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20-羟基蜕皮激素对高糖诱导 HepG2细胞
氧化损伤的作用及机制研究

王梦媛1，刘咸筠2，孟祥龙3，李　皓2，李占东2，殷玉和1, *

（1.长春工业大学化学与生命科学学院，吉林长春 130012；
2.吉林工程技术师范学院生物与食品工程学院，吉林长春 130052；
3.吉林大学第一医院烧伤及皮肤创面修复外科，吉林长春 130021）

摘　要：目的：探究 20-羟基蜕皮激素（20-Hydroxyecdysone，20-HE）对高糖诱导 HepG2细胞氧化损伤的保护作用

及相关分子机制。方法：利用高糖（50 mmol/L葡萄糖）建立 HepG2细胞氧化损伤模型，分别采用 CCK-8法、

caspase-3活性检测实验、荧光探针法和比色法检测细胞的活力、凋亡、活性氧（Reactive Oxygen Specie，ROS）、

超氧化物歧化酶（Superoxide Dismutase，SOD）、过氧化氢酶（Catalase，CAT）和丙二醛（Malondialdehyde，
MDA）的水平。基于生物信息学分析的方法对参与 20-HE调控作用的相关信号通路进行预测，采用 Western
blot检测 Akt蛋白的磷酸化水平，评价 PI3K/Akt信号通路的激活水平，利用 PI3K/Akt信号通路的抑制剂

（LY294002）验证其是否参与 20-HE发挥的调控作用。结果：20-HE的浓度低于 20 μmol/L对 HepG2细胞没有显

著毒性作用；20-HE可以显著提高损伤细胞的活力（P<0.05），显著抑制损伤细胞的凋亡（P<0.05），显著下调损

伤细胞的 ROS水平（P<0.05），显著提高 SOD和 CAT的水平（P<0.05），显著下调 MDA水平（P<0.05）；

PI3K/Akt信号通路是 20-HE发挥调控作用的潜在下游机制；20-HE可以显著上调损伤细胞中 PI3K/Akt信号通路的

水平（P<0.05）；LY294002可以逆转 20-HE对损伤细胞发挥的保护作用。结论：20-HE通过激活 PI3K/Akt信号

通路发挥对高糖诱导 HepG2细胞氧化损伤的保护作用。

关键词：20-羟基蜕皮激素，高糖，HepG2 细胞，氧化应激，PI3K/Akt 信号通路

本文网刊:  
中图分类号：TS201.4               文献标识码：A               文章编号：1002−0306（2024）20−0369−09
DOI: 10.13386/j.issn1002-0306.2023120297

Role and Mechanism of 20-Hydroxyecdysone in Oxidative Damage
of HepG2 Cells Induced by High Glucose

WANG Mengyuan1，LIU Xianjun2，MENG Xianglong3，LI Hao2，LI Zhandong2，YIN Yuhe1, *

（1.College of Chemistry and Life Science, Changchun University of Technology, Changchun 130012, China；
2.College of Biological and Food Engineering, Jilin Engineering Normal University, Changchun 130052, China；

3.Department of Burns Surgery, The First Hospital of Jilin University, Changchun 130021, China）

Abstract：Objective:  To  explore  the  protective  effects  of  20-Hydroxyecdysone  (20-HE)  on  high  glucose  induced  HepG2
cells and its related molecular mechanism. Methods: In this study, high glucose (50 mmol/L glucose) was used to establish
the oxidative damage model in HepG2 cells. The CCK-8 assay, caspase-3 assay, fluorescent probe method, and colorimetric
method  were  used  to  assess  the  levels  of  cell  viability,  apoptosis,  oxygen  species  (ROS),  superoxide  dismutase  (SOD),
catalase  (CAT),  and  malondialdehyde  (MDA),  respectively.  The  signaling  pathways  involved  in  the  regulation  of  20-HE  
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were  predicted  using  bioinformatics  analysis.  The  phosphorylation  level  of  Akt  protein  was  detected  by  Western  blot  to
evaluate the activation level of the PI3K/Akt signaling pathway. The involvement of the PI3K/Akt signaling pathway in the
regulatory effects of 20-HE was verified using the inhibitor LY294002. Results: Treatment with 20-HE had no significant
toxic effect on HepG2 cells at concentrations lower than 20 μmol/L. In the injured cells, 20-HE could significantly improve
the viability (P<0.05), inhibit the apoptosis (P<0.05), down-regulate the level of ROS, improve the levels of SOD and CAT
(P<0.05),  and  down-regulate  the  level  of  MDA  (P<0.05).  PI3K/Akt  signaling  pathway  was  the  potential  downstream
mechanism of regulatory effects exerted by 20-HE. 20-HE could significantly up-regulate the level of PI3K/Akt signaling
pathway in the injured cells (P<0.05). LY294002 could reverse the protective effects exerted by 20-HE on the injured cells.
Conclusion: 20-HE exerted protective effects on high glucose induced oxidative damage in HepG2 cells by activating the
PI3K/Akt signaling pathway.

Key words：20-hydroxyecdysone；high glucose；HepG2 cells；oxidative stress；PI3K/Akt signaling pathway

全球范围内糖尿病的发病率正在逐年递增，而

我国已经成为糖尿病患者数量最多的国家。糖尿病

及其并发症不仅严重影响了患者的身心健康，也给家

庭及社会带来巨大的经济负担[1]。肝脏作为人体的

代谢中心是高血糖累积的主要器官之一。高血糖导

致的肝损伤会进一步发展为一系列的肝脏病变，包括

非酒精性脂肪性肝炎、肝纤维化、肝硬化和肝衰竭[2]。

目前对于糖尿病肝损伤仍缺乏令人满意的治疗手

段。研究表明这种肝损伤的发病机制与高糖引发的

肝细胞氧化损伤密切相关[3]。高糖可以引起肝细胞

中活性氧（Reactive Oxygen Specie，ROS）水平的持

续升高，进而导致氧化应激相关因子包括超氧化物

歧化酶（Superoxide Dismutase，SOD）、过氧化氢酶

（Catalase，CAT）和丙二醛（Malondialdehyde，MDA）

的失调，使肝细胞发生持续的氧化应激。氧化损伤会

抑制肝细胞的活力并促进细胞凋亡。近年来，天然

产物对氧化损伤的保护作用逐渐受到研究者们的

重视[4]。

20-羟基蜕皮激素（20-Hydroxyecdysone，20-HE；
分子式：C27H44O7）是一种自然界中广泛存在的天然

类固醇。20-HE是功能性食品藜麦的主要活性成分

之一[5]。动物实验结果表明，在饮食中添加 20-HE可

以有效降低肥胖小鼠的体重、体脂和血糖，并改善胰

岛素抵抗[6]。此外，既往的研究还发现 20-HE具有抗

氧化和抗肿瘤等多种生物学活性[7−8]。这其中 20-HE
的抗氧化作用受到研究者的广泛关注[9]。但目前 20-
HE在高糖诱导的肝细胞氧化损伤中的作用及机制

并不清楚。

PI3K/Akt信号通路在细胞的增殖、凋亡和氧化

应激等多种生物学过程中发挥重要调控作用[10]。在

细胞的氧化应激中，PI3K/Akt信号通路的抑制与氧

化应激的发生和发展密切相关[11]。Akt蛋白是该信

号通路的核心分子，其磷酸化后被激活，磷酸化的

Akt通过进一步激发通路下游效应分子从而发挥多

种调控功能。Akt蛋白的磷酸化水平反映了 PI3K/
Akt信号通路的激活水平[12]。在高糖导致的肝细胞

损伤中，目前尚无关于 20-HE和 PI3K/Akt信号通路

之间关系的研究报道。

基于上述问题，本研究首先对 20-HE在高糖诱

导 HepG2细胞氧化损伤模型中的作用进行验证。

在此基础上，通过生物信息学分析的方法对 20-HE
发挥调控作用的相关信号通路进行预测。最后通过

实验验证 PI3K/Akt信号通路是否参与了 20-HE对

损伤细胞的保护作用。这一研究不仅为 20-HE在防

治糖尿病肝损伤中的应用提供了理论依据，而且在

分子水平阐释了 20-HE对氧化损伤细胞发挥保护作

用的关键机制。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

20-HE　纯度：98%，上海源叶生物科技有限公

司；人肝癌细胞 HepG2细胞系　北京北纳生物公

司；DMEM培养基、胎牛血清（FBS）、胰酶、磷酸盐

缓冲溶液（PBS）、双抗（青链霉素混合液）　Thermo
Fisher公司；LY294002 （PI3K/Akt信号通路的抑制

剂用于机制验证实验）　纯度：99.92%，MedChem-
Express公司；细胞裂解液　生工生物工程股份有

限公司；EnzChekRCaspase 3活性/凋亡检测试剂盒、

牛血清白蛋白（BSA）、ECL显色试剂盒　Thermo
Fisher公司；CCK-8试剂、ROS、SOD、CAT、MDA
检测试剂盒、BCA法蛋白浓度测定试剂盒　碧云天

公司；SDS-PAGE凝胶配置试剂盒　翌圣生物科技

公司；PVDF膜　默克公司；磷酸化 Akt（p-Akt）一
抗、总 Akt（t-Akt）一抗　江苏亲科公司；β-actin一

抗、二抗　Proteintech公司。

BBD6220 型 CO2 培养箱、Varioskan LUX型酶

标仪　Thermo  Fisher公司；KETA  ML型显影仪

　威泰克公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   高糖诱导的细胞氧化损伤模型建立、分组及

给药　HepG2细胞在含 10%  FBS和 1%双抗的

DMEM培养基中于 37 ℃、5%浓度 CO2 培养箱中

进行培养，当细胞融合度达到 80%~90%时，用胰酶

进行消化，1:3进行传代。

参考 Subramaniyan等[13] 的研究方法建立高糖

诱导的 HepG2细胞氧化损伤模型。正常对照组用

含 5.5 mmol/L葡萄糖的培养基进行培养，模型组用

含 50 mmol/L浓度葡萄糖的培养基进行培养，给药

 · 370 · 食品工业科技 2024年  10 月



组根据浓度梯度分为 3组，分别加入终浓度为 5、
10和 20 μmol/L的 20-HE。在机制验证实验中，20-
HE给药终浓度为 20 μmol/L，LY294002的给药终

浓度为 10 μmol/L。培养 24 h后收集细胞进行后续

实验。 

1.2.2   细胞活力检测　采用 CCK-8法检测细胞活

力。将准备好的 HepG2细胞接种于 96孔板（4×
104/孔），待细胞贴壁后根据分组更换含有特定成分

的培养基，开始计时，于 37 ℃、5%浓度 CO2 培养箱

中培养 24 h后，每孔加入 10  μL  CCK-8试剂，于

37 ℃ 条件下孵育 2 h，用酶标仪于 450 nm波长下检

测吸光度，并计算细胞存活率以评价细胞活力，计算

公式如下：

细胞存活率(%)=
吸光度(实验)−吸光度(空白)
吸光度(对照)−吸光度(空白)

×100
 

1.2.3   细胞凋亡检测　采用 caspase-3活性检测实验

检测细胞凋亡，根据试剂盒说明书进行操作，收集待

测细胞，PBS洗涤后加入相应体积的裂解液，收集上

清液体，加入试剂盒检测液，用酶标仪于 342 nm/
441 nm（激发波长/发射波长）条件下检测荧光值，根

据荧光数值计算 cleaved-caspase-3活性以评价细胞

凋亡水平，计算公式如下：

cleaved-caspase-3活性=
荧光值(实验)−荧光值(空白)
荧光值(对照)−荧光值(空白)

 

1.2.4   氧化应激相关因子检测　采用荧光探针法检

测细胞的 ROS水平，根据试剂盒说明书，首先配制

稀释的 DCFH-DA试剂（1:2000）。收集待测细胞，

进行细胞计数，调整各样本细胞密度至一致。各样本

取等量细胞用准备好的 DCFH-DA试剂混匀，37 ℃
条件下孵育 20 min，期间每 5 min重新混匀样本。

孵育结束后用无血清培养液洗涤样本细胞，用酶标仪

于 488 nm/525 nm（激发波长/发射波长）条件下检测

荧光值，并计算 ROS水平，计算公式如下：

ROS水平 =
荧光值(实验)−荧光值(空白)
荧光值(对照)−荧光值(空白)

采用比色法检测细胞的 SOD水平，根据试剂盒

说明书，将收集待测细胞用预冷后的 PBS洗涤，加入

试剂盒裂解液（SOD样品制备液），充分裂解细胞后，

4 ℃ 离心取上清液作为待测样品，检测蛋白浓度后

用裂解液调整所有样品蛋白浓度至一致，分别配制

WST-8/酶工作液和反应启动工作液，待检测样品中

依次加入以上液体混匀，每个样品设置 3个空白体

系，空白 1含检测缓冲液和两种工作液，空白 2含检

测缓冲液和 WST-8/酶工作液，空白 3含同组待测样

品、检测缓冲液和 WST-8/酶工作液。于 37 ℃ 条件

孵育 30 min后，用酶标仪于 450 nm波长下检测吸

光度，并计算 SOD水平，计算公式如下：

SOD水平 =

[
A(空白1)−A(空白2)

]
−
[
A(实验)−A(空白3实验)

][
A(空白1)−A(空白2)

]
−
[
A(对照)−A(空白3对照)

]

采用比色法检测细胞的 CAT水平，根据试剂盒

说明书，首先通过检测过氧化氢溶液 240 nm波长下

吸光度计算试剂盒中过氧化氢溶液的准确浓度，配

制 250 mmol/L过氧化氢溶液和显色工作液。接下

来将待检细胞用裂解液充分裂解后，收取上清液，检

测蛋白浓度后用裂解液调整所有样品蛋白浓度至一

致，样品加入过氧化氢检测缓冲液，混匀后先加入过

氧化氢溶液，于 25 ℃ 反应 3 min，加入反应终止液，

15 min后待测样品加入显色工作液，于 25 ℃ 孵育

30 min，用酶标仪于 520 nm波长下检测吸光度，并

计算 CAT水平，计算公式如下：

CAT水平 =
A(空白)−A(实验)
A(空白)−A(对照)

采用比色法检测细胞的MDA水平，根据试剂盒

说明书，首先配制 MDA检测工作液。接下来将待检

细胞用裂解液充分裂解后，收取上清液，检测蛋白浓

度后用裂解液调整所有样品蛋白浓度至一致。待测

样本加入检测工作液，100 ℃ 条件下加热 15 min，冷
却后离心取上清液，用酶标仪于 532 nm波长下检测

吸光度，并计算MDA水平，计算公式如下：

MDA水平 =
A(实验)−A(空白)
A(对照)−A(空白)

 

1.2.5   生物信息学分析　通过 SwissTargetPrediction
数据库（http://www.swisstargetprediction.ch/）对 20-
HE潜在的靶蛋白进行预测，选取 Probability值>0
的基因进行分析[14]。通过 GeneCards数据库（https://
www.genecards.org/）获取肝损伤（liver injury）的疾

病相关基因，根据 Score值选取排名前 1000位的

基因进行分析[15]。两组基因取交集，结果用 Venn图

展示（https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.
html）。KEGG信号通路富集分析用 DAVID数据库

（https://david.ncifcrf.gov/）完成 [16]。利用 Cytoscape
（3.9.1版）软件构建 20-HE-靶点-信号通路网络。氧

化应激相关信号通路的富集分析结果用气泡图展示

（ https://www.bioinformatics.com.cn） [17]。 20-HE在

PI3K/Akt信号通路中潜在的作用靶点用 KEGG数

据库中的信号通路图展示[18]。 

1.2.6   Western blot检测 t-Akt、p-Akt蛋白水平　采

用 Western blot检测 PI3K/Akt信号通路标志蛋白的

表达水平[19]。收集待测细胞后用裂解液进行充分裂

解，用 BCA法蛋白浓度测定试剂盒检测蛋白浓度。

蛋白样品进行 SDS-PAGE凝胶电泳。电泳后通过湿

转法将凝胶上的蛋白转移至 PVDF膜上，用 5%
BSA封闭液室温下孵育 1 h，分别用相应一抗进行孵

育，4 ℃ 条件下孵育 16 h，洗膜后再孵育相应的二

抗，最后用 ECL显色液于显影仪中曝光显影，利用

ImageJ软件（1.53e版）进行灰度值计算。Akt磷酸化

水平用 p-Akt/t-Akt的比值评价，β-actin用于评价整

体上样体系。 

第  45 卷  第  20 期 王梦媛 ，等： 20-羟基蜕皮激素对高糖诱导 HepG2细胞氧化损伤的作用及机制研究 · 371 · 



1.3　数据处理

利用 Prism软件（8.0.1版）统计分析模块对实验

数据进行统计学分析，量化的实验数据用均数±标准

差表示，数据正态性检验通过 Shapiro-Wilk检验进

行，多组数据的组间比较分析通过单因素方差分析

（One-way ANOVA）进行，P<0.05表示差异具有统计

学意义。 

2　结果与分析 

2.1　20-HE对高糖诱导的 HepG2细胞活力的影响

如图 1A所示 ，当 20-HE给药浓度在 10和

20 μmol/L时，各组的细胞存活率没有显著变化（P>
0.05）。根据这一结果确定后续实验的 20-HE给药

浓度为 20 μmol/L。如图 1B所示，高糖显著降低了

HepG2细胞的存活率（P<0.05），适宜浓度的 20-HE
可以显著提高损伤细胞的存活率（10 μmol/L组，P<
0.05；20 μmol/L组，P<0.05），与 10 μmol/L浓度组相

比，20 μmol/L浓度组的 20-HE提高细胞活力的作用

更强（P<0.05）。综合以上数据说明，20-HE可以改

善高糖诱导 HepG2细胞的活力。
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图 1    20-HE对高糖诱导的 HepG2细胞活力的影响
Fig.1    Effect of 20-HE on the viability of HepG2 cells induced

by high glucose
注：A. 不同浓度 20-HE对 HepG2细胞的毒性；B. 20-HE对高
糖诱导 HepG2细胞活力的影响；*表示两组间的数据差异显
著，P<0.05；图 2~图 3、图 5~图 6同。
  

2.2　20-HE对高糖诱导的 HepG2细胞凋亡的影响

为验证 20-HE对高糖诱导的 HepG2细胞凋亡

的作用，本研究通过 caspase-3活性检测实验检测细

胞的凋亡水平。如图 2所示，高糖处理后，HepG2细

胞的凋亡水平显著上升（P<0.05），适宜浓度的 20-

HE可以显著抑制损伤细胞的凋亡水平（10 μmol/L
组，P<0.05；20 μmol/L组，P<0.05），与 10 μmol/L浓

度组相比，20 μmol/L浓度的 20-HE作用更强（P<
0.05）。这些数据说明，20-HE可以抑制高糖诱导

HepG2细胞的凋亡。
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图 2    20-HE对高糖诱导的 HepG2细胞凋亡的影响
Fig.2    Effect of 20-HE on the apoptosis of HepG2 cells induced

by high glucose
  

2.3　20-HE对高糖诱导 HepG2细胞中氧化应激因子

水平的影响

为验证 20-HE对损伤细胞中 ROS水平的影响，

本研究通过荧光探针法检测细胞中 ROS水平。如

图 3A所示，高糖处理显著提高了 HepG2细胞的

ROS水平（P<0.05），适宜浓度的 20-HE可以显著降

低损伤细胞的 ROS水平 （10  μmol/L组，P<0.05；
20 μmol/L组，P<0.05），20 μmol/L浓度的 20-HE作

用更强（10 μmol/L组 vs. 20 μmol/L组，P<0.05）。此

外，本研究还通过比色法对细胞中 SOD、CAT和

MDA的水平进行检测。如图 3B所示，高糖处理显

著抑制了 HepG2细胞的 SOD水平（P<0.05），适宜

浓度的 20-HE可以显著提高损伤细胞中的 SOD水

平（10  μmol/L组，P<0.05；20  μmol/L组，P<0.05），
20 μmol/L浓度的 20-HE作用更强（10 μmol/L组 vs.
20 μmol/L组，P<0.05）。与 SOD的结果趋势相似，

适宜浓度的 20-HE可以显著提高损伤细胞中被

抑制的 CAT水平（图 3C，20  μmol/L组，P<0.05）。
MDA的检测结果显示，高糖处理显著提高了 HepG2
细胞的 MDA水平（P<0.05），适宜浓度的 20-HE可以

显著抑制损伤细胞的 MDA水平（图 3D，10 μmol/L
组，P<0.05；20 μmol/L组，P<0.05）。综合以上数据

说明，20-HE可以抑制高糖诱导 HepG2细胞的氧化

应激。基于以上关于细胞活力、凋亡和氧化应激因

子水平的检测结果，选择20 μmol/L浓度 20-HE进行

后续机制验证实验。 

2.4　预测参与 20-HE介导的调控作用的潜在信号通路

本研究基于生物信息学分析的方法对参与

20-HE介导的调控作用的潜在信号通路进行预测。

首先，通过 SwissTargetPrediction数据库基于 20-HE
的分子结构对潜在作用靶蛋白进行预测，同时在
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GeneCards数据库中获取肝损伤相关基因，将两组

基因取交集，共筛选得到 23个 20-HE在肝损伤中的

潜在作用靶点（图 4A）。接下来通过 DAVID数据库

对得到的基因进行信号通路相关的 KEGG富集分
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图 3    20-HE对高糖诱导 HepG2细胞中氧化
应激因子水平的影响

Fig.3    Effect of 20-HE on the levels of oxidative stress factors of HepG2 cells induced by high glucose
注：A为通过荧光探针法检测细胞中的 ROS水平；B~D分别为通过比色法检测细胞中的 SOD、CAT和MDA水平。
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析，筛选氧化应激相关信号通路构建 20-HE-靶点-信

号通路网络。如图 4B所示，网络中共有 31个节

点，52条边，线条越多的节点代表与 20-HE对肝损

伤氧化应激的作用关联性越强；其中关联性强的靶点

包括 MAPK1、MAPK3、PIK3CA等，信号通路包括

PI3K/Akt和 mTOR信号通路等。如图 4C所示，根

据 Rich factor值对相关富集的信号通路进行排序，

PI3K/Akt信号通路的富集程度最高。该信号通路中

的 RTK和 PI3K等关键蛋白可能是 20-HE的作用靶

点（图 4D）。综合以上数据说明，PI3K/Akt信号通路

可能参与了 20-HE发挥的对损伤细胞的保护作用。 

2.5　20-HE对高糖诱导 HepG2细胞中 PI3K/Akt信号

通路的作用

为验证 20-HE对损伤细胞中 PI3K/Akt信号通

路的影响，本研究通过 Western blot（图 5A）检测 t-
Akt和 p-Akt的表达水平，以 p-Akt/t-Akt的比值作
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图 4    预测参与 20-HE介导的调控作用的潜在信号通路

Fig.4    Prediction of the potential signaling pathway involved in 20-HE mediated regulatory effects
注：A. 20-HE对肝损伤的潜在作用靶基因的 Venn图；B. 20-HE-靶点-信号通路网络图；C. 氧化应激相关信号通路的 KEGG富集
分析结果；D. 20-HE在 PI3K/Akt信号通路中的潜在作用靶点（红色箭头）。
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图 5    20-HE对高糖诱导 HepG2细胞中 PI3K/Akt信号通路的作用

Fig.5    Effect of 20-HE on the PI3K/Akt signaling pathway of HepG2 cells induced by high glucose
注：A. 通过Western blot检测 PI3K/Akt信号通路相关标志蛋白表达结果；B. 对 p-Akt/t-Akt的值的比较分析。

 · 374 · 食品工业科技 2024年  10 月



为评价 PI3K/Akt信号通路激活水平的指标。如

图 5B所示，高糖处理显著下调了 HepG2细胞中 p-
Akt/t-Akt的比值（P<0.05），20-HE可以显著上调损

伤细胞中 p-Akt/t-Akt的比值（P<0.05）。这些数据说

明，20-HE可以激活损伤细胞中被抑制的 PI3K/Akt
信号通路。接下来，本研究利用 PI3K/Akt信号通

路抑制剂（LY294002）进一步验证该信号通路是

否参与了 20-HE介导的调控作用。如图 5B所示，

LY294002可以显著抑制 PI3K/Akt信号通路的水平

（P<0.05），逆转 20-HE对损伤细胞中该信号通路的

激活。 

2.6　PI3K/Akt信号通路在 20-HE对损伤细胞调控中

的作用机制

在细胞活力方面，如图 6A所示，LY294002可以

显著逆转 20-HE对损伤细胞活力的改善（P<0.05）。
在细胞凋亡方面，如图 6B所示，LY294002可以显

著逆转 20-HE对损伤细胞凋亡的抑制（P<0.05）。与

这些结果趋势相似，在氧化应激相关因子方面，

LY294002可以显著逆转 20-HE对高糖诱导 HepG2
细胞中 ROS（图 6C，P<0.05）、SOD（图 6D，P<0.05）、
CAT（图 6E，P<0.05）和 MDA（图 6F，P<0.05）水平的

调控。综合以上数据说明，20-HE可以通过激活

PI3K/Akt信号通路对高糖诱导的 HepG2细胞氧化

损伤发挥保护作用。 

3　讨论
近年来，越来越多天然活性成分的肝细胞损伤

保护作用被不断发现[20−21]。本研究以 20-HE作为研

究对象，利用高糖诱导建立 HepG2细胞氧化损伤模

型，用 20-HE对损伤细胞进行处理，通过检测细胞活

力、凋亡和氧化应激因子（ROS、SOD、CAT和MDA）

水平验证 20-HE对损伤细胞的保护作用。20-HE

对 HepG2毒性作用的实验结果表明，20-HE的给药

浓度超过 30 μmol/L会抑制 HepG2细胞的活力。基

于这一结果 ，选择无细胞毒性浓度 （ 5、 10和

20 μmol/L）进行后续实验的给药。建模的结果显示，

高浓度葡萄糖（50 mmol/L）显著抑制了 HepG2细胞

的活力、促进细胞的凋亡并促进氧化应激反应，高糖

诱导 HepG2氧化损伤模型建立成功。Subramaniyan

等[13] 的研究中也发现 50 mmol/L浓度的葡萄糖处

理 24 h可以导致 HepG2细胞的存活率的显著下降，

同时高糖处理可以上调 ROS和 MDA的水平。但

用于 HepG2氧化损伤模型建立的高糖浓度仍存在

争议，Ding等[22] 在一项探究鞣花酸生物活性的研究

中使用 30 mmol/L浓度葡萄糖构建 HepG2细胞氧

化损伤模型，同样得到氧化应激被显著促进的实验结

果。推测这些差异可能由于所使用细胞状态的不同

所导致，状态良好的细胞对氧化应激的发生、发展以

及导致的损伤都具有更强的抵抗能力，因此在具体实

验中研究者需要根据所使用细胞的状态和相关表型

的检测结果调整高糖的浓度。

本研究结果表明，20-HE在 5 μmol/L浓度下对

损伤细胞的活力、凋亡和氧化应激因子水平没有显

著作用。当 20-HE给药浓度提高至 10 μmol/L和

20 μmol/L，其可以显著改善损伤细胞的活力、凋亡
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图 6    20-HE通过激活 PI3K/Akt信号通路对高糖诱导 HepG2细胞发挥保护作用

Fig.6    20-HE exerts protective effects on HepG2 cells induced by high glucose by activating the PI3K/Akt signaling pathway
注：A. 细胞活力检测；B. 细胞凋亡检测；C. ROS水平检测；D. SOD水平检测；E. CAT水平检测；F. MDA水平检测。
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和氧化应激因子水平。细胞活力、凋亡、ROS和

SOD水平检测实验结果表明，20 μmol/L浓度的 20-
HE对损伤细胞的保护作用更强。而 CAT水平检

测结果表明，只有 20 μmol/L浓度 20-HE表现出对

CAT水平的显著改善作用。因此，如何降低 20-
HE的有效作用浓度，提高 HepG2氧化损伤模型对

20-HE的敏感性是未来研究的方向之一。既往的研

究表明，20-HE具有抗氧化损伤作用。Li等[23] 在小

麦幼苗氧化损伤模型中的研究结果表明，20-HE可

以抑制氧化应激，降低 MDA水平，提高 SOD和

CAT水平。而 Hu等[24] 在氧化氢诱导神经元损伤

模型中的研究结果表明，20-HE可以抑制损伤神经

元的氧化应激，减少 ROS和 MDA的生成。本研究

结果表明，20-HE对高糖诱导 HepG2氧化损伤具有

保护作用。这些研究结果结提示 20-HE可能具有广

泛的抗氧化损伤作用。但一项关于家蚕化蛹过程的

研究结果表明，20-HE会促进化蛹过程中超氧化物的

产生，抑制 SOD的水平[25]。分析原因，可能在不同

的物种或生物学过程中，20-HE对氧化应激的作用

也有所不同。因此，仍需要更广泛的研究验证 20-
HE对氧化应激的调控作用。

本研究在验证 20-HE对高糖诱导 HepG2细胞

氧化损伤具有保护作用的基础上，进一步通过生物信

息学分析的方法对其下游的机制进行预测，氧化应激

相关信号通路的富集分析结果表明 PI3K/Akt信号

通路的富集程度最高，实验结果也表明，20-HE可以

激活损伤细胞中被抑制的 PI3K/Akt信号通路。既

往的一项研究结果也表明，20-HE可以激活胰岛

β 细胞的 PI3K/Akt信号通路[26]。因此，推测 20-HE

可能对 PI3K/Akt信号通路具有广泛的激活作用。

PI3K/Akt信号通路的抑制与氧化损伤的发生密切相

关。Wang等[27] 的研究结果表明 PRUNE2可以通过

激活 PI3K/Akt信号通路抑制缺滋养层细胞损伤模

型中的氧化应激。另一项在大鼠脑损伤模型中的研

究则表明重组人红细胞生成素可以通过激活

PI3K/Akt信号通路增强神经细胞的抗氧化能力，减

少神经元的凋亡[28]。本研究结果表明，20-HE通过

激活 PI3K/Akt信号通路发挥对高糖诱导 HepG2细

胞氧化损伤的保护作用，改善损伤细胞的活力、凋亡

和氧化应激因子水平（图 7）。但 PI3K/Akt信号通路

是否广泛参与不同物种组织细胞的氧化应激反应仍

有待实验验证。此外，既往的研究证明 20-HE对

mTOR[29]、FoxO[30] 和 MAPK[31] 信号通路具有调控

作用。本研究结果表明以上信号通路可能参与了

20-HE对高糖诱导 HepG2细胞氧化损伤的保护作

用，但仍需进一步的实验验证。 

4　结论
20-HE通过激活 PI3K/Akt信号通路，在高糖环

境中对 HepG2细胞的氧化损伤起到了显著的保护

作用。这些研究结果不仅为糖尿病引发的肝损伤的

防治提供了新的思路，还进一步拓展了对 20-HE生

物活性及其相关分子机制的理解。然而，尽管课题

组初步揭示了 20-HE的保护机制，但其在高糖诱导

的 HepG2细胞氧化损伤中的具体作用机制仍需深

入研究。这将为全面理解 20-HE的潜在治疗价值提

供重要依据，为推动相关临床应用的发展提供数据。
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