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H2O2通过钙稳态失调诱导小鼠胚胎肝细胞凋亡
赵  培1  闫晓风2  王晓玲2*

(1上海中医药大学教学实验中心, 上海 201203; 2上海中医药大学基础医学院生物教研室, 上海 201203)

摘要      该文研究了体外培养肝细胞内钙离子浓度改变对细胞存活率、凋亡和增殖的影响。

建立了H2O2诱导小鼠胚胎肝细胞损伤模型, CCK-8检测细胞存活率, Fura-2/AM负载检测细胞内

[Ca2+]i; 免疫荧光和Western blot分别检测STIM1和Orai1在细胞内的定位和含量; 流式细胞术检测细

胞凋亡; Brdu掺入检测细胞增殖。结果显示, H2O2刺激后细胞存活率降低为对照组的73%, 凋亡细

胞比例增加, 增殖细胞数目显著减少, 细胞内[Ca2+]i升高, STIM1和Orai1蛋白质水平增加, 且STIM1
可与Orai1蛋白质共定位。2-APB预处理组可以降低细胞内[Ca2+]i, 减少STIM1和Orai1蛋白质表达

水平, 抑制STIM1和Orai1蛋白质的相互作用。结果表明, H2O2可通过影响细胞内钙离子稳态导致

细胞凋亡。
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H2O2 Induced Hepatocyte Apoptosis by Intracellular Calcium Homeostasis

Zhao Pei1, Yan Xiaofeng2, Wang Xiaoling2*
(1Experiment Center for Teaching & Learning, Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 201203, China; 

2Department of Biology, School of Basic Medicine, Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 201203, China)

Abstract       This work was aim to investigate the effect of intracellular calcium homeostasis on apoptosis in 
hepatocytes. H2O2 was used to induce hepatocyte injury, CCK-8 assay was used to measure cell viability. Cytosolic 
free calcium ion concentration was determined by Fura-2/AM. The cell proliferation and intracellular colocalization 
of STIM1 and Orai1 were detected by immunofluorescence. The expressions of STIM1, Orai1, Bax were evaluated 
by Western blot. Apoptosis was assayed with flow cytometry. Our results indicated that after exposure to H2O2, cell 
viability reduced to 73%, the number of apoptotic cells increased but proliferating cells reduced. Compared with the 
control, the intracellular [Ca2+]i in H2O2-treated cells was significantly increased, protein expression of STIM1 and 
Orai1 was up-regulated, colocalization of STIM1 and Orai1 was increased; while the 2-APB treatment could reduce 
[Ca2+]i, down-regulate protein expression of STIM1 and Orai1 and decrease the colocalization of STIM1 and Orai1. 
Our study suggested that H2O2 could induce cell apoptosis by cellular calcium homeostasis.

Keywords       hepatocyte; H2O2; calcium homeostasis; apoptosis

在非兴奋细胞中, 钙池操纵的钙离子通道

(store-operated Ca2+ channels, SOCs)是细胞外钙离

子进入细胞内的主要通道。内质网上的钙离子感

受器基质交感分子1(stromal interaction molecules 
1, STIM1)和细胞质膜上的钙离子释放激活钙离子

通道蛋白Orai1, 是构成SOCs的主要成分[1]。2-氨
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基乙酯二苯基硼酸(2-aminoethoxydiphenyl borate, 
2-APB)可直接抑制SOCs的表达, 从而阻断细胞外钙

离子的内流, 因此, 2-APB是该通道的特异抑制剂[2]。

钙离子是细胞内重要的第二信使, 细胞内钙稳态对

细胞的正常生理活动非常重要, 当某些因素导致细

胞内钙稳态失调时, 可造成细胞各种功能改变, 甚至

诱导细胞凋亡[3-4]。细胞凋亡与细胞内钙稳态失调密

切相关。

细胞内活性氧(reactive oxygen species, ROS)是
细胞内代谢过程的重要中间产物, 体内过量的ROS
可激发细胞凋亡[5], 其诱发凋亡可发生在凋亡过程

的各环节。细胞凋亡过程中同时存在胞内Ca2+浓

度上升和ROS的过度产生, 虽然Ca2+水平的升高和

ROS堆积都是细胞凋亡中的重要事件, 但ROS是否

可促发Ca2+内流仍存在争议。本研究利用过氧化氢

(hydrogen peroxide, H2O2)刺激小鼠胚胎肝细胞, 观
察细胞损伤时钙离子通过SOCs的内流以及细胞内

钙稳态对细胞凋亡的影响。

1   材料与方法
1.1   材料

小鼠胚胎肝细胞(BNL.Cl2)购自中国科学院上

海细胞库; DMEM高糖培养基和胎牛血清购自美国

Gibco公司; 钙离子荧光探针Fura-2/AM和CCK8购自

日本株式会社同仁化学研究所; 30% H2O2(1001218)
购自国药公司; BCA蛋白定量试剂盒(P0010)、SDS-
PAGE凝胶配制试剂盒、蛋白预染Marker、ECL
化学发光试剂盒、4′6-二脒基-2-苯基吲哚(4′6-
diamidino-2-phenylindole, DAPI)购自碧云天生物技

术研究所; STIM1抗体和GAPDH购自Cell Signaling
公司; Orai1抗体购自Abcam公司; 辣根标记山羊

抗兔IgG二抗和5-溴脱氧尿嘧啶核苷(5-bromo-2-
deoxyuridine, Brdu)、2-APB购自美国Sigma公司。

1.2   方法

1.2.1   CCK-8测定细胞存活率      将细胞接种于96孔
板(2 000/孔), 24 h后用不同浓度H2O2(100, 200, 300, 
400, 500 µmol/L)处理4 h; 选择400 µmol/L H2O2在不

同时间点(0, 1, 2, 3, 4 h)处理细胞。每组设4个复孔, 
每个实验重复3次。每孔加入10 µL CCK-8溶液, 于
37 °C孵箱内孵育2 h后再用酶标仪测吸光度(D450), 
细胞存活率=(处理组吸光度−空白对照组吸光度)/
(正常对照组吸光度−空白对照组吸光度)×100%。

1.2.2   钙离子成像系统检测[Ca2+]i      细胞接种于激

光共聚焦培养皿, 培养24 h后弃培养液, Hank’s液洗

涤2次; 加入Fura-2/AM工作液(终浓度5 µmol/L), 避
光, 37 °C孵育30 min; 弃工作液, Hank’s洗涤1次; 再
加入Hank’s洗涤20 min。将细胞放入显微镜载物台上, 
应用双波长340 nm和380 nm激发, 发射波长510 nm, 
每隔10 s扫描一次, F0表示基线稳定时340/380的比

值, F表示每次扫描的340/380比值, 以F/F0来反映钙

离子荧光强度, 实验重复3次。

1.2.3   细胞免疫荧光检测STIM1、Orai1共定位和

细胞增殖      400 µmol/L H2O2刺激2 h后, 弃培养液, 
PBS洗细胞2次, 4%多聚赖氨酸室温固定30 min; 加入

0.2% Triton X-100室温透化30 min; 马血清室温封

闭30 min; 加入一抗(STIM1 1:100、Orai1 1:20), 4 °C孵
育过夜; 加入二抗(1:200), 37 °C孵育2 h; DAPI室温染

核2 min; 抗淬灭剂30 µL封片; 荧光显微镜下观察, 拍
照。

细胞接种于96孔培养板(2 000/孔), 经400 µmol/L 
H2O2刺激2 h, 弃上清, 加入Brdu处理24 h后, 4%多聚

赖氨酸固定细胞, 加一抗, 4 °C过夜, PBS洗涤, 二抗

室温孵育30 min, PBS洗涤, DAPI染核, 加抗淬灭剂

30 µL, 荧光显微镜下观察并拍照。

1.2.4   Western blot检测STIM1、Orai1、Bax蛋白质

水平      400 µmol/L H2O2刺激2 h后, 用预冷的PBS洗
涤细胞2次, 加入RIPA裂解细胞,  BCA试剂盒测定总

蛋白浓度。SDS-PAGE电泳, 湿法转膜转印蛋白质

至PVDF膜上, 5%脱脂奶粉室温封闭2 h, 加入相应一

抗(STIM1 1:1 000, Orai1 1:500, Bax 1:1 000, GAPDH 
1:3 000), 4 °C孵育过夜, TBST洗涤3次, 加入HRP标
记的二抗(1:3 000)室温孵育2 h, TBST洗涤3次, ECL
发光显影, 运用Image J图像分析软件对条带进行灰

度分析, 目的蛋白与内参GAPDH/β-actin的灰度比值

来代表各自的蛋白质含量。实验重复3次。

1.2.5   流式细胞检测      将细胞接种在直径为60 mm
的培养皿中, 400 µmol/L H2O2刺激2 h后, PBS洗涤细

胞, 0.25%胰蛋白酶消化细胞, 离心后, 将细胞重悬在

1×Annexin V binding buffer中(确保细胞浓度1×106/mL), 
加入5 µL Annexin V和5 µL PI, 室温避光孵育15 min, 
置冰上, 轻轻混匀, 1 h内上机检测。

1.2.6   统计学分析      实验数据采用SPSS 15.0软件

进行分析, 结果以平均值±标准差表示, 组间均数比

较采用单因素分析(ANOVA), P<0.05表示差异具有

统计学意义。
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2   结果
2.1   H2O2对细胞存活率的影响  

如图1A所示, 不同浓度(100, 200, 300, 400, 
500 µmol/L) H2O2处理小鼠胚胎肝细胞4 h, 细胞存

活率分别为正常对照组的89.9%、84.4%、81.1%、

73%和70%, 随H2O2浓度的升高小鼠胚胎肝细胞的

存活率逐渐下降。以400 µmol/L H2O2处理小鼠胚

胎肝细胞不同时间(1, 2, 3, 4 h), 结果发现, 细胞的存

活率分别为正常对照组的93.9%、81.3%、77.5%和

73%, 随时间的延长, 小鼠胚胎肝细胞的存活率逐渐

下降(图1B)。结果表明, H2O2对小鼠胚胎肝细胞的

存活率影响呈剂量和时间依赖性。

2.2   H2O2刺激对细胞[Ca2+]i的影响 
为了检测H2O2对细胞内钙离子浓度的影响, 采

用钙离子荧光探针Fura-2/AM在波长340/380的荧光

强度比值代表钙离子的浓度。细胞内基础钙离子

浓度稳定后, 加入400 µmol/L H2O2于培养液中, 可
见340/380比值随时间进程明显上升, 提示细胞内钙

离子浓度持续增加; 与H2O2组比较, 2-APB显著降

低H2O2刺激增高的细胞内[Ca2+]i水平。选择300 s
记录的340/380比值进行统计学分析, 并与细胞内基

础钙离子浓度比较, 发现H2O2组[Ca2+]i显著增加, 而
2-APB组较H2O2组[Ca2+]i明显降低(P<0.05)(图2)。
2.3   H2O2对细胞STIM1和Orai1蛋白质定位的影响  

STIM1在细胞内定位于内质网, Orai1定位于细

胞膜。当STIM1移位到质膜附近与质膜上的Orai1蛋
白结合, 可促使SOCs通道开放, 发生细胞外钙离子

内流。对照组中STIM1与Orai1表达水平较低, 且共

定位不明显; 而H2O2组STIM1与Orai1不仅表达水平

增加, 且明显发生共定位, 表明H2O2作用后, STIM1
由细胞内均匀分布逐渐移向细胞膜, 且与膜蛋白质

Orai1结合; 2-APB预处理组STIM1和Orai1蛋白质表

达水平显著降低并且二者的共定位也不明显(图3)。
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A: 不同浓度H2O2处理小鼠胚胎肝细胞4 h后的细胞存活率; B: 400 µmol/L H2O2处理小鼠胚胎肝细胞不同时间的细胞存活率。

A: the viability of hepatocytes treated with different concentration of H2O2 for 4 h; B: the viability of hepatocytes treated with 400 µmol/L H2O2 treated 
hepatocytes for different time.

图1   H2O2对肝细胞存活率的影响

Fig.1   The effect of H2O2 on hepatocytes viability

A: 基线稳定后, 400 µmol/L H2O2加入培养上清液, 每10 s扫描一次荧

光强度; B: 300 s时荧光强度比值, *P<0.05, #P<0.05。
A: 400 µmol/L H2O2 was added to medium after the baseline was stable, 
the fluorescence intensity was acquired at 10 s intervals; B: the ratio of 
fluorescence intensity at 300 s, P<0.05, #P<0.05.

图2   H2O2和2-APB对细胞内[Ca2+]i的影响

Fig.2   Effect of H2O2 and 2-APB on intracellular [Ca2+]i
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图3   H2O2诱导STIM1从胞质到质膜与Orai1结合

Fig.3   H2O2 induced STIM1 from plasma to membrane and combined with Orai1

A: Western blot检测STIM1和Orai1蛋白质表达水平; B: STIM1和Orai1蛋白质条带的定量分析, *P<0.05, #P<0.05。
A: the expressions of STIM1 and Orai1 in hepatocytes detected by Western blot; B: quantitative analysis of optical densities of STIM1 and Orai1 levels 
and normalized to the expression of GAPDH, *P<0.05, #P<0.05.

图4   Western blot检测STIM1和Orai1表达的变化

Fig.4   The changes of STIM1 and Orai1 detected by Western blot 
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2.4   H2O2对细胞SOCs通道蛋白质表达水平的影响  
与对照组比较, H2O2刺激组明显增加细胞

STIM1及Orai1蛋白质表达水平(P<0.05)。与模型

组比较, 2-APB预处理组明显降低H2O2刺激升高的

STIM1及Orai1蛋白质表达水平(图4)。
2.5   H2O2对细胞凋亡的影响  

对照组细胞早期和晚期凋亡率分别为0.72%和

3.76%, 经400 µmol/L H2O2处理后, 细胞的早期凋亡

率增加到3.39%, 晚期凋亡率增加到10.57%, 显示凋

亡细胞数目增加。Bax是Bcl-2家族的促凋亡蛋白质, 
也是细胞损伤和刺激的传感器, Western blot结果显

示, H2O2刺激后细胞Bax蛋白质水平显著升高(图5)。
2.6   H2O2对细胞增殖的影响

Brdu掺入正在合成DNA的细胞, 而DAPI可染

色细胞核, 共定位结果可见H2O2作用后, 增殖的肝细

胞数目明显较正常对照组细胞数目减少(图6)。

3   讨论
在我国, 除了有1.2亿病毒性肝炎携带者外, 酒

精性和非酒精性肝炎、脂肪肝、肝硬化、肝癌等肝

脏疾病的发病率也非常高, 严重威胁人们的健康。

肝细胞是肝脏中含量最丰富的实质细胞, 因此, 肝细
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胞损伤是各种肝脏疾病常见的病理基础。在众多导

致肝细胞损伤的因素中, ROS引发的过氧化损伤在

肝细胞损伤中起着非常重要的作用。H2O2是一种

强氧化剂, 是ROS重要的一员, 常被应用于诱导过氧

化损伤的实验模型中[6-7]。在本实验中, 400 µmol/L 
H2O2刺激肝细胞, 发现细胞存活率显著降低, 细胞增

殖减少, 细胞凋亡增加。

有研究表明, 过氧化损伤可使细胞内钙离子浓

度增加, 进而加速细胞的损伤[8-9]。神经元、心肌等

可兴奋细胞中Ca2+通道的研究比较成熟, 但非兴奋

细胞Ca2+通道研究较少且尚无成熟理论。SOCs是包

括肝细胞在内的非兴奋细胞胞外钙离子内流的主要

通道。STIM1和Orai1是构成SOCs的关键分子。在

细胞静息时, STIM1和Orai1分别均匀分布在内质网

和质膜上, STIM1可结合Ca2+; 当内质网Ca2+浓度降

低时, STIM1与Ca2+解离, 导致构象改变, 继而迅速引

起多个STIM1分子相互结合形成STIM1寡聚体。这

些STIM1寡聚体在其C-末端富含碱性氨基酸靶向细
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A: 流式细胞术检测肝细胞凋亡; B: Western blot检测Bax蛋白质变化; C: 灰度比值分析, *P<0.05。
A: flow cytometry analysis of cell apoptosis in hepatocytes; B: Bax levels detected by Western blot; C: quantitative analysis of optical densities of Bax 
levels and normalized to the expression of β-actin, *P<0.05.

 图5  H2O2诱导肝细胞凋亡

Fig.5   Apoptosis in hepatocytes induced by H2O2

图6   H2O2抑制肝细胞增殖

Fig.6  Proliferation in hepatocytes induced by H2O2
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胞膜序列引导下易位至ER(内质网)-PM(细胞膜)连
接处, 聚集分布, 形成STIM1斑点。STIM1斑点直接

或者通过某种分子激活Orai1, 使Orai1聚合至STIM1
斑点的胞膜对应处, 形成STIM1/Orai1复合物继而

SOCs通道开放, 引起细胞外钙离子内流[10]。本研究

发现, H2O2可诱导Ca2+浓度增高, 增加STIM1和Orai1
蛋白质水平, 并促使STIM1蛋白质易位至ER-PM连

接处与Orai1蛋白质相互作用, 提示钙离子的内流与

SOCs通道开放有关。

钙离子通道阻断剂2-APB是一种具有细胞膜通

透性的有机化合物, 是研究钙离子通道的重要工具

药物。有研究认为, 2-APB可以直接与SOCs相互作

用, 对SOCs的选择性很强, 对其他钙通道没有明显

作用[11]。黄昌州等[12]通过将不同浓度的2-APB直接

加至肝细胞周围, 发现Isoc(SOCs电流)被2-APB抑制

并呈浓度依赖性增强, 提示2-APB能直接抑制人肝

细胞的Isoc。另有文献报道, 2-APB可抑制STIM1易
位到ER-PM连接处形成STIM1斑点, 直接阻断Orai1
介导的Ca2+内流[13]。我们的研究发现, 2-APB可减

少STIM1和Orai1蛋白质的表达水平, 抑制STIM1蛋
白易位与Orai1蛋白相互作用, 进而抑制H2O2诱导的 
Ca2+内流, 提示H2O2诱导的Ca2+内流可通过SOCs通
道实现。

总之, 本研究结果显示, H2O2刺激可诱导肝细胞

增加SOCs通道蛋白分子STIM1和Orai1的表达, 促进

STIM1移位至细胞膜并与膜上的Orai1相互作用, 导
致SOCs通道开放, 细胞外Ca2+流入细胞内, 使细胞内

钙离子浓度增高——钙稳态失调, 最终不仅使肝细

胞增殖能力降低, 而且促使肝细胞凋亡。 
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