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3-硝基酪氨酸对HepG2细胞氧化还原状态的影响
余  静1  徐圆媛1  陈立立1  李竹青1  乐国伟1,2  施用晖1,2*  

(1江南大学食品学院食品营养与功能因子研究中心, 无锡 214122;
2江南大学食品科学与技术国家重点实验室, 无锡 214122)

摘要      为了确定3-硝基酪氨酸是否能促进细胞内产生氧化应激, 该文研究了不同浓度3-硝基

酪氨酸对HepG2细胞作用不同时间(6~48 h)后, 其对细胞活力、细胞内ROS(H2O2、O2
–)、细胞内总

抗氧化能力、细胞内抗氧化酶活力和脂质氧化的影响。结果表明, 在高浓度(300 μmol/L) 3-硝基酪

氨酸作用48 h后, 细胞活力下降至48.5%。同时, 3-硝基酪氨酸能显著提升细胞内ROS并降低细

胞内抗氧化酶活力, 同时造成细胞内脂质过氧化物大量积累, 最终使细胞线粒体膜电位去极化, 
并导致SirT3表达下调。损伤随着3-硝基酪氨酸含量的增加和反应时间的延长而加重。结果发现, 
3-硝基酪氨酸不仅作为蛋白质氧化产物, 还能进一步通过降低机体内抗氧化能力而导致细胞内

氧化应激加剧, 最终导致细胞凋亡。
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The influence of 3-Nitrotyrosine to Oxidative Stress in HepG2 Cell
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2The State Key Laboratory of Food Science and Technology, Jiangnan University, Wuxi 214122, China)

Abstract       In order to determine whether 3-nitrotyrosine can promote oxidative stress in cells, HepG2 cells 
were treated with 3-nitrotyrosine at different time and concentrations. And the cell viability, intracellular ROS (H2O2, 
O2

–), total antioxidant capacity of cells, intracellular antioxidant enzymes and lipid oxidation were tested. The re-
sults showed that, with high concentration (300 μmol/L) of 3-nitrotyrosine, the cell viability decreased to 48.5% 
when incubated for 48 h. Meanwhile, 3-nitrotyrosine greatly affected intracellular ROS, intracellular antioxidant 
enzyme activity, and intracellular lipid oxidation of the cells. And it was proportional to 3-nitrotyrosine content and 
reaction time. In addition, 3-nitrotyrosine reduced mitochondrial membrane potential, and the expression of SirT3. 
In conclusion, 3-nitrotyrosine acted not only as protein oxidation products, but also could exacerbate oxidative 
stress of the cells by reducing the antioxidant capacity of the body and eventually lead to apoptosis.
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3-硝基酪氨酸(3-NT)是酪氨酸氧化产物之一, 
其分子结构如图1所示。由于3-NT的结构比较稳

定, 一直都被作为过氧亚硝基阴离子(ONOO–)生成

的生物学标志物[1-2], 也被作为蛋白质损伤的标志性

产物。有研究证实, 蛋白质氧化后生成3-NT, 会对蛋

白质的结构和功能都造成破坏, 还会影响细胞和组

织的内环境平衡[3]。锰–超氧化物化物歧化酶(Mn-
SOD)中的Tyr-34硝基化将使Mn-SOD酶活力显著下

降。线粒体中三磷酸腺苷(ATP)酶和琥珀酰辅酶A硝

基化则使得呼吸链传递受到抑制, ATP合成减少, 细
胞活性受到抑制。目前研究表明, 3-NT与多类神经

退行性疾病呈正相关[4]; 更有文献表明, 3-NT能导致

pheochromocytoma(PC12)细胞凋亡, 并使细胞内出

现不可逆转的微管结构[5]。

用。人肝癌细胞株HepG2购自中国科学院上海生命

科学研究院细胞资源中心。

1.2   试剂及仪器

3-NT、链霉素、青霉素、谷氨酰胺、胰蛋

白酶 (美国Sigma公司 ); dulbecco’s modified eagle 
medium(DMEM)培养液、胎牛血清 (美国Gibco公司 ); 
二甲基亚砜、EDTA(国药化学试剂有限公司); CAT
试剂盒、MDA试剂盒、T-SOD试剂盒、GSH-Px活
力试剂盒(南京建成生物工程研究所)、JC-1线粒体

膜电位测定试剂盒(江苏碧云天公司); 测定与分析

用水均为超纯水。

数显恒温水浴锅(国华电器有限公司); 电热鼓

风干燥箱(上海安亭科学仪器有限公司);  CO2培养箱

(美国Thermo公司); 洁净工作台(苏州安泰空气技术

有限公司); 液氮罐(美国Thermo公司); 冷冻离心机

(美国Ependoff公司); 倒置显微镜(上海光学仪器五

厂);  BIO-RAD 680酶标仪(美国Bio-Rad公司); 实时

荧光定量PCR仪7900(美国应用系统公司)。
1.3   细胞培养

细胞形态为多边形, 贴壁生长, 每2~3 d传代1
次, 取对数生长期细胞用于实验[6-7]。

1.4   噻唑蓝(MTT)法检测细胞存活率

3-NT作用6, 12, 24, 48 h后, 每孔加入10 μL 5g/L
的MTT, 温育4 h, 去除培养液及MTT, 每孔加入150 μL 
DMSO, 震动1 min后测定各孔在波长570 nm处的D
值。对照组和实验组均设6个复孔[8]。

1.5   DCFH-DA法测定细胞内H2O2

作用完成后 ,  吸出培养液并用 PBS清洗 1遍 , 
换上终浓度为10 μmol/L的2’,7’-dichlorof luorescin 
diacetate(DCFH-DA)于培养箱孵育30 min。DCFH-DA
孵育结束后, 用PBS清洗2遍。并换上DMEM培养液, 
每孔100 μL。分别于488 nm激发波长、525 nm发射

波长检测荧光吸光度。

1.6   DHE法测定细胞内超氧化物阴离子

作用完成后, 吸出培养液并用PBS清洗1遍, 换
上终浓度10 μmol/L的Dihydroethidium(DHE)于培养

箱孵育30 min。DHE孵育结束后, 用PBS清洗2遍。

并换上DMEM培养液, 每孔100 μL。分别于300 nm
激发波长、610 nm发射波长检测荧光吸光度。

1.7   MDA、T-SOD、GSH-Px、CAT的测定

取作用后的细胞, 用PBS清洗2遍, 加入0.25%
胰蛋白酶和0.02% EDTA消化3~5 min, 制成细胞悬

O-

O

N+

HO

OH
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O

NH2

图1  3-硝基酪氨酸分子结构

Fig.1   Structure of 3-nitrotyrosine 

3-NT在细胞内一般由以下几种途径生成: (1)
ONOO–依赖的途径; (2)非ONOO–依赖的途径。而

非ONOO–依赖的途径又包括: (1)过氧化物酶(heme 
peroxidase)依赖途径; (2)铜/锌–超氧化物化物歧化酶

(Cu/Zn-SOD)催化途径; (3)过氧化氢酶(CAT)依赖途

径; (4)血红蛋白催化途径。

由于与3-NT相关的疾病多由于氧化应激所导

致, 3-NT作为在机体内残留氧化产物之一, 是否具

有进一步加剧氧化应激反应的功能还有待研究。本

研究使用不同浓度的3-NT对肝癌细胞(HepG2)进行

不同反应时间后细胞存活率的检测、细胞中活性氧

(ROS)产生量的检测、细胞内抗氧化酶活性和脂质

氧化程度的检测, 以探索3-NT是否导致细胞内氧化

应激。

1   材料与方法
1.1   材料

3-NT用二甲基亚砜(DMSO)配制成10 mmol/L
的母液, 再用培养液稀释成不同浓度, 于4 °C保存待
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液, 4 000 r/min离心5 min后收集细胞, 再用PBS清洗

1遍, 加入细胞裂解液[9-10] 4 000 r/min离心1 min, 取
上清液, 采用相应试剂盒测定细胞内MDA含量及T-
SOD、GSH-Px、CAT活性。

1.8   细胞线粒体膜电位的测定

分别用0 μmol/L、1×10–5 μmol/L、1×100 μmol/L
浓度的3-NT处理细胞, 采用碧云天JC-1试剂盒测试。

实验独立重复3次。

1.9   RT-PCR
按照Biozol提供的说明提取总RNA, 甲醛变性

电泳, 紫外分光光度计鉴定器质量和浓度, 反转录成

cDNA。SirT3正负链引物为: 5′-TCC CAT TCT TCT 
TTC ACA AC-3′、5′-ATG AGC TTC AAC CAG CTT 
T-3′。Nrf2正负链引物为: 5′-ACC CTT GTC ACC ATC 
TCA GG-3′、5′-TTG CCA TCT CTT TGC TG-3′。

扩增条件为: 95 °C, 5 min; 95 °C, 20 s; 62 °C, 
30 s; 72 °C, 20 s, 40个循环; 最后72 °C延伸2 min。
以β-actin作为内参基因进行荧光定量PCR。
1.10   数据统计

实验数据以mean±S.D.形式表示, 使用Gragh- 
pad prism统计软件对数据进行方差分析, 两组间的

数据比较采用t检验, P<0.05表示差异显著。

2   结果
2.1   3-NT对HepG2细胞存活率的影响

用不同浓度的3-NT对HepG2进行6, 12, 24, 48 h的
处理, 细胞存活率如图2所示。在用3-NT孵育6 h时后, 
300 μmol/L、200 μmol/L浓度下细胞存活率相比对照

组出现显著下降(P<0.05), 且时间越长, 下降越显著。

随着孵育时间的增加, 较低浓度的3-NT也使细胞存活

率显著降低, 孵育12 h后, 1 μmol/L浓度下存活率下降

达到显著(P<0.01)。孵育24 h后, 1×10–4 μmol/L浓度下

存活率下降达到显著(P<0.05); 而48 h时, 1×10–4 μmol/L
浓度下的存活率也出现显著下降(P<0.01)。说明高

浓度3-NT能使细胞在短时间出现较大死亡, 处理48 h
时半数致死剂量为300 μmol/L。而低浓度在长时间

孵育下也能使细胞出现一定程度的死亡。

2.2   3-NT对HepG2细胞内H2O2、O2
–的影响

细胞内过氧化氢(H2O2)、超氧化物阴离子(O2
–)

均为细胞内标志性ROS产物, 作为最灵敏的指标反

映细胞内氧化还原状态。由于细胞中ROS主要产生

于线粒体, 当线粒体内ROS过多而无法得到清除时, 

ROS则会透过线粒体膜到达细胞质, 产生较强的氧

化应激。而当ROS进入细胞质, 就可以采用荧光探

针进行检测。

用不同浓度3-NT对HepG2细胞进行24 h、48 h
的孵育后装载O2

–探针测定其荧光值强度。结果如

图3所示, 使用3-NT处理过的细胞内荧光值出现了

显著上升。处理12 h后, 细胞内荧光强度随着3-NT
浓度的升高而升高, 100 μmol/L浓度下达到最高点。

用3-NT处理细胞24 h后, 100 μmol/L组和1 μmol/L组
的荧光强度出现了少许下降, 而较低浓度组中荧光

强度出现了上升, 而荧光强度仍然与3-NT的浓度成

正比。当处理时间达到48 h时, 使用低浓度3-NT进行

处理的细胞出现了荧光值的高峰, 而原来荧光值最

高的100 μmol/L组则相较12 h出现了显著下降, 这是

由于在细胞在48 h的处理后, 该浓度组细胞存活率出

现了大幅度下降(图2), 而细胞活力的丧失直接导致

了荧光值的下降[11]。低浓度组荧光值随着时间的增

加而升高可能由于细胞内T-SOD活力随着时间降低

而下降, 细胞内O2
–无法清除并且逐渐积累加剧, 在相

应细胞存活率的条件下3-NT浓度为1×10–5 μmol/L组
达到最高点。

H2O2是O2
–的产物之一, 能够在细胞内转化为

更具危害性的羟基自由基( · OH)。对H2O2含量的

检测结果如图4所示。与O2
–的检测结果相似, H2O2

的含量同样在12 h、100 μmol/L组达到高峰, 并且荧

光值与3-NT浓度成正比。但随着处理时间的增加, 
低浓度处理的细胞内荧光强度随之升高, 并在48 h
时, 1×10–5 μmol/L组荧光值强度再次达到高峰。其

原因可能在于, 较高浓度3-NT能在短时间内对线粒

体造成一定破坏, 从而造成ROS大量泄露, 进而导致
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图2  3-NT对HepG2细胞存活率的影响

Fig.2  The influence of 3-NT to HepG2 cells viability
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细胞死亡, 并直接导致荧光值降低。有研究表明, 游
离的3-NT能与H2O2介导, 导致DNA损伤、蛋白质合

成受损, 影响细胞功能[12]。而随着时间的增加, 在短

时间未表现出毒性的浓度也能与细胞内H2O2介导产

生更大的损伤, 导致线粒体破坏加剧, 细胞内ROS急
剧升高, 造成氧化应激。

2.3   3-NT对HepG2细胞内抗氧化能力的影响

上述结果表明, 3-NT能造成细胞液内ROS急剧

升高。而细胞内的ROS可以被抗氧化机制所清除, 
故3-NT是否对细胞内抗氧化机制造成影响也值得

进一步探究。

正常生理状况下, 细胞内ROS生成和清除处于

动态平衡, 但是, 一旦抗氧化功能降低或者ROS过多

都能引起细胞氧化应激使细胞受到损伤。细胞内总

超氧化物歧化酶(T-SOD)能清除O2
–, 保护细胞抵御

氧化应激。3-NT对细胞内T-SOD的影响如图5所示, 

细胞内T-SOD活力随着3-NT处理时间的增加而减

弱。随着3-NT浓度的增加细胞内T-SOD的活力也随

之降低。
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Fig.3  The influence of 3-NT to the O2
– of HepG2 cells
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谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)和CAT是细胞

内抗氧化物酶类, 主要分解细胞内过氧化物。当用

3-NT处理细胞12 h后, 1×10–6 μmol/L组的GSH-Px和
CAT活力均出现了升高(图6和图7)。而在3-NT浓度

处于1×10-3 μmol/L条件下, 细胞内GSH-Px和CAT活
力出现了急剧升高。而100 μmol/L浓度下却相较对

照组变化不显著。这说明, 使用1×10–6 μmol/L的浓

度处理细胞, 在12 h后, 细胞内ROS已经从线粒体内

泄露进入细胞质, 但此时细胞质内GSH-Px和CAT
足以清除细胞内ROS。但当3-NT浓度上升, 线粒体

ROS泄露加剧, 细胞内GSH-Px和CAT合成相应加

剧, 而此时ROS还未完全失控。当浓度进一步升高

为100 μmol/L, 细胞内ROS已经处于失调状态(图4), 
GSH-Px和CAT酶活相较1×10–3 μmol/L受到强烈的抑

制。随着孵育时间的延长, 细胞内GSH-Px和CAT酶
活也随之下降。

2.4   3-NT对HepG2细胞内脂质过氧化物含量的

影响    
反映细胞内氧化应激的一个重要标志即为细

胞内多不饱和脂肪酸的过氧化反应, 其中丙二醛

(MDA)是其中重要的反应产物, 它能与细胞内蛋白

质反应造成蛋白质的交联。

3-NT对细胞内MDA的影响如图8所示。总体来

看, 细胞内MDA含量随着3-NT浓度的升高而升高, 
并与孵育时间成正比。这说明, 3-NT浓度的升高和

加入3-NT后孵育时间的增长均造成了细胞内脂肪

氧化加剧, 这也进一步说明了细胞内抗氧化机制已

经不能清除ROS, 细胞内形成了氧化应激。

2.5   3-NT对HepG2细胞线粒体膜电位的影响

线粒体是细胞进行氧化磷酸化、有氧呼吸、电

子传递、三羧酸循环并产生能量的重要场所, 其功

能性的变化影响细胞各个成分的协调运作并危及细

胞的生命活动。线粒体的损伤决定了细胞的损伤程

度[13]。在细胞凋亡的过程中往往伴随着线粒体跨膜

电位的破坏, 这被广泛认为是细胞凋亡过程中最早

发生的事件之一。

3-NT对细胞线粒体膜电位的影响如图9所示。

其中FL1-H表示绿色荧光强度, FL2-H表示红色荧光

强度。图9中A、B、C、D分别对应对照组、3-NT
浓度1×10–5 μmol/L组、3-NT浓度100 μmol/L组和阳

性对照组(均采用HepG2细胞)。正常细胞, 膜电位正

常时, JC-1通过线粒体膜极性进入线粒体内, 并因浓

度升高而形成发射红色荧光的多聚体(图9A), 而凋

亡细胞, 线粒体跨膜电位去极化, JC-1从线粒体内释

放, 浓度降低, 逆转为发射绿色荧光的单体形式(图
9D)。图10表示红色荧光和绿色荧光的比值, 由图可

知, 随着3-NT浓度的增加, 细胞中绿色荧光逐渐增

*/#P<0.05, ***P<0.005, 与control组比较。

*/#P<0.05, ***P<0.005 compared with control group.
图6  3-NT对HepG2细胞内GSH-PX含量的影响

Fig.6  The influence of 3-NT to the GSH-PX of HepG2 cells

*/+P<0.05, ##/++P<0.01, ***P<0.005, 与control组比较。

*/+P<0.05, ##/++P<0.01, ***P<0.005 compared with control group.

图7  3-NT对HepG2细胞内CAT含量的影响

Fig.7  The influence of 3-NT to the CAT of HepG2 cells
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图8  3-NT对HepG2细胞内脂质氧化的影响

Fig.8  The influence of 3-NT to the lipid oxidation of HepG2 cells
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多, 而红色荧光减弱。可以确认高浓度的3-NT可以

造成膜电位的破坏, 进而可能造成细胞的凋亡。

由于3-NT能够造成细胞内ROS的增加, 并且降

低抗氧化酶类活性, 可以推测, 3-NT能够造成细胞

内氧化应激并最终导致细胞凋亡。

2.6   3-NT对HepG2细胞SirT3、Nrf2的影响

依赖于烟酰胺腺嘌呤二核苷酸的去乙酰化酶

Sirtuin-3(SirT3)能使线粒体内相关的乙酰化蛋白脱

乙酰基, 还能增加ROS清除酶活性来维持线粒体的

稳定性。转录调节因子核细胞系因子2相关因子

(Nrf2), 是一种对氧化还原反应敏感的转录因子, 可
以通过促进基因表达, 来转录翻译产生一些抗氧化

物, 如γ-谷氨半胱氨酸合成酶(γ-GCS)、SOD、血红

素氧合酶(HO-1)、谷胱甘肽S转移酶(GSTs)等[14]。

3-NT对细胞作用48 h后细胞内SirT3、Nrf2表
达的影响如表1所示。3-NT能使细胞内SirT3、Nrf2
表达均下调, 并与3-NT的浓度呈正比。推测, 细胞内

抗氧化酶类合成受到抑制同时线粒体功能出现障碍

与SirT3与Nrf2表达下调有关。

3   讨论
本研究使用较大范围浓度的3-NT对HepG2细

胞进行处理。结果显示高浓度的3-NT具有一定的细

胞毒性, 在处理48 h时, 其半数致死剂量为300 μmol/L。
在保证细胞处于一定活力的浓度下, 测量了3-NT对
细胞内O2

–和H2O2含量的影响。结果显示, 3-NT均能

造成细胞内两种ROS显著增高, 并且低浓度3-NT在
与细胞共同孵育48 h以后也能造成细胞内两种ROS
的显著升高。Krainev等[15]也证实, 3-NT能到导致

O2
–大量生成。由此可以推测, 3-NT在细胞内不能

被代谢分解, 或者分解能力极弱, 而使得3-NT在细

胞内存在慢性毒性作用。

A: 空白对照; B: 10-5 μmol/L 3-硝基酪氨酸; C: 100 μmol/L 3-硝基酪氨酸; D: 阳性对照。

A: control; B: 10-5 μmol/L 3-nitrotyrosine; C: 100 μmol/L 3-nitrotyrosine; D: positive control. 
图9  3-NT对HepG2细胞线粒体膜电位的影响

Fig.9  The influence of 3-NT to the mitochondrial membrane potential of HepG2 cells

**P<0.01, ***P<0.005, 与control组比较。

**P<0.01, ***P<0.005 compared with control group.
图10  3-NT对HepG2细胞线粒体膜电位的影响

Fig.10  The influence of 3-NT to the mitochondrial 
membrane potential of HepG2 cells

表1  3-NT对HepG2细胞内SirT3、Nrf2表达的影响

Table 1  The influence of 3-NT to the expression of 
SirT3/Nrf2 in HepG2 cells

组别

Group
线粒体乙酰化酶3
SirT3

核转录因子E2相关因子2
Nrf2

Control 1.00±0.13 1.00±0.05

3-NT 10-6 μmol/L 0.85±0.07 0.83±0.06*

3-NT 10-5 μmol/L 0.79±0.06** 0.81±0.05*

3-NT 10-3 μmol/L 0.73±0.10** 0.73±0.08**

3-NT 10-1 μmol/L 0.44±0.10*** 0.61±0.07***

3-NT 100 μmol/L 0.14±0.02*** 0.25±0.05***

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.005, 与control组比较。

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.005 compared with control group.
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细胞内酶活的结果显示, 在长期作用效果下, 
3-NT对细胞内抗氧化酶类均产生了抑制作用。其原

因可能是由于3-NT能与酶类结合而使得细胞内酶

活降低, 另一方面可能是由于3-NT使细胞内抗氧化

酶类基因表达下调。同时, 3-NT能造成细胞内MDA
含量升高。由于脂质过氧化物MDA可以与巯基、

亚氨基结合, 使依赖这两种基团的酶类酶活受到抑

制。而此时抗氧化酶类酶活也显著降低, 酶活性降

低的原因可能是综合的。但是利用低浓度3-NT处理

48 h后未对细胞造成大量死亡。可以推测, 在低浓

度下这种损伤不会造成细胞大量不可修复的损伤, 
而这种条件可能被抗氧化剂所修复。

细胞线粒体是细胞能量的生成器, 对于生物体

而言是非常重要的细胞器, 线粒体的功能和许多疾

病的发生密切相关, 包括糖尿病和肥胖等代谢综合

征。上述实验显示, 3-NT能使HepG2细胞内膜电位

出现显著的去极化作用, 并且随着浓度升高作用越

显著, 说明3-NT破坏了线粒体功能, 并可能与一系

列能量代谢类疾病有关。另一方面, 线粒体膜电位

的变化是细胞凋亡的一个重要早期事件, 说明3-NT
在一定程度上导致了细胞凋亡的发生。Montalto de 
Mecca等[16]研究表明, 当肝脏细胞内硝基酪氨酸积聚

过多会导致细胞DNA损伤进而导致凋亡。

细胞内SirT3的表达降低一方面是细胞内抗氧

化酶类活性降低的一个重要原因, 另一方面, SirT3
起到保护线粒体的重要作用, 而3-NT导致细胞内

SirT3表达显著降低, 并随着3-NT浓度升高, 表达的

抑制作用越显著。可以推测, 3-NT导致细胞内线

粒体膜电位降低是通过抑制SirT3的表达而产生。

Someya等[17]研究表明, SirT3基因敲处后的小鼠抗氧

化能力减弱, DNA损伤加剧。 
综上所述, 3-NT能造成HepG2细胞出现氧化应

激, 同时, 3-NT的浓度与反应时间呈正比, 并且在长

期作用效果下3-NT能造成细胞内抗氧化酶类酶活

力受到抑制, 从而使细胞内MDA积累加剧, 最终导

致细胞凋亡。
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