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穿心莲内酯对乙醇诱导肝细胞氧化应激损伤的作用及机制
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摘　 要:　 目的　 研究穿心莲内酯(ＡＤ)对乙醇诱导肝细胞氧化应激损伤的保护作用ꎬ并探讨其作用机制ꎮ 　
方法　 体外培养肝细胞 Ｌ￣０２ꎬ用 ０~３０ μｍｏｌ / Ｌ ＡＤ 孵育 １ ｈ 后ꎬ采用酶学方法测定处理前后谷胱甘肽巯基转移酶

(ＧＳＴ)及其过氧化物酶(ＧＰｘ)和还原酶(ＧＲ)活性变化ꎬ实时定量 ＰＣＲ 检测其 ｍＲＮＡ 表达ꎻ同时采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
分析丝裂原活化蛋白激酶家族(ＭＡＰＫｓ)中 ｐ３８ꎬＪＮＫ 和 ＥＲＫ 以及 Ａｋｔ 的磷酸化变化ꎬ并采用 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 和 ＥＲＫ 抑

制剂 ＬＹ２９４００２ 和 ＰＤ９８０５９ 处理细胞ꎬ观察其在介导核转录因子 Ｎｒｆ２ 转位和 ＧＳＴ、ＧＰｘ 和 ＧＲ 表达中的作用ꎻＭＴＴ
检测细胞活性变化ꎮ 　 结果 　 ０ ~ ３０ μｍｏｌ / Ｌ ＡＤ 处理 Ｌ￣０２ 细胞后ꎬＧＳＴ、ＧＰｘ 和 ＧＲ 的酶活性显著增高ꎬ同时其

ｍＲＮＡ 表达也明显增多ꎮ ＡＤ 也能诱导 ＥＲＫ 和 Ａｋｔ 磷酸化ꎬ但对 ｐ３８ 和 ＪＮＫ 无明显影响ꎮ 采用 ＬＹ２９４００２ 或

ＰＤ９８０５９ 处理细胞后ꎬ可抑制 ＡＤ 诱导 Ｎｒｆ２ 核转位及 Ａｋｔ 和 ＥＲＫ 磷酸化ꎬ同时也能明显消除 ＡＤ 对乙醇处理后 Ｌ￣
０２ 细胞毒性的保护作用ꎮ 　 结论　 ＡＤ 经 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 和 ＥＲＫ 上调抗氧化蛋白 ＧＳＴ、ＧＰｘ 和 ＧＲ 的表达而发挥对乙醇

毒性的保护作用ꎮ
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ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ０~３０ μｍｏｌ / Ｌ ＡＤꎬｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｅｎｚｙｍｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｇｌｕｔａｔｈｉ￣
ｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ (ＧＰｘ)ꎬｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ (ＧＲ) ａｎｄ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ Ｓ￣ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ (ＧＳＴ) ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｉｃ ｍｅｔｈ￣
ｏｄｓꎬｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ.Ｐｈｏｓｐｈｏｔｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｆａｍｉｌｙ
ｍｅｍｂｅｒ ｏｆ ｐ３８ꎬＪＮＫꎬＥＲＫꎬａｎｄ Ａｋｔ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＭＴＴ. 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｌ￣０２ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｅｎ￣
ｚｙｍｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ＧＰｘꎬＧＲ ａｎｄ ＧＳＴ.Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅ ａｌｓｏ ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｋｔ ａｎｄ ＥＲＫꎬｂｕｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐ３８ ａｎｄ ＪＮＫ.Ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｉｅｓ ｗｉｔｈ ＰＩ３Ｋ ａｎｄ ＥＲＫ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ＬＹ２９４００２
ａｎｄ ＰＤ９８０５９ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｂｏｔｈ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｒｅ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｒｆ２ꎬｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｎｚｙｍｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ ｅｆｆｅｃｔ ａｇａｉｎｓｔ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅ. 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ａｎ￣
ｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅ ｐｒｅｖｅｎｔｓ ｅｔｈａｎｏｌ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｄａｍａｇｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ ａｎｄ ＥＲＫ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ａｎｔｉｏｘｉ￣
ｄａｎｔ ｅｎｚｙｍｅｓ ＧＳＴꎬＧｐｘ ａｎｄ ＧＲ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅꎻ　 Ｈｅｐａｔｉｃ ｃｅｌｌꎻ　 Ｅｔｈａｎｏｌ

　 　 长期过量饮酒是导致酒精性肝病 ( ａｌｃｏｈｏｌｉｃ
ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅꎬＡＬＤ)的主要因素ꎬ也是引起肝硬化和

肝功能衰竭的重要原因[１]ꎮ ＡＬＤ 是一种慢性病理

过程ꎬ其特征是进行性肝功能损害ꎬ随后导致肝脂肪

０５３ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＪｕｌｙ ２０１７ꎬＶｏｌ.４５ꎬＮｏ.４



变性、脂肪肝及纤维化ꎬ最后可引起肝硬化ꎬ部分患

者可能进一步发展为肝失代偿和肝细胞癌[２]ꎮ ＡＬＤ
的发病机制复杂ꎬ目前认为乙醇摄入所导致的脂质

过氧化以及炎症反应是导致肝细胞损伤的重要因

素[３]ꎮ 在 ＡＬＤ 的早期ꎬ临床治疗目标是逆转肝脂肪

变性ꎮ 但从长远角度来看ꎬ戒酒后再配合饮食调节

是防治 ＡＬＤ 的重要途径ꎮ 研究表明多种来源于自

然界的天然植物提取物对乙醇所致的肝细胞损伤具

有保护作用ꎮ 穿心莲内酯(ＡｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅꎬＡＤ)是

从中药穿心莲中提取出来的一种二萜类化合物ꎮ 现

代药理学研究表明ꎬＡＤ 具有多种生物学活性ꎬ包括

抗氧化应激、抗炎症以及抗病毒、抗血小板活性ꎬ并
对多种毒性物质所致的肝损伤具有保护作用[４￣５]ꎮ
本课题组的前期研究表明ꎬＡＤ 可能通过激活 Ｎｒｆ２
上调 ＨＯ￣１ 表达而拮抗乙醇所致肝细胞损伤[６]ꎮ 但

除此之外是否还具有其他保护机制目前仍不明确ꎮ
本研究旨在进一步探讨穿心莲内酯对乙醇诱导肝细

胞氧化应激损伤的机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 实验材料　 　 穿心莲内酯(ＡＤꎬ货号 ９０２８１)、
ＬＹ２９４００２、ＰＤ９８０５９ 购自 Ｓｉｇｍａ (Ｓｔ.ＬｏｕｉｓꎬＣＡ)ꎮ Ａｎｔｉ￣
ＡＫＴ 及磷酸化￣ＡＫＴ (ｐ￣ＡＫＴ)ꎬａｎｔｉ￣ＥＲＫ１ / ２ 及磷酸

化￣ＥＲＫ１ / ２ (ｐ￣ＥＲＫ)ꎬａｎｔｉ￣ＪＮＫ１ / ２ 及磷酸化 ＪＮＫ１ / ２
(ｐ￣ＪＮＫ)ꎬａｎｔｉ￣ｐ３８ 及磷酸化 ｐ３８ 抗体购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａ￣
ｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎮ Ａｎｔｉ￣ＧＰｘꎬａｎｔｉ￣ＧＲꎬ抗多聚 ＡＤＰ 多聚

酶 (ａｎｔｉ￣ＰＡＲＰ)及抗生长因子受体结合蛋白 ２(ａｎｔｉ￣
ＧＲＢ２) 购 自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚꎮ ＲＮＡ 提 取 试 剂 盒 购 自

Ｑｉａｇｅｎꎬ实时定量 ＰＣＲ 所用引物由上海生工合成ꎬ
ｄＮＴＰｓ 及逆转录酶购自 ＰｒｏｍｅｇａꎬＴａｑ 酶购自 Ｒｏｃｈｅꎮ
１.２ 　 细胞培养与处理 　 　 人肝细胞细胞株 Ｌ￣０２
(ＡＴＣＣꎬＭａｎａｓｓａｓꎬＶＡ)采用含有 １０％胎牛血清ꎬ１％
葡 萄 糖ꎬ １％ 谷 氨 酰 胺ꎬ １００ Ｕ / ｍＬ 青 霉 素 和

１００ μｇ / ｍＬ链霉素的 ＲＰＭＩ￣１６４０ 基中ꎬ置于含 ５％
ＣＯ２ 的恒温培养箱中 ３７ ℃条件下培养ꎮ
１.３　 谷胱甘肽巯基转移酶(ＧＳＴ)及其过氧化物酶

(ＧＰｘ)、还原酶(ＧＲ)活性测定　 　 细胞处理结束后

用 ＰＢＳ 漂洗并于 ８００ ｒｐｍ 离心 ５ ｍｉｎ 获取细胞沉

淀ꎬ随后加入悬浮缓冲液 ( 含 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓꎬ
５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ 和 ０.５ ｍｍｏｌ / Ｌ 巯基乙醇)２ ｍＬꎬ经
超声并于 ３ ０００ ｒｐｍ 条件下离心 １５ ｍｉｎꎬ获取上清用

于 ＧＰｘ 和 ＧＲ 活性测定ꎮ ＧＰｘ 和 ＧＲ 活性测定参照

参考文献提供的方法进行[７￣ ８]ꎮ ＧＳＨ 的测定按照

Ｂｉｏｖｉｓｉｏｎ 公司提供的试剂盒进行(ＧＳＴ Ｆｌｕｏｒｏｍｅｔｒｉｃ
Ａｃｔｉｖｉｔｙ Ａｓｓａｙ ＫｉｔꎬＣＡ)ꎮ 在该试剂盒中提供了一种

染料 ｍｏｎｏｃｈｌｏｒｏｂｉｍａｎｅ(ＭＣＢ)ꎬ它能与谷胱甘肽特

异结合ꎬ非结合状态的 ＭＣＢ 不发出任何荧光ꎬ当其

与氧化或还原状态的 ＧＳＨ 结合后ꎬ在 ３８０ ｎｍ 激发

波长下可发蓝色荧光ꎬ通过测定荧光强度间接测定

ＧＳＨ 活性ꎮ
１.４　 ＲＮＡ 提取与实时定量 ＰＣＲ　 　 采用 ＴＲＩｚｏｌ 试
剂提取细胞总 ＲＮＡꎬ并将其逆转录为 ｃＤＮＡꎮ 加入

１０ ｍｍｏｌ / Ｌ 正 向 和 反 向 引 物 以 及 ＳＹＢＲ 后

( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ Ｃａｒｌｓｂａｄꎬ ＣＡ)ꎬ实时定量 ＰＣＲ 于 ＡＢＩ
７５００ 上进行扩增ꎮ 扩增条件:９４ ℃预变性 １ ｍｉｎꎬ随
后进入以下 ４０ 个循环:９４ ℃ １ ｍｉｎꎬ５８ ℃ １ｍｉｎꎬ
７２ ℃ ２ ｍｉｎꎮ 本研究所用的引物如下:ＧＰｘꎬｆｏｒｗａｒｄ
５′￣ＣＣＴＣＡＡＧＴＡＣＧＴＣＣＧＡＣＣＴＧ￣３′ꎬ ｒｅｖｅｒｓｅ ５′￣ＴＡＧ￣
ＧＡＧＴＴＧＣＣＡＧＡＣＴＧＣＴＧ￣３′ꎻ ＧＲꎬ ｆｏｒｗａｒｄ ５′￣ＣＡＧＴ￣
ＧＧＧＡＣＴＣＡＣＧＧＡＡＧＡＴ￣３′ꎬ ｒｅｖｅｒｓｅ ５′￣ ＴＴＣＡＣＴＧ￣
ＣＡＡＣＡＧＣＡＡＡＡＣＣ ＧＳＴ￣３′ꎻβ￣ａｃｔｉｎꎬ ｆｏｒｗａｒｄ ５′￣ＡＣＣ
ＣＡＣ ＡＣＴ ＧＴＧ ＣＣＣ ＡＴＣ ＴＡ￣３′ꎬｒｅｖｅｒｓｅ ５′￣ＣＧＧ ＡＡＣ
ＣＧＣＴＣＡ ＴＴＧ ＣＣ￣３′ꎮ 结果以 ２－ΔΔＣｔ表示ꎮ
１.５　 蛋白提取与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析　 　 细胞处理结

束后ꎬ无菌 ＰＢＳ 洗涤ꎬ采用 Ｐｉｅｒｃｅ 提供的试剂盒提

取细胞核与细胞浆蛋白ꎮ 测定其蛋白浓度后ꎬ将加

入等体积的 ２×ＳＤＳ 上样缓冲液煮沸 ５ ｍｉｎꎬ取 ２０ μＬ
蛋白用于 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥꎮ 电泳结束后ꎬ将其电转印到

硝酸纤维素膜上ꎮ 用 ５％脱脂奶粉室温封闭 ２ ｈꎬ
后ꎬ加入相应一抗 ４ ℃孵育过夜ꎬ并采用 ＥＣＬ 发光

(Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅꎬ Ｂｉｌｌｅｒｉｃａꎬ ＭＡ)、 显影 ( ＶＬ Ｃｈｅｍｉ￣Ｓｍａｒｔ
３０００ꎬＶｉｏｇｅｎｅ ＢｉｏｔｅｋＳｕｎｎｙｖａｌｅꎬＣＡ)ꎮ 并采用 Ｑｕａｎｔｉ￣
ｔａｔｉｖｅ Ｏｎｅ 软件进行灰度扫描ꎮ
１.６　 ＭＴＴ 检测细胞活性　 　 采用 ＭＴＴ 法分析细胞

活性ꎮ 即ꎬ 培 养 于 ９６ 孔 板 中 的 Ｌ￣０２ 细 胞

( １×１０５ / ｍＬ )ꎬ 经 ０ ~ ３０ μｍｏｌ / Ｌ ＡＤ 和 １０ ~
５００ ｍｍｏｌ / Ｌ 乙醇作用 ２４ ｈ 后ꎬ弃培养上清ꎬ加入

１００ μＬ ＭＴＴ 溶液(将 １０ μＬ １０ μｇ / ｍＬ ＭＴＴ 用９０ μＬ
培养基稀释)ꎬ３７ ℃继续孵育 ２ ｈꎮ 孵育结束后加入

１００ μＬ ＤＭＳＯ 溶液ꎬ充分震荡以溶解甲瓒ꎬ并于

５７０ ｎｍ波长处测定其吸光度(μＱｕａｎｔꎬＢｉｏ￣Ｔｅｋ)ꎬ并
计算细胞相对活性(相对活性＝处理组吸光度 /对照

组吸光度×１００％)ꎮ
１.７　 统计学分析　 　 采用 ＳＰＳＳ １７.０ 统计软件进行

数据分析ꎬ计量数据用均数±标准差表示ꎬ多组间比
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较采用方差分析ꎬ组间比较采用 ＬＳＤ￣ｔ 检验ꎬ Ｐ <
０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 ＡＤ 上调乙醇处理后肝细胞中 ＧＰｘꎬＧＲ 和 ＧＳＴ
活性　 　 在前期研究当中已经证实 ＡＤ 处理能增强

乙醇处理后肝细胞的活性ꎬ并能下调细胞内 ＲＯＳ 的

水平[６]ꎮ 考虑到氧化应激是 ＡＬＤ 发生的重要因素ꎬ
因此对肝细胞内抗氧化 /解毒功能的相关酶类的活

性进行了检测ꎮ 结果如图 １ 所示ꎬ给予５ μｍｏｌ / Ｌ、
１０ μｍｏｌ / Ｌ和 ３０ μｍｏｌ / Ｌ ＡＤ 孵育２４ ｈ后ꎬ随着 ＡＤ
浓度的增强ꎬＧＰｘ、ＧＲ 和 ＧＳＴ 的酶活性逐渐增高ꎮ

图 １　 不同浓度 ＡＤ 上调 ＧＰｘ、ＧＲ 和 ＧＳＴ 的酶活性

Ａ:不同浓度 ＡＤ 对 ＧＰｘ 和 ＧＳＴ 酶活性的影响ꎻＢ:不同浓度 ＡＤ 对 ＧＲ 酶活性的影响　 与对照组(０ μｍｏｌ / Ｌ)比较ꎬ∗Ｐ<０.０５

２.２　 ＡＤ 促进肝细胞中 ＧＰｘꎬＧＲ 和 ＧＳＴ ｍＲＮＡ 表达

　 　 采用实时定量 ＰＣＲ 检测了其表达水平ꎮ 结果

显示ꎬ ＡＤ 处理后ꎬＧＰｘꎬＧＲ 和 ＧＳＴ ｍＲＮＡ 表达水平

随之增高(图 ２)ꎮ 以上结果示 ５ μｍｏｌ / Ｌ、１０ μｍｏｌ / Ｌ
和 ３０ μｍｏｌ / Ｌ ＡＤ 能影响 ＧＰｘꎬＧＲ 和 ＧＳＴ ｍＲＮＡ 和

蛋白表达ꎮ

图 ２　 不同浓度 ＡＤ 上调 ＧＰｘ、ＧＲ 和 ＧＳＴ ｍＲＮＡ 表达

与对照组(０μｍｏｌ / Ｌ)相比ꎬ∗Ｐ<０.０５

２.３　 ＡＤ 促进 Ｌ￣０２ 细胞中 Ａｋｔ 和 ＥＲＫ 磷酸化　 　
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ不同浓度 ＡＤ 处理 １ ｈ 后ꎬ细
胞内 Ａｋｔ 和 ＥＲＫ 的磷酸化水平随着 ＡＤ 浓度的递

增而增加ꎬ而 ｐ３８ 和 ＪＮＫ 的磷酸化水平无明显变化

(图 ３)ꎮ

图 ３　 不同浓度 ＡＤ 诱导 Ａｋｔ 和 ＥＲＫ 磷酸化

２.４　 ＡＤ 经 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 和 ＥＲＫ 途径诱导 Ｎｒｆ２ 核转位

采用 ＬＹ２９４００２ 或 ＰＤ ９８０５９ 预处理细胞 １ ｈ 后ꎬ细
胞核内 Ｎｒｆ２ 含量明显低于未处理组ꎬ而内参 ＰＡＲＰ
保持恒定(图 ４)ꎮ
２.５　 ＡＤ 经 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 和 ＥＲＫ 促进 ＧＰｘꎬＧＲ 和 ＧＳＴ
表达　 　 实时定量 ＰＣＲ 结果也显示ꎬＬＹ２９４００２ 和

ＰＤ９８０５９ 预处理细胞 １ ｈ 后ꎬ可明显逆转 ＡＤ 对 ＧＰｘꎬ

２５３ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＪｕｌｙ ２０１７ꎬＶｏｌ.４５ꎬＮｏ.４



图 ４　 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 和 ＥＲＫ 抑制剂对

Ｎｒｆ２ 核转位的影响

ＧＲ 和 ＧＳＴ 的诱导效应(图 ５Ａ)ꎮ 此外ꎬＬＹ２９４００２
和 ＰＤ９８０５９ 处理也能明显削弱 ＡＤ 对 ＧＰｘꎬＧＲ 和

ＧＳＴ 活性的影响(图 ５Ｂ、Ｃ)ꎮ
２.６　 ＡＤ 激活 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 和 ＥＲＫ 发挥对乙醇所致细

胞毒性　 　 ＭＴＴ 结果显示ꎬＡＤ 可明显改善乙醇处

理后的细胞毒性作用ꎮ 而在 ＡＤ 处理前先将细胞用

ＬＹ２９４００２ 或 ＰＤ９８０５９ 预处理 １ ｈ 后ꎬ结果显示均可

逆转 ＡＤ 的保护效应(图 ６)ꎮ

图 ５　 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 和 ＥＲＫ 抑制剂对 ＧＰｘꎬＧＲ 和 ＧＳＴ 表达的影响

与对照组(０μｍｏｌ / Ｌ ＡＤ)比较ꎬ∗:Ｐ<０.０５ꎻ与 ３０ μｍｏｌ / Ｌ ＡＤ 比较ꎬ＃:Ｐ<０.０５

图 ６　 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 和 ＥＲＫ 抑制剂抑制 ＡＤ 对

乙醇所致毒性的保护作用

与对照组(０ μｍｏｌ / Ｌ ＡＤ)比较ꎬ∗:Ｐ<０.０５ꎻ与 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ 乙醇比较ꎬ
＃:Ｐ<０.０５ꎻ与 ３０ μｍｏｌ / Ｌ ＡＤ＋乙醇比较ꎬ § :Ｐ<０.０５

３　 讨　 　 论

ＡＤ 是从中草药植物穿心莲中提取出来的一种

二萜类化合物ꎬ现有的研究证实 ＡＤ 具有抗氧化应

激损伤的作用ꎬ其机制可能与清除自由基有关ꎮ 本

文作者前期研究也发现ꎬＡＤ 可能通过激活 Ｎｒｆ２ 上

调 ＨＯ￣１ 表达而发挥对乙醇所致肝细胞损伤的保护

作用[６]ꎮ 在本研究中ꎬ对 ＡＤ 参与细胞保护作用的

抗氧化相关酶类的表达进行了探讨ꎮ 细胞内源性抗

氧化谷胱甘肽及其相关酶类如 ＧＲ、ＧＰｘ 和 ＧＳＴ 在

拮抗各种氧自由基损伤中发挥重要作用ꎮ ＧＳＴ 和

ＧＰｘ 主要参与清除过氧化物[９￣１０]ꎬ而 ＧＲ 主要参与

氧化型谷胱甘肽的再生[１１]ꎮ 因此谷胱甘肽相关酶

类在氧化应激损伤中发挥重要作用ꎮ 本研究也发

现ꎬＡＤ 处理后细胞内 ＧＰｘ、ＧＲ 以及 ＧＳＴ 的酶活性、
ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平明显增高ꎬ这表明 ＡＤ 能调

节 ＧＳＨ 相关酶基因的表达ꎬ这也意味着 ＡＤ 处理后

可能同时诱导这些抗氧化相关基因而拮抗氧化应激

损伤ꎮ
前期研究表明 ＡＤ 可激活核转录因子 Ｎｒｆ２ 而诱

导 ＨＯ￣１ 表达ꎮ 考虑到 Ｎｒｆ２ 的激活受上游信号通路

如 ＭＡＰＫｓ 和 Ａｋｔ 的调控ꎬ并与其丝氨酸 /酪氨酸残

基的磷酸化有关[１２￣１３]ꎬ因此随后对这些激酶进行了

观察ꎮ 结果发现 ＡＤ 处理可明显诱导 Ａｋｔ 和 ＥＲＫｓ
的磷酸化ꎬ而对 ＪＮＫꎬｐ３８ 无明显影响ꎮ 随后通过采

用 ＥＲＫ 和 ＰＩ３Ｋ 特 异 性 抑 制 剂 ＰＤ９８０５９ 和

ＬＹ２９４００２ 处理后ꎬ细胞核内 Ｎｒｆ２ 水平明显减少ꎬ表
明 Ｎｒｆ２ 的 激 活 有 赖 于 ＥＲＫ 和 ＰＩ３Ｋꎮ 此 外ꎬ
ＰＤ９８０５９ 和 ＬＹ２９４００２ 处理后ꎬＧＰｘꎬＧＲ 和 ＧＳＴ 的表

达及活性ꎬ这表明 Ｎｒｆ２ 和 ＧＰｘꎬＧＲ 和 ＧＳＴ 之间可能
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存在某种关联ꎮ
考虑到细胞内具有保护性的酶类能拮抗氧化应

激损伤ꎬ因此随后对 ＡＤ 的细胞保护作用进行了探

讨ꎮ 细胞毒性实验结果显示ꎬＡＤ 处理后能明显上

调乙醇的细胞毒性ꎮ 同时采用 ＥＲＫ 或 ＰＩ３Ｋ 抑制剂

处理后ꎬＡＤ 对细胞的保护效应消失ꎬ这表明 ＡＤ 抗

乙醇所致的毒性与 ＥＲＫ 和 ＰＩ３Ｋ 的激活有关ꎮ
总之ꎬ本研究证实 ＡＤ 能增强肝细胞的抗氧化

功能ꎬ从而发挥对乙醇所致的氧化应激保护作用ꎬ这
种保护作用有赖于 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 和 ＥＲＫ 通路的激活ꎬ
随后诱导 Ｎｒｆ２ 核转位ꎬ后者可能通过某种未知的机

制上调 ＧＰｘꎬＧＲ 和 ＧＳＴ 的表达ꎬ最终改善乙醇对肝

细胞的毒性作用ꎮ 因此ꎬＡＤ 除了自身的自由基清

除效应外ꎬ它本身也具有调控细胞内信号通路的作

用ꎬ从而具有拮抗乙醇所致肝细胞毒性的潜能ꎮ
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