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烟酰胺单核苷酸对乙醇诱导L02细胞DNA损伤的
保护作用研究
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摘要：目的 探究烟酰胺单核苷酸（NMN）对乙醇诱导L02细胞DNA损伤的保护作用，为NMN辅助治疗酒精性肝病提

供依据。方法 采用不同浓度NMN（1、2、4和8 mmol/L）预处理L02细胞6 h后，暴露于0.4%乙醇12 h，分为对照

组、0.4%乙醇组和不同浓度NMN组。采用台盼蓝染色分析细胞活力，确定NMN作为保护剂的浓度；通过碱性彗星实

验、H2组蛋白家族X（γH2AX）免疫荧光检测和活性氧（ROS）检测评估NMN对乙醇诱导L02细胞DNA损伤的影响。

L02细胞暴露于0.4%乙醇12 h后，采用含保护浓度NMN的培养基继续培养，分为PBS对照组和NMN组，分别在0、2、
4、8、16和32 h检测细胞活力；通过碱性彗星实验评估NMN对乙醇诱导L02细胞DNA损伤修复的影响。结果 与对照

组比较，0.4%乙醇组L02细胞活力降低；与0.4%乙醇组比较，各浓度NMN组L02细胞活力升高（均Ρ<0.05）；4 mmol/L
及以上NMN组L02细胞活力与对照组差异无统计学意义（均Ρ>0.05），故选用4 mmol/L为NMN作为保护剂的浓度。与

对照组比较，0.4%乙醇组L02细胞尾矩增加，γH2AX免疫荧光相对强度和ROS相对水平升高（均Ρ<0.05）；与0.4%
乙醇组比较，4 mmol/L及以上NMN组 L02细胞尾矩缩短，γH2AX免疫荧光相对强度和ROS相对水平下降（均Ρ<

0.05）。随着4 mmol/L NMN干预时间增加，L02细胞活力逐渐升高，尾矩逐渐缩短；与PBS对照组比较，干预4 h及以

上NMN组L02细胞活力较高，尾矩较短（均Ρ<0.05）。结论 NMN以剂量依赖方式减轻DNA损伤，并以时间依赖方式

促进DNA损伤的修复，NMN对乙醇诱导肝细胞DNA损伤具有保护作用。
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Protective effects of nicotinamide mononucleotide on ethanol-induced
DNA damage in L02 cells
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Abstract: Objective To investigate protective effects of nicotinamide mononucleotide (NMN) on ethanol-induced DNA
damage in L02 cells, so as to provide the evidence for adjuvant therapy of NMN on alcoholic liver diseases. Methods
L02 cells were pretreated with different concentrations of NMN (0, 1, 2, 4 and 8 mmol/L) for 6 h, and then were ex⁃
posed to 0.4% ethanol for 12 h. The treated cells were divided into the control group, 0.4% ethanol group and differ⁃
ent concentrations of NMN groups. Cell viability was analyzed using trypan blue staining for determining the concentra⁃
tion of NMN as a protective agent. The effects of NMN on ethanol-induced DNA damage in L02 cells were evaluated
using immunofluorescence detection and reactive oxygen species (ROS) assay. L02 cells were exposed to 0.4% ethanol
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for 12 h, cultured in a medium containing a protective concentration of NMN, and divided into PBS group and NMN
group. Cell viability was detected at 0, 2, 4, 8, 16 and 32 h, and the effects of NMN on repairing ethanol-induced
DNA damage were evaluated by alkaline comet assay. Results The cell viability was lower in 0.4% ethanol group
than than in the control group, and was higher in different concentrations of NMN groups than in 0.4% ethanol group
(all P<0.05), with no significant difference in the cells viability between 4 mmol/L and higher concentrations of NMN
groups and the control group (all P>0.05). Therefore, 4 mmol/L NMN was selected as a protective agent. The cell tail
moments, relative immunofluorescence intensities of γH2AX and relative levels of ROS were higher in 0.4% ethanol
group than in the control group, and lower in 4 mmol/L and higher concentrations of NMN groups than in 0.4% etha⁃
nol group (all P<0.05). The cell viability was increased and the cell tail moment was shortened with the increase of
4 mmol/L NMN intervention time; and the cell viability in 4 h and more of NMN groups were higher, and the cell tail
moment were lower than that in PBS group (all P<0.05). Conclusions NMN attenuates DNA damage in a dose-depen⁃
dent manner and promotes the repair of DNA damage in a time-dependent manner. NMN has a protective effect on eth⁃
anol-induced DNA damage in hepatocytes.
Keywords: nicotinamide mononucleotide; ethanol; DNA damage; reactive oxygen species

乙醇氧化后产生乙醛，与 DNA 相互作用形成

N2-亚乙基-脱氧鸟嘌呤加合物，DNA 双链之间形成

链间交联，导致 DNA 损伤［1］。同时，乙醇暴露会增

加细胞内活性氧 （reactive oxygen species，ROS） 水

平，高水平 ROS 不仅导致线粒体损伤和功能紊乱，

还引起 DNA 损伤［2-3］。乙醇由乙醇脱氢酶（alcohol
dehydrogenase，ADH）催化生成乙醛，再由乙醛脱氢

酶 （aldehyde dehydrogenase，ALDH） 催化生成乙酸

而解毒。烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（nicotinamide ade⁃
nine dinucleotide，NAD+）又叫辅酶Ⅰ，是乙醇代谢

酶 ADH2 和 ALDH2 的辅助因子，也是体内重要的氧

化还原辅助因子和底物，提高 NAD+水平可减少组织

细胞氧化损伤［4］；同时，NAD+是其消耗酶 sirtuins 家

族和多聚 ADP 核糖聚合酶 1（poly ADP-ribose poly⁃
merase 1，PARP1）的底物，二者都参与 DNA 断裂

的损伤修复［5-6］。烟酰胺单核苷酸 （nicotinamide
mononucleotide， NMN） 是 一 种 天 然 NAD+ 前 体 ，

NMN 腺 苷 转 移 酶 （NMN adenylyltransferase，
NMNAT）催化 NMN 生成 NAD+。补充 NMN 可快速

增加细胞内 NAD+含量，促进 DNA 损伤修复［7］。本

研究通过乙醇处理 L02 细胞前后加入 NMN，评估

NMN 在 DNA 损伤预防及修复中的作用，为 NMN 辅

助治疗酒精性肝病提供依据。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器

L02 细胞来自杭州师范大学公共卫生学院实验

室。烟酰胺单核苷酸（GLPBIO，美国）；DMEM 高

糖培养基（BI，以色列）；胎牛血清（BI，以色列）；

胰酶（碧云天，上海）；台盼蓝（生工，上海）；无水

乙醇（国药，上海）；Gel-Red 核酸染料（碧云天，

上海）；Triton X-100（Biosharp，合肥）；磷酸盐缓冲

溶液 （PBS）（爱必信，上海）；正常熔点琼脂糖

（Biowest，西班牙）；低熔点琼脂糖（生工，上海）；

双抗（Hyclone，美国）；兔单克隆 H2A 组蛋白家族

X （H2A histone family member X， γH2AX） 抗 体

（Abcam，美国）；Alexa Fluor 633 山羊抗兔 IgG 抗体

（赛默飞，美国）；PBSTX 封闭溶液（碧云天，上海）；

DAPI 染色液 （碧云天，上海）；ROS 检测试剂盒

（碧云天，上海）。细胞培养箱（赛默飞，美国）；彗

星电泳槽（TREVIGEN，美国），ECLIPSE Ts2R 免疫

荧光显微镜（Nikon，日本），卡尔蔡司 LSM710 荧光

显微镜（CarlZeiss，德国）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养与分组

L02 细胞生长于含 10% 胎牛血清和 1% 双抗

（100 μg / mL 链 霉 素 与 100 U / mL 青 霉 素） 的

DMEM 高糖培养基中，在 5% CO2、37 ℃恒温培

养箱中常规培养。采用含不同浓度 NMN 的培养

基培养 L02 细胞 6 h 后，再用含 0.4% 乙醇的培养

基培养 12 h，分为对照组（正常培养）、0.4% 乙醇

组 （0 mmol/L NMN 组） 和不同浓度 NMN 组 （1、
2、4、8 mmol/L），研究 NMN 对乙醇诱导 L02 细胞

DNA 损伤的影响，并确定 NMN 作为保护剂的浓

度。将细胞暴露于含 0.4% 乙醇的培养基 12 h 后，

用含保护浓度 NMN 的培养基继续培养，分为 PBS
对照组和 NMN 组，分别在 0、 2、 4、 8、 16 和

32 h 收集细胞并研究 NMN 对乙醇诱导 L02 细胞

DNA 损伤修复的影响。

1.2.2 细胞活力检测
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采用台盼蓝染色分析各组 L02 细胞活力。200 μL
胰酶消化细胞，离心收集细胞后用 DMEM 高糖培养

基重悬，吸取 2 µL 细胞悬液与 20 µL 0.4% 台盼蓝

溶液混合，取 10 µL 混合液进行计数。活细胞不被

台盼蓝染色，死亡细胞可被染色，显微镜下计数活细

胞数和总细胞数。细胞活力（%） =（活细胞数/总细

胞数）×100%。

1.2.3 碱性彗星实验

采用 75 µL 的 70 ℃ 预热正常熔点琼脂糖

（0.65%）为第一凝胶层；取 10 µL 细胞（约 1×105

个）悬液与 75 µL 预热低熔点琼脂糖（0.65%） 37 ℃
下混合，取 10 µL 混合物为第二凝胶层，胶凝固后

移去盖玻片。载玻片浸入 4 ℃预冷的碱性裂解溶液

中 1 h 后取出，置于碱性电泳缓冲液的水平电泳室

中避光孵育 20 min 解链 DNA，最后电泳 （20 V，

20 min）。载玻片置于中和缓冲液中 15 min 后取出，

干燥后用 1×Gel-Red 对载玻片染色，ECLIPSE Ts2R
免疫荧光显微镜拍摄单细胞图像［8］。采用 Image J 软

件分析 100 个随机选择的细胞图像，通过尾矩分析

DNA 损伤情况。

1.2.4 γH2AX 免疫荧光检测

操作参考文献［9］，稍有改动。采用 4% 多聚甲

醛固定 L02 细胞 （约 3×105 个） 30 min， 0.1%
TritonX-100 破膜，并洗涤 3 次。采用含 1% 牛血清

白 蛋 白 的 0.1% PBSTX 封 闭 溶 液 于 室 温 下 孵 育

60 min，PBS 洗涤 3 次后与兔单克隆 γH2AX 抗体

（1∶500）于 4 ℃孵育 16 h，洗涤后加入 Alexa Fluor
633 山羊抗兔 IgG 抗体（1∶5 000）孵育 2 h。PBS
洗涤 3 次后，用浓度为 0.1 µmol/L 的 DAPI 对细胞

核染色 15 min。卡尔蔡司 LSM710 荧光显微镜单光

子共焦系统采集图像，Image J 软件分析 γH2AX 免

疫荧光相对强度。

1.2.5 ROS 检测

3×105 个 L02 细胞接种在 6 孔板中过夜，收集细

胞，去除原培养液，加入 ROS 荧光探针 DCFH-DA
（10 µmol/L） 300 μL 于 37 ℃培养箱中孵育 30 min
后，PBS 洗涤 3 次。胰酶消化后收集细胞，于 96 孔

酶标板中每孔加入 100 μL 细胞，采用荧光酶标仪检

测各孔光密度值（激发波长/发射波长=488/525 nm），

以对照组为参照，计算各组 ROS 相对水平。

1.3 统计分析

采用 SPSS 20.0 软件统计分析。定量资料服从正

态分布的采用均数±标准差（x±s）描述，组间比较

采用 t 检验或单因素方差分析，进一步两两比较采用

Dunnett-t 检验；不服从正态分布的采用中位数和四

分位数间距［M（QR）］描述，组间比较采用 Mann-
Whitney U 检验或 Kruskal-Wallis H 检验。以 Ρ<0.05
为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 各组 L02 细胞活力比较

与对照组比较，0.4% 乙醇组 L02 细胞活力降低

（Ρ<0.05）；与 0.4% 乙醇组比较，各浓度 NMN 组细

胞活力升高（均 Ρ<0.05），且细胞活力呈剂量依赖方

式升高。4 mmol/L 及以上 NMN 组 L02 细胞活力与

对照组差异无统计学意义 （均 Ρ>0.05）。故选用

4 mmol/L 为 NMN 作为保护剂的浓度。见表 1。
2.2 各组细胞尾矩、γH2AX 荧光相对强度和 ROS
相对水平比较

与对照组比较，0.4% 乙醇组 L02 细胞荧光染色

后单细胞尾矩增加，γH2AX 免疫荧光相对强度和

ROS 相对水平升高（均 Ρ<0.05）。与 0.4% 乙醇组比

较，4 mmol/L 及以上 NMN 组 L02 细胞荧光染色后

单细胞尾矩缩短，2 mmol/L 及以上 NMN 组 L02 细

胞内 γH2AX 荧光相对强度降低，各浓度 NMN 组

L02 细胞 ROS 相对水平降低（均 Ρ<0.05）。见表 1。

表 1 各组细胞活力和 DNA 损伤情况比较

Table 1 Comparison of cell viability and DNA damage in each group
组别

对照组

0.4%乙醇组

1 mmol/L NMN组

2 mmol/L NMN组

4 mmol/L NMN组

8 mmol/L NMN组

H/F值

P值

细胞活力/%
100.00±4.48
32.94±4.77①

50.77±6.43①②

71.13±7.04①②

87.03±6.27②

94.68±5.70②

40.840
<0.001

尾矩/μm
9.00（13.00）

44.00（48.00）①

42.00（59.00）①

34.00（55.00）①

16.00（38.00）①②

8.00（20.00）①②

110.150
<0.001

γH2AX荧光相对强度/%
32.94±5.85

100.00±5.49①

89.35±12.95①

65.01±4.82①②

57.80±5.17①②

50.77±7.88①②

32.380
<0.001

ROS相对水平

1.00±0.03
1.57±0.02①

1.12±0.01①②

1.09±0.02①②

1.06±0.04②

0.93±0.04②

146.300
＜0.001

·· 550



预防医学 2024年6月第 36 卷第6期 China Prev Med J, Jun. 2024, Vol. 36, No.6

注：①表示与对照组比较P＜0.05；②表示与0.4%乙醇组比较P＜0.05。尾矩采用M（QR）描述，组间比较采用Kruskal-Wallis H检验；细胞活

力、γH2AX荧光相对强度和ROS相对水平采用x±s描述，组间比较采用单因素方差分析。

2.3 NMN 干预不同时间各组细胞活力比较

随着干预时间增加，NMN 组 L02 细胞活力逐渐

升高；干预 4 h 及以上 NMN 组 L02 细胞活力高于

PBS 对照组（均 Ρ<0.05）。见表 2。

表 2 NMN 干预不同时间各组细胞活力比较（x±s）
Table 2 Comparison of cell viability in different groups of cells treated with NMN in different duration (x±s)

组别

PBS对照组

NMN组

t值

P值

细胞活力/%
0 h

20.15±1.70
20.50±2.38

0.234
>0.999

2 h
23.20±1.75
25.51±2.20

1.560
0.572

4 h
25.61±0.86
31.24±1.93

3.805
0.005

8 h
29.95±1.08
45.56±1.43

10.560
<0.001

16 h
36.84±0.89
56.45±1.03

13.940
<0.001

32 h
50.41±2.63
70.33±2.54

13.470
<0.001

2.4 NMN 干预不同时间各组细胞尾矩比较

随着干预时间增加，NMN 组 L02 细胞荧光染色

后单细胞尾矩逐渐缩短；干预 4 h 及以上 NMN 组单

细胞尾矩较 PBS 对照组短（均 Ρ<0.05）。见表 3。

表 3 NMN 干预不同时间各组细胞尾矩比较［M（QR）］

Table 3 Comparison of cell tail moments in different groups of cells treated with NMN in different duration [M (QR)]
组别

PBS对照组

NMN组

Z值

P值

尾矩/μm
0 h

104.00（78.50）
88.00（45.50）

1.430
0.153

2 h
67.00（94.25）
58.50（56.00）

1.038
0.299

4 h
67.00（92.50）
23.00（40.50）

3.915
<0.001

8 h
56.00（106.75）
17.00 （36.50）

4.177
<0.001

16 h
47.50（79.25）
12.50（28.75）

4.091
<0.001

32 h
25.50（71.25）
9.50（13.75）

3.945
<0.001

3 讨 论

乙醇代谢过程中，细胞内的氧自由基和脂质过氧

化物增加，氧化还原系统失衡，诱导 DNA 损伤、干

扰 DNA 复制从而致突变和致癌［10-11］。NMN 作为

NAD+的前体，在部分国家已被作为治疗 2 型糖尿病、

心血管病和阿尔茨海默病的辅助药物［7，12］。本研究

探究 NMN 对乙醇诱导肝细胞 DNA 损伤的保护作用，

发现 NMN 以剂量依赖方式减少 DNA 损伤，并以时

间依赖方式促进 DNA 损伤修复。

课题组相关研究结果显示，NMN 干预细胞 2 h
后可增加细胞内 NAD+含量，8 h 后仍高于对照组，

故本研究选择 NMN 预处理 6 h 后暴露于乙醇［13］。

结果显示，与 0.4% 乙醇组比较，不同浓度 NMN 组

细胞活力以剂量依赖方式升高，4 mmol/L 及以上

NMN 组与对照组细胞活力差异无统计学意义。故本

研究选择 4 mmol/L 为 NMN 作为保护剂的浓度用于

后续实验。结果显示，4 mmol/L NMN 呈时间依赖方

式恢复细胞活力。

NMN 预处理对乙醇诱导 L02 细胞 DNA 损伤影

响的结果显示，NMN 呈剂量依赖方式减轻 DNA 损

伤。通过碱性彗星实验和 γH2AX 免疫荧光结果发

现，乙醇诱导 L02 细胞出现 DNA 双链损伤。碱性彗

星实验被称为单细胞凝胶电泳实验，在单细胞水平上

检测 DNA 损伤，可以检测双链断裂［8］。DNA 损伤

越严重，荧光染色后可见彗星样尾长越长。与 0.4%
乙醇组比较，4 mmol/L 及以上 NMN 组 L02 细胞荧

光染色后单细胞尾矩缩短，提示 DNA 损伤程度减

小。γH2AX 免疫荧光检测是通过标记形成的产物

γH2AX，间接评估 DNA 双链断裂损伤。与 0.4% 乙

醇组比较，2 mmol/L 及以上 NMN 呈剂量依赖式降低

L02 细胞内 γH2AX 荧光相对强度，提示 DNA 损伤

程度降低。既往研究发现，DNA 产生双链断裂后无

效修复或错误修复可以引发基因组紊乱，最终导致肿

瘤、神经退行性疾病、心血管疾病及其他相关疾病的

发生［14］。

NMN 是 NAD+前体，NAD+是乙醇代谢酶的辅助

因子，增加 NAD+水平可减少组织的氧化损伤［15］。本
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研究结果显示，乙醇处理后细胞内 ROS 相对水平明

显升高，NMN 干预后以剂量依赖方式减少 L02 细

胞内 ROS 相对水平，在降低 DNA 损伤中发挥重要

作用。MIAO 等［16］ 也发现通过补充 NMN 可降低

ROS 水平抑制老化卵母细胞的 DNA 损伤和凋亡。

本研究通过比较 4 mmol/L NMN 组与 PBS 对照

组在不同时间的碱性彗星实验结果，评估 NMN 对

DNA 损伤的修复作用。结果显示，随着 4 mmol/L
NMN 干预时间增加，荧光染色后 L02 细胞尾矩逐渐

缩短；且 4 h 及以上 NMN 组单细胞尾矩均短于 PBS
对照组，32 h 时 PBS 对照组的 DNA 损伤水平仍较

高。提示补充 NMN 可以修复 DNA 损伤，可能与补

充 NMN 增强以 NAD+为底物的消耗酶 sirtuins 家族和

PARP1 等蛋白活性，增加细胞内 NAD+ 水平有

关［5，17］。
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