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摘要 目的 探讨白藜芦醇( Ｒes) 通过核因子 NF-E2 相关

因子 /抗氧化反应元件 ( Nrf2 /AＲE) 通 路 对 佐 剂 性 关 节 炎

( AA) 大鼠脾脏氧化应激调节作用及机制。方法 SD 大鼠

50 只，随机均分为 5 组: 对照组、模型组、Ｒes 低剂量组、Ｒes

高剂量组和阳性药 组，左 侧 足 趾 皮 下 注 射 弗 氏 完 全 佐 剂

( FCA) 建立 AA 大鼠模型。12 d 后，给予相应药物灌胃并测

量大鼠关节炎指数及足趾肿胀度。连续灌胃 12 d 后处死大

鼠。HE 染色观察脾脏病理学改变，脾脏组织匀浆检测抗氧

化能力，免 疫 荧 光 及 Western blot 法 检 测 脾 脏 组 织 Nrf2、
Kelch 样环氧氯丙烷相关蛋白 1( Keap1) 、锰超氧化物歧化酶

( MnSOD) 蛋白表达。结果 Ｒes 处理后关节炎评分降低;

HE 染色显示 Ｒes 处理组脾脏损伤低于模型组; 氧化应激指

标检测显示，Ｒes 处理组较模型组氧化应激水平减轻; 免疫

荧光及 Western blot 结果表明 Ｒes 降低 Nrf2 的表达，升高

MnSOD 水平，减轻氧化应激，抑制 Nrf2 过度激活。结论

Ｒes 能通过 Nrf2 /AＲE 通路降低 Nrf2 蛋白表达，增加 AA 大

鼠脾脏抗氧化应激蛋白的表达，减轻氧化应激。
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类风湿性关节炎( rheumatoid arthritis，ＲA) 是一

种以多发性，对称性和增生性滑膜炎为特征的自身

免疫病。其病理特征是炎性细胞浸润、滑膜细胞增

生和血管翳形成［1］。佐剂性关节炎( adjuvant arthri-
tis，AA) 大鼠模型是 ＲA 药物治疗研究的理想动物

模型［2］。除侵犯关节外，ＲA 患者可发生脾肿大，脾

脏中辅助 T 细胞亚群平衡失调，文献［3］报道 AA 大

鼠脾 脏 存 在 病 理 学 损 伤。白 藜 芦 醇 ( resveratrol，
Ｒes) 主要存在于葡萄、花生和虎杖中，具有抗炎、抗
感染和抗肿瘤的作用［4］。氧化应激与 ＲA 的发生发

展密切相关，α-硫辛酸是已被证实的具有显著抗氧

化应激和减轻炎症作用的药物［5］。而 Kelch 样环氧

氯丙烷相关蛋白 1 ( Kelch-like ECH-associated protein
1，Keap1) －核因子 NF-E2 相关因子( nuclear factor ery-
throid 2-related factor 2，Nrf2) /抗氧化反应元件( an-
tioxidant responsive element，AＲE) 信号通路是氧化

应激反应的关键通路，Nrf2 是该通路中的关键蛋白，

具有多种生物学效应，如维持氧化和抗氧化的平衡

以及抑制细胞凋亡等，但 Nrf2 持续激活会使组织受

到更严重的氧化应激损伤［6］。该研究旨在探讨 Ｒes
能否通过 Keap1-Nrf2 /AＲE 通路调节 AA 大鼠脾脏

组织氧化应激水平，缓解 AA 大鼠疾病的发展进程。

1 材料与方法

1． 1 实验材料

1． 1． 1 实验动物 清洁级雄性 SD 大鼠 50 只，体

质量( 180 ± 20) g，由安徽医科大学实验动物中心提

供，饲养于光照 12 h /黑暗 12 h，室温( 25 ± 2) ℃，通

风良好并可自由摄食饮水。
1． 1． 2 实 验 试 剂 与 仪 器 Ｒes、弗 氏 完 全 佐 剂

( FCA) 购自美国 Sigma 公司; 丙二醛 ( malondialde-
hyde，MDA ) 和 超 氧 化 物 歧 化 酶 ( superoxide dis-
mutase，SOD) 检测试剂盒购自上海碧云天有限公

司; Keap1、Nrf2、锰超氧化物歧化酶 ( manganese su-
peroxide dismutase，MnSOD) 等多克隆抗体购自美国

Santa Cruz Biotechnology 公司; ＲM2235 切片机购自德

国 Leica 公司; 高速离心机购自美国 SHELLAB 公司。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 实验动物分组及标本收集 随机将 50 只

SD 大鼠均分为 5 组: 对照组、模型组、Ｒes 低剂量组

［5 mg / ( kg·d) ］、Ｒes 高剂量组［100 mg / ( kg·d) ］

和阳性药 α-硫辛酸治疗组［100 mg / ( kg·d) ］。喂
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食 1 周后，对照组大鼠皮下注射 0. 1 ml 生理盐水至

左足趾，其余大鼠注射 0. 1 ml FCA 以诱发炎症，建

立 AA 大鼠模型。12 d 后，对照组和模型组给予等

体积 0. 5%羧甲基纤维素钠，Ｒes 处理组给予相应剂

量药物灌胃; 阳性药组给予 α-硫辛酸灌胃。每 4 d
称重 1 次并根据大鼠体重调整用药剂量，连续给予

灌药 12 d 后处死大鼠，取大鼠脾脏转移至液氮中冷

藏备用。另取脾脏固定在 4% 多聚甲醛中供病理学

检查。
1． 2． 2 整体模型建立以及关节炎指数和肿胀程度

测定 造模后，每 3 d 用排水法测定大鼠左踝关节

致炎前后容积变化并监测各组大鼠继发侧关节炎指

数，病理评分分为 4 个等级: 0 分: 正常; 1 分: 踝关节

红斑和轻微肿胀; 2 分: 踝关节或手掌红斑，轻微肿

胀; 3 分: 踝关节或手掌红斑及中度肿胀; 4 分: 踝关

节严重肿胀，评分最高 12 分。
1． 2． 3 HE 染色及病理学损伤检测 取出固定的

脾脏组织，脱水，包埋并切片，制备组织厚度为 4 μm
的切片。取各组切片经脱蜡、苏木精-伊红 ( HE) 染

色、封片处理后，镜下观察病理学损伤。
1． 2． 4 组织匀浆氧化应激指标的检测 从液氮中

冷冻的各组脾组织取样，制成组织匀浆。以14 000
r /min 离心 15 min 并取上清液，根据试剂盒说明书

检测 MDA 含量和 SOD 活力单位。
1． 2． 5 免疫荧光检测大鼠脾脏中 Nrf2 蛋白的表达

取出固定的脾脏组织，脱水，包埋并切片，制备组

织厚 度 为 4 μm 的 切 片。抗 原 修 复 液 修 复，3%
H2O2 灭活内源性过氧化物酶，封闭液封闭 60 min，

滴加 Nrf2( 1 ∶ 100) 多克隆抗体，4 ℃孵育过夜。第 2

天，取出复温，用 PBS 冲洗 3 次，加入荧光二抗，在

黑暗条件下孵育 30 min，细胞用 DAPI 染色 5 ～ 10
min 并在荧光显微镜下拍照。
1． 2． 6 Western blot 法检测蛋白的表达 取冻存的

脾脏组织，提取组织蛋白。根据 BCA 试剂盒测定各

组的蛋白质含量，调整蛋白质浓度并加入上样缓冲

液。SDS-PAGE 电泳分离 90 min; 200 mA 恒流 2 h
转至 PVDF 膜上。5%脱脂奶粉封闭 1 h，PBST 洗去

封闭液，加入 Nrf2、Keap1、MnSOD 等一抗( 1 ∶ 300) ，

4 ℃孵育过夜。用 PBST 在摇床上洗涤后，将膜放入

通用二抗中并在室温下在摇床上温育 1 h。ECL 显

色并使用 Image J 软件进行分析。
1． 3 统计学处理 用 SPSS 17. 0 软件进行统计分

析，资料以 珋x ± s 表示，两组间差异比较采用 t 检验，

多组间比较采用单因素方差分析 ( One-Way ANO-
VA) ，以 P ＜ 0. 05 表示差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 大鼠 AA 模型的建立 整体实验结果显示: 相

比对照组，模型组大鼠足趾肿胀程度明显增加，而

Ｒes 处理组足趾肿胀程度减轻; 关节炎评分结果显

示: 注射 FCA 3 d 后，大鼠足趾肿胀度即有明显升

高，且随着造模时间延长，大鼠继发侧足趾肿胀度和

关节炎指数均逐渐升高。第 12 天，模型组大鼠继发

侧足趾肿胀度和关节炎指数与对照组比较差异有统

计学 意 义 ( t = 6. 885，P ＜ 0. 01; t = 19. 96，P ＜
0. 01) 。上述结果表明 AA 大鼠模型建立成功。Ｒes
处理后的大鼠足趾肿胀度和关节炎指数降低，且随

给药时间的延长逐渐降低。见图 1。

图 1 SD 大鼠 AA 关节炎模型的建立

A: AA 大鼠原发侧的足趾变化; a: 对照组; b: 模型组; c: Ｒes 低剂量组; d: Ｒes 高剂量组; e: 阳性药组; B: Ｒes 对 AA 大鼠足肿胀度的作

用; C: Ｒes 对 AA 大鼠关节炎指数评分的作用
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图 2 AA 大鼠脾脏损伤及氧化应激变化

A: AA 大鼠脾脏病理改变 HE × 200; a: 对照组; b: 模型组; c: Ｒes 低剂量组; d: Ｒes 高剂量组; e: 阳性药组; B、C: AA 大鼠的脾脏匀浆

SOD、MDA 的变化; 与对照组比较: ##P ＜ 0. 01; 与模型组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

图 3 大鼠脾脏中 Nrf2 蛋白的表达 免疫荧光 × 400

A: 对照组; B: 模型组; C: Ｒes 低剂量组; D: Ｒes 高剂量组; E: 阳性药组; 1: 荧光染色显示 Nrf2 蛋白表达; 2: DAPI 复染确定核的位置分布

2． 2 AA 大鼠脾脏组织存在损伤与氧化应激 脾

脏 HE 染色显示对照组脾脏组织形态较为清晰，可

见白髓及红髓区。相比对照组，模型组脾组织结构

模糊，红髓髓窦扩张，存在淤血，红髓髓索变窄。相

比模型组，Ｒes 处理组脾脏形态结构有明显改善，红

髓、白髓分界较清晰，红髓区可见少量淤血，生发中

心较明显，细胞分布均匀。阳性药物治疗组效果更

好。氧化应激指标检测显示，相比对照组，模型组大

鼠脾脏匀浆中 MDA 含量明显增加 ( t = 6. 394，P ＜
0. 01) ，SOD 酶的活力单位明显降低( t = 5. 044，P ＜
0. 01) ; 相比模型组，Ｒes 和阳性药组大鼠脾脏 MDA
含量显著降低 ( t = 2. 218，P ＜ 0. 05; t = 4. 513，P ＜
0. 01; t = 5. 333，P ＜ 0. 01 ) ，SOD 酶的活力单位显著

增高( t = 26. 210，P ＜ 0. 01; t = 3. 600，P ＜ 0. 01; t =
3. 103，P ＜ 0. 01) ，但药物处理组间 SOD 酶的活力单

位没有随药物浓度的增加而降低，各组数据差异无

统计学意义( F = 0. 414，P ＞ 0. 05) 。见图 2。
2． 3 免疫荧光检测大鼠脾脏中 Nrf2 蛋白表达情况

免疫荧光结果显示，对照组大鼠脾脏 Nrf2 蛋白表

达较少，模型组大鼠脾脏 Nrf2 蛋白表达显著增加;

相比模型组，Ｒes 和阳性药组 Nrf2 蛋白表达减少。
在 Ｒes 和阳性药组，相比于周围红髓，脾组织的淋巴

小结 Nrf2 蛋白表达较弱，而红髓处免疫荧光明显增

强，见图 3。
2． 4 Western blot 测定大鼠脾脏中氧化应激相关

蛋白 Western blot 结果显示，模型组脾脏相比对照
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组，其蛋白 Nrf2( t = 7. 159，P ＜ 0. 01) 和 MnSOD( t =
6. 850，P ＜ 0. 01 ) 的表达增加，Keap1 ( t = 16. 670，P
＜ 0. 01) 表达降低。灰度比值半定量分析表明，相

比模型组大鼠，Ｒes 高剂量组脾脏组织中 Keap1( t =
10. 240，P ＜ 0. 01 ) 、MnSOD ( t = 6. 217，P ＜ 0. 01 ) 、
Nrf2 ( t = 12. 660，P ＜ 0. 01) 差异有统计学意义，各浓

度 Ｒes 处理组间表达差异无统计学意义，相比模型

组，阳性药组 Nrf2 表达降低，也呈下降趋势，Keap1、
MnSOD 表达增加。见图 4。

图 4 Western blot 测定大鼠脾脏组织匀浆

Nrf2、Keap1、MnSOD 蛋白表达

A: Nrf2、Keap1、MnSOD 蛋白的 Western blot 结果; B、C、D: Nrf2、

Keap1、MnSOD 蛋白表达; 1: 对照组; 2: 模型组; 3: Ｒes 低剂量组; 4:

Ｒes 高剂量组; 5: 阳性药组; 与对照组比较: ＊＊ P ＜ 0. 01; 与模型组

比较: ##P ＜ 0. 01

3 讨论

本研究采用 FCA 制备 AA 模型，FCA 诱导炎症

后的病理变化与 ＲA 较为相近［7］。研究［8］表明，AA
大鼠滑膜呈现炎细胞浸润，关节部位表现为关节囊

肿胀或粘连，病理学表现为滑膜细胞异常增生，血管

翳形成及软骨和骨破坏。本研究 AA 大鼠在致炎后

的 7 ～ 12 d 出现关节肿胀程度升高，炎症进一步发

展，踝关节肿胀程度及关节炎指数证明 AA 模型建

立成功，HE 染色结果表明 Ｒes 能够减轻脾脏的病

理损伤。此外，ＲA 可逐渐累及其他组织脏器，如

心、肝、脾等，表现为多系统、多脏器受损。
Ｒes 是虎杖的一种提取物，具有抗炎和抗脂质

过氧化等生物学作用［9］。本研究在 AA 大鼠基础上

观察脾脏的病变特点。脾脏损伤主要表现为脾组织

结构模糊、红髓髓窦扩张淤血等。相比模型组，Ｒes
和阳性药组脾组织的病理学变化减轻，大鼠脾脏组

织匀浆检测中，MDA 含量的降低和 SOD 活力单位

的升高表明大鼠脾脏的抗氧化应激增强，证实了

Ｒes 的调节作用。

Keap1-Nrf2 /AＲE 通路是氧化应激反应中的关

键通路，其中 Nrf2 为机体降低活性氧、减轻氧化应

激重要转录因子，Keap1 是调节 Nrf2 活性的细胞抗

氧化途径的调节蛋白。正常情况下 Nrf2 在胞质中

与抑制因子 Keap1 结合，处于失活状态，无法进入细

胞核发挥转录活性，当受到 ＲOS 刺激时，Keap1 构

象改变后与 Nrf2 解离［10］。激活的 Nrf2 进入细胞核

并与小 Maf 蛋白形成异源二聚体，其与 AＲE 结合并

促进下游靶基因的表达，介导一系列抗氧化应激酶

的产生，如 MnSOD、血红素氧合酶 1( HO-1) 等，提高

机体抗氧化能力［11］。在氧化还原平衡恢复后 Nrf2
返回胞质中，经泛素-蛋白酶体途径降解或通过负反

馈调节使其消耗后维持正常水平［12］。已有研究［8］

表明 ＲA 患者体内存在氧化应激，但关于 Keap1-
Nrf2 /AＲE 通路在 ＲA 发生发展中影响的研究尚少。

Western blot 结 果 显 示，AA 大 鼠 脾 脏 组 织 中

Nrf2 和 MnSOD 的表达显著增加，处于高氧化应激

状态，Keap1-Nrf2 /AＲE 通 路 异 常 激 活。相 比 对 照

组，模型组脾脏组织 Keap1 蛋白表达明显减少，对

Nrf2 的抑制能力减弱。Nrf2 和 MnSOD 表达增加，

表明 脾 脏 处 于 氧 化 应 激 状 态，过 度 激 活 Keap1-
Nrf2 /AＲE 通 路 会 加 重 脾 脏 中 的 氧 化 应 激。给 予

Ｒes 处理后，Nrf2 蛋白表达减少，呈下降趋势，Keap1
和 MnSOD 表达增加，Keap1 大量表达导致从 Keap1
解离的 Nrf2 减少，进而抑制 Keap1-Nrf2 /AＲE 通路

过度激活，起到对脾脏组织的保护作用［13］。而有研

究［14］则表明，Ｒes 可上调 Nrf2 的表达。本研究免疫

荧光结果显示，相比对照组，模型组大鼠脾脏中 Nrf2
蛋白表达明显增加，表明模型组脾脏组织存在 Nrf2
过度激活。相比模型组，Ｒes 和阳性药组 Nrf2 蛋白

表达减弱，氧化应激程度减轻。值得关注的是，在

Ｒes 和阳性药组中，相比于周围红髓，白髓淋巴小结

Nrf2 蛋白表达明显较弱，提示和红髓相比，白髓氧化

应激程度较轻。白髓主要由 B 淋巴细胞组成，而红

髓主要含有大量 T 淋巴细胞，Th 细胞的免疫功能障

碍在 ＲA 发病机制中起重要作用，B 淋巴细胞通过

递呈抗原、产生自身抗体和分泌细胞因子等与 ＲA
发生发展密切相关［15］。免疫荧光结果提示 Ｒes 可

能通过调节淋巴细胞及相关因子的表达来减轻 AA
大鼠脾脏损伤。

综上所述，AA 大鼠存在脾脏功能的受损，Ｒes
可减轻 AA 大鼠病理损伤，同时改善其脾脏功能，其

机制可能与调节 Keap1-Nrf2 /AＲE 信号通路异常激

活，下调 MDA 水平，上调抗氧化蛋白 MnSOD 表达
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有关。此外，Ｒes 通过何种方式来降低 Nrf2 的表达，

此方式通过影响哪些物质降低 Nrf2 的表达，Ｒes 对

ＲA 的调节与淋巴细胞及相关细胞因子存在何种关

系，这些问题都有待进一步研究。
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Ｒesveratrol reduces oxidative stress in spleen of adjuvant
arthritis rats through Nrf2 /AＲE signaling pathway

Qu Ziting，Hu Yongtao，Yang Xiaojuan，et al
( The First Clinical Medical College of Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the regulatory effects and mechanism of resveratrol( Ｒes) on oxidative stress
in spleen of adjuvant arthritis( AA) rats via Nrf2 /AＲE pathway． Methods 50 SD rats were randomly divided into
5 groups: control group，model group，Ｒes low dose group，Ｒes high dose group，positive drug group，Freund’s
complete adjuvant was injected subcutaneously into left toes to induce AA model． After 12 days，the index of arthri-
tis and the degree of toe swelling in rats were measured． After 12 days of continuous gastric perfusion，the rats were
sacrificed to observe the pathological change of spleen，the spleen homogenate was used to detect the antioxidant a-
bility，the expression of Nrf2，Keap1，MnSOD protein in spleen tissue were detected by immunofluorescence and
Western blot． Ｒesults The arthritis score decreased after Ｒes treatment，HE staining showed that pathological
damage of spleen in the Ｒes treated group was less than that in the model group，the oxidative stress in the Ｒes
treated group was less than that in the model group． The results of immunofluorescence and Western blot showed
that Ｒes inhibited the expression of Nrf2，increased the level of MnSOD，alleviated oxidative stress and inhibited
the excessive activation of Nrf2． Conclusion Ｒes can reduce the expression of Nrf2 protein through Nrf2 /AＲE
pathway，enhance the expression of antioxidant stress protein in spleen tissue and alleviate oxidative stress．
Key words resveratrol; adjuvant arthritis; Nrf2 /AＲE pathway; spleen; oxidative stress
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