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摘要 目的 探讨肝脏锰超氧化物歧化酶( MnSOD) 、去乙

酰化酶 3( SIＲT3) 的改变与佐剂性关节炎( AA) 大鼠的关系。

方法 弗氏完全佐剂 ( FCA) 足趾皮下注射诱导 SD 大鼠

AA，造模后 12、19、26 d，分批处死大鼠，计算肝脏指数，检测

血清谷草转氨酶( AST) ; 谷丙转氨酶( ALT) ; 肝匀浆检测丙

二醛( MDA) 、谷胱甘肽过氧化物酶( GSH-Px) 、超氧化物歧

化酶( SOD) 的变化; 肝组织免疫组化和 Western blot 法检测

MnSOD、SIＲT3 蛋白表达变化。结果 与正常组大鼠比较，

AA 大鼠造模 12 d 后，肝脏指数升高，血清转氨酶升高，肝匀

浆中 MDA 升 高，GSH-Px、SOD 活 性 下 降 ( P ＜ 0. 05，P ＜

0. 01) ，肝组织中 MnSOD、SIＲT3 蛋白表达下降。结论 AA

模型组大鼠存在肝损伤，肝匀浆中氧化应激指标升高，其机

制与肝脏中 MnSOD 和 SIＲT3 表达有一定的关联。
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氧化应激性反应是导致类风湿关节炎( rheuma-
toid arthritis，ＲA) 的一个重要因素，长期治疗、生活

方式的改变、关节疼痛和功能受限等使 ＲA 患者处

于应激状态［1］，机体出现脂质过氧化反应，氧自由

基( oxygen free radical，ＲOS ) 的生成增 加，而 清 除

ＲOS 的能力下降［2］。佐剂性关节炎( adjuvant arthri-
tis，AA) 大鼠模型由于和 ＲA 在形态学上相似，且造

模简单，是目前较为常用的 ＲA 动物模型，常用于

ＲA 药物筛选模型［3］。真核细胞线粒体中含有锰超

氧化物歧化酶( manganese superoxide dismutase，Mn-
SOD) ，属于金属抗氧化酶，能够特异性地将超氧阴

离子自由基( O －
· ) 2 转化为 H2O2 和 O2。MnSOD 主

要存在于线粒体，而线粒体是细胞内氧化代谢和产

生能量、自由基的重要场所，故其在抗氧化损伤中作

用显著［4］。去乙酰化酶( sirtuins，SIＲTs) 家族中的

SIＲT3 主要位于线粒体，是具有去乙酰化酶活性的

SIＲTs，具有调节线粒体的能量代谢和抗氧化应激的

作用［5］。肝脏是机体重要的物质代谢场所，肝细胞

中线粒体含量丰富。近年来，有文献［6］报道 AA 大

鼠存在氧化应激性肝损伤，为进一步了解其肝损伤

原因，该研究探讨 AA 大鼠机体氧化应激情况以及

与肝功能损伤、肝脏中 MnSOD 和 SIＲT3 表达的联

系，旨在进一步阐明 AA 大鼠的氧化应激机制。

1 材料与方法

1． 1 实验动物与试剂

1． 1． 1 动物 40 只雄性 SD 大鼠，清洁级，( 180 ±
20) g，购置并饲养于安徽省实验动物中心，每天光

照周期 12 h ∶ 12 h，自由饮食水。
1． 1． 2 试剂 弗氏完全佐剂( FCA) 购自美国 Sig-
ma 公司; 羊抗鼠 MnSOD、SIＲT3 多克隆抗体购自美

国 Abcam 公司; 兔抗羊生物素-链霉卵白素免疫组

化检测试剂盒( SP-9000 ) 、DAB 显色试剂盒购自北

京诺博莱德科技有限公司，HE 染色试剂盒、ECL 化

学发光试剂盒购自江苏碧云天公司; 谷草转氨酶

( aspartate transaminase，AST) ( 货号: C010-3 ) 、谷丙

转氨酶( glutamic-pyruvic transaminase，ALT) ( 货号:

C009-2) 、超 氧 化 物 歧 化 酶 ( superoxide dismutase，

SOD) ( 货号: A001) 、谷胱甘肽过氧化物酶( glutathi-
on peroxidase，GSH-Px ) ( 货号: A005 ) 、丙二醛( ma-
londialdehyde，MDA) ( 货号: A003 ) 检测试剂盒购自

南京建成生物工程研究所; BCA 蛋白测定试剂盒购

自美国 Amersham Life Sciences 公司。
1． 1． 3 主要仪器与设备 大鼠足跖容积测量仪

YLS-TA( 山东医学科学研究所) ; 电子天平 ( 德国
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Sartorius 公司) ; IX51 倒置显微镜( 日本 Olympus 公

司) ; SW-CJ-IF 型超净工作台( 江苏苏净集团) ; 玻璃

匀浆器、AM-1 ACE 破碎乳化机( 日本 Nissel 精机制

作所) ; 荧光显微镜、ＲM2235 切片机( 德国 Leica 公

司) ; 7020 全自动生化分析仪( 日立中国公司 Hita-
chi Europe Ltd. ) 等。
1． 2 方法

1． 2． 1 实验动物分组和标本收集 随机将大鼠分

为两组: 正常组( 10 只) 、模型组( 30 只) 。模型组于

每鼠右后足趾皮内注射 0. 1 ml FCA 致炎，建立 AA
大鼠模型。将 AA 模型组随机均分为 3 组，分别于

致炎后 12、19、26 d 腹腔注射 50 mg /kg 戊巴比妥钠

溶液麻醉 SD 大鼠，剖开腹腔，暴露腹主动脉，抽取

约 5 ml 动脉血置于 EP 管中，8 000 ～ 10 000 r /min
离心 10 min 分 离 血 清，储 存 于 － 20 ℃ 冰 箱 待 测

AST、ALT 活力。破腹后取出肝脏，称取肝脏湿重，

计算肝脏指数，肝脏指数( % ) = 肝脏湿重 /大鼠体

重 × 100%。留取相同部位肝脏，迅速转移至液氮中

做 Western blot 法检测; 另取相同部位肝脏置 10%
福尔马林溶液中固定。
1． 2． 2 血 清 AST、ALT 检 测 按 照 底 物 法 测 定

AST、ALT 试剂盒说明书进行操作，检测前应用新鲜

配置的质控液对生化分析仪进行开机校准，保证测

试结果在质控范围内，进行血清样本 AST、ALT 活力

的检 测。质 控 品 标 号: YZB /皖 0213-2012。AST、
ALT 活力的单位为 IU /L。
1． 2． 3 肝匀浆分光光度计检测抗氧化指标 取相

同新鲜部位的肝组织，以预冷的生理盐水为匀浆介

质，肝组织 ∶ 生理盐水按 1 ∶ 9 的比例进行匀浆，匀

浆液 3 500 ～ 4 000 r /min 离心 10 min，留取上清液，

即 10%的肝组织匀浆液，置于 － 20 ℃冰箱中保存待

测。严格按照操作程序说明书进行，硫代巴比妥酸

( thiobarbituric acid，TBA) 法检测 MDA 含量; 羟胺法

检测 SOD 活性和比色法测定 GSH-Px 活性。
1． 2． 4 免疫组化法检测肝脏 MnSOD、SIＲT3 蛋白表

达 制备 SD 大鼠肝脏组织切片，石蜡包埋，5 μm
厚切片，脱蜡至水，微波中火抗原修复( 0. 01 mol /L
柠檬酸盐缓冲液) ，3%H2O2、37 ℃孵育 10 min 消除

内源性过氧化物酶，正常山羊血清封闭液，滴加羊抗

鼠 MnSOD、SIＲT3 多克隆抗体( 一抗) ，4 ℃ 孵育过

夜，滴加辣根过氧化物酶标记的兔抗羊 IgG /HＲF 二

抗，37 ℃ 温箱中孵育 30 min，DAB 显色，苏木精复

染，脱 水、透 明、封 片，光 学 显 微 镜 观 察 MnSOD、
SIＲT3 蛋白表达情况。
1． 2． 5 Western blot 法检测肝组织中 MnSOD、SIＲT3
蛋白表达 液氮中冻存的肝脏组织取样，并将组织

样品于研钵中研磨成匀浆，按照试剂盒说明书配置

组织细胞裂解液，将肝组织裂解研磨成匀浆，提取组

织蛋白。根据 BCA 试剂盒测定总蛋白含量，－ 80
℃冰箱储存备用。各组取 30 μg 等量的组织蛋白，

煮沸变性，SDS-PAGE 进行蛋白分离，将蛋白质电转

至硝酸纤维素膜，10% 脱脂奶粉封闭，加入羊抗鼠

MnSOD、SIＲT3 多克隆抗体一抗( 1 ∶ 1 000 ) ，4 ℃过

夜。次日用 Tris 缓冲液( TBST) 洗膜后，加入兔抗羊

辣根过氧化物酶标记的二抗( 1 ∶ 2 000) ，37 ℃孵育

1 h。采用 ECL 化学发光法进行显色，以 β-actin 为

内参照，灰度分析软件 Image J 作半定量分析。
1． 3 统计学处理 应用 SPSS 16. 0 软件进行分析，

计量资料采用 珋x ± s 表示，组间比较应用单因素方差

分析，经过方差齐性检验后采用 t 检验，率的比较采

用 χ2 检验。

2 结果

2． 1 各组大鼠肝指数变化 与正常组比较，模型组

大鼠活动减少、体重减轻，肝脏指数明显增加( F =
2. 707，P ＜ 0. 05 ) ，且随着造模时间的延长，模型组

大鼠炎症的加重，表现为原发侧足趾肿胀进行性加

重，且出现渐进性的继发性足肿胀和前足肿胀，逐渐

行动不便、站立不稳，肝脏指数逐渐增加，但 12、19、
26 d 模型各组间差异无统计学意义( F = 1. 097，P ＞
0. 05) 。见图 1。

图 1 AA 大鼠的肝脏指数( 珋x ± s，n = 10)

与正常组比较: * P ＜ 0. 05

2． 2 大鼠血清 AST、ALT 的变化 与正常组比较，
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各模型组大鼠血清 AST、ALT 含量明显升高，差异有

统计学意义( F = 3. 261，P ＜ 0. 01 ) ; 但 12、19、26 d
模型各 组 间 差 异 无 统 计 学 意 义 ( F = 1. 326，P ＞
0. 05) 。见图 2。

图 2 AA 大鼠的血清 AST、ALT 的变化 ( 珋x ± s，n = 10)

与正常组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 3 各组大鼠肝匀浆 MDA 含量和 SOD、GSH-Px
活性的影响 与正常组比较，AA 模型组大鼠肝匀

浆中 MDA 含量明显升高( P ＜ 0. 01 ) ，SOD 活性和

GSH-Px 酶活力单位显著降低( P ＜ 0. 01 ) 。见表 2。
模型组 12、19、26 d 间 MDA 含量、SOD 活性和 GSH-
Px 酶活力单位比较差异无统计学意义( F = 1. 602，

P ＞ 0. 05) 。见图 3。
2． 4 免疫组化法检测大鼠肝脏中 MnSOD、SIＲT3
蛋白表达情况 正常组大鼠肝脏中 MnSOD 蛋白表

达明显，主要表达于肝细胞胞质和肝血窦内皮细胞

上，各模型组大鼠肝脏中 MnSOD 蛋白表达明显减

弱，阳性主要位于肝血窦内皮细胞上，而肝细胞胞质

中减弱，见图 3。肝脏中 SIＲT3 蛋白表达情况类似

于 MnSOD 蛋白表达，正常组大鼠 SIＲT3 蛋白表达明

显，主要表达于肝血窦内皮细胞上，模型组大鼠肝脏

中 SIＲT3 蛋白表达明显减弱，阳性结果主要表达于

肝血窦内皮细胞，而肝细胞胞质中表达明显减弱，见

图 4。

表 2 大鼠肝匀浆中 MDA 含量和 SOD、

GSH-Px 活性的影响( 珋x ± s，n = 10)

组别 MDA ( μmol /L) SOD ( U /ml) GSH-Px( μmol /L)

正常 4． 36 ± 0． 43 212． 62 ± 5． 04 183． 16 ± 6． 27
模型( 12 d) 11． 03 ± 0． 96＊＊ 138． 24 ± 9． 73＊＊ 144． 82 ± 9． 83＊＊

模型( 19 d) 11． 91 ± 1． 24＊＊ 130． 08 ± 8． 85＊＊ 138． 87 ± 9． 15＊＊

模型( 26 d) 12． 35 ± 1． 27＊＊ 127． 61 ± 9． 35＊＊ 136． 82 ± 9． 04＊＊

与正常组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 5 Western blot 法检测 大 鼠 肝 脏 中 MnSOD、
SIＲT3 蛋白表达情况 与免疫组化检测大鼠肝脏中

MnSOD、SIＲT3 蛋白表达结果相似，Western blot 结

果显示，正常组大鼠肝脏中 MnSOD、SIＲT3 蛋白高

表达，模型组 12 d 时肝脏组织中有 MnSOD、SIＲT3
阳性表达，19 d、26 d 表达呈降低趋势; 通过 Image J
软件，利用灰度比值半定量分析表明，AA 模型组大

鼠肝脏组织中 MnSOD /GAPDH、SIＲT3 /GAPDH 与正

常组比较差异有统计学意义( F = 4. 217，P ＜ 0. 01) ;

各模型组间表达差异无统计学意义。见图 4。

3 讨论

目前，最常用于动物实验的佐剂为FCA，制备

图 3 大鼠肝脏中蛋白表达情况 免疫组化 × 400

1: MnSOD; 2: SIＲT3; A: 正常组; B: AA 模型 12 d 组; C: AA 模型 19 d 组; D: AA 模型 26 d 组
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图 4 AA 大鼠肝脏组织 MnSOD、SIＲT3 蛋白表达

与正常组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

中先将抗原水溶液 ∶ 油剂( 石蜡油) 按 1 ∶ 1 混合，然

后加入乳化剂( 羊毛脂等) 构成油包水抗原乳剂，制

备成不完全弗氏佐剂，最后在其中加入灭活分枝杆

菌的卡介苗，形成 FCA［7］。在本研究中，SD 大鼠在

注射 FCA 的 3 d 表现为急性炎症表现，原发注射侧

足趾红肿，关节处于注射 1 周内表现明显的肿胀，1
周后继发侧表现关节肿胀，14 d 关节肿胀进一步发

展，严重者不能负重，随着时间的推移，继发性炎症

进一步发展，说明 AA 造模成功。肝脏指数检测结

果表明，各模型组之间差异并不明显。正常组肝脏

呈棕褐色、质柔软，肝脏指数正常，而模型组肝脏体

积增大、肝被膜紧张、色泽苍白混浊，肝脏指数相对

于正常组有显著的增加，表明肝脏受到一定程度的

损伤。AST 和 ALT 是反映肝细胞膜损伤的敏感性

指标，肝细胞膜损伤后，导致转氨酶大量进入血液

中，引起血清中 AST 和 ALT 升高。本研究中，正常

组大鼠血清 AST、ALT 含量均在正常范围内，各模型

组大鼠血清 AST、ALT 含量明显升高，与正常组比较

差异有统计学意义; 但 12、19、26 d 模型各组间差异

无统计学意义。因此，说明足趾注射 FCA，引起佐

剂性肝损伤。
生物膜脂质过氧化产物 MDA 的浓度高低可反

映出组织细胞受自由基攻击后氧化损伤的程度，

GSH-Px 和 SOD 是广泛存在于机体的抗氧自由基损

伤的重要酶类，GSH-Px 能特异性催化还原型谷胱甘

肽( GSH) 对 H2O2 的还原过氧化的脂质，因此具有

保护细胞膜结构和功能完整性的作用。本研究表

明，12、19、26 d 模型各组间差异无统计学意义，相对

于正常组，AA 模型组大鼠肝脏组织匀浆中 GSH-Px
和 SOD 活性显著升高，而 MDA 的浓度下降，说明

AA 模型组大鼠肝脏组织中存在氧化应激作用。过

量的氧自由基造成肝细胞膜脂质的过氧化，损伤抗

氧化酶，引起 GSH-Px 和 SOD 的催化作用降低甚至

失活。
MnSOD 是机体重要的氧自由基清除剂，是位于

线粒体中的酶，有催化超氧阴离子发生歧化反应的

作用。线粒体是细胞内氧化还原反应和产生能量的

重要场所，同时也是产生自由基的场所，故 MnSOD
抗氧化损伤的作用显著［4］。SIＲT3 是一种去乙酰化

酶，有高度保守特性，依赖于烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

发挥功能，能对线粒体内相关的乙酰化蛋白脱乙酰

基，加强 ＲOS 清除氧自由基，稳定线粒体，抑制线粒

体内 ＲOS 的蓄积［5］。SIＲT3 在线粒体内通过对组

蛋白 /非组蛋白的去乙酰化作用，调节线粒体内的能

量代谢，提高细胞内的 ATP 含量，可保护细胞，发挥

抗氧化应激作用［8］。研究［9］表明，SIＲT3 通过引起

MnSOD 122 位赖氨酸残基脱乙酰化，进而活化 Mn-
SOD，减少线粒体生成 ＲOS，参与抗衰老等作用。文

献［10］报道，SIＲT3 作为能量感受器及 ＲOS 清除的介

导者可能在 ＲA 的发病机制中发挥着重要作用。本

实验肝脏组织的免疫组织化学法检测结果表明，正

常组大鼠肝脏中 MnSOD 蛋白表达明显，主要表达

于肝细胞胞质和肝血窦内皮细胞上，各模型组大鼠

肝脏中 MnSOD 蛋白表达明显减弱，SIＲT3 蛋白在肝

组织中表达情况类似于 MnSOD 蛋白表达，表明肝

小叶中存在 MnSOD-SIＲT3 相关抗氧化作用。本研

究进一步采用 Western blot 法检 测 肝 匀 浆 中 Mn-
SOD、SIＲT3 蛋白表达情况，结果与免疫组化法检测

结果相似，正常组大鼠肝脏中 MnSOD、SIＲT3 蛋白

高表达，模型组 12 d 时肝脏组织中有少量 MnSOD、
SIＲT3 阳性表达，19、26 d 表达呈降低趋势; 灰度比

值半定量分析表明，AA 模型组大鼠肝脏组织中 Mn-
SOD /GAPDH、SIＲT3 /GAPDH 明显较正常组降低，说

明肝组织中有 MnSOD-SIＲT3 相关抗氧化作用。
综上所述，AA 模型组大鼠存在肝损伤、血清转

氨酶升高、肝匀浆中氧化应激指标升高，其机制与肝

·1721·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2016 Sep; 51( 9)



脏中 MnSOD 和 SIＲT3 表达有一定的联系。
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Expression and significance of MnSOD-SIＲT3 in adjuvant
arthritis of rat liver tissue

Su Huiping1，2，Zhang Junqiang1，Cao Wei1，et al
( 1Dept of Histology and Embryology，Anhui Medical University，Hefei 230032;

2Dept of Ｒehabilitation，Anqing Medical College，Anqing 246052)

Abstract Objective To investigate the relationship between the changes of manganese superoxide dismutase( Mn-
SOD) ，sirtuin 3 ( SIＲT3) with adjuvant arthritis ( AA) rats． Methods Complete Freund＇s adjuvant ( FCA) of sub-
cutaneous injection of SD rats induced by AA，the AA rats were put to death on the day 12，19 and 26，calculate
the liver index，serum aspartate transaminase ( AST) ，alanineaminotransferase ( ALT) were detected，methane di-
carboxylic aldehyde ( MDA) ，glutathione peroxidase ( GSH-Px) and superoxide dismutase ( SOD) in liver homoge-
nate were also detected，and MnSOD，SIＲT3 protein expression changes were detected in the liver tissue by immu-
nohistochemistry and Western blot． Ｒesults Compared with the normal rats，AA rats on the day 12，the liver in-
dex，serum transaminase eleations，liver homogenate MDA increased，GSH-Px，SOD activity decreased( P ＜ 0. 05，

P ＜ 0. 01 ) ． The expressions of MnSOD and SIＲT3 protein decreased in liver tissue． Conclusion There is liver
damage in AA model grouprats，oxidative stress index increases in liver homogenate． The mechanism is related to
the expression of MnSOD and SIＲT3 in the liver．
Key words adjuvant arthritis; manganese superoxide dismutase; sirtuin 3; rat
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