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摘要： 旨在探索硒代蛋氨酸羟基类似物 （ＳｅＯＨ） 缓解鸡肝癌细胞 （ＬＭＨ） 氧化损伤的作用及潜在机制。 建立 Ｈ２Ｏ２氧化应激模型， 通过检测细

胞活力和细胞氧化 ／ 抗氧化指标的变化以及核转录因子 Ｅ２ 相关因子 ２ （Ｎｒｆ２） 通路和内质网应激关键分子的表达情况， 评价不同浓度 ＳｅＯＨ （１６、
３２ 和 ６４ μｇ ／ ｍＬ） 的抗氧化应激和内质网应激作用。 结果显示： １２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｈ２Ｏ２刺激细胞 ２４ ｈ 时， 细胞活力显著下降 （Ｐ＜０􀆰 ００１）， 活性氧

（ＲＯＳ） 的荧光强度升高。 不同剂量的 ＳｅＯＨ （１６、 ３２ 和 ６４ μｇ ／ ｍＬ） 均可显著提高 Ｈ２Ｏ２处理后的 ＬＭＨ 细胞活力 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ３２ 和 ６４ μｇ ／ ｍＬ 的

ＳｅＯＨ 均可极显著提高 ＬＭＨ 细胞的超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ） 活性 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 显著降低丙二醛 （ＭＤＡ） 含量 （Ｐ＜０􀆰 ００１） 以及 ＲＯＳ 的荧光强度。
进一步研究显示 ３２ 和 ６４ μｇ ／ ｍＬ 的 ＳｅＯＨ 极显著上调 Ｎｒｆ２蛋白 （Ｐ＜０􀆰 ０１） 并显著上调谷胱甘肽过氧化物酶 ４ （ＧＰＸ４） 蛋白的表达水平 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 极显著下调 Ｋｅｌｃｈ 样 ＥＣＨ 相关蛋白 １ （Ｋｅａｐ１） 蛋白的表达水平 （Ｐ＜０􀆰 ００１）， 极显著增加 Ｎｒｆ２的入核率 （Ｐ＜０􀆰 ００１）； ６４ μｇ ／ ｍＬ 的 ＳｅＯＨ
可显著降低葡萄糖调节蛋白 ７８ （ＧＲＰ７８） （Ｐ＜０􀆰 ０５）、 蛋白激酶 ＲＮＡ 样内质网激酶 （ＰＥＲＫ） （Ｐ＜０􀆰 ０１） 和转录激活因子 ４ （ＡＴＦ４） （Ｐ＜０􀆰 ００１）
的表达水平。 提示： ＳｅＯＨ 能通过激活 Ｎｒｆ２通路并且抑制内质网应激缓解 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＬＭＨ 细胞氧化应激， 为畜禽养殖中 ＳｅＯＨ 作为抗氧化剂的应

用提供理论基础。
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　 　 集约化的畜禽生产提高了生产力和经济效益， 但

也增加了动物发生氧化应激的风险。 肉鸡生长速度

快， 使其更易受到各种来源的氧化应激 （如热应激，
细菌病毒疾病， 霉菌毒素等）。 肝脏是合成代谢的重

要场所， 因此极易受到活性氧 （ＲＯＳ） 的损伤， 导致

肝炎和肝纤维化等疾病。 此外， 肝功能紊乱也是多种

疾病的诱发因素。 因此， 当 ＲＯＳ 产生和清除的动态

平衡遭到破坏， 过量的 ＲＯＳ 对蛋白质、 脂质和 ＤＮＡ
造成损伤， 引发机体一系列损伤［１－２］。

Ｋｅａｐ１－Ｎｒｆ２－抗氧化反应元件 （ＡＲＥ） 信号通路

是机体调节氧化应激的重要通路。 无氧化应激时，
Ｎｒｆ２ （核转录因子 Ｅ２ 相关因子 ２） 的 Ｎｒｆ２－ＥＣＨ 同源

结构 ２ （Ｎｅｈ２） 区与细胞质中 Ｋｅａｐ１ （Ｋｅｌｃｈ 样 ＥＣＨ
相关蛋白 １） 通过 Ｋｅａｐ１ 的双甘氨酸重复结构

（ＤＧＲ） 紧密结合［３］。 当细胞遭受氧化应激时， ＲＯＳ
可共价修饰 Ｋｅａｐ１ 半胱氨酸残基引起 Ｋｅａｐ１ 的 ＤＧＲ
构象改变， 使 Ｎｒｆ２与 Ｋｅａｐ１ 解离， 随后 Ｎｒｆ２易位进入

细胞核， 结合 ＡＲＥ 激活下游抗氧化蛋白表达， 当氧

化应激消除后， Ｎｒｆ２离开细胞核并发生降解［４－６］。 而

在下游重要的抗氧化酶系统中， 谷胱甘肽过氧化物酶

４ （ＧＰＸ４） 以硒为活性中心， 在细胞存活以及胚胎

发育中均发挥重要作用［７－８］。 此外， 过量的 ＲＯＳ 也会

引起内质网应激 （ＥＲＳ）， 进而导致内质网生理功能

紊乱［９］， 并启动未折叠蛋白反应 （ＵＰＲ） 来适应蛋

白质错误折叠的变化。 真核细胞可通过葡萄糖调节蛋

白 ７８ （ＧＲＰ７８） 与蛋白激酶 Ｒ 样内质网调节激酶

（ＰＥＲＫ）、 肌醇需求激酶 １ （ ＩＲＥ－１） 和活化转录因

子－６ （ＡＴＦ－６） ３ 种经典信号蛋白结合以维持细胞内

稳态。 而 ＲＯＳ 可导致错误折叠蛋白质增多， 并竞争

性结合 ＧＲＰ７８， 导致上述 ３ 种信号蛋白与 ＧＲＰ７８ 解

离并活化， 诱导 ＥＲＳ［１０－１１］。 转录激活因子 ４ （ＡＴＦ４）
是 ＰＥＲＫ 的下游蛋白， 能够调控氧化还原调节蛋白和

促凋亡信号分子的表达［１２］。 由此可见， 氧化应激与

ＥＲＳ 密切相关， 相互协同， 互为因果。
饲料中添加抗氧化剂以及加强饲养管理是目前缓

解畜禽氧化应激的主要措施。 研究表明硒可提高机体

抗氧化和免疫功能， 在动物生产中应用非常广泛［１３］。
目前在畜禽养殖中主要应用和研究较多的是无机硒，
但越来越多的研究显示有机硒安全性更高， 并且可以

通过联合应用或分子修饰更好地发挥其抗氧化作

用［１４－１５］。 硒代蛋氨酸羟基类似物 （ＳｅＯＨ） 是一种安

全的有机硒源， 其生物利用度高于亚硒酸钠和酵母

硒， 作为新型硒制剂解决了科学补充硒的难题［１６］。

但 ＳｅＯＨ 缓解氧化应激损伤的作用及其作用机制尚不

清楚。 本文以鸡肝癌细胞 （ＬＭＨ） 细胞为模型［１７］，
初步探讨了 ＳｅＯＨ 的抗氧化及缓解 ＥＲＳ 的作用及其机

制， 以期为其在畜禽养殖中合理使用， 预防氧化应激

导致的肝损伤等疾病提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞

ＬＭＨ 细胞购自武汉尚恩生物技术有限公司， 保

存于南京农业大学动物医学院兽医药理组。
１􀆰 ２　 试剂与药品

高糖 ＤＭＥＭ 培养基、 胎牛血清 （ＦＢＳ）、 胰蛋白

酶和青霉素－链霉素， 购自于赛默飞世尔公司； 丙二

醛 （ ＭＤＡ） 含量检测试剂盒、 超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ） 活力检测试剂盒和活性氧检测试剂盒， 购自

北京索莱宝科技有限公司； 双吡啶甲酸 （ＢＣＡ） 蛋

白浓度检测试剂盒， 购自上海碧云天生物技术有限公

司； 细胞计数试剂盒 （ＣＣＫ－８）、 细胞裂解液， 购自

北京博奥森生物技术有限公司； Ｎｒｆ２、 β－ａｃｔｉｎ 单克

隆抗体， 购自英国 Ａｂｃａｍ 生物技术公司； ＧＲＰ７８、
ＰＥＲＫ、 ＡＴＦ４ 单克隆抗体， 购自武汉爱博泰克生物

科技有限公司； ＳｅＯＨ （含 ２％ 硒） 由法国某公司

提供。
１􀆰 ３　 试验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养与分组

将 ＬＭＨ 细胞置于在含 １０％ ＦＢＳ， １％青－链霉素

双抗的 ＤＭＥＭ 高糖培养基中， 控制培养箱 ＣＯ２浓度

为 ５％， 温度为 ３７ ℃。 预试验①： ＬＭＨ 细胞按照不

同浓度 Ｈ２ Ｏ２ （ ０、 ６０、 ９０、 １２０、 １５０、 １８０、 ２１０、
２４０、 ２７０、 ３００ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理 ２４ ｈ。 预试验②： ＬＭＨ
细胞按照不同浓度 ＳｅＯＨ （０、 ２、 ４、 ８、 １６、 ３２、 ６４、
１２８、 ２５６、 ５１２ μｇ ／ ｍＬ） 处理 ２４ ｈ。

通过预试验得出 Ｈ２ Ｏ２ 最佳处理浓度为 １２０
μｍｏｌ ／ Ｌ， ＳｅＯＨ 的安全剂量为 ６４ μｇ ／ ｍＬ。 基于预试

结果， 正式试验分组如下： 对照 （Ｃｏｎｔｒｏｌ） 组， 用

空白培养基处理； Ｈ２Ｏ２组， 用终浓度 １２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的

Ｈ２Ｏ２处理； ＳｅＯＨ １６＋Ｈ２Ｏ２组， 用终浓度 １６ μｇ ／ ｍＬ 的

ＳｅＯＨ 和 １２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｈ２Ｏ２处理； ＳｅＯＨ ３２＋Ｈ２Ｏ２组，
用终浓度 ３２ μｇ ／ ｍＬ 的 ＳｅＯＨ 和 １２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｈ２Ｏ２

处理； ＳｅＯＨ ６４ ＋ Ｈ２ Ｏ２ 组， 用终浓度 ６４ μｇ ／ ｍＬ 的

ＳｅＯＨ 和 １２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｈ２Ｏ２处理。 各组 ＬＭＨ 细胞生

长达到 ８０％汇合度后， 按照以上分组用 Ｈ２Ｏ２和 ＳｅＯＨ
共同处理 ２４ ｈ 后， 采样测定各项指标。
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１􀆰 ３􀆰 ２　 ＣＣＫ－８ 法测定细胞活力

按照 １􀆰 ３􀆰 １ 分组处理 ２４ ｈ 后， ＰＢＳ 溶液冲洗细

胞后， 每孔加入 １００ μＬ 新鲜完全培养基和 １０ μＬ
ＣＣＫ－８ 试剂， 每组 ５ 个重复。 ３７ ℃条件下进一步培

养 １ ｈ 后， 使用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长条件下检测每

孔的 ＯＤ 值， 根据公式： 细胞活力 ＝ （ＯＤ药物处理组 －
ＯＤ空白） ／ （ ＯＤ未处理组－ＯＤ空白） ×１００％， 计算细胞活

力， 倒置显微镜 （Ｌｅｉｃａ） 观察细胞形态。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＲＯＳ 水平检测

各组细胞用 ＰＢＳ 溶液洗涤细胞 ３ 次， 每孔加入

５００ μＬ ＤＣＦＨ－ＤＡ （终浓度为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ）， ３７ ℃细

胞培养箱内孵育 ２０ ｍｉｎ。 弃掉孵育液， 用 １０ μｇ ／ ｍＬ
的 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 室温孵育 １０ ｍｉｎ， 用 ＰＢＳ 洗涤细胞 ３
次。 采用倒置荧光显微镜在 ４８８ ｎｍ 激发波长和 ５２５ ｎｍ
发射波长下检测 ＲＯＳ 的荧光强度， 每组 ３ 个重复。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＳＯＤ 活性和 ＭＤＡ 含量检测

各组细胞用胰酶消化细胞并收集到离心管中， 加

入提取液进行超声处理。 将上清液置于冰上， 在 ８
０００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 １０ ｍｉｎ 后根据试剂盒检测 ＳＯＤ 活性

和 ＭＤＡ 含量， 每组 ３ 个重复。
１􀆰 ３􀆰 ５　 Ｎｒｆ２ 通路和 ＥＲＳ 相关蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

各组细胞用 ＰＢＳ 清洗细胞 ２ 次， 在冰上加

１５０ μＬ ＲＩＰＡ 裂解液， 反复吹打使细胞充分裂解， 提

取细胞总蛋白。 同时使用细胞核蛋白提取试剂盒， 提

取细胞核蛋白。 分别用 ＢＣＡ 试剂盒测定总蛋白和核

蛋白浓度并调整保持相同浓度。 将均质蛋白进行

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测。 分离蛋白并转移到 ＰＶＤＦ 膜上， 然

后用 ５％脱脂牛奶在 ＴＢＳＴ 溶液中室温封闭 ２ ｈ。 一抗

在 ４ ℃下孵育过夜， 二抗在室温下孵育 ２ ｈ。 使用

ＥＣＬ 发光液显影， 用化学发光系统成像。
１􀆰 ４　 数据统计与分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０􀆰 ２ 软件进行单因素方差

分析 （Ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）。 Ｐ＞０􀆰 ０５ 表示无显著性差

异， Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异显著， Ｐ＜０􀆰 ０１ 和 Ｐ＜０􀆰 ００１ 表

示差异极显著。 选择 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带的光密度

值。 数据以 “平均数±标准差” 表示。

２　 结果

２􀆰 １　 Ｈ２Ｏ２氧化应激模型的建立

由图 １Ａ 可见，不同浓度的 Ｈ２Ｏ２（０～３００ μｍｏｌ ／ Ｌ）
处理 ＬＭＨ 细 胞 ２４ ｈ， 细 胞 活 力 逐 渐 降 低。 与

０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组相比， 当浓度为 １２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｈ２Ｏ２刺激

细胞 ２４ ｈ 时细胞活力显著下降 ５０％ （Ｐ＜０􀆰 ００１， 图

１Ａ）， 细胞出现变圆、 皱缩等细胞损伤 （图 １Ｂ）， 细

胞 ＲＯＳ 荧光强度升高 （图 １Ｃ）。 因此， 本研究采用

１２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｈ２Ｏ２处理细胞 ２４ ｈ 进行后续试验。

Ａ． 对细胞活力的影响； Ｂ． 对细胞形态的影响； Ｃ． 对 ＲＯＳ 生成的影响。
与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组相比， ∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 １　 不同浓度 Ｈ２Ｏ２对 ＬＭＨ 细胞活力和 ＲＯＳ 产生的影响

２􀆰 ２　 ＳｅＯＨ 作用浓度的筛选

ＳｅＯＨ 处理 ２４ ｈ 后， 与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组相比， ＳｅＯＨ
在 ２～６４ μｇ ／ ｍＬ 浓度范围对 ＬＭＨ 细胞活力无显著影

响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 当浓度升高到 １２８ μｇ ／ ｍＬ 以上， 开

始出现细胞损伤 （图 ２Ａ）。 显微镜观察显示， ＳｅＯＨ
在 １６、 ３２ 和 ６４ μｇ ／ ｍＬ 浓度处理细胞， 细胞形态完好
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（图 ２Ｂ）。 因此， 随后的试验采用 １６ μｇ ／ ｍＬ （低剂

量）、 ３２ μｇ ／ ｍＬ （中剂量）、 ６４ μｇ ／ ｍＬ （高剂量） 处

理细胞。
２􀆰 ３　 ＳｅＯＨ 对 Ｈ２Ｏ２处理的 ＬＭＨ 细胞活力的影响

由图 ３Ａ 可见， 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， Ｈ２Ｏ２ 组细胞

活力极显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ００１）； 各剂量 （１６、 ３２ 和 ６４

μｇ ／ ｍＬ） 的 ＳｅＯＨ 均可以极显著提高 Ｈ２ Ｏ２ 处理的

ＬＭＨ 细胞活力 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 且 ３２ 和 ６４ μｇ ／ ｍＬ 的

ＳｅＯＨ 较 １６ μｇ ／ ｍＬ 的作用更显著 （Ｐ＜０􀆰 ００１）。 显微

镜下可观察到 Ｈ２Ｏ２可使 ＬＭＨ 细胞发生皱缩等变化，
而各剂量的 ＳｅＯＨ 均可显著改善细胞皱缩、 变圆等细

胞损伤 （图 ３Ｂ）。

Ａ． ＳｅＯＨ 对细胞活力的影响； Ｂ． ＳｅＯＨ 对细胞形态的影响。 与 ０ μｇ ／ ｍＬ 组相比， ∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ２　 不同浓度 ＳｅＯＨ 对 ＬＭＨ 细胞活力和形态的影响

Ａ． ＳｅＯＨ 对细胞活力的影响； Ｂ． ＳｅＯＨ 对细胞形态的影响； 红色箭头： Ｈ２Ｏ２加入后损伤的 ＬＭＨ 细胞。
与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１。 下同。

图 ３　 ＳｅＯＨ 对 Ｈ２Ｏ２损伤下 ＬＭＨ 细胞活力和形态的影响

２􀆰 ４　 ＳｅＯＨ 对 ＬＭＨ 细胞 ＲＯＳ 产生的影响

由图 ４ 可见， Ｈ２ Ｏ２ 组细胞 ＲＯＳ 荧光强度较

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组细胞增加明显， 而 ３２ 和 ６４ μｇ ／ ｍＬ 的 ＳｅＯＨ
处理能降低 Ｈ２Ｏ２ 引起的细胞 ＲＯＳ 荧光强度。
２􀆰 ５　 ＳｅＯＨ 对 ＬＭＨ 细胞 ＳＯＤ 活性和 ＭＤＡ 含量的

影响

　 　 由图 ５Ａ 可知， 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， Ｈ２Ｏ２组细胞

ＳＯＤ 活性极显著下降 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 Ｈ２ Ｏ２ 组相比，
ＳｅＯＨ ３２＋Ｈ２Ｏ２组和 ＳｅＯＨ ６４＋Ｈ２Ｏ２组 ＳＯＤ 活性均极

显著提高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而 ＳｅＯＨ １６＋Ｈ２Ｏ２组 ＳＯＤ 活性

虽能提高， 但差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 由图 ５Ｂ 可知，
Ｈ２Ｏ２组细胞ＭＤＡ 含量也较 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组细胞极显著增加

（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）； 与 Ｈ２ Ｏ２ 组相比， ＳｅＯＨ １６ ＋Ｈ２ Ｏ２ 组、
ＳｅＯＨ ３２＋Ｈ２Ｏ２组和 ＳｅＯＨ ６４＋Ｈ２Ｏ２组 ＭＤＡ 含量均极
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显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 上述结果表明 Ｈ２Ｏ２可引起细

胞氧化损伤， 而 ＳｅＯＨ 对 Ｈ２Ｏ２引起的细胞氧化损伤

具有较好的缓解作用。

红色箭头表示产生 ＲＯＳ 的 ＬＭＨ 细胞。

图 ４　 ＳｅＯＨ 对 ＬＭＨ 细胞 ＲＯＳ 产生的影响

Ａ． ＳｅＯＨ 对 ＳＯＤ 活性的影响； Ｂ． ＳｅＯＨ 对 ＭＤＡ 含量的影响。

图 ５　 ＳｅＯＨ 对 ＬＭＨ 细胞 ＳＯＤ 活力和 ＭＤＡ 含量的影响

２􀆰 ６　 ＳｅＯＨ 对 Ｎｒｆ２抗氧化通路的作用

采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测了 ＳｅＯＨ 对 Ｎｒｆ２ 通路中的

Ｎｒｆ２、 Ｋｅａｐ１ 和 ＧＰＸ４ 蛋白表达的影响， 结果如图 ６
所示。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， Ｈ２Ｏ２组显著降低了 ＬＭＨ 细

胞中 Ｎｒｆ２蛋白的表达水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 Ｈ２Ｏ２组相

比， ＳｅＯＨ １６＋Ｈ２Ｏ２组、 ＳｅＯＨ ３２＋Ｈ２Ｏ２组和 ＳｅＯＨ ６４＋
Ｈ２Ｏ２组 Ｎｒｆ２蛋白的表达量均显著提高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， Ｈ２Ｏ２组 Ｋｅａｐ１ 蛋白的表达量显著增
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加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 Ｈ２Ｏ２组相比， ＳｅＯＨ １６＋Ｈ２Ｏ２组、
ＳｅＯＨ ３２＋Ｈ２Ｏ２组和 ＳｅＯＨ ６４＋Ｈ２Ｏ２组 Ｋｅａｐ１ 蛋白的表

达量均极显著降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，
Ｈ２Ｏ２ 组 ＧＰＸ４ 蛋白的表达水平有下降的趋势 （Ｐ ＞
０􀆰 ０５）； 与 Ｈ２Ｏ２组相比， ＳｅＯＨ １６＋Ｈ２Ｏ２组 ＧＰＸ４ 蛋

白的表达量有上升的趋势 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 而 ＳｅＯＨ ３２＋
Ｈ２Ｏ２组和 ＳｅＯＨ ６４＋Ｈ２Ｏ２组 ＧＰＸ４ 蛋白的表达量均显

著提高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 此外， 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， Ｈ２Ｏ２

组显著降低了细胞核中 Ｎｒｆ２蛋白的含量 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与 Ｈ２Ｏ２组相比， ＳｅＯＨ １６＋Ｈ２Ｏ２组、 ＳｅＯＨ ３２＋Ｈ２Ｏ２

组和 ＳｅＯＨ ６４＋Ｈ２Ｏ２组细胞核中 Ｎｒｆ２蛋白的含量均极

显著增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明 ＳｅＯＨ 提高了 Ｎｒｆ２ 的入

核率。

Ａ． ＳｅＯＨ 对 ＬＭＨ 细胞中 Ｎｒｆ２抗氧化通路蛋白表达的影响； Ｂ． Ｎｒｆ２蛋白表达水平的分析； Ｃ． Ｋｅａｐ１ 蛋白表达水平的分析； Ｄ． ＧＰＸ４ 蛋白表达水

平的分析； Ｅ． ＳｅＯＨ 对 Ｎｒｆ２入核的影响； Ｆ． Ｎｒｆ２入核水平的分析。

图 ６　 ＳｅＯＨ 对 ＬＭＨ 细胞中 Ｎｒｆ２抗氧化通路蛋白 Ｎｒｆ２、 Ｋｅａｐ１、 和 ＧＰＸ４ 表达及 Ｎｒｆ２入核的影响
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２􀆰 ７　 ＳｅＯＨ 对 ＥＲＳ 相关蛋白表达的影响

由图 ７ 可见， 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， Ｈ２Ｏ２组极显著

升高了 ＬＭＨ 细胞中 ＧＲＰ７８ 蛋白的表达水平 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与 Ｈ２Ｏ２ 组相比， ＳｅＯＨ １６＋Ｈ２ Ｏ２ 组和 ＳｅＯＨ
３２＋Ｈ２ Ｏ２ 组 ＧＲＰ７８ 蛋白的表达水平有下降的趋势

（Ｐ＞０􀆰 ０５）， 而 ＳｅＯＨ ６４＋Ｈ２Ｏ２组 ＧＲＰ７８ 蛋白的表达

水平显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， Ｈ２Ｏ２

组显著升高了 ＰＥＲＫ 蛋白的表达水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与

Ｈ２Ｏ２组相比， ＳｅＯＨ １６＋Ｈ２Ｏ２组和 ＳｅＯＨ ３２＋Ｈ２Ｏ２组

ＰＥＲＫ 蛋白的表达水平有下降的趋势 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 而

ＳｅＯＨ ６４＋Ｈ２Ｏ２组 ＰＥＲＫ 蛋白的表达水平极显著降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比， Ｈ２Ｏ２组 ＡＴＦ４ 蛋白的

表达水平极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 Ｈ２ Ｏ２ 组相比，
ＳｅＯＨ １６＋Ｈ２Ｏ２组 ＡＴＦ４ 蛋白的表达水平有下降的趋

势 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 而 ＳｅＯＨ ３２＋Ｈ２Ｏ２组和 ＳｅＯＨ ６４＋Ｈ２Ｏ２

组 ＡＴＦ４ 蛋白的表达水平极显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ００１）。

Ａ． ＳｅＯＨ 对 ＬＭＨ 细胞中 ＥＲＳ 相关蛋白表达的影响； Ｂ． ＧＲＰ７８ 蛋白表达水平的分析； Ｃ． ＰＥＲＫ 蛋白表达水平的分析； Ｄ． ＡＴＦ４ 蛋白表达水平

的分析。

图 ７　 ＳｅＯＨ 对 ＬＭＨ 细胞中 ＥＲＳ 相关蛋白 ＧＲＰ７８、 ＰＥＲＫ 和 ＡＴＦ４ 表达的影响

３　 讨论

肝脏作为机体中重要的解毒器官， 在发挥合成、
代谢、 解毒的功能时， 极易受到氧化应激的损伤， 进

而引起水肿、 炎症等损伤［１８］。 ＬＭＨ 细胞具有典型上

皮细胞特点， 保持了鸡肝细胞的大量表征， 是研究肝

脏氧化应激的重要模型［１９］。 现有饲料添加的抗氧化

剂存在生物利用度低、 难溶于水等弊端， 而硒不仅具

有促生长， 改善肠道健康的作用， 还具有抗氧化应

激， 调节代谢等生物学功能， 可提高畜禽养殖效益。
硒的重要功能是由硒蛋白实现的， 而硒蛋白的合成与

摄入硒的种类密切相关。 因而， 一种新型的安全高效
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的硒补剂的开发至关重要。 常见的硒补剂一般分为三

代： 第一代为无机硒 （亚硒酸盐和硒酸盐）， 具有生

产方便和价格低廉等优势， 但吸收效率较低且重金属

污染率高； 第二代为以硒酵母为代表的有机硒， 具有

安全性， 但成分复杂且生产不稳定； 第三代为 ＳｅＯＨ，
在保持了硒代蛋氨酸的高吸收效率的同时又增加了不

易被氧化的优点， 具有安全性和高效性， 因此 ＳｅＯＨ
在 ２０１３ 年被欧盟批准为饲料添加剂。 ＳｅＯＨ 作为一种

安全有效的硒源， 可以非特异性结合到蛋白质中取代

蛋氨酸， 从而作为内源性硒库用于合成硒蛋白［２０］。
本研究利用 ＳｅＯＨ 研究其在 ＬＭＨ 细胞中的抗氧

化作用及其相关机制。 细胞活力试验结果表明， １２０
μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｈ２Ｏ２能使细胞活力下降到 ５０％左右， 细胞

损伤伴随 ＲＯＳ 升高现象的出现表明已成功建立了氧

化应激模型。 然而， ＳｅＯＨ 的加入则可以逆转这种损

伤。 当 ＳｅＯＨ 与 Ｈ２Ｏ２共同孵育 ２４ ｈ， 细胞活力显著

升高， ＲＯＳ 产生明显下降， 同时 ＳＯＤ 活力的增强及

ＭＤＡ 生成的降低则表明细胞抗氧化能力的提高。 Ｎｒｆ２
信号通路是细胞应对氧化应激损伤的最重要机制之

一。 Ｔｅｌｏｒａｃｋ 等［２１］阐明了谷胱甘肽和 Ｎｒｆ２的相互作用

增加了角化细胞存活和加速伤口愈合。 Ｌｉ 等［２２］ 阐明

了酵母硒通过激活鸡的 Ｎｒｆ２ ／ Ｋｅａｐ１ 通路保护肾脏免

受霉菌毒素诱导的氧化损伤。 本研究证实了 １２０
μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２和 ＳｅＯＨ 共同处理 ＬＭＨ 细胞能激活 Ｎｒｆ２
信号通路。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验结果显示， Ｈ２Ｏ２单独处

理 ＬＭＨ 细胞后， 导致细胞内氧化还原失衡， 下调抗

氧化蛋白 Ｎｒｆ２以及 ＧＰＸ４ 的表达水平， 并上调 Ｋｅａｐ１
蛋白表达水平， 引起细胞凋亡或坏死。 ＳｅＯＨ 处理后

显著提高了 Ｎｒｆ２和 ＧＰＸ４ 的蛋白表达水平， 而降低了

Ｋｅａｐ１ 的蛋白表达水平， 提示 ＳｅＯＨ 更好地激活了

Ｎｒｆ２通路及下游抗氧化蛋白发挥抗氧化功能。 ＧＰＸ４
是人类首个发现的硒的生物活性酶， 该酶将有毒的过

氧化氢还原成无毒的羟基化合物， 保护细胞膜免受活

性氧的损伤。 在本研究中， Ｎｒｆ２ －Ｋｅａｐ１ 激活下游的

重要抗氧化原件 ＧＰＸ４ 的表达， 发挥重要的抗氧化保

护作用。 相关研究表明， ＲＯＳ 的积累可诱导 ＥＲＳ 激

活 ＰＥＲＫ 信号通路［２３］。 本研究中， Ｈ２ Ｏ２ 单独处理

２４ ｈ 后， ＬＭＨ 细胞中 ＧＲＰ７８、 ＰＥＲＫ、 ＡＴＦ４ 蛋白表

达水平均显著上调， 当 ＳｅＯＨ 处理后降低了上述 ＥＲＳ
标志物的蛋白表达。 以上结果表明， 氧化应激确实会

引起 ＥＲＳ， 并且 ＳｅＯＨ 能够缓解 ＥＲＳ。 本研究表明

ＳｅＯＨ 可使 Ｎｒｆ２ －Ｋｅａｐ１ 解离， 提高 Ｎｒｆ２的入核效率，
并且增加多种抗氧化硒蛋白的表达， 进而提高抗氧化

水平， 减少 ＲＯＳ 的产生， 从而降低 Ｈ２Ｏ２处理引起的

ＵＰＲ 反应。 一旦蛋白质被正确折叠， 它们就不能与

信号蛋白 ＰＥＲＫ、 ＩＲＥ１ 和 ＡＴＦ６ 竞争性结合 ＧＲＰ７８，

从而抑制 ＥＲＳ 的发生。

４　 结论

ＳｅＯＨ 可以保护 ＬＭＨ 细胞免于 Ｈ２Ｏ２引起的氧化

损伤。 ＳｅＯＨ 能激活 Ｎｒｆ２通路并且缓解 ＥＲＳ， 从而降

低细胞 ＲＯＳ 的生成， 并维持细胞活力和形态， 提高

细胞的抗氧化能力。 ＳｅＯＨ 作为一种新型饲料添加

剂， 在抗氧化、 缓解肝氧化损伤方面起到重要作用，
本研究为其在动物生产上的应用提供理论依据。
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