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　 　 【摘要】 　 目的 　 观察白细胞介素-8( IL-8) 拮抗剂 SB225002 对高糖条件下猴视网膜血管内皮细胞( RF /
6A 细胞)核苷酸结合寡聚化结构样受体蛋白 3( NLRP3)炎性小体激活的影响及可能作用机制。　 方法 　 将体

外培养的 RF / 6A 细胞分为正常对照组、甘露醇组、高糖组、高糖+二甲基亚砜( DMSO) 组、高糖+SB225002 组,
分别采用常规培养基、25

 

mmol / L 甘露醇、25
 

mmol / L 葡萄糖、25
 

mmol / L 葡萄糖+ 1‰
 

DMSO、25
 

mmol / L 葡萄

糖+10
 

ng / ml
 

SB225002 培养 48
 

h。 采用细胞计数试剂盒 8 和二乙酸荧光素( FDA)染色检测各组细胞活力;采
用细胞划痕实验检测各组细胞迁移率;采用 2′,

 

7′-二氯二氢荧光素二乙酸酯荧光探针、线粒体超氧化物

(MitoSOX)红色荧光探针检测各组细胞中总活性氧( ROS)和 MitoSOX 水平;采用线粒体膜电位荧光探针( JC-
10)检测各组细胞线粒体膜电位水平;采用免疫荧光染色检测各组细胞内 IL-8、NLRP3、半胱天冬酶-1( Caspase-
1)、凋亡相关斑点样蛋白( ASC)、IL-1β、IL-18 蛋白荧光强度;采用 Western

 

blot 法检测各组 NLRP3、Caspase-1、
ASC、IL-1β、IL-18、核因子 E2 相关因子 2( Nrf2)、血红素加氧酶 1( HO-1)蛋白相对表达量。　 结果 　 正常对照

组、甘露醇组、高糖组、高糖 + DMSO 组、高糖 + SB225002 组 IL-8 荧光强度分别为 20. 56 ± 0. 89,22. 20± 0. 91,
40. 91±1. 94,40. 49±2. 00,26. 15±3. 57,总体比较差异有统计学意义( F = 66. 78,P<0. 001) ,其中高糖组 IL-8 荧

光强度明显高于正常对照组、甘露醇组,高糖+SB225002 组 IL-8 荧光强度明显低于高糖+DMSO 组,差异均有

统计学意义(均 P<0. 05) 。 高糖组细胞迁移率、FDA 荧光强度、吸光度( A)值、总 ROS 荧光强度、MitoSOX 荧光

强度、单聚体荧光强度及 NLRP3、Caspase-1、ASC、IL-1β、IL-18 荧光强度和蛋白相对表达量明显高于正常对照

组、甘露醇组,多聚体荧光强度、线粒体膜电位水平、Nrf2 和 HO-1 蛋白相对表达量明显低于正常对照组和甘

露醇组,高糖+SB225002 组细胞迁移率、FDA 荧光强度、A 值、总 ROS 荧光强度、MitoSOX 荧光强度、单聚体荧

光强度及 NLRP3、Caspase-1、ASC、IL-1β、IL-18 荧光强度和蛋白相对表达量明显低于高糖+DMSO 组,多聚体荧

光强度、线粒体膜电位水平、Nrf2 和 HO-1 蛋白相对表达量明显高于高糖+DMSO 组,差异均有统计学意义(均

P<0. 05) 。　 结论 　 SB225002 可抑制 RF / 6A 细胞内 NLRP3 炎性小体的激活,减轻高糖条件下细胞氧化应激

损伤和炎症反应,并激活 Nrf2 / HO-1 信号通路。　
【关键词】 　 视网膜血管内皮细胞; 核苷酸结合寡聚化结构样受体蛋白 3; 炎性小体; 核因子 E2 相关因子 2
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 Abstract  　 Objective　 To
 

observe
 

the
 

effect
 

and
 

possible
 

mechanism
 

of
 

interleukin
 

 IL  -8
 

antagonist
 

SB225002
 

on
 

the
 

activation
 

of
 

nucleotide-binding
 

oligomerization
 

domain-like
 

receptor
 

protein
 

3
 

 NLRP3 
 

inflammasome
 

in
 

monkey
 

retinal
 

vascular
 

endothelial
 

cells
 

 RF / 6A
 

cells  
 

under
 

high
 

glucose
 

conditions. 　 Methods 　 The
 

RF / 6A
 

cells
 

cultured
 

in
 

vitro
 

were
 

divided
 

into
 

a
 

normal
 

control
 

group 
 

a
 

mannitol
 

group 
 

a
 

high
 

glucose
 

group 
 

a
 

high
 

glucose+ dimethyl
 

sulfoxide
 

 DMSO  
 

group 
 

and
 

high
 

glucose + SB225002
 

group 
 

and
 

were
 

cultured
 

with
 

standard
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culture
 

medium 
 

25
 

mmol / L
 

mannitol 
 

25
 

mmol / L
 

glucose 
 

25
 

mmol / L
 

glucose + 1‰
 

DMSO 
 

and
 

25
 

mmol / L
 

glucose+10
 

ng / ml
 

SB225002
 

for
 

48
 

hours 
 

respectively.
 

The
 

cell
 

viability
 

in
 

each
 

group
 

was
 

detected
 

using
 

Cell
 

Counting
 

Kit-8
 

and
 

fluorescein
 

diacetate
 

 FDA  
 

staining.
 

The
 

cell
 

migration
 

rate
 

was
 

assessed
 

by
 

wound
 

healing
 

assay.
 

Total
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

 ROS  
 

and
 

MitoSOX
 

red
 

mitochondrial
 

superoxide
 

indicator
 

levels
 

were
 

measured
 

using
 

2′ 7′-dichlorofluorescein
 

diacetate
 

fluorescent
 

probe
 

and
 

MitoSOX.
 

The
 

mitochondrial
 

membrane
 

potential
 

was
 

evaluated
 

with
 

JC-10
 

fluorescent
 

probe.
 

The
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

IL-8 
 

NLRP3 
 

cysteine-aspartic
 

acid
 

protease-1
 

 Caspase-1   
 

apoptosis-associated
 

speck-like
 

protein
 

 ASC   
 

IL-1β 
 

and
 

IL-18
 

in
 

each
 

group
 

was
 

detected
 

by
 

immunofluorescence.
 

The
 

relative
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

NLRP3 
 

Caspase-1 
 

ASC 
 

IL-1β 
 

IL-18 
 

nuclear
 

factor
 

erythroid
 

2-related
 

factor
 

2
 

 Nrf2   
 

and
 

heme
 

oxygenase
 

1
 

 HO-1  
 

were
 

determined
 

by
 

Western
 

blot. 　 Results　 The
 

IL-8
 

fluorescence
 

intensities
 

in
 

the
 

normal
 

control
 

group 
 

mannitol
 

group 
 

high
 

glucose
 

group 
 

high
 

glucose+ DMSO
 

group 
 

and
 

high
 

glucose + SB225002
 

group
 

were
 

20. 56 ± 0. 89 
 

22. 20± 0. 91 
 

40. 91 ± 1. 94 
 

40. 49±2. 00 
 

and
 

26. 15 ± 3. 57 
 

respectively 
 

with
 

a
 

statistically
 

significant
 

overall
 

difference
 

 F = 66. 78 
 

P<
0. 001  .

 

The
 

IL-8
 

fluorescence
 

intensity
 

was
 

significantly
 

higher
 

in
 

the
 

high
 

glucose
 

group
 

than
 

in
 

the
 

normal
 

control
 

group
 

and
 

mannitol
 

group 
 

while
 

the
 

IL-8
 

fluorescence
 

intensity
 

in
 

the
 

high
 

glucose+SB225002
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

high
 

glucose+DMSO
 

group
 

 all
 

P<0. 05  .
 

The
 

cell
 

migration
 

rate 
 

FDA
 

fluorescence
 

intensity 
 

absorbance
 

 A  
 

value 
 

total
 

ROS
 

fluorescence
 

intensity 
 

MitoSOX
 

fluorescence
 

intensity 
 

monomer
 

fluorescence
 

intensity 
 

as
 

well
 

as
 

fluorescence
 

intensities
 

and
 

relative
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

NLRP3 
 

Caspase-1 
 

ASC 
 

IL-
1β 

 

and
 

IL-18
 

were
 

significantly
 

higher
 

and
 

the
 

polymer
 

fluorescence
 

intensity 
 

mitochondrial
 

membrane
 

potential
 

level 
 

as
 

well
 

as
 

the
 

relative
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

Nrf2
 

and
 

HO-1
 

were
 

significantly
 

lower
 

in
 

the
 

high
 

glucose
 

group
 

than
 

those
 

in
 

the
 

normal
 

control
 

group
 

and
 

the
 

mannitol
 

group
 

 all
 

P< 0. 05  .
 

The
 

cell
 

migration
 

rate 
 

FDA
 

fluorescence
 

intensity 
 

A
 

value 
 

total
 

ROS
 

fluorescence
 

intensity 
 

MitoSOX
 

fluorescence
 

intensity 
 

monomer
 

fluorescence
 

intensity 
 

as
 

well
 

as
 

fluorescence
 

intensities
 

and
 

relative
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

NLRP3 
 

Caspase-1 
 

ASC 
 

IL-1β 
 

and
 

IL-18
 

were
 

significantly
 

lower
 

and
 

the
 

polymer
 

fluorescence
 

intensity 
 

mitochondrial
 

membrane
 

potential
 

level 
 

as
 

well
 

as
 

the
 

relative
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

Nrf2
 

and
 

HO-1
 

were
 

significantly
 

higher
 

in
 

the
 

high
 

glucose+SB225002
 

group
 

than
 

those
 

in
 

the
 

high
 

glucose+DMSO
 

group
 

 all
 

P<0. 05  . 　 Conclusions　 SB225002
 

can
 

inhibit
 

the
 

activation
 

of
 

NLRP3
 

inflammasome
 

in
 

RF / 6A
 

cells 
 

alleviate
 

cellular
 

oxidative
 

stress
 

damage
 

and
 

inflammatory
 

response
 

under
 

high
 

glucose
 

conditions 
 

and
 

activate
 

the
 

Nrf2 / HO-1
 

signaling
 

pathway.
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　 　 糖尿病视网膜病变( diabetic
 

retinopathy,DR)是糖

尿病常见的微血管并发症之一,以视网膜血管病变为

主要特征, 是导致成年人视力障碍和盲 的 主 要 原

因 [ 1] 。 近年来发现炎症是促进 DR 发展的重要因素。
白细胞介素-8( interleukin-8,IL-8)作为促炎细胞因子,
可诱发炎症反应,改变血管通透性,通过血管内皮生长

因子( vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor,VEGF) 依赖性

和非 依 赖 性 途 径 促 使 新 生 血 管 生 成 [ 2- 3] 。 活 性 氧

( reactive
 

oxygen
 

species,ROS) 主要来源于线粒体,过

量 ROS 会导致氧化和抗氧化系统失衡,引发细胞氧化

应激反应,最终导致组织损伤和疾病发生。 本课题组

前期研究发现,IL-8 可通过促进氧化应激细胞中 ROS
的生成诱导人视网膜血管内皮细胞 ( human

 

retinal
 

vascular
 

endothelial
 

cells, hRCEC ) 迁 移, IL-8 拮 抗 剂

SB225002 可下调 ROS 生成,抑制细胞迁移 [ 4] ,因此抑

制 IL-8 表达可能对于减缓 DR 进展有重要作用。 作为

一种关键的多蛋白复合物,炎性小体在先天免疫系统

中发挥着核心作用,对机体的免疫应答和病理过程产

生显著影响。 在已知的多种炎性小体中,核苷酸结合

寡 聚 化 结 构 样 受 体 蛋 白 3 ( nucleotide-binding
 

oligomerization
 

domain-like
 

receptor
 

protein
 

3, NLRP3 )
是研究焦点。 该复合物由 NLRP3 蛋白、凋亡相关斑点

样蛋白( apoptosis-associated
 

speck-like
 

protein,ASC)以

及半 胱 天 冬 酶-1 ( cysteine-aspartic
 

acid
 

protease-1,
Caspase-1)共同构成。 当 ROS 诱导的硫氧还蛋白相互

作用 蛋 白 ( thioredoxin-interacting
 

protein, TXNIP ) 与

NLRP3 炎性小体结合后,可触发其活化过程。 这一激

活机制导致 IL-1β 和 IL-18 等细胞因子的成熟与分泌

显著增强,进而引发炎症级联反应 [ 5- 8] 。 增殖性糖尿

病视网膜病变( proliferative
 

diabetic
 

retinopathy,PDR)
患者玻璃体腔中 NLRP3、IL-1β 和 IL-18 的表达高于非

PDR 患者 [ 9] 。 核因子 E2 相关因子 2 ( nuclear
 

factor
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erythroid-2
 

related
 

factor
 

2,Nrf2) 是细胞内抗氧化应激

损伤的关键因子, Nrf2 激活后上调血红素加氧酶 1
( heme

 

oxygenase-1,HO-1) 等抗氧化物质表达。 Nrf2 /
HO-1 信号通路能够调节机体氧化还原稳态,是重要的

抗氧化防御系统。 NLRP3 炎性小体可能在 DR 中发挥

重要作用, 但目前有关 IL-8 与 NLRP3 炎性小体及

Nrf2 / HO-1 信号通路在 DR 中的关联研究较少。 猴视

网膜血管内皮细胞( RF / 6A 细胞) 作为视网膜血管内

皮细胞的常用模型,在 DR 研究中被广泛使用,具有良

好的代表性 [ 10- 12] 。 本研究通过构建体外高糖模型分

析 IL-8 拮抗剂 SB225002 对 RF / 6A 细胞 NLRP3 炎性

小体激活的影响和可能作用机制。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 细胞来源 　 RF / 6A 细胞( CL-0194) 购自武汉

普诺赛生命科技有限公司。
1. 1. 2　 主要试剂及仪器 　 SB225002( 182498-32-4,美
国 MCE 公司) ;细胞计数试剂盒 8( cell

 

counting
 

kit-8,
CCK-8) ( C0038) 、2′,7′-二氯二氢荧光素二乙酸酯( 2′,
7′-dichlorofluorescein

 

diacetate, DCFH-DA ( S0033S, 上

海碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ) ; 二 乙 酸 荧 光 素

( fluorescein
 

diacetate, FDA) ( IF0160,美国 Solarbio 公

司) ; 线 粒 体 超 氧 化 物 ( mitochondrial
 

superoxide,
MitoSOX)红色荧光探针( 40778ES50) 、线粒体膜电位

荧光探针 JC-10 ( 40707ES,上海翌圣生物科技股份有

限 公 司 ) ; 兔 源 NLRP3 抗 体 ( 19771-1-AP ) 、 兔 源

Caspase-1 抗体( 22915-1-AP ) 、兔源 ASC 抗体 ( 10500-
1-AP) 、兔源 HO-1 抗体(10701-1-AP,武汉三鹰生物技

术有限公司) ;兔源 IL-1β 抗体( AF5103) 、兔源 IL-18
抗体( DF6252) 、兔源 Nrf2 抗体( AF0639) 、Alexa

 

Fluor
 

488 标记的二抗( S0018) 、β-微管蛋白( β-tubulin)抗体

( AF7011) 、 辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 的 山 羊 抗 兔 IgG
( S0001,美国 Affinity 公 司 ) 。 荧 光 显 微 镜 ( BX51T-
32FB-E01,日本 Olympus 公司) ;激光扫描共聚焦显微

镜( LSM800,美国 Zeiss 公司) ;多功能酶标仪( Infinite
 

200
 

PRO,瑞士 TECAN 公司) 。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 细胞培养和分组 　 RF / 6A 细胞置于含 10%胎

牛血清、1%青霉素-链霉素混合液的 MEM 培养基中,
5%

 

CO2 、37
 

℃ 环境下常规培养。 将细胞分为正常对

照组、甘露醇组、高糖组、高糖 +二甲基亚砜 ( dimethyl
 

sulfoxide,DMSO) 组、高糖 + SB225002 组,分别采用常

规培养基、25
 

mmol / L 甘露醇、25
 

mmol / L 葡萄糖 [ 13] 、

25
 

mmol / L 葡萄糖 + 1‰
 

DMSO、 25
 

mmol / L 葡萄糖 +
10

 

ng / ml
 

SB225002 培养。
1. 2. 2　 CCK-8 法检测 SB225002 处理后细胞活力值 　
细胞密度达 80% 时,以 1 × 104 个 / 孔的密度接种于 96
孔板中,分别加入 0、5、10、20、40

 

ng / ml
 

SB225002 处理

48
 

h。 另选用合适浓度 SB225002 处理细胞 24、 48、
72

 

h,按照每孔 10%的体积加入 CCK-8 溶液,于 37
 

℃
培养箱中孵育 2

 

h。 采 用 多 功 能 酶 标 仪 测 定 各 孔

450
 

nm 处的吸光度( absorbance,A) 值,确定 SB225002
安全作用浓度与处理时间后,对各组细胞相应处理

48
 

h,测定各组细胞活力值。 实验重复 3 次。
1. 2. 3 　 细胞划痕实验检测各组细胞迁移率 　 将细胞

以单层形式接种于 6 孔板中,待各组细胞生长至完全汇

合后,使用 100 ~ 1
 

000
 

μl 微量加样枪头于孔板中央作

“十”字形划痕,继续培养 24
 

h 后在原划痕位置拍照,观
察各孔细胞迁移情况。 使用 ImageJ

 

1. 54g 软件计算细

胞迁移面积。 细胞迁移率 = (原始裸区面积-24
 

h 裸区

面积) / 原始裸区面积×100%。 实验重复 3 次。
1. 2. 4　 FDA 染色检测各组细胞活力 　 将 RF / 6A 细胞

接种于 48 孔板,各组细胞进行相应处理后,加入含

10
 

μmol / L
 

FDA 的无胎牛血清培养基,37
 

℃ 下避光孵

育 20
 

min。 吸出染色液,加入 10
 

μg / ml
 

Hoechst33342
染色液复染细胞核 5

 

min,荧光显微镜下拍照。 绿色荧

光着染细胞说明其细胞膜完整且代谢活性较高。 实验

重复 3 次。
1. 2. 5　 DCFH-DA 探针、MitoSOX 红色荧光探针检测

各组总 ROS、MitoSOX 表达 　 将 RF / 6A 细胞接种于 48
孔板,各组细胞进行相应处理后,每孔加入 10

 

μmol / L
 

DCFH-DA 探针和 5
 

μmol / L
 

MitoSOX 探针,37
 

℃ 下避

光孵育 20
 

min。 弃去上清,加入 Hoechst33342 染色液

复染细胞核后使用荧光显微镜拍照。 DCFH-DA 染色

阳性表现为绿色荧光,MitoSOX 染色阳性表现为红色

荧光。 实验重复 3 次。
1. 2. 6　 线粒体膜电位荧光探针 JC-10 检测各组线粒

体膜电位变化 　 将 RF / 6A 细胞接种于 48 孔板,各组

细胞进行相应处理后,每孔加入 20
 

μmol / L
 

JC-10 染色

液,于 37
 

℃ 下避光孵育 20
 

min。 采用 Hoechst33342 染

色液对细胞核进行复染,荧光显微镜下观察并采集图

像。 当线粒体膜电位正常时,JC-10 可形成多体,发出

红色荧光;当膜电位下降时,以单聚体形式存在,呈现

绿色荧光。 实验重复 3 次。
1. 2. 7 　 Western

 

blot 法 检 测 各 组 细 胞 内 NLRP3、
Caspase-1、ASC、IL-1β、IL-18、Nrf2、HO-1 蛋白相对表达

量 　 各组细胞进行相应处理后,提取各组细胞蛋白并
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测定蛋白浓度。 将样品加入 SDS-聚丙烯酰胺凝胶加

样孔中进行电泳;初始以 80
 

V 恒压电泳 0. 5
 

h,样品进

入分离胶后改为 100
 

V 恒压继续电泳 1. 5
 

h。 将蛋白

转移至聚偏二氟乙烯膜,90
 

V 恒压电泳 1. 5
 

h。 5%脱

脂牛奶封闭 1
 

h,与 NLRP3 ( 1 ∶ 1
 

000) 、Caspase-1( 1 ∶
3

 

000) 、ASC ( 1 ∶ 3
 

000) 、 IL-1β ( 1 ∶ 1
 

000) 、 IL-18 ( 1 ∶
1

 

000) 、Nrf2( 1 ∶ 1
 

000) 、HO-1( 1 ∶ 3
 

000) 、( 1 ∶ 1
 

000)
一抗在 4

 

℃ 下孵育过夜。 次日洗膜后,加入辣根过氧

化物酶标记的山羊抗兔 IgG(1 ∶ 4
 

000) ,室温孵育 2
 

h。
采用化学发光试剂显色,通过多光谱成像系统扫描蛋

白条带,应用 ImageJ
 

1. 54g 软件进行灰度值半定量分

析。 以 β-tubulin 为内参,计算各目的蛋白相对表达

量。 实验重复 3 次。
1. 2. 8 　 免 疫 荧 光 染 色 法 检 测 各 组 细 胞 内 IL-8、
NLRP3、Caspase-1、ASC、IL-1β、IL-18 蛋白荧光强度 　
各组细胞进行相应处理后,每孔滴加 4% 多聚甲醛固

定细胞,各组细胞置于封闭液( 0. 1%
 

PBST、5%牛血清

蛋白、0. 225
 

g / ml 甘氨酸) 中封闭 2
 

h。 加入 IL-8( 1 ∶
400) 、NLRP3 ( 1 ∶ 200 ) 、 Caspase-1 ( 1 ∶ 80 ) 、 ASC ( 1 ∶
200) 、IL-1β(1 ∶ 200) 、IL-18( 1 ∶ 200) 一抗,4

 

℃ 孵育过

夜。 加入 Alexa
 

Fluor
 

488 标记的荧光二抗( 1 ∶ 400)孵

育 1
 

h, 4′, 6-二 脒 基-2-苯 基 吲 哚 ( 4′, 6-diamidino-2-
phenylindole,DAPI)封片剂封片,置于荧光显微镜下观

察拍照。 实验重复 3 次。
1. 3　 统计学方法

采用 SPSS
 

20. 0 和 Graphpad
 

Prism
 

10. 1. 0 软件进

行统计分析和作图。 计量资料数据经 Shapiro-Wilk
 

检

验证实符合正态分布,以 x ±s 表示,各组各指标总体比

较采用单因素方差分析,两两比较采用 LSD-t 检验;各
组不同处理时间细胞活力总体比较采用重复测量两因

素方差分析,两两比较采用 Bonferroni 检验。 P<0. 05 为

差异有统计学意义,Bonferroni 检验水准为 0. 05 / 15。

2　 结果

2. 1 　 SB225002 不同作用浓度和时间对 RF / 6A 细胞

的影响

CCK-8 检测结果显示,空白对照组和 0、5、10、20、
40

 

ng / ml
 

SB225002 组 细 胞 存 活 率 分 别 为 ( 99. 69±
3. 78) %、(98. 17±0. 96) %、(96. 75±3. 35) %、( 96. 62±
3. 09) %、(69. 43 ± 3. 78) %、 ( 46. 83 ± 2. 69) %,总体比

较差异有统计学意义( F = 147. 30,P < 0. 001) ,其中 20
与 40

 

ng / ml
 

SB225002 组细胞存活率明显低于空白对

照组,差异均有统计学意义(均 P<0. 05) (图 1) 。 因此

选择 10
 

ng / ml
 

SB225002 进行后续实验。 各组不同处

理时间细胞活力总体比较, 差异均有统 计 学 意 义

( F组别 = 5. 96,P < 0. 001;F时间 = 87. 65,P < 0. 001) ,其中

高糖组 24、48、72
 

h 细胞活力均显著高于空白对照组

与甘露醇组,高糖+SB225002 组各时间点细胞活力均

显著低于高糖+DMSO 组,差异均有统计学意义(均 P<
0. 001) ;高糖组 24

 

h、72
 

h 细胞活力均低于 48
 

h 细胞

活力,差异有统计学意义(均 P<0. 01) (表 1) 。 故后续

实验均采用 10
 

ng / ml
 

SB225002 处理细胞 48
 

h。

细
胞

存
活

率（
%
）

150

100

50

0

空
白
对
照
组

0n
g/m

l

5n
g/m

l

10
ng
/m
l

20
ng
/m
l

40
ng
/m
l

a

a

图 1　 不同浓度 SB225002 处理后细胞存活率比较 　 F = 147. 30,P<
0. 001.

 

与空白对照组比较,a P < 0. 001 ( 单因素方差分析, LSD-t 检

验;n = 3)
Figure

 

1　 Comparison
 

of
 

cell
 

viability
 

after
 

treatment
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

SB225002 　 F = 147. 30 
 

P < 0. 001.
 

Compared
 

with
 

the
 

blank
 

control
 

group 
 a P < 0. 001

 

 One-way
 

ANOVA 
 

LSD-t
 

test 
 

n = 3  

表 1　 各组细胞不同处理时间细胞活力值比较(x±s)
Table

 

1　 Comparison
 

of
 

cell
 

viability
 

value
 

among
 

various
 

cell
 

groups
 

at
 

different
 

treatment
 

times
 

(x±s)

组别 样本量
不同处理时间细胞活力值

24
 

h 48
 

h 72
 

h

空白对照组 3 1. 007 ±0. 043 1. 017±0. 039 1. 007 ±0. 039

甘露醇组 3 1. 034 ±0. 006 1. 042±0. 029 1. 012 ±0. 037

高糖组 3 1. 259 ±0. 008 abd 1. 366±0. 032ab 1. 215±0. 009abd

高糖+DMSO 组 3 1. 267±0. 025 1. 337±0. 032 1. 218±0. 014

高糖+SB225002 组 3 1. 088±0. 017c 1. 107±0. 025c 1. 039±0. 014c

　 注:F组别 = 5. 96,P<0. 001;F时间 = 87. 65,P< 0. 001;F交互作用 = 3. 26,P<

0. 01. 与空白对照组比较,a P< 0. 001;与甘露醇组比较,b P < 0. 001;与高

糖+DMSO 组比较,c P<0. 001;与本组 48
 

h 比较,d P<0. 001( 重复测量两

因素方差分析,Bonferroni 检验) 　 DMSO:二甲基亚砜

　 Note 
 

F group = 5. 96 
 

P < 0. 001 
 

F time = 87. 65 
 

P < 0. 001 
 

F interaction =

3. 26 P < 0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group 
 a P < 0. 001 

 

compared
 

with
 

the
 

mannitol
 

group 
 b P < 0. 001 

 

compared
 

with
 

the
 

high
 

glucose+DMSO
 

group 
 c P<0. 001 

 

compared
 

with
 

48
 

h
 

of
 

the
 

same
 

group 
 

d P <0. 001
 

 Two-way
 

repeated
 

measures
 

ANOVA 
 

Bonferroni
 

test  　 DMSO 
 

dimethyl
 

sulfoxide

2. 2　 各组 IL-8 表达荧光强度比较

正常对照组、甘露醇组、高糖组、高糖 +DMSO 组、
高糖+SB225002 组 IL-8 荧光强度分别为 20. 56±0. 89、
22. 20± 0. 91、40. 91 ± 1. 94、40. 49 ± 2. 00、26. 15 ± 3. 57,
总体比较差异有统计学意义( F = 66. 78,P<0. 001) ,其
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图 2　 各组 IL-8 荧光强度比较 　 A:各组 IL-8 荧光染色图( Alexa
 

Fluor
 

488
 

× 400,标尺 = 20
 

μm) 　 B:各组 IL-8 荧光强度量化比较 　 F = 66. 78,P <
0. 001.

 

与正常对照组比较,a P<0. 001;与甘露醇组比较,b P<0. 001;与高糖+DMSO 组比较,c P<0. 001(单因素方差分析,LSD-t 检验;n = 3) 　 1:正常对

照组;2:甘露醇组;3:高糖组;4:高糖+DMSO 组;5:高糖+SB225002 组　 DAPI:4′,6-二脒基-2-苯基吲哚;DMSO:二甲基亚砜;IL:白细胞介素

Figure
 

2　 Comparison
 

of
 

IL-8
 

fluorescence
 

intensity
 

in
 

different
 

groups　 A 
 

Fluorescence
 

staining
 

images
 

of
 

IL-8
 

 Alexa
 

Fluor
 

488
 

×400 
 

scale
 

bar =
20

 

μm  　 B 
 

Quantitative
 

comparison
 

of
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

IL-8
 

among
 

different
 

groups　 F = 66. 78 
 

P < 0. 001.
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group 
 a P<0. 001 

 

compared
 

with
 

the
 

mannitol
 

group 
 b P<0. 001 

 

compared
 

with
 

the
 

high
 

glucose+DMSO
 

group 
 c P < 0. 001

 

 One-way
 

ANOVA 
 

LSD-t
 

test 
 

n = 3  　 1 
 

normal
 

control
 

group 
 

2 
 

mannitol
 

group 
 

3 
 

high
 

glucose
 

group 
 

4 
 

high
 

glucose + DMSO
 

group 
 

5 
 

high
 

glucose + SB225002
 

group 　
DAPI 

 

4′ 
 

6-diamidino-2-phenylindole 
 

DMSO 
 

dimethyl
 

sulfoxide 
 

IL 
 

interleukin
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图 3　 各组细胞迁移和细胞活力比较 　 A:各组细胞划痕图( × 40,标尺 = 100
 

μm) 　 B:各组 FDA
荧光染色图( ×200,标尺 = 50

 

μm) 　 1:正常对照组;2:甘露醇组;3:高糖组;4:高糖+DMSO 组;5:
高糖+SB225002 组 　 DMSO:二甲基亚砜;FDA:二乙酸荧光素

Figure
 

3　 Comparison
 

of
 

cell
 

migration
 

and
 

cell
 

viability
 

in
 

different
 

groups 　 A 
 

Wound-healing
 

assay
 

images
 

of
 

cells
 

 ×40 
 

scale
 

bar = 100
 

μm  　 B 
 

FDA
 

fluorescence
 

staining
 

images
 

of
 

cells　  ×200 
 

scale
 

bar = 50
 

μm  　 1 
 

normal
 

control
 

group 
 

2 
 

mannitol
 

group 
 

3 
 

high
 

glucose
 

group 
 

4 
 

high
 

glucose+
DMSO

 

group 
 

5 
 

high
 

glucose+SB225002
 

group　 DMSO 
 

dimethyl
 

sulfoxide 
 

FDA 
 

fluorescein
 

diacetate

中高糖组 IL-8 荧光强度明显高于

正常 对 照 组、 甘 露 醇 组, 高 糖 +
SB225002 组 IL-8 荧光强度明显

低于高糖+DMSO 组,差异均有统

计学意义(均P<0. 05) (图 2) 。
2. 3　 各组细胞迁移和细胞活力

比较

细胞划痕实验显示,细胞培

养 24
 

h 后,正常对照组、甘露醇

组、高糖 + SB225002 组仅有少量

细胞迁移进入裸区, 高糖组、 高

糖+DMSO 组可见大量细胞迁移

进入裸区。 正常对照组、甘露醇

组、高糖组、 高糖 + DMSO 组、 高

糖+ SB225002 组 细 胞 迁 移 率、
FDA 荧光强度和 A 值总体比较差

异均有统计学意义 ( F = 41. 25、
58. 52、56. 41,均 P < 0. 001) ,其中

高糖组细胞迁移率、 FDA 荧光强

度和 A 值明显高于正常对照组、
甘露醇组,高糖 + SB225002 组细

胞迁移率、FDA 荧光强度和 A 值

明显低于高糖+DMSO 组,差异均

有 统 计 学 意 义 ( 均 P< 0. 05 )
(图 3,表 2) 。
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表 2　 各组细胞迁移率和细胞活力指标比较(x±s)
Table

 

2　 Comparison
 

of
 

cell
 

migration
 

rate
 

and
 

cell
 

viability
 

among
 

different
 

groups
 

(x±s)

组别 样本量
细胞迁移率

( % )
FDA 荧光

强度
吸光度值

正常对照组 3 12. 15±1. 43 27. 90±1. 59 1. 00±0. 03

甘露醇组 3 11. 11±1. 58 30. 71±1. 39 1. 00±0. 06

高糖组 3 22. 91±1. 77 ab 49. 91±4. 17 ab 1. 26±0. 02 ab

高糖+DMSO 组 3 20. 34±1. 46 49. 16±2. 77 1. 23±0. 04

高糖+SB225002 组 3 13. 22±0. 66 c 27. 55±2. 05 c 1. 04±0. 04 c

F 值 41. 25 58. 52 56. 41

P 值 <0. 001 <0. 001 <0. 001

　 注:与正常对照组比较,a P< 0. 001;与甘露醇组比较,b P < 0. 001;与高

糖+DMSO 组比较,c P< 0. 001 ( 单因素方差分析, LSD-t 检验) 　 DMSO:
二甲基亚砜;FDA:二乙酸荧光素

　 Note 
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group 
 a P < 0. 001 

 

compared
 

with
 

the
 

mannitol
 

group 
 b P<0. 001 

 

compared
 

with
 

the
 

high
 

glucose+DMSO
 

group 
 c P < 0. 001

 

 One-way
 

ANOVA 
 

LSD-t
 

test  　 DMSO 
 

dimethyl
 

sulfoxide 
 

FDA 
 

fluorescein
 

diacetate
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图 4　 各组总 ROS、MitoSOX 荧光染色图( ×100,标尺 = 100
 

μm) 　 绿色荧光代表总 ROS,红色荧光代表

MitoSOX,蓝色荧光代表细胞核 　 1:正常对照组; 2:甘露醇组; 3:高糖组; 4:高糖 + DMSO 组; 5:高糖 +
SB225002 组 　 DMSO:二甲基亚砜;ROS:活性氧;MitoSOX:线粒体活性氧

Figure
 

4　 Fluorescence
 

staining
 

images
 

of
 

total
 

ROS
 

and
 

MitoSOX
 

in
 

different
 

groups
 

 ×100 
 

scale
 

bar =
100

 

μm  　 Green
 

fluorescence
 

represented
 

total
 

ROS 
 

red
 

fluorescence
 

represented
 

MitoSOX 
 

and
 

blue
 

fluorescence
 

represented
 

nucleus　 1 
 

normal
 

control
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2 
 

mannitol
 

group 
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glucose
 

group 
 

4 
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group 
 

5 
 

high
 

glucose + SB225002
 

group 　 DMSO 
 

dimethyl
 

sulfoxide 
 

ROS 
 

reactive
 

oxygen
 

species 
 

MitoSOX 
 

mitochondrial
 

reactive
 

oxygen
 

species

2. 4　 各组 ROS、MitoSOX、线粒体膜电位水平比较

正常 对 照 组、 甘 露 醇

组、 高 糖 组、 高 糖 + DMSO
组、 高 糖 + SB225002 组 总

ROS 荧光强度、MitoSOX 荧

光强度、多聚体荧光强度、
单聚体荧光强度、线粒体膜

电位水平总体比较差异均

有统计学意义( F = 236. 50、
206. 20、 113. 10、 96. 24、
157. 60,均 P<0. 001) ,其中

高糖组总 ROS 荧光强度、
MitoSOX 荧光强度、单聚体

荧光强度明显高于正常对

照组和甘露醇组,多聚体荧

光强度、线粒体膜电位水平

明显低于正常对照组和甘

露醇组,高糖+SB225002 组

总 ROS 荧光强度、MitoSOX
荧光强度、单聚体荧光强度

明显低于高糖 + DMSO 组,
多聚体荧光强度、线粒体膜

电位水平明显高于高糖 +
DMSO 组,差异均有统计学

意义(均 P < 0. 001) ( 图 4、
5,表 3) 。

2. 5　 各组 NLRP3、Caspase-1、ASC 蛋白表达比较

正常对照组、甘露醇组、高糖组、高糖 +DMSO 组、
高糖+ SB225002 组 NLRP3、 Caspase-1、 ASC 荧光强度

和蛋白相对表达量总体比较差异均有统计学意义( F =
231. 80、 185. 50、 35. 57、 18. 09、 12. 90、 26. 31, 均 P<
0. 001),其中高糖组 NLRP3、Caspase-1、ASC 荧光强度

和蛋白相对表达量明显高于正常对照组和甘露醇组,
高糖+ SB225002 组 NLRP3、 Caspase-1、 ASC 荧光强度

和蛋白相对表达量明显低于高糖+DMSO 组,差异均有

统计学意义(均 P<0. 001) (图 6,表 4) 。
2. 6　 各组 IL-1β、IL-18 蛋白表达比较

正常对照组、甘露醇组、高糖组、高糖 +DMSO 组、
高糖+SB225002 组 IL-1β、IL-18 荧光强度和蛋白相对

表达量总体比较差异均有统计学意义 ( F = 11. 08、
31. 73、67. 47、34. 16,均 P < 0. 01) ,其中高糖组 IL-1β、
IL-18 荧光强度和蛋白相对表达量明显高于正常对照

组和甘露醇组,高糖+SB225002 组 IL-1β、IL-18 荧光强

度和蛋白相对表达量明显低于高糖+DMSO 组,差异均

有统计学意义(均 P<0. 001) (图 7,表 5) 。
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图 5　 各组线粒体膜电位荧光染色图( ×100,标尺 = 100
 

μm) 　 红色荧光代表 JC-10 多聚体,绿色荧光代表

JC-10 单聚体,蓝色荧光代表细胞核 　 1:正常对照组;2:甘露醇组;3:高糖组;4:高糖 + DMSO 组;5:高糖 +
SB225002 组 　 DMSO:二甲基亚砜

Figure
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different
 

groups
 

 × 100 
 

scale
 

bar = 100
 

μm  　 Red
 

fluorescence
 

represented
 

JC-10
 

aggregates 
 

green
 

fluorescence
 

represented
 

JC-10
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and
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represented
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normal
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4 
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group 
 

5 
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表 3　 各组细胞总 ROS 荧光强度、MitoSOX 荧光强度、多聚体荧光强度、单聚体荧光强度及线粒体膜电位水平比较(x±s)
Table

 

3　 Comparison
 

of
 

total
 

ROS
 

fluorescence
 

intensity,
 

MitoSOX
 

fluorescence
 

intensity,
 

polymer
 

fluorescence
 

intensity,
 

monomer
 

fluorescence
 

intensity,
 

and
 

mitochondrial
 

membrane
 

potential
 

levels
 

among
 

different
 

groups
 

(x±s)

组别 样本量 总 ROS 荧光强度 MitoSOX 荧光强度 多聚体荧光强度 单聚体荧光强度 线粒体膜电位水平

正常对照组 3 21. 51±1. 78 9. 907±0. 25 31. 03±1. 19 14. 42±0. 71 2. 15±0. 04

甘露醇组 3 20. 18±1. 12 10. 71±0. 56 31. 39±1. 79 15. 36±0. 72 2. 05±0. 20

高糖组 3 55. 36±2. 79 ab 　 21. 10±0. 66
 ab 15. 87±1. 47

 ab 30. 53±0. 88
 ab 0. 52±0. 04 ab

高糖+DMSO 组 3 56. 33±2. 71 20. 62±1. 20 16. 92±1. 72 31. 55±2. 65 0. 54±0. 10

高糖+SB225002 组 3 23. 37±1. 66
 c 　 9. 122±0. 62 c 30. 66±0. 57

 c 16. 35±1. 02 c 1. 86±0. 09
 c

F 值 236. 50 206. 20 113. 10 96. 24 157. 60

P 值 <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001

　 注:与正常对照组比较,a P<0. 001;与甘露醇组比较,b P<0. 001;与高糖 + DMSO 组比较,c P < 0. 001( 单因素方差分析,LSD-t 检验) 　 ROS:活性氧;
MitoSOX:线粒体活性氧;DMSO:二甲基亚砜

　 Note 
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group 
 a P<0. 001 

 

compared
 

with
 

the
 

mannitol
 

group 
 b P<0. 001 

 

compared
 

with
 

the
 

high
 

glucose+DMSO
 

group 
 

c P<0. 001
 

 One-way
 

ANOVA 
 

LSD-t
 

test  　 ROS 
 

reactive
 

oxygen
 

species 
 

MitoSOX 
 

mitochondrial
 

reactive
 

oxygen
 

species 
 

DMSO 
 

dimethyl
 

sulfoxide

2. 7　 各组 Nrf2、HO-1 蛋白表达比较

正常对照组、甘露醇组、高糖组、高糖 +DMSO 组、
高糖+SB225002 组 Nrf2 蛋白相对表达量分别为 0. 97±
0. 06、0. 89±0. 07、0. 62±0. 05、0. 60±0. 07、0. 87±0. 04,
HO-1 蛋白相对表达量分别为 0. 85±0. 09、0. 88±0. 14、

0. 43± 0. 06、 0. 65 ± 0. 23、
1. 00±0. 12,总体比较差异

均 有 统 计 学 意 义 ( F =
25. 06、7. 80,均 P < 0. 01) ,
其中高糖组 Nrf2、 HO-1 蛋

白相对表达量明显低于正

常对照组和甘露醇组, 高

糖+SB225002 组 Nrf2、 HO-
1 蛋白相对表达量明显高

于高糖 + DMSO 组,差异均

有统计学意义(均P<0. 05)
(图 8) 。

3　 讨论

视 网 膜 新 生 血 管 是

DR 严 重 的 并 发 症 之 一。
持续性高血糖可增加氧化

应激水平,引发炎症反应,
造成视网膜血管内皮细胞

功能障碍,多种因素共同作

用导致视网膜新生血管生

成 [ 14- 15] 。 本研究发现,IL-8
拮抗 剂 SB225002 可 抑 制

高糖刺激引起的视网膜血

管内皮细胞活性增强、细胞

增殖和迁移能力的提高。
近年来许多研究表明氧化应激在 DR 的发病机制

中发挥重要作用 [ 16- 17] 。 细胞内 ROS 主要来源于线粒

体。 研究证实 ROS 在细胞内过度蓄积会导致线粒体

DNA损伤,引起线粒体膜电位去极化增加,致使线粒
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图 6　 各组 NLRP3、Caspase-1、ASC 蛋白表达情况 　 A:各组 NLRP3、Caspase-1、ASC 蛋白免疫荧光染色图( Alexa
 

Fluor
 

488
 

×400,标尺 = 20
 

μm) 　 蓝

色荧光代表细胞核 　 B:各组 NLRP3、 Caspase-1、 ASC 蛋白表达电泳图 　 1:正常对照组;2:甘露醇组;3:高糖组; 4:高糖 + DMSO 组; 5:高糖 +
SB225002 组 　 DMSO:二甲基亚砜;DAPI:4′,

 

6-二脒基-2-苯基吲哚;NLRP3:核苷酸结合寡聚化结构样受体蛋白 3;Caspase-1:半胱天冬酶-1;ASC:
凋亡相关斑点样蛋白;β-tubulin:β 微管蛋白
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表 4　 各组细胞中 NLRP3、Caspase-1、ASC 荧光强度及蛋白相对表达量比较(x±s)
Table

 

4　 Comparison
 

of
 

fluorescence
 

intensity
 

and
 

relative
 

protein
 

expression
 

of
 

NLRP3,
 

Caspase-1,
 

and
 

ASC
 

proteins
 

among
 

different
 

groups
 

(x±s)

组别 样本量
NLRP3

荧光强度

Caspase-1
荧光强度

ASC 荧光

强度

NLRP3 蛋白

相对表达量

Caspase-1 蛋白

相对表达量

ASC 蛋白

相对表达量

正常对照组 3 19. 05±0. 36 20. 55±1. 31 21. 55±2. 14 0. 66±0. 06 0. 63±0. 06 0. 63±0. 05

甘露醇组 3 19. 23±0. 39 22. 97±1. 44 21. 50±1. 23 0. 73±0. 07 0. 72±0. 05 0. 72±0. 05

高糖组 3 36. 12±0. 64 ab 39. 56±1. 34 ab 35. 12±2. 08 ab 0. 92±0. 06 ab 0. 93±0. 08 ab 0. 97±0. 04 ab

高糖+DMSO 组 3 35. 92±1. 83 38. 17±0. 66 34. 62±2. 30 0. 91±0. 05 0. 88±0. 02 0. 94±0. 02

高糖+SB225002 组 3 21. 26±1. 04 c 24. 10±0. 79 c 23. 83±2. 16 c 0. 67±0. 01 c 0. 69±0. 08 c 0. 70±0. 08 c

F 值 231. 80 185. 50 35. 57 18. 09 12. 90 26. 31

P 值 <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001

　 注:与正常对照组比较,a P<0. 001;与甘露醇组比较,b P<0. 001;与高糖+DMSO 组比较,c P < 0. 001( 单因素方差分析,LSD-t 检验) 　 DMSO:二甲基

亚砜;NLRP3:核苷酸结合寡聚化结构样受体蛋白 3;Caspase-1:半胱天冬酶-1;ASC:凋亡相关斑点样蛋白

　 Note 
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group 
 a P<0. 001 

 

compared
 

with
 

the
 

mannitol
 

group 
 b P<0. 001 

 

compared
 

with
 

the
 

high
 

glucose+DMSO
 

group 
 

c P<0. 001
 

 One-way
 

ANOVA 
 

LSD-t
 

test  　 DMSO 
 

dimethyl
 

sulfoxide 
 

NLRP3 
 

nucleotide-binding
 

oligomerization
 

domain-like
 

receptor
 

protein
 

3 
 

Caspase-
1 

 

cysteine-aspartic
 

acid
 

protease-1 
 

ASC 
 

apoptosis-associated
 

speck-like
 

protein

体膜电位下降,改变线粒体膜通透性,造成线粒体功能

受损,加剧 ROS 产生 [ 18- 20] 。 当线粒体功能紊乱时,除
激活多种异常生化代谢途径外,也会激活 NLRP3 炎性

小体、干扰素基因刺激蛋白等通路 [ 19] 。 因此,清除细

胞内蓄积的 ROS 对于维持细胞正常功能具有重要作

用。 本课题组前期研究发现,SB225002 可显著降低氧

化应激刺激后的 hRCEC 内 ROS 水平、抑制 hRCEC 迁

移和新生血管形成 [ 4] 。 本研究通过检测 SB225002 对

高糖条件下 RF / 6A 细胞内总 ROS、MitoSOX 表达和线

粒体膜电位变化的影响,发现 SB225002 可抑制高糖

诱导的细胞内总 ROS、MitoSOX 表达的增加和线粒体

膜电位的下降,表明 SB225002 可降低细胞氧化应激

水平,同时可能改善高糖诱导的氧化应激水平增加和

线粒体功能障碍。
DR 发病机制中的多种代谢途径均可诱导炎症因

子释放增加,引起炎症反应。已有大量证据表明炎症
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图 7　 各组 IL-1β、IL-18 蛋白表达情况 　 A:各组 IL-1β、IL-18 蛋白免疫荧光染色图( Alexa
 

Fluor
 

488,IL-1β: × 400,标尺 = 20
 

μm;IL-18: × 100,标
尺 = 100

 

μm) 　 蓝色荧光代表细胞核 　 B:各组 IL-1β、IL-18 蛋白表达电泳图 　 1:正常对照组;2:甘露醇组;3:高糖组;4:高糖+DMSO 组;5:高糖+
SB225002 组 　 DMSO:二甲基亚砜;IL:白细胞介素;DAPI:4′,6-二脒基-2-苯基吲哚;β-tubulin:β 微管蛋白
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图 8　 各组 Nrf2、HO-1 蛋白表达情况 　 A:各组 Nrf2、HO-1 蛋白表达电泳图 　 B:各组 Nrf2 蛋白表达量化

比较 　 F = 25. 06,P<0. 001.
 

与正常对照组比较,a P<0. 05;与甘露醇组比较,b P < 0. 05;与高糖+DMSO 组比

较,c P<0. 05(单因素方差分析,LSD-t 检验;n = 3) 　 C:各组 HO-1 蛋白表达量化比较 　 F = 7. 80,P = 0. 004.
 

与正常对照组比较,a P<0. 05;与甘露醇组比较,b P< 0. 05;与高糖+DMSO 组比较,c P < 0. 05( 单因素方差分

析,LSD-t 检验;n = 3) 　 1:正常对照组;2:甘露醇组;3:高糖组;4:高糖 + DMSO 组;5:高糖 + SB225002 组 　
Nrf2:核因子 E2 相关因子 2;HO-1:血红素加氧酶 1;DMSO:二甲基亚砜;β-tubulin:β 微管蛋白
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表 5　 各组细胞中 IL-1β、IL-18 荧光强度及蛋白相对表达量比较(x±s)
Table

 

5　 Comparison
 

of
 

fluorescence
 

intensity
 

and
 

relative
 

protein
 

expression
 

of
 

IL-1β、
IL-18

 

in
 

cells
 

of
 

each
 

group
 

(x±s)

组别 样本量 IL-1β 荧光强度 IL-18 荧光强度
IL-1β 蛋白

相对表达量

IL-18 蛋白

相对表达量

正常对照组 3 16. 76±0. 40 14. 77±1. 07 0. 38±0. 04 0. 51±0. 02
甘露醇组 3 15. 45±3. 21 16. 19±0. 83 0. 41±0. 09 0. 59±0. 08
高糖组 3 23. 14±0. 16 ab 23. 95±1. 92

 ab 1. 03±0. 10
 ab 0. 95±0. 06 ab

高糖+DMSO 组 3 21. 84±1. 76 21. 94±1. 31 0. 90±0. 02 0. 97±0. 11
高糖+SB225002 组 3 16. 73±1. 62 c 16. 50±0. 63 c 0. 39±0. 03 c 0. 54±0. 04 c

F 值 11. 08 31. 73 67. 47 34. 16
P 值 0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001
　 注:与正常对照组比较,a P<0. 01;与甘露醇组比较,b P<0. 01;与高糖+DMSO 组比较,c P< 0. 05( 单因素方差

分析,LSD-t 检验) 　 IL:白细胞介素;DMSO:二甲基亚砜

　 Note 
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group 
 a P < 0. 01 

 

compared
 

with
 

the
 

mannitol
 

group 
 b P < 0. 01 

 

compared
 

with
 

the
 

high
 

glucose+DMSO
 

group 
 c P<0. 05

 

 One-way
 

ANOVA 
 

LSD-t
 

test  　 IL 
 

interleukin 
 

DMSO 
 

dimethyl
 

sulfoxide
 

反应在 DR 发展中处于关

键地位 [ 16,21- 22] 。 NLRP3 炎

性小体是具有显著特征的

炎 性 小 体, 是 由 NLRP3、
Caspase-1、ASC 组成的大型

蛋白复合物, 其中 NLRP3
起核心作用。 接收到刺激

信号后, NLRP3 与 ASC 相

互作用,募集 Caspase-1 前

体完成 NLRP3 炎性小体组

装,活化 Caspase-1 继而切

割 IL-1β 和 IL-18 前体为成

熟形式,促使细胞释放 IL-
1β 和 IL-18, 诱 发 炎 症 反

应。 NLRP3 炎性小体受多

种信号途径激活,如线粒体

功能障碍、 ROS、溶酶体破

坏、 离 子 重 分 布 等 [ 23] 。
ROS 通过抗氧化剂硫氧还

原蛋白( thioredoxin,
 

TRX)
上的 二 硫 键 结 合 并 激 活

TXNIP,TXNIP 可降低 TRX
对 ROS 的清除能力,同时

与 NLRP3 结 合 以 激 活

NLRP3 炎性小体。 近年越

来越多的研究证实 NLRP3
炎性小体与 DR 发展密切

相关 [ 22,24- 25] 。 DR 成 人 患

者 外 周 血 单 核 细 胞 中

NLRP3、 Caspase-1、 ASC 表
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达较正 常 成 人 增 加, PDR 成 人 患 者 纤 维 血 管 膜 中

NLRP3、ASC 表达增加,且 DR 患者玻璃体液中 IL-1β、
IL-18 表达增多 [ 26] 。 有研究发现维生素 D3 可抑制高

糖刺激 的 hRCEC
 

ROS 生 成 和 NLRP3 炎 性 小 体 激

活 [ 27] 。 本研究结果显示,SB225002 可降低高糖诱导

的 NLRP3、 Caspase-1、 ASC 和 IL-1β、 IL-18 表达的增

多,提示 SB225002 可能通过抑制高糖诱导的 NLRP3
炎性小体激活,进而减轻高糖诱导的炎症反应。

Nrf2 是一种调节抗氧化防御的重要因子,可通过

与抗氧化反应元件结合增加机体内抗氧化蛋白 HO-1
的表达。 氧化应激刺激下 Nrf2 与抗氧化反应元件结

合受到阻碍,下游抗氧化基因表达减少,导致细胞内大

量 ROS 沉积 [ 28] 。 Nrf2 / HO-1 信号通路的激活已在视

网膜组织中证实能够有效阻断氧化应激,清除多余

ROS,保护细胞免受氧化损伤。 白藜芦醇通过激活

Nrf2 / HO-1 信号通路降低糖尿病小鼠视网膜中的氧化

应激水平并抑制视网膜神经节细胞凋亡,从而减轻高

糖对视 网 膜 造 成 的 损 伤 [ 29] 。 天 然 多 酚 ACT 通 过

Nrf2 / HO-1 通路减轻糖尿病小鼠的视网膜损伤和抑制

高糖诱导的视网膜色素上皮细胞氧化应激损伤 [ 30] 。
本研究结果显示, SB225002 可增加高糖诱导的 Nrf2
和 HO-1 表达,提示 SB225002 可能激活 Nrf2 / HO-1 信

号通路,减轻高糖诱导的氧化应激和炎症反应。
本研究结果表明,SB225002 可逆转高糖诱导的氧

化应激水平,抑制高糖诱导的 NLRP3 炎性小体激活并

下调其表达,此外还增加高糖状态下 Nrf2 和 HO-1 的

表达,提示 SB225002 可调控 Nrf2 / HO-1 信号通路。 然

而,SB225002 是否通过激活 Nrf2 / HO-1 信号通路发挥

抗氧化作用、降低 ROS 水平,从而抑制 NLRP3 炎性小

体激活,尚缺乏直接证据,故无法明确 Nrf2 / HO-1 信号

通路在 SB225002 上述作用中的必要性。 因此,未来

需进一步通过实验明确 Nrf2 / HO-1 信号通路是否介导

SB225002 对 NLRP3 炎性小体激活和表达的抑制作

用,进而减轻高糖对视网膜血管内皮细胞的损伤效应。
本研究通过体外高糖刺激模拟眼内 DR 环境,在

细胞层面探究了 SB225002 对 NLRP3 炎性小体的影

响,结果显示 SB225002 可通过抑制 RF / 6A 细胞内

NLRP3 炎性小体的激活,减轻高糖条件下细胞氧化应

激损伤和炎症反应,并激活 Nrf2 / HO-1 信号通路。 但

本研究存在一定局限性:首先,所用 RF / 6A 细胞为猴

源,其与 hRCEC 在基因表达及信号通路方面可能存在

种属差异,因此本研究结果外推至人 DR 机制时需谨

慎。 未来需要在人原代细胞或体内模型中进一步验

证。 其次,未使用特异性抑制剂或基因沉默技术阻断

Nrf2 / HO-1 信号通路,进一步验证 SB225002 对该通路

激活和上下游相关分子表达的影响。 此外,更复杂的

体内生物学过程需要利用动物模型(如糖尿病小鼠模

型) 等 进 行 验 证。 今 后 本 课 题 组 将 进 一 步 探 索

SB225002 通过 IL-8 介导的 NLRP3 炎性小体激活在 DR
中的潜在调控作用和其他作用机制,为寻求 DR 甚至眼

内新生血管疾病的治疗策略提供新思路,也为研究

NLRP3 炎性小体靶向治疗药物提供可靠的理论依据。
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