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  [摘要] 目的 分析核因子E2
 

相关因子2(NRF2)在持续乙醇摄入调节小鼠前额叶高迁移率族蛋白B1
(HMGB1)通路及炎性反应中的作用。方法 腹腔注射乙醇构建持续乙醇摄入小鼠模型;并用乙醇干预原代神

经元构建乙醇干预细胞模型;NRF2通路特异激动剂特丁基对苯二酚(tBHQ)对模型进行干预,选用实时荧光

定量聚合 酶 链 反 应 检 测 前 额 叶 及 神 经 元 目 的 基 因 mRNA 水 平;选 用 Western
 

blot检 测 蛋 白 表 达 变 化。
结果 与对照组相比,乙醇干预组小鼠前额叶炎性因子肿瘤坏死因子-α(TNF-α)(P=0.015)、白细胞介素

(IL)-1β(P=0.017)及 HMGB1通路相关基因 HMGB1(P=0.004)、TLR3(P=0.030)、TLR4(P=0.004)
mRNA相对表达水平升高;NRF2(P=0.014、0.014)及HO-1(P=0.030、0.012)转录及蛋白表达水平均降低;
与单纯乙醇摄入小鼠相比较,tBHQ干预后能够降低IL-1β(P=0.003)、HMGB1(P=0.000)、TLR4(P=
0.015)mRNA水平及HMGB1(P=0.043)蛋白表达水平;在神经元实验中,与单纯乙醇干预组相比,tBHQ干

预后神经元HMGB1(P=0.001、0.004)转录及蛋白水平明显下降。结论 持续乙醇摄入通过抑制小鼠前额叶

NRF2表达,进而激活HMGB1/TLR4通路,促进其下游IL-1β表达。
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  [Abstract] Objective To

 

analyze
 

the
 

role
 

of
 

NRF2
 

in
 

the
 

regulation
 

of
 

HMGB1
 

pathway
 

and
 

inflamma-
tory

 

response
 

in
 

the
 

prefrontal
 

lobe
 

of
 

mice
 

by
 

continuous
 

alcohol
 

intake.Methods The
 

intraperitoneal
 

injec-
tion

 

of
 

ethanol
 

was
 

used
 

to
 

establish
 

the
 

continuous
 

alcohol
 

intake
 

model
 

of
 

mice;the
 

primary
 

neurons
 

were
 

intervened
 

by
 

ethanol
 

to
 

construct
 

the
 

ethanol
 

interventional
 

cellular
 

model;the
 

NRF2
 

pathway
 

specific
 

ago-
nist

 

conducted
 

the
 

intervention
 

on
 

the
 

model.
 

The
 

mRNA
 

level
 

of
 

target
 

genes
 

in
 

the
 

prefrontal
 

lobe
 

and
 

neu-
ron

 

was
 

detected
 

by
 

using
 

the
 

real
 

time
 

qRT-PCR.
 

The
 

change
 

of
 

protein
 

expression
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

relative
 

expression
  

levels
 

of
 

TNF
 

α(P=0.015),IL-1
 

β
(P=0.017)

 

and
 

HMGB1
 

pathway
 

related
 

gene
 

HMGB1(P=0.004),TLR3(P=0.030)and
 

TLR4(P=
0.004)mRNA

 

in
 

the
 

mice
 

prefrontal
 

lobe
 

of
 

the
 

ethanol
 

intervention
 

group
 

were
 

increased;
 

the
 

transcription
 

and
 

protein
 

expression
 

of
 

NRF2(P=0.014,0.014)and
 

HO-1(P=0.030,0.012)were
 

decreased;
 

compared
 

with
 

the
 

simple
 

ethanol
 

intake
 

mice,the
 

tBHQ
 

intervention
 

could
 

reduce
 

the
 

mRNA
 

levels
 

of
 

IL-1
 

β(P=
0.003),HMGB1(P=0.000)and

 

TLR4(P=0.015),and
 

protein
 

levels
 

of
 

HMGB1(P=0.043);in
 

the
 

neuron
 

experiment,compared
 

with
 

the
 

simple
 

ethanol
 

intervention
 

group,the
 

neuron
 

HMGB1
 

(P=0.001,0.004)
transcription

 

and
 

protein
 

levels
 

after
 

tBHQ
 

intervention
 

were
 

significantly
 

decreased.Conclusion Continuous
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ethanol
 

intake
 

can
 

activate
 

the
 

HMGB1/TLR4
 

pathway,and
 

promote
 

its
 

downstream
 

IL-1β
 

expression
 

by
 

in-
hibiting

 

the
 

NRF2
 

expression
 

in
 

the
 

prefrontal
 

lobe
 

of
 

mice.
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  持续乙醇摄入会导致脑容量降低,皮层神经元丢

失,其中以前额叶最明显[1];同时还会导致多种神经

病理病变,如认知功能损伤、痴呆等[2]。在这一过程

中,炎性反应发挥重要作用;在分子水平,持续乙醇摄

入能够增加脑皮质神经元促炎因子高迁移率族蛋白

B1(HMGB1)表达,并通过 HMGB1/TLR4(Toll-like
 

receptor
 

4)途 径,促 进 炎 性 因 子 肿 瘤 坏 死 因 子-α
(TNF-α),白细胞介素(IL)-1β、IL-6的表达[2-3];

 

但目

前持续乙醇摄入活化 HMGB1通路及其下游炎性反

应的分子机制尚不清楚。
在持续乙醇摄入诱导的炎性反应中,抗氧化通路

发挥重要作用,同时,调节抗氧化通路活性,能够缓解

乙醇摄入所至的脑损伤[2]。课题组前期研究证实,核
因子E2

 

相关因子2
 

(NRF2)广泛参与抗氧化应激反

应及脑保护过程[4];研究已证实,NRF2通路参与

HMGB1通路及炎性因子的表达调控过程[5-7];但目

前,尚缺乏NRF2在乙醇摄入相关疾病中的研究。
在脑功能调节过程中,前额叶通过其丰富的皮层

间及皮层下联络结构[8],参与思维、情绪、行为等多种

高级脑机能的调控过程。同时,前额叶与抑郁障碍、
精神分裂等多种神经精神疾病密切相关。酗酒人群

前额叶脑容量降低最为严重,是乙醇敏感至伤脑区之

一[1]。因此,本课题在既往研究的基础上,构建持续

乙醇摄入小鼠模型,观察持续乙醇摄入对模型小鼠前

额叶炎性反应、HMGB1通路及 NRF2通路的影响;
并进一步干预模型小鼠NRF2的表达,分析NRF2通

路在持续乙醇摄入小鼠前额叶 HMGB1通路及炎性

反应活化中的作用;为持续乙醇摄入导致脑损伤机制

的阐述提供实验依据,并为NRF2通路相关药物在乙

醇摄入相关疾病中的应用提供理论支持。
1 资料与方法

1.1 实验试剂

TRIzol
 

购自美国Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司,
反转录试剂盒PrimeScript

 

RT
 

Master
 

Mix与扩增试

剂盒SYBR
 

Premix
 

Ex
 

Taq
 

Ⅱ购自日本TaKaRa公

司;神经细胞培养所用Neurobasal、B27、双抗(P/S)、
L-Glutamine均购自美国Gibco公司。NRF2通路特

异激动剂特丁基对苯二酚(tBHQ)购自美国Selleck
公司;HMGB1、NRF2、HO-1、β-actin抗体购自英国

Abcam 公 司;蛋 白 裂 解 液 RIPA、苯 平 基 磺 酰 氟
(PMSF)、蛋白酶抑制剂均购自碧云天公司,其余试剂

购自上海生工生物工程(上海)股份有限公司。
1.2 方法

1.2.1 持续乙醇摄入动物模型制备

所用8周昆明雄性小鼠均来源于佳木斯大学实

验动物中心;针对实验动物的所有操作均符合 NIH:
80-23标准,并经佳木斯大学伦理委员会批准。乙醇

干预模型采用腹腔注射法建模:乙醇用无菌PBS稀释
(20%

 

v/v),以2.0
 

g/kg对小鼠进行腹腔注射,每天1
次,持续7

 

d;对照组以无菌PBS代替进行注射。
1.2.2 模型干预及分组

为了明确 NRF2通路在乙醇摄入活化 HMGB1
通路及炎性反应中的作用,本实验在证实持续乙醇摄

入能够抑制模型小鼠前额叶 NRF2通路基因表达的

前提下,选用tBHQ干预模型小鼠,并检测其对模型

小鼠前额叶HMGB1通路及炎性反应的影响;动物实

验分为3组:对照组,乙醇干预组,tBHQ组(乙醇+
tBHQ组);tBHQ组在乙醇腹腔注射后,立即给予腹

腔注射NRF2激动剂tBHQ,剂量为16.7
 

mg/kg[9]。
并选择与乙醇摄入密切相关的炎性因子 TNF-α、IL-
1β及其上游HMGB1通路相关基因 HMGB1、TLR2、
TLR3、TLR4进行检测,观察小鼠前额叶炎性基因

mRNA表达变化。
1.2.3 原代神经元培养、鉴定及干预

为了进一步验证持续乙醇摄入通过抑制 NRF2
通路,进而激活HMGB1通路并促进其下游炎性反应

这一结果,本实验在体内实验结果基础上,选用无血

清培养法,应用新生1~4
 

d内昆明乳鼠皮层进行原代

神经元培养,培养至第7天进行实验干预[10];神经元

完全培养液:Neurobasal、B27、双抗(P/S)、
 

L-Gluta-
mine[11]。细胞实验分为3组:对照组(PBS组),乙醇

干预组,tBHQ组(乙醇+tBHQ组);于培养第7天,
除对照组外,各组均加入乙醇进行干预(75

 

mmol/
L)[12];tBHQ组加入tBHQ(40

 

ng/mL);干预24
 

h后

进行检测。
1.2.4 实时荧光定量PCR检测

选用TRIzol
 

法提取前额叶及神经元总RNA,选用

逆转录试剂盒逆转录样本 mRNA;选用嵌合荧光法扩

增试剂盒,以两步法扩增cDNA;检测结果用2-ΔΔCt 法

分进行统计分析。本实验所用引物均由上海生工生物

工程(上海)股份有限公司合成。样本mRNA逆转录反

应条件:37
 

℃
 

15
 

min,85
 

℃
 

5
 

s,4
 

℃降温后取出保存。
样本

 

cDNA扩增标准程序:预变性,95
 

℃
 

30
 

s;扩增,
95

 

℃
 

5
 

s;60
 

℃
 

30
 

s,循环40次;融解,95
 

℃
 

5
 

s,60
 

℃
 

60
 

s,1个循环;降温,50
 

℃
 

30
 

s。引物序列见表1。
1.2.5 Western

 

blot检测

应用裂解液(RIPA+PMSF+蛋白酶抑制剂)及
研磨介质破碎组织,4

 

℃
 

12
 

000
 

r/min离心5
 

min后

吸取上清液;应用BCA
 

法检测样本蛋白浓度;而后经

电泳、转膜、封闭、一抗孵育(HMGB1
 

1∶8
 

000、HO-1
 

1∶1
 

500、NRF2
 

1∶500、β-a
 

ctin
 

1∶5000)、洗膜、二
抗孵育、洗膜、显影,并获取灰度值进行各蛋白表达水

平的统计分析。
1.3 统计学处理
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用SPSS21.0软件进行统计处理,所有数据以x±
s形式显示,两组比较选用Student's

 

t检验;多组比较
选用one-way

 

ANOVA,多组组内比较选用LSD
 

post-
hoc检验;以P<0.05为差异有统计学意义。

表1  实时荧光定量PCR引物序列

基因名称 方向 寡核苷酸序列(5'-3')

TLR2 正向 TGCTTTCCTGCTGAAGATTT
反向 TGTACCGCAACAGCTTCAGG

TLR3 正向 TTGTCTTCTGCACGAACCTG
反向 GGCAACGCAAGGATTTTATT

TLR4 正向 ACCTGGCTGGTTTACACGTC
反向 GTGCCAGAGACATTGCAGAA

HMGB1 正向 CCATTGGTGATGTTGCAAAG
反向 CTTTTTCGCTGCATCAGGTT

NRF2 正向 TCTTGGAGTAAGTCGAGAAGTGT
反向 GTTGAAACTGAGCGAAAAAGGC

HO-1 正向 AAGCCGAGAATGCTGAGTTCA
反向 GCCGTGTAGATATGGTACAAGGA

TNF-α 正向 GACGTGGAACTGGCAGAAGAG
反向 TTGGTGGTTTGTGAGTGTGAG

IL-1β 正向 GCAACTGTTCCTGAACTCAACT
反向 ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT

β-actin 正向 GTATGACTCCACTCACGGCAAA
反向 GGTCTCGCTCCTGGAAGATG

2 结  果

2.1 持续乙醇摄入对模型小鼠前额叶炎性反应及

HMGB1通路的影响

与对照组相比,乙醇干预组小鼠前额叶炎性因子

TNF-α(P=0.015)、IL-1β(P=0.017)mRNA相对表
达水平升高(图1);其上游 HMGB1通路相关基因

HMGB1(P=0.004)、TLR3(P=0.030)、TLR4(P=
0.004)mRNA表达升高,但TLR2(P=0.071)表达
无明显变化,见图1。

  a:P<0.05,b:P<0.01。
图1  持续乙醇摄入对模型小鼠前额叶炎性反应

及 HMGB1通路的影响

2.2 持续乙醇摄入对模型小鼠前额叶NRF2通路的

影响

为了分析持续乙醇摄入促进炎性反应的分子机
制,本实验进一步分析了与炎性反应相关的NRF2通
路基因在模型小鼠前额叶表达的变化,结果显示:与
对照组相比,乙醇干预组小鼠前额叶NRF2(P=0.014、
0.014)及其下游血红素氧合酶(HO-1)mRNA及蛋白
相对表水平达均降低(P=0.030、0.012),见图2。
2.3 激活NRF2通路对持续乙醇摄入模型小鼠前额

叶炎性反应及HMGB1通路的影响

在对炎性反应基因表达检测中发现:与乙醇干预

组小鼠 比 较,tBHQ 组 小 鼠 前 额 叶 TNF-α
 

mRNA
(P=0.305)的表达并无影响;但tBHQ组IL-1β

 

mR-
NA较乙醇干预组(P=0.003)的相对表达水平降低,
同时,tBHQ组与对照组比较差异无统计学意义(P=
0.540)。在对HMGB1通路的检测中发现,与乙醇干

预组小鼠比较,tBHQ组小鼠前额叶TLR3
 

mRNA的

表达并无影响(P=0.679),但tBHQ 组 HMGB1
(P=0.000)、TLR4(P=0.015)mRNA的相对表达水

平及HMGB1(P=0.043)蛋白相对表达水平均降低;同
时,tBHQ组以上HMGB1通路相关基因和蛋白与对照

组比较差异均无统计学意义(P=0.642),见图3。

  A:NRF2与 HO-1
 

mRNA表达变化;B:NRF2蛋白表达;C:HO-1
蛋白表达;a:P<0.05。

图2  持续乙醇摄入对模型小鼠前额叶NRF2
通路的影响

 

  A:炎性反应及 HMGB1通路基因 mRNA检测;B:HMGB1蛋白

表达检测。a:P<0.05;b:P<0.01;c:P<0.001。
图3  NRF2通路激活对持续乙醇摄入模型小鼠

前额叶炎性反应及 HMGB1通路的影响
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2.4 激活NRF2通路对乙醇干预后神经元 HMGB1
表达的影响

在体内实验结果基础上,构建了乙醇干预神经元
细胞模型,应用 MAP2标记神经元轴突,对原代培养
神经元进行鉴定(图4C、D、E);并检测NRF2通路激
动剂对乙醇干预神经元 HMGB1

 

mRNA及蛋白相对
表达水平的影响;结果显示,与对照组相比,乙醇干预

后神经元HMGB1
 

mRNA(P=0.000,图4A)及蛋白
相对表达水平(P=0.006,图4B)明显升高;与乙醇干
预组 相 比,tBHQ 组 神 经 元 HMGB1

 

mRNA(P=
0.001,图4A)及蛋白相对表达水平(P=0.004,图
4B)明显下降,tBHQ组与对照组比较差异无统计学
意义(图4A、B)。

  A:HMGB1
 

mRNA检测;B:HMGB1蛋白表达检测;C:MAP2
 

神经突染色(×400);D:DAPI
 

和 MAP2
 

染色合并(荧光,×400);E:DAPI和

MAP2染色合并(常光、DAPI和 MAP2染色合并,×400)。a:P<0.01;b:P<0.001。
图4  NRF2通路激活对乙醇干预后神经元 HMGB1表达的影响

3 讨  论

  炎性反应在乙醇摄入相关疾病中发挥重要作用。
既往研究显示,持续乙醇摄入能够促进模型小鼠脑小
胶质细胞活化,增加炎性因子 TNF-α、IL-1β,IL-6和

MCP-1的表达[13];在本实验中也发现,持续乙醇摄入
能够增加模型小鼠前额叶炎性因子 TNF-α、IL-1β

 

mRNA相对表达水平,这一结果与既往研究结果相一
致,进一步证实,持续乙醇摄入能够促进脑组织炎性
反应发生。后续研究发现,酒精性脑损伤炎性因子的
表达受 HMGB1通路调控。HMGB1是一种主要由
神经元分泌的内源性细胞因子;通过与炎性细胞

TLRs受体结合,参与炎性基因表达的调控[14-15];研究
显示,HMGB1及其受体TLR2、TLR3和TLR4在酗
酒人群及持续乙醇摄入大鼠模型内嗅皮层表达升
高[16];同时,乙醇诱导 HMGB1表达升高能够促进炎
性因子如IL-1β表达[3,16];在本实验中也发现,持续乙
醇摄入能够增加模型小鼠前额叶 HMGB1及其受体

TLR3和TLR4的表达,这一结果进一步说明,持续
乙醇摄入能够促进HMGB1表达,进而调节炎性反应
活性。

既往研究显示,持续乙醇摄入能够增加脑内氮氧
化物

 

(NOX)表达,促进活性氧(ROS)的生成,进而促
进氧化应激反应[2];这一结果说明,氧化及抗氧化通
路在酒精性脑损伤过程中发挥重要作用。NRF2通路
是内源性抗氧化应答通路之一,通过与抗氧化元件

ARE结合调节抗氧化酶分泌,发挥抗氧化应激作
用[17]。进一步研究指出,促进NRF2表达能够抑制小
鼠小胶质细胞炎性因子如IL-6,IL-1β及TNF-α的表
达[5];在脑出血模型中,激活NRF2通路能够抑制IL-
1β的表达[6];这一结果说明,NRF2通路参与炎性因
子表 达 的 调 节 过 程。同 时,在 炎 性 疾 病 中,激 活

NRF2/HO-1通路能够抑制 HMGB1的表达[7];这一
结果说明,NRF2通路能够通过抑制 HMGB1通路调

节炎性因子的表达。但目前,尚缺乏NRF2在乙醇摄
入相关疾病中的研究。

在本实 验 中 发 现,持 续 乙 醇 摄 入 小 鼠 前 额 叶

NRF2和HO-1
 

mRNA及蛋白相对表达水平均降低,
提示持续乙醇摄入能够抑制小鼠前额叶 NRF2通路
活性,同时,这一结果与 HMGB1通路及炎性因子在
模型前额叶表达升高相吻合。这一结果说明,NRF2
通路可能参与了持续乙醇摄入活化 HMGB1通路及
炎性反应的过程。为了进一步说明 NRF2通路在这
一过程中的作用,课题选用NRF2通路激动剂干预乙
醇摄入动物及细胞模型,结果显示,NRF2通路激动剂
能够完全逆转持续乙醇摄入引起的前额叶 HMGB1

 

mRNA及 蛋 白 相 对 表 达 水 平 升 高 以 及 神 经 元

HMGB1
  

mRNA及蛋白相对表达水平升高,体内体外
结果相一致。这一结果说明,NRF2通路激动剂能够
抑制模型小鼠前额叶HMGB1的表达;同时也说明持
续乙 醇 摄 入 能 够 通 过 抑 制 NRF2 通 路 进 而 激 活

HMGB1通路。
在对HMGB1受体表达的分析发现,NRF2通路

激动剂能够完全逆转持续乙醇摄入引起的前额叶

TLR4转录水平升高,但对TLR3的表达并无显著影
响;这 一 结 果 提 示,激 活 NRF2 通 路 能 够 抑 制

HMGB1/TLR4途径 而 非 HMGB1/TLR3途 径;同
时,在对炎性因子表达分析也发现,NRF2通路激动剂
能够完全逆转持续乙醇摄入引起的前额叶IL-1β转录
水平升高,但 TNF-α的表达并不受影响。既往研究
显示,在乙醇摄入炎性反应过程中,TNF-α的表达与

NLRP3/ASC炎性体表达密切相关[18];结合本实验结
果提示,在持续乙醇摄入模型中,TNF-α表达升高并
非经由NRF2/HMGB1途径,而可能经由炎性旁支途
径如调节NLRP3/ASC炎性体表达实现的。同时,以
上结果也说明,持续乙醇摄入能够通过抑制NRF2通
路进而激活 HMGB1/TLR4通路,促进其下游IL-1β
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表达,进而促进炎性反应的发生。
本实验证实持续乙醇摄入能够通过 NRF2通路

调节HMGB1表达,但对于NRF2调节HMGB1表达
的机制尚不清楚;既往研究证实,组蛋白去乙酰化酶
(HDAC)参与乙醇对神经元 HMGB1表达的调控过
程,但 HDAC在 NRF2通路调节 HMGB1表达过程
中的作用尚不明确,仍需进一步分析[3]。

综上所述,持续乙醇摄入能够抑制小鼠前额叶

NRF2通路活性;并通过抑制 NRF2通路进而激活

HMGB1/TLR4通路,促进其下游IL-1β表达。相关
研究可为乙醇摄入相关疾病机制的阐述提供理论
基础。
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