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!!"摘要#!背景!氧化应激是视网膜损伤中重要的病理生理过程$探讨保护视网膜免受氧化应激损伤的
方法具有重要的临床意义% 研究证实银杏叶提取物具有抗氧化&抗凋亡&抗血栓&抗炎等多种功能$但其对人
Eh++(.细胞的抗氧化作用研究较少%!目的!研究银杏叶提取物)T\:*对氧化剂三氧化二砷)@,N $K *诱导的
人 Eh++(.细胞氧化应激损伤的保护作用及其机制%!方法!人 Eh++(.细胞株用含体积分数 IJ`胎牛血清
)eQ&*&N $)0+%G谷氨酰胺和质量分数 I`青链霉素双抗的 HETE%eIN 培养液进行培养和传代$取对数生长
期的 Eh++(.细胞分为 P 个组$阴性对照组细胞采用常规培养法进行培养$在培养基中加入终质量浓度为 P )/%G

的 @,N$K处理细胞 NR 8 以建立细胞氧化损伤模型$然后将 P&IJ 和 NJ )/%GT\: 分别加入模型细胞培养液中
作用 NR 8$采用 E==法检测各组细胞的活力'采用 DE9#NHDeH@荧光探针法测定各组细胞活性氧簇)F$&*

含量'采用逆转录 XDF)F=9XDF*法检测细胞中 *-,2-,(9K )F[@的相对表达量'采用 "(,'(.4 :+0'法分别检测
细胞质和细胞核中 [.3N 蛋白的表达%!结果!Eh++(.细胞接种至培养瓶后 NR 8$倒置显微镜下可见接种细胞
贴壁良好$培养 M aL 5 时 Eh++(.细胞的细胞体积较大$细胞质丰富$呈镶嵌样排列% @,N$K处理组部分细胞凋

亡$呈卵圆形悬浮在培养液中% E==法测定结果表明$阴性对照组细胞活力)^值*最高$@,N $K处理组细胞活

力最低$而 @,N$KfP )/%GT\: 组&@,N$KfIJ )/%GT\: 组和 @,N$KfNJ )/%GT\: 组 ^值随着 T\: 质量浓度的
增加而逐渐增加$各组间总体比较差异有统计学意义)VlIMKnPL$OlJnJJ*% 阴性对照组细胞中 F$& 荧光强
度最弱$@,N$K处理组最强$@,N $K fP )/%GT\: 组&@,N $K fIJ )/%GT\: 组和 @,N $K fNJ )/%GT\: 组细胞中
F$& 荧光强度值随着 T\: 质量浓度的升高而逐渐减弱$各组间细胞中 F$& 荧光强度值的总体比较差异有统
计学意义)VlR JIKnMI$OlJnJJ*% 细胞内 *-,2-,(9K )F[@的相对表达量随 T\: 质量浓度的升高逐渐下降$

各组间总体比较差异有统计学意义)VlN IOOnLN$OlJnJJ*% 各组细胞质中 [.3N 蛋白的表达比较$差异无统
计学意义)VlIPnRN$OlJnRJ*'阴性对照组&@,N$K处理组及 @,N$KfP )/%GT\: 组&@,N$KfIJ )/%GT\: 组和
@,N$KfNJ )/%GT\: 组细胞核 [.3N 蛋白表达量 )灰度值*分别为 IJJnJIqJnJR&RMnPOqJnMK&PRnPIqJnMN&
POnOKqJnIL 和 MLnMJqJnNR$总体比较差异有统计学意义 )VlL NLInLN$OlJnJJ*$其中阴性对照组细胞核
[.3N 蛋白表达量最低$而 @,N$K处理组最高$差异均有统计学意义)均 OoJnJP*%!结论!T\: 以剂量依赖的
方式减轻体外培养的人 Eh++(.细胞的氧化应激损伤$其机制与抗氧化和抗凋亡作用有关$其减轻 Eh++(.细胞
氧化应激损伤的调控主要发生在细胞核%!
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生存%药物作用' 凋亡%药物作用' 人

B&1(#$(0G##22#$(12#m(&,$(12.0'D.1 50-15, 1'1m0*,(0G#*,3,.#12"%3,'H -̂-#&$#--)! *8# !-#+-#$!-#'
S8$ #̂ B8"P8-#$)"."#'58$a-2!8M%28/B&#-# F#"G&37"4+25C3-<"4"2#-9?%"#&7&D&<"E"#&$$%&#'M%28 HWIIIK$?%"#-
?233&7>2#<"#' -84%23(a-2!8M%28$L;-"9(1-2+8M%28NTZU/E2;

!45)(&,$("6E,$D.&1%'*6$B65-'6>(,'.(,,6,-2-'8028;,60+0/6*-+2.0*(,,03.('64-$,06'6,>(.;6)20.'-4''0
(B2+0.(-2.0'(*'6>(7-;-/-64,'.('64-+0B65-'6>(,'.(,,<&'156(,5('(.)64(5 '8-'(B'.-*'03/64A/0:6+0:-)T\:* 8-,
-4'60B65-4'$-4'69-202'0,6,$-4'69'8.0):0,6,-45 -4'69643+-))-'0.;(33(*',$807(>(.$'8((33(*'03T\: 04 81)-4 Eh++(.
*(++,64 0B65-'6>(,'.(,,6,,'6++:(+07145(.,'005<!>5F#$(0G#!=86,,'15;7-,'064>(,'6/-'('8(2.0'(*'604 03T\:
-/-64,'0B65-'6>(,'.(,,0381)-4 .('64-+Eh++(.*(++,6451*(5 :;@,N$K "# G"432<!H#("1*)!#1)-4 .('64-+Eh++(.

!PJS!中华实验眼科杂志 NJIP 年 O 月第 KK 卷第 O 期!D864 YTB2 $28'8-+)0+$&(2'():(.NJIP$Z0+<KK$[0<O

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



*(+++64(7-,*1+'1.(5 64 HETE%eIN 76'8 IJ` 3('-+:0>64(,(.1))eQ&*$N $)0+%G/+1'-)64(-45 I` -4'6:60'6*,<
@,N$K ,0+1'604 -''8(364-+*04*(4'.-'604 P )/%G7-,-55(5 64 '8()(561)30.NR 801.,'0(,'-:+6,8 0B65-'6>()05(+,$
-45 '8(4 '8(T\: 76'8 '8(364-+*04*(4'.-'604,03P$ IJ -45 NJ )/%G7-,1,(5 '0*(++)05(+,30.NR 801.,$
.(,2(*'6>(+;<D(++>6-:6+6';7-,5('(*'(5 :;E==-,,-;$-45 .(-*'6>(0B;/(4 ,2(*6(,)F$&* +(>(+,64 '8(*(++,7(.(
5('(*'(5 76'8 DE9#NHDeH@3+10.(,*(4'2.0:(<=8(.(+-'6>((B2.(,,604 +(>(+,03*-,2-,(9K )F[@64 *;'02+-,)-45
*(++41*+(67(.(-,,-;(5 :;.(>(.,(9'.-4,*.62'604 XDF ) F=9XDF*$ -45 '8((B2.(,,604,03[.3N 2.0'(64 7(.(
U1-4'6'-'6>(+;5('(*'(5 :;"(,'(.4 :+0'<!I#)%-()!Eh++(.*(++,-58(.(5 7(++NR 801.,-3'(.*1+'1.(5<@'M L̂ 5-;,
-3'(.*1+'1.($Eh++(.*(++:05;7-,+-./(76'8 -:145-4'*;'02+-,)-45 )0,-6*9+6A(-..-4/()(4'<#07(>(.$3+0-'64/*(++,
7(.(,((4 -3'(.@,N $K '.(-')(4'<D(++>6-:6+6';)-:,0.:-4*(* 7-,,6/4636*-4'+;5633(.(4'-)04/'8(40.)-+*1+'1.(
/.012$@,N$K9'.(-'(5 /.012$@,N $K fP )/%GT\: /.012$@,N $K fIJ )/%GT\: /.012 -45 @,N $K fNJ )/%GT\:
/.012$76'8 '8(,'.04/(,'>6-:6+6';64 '8(40.)-+*1+'1.(/.012 -45 '8(7(-A(,'>6-:6+6';64 '8(@,N $K9'.(-'(5 /.012,
)VlIMKnPL$OlJnJJ*<=8(3+10.(,*(4*(64'(4,6';03F$& 7-,'8(7(-A(,'64 '8(40.)-+*1+'1.(/.012 -45 '8(
,'.04/(,'64 '8(@,N$K9'.(-'(5 /.012 -45 7-,/.-51-++;7(-A(4(5 76'8 '8(64*.(-,(03T\: 50,(,$ ,80764/-
.()-.A-:+(5633(.(4*(-)04/'8(/.012,)VlR JIKnMI$OlJnJJ*<=8(.(+-'6>((B2.(,,604 +(>(+03*-,2-,(9K )F[@
64 '8(*(++,7-,/.-51-++;.(51*(5 76'8 '8(64*.(-,(03T\: 50,(,$76'8 -,'-'6,'6*-++;,6/4636*-4'5633(.(4*(-)04/'8(
/.012,)VlN IOOnLN$OlJnJJ*<C4 -556'604$40*04,65(.-:+(5633(.(4*(7-,,((4 64 '8((B2.(,,604 +(>(+03[.3N
2.0'(64 )/.(;,*-+(* 64 *;'02+-,)-)04/'8(/.012,)VlIPnRN$OlJnRJ*'786+(64 '8(41*+(6$'8((B2.(,,604 +(>(+,
03[.3N 2.0'(64 7(.(IJJnJIqJnJR$RMnPOqJnMK$PRnPIqJnMN$POnOKqJnIL -45 MLnMJqJnNR 64 '8(40.)-+*1+'1.(
/.012$@,N$K9'.(-'(5 /.012 -45 @,N$KfP )/%GT\: /.012$@,N$KfIJ )/%GT\: /.012$@,N$KfNJ )/%GT\: /.012
.(,2(*'6>(+;$76'8 -,6/4636*-4'5633(.(4*(-)04/'8())VlL NLInLN$OlJnJJ*<!J1'$-%)01')!T\: *-4 2.0'(*'81)-4
.('64-+Eh++(.*(++,-/-64,'@,N$K96451*(5 5-)-/(64 -50,(95(2(45-4')-44(.:;-4'60B65-4'-45 -4'6-202'0'6*(33(*',"#
G"432$-45 '8(-*'6>6'6(,0**1.2.6)-.6+;64 *(++41*+(1,<!

!7#+ 81&*)"6 \64A/0:6+0:-' X+-4'(B'.-*',%28-.)-*0+0/;' D(+++64(' Eh++(.*(++,%5.1/(33(*',' D(++
8;20B6-' $B65-'6>(,'.(,,' D(++,1.>6>-+%5.1/(33(*',' @202'0,6,%5.1/(33(*',' #1)-4,

!!Eh++(.细胞是视网膜神经胶质细胞$该细胞位于
视网膜内核层的内中间区$细胞体可以向视网膜的内
外侧发出遍布内界膜到外界膜的整个视网膜层的细长

突起$包绕视网膜细胞中的视锥和视杆细胞&双极细胞
以及视网膜神经节细胞的大部分神经元$且 Eh++(.细
胞特化的足板附着于视网膜的毛细血管壁$参与血^
视网膜屏障的构成% 正常情况下$Eh++(.细胞线粒体
内参与电子传递的氧气中有 JnI` aPnJ`会转变为
过氧化物$发挥供能&杀菌&清除毒素的作用并影响体
内各种基因的转录和表达$参与机体各种重要生命活
动的调节% 因此$Eh++(.细胞损伤与视网膜疾病的发
生密切相关% 银杏叶提取物)(B'.-*'03/64A/0:6+0:-$
T\:*是从银杏叶中提取的一类天然化合物$其有效成
分主要是黄酮和银杏内酯

+I N̂, $具有抗氧化&抗凋亡&
抗血栓&抗炎等多种功能 +K, % 但迄今关于 T\: 对视网
膜氧化应激过程中的抗氧化作用研究较少% 本研究拟
探讨 T\: 对 Eh++(.细胞氧化应激损伤的保护作用$为
视网膜损伤的修复治疗提供依据%

96材料与方法

9<96材料
人 Eh++(.细胞株 )郑州博兴公司*% HETE%eIN

培养基)美国 #;*+04(公司*'质量分数 JnNP`胰蛋白
酶9TH=@消化液)北京博奥拓科技有限公司*'胎牛血
清)3('-+:0>64(,(.1)$eQ&* )美国 \6:*0公司*'@,N $K

注射液)国药准字 #NJJKJKRL$黑龙江哈尔滨医大药业
有限公司*'青霉素钠 )国药准字 #NIJNIMLL$本溪辽
宁科泰生物基因制药股份有限公司*'硫酸链霉素)国
药准字 #IKJNJMRO$山西太原药业有限公司*'谷氨酰
胺)上海化学试剂公司 *'T\: 注射液 )国药准字
#RNJNNSLJ$上海禾融医药公司*'逆转录 XDF).(>(.,(
'.-4,*.62'604 XDF$F=9XDF*反应试剂盒 )日本宝生物
工程有限公司*'*-,2-,(9K 引物)上海赛百盛生物科技
技术有限责任公司合成*'E==&细胞质和细胞核蛋白
提取试剂盒 )上海碧云天生物科技公司 *'活性氧簇
).(-*'6>(0B;/(4 ,2(*6(,$F$&*检测试剂盒)南京建成
生物技术公司*'小鼠抗人核因子相关因子 N ) 41*+(-.
3-*'0.(.;'8.065 N9.(+-'(5 3-*'0.N$[.3N*单克隆抗体) :,9
IJLRF$I iPJJ*&辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠 C/\
):,9JNOM\$I iK JJJ * )北京博奥森生物技术有限公
司*% 细胞培养皿&吸管)美国 D0.464/公司*'D$N细胞

培养箱 )德国 #(.-(1,公司 *'倒置显微镜 )日本
$+;)21,公司*'酶标仪)美国 QC$9F@H公司*'流式细
胞仪)美国 QH公司*%
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9<:6方法
9<:<96人 Eh++(.细胞的培养!用含体积分数 IJ`
eQ&&N $)0+%G谷氨酰胺和质量分数 I`青链霉素双抗
的 HETE%eIN 培养基作为生长培养基$将 Eh++(.细胞
接种到 LP *)N

培养瓶内$细胞密度为 PcIJP %瓶$置于
含体积分数 P`D$N的培养箱内培养$温度为 KL p%
待细胞长成单层后$用质量分数 JnNP`胰蛋白酶9
TH=@消化液消化细胞$按 I iN或 I iK分瓶传代%
9<:<:6实验分组及方法6实验分为 P 个组$每组 M 瓶
细胞$细胞以 PcIJP %LP *)N

的密度在培养瓶中进行培

养$@,N $K处理组细胞培养基内 @,N $K终质量浓度为

P )/%G$在加入 @,N$K后 NR 8 开始实验'@,N$KfP )/%G
T\: 组先在细胞培养基中加入 @,N$K$置于 P`D$N培

养箱内培养 R 8$再加入终质量浓度为 P )/%G的 T\:$
继续培养 NR 8 后开始实验'@,N$K fIJ )/%GT\: 组培
养液中同法添加@,N$K和 IJ )/%GT\:$继续培养NR 8'
@,N$K fNJ )/%GT\: 组培养液中同法添加 @,N $K和

NJ )/%GT\:$继续培养 NR 8'阴性对照组细胞在常规培
养液中培养$在相应时间点内仅往该组细胞培养液内加
入同等剂量的 HTET%eIN 培养液$不添加@,N$K和 T\:%
9<:<;6EE=法测定细胞存活率!参照文献+R,的方
法进行细胞存活率的检测% 细胞以 PcIJR %孔的密度
接种至 OM 孔板中$待细胞长满后$根据分组分别加入
P )/%G@,N $K和 P )/%G&IJ )/%G&NJ )/%GT\:$培养
NR 8% 首先吸去培养板内液体$用 KL p XQ& 漂洗 N
次$每孔加入 IJJ $+用生长培养液配制的 JnP /%G
E==溶液$在 KL p&P`D$N条件下避光培养 R 8$弃上
清$加 入 IPJ $+二 甲 基 亚 砜 ) 56)('8;+,1+30B65($
HE&$*$轻轻振荡 IJ )64$使结晶颗粒充分溶解$以调
零孔校正调零点$每个 OM 孔培养板设 K 个调零孔$每
组设 M 个复孔% 用 ROJ 4)波长酶标仪测定吸光度
) *̂ 值% 细胞存活率 )`* l)实验组 R̂OJ 调̂零组

R̂OJ* %)对照组 R̂OJ 调̂零组 R̂O J *cIJJ`$实验重复 K
次$取其平均值%
9<:<A6流式细胞仪测定细胞中 F$& 的表达!各组细
胞培养 NR 8$弃培养液$加入 I 倍 XQ& 洗涤 N 次$加入
I )+终浓度为 IJ $)0+%G的荧光染料二氯二氢荧光素^
乙酰乙酸酯)HDe#9H@*的无血清培养液$于 KL p细
胞培养箱内孵育 NJ )64% 每隔 K aP )64 颠倒混匀使探
针和细胞充分接触% 用无血清培养基洗涤细胞 K 次$
充分除去未进入细胞内的 HDe#9H@% 细胞刮板刮取
细胞后$用 RJJ $+XQ& 吹打使细胞悬浮后上机$流式细
胞仪激发波长设定为 RSS 4)$测定 F$& 的荧光强度%
9<:<K6F=9XDF法测定 *-,2-,(9K )F[@的表达!按

照 I<N<N 的方法培养细胞和分组$加入 T\: 进行干预
并继续培养后 NR 8$用胰蛋白酶9TH=@消化细胞$KL p
下用无菌生理盐水漂洗细胞 K 次$离心半径 KnP *)$
I JJJ .%)64 离心 IJ )64$弃上清$每支离心管内加入
I )+=.6V0+$充分混匀后按操作说明提取总 F[@$F=9
XDF一步法检测细胞中 *-,2-,(9K )F[@的表达水平$
用灰度值测定法计算 *-,2-,(9K )F[@的相对表达量%
根据[DQC中人*-,2-,(9K 和\@XH#的F[@序列设计
引物$人 *-,2-,(9K 上游引物(P19=\\@@D@@@=\\@D
D=\==\@9K1$下游引物(P19=@@=@@DD@\\=\D=\=\
\@\=9K1'\@XH#上游引物(P19\\@DD=\@DD=\DD
\=D=@9K 1$下游引物( P 19=@\DDD@\\@=\DDD==\
@\9K1% F=9XDF反应体系包括 N 倍混合液 INnP $+$
上下游引物各 InJ $+$模板总 F[@InJ $+$用无 F[@
酶去离子水补足至 NPnJ $+$混匀后离心并上机扩增%
反应条件(PJ p反应 KJ )64$OR p预变性 N )64'OR p
变性 KJ ,$PP p退火 KJ ,$LN p延伸 I )64$共 KP 个循
环% 实验重复 K 次$取其平均值%
9<:<L6"(,'(.4 :+0'法测定 [.3N 蛋白质的表达水平!
细胞培养及分组方法同 I<N<N% 在加入 T\: 进行干预
并继续孵育后 NR 8$弃培养液$用 XQ& 洗涤 N 次$用细
胞刮刮取并收集细胞'用 XQ& 漂洗 K 次$I JJJ .%)64
离心 P )64$收集细胞后按试剂盒操作说明$分别提取
细胞核和细胞质蛋白质进行测定% 以小鼠抗人 [.3N单
克隆抗体作为一抗和辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠

C/\抗体作为二抗$小鼠抗人 %9-*'64 单克隆抗体为一
抗作为内参$二抗同前% 以灰度值作为评判指标$实验
重复 K 次$取其平均值%
9<;6统计学方法

采用 &X&& ILnJ 统计学软件进行统计分析$采用
$.6/64 LnJ 软件制作统计图表% 本研究中各测量指标
的数据资料经 &8-26.09"6+A 检验证实均符合正态分
布$以 Rq7表示$各组间样本均数经 G(>(4(检验证实
方差齐% 采用均衡分组五水平实验设计$阴性对照组&
@,N$K处理组及 @,N$K fP )/%GT\: 组&@,N$K fIJ )/%G
T\: 组和 @,N $K fNJ )/%GT\: 组间各检测指标的总
体差异比较均采用单因素方差分析$组间多重比较采
用 G&H94检验% 采用双尾检验法$检验水准 !lJnJP%

:6结果

:<96各组细胞形态和增生活力
Eh++(.细胞复苏后贴壁良好$细胞体饱满并伸出

短小伪足% 细胞换液并生长 N aK 5 后进入分裂旺盛
期$细胞增多并增大$呈现长梭形&三角形等$细胞突起

!LJS!中华实验眼科杂志 NJIP 年 O 月第 KK 卷第 O 期!D864 YTB2 $28'8-+)0+$&(2'():(.NJIP$Z0+<KK$[0<O
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明显% 培养 P 5 时细胞生长进入对数期$胞体呈现狭
长梭形$细胞质丰富% 培养 M aL 5 时$Eh++(.细胞的细
胞体积较大$细胞质丰富$呈镶嵌样排列% P )/%G
@,N$K处理后部分细胞凋亡$呈卵圆形悬浮到培养液
中% E==法测定结果表明$阴性对照组细胞活力 )^
值*最高$@,N$K处理组细胞活力最低$而 @,N$K fP )/%G
T\: 组&@,N $K fIJ )/%GT\: 组和 @,N $K fNJ )/%G
T\: 组细胞活力随着 T\: 质量浓度的增加而逐渐增
加$各组间总体比较差异有统计学意义 )VlIMKnPL$
OlJnJJ*'与 @,N $K处理组比较$@,N $K fP )/%GT\:
组&@,N$KfIJ )/%GT\: 组和 @,N$KfNJ )/%GT\: 组细
胞活力逐渐增强$其 ^值增加$差异均有统计学意义
)4l̂ PnKRL& ÔnIPN& ÎRnMKS$均OoJnJJI*)表 I$图 I*%

E FD

CBA100μm 100μm 100μm

100μm 100μm 100μm

图 96各组 H -̂-#&细胞的生
长情况)标尺 lIJJ $)*!@m
正常 Eh++(.细胞接种后 NR 8
贴壁!Qm正常细胞培养至第 P
天生长成单层!Dm@,N $K处理

细胞后 R 8 细胞明显少于正常
的单层细胞$可见部分卵圆形
的 凋 亡 细 胞 ) 箭 头 * ! Hm
@,N$K fP )/%GT\: 组卵圆形

凋亡细胞较 @,N$K处理组少!

Tm@,N $K fIJ )/%GT\: 组正

常细胞量较 @,N $K 处理组与

@,N$K fP )/%GT\: 组多!em

@,N$K fNJ )/%GT\: 组正常细

胞量最多

表 96各组人 H -̂-#&细胞存活率的比较)!T"$]*

组别 样本量 人 Eh++(.细胞存活率

阴性对照组 M JnPJOqJnJIP
@,N$K处理组 M JnKKNqJnJJL-

@,N$K fP )/%GT\: 组 M JnKPRqJnJJS-:

@,N$K fIJ )/%GT\: 组 M JnKSKqJnJRJ-:

@,N$K fNJ )/%GT\: 组 M JnRRPqJnJII-:

V IMKnPL
O JnJJ

!注m与阴性对照组比较$-OoJnJP'与 @,N $K处理组比较$:OoJnJP)单

因素方差分析$G&H94检验*!@,N$K m三氧化二砷'T\:m银杏叶提取物

:<:6各组细胞中 F$& 含量的变化
用流式细胞仪对各组细胞内 F$& 荧光强度的测

定结果显示$阴性对照组细胞内 F$& 荧光最弱$@,N$K

处理组最强$@,N $K fP )/%GT\: 组&@,N $K fIJ )/%G
T\: 组和 @,N $K fNJ )/%GT\: 组细胞内荧光强度强
于阴性对照组$但弱于 @,N $K组% 各组间细胞中 F$&

荧光强度值的总体比较差异有统计学意义 ) Vl
R JIKnMI$OlJnJJ*$其中@,N$K处理组&@,N$KfP )/%G
T\: 组&@,N $K fIJ )/%GT\: 组和 @,N $K fNJ )/%G
T\: 组细胞中 F$& 荧光强度值均明显高于阴性对照
组$差异均有统计学意义)均 OoJnJI*'@,N$K fP )/%G
T\: 组&@,N $K fIJ )/%GT\: 组和 @,N $K fNJ )/%G
T\: 组细胞中 F$& 荧光强度值均明显低于 @,N$K处理

组$差异均有统计学意义)均 OoJnJI*)表 N$图 N*%

表 :6各组 H -̂-#&细胞 I>S荧光强度的比较)!T"$]*

组别 样本量 荧光强度

阴性对照组 M PnSSMqJnKLL
@,N$K处理组 M MLnMPPqJnSOK-

@,N$K fP )/%GT\: 组 M KMnPIKqJnPJM-:

@,N$K fIJ )/%GT\: 组 M NMnLKJqJnNOS-:

@,N$K fNJ )/%GT\: 组 M NNnLJJqJnSIR-:

V R JIKnMI
O JnJJ

!注m与阴性对照组比较$-OoJnJP'与 @,N $K处理组比较$:OoJnJP)单

因素方差分析$G&H94检验*!F$&m活性氧簇'@,N$K m三氧化二砷'T\:m

银杏叶提取物

:<;6各组细胞中 *-,2-,(9K )F[@的相对表达量
比较各组 D-,2-,(9K )F[@F=9XDF扩增产物电泳

条带相对灰度值发现 @,N$K组细胞中 *-,2-,(9K )F[@
的相对表达量最高$阴性对照组细胞中 *-,2-,(9K
)F[@的相对表达量最低$各 T\: 处理组 *-,2-,(9K
)F[@表达量随 T\: 质量浓度的增加逐渐下降$各组
间总体比较差异有统计学意义 )VlN IOOnLN$Ol
JnJJ*$其中 @,N$K fP )/%G组&@,N$K fIJ )/%G组和
@,N$K fNJ )/%GT\: 组细胞中*-,2-,(9K )F[@的相对

!SJS! 中华实验眼科杂志 NJIP 年 O 月第 KK 卷第 O 期!D864 YTB2 $28'8-+)0+$&(2'():(.NJIP$Z0+<KK$[0<O
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EDCBA

Marker%GatedMean
All 100.00 13.89
M1 3.47 126.13

Marker%GatedMean
All 100.00 152.95
M1 64.53 225.85

Marker%GatedMean
All 100.00 25.05
M1 40.08 65.09

Marker%GatedMean
All 100.00 101.98
M1 52.16 181.25

Marker%GatedMean
All 100.00 65.41
M1 32.66 170.66
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图 :6OM5对 H -̂-#&细胞 I>S荧光强度的影响峰值图!@数阴性对照组主峰为正常细胞的 F$& 荧光强度吸收峰!Q数@,N $K处理组可见 F$& 荧

光强度吸收峰较阴性对照组右移!D数@,N$K fP )/%GT\: 组可见 F$& 荧光强度吸收峰较阴性对照组右移!H数@,N $K fIJ )/%GT\: 组 F$& 荧光

强度吸收峰较阴性对照组右移$但较 @,N$K处理组左移!T数@,N$K fNJ )/%GT\: 组 F$& 荧光强度吸收峰较阴性对照组右移$但较 @,N $K处理组

左移!HDe#9H@数二氯二氢荧光素 乙̂酰乙酸酯
!

表达量均明显低于 @,N $K处理组$差异均有统计学意
义)均 OoJnJP*)图 K$表 K*%

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
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BA
图 ;6I!CBJI法检测各组 H -̂-#&细胞中 $,)/,)#C; 3I?4的表达
@数各组 Eh++(.细胞中 *,2-,(9K )F[@的表达电泳图!Q数各组 Eh++(.
细胞中 \@XH#)F[@的表达电泳图!I数分子标志物!N数阴性对照
组!K数@,N$K处理组!R数@,N$K fP )/%GT\: 组!P数@,N$K fIJ )/%G

T\: 组!M数@,N$K fNJ )/%GT\: 组!L数空白对照组

表 ;6各组 H -̂-#&细胞中 $,)/,)#C; 3I?4的
相对表达量的比较)!T"*

组别 样本量 *-,2-,(9K )F[@表达量

阴性对照组 K InOOOqJnRJN
@,N$K处理组 K KnSKMqInSOO-

@,N$K fP )/%)+T\: 组 K KnIIJqInJNI-:

@,N$K fIJ )/%)+T\: 组 K NnOPRqJnOKP-:

@,N$K fNJ )/%)+T\: 组 K NnSRSqInNOK-:

V N IOOnLN
O JnJJ

!注数与阴性对照组比较$-OoJnJP'与 @,N $K处理组比较$:OoJnJP)单

因素方差分析$G&H94检验*!@,N$K 数三氧化二砷'T\:数银杏叶提取物

:<;6各组细胞中 [.3N 蛋白的表达量
"(,'(.4 :+0'检测显示$各组细胞质中 [.3N 蛋白的

表达无明显差异$而细胞核内 [.3N 的蛋白表达印迹明
显不同$其中 @,N$K处理组细胞核内 [.3N 蛋白印迹最
弱$@,N$KfP )/%GT\: 组&@,N $K fIJ )/%GT\: 组和
@,N$K fNJ )/%GT\: 组细胞核内 [.3N 蛋白印迹则随
着 T\: 剂量的增加而逐渐增强)图 R*% 各组之间细
胞质中 [.3N 蛋白表达量)灰度值*的总体比较差异无

统计学意义)VlIPnRN$OlJnRJ*'而各组间细胞核中
[.3N 蛋白的表达水平总体比较差异有统计学意义)Vl
L NLInLN$OoJnJJ*$其中随着 T\: 质量浓度的增加$
细胞核中 [.3N 蛋白的表达水平逐渐升高$@,N $K f
P )/%GT\: 组&@,N $K fIJ )/%GT\: 组和 @,N $K f
NJ )/%GT\: 组细胞核中 [.3N 蛋白表达的灰度值均
明显高于 @,N$K处理组$差异均有统计学意义)均 Oo
JnJP*)图 R$表 R*%

β�actin

细胞核Nrf2 66000

细胞核Nrf2

1 2 3 4 5

图 A6<#)(#&'5-1(法检测各组 H3 -̂-#&细胞中 ?&2: 蛋白的表达!
I数阴性对照组!N数@,N $K 处理组!K数@,N $K fP )/%GT\: 组!

R数@,N$K fIJ )/%GT\: 组!P数@,N$K fNJ )/%GT\: 组

表 A6各组 H -̂-#&细胞中 ?&2: 表达灰度值的比较)!T"*

组别 样本量
不同部位 [.3N 灰度值

细胞质 细胞核

阴性对照组 K PnJNqJnNL PnJJqJnJR
@,N$K处理组 K RnOOqJnNL NnKNqJnMK-

@,N$K fP )/%GT\: 组 K RnOSqJnRR NnLNqJnMN-:

@,N$K fIJ )/%GT\: 组 K PnJNqJnPM NnOOqJnIL-:

@,N$K fNJ )/%GT\: 组 K RnOOqJnJI KnKSqJnNR-:

V IPnRN L NLInLN
O JnRJ JnJJ

!注数与阴性对照组比较$-OoJnJP'与 @,N $K处理组比较$:OoJnJP)单

因素方差分析$G&H94检验*![.3N数核因子相关因子 N'@,N$K 数三氧化二

砷'T\:数银杏叶提取物

;6讨论

自发现银杏叶中的银杏黄酮和银杏内酯等物质具

有防治心脑血管和神经系统疾病的功能以来$对银杏
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叶内有效成分的研究逐渐成为热点
+I, % T\: 是银杏

内酯和银杏黄酮组成的混合物质的总称$T\: 中的黄
酮类化合物具有清除超氧阴离子 )$N!*&羟自由基
)$#!*&一氧化氮) 46'.6*0B65($[$*&脂质过氧化自由
基等功能

+P, % $1 等 +M,
研究证实$黄酮多酚抗氧化功

能主要是为细胞内线粒体氧化呼吸链提供电子$从而
抑制氧自由基反应和脂质过氧化$进而阻碍丙二醛等
毒性物质的生成% 同时 T\: 还参与自由基反应酶活
性的调节$减缓氧自由基和脂质过氧化对细胞的损伤%
T\: 在体内可激活腺苷酸蛋白激酶系统$抑制血管内
氧化型低密度脂蛋白的生成$降低 F$& 对血管内皮细
胞的氧化应激损伤

+M L̂, % 王振宇等 +S,
研究证实$T\:

可抑制 F\D,的 *-,2-,(9K 活性$降低 F\D,凋亡的风
险% 最新研究表明$T\: 对糖尿病视网膜病变&视网膜
动脉硬化&慢性青光眼等均有一定疗效 +O ÎJ, $但其作用
机制尚不清楚% 本研究依据相关文献 +II,

及我们的预

实验结果$选定 P )/%G&IJ )/%G和 NJ )/%GK 个质量
浓度进行实验$证明 T\: 能保护体外培养的人 Eh++(.
细胞免受 @,N$K诱导的氧化应激损伤%

机体内 F$& 主要包括单线态氧)$N
I *和 #N$N等$

生理情况下$活性氧自由基的产生和清除处于动态平
衡$任何原因导致 F$& 产生过多和%或抗氧化体系清
除障碍均可引起机体氧化%抗氧化体系失衡$使机体组
织细胞受到氧化损伤$处于氧化应激状态 +IN, % 研究证
实$[.3N%@FT通路是重要的内源性抗氧化应激通
路

+IK, $F$& 是激活该通路的重要介质之一% D-,2-,(,
是介导细胞凋亡的调节基因家族$是细胞凋亡的启动
者和执行者$其中 *-,2-,(9K 是该家族级联反应中最关
键的凋亡执行蛋白酶$也是细胞凋亡最终的效应蛋
白

+IR ÎP, % 本研究中用流式细胞仪对处于氧化应激状
态的Eh++(.细胞中F$& 进行检测$发现随着T\: 质量
浓度的增加$细胞中 F$& 含量逐渐降低$即细胞质
[.3N 蛋白表达减弱$而细胞核中 [.3N 蛋白的表达却逐
渐增强$因此认为 T\: 可能通过多重的细胞信号途径
对氧化应激状态的 Eh++(.细胞发挥保护作用%

临床上 @,N$K可用于抗肿瘤治疗$但对正常细胞

有危害作用$因此常用于抗细胞凋亡的研究 +IM ÎO, %
@,N$K是氧化剂$对培养的Eh++(.细胞具有致氧化损伤
的作用$因其稳定且不易分解$故本研究中利用其诱导
体外培养的人 Eh++(.细胞来制备氧化应激损伤细胞
模型% 本研究中结果证实$@,N$K刺激 Eh++(.细胞时$
T\: 能够下调 *-,2-,(9K 的表达$调节氧化应激状态下
细胞中 [.3N 蛋白的表达$进一步证明 T\: 对 @,N$K诱

导的 Eh++(.细胞氧化应激损伤的保护作用是多靶点

的$涉及不同的信号传导机制$但其具体的作用通路及
作用机制仍有待进一步研究证实%
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