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迷迭香酸活化NRF2负调控ROS/TXNIP/NLRP3信号通路改善

急性肝损伤
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摘要: 急性肝损伤 (acute liver injury, ALI) 是临床上常见的重症疾病之一, 氧化还原失衡和炎症风暴为主要特

点, 治疗不及时极易引起肝功能衰竭甚至死亡。迷迭香酸 (rosmarinic acid, RA) 已被证明具有抗炎抗氧化的活性, 

但是如何通过抗氧化及抑制炎症反应发挥对ALI的保护作用尚不清楚。因此, 本研究通过体内外实验探究RA对

ALI的治疗作用和分子机制。在小鼠ALI模型上, 研究RA对肝功能和炎性指标水平的影响; HE观察肝脏病理变

化 ; 荧光法检测 RA 对肝脏活性氧 (reactive oxygen species, ROS) 的影响 ; 免疫组化法检测肝组织 F4/80 水平 ; 

Western blot测定肝脏组织硫氧还蛋白相互作用蛋白 (thioredoxin-interacting protein, TXNIP)、NOD-like受体蛋白 3 

(NOD-like receptor protein 3, NLRP3) 炎症小体和半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶-1 (cysteinyl aspartate specific 

proteinase-1, CASPASE-1) 蛋白的水平。动物福利和实验过程均遵循西南民族大学动物伦理委员会的规定。在

H2O2诱导的 HepG2 细胞氧化性损伤模型上 , CCK-8 法分析 RA 对细胞活力的影响 ; 试剂盒检测白细胞介素-1β 

(interleukin-1β, IL-1β) 和乳酸脱氢酶 (lactatede hydrogenase, LDH) 释放量; 荧光探针DCFH-DA检测ROS水平; 实时

荧光定量 PCR (quantitative real-time PCR, qPCR) 法检测 Txnip、Nlrp3、Caspase 1 和 Il1β mRNA 表达水平 ; Western 

blot法测定细胞核因子E2相关因子 2 (nuclear factor erythroid-2 related factor 2, NRF2)、TXNIP、NLRP3和CASPASE-1

蛋白的水平。实验结果显示, 与模型组比较, RA组小鼠肝肿胀程度明显减轻, 组织损伤缓解, 肝功能指标和ROS水

平显著下降, TXNIP、NLRP3、CASPASE-1蛋白水平均显著降低, F4/80和 IL-1β水平明显下降。在细胞水平上, RA

能显著降低H2O2诱导的 IL-1β、LDH和ROS水平, 同时降低了 Txnip、Caspase 1、Il1β mRNA表达水平, 以及TXNIP、

NLRP3、CASPASE-1 蛋白水平 , 但 NRF2 蛋白表达水平明显上升 , 而 NRF2 抑制剂 ML385 逆转了 RA 对 NRF2、

TXNIP、NLRP3、CASPASE-1蛋白表达的作用。结果表明, RA可能通过促进NRF2核转移抑制ROS生成, 进而减少

TXNIP激活NLRP3炎症小体, 减少细胞死亡和炎症反应从而发挥对肝损伤的缓解作用。
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redox imbalance and inflammatory storm. Untimely treatment can easily lead to liver failure and even death. 

Rosmarinic acid (RA) has been proved to have anti-inflammatory and antioxidant activity, but it is not clear how to 

protect ALI through antioxidation and inhibition of inflammation. Therefore, this study explored the therapeutic 

effect and molecular mechanism of RA on ALI through in vitro and in vivo experiments. In the mouse ALI model, 

the effects of RA on liver function and inflammatory indexes were studied, the pathological changes of liver were 

observed by HE, the effect of RA on reactive oxygen species in liver was detected by fluorescence method, and the 

level of F4/80 in liver tissue was detected by immunohistochemical method. The levels of thioredoxin interacting 

protein (TXNIP), NOD-like receptor protein 3 (NLRP3) and cysteinyl aspartate specific proteinase-1 (CASPASE-1) 

in liver tissue were measured by Western blot. All animal welfare and experimental procedures follow the rules of 

the Animal Ethics Committee of Southwest Minzu University. In vitro, human hepatoma cell line HepG2 was used 

to establish the model of oxidative damage induced by H2O2. The cell viability was detected by CCK-8 method. 

The level of interleukin-1β (IL-1β) in the supernatant was detected by enzyme linked immunosorbent assay 

(ELISA), the activity of lactatede hydrogenase (LDH) was detected by LDH kit, and the level of ROS was detected 

by fluorescence probe DCFH-DA labeling. The mRNA expression of Txnip, Nlrp3, Caspase 1, Il1β was detected 

by real-time fluorescence quantitative PCR (qPCR), and the protein levels of nuclear factor erythroid-2 related 

factor 2 (NRF2), TXNIP, NLRP3 and CASPASE-1 were measured by Western blot. The results showed that 

compared with the model group, the degree of liver swelling, tissue injury, liver function index in RA group were 

significantly lower than those in model group. And RA significantly attenuated the increases of ROS in liver tissue. 

The expression levels of TXNIP, NLRP3 and CASPASE-1 in liver tissue were significantly lower than those in 

model group. Additionally, RA inhibited the expressions of F4/80 and IL-1β. In vitro experiment, compared with 

model group, RA effectively inhibited the secretion of IL-1β and LDH. The level of ROS also decreased 

significantly. RA inhibited the mRNA expressions of Txnip, Caspase 1, Il1β. Furthermore, RA significantly 

increased the expression level of NRF2 protein in nucleus, and decreased the expression level of TXNIP and 

NLRP3 protein. Specifically, with the addition of ML385, the effect of RA on NRF2, TXNIP, NLRP3, CASPASE-1 

protein expression was reversed. Collectively, these findings suggested that RA may inhibit the production of ROS 

by promoting NRF2 nuclear transfer, and then reduce the activation of NLRP3 inflammatory bodies by TXNIP, 

reduce cell death and inflammatory response to prevent the liver injury.

Key words: acute liver injury; nuclear factor erythroid-2 related factor 2; thioredoxin-interacting protein; 

NOD-like receptor protein 3; oxidative stress

急性肝损伤 (acute liver injury, ALI) 是临床上常见

的重症疾病之一, 药物乱用、食物中毒、酒精中毒等均

可导致肝组织急性损伤, 其发病机制包括肝脏解毒功

能丧失、肝实质细胞短时间内大量死亡和不可控的炎

症等, 其发生率和死亡率较高[1,2]。ALI往往伴随着强

烈的氧化应激反应和炎症, 如何通过活化肝脏抗氧化

因子, 调节炎症微环境, 进而促进肝脏稳态恢复一直是

研究的热点[3]。

核因子 E2 相关因子 2 (nuclear factor erythroid-2 

related factor 2, NRF2) 可以减轻细胞氧化应激反应 , 

是维持细胞氧化还原稳态的重要转录因子[4]。发生氧

化应激反应时, NRF2被激活并转运至细胞核, 通过促

进多种抗氧化酶的表达, 减少活性氧 (reactive oxygen 

species, ROS) 诱导的氧化性损伤[5]。有研究表明 , 氧

化应激反应产生大量的 ROS会通过硫氧还蛋白相互

作用蛋白 (thioredoxin-interacting protein, TXNIP) 激活

NOD-like 受 体 蛋 白 3 (NOD-like receptor protein 3, 

NLRP3) 炎性小体, TXNIP与NLRP3、接头蛋白凋亡相

关斑点样蛋白 (apoptosis-associated speck-like protein 

containing caspase recruitment domain, ASC)、前体半胱

氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶-1 (pro-cysteinyl aspartate 

specific proteinase-1, PRO-CASPASE-1) 组成大分子蛋

白组合体介导CASPASE-1的生成, 从而诱导白细胞介

素-1β (interleukin-1β, IL-1β) 的分泌, 促进组织损伤[6]。

NLRP3属于NLRs家族, 参与化学性肝损伤、非酒精性

脂肪肝、肝纤维化等多种急慢性肝炎的发展[7], NLRP3

激活后诱导的肝细胞焦亡是肝损伤的主要原因之

一[8]。因此, NRF2/ROS/TXNIP/NLRP3 信号通路有望

成为治疗ALI的潜在靶点。

在本课题的前期研究中, 民间验方三草保肝汤具

有保护肝损伤的作用 , 而迷迭香酸 (rosmarinic acid, 

RA) 是其主要成分之一[9]。有研究表明, RA对多种炎

症相关疾病具有明显的改善作用, 如可以通过抑制核

转录因子的活化和核转移, 减少组织和细胞内ROS的
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产生, 减轻心肌缺血再灌注损伤[10]; 激活NRF2信号通

路可以预防顺铂所致的肝肾毒性[11]等。然而RA能否

通过ROS/TXNIP/NLRP3信号通路改善急性肝损伤尚

不可知。因此, 本研究主要开展 RA的保肝作用及抗

炎、抗氧化的作用机制研究, 为进一步拓展RA的临床

应用提供实验依据。

材料与方法

动物 SPF 级雄性 C57BL/6 小鼠 60 只 , 6～8 周

龄, 体质量 (20 ± 2) g, 购自北京华阜康生物科技股份

有限公司, 动物许可证号SCXK (京) 2019-0008。所有

小鼠均在西南民族大学药学院无特定病原体 (SPF) 环

境中饲养, 光暗周期为 12 h, 温度为 (25 ± 1) ℃, 相对

湿度为 60% ± 10%。所有实验均经西南民族大学实验

动物伦理委员会批准 (伦理号: 2023MDLS071)。

细胞系 人源肝癌细胞 HepG2 购自速研生物技

术有限公司。

药品与试剂 迷迭香酸 (质量分数 ≥ 98%, 批号

20283-92-5) 购自维克奇生物科技有限公司; H2O2 (批

号 10011218) 购自国药集团化学试剂有限公司; 甘草

酸 二 铵 注 射 液 ( 批 号 20210405; 国 药 准 字 号

H20073786) 购自中孚药业股份有限公司 ; DMEM 高

糖培养基 (批号 20221010) 购自凯基生物公司; 胎牛血

清 (批号 2037145) 购自Biologicai Industries公司; ROS

检测试剂盒 (批号S0033S) 购自碧云天生物技术公司; 

IL-1β酶联免疫吸附法 (enzyme linked immunosorbent 

assay, ELISA) 试剂盒 (批号AK016T686500) 购自武汉

伊莱瑞特生物科技有限公司; 丙氨酸转移酶 (alanine 

aminotransferase, ALT)、天冬氨酸转移酶 (aspartate 

aminotransferase, AST)、LDH 试剂盒 (批号 20230103) 

购自南京建成生物有限公司; PCR引物合成购自北京

擎科生物科技股份有限公司; RNAiso Plus、反转录试

剂盒、TB Green series (AN71061A) 购自 TaKaRa公司; 

RIPA 裂解液 (批号 BL504A)、PMSF (批号 BL507A)、

BCA蛋白浓度测定试剂盒 (批号BL521A)、SDS-PAGE

蛋白上样缓冲液 (5×) (批号 BL502B)、丙烯酰胺/甲叉

29∶1, 30%溶液 (批号BL513B)、1.5 mol·L-1 Tris-HCl 溶

液 ( 批号 BL516B)、1 mol·L-1 Tris-HCl 溶液 ( 批号

BL514A)、超敏 ECL化学发光底物 (批号 BL523B)、特

超敏 ECL 化学发光底物 (批号 BL520B)、胰酶细胞消

化液 (批号 23215865)、CCK-8试剂盒 (批号 23185621) 

购自 Biosharp 公司 ; F4/80 抗体 (批号 263101) 购自

ZENBIO 公司 ; DHE 染液 (批号 104821-25-2) 购自

Aladdin 公 司 ; HRP 标 记 山 羊 抗 大 鼠 IgG ( 批 号

GB23302) 购自 Servicebio公司; EDTA (pH9.0) 抗原修

复液 (批号 G1203-250ML)、BSA 牛血清白蛋白 (批号

GC305010-5g)、苏木素染液 ( 批号 G1004-500ML)、

DAB显色剂盒 (批号G1212-200T) 购自武汉赛维尔生

物科技有限公司 ; 自发荧光淬灭剂苏丹黑 B (批号

A602008-0025) 购自生工生物工程股份有限公司 ; 

OCT包埋剂 (批号4583) 购自Sakura公司。

仪器 实时荧光定量 PCR 仪 (德国 Eppendorf 公

司); CO2恒温培养箱 (美国 Thermo Scientific公司); 离

心机 ( 湘仪有限公司); 正置荧光显微镜 ( 日本

Olympus); Spectra Max R i D5型全波长多功能酶标仪 

(美国美谷分子仪器有限公司); 化学发光成像系统 (上

海勤翔科学仪器有限公司); PowerPac Basic电泳仪、垂

直电泳槽及组件、转印槽及组件 ( 美国 Bio-Rad 

Laboratories 公 司); SLK-O3000-S 脱 色 摇 床 ( 美 国

SCILOGEX公司)。

动物分组、给药和造模 将 60只C57BL/6小鼠随

机分为对照组 (control)、模型组 (model)、甘草酸二铵 

(diammonium glycyrrhizinate, DG, 60 mg·kg-1) 组、迷迭

香酸低 (RA-L, 5 mg·kg-1)、中(RA-M, 10 mg·kg-1)、高剂

量 (RA-H, 20 mg·kg-1) 组, 每组 10 只。小鼠腹腔注射 

(ip) 给药 5 天, 每天一次, control和 model腹腔注射等

体积生理盐水。末次给药 1 h 后 , model 组、DG 组和

RA 治疗组小鼠腹腔注射 5% 的 CCl4 橄榄油溶液 

(5 mL·kg-1), control组小鼠腹腔注射橄榄油 (5 mL·kg-1)。

造模后24 h收集各组小鼠的血液和肝组织。

HE观察肝组织病理学变化 取小鼠肝脏相同部

位的组织于 4% 多聚甲醛中固定 48 h后, 脱水、透明、

石蜡包埋, 制备组织切片, 切片厚度 5 μm, 进行HE染

色, 封片后于显微镜下观察肝组织病理学变化, 进行组

织病理学评分。

血清生化指标的测定 收集的血液于 4 ℃静置过

夜后, 3 000 r·min-1, 离心 10 min, 分离血清; 严格按照

试剂盒说明书检测各组小鼠血清中的ALT、AST、LDH

含量。

ELISA检测肝脏中 IL-1β水平 取一部分新鲜肝

组织于匀浆机中充分匀浆, 3 000 r·min-1, 离心 10 min

后吸取上清用于检测 IL-1β。

免疫荧光检测肝脏 ROS表达水平 制备肝脏冰

冻切片, PBS冲洗。加自发荧光淬灭剂 5 min, 流水冲

洗 10 min; ROS染液 1∶300稀释, 在组织处滴加, 避光

恒温箱 37 ℃孵育 30 min; 玻片置于 PBS中洗涤, 甩干

后滴加DAPI染液, 避光室温孵育 10 min。封片, 荧光

显微镜拍照采集图像, 应用 Image J软件分析荧光面积

百分比。

免疫组化检测肝脏F4/80表达水平 石蜡切片脱
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蜡至水, 置于柠檬酸抗原修复缓冲液 (pH 6.0) 中进行

抗原修复, 自然冷却后将玻片置于 PBS (pH 7.4) 中洗

涤。放入 3%过氧化氢溶液, 室温避光孵育 25 min, 再

次洗涤。甩干后 , 滴加 3% BSA 覆盖组织 , 室温封闭

30 min。加一抗于湿盒内 4 ℃孵育过夜。洗涤后加入

与一抗相应种属的二抗 (HRP标记) 覆盖组织, 室温孵

育 50 min。洗涤后加入 DAB显色液。苏木素复染细

胞核后 , 脱水封片。显微镜下观察 , 图像分析软件 

(Image) 分析测定每张图像的积分光密度 (IOD) 值。

Western blot检测肝组织相关蛋白表达 取小块

肝脏 PBS冲洗, 加入 10倍组织体积的 RIPA组织强效

裂解液, 冰上研磨 3次。12 000 r·min-1离心 10 min, 取

上清液。采用BCA法测定蛋白浓度, 调整蛋白浓度并

加入上样缓冲液 , 95 ℃煮沸。样品经十二烷基硫酸

钠−聚丙烯胺凝胶电泳、转膜、室温封闭 1 h后, 置于 1×

TBST 中漂洗 , 分别加入 TXNIP、NLRP3、CASPASE-1

抗体, 4 ℃孵育过夜, TBST洗涤 3次, 每次 10 min。加

入二抗, 室温下摇床孵育 1 h, 洗涤 3次, 每次 10 min。

ECL显色后曝光成像, 用勤翔化学分析软件进行灰度

分析。以GAPDH为内参, 计算目的蛋白相对表达量。

细胞培养与处理 HepG2 细胞用含 10% 胎牛血

清的 DMEM 高糖培养基, 于 37 ℃、5% CO2培养箱中

培养, 取对数生长期细胞进行实验。HepG2细胞接种

于 96孔板或 6孔板中, 贴壁后分为 control组、H2O2组 

(1 000 μmol·L-1)、H2O2+RA 低、中、高剂量 (20、40、

80 μmol·L-1) 组和RA (80 μmol·L-1)+ML385 (10 μmol·L-1) 

组, 每组 3个复孔。ML385组给予ML385孵育 2 h, 然

后RA组和ML385组加入RA预处理 24 h。除对照组

外, 其他各组重新加入H2O2刺激 6 h, 建立细胞氧化性

损伤模型。

CCK-8测定细胞活力 HepG2细胞接种于 96孔

板中, 贴壁后分别加入 0、6.25、12.5、25、50、100 μmol·L-1 

RA 处理 24 h, 另一板加入 0、700、800、900、1 000、

1 200 μmol·L-1 H2O2处理 6 h。另设置不接种细胞不含

药物的空白孔。各孔弃上清更换为新鲜培养液, 加入

10 µL CCK-8 溶液孵育 1 h, 用酶标仪测定各孔在

450 nm处的吸光度 (A) 值, 计算细胞存活率。细胞存

活率 = (A 实验−A 空白)/(A 对照−A 空白)。

试剂盒分别检测上清 LDH、IL-1β水平 收集各

组细胞上清液 , 按照试剂盒说明书测定 LDH、IL-1β

水平。

Western blot法检测细胞中相关蛋白表达 提取

总 蛋 白 和 核 蛋 白 , 检 测 NRF2、TXNIP、NLRP3、

CASPASE-1蛋白相对表达量。

qRT-RCR法检测细胞中相关mRNA表达 每孔

加 入 1 mL RNAiso Plus, 反 复 吹 打 提 取 RNA, 用

Nanodrap检测 RNA 浓度及纯度, 将 RNA 浓度稀释为

500 ng·μL-1, 反转录后进行 qRT-PCR 测定。PCR 反应

程序为: 95 ℃高温预变性 30 s; 扩增阶段: 95 ℃、5 s, 

60 ℃、34 s, 共 40个循环; 熔解曲线: 95 ℃、15 s, 60 ℃、

60 s, 95 ℃、15 s。根据 2-ΔΔCT法计算基因表达量。引物

序列见表1。

统计学分析 使用 GraphPad Prism 8.0 通过单因

素方差分析和多重比较检验评价组间差异, 进行统计

分析。P < 0.05有统计学意义。

结果

1　RA明显改善小鼠ALI

RA 明显改善了 CCl4 诱导的急性肝损伤。如图

1A、B所示, control组小鼠肝脏组织结构清晰, 肝细胞

排列整齐, 未见明显炎性细胞聚集; model组小鼠肝组

织结构破坏严重, 中央静脉周围组织大面积融合坏死, 

坏死灶处炎性细胞浸润明显; 而DG组和RA中、高剂

量组小鼠肝组织中央静脉周围坏死灶面积明显减少, 

炎性细胞浸润数量减少, 肝组织结构逐渐清晰, 损伤程

度明显改善, 肝损伤评分降低。如图 1C～E 所示, 与

control组比较, model组小鼠血清中ALT、AST活性及

LDH水平显著性升高; 与model组比较DG组和中、高

剂量 RA 均明显降低肝损伤小鼠血清中 ALT、AST 和

LDH水平。RA高剂量效果显著优于低剂量, 低剂量

RA对小鼠肝损伤保护不明显。

2　RA可以减轻ALI小鼠肝脏氧化应激反应

氧化应激反应可释放大量的 ROS, 加重肝损伤。

为了探究RA是否通过降低肝脏氧化应激反应发挥对

ALI小鼠的保护作用, 本研究用DHE染液检测肝组织

ROS的表达水平。结果显示, 与 control组相比, model

组小鼠肝脏 ROS 表达量大幅增加 ; 与 model 组比较 , 

RA低、中、高剂量均降低了 ROS的表达水平, 且具有

剂量依赖性 (图2)。

Table 1　Gene primer sequences. Txnip: Thioredoxin-interacting 

protein; Nlrp3: NOD-like receptor protein 3; Caspase 1: Cysteinyl 

aspartate specific proteinase 1; Il: Interleukin

Gene
Txnip

Nlrp3

Caspase 1

Il1β

Primer sequence
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse

5'-CCGAGCCAGCCAACTCAAGA-3'
5'-AGACAGACACCCGCCCATCA-3'
5'-GAATTAGACAACTGCAACCTCACG-3'
5'-GTTTCAGCACTTCACAGAACATCAT-3'
5'-TGCAAGAATATGCCTGTTCCTGT-3'
5'-ACTCTTTCAGTGGTGGGCATCT-3'
5'-TTATTACAGTGGCAATGAGGATGAC-3'
5'-CCTGAAGCCCTTGCTGTAGTG-3'
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3　RA下调ALI小鼠肝组织TXNIP/NLRP3信号通路

蛋白表达

高 水 平 的 ROS 可 以 活 化 TXNIP 从 而 激 活

NLRP3。为进一步探究 RA 是否通过 TXNIP/NLRP3

信号通路而发挥作用, 本研究用Western blot法检测

TXNIP/NLRP3信号通路上相关蛋白的表达。结果所

示 (图 3), 与 control 组比较 , model 组小鼠肝组织中

TXNIP、NLRP3、CASPASE-1蛋白表达水平显著升高; 

与model组比较, 低、中、高剂量的RA均能降低损伤肝

组织中的TXNIP和NLRP3蛋白表达水平, 具有统计学

意义; 同时 RA 中、高剂量组显著抑制 CASPASE-1 蛋

白表达水平。实验结果表明 , RA 可抑制 TXNIP/

NLRP3/CASPASE-1 信号通路蛋白的表达 , 抑制程度

与剂量有关。

4　RA可减轻ALI小鼠肝组织的炎症水平

NLRP3/CASPASE-1信号通路激活可以介导细胞

死亡, 并导致炎症因子 IL-1β和其他胞内物质大量释

放, 扩大炎症反应。本研究用免疫组化法和ELISA法

分别检测肝脏 F4/80和 IL-1β的表达量。结果所示 (图

4A), 与 control组相比, model组可见明显棕色阳性 F4/

Figure 1　Therapeutic effect of rosmarinic acid (RA, 5, 10, 20 mg·kg-1) on acute liver injury in mice. A: Hematoxylin eosin (HE) staining 

microscopic images (scale bars: 100 μm) of representative liver tissue slices of each group; B: Liver injury score; C−E: The content levels of 

alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), lactatede hydrogenase (LDH) in serum of mice were analyzed. DG: 

Diammonium glycyrrhizinate. n = 10, x ± s. ###P < 0.001 vs control; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs model; &P < 0.05, &&P < 0.01 vs 

RA-L

Figure 2　RA reduces reactive oxygen species (ROS) injury in acute liver injury. Dihydroethidium (DHE) fluorescence staining and fluores‐

cence intensity of the liver (scale bars: 100 μm). n = 3, x ± s. ###P < 0.001 vs control; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs model; &P < 0.05 

vs RA-L
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80表达; 与model组比较, RA低、中、高剂量组的F4/80

阳性表达均显著性降低。如图 4B所示,与 control组相

比, model组小鼠肝脏 IL-1β表达大幅增加; 与model组

比较, RA低、中、高剂量组 IL-1β表达量显著降低。结

果提示, RA通过减轻ALI小鼠肝脏的炎症反应发挥保

肝作用。

5　RA对氧化性损伤的HepG2细胞具有保护作用

在体外实验中, 本研究利用 HepG2 细胞探究 RA

的作用机制。首先用不同浓度的RA与HepG2细胞共

培养 24 h后, 使用H2O2刺激HepG2细胞 6 h模拟氧化

应激损伤模型, CCK-8法检测各组细胞活率, 发现模型

组细胞活率相对于正常组显著下降; 与模型组细胞相

比 , RA-40 和 RA-80 剂量组的细胞活率上升 (图 5A)。

同时, 本研究进一步对细胞上清中的 LDH和 IL-1β进

行检测, 相比正常组发现模型组细胞上清液中LDH和

IL-1β含量显著上升 ; RA-40、RA-80 剂量组细胞上清

LDH和 IL-1β含量显著下降 (图 5B、C)。结果提示, RA

预处理可以减轻H2O2对HepG2的损伤作用, 提高细胞

活率的同时减少炎症因子的释放。由于RA低剂量对

HepG2细胞的保护作用不具显著性, 后续实验采用 40

Figure 3　RA mitigated changes in TXNIP/NLRP3 pathway protein levels in acute liver injury. The protein expressions of TXNIP, NLRP3 

and CASPASE-1 were detected by Western blot. The bands were obtained under the same exposure durations. n = 3, x ± s. ###P < 0.001 vs 

control; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs model; &P < 0.05, &&P < 0.01, &&&P < 0.001 vs RA-L

Figure 4　RA reduces CCl4 induced acute liver injury by alleviating inflammatory responses. A: The F4/80 immunohistochemical staining 

(scale bars: 100 μm) and the rate of positives in the liver (n = 3); B: Levels of IL-1β in liver tissue. n = 6, x ± s. ###P < 0.001 vs control; *P < 

0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs model
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和80 μmol·L-1 RA进行干预。

6　 RA 下调 HepG2 细胞 ROS/TXNIP/NLRP3 信号

通路

为了进一步探究 RA 的作用机制, 本研究检测了

RA 对 HepG2 细胞 ROS/TXNIP/NLRP3 信号通路的影

响。如图 6A 所示, 与 control组比较, model组细胞中

ROS表达量显著升高; 与model组比较, RA中、高剂量

组细胞 ROS 表达量显著降低。如图 6B～E 所示 , 与

control 组 比 较 , model 组 HepG2 细 胞 中 TXNIP、

NLRP3、CASPASE-1 蛋白表达量显著升高 ; 与 model

组比较 , RA 处理组均不同程度地抑制了 TXNIP、

NLRP3 和 CASPASE-1 蛋白表达上升。如图 6F～I 所

示, 与 control组比较, 模型组细胞中 Txnip、Nlrp3、Cas‐

pase 1和 Il1β mRNA 相对表达量显著上升; 与模型组

比较 , RA 剂量组 Txnip、Caspase 1 和 Il1β mRNA 相对

表达量明显下降 ; Nlrp3 mRNA 相对表达量无变化 

(图6G)。

7　RA通过激活NRF2下调TXNIP/NLRP3信号通路

NRF2 高表达可抑制氧化应激反应 , 从而抑制

TXNIP/NLRP3信号通路激活[12]。为了探究RA是否通

过作用于 NRF2 调节 TXNIP/NLRP3 信号通路发挥改

善肝损伤作用, 本研究采用NRF2抑制剂ML385对细

胞进行预处理, 提取细胞核蛋白检测NRF2表达量, 提

取总蛋白检测 TXNIP、NLRP3 和 CASPASE-1 蛋白表

达, ELISA检测炎症因子 IL-1β释放量。结果如图 7A、

B 所示, 与 control组比较, model组 HepG2中 NRF2蛋

白表达量升高; 与model组比较, RA+H2O2组NRF2蛋

白表达量显著性升高, 而ML385干预组NRF2蛋白表

达量无显著性变化; 与 RA+H2O2组比较, ML385干预

组 NRF2 蛋白表达量显著性降低。如图 7C～E 所示 , 

model组细胞中TXNIP、NLRP3和CASPASE-1蛋白表

达 量 显 著 性 升 高 , RA+H2O2 组 TXNIP、NLRP3 和

CASPASE-1 蛋白表达量显著下降 , 而 ML385 逆转了

RA的作用。如图 7F所示, 相对于正常组, 模型组细胞

IL-1β释放量显著上升 ; 与模型组比较 , RA+H2O2 组

IL-1β释放量呈显著性下降, ML385+RA+H2O2组 IL-1β

释放量无显著性差异; 与 RA+H2O2组比较, ML385干

预组 IL-1β释放量显著性回升。结果表明, RA通过促

进 NRF2 核转移下调 TXNIP/NLRP3 信号通路 , 减少

IL-1β释放, 从而改善HepG2细胞损伤。

讨论

ALI是由药物滥用、化学毒物和病毒感染等多种

因素引起的临床重症疾病之一, 持续性的ALI极易引

起肝功能衰竭甚至死亡, 发病率呈逐年上升[13]。发病

机制复杂导致治疗ALI的有效性大打折扣。有研究表

明, ALI可能与肝实质细胞大量死亡、肝脏氧化应激反

应、炎症风暴以及抗氧化功能降低等有关[5]。因此, 如

何增强肝脏自身抗炎抗氧化能力, 重塑肝脏稳态非常

值得研究。

中医药疗法在 ALI的治疗中逐渐被发现且接受, 

RA 广泛存在于夏枯草、迷迭香等传统保肝中药材

中[14]。有研究发现 RA 能够改善肝组织结构破坏, 具

有潜在的ALI治疗价值[15], 但是相关机制研究并不完

全清楚。为此本研究利用 CCl4诱导小鼠 ALI模型[16], 

研究RA对急性肝损伤的保护作用和新机制。结果显

示, 模型组小鼠ALT、AST和LDH指标均显著升高, 中

央静脉周围组织大面积融合坏死, 坏死灶处炎性细胞

浸润明显, 提示ALI小鼠模型构建成功; RA中、高剂量

和DG注射液均能够显著降低血清中AST、ALT、LDH

含量; HE染色结果显示, RA中、高剂量组和 DG均能

不同程度地减小肝损伤面积, 炎症细胞浸润明显减少; 

表明RA对肝损伤具有保护作用, 与Xiang等[11]研究结

果一致。

Figure 5　RA has protective effect on injured HepG2 cells. A: HepG2 cells were pre-incubated with RA (20−80 μmol·L-1) for 24 h and then 

exposed to H2O2 (1 000 μmol·L-1) for 6 h, the cell viability was determined by CCK-8; B: The changes of LDH level in HepG2 cells treated 

with RA and H2O2 for a certain time were detected by kit; C: The changes of IL-1β level on HepG2 cells treated with RA and H2O2 for a 

certain time were detected by ELISA. n = 6, x ± s. ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs control; **P < 0.01, ***P < 0.001 vs model; &&P < 0.01, &&&P < 

0.001 vs RA (20 μmol·L-1)
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CCl4经肝脏代谢后产生的氧自由基在诱发氧化应

激反应的同时还会导致线粒体功能障碍, 诱导线粒体

产生大量的ROS[17,18]。ROS不仅可以直接损伤细胞或

组织 , 还可以激活一系列与损伤相关的信号通路[19]。

本研究体内实验结果表明, 经过 RA 预处理的 ALI模

型小鼠肝组织 ROS阳性表达比模型组明显降低。体

外实验结果表明, H2O2诱导的氧化性损伤细胞胞内生

成大量 ROS, 细胞进入氧化应激状态 , RA 预处理后 , 

ROS阳性表达率显著降低。NLRP3炎性小体是细胞

内重要的免疫元件, 可以通过激活CASPASE-1发挥诱

导细胞死亡和促进炎性细胞因子释放[20]。多项研究证

实, NLRP3参与ALI发展, 直接或间接抑制NLRP3表

达均能显著改善ALI的肝组织损伤[21,22]。而高表达的

ROS 可通过活化 TXNIP 直接激活 NLRP3, 这表明

TXNIP在氧化应激反应和 NLRP3介导的细胞死亡之

间起着连接作用[23]。此外, NLRP3被激活后会介导促

炎因子 IL-1β的成熟与分泌, 并且 IL-1β与胞内物质的

释放会进一步激活巨噬细胞, 加剧损伤组织的炎症反

应[24,25]。本研究结果显示, 模型组小鼠肝组织TXNIP、

NLRP3 和 CASPASE-1 蛋白表达、F4/80 阳性和肝脏

Figure 6　RA inhibits H2O2-induced activation of ROS/TXNIP/NLRP3 pathway in HepG2 cells. A: DCFH-DA fluorescence staining and 

fluorescence intensity of HepG2 cells (scale bars:100 μm); B−E: Western blot analyses of TXNIP, NLPR3 and CASPASE-1 with densitometry; 

F−I: The mRNA expressions including Txnip, Nlrp3, Caspase 1 and Il1β were measured with real-time PCR. n = 3, x ± s. ###P < 0.001 vs 

control; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs model; &&&P < 0.001 vs RA (40 μmol·L-1)
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IL-1β含量均显著上升, 而RA预处理可以逆转以上作

用。为进一步明确 RA 是否通过调节 TXNIP/NLRP3/

CASPASE-1信号通路来改善ALI小鼠, 本研究在体外

利用H2O2刺激的HepG2细胞氧化损伤模型考察RA的

作用和机制[26]。结果显示, RA给药后TXNIP、NLRP3

和CASPASE-1蛋白表达降低, LDH和 IL-1β释放量显

著性下降, 与动物实验结果一致。RA 组 HepG2细胞

Txnip、Caspase 1 和 Il1β mRNA 相对表达量降低 , 

Nlrp3 mRNA 变化无差异, 这可能是 RA 不影响 Nlrp3

基因的转录, 但改变蛋白数量有关。NRF2可通过激

活内源性抗氧化酶清除ROS, 稳定细胞内氧化还原稳

态[27]。在脓毒症型肝损伤中, 过氧化体增殖物激活受

体 γ通过激活 NRF2 降低 ROS 表达 , 抑制了 TXNIP/

NLRP3信号通路, 并抑制了下游产物 IL-1β的产生[28], 

提示NRF2的激活可能改善肝损伤。但RA是否作用

于 NRF2 进而下调 TXNIP/NLRP3 发挥肝损伤的保护

作用不清楚 , 本研究继续使用 RA 和 NRF2 抑制剂

ML385预处理HepG2细胞, 发现RA可明显促进NRF2

在细胞核中的表达 , 同时降低 TXNIP、NLRP3 和

CASPASE-1 蛋白的表达 , 而 ML385 干预后 RA 对

NRF2、TXNIP、NLRP3和CASPASE-1蛋白的调节作用

均被逆转, IL-1β释放量回升, 以上结果提示RA通过促

进 NRF2 核转移 , 下调 ROS 表达 , 进而抑制 TXNIP/

NLRP3信号通路的激活发挥对ALI的保护作用。

综上, 本研究证实了RA的保肝作用, 并提示其抗

肝损伤作用与激活NRF2、负调控ROS/TXNIP/NLRP3

通路、降低炎症因子表达有关。本研究结果拓展了RA

良好抗氧化抗炎作用的应用依据, 为临床使用提供了

理论依据。
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