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Ｎｒｆ２ 抗氧化通路在 ＣＣｌ４ 所致大鼠急性

肝损伤中的保护作用
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　 　 【摘要】 　 目的　 研究 Ｎｒｆ２ 氧化损伤通路在 ＣＣｌ４ 所致大鼠急性肝损伤中的保护作用ꎮ 方法 　 将 ２０ 只雄性

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠随机分为溶剂对照组和 ＣＣｌ４组ꎬ每组 １０ 只ꎬ另选 １０ 只雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠ꎬ通过载体进行转基因大鼠雄原

核显微注射ꎬ获得了目的基因 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 整合与特异表达的转基因大鼠ꎬ作为 ＣＣｌ４ ＋ Ｎｒｆ２ 整合组ꎮ 溶剂对照组静脉给

予 １％聚山梨酯 － ８０ꎬ共 ４ ｄꎬＣＣｌ４ 组和 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 整合组静脉给予 １％聚山梨酯 － ８０ꎬ共 ４ ｄꎬ第 ４ 天给予 １％聚山梨酯

－８０ ３０ ｍｉｎ 后ꎬ静脉给予 ７􀆰 ５ ｍｇ / ｋｇ ＣＣｌ４ꎬ２４ ｈ 后处死大鼠ꎮ 测定血清中 ＡＳＴ、ＡＬＴ 和 ＬＤＨ 的水平ꎬ分别测定肝脏

组织中 ＭＤＡ、ＧＳＨ、ＧＳＳＧ 的含量ꎬ并计算 ＧＳＨ / ＧＳＳＧ 比值ꎮ 留取肝脏组织ꎬ常规石蜡包埋切片ꎬＨＥ 染色ꎬ光学显微

镜下观察肝脏组织的病理变化ꎮ 结果　 和溶剂对照组相比ꎬＣＣｌ４ 组大鼠的血清 ＡＳＴꎬＡＬＴ 和 ＬＤＨ 的水平明显升高

(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬＮｒｆ２￣ｔｋ 转基因组大鼠的 ＡＳＴꎬＡＬＴ 和 ＬＤＨ 的水平亦有轻度升高ꎬ但差异无统计学意义(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ
肝脏的 ＭＤＡ 含量以及 ＧＳＨ / ＧＳＳＧ 比值显示 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 整合组可以有效降低 ＣＣｌ４ 造成的脂质过氧化损伤和谷胱甘肽

的消耗ꎬ肝脏病理观察结果显示和 ＣＣｌ４ 组相比ꎬＮｒｆ２￣ｔｋ 整合组明显减轻了 ＣＣｌ４ 造成的损伤ꎮ 结论　 Ｎｒｆ２ 抗氧化损

伤通路在 ＣＣｌ４ 所致大鼠急性肝损伤中的起着重要的保护作用ꎮ
【关键词】 　 Ｎｒｆ２ꎻ转基因大鼠ꎻ四氯化碳ꎻ急性肝损伤
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ｈｅｐｈｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＣＣｌ４ ｉｎ ｍａｌｅ ｒａｔ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 ２０ ｍａｌｅ Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ＣＣｌ４ ｇｒｏｕｐꎬ １０ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｏｔｈｅｒ １０ ｍａｌｅ Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｒａｔｓ ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｃａｒｒｉｅｒꎬ
ｏｂｔａｉｎｅｄ ｔｈｅ Ｎｒｆ２￣ｔｋ ｇｅｎｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｒａｔｓꎬ ａｓ ｔｈｅ ＣＣｌ４ ＋ Ｎｒｆ２ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ
ｇｉｖｅｎ １％ ｐｏｌｙｓｏｒｂａｔｅ ８０ ｆｏｒ ４ ｄａｙｓꎬＴｈｅｎ ｔｈｅ ＣＣｌ４ ａｎｄ ＣＣｌ４ ＋ Ｎｒｆ２ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａ
ｓｉｎｇｌｅ ｄｏｓｅ ｏｆ ＣＣｌ４ ７􀆰 ５ ｍｇ􀅰ｋｇ － １ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｋｉｌｌｅｄ ２４ ｈ ａｆｔｅｒ ＣＣｌ４ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ
ａｓｐａｒａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ (ＡＳＴ)ꎬａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ (ＡＬＴ) ａｎｄ ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ (ＬＤＨ) ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ. Ａｌｓｏ
ｍａｌｏｎａｌｄｅｈｙｄｅ (ＭＤＡ)ꎬｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ (ＧＳＨ)ꎬｏｘｉｄｉｚｅｄ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ (ＧＳＳＧ) ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ (ＧＳＨ)
/ ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ( ＧＳＳＧ) ｒａｔｉｏｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ. Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｗｅｒｅ ｅｘａｍｉｎｅｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ
Ｆ１ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ＴＫ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｒａｔｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｔｅｓｔｉｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｏｒｇａｎｓ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｒｆ２￣
ｔｋꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ Ｎｒｆ２￣ｔｋ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｏｏｄ. Ｎｒｆ２ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｓｅｒｕｍ ＡＳＴꎬＡＬＴ ａｎｄ ＬＤＨ
ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ａ ｄｏｓｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ＧＳＨ / ＧＳＳＧ ｒａｔｉｏｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｎｒｆ２



ｒｅｄｕｃｅｄ ＣＣｌ４ ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｅｐａｔｉｃ ｌｉｐｉｄ ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎꎬａｎｄ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｄ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ Ｎｒｆ２ ｒｅｓｔｒａｉｎｅｄ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｄａｍａｇｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＣＣｌ４ . Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｎｒｆ２ ｃａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｐｒｏｔｅｃｔ ｍａｌｅ ｒａｔ ｆｒｏｍ
ａｃｕｔｅ ｈｅｐａｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｎｅｐｈｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＣＣｌ４ .

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ 】 　 Ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２￣ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２ ( Ｎｒｆ２ )ꎻ Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｒａｔ ｍｏｄｅｌｓꎻ ＣＣｌ４ꎻ Ａｃｕｔｅ
ｈｅｐａｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎｄｕｃｅｄ

　 　 核转录因子 Ｎｒｆ２ ( Ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２￣
ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２ꎬＮｒｆ２)是机体对抗氧化应激的主要调

控因子[１]ꎮ 其通过与抗氧化反应元件( ａｎ￣ｔｉｏｘｉｄａｎｔ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎬＡＲＥ)结合调控下游抗氧化酶和 ＩＩ
相解毒酶基因的转录活性ꎬ增强细胞清除活性氧自

由基的能力ꎬ从而降低氧化应激对细胞、组织及器

官造成损伤[２]ꎮ 目前ꎬＮｒｆ２ 抗氧化损伤通路在急性

肝损伤中的保护作用的研究还较少ꎬ我们拟通过以

四氯化碳(ＣＣｌ４)损伤大鼠为研究对象ꎬ通过血液的

生化检查ꎬ肝脏组织的病理形态学分析来研究 Ｎｒｆ２
抗氧化损伤通路在急性肝损伤中的保护作用ꎮ 现

报道如下ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 试剂和仪器

山羊抗人 Ｎｒｆ２ 多克隆抗体ꎬ大鼠抗人 Ｎｒｆ２ 单克

隆抗体ꎬ大鼠抗人 βａｃｔｉｎ 单克隆抗体购自美国

Ｓｉｇｍａ 公司ꎬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 脂质体ꎬ ＭＴＴ 粉末ꎬ
免疫组化 ＳＰ 试剂盒ꎬＤＡＢ 显色试剂盒均购自北京

中杉生物技术公司ꎮ ＰＬＬｔｋ 真核表达载体、ＲＰＭＩ
Ｍｅｄｉｕｍ １６４０ 培养基、ｐＳＶ２ｎｅｏ 筛选质粒购于美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司、ＰＴＣ２００ ＰＣＲ 扩增仪ꎬＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ 转
印仪ꎬ蛋白电泳仪购自美国 ＢｉｏＲａｄ 公司ꎮ 另备酶标

仪ꎬ漩涡振荡器ꎬ２４ 孔板ꎬＯＭＥＭ 培养液ꎬＤＭＳＯꎬ移
液枪等ꎮ
１􀆰 ２　 大鼠 Ｐａｌｂ / Ｅａｌｂ 驱动 Ｎｒｆ２ 载体表达

本研究选择大鼠血清白蛋白基因启动子(ＡＬＢ
ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒꎬ Ｐａｌｂ ) 与位于 Ｐａｌｂ 上游的增强子

(ＡＬＢ ｇｅｎｅ ｅｎｈａｎｃｅｒꎬＥａｌｂ)作为调控元件驱动目的

基因 Ｎｒｆ２ 的表达ꎮ 引进了通过 ＰＣＲ 获得的含

Ｋｏｚａｋ 序列的 Ｎｒｆ２ 与不含该序列的 Ｎｒｆ２ 构建载体

ｐＬＬｔｋ 与 ｐＬＬｔｋ ｃｕｔꎬ转染细胞 ＨｅｐＧ２ 与 ＨＣ１１ꎬ进一

步提高了表达ꎮ
１􀆰 ３　 划痕实验检测转染细胞迁移

用 ｍａｒｋｅｒ 笔在 ６ 孔板背后均匀划横线ꎬ大约每

隔 ０􀆰 ５ ~ １ ｃｍ 一道ꎬ横穿过孔ꎮ 每孔至少穿过 ２ 条

线ꎮ 在空中加入约 ５ × １０５ 个细胞ꎬ２４ ｈ 后用移液枪

头垂直于背后的横线划痕ꎬ用 ＰＢＳ 洗细胞洗 ３ 次ꎬ

去除划下的细胞ꎬ加入有 Ｎｒｆ２ 基因的无血清培养

基ꎬ放入 ３７℃ ５％ ＣＯ 培养箱ꎬ培养ꎬ拍照ꎮ 使用透

射电镜观察、照相ꎮ
１􀆰 ４　 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 转基因大鼠的产生

选取 ７ ~ ８ 周的 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠ꎬ雄性ꎬ共 ２０ 只ꎬ购
自北京维通利华实验动物技术有限公司 【 ＳＣＸＫ
(京)２０１２ － ０００１】ꎮ 选择重组载体 ｐＬＬｔｋꎬ经过两步

纯化ꎬ并通过雄原核显微注射技术作用于大鼠ꎬ获
得了目的基因 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 整合与特异表达的转基因大

鼠ꎬＰＣＲꎬＷｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔꎬ定量 ＰＣＲ 检测转基因的整

合ꎮ 用 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 抗兔多克隆抗体对转基因大鼠肝脏

切片进行免疫组织化学分析[３]ꎮ
１􀆰 ５　 动物分组及给药方案

另选将 ２０ 只 ７ ~ ８ 周的 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠ꎬꎬ购自北京

维通利华实验动物技术有限公司【ＳＣＸＫ(京)２０１２
－ ００１９】ꎮ 雄性ꎬ将其随机分为溶剂对照组和 ＣＣｌ４
组ꎬ每组 １０ 只ꎮ 将造模成功的 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 转基因大鼠ꎬ
作为 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 整合组ꎮ 溶剂对照组静脉给予 １％ 聚

山梨酯 － ８０ꎬ共 ４ ｄꎬＣＣｌ４ 组和 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 整合组静脉给

予 １％聚山梨酯 － ８０ꎬ４ ｄꎬ第 ４ 天给予 １％聚山梨酯

－ ８０ ３０ ｍｉｎ 后ꎬ静脉给予 ７􀆰 ５ ｍｇ / ｋｇ ＣＣｌ４ꎮ
１􀆰 ６　 检测指标

经静脉给予 ＣＣｌ４ ２４ ｈ 后ꎬ将 ３ 组大鼠内眦静脉

取血ꎬ制备血清ꎬ测定血清化学指标 ＡＳＴ、ＡＬＴ 和

ＬＤＨ 的水平ꎬ血清化学指标通过 ＨＩＴＡＣＨＩ ７０２０ 型

自动生化分析仪测定ꎮ 内眦静脉取血后处死大鼠ꎬ
取出肝脏称重ꎬ分别切取 ５０ ｍｇ 组织制作组织匀浆ꎬ
使用 ＴＢＡ 法测定肝脏组织中 ＭＤＡ 含量ꎻ另取 ５０ ｍｇ
组织制作组织匀浆ꎬ使用改良 Ｈｉｓｓｏｎ 法测定肝脏组

织中 ＧＳＨ、ＧＳＳＧꎬ计算 ＧＳＨ / ＧＳＳＧ 比值ꎮ 留取肝脏

左叶ꎬ常规石蜡包埋切片ꎬＨＥ 染色ꎬ光学显微镜下

观察肝脏组织的病理变化ꎮ
１􀆰 ７　 统计分析

实验数据用 􀭰ｘ ± ｓ 表示ꎬ用 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 统计学软

件采用单因素方差分析对所得实验数据进行分析ꎬ
Ｐ < ０􀆰 ０５ 视为差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ２０ 只大鼠通过雄原核显微注射技术成功建立

３５中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ３ 月第 ２６ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１６ꎬＶｏｌ. ２６. Ｎｏ. ３



７ 只原代转基因大鼠模型ꎬ整合率为 ３５％ (７ / ２０)ꎮ
定量 ＰＣＲ 对转基因的拷贝数进行精确定量ꎬ可知 ７
只建模成功的转基因大鼠其后代均为多拷贝重复ꎬ
且拷贝数在各家系不相同ꎬ但同一家系转基因的拷

贝数是相同的ꎮ
２􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析

Ｎｒｆ２￣ｔｋ 转基因大鼠的整合与多拷贝重复基因

的连接方式ꎬ结果表明:７ 只转基因大鼠外源基因整

合方式以多拷贝头尾串联连接为主ꎮ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
分析转基因大鼠 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 的转录ꎬ除肝脏与睾丸外其

他组织与器官均没检测到 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 的转录ꎬ说明

Ｎｒｆ２￣ｔｋ 的表达具有良好的组织特异性ꎮ 用 Ｎｒｆ２￣ｔｋ
抗兔多克隆抗体对 ｔｋ５Ｆ１ｔｋ４５５ 大鼠肝脏切片进行

棉衣组织化学分析ꎬ发现 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 在部分肝实质细胞

内表 达ꎬ 表 达 细 胞 占 总 肝 细 胞 的 ５５％ ~
７５％ (图 １)ꎮ

注:Ｍ:１００ｂｐ ｌａｄｄｅｒꎬ１:空白对照ꎬ２:Ｈｅｐ￣Ｇ２ 细胞(未转染)ꎬ３:Ｈｅｐ￣Ｇ２ 转染 ｐＣＭＶ￣ｔｋꎬ４:Ｈｅｐ￣Ｇ２ 转染 ｐＬＬ￣ｔｋꎬ５. Ｈｅｐ￣Ｇ２ 转染 ｐＬＬ￣ｔｋ ｃｕｔꎬ
６. ＨＣ￣１１ 细胞(未转染)ꎬ７. ＨＣ￣１１ 转染 ｐＣＭＶ￣ｔｋꎬ８. ＨＣ￣１１ 转染 ｐＬＬ￣ｔｋꎬ９. ＨＣ￣１１ 转染 ｐＬＬ￣ｔｋ ｃｕｔꎮ

图 １　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分析 Ｎｒｆ２￣ｔｋ ｍＲＮＡ 的表达

Ｎｏｔｅ: Ｍ:１００ｂｐ ｌａｄｄｅｒꎬ １: ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ２:Ｈｅｐ￣Ｇ２ ｃｅｌｌｓ (ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ) ａｎｄ ３:Ｈｅｐ￣Ｇ２ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐＣＭＶ￣ｔｋ. ４:Ｈｅｐ￣Ｇ２
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐＬＬ￣ｔｋꎬ ５. Ｈｅｐ￣Ｇ２ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐＬＬ￣ｔｋ ｃｕｔꎬ ６. ＨＣ￣１１ ｃｅｌｌｓ (ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ) ７. ＨＣ￣１１ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ

ｐＣＭＶ￣ｔｋ. ８. ＨＣ￣１１ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐＬＬ￣ｔｋꎬ ９. ＨＣ￣１１ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐＬＬ￣ｔｋ.

Ｆｉｇ. １　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ Ｎｒｆ２￣ｔｋ ｂｙ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

２􀆰 ３　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 结果显示

阳性对照质粒 ｐＣＭＶ￣ｔｋꎬＰＬＬｔｋ 与 ＰＬＬｔｋ ｃｕｔ 转
染 Ｈｅｐ￣Ｇ２ 细胞有 ３９０ ｂｐ 的 Ｎｒｆ２￣ｔｋ ＤＮＡ 特异性扩

增条带ꎬ而阴性对照未转染 Ｈｅｐ￣Ｇ２ 细胞和空白对

照没有特异性扩增条带ꎮ ＨＣ￣１１ 细胞经转染后ꎬ仅
阳性质粒 ｐＣＭＶ￣ｔｋ 转染细胞出现 ３９０ ｂｐ 的 Ｎｒｆ２￣ｔｋ
ＤＮＡ 特异性扩增条带ꎮ ４９５ ｂｐ 的对照组 ＧＡＰＤＨ 条

带在所有细胞样本均出现ꎬ空白对照无ꎮ 表明质粒

ｐＬＬｔｋ 与 ｐＬＬｔｋ ｃｕｔ 具有 Ｎｒｆ２￣ｔｋ ｍＲＮＡ 组织特异性

转录活性ꎮ
２􀆰 ４　 ３ 组大鼠血清生化指标结果

ＣＣｌ４组大鼠经静脉给予 ＣＣｌ４ ７􀆰 ５ ｍｇ / ｋｇ 后ꎬ血
清中 ＡＳＴꎬＡＬＴꎬＬＤＨ 水平升高ꎬ与溶剂对照组比较ꎬ
差异具有统计学意义(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎮ 与 ＣＣｌ４组比较ꎬ
Ｎｒｆ２￣ｔｋ 转基因组 ＡＳＴꎬＡＬＴꎬＬＤＨ 水平明显下降(Ｐ
< ０􀆰 ０１)(表 １)ꎮ

表 １　 ３ 组大鼠血清生化指标结果(􀭰ｘ ± ｓ)
Ｔａｂ. １　 Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｉｎ ３ ｇｒｏｕｐｓ (􀭰ｘ ± ｓ)

组别 ｎ ＡＳＴ / ＩＵ / Ｌ ＡＬＴ / ＩＵ / Ｌ ＬＤＨ / ＩＵ / Ｌ

溶剂对照组 １０ １０２ ± １９ ３８ ± ５􀆰 ４ ２５１ ± ５３

ＣＣｌ４ 组 １０ １１６３ ± ３９３ ａ １７４８ ± ４０２ ａ ３２７３ ± １０８２ ａ

ＣＣｌ４ ＋ Ｎｒｆ２ 整合组 ７ ２０４ ± １０４ ｂ １５８ ± １０４ ｂ １２９３ ± ３０１ ｂ

注:与溶剂对照组比较ꎬａ:Ｐ < ０􀆰 ０１ꎻ与 ＣＣｌ４ 组比较ꎬｂ: Ｐ < ０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａ:Ｐ < ０􀆰 ０１ꎻ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＣｌ４ ｇｒｏｕｐꎬ ｂ: Ｐ < ０􀆰 ０１.

２􀆰 ５　 ３ 组大鼠肝脏 ＭＤＡ 和 ＧＳＨ / ＧＳＳＧ 的比值

与溶剂对照组比较ꎬＣＣｌ４ 组肝脏组织中的 ＭＤＡ
水平明显升高ꎬＧＳＨ / ＧＳＳＧ 比值明显下降ꎬ差异具有

统计学意义(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 与 ＣＣｌ４ 组比较ꎬＣＣｌ４ ＋
Ｎｒｆ２ 转染组肝脏组织 ＭＤＡ 水平明显下降ꎬ肝脏组

织 ＧＳＨ / ＧＳＳＧ 比值明显升高ꎬ差异均有统计学意义

(Ｐ < ０􀆰 ０５)(表 ２)ꎮ

表 ２　 ３ 组大鼠肝脏 ＭＤＡ 和 ＧＳＨ / ＧＳＳＧ 的比值
Ｔａｂ. ２　 Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＭＤＡ ａｎｄ ＧＳＨ / ＧＳＳＧ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｏｆ ３ ｇｒｏｕｐｓ

组别 ｎ ＭＤＡ / μｍｏｌ / ｇ ＧＳＨ / ＧＳＳＨ
溶剂对照组 １０ ０􀆰 ２６ ± ０􀆰 １２ ５􀆰 ７４ ± ０􀆰 ６２
ＣＣｌ４ 组 １０ ０􀆰 ７２ ± ０􀆰 ２７ ａ ３􀆰 ８３ ± ０􀆰 ８３

ＣＣｌ４ ＋ Ｎｒｆ２ 转染组 ７ ０􀆰 ４７ ± ０􀆰 １２ ｃ ５􀆰 ４７ ± ０􀆰 ７４ ｄ
注:与溶剂对照组比较ꎬａ:Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬｂ:Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ与 ＣＣｌ４ 组比较ꎬｃ:Ｐ
< ０􀆰 ０５ꎬｄ:Ｐ < ０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｏｌｖｅｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａ: Ｐ < ０􀆰 ０１ꎻ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＣｌ４ ｇｒｏｕｐꎬ ｂ: Ｐ < ０􀆰 ０１.
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２􀆰 ６　 ３ 组大鼠肝脏大体检查

肉眼观察可见溶剂对照组大鼠肝脏湿润有光

泽ꎬ呈红褐色ꎮ ＣＣｌ４ 组大鼠肝脏失去光泽ꎬ颜色灰

暗ꎮ ＣＣｌ４ ＋ Ｎｒｆ２ 转染组大鼠肝脏病变明显减轻ꎬ颜
色趋于良好ꎮ
２􀆰 ７　 组织学观察

溶剂对照组大鼠ꎬ肝小叶轮廓清晰ꎬ肝组织以

中央静脉为中心呈条索状向四周放射状排列ꎬ肝细

胞排列整齐ꎬ肝细胞未见变性、坏死及脂肪变性(图
１Ａ)ꎮ ＣＣｌ４ 组可观察到肝组织损伤ꎬ肝细胞浊肿、气
球样变性ꎬ以肝小叶中央静脉为中心的坏死ꎬ肝小

叶内可见灶性坏死区ꎬ可见多量的凋亡细胞(图 １Ｂꎬ
Ｄꎬ图 ２Ａ￣Ｃ)ꎮ 与 ＣＣｌ４ 组比较ꎬＣＣｌ４ ＋ Ｎｒｆ２ 整合组肝

脏细胞结构破坏程度较轻ꎬ变性坏死细胞较少ꎬ整
体情况优于 ＣＣｌ４ 组(图 １Ｃ)ꎮ

图 ２　 ３ 组大鼠肝组织病理切片(ＨＥ × ４０)
Ｆｉｇ. ２　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｒａｔ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ３ ｇｒｏｕｐｓ(ＨＥ × ４０)

图 ３　 ＣＣｌ４组大鼠肝组织病理切片:点状或病灶性坏死ꎬ炎性细胞浸润ꎬ有凋亡细胞存在ꎬ肝细胞增生ꎮ (ＨＥ × ４０)

Ｆｉｇ. ３　 Ｒａｔ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｉｎ ＣＣｌ４ ｇｒｏｕｐ: Ｐｏｉｎｔ ｏｒ ｆｏｃａｌ ｎｅｃｒｏｓｉｓꎬ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎꎬ

ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｌｉｖｅｒ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ. (ＨＥ × ４０)

３　 讨论

肝脏疾病作为人类最常见的疾病之一ꎬ对人类

健康和社会造成严峻威胁ꎮ 肝脏损伤是各种肝脏

疾病的病变结果ꎬ其防治是现代医学的重大课

题[４]ꎮ 因此通过建立肝损伤动物模型ꎬ研究肝病的

发生发展的机制ꎬ探索肝损伤的治疗方向ꎬ具有重

要的临床意义[５ － ６]ꎮ 近年来ꎬ转基因动物技术在人

类肝脏疾病模型建立中发挥了重要的作用ꎮ 通过

转基因技术ꎬ可以选择性的杀死动物体的某些特定

类型的细胞ꎬ从而模仿某种疾病[７ － ８]ꎮ 基于以上研

究ꎬ本研究拟通过载体将基因 Ｎｒｆ２ 整合入大鼠模
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型ꎬ制作出特异表达的转基因大鼠ꎬ并进一步通过

注射 ＣＣｌ４ 诱导 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 转基因大鼠的肝脏损伤ꎬ进
而明确 Ｎｒｆ２ 氧化损伤通路在 ＣＣｌ４ 所致大鼠急性肝

损伤中的保护作用ꎮ
Ｎｒｆ２ / ＡＲＥ 是近年新发现的机体抵抗内外氧化

和化学等刺激的防御性转导通路[９ － １０]ꎮ 氧化应激

作用下ꎬ Ｎｒｆ２ 可启动 ＡＲＥ 调控的Ⅱ相解毒酶及抗

氧化酶的表达ꎬ 如谷胱甘肽￣Ｓ￣转移酶 (ＧＳＴ)、血红

素氧合酶￣１(ＨＯ￣１)等ꎬ 从而增加细胞对氧化应激的

抗性ꎬ 为肝脏疾病的发生发展起到积极的防护作

用[９ － １０]ꎮ 研究发现ꎬ 在 Ｎｒｆ２ 敲除的大鼠中ꎬ 正常情

况和诱导情况下的Ⅱ相酶水平如 ＧＳＴ、ＮＱＯ１、γ￣
ＧＣＳ 显著减少ꎮ

在本研究中ꎬ我们通过雄原核显微注射技术成

功建立了原代 Ｎｒｆ２ 转基因大鼠模型[１１ － １２]ꎬ随后我

们采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 分析转基因大鼠 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 的转录ꎬ除
肝脏与睾丸外其他组织与器官均没检测到 Ｎｒｆ２￣ｔｋ
的转录ꎬ说明 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 的表达具有良好的组织特异

性ꎮ 用 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 抗兔多克隆抗体对 ｔｋ５Ｆ１ｔｋ４５５ 大鼠

肝脏切片进行棉衣组织化学分析ꎬ发现 Ｎｒｆ２￣ｔｋ 在部

分肝实质细胞内表达ꎬ表达细胞占总肝细胞的 ５５％
~７５％ ꎬ证明 Ｎｒｆ２ 转基因大鼠模型建立良好ꎮ

ＣＣｌ４ 是经典的肝毒物ꎬ其病变主要引起中央静

脉周围肝细胞坏死ꎬ纤维增生为窦缝隙为主[１３ － １４]ꎮ
本研究中ꎬＣＣｌ４ 组大鼠给予 ＣＣｌ４ ２４ ｈ 后ꎬ其体重下

降ꎬ肝体比、肾体比增加ꎬ血清中 ＡＳＴꎬＡＬＴ 和 ＬＤＨ
水平显著上升ꎬ肝脏组织病理学改变明显ꎬ表明

ＣＣｌ４ 对大鼠造成了急性的肝脏损伤ꎮ 与 ＣＣｌ４ 组比

较ꎬＣＣｌ４ ＋ Ｎｒｆ２ 整合组 ＡＳＴꎬＡＬＴ 和 ＬＤＨ 水平较低ꎬ
差异有统计学意义ꎮ 在 ＣＣｌ４ ＋ Ｎｒｆ２ 整合组大鼠肝

脏的病理学观察中ꎬ细胞结构明显优于 ＣＣｌ４ 组ꎬ细
胞坏死减少ꎬ组织结构清晰ꎮ 表明 Ｎｒｆ２ 转基因大鼠

可以有效地减弱 ＣＣｌ４ 对肝脏造成的损伤ꎮ
ＭＤＡ 是组织中不饱和脂肪酸过氧化的最终产

物ꎬＧＳＨ / ＧＳＳＧ 比值反映了组织抵御氧化性损伤的

水平ꎬ两者是常用的抗氧化指标[１５ － １６]ꎮ 在本研究

中ꎬ给予 ＣＣｌ４ ２４ ｈ 后ꎬ大鼠肝脏组织中 ＭＤＡ 水平明

显升高ꎬＧＳＨ / ＧＳＳＧ 比值明显降低都说明了 ＣＣｌ４ 对

大鼠的肝脏产生了氧化性损伤ꎮ 而 ＣＣｌ４ ＋ Ｎｒｆ２ 整

合组大鼠肝脏组织中 ＭＤＡ 水平与 ＣＣｌ４ 组比较ꎬ明
显降低ꎻＧＳＨ / ＧＳＳＧ 比值与 ＣＣｌ４ 组比较ꎬ明显升高ꎮ
提示 Ｎｒｆ２ 可诱导体内 ＧＳＨ 的合成ꎬ进而抑制 ＣＣｌ４
对肝脏造成的损伤[１７]ꎮ

经 ＣＣｌ４ 处理后ꎬ对 ３ 组大鼠肝脏组织进行病理

形态学分析组织学观察ꎬ可见 ＣＣｌ４ 组可观察到肝组

织损伤ꎬ肝细胞浊肿、气球样变性ꎬ以肝小叶中央静

脉为中心的坏死ꎬ肝小叶内可见灶性坏死区ꎬ可见

多量的凋亡细胞ꎮ 与 ＣＣｌ４ 组比较ꎬＣＣｌ４ ＋ Ｎｒｆ２ 整合

组肝脏细胞结构破坏程度较轻ꎬ变性坏死细胞较

少ꎬ整体情况优于 ＣＣｌ４ 组ꎮ 以上结果表明 Ｎｒｆ２￣ｔｋ
转基因大鼠可有效减轻生理功能与形态学改变的

肝脏损伤ꎮ 　
综上所述ꎬ根据本研究得到的结果ꎬ可以推测

Ｎｒｆ２ / ＡＲＥ 抗氧化通路可通过调动机体的抗氧化体

系来抑制 ＣＣｌ４ 对大鼠的肝脏产生的损伤ꎬ但对于

Ｎｒｆ２ / ＡＲＥ 通路是否还存在其他的途径来发挥对肝

脏的保护作用仍需要进一步探索ꎮ 本研究成果为

探讨肝病的发病机制提供了科学数据ꎬ为肝脏疾病

诊断和治疗的研究奠定了基础[１８ － １９]ꎮ
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〔修回日期〕２０１６ － ０１ － １２

中国实验动物学会 ２０１６ 年部分活动计划

活动名称 时间 地点

第三届中英实验动物福利伦理国际论坛 ２０１６􀆰 ３􀆰 １５ － ２０１６􀆰 ３􀆰 １７ 安徽巢湖

实验动物生物安全培训 ２０１６􀆰 ４ 湖北武汉

第 ６３ 届日本实验动物学会年会 ２０１６􀆰 ５􀆰 １７ － ２０１６􀆰 ５􀆰 ２１ 日本

第 １３ 届欧洲实验动物学会联合会 ２０１６􀆰 ６􀆰 １２ － ２０１６􀆰 ６􀆰 １８ 比利时

实验动物专业技术人员等级认可培训 ２０１６􀆰 ７ － ２０１６􀆰 ９ 网络或待定

第十二届中国实验动物学会年会 ２０１６􀆰 ９ 广西

实验动物福利伦理培训 ２０１６􀆰 ９ 广西

实验动物标准宣贯培训 ２０１６􀆰 １０ 北京

第七届亚洲实验动物学会联合会 ２０１６􀆰 １１􀆰 ５ － ２０１６􀆰 １１􀆰 ９ 新加坡

以上各项活动具体安排以正式通知为准ꎬ详情请关注学会网站ꎬ即日起接收报名ꎬ欢迎来电咨询ꎮ
中国实验动物学会　 秘书处

学会网址:ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃａｌａｓ. ｏｒｇ. ｃｎ /
咨询电话:０１０６７７８１５３４　 ６７７６３６７４
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