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一种基于抗氧化反应元件的抗氧化药物筛选模型的制备 
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摘  要：目的  利用抗氧化反应元件（ARE）调控荧光素酶（Luc）报告基因的表达水平，建立抗氧化药物筛选细胞模型。

方法  构建由 ARE 调控 Luc 表达的重组质粒载体 pARE-Luc-Neo，使用 FuGENE® HD 转染剂将重组质粒转染人胚肾上皮

Hek293 细胞，通过 G418 进行筛选，使用稀释法挑选阳性单克隆细胞，经抗氧化蛋白诱导剂 TBHQ 诱导，检测细胞中 Luc
的活性，筛选 Luc 高活性的单克隆细胞株。利用白藜芦醇和姜黄素评价阳性克隆的筛选效果，观察 5 个中药单体穿心莲内

酯、隐丹参酮、水飞蓟素、苦参碱和虎杖苷在不同浓度（0、3.125、6.25、12.5、25、50、100 μmol/L）时对 Luc 表达水平的

影响。结果  通过检测 Luc 活性，筛选获得 Hek293-ARE，该细胞中的 Luc 的表达水平受 ARE 调控，且在一定范围内与诱

导剂的浓度呈相关性。穿心莲内酯、隐丹参酮与水飞蓟素有较好的诱导效果。结论  建立的抗氧化药物细胞筛选模型可有效

地、高通量地用于抗氧化药物的初步筛选。 
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Establishment of a drug screening model based on anti-oxidative response element 
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Abstract: Objective  To establish a cell model for anti-oxidative drug screening by using anti-oxidative response element (ARE) to 
regulate the expression level of luciferase (Luc) reporter gene. Methods  The recombinant plasmid vector pARE-Luc-Neo, expressed by 
ARE-regulated Luc reporter gene, was constructed. The recombinant plasmid vector was transfected into human embryonic kidney 
epithelial cells (Hek293 cells) using FuGENE® HD transfection reagent. The positive cells were screened by G418, and the positive 
monoclonal cells were selected using the dilution method. The monoclonal cell lines with high activity of Luc reporter gene in response to 
anti-oxidative protein inducer TBHQ were obtained using the Luc activity detection. The screening effect of the positive clones was 
evaluated by resveratrol and curcumin. The effects of andrographolide, cryptotanshinone, silymarin, matrine, and polydatin at different 
concentration (0, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, and 100 μmol/L) on Luc expression level were observed. Results  The Hek293-ARE cells 
were obtained by detecting the Luc reporter gene activity, the Luc reporter gene expression was regulated by ARE, meanwhile there exists 
a dose-response relationship between the expression level and the concentration of the inducer within a certain range. The andrographolide, 
cryptotanshinone, and silymarin have significant induction effects. Conclusion  The cell model for anti-oxidative drug screening is 
established successfully and could be effectively and high-throughput for the preliminary screening of anti-oxidative drugs. 
Key words: anti-oxidative drug; drug screening; anti-oxidative response element; cell model; luciferase reporter gene  

氧化应激产生的活性氧（ROS）直接或间接地

损伤细胞内蛋白质、脂质、核酸等大分子物质的生

理功能，是癌症、心脑缺血、糖尿病、动脉粥样硬

化、衰老、帕金森病等众多疾病发生的病理生理基

础[1]。为了减轻体内有毒代谢物质及外来有毒物质

对人体的危害，研发高效、低毒的抗氧化药物十分
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重要。Keap-Nrf2-ARE 抗氧化信号通路是迄今为止

发现的 重要的内源性抗氧化应激通路，其通过调

节下游的抗氧化酶及 II相解毒酶等蛋白的表达而发

挥抗氧化作用[2-6]。在抗氧化酶与 II 相解毒酶基因上

游启动区有一非常保守的基因调控序列，称为抗氧

化反应元件（ARE）。核因子 NF-E2 相关因子（Nrf2）
是 ARE 的激活因子，在生理状态下与胞浆蛋白伴侣

分子 Keap1 以二聚体的形式存在于细胞浆中，使保

护细胞的酶类和抗氧化物处于基础表达水平，细胞

处于稳定状态。在氧化应激源作用下，Nrf2 与 Keap1
解偶联后，Nrf2 转位入细胞核，与 ARE 相结合，

启动 ARE 调控的抗氧化酶及 II 相解毒酶基因表达，

增加细胞对氧化应激的抗性[7-11]。 
众多的药物活性成分可以促进 Nrf2 和 Keap1

解聚，从而使 Nrf2 能够进入细胞核，发挥抗氧化作

用，或者绕过 Nrf2 直接与 ARE 特异结合，激活其

下游抗氧化酶和 II 相解毒酶基因的表达，且其表达

量与作用程度呈剂量效应关系[12-15]。因此，本实验

将 ARE 置于 pGL4.17 载体荧光素酶（luciferase，
Luc）报告基因的上游，构建 pARE-Luc-Neo 重组真

核表达载体转染 Hek293 细胞，从而建立由 ARE 调

控 Luc 表达水平的抗氧化药物筛选细胞模型，为高

效筛选抗氧化候选药物提供新的筛选技术。 
1  材料 
1.1  药品与试剂 

叔丁基对苯二酚（TBHQ）、白藜芦醇（质量分

数＞99%，批号 38K5202）、姜黄素（质量分数＞

94%，批号 53K3562），Sigma 公司；穿心莲内酯（质

量分数＞98.7%，批号 110797-201108）、隐丹参酮

（质量分数＞98.7%，批号 110852-200806）、水飞蓟

素（质量分数＞98%，批号 110856-2000604）、苦参

碱（质量分数＞98%，批号 110805-200508）和虎杖

苷（质量分数＞98%，批号 110575-200502），中国药

品生物制品检定所；二甲基亚砜（DMSO）、抗性筛

选试剂 G418，Solarbio 公司；质粒提取纯化试剂盒，

北京全式金生物科技有限公司；DNA ladder maker
及各种限制性内切酶，Fermentas 公司；T4 DNA 
Ligase 及其相关试剂，东洋纺（上海）生物科技有限

公司；琼脂糖凝胶，Ausable 公司；DMEM 培养基，

Thermo 公司；0.25%乙二胺四乙酸（EDTA）-胰蛋

白酶，Invitrogen 公司；胎牛血清（FBS），PAA 公

司；FuGENE® HD 转染试剂，Roche 公司；Steady- 
Glo®荧光素酶检测试剂盒，Promega 公司。 

1.2  细胞 
人胚肾上皮细胞 Hek293 细胞由本实验保存。 

1.3  仪器 
倒置相差荧光显微镜，日本 Nikon 公司；CO2

细胞培养箱，RS Biotech 公司；细胞培养板、培养

瓶，美国 Corning 公司；生物安全柜，海尔公司；

全波长多功能酶标仪，Thermo 公司。 
2  方法 
2.1  重组质粒载体 pARE-Luc-Neo 的构建、筛选及

鉴定  
根据文献报道的 ARE 序列 5’-CTCAGCCTTCC- 

AAATCGCAGTCACAGTGACTCAGCAGAA-3’[16]，

设计重组质粒载体中的调控序列为5个ARE元件串

联序列，两两之间以 CCC 相连，其 5’端和 3’端分

别设计Sac I和Bgl II酶切位点，由生工生物工程（上

海）股份有限公司合成，目的序列片段总长为 219 
bp。目的序列片段与载体 pGL4.17 均经 Sac I 和 Bgl 
II 双酶切后，用 T4 DNA 连接酶连接后转化大肠杆

菌 Escherichia coli TG1 感受态细胞，挑取单菌落，

扩增培养，抽提重组质粒 DNA，进行双酶切鉴定及

测序鉴定，筛选重组质粒载体 pARE-Luc-Neo。 
2.2  Hek293 细胞培养及转染 

Hek293 细胞用含有 10% FBS 的 DMEM 培养

基，于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养，每 2～3 d
传代 1 次。转染前 1 d，将对数生长期 Hek293 细胞

用 0.25% EDTA-胰蛋白酶消化后接种于 6 孔细胞培

养板中，每孔 3×105 个，待细胞贴壁 80%左右，使

用 FuGENE® HD 转染试剂将重组质粒载体

pARE-Luc-Neo 转染于 Hek293 细胞，具体操作参照

转染试剂使用说明书。 
2.3  细胞模型的制备 

细胞转染 24 h 后，用胰酶消化，接种于新的 6
孔细胞培养板中，加入终质量浓度为 800 μg/mL 的

G418（预实验发现该培养条件下 Hek293 细胞全部

死亡所需的 G418 低质量浓度为 700 μg/mL，因此

确定实验质量浓度为 800 μg/mL）进行阳性筛选，

作为实验组；将未转染质粒的细胞设为对照组。待

对照组细胞全部死亡后，将实验组存活细胞扩增培

养，使用稀释法[17]挑选阳性单克隆细胞，共挑选出

26 株单克隆细胞。将各单克隆细胞逐步扩大至 24
孔板、6 孔板、25 cm2 细胞培养瓶中，待各克隆细

胞在培养瓶中贴壁 80%左右、胰酶消化后接种于白

色 96 孔细胞培养板中，每孔细胞数约 5×104 个，
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24 h后加入终浓度为 25 μmol/L的TBHQ（用DMSO
助溶，DMSO 的终体积分数为 0.1%），并设立空白

对照组。于 37 ℃诱导筛选 24 h后，加入 Steady-Glo®

荧光素酶检测试剂，应用全波长多功能酶标仪中的

Luminometric 功能检测细胞中 Luc 的表达量（相对

Luc 活性）。将 Luc 高表达的单克隆细胞株，确定

为用于抗氧化药物筛选的细胞模型，拟名为

Hek239-ARE。 
2.4  细胞模型验证 

Hek239-ARE 细胞扩增培养后，接种于白色 96
孔细胞培养板中，每孔细胞数约 5×104个，37 ℃培

养 24 h，加入用 DMEM 培养基稀释的不同浓度的白

藜芦醇（3.125、6.25、12.5、25、50、100 μmol/L）
和姜黄素（3.125、6.25、12.5、25、50 μmol/L），白

藜芦醇与姜黄素用 DMSO 助溶（DMSO 终体积分数

0.1%），于 37 ℃培养 24 h。每个浓度 5 个复孔，并

设立空白对照组。检测细胞中 Luc 的活性。 
2.5  细胞模型的应用 

将 Hek-293 细胞接种于白色 96 孔细胞培养板

中，每孔细胞约为 5×104个，37 ℃培养 24 h，加入

用 DMEM 培养基稀释成不同浓度（0、3.125、6.25、
12.5、25、50、100 μmol/L）的穿心莲内酯、隐丹参

酮、水飞蓟素、苦参碱和虎杖苷溶液，每个浓度 5
个复孔，37 ℃作用 24 h 后，检测细胞中 Luc 的活性。 
2.6  统计学分析 

应用 SPSS 13.0 统计软件进行数据分析，采用

单因素方差分析组间差异。 
3  结果 
3.1  重组质粒载体 pARE-Luc-Neo 的鉴定 

pARE-Luc-Neo 重组质粒载体经 Sac I 和 Bgl II
双酶切后，用 1%琼脂糖凝胶电泳检测，见图 1。可

见，在 200～300 bp 间有一明显条带，3 000 bp 上方

有一条明显条带，与预期条带大小相符。表明 ARE
片段已成功插入到 pGL4.17 载体 Luc 的上游，并且

序列正确。 
3.2  细胞模型验证 

白藜芦醇和姜黄素对 Hek293-ARE 的 Luc 的表

达有良好的诱导效果。随着白藜芦醇浓度的升高，

Luc 表达水平呈先上升后下降的趋势，浓度为 50 
μmol/L 时，诱导效果 好，与空白对照组相比较差

异显著（P＜0.01）。结果见图 2。随着姜黄素浓度

的升高，Luc 表达水平也呈现先升后降的趋势，浓

度为 12.5 μmol/L 时，诱导效果 好，与空白对照组 

 
M-DNA 分子标记  1-Sac I/Bgl II 酶切重组质粒 
M-DNA Ladder Marker  1-Recombinant plasmid DNA digested 
with Sac I/Bgl II 

图 1  pARE-Luc-Neo 重组质粒载体双酶切鉴定 
Fig. 1  Identification of recombinant plasmid vector 

pARE-Luc-Neo by restriction enzyme digestion 

 
与空白对照组比较：**P＜0.01，图 3 同 

**P < 0.01 vs blank control group, same as Fig. 3 

图 2  白藜芦醇对 Luc 表达的影响 ( 5=± n , sx ) 
Fig. 2  Effect of resveratrol on Luc expression  

( 5=± n , sx )  

相比较差异显著（P＜0.01），但其浓度达 50 μmol/L
时，Luc 表达水平低于空白对照组，可能是高浓度

姜黄素对细胞有一定的毒性，影响细胞 Luc 的表达。

结果见图 3。 
3.3  细胞模型的应用 

随着给药浓度增加，穿心莲内酯、水飞蓟素、

隐丹参酮对 Luc 表达水平的诱导作用呈先上升后下

降趋势，在一定浓度内诱导作用与浓度呈相关性，

其中穿心莲内酯与水飞蓟素浓度为 25 μmol/L、隐丹

参酮浓度为 12.5 μmol/L 时，对 Luc 表达的诱导效

果 好，与空白对照组相比较差异显著（P＜0.01）。
虎杖苷和苦参碱对 Luc 表达的诱导作用不显著。结 
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图 3  姜黄素诱导 Luc 表达的剂量效应关系  
( 5=± n , sx ) 

Fig. 3  Dose-dependent relationship of Luc expression 
induced by curcumin ( 5=± n , sx ) 

果见图 4。 
4  讨论 

本实验以Keap1-Nrf2-ARE抗氧化信号通路为基

础，将该通路中的 ARE 以 5 倍串联的方式插入到

pGL4.17 载体 Luc 上游的多克隆位点，构建由 ARE
调控 Luc 表达的重组质粒载体 pARE-Luc-Neo。与

其他报告基因相比，以 Luc 基因作为报告基因，灵

敏度高，检测线性范围广，可用于高通量药物筛选。

对 Luc 进行检测时产生的荧光信号强度与酶浓度呈

正比，可作定量测定指标，检测结果可直接反应 Luc
的表达水平和活性强弱。 

本实验中使用低毒的 FuGENE® HD 非脂质体 
 

 
与空白对照组比较： *P＜0.05  **P＜0.01  
*P < 0.05  **P < 0.01 vs blank control group 

图 4  穿心莲内酯 (A)、水飞蓟素 (B)、隐丹参酮 (C)、虎杖苷 (D) 和苦参碱 (E) 对 Luc 表达的影响 ( 5=± n , sx ) 
Fig. 4  Effects of andrographolide (A), silymarin (B), cryptotanshinone (C), polydatin (D), 

and matrine (E) on Luc expression ( 5=± n , sx ) 

转染试剂将该载体转入 Hek293 细胞，经过 G418
抗性筛选，初步获得阳性细胞。由于每个细胞的转

染效果不一样，质粒转入细胞后的结果也不一样，

因此为获得来自于同一祖先、遗传性状一致的细胞

株，采用有限稀释法将初步得到的阳性细胞单克隆

化，获得阳性单克隆细胞株。TBHQ 是抗氧化蛋白

强诱导剂，它通过激活 Nrf2 蛋白，促进 Nrf2 的核

转位，增加其与 ARE 的结合，从而调节抗氧化蛋白

基因的表达[18-19]。各单克隆细胞株经 TBHQ 诱导作

用后，检测细胞中 Luc 的活性，筛选出 Luc 高表达

的 Hek293-ARE 细胞株，作为筛选细胞模型，提高

了筛选的灵敏度。 
白藜芦醇通过显著上调Nrf2蛋白与靶基因NAD 

(P) H：醌氧化还原酶 1、γ-谷氨酰半胱氨酸合成酶和

血红素氧合酶-1 的表达发挥抗氧化作用[20-21]。姜黄素

则通过解离 Nrf2-Keap1 复合体，促使 Nrf2 与 ARE
结合，从而增加血红素氧合酶-1 的表达发挥抗氧化

作用[22-23]。白藜芦醇与姜黄素均可通过 ARE 特异地

诱导抗氧化酶的表达，故选取这 2 个化合物对所建

立的模型进行验证，结果表明 Hek293-ARE 细胞经

白藜芦醇与姜黄素诱导处理后，Luc 的表达水平与

在一定浓度范围内的诱导剂有量效关系且诱导作用
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明显，从而验证模型的有效性。本实验选取穿心莲

内酯、隐丹参酮、水飞蓟素、苦参碱和虎杖苷 5 种

中药单体，观察其对 ARE 调控 Luc 表达的诱导作

用，结果表明穿心莲内酯、隐丹参酮和水飞蓟素具

有良好的诱导作用，且在一定浓度范围内与诱导剂

呈量效关系。表明该抗氧化药物筛选细胞模型可用

于具有抗氧化活性候选药物的初步筛选。 
本实验发现白藜芦醇对 Luc 表达的诱导作用显

著，而白藜芦醇与葡萄糖结合的产物虎杖苷的诱导作

用不显著，经分析认为可能由于葡萄糖基团的存在，

影响了虎杖苷分子的性质，使其不能有效地激活

Keap1-Nrf2-ARE 信号通路，从而影响了其药理作用。 
药物筛选是药物发现过程中的重要环节，建立

高效、灵敏、快速和高通量的筛选模型对药物筛选

具有重要意义。本实验所建立的 Hek293 细胞系抗

氧化药物筛选模型，具有活细胞的结构及其复杂功

能，可真实反映药物在人机体内实际调节过程，不

同于高度复杂的动物体系和器官培养模型，也不同

于过于简单的分子模型。这种细胞模型不仅高效灵

敏、快速简便，能够实现高通量、微量检测，而且

能够较好地反映药物可能的作用机制。因此该模型

的建立，为从天然药物中大规模快速筛选具有抗

氧化作用的活性成分提供了一种有效的高通量筛

选途径，并对抗氧化药物作用的机制研究具有重

要意义。 
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