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44$摘要%4目的4研究秦皮乙素对叔丁基过氧化氢)CASPU*诱导的人视网膜色素上皮细胞系 7]U%A"9 细
胞氧化损伤的影响及其机制'4方法4将传代 7]U%A"9 细胞贴壁培养后分为空白对照组&模型对照组&
6# !&/)5̀秦皮乙素组&:# !&/)5̀秦皮乙素组&@# !&/)5̀秦皮乙素组和 "## !&/)5̀秦皮乙素组"空白对照组
细胞采用正常培养液培养"模型对照组使用 9## !&/)5̀ CASPU单独作用细胞 : D"后 : 个组分别使用
9## !&/)5̀ CASPUo不同浓度的秦皮乙素共同作用细胞 : D' 采用 bdX 法检测细胞存活率(采用荧光染色分
析法检测细胞内活性氧簇)]<X*活性(采用试剂盒检测超氧化物歧化酶) X<;*&过氧化氢酶)M7d*和谷胱甘
肽过氧化物酶)VXPAUR*活性"以及丙二醛)b;7*含量'4结果4空白对照组&模型对照组&6# !&/)5̀ 秦皮乙
素组&:# !&/)5̀秦皮乙素组&@# !&/)5̀秦皮乙素组和 "## !&/)5̀ 秦皮乙素组细胞存活率分别为 ) "## #̂#j
" !̂@*h&):9 "̂9j" #̂$*h&)>$ @̂6j8 :̂@*h&)"#8 9̂#j" $̂#*h&)""" >̂#j8 8̂$*h和 ) ""8 :̂#j8 #̂@*h"组间
总体比较差异有统计学意义)Ul9! :̂:"Ei# #̂"*"其中与空白对照组比较"模型对照组细胞存活率明显降低"
差异有统计学意义)Ei# #̂"*(与模型对照组比较"各浓度秦皮乙素组细胞存活率明显升高"差异均有统计学
意义)均 Ei# #̂"*' 各组 ]<X 荧光强度相对值&b;7水平&X<;活力值&M7d活力值&VXPAUR活力值总体比
较差异均有统计学意义)Ul!>! 6̂#&:# $̂"&" @#6 #̂#&:" $̂6&8@ 8̂""均 Ei# #̂"*"其中与模型对照组比较"各浓
度秦皮乙素组 ]<X 荧光强度相对值&b;7水平明显降低"X<;活性&M7d活性和 VXPAUR活性明显升高"差异
均有统计学意义)均 Ei# #̂"*'4结论4秦皮乙素通过上调细胞内抗氧化酶类活性或抗氧化蛋白的表达对氧
化损伤的 7]U%A"9 细胞起到保护作用'4
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"54+%",-%#6B4C*-%&/*6d/ICH.-CDEGK/CE2C(OEEFFE2C'+. CDE&E2D'+(I&/FEI2H)EC(+ /+ /R(.'C(OEAICKEIIE.
DH&'+ KEC(+')G(,&E+CEG(CDE)(')2E))I)7]U%A"9* (+.H2E. L-CEKCALHC-)D-.K/GEK/R(.E)CASPU*34D*%)#.+4dDE
7]U%A"9 2E))I*EKE.(O(.E. (+C/L)'+T 2/+CK/),K/HG"&/.E)2/+CK/),K/HG"6# !&/)5̀ EI2H)EC(+ ,K/HG":# !&/)5̀
EI2H)EC(+ ,K/HG"@# !&/)5̀ EI2H)EC(+ ,K/HG '+. "## !&/)5̀ EI2H)EC(+ ,K/HG3dDE2E))I(+ CDEL)'+T 2/+CK/),K/HG *EKE
+/K&'))-2H)CHKE.3dDE2E))I(+ CDE&/.E)2/+CK/),K/HG *EKECKE'CE. *(CD 9## !&/)5̀ CASPUF/K: D/HKI3dDEKEICF/HK
,K/HGI*EKECKE'CE. *(CD 9## !&/)5̀ CASPUo.(FFEKE+C&/)'K2/+2E+CK'C(/+I/FEI2H)EC(+ KEIGE2C(OE)-F/K: D/HKI3dDE
2E))O('L()(C-/FCDEE'2D ,K/HG *'I.ECE2CE. L-bdX &ECD/.3dDE'2C(O(C-/FKE'2C(OE/R-,E+ IGE2(EI)]<X* *'I
.ECE2CE. L-F)H/KEI2E+2EIC'(+(+,"'+. CDE'2C(O(C-/FIHGEK/R(.E.(I&HC'IE) X<;*"2'C')'IE)M7d* '+. ,)HC'CD(/+E
GEK/R(.'IE)VXPAUR* 'I*E))'ICDE)EOE)I/F&')/+.(').ED-.E)b;7* /FCDE2E))IFK/&E'2D ,K/HG *EKE&E'IHKE.
*(CD E'2D 2/KKEIG/+.(+,'II'-T(C"KEIGE2C(OE)-34E*+30%+4dDEKE)'C(OEO('L()(C(EI/FCDE2E))I(+ CDEL)'+T 2/+CK/)
,K/HG"&/.E)2/+CK/),K/HG"6# !&/)5̀ EI2H)EC(+ ,K/HG":# !&/)5̀ EI2H)EC(+ ,K/HG"@# !&/)5̀ EI2H)EC(+ ,K/HG '+.
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"## !&/)5̀ EI2H)EC(+ ,K/HG *EKE) "## #̂#j" !̂@*h") :9 "̂9j" #̂$*h") >$ @̂6j8 :̂@*h") "#8 9̂#j" $̂#*h"
)""" >̂#j8 8̂$*h '+. )""8 :̂#j8 #̂@*h"KEIGE2C(OE)-3dDEKE*'I'I(,+(F(2'+C.(FFEKE+2E'&/+,CDE,K/HGI)Ul
9! :̂:"Ei# #̂"*3M/&G'KE. *(CD CDEL)'+T 2/+CK/),K/HG"CDEO('L()(C-/FCDE2E))I(+ CDE&/.E)2/+CK/),K/HG *'I
.E2KE'IE. I(,+(F(2'+C)- ) Ei# #̂" *3M/&G'KE. *(CD CDE&/.E)2/+CK/),K/HG" CDE2E))O('L()(C(EI(+ .(FFEKE+C
2/+2E+CK'C(/+I/FEI2H)EC(+ ,K/HGI*EKE(+2KE'IE. I(,+(F(2'+C)-)'))'CEi# #̂"*3dDEKE*EKEI(,+(F(2'+C.(FFEKE+2EI
LEC*EE+ CDE,K/HGI(+ CDEKE)'C(OEO')HE/F]<X F)H/KEI2E+2E(+CE+I(C-"b;7)EOE)"X<;'2C(O(C-"M7d'2C(O(C-'+.
VXPAUR'2C(O(C-)Ul!>! 6̂#":# $̂""" @#6 #̂#":" $̂6"8@ 8̂"('))'CEi# #̂"*3M/&G'KE. *(CD CDE&/.E)2/+CK/)
,K/HG"CDE)EOE)I/F]<X '+. b;7*EKE.E2KE'IE. I(,+(F(2'+C)-"*D()ECDE'2C(O(C(EI/FX<;"M7d'+. VXPAUR*EKE
(+2KE'IE. I(,+(F(2'+C)-(+ .(FFEKE+C2/+2E+CK'C(/+I/FEI2H)EC(+ACKE'CE. ,K/HGI)'))'CEi# #̂"*34F#'-03+&#'+4
%I2H)EC(+ 2'+ GK/CE2CCDE/R(.'C(OE.'&',E. 7]U%A"9 2E))IL-HGAKE,H)'C(+,CDEERGKEII(/+ /F'+C(/R(.'+CE+1-&EI/K
'+C(/R(.'+CGK/CE(+I3

"7*8 9#".+#6%I2H)EC(+( ]EC(+')G(,&E+CEG(CDE)(')2E))I( <R(.'C(OE.'&',E( 7+C(/R(.'+CE+1-&EI
:3'.1"#(",$# W'CHK')X2(E+2EY/H+.'C(/+ /F̀ ('/+(+,) 6#">#!::!# *( (̀'/+(+,UK/O(+2(')X2(E+2E'+.
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44视网膜色素上皮)KEC(+')G(,&E+CEG(CDE)(H&"]U%*
层位于视网膜神经上皮层和脉络膜之间"为紧密排列&
不可再生的单细胞片层"具有抗氧化&分泌营养物质&
构成血\视网膜屏障&吞噬和参与视循环等生理作用"

对维持视网膜的正常功能起到重要作用
+ "\6, ' ]U%细

胞中高表达抗氧化酶和非酶物质"含有抗氧化剂色素&
类胡萝卜素等"用于抵御光氧化等生理作用中的氧化
损伤"维持氧化还原平衡 + 8\:, ' 一旦 ]U%细胞中的氧
化和抗氧化平衡失调"]U%细胞功能将受损"会导致如
年龄相关性黄斑变性)',EAKE)'CE. &'2H)'K.E,E+EK'C(/+"
7b;*"以及参与糖尿病&青光眼等相关的视网膜病
变

+ !\$, "其中 7b;是典型的导致老年人视力不可逆性
损伤的眼底退行性疾病之一' 在预防治疗 7b;药物
的研究中"利用抗氧化药物保护 ]U%细胞免受氧化损
伤是可行的方法之一

+ >, ' 秦皮是用于眼病治疗的传
统中药"在众多中医典籍中"将其用于治疗目赤肿痛&

目生翳膜&眼赤烂等症 + @, "并且在 .中国药典/ ) 6#"!

版*中收录秦皮具有明目功效' 秦皮乙素是秦皮中的
主要有效成分之一"研究证明"秦皮乙素具有抗氧化&

抗炎&抑制血管平滑肌&保肝&抗菌&抗肿瘤等作用 + 9, '

关于秦皮乙素抗氧化研究报道较多
+ "#\"6, "但其对于人

]U%细胞的抗氧化作用尚未见报道' 本研究探讨秦
皮乙素对 7]U%A"9 细胞氧化损伤的影响及其机制"为
秦皮乙素在视网膜细胞损伤相关眼科疾病领域的开发

利用"尤其是 7b;的预防和治疗提供一定的实验
依据'

;6材料与方法

;3;4材料
7]U%A"9 细胞)美国 7dMM细胞库*(;b%b高糖

培养基&胎牛血清&磷酸盐缓冲溶液 ) GD/IGD'CELHFFEK
I')(+E"USX* )以色列 S=公司*(胰蛋白酶)美国 V(L(2/

公司 *(青链霉素混合液 )美国 (̀FEdE2D+/)/,(EI公
司*(秦皮乙素 ) 6:$!>8*&叔丁基过氧化氢 )CEKCALHC-)
D-.K/GEK/R(.E"CASPU*)美国 X(,&'公司*(bdX 细胞活
性检测试剂盒 )V8!@6"美国 UK/&E,'公司*(BEICEK+

及 =U细 胞 裂 解 液& SM7 蛋 白 浓 度 测 定 试 剂 盒
)U##"6X*&活性氧簇)KE'2C(OE/R-,E+ IGE2(EI"]<X*检
测试剂盒&总超氧化物歧化酶 )IHGEK/R(.E.(I&HC'IE"
X<;*活性检测试剂盒&丙二醛)&')/+.(').ED-.E"b;7*
检测试剂盒)X#"8"*&过氧化氢酶)2'C')'IE"M7d*检测
试剂盒&谷胱甘肽过氧化物酶),)HC'CD(/+EGEK/R(.'IE"
VXPAUR*检测试剂盒) X##!$* )上海碧云天生物技术
有限公司*' 酶标仪 VE+ ! 软件)美国 S(/dET 公司*'
;3<4方法
;3<3;4细胞培养47]U%A"9 细胞采用含有体积分数
"#h胎牛血清&"## N5&))商品单位*青霉素和 "## !,5&)

链霉素的 ;b%b高糖培养基在 8> m&体积分数 !h
M<6 培养箱中培养' 细胞复苏 6: D 后换液"待细胞融
合至约 @#h"采用质量分数 # 6̂!h胰蛋白酶消化"传
代' 采用 8p> 代状态良好的细胞进行实验'
;3<3<4细胞分组处理4将传代后 ]U%细胞按照 6n

"#!
个5&)接种于加有 "# &)培养液的直径 "# 2&培

养皿中"6: D 细胞贴壁后"分为空白对照组&模型对照
组&6# !&/)5̀ 秦皮乙素组&:# !&/)5̀ 秦皮乙素组&
@# !&/)5̀秦皮乙素组&"## !&/)5̀ 秦皮乙素组"空白
对照组不做任何处理"模型对照组使用 9## !&/)5̀
CASPU单 独 作 用 细 胞 : D" 后 : 个 组 分 别 使 用
9## !&/)5̀ CASPUo不同浓度秦皮乙素共同作用细胞
: D' 用刮刀收集细胞"进行细胞内 ]<X&b;7&X<;&
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M7d&VXPAUR酶活性或含量检测'
;3<3=4蛋白收集及浓度检测4将收集的细胞沉淀"每
个样品加入 "## !)BEICEK+ 及 =U细胞裂解液"混合充
分后"于冰浴内孵育 8# &(+"每隔 ! &(+ 吹打数次' 裂
解完成后": m条件下""6 ###n$ 离心 "! &(+"取上清
于 %U管中' 将上清稀释 "# 倍后"取 6# !)加入 9$ 孔
板中"每个样品设 8 个复孔' 按照 SM7蛋白浓度测定
试剂盒配制标准品"取 6# !)加入 9$ 孔板中"每个样
品设 8 个复孔' 样品和标准品每孔加入 6## !)SM7
蛋白工作液" 8> m孵育 8# &(+' 用酶标仪在波长
!$6 +&处测得的吸光度 )L*值绘制出标准品浓度曲
线"并计算出样品蛋白的浓度'
;3<3>4bdX 法检测细胞存活率4将处于对数生长期
的细胞以 6n"#!

个5&)细胞密度接种于 9$ 孔板中"每
孔 "## !)"细胞培养箱中培养 6: D 贴壁后进行如下实
验#)"*秦皮乙素对细胞增生活力的影响4每孔换液
加入含有 #& # #̂"& # "̂#& " #̂#& "# #̂#& "## #̂# !&/)5̀
秦皮乙素的培养液 "## !)"继续培养 6: D() 6*CASPU
造模浓度摸索实验4每孔换液加入 "## !)含有 #&
6##&:##&$##&@##&9##&" ### !&/)5̀ CASPU的培养液"
继续培养 : D()8*秦皮乙素抗 CASPU氧化损伤实验4
每孔换液加入 "## !)培养液&含有 9## !&/)5̀ CASPU
的培养液&含有 9## !&/)5̀ CASPUo秦皮乙素)6#&:#&
@#&"## !&/)5̀*的培养液"继续培养 : D' 设 ! 个复
孔' 每个浓度接种时以上各处理组分别设置无细胞空
白组"用于检测试剂本底 L值' 以上各实验孵育结束
后"每孔加入 6# !)bdX"孵育 : D 后用酶标仪在 :96 +&
处检测 L值 + "8, ' 细胞存活率 l) L处理组 \L空白组 * 5
)L对照组\L空白组 *n"##h
;3<3I4荧光染色分析法检测细胞内 ]<X 活性4将
"3636 中收集的细胞转移到离心管内"离心半径
"! $̂ 2&"" ### K5&(+ 离心 8 &(+ 收集细胞' 同样的离
心条件"用 ! &)USX 洗涤 6 次"细胞计数"收集细胞沉
淀于离心管内"用无血清培养液将荧光染料 ;MYPA;7
稀释为 "# !&/)5̀"并用此稀释液调节细胞密度至 6n
"#$ 5&)"将细胞与 ;MYPA;7稀释液充分混匀"铺于 9$
孔荧光酶标板中"每孔 "## !)"按细胞分组每组设置 !
个复孔"于细胞培养箱内避光孵育 8# &(+"8p! &(+ 颠
倒混匀 " 次"使细胞与探针充分接触' 孵育完成后"用
荧光酶标仪检测在激发光 :@@ +&&发射光 !6! +&处的
荧光强度"对测得的荧光强度进行统计分析 + ":, '
;3<3Z4dS7显色法检测细胞内 b;7含量4按照
b;7试剂盒的操作说明制备 b;7标准品&质量分数
# 8̂>h dS7储存液和 b;7检测工作液' USX 组作为

空白对照组"将待测样品&不同浓度标准品&USX 与
b;7检测工作液按照 " c6比例混合' 混匀后"水浴锅
内 "## m加热 "! &(+' 冷却至室温后"" ###n$ 离心
"# &(+"取上清' 在 9$ 孔板内"每孔加入 6## !)上清"
每组 8 个复孔"用酶标仪检测波长 !86 +&处的 L值'
根据标准品与 L值绘制出 b;7标准曲线"根据标准
曲线计算出样品中 b;7含量后"再根据各样品的总
蛋白含量计算出单位质量蛋白所含 b;7含量 + "!, '
;3<3[4BXdA@ 法检测细胞内 X<;活性4按照 X<;活
性检测试剂盒)BXdA@ 法*的操作说明"根据细胞分组
每组设 8 个复孔"每孔 6## !)制备 BXdA@5酶工作液&
反应启动工作液' 待测样品组及空白对照组 " 按照反
应启动液&样品&BXdA@5酶工作液 6# !)c6# !)c"$# !)
比例混合"先将样品&BXdA@5酶工作液混合并加入 9$
孔板中"每孔 "@# !)(空白对照组 6 按照 BXdA@5酶工
作液&X<;检测缓冲液 "$# !)c:# !)比例混合并加入
到 9$ 孔板中"每孔 6## !)' 除空白对照组 6 外"用排
枪在每组各孔中迅速加入 6# !)启动液"充分混匀"
8> m孵育 8# &(+' 用酶标仪检测波长 :!# +&处 L值"
根据说明书提供公式计算"抑制百分率 l)L空白对照" \
L样品 * 5)L空白对照"\L空白对照6*n"##h"X<;酶活力单位l

抑制百分率5)"\抑制百分率*N+(CI"最终以蛋白浓度
和稀释倍数换算为 N5&,+ "$, '
;3<3V4M7d显色法检测细胞内 M7d活性4按照 M7d
检测试剂盒的操作说明"酶标仪 6:# +&处测定过氧化
氢实际浓度"过氧化氢浓度)&&/)5̀*l66 9̂:nL6:#"并
配制 ! &&/)5̀过氧化氢溶液制备 M7d标准曲线"配
制 6!# &&/)5̀过氧化氢溶液和显色工作液' 混合各
反应试剂"6! m孵育 "! &(+ 后测定 L!6# 值' 样品中
M7d活力l消耗的 M7dn稀释倍数5)反应分钟数n样
品体积n蛋白浓度*"单位为 N5&,蛋白 + ">, '
;3<3Y4有机过氧化物法检测细胞内 VXPAUR活性4
按照 VXPAUR检测试剂盒的操作说明制备还原型辅酶
(溶液&VXP溶液&过氧化物试剂"按照细胞分组每组
设 8 个复孔"每孔 6## !)"根据说明书的反应体系"依次
加入检测缓冲液&待测样品和 VUR检测工作液"加入
"! &&/)5̀过氧化物试剂溶液 : !)后"振荡器震荡 9$
孔板"混匀"预先设定酶标仪检测温度为 6! m"在 8:# +&
处自动每隔 6 &(+ 测定 " 次 L值"连续测定 "# &(+' 根
据酶标仪检测结果"取由 6 个连续时间点计算出的线性
较好的 L8:# 5&(+"用于计算细胞内 VXPAUR活力' VXPA
UR活力l+L8:# 5&(+)样品* \L8:# 5&(+)空白* ,5# #̂#$ 66(样品
中 VXPAUR酶活性l检测体系中 VXPAUR酶活力n稀释
倍数5样品中蛋白浓度"单位为 N5&,蛋白 + "@, '

!>6#"!中华实验眼科杂志 6#6# 年 "6 月第 8@ 卷第 "6 期4MD(+ Z%RG <GDCD')&/)";E2E&LEK6#6#"[/)38@"W/3"6
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图 ;6各处理组的细胞存活率比较47C不同浓度秦皮乙素作用于细胞 6: D 细胞存活率比较4
SC不同浓度CASPU作用于细胞 : D 细胞存活率比较4与空白对照组比较"'Ei# #̂" 4MCCASPUo
秦皮乙素同时作用于细胞 : D 细胞的存活率比较4与空白对照组比较"'Ei# #̂""与模型对照组
比较"LEi# #̂"4"C空白对照组(6C模型对照组(8C6# !&/)5̀ 秦皮乙素组(:C:# !&/)5̀ 秦皮
乙素组(!C@# !&/)5̀秦皮乙素组($C"## !&/)5̀ 秦皮乙素组)单因素方差分析";H++ECCA-检
验"#l!*
:&(3"*; 6 F#$1,"&+#' #2%)* -*00/&,4&0&%&*+ ,$#'( .&22*"*'%%"*,%$*'% ("#31+4
7CM/&G'K(I(/+ /FCDE2E))O('L()(C(EI'FCEKCKE'CE. *(CD .(FFEKE+C2/+2E+CK'C(/+I/FEI2H)EC(+ CKE'C&E+C
F/K6: D/HKI4SCM/&G'K(I(/+ /FCDE2E))O('L()(C(EI'FCEKCKE'CE. *(CD .(FFEKE+C2/+2E+CK'C(/+I/F
CASPUCKE'C&E+CF/K: D/HKI4M/&G'KE. *(CD CDEL)'+T 2/+CK/),K/HG"'Ei# #̂"4MCM/&G'K(I(/+ /F
CDE2E))O('L()(C(EI'FCEKCKE'CE. *(CD .(FFEKE+C2/+2E+CK'C(/+I/FEI2H)EC(+oCASPUCKE'C&E+CF/K: D/HKI4
M/&G'KE. *(CD CDEL)'+T 2/+CK/),K/HG"'Ei# #̂"(2/&G'KE. *(CD CDE&/.E)2/+CK/),K/HG"LEi# #̂"4
"CL)'+T 2/+CK/),K/HG(6C&/.E)2/+CK/),K/HG(8C6# !&/)5̀ EI2H)EC(+ ,K/HG(:C:# !&/)5̀ EI2H)EC(+
,K/HG(!C@# !&/)5̀ EI2H)EC(+ ,K/HG($C"## !&/)5̀ EI2H)EC(+ ,K/HG )<+EA*'-7W<[7";H++ECCA-
CEIC"#l!*
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图 <6不同浓度秦皮乙素与 %?m组!同时作用后细胞形态变化 )标尺 l"# !&"n"##*4
CASPU作用后细胞肿胀变圆"立体折光性变强(随着秦皮乙素浓度的升高"细胞形态逐渐
恢复""## !&/)5̀秦皮乙素组细胞状态与空白对照组细胞类似47C空白对照组4SC模型
对照组4MC6# !&/)5̀秦皮乙素组4;C:# !&/)5̀秦皮乙素组4%C@# !&/)5̀秦皮乙素组4
YC"## !&/)5̀秦皮乙素组
:&(3"*<6D#"1)#0#(&-,0-),'(*+#2%)*-*00+%"*,%*.9&%).&22*"*'%-#'-*'%",%&#'+#2
*+-30*%&']%?m组!) L'Kl"# !&"n"##*47FCEKCASPUCKE'C&E+C"CDE2E))ICHK+E. C/I*E))E. '+.
K/H+.E."'+. CDEICEKE/KEFK'2C(/+ /FCDE2E))ILE2'&EICK/+,EK(*(CD CDE(+2KE'IE/FEI2H)EC(+
2/+2E+CK'C(/+"CDE2E))&/KGD/)/,-*'I,K'.H'))-KE2/OEKE."'+. CDE&/KGD/)/,-/FCDE2E))I(+
CDE"## !&/)5̀ EI2H)EC(+ ,K/HG *EKEI(&()'KC/CD'C/FCDEL)'+T 2/+CK/),K/HG47CL)'+T 2/+CK/)
,K/HG4SC&/.E)2/+CK/),K/HG4MC6# !&/)5̀ EI2H)EC(+ ,K/HG4;C:# !&/)5̀ EI2H)EC(+ ,K/HG4
%C@# !&/)5̀ EI2H)EC(+ ,K/HG4YC"## !&/)5̀ EI2H)EC(+ ,K/HG

;3=4统计学方法
采用 VK'GDU'. UK(I&@ 统计学软件

进行统计分析"本研究中计量资料的数
据经 XD'G(K/AB()T 检验证实呈正态分
布"以&E'+jX;表示' 采用SK/*+AY/KI-CDE
检验和 S'KC)ECC检验检测各组数据方差
齐性"多个组间不同检测指标的总体差
异比较时"方差齐者采用单因素方差分
析"方差不齐者则采用 SK/*+AY/KI-CDE
和 BE)2D 7W<[7法分析"各组间的多
重比较采用 ;H++ECCA-检验' Ei# #̂! 为
差异有统计学意义'

<6结果

<3;4各处理组的细胞存活率比较
#&# #̂"&# "̂#&" #̂#&"# #̂#&"## #̂# !&/)5̀ 秦皮乙

素作用于细胞后 6: D 细胞存活率分别为 ) "## #̂# j
" #̂8*h&) "#: >̂# j6 #̂#*h& ) "#! >̂ j6 8̂$*h& ) "#: $̂ j
" $̂!*h&)"## 8̂j# >̂:*h和)9> #̂8j# @̂>*h"各浓度
组间细胞存活率比较差异无统计学意义)Ul" "̂@"El
# 8̂!*)图 "7*' #&6##&:##&$##&@##&9##&" ### !&/)5̀
CASPU组细胞存活率分别为)"## #̂#j6 8̂>*h&)9@ >̂"j
6 !̂@*h& ) 96 >̂6 j" 6̂8*h& ) @9 >̂: j" 6̂"*h& ) >9 8̂# j
6 $̂"*h&)!# >̂:j# @̂6*h和):# 8̂#j" $̂#*h"各组间细
胞存活率总体比较差异有统计学意义)Ul"!@ "̂#"Ei
# #̂"*"其中与空白对照组比较"9## !&/)5̀ CASPU组
细胞的存活率明显降低"差异有统计学
意义 )Ei# #̂" * )图 "S*" 9## !&/)5̀
CASPU对细胞造成约 !#h的损伤"作为
后续实验氧化损伤模型的造模浓度'
空白对照组&模型对照组&6# !&/)5̀秦
皮乙 素 组& :# !&/)5̀ 秦 皮 乙 素 组&
@# !&/)5̀秦皮乙素组和 "## !&/)5̀ 秦
皮乙素组细胞存活率分别为 )"## #̂#j
" !̂@*h& ) :9 "̂9 j" #̂$ *h& ) >$ @̂6 j
8 :̂@*h& ) "#8 9̂# j" $̂# *h& ) """ >̂# j
8 8̂$*h和)""8 :̂#j8 #̂@*h"组间总体
比较差异有统计学意义)Ul9! :̂:"Ei
# #̂"*"其中与空白对照组比较"模型对
照组细胞存活率明显降低"差异有统计
学意义)Ei# #̂"*(与模型对照组比较"
各浓度秦皮乙素组细胞存活率明显升

高"差异均有统计学意义)均 Ei# #̂"*
)图 "M*'

<3<4各处理组的细胞形态比较
空白对照组细胞呈梭形"扁平贴壁状"细胞形态正

常(模型对照组细胞呈现损伤状态"与空白对照组比
较"细胞肿胀变圆"立体折光性变强(与模型对照组比
较"6# !&/)5̀秦皮乙素组和 :# !&/)5̀秦皮乙素组梭
形细胞逐渐增多"细胞逐渐恢复扁平"@# !&/)5̀ 秦皮
乙素组细胞基本恢复梭形扁平贴壁状态""## !&/)5̀
秦皮乙素组细胞状态与空白对照组细胞类似)图 6*'
<3=4各处理组细胞内 ]<X 相对水平比较

空白对照组&模型对照组&6# !&/)5̀ 秦皮乙素

组&:# !&/)5̀ 秦皮乙素组&@# !&/)5̀ 秦皮乙素组和

!@6#"! 中华实验眼科杂志 6#6# 年 "6 月第 8@ 卷第 "6 期4MD(+ Z%RG <GDCD')&/)";E2E&LEK6#6#"[/)38@"W/3"6
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"## !&/)5̀ 秦皮乙素组 ]<X 水平分别为 ) "## #̂# j
# 8̂@ *h& ) "!" 8̂8 j# 8̂: *h& ) "89 @̂6 j" 6̂$ *h&
)"8$ @̂@ j# !̂9 *h& ) "86 9̂@ j# 8̂" *h和 ) "6" 6̂9 j
" #̂"*h"总体比较差异有统计学意义)Ul!>! 6̂#"Ei
# #̂"*"其中模型对照组 ]<X 水平较空白对照组明显
升高"各浓度秦皮乙素组 ]<X 水平较模型对照组明显
降低"差异均有统计学意义)均 Ei# #̂"*)图 8*'
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图 =6不同浓度秦皮乙素与 %?m组!同时作用时细胞内 EB）荧光
强度比较4与空白对照组比较"'Ei# #̂"b与模型对照组比较"LEi
# #̂"4"#空白对照组b6#模型对照组b8#6# !&/)5̀ 秦皮乙素组b
:#:# !&/)5̀秦皮乙素组b!#@# !&/)5̀秦皮乙素组b$#"## !&/)5̀ 秦
皮乙素组)单因素方差分析";H++ECCA-检验"#l8*4]<X#活性氧簇
:&(3"*=6F#$1,"&+&#'#2%)*EB）203#"*+-*'-*/,03*+#2%)*-*00+
-30%3"*.48 .&22*"*'%-#'-*'%",%&#'+#2*+-30*%&','.%?m组!4
M/&G'KE. *(CD CDEL)'+T 2/+CK/),K/HG"'Ei# #̂"b2/&G'KE. *(CD CDE
&/.E)2/+CK/),K/HG" LEi# #̂" 4 "# L)'+T 2/+CK/),K/HGb 6# &/.E)
2/+CK/),K/HGb8#6# !&/)5̀ EI2H)EC(+ ,K/HGb:#:# !&/)5̀ EI2H)EC(+
,K/HGb!#@# !&/)5̀ EI2H)EC(+ ,K/HGb$#"## !&/)5̀ EI2H)EC(+ ,K/HG
)<+EA*'-7W<[7";H++ECCA-CEIC"#l8*4]<X#KE'2C(OE/R-,E+ IGE2(EI

<3>4各处理组细胞内 b;7水平比较
空白对照组&模型对照组&6# !&/)5̀ 秦皮乙素

组&:# !&/)5̀ 秦皮乙素组&@# !&/)5̀ 秦皮乙素组和
"## !&/)5̀ 秦皮乙素组 b;7水平分别为 ) 6 !̂> j
# 6̂!*&) ! @̂6j# 6̂$*&) 6 $̂$j# 6̂$*& ) 6 6̂:j# "̂$*&
)# >̂$j# "̂#*和)# "̂@j# #̂:*!&/)5&,"总体比较差异
有统计学意义)Ul:# $̂""Ei# #̂"*"其中模型对照组
b;7水平较空白对照组明显升高"各浓度秦皮乙素组
b;7水平较模型对照组明显降低"差异均有统计学意
义)均 Ei# #̂"*)图 :7*'
<3I4各处理组细胞内 X<;活力比较

空白对照组&模型对照组&6# !&/)5̀ 秦皮乙素

组&:# !&/)5̀ 秦皮乙素组&@# !&/)5̀ 秦皮乙素组和
"## !&/)5̀秦皮乙素组 X<;活力水平分别为)! !̂!j
# "̂:*&): :̂#j# "̂6*&)9 "̂:j# 6̂!*&)": @̂9j# 6̂6*&
)"$ 8̂$j# 6̂6*和)8# @̂8j# 8̂!*N5&,"总体比较差异
有统计学意义)Ul" @#6 #̂#"Ei# #̂"*"其中模型对照
组 X<;活力较空白对照组明显降低"各浓度秦皮乙素
组 X<;活力较模型对照组明显升高"差异均有统计学

意义)均 Ei# #̂"*)图 :S*'
<3Z4各处理组细胞内 M7d活力比较

空白对照组&模型对照组&6# !&/)5̀ 秦皮乙素

组&:# !&/)5̀ 秦皮乙素组&@# !&/)5̀ 秦皮乙素组和
"## !&/)5̀秦皮乙素组 M7d活力水平分别为)# @̂:j
# "̂"*&) # #̂6j# #̂#*&) # "̂8j# #̂:*& ) # $̂@j# #̂@*&
)# >̂:j# #̂!*和)" "̂:j# #̂$*N5,"总体比较差异有统
计学意义)Ul:" $̂6"Ei# #̂"*"其中模型对照组 M7d

活力较空白对照组明显降低"各浓度秦皮乙素组 M7d

活力较模型对照组明显升高"差异均有统计学意义
)均 Ei# #̂"*)图 :M*'
<3[4各处理组细胞内 VXPAUR活力比较

空白对照组&模型对照组&6# !&/)5̀ 秦皮乙素

组&:# !&/)5̀ 秦皮乙素组&@# !&/)5̀ 秦皮乙素组和
"## !&/)5̀ 秦皮乙素组 VXPAUR活力水平分别为
) !6 6̂! j8 "̂# *& ) "6 :̂" j# @̂: *& ) 8# >̂8 j6 6̂@ *&
)8# @̂!j6 #̂>*&)8# 9̂$j" !̂8*和)8" 9̂$j" $̂@*N5,"

总体比较差异有统计学意义)Ul8@ 8̂""Ei# #̂"*"其
中模型对照组 VXPAUR活力较空白对照组明显降低"

各浓度秦皮乙素组 VXPAUR活力较模型对照组明显升
高"差异均有统计学意义)均 Ei# #̂"*)图 :;*'
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图 >6各组细胞内 DK5水平&）BK活力&F5M活力&S）组?!H 活力
比较4与空白对照组比较"'Ei# #̂"b与模型对照组比较"LEi# #̂"4
"#空白对照组b6#模型对照组b8#6# !&/)5̀ 秦皮乙素组b:#:# !&/)5̀
秦皮乙素组b!#@# !&/)5̀ 秦皮乙素组b$#"## !&/)5̀ 秦皮乙素组

)单因素方差分析";H++ECCA-检验"#l8*47#各组 b;7水平比较4
S#各组 X<;活力比较4M#各组 M7d活力比较4;#各组 VXPAUR活
力比较4b;7#丙二醛bX<;#超氧化物歧化酶bM7d#过氧化氢酶b
VXPAUR#谷胱甘肽过氧化物酶
:&(3"*> 6 F#$1,"&+&#'#2%)*DK5 0*/*0+" ）BK ,-%&/&%&*+" F5M
,-%&/&%&*+"S）组?!H ,-%&/&%&*+,$#'( .&22*"*'%("#31+4M/&G'KE. *(CD
CDEL)'+T 2/+CK/),K/HG"'Ei# #̂"b 2/&G'KE. *(CD CDE&/.E)2/+CK/)
,K/HG"LEi# #̂" 4 "#L)'+T 2/+CK/),K/HGb 6# &/.E)2/+CK/),K/HGb
8#6# !&/)5̀ EI2H)EC(+ ,K/HGb:#:# !&/)5̀ EI2H)EC(+ ,K/HGb!#@# !&/)5̀
EI2H)EC(+ ,K/HGb $#"## !&/)5̀ EI2H)EC(+ ,K/HG ) <+EA*'- 7W<[7"
;H++ECCA-CEIC"#l8*47#M/&G'K(I/+ /FCDEb;7)EOE)I4S#M/&G'K(I/+
/FCDEX<;'2C(O(C(EI4M#M/&G'K(I/+ /FCDEM7d'2C(O(C(EI4;#M/&G'K(I/+
/FCDEVXPAUR'2C(O(C(EI4 b;7# &')/+.(').ED-.Eb X<;# IHGEK/R(.E
.(I&HC'IEbM7d#2'C')'IEbVXPAUR#,)HC'CD(/+EGEK/R(.'IE
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=6讨论

7b;以 ]U%层变薄&萎缩&渗漏为早期病理改
变"进而导致无法逆转的光感受器细胞损伤' 在 ]U%
层发生病理改变的过程中"氧化损伤起到关键作用"过
多的 ]<X 造成脂质氧化并沉积于黄斑"导致 7b;病
理进展

+ "9, ' 对 7b;治疗手段的研究已经成为热点"
方法包括抗炎&抗氧化&神经保护及诱导干细胞分化为
]U%细胞及光感受器细胞等' 临床上服用抗氧化剂
和臭氧自血疗法均对 7b;患者的视力有明显改善作
用

+ 6#, ' 褪黑素&槲皮素&叶黄素等抗氧化剂已经成为
抗 7b;药物研发的方向之一 + 6"\68, '

本研究结果发现"# #̂"p"## #̂# !&/)5̀ 秦皮乙素
作用于 7]U%A"9 细胞 6: D 对细胞活力无明显影响(
9## !&/)5̀ CASPU单独作用 7]U%A"9 细胞 : D 造成约
!#h的 细 胞 存 活 力 下 降( 然 而 CASPU联 合 6# p
"## !&/)5̀秦皮乙素同时作用 : D 后细胞存活率明显
提高"氧化损伤明显减轻' 本实验结果表明" 在
7]U%A"9 细胞氧化损伤前给药秦皮乙素和损伤的同
时给药秦皮乙素均具有显著的抗细胞氧化作用"具体
体现在能够显著清除 ]<X&减少过氧化脂质 b;7的
产生"并且能够显著提高细胞内分解过氧化氢的 M7d
酶活性&能清除超氧自由基的 X<;酶活性以及能解除
过氧化物毒性并促进过氧化氢分解的 VXPAUR酶活
性' 在其他疾病模型的研究报道中"秦皮乙素具有清
除 ;UUP自由基&羟自由基和 ]<X 的作用 + "#"6:, "其抗
氧化作用与调节 WKFA6 信号通路而影响 Wq<" 的表达
有关

+ "", "而对 WKFA6 的调节作用可通过直接结合
e%7U" 实现 + 6!, ' 研究表明"秦皮乙素可抑制 YE+C/+
反应中的氧化还原平衡相关的铁离子反应"进而抑制
]<X 的产生" 其总抗氧化能力约为维生素 %的
8 倍 + 6$, '

细胞内抗氧化系统可分为内源性和外源性抗氧化

物质' 内源性抗氧化剂包括抗氧化酶类 )如 X<;&
M7d&VXPAUR*和非酶类"外源性抗氧化剂包括一些食
物获得性的物质"如酚类&黄酮&维生素等 + 6>, ' X<;&
M7d和 VXPAUR是在生物体内起到调节氧化还原平衡
的重要抗氧化酶

+ 6@\69, ' 秦皮乙素为外源性香豆素类
抗氧化剂

+ 8#, ' 本研究表明"秦皮乙素抑制 ]<X 产生"
并且在细胞内促进内源性抗氧化酶的表达"进一步清
除 ]<X"减少细胞的氧化损伤' 秦皮乙素可从多个方
面发挥抗氧化作用' 同时本研究发现秦皮乙素对氧化
损伤后的 7]U%A"9 细胞不具有保护作用' 此外"本研
究发现秦皮乙素先于CASPU给药后加CASPU与秦皮乙

素和 CASPU同时给药显示出相似的抗氧化损伤作用'
以上结果表明"秦皮乙素的抗氧化作用可能依赖于细
胞自身的相关活性分子"一旦细胞自身的抗氧化系统
失衡"秦皮乙素将不能发挥其抗氧化作用' 正如其他
研究模型所报道的"秦皮乙素的作用可能与影响体内
最重要的抗氧化转录因子WKF6 有关"但在7]U%A"9 细
胞中仍需要进一步研究验证'

本研究发现秦皮乙素对氧化损伤的 7]U%A"9 细
胞具有保护作用"通过清除 ]<X&减少 b;7"促进抗氧
化酶 X<;&M7d及 VXPAUR的活性发挥其抗氧化作用'
近年来"在眼科相关的模型中"有文献报道了在脂多糖
处理的 7]U%A"9 细胞模型中"秦皮乙素减少了模型细
胞的凋亡和坏死"降低了白细胞介素 "")(+CEK)EHT(+A
"""=̀A""*&=̀A$ 和 =̀A"6 的 &]W7水平 + 8", ' 在泪腺
摘除的兔干眼动物模型中"秦皮乙素通过调节炎性相
关因子 =̀A"#&=̀A""&肿瘤坏死因子A#的表达发挥抗
炎作用"从而减轻干眼症状 + 86, ' 本研究结果表明"秦
皮乙素对视网膜色素上皮细胞也能发挥抗氧化作用"
保护氧化损伤的 7]U%A"9 细胞"为将来秦皮乙素在视
网膜氧化损伤相关眼病"尤其是 7b;的治疗应用前
景提供了一定的实验依据'
利益冲突4所有作者声明不存在利益冲突
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