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!!$摘要%!背景!氧化应激是年龄相关性黄斑变性发生的重要机制' 研究表明"二十二碳六烯酸.5]Q/
在视网膜光感受细胞的发育中发挥重要作用"并可上调血红素氧合酶 #.]6>#/的表达"从而发挥抗氧化效
应"但 5]Q是否能影响人视网膜色素上皮.aM&/细胞表达 ]6># 尚未阐明'!目的!观察 5]Q对体外培养
的 aM&中 ]6># 表达的影响及其分子机制'!方法!对人 aM&细胞系 QaM&>#0 进行培养"分别用 8$&"$&#$$
和 #=$ !',*:d5]Q作用 O V=O B"以不含 5]Q培养的细胞作为对照组' 采用乳酸脱氢酶.d5]/法检测 5]Q
对细胞的毒性(分别采用实时荧光定量 M@a和 cC<ACE- G*,A法检测各组细胞中 ]6># 'aSQ及其蛋白的相对
表达(采用比色法分析各组细胞中 ]6># 酶活性变化情况(采用荧光探针 ]= 5@̀5Q检测细胞中活性氧簇
.a6_/的相对比例"并采用免疫荧光技术检测各组培养细胞中核转录因子>&= 相关因子 =.SED=/的核转位情
况(分别采用 a6_ 抑制剂 S>乙酰半胱氨酸.SQ@/干预法和 SED= 小干扰 aSQ.<)aSQ/转染法作用于培养的细
胞"采用 cC<ACE- G*,A法检测细胞中 SED= 蛋白的表达"并观察其对细胞中 ]6># 蛋白表达量的影响'!结果!
$&8$&"$&#$$ 和 #=$ !',*:d5]Q作用于 QaM&>#0 细胞后 =O B"培养上清液中 d5]漏出率的总体比较差异有
统计学意义 .Hi?T#O"Ij$T$"/"其中 #=$ !',*:d5]Q作用后细胞中 d5]漏出率明显高于 $&8$&"$&
#$$ !',*:d5]Q组"差异均有统计学意义 .均 Ij$T$"/' 不同浓度 5]Q作用 QaM&>#0 细胞后 ? B"]6>#
'aSQ及其蛋白的相对表达量以及 ]6># 的酶活性总体比较差异均有统计学意义 .Hi#%T=O"Ij$T$"(
Hi##T8O"Ij$T$"(Hi##T?#"Ij$T$"/"其中 8$&"$&#$$ !',*:d5]Q组细胞中 ]6># 'aSQ及其蛋白的相对
表达量以及 ]6># 的酶活性均明显高于 $ !',*:d5]Q组"差异均有统计学意义.均 Ij$T$"/' 不同浓度 5]Q
作用 QaM&>#0 细胞后 O B 细胞内 a6_ 相对荧光强度&细胞核 SED= 阳性细胞比例的总体比较差异均有统计学
意义.Hi##T$?"Ij$T$"(Hi#%TO="Ij$T$"/"其中 8$&"$ 和 #$$ !',*:d5]Q组细胞中 a6_ 相对荧光强度&细
胞核 SED= 阳性细胞比例均明显高于 $ !',*:d5]Q组"差异均有统计学意义.均 Ij$T$"/' #$$ !',*:d5]Q
处理条件下"SQ@预处理后细胞中 ]6># 蛋白的相对表达量和细胞核 SED= 阳性细胞比例均明显低于单纯
#$$ !',*:d5]Q组"SED= <)aSQ转染组细胞中 ]6># 的相对表达量和细胞核 SED= 阳性细胞比例均明显低于
空白 <)aSQ转染组"差异均有统计学意义 .均 Ij$T$"/'!结论!低于 #$$ !',*:d的 5]Q可能通过 a6_:
SED= 途径诱导 aM&细胞表达 ]6>#"从而发挥对细胞的保护作用'!
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核转录因子>&= 相关因子 =:代谢( 活性氧簇:代谢( 二十二碳六烯酸
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HCAC4ACH G+4,*,E)'CAE+3\BCEC(4A)JC,F+.C- </C4)C<.a6_/ /E,/,EA),- )- ABC4C**<I(<HCAC4ACH 2<)-.D*2,EC<4C-4C
/E,GC]= 5@̀5Q"(-H )''2-,D*2,EC<4C-4CAC4B-,*,.+I(<(H,/ACH A,HCAC4AABC-24*C(EAE(-<*,4(A),- ,D-24*C(E
D(4,A,E>&=>EC*(ACH D(4A,E= .SED=/3\BCCF/EC<<),- ,DSED= /E,AC)- )- ABC4C**<I(<HCAC4ACH G+cC<ACE- G*,A(DACE
)-ACEJC-A),- ,Da6_ )-B)G)A,ES>(4CA+*4+<AC)-C.SQ@/ (-H AE(-<DC4A),- ,DSED= <'(**)-ACEDCE)-.aSQ .<)aSQ/3!
E%4>+$4!\BCd5]*C(K(.CE(ACI(<<).-)D)4(-A*+H)DDCEC-A(DACE$"8""$"#$$ (-H #=$ !',*:d5]QAEC(ACH ABC4C**<
D,E=O B,2E<.Hi?T#O"Ij$T$"/"(-H ABCd5]*C(K(.CE(AC)- ABC#=$ !',*:d5]Q.E,2/ I(<<).-)D)4(-A*+B).BCE
AB(- AB(A,D$"8$""$ (-H #$$ !',*:d5]Q.E,2/ .(**(AIj$T$"/3\BCEC*(A)JCCF/EC<<),- *CJC*<,D]6># 'aSQ
(-H ]6># /E,AC)- ,E]6># C-h+'(A)4(4A)J)A+)- ABC4C**<ICEC<).-)D)4(-A*+H)DDCEC-A(',-.H)DDCEC-A4,-4C-AE(A),-<,D
5]Q.E,2/ )- ? B,2E<(DACEAEC(A'C-A.Hi#%T=O"Ij$T$"(Hi##T8O"Ij$T$"(Hi##T?#"Ij$T$" /"(-H ABC
CF/EC<<),-<,DABC<CD(4A,E<ICEC4,-<)HCE(G*+B).BCE)- ABC8$""$ (-H #$$ !',*:d5]Q.E,2/ AB(- AB,<C)- ABC
$ !',*:d5]Q.E,2/ .(**(AIj$T$"/3\BCa6_ EC*(A)JCD*2,EC<4C-4C)-AC-<)A+(-H -24*C(ESED= /,<)A)JC4C**<
/E,/,EA),- ICEC<A(A)<A)4(**+<).-)D)4(-A(',-.H)DDCEC-A4,-4C-AE(A),-<,D5]Q .E,2/<. Hi##T$?" Ij$T$"(
Hi#%TO="Ij$T$"/"(-H ABCa6_ EC*(A)JCD*2,EC<4C-4C)-AC-<)A+(-H -24*C(ESED= /,<)A)JC4C**</E,/,EA),- ICEC
CJ)HC-A*+B).BCE)- ABC8$""$ (-H #$$ !',*:d5]Q.E,2/ AB(- AB,<C)- ABC$ !',*:d5]Q.E,2/ .(**(AIj$T$"/3
\BCEC*(A)JCCF/EC<<),- *CJC*<,D]6># /E,AC)- (-H ABC/E,/,EA),- ,D-24*C(ESED= /,<)A)JC4C**<ICEC<).-)D)4(-A*+*,ICE
)- ABCSQ@/ECAEC(ACH #$$ !',*:d5]Q.E,2/ AB(- AB,<C)- ABC#$$ !',*:d5]Q.E,2/37- (HH)A),-"ABC]6>#
EC*(A)JCCF/EC<<),- *CJC*(-H ABC/,<)A)JC4C**</E,/,EA),- ,D-24*C(ESED= ICEC<).-)D)4(-A*+*,ICE)- ABC,DSED= <)aSQ
AE(-<DC4A),- .E,2/ AB(- AB,<C)- ABCG*(-K <)aSQAE(-<DC4A),- .E,2/ . G,AB (AIj$T$"/3!F(&-+>4'(&4!5]QI)AB
4,-4C-AE(A),- GC*,I#$$ !',*:d4(- /E,AC4AaM&4C**<DE,',F)H(A)JC<AEC<<G+)-H24A)-.ABCCF/EC<<),- ,D]6># )-
ABC4C**<J)(a6_:SED= /(ABI(+3!

!8%# 9(104"7 Q-A),F)H(-A<:/B(E'(4,*,.+( @+A,/E,AC4A),-:HE2. CDDC4A<( 6F)H(A)JC <AEC<<( M).'C-A
C/)ABC*)2',DC+C:HE2.CDDC4A<( ]C'C,F+.C-(<C>#( S24*C(ED(4A,E>&=>EC*(ACH D(4A,E=:'CA(G,*)<'( aC(4A)JC,F+.C-
</C4)C<:'CA(G,*)<'( 5,4,<(BCF(C-,)4(4)H

G>&0*1(,1"/# _4)C-A)D)4(-H \C4B-,*,.)4(*ME,;C4A<,D_B)+(- @)A+.#O[O$/

!!年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 . (.C>EC*(ACH '(42*(E
HC.C-CE(A),-"QL5/是一种随年龄增长出现的双侧&进
行性视网膜黄斑部退行性病变"常发生于 O" 岁以上人
群"是常见的不可逆性致盲眼病之一 )#N=* ' 目前"QL5
的病因和发病机制仍不完全明了"遗传&营养&中毒&慢
性光损害&自身免疫反应等因素均与 QL5的发病有
关

)8* ' 研究表明"氧化应激在 QL5的发病过程中发
挥重要作用' 由于黄斑部解剖学与组织学的特殊性"
视网膜色素上皮.ECA)-(*/).'C-AC/)ABC*)2'"aM&/细胞
对氧化应激非常敏感"持续暴露于光照之下形成积累
的光氧化效应"即 aM&细胞吞噬光感受器外节盘膜后
细胞内可产生大量活性氧簇.EC(4A)JC,F+.C- </C4)C<"
a6_/' 此外"随着年龄的增长"aM&细胞清除 a6_ 的
能力有所降低' 因此"改善 aM&细胞的氧化应激状态
有利于延缓 QL5的进展 )ON"* ' 临床研究也显示"给予
抗氧化剂治疗后可有效降低 QL5患者 aM&细胞的氧
化应激水平"减轻临床症状 )%N9* ' 二十二碳六烯酸
.H,4,<(BCF(C-,)4(4)H"5]Q/是一种不饱和脂肪酸"具
有抗氧化作用"对中枢神经系统以及视网膜光感受细
胞的发育和功能具有重要作用"并能在一定程度上改
善细胞的氧化应激状态"其机制可能与上调多种抗氧
化应激蛋白"如血红素氧合酶 # . BC'C,F+.C-(<C>#"
]6>#/的表达有关 )?* ' 本研究旨在探讨 5]Q对人
aM&细胞表达 ]6># 的影响"从而为其临床应用提供
实验依据'

:7材料与方法

:3:7材料
:3:3:7人 aM&细胞株!人 aM&细胞株 QaM&>#0 细
胞购自美国 Q\@@公司'
:3:3;7主要试剂及仪器75L&L培养基&无内毒素胎
牛血清 .DCA(*G,J)-C<CE2'" b̀_/ .美国 W)G4,公司/(
5]Q&">(4A)- 多克隆抗体&a6_ 抑制剂 S>乙酰半胱氨
酸.S>(4C*+*>4+<AC)-C"SQ@/&荧光探针 ]=5@̀5Q.美国
_).'(>Q*HE)4B 公司/(@+A,\,F0%#

非放射性细胞毒性

分析试剂盒.美国 ME,'C.(公司/(鼠抗人 ]6># 多克
隆抗体.<4>#8%0%$/&辣根过氧化物酶标记羊抗鼠二抗
.<4>=8"O/&鼠抗人核转录因子>&= 相关因子 =. -24*C(E
D(4A,E>&=>EC*(ACH D(4A,E="SED=/多克隆抗体.<4>8%"0O0/
.美国 _(-A(@E2h公司/(@+8 标记的羊抗鼠多克隆抗
体.(G09$8" / .美国 QG4('公司/(SED= 小干扰 aSQ
.<'(**)-ACEDCE)-.aSQ"<)aSQ/ .广州市锐博生物科技
有限公司/(<)aSQ转染试剂盒 .德国 k)(.C- 公司/(
]6># 活性分析试剂盒.上海 WC-LCH 公司/(细胞蛋白
提取试剂盒&bE(HD,EH 蛋白浓度测定试剂盒 .美国
M)CE4C公 司 /' "?#$a 型 高 速 冷 冻 离 心 机 . 德 国
&//C-H,ED公司/(Qb79"$$ 型实时荧光定量 M@a仪
.美国 Qb7公司/(7-D)-)AC =̀$$ 型荧光分光光度计.瑞
士 \C4(- 公司/(S)K,- @= M*2<型激光扫描共焦显微镜
.日本尼康株式会社/'
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:3;7方法
:3;3:7细胞培养及分组7QaM&>#0 细胞用含体积分
数 #$U b̀_ 的 5L&L.含 = '',*:dd>谷氨酰胺和
#$$ !.:'*青霉素和链霉素/置于 89 l&体积分数 "U
@6=的恒温培养箱中培养' 待细胞生长至密度为 ?$U
时用胰酶消化并接种至 % 孔板中"改用含 #U b̀_ 的
5L&L培养基培养 =O B' 于不同培养孔的培养液中分
别加入 8$&"$&#$$ 和 #=$ !',*:d5]Q作用 O V=O B"
以未添加 5]Q培养液培养的细胞作为对照组"在
#$$ !',*:d5]Q处理前给予 #$ '',*:dSQ@预处理
# B 作为 #$$ !',*:d5]QmSQ@组'
:3;3;7SED= <)aSQ细胞转染!取胰酶消化的 QaM&>#0
细胞接种至直径为 % 4'的培养皿"细胞约 "n#$""更换
为无血清培养基培养 #? V=O B"按照 <)aSQ转染试剂
盒的步骤进行 <)aSQ转染"即 #$$ -',*:dSED= <)aSQ
与转染试剂混合后加入细胞培养基中孵育 O B"无菌
Mb_ 漂洗细胞(更换为完全培养基进行后续实验"以不
加 <)aSQ或加入空白 <)aSQ分别作为空白对照组和
对照 <)aSQ转染组'
:3;3< 7乳酸脱氢酶法检测 5]Q对细胞的毒性!
QaM&>#0 细胞按照 #n#$O :孔的密度接种至 0% 孔板
中"每孔中培养基为 #$$ !*' 按照 #3=3# 方法处理各
浓度 5]Q组细胞"于培养后 =O B 收集培养液上清"采
用 @+A,\,F0%#

非放射性细胞毒性分析试剂盒检测乳

酸脱氢酶.*(4A(ACHCB+HE,.C-(<C"d5]/的质量浓度"并
计算 d5]的漏出率' d5]漏出率.U/i实验组 d5]
质量浓度:细胞 d5]最大释放量n#$$U' 每组设 8 个
复孔"重复测量 8 次'
:3;3H 7实时荧光定量 M@a法检测细胞中 ]6>#
'aSQ的相对表达量!按照 #3=3# 方法收集不同浓度
5]Q处理细胞"采用 \E)h,*法提取细胞总 aSQ"取 8 !.
aSQ进行逆转录"将获得的 45SQ进行实时定量 M@a检
测' ]6># 上游引物为 "0>W@QWQWQQ\W@\WQW\\@Q\W>
80"下游引物为 "0>@Q@Q\@\Q\W\WW@@@\WWQWWQWW>
80(WQM5]上游引物为 "0>W@@\@QQWQ\@Q\@QW@QQ
\W@>80"下游引物为 "0>@@\\@@Q@WQ\Q@@QQQW\\W\@
Q\>80' 扩增条件#0" l预变性 #$ ')-(0" l变性 #" <"
"? l退火 # ')-"共 O$ 个循环' 以 WQM5]为内参照"
采用 =N$$@A

法计算各组细胞中 ]6># 的相对表达量'
:3;3I7cC<ACE- G*,A法检测 ]6># 蛋白的相对表达量
!收集不同浓度5]Q处理&SQ@预处理及SED= <)aSQ
转染细胞"用 O l无菌 Mb_ 漂洗 # 次"加入含蛋白酶抑
制剂的 @,4KA()*<裂解细胞' 按照细胞蛋白提取试剂
盒的说明提取细胞质和细胞核蛋白并采用 bE(HD,EH

法测定蛋白质量浓度' 取 =$ !.蛋白用于聚丙烯酰
胺琼脂糖凝胶电泳"将蛋白转印至硝酸纤维素膜上"
用体积分数 "U牛血清白蛋白室温封闭 = B"分别加
入 ]6># 和 ">(4A)- 抗体 O l孵育 #= B"加入相应二抗
室温孵育 = B"&@d显影&拍照"采用 7'(.CP软件分
析其灰度值"以 WQM5]为内参照"计算目的蛋白的
相对表达量'
:3;3J7]6># 酶活性测定!按照 #3=3" 方法收集各组
细胞"离心半径 ## 4'"# $$$ E:')- 离心 #$ ')-"弃上
清"加入 #T" '*W&SL&5清洗液 Q重悬细胞漂洗
# 次'离心后弃上清"于沉淀的细胞中加入 #T" '*裂解
液 b"充分混匀"O$$ c 超声 8 V" <裂解细胞' 按照
]6># 活性分析试剂盒操作步骤设置背景管和样品管"
依次加入 8O$ !*缓冲液 @&=$ !*反应液 5和=$ !*底
物"充分混匀"89 l避光孵育 # B"加入 O$$ !*终止液
终止反应' 离心并吸取 #$$ !*绿色相"于 O%O -'和
"8$ -'波长处获得其吸光度 .T/值"计算 ]6># 的活
性"以每毫克蛋白中每小时生成的胆绿素浓度表示'
:3;3K7a6_ 含量测定!分别于 $&8$&O$ 和 #$$ !',*:d
5]Q处理后 O B 收集细胞"加入分子探针染液 ]=

5@̀5Q.终浓度为 " !',*:d/"89 l避光孵育 8$ ')-'
Mb_ 充分洗涤"荧光分光光度计测量细胞内荧光强度"
激发波长为 O?" -'"发射波长为 "8$ -'' 相对荧光强度
值i处理组荧光强度:对照组荧光强度n#$$U'
:3;3L7免疫荧光法观察 QaM&>#0 细胞 SED= 核转位!
取胰酶消化的 QaM&>#0 细胞接种至含有载玻片的
=O 孔板中培养 =O B"参照 #3=3# 方法处理各组细胞"
用质量分数 8T"U多聚甲醛室温固定 #" ')-"甲醇通
透#$ ')-"无菌 Mb_ 洗涤后滴加体积分数 #U山羊血
清"室温封闭 8$ ')-(Mb_ 洗涤 8 次"添加抗 SED= 抗体"
室温孵育 = B(Mb_ 洗涤"加入 @+8 标记的羊抗鼠二抗
孵育# B(激光扫描共焦显微镜下观察并拍照"并采用
7'(.CME,M*2<软件对 SED= 核转位细胞进行计数'
:3<7统计学方法

采用 _M__ #93$ 统计学软件进行统计分析' 本研
究中测量指标的数据资料经 H检验呈正态分布"以Uo6
表示' 采用单因素干预多水平实验设计"不同浓度
5]Q处理组间 d5]漏出率&]6># 'aSQ和蛋白相对
表达量&a6_ 表达量&细胞核 SED= 阳性细胞比例比较
采用单因素方差分析"组间多重比较采用 d_5:)检验'
采用双侧检验"Ij$T$" 为差异有统计学意义'

;7结果

;3:7培养的 QaM&>#0 细胞形态及不同浓度 5]Q组

!09%!中华实验眼科杂志 =$#% 年 ? 月第 8O 卷第 ? 期!@B)- P&F/ 6/BAB(*',*"Q2.2<A=$#%"R,*38O"S,3?

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



d5]漏出率
QaM&>#0 细胞在 5L&L培养基中贴壁生长"细胞

未融合时呈卵圆形&多角形或短梭形"细胞质中可见色
素颗粒' 细胞生长至融合状态时呈近似六角形和铺路
石样排列"多次传代后细胞形态无明显变化 .图 #/'
$&8$&"$&#$$ 和 #=$ !',*:d5]Q组细胞上清培养液
中 d5] 漏 出 率 分 别 为 . ?T#? o$T8= /U& . ?TO= o
$T%?/U&.9T8"o#T$8/U&.0T="o$T?%/U和.#=T8%o
$T9=/U"不同浓度5]Q作用后d5]漏出率的总体比较
差异有统计学意义.Hi?T#O"Ij$T$"/(其中 #=$ !',*:d
5]Q组 d5]漏出率明显高于 $&8$&"$&#$$ !',*:d
5]Q组"差异均有统计学意义 .均 Ij$T$"/ .图 =/'
因此后续实验中剔除#=$ !',*:d5]Q组'

A B
图 :7培养的 5E!M?:N 细胞形态!Q#原代培养的细胞呈卵圆形&多
角形或短梭形"细胞质中可见色素.n=$$/!b#传代的细胞近似六角
形"排列紧密.nO$$/
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图 ;7不同浓度 )P5作
用后培养上清液中 Q)P
漏出率比较!Hi?T#O"
Ij$T$"3与 #=$ !',*:d

5]Q作用后值比较"(Ij
$T$".单因素方差分析"
d_5:)检 验" % i8 / !
d5]#乳酸脱氢酶(5]Q#
二十二碳六烯酸

;3;7不同浓度 5]Q作用后细胞中 ]6># 'aSQ相对
表达量

实时荧光定量 M@a结果显示"8$&"$ 和 #$$ !',*:d
5]Q作用后 ? B"QaM&>#0 细胞中 ]6># 'aSQ的相对
表达量分别为 #T%#o$T==&=TO=o$T#O 和 =T0$o$T=#"

总体比较差异有统计学意义.Hi#%T=O"Ij$T$"/(其
中 8$&"$&#$$ !',*:d5]Q组细胞中 ]6># 'aSQ的
相对表达量明显高于 $ !',*:d5]Q组"差异均有统计学
意义.Ii$T$O#&$T$=O&$T$$$/.图 8Q/"#$$ !',*:d5]Q

作用于 QaM&>#0 细胞后 O&?&=% 和 =O B 细胞中 ]6>#
'aSQ相对表达量分别为 #T%O o$T#O&=T0# o$T==&

8T#$o$T##&=T"=o$T=9 和 #T88o$T=""总体比较差异
有统计学意义.Hi=$T?8"Ij$T$"/(与未处理组比较"
处理后 O&?&#=&#% B 细胞中 ]6># 'aSQ相对表达量
均明显升高"差异均有统计学意义.Ii$T$8?&$T$$$&
$T$$$&$T$#?/.图 8b/'
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图 <7各组细胞中 PB?: /Ea5相对表达量的比较!Q#不同浓度
5]Q作用 QaM&>#0 细胞后 ? B ]6># 'aSQ相对表达量的比较!Hi

#%3=O"Ij$T$"3与 $ !',*:d5]Q作用组比较"(Ij$T$""G Ij$T$#
.单因素方差分析"d_5:)检验" % i8 / !b##$$ !',*:d5]Q作用
QaM&>#0 细胞后不同时间点细胞中 ]6># 'aSQ相对表达量的比较
Hi=$T?8"Ij$T$"3与 $ B 比较"(Ij$T$""G Ij$T$# .单因素方差分
析"d_5:)检验"%i8/!]6#血红素氧合酶(5]Q#二十二碳六烯酸

;3<7不同浓度 5]Q作用后 QaM&>#0 细胞中 ]6># 蛋
白表达及活性变化

cC<ACE- G*,A结果显示"]6># 蛋白的相对表达量随
5]Q浓度的升高而增加"不同 5]Q浓度组 ]6># 蛋白的
相对表达量总体比较差异有统计学意义.Hi##38O"Ij
$T$"/ .图 O/' $&8$&"$ 和 #$$ !',*:d5]Q组细胞中
]6>#的酶活性值分别为 .$T89o$T$O/&.$T"%o$T$9/&
.$T0?o$T#=/和.#T=%o$T$"/'',*:.'.!B/"总体比较差
异有统计学意义 .Hi##T?#"Ij$T$" /(与 $ !',*:d
5]Q组比较" 8$& "$ 和 #$$ !',*:d5]Q组细胞中
]6>#酶活性均明显增加"差异均有统计学意义 .Ii
$T$=9&$T$#0&$T$$$/.图 "/'
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图 H 7 S%4$%1& 6+($
法 检 测 不 同 浓 度

)P5组细胞中 PB?:
相对表达量 ! ]6>#
蛋白的相对表达量随

5]Q浓度的升高而
增 加 ! ## $ !',*:d
5]Q组!=#8$ !',*:d
5]Q组!8#"$ !',*:d
5]Q组!O##$$ !',*:d
5]Q组!]6#血红素
氧合酶(5]Q#二十二
碳六烯酸!图 I7不同
浓度 )P5作用 L )

后细胞中 PB?: 酶活性量化比较!Hi##T?#"Ij$T$"3与 $ !',*:d

5]Q组比较"(Ij$T$""G Ij$T$# .单因素方差分析"d_5>)检验"
%i8/!]6#血红素氧合酶(5]Q#二十二碳六烯酸

!$?%! 中华实验眼科杂志 =$#% 年 ? 月第 8O 卷第 ? 期!@B)- P&F/ 6/BAB(*',*"Q2.2<A=$#%"R,*38O"S,3?
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;3H7不同浓度 5]Q作用后 QaM&>#0 细胞中 a6_ 荧
光强度变化

$&8$&"$ 和 #$$ !',*:d5]Q组 QaM&>#0 细胞内
a6_ 相对荧光强度分别为.#=T"=o#T$9/U&.#0TO9o
8T=#/U&.8=TO#o#T?=/U和 .OOT"?o=T"=/U"总体
比较差异有统计学意义 .Hi##T$?"Ij$T$"/"8$&"$
和 #$$ !',*:d5]Q作用后细胞内 a6_ 相对荧光强度
明显高于 $ !',*:d5]Q组"差异均有统计学意义
.Ii$T$=#&$T$#O&$T$$$/.图 %/'
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b 图 J7不同浓度 )P5
作用后 5E!M?:N 细胞
中EBT的相对荧光强
度比较!Hi##T$?"Ij
$T$"3与 $ !',*:d

5]Q 组 比 较"(Ij

$T$""GIj$T$# .单因
素方 差 分 析" d_5>)
检验" % i8 / !a6_#
活性氧簇(5]Q#二十
二碳六烯酸

;UI7SQ@预处理和 SED= <)aSQ转染对 QaM&>#0 细胞
中 ]6># 蛋白表达的影响

$ !',*:d5]Q组细胞仅表达极微量的 ]6># 蛋
白"随着 5]Q浓度的增加"细胞中 ]6># 蛋白的表达
条带逐渐增强' #$$ !',*:d5]QmSQ@组细胞中
]6># 表达条带明显弱于 #$$ !',*:d5]Q组 .图
9Q/ ' $&8$&"$&#$$ !',*:d5]Q组及 #$$ !',*:d
5]QmSQ@组细胞中 ]6># 蛋白的相对表达量分别
为 $T$#o$T$%&$T=Oo$T$9&$T9? o$T$"&$T?0 o$T$=

和 $T=# o$T$%"组间总体比较差异有统计学意义
.Hi9T8?"Ij$T$"/ "其中 8$&"$ 和 #$$ !',*:d5]Q

作用后细胞中 ]6># 蛋白相对表达量明显高于
$ !',*:d5]Q组"差异均有统计学意义 .Ii$T$8"&
$T$$9&$T$$$ / ' #$$ !',*:d5]QmSQ@组细胞中
]6># 蛋白相对表达量明显低于 #$$ !',*:d5]Q

组"差异有统计学意义.Ii$T$8$/ .图 9b/ ' 不同浓
度 5]Q组及 SED= <)aSQ转染组间 ]6># 蛋白相对表
达量 总 体 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 .Hi#OT?="
Ij$T$"/ "其中 8$&"$&#$$ !',*:d5]Q作用后细胞
中 ]6># 蛋白相对表达量均明显高于$ !',*:d5]Q

组"差异均有统计学意义.Ii$T$OO&$T$=?&$T$$$/ "
#$$ !',*:d5]QmSED= <)aSQ转染组细胞中 ]6># 蛋
白相对表达量明显低于 #$$ !',*:d5]Q组"差异有
统计学意义.Ii$T$#O/ .图 ?/ '
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图 K 7不同浓度
)P5和 a5F作
用后细胞中 PB?:
蛋白的表达变化

Q# 各 组 细 胞 中
]6># 蛋白表达电
泳 图 ! b# 各 组
QaM&>#0 细胞中
]6># 蛋白相对表
达量比较 ! Hi
9T8?"Ij$T$"3与
$ !',*:d5]Q组

比较"(Ij$T$""
GIj$T$#(与 #$$ !',*:d5]Q组比较"4Ij$T$# .单因素方差分析"
d_5>)检验"%i8/!##$ !',*:d5]Q组!=#8$ !',*:d5]Q组!8#
"$ !',*:d5]Q组!O##$$ !',*:d5]Q组!"##$$ !',*:d5]Qm
SQ@组!]6#血红素氧合酶
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图 L7S%4$%1&6+($法
检测 a13; 4'Ea5 转
染后 5E!M?:N 细 胞
中 PB?: 蛋白表达
Q#各组细胞中 ]6>#
蛋白表达的电泳图!
b#各组细胞中 ]6>#
蛋白相对表达量量化

比较! Hi#OT?="Ij
$T$"3与 $ !',*:d5]Q

组比较"(Ij$T$""G Ij
$T$#( 与 #$$ !',*:d

5]Q组比较"4Ij$T$"
.单因素方差分析"d_5>)检验" % i8 / !##$ !',*:d5]Q组!=#
8$ !',*:d5]Q组!8#"$ !',*:d5]Q组!O##$$ !',*:d5]Q组!
"##$$ !',*:d5]QmSED= <)aSQ转染组!]6#血红素氧合酶
!

;3J7不同浓度 5]Q和 SQ@作用后 QaM&>#0 细胞中
SED= 核转位情况

$ !',*:d5]Q组 SED= 主要位于 QaM&>#0 细胞
的细胞 质"细 胞 核 SED= 阳 性 细 胞 比 例 为 . OT% o
#T#/U' 8$&"$ 和 #$$ !',*:d5]Q组细胞核 SED=
阳性细胞比例分别为.#8T"o#T%/U&.=OT8o=T"/U
和 . 8%T" o#T9 /U"总体比较差异有统计学意义
.Hi#%TO="Ij$T$" / (其中 8$& "$ 和 #$$ !',*:d
5]Q组 细 胞 核 中 SED= 阳 性 细 胞 比 例 明 显 低 于
$ !',*:d5]Q组"差异均有统计学意义.Ii$T$==&
$T$8=&$T$$= / " #$$ !',*:d5]QmSQ@组细 胞 核
SED= 阳 性 细 胞 比 例 为 . ?T= o#T8 /U" 明 显 低 于
#$$ !',*:d5]Q组"差异有统计学意义.Ii$T$#O/
.图 0/' 空白对照组&对照 <)aSQ转染组细胞中 ]6>#
蛋白的表达较强"SED= <)aSQ转染组细胞中 ]6># 蛋
白的表达明显减弱 .图 #$Q/ ' 空白对照组&对照
<)aSQ转染组和 SED= <)aSQ转染组细胞中 SED= 蛋白
的相对表达量分别为 $T%% o$T#$& $T9" o$T#O 和

c#?%c中华实验眼科杂志 =$#% 年 ? 月第 8O 卷第 ? 期!@B)- P&F/ 6/BAB(*',*"Q2.2<A=$#%"R,*38O"S,3?

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



$T#"o$T$%"总体比较差异有统计学意义.Hi#$T#9"
Ij$T$"/ "SED= <)aSQ转染组细胞中 SED= 蛋白的相

对表达量明显低于空白对照组和对照 <)aSQ组"差
异均有统计学意义.Ii$T$#=&$T$$?/ .图 #$b/ '
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图 N7EBT抑制剂 a5F作用后 5E!M?:N 细胞中 a13; 核转位情况!Q0各组细胞中 SED= 核转位免

疫荧光图.@+8"n#$$/!b0各组细胞中 SED= 核转位情况量化比较!Hi#%TO="Ij$T$"3与 $ !',*:d
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图 :V7不同质粒转染组细胞
中 a13; 蛋白表达变化!Q0空
白对照组&对照 <)aSQ转染组
和 SED= <)aSQ转染组细胞中
SED= 蛋白表达强度!b0各组
细胞中 SED= 蛋白相对表达量
的量化比较!Hi#$T#9"Ij
$T$"3与 SED= <)aSQ转染组比
较"(Ij$T$""GIj$T$# .单因
素方差分析"d_5>)检验" % i
8/!#0空白对照组!=0对照
<)aSQ转染组!80SED= <)aSQ
转染组!SED0核转录因子>&=
相关因子

<7讨论

]6是血红素降解为等分子 @6& C̀=m
和胆绿素的

限速酶' ]6有 8 种同工酶"即 ]6>#&]6>= 和 ]6>8"
其中 ]6># 为诱导型' 在氧化应激&感染&糖尿病和视
网膜病变等多种病理生理状态下 ]6># 的表达上
调

)0* ' ]6># 可通过其产物 @6&胆红素和 C̀=m
而发挥

细胞保护作用"降低肿瘤坏死因子 %的促凋亡毒
性

)#$* "维持血管内皮细胞的生理功能"减轻炎症和氧
化应激损伤

)##* ' 有研究表明"采用外源性药物诱导

]6># 的表达可减轻光感受器细胞的凋亡 )#=N#8* ' 5]Q
是人体内不饱和程度最高的脂肪酸之一"可影响膜蛋
白活性&信号转导及受体的功能' 研究表明"5]Q可
降低 aM&细胞的氧化应激水平"并能抑制因蛋白折叠
错误所致的自噬

)?* ' 同时"5]Q也能促进高糖条件下
视网膜细胞的增生"并能抑制白细胞介素>% 的分泌"
从而减轻炎症反应

)#O* "此外 5]Q可有效延缓视网膜
色素变性病程的进展

)#"* ' 5]Q可有效改善光损伤所
致的视网膜氧化应激反应"抑制核因子>&b的激活"并
能上调内源性抗氧化蛋白的表达

)#%N#?* ' 以上结果表
明 5]Q可通过多种机制发挥对视网膜细胞的保护作
用' 为了进一步观察 5]Q是否能影响 aM&细胞中
]6># 的表达"本研究用不同浓度的 5]Q作用于体外
培养的人 aM&细胞 QaM&>#0"发现 8$ !',*:d5]Q即
可诱导 ]6># 'aSQ和蛋白的表达"同时上调其酶活
性' 基于 ]6># 对细胞的保护效应"推测 5]Q可能通
过上调 ]6># 的表达而减轻 aM&细胞的氧化应激
水平'

在氧化应激或炎症条件下"细胞内 SQ5M]氧化
酶被激活"进而通过一系列电子传递过程诱导 a6_ 产

!=?%! 中华实验眼科杂志 =$#% 年 ? 月第 8O 卷第 ? 期!@B)- P&F/ 6/BAB(*',*"Q2.2<A=$#%"R,*38O"S,3?
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生' 适量的 a6_ 也是细胞内重要的信号分子"但 a6_
的过度产生可引起细胞大分子"如蛋白质&5SQ的氧
化损伤' 有研究显示"]6># 表达与 a6_ 有关 )#0* ' 本
研究也发现"5]Q可明显诱导 QaM&>#0 细胞产生
a6_"而经 a6_ 抑制剂 SQ@处理细胞后"]6># 蛋白表
达显著减少"这表明 ]6># 的表达受 a6_ 的调控'

SED= 是一种重要的氧化应激转录保护因子' 生理
条件下 SED= 存在于细胞质中"并与抑制蛋白 eC(/# 相
结合' 当细胞受到各种外源性刺激时"eC(/# 经泛素
化降解并与 SED= 分离' SED= 随后转移至细胞核内与
基因 "0非编码区的抗氧化应激反应性元件相结合而
启动相关基因的转录

)=$* ' 本研究中也发现"5]Q处
理 QaM&>#0 细胞后"细胞质中的 SED= 转移至细胞核
内"参与 ]6># 表达的调控' 此外"通过采用 a6_ 清除
剂 SQ@处理细胞后"SED= 的核转位受到明显抑制"表
明 SED= 的激活与 a6_ 有关' 同时"采用 SED= <)aSQ
转染细胞后发现 ]6># 的表达显著减少"表明 ]6># 的
表达受 a6_:SED= 的调控'

总之"本研究证实 5]Q可激活 aM&细胞中 a6_:
SED= 信号通路"并诱导 ]6># 的表达' ]6># 蛋白表达
水平以及酶活性的上调可能通过多种机制发挥对

aM&细胞的保护作用' 在随后的研究中"我们将对
]6># 保护 aM&细胞的机制进行更深入的研究"以进
一步明确 5]Q在 QL5诊疗中的应用价值'

参考文献

)#* ÈC-4B 55"L(E.,@&3Q.C>EC*(ACH '(42*(EHC.C-CE(A),-"(-A)>J(<42*(E
C-H,ABC*)(* .E,IAB D(4A,E (.C-A<" (-H <B,EA>ACE' ',EA(*)A+# (
/,<A'(EKCA)-.'CH)4(A),- <(DCA+(-H <2EJC)**(-4C<A2H+) P*3aCA)-("
=$##"8#.%/ X#$8%N#$O=3567##$3#$09 :7Q&3$G$#8C8#?=#H4%%D3

)=* _CHH,- PL"aC+-,*H<a"L(**CEP"CA(*3MECH)4A),- ',HC*D,E/ECJ(*C-4C
(-H )-4)HC-4C,D(HJ(-4CH (.C>EC*(ACH '(42*(EHC.C-CE(A),- G(<CH ,-
.C-CA)4" HC',.E(/B)4" (-H C-J)E,-'C-A(* J(E)(G*C<) P*37-JC<A
6/BAB(*',*R)<_4)"=$$0""$ ." / X=$OON=$"83567##$3##%9 :),J<3
$?>8$%O3

)8* ]C'')-K)e" p̀E<A)Q"d)Z"CA(*3̀(')*)(*E)<K<,D(.C>EC*(ACH '(42*(E
HC.C-CE(A),-)P*3Q' P6/BAB(*',*"=$##"#"# .8 / X"%# N"%=3567#
#$3#$#% :;3(;,3=$#$3##3$$O3

)O* M(E'C..)(-) "̀ _,EEC-A)-, _̀" a,'(-,La" CA(*3LC4B(-)<' ,D
)-D*(''(A),- )- (.C>EC*(ACH '(42*(EHC.C-CE(A),-# (- 2/>A,>H(AC,-
.C-CA)4*(-H'(EK<)P:6d*3LCH)(A,E<7-D*(''"=$#8"=$#8 XO8"%$9)=$#"N
$0N=$*3BAA/#::III3B)-H(I)34,':;,2E-(*<:'):=$#8 :O8"%$9#3567#
#$3##"" :=$#8 :O8"%$93

)"* 黄大蕊"王桂云3视网膜色素上皮细胞的损伤因素与治疗进展)P*3
中华实验眼科杂志"=$#O"8= . # / X?? N083567##$389%$ :4'(3;3
)<<-3=$0">$#%$3=$#O3$#3$#?3
]2(-.5a"c(-.W[3\BC4(2<(A)JCD(4A,E<(-H AEC(A'C-A,DaM&4C**>
EC*(ACH C+CH)<C(<C<)P*3@B)- P&F/ 6/BAB(*',*"=$#O"8=.#/ X??N083
567##$389%$ :4'(3;3)<<-3=$0">$#%$3=$#O3$#3$#?3

)%* R,*,G,2CJ(dQ"d)2 P" _2B P]"CA(*3.a/>(*/B(>*)/,)4(4)H /E,AC4A<
ECA)-(*/).'C-AC/)ABC*)(*4C**<DE,' ,F)H(A)JCH('(.C) P*37-JC<A
6/BAB(*',*R)<_4)"=$$""O% .##/ XO8$=NO8#$3567##$3##%9 :),J<3
$O>#$0?3

)9* P)(d"d)2 Y"_2- d"CA(*3Q4E,*C)-"(A,F)4(-A)- 4).(ECAAC<',KC"4(2<C<
,F)H(A)JCH('(.C(-H ')A,4B,-HE)(*H+<D2-4A),- )- aM&4C**<#/E,AC4A),-
G+.a/>(*/B(>*)/,)4(4)H)P*37-JC<A6/BAB(*',*R)<_4)"=$$9"O?.#/ X
880N8O?3567##$3##%9 :),J<3$%>$=O?3

)?* P,B(-<<,- 7"L,-<C- R\"MCAACE<C- e"CA(*3\BC'(E)-C->8 M̂ Q̀5]Q
CJ,KC<4+A,/E,AC4A),- (.()-<A,F)H(A)JC<AEC<<(-H /E,AC)- ')<D,*H)-.G+
)-H24)-.(2A,/B(.+(-H S̀ &=d= )- B2'(- ECA)-(*/).'C-AC/)ABC*)(*
4C**<) P*3Q2A,/B(.+" =$#"" ## . 0 / X#%8% N#%"#3567# #$3#$?$ :
#""O?%=93=$#"3#$%##9$3

)0* M()-CQ"&)h>RC</CEb"b*(<4h+K a"CA(*3_).-(*)-.A,BC'C,F+.C-(<C>
# (-H )A<(-A)>)-D*(''(A,E+ABCE(/C2A)4/,AC-A)(*)P*3b),4BC'MB(E'(4,*"
=$#$"?$.#=/ X#?0"N#0$83567##$3#$#% :;3G4/3=$#$3$93$#O3

)#$*L,E<C5" M)<4BKC_&" YB,2 Y" CA(*3_2//EC<<),- ,D)-D*(''(A,E+
4+A,K)-C/E,H24A),- G+4(EG,- ',-,F)HC)-J,*JC<ABCPSe/(ABI(+(-H
QM>#)P*3Pb),*@BC'" =$$8" =9? . 80 / X8%008 N8%00?3567# #$3
#$9O :;G43L8$=0O==$$3

)##* *̀,E4h+K "̂P(hI(Q"L(*C<hCI<K(L"CA(*3SED= EC.2*(AC<(-.),.C-C<)<#
CDDC4A,- C-H,ABC*)(*4C**<"G,-C'(EE,I>HCE)JCH /E,(-.),.C-)44C**<(-H
B)-H *)'G )<4BC')() P*3Q-A),F)H aCH,F_).-(*" =$#O" =$ . ## / X
#%08N#9$?3567##$3#$?0 :(E<3=$#83"=#03

)#=*d)Y"5,-.Z"d)2 ]"CA(*3Q<A(F(-AB)- /E,AC4A<QaM&>#0 4C**<DE,'
,F)H(A)JC<AEC<<J)(2/EC.2*(A),- ,DSED=>EC.2*(ACH /B(<C' C-h+'C<
ABE,2.B (4A)J(A),- ,DM78e:QKA)P*3L,*R)<"=$#8"#0 X#%"%N#%%%3

)#8*](-2<P"e,*K)- Q"@B)')C-A)P"CA(*3O>Q4CA,F+/BC-,*/ECJC-A<aM&
,F)H(A)JC<AEC<<>)-H24CH -C4E,<)<G+D2-4A),-)-.(<(- Sà = <A(G)*)hCE
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