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摘要：为探索袋鼠皮蛋白肽如何修复受 H2O2损伤的 LO2 细胞，通过建立 H2O2诱导人肝细

胞 LO2 氧化损伤的模型，研究袋鼠皮蛋白肽对氧化应激损伤的人肝细胞 LO2 的修复作用。

结果表明：袋鼠皮蛋白肽在 0~0.5 μg/μL 浓度范围内不仅对 LO2 细胞活性没有抑制作用而且

显著提高了受损细胞的存活率，改善了细胞的形态；与此同时，显著降低了 H2O2诱导的丙

二醛释放，降低了蛋白质羰基含量和活性氧的水平，使细胞受氧化损伤的影响减小。 
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袋鼠皮蛋白肽是袋鼠皮经过木瓜蛋白酶酶解，冷冻干燥后所得到的一种水溶性好、分子

量小、易被吸收的混合多肽。蛋白肽与人皮肤胶原的结构相似，相容性好，可以扩散到皮肤

的深层，对人的皮肤有很好的滋养作用。已有报道指出，肽能够清除多种自由基，提高抗氧

化酶活性，这是保护机体免受氧化损伤的机制之一[1]。它拥有丰富的氨基酸和元素组成，具

有广泛的应用价值。 

正常的组织细胞在氧化代谢过程中会产生少量的自由基[2]，活性氧是由氧直接或者间接

转变的氧自由基及其衍生物[3]。细胞内存在一系列的抗氧化防御系统，能有效地减少自由基

在有氧代谢过程中对细胞的损伤[4]，维持氧自由基的代谢平衡[5]。Harman 提出的衰老自由基

学说中认为：自由基及其连锁反应诱导发生生成的脂质氧化产物如丙二醛（MDA），使得蛋

白质交联形成无定形沉淀物，影响相关代谢酶的活性。细胞长期受到脂质氧化损伤是细胞衰

老的原因之一[6]。 

蛋白质羰基是多种氨基酸在蛋白质的氧化修饰过程中的早期标志[7]，其含量越高说明蛋

白质氧化损伤的程度越高。羰基的产生是一个复杂的过程，Stadtman 认为羰基生成是由活性

氧攻击氨基酸分子中的自由基或者亚氨基[8]，反应生成氨基和相应的羰基衍生物。它是衡量
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蛋白质氧化损伤的主要指标[9-10]。 

过氧化氢诱导损伤人肝细胞 LO2 会导致细胞活性的降低，形态的改变，同时大量自由

基的产生对细胞造成严重的氧化损伤。袋鼠皮蛋白肽含有丰富的自由基清除成分，它对过氧

化氢损伤的 LO2 细胞的修复作用是通过降低过氧化氢诱导的丙二醛的释放、蛋白质羰基含

量和活性氧（ROS）的积累。本研究通过分析袋鼠皮蛋白肽对受过氧化氢诱导损伤的 LO2

细胞活性、过氧化氢诱导后的细胞形态以及自由基清除能力的影响，以探究其在细胞氧化损

伤方面的作用。 

 

1 材料与方法 

1.1  材 料 

袋鼠皮蛋白肽为实验室所提取；袋鼠皮蛋白肽是袋鼠皮经木瓜蛋白酶酶解，冷冻干燥后

所得到的一种混合多肽。多肽呈淡黄色，得率为 15%~17%，分子量在 1 ku 以下，易溶于水

和有机试剂。实验中对照组的溶剂与袋鼠皮蛋白肽所用的溶剂相同，都为去离子水。 

人肝细胞 LO2 为本实验室自存；高糖 DMEM 培养基购自 Gibico 公司，胰蛋白酶和青

霉素+链霉素双抗购自 Hyclone 公司，胎牛血清购自 AusGeneX 公司；其他试剂均为国产分

析纯。 

丙二醛检测试剂盒和活性氧（ROS）检测探针 DCFH-DA（二氯荧光素二乙酸酯）购自

碧云天公司；蛋白质羰基检测试剂盒购自索莱宝(Solarbio)公司。实验用水为经美国 Merck 

Millipore 超纯水仪处理得到的去离子水。 

1.2 方 法 

1.2.1 细胞的培养与收集 

   取对数生长期人肝细胞 LO2，接种于 6 孔板中，培养 LO2 细胞 12 h，弃去旧培养液。加

入 500 μmol/L 的 H2O2培养 4 h 后弃培养液，分别加入 0.1，0.2，0.3 和 0.4 μg/μL 的袋鼠皮

蛋白肽继续培养 12 h 后，细胞连同培养液一同回收于 4 mL EP 管中。 

1.2.2 袋鼠皮蛋白肽对人肝细胞 LO2 细胞活性的影响 

采用含有双抗（青霉素 100 U/mL，链霉素 100 μg/mL）和胎牛血清的高糖 DMEM 培养

基，在 37 ℃，5%（体积分数）CO2培养箱的饱和湿度条件下培养人肝细胞 LO2。待细胞

贴壁生长至培养皿面积的 50%，经体积分数为 50%胰蛋白酶消化后收集并调整细胞浓度，

在 96 孔板中，每孔加入单细胞悬液 200 μL，待其贴壁后，弃培养液[11]。 
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选择不同浓度的袋鼠皮蛋白肽（0.1，0.2，0.3，0.4，0.5 µg/µL）对肝细胞 LO2 处理 24 

h，运用 MTT 法测定细胞活性，细胞中添加与处理组相同的溶剂作为对照组，分析袋鼠皮

蛋白肽对 LO2 细胞的体外增殖抑制能力。 

1.2.3 细胞氧化损伤模型的建立 

采用含有双抗（青霉素 100 U/mL，链霉素 100 μg/mL）和胎牛血清的高糖 DMEM 培养

基，在 37 ℃，5%（体积分数）CO2 培养箱的饱和湿度条件下培养人肝细胞 LO2。待细胞

贴壁生长至培养皿面积的 80%，经体积分数为 50%胰蛋白酶消化后收集并调整细胞浓度，

在 96 孔板中，每孔加入单细胞悬液 200 μL，待其贴壁后，弃培养液。 

分别加入 100，200，300，400，500，600 和 700 μmol/L 的 H2O2，分别培养 4，6 和 8 h。

摸索最合适的损伤时间和浓度。 

1.2.4 活性氧簇（ROS）含量的测定方法 

细胞培养与收集后，2500 r/min 离心 10 min，去上清后再用 1 mL PBS 重悬细胞，再次

离心去上清。1 mL PBS 重悬细胞后，加入 10 mmol/L 的探针 DCFH-DA（二氯荧光素二乙酸

酯）1 μL，置于 37 ℃孵育 30 min。然后再离心取 1 mL PBS 重悬细胞。用 Beckman Coulter

流式细胞仪 FC500 对细胞进行 ROS 含量的分析。 

1.2.5 脂质氧化产物丙二醛（MDA）含量的测定 

细胞培养与收集后，参考碧云天脂质氧化（MDA）检测试剂盒，检测细胞的脂质氧化

水平。 

1.2.6 蛋白质羰基含量的测定 

细胞培养与收集后，参考蛋白质羰基含量测试盒说明书检测细胞中的蛋白质羰基含量。 

1.2.7 MTT 法 

MTT 法又称 MTT 比色法，是一种检测细胞存活和生长的方法。其检测原理为活细胞

线粒体中的琥珀酸脱氢酶能使外源性 MTT 还原为水不溶性的蓝紫色结晶甲臜（Formazan）

并沉积在细胞中，而死细胞无此功能。 

细胞培养至培养皿面积的 60%后，96 孔板中避光加入 40 μL 的 MTT，培养 4 h 后弃培

养液，加入 180 μL 的二甲基亚砜（DMSO），DMSO 能溶解细胞中的甲臜，避光孵育 10 min，

用酶标仪在 570 或 490nm 波长处测定其光吸收值，可间接反映活细胞数量。在一定细胞数

范围内，MTT 结晶形成的量与细胞数成正比。 

1.2.8 相差显微镜法 

   相差显微镜能利用物体不同结构成分之间折射率和厚度的差别，把物体不同部分的光程
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差转变为光强差，可用于观察未染色的活细胞。将培养皿置于载物台上，选择合适的光圈，

进行观察并拍照。 

1.2.9 统计方法 

数据处理用 SPSS 软件进行分析，采用多重比较（LSD）的方法进行检验。 

 

2 结果与分析 

2.1 不同浓度肽对 LO2 细胞活性的影响 

选择不同浓度的袋鼠皮蛋白肽（0.1，0.2，0.3，0.4，0.5 µg/µL）对肝细胞 LO2 分别处理

24 h，以细胞活性为指标，分析袋鼠皮蛋白肽对 LO2 细胞的体外增殖抑制能力。结果如图 1

所示，在袋鼠皮蛋白肽 0.1~0.5 µg/µL 浓度范围内，与未添加袋鼠皮蛋白肽以去离子水为溶

剂的对照组相比，细胞活性没有显著的变化，说明此浓度范围内的袋鼠皮蛋白肽对细胞活性

没有造成显著的影响。 

 

图 1 袋鼠皮蛋白肽对肝细胞 LO2 细胞活性的影响 

Fig. 1 Effect of Kangaroo skin peptide on human hepatocellular cell line LO2 

 

2.2H2O2损伤人肝细胞 LO2 模型的建立 

利用相差显微镜观察不同浓度 H2O2 对 LO2 细胞形态的影响。图 2 所示，随着过氧化氢

浓度的增加，细胞的增殖受到影响，与对照组相比，高浓度过氧化氢处理组的细胞形态皱缩，

并伴有细胞死亡的现象。同时，以细胞活性为指标，采用不同浓度的 H2O2对人肝细胞 LO2

进行损伤，选择具有显著差异的浓度和损伤时间作为细胞模型的损伤条件。从图 2 可看出，

与对照组 LO2 细胞活性相比，500 μmol/L H2O2 处理培养 4 h、500 μmol/L H2O2处理培养 6 h、

300 μmol/L H2O2处理培养 8 h都使细胞活性受到极显著的抑制。本实验选用 500 μmol/L H2O2

处理组培养 4 h 作为损伤条件。 
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（a）对照组为未添加袋鼠皮蛋白肽，溶剂为去离子水；(b) 100 μmol/L H2O2；(c) 300 μmol/L H2O2；(d) 500 

μmol/L H2O2；比例尺大小为 100 μm。与对照组比较，*P<0.05,**P<0.01。 

图 2 H2O2 对人肝细胞 LO2 形态和活性的影响 

Fig. 2 Effect of cell morphology and cell viability by H2O2 in LO2 

 

2.3 袋鼠皮蛋白肽对 H2O2损伤细胞 LO2 活性的影响 

500 μmol/L H2O2 培养 4 h 后，弃去培养液，加入不同浓度的肽，通过 MTT 方法检测袋

鼠皮蛋白肽对 H2O2 损伤 LO2 细胞活性的影响。结果如图 3 所示，与对照组中 LO2 细胞活

性相比，H2O2 处理组中细胞活性受到明显抑制，而 H2O2 诱导损伤之后加了不同浓度的袋鼠

皮蛋白肽后，随着浓度的升高，细胞活性也有所提高，说明该肽能提高 H2O2诱导损伤后的

细胞活性。 
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H2O2 处理浓度为 500 μmol/L；与模型组比较，*P<0.05,**P<0.01。 

图 3 袋鼠皮蛋白肽对 H2O2 诱导细胞损伤模型活性的影响 

Fig. 3 Effect of kangaroo skin peptide on H2O2-induced cell viability in LO2 

 

2.4 袋鼠皮蛋白肽对 H2O2损伤 LO2 细胞形态的影响 

利用相差显微镜观察袋鼠皮蛋白肽对 H2O2损伤 LO2 细胞形态的影响。如图 4 所示，对

照组细胞分布均匀，形态饱满；添加 H2O2 损伤而未加肽组（模型组）细胞数量稀疏，形态

皱缩；而在 H2O2 诱导损伤后加肽组，随着肽浓度的增加，细胞的数量和形态都较模型组有

所改善。 

 

（a）对照组；（b）模型组为 500 μmol/L H2O2；（c~f）H2O2 损伤后加肽组，肽浓度依次为 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 μg/μL。

图中物镜倍数为 20×，共放大 200 倍，图中比例尺大小为 100 μm。 

图 4 袋鼠皮蛋白肽对 H2O2 损伤细胞模型的形态影响 

Fig. 4 Effect of kangaroo skin peptide on H2O2-induced cell morphology in LO2 
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2.5 袋鼠皮蛋白肽对 H2O2损伤人肝细胞 LO2 内活性氧（ROS）清除

能力的影响 

利用Beckman Coulter流式细胞仪分析袋鼠皮蛋白肽对人肝细胞LO2内活性氧清除能力

的影响，G-MEAN 值越高，0 明活性氧损伤越明显，ROS 自由基清除能力越弱。图 5 显示：

模型组细胞的 G-MEAN 值最高，为 79.89，说明受到 H2O2 损伤产生的 ROS 自由基最多，清

除能力最弱；对照组细胞 G-MEAN 值最低，为 18.64，ROS 自由基最少，；而 H2O2 损伤后

加入袋鼠皮蛋白肽组中，G-MEAN较模型组有所降低，0.1 μg/μL加肽组G-MEAN值为 52.75，

0.2 μg/μL 加肽组 G-MEAN 值为 31.51，说明袋鼠皮蛋白肽的加入能减少 ROS 的产生，提高

ROS 自由基的清除能力，且清除能力随添加剂量增加而增强。 

 

（a）对照组；（b）模型组；（c）0.1 μg/μL 加肽组；（d）0.2 μg/μL 加肽组。 

图 5 袋鼠皮蛋白肽对 H2O2 损伤人肝细胞 LO2 内 ROS 自由基清除能力的影响 

Fig. 5 Effect of kangaroo skin peptide on ROS scavenging capacity in H2O2-induced LO2 

 

2.6 袋鼠皮蛋白肽对 H2O2损伤人肝细胞 LO2 内 MDA 含量的影响 

H2O2 可通过脂质过氧化物分解代谢产物 MDA，促使蛋白质交联聚合反应从而引起细胞

氧化应激损伤[12]。MDA 为自由基作用于膜脂质发生过氧化反应的最终产物，具有细胞毒性，

其水平反映了细胞受自由基攻击的严重程度。如图 6 所示，H2O2 诱导人肝细胞 LO2 损伤组，

脂质过氧化物分解代谢产物 MDA 的含量最高，随着不同浓度的袋鼠皮蛋白肽加入，代谢产

物 MDA 水平与肽浓度呈负相关，说明袋鼠皮蛋白肽对降低 H2O2 诱导损伤人肝细胞 LO2 产

生的 MDA 有较显著的作用。 
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H2O2 处理浓度为 500 μmol/L；与对照组比较，*P<0.05，**P<0.01。 

图 6 袋鼠皮蛋白肽对 H2O2 损伤人肝细胞 LO2 内 MDA 含量的影响 

Fig. 6 Effect of kangaroo skin peptide on MDA content in H2O2-induced LO2 

 

2.7 袋鼠皮蛋白肽对 H2O2损伤肝细胞LO2内蛋白质羰基含量的影响 

添加不同浓度的袋鼠皮蛋白肽后检测细胞内蛋白质羰基含量变化，结果如图 7 所示：

H2O2 诱导人肝细胞 LO2 损伤组，蛋白质羰基含量最高，随着不同浓度肽的加入，蛋白质羰

基含量与肽浓度呈负相关，说明袋鼠皮蛋白肽能降低 H2O2 诱导损伤人肝细胞 LO2 所产生的

蛋白质羰基含量。 

 

H2O2 处理浓度为 500 μmol/L；与对照组比较，*P<0.05；**P<0.01。 

图 7 袋鼠皮蛋白肽对过氧化氢损伤人肝细胞 LO2 内蛋白质羰基含量的影响 

Fig. 7 Effect of kangaroo skin peptide on Protein Carbonyl Content in H2O2-induced LO2 

 

3 讨 论 

目前，对于肽的功效研究常见于与猪皮、鱼皮、牛皮等。对于猪皮的研究[13]，报道指

出猪皮胶原多肽具有羟自由基清除能力、还原能力、对 Fe 2+ 诱导的脂质过氧化抑制能力，
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说明猪皮胶原多肽具有一定体外抗氧化作用，且随着浓度的增加抗氧化作用也增强，但是其

所需的浓度达到 50 mg/mL。本研究的袋鼠皮蛋白肽功效研究所用最高浓度为 0.5 mg/mL，

有效降低了肽的功效浓度，说明效果较为显著。 

过氧化氢是具有代表性的自由基，直接参与皮肤的氧化应激反应，从而导致一系列的氧

化损伤，比如黑斑、皱纹等[14]。根据文献报道，罗非鱼鱼皮胶原蛋白肽可以抑制羟基自由

基、超氧阴离子自由基，对 DPPH 自由基的清除具有一定作用，同时可以使半乳糖致衰模

型的小鼠中谷胱甘肽（GSH-Px），超氧化物歧化酶（SOD）等抗氧化酶的活性有所提高，具

有一定的体内清除自由基的作用[15]。同时，也通过过氧化氢诱导的 HaCaT 细胞具有氧化应

激损伤的保护作用。当样品浓度大于 20 μM 时导致细胞内相关抗氧化酶的活性与对照组相

比出现显著差异。 

本研究建立了 H2O2 诱导人肝细胞 LO2 氧化损伤的模型，研究袋鼠皮蛋白肽对氧化应激

损伤的人肝细胞 LO2 的修复作用。结果表明：一定浓度范围内对细胞活性没有抑制作用的

袋鼠皮蛋白肽显著提高了受损细胞的存活率，改善了细胞的形态；与此同时，显著降低了

H2O2 诱导的 MDA 的释放，降低了蛋白质羰基含量和 ROS 的水平，使细胞受自由基的攻击

减弱，氧化损伤的影响减小[16]。 

机体在正常情况下存在完善的抗氧化体系，H2O2 导致细胞抗氧化酶的活性下降，清除

ROS 自由基的能力下降等均会使细胞损伤进一步加重。机体清除 ROS 自由基能力愈强，超

氧化物歧化酶（SOD）与谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）活性愈高[4]，而 MDA 为自由基作

用于膜脂质发生过氧化反应的最终产物，具有细胞毒性，其水平反映了细胞受自由基攻击的

严重程度。袋鼠皮蛋白肽有效降低外源 H2O2 损伤的人肝细胞 LO2 氧化应激水平，极有可能

与减少自由基在有氧代谢过程中对细胞的损害有关，其中包括清除 ROS 的 SOD、GSH-Px

等[17]。 

综上所述，袋鼠皮蛋白肽能有效降低H2O2诱导的人肝细胞LO2氧化损伤水平，其无论作

为功能性食品还是化妆品的添加剂都具有广阔的应用前景。 
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Effect of kangaroo skin peptide in the oxidative 

damage of LO2 cells induced by H2O2 
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Abstract: The main purpose of present study was to assess the recovery effect of active peptide 
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from kangaroo skin (KSP). First of all, an oxidative damage model of LO2 cells induced by 

hydrogen peroxide was established. It revealed that KSP not only significantly mitigated the 

H2O2-induced decrease in cell viability and improved the morphology of cells, but also reduced 

the MDA and the content of protein carbonyl group. Furthermore, we confirmed that kangaroo 

skin peptide can reduce H2O2-induced reactive oxygen species (ROS) accumulation. Taken 

together, our data confirmed that KSP could reduce oxidative damage on cells and could serve as a 

novel skin care products. 

Keywords: kangaroo skin peptide; human hepatocyte; oxidative damage 
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