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穿山龙水提物调控 Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２通路抗 ＣＣｌ４
诱导小鼠急性肝损伤作用研究
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摘要　目的：评价穿山龙水提物（ＡＥＤＮ）通过对 Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２信号通路的调控实现对 ＣＣｌ４诱导小鼠急性肝损伤的保护作
用。方法：穿山龙药材经水提取浓缩蒸干即为ＡＥＤＮ，采用紫外可见分光光度法测定提取物中多糖含量。雄性昆明小鼠
经ＡＥＤＮ连续灌胃给药７ｄ后，腹腔注射０３５％ ＣＣｌ４橄榄油溶液诱导急性肝损伤，评价ＡＥＤＮ对ＣＣｌ４诱导急性肝损伤氧
化应激相关指标的影响，并检测ＡＥＤＮ对Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２信号通路的调控作用。结果：ＡＥＤＮ的提取率为９６４％，其中多糖含
量为（５３０３±０７０）％。在ＣＣｌ４所致小鼠急性肝损伤中，ＡＥＤＮ能显著降低 ＭＤＡ的表达水平，使小鼠肝组织中的 ＳＯＤ、
ＧＳＨ和ＧＳＨＰｘ含量增多。此外，ＡＥＤＮ可显著上调 ＳＯＤ１、ＳＯＤ２、Ｎｒｆ２、ＧＳＴ、ＮＱＯ１和 ＨＯ１的蛋白表达，降低 Ｋｅａｐ１的表
达，显著下调ｉＮＯＳｍＲＮＡ的表达水平。结论：穿山龙水提物可通过调控Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２氧化应激信号通路实现对 ＣＣｌ４诱导
的小鼠急性肝损伤的保护作用。
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　　近年来，肝脏疾病已经成为影响人类健康的最
常见疾病之一，寻找有效的防治药物来应对因各种

原因所致的肝损伤，也成为目前研究的热点。本研

究中采用的四氯化碳（ＣａｒｂｏｎＴｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＣＣｌ４）诱
导肝损伤模型是经典的急性肝损伤模型，并广泛用

于保肝药物的筛选。穿山龙（ＤｉｏｓｃｏｒｅａＮｉｐｐｏｎｉｃａ
Ｍａｋｉｎｏ），别名穿山薯蓣，为多年生缠绕草质藤本，其

根茎是一种重要的中药材，具有舒筋活络、止咳化痰、

祛风止痛等功效。本研究的目是评价穿山龙水提物

对小鼠ＣＣｌ４急性肝损伤的保护作用及其分子机制，
为该天然产物的深入研究和开发提供实验依据。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　昆明小鼠，体重（１８～２２）ｇ，雄性，由
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大连医科大学实验动物中心提供，合格证号：ＳＣＸＫ
（辽）２０１３０００３。
１１２　药物　穿山龙药材（购于云南千草源药业有
限公司）；水飞蓟素和羧甲基纤维素钠（ＣＭＣＮａ）
（购于Ｓｉｇｍａ公司）。
１１３　试剂与仪器　ＤＡＰＩ、Ｔｒｉｓ、ＳＤＳ（购于 Ｓｉｇｍａ
公司）；谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）、谷胱甘肽
（ＧＳＨ）、丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）检
测试剂盒（均购于南京建成生物工程研究所）；谷胱

甘肽巯基转移酶（ＧＳＴ）、Ｋｅｌｃｈ样环氧氯丙烷相关蛋
白１（Ｋｅａｐ１）、醌氧化还原酶１（ＮＱＯ１）、核因子 Ｅ２
相关因子２（Ｎｒｆ２）、ＳＯＤ１、ＳＯＤ２、血红蛋白加氧酶１
（ＨＯ１）、甘油醛３磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）一抗及二
抗（均购于武汉三鹰生物技术有限公司）；ｉＮＯＳ引物
［购于英潍捷基（上海）贸易有限公司］。

ＡＬ１０４电子天平（ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ，上海）；
９８１Ｂ型电子调温电热套（天津市泰斯特仪器有限
公司）；Ｒ５０１旋转蒸发仪（上海科升仪器有限公
司）；Ｕ３０１０紫外可见分光光度计（ＨＩＴＡＣＨＩ，日
本）；ＤＹＹ６Ｃ型电泳仪（北京市六一仪器厂）；美国
ＵＶＰ凝胶成像系统（ＢｉｏＳｐｅｃｔｒｕｍ系列，美国）；７５００
实时定量ＰＣＲ仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，美国）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　小鼠随机分为对照组
（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、模型组（Ｍｏｄｅｌ）、ＡＥＤＮ低剂量组、中剂量
组、高剂量组和水飞蓟素阳性对照组，每组 １０只。
小鼠第７天灌胃２ｈ后，对照组腹腔注射橄榄油，其
余各组腹腔注射０３５％ ＣＣｌ４橄榄油溶液建立急性
肝损伤模型。

１２２　药物提取方法　取穿山龙药材５００ｇ，加入
４０００ｍＬ的水，于电热套中加热回流提取。大火煮
沸，转小火煮约２ｈ，药液趁热过滤，滤液备用。以上
实验过程重复４次，共制得滤液约１５０００ｍＬ。滤液
用旋转蒸发仪反复蒸掉水分后，加入约 ４２００ｍＬ
９５％乙醇溶液，混匀，静置２４ｈ。沉淀进一步旋蒸、
浓缩后，于真空干燥器中干燥数天成粉末，即为穿山

龙水提物（ＡＥＤＮ），用小型粉碎机磨成粉末状备用。
１２３　多糖含量测量方法　采用紫外可见分光光
度法对ＡＥＤＮ中多糖的含量进行测定。首先配制梯
度浓度１０～２００μｇ／ｍＬ的葡萄糖溶液作为标准品，
加入２０％苯酚溶液和４ｍＬ浓硫酸显色，以空白试
剂作参比，在４９０ｎｍ处测Ａ值，以吸光度 Ａ对葡萄
糖标准品浓度 Ｃ进行线性回归。配制浓度为 １５０
μｇ／ｍＬ的ＡＥＤＮ样品，同法重复测定３次其吸光度

值，标准曲线法计算穿山龙多糖含量。

１２４　给药方法　称取适量的ＡＥＤＮ和水飞蓟素，
溶于０５％ ＣＭＣＮａ溶液，研磨均匀后用于小鼠灌胃
给药。对照组和模型组小鼠灌胃给予０５％ ＣＭＣ
Ｎａ溶液，ＡＥＤＮ低、中、高剂量组小鼠按５０ｍｇ／ｋｇ、
１００ｍｇ／ｋｇ和２００ｍｇ／ｋｇ灌胃给予 ＡＥＤＮ，水飞蓟素
阳性对照组按２５０ｍｇ／ｋｇ灌胃给予水飞蓟素，连续
灌胃给药７ｄ，实验期间各组小鼠正常进食、进水。
１２５　检测指标与方法　１）小鼠造模 ２４ｈ后处
死，解剖取肝脏。分别称取各小鼠的肝组织１００ｍｇ
加入 ０９％ＮａＣｌ溶液匀浆，１００００ｒ／ｍｉｎ离心 １０
ｍｉｎ，取上清液４℃冷藏备用。按照试剂盒操作说明
书，肝组织匀浆上清液测定其 ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＧＳＨ和
ＧＳＨＰｘ的水平，余下肝组织保存于 －８０℃冰箱。
２）采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定各组小鼠肝组织中
Ｋｅａｐ１、Ｎｒｆ２、ＳＯＤ１、ＳＯＤ２、ＧＳＴ、ＨＯ１和 ＮＱＯ１蛋白
的表达。称取于－８０℃保存的肝组织１００ｍｇ，于装
有１ｍＬ预冷的 ＲＩＰＡ裂解液的 ＥＰ管中，用组织匀
浆机制备肝组织匀浆。待肝组织充分裂解后，

１００００ｒ／ｍｉｎ４℃离心１０ｍｉｎ，取上清液即为肝组织
总蛋白。以ＢＣＡ蛋白浓度检测试剂盒测定各样本
中的蛋白浓度。组织总蛋白稀释至１０μｇ／μＬ，与２
×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ（１００μｌ＋４μｌβ巯基乙醇）按体积
比１∶１混匀，煮沸５ｍｉｎ变性。取５０μｇ变性后的总
蛋白上样，采用聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）在
１２０Ｖ恒压下电泳，直至溴酚蓝到达胶底部，停止电
泳。按湿法转膜将 ＰＶＤＦ膜在甲醇中浸泡１０ｓ后，
将其和滤纸、凝胶一同放入转移缓冲液中浸泡后一

起放入转膜器，冰水浴中，３００ｍＡ恒流转膜２～３ｈ。
将载有目标蛋白质的ＰＶＤＦ膜放入５％脱脂奶粉中，
摇床上室温封闭３ｈ。将 ＰＶＤＦ膜放入目的蛋白相
应的一抗中，４℃孵育过夜。取出膜后，以 ＴＴＢＳ洗
膜３次，１０ｍｉｎ／次，再将膜放入二抗中，室温下摇床
孵育２ｈ，ＴＴＢＳ洗膜３次，１０ｍｉｎ／次。ＥＣＬ试剂盒显
色，采用动态积分模式进行拍照并用 ＧｅｌＰｒｏ４０软
件对蛋白条带进行灰度分析。以 ＧＡＰＤＨ为内参蛋
白，计算 Ｋｅａｐ１、Ｎｒｆ２、ＳＯＤ１、ＳＯＤ２、ＧＳＴ、ＨＯ１和
ＮＱＯ１的相对表达量。３）采用 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法测
定各组小鼠肝组织中 ｉＮＯＳｍＲＮＡ的水平。称取肝
组织１００ｍｇ，按试剂盒规定方法提取总 ＲＮＡ，以分
光光度法测定其浓度后，将总 ＲＮＡ溶液稀释成０５
μｇ／μＬ后按照试剂盒说明书进行逆转录，获得的
ｃＤＮＡ保存于－２０℃冰箱。引物由英潍捷基（上海）
贸易有限公司设计和合成，序列见表１。按照试剂
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盒操作说明进行ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应。以ＧＡＰＤＨ基
因作为管家基因，用２－△△Ｃｔ法分析肝组织ｉＮＯＳ基因
的相对表达。

表１　小鼠相关引物序列

Ｇｅｎｅｎａｍｅ ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ（５′３′） ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ（５′３′）

ｉＮＯＳ ＣＡＣＣＴＴＧＧＡＧＴＴＣＡＣＣＣＡＧＴ ＡＣＣＡＣＴＣＧＴＡＣＴＴＧＧＧＡＴＧＣ
ＧＡＰＤＨ ＴＧＴＧＴＣＣＧＴＣＧＴＧＧＡＴＣＴＧＡ ＴＴＧＣＴＧＴＴＧＡＡＧＴＣＧＣＡＧＧＡＧ

１３　统计学方法　采用 ＧｒａｐｈＰａｄ５０统计软件对
数据进行统计学分析，计量资料用均值 ±标准差（珋ｘ
±ｓ）表示，２组间的均数比较采用 ｔ检验；多组间均
数样本比较采用 ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ方差分析；两两
比较采用ｐ检验，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　穿山龙水提物的提取率及多糖含量的测定　
本实验采用水提取醇沉淀的方法，２０００ｇ的穿山龙

药材共制得 １９２８３ｇ穿山龙水提物，提取率为
１９６４％。紫外可见分光光度法测定 ＡＥＤＮ中多糖
的含量为（５３０３±０７０）％。
２２　ＡＥＤＮ对ＣＣｌ４诱导肝损伤小鼠肝组织氧化应
激指标的影响　本研究测定了 ＡＥＤＮ对 ＣＣｌ４诱导
小鼠急性肝损伤肝组织中 ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＧＳＨ和 ＧＳＨ
Ｐｘ含量的影响，结果如图１所示。小鼠接受ＣＣｌ４干
预后，肝组织损伤导致其中 ＭＤＡ含量显著上升，
ＳＯＤ、ＧＳＨ和ＧＳＨＰｘ的含量显著下降。给予 ＡＥＤＮ
（２００ｍｇ／ｋｇ）后，肝组织中ＭＤＡ的含量降低（０７０±
００８ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ），差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）；ＳＯＤ、ＧＳＨ和 ＧＳＨＰｘ的含量升高，分别升高
至（２１１５±２１６）Ｕ／ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ、（８５３±１０４）ｍｇ／ｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ和（７３３４±１２２１）Ｕ，差异有统计学意义（Ｐ
＜００１）。

图１　ＡＥＤＮ对ＣＣｌ４作用下的小鼠肝组织生化指标的影响
　　注：与对照组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

图２　ＡＥＤＮ对ＣＣｌ４诱导肝损伤小鼠Ｋｅａｐ１和Ｎｒｆ２蛋白表达的影响
　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

·２８５２· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｏｃｔｏｂｅｒ．２０１８，Ｖｏｌ．１３，Ｎｏ．１０



图３　ＡＥＤＮ对ＣＣｌ４诱导下肝损伤小鼠氧化应激信号通路蛋白表达的影响
　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１

２３　ＡＥＤＮ对ＣＣｌ４诱导小鼠肝损伤Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２信
号通路蛋白的影响　本研究采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测
定了ＡＥＤＮ对小鼠肝损伤氧化应激信号通路蛋白
的影响。如图２所示，模型组中的 Ｋｅａｐ１蛋白表达
升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）、Ｎｒｆ２蛋白表达
下降，差异有统计学意义（Ｐ＜００１），给予 ＡＥＤＮ
（２００ｍｇ／ｋｇ）后，Ｋｅａｐ１蛋白表达显著降低，差异有
统计学意义（Ｐ＜００１），Ｎｒｆ２蛋白表达升高，差异有
统计学意义（Ｐ＜００５）。同时，ＡＥＤＮ能够显著上
调ＳＯＤ１、ＳＯＤ２、ＧＳＴ和 ＮＱＯ１蛋白的表达水平，差
异有统计学意义（Ｐ＜００１）。见图３。

图４　ＡＥＤＮ对ＣＣｌ４诱导肝损伤小鼠肝组织
ｉＮＯＳ水平的影响

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与模型组比较，△△Ｐ

＜００１

２４　ＡＥＤＮ对 ＣＣｌ４诱导小鼠肝损伤 ｉＮＯＳ的影响
　　本研究采用了ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法测定肝组织ｉＮ

ＯＳ的水平，结果如图４所示，与对照组比较，模型组
中ｉＮＯＳ水平显著上调，ＡＥＤＮ３个剂量均能显著降
低肝组织中ｉＮＯＳｍＲＮＡ的表达水平，差异有统计学
意义（Ｐ＜００１）。

图５　苯酚硫酸显色法的紫外可见光扫描光谱图
　　注：Ａ葡萄糖对照品，Ｂ穿山龙水提物

３　讨论
ＡＥＤＮ中含有多糖、水、蛋白质和各种盐类等，

但因本研究采用了水提醇沉法进行了初步除杂，因

此水提物中的主要成分为多糖。图５是葡萄糖对照
品和ＡＥＤＮ样品经苯酚硫酸显色法显色后，进行紫
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外可见光扫描的光谱图。由图可以看出，ＡＥＤＮ的
紫外扫描图与葡萄糖标准品相似，且最大吸收波长

均在４９０ｎｍ处。因此，ＡＥＤＮ经苯酚硫酸法显色
后，以４９０ｎｍ作为检测波长。

近年来随着对ＣＣ１４诱导的急性肝损伤的分子
作用机制不断深入和广泛的研究，发现氧化应激是

药物对其发挥保肝作用主要分子机制之一［１］。

ＭＤＡ是脂质过氧化的终末降解产物，可与胞质、膜
蛋白或某些酶结合成聚合体，损害细胞膜结构，引起

肝细胞变性、坏死［２］。急性肝损伤时，肝组织缺血

缺氧，脂质过氧化作用增强，ＭＤＡ水平升高［３］。

ＳＯＤ是由金属辅酶和蛋白质构成的金属酶，ＳＯＤ１
是ＳＯＤ的最主要亚型，具有抗氧化、抗炎、抗衰老和
维护基因组ＤＮＡ的稳定等功能，同时通过其催化产
物 Ｈ２Ｏ２参与调节细胞的生长代谢

［４］。ＳＯＤ２易受
促炎性因子、辐射、氧化应激等因素的诱导，继而大

量表达，维持线粒体内氧自由基的动态平衡，减轻氧

化应激损伤［５］。ＳＯＤ能特异地与超氧化物阴离子
（Ｏ２）发生歧化反应，清除 Ｏ２，保护机体不受自由
基损害。ＧＳＨＰｘ是机体内广泛存在的一种重要的
过氧化物分解酶，特异地催化ＧＳＨ对过氧化物的还
原反应，能清除过氧化物代谢产物，阻断脂质过氧化

链锁反应，从而起到保护细胞膜结构和功能完整的

作用。本研究中 ＡＥＤＮ降低了肝组织中 ＭＤＡ水
平、升高肝组织中 ＳＯＤ、ＧＳＨ和 ＧＳＨＰｘ含量，缓解
了急性肝损伤时的氧化应激反应。

为进一步探讨 ＡＥＤＮ抗急性肝损伤作用，我们
对其作用的分子机制进行了深入研究。在对氧化应

激过程中，Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２是一条重要的调控通路。
Ｋｅａｐ１是 Ｋｅｌｃｈ家族中的一种阻

%

蛋白，正常状态

下存在于胞质的肌动蛋白细胞骨架上，是 Ｎｒｆ２的负
性调节蛋白［６］。Ｎｒｆ２属于 ＣａｐｎＣｏｌｌａｒ（ＣＮＣ）调节
蛋白家族，是细胞抗氧化应激中的关键转录因子，在

生理状态下与胞质中的 Ｋｅａｐ１结合处于非活性状
态。当机体受到其他亲核试剂刺激或处于氧化应激

状态时，Ｎｒｆ２与Ｋｅａｐ１解离，Ｎｒｆ２磷酸化后转入细胞
核与抗氧化反应元件（ＡＲＥ）结合，启动ＡＲＥ调控的
下游Ⅱ相代谢酶及抗氧化蛋白基因的表达，提高机
体的抗氧化应激能力［７］。本研究发现 ＡＥＤＮ能显
著下调肝损伤后肝组织 Ｋｅａｐ１的蛋白表达，上调
Ｎｒｆ２的蛋白表达。

ＨＯ１、ＮＱＯ１、ＧＳＴ等是Ｎｒｆ２下游调控的重要靶
蛋白，肝损伤时ＮＱＯ１、ＨＯ１的表达降低，与Ｎｒｆ２呈
正相关性［８１０］。ＧＳＴ为一种不含硒的 ＧＳＨＰｘ，是体

内最重要的Ⅱ相代谢酶之一，可保护ＤＮＡ和蛋白质
免受损害，达到解毒目的。ＧＳＴ在肝小叶中分布均
匀，且分子量较小，在肝损伤后能快速、特异性的反

应肝细胞的损伤状态［１１］。血红蛋白加氧酶（ＨＯ）是
血红蛋白分解代谢的限速酶，ＨＯ１是ＨＯ的氧应激
诱导型，在急性肝损伤中可被诱导大量表达，一方面

通过血红蛋白的 ３种酶解产物，清除自由基，抗氧
化；另一方面，减轻脂质过氧化，降低含半胱氨酸的

天冬氨酸蛋白水解酶３（Ｃａｓｐａｓｅ３）活性和 ＴＮＦα
水平，抗细胞凋亡、抗炎，发挥保肝护肝作用［１２］。在

ＣＣ１４诱导的急性肝损伤中，ＨＯ１ｍＲＮＡ的表达下
调［１３］。ＮＱＯ１是一种黄素蛋白酶，能以 ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ
为电子供体，还原醌类及其衍生物，并使其毒性降

低，保护机体的氧化应激损伤，作为Ⅱ相代谢酶之
一，在机体的解毒代谢中发挥重要作用［１４］。本研究

发现ＡＥＤＮ能上调肝损伤后肝组织中ＳＯＤ１、ＳＯＤ２、
ＨＯ１、ＮＱＯ１、ＧＳＴ蛋白的表达。

ｉＮＯＳ为一氧化氮合酶（ＮＯＳ）的诱导型，是产生
ＮＯ的限速酶。生理状态下 ＮＯ有一定的保护肝脏
的作用，病理状态下，激活后的 ｉＮＯＳ产生大量的
ＮＯ，高浓度 ＮＯ可引起肝脏损伤，其机制一方面与
ＮＯ自身的细胞毒性有关，另一方面与ＮＯ激活中性
粒细胞的粘附作用和氧化应激等有关［１５１６］。ＡＥＤＮ
显著下调肝损伤所致ｉＮＯＳｍＲＮＡ水平的异常增高，
缓解氧化应激。

本研究发现 ＡＥＤＮ能够显著下调肝组织中
ＭＤＡ水平、ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达水平和 Ｋｅａｐ１的蛋白
表达，显著上调 ＧＳＨ、ＧＳＨＰｘ、ＳＯＤ、ＳＯＤ１、ＳＯＤ２、
ＨＯ１、ＮＱＯ１、ＧＳＴ和Ｎｒｆ２的蛋白表达水平。以上结
果表明ＡＥＤＮ具有较好的抗 ＣＣｌ４诱导的急性肝损
伤作用，这种作用可能是通过调控 Ｋｅａｐ１／Ｎｒｆ２信号
通路降低氧化应激损伤作用实现的。
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