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山柰酚-3-O-芸香糖苷对H2O2诱导的HepG2
细胞氧化损伤的保护作用

焦文雅，牛雪美，柳书玉，冯家辉，王向红*

（河北农业大学食品科技学院，河北保定 071000）

摘要：为了探究山柰酚 -3-O- 芸香糖苷（Kaempferol-3-O-rutinoside, K3R）对 H2O2 诱导的 HepG2 细胞氧化损伤的保护

作用，通过体外模型系统分析其调控机制。以 10、20、30 μmol·L-1 K3R 预处理 24 h 后，给予 400 μmol·L-1
的 H2O2 诱导 4 h，

分别对各组的细胞活力、活性氧、氧化损伤情况及抗氧化能力进行检测，采用 Annexin V-FITC/PI 和 TUNEL 染色法评估

细胞凋亡，并通过 Western blot 分析抗氧化（HO-1、NQO1）、凋亡（Bax、Caspase3、Bcl-2）及 MAPK/NF-κB 通路相关蛋

白表达。结果显示，K3R 保护组细胞活力显著提升至 99.93%，ROS 趋近于正常水平，并增强抗氧化酶活性，减少细胞凋

亡。使 HO-1、NQO1 和 Bcl-2 蛋白表达上调，Bax 和 Caspase3 蛋白表达下调，并能抑制 MAPK/NF-κB 通路中 P38、JNK、

ERK1/2 及 NF-κB p65 的磷酸化水平。综上所述，K3R 通过抑制 MAPK/NF-κB 通路激活、增强抗氧化能力及调控凋亡相关

蛋白，有效减轻 H2O2 诱导的细胞氧化损伤，为其在抗氧化功能食品及药物开发中的应用提供了理论依据。
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Protective Effects of Kaempferol-3-O-Rutinoside against H2O2-induced 

Oxidative Stress Injury in HepG2 Cells
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Abstract: To investigate the protective effects of kaempferol-3-O-rutinoside (K3R) against H2O2-induced oxidative damage 

in HepG2 cells, the regulatory mechanisms of such effects were systematically analyzed using an in vitro model. After pre-treatment 

with 10, 20, and 30 μmol·L-1 K3R for 24 hours, the cells were exposed to 400 μmol·L-1 H2O2 for four hours. Cellular viability, 

reactive oxygen species (ROS) levels, oxidative damage status, and antioxidant capacity were assessed across experimental groups. 

Apoptosis was evaluated using Annexin V-FITC/PI staining and TUNEL assays. Western blotting was performed to analyze the 

expression of antioxidant proteins (HO-1 and NQO1), apoptosis-related proteins (Bax, Caspase3, and Bcl-2), and key components 

of the MAPK/NF-κB signaling pathway. The results demonstrated that cell viability was significantly increased to 99.93% in the 

K3R-protected groups, accompanied by reduced ROS levels approaching normal ranges, enhanced antioxidant enzyme activity, and 

effective suppression of apoptosis. HO-1, NQO1, and Bcl-2 expressions were upregulated, whereas Bax and Caspase3 expressions 
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肝脏是人体内新陈代谢和排毒的主要器官，同时

肝脏又非常容易受到外界环境的影响引发肝损伤 [1] 。

在外部因素的作用下，出现肝脏应激、肝功能发生异

常的组织病变过程即为肝损伤，长此以往会导致各种

慢性肝病。尽管慢性肝病的诱因有很多，但几乎都以

氧化应激增加为特征 [2] 。因此降低肝脏氧化应激是延

缓肝脏损伤发生与发展的重要途径。氧化应激反应是

由于细胞中活性氧（Reactive Oxygen Species, ROS）
的产生和清除之间发生不平衡引起的 [3] 。生理学条件

下，ROS 处于低水平时，被认为是细胞内信号传导的

介质和氧化还原信使，与抗氧化系统保持动态平衡。

在病理条件下，ROS 一旦出现过量就会使细胞大分子

受到氧化损伤，进而导致细胞死亡 [4] 。

大量实验和临床证据表明，天然植物来源的生物

活性化合物对改善慢性肝病具有很大的潜力，而这些

成分多为多酚和黄酮类化合物，是良好的抗氧化剂，

能够有效发挥抗氧化作用，改善肝脏氧化应激 [5,6] 。

K3R 是一种果蔬和中药材中常见的黄酮类化合物，具

备多种生理活性，在保肝护胆、抗菌消炎、降尿酸、

抗糖化和神经保护等方面表现出显著功效，具有广阔

的开发应用前景 [7] 。且 K3R 是潜在的天然抗氧化剂，

曾有研究对银杏叶提取物中的抗氧化成分进行鉴定，

结果表明 K3R 是其主要抗氧化成分之一，具有较高的

抗氧化活性 [8] 。另一项研究表明，从中药中分离得到

的 K3R 能够改善四氯化碳诱导的小鼠肝毒性，表明

K3R 对于急性氧化性肝损伤具有保护作用 [9] 。

尽管 K3R 已有研究初步证明了 K3R 的护肝功效，

但仍缺乏 K3R 深入系统性的研究，其护肝作用机理的

研究尚待完善。本研究以 K3R 为研究对象，深入探究

K3R 对 H2O2 诱导的 HepG2 细胞的保护作用。分别从

细胞活力、氧化损伤、抗氧化物酶系活力、细胞凋亡

等方面评价其护肝作用并从蛋白水平揭示其作用机制。

有望促进在 K3R 在功能食品、制药和营养食品工业中

的综合和增值利用。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

山柰酚 -3-O- 芸香糖苷（纯度≥ 98%，HPLC），四

川维克奇生物科技有限公司；HepG2 细胞，武汉普诺

赛生命科技有限公司；谷草转氨酶（AST）、谷丙转氨

酶（ALT）、乳酸脱氢酶（LDH）、谷胱甘肽（GSH）、

丙二醛（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）检测试

剂盒，南京建成生物工程研究所；H2DCFDA，美国

MedChemExpress 公司；Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡

检测试剂盒，上海贝博生物科技有限公司；TUNEL 细

胞凋亡检测试剂盒，苏州优逸兰迪生物科技有限公司；

PAGE 凝胶快速制备试剂盒，上海雅酶生物医药科技

有限公司；兔抗 p38、p-P38（phospho T180+Y182）、
ERK1/2、p-ERK1/2（phospho T202+T185）、JNK、

p-JNK（phospho Y185+Y185+Y223）、NF-κB p65、
p-NF-κB p65（phospho S536）、NQO1、HO-1、Bax、
Bcl-2、Caspase-3 单克隆抗体，英国 Abcam 公司；兔

抗 GAPDH 单克隆抗体、辣根过氧化物酶标记的抗兔

二抗，武汉三鹰生物技术有限公司；其他试剂均为分

析纯。

CB160 CO2 培养箱，德国 Binder 公司；ECLIPSE 
Ts2 倒置显微镜，日本 Nikon 仪器公司；1500-823 酶

标仪，美国 Thermo Scientific 公司；Novo cyte2060 型

流式细胞分析仪，安捷伦科技有限公司；LSM900 激

光共聚焦显微镜，德国蔡司集团；JY600E 电泳仪、

JY-SCZ2+ 电泳槽，北京君意东方电泳设备有限公

司；Trans-Blot® SD 半干转膜仪，美国 Bio-Rad 公司；

Tanon-4600SF 凝胶成像系统，上海天能科技有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞实验

HepG2 细胞在含有 10%（V/V）FBS 的 MEM 培

养液中培养，置于 37 ℃、φ=5% CO2 的细胞培养箱中。

待细胞贴壁生长至 80% 以上时进行传代，生长至对数

期后进行实验。

1.2.2 细胞活力测定

调整细胞密度为每毫升 5×104 个接种于 96孔板内，

培养 24 h 后每孔加入 20 μL 0.5%（m/V）的 MTT 溶液，

孵育 4 h 后吸弃原有液体，加入 150 μL DMSO [10] 。室

温下轻微振荡 10 min，于 490 nm 波长处测定吸光度，

计算细胞存活率。

were downregulated. Furthermore, phosphorylation of P38, JNK, ERK1/2, and NF-κB p65 in the MAPK/NF-κB pathway was 

effectively inhibited. In summary, K3R alleviates H2O2-induced oxidative damage in HepG2 cells by suppressing MAPK/NF-κB 

pathway activation, enhancing antioxidant capacity, and regulating apoptosis-related proteins. This study provides a theoretical basis 

for the application of K3R in the development of antioxidant functional foods and drugs.

Key words: kaempferol-3-O-rutinoside; oxidative stress; apoptosis; protective effect
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1.2.3 K3R对HepG2细胞氧化损伤的保护作用

按照 1.2.2 的方法接种细胞，培养 24 h 后，将其

随机分为五组，对照组（CK）、模型组（H2O2）、K3R
保护组（10、20、30 μmol·L-1）。按照分组，K3R
保护组中分别加入 MEM 培养液配制的 10、20、
30 μmol·L-1 的 K3R 溶液进行预处理，对照组和模型组

加入 MEM 培养基作对照处理。预处理 24 h 后，除对

照组加入 MEM 培养基外，其余组细胞的培养液均换

为 MEM 培养液配制的浓度为 400 μmol·L-1 的 H2O2 溶

液，继续培养 4 h。培养结束后，测定细胞活力。

1.2.4 K3R对HepG2细胞氧化损伤的影响

1.2.4.1 细胞内ROS的测定

以每毫升 8×104 个的接种量接种细胞于 96孔板内，

根据 1.2.3 中的方法处理细胞。弃去废液，用 MEM 清

洗 3 次，每孔加入 10 μmol·L-1 DCFH-DA 探针工作液

100 μL，在细胞培养箱避光孵育 30 min，之后用 MEM
清洗细胞 2 次，以去除孔板中残留 DCFH-DA [11] 。于

激发 / 发射波长 485 nm/528 nm 处测定荧光 OD 值。

1.2.4.2 细胞内ALT、AST和LDH的活性检测

调整细胞密度为每毫升 8×104 个接种于 96 孔板

内，根据 1.2.3 中的方法处理细胞。处理完成后，按照

ALT、AST 和 LDH 试剂盒说明书进行检测。

1.2.5 K3R对HepG2细胞抗氧化能力的测定

操作同 1.2.4.2，并按照试剂盒说明书检测 SOD 活

性和 GSH、MDA 含量。

1.2.6 K3R对氧化应激诱导的HepG2细胞凋亡的影响

1.2.6.1 Annexin V-FITC/PI染色法检测细胞凋亡

将细胞以每毫升 8×104 个的接种量接种于 6 孔板

中并进行不同浓度的 K3R 预处理以及 H2O2 的诱导，

处理结束后收集并离心获取细胞沉淀，经 PBS 洗涤 2
次后，加入 400 μL 的 1×Annexin V 结合液重悬细胞，

随后依次加入 5 μL Annexin V-FITC 染色液和 10 μL PI
染色液分别孵育 15 min 和 5 min，用流式细胞仪进行

检测 [12] 。

1.2.6.2 TUNEL法检测细胞凋亡

将细胞以每毫升 5×104 个的接种量接种于激光

共聚焦培养皿中并处理完成后，用 PBS 洗涤，加入

4%（V/V）多聚甲醛固定 30 min。随后洗涤 2 次，加

入 0.2%（V/V）Triton X-100 通透 20 min，洗涤完成后

加入 50 μL TUNEL 反应液，于 37 ℃下避光孵育

30 min。弃去反应液依次用 PBS 和 Triton X-100 充分

清洗。再加入质量浓度为 5 μg·mL-1 的 DAPI 染液避光

孵育 5 min，待染色完成后弃去染液并清洗。加入 PBS

保持细胞湿润，于激光共聚焦显微镜下观察 [13] 。

1.2.7 Western Blot法检测细胞蛋白水平

将细胞以每毫升 8×104 个的接种量接种于 6 孔板

中处理后，弃去原培养液，收集细胞样本经裂解液充

分裂解，离心取上清用 BCA 法检测蛋白浓度。取等量

蛋白加入 5× 预染液于 100 ℃加热 5 min 使其变性。经

SDS-PAGE 凝胶电泳分离目的蛋白，根据分子量找到

目的蛋白，半干法将其转印到 NC 膜上，加入封闭液

室温下封闭 2 h。TBST 洗涤后加入一抗 4 ℃摇床孵育

过夜，次日加入二抗于摇床上室温孵育 1 h。充分洗涤

后将 ECL 化学发光试剂均匀覆盖于 NC 膜上，于发光

成像系统显影留像，利用 Image J 软件分析条带的灰

度值 [14] 。

1.3 数据处理

实验结果以平均值 ± 标准偏差的方式呈现，使用

单因素方差分析（ANOVA）方法对定量数据进行组间

差异的统计学分析。P ＜ 0.05 为差异性显著，P ＜ 0.01
为差异性极显著。利用 GraphPad Prism 9 软件作图。

2  结果与分析

2.1 K3R对H2O2诱导的HepG2细胞氧化损伤的
保护作用

2.1.1 K3R对H2O2诱导的HepG2细胞活力的影响

HepG2 细胞内具备多种抗氧化酶的内源性功能，

是评估各种毒素引起的氧化损伤和保护细胞免受氧化

损伤相关机制研究的重要细胞模型 [15] 。H2O2 因其容易

渗透细胞膜产生羟基和氧自由基造成氧化损伤，常被

用来构建体外氧化应激模型 [16] 。为探究 K3R 对 HepG2
细胞氧化损伤的保护作用，在 H2O2 诱导损伤之前使用

不同浓度的 K3R 对 HepG2 细胞进行预处理。如图 1
所示，与对照组相比，经 H2O2 处理过的细胞，细胞存

活率显著下降。与 H2O2 损伤组相比，经过不同浓度的

K3R 预处理过的细胞，存活率均显著，当 K3R 浓度为

30 μmol·L-1 时，细胞存活率提升至 99.93%（P ＜ 0.01）。
结果表明，K3R 预处理能够有效提高 H2O2 诱导引起

的细胞活力降低，证实其对 H2O2 引起的 HepG2 细

胞氧化损伤具有保护作用。既往研究报道，K3R
能够提高 H2O2 损伤的 H9c2 心肌细胞活力，通过

缓解氧化应激发挥心脏保护效应   [17]  。结合本研究

中 K3R 在肝细胞模型中展现的抗损伤特性，进一

步支持了 K3R 通过缓解氧化应激发挥细胞保护作

用的机制。
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图 1 K3R 对 H2O2 诱导的 HepG2 细胞存活率的影响

Fig.1 Effect of K3R on survival rate of HepG2 cells induced 

by H2O2

注：** 与 CK 组相比差异极显著（P ＜ 0.01）；## 与 H2O2

组相比差异极显著（P ＜ 0.01），下图同。

2.1.2 K3R对H2O2诱导的HepG2细胞内ROS水平的

影响

ROS 是正常生理代谢副产物，参与体内信号传

导和维持细胞平衡  [18] 。当 ROS 产生过量，会打破细

胞内的氧化还原平衡，导致氧化应激反应，进而引

发氧化损伤，最终导致细胞凋亡  [19] 。为此本研究基

于 DCFH-DA 荧光探针法来表征细胞内的 ROS 水平，

从而反应细胞的氧化损伤程度。如图 2 所示，与对

照组相比，H2O2 损伤组的 ROS 水平显著升高，是对

照组的 1.34 倍（P ＜ 0.01），这说明 H2O2 能够诱导

HepG2 细胞产生较多的 ROS，从而促进细胞内氧化

应激反应。而经过 K3R 预处理的细胞 ROS 水平均显

著降低，趋近于正常水平。表明 K3R 预处理可显著

抑制 H2O2 刺激下细胞内 ROS 的过量生成，有效缓

解氧化应激反应，保护细胞免受损伤。有研究证实在

H9c2 细胞损伤模型中，K3R 同样能够通过抑制 ROS
产生，减轻氧化应激损伤，表明 K3R 对 ROS 的产生

起抑制作用  [20] 。

图 2 K3R 对 H2O2 诱导的 HepG2 细胞内 ROS 水平的影响

Fig.2 Effects of K3R on ROS level in H2O2-induced

 HepG2 cells

2.1.3 K3R对H2O2诱导的HepG2细胞内ALT、AST和
LDH活性的影响

图 3 K3R 对细胞内 AST，ALT 和 LDH 活性的影响

Fig.3 Effecst of K3R on intracellular AST, ALT and 

LDH activities

注：* 与 CK 组相比差异显著（P ＜ 0.05）；# 与 H2O2 组相

比差异显著（P ＜ 0.05）。下图同。

细胞在氧化损伤过程中会将细胞内的 ALT、AST、
LDH 等胞内酶释放到培养基中，所以细胞内其活性大

小可反映细胞的损伤或死亡程度 [21] 。本文探究了 K3R
预处理后的细胞经 H2O2 诱导损伤后，细胞内 ALT、
AST 和 LDH 水平的变化。结果如图 3 所示，与对照

组相比，模型组细胞内的 ALT、AST 和 LDH 的活性

均显著降低，表明 H2O2 诱导损伤促进了胞内酶向胞

外释放。而经过 K3R 预处理过的细胞内的 ALT、AST
和 LDH 的活性均有不同程度的回升，表明 K3R 可以
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有效降低 H2O2 对细胞造成的损伤，从而起到保护细胞

免受氧化损伤的作用。

2.2 K3R对H2O2诱导的HepG2细胞抗氧化能力
的影响

图 4 K3R 对 H2O2 诱导的 HepG2 细胞内 MDA 含量、

SOD 活力和 GSH 含量的影响

Fig.4 Effects of K3R on MDA, SOD and GSH activity

 in H2O2-induced HepG2 cells

MDA、SOD 和 GSH 是表征细胞抗氧化能力的

重要指标，对细胞氧化与抗氧化平衡起重要作用。机

体内 MDA 的主要来源是自由基与脂质间的过氧化反

应，会对细胞产生毒性 [22] 。如图 4a 所示，对照组细胞

的 MDA 含量处于一个较低的水平，说明正常细胞的

氧化还原水平处于正常状态，经 H2O2 诱导后的细胞内

MDA 水平显著提高至对照组的 2.4 倍（P ＜ 0.01），表

明细胞受到氧化损伤促进细胞内 MDA 的产生。与

模型组相比，经 K3R 预处理的细胞内 MDA 含量显

著降低。SOD 作为细胞内源性抗氧化物酶，能够通

过清除机体内过多的 ROS 和 MDA 来维持机体内氧

化平衡，保护机体免受氧化损伤  [23] 。GSH 可以和机

体产生的 ROS 反应生成 H2O，维持机体正常的免疫

系统功能  [24] 。因此一旦 GSH 被消耗，机体内的氧

化平衡状态就会遭到破坏，进而造成氧化应激。如

图 4b 和 4c 所示，与对照组相比，H2O2 模型组细胞

内 SOD 和 GSH 的含量显著降低，表明 H2O2 诱导

促进细胞内氧化应激反应的发生。而 K3R 预处理使

这一现象被显著改善，表明 K3R 能够缓解 H2O2 诱

导的细胞氧化应激水平，进而减小对细胞造成的氧

化损伤。

2.3 K3R对H2O2诱导的HepG2细胞凋亡的影响

2.3.1 Annexin V-FITC/PI染色法检测K3R对细胞凋

亡的影响

 

  

图 5 Annexin V-FITC/PI 染色法检测细胞凋亡情况

Fig.5 Detection of apoptosis by Annexin V-FITC/PI staining

注：a、b、c、d 分别展示了对照组、模型组和 K3R 保护组

（10、20、30 μmol·L-1
）细胞的凋亡情况。
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图 6 TUNEL 染色法检测细胞凋亡情况

Fig.6 Detection of apoptosis by TUNEL staining

细胞凋亡是评估氧化损伤的一个重要指标 [25] 。

对 HepG2 细胞进行 K3R 预处理和 H2O2 诱导后使用

Annexin V-FITC/PI 染色法检测各组细胞凋亡的情况。

如图 5 所示，图中四个象限中左上代表机械损伤，左

下代表正常活细胞，右上和右下依次为晚期凋亡细胞

和早期凋亡细胞。与对照组相比，H2O2 损伤后凋亡细

胞明显增多，K3R 预处理后细胞的晚期凋亡率和早期

凋亡率均有不同程度的降低，表明 K3R 处理可以有效

减少细胞凋亡，减轻氧化应激导致的细胞损伤。

2.3.2 TUNEL染色法检测K3R对细胞凋亡的影响

如图 6 所示，使用 TUNEL 和 DAPI 染料对细胞

凋亡进行染色和分析。TUNEL 可以对凋亡的细胞进行

原位染色，染色后的凋亡细胞会发出红色荧光。DAPI
染料可以穿透细胞膜并与双链 DNA 结合，当与细胞

结合时，它会发出蓝色荧光 [26] 。结果表明，对照组中

细胞数最多，红色荧光很少，细胞核呈均匀圆形，染

色质分布均匀，无明显凋亡特征。然而，H2O2 诱导

后，细胞数量减少，细胞内部产生大量红色荧光，

表明存在大量凋亡细胞，一些细胞核体积减少，呈

现收缩形状，在 DAPI 染色中，收缩的凋亡细胞核

发出更明亮的蓝色荧光，说明细胞在氧化应激下发

生了严重的细胞凋亡。与 H2O2 组相比，K3R 处理

后，细胞的红色荧光呈剂量依赖性下降，细胞数量

增加。实验结果表明，K3R 处理可减轻 H2O2 诱导

的 HepG2 细胞凋亡。

2.4 K3R对HepG2细胞内抗氧化蛋白和凋亡蛋
白表达的影响

氧化应激诱导的细胞损伤通过激活凋亡信号通路

触发程序性细胞死亡 [27] 。在氧化应激条件下，线粒体

膜通透性改变导致凋亡启动因子释放至胞浆，进而激

活下游关键蛋白酶 Caspase-3，最终启动细胞凋亡程

序 [28] 。Bax 和 Bcl-2 分别是 Bcl-2 蛋白家族屮的促凋亡

蛋白和抑凋亡蛋白。在生理状态下，Bax 与 Bcl-2 的

表达维持稳定，抑制线粒体凋亡通路；而当细胞接受

凋亡刺激（如氧化应激）时，Bax 蛋白从胞浆向线粒

体转位，促使线粒体凋亡因子释放。此时若 Bax/Bcl-2
比值显著升高，则打破平衡向促凋亡方向倾斜 [29] 。基

于上述机制，本研究通过检测 H2O2 刺激后 Bax、Bcl-2
及 Caspase-3 等关键蛋白的表达变化，揭示氧化应激

诱导细胞凋亡的分子调控路径。结果如图 7b~d 所示，

与对照组对比，细胞经过 H2O2 诱导后，Caspase-3 和

Bax 蛋白的表达量明显增加，而 Bcl-2 的蛋白表达量

明显下降。经过 K3R 预处理的细胞，与模型组相比

Caspase-3 和 Bax 蛋白的表达量明显的被抑制，同时

对 Bcl-2 的表达有了明显的促进作用。以上结果表明，

K3R 可以抑制 H2O2 引起的细胞凋亡。

HO-1 和 NQO1 均属于抗氧化酶，当细胞内发生

氧化应激时，HO-1 和 NQO1 可以催化细胞产生内

源性保护物质，从而起到抗氧化作用 [30] 。为了探究

K3R 对细胞内抗氧化蛋白表达的影响，评价 K3R 的

抗氧化活性，本文对 HO-1 和 NQO1 蛋白的表达情

况进行了检测。结果如图 7e 和 7f 所示，同对照组相

比，HepG2 细胞经 H2O2 诱导后，HO-1 和 NQO-1 蛋

白表达水平显著降低，而细经 K3R 预处理过的细胞，

HO-1 和 NQO1 的蛋白表达水平有所升高。表明 K3R
能够促进细胞内抗氧化蛋白的表达，来达到减轻氧化

损伤保护细胞的目的。



现代食品科技                                           Modern Food Science and Technology	                                               2026, Vol.42, No.4

 82 

               

   

   

图 7 K3R 对细胞内凋亡蛋白和抗氧化蛋白表达的影响

Fig.7 Effect of K3R on the expression of apoptotic and antioxidant proteins in cells

2.5 K3R对HepG2细胞MAPK/NF-κB信号通路
的影响

HO-1 作为肝脏保护的关键调控因子，其表达受

MAPK 信号通路与 NF-κB 通路的协同调控 [30] 。ERK、

JNK、p38 属于 MAPK 级联反应中的重要家族成员，

通过磷酸化级联反应传递氧化应激信号，激活下游转

录因子，进而结合 HO-1 启动子区域诱导其表达 [31] 。

此外，HO-1 表达还受氧化还原敏感转录因子的调节，

如激活 B 细胞的核转录因子 κB 核（NF-κB）。在氧化

应激刺激下，NF-κB 从细胞质转位至细胞核，直接启

动 HO-1 转录，同时与 MAPK 通路通过激酶交互作用

协同增强 HO-1 的诱导效应，共同参与细胞凋亡、炎

症和氧化应激反应等细胞反应的调节 [30] 。因此，在明

确 K3R 对 H2O2 诱导的 HepG2 细胞保护作用的基础之

上，进一步探究其调节机制，对 MAPK/NF-κB 信号通

路关键蛋白的表达进行了分析。结果如图 8 所示，经

H2O2 诱导后细胞内 P38、JNK 和 ERK1/2 蛋白的磷酸

化水平显著提高，使得 MAPK 信号途径被激活进而

促进氧化应激反应的发生。而 K3R 预处理过的细胞其

磷酸化水平显著降低，降低细胞内氧化损伤程度。同

时，H2O2 诱导还促进了 NF-κB p65 的磷酸化水平，激

活 NF-κB 通路促进下游炎症因子的分泌。而 K3R 预

处理能够显著改善这一现象。在一项药物改善脑缺血

再灌注损伤的研究中表明，药物能够通过调节 MAPK/
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NF-κB 通路相关蛋白的表达抑制 SH-SY5Y 细胞的氧

化应激水平来减轻脑损伤 [32] 。在本研究中，K3R 参与

了 MAPK/NF-κB 通路的调节，通过抑制通路关键蛋白

的磷酸化，缓解氧化应激对细胞的氧化损伤。

图 8 K3R 对 HepG2 细胞 MAPK 和 NF-κB 信号通路的影响

Fig.8 Effect of K3R on MAPK and NF-κB signalling pathways 

in HepG2 cells

3  结论

本研究系统阐明了 K3R 对 H2O2 诱导的 HepG2 细

胞氧化损伤的保护作用。实验表明，K3R 显著恢复细

胞活力、降低 ROS 生成及 MDA 积累，通过上调 SOD
和 GSH 水平重建细胞内氧化还原稳态。在细胞凋亡调

控层面，K3R 调节 Caspase-3、Bax、Bcl-2 凋亡蛋白表达，

有效降低细胞凋亡率，同时诱导 HO-1 和 NQO1 等Ⅱ

相解毒酶表达，增强细胞抗氧化防御能力。机制研究

进一步揭示，K3R 通过抑制 MAPK 信号通路（P38/
JNK/ERK1/2）及 NF-κB p65 的磷酸化，缓解氧化应激

反应发挥保护效应。本研究结果为 K3R 改善氧化损伤

保护肝功能的功效机制研究提供理论基础，对推动天

然产物在肝脏健康领域的应用具有潜在价值。
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