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叶黄素对 Z3 #3诱导的人视网膜 Gn;;IQ细胞
氧化应激干预的作用机制
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!!(摘要)!背景!氧化应激是年龄相关性黄斑变性"EG"#的主要因素之一* 研究表明叶黄素对 EG"有

预防作用%但是其抗氧化机制仍不明确* Gn;;IQ细胞是视网膜氧化应激反应的靶细胞之一%研究叶黄素对
Gn;;IQ细胞的氧化应激是否具有保护作用及其作用机制对于视网膜疾病的治疗具有重要意义*!目的!研究叶

黄素对视网膜 Gn;;IQ细胞核因子 :3 相关转录因子 3+抗氧化反应原件"[QS3+Ej:#信号途径的影响*!方法!

人Gn;;IQ细胞株进行常规培养%将对数生长期的细胞接种于 4* 孔培养板%在培养液中分别加入不同浓度"9&&

7&&%*&&(3&&*9& !-=;+C#Z3 #3 %绘制 Gn;;IQ细胞的凋亡曲线%取 Z3 #3的半数致死量%即 %*& !-=;+C制备
Gn;;IQ细胞氧化应激模型* 将模型细胞分为模型对照组和不同质量浓度"%3N5&35N&&5&N& -V+C#叶黄素组%

根据分组情况分别在培养液中加入相应质量浓度的叶黄素%用常规培养的细胞作为空白对照组* 采用 GAA

比色法测定各组中 Gn;;IQ细胞增生值"吸光度%!值#和凋亡率$采用流式细胞仪检测各组细胞中活性氧簇
"j#@#的荧光强度$采用实时荧光定量 >Fj检测细胞中 [QS3 -j[E和血红素加氧酶6%"Z#6%#-j[E的相对

表达量$采用 ?I1JIQ2 R;=J法检测各组细胞中 [QS3 和 Z#6% 蛋白的表达水平"灰度值#*!结果!GAA比色法

检测显示%随着 Z3#3浓度的增加%细胞增生抑制率逐渐增加%各组间总体比较差异有统计学意义""M9(N74&%

#i&N&%#* 空白对照组&模型对照组及 %3N5&35N&&5&N& -V+C叶黄素组细胞凋亡率的总体比较差异有统计学

意义""M(9*N))&%#M&N&&&#%其中随着叶黄素质量浓度的增加%细胞凋亡率逐渐下降%组间比较差异均有统

计学意义"均 #i&N&5#* 空白对照组&模型对照组及 %3N5&35N&&5&N& -V+C叶黄素组细胞中 j#@ 含量分别为
%N43O&N%7&*9N74O3N7*&53N)&O3N7&&(3N*%O9N3& 和 5N*7O%N(5%随着叶黄素质量浓度的增加%j#@ 含量逐渐

下降%组间总体比较差异有统计学意义""M(39N4&&%#M&N&&&#* 各质量浓度叶黄素组细胞中 [QS3 和 Z#6%

-j[E相对表达量及细胞中 Z#6% 和细胞核中 [QS3 蛋白表达量均明显高于模型对照组%各组间总体比较差异

均有统计学意义 ""M3(*N4*&&393N*3&&%7*N7(&&3*(N%3&%均 #M&N&&& #%随着叶黄素质量浓度的增加%

[QS3 -j[E和 Z#6% -j[E及其蛋白的表达量逐渐增加%组间比较差异均有统计学意义"均 #i&N&5#%但各组

间 Gn;;IQ细胞的细胞质中 [QS3 蛋白表达量总体比较差异无统计学意义""M%N)4&%#M&N3%&#*!结论!叶黄

素通过上调 [QS3 的表达和核转位诱导抗氧化酶的表达%从而抑制 Gn;;IQ细胞的氧化应激反应* !

(关键词)!氧化应激+生理$ 叶黄素+药理$ Gn;;IQ细胞$ 年龄相关性黄斑变性$ 核因子 :3 相关转录

因子 3+代谢$ 血红素加氧酶6%+代谢

='3*,530(1*,#0"$-1 '+35&*$"2('&*,&$": =H33*(,*33-0:0$"-&'/$.0&$4*-&(*--$".5,*.%) IC;C !1-'( +0%

4-'( ,%'(C;*'%B0' 1-'>-'%!' H0%80-'%$%Q%'(R0%7-510S;506T*:-3<.*'<5R7%5C;*.%A<3>?,5=*C0=-37%5=5(>%

BC;55=5R7-A%C,*I%C-=BC%*'C*A%U;*'(S;50 J'%K*3A%<>%U;*'(S;50 VWMMML%/;%'-

/533*A:5'I%'( -0<;53!4-'( ,%'(C;*'%G.-%=!X-'(.CPSS06*I06C'

!6%-&(0,&"780,9:('5".7!#X0K.J0HI1JQI1101.-.02 ,.U1I=S.VI6QI;.JIK -.,U;.QKIVI2IQ.J0=2 "EG"#'
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-IK0.2 ;IJD.;K=1IS=QGn;;IQ,I;;1'ADI-=KI;1WIQIK0H0KIK 02J=JDI-=KI;,=2JQ=;VQ=UP .2K %3N5%35N&%5&N& -V+C

;UJI02 VQ=UP1%.2K JDIK0SSIQI2J,=2,I2JQ.J0=21=S;UJI02 WIQIU1IK J=,U;JUQIJDI,I;;1S=Q39 D=UQ1%QI1PI,J0HI;T'ADI

Q=UJ02I,U;JUQIK ,I;;11IQHIK .1JDIR;.2] ,=2JQ=;VQ=UP' Q̀=WJD =SJDI,I;;1W.1.11.TIK RTGAA -IJD=K

".R1=QR.2,T#$JDIQI.,J0HI=XTVI2 1PI,0I1"j#@# ,=2JI2J02 JDI,I;;1W.1.11.TIK RTS;=W,TJ=-IJQT$JDI-j[E.2K

PQ=JI02 ;IHI;1=S2U,;I.QS.,J=Q6:36QI;.JIK S.,J=Q3 "[QS3# .2K DI-I=XTVI2.1I6% "Z#6%# 02 JDI,I;;1WIQIKIJI,JIK

RToU.2J0J.J0HIQI.;6J0-I>Fj.2K ?I1JIQ2 R;=J%QI1PI,J0HI;T'!>*-53&-!ADI02D0R0J=QTISSI,J1=2 JDI,I;;1WIQI

VQ.KU.;;TI2D.2,IK W0JD JDI02,QI.1I=SZ3#3 ,=2,I2JQ.J0=21%1D=W02V.10V20S0,.2JK0SSIQI2,I.-=2VJDIVQ=UP1""M

9(N74&%#i&N&%#'E10V20S0,.2JK0SSIQI2,IW.1S=U2K 02 .P=PJ=J0,Q.JI=SJDI,I;;1.-=2VJDIR;.2] ,=2JQ=;VQ=UP%

-=KI;,=2JQ=;VQ=UP .2K %3N5%35N&%5&N& -V+C;UJI02 VQ=UP1""M(9*N))&%#M&N&&&#%.2K JDI.P=PJ=101Q.JIW.1

10V20S0,.2JI;IH.JIK W0JD JDI02,QI.1I=S;UJI02 K=1I".;;.J#i&N&5#'ADIj#@ ,=2JI2J102 JDI,I;;1WIQI%N43O&N%7%

*9N74O3N7*%53N)&O3N7&%(3N*%O9N3& .2K 5N*7O%N(5 02 JDIR;.2] ,=2JQ=;VQ=UP%-=KI;,=2JQ=;VQ=UP .2K %3N5%

35N&%5&N& -V+CVQ=UP%QI1PI,J0HI;T%W0JD 10V20S0,.2JK0SSIQI2,I.-=2VJDIVQ=UP1""M(39N4&&%#M&N&&&#%.2K JDI

j#@ ,=2JI2JW.1VQ.KU.;;TQIKU,IK .1JDI02,QI.1I=S;UJI02 K=1I".;;.J#i&N&5#'ADIQI;.J0HI-j[E.2K PQ=JI02

IXPQI110=21=S[QS3 .2K Z#6% WIQIQI-.Q]IK;TD0VDIQ02 JDI%3N5%35N&%5&N& -V+C;UJI02 VQ=UP1JD.2 JD=1I02 JDI

-=KI;,=2JQ=;VQ=UP ""M3(*N4*&%393N*3&%%7*N7(&%3*(N%3&%.;;.J#M&N&&&#%.2K 2=10V20S0,.2JK0SSIQI2,IW.1

1II2 02 JDIQI;.J0HIIXPQI110=2 ;IHI;=S2U,;I.Q[QS3 PQ=JI02 .-=2VJDIVQ=UP1""M%N)4&%#M&N3%&#'!?'",35-$'"-!

CUJI02 ,.2 02KU,IJDIIXPQI110=2 =S.2J0=X0K.2JI2mT-I1RT02KU,02VJDIIXPQI110=2 =S2U,;I.QJQ.21;=,.J0=2 =S[QS3

.2K ,=21IoUI2J;T02D0R0JJDI=X0K.J0HI1JQI111J.JU1'!

!@*) A'(.-"7#X0K.J0HI1JQI11+PDT10=;=VT$ CUJI02+PD.Q-=,=;=VT$ Gn;;IQ,I;;1$ G.,U;.QKIVI2IQ.J0=2% .VI6

QI;.JIK$ [U,;I.QS.,J=Q6:36QI;.JIK S.,J=Q3+-IJ.R=;01-$ ZI-I=XTVI2.1I6%+-IJ.R=;01-

!!年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 " .VI6QI;.JIK -.,U;.Q
KIVI2IQ.J0=2%EG"#是老年人常见的致盲眼病%其作用
机制为氧自由基在视网膜大量蓄积导致视网膜细胞的

脂质过氧化%引起细胞内蛋白质的表位发生变构和
"[E损伤%最终导致视网膜细胞凋亡 +%89, * 视网膜
Gn;;IQ细胞是脊椎动物视网膜内主要的胶质细胞%在
调节视网膜感光细胞和神经元的功能&维持血8视网
膜屏障的完整性&合成并分泌多种生长因子和神经营
养因子&参与维持细胞外微环境的平衡等方面发挥重
要作用* 氧化应激引起的视网膜功能受损是导致
EG"等视网膜疾病发生和发展的重要机制之一* 叶
黄素具有很强的抗氧化作用%能够有效地清除体内的
自由基* 流行病学证据表明%叶黄素在预防 EG"方
面有较高的生物学活性

+5, * 核因子 :3 相关转录因子
3+抗氧化反应原件 " 2U,;I.QS.,J=Q6:36QI;.JIK S.,J=Q
3+.2J0=X0K.2JQI1P=21II;I-I2J%[QS3+Ej:#通路是重要
的内源性抗氧化应激通路%在抗凋亡&抗炎和神经保护
等方面具有重要功能

+*, %研究叶黄素对 Gn;;IQ细胞的
氧化应激是否具有保护作用及其作用与 [QS3+Ej:通
路的关系对于视网膜疾病的治疗具有重要意义* 本研
究探讨叶黄素对 Gn;;IQ细胞的抗氧化作用%以期为
EG"的治疗提供实验依据*

B7材料与方法

B'B7材料

叶黄素 "加拿大农业部食品研究中心惠赠 #$人
Gn;;IQ细胞株"郑州博兴公司#$Z3 #3"天津化学试剂
厂#$GAA"南京建成生物技术公司#$"G:G+_%3 完全
培养基 "美国 ZT,;=2 公司 #$胎牛血清&质量分数
&N&5a胰蛋白酶消化液"美国 0̀R,=公司#$青霉素钠
"国药准字!Z3%&3%*))%辽宁科泰生物基因制药股份
有限公司#$硫酸链霉素"国药准字!Z%(&3&*94%山西
太原药业有限公司#$谷氨酰胺"上海化学试剂公司#$
一步式实时荧光定量 >Fj试剂盒 "日本 A.L.j.公
司#$F.1P.1I6( 引物"上海赛百盛生物科技技术有限责
任公司合成#$细胞质蛋白提取试剂盒&细胞核蛋白提
取试剂盒&活性氧簇 "QI.,J0HI=XTVI2 1PI,0I1%j#@#检
测试剂盒"上海碧云天生物科技公司#$兔抗人 [QS3 单
克隆抗体 ".R(%%*(#&兔抗人血红素加氧酶6% " DI-I
=XTVI2.1I6%%Z#6% # 单克隆抗体 " .R)4759 #&兔抗人
È>"Z单克隆抗体".R)&*44#&碱性磷酸酶 ".;].;02I

PD=1PD.J.1I%E>#标记羊抗兔 $V̀ 抗体".R*)33# "美国
ER,.-公司#$逆转录试剂盒"大连宝生物公司#* 伯
乐 *7& 酶标仪"美国 Y0=6j.K 公司#$Z_%5%ê F#3培

养箱"美国 ZI.;_=Q,I公司#$@JIP #2I>;U1荧光定量
>Fj仪"美国 EY$公司#$_EF@F.2J=流式细胞仪 "美
国 Y"公司#*
B'C7方法
B'C'B 7缺氧细胞模型的制备7取对数生长期的
Gn;;IQ细胞%用含体积分数 %&a胎牛血清和青链霉素
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的 "G:G+_%3 培养液将细胞密度调整为 3B%&5 +-;%接
种于 4* 孔培养板中%于 () f&体积分数 5aF#3及饱

和湿度条件下培养过夜%细胞完全贴壁后换为不含血
清的培养液培养 39 D* 将细胞分为对照组和不同浓度
Z3#3"9&&7&&%*&&(3&&*9& !-=;+C#作用组%用 GAA法
检测各组细胞的凋亡率%确定Z3#3的半数致死量%以
制备缺氧细胞模型*
B'C'C7细胞分组7将模型细胞分为模型对照组和不
同质量浓度叶黄素干预组%模型对照组细胞仅于培养液
中添加 %*& !-=;+CZ3#3%叶黄素干预组加入 %*& !-=;+C
Z3#3和相应质量浓度叶黄素"%3N5&35N&&5&N& -V+C#%另
取常规培养的细胞作为空白对照组* 因预实验证实
质量分数 &N%a "G@#溶媒单独使用对各项检测结
果无影响%故未列出 "G@#溶媒对照组* 各组细胞
培养液加入药物后轻轻混匀%于 5aF#3 &() f条件
下培养 39 D*
B'C'D7GAA比色法检测细胞增生值和凋亡率!将各
组细胞接种至 4* 孔板%细胞密度为 5B%&5

个+孔%每孔
加入质量分数 &N5aGAA溶液 3& !;%继续培养 9 D* 终
止培养后%小心吸出每孔的细胞培养上清液%每孔加入
%5& !;"G@#%以空白调零孔调零%用酶标仪测定波长
为 5)& 2-处的吸光度 "!5)& #值%并计算细胞的凋亡
率* 细胞凋亡率M"%8对照组或实验组平均 !5)&值+空
白组平均 !5)&值#B%&&a*
B'C'E7流式细胞技术检测细胞内 j#@ 蓄积情况!细
胞贴壁后%各组加入相应浓度的 Z3#3和叶黄素%培养
39 D%收集细胞%9 f冷>Y@ 充分洗涤%调整细胞密度至
%B%&* +-;* 加入终浓度为 %& !-=;+C的荧光染料二氯
二氢荧光素8乙酰乙酸酯 " 3 -% ) -6"0,D;=Q=S;U=QI1,02
K0.,IJ.JI%"F_Z6"E#的无血清培养液 % -;%于 () f细
胞培养箱内孵育 3& -02* 每隔 ( g5 -02 颠倒混匀
% 次%使染料和细胞充分接触* 用无血清培养液洗涤
细胞 ( 次%充分除去未进入细胞内的 "F_Z6"E%采用
流式细胞仪检测各组细胞中 j#@ 含量*
B'C'J7实时荧光定量 >Fj法检测细胞内 [QS3 和 Z#6%
-j[E的表达 ! AQ0m=;法提取总 j[E% 逆转录为
,"[E* 以 ,"[E为模板%用实时荧光定量 >Fj检测
各组[QS3 -j[E和Z#6% -j[E含量%以 È>"Z为内
参* 参照 Ì2Y.2] 中基因序列%采用 >Q0-IQ5 软件设
计引物%所有引物序列由上海生工生物工程公司合成*
[QS3 上游引物序列为 5-6È FFFÈ FEFEAFFÈ AFE6
(-$下游引物序列为 5 -6FEEÈ FEAFÀ EAAÀ `̀ E
EÀ 6(-* Z#6% 上游引物序列为 5-6FFÈ FEEFEEÈ
À FEÈ EAAF6(-$下游引物序列为 5 -6̀À AEÈ È

FFFEAF̀ È̀ EÈ 6(-* È>"Z上游引物序列为 5-6̀
ÈFFÀ EFFÀ FF̀ AFAE6(-$下游引物序列为 5 -6A

È FFFÈ ÈÀ FFFAÀ È 6(-* 反应体系3&N& !;%包
括,"[E模板 3N& !;%上下游引物各 &N9 !;%探针 &N7 !;%
>QI-0X:XA.o %&N& !;% KKZ3 #*N9 !;* 每个样本设
* 个复孔* 反应条件!45 f预变性 (& 1$45 f反应 5 1%
*& f反应 (& 1%共 9& 个循环* 用 38$$FJ

法计算各样本

中 [QS3 -j[E和 Z#6% -j[E的相对表达量*
B'C'K7?I1JIQ2 R;=J法检测细胞内 [QS3 和 Z#6% 蛋白
的表达量!收集各组细胞%按细胞核蛋白和细胞质蛋
白提取试剂盒说明书操作提取细胞核蛋白和细胞质蛋

白* YFE法测定核蛋白和细胞质蛋白的含量%取上述
蛋白质提取液 %5 !V%加入等容积 3 倍上样缓冲液%
%&& f反应 ( -02%点样于质量分数 9a分离胶和质量
分数 %3a浓缩胶进行电泳%%3& ^电泳 ( D%将蛋白质
转移到 >̂ "_膜上* 用含质量分数 %a牛血清白蛋白
的 AY@A封闭液室温封闭 9 D%弃去封闭液%于 >̂ "_膜
上分别滴加兔抗人 [QS3 单克隆抗体"% h5&&#&兔抗人
Z#6% 单克隆抗体"% h5&&#&兔抗人 È>"Z单克隆抗
体"% h(&&#%9 f孵育过夜%AY@A缓冲液 3&& -;漂洗 (
次%每次 %5 -02* 将 >̂ "_膜转入 % h( &&&稀释的 E>
标记羊抗兔 $V̀ 二抗中%室温孵育 % D* AY@A缓冲液
3&& -;漂洗 ( 次%每次 %5 -02%加入显色液显色后拍
照* 取各蛋白条带的灰度值%以 È>"Z为内参照%计
算蛋白的相对表达量*
B'D7统计学方法

采用 @>@@ %7N& 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 @D.P0Q=6?0;] 检验呈正态
分布%以 2OA表示%经 CIHI2I检验方差齐* 采用均衡
分组单因素干预多水平实验设计%多个组间细胞增生
值&凋亡率及各组细胞中 j#@ 含量&[QS3 和 Z#6%
-j[E及其蛋白表达量的总体差异比较均采用单因素
方差分析%组间多重比较采用 @[L6Y检验* #i&N&5
为差异有统计学意义*

C7结果

C'B7不同浓度 Z3#3作用后 Gn;;IQ细胞的凋亡率

分别加入 9&&7&&%*&&(3&&*9& !-=;+CZ3 #3 后

39 D%各组间细胞凋亡率分别为 " 34N9( O&N&9 #a&
"((N73O&N&5#a&"9(N**O&N&)#a&"*%N)4O&N&3#a
和"43N(9O&N&3#a%总体比较差异有统计学意义""M
9(N74&%#i&N&%#%与对照组相比%不同浓度 Z3#3组细

胞的凋亡率随浓度增加%凋亡率逐渐增加%%*& !-=;+C
Z3#3作用时细胞接近半数致死"图 %#*

'%%&%'中华实验眼科杂志 3&%5 年 %% 月第 (( 卷第 %% 期!FD02 \:XP #PDJD.;-=;%[=HI-RIQ3&%5% =̂;'((%[='%%
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图 B7不同浓度 IC;C作用后 =H33*(细胞的凋亡曲线!随 Z3 #3浓度

的增加）Gn;;IQ细胞的凋亡率增加

C'C7叶黄素作用后模型细胞的凋亡率变化
加入 Z3#3和叶黄素后 39 D）空白对照组&模型对

照组及 %3N5&35N&&5&N& -V+C叶黄素组凋亡率的总体
比较差异有统计学意义""M(9*N))&）#M&N&&&#* 与
空白对照组比）模型对照组和不同质量浓度叶黄素组
细胞均出现不同程度的凋亡* 与模型对照组相比）各
质量浓度叶黄素组细胞凋亡率均明显下降）差异均有
统计学意义"均 #i&N&5#）叶黄素质量浓度越高）细胞
的凋亡率越低）差异均有统计学意义"均#i&N&5#"表 %#*

表 B7各组 =H33*(细胞增生值及凋亡率的比较"!F"#

组别 样本量 Gn;;IQ细胞增生值"!5)&# Gn;;IQ细胞凋亡率"a#

空白对照组 * &N*%O&N&%. &

模型对照组 * &N(7O&N&% (7N5*O&N&%
%3N5 -V+C叶黄素组 * &N9%O&N&%. (9N&9O&N&3.

35N& -V+C叶黄素组 * &N93O&N&%.R (&N7*O&N&3.R

5&N& -V+C叶黄素组 * &N9*O&N&&.R,K 35N7%O&N&&.R,

" 574N73& (9*N))&
# &N&&& &N&&&

!注!与各自的模型对照组比较）.#i&N&5$与各自的 %3N5 -V+C叶黄素

组比较）R#i&N&5$与各自的 35N& -V+C叶黄素组比较）,#i&N&5"单因素

方差分析）@[L6Y检验#

C'D7各组细胞中 j#@ 含量的变化
空白对照组&模型对照组及不同质量浓度叶黄素

组 Gn;;IQ细胞中 j#@ 含量明显不同）总体比较差异有
统计学意义 ""M(39N4&&）#M&N&&& #）其中 %3N5&
35N&&5&N& -V+C叶黄素组细胞中的 j#@ 含量均明显
高于空白对照组）差异均有统计学意义"<M8(%N(57）
#M&N&&%$<M8%3N*9(） #M&N&&*$ <M89N)4&） #M
&N&(7#$%3N5& 35N&& 5&N& -V+C叶黄素组细胞中的
j#@ 含量均明显低于模型对照组）差异均有统计学意
义"<M5N3)5&%%N&&3&(3N9&7）均 #M&N&&&#$且随着叶
黄素质量浓度增加）j#@ 含量逐渐降低）差异均有统
计学意义"均 #i&N&%#"图 3）表 3#*
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图 C7流式细胞分
析技术检测细胞中

>;s含量! E!空
白对 照 组 细 胞 中

j#@ 荧光峰值约为
%B%&% !Y!模型对
照组 j#@ 荧光峰值

右移）位于 %B%&3!
F!%3N5 -V+C叶黄

素组j#@ 荧光峰值位于 %B%&% g%B%&3!"!35N& -V+C叶黄素组 j#@ 荧

光峰值接近 %B%&%!:!5&N& -V+C叶黄素组j#@ 荧光峰值位于 %B%&%

表 C7各组 =H33*(细胞中 >;s含量的比较"!F"#

组别 样本量 j#@ 含量

空白对照组 * %N43O&N%7

模型对照组 * *9N74O3N7*.

%3N5 -V+C叶黄素组 * 53N)&O3N7&.R

35N& -V+C叶黄素组 * (3N*%O9N3&.R,

5&N& -V+C叶黄素组 * 5N*7O%N(5.R,K

" (39N4&&
# &N&&&

!注!与空白对照组比较）.#i&N&5$与模型对照组比较）R #i&N&%$与

%3N5 -V+C叶黄素组比较）,#i&N&%$与 35N& -V+C叶黄素组比较）
K#i&N&%"单因素方差分析）@[L6Y检验#!j#@!活性氧簇

C'E7各组 Gn;;IQ细胞内 [QS3 -j[E和 Z#6% -j[E
的表达

实时荧光定量 >Fj测定结果显示）模型对照组及
不同质量浓度叶黄素组细胞中 [QS3 -j[E的相对表
达量总体比较差异有统计学意义 ""M3(*N4*&）#M
&N&&&#* 与模型对照组比较）%3N5&35N&&5&N& -V+C
叶黄素组细胞中 [QS3 -j[E的相对表达量均显著增
加）差异均有统计学意义 "<M83N49&）#M&N&93$<M
8*N3)*）#M&N&&($<M837N7*9）#M&N&&&#）随着叶黄
素质量浓度的增加）[QS3 -j[E相对表达量逐渐增加*
9 个组间细胞 Z#6% -j[E相对表达量明显不同）总体
比较差异有统计学意义 ""M393N*3&）#M&N&&&#）与
模型对照组比较）各质量浓度叶黄素组细胞中 Z#6%
-j[E相对表达量均明显升高）差异均有统计学意义
"<M89N&&&）#M&N&%*$<M8%3N*94）#M&N&&&$<M83&N&9%）
#M&N&&&#）随叶黄素质量浓度的增加）Z#6% -j[E逐渐
增加）差异均有统计学意义"均#i&N&5#"表 (#*

'3%&%' 中华实验眼科杂志 3&%5 年 %% 月第 (( 卷第 %% 期!FD02 \:XP #PDJD.;-=;）[=HI-RIQ3&%5） =̂;'((）[='%%
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表 D7各组 =H33*(细胞内 M(+C 1>M6
及 I;GB 1>M6的相对表达量比较"!F"%CN!!?&#

组别 样本量 [QS3 -j[E Z#6% -j[E

模型对照组 * &N3%O&N&3 &N%%O&N&%
%3N5 -V+C叶黄素组 * &N39O&N&3. &N%9O&N&%.

35N& -V+C叶黄素组 * &N(%O&N&( R, &N39O&N&3 R,

5&N& -V+C叶黄素组 * &N5)O&N&3 R,K &N93O&N&( R,K

" 3(*N4*& 393N*3&
# &N&&& &N&&&

!注!与各自的模型对照组比较%.#i&N&5%R#i&N&%$与各自的 %3N5 -V+C

叶黄素组比较%,#i&N&5$与各自的 35N& -V+C叶黄素组比较% K#i&N&5

"单因素方差分析%@[L6Y检验#![QS3!核因子 :3 相关转录因子$Z#!

血红素加氧酶

C'J7各组 Gn;;IQ细胞内 [QS3 和 Z#6% 蛋白的表达
?I1JIQ2 R;=J测定显示模型对照组及不同质量浓

度叶黄素组细胞中 Gn;;IQ细胞核内 [QS3 蛋白的表达
量总体比较差异有统计学意义""M3*(N%3&%#M&N&&&#%
%3N5&35N&&5&N& -V+C叶黄素组细胞的核内 [QS3 蛋白表
达量较模型对照组显著增加%差异均有统计学意义
"<M8*N3(7%#M&N&&($<M8%&N&4&%#M&N&&%$<M83&N&57%
#M&N&&&#$各组细胞的细胞质中 [QS3 蛋白表达量的总体
比较差异无统计学意义 ""M%N)4&%#M&N3%&#* 各组
Gn;;IQ细胞中Z#6%蛋白表达量明显不同%总体比较差异
有统计学意义""M%7*N7(&%#M&N&&&#%各质量浓度叶黄
素组细胞中Z#6%表达量较模型对照组显著增加%差异均
有统计学意义 "<M8(N795% #M&N&%7$<M8%%N(45%
#M&N&&&$<M8(3N*)3%#M&N&&&#"图 (%表 9#*

GAPDH

细胞质Nrf2

细胞核Nrf2

HO�1

1 2 3 4 5

图 D7叶黄素对 =H33*(细胞中 M(+C 和 I;GB 蛋白表达的影响!%!
空白对照组!3!模型对照组!(!%3N5 -V+C叶黄素组!9!35N& -V+C叶
黄素组!5!5& -V+C叶黄素组![QS3!核因子 :3 相关转录因子$Z#!
血红素加氧酶

表 E7各组 =H33*(细胞内 M(+C
和 I;GB 蛋白表达量的比较"!F"%灰度值#

组别 样本量 细胞质 [QS3 细胞核 [QS3 Z#6%

空白对照组 %5 &N%4O&N&3 &N&7O&N&% &N&7O&N&%
模型对照组 %5 &N3%O&N&3 &N3(O&N&3 &N%3O&N&&
%3N5 -V+C叶黄素组 %5 &N%7O&N&3 &N9%O&N&(. &N%4O&N&% R

35N& -V+C叶黄素组 %5 &N33O&N&3 &N5&O&N&3. &N((O&N&3.

5&N& -V+C叶黄素组 %5 &N3(O&N&3 &N49O&N&9. &N94O&N&%.

" %N)4& 3*(N%3& %7*N7(&
# &N3%& &N&&& &N&&&

!注!与各自的模型对照组比较%.#i&N&%%R#i&N&5"单因素方差分析%

@[L6Y检验#![QS3!核因子 :3 相关转录因子$Z#!血红素加氧酶

D7讨论

众所周知%视网膜黄斑区的重要组成成分是叶黄
素%其生理作用是改善视觉功能%清除组织中的自由
基* 流行病学研究表明%适量应用叶黄素可改善视力%
抑制视网膜中 j#@ 的集聚%阻止 EG"的进展%且对人
体无毒性作用* @IKK=2 等 +),

的流行病学研究发现%叶
黄素与 EG"的发病有直接关系%补充叶黄素能够降
低 EG"的发病率%改善视力 +7, * 叶黄素的这些保护
作用是通过抗氧化应激和抗炎作用实现的%但叶黄素
在视网膜中的抗氧化作用机制仍不清楚* 相关的早期
研究主要集中在叶黄素对蓝光损伤视网膜的保护作用

方面%目前已公认叶黄素可改善视网膜功能%但以
EG"为代表的视网膜病变的诱因并不仅仅是光损伤
等外部原因%多种因素造成的内源性和外源性自由基
积聚造成的氧化应激也是最终导致视网膜疾病发生的

原因* 目前制作细胞的氧化应激模型主要有 3 种方
式%一是通过氧自由基的累积诱发氧化应激%二是通过
高糖%主要是脂多糖来诱发氧化应激%氧化应激模型的
建立使得我们逐渐地探索出相关疾病的发病机制%这
对我们了解疾病的发生和发展及治疗非常重要*

生理状态下线粒体会蓄积自由基%且随年龄的增
长而逐渐增加* 研究证明%氧化应激是视网膜多种疾
病的重要发病机制%EG"的研究亦与其有关 +48%&, * 保
护 Gn;;IQ细胞免受氧化损伤是治疗 EG"的重要途
径%Z3#3诱导体外细胞是经典的氧化应激模型%可检
测氧化应激的感受态以及抗氧剂的作用* Z3#3能够

降低细胞活性%而叶黄素可减轻 Z3#3所致的损伤* 本
研究结果表明%叶黄素能降低 Z3 #3诱导的细胞中的

j#@ 含量%与 GUQJDT等 +%%,
的研究结果一致*

本研究中采用外源性 Z3 #3刺激体外培养 Gn;;IQ
细胞的方法来建立氧化损伤模型%观察叶黄素对
Gn;;;IQ细胞氧化损伤的保护作用及机制* 本研究发
现%不同质量浓度的叶黄素可显著提高 Z3#3所致的细

胞存活率%提示叶黄素对氧化损伤的 Gn;;IQ细胞具有
保护作用* @.,DKIH.等 +%3,

研究发现%[QS3+Ej:信号
通路在调控人视网膜色素上皮细胞内的氧化活性方面

具有重要作用* [QS3+Ej:通路广泛存在于肝脏&肺
脏&乳腺&食管等组织中%在正常组织和肿瘤组织中均
发挥作用%其主要受外源性亲电子化合物和氧化应激
的诱导* 该内源性抗氧化应答系统调节过氧化物酶的
生成%从而调控氧化损伤 +%(, * 正常情况下%[QS3 蛋白
与伴侣蛋白LI.P% 结合处于抑制状态%受到 j#@&亲电
子物质或者上游信号通路%如丝裂原激活的蛋白激酶&

'(%&%'中华实验眼科杂志 3&%5 年 %% 月第 (( 卷第 %% 期!FD02 \:XP #PDJD.;-=;%[=HI-RIQ3&%5% =̂;'((%[='%%
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蛋白激酶 F&磷脂酰肌醇6(6羟激酶的刺激后%LI.P% 与
[QS3 解离%[QS3 被激活并进入细胞核%与肌腱纤维瘤蛋
白以异二聚体的形式结合%进而与一种 Ej:结合%促
进过氧化酶的合成* [QS3 下游抗氧化基因的表达有过
氧化氢酶&超氧化物歧化酶&谷胱甘肽硫转移酶&Z#6%
和醌氧化还原酶等

+%9, %体内存在的这一系列抗氧化酶
协同清除 j#@%从而达到细胞免于氧化损伤的目的*
本研究中在 %*& !-=;+CZ3#3的刺激下%Gn;;IQ细胞中
[QS3 -j[E相对表达量升高%叶黄素对 [QS3 -j[E表
达的调控作用呈剂量依赖性%说明叶黄素促进了 [QS3
的转录* 从蛋白质水平的检测结果发现%叶黄素作用
后 Gn;;IQ细胞的细胞质中 [QS3 的含量无明显变化%但
细胞核中 [QS3 蛋白量明显增加%这是由于 [QS3 是在细
胞质中合成%受到激活后进入细胞核的%而未进入细胞
核的 [QS3 含量是恒定的* 本研究结果提示%叶黄素通
过作用于 [QS3+Ej:信号通路&刺激 [QS3 而实现核转
位* 进入细胞核的 [QS3 进一步反应后促进过氧化物
酶的合成%正如本研究中结果所示%叶黄素干预组细胞
中 Z#6% -j[E和蛋白的表达量明显高于模型对照
组%其表达量的升高与叶黄素剂量的增加相一致*
[QS3+Ej:信号通路调节的结果表现为细胞中 j#@ 含
量的变化* j#@ 是生物体有氧代谢的活性含氧化合
物%主要包括羟自由基&Z3#3和超氧阴离子等%具有较
强的氧化能力%很容易与细胞内大分子物质反应%引起
细胞的广泛损伤%正常情况下机体细胞可通过多种途
径来维持 j#@ 产生与消解间的动态平衡%细胞内环境
氧化与还原状态相对稳定* 各种刺激%如炎症&紫外线
等均能破坏这种动态平衡%造成细胞内 j#@ 的蓄积%
导致细胞损伤

+%58%), * 本研究中结果显示%Z3 #3刺激

Gn;;IQ细胞后显著增加细胞内 j#@ 水平%而用叶黄素
处理后%细胞内的 j#@ 水平逐渐下降%氧化损伤降低%
且叶黄素降低细胞中 j#@ 水平的作用呈剂量依赖性%
证实叶黄素通过降低细胞内 j#@ 水平而抑制氧化损
伤%从而对 Gn;;IQ细胞起到保护作用*

综上所述%叶黄素能够作用于氧化损伤的 Gn;;IQ
细胞%提高过氧化物酶的表达量%降低细胞中 j#@ 的
含量%从而保护 Gn;;IQ细胞免受氧化损伤* 视网膜氧
化应激伴随的炎症反应可能导致细胞凋亡%这些都是
以 EG"为代表的视网膜疾病的主要症状* 因此%本
研究结果对视网膜相关疾病的治疗有很好的指导意

义%也为这些疾病治疗药物的研发提供了依据* 本研
究主要对叶黄素的抗氧化通路和机制进行了体外研

究%我们将在此基础上进行相关的在体研究%进一步观

察叶黄素对相关眼病的治疗作用*
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