。然后分别采用 400、500 和 600 μM 的 H2O2

对 L02 细胞进行氧化损伤，然后添加一系列不同浓度

的牡蛎寡肽溶液，研究牡蛎寡肽对受损伤的肝细胞

L02 的保护作用。结果如表 1 所示，用 400 μM H2O2

处理，模型组细胞 SOD的含量比正常组的下降近 40%
（p<0.01），而不同剂量的牡蛎寡肽溶液能够显著地抑

制 H2O2所引起的细胞 SOD 含量的减少（p<0.01），分

别是模型组 SOD 含量的 1.45、1.59、1.61 倍。当牡蛎

寡肽溶液浓度达 625 μg/mL 时（中剂量组），细胞 SOD
的含量几乎恢复到正常组的水平。高剂量组（1250 
μg/mL）的也恢复了 SOD 的水平。当用 400 μM H2O2

处理模型组细胞 GSH 活性急剧下降（p<0.01），仅为

正常组细胞的 35.13%。而添加了不同浓度的牡蛎寡肽

溶液处理，能够显著地抑制 H2O2所引起的细胞 GSH
活性的下降（p<0.05），低、中、高剂量组的 GSH 含

量分别比模型组的提高了 29.13%、118.89%、162.73%，

呈剂量依赖性。 
由表 1 也可以看出，加入 H2O2 刺激的细胞产生

的 ROS 均比正常组多，模型组产生的 ROS 几乎是正

常组的 1 倍。用牡蛎寡肽溶液提前孵育的细胞，与模

型组相比，产生的 ROS 含量明显下降，且随着牡蛎寡

肽剂量的增加，细胞内产生的 ROS 显著减少，低、中、

高剂量组的 ROS 分别降低到模型组的 84.30%、

62.43%、45.98%，呈剂量效应（p<0.01），且高剂量组

的 ROS 水平已接近正常组水平。由此可见，牡蛎寡肽

能够抑制 H2O2诱导的 LO2 细胞产生 ROS。与魏颖等
[21]的研究结果一致，她研究表明含有相对分子量低于

1000 u 的八肽以下的牡蛎短肽，具有抑制细胞内 ROS
生成的能力。 

表1 牡蛎寡肽对H2O2致 L02细胞损伤的抗氧化相关酶含量的影响 

Table 1 Effect of oyster oligopeptide on the levels of the anti-oxidative enzymes in LO2 oxidative injured by H2O2 
组别 SOD/(U/mg prot) GSH/(Umol/g prot) ROS/(U/mg prot) 

正常组 51.26±1.15** 66.75±0.64** 4299.67±122.35** 

模型组 31.53±0.74ΔΔ 23.45±0.56Δ 9143.00±257.78ΔΔ 

低剂量组 45.57±1.56Δ** 30.28±0.24ΔΔ** 7708.33±181.33ΔΔ** 

中剂量组 50.13±1.87** 51.33±0.97Δ** 5708.12±111.23Δ** 

高剂量组 50.77±1.42** 61.61±1.09** 4204.67±224.26** 

注：Δ与正常对照组相比，Δp<0.05，ΔΔp<0.01；*与模型组相比，*p<0.05，**p<0.01。 

3  结论 

3.1  采用体外清除羟自由基的方法测定了牡蛎寡肽

的抗氧化能力，结果表明牡蛎寡肽清除羟自由基的能

力较强，且清除能力与浓度均有明显的量效关系。 
3.2  采用以 H2O2刺激诱导人肝细胞 L02 细胞，建立

细胞氧化损伤模型，加入不同剂量的牡蛎寡肽溶液，

研究牡蛎寡肽对氧化损伤 L02 细胞的保护作用。结果

表明，牡蛎寡肽能够剂量依赖性地提高 SOD 含量和

GSH 活性，抑制 H2O2诱导的氧化损伤细胞 ROS 的增

长。 
3.3  综上所述，牡蛎寡肽对 H2O2 致氧化损伤人肝细

胞 L02 具有保护作用，可能是通过保护细胞内抗氧化

酶的活性、抑制 ROS 的过多产生和阻断氧自由基对细

胞的破坏来实现，其确切的作用通路及构效关系有待

于进一步的深入研究。 
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