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!!$摘要%!目的!研究驻景丸加减方含药血清对过氧化氢&fKGK '诱导的人视网膜色素上皮&F73&'D/=

细胞上皮b间质转化&&\>'的作用及其机制(!方法!选取 K 月龄 Z3[级雌性 Z6大鼠 "# 只"采用随机数字
表法将其随机分为空白对照组和驻景丸加减方组"每组 /; 只"分别给予生理盐水和驻景丸加减方连续灌胃
E L"以制备空白血清和含药血清( 采用 Z6大鼠制备驻景丸加减方含药血清( 将 F73&D/= 细胞分为正常对
照组"模型对照组"空白血清组"K];^);]#^)/#]#^含药血清组"ZeK/0E0" 组和 ZeK/0E0"d含药血清组*其中
前 K个组均于正常培养基中培养"后 0 个组分别于含空白大鼠血清培养基)相应浓度含药血清培养基)/# #',*<c
Z̀CD" 抑制剂 ZeK/0E0" 培养基以及 /# #',*<cZeK/0E0"d/#]#^的含药血清培养基中培养*正常对照组常规
培养"其他各组先常规培养 K% N"后加入终浓度 K## #',*<c的 fKGK 继续培养 K% N( 采用细胞计数试剂盒D$
&44CD$'法检测细胞活性*>-(J5WO**法检测细胞迁移能力*64[fD6F法检测细胞内活性氧簇&7GZ'含量*硫
化巴比妥酸法检测细胞内丙二醛&\6F'含量*gO5MO-J V*,M法检测细胞中 8-TK 通路相关蛋白核因子 &K 相关
因子 K&8-TK')血红素加氧酶 /&fGD/')醌氧化还原酶 /&8mGD/'和 &\>相关蛋白转化生长因子 "K& >̀ [D

"K')蛋白激酶 e&FC>')糖原合成酶激酶 ""& Z̀CD""')5J()*家族锌指转录因子 /&Z8FHc/')!平滑肌肌动蛋
白&!DZ\F')上皮钙黏蛋白&&D2(LNO-)J'的表达(!结果!空白血清组)K];^);]#^)/#]#^组细胞存活率总体
比较差异无统计学意义&7t#]/0""Ru#]#;'( 正常对照组)模型对照组)K];^含药血清组);]#^含药血清组)
/#]#^含药血清组细胞存活率分别为&/##];#{;]=/'^)&0#]$E{%]"#'^)&E"]KE{%]%0'^)&$#]E"{;]0E'^

和&$=]=#{%]=E'^"正常对照组)模型对照组)空白血清组)K];^含药血清组);]#^含药血清组和 /#]#^含药
血清组细胞迁移数分别为&$%]0E{$]""')&KKK]""{/"];$')&K/;]0E{/#]#K')&/E%]0E{/#]0#')&/%"]0E{$]#K'

和&/#E]0E{0]00'个<视野"总体比较差异均有统计学意义&7tK0]0K$)==]K$="均 Ro#]#/'( 模型对照组细
胞内 7GZ 和 \6F含量较正常对照组显著增加"差异均有统计学意义&均 Ro#]#/'*各含药血清组细胞内 7GZ

和 \6F含量均较模型对照组显著减少"差异均有统计学意义 &均 Ro#]#/'( 模型对照组细胞内 Z8FHc/)

!DZ\F)>̀ [D"K)PDFC>及 PD̀ZCD""蛋白相对表达量明显多于正常对照组和各浓度含药血清组"&D2(LNO-)J

蛋白相对表达量明显少于正常对照组和各浓度含药血清组"差异均有统计学意义&均 Ro#]#;'( 与正常对照
组比"模型对照组细胞质 8-TK 蛋白相对表达量降低"细胞核 8-TK)fGD/ 和 8mGD/ 蛋白相对表达量升高"差异
均有统计学意义&均 Ro#]#;'*与模型对照组比"各含药血清组细胞质 8-TK 蛋白相对表达量降低"细胞核
8-TK)fGD/ 和 8mGD/ 蛋白相对表达量升高"差异均有统计学意义&均 Ro#]#/'( 与模型对照组相比"ZeK/0E0"

组细胞质 8-TK 蛋白相对表达量降低"细胞核 8-TK 蛋白相对表达量升高"差异均有统计学意义&均 Ro#]#;'*与
ZeK/0E0" 组相比"ZeK/0E0"d含药血清组细胞质 8-TK)Z8FHc/ 和 !DZ\F蛋白相对表达量降低"细胞核 8-TK 和
&D2(LNO-)J 蛋白相对表达量升高"差异均有统计学意义&均 Ro#]#;'(!结论!驻景丸加减方含药血清抑制
fKGK 诱导的 F73&D/= 细胞 &\>"可能与 FC><̀ZCD""通路的抑制及 8-TK 信号通路的激活有关(!

$关键词%!黄斑变性* 氧化应激* 上皮b间质转化* 驻景丸加减方* 视网膜色素上皮细胞
基金项目! 国家自然科学基金项目 &$K#E%/EE'* 江苏省重点研发项目 &e&K#/$E;E'* 常州市第十七

批科技计划 &应用基础研究指导性 ' 项目 &4?K#K#=##"'* 常州市卫生健康委青苗人才培养工程项目
&4Bm\K#K#//0'* 常州市卫生健康委青年人才科技项目 &m8K#K#;%'* 江苏省中医院溧阳分院院内课题项
目 &@8K#/$#//'
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"!2*'1&%'#4G2H-%'$I-4>,5MSLUMNOOTTO2M,TBNS?)JQP)**R(-)(JMT,-'S*('OL)2(MOL 5O-S' ,J NUL-,QOJ

PO-,+)LO&fKGK'D)JLS2OL OP)MNO*)(*D'O5OJ2NU'(*M-(J5)M),J &&\>' ,TNS'(J -OM)J(*P)Q'OJMOP)MNO*)(*&F73&D/='

2O**5(JL )M5'O2N(J)5'1!J-'.(,*!>N)-MUTO'(*OZ3[Q-(LOZ6-(M5(QOL K ',JMN5,*L WO-O5O*O2MOL1>NO-(M5

WO-O-(JL,')kOL )JM,V*(JX 2,JM-,*Q-,SP (JL BNSI)JQP)**R(-)(JMT,-'S*(Q-,SP (22,-L)JQM,-(JL,' JS'VO-M(V*O

'OMN,L"W)MN /; )J O(2N Q-,SP"WN)2N WO-O)JM-(Q(5M-)2(**U(L')J)5MO-OL W)MN J,-'(*5(*)JO(JL BNS?)JQP)**R(-)(JM

T,-'S*(5,*SM),J T,-E L(U5(22,-L)JQ*UM,P-OP(-OV*(JX 2,JM-,*5O-S' (JL 'OL)2(MOL 5O-S'1BNS?)JQP)**R(-)(JM

T,-'S*('OL)2(MOL 5O-S'W(5P-OP(-OL W)MN Z6-(M51F73&D/= 2O**5WO-OL)R)LOL )JM,J,-'(*2,JM-,*Q-,SP"',LO*

2,JM-,*Q-,SP"V*(JX 5O-S'Q-,SP (5WO**(5K];^";]#^ (JL /#]#^ 'OL)2(MOL 5O-S'Q-,SP5"ZeK/0E0" Q-,SP (JL

ZeK/0E0"d'OL)2(MOL 5O-S'Q-,SP18,-'(*(JL V*(JX 2,JM-,*Q-,SP5WO-O2S*MS-OL )J J,-'(*2S*MS-O'OL)S'"WN)*O

MNO,MNO-5)+Q-,SP5WO-O2S*MS-OL )J V*(JX -(M5O-S' 'OL)S'" 'OL)2(MOL 5O-S' 'OL)S' ,T2,--O5P,JL)JQ

2,J2OJM-(M),J" /# #',*<c ZeK/0E0" 'OL)S' (JL /# #',*<c ZeK/0E0" d/#]#^ 'OL)2(MOL 5O-S' 'OL)S'"

-O5PO2M)RO*U18,-'(*2,JM-,*Q-,SP W(5-,SM)JO*U2S*MS-OL"WN)*OMNO,MNO-Q-,SP5WO-O-,SM)JO*U2S*MS-OL T,-K% N,S-5"

(JL MNOJ (LLOL W)MN fKGK W)MN MNOT)J(*2,J2OJM-(M),J ,TK## #',*<cT,-K% N,S-514O**R)(V)*)MUW(5(55O55OL VU2O**

2,SJM)JQX)MD$ &44CD$' (55(U"(JL 2O**')Q-(M),J (V)*)MUW(5LOMO2MOL VU>-(J5WO**(55(U1HJM-(2O**S*(--O(2M)RO,+UQOJ

5PO2)O5&7GZ' *ORO*W(5LOMO2MOL VUL)2N*,-,DL)NUL-,DT*S,-O52O)J L)(2OM(MO&64[fD6F' (55(U"(JL \6F*ORO*W(5

)LOJM)T)OL VU5S*TNUL-U*V(-V)MS-)2(2)L (55(U1>NOO+P-O55),J *ORO*5,T8-TK P(MNW(U-O*(MOL P-,MO)J5)J2*SL)JQJS2*O(-

T(2M,-O-UMN-,)L KD-O*(MOL T(2M,-K &8-TK'"NO'O,+UQOJ(5OD/ &fGD/'"YS)J,JO,+)L,-OLS2M(5O/ &8mGD/' (JL &\>D

-O*(MOL P-,MO)J5)J2*SL)JQM-(J5T,-')JQQ-,WMN T(2M,-D"K & >̀ [D"K'" P-,MO)J X)J(5Oe &FC>'"Q*U2,QOJ 5UJMN(5O

X)J(5OD""& Z̀CD""'"5J()*T(')*Uk)J2T)JQO-/ & Z8FHc/'"!D5',,MN 'S52*O(2M)J &!DZ\F'"OP)MNO*)(*2(LNO-)J

&&D2(LNO-)J' )J 2O**5WO-O'O(5S-OL VUWO5MO-J V*,M(55(U1>NOS5O(JL 2(-O,T(J)'(*52,'P*)OL W)MN 7OQS*(M),J5T,-

MNOFL')J)5M-(M),J ,TFTT()-54,J2O-J)JQ&+PO-)'OJM(*FJ)'(*51!;-*+#'*!>NO-OW(5J,5)QJ)T)2(JML)TTO-OJ2O)J 2O**

5S-R)R(*-(MO(',JQV*(JX 5O-S'Q-,SP"K];^";]#^ (JL /#]#^ 'OL)2(MOL 5O-S'Q-,SP5&7t#]/0""Ru#]#;'1>NO

2O**5S-R)R(*-(MO5WO-O & /##];# {;]=/ '^" & 0#]$E {%]"# '^" & E"]KE {%]%0 '^" & $#]E"{;]0E '^ (JL

&$=]=#{%]=E'^ )J J,-'(*2,JM-,*Q-,SP"',LO*2,JM-,*Q-,SP"K];^";]#^ (JL /#]#^ 'OL)2(MOL 5O-S'Q-,SP5"

(JL MNOJS'VO-,T')Q-(M)JQ2O**5W(5& $%]0E{$]""'"& KKK]""{/"];$'"& K/;]0E{/#]#K'"& /E%]0E{/#]0#'"

&/%"]0E{$]#K' (JL & /#E]0E{0]00' P25<R)5S(*T)O*L )J J,-'(*2,JM-,*Q-,SP"',LO*2,JM-,*Q-,SP"V*(JX 5O-S'

Q-,SP"K];^";]#^ (JL /#]#^ 'OL)2(MOL 5O-S'Q-,SP5"-O5PO2M)RO*U"W)MN 5)QJ)T)2(JML)TTO-OJ2O5(',JQMNOQ-,SP5

&7tK0]0K$"==]K$=*V,MN (MRo#]#/'1>NO2,JMOJM5,T7GZ (JL \6F)J ',LO*2,JM-,*Q-,SP WO-O5)QJ)T)2(JM*U

)J2-O(5OL )J 2,'P(-)5,J W)MN J,-'(*2,JM-,*Q-,SP &V,MN (MRo#]#/'1>NO2,JMOJM5,T7GZ (JL \6F,TK];^";]#^

(JL /#]#^ 'OL)2(MOL 5O-S' Q-,SP5WO-O5)QJ)T)2(JM*ULO2-O(5OL )J 2,'P(-)5,J W)MN ',LO*2,JM-,*Q-,SP &(**(M

Ro#]#/'1>NO-O*(M)ROO+P-O55),J *ORO*5,TZ8FHc/" !DZ\F" >̀ [D"K" PDFC> (JL PD̀ZCD"" P-,MO)J5WO-O

5)QJ)T)2(JM*UN)QNO-(JL MNO-O*(M)ROO+P-O55),J *ORO*,T&D2(LNO-)J P-,MO)J W(55)QJ)T)2(JM*U*,WO-)J ',LO*2,JM-,*

Q-,SP 2,'P(-OL W)MN J,-'(*2,JM-,*Q-,SP" K];^" ;]#^ (JL /#]#^ 'OL)2(MOL 5O-S' Q-,SP5&(**(MRo#]#;'1

4,'P(-OL W)MN J,-'(*2,JM-,*Q-,SP"MNO-O*(M)ROO+P-O55),J *ORO*,T2UM,P*(5')28-TK )J ',LO*2,JM-,*Q-,SP W(5

LO2-O(5OL"WN)*OMNO-O*(M)ROO+P-O55),J *ORO*5,TJS2*O(-8-TK"fGD/ (JL 8mGD/ WO-O)J2-O(5OL"(JL MNOL)TTO-OJ2O5

WO-O5M(M)5M)2(**U5)QJ)T)2(JM&(**(MRo#]#;'14,'P(-OL W)MN ',LO*2,JM-,*Q-,SP"MNO-O*(M)ROO+P-O55),J *ORO*5,T

2UM,P*(5')28-TK )J K];^";]#^ (JL /#]#^ 'OL)2(MOL 5O-S'Q-,SP5WO-O-OLS2OL"(JL MNO-O*(M)ROO+P-O55),J *ORO*5

,TJS2*O(-8-TK"fGD/ (JL 8mGD/ WO-OOJN(J2OL"(JL MNOL)TTO-OJ2O5WO-O5M(M)5M)2(**U5)QJ)T)2(JM&(**(MRo#]#/'1

4,'P(-OL W)MN ',LO*2,JM-,*Q-,SP" MNO-O*(M)ROO+P-O55),J *ORO*,T2UM,P*(5')28-TK )J ZeK/0E0" Q-,SP W(5

LO2-O(5OL"(JL MNO-O*(M)ROO+P-O55),J *ORO*,TJS2*O(-8-TK W(5)J2-O(5OL"(JL MNOL)TTO-OJ2O5WO-O5M(M)5M)2(**U

5)QJ)T)2(JM&V,MN (MRo#]#;'14,'P(-OL W)MN ZeK/0E0" Q-,SP"MNO-O*(M)ROO+P-O55),J *ORO*5,T2UM,P*(5')28-TK"
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Z8FHc/ (JL !DZ\F )J ZeK/0E0" d'OL)2(MOL 5O-S' Q-,SP WO-OLO2-O(5OL"(JL MNO-O*(M)ROO+P-O55),J *ORO*5,T

JS2*O(-8-TK (JL &D2(LNO-)J P-,MO)J WO-O)J2-O(5OL" (JL MNOL)TTO-OJ2O5WO-O5M(M)5M)2(**U5)QJ)T)2(JM& V,MN (M

Ro#]#;'1!?()%#+*$()*!BNS?)JQP)**R(-)(JMT,-'S*('OL)2(MOL 5O-S'2(J )JN)V)MfKGKD)JLS2OL &\>)J F73&D

/= 2O**51>NO'O2N(J)5''(UVO-O*(MOL M,MNO)JN)V)M),J ,TFC><̀ZCD""P(MNW(U(JL MNO(2M)R(M),J ,T8-TK 5)QJ(*)JQ

P(MNW(U1

"5-3 6(1,*#4 \(2S*(-LOQOJO-(M),J* G+)L(M)RO5M-O55* &P)MNO*)(*D'O5OJ2NU'(*M-(J5)M),J* BNS?)JQ P)**

R(-)(JMT,-'S*(* 7OM)J(*P)Q'OJMOP)MNO*)(*2O**5

7+),"1(/1&8# 8(M),J(*8(MS-(*Z2)OJ2O[,SJL(M),J ,T4N)J(&$K#E%/EE'* COU7O5O(-2N (JL 6ORO*,P'OJM

3-,Q-(',T?)(JQ5S 3-,R)J2O&e&K#/$E;E'* >NO/EMN e(M2N ,TZ2)OJ2O(JL >O2NJ,*,QU3*(J & S̀)L)JQ3-,IO2M,T

FPP*)OL e(5)27O5O(-2N' ,T4N(JQkN,S &4?K#K#=##"'* @,SMN >(*OJM>-()J)JQ3-,IO2M,T4N(JQkN,S 4,'')55),J ,T

fO(*MN & 4Bm\K#K#//0 '* @,SMN >(*OJMZ2)OJ2O(JL >O2NJ,*,QU3-,IO2M,T4N(JQkN,S 4,'')55),J ,TfO(*MN

&m8K#K#;%'* f,5P)M(*3-,IO2M,Tc)U(JQe-(J2N ,T?)(JQ5S 3-,R)J2Of,5P)M(*,T4N)JO5O\OL)2)JO&@8K#/$#//'

6GH#/#1"E0#<2'(1I12J//;=$=DK#K/#=#ED##;#/

!!视网膜色素上皮&-OM)J(*P)Q'OJMOP)MNO*)S'"73&'
细胞维持光感受器结构和功能的完整"73&细胞的
损害是多种视网膜脉络膜疾病的重要原因"如年龄
相关性黄斑变性 &(QOD-O*(MOL '(2S*(-LOQOJO-(M),J"
F\6' ) 增 生 性 玻 璃 体 视 网 膜 病 变 & P-,*)TO-(M)RO
R)M-O,-OM)J,P(MNU"397'等 + /bK, ( 73&细胞可被各种生
长因 子 和 细 胞 因 子 激 活" 发 生 上 皮 b间 质 转 化
&OP)MNO*)(*D'O5OJ2NU'(*M-(J5)M),J"&\>'"使去分化的
上皮细胞移行)增生并转化为成纤维细胞 + ", ( 研究表
明"核因子 &K 相关因子 K & JS2*O(-T(2M,-O-UMN-,)L
KD-O*(MOL T(2M,-K"8-TK'通路和 &\>均与 F\6发病密
切相关

+ %b;, ( 氧化应激是 73&细胞功能损害的关键
因素"诱导活性氧簇 &-O(2M)RO,+UQOJ 5PO2)O5"7GZ'生
成增加*8-TK 通路作为人体最重要的抗氧化通路"通过
平衡氧化还原状态维持细胞存活和功能完整( 7GZ
能直 接 触 发 转 化 生 长 因 子D"& M-(J5T,-')JQQ-,WMN
T(2M,-D"">̀ [D"'介导的 &\>" >̀ [D"又通过 8F63f
氧化酶 % & J)2,M)J(')LO(LOJ)JOL)JS2*O,M)LOPN,5PN(MO
,+)L(5O%"8GA%'进一步促进线粒体生成 7GZ"形成正
反馈回路

+ 0, ( 在氧化应激状态下"8-TK 通路和 &\>之
间会发生交互作用"8-TK 可直接抑制 5J()*家族锌指转
录因子 /&5J()*T(')*Uk)J2T)JQO-/"Z8FHc/'表达从而
抑制 &\>+ Eb$, *>̀ [D"/ 诱导的细胞 &\>过程中"8-TK

通路的抗氧化作用受到抑制
+ =, ( 驻景丸加减方是治

疗肝肾亏虚内障眼病的代表方剂"对 F\6有一定治
疗作用"但其作用机制仍不清楚"这制约了其在临床推
广应用"也不利于组方优化和疗效提高( 本课题组前
期研究显示"驻景丸加减方可激活视网膜组织 8-TK 通
路"上调下游靶基因血红素氧化酶 /&NO'O,+UQOJ(5OD/"
fGD/')醌氧化还原酶 / & YS)J,JO,+)L,-OLS2M(5O/"
8mGD/'表达"对干性 F\6模型小鼠视网膜有保护作

用
+ /#, ( 基于此"本研究拟观察驻景丸加减方含药血清

对过氧化氢&&NUL-,QOJ PO-,+)LO"fKGK '诱导的 F73&D
/= 细胞 &\>的抑制作用"并探讨相关信号通路"以阐
明驻景丸加减方治疗 F\6的机制"为其临床应用提
供理论依据(

94材料与方法

919!材料
91919!实验动物及细胞!K 月龄 Z3[级 ZP-(QSO
6(W*OU&Z6'雌性大鼠 "# 只"体质量&KK#{K#'Q"由南
通大学实验动物中心提供"许可证号#Z4AC&苏'K#/=D
###/"实验动物的使用遵循我国 1实验动物管理条
例2( F73&D/= 细胞购自美国 F>44公司(
9191<!主要试剂及仪器!驻景丸加减方颗粒剂 &菟
丝子 K# Q)楮实子 K# Q)枸杞子 /K Q)茺蔚子 /; Q)车前
子 /K Q)木瓜 0 Q)河车粉 ; Q)寒水石 /# Q)五味子 0 Q)
生三七 K Q'&江阴天江药业有限公司'*胎牛血清&TOM(*
V,R)JO5O-S'"[eZ')双抗&美国fU4*,JO公司'*糖原合
成酶激酶 &Q*U2,QOJ 5UJMNOM(5OX)J(5O" Z̀C'D" 抑制剂
ZeK/0E0"&美国 \4&公司'*细胞计数试剂盒D$&2O**
2,SJM)JQX)MD$"44CD$' &上海碧云天生物技术有限公
司'*7GZ)丙二醛 &\(*,JL)(*LONULO"\6F'试剂盒*兔
抗人 Z8FHc/ 一抗&"$E=')兔抗人 !D平滑肌肌动蛋白
&!D5',,MN 'S52*O(2M)J"!DZ\F'一抗&/=K%;')鼠抗人
上皮钙黏蛋白 &OOP)MNO*)(*2(LNO-)J"&D2(LNO-)J'一抗
&/%%EK')兔抗人 >̀ [D"K 一抗&$%=/K')兔抗人蛋白激
酶 e&P-,MO)J X)J(5Oe"FC>'一抗&%0$;')兔抗人磷酸
化&PD'FC>一抗&%#0#')兔抗人 Z̀CD""一抗&/K%;0')
兔抗人 PD̀ZCD""一抗 & ;;;$ ')兔抗人 8-TK 一抗
&/KEK/')兔抗人 fGD/ 一抗 & K0%/0')鼠抗人 8mGD/
一抗&"/$E'&美国 4O**Z)QJ(*)JQ>O2NJ,*,QU公司'*过
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氧化物酶标记鼠抗兔 HQ̀ 二抗&52DK";E' &英国 FV2('
公司'( >-(J5WO**小室&美国 4,-J)JQ公司'*可见分光
光度计&南京建成生物工程研究所'*倒置生物显微镜
&德国 cO)2(公司'*流式细胞仪&美国 e6公司'*电泳
系统)凝胶成像系统&美国 e),D7(L 公司'*酶标仪&美
国 ZUJO-QU公司'(
91<!方法
91<19!含药血清的制备!将 Z6大鼠随机分为空白
对照组和驻景丸加减方组"每组 /; 只( 根据人和动物
体表面积折算的等效剂量比率表计算出驻景丸加减方

大鼠给药的等效剂量为 #]= Q<XQ"K '*生理盐水溶解
药物"给予大鼠灌胃给药"空白对照组灌服等量生理盐
水"每日 / 次"连续给药 E L( 末次给药后 / N 股动脉
采血"室温静置 K _% N"于 %q " ### -<')J 离心
/; ')J 取上清液";0 q水浴灭活"#]KK #'滤网除菌
后多管分装"bK# q保存备用(
91<1<!细胞处理及分组!F73&D/= 细胞用含体积分
数 /#^ [eZ 和体积分数 /^双抗的 6\&\<[培养基
于 "E q)体积分数 ;^ 4GK 环境中培育( 待细胞生长
融合达 $#^时进行胰酶消化)传代"选取对数生长期
细胞进行后续实验( 将培养的细胞分为 $ 个组"其中
正常对照组)模型对照组细胞正常培养"空白血清组培
养基中加入空白对照组大鼠血清"含药血清组培养基
中分别加入 K]; )̂;]# )̂/#]#^的含药血清"ZeK/0E0"
组培养基中加入终浓度 /# #',*<cZeK/0E0""ZeK/0E0"d

含药血清组加入 /# #',*<cZeK/0E0" 和 /#]#^的含
药血清( 正常对照组仅常规培养"其他各组先常规培
养 K% N"后加入终浓度 K## #',*<c的 fKGK 继续培养

K% N(
91<1@!44CD$ 法检测细胞活性!取对数期生长的
F73&D/= 细胞"按照 /r/#%

个<孔接种于 =0 孔板"细胞
贴壁后继续培养 K% N"根据分组分别更换空白血清)
K];^含药血清组);]#^含药血清组和 /#^含药血清
组含药浓度血清培养基继续培养 K% N*另取接种的细
胞按照 /1K1K 部分进行分组处理( 每孔中加入 #];^
44CD$ 溶液 K# #*培养 K N"酶标仪测定 %;# J'波长
处的吸光度 &(V5,-V(J2O"Z'值"计算细胞存活率( 细
胞存活率&^'t&F给药bF空白 ' <&F模型bF空白 'r/##^(
91<1A!>-(J5WO**检测 F73&D/= 细胞迁移能力!取对
数生长期 F73&D/= 细胞按 /1K1K 方法进行分组培养"
磷酸盐缓冲液& PN,5PN(MOVSTTO-OL 5(*)JO"3eZ'洗涤细
胞后加入胰酶消化"离心后制成 Kr/#; <'*细胞悬液*
将 >-(J5WO**小室置于 K% 孔板"上室加入 K## #*细胞
悬液"下室加入 $## #*含 [eZ 培养基"培养箱孵育

K% N*吸除上室培养基"转移至甲醛溶液室温固定下表
面细胞 "# ')J"吸干上室固定液后置于结晶紫溶液中"
下表面细胞室温染色 "# ')J"3eZ 洗涤数次"晾干"倒
置显微镜下观察并拍照"计算 K## 倍显微镜下 ; 个视
野平均细胞迁移数(
91<1B!64[fD6F法和硫化巴比妥酸法分别检测
F73&D/= 细胞内 7GZ 和 \6F含量!&/'7GZ 含量测
定!细胞接种至 =0 孔板"按照试剂盒说明书配置试
剂"加入 /# #',*<c64[fD6F于培养基""E q孵育细
胞 "# ')J"/ ###r' 离心收集细胞"用 3eZ 重悬"酶标
仪进行检测"设置最佳激发波长为&;##{/;' J'"最佳
发射波长为&;"#{K#' J'( &K'\6F含量测定!按照
试剂盒说明书配置试剂"将试剂与待测样本混匀后用
保鲜膜扎紧试管口"刺一小孔"=; q沸水浴 %# ')J"冷
却后低速离心"取上清"用可见分光光度计 / 2'光径"
蒸馏水调零"测定 ;"K J'处 Z值(
91<1C!gO5MO-J V*,M法检测 F73&D/= 细胞内 8-TK 通
路相关蛋白和 &\>相关蛋白表达!F73&D/= 细胞按
/1K1K 方法进行分组培养"收集细胞并进行常规裂解)
提取蛋白"其中 8-TK 用细胞核蛋白和细胞质蛋白抽提
试剂盒分别提取蛋白"e4F法测定蛋白浓度( 蛋白样
本于 /## q水浴 /# ')J 蛋白变性后"取 ;# #*上样"用
/## Q<c分离胶);# Q<c浓缩胶电泳"之后转印至硝酸
纤维素膜上*加入一抗&均 / h/ ### 稀释' % q孵育过
夜">eZ>漂洗后加相应二抗& / h; ### 稀释'孵育"化
学发光剂显影"凝胶成像系统获取显影图像( 采用
H'(QO?软件对图像进行灰度分析"以 F̀36f为内参"
核蛋白以 c(')J e为内参"计算各目蛋白相对表达量(
实验独立重复 " 次(
91@!统计学方法

采用 -̀(PN3(L $1# 软件进行统计分析( 本研究
中计量资料经 ZDg检验符合正态分布"以 L{9表示(
各组间不同指标总体差异比较采用单因素方差分析"
多重比较采用 cZ6D4检验( Ro#]#; 为差异有统计学
意义(

<4结果

<19!各浓度含药血清培养细胞存活率比较
各浓度含药血清培养细胞形态扁平且排列较规

则( 空白血清组)K];^含药血清组);]#^含药血清组
和 /#]#^含药血清组细胞常规培养 K% N 时细胞存活
率分 别 为 & /##]0# {E]=# '^) & /#/]KE {$];$ '^)
&/#"]$#{=]=E'^和 & /#;]K#{/#]"%'^"总体比较差
异无统计学意义&7t#]/0""Ru#]#;'&图 /'(
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图 @4各氧化应激组细胞迁移能力m结晶紫 rK##"标尺tK## #''!F#正常对照组细胞迁移数量较少!e#模型对照组存在大量迁移细胞!4#空
白血清组存在大量迁移细胞!6#K];^含药血清组细胞迁移数目较模型对照组减少!&#;]#^含药血清组细胞迁移数目较 K];^含药血清组减
少![#/#1#^含药血清组细胞迁移数目较 ;]#^含药血清组减少! #̀各氧化应激组细胞迁移数比较!7t==]K$="Ro#]#/1与模型对照组比

较"(Ro#]#/m单因素方差分析"cZ6D4检验"$ t"'!/#正常对照组*K#模型对照组*"#空白血清组*%#K];^含药血清组*;#;]#^含药血清组*
0#/#]#^含药血清组
7$/+1-@4?-##8$/1&'$()%&"&%$'3 $),$00-1-)'V<G<F$),+%-,/1(+"* m4-U5M(*R),*OMrK##"V(-tK## #''!F#8,-'(*2,JM-,*Q-,SP!>NO-OWO-OTOW

')Q-(M)JQF73&D/= 2O**5!e#\,LO*2,JM-,*Q-,SP!>NO-OWO-O*(-QOJS'VO-,T')Q-(M)JQF73&D/= 2O**5!4#e*(JX 5O-S' Q-,SP!>NO-OWO-O*,M5,T
')Q-(M)JQF73&D/= 2O**5!6#K];^ 'OL)2(MOL 5O-S'Q-,SP!>NO-OWO-OTOWO-')Q-(M)JQF73&D/= 2O**5MN(J ',LO*2,JM-,*Q-,SP!&#;1#^ 'OL)2(MOL
5O-S'Q-,SP!>NO-OWO-OTOWO-')Q-(M)JQF73&D/= 2O**5MN(J K];^ 'OL)2(MOL 5O-S' Q-,SP![# /#1#^ 'OL)2(MOL 5O-S' Q-,SP!>NO-OWO-OTOWO-
')Q-(M)JQF73&D/= 2O**5MN(J ;1#^ 'OL)2(MOL 5O-S' Q-,SP! #̀4,'P(-)5,J ,TJS'VO-,T')Q-(M)JQ2O**5(',JQL)TTO-OJMfKGKD)JLS2OL Q-,SP5!7t

==]K$="Ro#]#/14,'P(-OL W)MN ',LO*2,JM-,*Q-,SP"(Ro#]#/ mGJODW(UF8G9F"cZ6D4MO5M"$t"'!/#J,-'(*2,JM-,*Q-,SP*K#',LO*2,JM-,*Q-,SP*
"#V*(JX 5O-S'Q-,SP*%#K];^ 'OL)2(MOL 5O-S'Q-,SP*;#;]#^ 'OL)2(MOL 5O-S'Q-,SP*0#/#]#^ 'OL)2(MOL 5O-S'Q-,SP
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图 94各浓度含药血清组细胞存活率比较!7t#]/0""Ru#]#;m单因
素方差分析"$t"'!/#空白血清组*K#K];^含药血清组*"#;]#^含
药血清组*%#/#]#^含药血清组
7$/+1-94?(8"&1$*()(0%-##I$&2$#$'3 &8()/ 0(+1*-1+8/1(+"*6$'.
,$00-1-)',1+/F%()'&$)$)/ %()%-)'1-&'$()*!7t#]/0""Ru#]#; mGJOD
W(UF8G9F" $ t"' !/# V*(JX 5O-S' Q-,SP*K#K];^ 'OL)2(MOL 5O-S'
Q-,SP*"#;]#^ 'OL)2(MOL 5O-S'Q-,SP*%#/#]#^ 'OL)2(MOL 5O-S'Q-,SP
!

<1<!各氧化应激处理组细胞存活率比较
各组检测发现"正常对照组)模型对照组以及

K];^);]#^)/#]#^含药血清组细胞存活率分别为
m/##];#{;]=/' )̂m0#]$E{%]"#' )̂mE"]KE{%]%0' )̂
m$#]E"{;]0E'^和m$=]=#{%]=E'^"总体比较差异有
统计学意义m7tK0]0K$"Ro#]#/'( 与正常对照组相
比"模型对照组细胞存活率显著降低"差异有统计学意
义mRo#]#/'*与模型对照组相比"各浓度含药血清组
细胞存活率明显升高"差异均有统计学意义 m均
Ro#]#;'m图 K'(
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图 <4各氧化应激组细胞存活率比较!7tK0]0K$"Ro#]#/1与正常

对照组比较"(Ro#]#/*与模型对照组比较"VRo#]#;m单因素方差分
析"cZ6D4检验"$t"'!/#正常对照组*K#模型对照组*"#K];^含药
血清组*%#;]#^含药血清组*;#/#]#^含药血清组
7$/+1-< 4 ?(8"&1$*() (0%-##I$&2$#$'3 &8()/ ,$00-1-)'V<G<F

$),+%-,/1(+"*!7tK0]0K$"Ro#]#/!4,'P(-OL W)MN J,-'(*2,JM-,*

Q-,SP"(Ro#]#/*2,'P(-OL W)MN ',LO*2,JM-,*Q-,SP"VRo#]#; mGJODW(U
F8G9F"cZ6D4MO5M" $ t"' !/# J,-'(*2,JM-,*Q-,SP*K#',LO*2,JM-,*
Q-,SP*"#K];^ 'OL)2(MOL 5O-S'Q-,SP*%#;]#^ 'OL)2(MOL 5O-S'Q-,SP*
;#/#]#^ 'OL)2(MOL 5O-S'Q-,SP

!

<1@!各氧化应激处理组细胞迁移能力比较
正常对照组细胞呈多角形"生长规则*模型对照组

和空白血清组细胞形态异常"可见大量细胞迁移和凋
亡m图 "'( 正常对照组)模型对照组)空白血清组及
K];^含药血清);]#^含药血清)/#1#^含药血清组细
胞迁移数分别为 m $%]0E{$]""') m KKK]"" {/"];$')
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&K/;]0E{/#]#K')&/E%]0E{/#]0#')&/%"]0E{$]#K'和
&/#E]0E{0]00'个<视野"总体比较差异有统计学意义
&7t==]K$="Ro#]#/'( 模型对照组细胞迁移数明显
多于正常对照组"差异有统计学意义&Ro#]#/'*各含
药血清组细胞迁移数量明显少于模型对照组"差异均
有统计学意义&Ro#]#/'(
<1A!各氧化应激处理组细胞内 7GZ 和 \6F含量
比较

正常对照组)模型对照组和各浓度含药血清组细
胞内 7GZ 和 \6F含量总体比较差异均有统计学意义
&7t/%#]/00)/EK]$00"均 Ro#]#/'( 模型对照组细胞
内 7GZ 和 \6F含量较正常对照组显著增加"各浓度
含药血清组细胞内 7GZ 和 \6F含量较模型对照组显
著减少"差异均有统计学意义&Ro#]#/'&表 /'(

表 94各氧化应激处理组细胞内 ;GN和 J:!含量比较&!W"'
K&2#-94?(8"&1$*()(0;GN&),J:!%()'-)'*&8()/

,$00-1-)'V<G<F$),+%-,/1(+"*&!W"'

组别 样本量
7GZ 含量

&荧光强度<'Q蛋白'
\6F含量

& J',*<'Q蛋白'

正常对照组 " K ;=%]0E{K"K]$$( /;]E"{/]%E(

模型对照组 " $ =%0]##{%%#]$% ;%]KE{K]0;

K];^含药血清组 " E /;E]##{";;]%$( %;]0E{/]$K(

;]#^含药血清组 " 0 $$/]0E{"";]%%( %K]#"{/]EK(

/#]#^含药血清组 " ; =0#]0E{"/%];0( "E]K#{/]0/(

7值 /%#]/00 /EK]$00

R值 o#]#/ o#]#/

!注#与模型对照组比较"(Ro#]#/ &单因素方差分析"cZ6D4检验'!
7GZ#活性氧簇*\6F#丙二醛
!8,MO#4,'P(-OL W)MN ',LO*2,JM-,*Q-,SP"(Ro#]#/ &GJODW(UF8G9F"
cZ6D4MO5M'!7GZ#-O(2M)RO,+UQOJ 5PO2)O5*\6F#'(*,JL)(*LONULO

<1B!各氧化应激处理组细胞中 &\>及氧化应激通路
相关蛋白表达量比较

<1B19!各组细胞内 &\>相关蛋白表达比较!在各氧
化应激处理组中"模型对照组 Z8FHc/ 和 !DZ\F蛋白
条带灰度最强"&D2(LNO-)J 蛋白条带灰度最弱*/#]#^
含药血清组 Z8FHc/ 和 !DZ\F蛋白条带灰度最弱"
&D2(LNO-)J 蛋白条带灰度最强&图 %'( 正常对照组)模
型对照组和 " 个含药血清组细胞 Z8FHc/)!DZ\F和
&D2(LNO-)J 蛋白相对表达量总体比较差异均有统计学
意义&7tKK]"KK)%%]"/#)E"]/=%"均 Ro#]#/'( 与正
常对照组比较"模型对照组 Z8FHc/)!DZ\F蛋白相对
表达量显著升高"&D2(LNO-)J 蛋白相对表达量显著降
低"差异均有统计学意义&均 Ro#]#/'*与模型对照组

比较"各含药血清组 Z8FHc/)!DZ\F蛋白相对表达量
明显下降"&D2(LNO-)J 蛋白相对表达量明显升高"差异
均有统计学意义&均 Ro#]#;'&表 K'(

SNAIL1

α�SMA

E�cadherin

GAPDH

1 2 3 4 5

图 A4各组细胞内 NR!QX9)!FNJ!)=F%&,.-1$)蛋白表达电泳图!
/#正常对照组*K#模型对照组*"#K];^含药血清组*%#;]#^含药血
清组*;#/#]#^含药血清组!Z8FHc/#5J()*家族锌指转录因子 /*
!DZ\F#!D平滑肌肌动蛋白*&D2(LNO-)J#上皮钙黏蛋白* F̀36f#甘油
醛D"D磷酸脱氢酶
7$/+1-A4=#-%'1(".(1-'(/1&8 (0NR!QX9"!FNJ! &),=F%&,.-1$)
"1('-$)*$)0$I-/1(+"*! /# J,-'(*2,JM-,*Q-,SP* K# ',LO*2,JM-,*
Q-,SP*"#K];^ 'OL)2(MOL 5O-S'Q-,SP*%#;]#^ 'OL)2(MOL 5O-S'Q-,SP*
;#/#]#^ 'OL)2(MOL 5O-S'Q-,SP!Z8FHc/#5J()*T(')*Uk)J2T)JQO-/*
!DZ\F#!D5',,MN 'S52*O(2M)J*&D2(LNO-)J#OP)MNO*)(*2(LNO-)J* F̀36f#
Q*U2O-(*LONULOD"DPN,5PN(MOLONUL-,QOJ(5O!

表 <4各组细胞内 NR!QX9)!FNJ!)=F%&,.-1$)蛋白
相对表达量比较&!W"'

K&2#-<4?(8"&1$*()(01-#&'$I-"1('-$)-E"1-**$()#-I-#*(0
NR!QX9"!FNJ!&),=F%&,.-1$)&8()/ 0$I-/1(+"*&!W"'

组别 样本量 Z8FHc/ !DZ\F &D2(LNO-)J

正常对照组 " #];K{#]#%( #]"${#]#"( #]$;{#]#%(

模型对照组 " #]$={#]#$ #]0E{#]#K #]%;{#]#"

K];^含药血清组 " #]EK{#]#0( #];${#]#%( #]0K{#]#"(

;]#^含药血清组 " #];={#]#0( #];#{#]#%( #]E%{#]#%(

/#1#^含药血清组 " #];"{#]#;( #]%#{#]#"( #]$%{#]#%(

7值 KK]"KK %%]"/# E"]/=%

R值 o#]#/ o#]#/ o#]#/

!注#与模型对照组比较"(Ro#]#/ &单因素方差分析"cZ6D4检验'!
Z8FHc/#5J()*家 族 锌 指 转 录 因 子 /* !DZ\F# !D平 滑 肌 肌 动 蛋 白*
&D2(LNO-)J#上皮钙黏蛋白
!8,MO#4,'P(-OL W)MN ',LO*2,JM-,*Q-,SP"(Ro#]#/ &GJODW(UF8G9F"
cZ6D4MO5M'!Z8FHc/#5J()*T(')*Uk)J2T)JQO-/*!DZ\F#!D5',,MN 'S52*O
(2M)J*&D2(LNO-)J#OP)MNO*)(*2(LNO-)J

<1B1<!各组细胞内 FC><̀ZCD""信号通路相关蛋白
表达比较!在各氧化应激处理组中"模型对照组细胞
>̀ [D"K) PDFC>和 PD̀ZCD""蛋白条带灰度最强*
/#]#^含药血清组细胞 >̀ [D"K) PDFC>和 PD̀ZCD""
蛋白条带灰度最弱*各组细胞 FC>和 Z̀CD""蛋白条
带灰度无明显差异 &图;' (正常对照组 )模型对照组

!$/#/! 中华实验眼科杂志 K#KK 年 // 月第 %# 卷第 // 期!4N)J ?&+P GPNMN(*',*"8,RO'VO-K#KK"9,*1%#"8,1//
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表 @4各组细胞内 KM7F"<)!5K)"F!5K)MN5F@")"FMN5F@"蛋白相对表达量比较&!W"'
K&2#-@4?(8"&1$*()(01-#&'$I-"1('-$)-E"1-**$()#-I-#*(0KM7F"<"!5K""F!5K"MN5F@"&),"FMN5F@"&8()/ 0$I-/1(+"*&!W"'

组别 样本量 >̀ [D"K FC> PDFC> Z̀CD"" PD̀ZCD""

正常对照组 " #]%%{#]#"( #]=E{#]#E #]%${#]#%( /]#%{#]#$ #]%"{#]#"(

模型对照组 " /]K"{#]#E #]=0{#]#E /]#E{#]#E /]##{#]#E #]=#{#]#%

K];^含药血清组 " /]#%{#]#%( #]=K{#]#0 #]$={#]#;( /]#/{#]#= #]0={#]#"(

;]#^含药血清组 " /]#/{#]#;( #]$={#]#% #]0E{#]#;( /]#K{#]#$ #]0%{#]#"(

/#]#^含药血清组 " #]0${#]#;( #]=0{#]#; #]0"{#]#"( #]=E{#]#0 #]%%{#]#"(

7值 /"$]"=# /]/%# 0E]0%; #]"K/ //0]$K;

R值 o#]#/ u#]#; o#]#/ u#]#; o#]#/

!注#与模型对照组比较"(Ro#]#/&单因素方差分析"cZ6D4检验'!>̀ [D"K#转化生长因子D"K*FC>#蛋白激酶 e*PDFC>#磷酸化 FC>* Z̀CD""#糖原
合成酶激酶 ""*PD̀ZCD""#磷酸化 Z̀CD""
!8,MO#4,'P(-OL W)MN ',LO*2,JM-,*Q-,SP (Ro#]#/ &GJODW(UF8G9F"cZ6D4MO5M'!>̀ [D"K#M-(J5T,-')JQQ-,WMN T(2M,-D"K*FC>#P-,MO)J X)J(5Oe*PDFC>#
PN,5PN,-U*(MOL FC>* Z̀CD""#Q*U2,QOJ 5UJMN(5OX)J(5OD""*PD̀ZCD""#PN,5PN,-U*(MOL Z̀CD""

和 " 个含药血清组细胞 >̀ [D"K)PDFC>和 PD̀ZCD""
蛋白相对表达量总体比较差异均有统计学意义 &7t
/"$]"=#)0E]0%;)//0]$K;"均 Ro#]#/'( 与正常对照
组相比"模型对照组 >̀ [D"K)PDFC>)PD̀ZCD""蛋白相
对表 达 量 显 著 升 高" 差 异 均 有 统 计 学 意 义 &均
Ro#]#/'*与模型对照组相比"各含药血清组 >̀ [D"K)
PDFC>)PD̀ZCD""蛋白相对表达量显著降低"差异均
有统计学意义&均 Ro#]#/'( 各组细胞 FC>) Z̀CD""
蛋白相对表达量差异均无统计学意义 &7t/]/%#)
#]"K/"均 Ru#]#;'&表 "'(

TGF�β2

p�AKT

AKT

p�GSK�3β

GSK�3β

GAPDH

1 2 3 4 5

图 B4各组细胞内 KM7F"<)!5K)"F!5K)MN5F@")"FMN5F@"蛋白
表达电泳图!/#正常对照组*K#模型对照组*"#K];^含药血清组*%#
;]#^含药血清组*;#/#1#^含药血清组!>̀ [D"K#转化生长因子D
"K*FC>#蛋白激酶 e*PDFC>#磷酸化 FC>* Z̀CD""#糖原合成酶激酶
""*PD̀ZCD""#磷酸化 Z̀CD""* F̀36f#甘油醛D"D磷酸脱氢酶
7$/+1-B4=#-%'1(".(1-'(/1&8 (0KM7F"<"!5K""F!5K"MN5F@"
&),"FMN5F@""1('-$)*$)0$I-/1(+"*!/# J,-'(*2,JM-,*Q-,SP* K#
',LO*2,JM-,*Q-,SP*"#K];^ 'OL)2(MOL 5O-S'Q-,SP*%#;]#^ 'OL)2(MOL
5O-S'Q-,SP*;# /#]#^ 'OL)2(MOL 5O-S' Q-,SP! >̀ [D"K#M-(J5T,-')JQ
Q-,WMN T(2M,-D"K*FC># P-,MO)J X)J(5Oe* PDFC># PN,5PN,-U*(MOL FC>*
Z̀CD""#Q*U2,QOJ 5UJMN(5OX)J(5OD""* PD̀ZCD""# PN,5PN,-U*(MOL Z̀CD

""* F̀36f#Q*U2O-(*LONULOD"DPN,5PN(MOLONUL-,QOJ(5O

<1B1@!各组细胞内 8-TK 通路相关蛋白表达比较!在
各氧化应激处理组中"正常对照组细胞质 8-TK 蛋白条
带灰度最强"细胞核 8-TK)fGD/ 和 8mGD/ 蛋白条带灰
度最弱*/#]#^含药血清组细胞质 8-TK 蛋白条带灰度
最弱"细胞核 8-TK)fGD/ 和 8mGD/ 蛋白条带灰度最强
&图 0'( 正常对照组)模型对照组和各浓度含药血清
组细胞质 8-TK)fGD/)8mGD/ 和细胞核 8-TK 蛋白相对
表达量总体比较差异均有统计学意义 &7t0%]#K0)
";]0$0)K#=]E/=)E"]$%E"均 Ro#]#/'( 与正常对照组
相比"模型对照组细胞质中8-TK蛋白相对表达量降低"

HO�1

NQO�1

GAPDH

1 2 3 4 5

Nrf2

GAPDH

Nrf2

LaminB

细胞质

细胞核

图 C4各组细胞内细胞质 R10<)VGF9)RYGF9 和细胞核 R10< 蛋白表
达电泳图!/#正常对照组* K#模型对照组* "# K];^含药血清组*
%#;]#^含药血清组*;#/#]#^含药血清组!8-TK#核因子 &K 相关因
子 K*fGD/#血红素氧化酶 /* F̀36f#甘油醛D"D磷酸脱氢酶*8mGD/#
醌氧化还原酶 /
7$/+1-C4=#-%'1(".(1-'(/1&8 (0%3'("#&*8$%R10<"VGF9"RYGF9
&),)+%#-&1R10< $)0$I-/1(+"*!/# J,-'(*2,JM-,*Q-,SP* K#',LO*
2,JM-,*Q-,SP*"#K];^ 'OL)2(MOL 5O-S'Q-,SP*%#;]#^ 'OL)2(MOL 5O-S'
Q-,SP*;#/#1#^ 'OL)2(MOL 5O-S'Q-,SP!8-TK#JS2*O(-T(2M,-O-UMN-,)L
KD-O*(MOL T(2M,-K* fGD/# NO'O,+UQOJ(5OD/* F̀36f# Q*U2O-(*LONULOD"D
PN,5PN(MOLONUL-,QOJ(5O*8mGD/#YS)J,JO,+)L,-OLS2M(5O/

!=/#/!中华实验眼科杂志 K#KK 年 // 月第 %# 卷第 // 期!4N)J ?&+P GPNMN(*',*"8,RO'VO-K#KK"9,*1%#"8,1//
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表 A4各组细胞内 R10<)VGF9)RYGF9 蛋白相对表达量比较&!W"'
K&2#-A4?(8"&1$*()(01-#&'$I-"1('-$)-E"1-**$()#-I-#*(0R10<"VGF9 &),RYGF9

&8()/ 0$I-/1(+"*&!W"'

组别 样本量 细胞质 8-TK 细胞核 8-TK fGD/ 8mGD/

正常对照组 " #]=0{#]#;( #];%{#]#%( #]$K{#]#%( #]KK{#]#%(

模型对照组 " #]$/{#]#0 #]0E{#]#; #]=%{#]#% #]"K{#]#%
K];^含药血清组 " #];${#]#;( #]=K{#]#;( /]#${#]#;( #];={#]#%(

;]#^含药血清组 " #]%0{#]#;( /]#0{#]#;( /]/;{#]#;( #]=K{#]#;(

/#]#^含药血清组 " #]%K{#]#;( /]#={#]#0( /]/${#]#;( /]//{#]#0(

7值 0%]#K0 E"]$%E ";]0$0 K#=]E/=
R值 o#]#/ o#]#/ o#]#/ o#]#/

!注#与模型对照组比较"(Ro#]#;&单因素方差分析"cZ6D4检验'!8-TK#核因子 &K 相关因子 K*fGD/#血红
素氧化酶 /*8mGD/#醌氧化还原酶 /
!8,MO#4,'P(-OL W)MN ',LO*2,JM-,*Q-,SP"(Ro#]#; &GJODW(UF8G9F"cZ6D4MO5M'!8-TK#JS2*O(-T(2M,-O-UMN-,)L
KD-O*(MOL T(2M,-K*fGD/#NO'O,+UQOJ(5OD/*8mGD/#YS)J,JO,+)L,-OLS2M(5O/

表 B4各组细胞内 R10<)NR!QX9)!FNJ!和 =F%&,.-1$)蛋白相对表达量比较&!W"'
K&2#-B4?(8"&1$*()(01-#&'$I-"1('-$)-E"1-**$()#-I-#*(0R10<"NR!QX9"!FNJ!&),=F%&,.-1$)&8()/ 0(+1/1(+"*&!W"'

组别 样本量 细胞质 8-TK 细胞核 8-TK Z8FHc/ !DZ\F &D2(LNO-)J

正常对照组 " /]"K{#]#E #]"%{#]#% #]E0{#]#% #]"%{#]#" /]#/{#]#;

模型对照组 " /]//{#]#E( #]E/{#]#;( #]=/{#]#;( #]0K{#]#;( #]%={#]#%(

ZeK/0E0" 组 " #]=E{#]#;V #]$E{#]#0V #]=/{#]#; #]0/{#]#% #];/{#]#%

ZeK/0E0"d含药血清组 " #]EE{#]#02 /]K%{#]#02 #]E0{#]#%2 #];K{#]#"2 #]0#{#]#%2

7值 %0]#E" /0K]=#0 /#]/"; %/]%;# =;]K=0

R值 o#]#/ o#]#/ o#]#/ o#]#/ o#]#/

!注#与正常对照组比较"(Ro#]#;*与模型对照组比较"VRo#]#;*与 ZeK/0E0" 组比较"2Ro#]#;&单因素方差分析"cZ6D4检验'!8-TK#核因子 &K 相
关因子 K*Z8FHc/#5J()*家族锌指转录因子 /*!DZ\F#!D平滑肌肌动蛋白*&D2(LNO-)J#上皮钙黏蛋白
!8,MO#4,'P(-OL W)MN J,-'(*2,JM-,*Q-,SP"(Ro#]#;*2,'P(-OL W)MN ',LO*2,JM-,*Q-,SP"VRo#]#;*2,'P(-OL W)MN ZeK/0E0" Q-,SP"2Ro#]#; &GJODW(U
F8G9F"cZ6D4MO5M'!8-TK#JS2*O(-T(2M,-O-UMN-,)L KD-O*(MOL T(2M,-K*Z8FHc/#5J()*T(')*Uk)J2T)JQO-/*!DZ\F#!D5',,MN 'S52*O(2M)J*&D2(LNO-)J#OP)MNO*)(*
2(LNO-)J

fGD/)8mGD/ 蛋白以及细
胞核 8-TK 蛋白相对表达量
升高"差异均有统计学意义
&均 Ro#]#;'*与模型对照
组相比"各含药血清组细胞
质 8-TK 蛋白相对表达量明
显降低"fGD/)8mGD/ 蛋白
以及细胞核 8-TK 蛋白相对
表达量明显升高"差异均有
统计学意义 &均 Ro#]#/'
&表 %'(
<1C!各 Z̀CD""抑制剂处
理组 8-TK) Z8FHc/)!DZ\F
和 &D2(LNO-)J 蛋白表达比较

各 Z̀CD""抑制剂处理组中"正常对照组细胞质
8-TK 蛋白条带灰度最强"细胞核 8-TK 和 !DZ\F蛋白
条带灰度最弱*模型对照组 Z8FHc/ 蛋白条带灰度最
强"&D2(LNO-)J 蛋白条带灰度最弱*ZeK/0E0"d含药血
清组细胞质 8-TK 蛋白条带灰度最弱"细胞核 8-TK 蛋白
条带灰度最强 &图 E '( 正常对照组)模型对照组)
ZeK/0E0" 组和 ZeK/0E0"d含药血清组细胞质 8-TK)
Z8FHc/)!DZ\F)&D2(LNO-)J 和细胞核 8-TK 蛋白相对表
达量总体比较差异均有统计学意 义 &7t%0]#E")
/#]/";)%/]%;#)=;]K=0)/0K]=#0"均Ro#]#/'( 与正常
对照组相比"模型对照组细胞质 8-TK 和 &D2(LNO-)J 蛋
白相对表达量下降"细胞核 8-TK)Z8FHc/ 和 !DZ\F蛋
白相 对 表 达 量 升 高" 差 异 均 有 统 计 学 意 义 &均
Ro#]#;'*与模型对照组相比" ZeK/0E0" 组细胞质
8-TK 蛋白相对表达量下降"细胞核 8-TK 蛋白相对表达
量升高" 差异均有统计学意义 &均 Ro#]#; '* 与
ZeK/0E0" 组相比"ZeK/0E0"d含药血清组细胞质 8-TK)

Z8FHc/ 和 !DZ\F蛋白相对表达量下降"细胞核 8-TK
和 &D2(LNO-)J 蛋白相对表达量升高"差异均有统计学
意义&均 Ro#]#;'&表 ;'(

1 2 3 4

Nrf2

GAPDH

Nrf2

LaminB

细胞质

细胞核

SNAIL1

α�SMA

E�cadherin

GAPDH

1 2 3 4

图 D4各组细胞细胞质 R10<)NR!QX9)!FNJ!)=F%&,.-1$)和细胞核
R10< 蛋白表达电泳图!/#正常对照组*K#模型对照组*"#ZeK/0E0"
组*%#ZeK/0E0"d含药血清组!8-TK#核因子&K 相关因子 K* F̀36f#
甘油醛D"D磷酸脱氢酶*Z8FHc/#5J()*家族锌指转录因子 /*!DZ\F#
!D平滑肌肌动蛋白*&D2(LNO-)J#上皮钙黏蛋白
7$/+1-D 4 =#-%'1(".(1-'(/1&8 (0%3'("#&*8$%R10<" NR!QX9" !F
NJ!"=F%&,.-1$)&),)+%#-&1R10<!/#J,-'(*2,JM-,*Q-,SP*K#',LO*
2,JM-,*Q-,SP*"#ZeK/0E0" Q-,SP*%#ZeK/0E0"d'OL)2(MOL 5O-S'Q-,SP
8-TK#JS2*O(-T(2M,-O-UMN-,)L KD-O*(MOL T(2M,-K* F̀36f#Q*U2O-(*LONULOD
"DPN,5PN(MOLONUL-,QOJ(5O*Z8FHc/#5J()*T(')*Uk)J2T)JQO-/*!DZ\F#
!D5',,MN 'S52*O(2M)J*&D2(LNO-)J#OP)MNO*)(*2(LNO-)J!

4#K#/4 中华实验眼科杂志 K#KK 年 // 月第 %# 卷第 // 期!4N)J ?&+P GPNMN(*',*"8,RO'VO-K#KK"9,*1%#"8,1//
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@4讨论

氧化应激可导致 73&细胞结构和<或功能损害"
与 F\6发病密切相关 + //, ( 研究表明"激活 8-TK 通路
可启动抗氧化酶和%相解毒酶合成"对机体细胞起保
护作用

+ /K, ( 本课题组前期的动物和细胞实验发现"激
活 8-TK 通路对氧化应激损伤 F73&D/= 细胞和干性
F\6模型小鼠视网膜有保护作用 + /", ( 本研究结果显
示"驻景丸加减方能促进 8-TK 核转位"上调 fGD/ 和
8mGD/ 表达"并降低氧化应激损伤细胞内 7GZ 和
\6F含量"提高氧化应激损伤 F73&D/= 细胞的存活
率( &\>与 F\6发病密切相关"在湿性 F\6患眼中
可观察到"半乳糖凝集素D/ 通过上调 &\>相关的
>̀ [D"<Z\F6通路"促进脉络膜新生血管形成和视网
膜下纤维增生

+ /%, *在干性 F\6患眼和 >-23#N 基因敲
除小鼠的视网膜组织中也出现 Z8FHc/)9)'OJM)J 高表
达和 &D2(LNO-)J 低表达 + /;, ( 氧化应激也会诱导 &\>"
黄斑处于高氧环境"加上光感受器脱离膜盘的脂质氧
化"会产生大量的 7GZ"通过 >̀ [D"触发 &\>进
程

+ /0, ( 本研究结果显示"fKGK 诱导的 F73&D/= 细胞
迁移能力增强"Z8FHc/)!DZ\F表达上调"&D2(LNO-)J
表达下调"表明 F73&D/= 细胞发生了 &\>*驻景丸加
减方含药血清能下调氧化应激损伤细胞的 !DZ\F)
9)'OJM)J 表达"上调其 &D2(LNO-)J 表达"并减弱细胞迁
移能力"显示驻景丸加减方有抑制细胞 &\>的作用(
这些结果表明"驻景丸加减方可抑制 fKGK 诱导的

F73&D/= 细胞 &\>"与 8-TK 通路的激活密切相关(
73&是外层视网膜 >̀ [D"的主要来源"多项研究

表明 >̀ [D"与视网膜下纤维化)&\>密切相关 + /Eb/$, (
>̀ [D"可通过多种方式被激活"如加热)紫外线辐射)
酸性 Pf)7GZ+ /=bK#, *活化的 >̀ [D"与特定的跨膜丝氨
酸<苏氨酸激酶受体结合"通过磷酸化启动典型或非典
型 Z'(L 途径"包括 \F3C)3H"C<FC>)'>G7+ K/bKK, (
其中"3H"C<FC>途径的激活导致 Z̀CD""的磷酸化和
失活"从而触发 &\>+ K", ( Z8FHc/ 作为 &\>的关键调
节因子"受上游 Z̀CD""调节 + K%, ( 现代药理学研究已
证实"驻景丸加减方中多味中药的活性成分有抑制
&\>的作用" 如车前子苷能够抑制缺氧诱 导 的
&\>+ K;, "五味子乙素可明显抑制细胞的迁移)侵袭和
&\>+ K0, "枸杞多糖可抑制氧化应激诱导的 F73&D/=
细胞凋亡

+ KE, ( 在本研究中"fKGK 处理的 F73&D/= 细
胞中 >̀ [D"K)PDFC>)PD̀ZCD""蛋白表达升高"驻景丸
加减方含药血清处理的 F73&D/= 细胞中 >̀ [D"K)
PDFC>及 PD̀ZCD""蛋白表达降低"表明驻景丸加减

方可抑制 FC><̀ZCD""通路的激活(
研究表明 8-TK 通路与 FC><̀ZCD""通路之间存

在相互作用" Z̀CD""可通过促进 8-TK 磷酸化)防止核
转位而抑制 8-TK 通路激活 + K$, "=-5Y 基因敲除能启动
>̀ [D"/ 诱导的 &\>+ K=, ( 本研究结果显示 Z̀CD""抑
制剂能促进 8-TK 核转位"从而激活 8-TK 通路*而 Z̀CD
""抑制剂对细胞中 Z8FHc/)!DZ\F和 &D2(LNO-)J 表达
作用不明显"这可能是 Z̀CD""抑制剂产生的促进
8-TK 核转位作用与其抑制 Z8FHc/ 累积和核转位的作
用相互抵消的结果( 当驻景丸加减方和 Z̀CD""抑制
剂同时干预后"细胞 Z8FHc/)!DZ\F表达较 Z̀CD""
抑制剂组下降)&D2(LNO-)J 表达升高"表明驻景丸加减
方对 8-TK 通路的激活作用明显强于 Z̀CD""抑制剂"
从而发挥对 &\>的抑制作用( 上述研究结果表明"驻
景丸加减方通过激活 8-TK 通路)抑制 FC><̀ZCD""通
路调控 &\>*8-TK) Z̀CD" 是 8-TK 通路和 &\>之间交
互作用的重要调控因子* Z̀CD""介导了 8-TK 与 FC><
Z̀CD""通路间的交互作用(
综上所述"驻景丸加减方含药血清抑制氧化应激

诱导的 F73&D/= 细胞 &\>"可能与抑制 FC><̀ZCD""
通路和激活 8-TK 信号通路有关( 相较于对单一通路
的调控"通过 8-TK 通路和 FC><̀ZCD""通路的交互作
用进行双通路协同调控对 F\6的防治更具积极意
义( 本研究结果为驻景丸加减方用于 F\6的治疗提
供了实验基础"后续将在动物模型中进一步证实其安
全性和有效性(
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