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　　【摘要】　目的　探究白藜芦醇对经典抗氧化信号通路 Ｋｅａｐ１唱Ｎｒｆ２唱ＡＲＥ中关键蛋白 Ｋｅａｐ１ 的调控作用
与机制。 方法　培养 ＭＤＡ唱ＭＢ唱２３１ 细胞利用不同浓度的白藜芦醇（５ μｍｏｌ／Ｌ和 ２０ μｍｏｌ／Ｌ）处理 ２４ 和 ４８ ｈ，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测细胞内 Ｋｅａｐ１ 蛋白和其调控转录因子 Ｎｒｆ２ 的表达变化。 结合泛素唱蛋白酶体抑制剂
ＭＧ唱１３２和溶酶体酶抑制剂氯喹的应用，进一步研究白藜芦醇降解 Ｋｅａｐ１蛋白的可能途径。 结果　白藜芦醇
明显降低 ＭＤＡ唱ＭＢ唱２３１细胞内 Ｋｅａｐ１蛋白的表达水平，具有浓度和时间依赖的倾向性；加入 ＭＧ唱１３２ 和氯喹
并不影响白藜芦醇的作用。 结论　白藜芦醇能够明显促进 Ｋｅａｐ１蛋白降解，进而激活 Ｋｅａｐ１唱Ｎｒｆ２唱ＡＲＥ信号
通路，增强细胞抗氧化应激的能力；而导致 Ｋｅａｐ１ 蛋白降解的途径有可能不依赖于泛素唱蛋白酶体和溶酶体
通路，详细机制仍有待进一步研究。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｏｎ Ｋｅａｐ １，ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｔｈｅ ｋｅｙ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｌａｓｓｉｃ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ Ｋｅａｐ１唱Ｎｒｆ２唱ＡＲＥ．Methods　Ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ＭＤＡ唱ＭＢ唱２３１ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ （５ μｍｏｌ／Ｌ ａｎｄ ２０ μｍｏｌ／Ｌ） ｆｏｒ ２４ ｏｒ ４８ ｈｏｕｒｓ．Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ
ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ｋｅａｐ１ ａｎｄ ｉｔｓ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ Ｎｒｆ２．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ａｎ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ唱ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＭＧ唱
１３２ ａｎｄ ｌｙｓｏｓｏｍａｌ ｅｎｚｙｍｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ ，ｗｅｒｅ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｆｉｇｕｒｅ ｏｕｔ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｗａｙｓ ｉｎ ｗｈｉｃｈ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ
ｃｏｕｌｄ ｄｅｇｒａｄｅ Ｋｅａｐ１ ｐｒｏｔｅｉｎ．Results　Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｋｅａｐ １ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ
ＭＤＡ唱ＭＢ唱２３１ ｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｗａｓ ｉｎ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ唱ａｎｄ ｔｉｍｅ唱ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｏｎ Ｎｒｆ２
ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ．Ｔｈｉｓ ｒｏｌｅ ｗａｓ ｎｏｔ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ＭＧ唱１３２ ｏｒ Ｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ．Conclusions 　 Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｃｏｕｌｄ
ｄｒａｍａｔｉｃａｌｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｋｅａｐ１ ｐｒｏｔｅｉｎ，ｔｈｅｒｅｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｋｅａｐ１唱Ｎｒｆ２唱ＡＲＥ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ
ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ．Ｏｕｒ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｋｅａｐ １ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｍａｙ ｎｏｔ ｂｅ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ唱ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ ｏｒ ｌｙｓｏｓｏｍｅ ｐａｔｈｗａｙ ； ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
ｒｅｍａｉｎｓ ｔｏ ｂｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｉｅｄ．

【Key words】　Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ；　Ｋｅａｐ１；　Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ唱ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ ｐａｔｈｗａｙ；　Ｌｙｓｏｓｏｍａｌ ｐａｔｈｗａｙ

　　动物和人的组织细胞内具有完善的抗氧化还原系
统，发挥非常强的抗氧化能力，通过体内合成抗氧化剂
（如谷胱甘肽和超氧化物歧化酶）或体外摄取抗氧化物
质，保护机体免受氧化应激带来的损伤［１］ 。 Ｋｅａｐ１
（Ｋｅｌｃｈ唱ｌｉｋｅ ＥＣＨ唱ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ）唱Ｎｒｆ２ （ＮＦ唱Ｅ２唱ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ
２）唱ＡＲＥ（ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ）是组织细胞抗氧
化应答中最重要的信号转导通路，其中 Ｋｅａｐ１ 是调控
核转录因子 Ｎｒｆ２ 活化的关键因素；Ｋｅａｐ１ 作为分子开
关，开启或关闭 Ｎｒｆ２ 介导的抗氧化蛋白和二相解毒酶

基因的表达
［２唱３］ 。

白藜芦醇（Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ，Ｒｅｓ）是一种天然的植物抗
毒素，具有较强的抗氧化作用。 有研究表明：白藜芦醇
预处理能有效地保护暴露于氧化应激的原代肝细胞，
增加过氧化氢酶、超氧化物歧化酶、谷胱甘肽过氧化物
酶、 ＮＡＤＰＨ （ ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ａｄｅｎｉｎｅ ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｈｏｓ唱
ｐｈａｔｅ）醌氧化还原酶和谷胱甘肽 Ｓ转移酶的活性，这一
作用主要通过增加 Ｎｒｆ２ 的水平，并促进其入核而实
现［４］ 。 但白藜芦醇的详细作用机制目前尚不完全清
楚。 一般认为，多数 ＡＲＥ 诱导物能够增强 Ｋｅａｐ１ 蛋白
的泛素化，进而被蛋白酶体降解，致使 Ｋｅａｐ１ 蛋白减
少，Ｎｒｆ２游离，入核启动相应的抗氧化酶基因表达，发
挥抗氧化作用

［５］ 。 本课题组前期研究亦发现：白藜芦
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醇能够使 ＵＶＡ （ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ Ａ）辐射的 ＨａｃａＴ 细胞的
Ｋｅａｐ１ 蛋白含量明显减少，但 ｍＲＮＡ 含量无明显变化，
推测白藜芦醇可能直接降解 Ｋｅａｐ１ 蛋白，但其机制尚
不明确。 因此，本研究重点关注白藜芦醇对 Ｋｅａｐ１ 蛋
白降解的可能机制，为阐明白藜芦醇的抗氧化作用及
其临床应用提供新的实验依据。

材料与方法

一、材料
１．人乳腺癌细胞株 ＭＤＡ唱ＭＢ唱２３１：首都医科大学

公共卫生与家庭医学学院惠赠。
２．主要试剂：胎牛血清（Ｈｙ唱Ｃｌｏｎｅ 公司）；青霉素唱

链霉素溶液，胰蛋白酶，Ｌｅｉｂｏｖｉｔｚ′ｓ Ｌ唱１５ 干粉培养基
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；白藜芦醇（纯度为 ９８畅５％，张家界湘
汇公司）；ＤＭＳＯ（Ｓｉｇｍａ 公司）；将白藜芦醇溶解于 ＤＭ唱
ＳＯ配制成 ０畅１ ｍｏｌ／Ｌ 的溶液，抽滤后分装， －２０ ℃贮
存备用；ＭＧ唱１３２（上海碧云天生物技术），浓度为 ２０ ｇ／
Ｌ；氯喹（Ｓｉｇｍａ公司）去离子水配制为 ２０ ｍｍｏｌ／Ｌ 的溶
液， －２０ ℃保存；羊抗人 Ｋｅａｐ１（Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司）；兔抗
人 Ｎｒｆ２多克隆抗体（Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ公司）；小鼠 ＧＡＰＤＨ单
克隆抗体（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；蛋白变性裂解液，ＳｕｐｅｒＥＣＬ
Ｐｌｕｓ超敏发光液（北京普利莱公司）。
二、方法
１．细胞培养：ＭＤＡ唱ＭＢ唱２３１ 细胞按 １ ×１０５ ／ｍｌ 浓

度接种于 ２５ ｃｍ２
培养瓶中，加入 Ｌｅｉｂｏｖｉｔｚ′ｓ Ｌ唱１５ 培养

基（含１０％胎牛血清、１００ Ｕ／ｍｌ青霉素和 １００ μｇ／ｍｌ链
霉素），培养条件为 ３７ ℃，１００％空气条件的加湿培养
箱。 至细胞融合度约 ８０％时，０畅０５％胰蛋白酶液消化，
按 １∶３比例进行传代培养。

２．实验分组：将对数生长期 ＭＤＡ唱ＭＢ唱２３１ 细胞分
为 ６组：（１）对照组（Ⅰ）；（２）５ μｍｏｌ／Ｌ白藜芦醇作用
２４ ｈ；（３）２０ μｍｏｌ／Ｌ 白藜芦醇作用 ２４ ｈ；（４）对照组
（Ⅱ）；（５）５ μｍｏｌ／Ｌ白藜芦醇作用 ４８ ｈ；（６）２０ μｍｏｌ／Ｌ
白藜芦醇作用 ４８ ｈ。 同时，设 ０畅０２％ ＤＭＳＯ 作用
４８ ｈ 组。

ＭＧ唱１３２ 抑制剂实验中 ＭＤＡ唱ＭＢ唱２３１ 细胞分 ３ 组：
（１）对照组；（２） １０ μｍｏｌ／Ｌ ＭＧ唱１３２ 作用 ２４ ｈ；（３）
１０ μｍｏｌ／Ｌ ＭＧ唱１３２ 预处理 ６ ｈ后加入 ２０ μｍｏｌ／Ｌ白藜
芦醇作用 ２４ ｈ。
氯喹实验 ＭＤＡ唱ＭＢ唱２３１ 细胞亦为 ３ 组：（１）对照

组；（２）２０ μｍｏｌ／Ｌ氯喹作用 ２４ ｈ；（３）２０ μｍｏｌ／Ｌ 氯喹
和 ２０ μｍｏｌ／Ｌ白藜芦醇同时作用 ２４ ｈ。

３．Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法：分别收集各组细胞，提取蛋
白，ＢＣＡ法测定总蛋白浓度，每孔上样 ２０ ～８０ μｇ 蛋白
（依目的蛋白表达量的大小而定），经电泳、转膜后，５％

脱脂牛奶封闭 １ ｈ，分别与 Ｋｅａｐ１ 抗体（０畅４ μｇ／ｍｌ）、
Ｎｒｆ２抗体（０畅２ μｇ／ｍｌ）、ＧＡＰＤＨ抗体（０畅１ μｇ／ｍｌ）孵育
４ ℃过夜，ＴＢＳＴ漂洗 ３次，ＧＡＰＤＨ抗体（０畅５ μｇ／ｍｌ）室
温孵育 １ ｈ，ＥＣＬ显色，Ｘ线曝光，凝胶成像分析系统摄
像并分析。 记录目的条带与内参 ＧＡＰＤＨ 的灰度值比
值，用每个实验组的相对灰度值与对照组相对灰度值
的比值来表示，实验重复 ３次。
三、统计学方法
实验数据用 ＳＰＳＳ １３畅０ 软件进行统计学分析，以均

数±标准差（珋x ±s）表示，两组间比较采用 t 检验，两组
以上采用 Ｏｎｅ唱Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ检验，P ＜０畅０５ 为差异有统
计学意义。

结　　果

１．白藜芦醇对ＭＤＡ唱ＭＢ唱２３１ 细胞 Ｋｅａｐ１蛋白含量
的影响：与对照组相比，２０ μｍｏｌ／Ｌ白藜芦醇处理 ２４ ｈ
后，Ｋｅａｐ１蛋白含量下降 １８％（P ＜０畅０５），５ μｍｏｌ／Ｌ 和
２０ μｍｏｌ／Ｌ白藜芦醇处理 ４８ ｈ组，Ｋｅａｐ１蛋白含量分别
下降 ２９％和 ４６％（P ＜０畅０５），可见白藜芦醇的作用具
有时间和浓度依赖的倾向性。 相应 Ｎｒｆ２ 蛋白含量增加
（P ＜０畅０５）（图 １）。 ＤＭＳＯ 组 Ｋｅａｐ１ 含量无明显变化，
表明 ＤＭＳＯ溶剂本身不影响 Ｋｅａｐ１蛋白含量。

２．ＭＧ唱１３２ 和氯喹不影响白藜芦醇对 ＭＤＡ唱ＭＢ唱
２３１ 细胞内 Ｋｅａｐ１ 蛋白的降解：与 ＭＧ唱１３２ 处理组比
较，加入白藜芦醇，Ｋｅａｐ１ 蛋白含量仍明显下降（P ＜
０畅０５）（图 ２）。 与氯喹组相比，给予白藜芦醇后，Ｋｅａｐ１
蛋白含量仍下降（P ＜０畅０５）（图 ３）。

讨　　论

氧化应激所致的组织细胞损伤是恶性肿瘤、心脑
血管疾病以及内分泌代谢性疾病等发生发展的主要因

素之一。 Ｋｅａｐ１唱Ｎｒｆ２唱ＡＲＥ信号通路在机体氧化应激反
应中发挥重要的调控作用。 正常情况下，胞质内的
Ｋｅａｐ１与核转录因子 Ｎｒｆ２ 相连，将 Ｎｒｆ２ 锚定在细胞骨
架分子 ａｃｔｉｎ 上，Ｋｅａｐ１ 亦可作为 Ｃｕｌ３ 依赖的 Ｅ３ 泛素
蛋白连接酶复合体的适配底物，介导 Ｎｒｆ２ 泛素化，被
２６Ｓ蛋白酶体降解［６］ 。 当细胞受到氧化应激刺激时，胞
质内的 Ｋｅａｐ１ 与 Ｎｒｆ２ 解离，抑制 Ｎｒｆ２ 泛素化降解，使
Ｎｒｆ２蛋白稳定。 游离的 Ｎｒｆ２进入细胞核与 Ｍａｆ（ｍｕｓｃｌｅ
ａｐｏｎｅｕｒｏｔｉｃ ｆｉｂｒｏｓａｒｃｏｍａ ｐｒｏｔｅｉｎ）蛋白结合成异二聚体，
并识别和结合 ＡＲＥ上，启动下游多种 ＡＲＥ依赖的基因
转录，增强细胞的抗氧化应激能力［７］ ，可见，Ｋｅａｐ１在该
信号转导通路中居于核心地位。 近年，大量体外研究
表明：天然的抗氧化剂白藜芦醇能够调节该细胞内信
号转导分子的活性，增强抗氧化酶的表达。 本实验表
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明：白藜芦醇具有使细胞内 Ｋｅａｐ１ 表达下降作用。 与
此同时，核转录因子 Ｎｒｆ２表达增加，提示白藜芦醇可能
通过促进 Ｋｅａｐ１蛋白降解，激活 Ｎｒｆ２，发挥抗氧化应激

的作用。
已知在真核细胞存在四种蛋白水解体系：泛素唱蛋

白酶体体系、自噬唱溶酶体体系、线粒体蛋白酶体系和钙
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依赖蛋白酶体系
［８］ 。 而且，细胞内大多数蛋白由泛素

和相关酶介导，通过泛素唱蛋白酶体通路降解。 该降解
途径为底物蛋白先以多聚泛素链的形式标记，而后被
２６Ｓ蛋白酶体识别，在 ＡＴＰ 参与下降解成不同长度的
肽段

［９唱１０］ 。 业已证明：醛基肽类蛋白酶抑制剂 ＭＧ唱１３２
为广泛应用的蛋白酶体抑制剂，具有抑制 ２６Ｓ 蛋白酶
体降解蛋白的作用。 本实验结果表明：加入 ＭＧ唱１３２
后，不影响白藜芦醇对 ＭＤＡ唱ＭＢ唱２３１ 细胞内 Ｋｅａｐ１ 的
降解作用，提示 Ｋｅａｐ１ 的降解可能由其他途径完成。
据报道细胞暴露于醌诱导的氧化应激下，Ｋｅａｐ１ 泛素化
程度增加，但 ２６Ｓ 蛋白酶体抑制剂 ＭＧ唱１３２ 不能阻断
Ｋｅａｐ１ 的降解［６］ 。 近年报道：在 Ａｔｇ７唱或 ｐ６２ 缺失的小
鼠肝细胞中 Ｋｅａｐ１ 蛋白积聚，而蛋白酶体抑制剂 ＭＧ唱
１３２ 不影响 Ｋｅａｐ１的积聚，提示肝细胞 Ｋｅａｐ１ 可能通过
自噬唱溶酶体通路降解，以维持组织细胞的氧化还原平
衡

［１１］ ，但给予溶酶体酶抑制剂（氯喹）后，亦不影响白
藜芦醇对 ＭＤＡ唱ＭＢ唱２３１ 细胞内的 Ｋｅａｐ１ 降解作用。 本
实验结果表明：白藜芦醇具有较强的抗氧化应激作用，
主要是通过降解 Ｋｅａｐ１ 蛋白，促进核转录因子 Ｎｒｆ２ 入
核，启动抗氧化应激一系列酶和蛋白的表达，但有关白
藜芦醇降解 Ｋｅａｐ１ 蛋白的途径仍不完全清楚，有待于
今后进一步实验证明。 阐明这一问题，对于深入研究
Ｋｅａｐ１蛋白相关疾病的发生机制具有重要理论意义，并
为临床相关疾病预防与治疗提供实验依据。
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