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导言

Nrf2 - 一种转录因子
红细胞特异性核因子 2（NF-E2）是由安德鲁斯等人于 1993 年在小鼠体内首次发现、描述和

克隆的。该多肽是转录因子基本区-亮氨酸拉链家族（b-zip）的一个新的造血细胞特异性成

员（1）。NF-E2 是与串联 AP1（活化蛋白 1）-NF- E2 重复结合的蛋白之一，AP1 重复代表 

HS2 内的核心增强子（2）。

1994 年，人们发现了人类 CNC-bZIP 转录因子家族的一个成员，即 Nrf2 或 NF-E2 相关因子 

2（以前称为 HEBP1），它能刺激β-球蛋白基因的转录。该因子被克隆，其基因组结构被分

离出来，并首次被命名为 核因子-红细胞生成素 2 相关因子，或 Nrf2。它被描述为一种类似

于 Nf-E2 的基本亮氨酸拉链转录激活因子。有趣的是，Nrf2的表达并不局限于造血组织。

当时，人们还不知道 Nrf2 在高水平表达的非造血组织中发挥什么作用。小鼠和人类的 Nrf2 

基因之间的高度保守性表明，它们具有令人好奇的重要功能，（2）。Nrf2 由核因子（红细

胞衍生 2）样2 基因（NFE2L2）编码，

该基因位于人类 2 号染色体 2q31.2 细胞遗传学带（基因编号：4780）。NFE2L2由 5 个外显子

和 4 个内含子组成，有 8 个转录本变体，包括有6种异构体的Nrf2编码  (3)。

几十年后，人们对这种蛋白质有了更多的了解。根据NIH癌症机构，Nrf2 是一种控制某些基
因表达方式的蛋白质。这些基因有助于保护细胞免受自由基（活性氧和活性氮）的损害。是

人体通过各种内源性系统产生的，4）。这些游离自由基是重要的化合物，因为它们可能在
某些病症的发展过程中扮演重要角色，而且它们还与衰老过程有关（5）。目前的证据表
明，NRF2 位于一个复杂调控网络的中心，并使 Nrf2 成为一个真正的多效应转录因子
（6）。
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Nrf2 通过调控一系列抗氧化和 II 期解毒基因，是抗氧化反应和异生物代谢的主调控因子。

因此，Nrf2 保护细胞免受从内源性物质和活性氧（ROS）到环境侵害等不同类型的压力

（7）。

Nrf2的活性受Keap1（Kelch-like ECH-associated protein 1）调控，Keap1是基于Cullin 3的E3泛

素连接酶的适配亚基，是氧化和亲电压力的传感器（8）。

Keap1 是氧化和亲电压力的关键传感器。在平衡状态下，KEAP1 是 E3 泛素连接酶的一部

分，它通过将转录因子 NRF2 靶向泛素化和蛋白酶体依赖性降解来严格调节其活性。在应激

反应中，KEAP1 内的传感器半胱氨酸促成了一种复杂的分子机制，使 NRF2 摆脱泛素化，在

细胞内积聚并转运到细胞核，在那里它可以促进其抗氧化转录程序，调节细胞保护基因的表

达（9）。

物种间 NRF2 结构的系统发育保守性揭示了六个功能域的存在：Neh1（ NRF2-ECH 同源结

构域-1）到 Neh6。Neh1 包含介导 DNA 结合和二聚体形成的 CNC 和 bZIP 结构域，而 

Neh3、Neh4 和 Neh5 则是转录激活结构域。在转录激活结构域中，Neh4 和 Neh5 通过招募

组蛋白乙酰转移酶 cAMP 反应元件结合蛋白和 Mediator 复合体（9），对转录激活做出了重

要贡献。

KEAP1 是一种富含半胱氨酸硫醇的氧化还原损伤传感器，而 NRF2 则是一种转录因子，能

强有力地传递化学信号，调节一系列细胞保护基因。KEAP1 在静态条件下抑制 NRF2 的活

性，而应激状态下， NRF2 则从 KEAP1 介导的抑制中解放出来。KEAP1-NRF2 系统是维持

氧化还原平衡和抵御环境损伤的防御机制的一种有效装置（10）。
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图 1：

NRF2 (A) 和 KEAP1 (B) 的结构域

。与 NRF2 相互作用的分子显示在

绿色方框中，并置于其相互作用结

构域的上方（根据参考文献 10 改

编）。
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对 KEAP1-NRF2 系统的深入研究表明，NRF2 的活性及其调控机制对维持人体健康至

关重要。需要强调的是，该系统的失调是多种不同人类疾病发病机制的基础（11）。

NRF2 最重要的特点是其可诱导性。KEAP1 与 CUL3 和 RBX 合作，作为 E3 泛素连接酶

复合物的底物识别元件，使 NRF2 的功能具有可诱导性。在正常情况下，泛素化的 

NRF2 会被蛋白酶体降解，正是 NRF2 的这种组成性降解将 NRF2 的数量和活性维持在

较低水平。KEAP1-CUL3 复合物的 E3 泛素连接酶活性在暴露于亲电物和 ROS 时会被

破坏，而亲电物和 ROS 会修饰 KEAP1 的半胱氨酸残基，从而使新合成的 NRF2 在细

胞核中积累并激活转录。因此，KEAP1 具有高活性半胱氨酸残基，可通过开启或关闭 

KEAP1-CUL3复合物的泛素 E3 连接酶活性，成为应对氧化还原紊乱的高效、灵敏的生

物传感器（10）。

当细胞暴露于氧化应激或化学预防化合物时，Nrf2 会转位到细胞核，与其强制性的伙

伴 Maf 形成异源二聚体，并与 ARE 序列结合，激活几种不同类型基因的转录。Nrf2 

的下游基因大多在启动子中含有 ARE 序列（12）。Nrf2 介导转录的一个最重要的特点

是对异生物和氧化应激的可诱导性反应。

氧化还原信号分子对 

NRF2 通路的影响

图 2：

KEAP1-NRF2 是一个双组分系

统 。在细胞质中，NRF2 被 

KEAP1-CUL3 泛素 E3 连接酶复

合物，以标记其通过以下方式降

解

蛋白酶体。当细胞暴露于亲电

物或活性氧时，KEAP1

被修饰，KEAP1-CUL3 泛素 E3 

连接酶的活性下降，从而导致 

NRF2 的稳定。稳定和积累的 

NRF2 会转移到细胞核，并激活

一系列细胞保护基因（根据参考

文献 10 改编） 。
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在正常情况下，Nrf2 介导的转录活性很低，因为大部分 Nrf2 蛋白会在蛋白酶体中降解

（Itoh 等人，2003 年）。当细胞暴露于亲电子物或活性氧化物 ROS 时， Nrf2 就会稳定下

来并在细胞核中积累，从而导致 Nrf2 靶基因的强力激活。因此，Nrf2 在正常条件下降解和

在暴露于压力后稳定的机制是揭示我们防御系统分子基础的关键线索（13）。

总结上述，KEAP1-Nrf2 系统是维持氧化还原平衡的有效装置。KEAP1 是氧化还原损伤的传

感器，而 Nrf2 则是转录因子，它能强有力地传递化学信号，调节一系列细胞保护基因。

当细胞回复静态时，它们之间的关系又回到NRF2 的活性受KEAP1抑制，而 暴露于应激

时，NRF2 会在从 KEAP1 介导的抑制中释放出来（10）。

Nrf2-KEAP1 通路和调控

Nrf2-KEAP1 通路是感知和应对氧化和亲电压力的基本途径。在经典的 Nrf2- KEAP1 
信号通路中Keap1 是一种关键的 Nrf2 抑制因子，在调节 Nrf2 信号通路方面发挥着关
键作用。 
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图 3：

KEAP1-NRF2 系统。在正常情况下

，Nrf2 通过 Keap1 不断泛素化，

并在蛋白酶体中降解。在暴露于

电介质或氧化应激后，Keap1 失活

。稳定的 Nrf2 在细胞核中积聚，

并激活许多细胞保护基因（根据

参考文献 13 改编）。
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Keap1 是连接 Nrf2 和泛素化连接酶 Cullin-3的桥梁。氧化应激物或亲电子物会抑

制Nrf2 的泛素依赖性降解，从而增加 Nrf2 的核积累。作为一种富含半胱氨酸的

蛋白质，Keap1 是化学诱导剂的绝佳传感器（14）。

Nrf2 是一种转录因子，会影响许多参与抗氧化应激和药物代谢的不同基因的表

达。因此，调节 Nrf2 的表达是治疗或预防疾病的一个重要目标，据报道，这种

调节受到表观遗传学的影响（15）。

Nrf2 的表达是细胞固有的，因此可确保对氧化应激和炎症做出保护性反应。在生理条件

下，Nrf2 在泛素蛋白酶体系统的作用下会迅速更替。Nrf2 的稳定性由 KEAP-1 控

制，KEAP-1 是内源性和环境氧化信号以及亲电子反应的氧化还原传感器。(17).

Nrf2 还可在转录水平上受到调控。NFE2L2 基因启动子上有多个调控序列（18）。有趣

的是，所谓的 Nrf2 激活剂应称为 "KEAP1 "抑制剂。在正常情况下，Keap1 在细胞内以

二聚体形式存在，作为底物连接蛋白与基于Cul3/Rbx1 的 E3-泛素连接酶和Nrf2 的复合物

相互作用，从而导致 Nrf2 持续泛素化并随后被蛋白酶体降解。这将使 Nrf2 调节的抗氧

化物维持在较低的基础水平。在细胞应激或暴露于轻度氧化应激时，Nrf2 会从 Keap1 上

解离，变得稳定，并转移到细胞核中，，在那里它与其他蛋白因子相互作用并与 ARE 结

合，导致抗氧化基因转录增加（10）。
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图 4：

Nrf2 信号通路示意图（根据参

考文献 16 改编和修改）
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在包括人类在内的哺乳动物中，Keap1-Cul3-Rbx1 轴被认为是 Nrf2 活性最关

键的调节机制（19）。

应激条件（如氧化和亲电应激）和化学诱导剂导致 Nrf2 与 Keap1 分离的主

要机制是 Keap1 的半胱氨酸残基被氧化。半胱氨酸的巯基可能被氧化形成

二硫桥、亚硫酸、或磺酸。这些氧化还原修饰会导致 Keap1 与 Nrf2 分离，

从而导致 Nrf2 稳定和核转运（19）。

Nrf2 转录活性的失调已在多种疾病的发病机制中得到描述，Nrf2/Keap1 

轴已成为细胞稳态的关键调节因子。尽管 Nrf2 在调节生物过程中的重要性

已经得到了充分证实和广泛的详细讨论，但人们对 Keap1 的关注却很少超出 

Nrf2 活性和氧化还原传感的调控范围（20）。

重要的是要考虑到人类饮食中含有大量可影响和激活 Nrf2 信号通路的活性

化合物（52）。其中，有些甚至被认为是强效的 Nrf2 激活剂。这些天然存

在的化合物会刺激各种上游激酶，干扰 Keap1-Nrf2 的相互作用和/或扰乱

细胞的氧化还原平衡，从而激活 Nrf2 通路（14）。
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图 5：

Keap1 是 Nrf2 激活和 ARE 驱动

的抗氧化基因表达的主要调节因子

（根据参考文献 19 改编）。

mailto:support@aseaglobal.com
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31692987/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31692987/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32234331/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6830569/


姜黄中的姜黄素和西兰花等十字花科蔬菜中的莱菔硫烷等化合物可直接激

活 Nrf2-Keap1 通路（22）。

Nrf2 和解毒蛋白

谷胱甘肽、GCLC/GCLM

1888 年，J. de Rey-Paihade 从酵母和许多动物组织的提取物以及新鲜蛋清中

发现了谷胱甘肽。1921 年，霍普金斯提出，从肝脏、骨骼肌和酵母中分离出

的噬硫磷是一种由半胱氨酸和谷氨酸组成的二肽，但这些作者可能由于对 

Van Slyke 氨基 N 数据的误读，忽略了噬硫磷中甘氨酸的存在。为纪念发现噬

硫磷的历史、霍普金斯将这种物质命名为 "谷胱甘肽"（23）。谷胱甘肽又称 

GSH，是细胞代谢的内源性成分，是由甘氨酸、半胱氨酸和谷氨酸组成的三肽。

谷胱甘肽通过结合亲电子基团，帮助解毒，否则亲电子物可能会与蛋白质或核

酸结合，导致细胞损伤和基因突变（24）。它存在于许多组织中，浓度相对较

高、谷胱甘肽在细胞中的浓度为 1-10 毫摩尔，与葡萄糖、钾和胆固醇类似，

在多个生理过程中发挥关键作用，如维持氧化还原平衡 、通过解毒减少氧化

应激、调节免疫系统等。谷胱甘肽对氧化应激的作用使人们猜测这种分子可能

对几种氧化还原失衡的慢性疾病有治疗作用（25）。
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图 6：

KEAP1-NRF2 通路将对各种细胞压

力的感应与细胞保护基因表达的上

调结合在一起。内源性和外源性应

激分子能直接与 KEAP1 内的活性

半胱氨酸残基结合，导致 NRF2 稳

定化并上调细胞保护基因的表达。

其细胞保护转录程序（改编自

参考文献 21）。
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谷胱甘肽具有多种功能，包括通过减少氧化应激和维持氧化还原

平衡进行抗氧化防御、代谢解毒异种生物和外源化合物、细胞周期

调节、免疫系统调节以及纤维化（26）。它的主要作用是保护细

胞大分子免受内源性和外源性活性氧（ROS）和氮氧的侵害。特

别是，GSH 可催化氢过氧化物、过硫酸盐和脂质过氧化物解毒 ，

并直接清除各种氧化剂分子，如超氧阴离子、羟自由基、一氧化氮

和碳自由基（26；27）。基本上，GSH 能通过提供H+中和 ROS

，并通过提供 e- 使蛋白质半胱氨酸保持活性还原形式。GSH 

作为还原剂的能力取决于 GSH/GSSG 比率和谷胱甘肽总浓

度，而这两个因素会受到应激条件的负面影响（28） 。GSH 可

维持细胞氧化还原状态，并影响氧化还原信号转导、细胞增殖和

死亡，GSH 的平衡受原始合成和 GSH 氧化还原状态的调节。因

此，Nrf2 对通过 GSR 的转录调控维持 GSH 氧化还原状态和保

护细胞免受氧化应激至关重要。(29).

谷氨酸半胱氨酸连接酶（GCL）是一种在合成 GSH 过程中

发挥关键作用的酶。GCL 的催化亚基是该酶的关键组成部

分。此外，GSH 合成的第一步是由 GCL 完成的，GCL

由催化亚基（GCLC）和修饰亚基（GCLM）组成

(30).  因此，谷氨酸-半胱氨酸连接酶（又称γ-谷氨酰胱氨酸合成

酶）是谷胱甘肽合成的第一个限速酶（31）。

血红素加氧酶 1

血红素加氧酶-1（HO-1）是一种细胞保护性酶，能对氧化和/或炎

症刺激做出反应，具有减轻氧化应激的能力。HO-1 的一个主要功

能是代谢组织中因红细胞更替而积累的血红素（32）。HO-1 是一

种受 Nrf2 调节的基因，因为它是 Nrf2 的靶基因之一，在不同类型

的细胞中都有显著表达（33）。在生理平衡状态下，HO-1 在大多

数细胞和组织中的表达量较低或没有表达。然而，在大多数细

胞，HO-1 在应对大量的促氧化刺激时会高度上调，提供保护 防止

氧化损伤。

（

氧化还原信号传递
电子转移信号转导或氧化还原信号转导需要亲电子体（ 能吸引电子的

分子）与亲核体（能放弃电子的分子）发生反应。氧化还原信号传递

涉及的反应是，亲电子体带走电子，使亲核体处于更氧化的状态（氧

化反应）。在这种情况下，亲电子体被称为氧化剂 (35)。总之，通过

失去或获得一个电子而发生的氧化和还原反应会引起分子结构和功能

特性的变化，从而改变信号传递过程（36 ）。

氧化还原信号是所有细胞正常生理的一部分，包括内皮细胞受血流刺

激的生长，在缺血/再灌注损伤等病理生理反应中也发挥着重要作用。

与 cAMP 等第二信使的信号转导不同 ，活性物种的信号转导涉及目标

信号蛋白半胱氨酸残基的化学修饰，而不是与目标蛋白半胱氨酸残基

的非共价结合 （35）。与氧化还原信号转导相关的事件在生理水平的

氧化和亚硝酸应激下被触发，通过氧化还原传感器的去谷胱甘肽化和 

GSH/ GSSG 水平的提高，从暂时的失衡恢复回平衡状态（37）。参与

氧化还原信号传导的主要分子是活性氧（ROS）（36）。ROS 或是线

粒体氧化磷酸化（有氧代谢）过程中产生的副产物，或通过细胞信号

诱导的细胞质中的 NADPH 氧化酶产生(38)。它包括超氧阴离子、过氧

化氢和羟自由基等分子，所有这些分子都具有固有的化学特性，可对

不同的生物目标产生反应。ROS 通常与氧化应激有关，这提示它们会

对脂质 、蛋白质和 DNA 造成破坏。然而，在过去的二十年里，人们发

现 ROS 也是调节生物和生理过程的信号分子。似乎在进化的早期，大

自然就选择了 ROS 作为信号转导机制以适应环境中养分和氧化环境的

变化。事实上，在原核生物中，存在着 ROS 直接激活转录因子以适应

应激的机制（39）。
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氧化还原信号分子研究

一项为期 8 周的安慰剂双盲对照人体试验表明，氧化还原信号

分子（RSM）在调节基因表达方面发挥了作用，并将其与细胞

中的关键功能和重要通路联系在一起。研究显示，其中一些基

因表达上调，并与关键基因的转录有关。经过转录谱分析，发

现与未接受 ARS 治疗的受试者相比，有五个基因的表达量出现

了显著的倍数变化：这些基因是：

KCTD12、EGR1、PYROXD1 、IRAK3 和 CCR10。

有意义的是，当停止使用 RSM 后，这些基因的表达恢复正常，

这表明需要继续使用这些分子来维持持续的转录谱调节。

利用 PANTHER（通过进化关系的蛋白质分析）和 Wikipathways 

对 KCTD12、EGR1、PYROXD1、IRAK3 和 CCR10 基因进行了

分析，以确定它们与不同通道之间的关系。其中一些通路包括脑

源性神经营养因子信号通路 、人类促甲状腺激素信号通

路、NRF2 通路、VEGFA- VEGFR 信号通路2 等。这些基因以及

与这些基因相关的其他通道对细胞的健康和功能至关重要。

关于 Nrf2 通路，研究发现该通路负责开启和关闭基因，而这些基

因是产生谷胱甘肽等保护性蛋白的必要条件，这些蛋白将对抗体内

的有害化合物。该通路能够开启和关闭基因表达（40；41；

42 ）。

人们还了解到，Nrf2 是抗氧化反应的关键调节因子（43；

42），能促进细胞对抗应激的能力（44；45）。当这一通路被激

活时，细胞就能在受到损伤时做出反应，并恢复它们的活力。因为 

Nrf2 通路的激活可促进细胞稳态（46；47；48）。

此外，响应 Nrf2 通路的基因参与保护细胞免受氧化应激（43）。事

实上，Nrf2 途径是参与应激适应的主要途径之一（49；50）。当 

Nrf2 被激活时，体内会产生更多的抗氧化蛋白来对抗氧化应激。

氧化还原信号分子在 AREC32 中的功能

(人乳腺 MCF7 衍生的报告细胞系）和 HEPG2 细胞
（人肝癌、非致癌细胞系）

1- 方法

AREc32 和 HepG2 细胞的细胞培养

AREc32 细胞系是一种稳定转染的 MCF7 细胞系，它含有受
八个拷贝的大鼠 Gsta2 ARE 控制的荧光素酶基因构建 体 。
人类肝脏 HepG2 
细胞具有正常人类肝细胞的许多特殊功能。这两种细胞都
是在 Dulbecco's Modified Eagle Medium（DMEM，澳大利亚 
Thermo Fisher Scientific  公司）中培养的，该培养基补充有 
10%的胎牛血清（FBS，澳大利亚 Sigma-Aldrich 公司）和 
1%的青霉素（澳大利亚 Sigma-Aldrich 公司）。用 0.25% 的
胰蛋白酶（澳大利亚赛默飞世尔科技公司）消化汇合度超
过 90% 的培养细胞，进行以下生物测定。

电解水溶液的制备

RSM 是通过使用纯盐和水的专利电解工艺生成并稳定的。
使用适当的分析方法确定了 RSM 的存在。
制备了不同的 RSM 样品，并对其进行了 Nrf2 活性筛选
（表 1）。

标签 信息

V10 v1 常规，当前 ARS，1 号样本

对照组 0.27% 氯化钠

V10 v2 常规，当前 ARS，2 号样本

V10 v3 常规，当前 ARS，3 号样本

表 1   提供的 RSM 样本。
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在 AREc32 细胞上进行 Nrf2 荧光素酶检测

使用 AREc32 细胞对 RSM 样品进行 Nrf2 荧光素酶检测，以检
查 Nrf2 的活性，其中荧光素酶的表达是通过稳定转染的 Nrf2 报
告基因构建物诱导的。将能有效激活 Nrf2 的合成食品添加剂叔
丁基对苯二酚（tBHQ）作为阳性对照。使用的对照包括电解前
收集的 0.27% NaCl 混合液。

将 AREc32 细胞以 1 x 106 个/孔的密度播种在 96 孔板中，当
细胞达到 90% 的融合度时用 RSM 样品处理。24 小时后，将
所有上清液转移到新的 96 孔板中进行谷胱甘肽检测。将原板
中的细胞与 triton 裂解缓冲液（20 升）混合。室温下振荡平板 
10 分钟，得到细胞裂解液，然后在 -20°C 下冷冻 20 分钟。最
后，收集细胞裂解液（15 升）并转移到 96 孔微胎盘中。在 
96-WP 中加入荧光素缓冲液（100 升），并在 5分钟内记录生
物荧光[19]。与阴性对照组（仅使用培养基的细胞）相比，Nrf2 
的活化以变化倍数计算。

细胞存活力
用阿拉玛蓝检测法监测经 RSM 样品处理 24 小时后 AREc32 细
胞的存活力。此法广泛用于细胞存活力测试。去除上清液后，
将 AREc32 细胞置于 100 升阿拉玛蓝染料溶液中。然后在 37°C 
的加湿培养箱中再培养 2 小时。使用微孔板阅读器在 545 nm 
波长处测量激发光谱 ，在 595 nm 波长处测量发射光谱，从而
确定各孔的光密度。对照组（仅使用培养基的细胞）的吸光度
被视为细胞存活率为 100%，处理后的细胞存活率通过将吸光
度与对照组进行归一化计算得出百分比。

利用高效液相色谱法和荧光检测法测量谷胱甘肽

按照 Steele 等人，2012 年和 Afzal 等人，2023 年的描述，对样
品和标准物质中的谷胱甘肽进行了 4-氟-7-氨基磺酰基苯并呋喃
（ABD-F）衍生化。
制备由 800 mM 半胱氨酸、50 mM 半胱氨酸-甘氨酸、同型半胱氨
酸和谷胱甘肽（GSH）组成的标准溶液，然后用水或 DMEM 按顺
序稀释 2 倍至 6 倍。将每种溶液与等体积的含 1 毫摩尔乙二胺四乙
酸（EDTA）的 1%5-磺基水杨酸, 乙二胺四乙酸（EDTA）混合，然
后然后在 4oC 下以 14,000 g 离心 10 分钟。上清液随后被转移到新
的试管中，并储存在 -80oC 温度下，然后用于 ABD-F 衍生反应。

将从 AREc32 细胞中收集的经过各种处理的上清液从冷冻室
中取出，使其达到室温。将小瓶放入设置为 35 摄氏度的加
热块中，然后加入 50 升上清液。加入 30 升 1 mM 三（2-
羧基乙基）膦盐酸盐来还原硫化键，随后加入 30 升 50 mM 
N-乙酰半胱氨酸作为内标。然后在 35oC 下孵育 5 分钟。 向
样品中加入 100 升硼酸盐缓冲液和 30 升 ABD-F。在加入 
50 升 2 M 盐酸停止衍生反应之前，将样品在 35oC 温 度下再
培养 10 分钟。为去除任何微粒物质，微离心瓶在 4oC下以 
14,000 g 离心 5 分钟。

然后将混合溶液放入高效液相色谱（HPLC）小瓶中，装入 
Dionex HPLC 系统的自动进样器中，该系统由 WPS- 3000 自
动进样器、ultimate 3000 泵、ACC-3000 自动进样器、柱室和 
FLD- 3100 荧光检测器组成。该系统配备了一个 Luna RP-18 
端盖，由 Phenomenex 公司提供的 SecurityGuard C18 色谱柱
支架中的 SecurityGuard C18 色谱柱保护。Chromeleon7.0 色谱
数据Dionex 系统用于控制仪器、获取数据和量化峰面积。

Western Blot 分析

HepG2 细胞在 T75 细胞培养瓶中生长至充盈。然后用有效浓
度的培养基、50 M tBHQ、V10 v1 和 V10 v2 处理细胞，以激
活 Nrf2。培养 24 小时后，以 500 mL/min离心收集细胞颗
粒。 g，4°C 下离心 5 分钟。细胞颗粒与含 1%蛋白酶抑制
剂的放 射免疫共沉淀测定缓冲液混合，用 PierceTM BCA 蛋
白测定试剂盒测定其浓度。用 SDS-PAGE 电泳分离每个样品
中 10 mg/mL 的总蛋白，然后用 iBlot 2 凝胶转移装置将蛋白
转移到 PVDF 膜上。用溶于 PBST [PBS缓冲液加1%吐温20]的
3%牛血清白蛋白（BSA）在室温下孵育膜1小时。膜与
GCLC、HO-1 一抗在 4°C 孵育过夜。用 GAPDH 作为载荷
对照。
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图 7：

AREc32 细胞的细胞活力（A、B）。**** p<0.0001 vs. Blank（细胞只含培养基），在 GraphPad Prism 9 中进行单因素方

差分析。

所有这些抗体均购自细胞信号技术公司（Cell Signaling 

Technology）。用 SuperSignal West Pico Plus ECL 试剂盒孵

育膜上的免疫反应带，并用 iBright CL750 进行显色 。使用 

ImageJ 软件分析特定条带并量化其强度。

统计分析

使用 GraphPad Prism 9.0 软件（美国 GraphPad 软件公司）进

行统计分析。数据以至少三次实验的平均值±平均值标准误差（ 

SEM）表示。组间统计比较采用单因素方差分析和 Tukey 检验 

，P<0.05 为差异有统计学意义。

2- 结果和结论

细胞存活力

首先对细胞存活力进行剂量反应评估，以了解 AREc32 细胞

如何对不同浓度的信号分子做出反应。这就确定了 RSM 可能

对细胞产生毒性的浓度，并确定了最佳剂量范围测试。

该测试评估细胞暴露于氧化还原信号分子（V10 v1 和 V10 v2 

样品）时的存活能力和功能。结果表明，细胞存活并能

在整个实验过程中保持其结构和功能的完整性。

激活 Nrf2

与失活细胞相比，大多数样本显示出轻度的 Nrf2 激活（约增加 

2 倍）。在用 ARS 处理的细胞中，可以观察到 Nrf2 通路有轻

微但明显的活化。暴露于 RSM 的细胞显示出 Nrf2 激活的增加

，这表明这种补充剂有可能通过 Nrf2 途径诱导细胞抗氧化反应

，从而有助于细胞抵御氧化应激并促进细胞的整体健康。

对 V10 v2 进行了测试，将其与之前的 V10 v1 样品进行比较，以评

估是否可能获得一致的结果，特别是适度的 Nrf2 激活。如图 ABC 

所示，V10 v1 和 V10 v2 的 Nrf2 激活程度相当，最大 Nrf2 激活程

度分别为 1.63 ± 0.52 倍和 1.69 ± 0.80 倍。两种溶液都不会对细胞

造成明显的毒性。因此，结果是一致的。
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图 8：

RSM V10v1（A）和 V10 v2（B）激活的 Nrf2。细胞活力见 

(C) 和 (D)。**** p<0.0001 vs. Blank (仅细胞和培养基)，通

过 GraphPad Prism 9 的单因素方差分析。

图 9：

V10 v3 的 Nrf2 激活（A）和细胞活力（B）。**** p<0.0001 

vs. Blank（仅细胞和培养基），通过 GraphPad Prism 9 的单

因素方差分析。
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此外，在另一个实验室进行的另一项研究也对样本的 Nrf2 活

性进行了测试，以验证研究结果。在

总体而言，研究结果是相似的。表 2 列出了两位研究人员在 Nrf2 

激活方面的详细结果和比较。

表 2.国立辅助医学研究所（NICM）和医学院（SOM）的 Nrf2 

最大效应 RSM。显示的结果代表 Nrf2与对照组（培养液中未

添加任何处理剂）相比，在使用 RSM 处理的细胞中，V10 

v1、V10 v2 和 V10 v3 的 Nrf2 通路出现了轻微但明显的激活。

在表 2 中，两家不同的实验室在分析同一组样本时独立得出了
相似的结果。特别是，Nrf2 活性始终出现在 V10 样本中。这些
一致的发现促使我们选择这些样本进行进一步的机理实验，旨
在研究 Nrf2 调节的抗氧化潜力。

V10 v1 和 V10 v2 的 Nrf2 激活程度相当，最大激活程度分别为 
1.63 ± 0.52 倍和 1.69 ± 0.80 倍。两种溶液都不会对细胞造成明
显的毒性。 V10 v3 在培养基中的浓度为 6.25% 时，其激活 Nrf2 
的最大值为对照组的 2.04 ± 0.91 倍，但没有造成任何明显的细胞
毒性。

Nrf2 调节的 GSH 表达增加

为了研究氧化还原信号分子可能会增加 GSH 的产生，采用 HPLC 
和荧光检测法测定了 AREc32 细胞中 GSH 和衍生硫醇 CysGly 的
细胞外水平。使用 V10v2 激活后
增加了 1.52 倍。我们还注意到，V10 v2 的半胱氨酸和 CysGly 生
成量明显减少。这些结果表明，V10 v2 诱导了新陈代谢，增加了 
GSH 的表达。

图 10：

(A) GSH、(B) 半胱氨酸、(C)

cysGly 和

(D) #10v2对AREc32细胞诱

导的同型半胱氨酸。未激活

的细胞只含培养基。

*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001
、
****p<0.0001 与未激活细胞

相比，采用单向方差分析。

标签 NICM 的 Nrf2 成果 SOM 的 Nrf2 结果

空白 1 1

V10 v1 1.63±0.52 2.25±0.19

V10 v2 1.69±0.80 2.23±0.23

V10 v3 2.04±0.91 3.5

阳性对照 12.43 ± 2.93 16.89 ± 3.62
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图 11：

Western 印迹分析 GCLC 蛋白表达。将 HEGP2 细胞培养在 T75 细胞培养瓶中，处理 24 小时。 (A) GCLC 蛋白表达水平，

n=3 次实验。(B）数据由 ImageJ 分析并输入 Graphpad Prism 9。与阴性对照（仅使用培养基的细胞）相比，*p<0.05，

** p<0.01。

Nrf2 调节的 GCLC 和 HO-1 表达量增加

作为对 Nrf2 荧光素酶活性测定的补充，还通过 Western 印迹

法研究了 V10 v2 对 Nrf2 调控靶蛋白 GCLC 和 HO-1 表达的影

响。这些实验使用了人肝细胞系 HepG2 细胞。HepG2 是一种

人肝癌细胞系，它常用于药物代谢和肝毒性研究。

阳性对照 tBHQ（50 M）能显著上调 GCLC 和 HO-1 的表达（

图 11 和 12）。抗氧化蛋白表达 GCLC 的 Western 印迹分析

表明，与空白对照（阴性对照，p<0.01）相比，#10 v2 表现

出更高的该蛋白表达量。在

此外，V10 v2（0.25 毫克/升）诱导的 HO-1 显著增加，表明其抗

氧化活性突出。
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图 12：

通过 Western 印迹分析检测 HO-1 蛋白表达。将 HEGP2 细胞培养在 T75 细胞培养瓶中，处理 24 小时。 (A) HO-1 蛋白表达水

平，n=3 个实验。(B）数据由 ImageJ 分析并输入 Graphpad Prism 9。与阴性对照（仅使用培养基的细胞）相比，*p<0.05，** 

p<0.01。

总之，与对照组相比，暴露于 ARS 的细胞显示出 GCLC 和 

HO-1 的上调，这意味着它们正在提高这些蛋白质的生成速度 

。

GCLC 表达的增加是细胞对抗氧化应激和维持氧化还原平衡的

适应性反应的一部分。GCLC 催化二肽--γ-谷氨酰半胱氨酸的

形成，而γ-谷氨酰半胱氨酸是随后合成 GSH 的前体。由于 

GSH 在中和氧化应激，解毒有害物质和和保护细胞免受氧化

应激伤害方面发挥着重要作用，因此在氧化应激增加时，

GCLC 的上调可能会作为一种保护机制，增强细胞的抗
氧化能力，促进细胞存活。

HO-1 的上调可被视为对各种细胞应激源的保护性和适
应性反应，其中包括氧化应激是细胞防御应激机制的一
部分，有助于维持细胞平衡，促进细胞在挑战性条件下

存活。
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氧化还原信号分子在 

FEK4 细胞中的功能
(人类原代包皮成纤维细胞）

1- 方法

细胞培养和 MTT 检测

FEK4 细胞培养 48 小时，15% 血清培养基过夜。用 PBS 冲洗，

用 4% 多聚甲醛固定 10 分钟，用 0.1% triton 通透 15 分钟，用 

2% BSA 封闭 45 分钟，用 Nrf2 多克隆抗体（1:100）在 0.1% 

BSA 溶液中 4 ℃ 培养过夜，然后用 Alexa fluor plus 488（1:2000 

）在 0.1% BSA 溶液中染色 45 分钟，成像前滴一滴 DAPI。

人类原代皮肤成纤维细胞 FEK4 在第 0 天播种。培养 48 小时

后，更换培养基，并在培养基中以 1:1 的稀释比例加入氧化还

原信号分子。在有 RSM 存在的条件下培养 24 小时后，固定细

胞并用 Nrf2 抗体和核标记物 DAPI 进行免疫细胞化学分析。

细胞活力

MTT（3-(4,5-二甲基噻唑-2-基)-2,5-二苯基溴化四氮唑）检测

法是评估体外细胞活力和增殖的常用方法。简言之，在标准

条件（37°C，5% CO2）下，在培养基中培养细胞（存在或

不存在 RSM），直到细胞达到所需的融合度。移除培养基 ，

细胞用 PBS 冲洗。向每个细胞中加入 MTT 溶液，37°C 孵育 

2-4 小时。新陈代谢活跃的细胞会将 MTT 还原为甲臢。小心吸

出 MTT 溶液，用二甲基亚砜（DMSO）代替以溶解甲酰肼晶

体 ，然后用移液管上下移动以混合。混合后，用微孔板阅读器

在 570 纳米波长处测量各孔的吸光度。吸光度与存活细胞的数

量相关。对收集到的数据进行分析，以确定和计算存活率。

谷胱甘肽测定
细胞在常规培养基中培养，直至达到汇合。取出培
养基，换上含有 RSM 的新鲜培养基，按 1:1 的比例
加入 50M 的丁硫亚砜（BSO）。BSO 是一种众所周
知的γ-谷氨酰半胱氨酸合成酶抑制剂，而γ-谷氨
酰半胱氨酸合成酶是合成 GSH 的第一步。培养 24 
小时后，使用 Bio-Rad（布拉德福德检测法）进行
谷胱甘肽检测。布拉德福德蛋白质测定法是一种简
单而准确的比色法，用于测定溶液中蛋白质（本例
中为谷胱甘肽）的浓度。当染料与蛋白质结合时，
它会转化为稳定的非质子化蓝色形
式（Amax= 595nm）。使用分光光度计或微孔板阅
读器在 595 纳米波长处检测的就是这种蓝色的蛋白
质染料形式。

Nrf2 激活/核转位

人原代皮肤成纤维细胞 FEK4 在标准条件（37°
C，5% CO2）下播种并在培养基中培养。细胞达到
所需汇合度后，在培养基中以 1:1 的稀释率加入 
RSM。培养 24 小时后，移去培养基，用磷酸盐缓
冲液（PBS）洗涤细胞，并用甲醛固定。用 Triton 
X-100 使固定的细胞通透，并用 BSA阻断非特异性
结合位点。细胞与一抗（抗-Nrf2）孵育，然后用 
PBS 冲洗，再与二抗（抗-Nrf2）孵育。
细胞还用 DAPI 染色，以进行核定位。用装载介质
将培养细胞装载到显微载玻片上，然后用荧光显微
镜观察染色细胞。

2- 结果和结论

细胞存活力
MTT 检测法获得的数据显示，与未处理的对照组
相比，用氧化还原信号分子以所用稀释比例对细胞
进行过夜处理，并没有降低处理过的细胞的存活力
（图 13）。
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谷胱甘肽测定

与对照组相比，暴露于氧化还原信号分子一夜的细胞显示细胞内 

GSH 水平增加了 40%（与未处理的对照组相比增加了 2.3 倍 ）。

仅用 BSO 处理细胞会使细胞内 GSH 水平降至未处理对照成纤维细胞

的 0.5 倍。

然而，在经 BSO 处理的细胞中，氧化还原信号分子有能力将

细胞内 GSH 水平恢复到未处理对照成纤维细胞的 0.8 倍。

已知 BSO 是γ-谷氨酰半胱氨酸合成酶的抑制剂，而γ-谷氨

酰半胱氨酸合成酶是合成 GSH 的第一步。加入氧化还原信号

分子后 ，培养细胞中 GSH 的生成得以恢复（图 14）。

图 13：用不同浓度氧化还原信号分子处理的细胞与未处理对照（Ctrl）（设为 100%）相比的细胞存活率百分比表示的

数据。数据为至少 3 次独立实验的平均值（n=3）+/- 误差条显示的标准偏差。

图 14：A. 与未经处理的细胞（对照组）相比，暴露于氧化还原信号分子（配方 1）的细胞的谷胱甘肽（GSH）水平。B. 
与经丁硫磺酰亚胺（BSO）和氧化还原信号分子处理的细胞相比，经丁硫磺酰亚胺（BSO）和氧化还原信号分子处理的细
胞的 GSH 表达量有所增加。数据校准为每毫克蛋白质中 GSH 
的纳摩尔数，然后绘制为与未经处理的对照（Ctrl）相比 GSH 的折叠变化（任意设定为 1）。 数据为至少 3 次独立实验
（ n=3）的平均值 +/- 误差条显示的标准偏差。
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图 15：用氧化还原信号分子（RSM）处理或未处理（对照组，Ctrl）的人原代皮肤成纤维细胞 FEK4 细胞的免疫荧光分析。

Nrf2 转位至细胞核。第 1 栏，免疫细胞化学法定位 NRF2 蛋白。

第 2 栏，用 DAPI 进行核染色。第 3 栏，NRF2 蛋白和 DAPI 的合并图像。数据代表 3 个独立实验的结果。平均荧光强度（MFI）。用图像 J 

软件量化 Nrf2 转位至细胞核的情况。

Nrf2 转位至细胞核

图 15 显示，氧化还原信号分子能够促进 Nrf2 转位到细胞核

（第 3 栏，水绿色）。

当细胞过夜暴露于处理过程中时，细胞核会着色。这些结果

与氧化还原信号分子能提高细胞内 GSH 水平的强能力相符。

RSM 和 Nrf2 - 结束语

对氧化还原信号分子（RSM）在 AREc32 和 HepG2 细胞以及 
FEK4 细胞中的作用进行的研究，就其对保护细胞免受氧化应激
的途径的影响得出了深刻的发现。实验让人们了解了 Nrf2 细胞
对 RSM 的反应，还证明了 RSM 上调细胞谷胱甘肽生成的能
力。

结果表明，V10 中含有的 RSM 能诱导 AREc32 和 HepG2 细胞
中 Nrf2 通路发生轻微但明显的活化，有助于细胞抵御氧化应
激 。经独立实验室验证，不同批次样品的 Nrf2 激活效果一
致，这增强了我们研究结果的可靠性。此外，对 Nrf2 调节的抗
氧化潜能的研究发现，GCLC 和 HO-1 的表达增加，这表明细
胞适应性反应增强了抗氧化能力（43）。此外，我们的研究还
扩展到了 FEK4 细胞，在这些细胞中，氧化还原信号分子没有
显示出细胞毒性或对细胞活力的负面影响。

结果表明，RSM 能够在 BSO 处理后增加和/或恢复细胞内谷胱
甘肽水平，并促进 Nrf2 转位至细胞核。这些观察结果表
明，RSM 具有支持细胞健康和抗氧化防御机制的潜力。
从不同的细胞系和检测方法中获得的积极结果为氧化还原信

号分子对细胞功能的多方面影响提供了一个全面的视角。这

些发现将越来越多地有助于进一步了解氧化还原信号领域的

知识，并为进一步研究揭示 RSM 对细胞应激反应的基本途径

铺平道路 。
这些研究表明一致和大有希望的结果，连接了RSM 的作用与

细胞复原力和抗氧化防御之间的关系。事实上，这项研究可

能会为未来的研究奠定基础，并有可能开发出细胞健康和氧

化应激管理的创新方法。
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