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摘要
目的:研究柚皮素(Ｎａｒ)及其磷脂复合物(ＮＰＣ)对叔丁基
氢过氧化物(ｔ－ＢＨＰ)诱导产生的氧化损伤人视网膜色素
上皮细胞(ＡＲＰＥ－１９ 细胞)的保护作用及其作用机制ꎮ
方法:根据文献最佳制作工艺制备 ＮＰＣꎮ 将体外培养的
ＡＲＰＥ－１９ 细胞分为溶媒组(用 ＤＭＳＯ 培养)、模型组(用
２００μｍｏｌ / Ｌ ｔ－ＢＨＰ 干预)、Ｎｒｆ２－ｓｉＲＮＡ 组(针对 Ｎｒｆ２ 基因
进行细胞转染)、柚皮素组(２００μｍｏｌ / Ｌ 柚皮素培养基预处
理后加入 ２００μｍｏｌ / Ｌ ｔ－ＢＨＰ)、ＮＰＣ 组(２００μｍｏｌ / Ｌ ＮＰＣ 培
养基预处理后加入 ２００μｍｏｌ / Ｌ ｔ－ＢＨＰ)、Ｎｒｆ２－ｓｉＲＮＡ＋柚皮
素组(２００μｍｏｌ / Ｌ 柚皮素预处理后 Ｎｒｆ２ 基因干扰ꎬ再加入
２００μｍｏｌ / Ｌ ｔ － ＢＨＰ )、 Ｎｒｆ２ － ｓｉＲＮＡ ＋ ＮＰＣ 组 ( ２００μｍｏｌ / Ｌ
ＮＰＣ 预 处 理 后 Ｎｒｆ２ 基 因 干 扰ꎬ 再 加 入 ２００μｍｏｌ / Ｌ
ｔ－ＢＨＰ)ꎮ 检测各组细胞内活性氧、丙二醛、超氧化物歧化
酶、总抗氧化能力水平ꎬ分别采用 ＲＴ－ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
法检测各组细胞内血红素加氧酶－１(ＨＯ－１)、醌氧化还原
酶－１ (ＮＱＯ－１)、谷氨酸半胱氨酸连接酶(ＧＣＬ)和核因子
Ｅ２ 相关因子 ２(Ｎｒｆ２)的表达水平ꎮ
结果:ＮＰＣ 较柚皮素能明显降低 ＡＲＰＥ－１９ 细胞内丙二
醛、活性氧的含量ꎬ提高细胞内超氧化物歧化酶、总抗氧化
能力水平ꎮ 柚皮素和 ＮＰＣ 预保护 ＡＲＰＥ － １９ 细胞后ꎬ
Ｎｒｆ２、ＨＯ－１、ＮＱＯ－１ 和 ＧＣＬ ｍＲＮＡ 的相对表达量和蛋白
表达水平均较模型组和 Ｎｒｆ２－ｓｉＲＮＡ 组升高ꎮ 柚皮素组与
ＮＰＣ 组ꎬＮｒｆ２－ｓｉＲＮＡ＋柚皮素组与 Ｎｒｆ２－ｓｉＲＮＡ＋ＮＰＣ 组细
胞内 ４ 种基因和蛋白相对表达水平均有差异ꎮ Ｎｒｆ２ －
ｓｉＲＮＡ＋柚皮素组与 Ｎｒｆ２－ｓｉＲＮＡ 组 Ｎｒｆ２、ＨＯ－１、ＮＱＯ－１ 蛋
白表达无显著差异ꎮ Ｎｒｆ２－ｓｉＲＮＡ＋ＮＰＣ 组与 Ｎｒｆ２－ｓｉＲＮＡ
组 ４ 种蛋白表达均有差异ꎬＮＰＣ 作用明显强于柚皮素ꎮ
结论:柚皮素磷脂复合物能明显提高细胞内抗氧化能力ꎬ
降低氧化水平ꎬ其通过激活 Ｎｒｆ２ / ＡＲＥ 抗氧化应激通路上
调 Ｎｒｆ２ 及其下游抗氧化酶和Ⅱ相解毒酶的表达对氧化损

伤的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞起到更好的保护作用ꎮ
关键词:柚皮素ꎻ磷脂复合物ꎻ人视网膜色素上皮细胞ꎻ氧
化损伤ꎻ核因子 Ｅ２ 相关因子 ２
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ｃｏｍｐｌｅｘ ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ＡＲＰＥ － １９
ｃｅｌｌｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ
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Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ: Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｗｕｘｉ Ｍｕｎｉｃｉｐａｌ
Ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ Ｆａｍｉｌｙ Ｐｌａｎｎｉｎｇ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ (Ｎｏ.ＭＳ２０１４０３)
１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｗｕｘｉ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ
Ｗｕｘｉ ２１４０７１ꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙꎬ
Ｎａｎｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００２９ꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００２９ꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ｘｉｎ－Ｒｏｎｇ Ｘｕ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ
Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００２９ꎬ
Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｘｉｎｒｏｎｇ＿ｘｕ＠ ａｌｉｙｕｎ.ｃｏｍ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎａｒｉｎｇｉｎ
(Ｎａｒ) ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｃｏｍｐｌｅｘ (ＮＰＣ) ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ
ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｃｅｌｌｓ(ＡＲＰＥ－ １９ ｃｅｌｌｓ) ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙ ｔｅｒｔ － ｂｕｔｙｌ ｈｙｄｒｏｐｅｒｏｘｉｄｅ ( ｔ － ＢＨＰ) ａｎｄ ｅｌｕｃｉｄａｔｅ ｔｈｅ
ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ:Ｔｈｅ ＮＰＣ ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｓｏｌｖｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ.
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｃｅｌｌｓ ａｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｓｅｖｅｎ ｇｒｏｕｐｓ: ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ [ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ (ＤＭＳＯ)]ꎬ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ ( ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ２００μｍｏｌ / Ｌ ｔ － ＢＨＰ)ꎬ ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２ － ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２ (Ｎｒｆ２) － ｓｉＲＮＡ ｇｒｏｕｐ
(ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｎｒｆ２ ｇｅｎｅ)ꎬ ｎａｒｉｎｇｉｎ ｇｒｏｕｐ ( ａｄｄ
２００μｍｏｌ / Ｌ ｔ － ＢＨＰ ａｆｔｅｒ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ２００μｍｏｌ / Ｌ
ｎａｒｉｎｇｉｎ ｍｅｄｉｕｍ)ꎬ ＮＰＣ ｇｒｏｕｐ ( ａｄｄ ２００μｍｏｌ / Ｌ ｔ － ＢＨＰ
ａｆｔｅｒ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ２００μｍｏｌ / Ｌ ＮＰＣ ｍｅｄｉｕｍ)ꎬ Ｎｒｆ２－
ｓｉＲＮＡ ＋ ｎａｒｉｎｇｉｎ ｇｒｏｕｐ ( ａｆｔｅｒ ２００μｍｏｌ / Ｌ ｎａｒｉｎｇｉｎ
ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ Ｎｒｆ２ ｇｅｎｅ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅꎬ ｔｈｅｎ ａｄｄ ２００μｍｏｌ / Ｌ
ｔ－ＢＨＰ) ａｎｄ Ｎｒｆ２ － ｓｉＲＮＡ ＋ ＮＰＣ ｇｒｏｕｐ ( ａｆｔｅｒ ２００μｍｏｌ / Ｌ
ＮＰＣ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ Ｎｒｆ２ ｇｅｎｅ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅꎬ ｔｈｅｎ ａｄｄ
２００μｍｏｌ / Ｌ ｔ－ＢＨＰ) . Ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
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ｄｉｓｍｕｔａｓｅ ( ＳＯＤ)ꎬ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ (ＭＤＡ) ａｎｄ ｔｏｔａｌ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙ (Ｔ－ＡＯＣ) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄꎬ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ (ＲＯＳ) ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ＤＣＦＨ － ＤＡ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＨＯ － １ꎬ ＮＱＯ － １ꎬ ＧＣＬ ａｎｄ Ｎｒｆ２ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｎｄ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ:ＮＰＣ ｍｏｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＳＯＤ ａｎｄ Ｔ－ＡＯＣꎬ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＲＯＳ ａｎｄ ＭＤＡ
ｔｈａｎ ｎａｒｉｎｇｉｎ ｉｎ ｔ － ＢＨＰ － ｔｒｅａｔｅｄ ＡＲＰＥ － １９ ｃｅｌｌｓ. Ａｆｔｅｒ
ｎａｒｉｎｇｉｎ ａｎｄ ＮＰＣ ｐｒｅ － ｐｒｏｔｅｃｔｅｄ ＡＲＰＥ － １９ ｃｅｌｌｓꎬ ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｒｆ２ꎬ ＨＯ－１ꎬ
ＮＱＯ－ １ ａｎｄ ＧＣＬ ｍＲＮＡ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｎｒｆ２ － ｓｉＲＮＡ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ４ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ４
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｎａｒｉｎｇｉｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ＮＰＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ
Ｎｒｆ２－ ｓｉＲＮＡ ＋ ｎａｒｉｎｇｉｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ Ｎｒｆ２ － ｓｉＲＮＡ ＋ ＮＰＣ
ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｒｆ２ꎬ ＨＯ－１ ａｎｄ ＮＱＯ－１ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎ ｔｈｅ Ｎｒｆ２ － ｓｉＲＮＡ ＋ ｎａｒｉｎｇｉｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ Ｎｒｆ２ － ｓｉＲＮＡ ｇｒｏｕｐ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｎｒｆ２－ ｓｉＲＮＡ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ４ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｉｎ ｔｈｅ Ｎｒｆ２－ｓｉＲＮＡ＋ＮＰＣ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔꎬ
ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＮＰＣ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ
ｏｆ ｎａｒｉｎｇｉｎ.
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ａｆｔｅｒ ｎａｒｉｎｇｉｎ ｆｏｒｍｓ ａ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ
ｃｏｍｐｌｅｘꎬ ｉｔ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ
ｃａｐａｃｉｔｙ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ. Ｉｔ ｕｐ －
ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｒｆ２ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｎｚｙｍｅｓ ａｎｄ ｐｈａｓｅ Ⅱ ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅｓ
ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｎｒｆ２ / ＡＲＥ ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ
ｂｅｔｔｅｒ ｐｒｏｔｅｃｔ ＡＲＰＥ－１９ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ:ｎａｒｉｎｇｉｎꎻ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｃｏｍｐｌｅｘꎻ ＡＲＰＥ－ １９
ｃｅｌｌꎻ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｉｎｊｕｒｙꎻ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２ － ｒｅｌａｔｅｄ
ｆａｃｔｏｒ ２

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｊｉ Ｊꎬ Ｙｕ ＨＴꎬ Ｚｈｏｕ ＣＧꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｎａｒｉｎｇｉｎ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｃｏｍｐｌｅｘ ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ＡＲＰＥ－１９ ｃｅｌｌｓ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｒｆ２ ｐａｔｈｗａｙ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ
Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２１ꎻ２１(７):１１５６－１１６１

０引言
流行病学调查显示ꎬ氧化应激与干性年龄相关性黄斑

变性(ａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬＡＲＭＤ)密切相关ꎮ
视网膜色素上皮( ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎬＲＰＥ)体系和
视网膜光感受器是人体平均耗氧最多的环境之一ꎬ对氧化
应激非常敏感ꎮ 干性 ＡＲＭＤ 中ꎬ脂褐质及其他代谢产物
堆积在 ＲＰＥ 与脉络膜之间ꎬ补体系统及炎症反应被激活ꎬ
氧化应激反应加速ꎬ破坏了正常视网膜内的抗氧化修复系
统ꎮ ＲＰＥ 因氧化损伤造成活性氧化产物生成增多是干性
ＡＲＭＤ 发生发展的重要原因[１]ꎮ

核因子 Ｅ２ 相关因子 ２ ( ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２ －
ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２ꎬＮｒｆ２)是一种重要的氧化还原转录因子ꎬ敏
感性强ꎬ细胞内Ⅱ相解毒酶和抗氧化酶通过其诱导调控表
达ꎬ使机体的氧化应激状态得到改善ꎬ稳定细胞的氧化还
原状态ꎬ促进细胞存活ꎮ 当细胞受到活性氧或亲电体的攻
击时ꎬＮｒｆ２ 从 Ｋｅｌｃｈ 样环氧氯丙烷相关蛋白－１(ｋｅｌｃｈ－ｌｉｋｅ
ＥＣＨ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ－１ꎬＫｅａｐ１)中解离ꎬ迅速进入细胞核
与小 Ｍａｆ 蛋白结合形成异二聚体ꎬ再结合抗氧化反应元件

(ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎬＡＲＥ)ꎬ转录激活受 Ｎｒｆ２ 调控
的抗氧化酶[醌氧化还原酶－１(ｑｕｉｎｏｎｅ ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ－１ꎬ
ＮＱＯ－１)、血红素加氧酶－１(ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ－１ꎬＨＯ－１)、谷
氨酸半胱氨酸连接酶(ｇｌｕｔａｍａｔｅ－ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｌｉｇａｓｅꎬＧＣＬ)]基
因表达[２]ꎮ Ｎｒｆ２ / ＡＲＥ 是人体最为重要的抗氧化应激防御
性转导通路[３]ꎮ

柚皮素(ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎꎬＮａｒ)是一种二氢黄酮类单体化合
物ꎬ取自芸香科植物柚ꎬ具有抗氧化、抗炎、抗癌、解痉和利
胆作用ꎬ能够清除活性氧自由基从而减轻氧化应激反
应[４]ꎮ 为了提高柚皮素的生物利用度ꎬ本研究参考文献制
备了柚皮素磷脂复合物 ( ｎａｒｉｎｇｉｎ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｃｏｍｐｌｅｘꎬ
ＮＰＣ)ꎬ观察其对氧化损伤 ＡＲＰＥ－１９ 细胞内氧化指标、抗
氧化指标含量的影响和对 Ｎｒｆ２ / ＡＲＥ 抗氧化应激通路中
Ｎｒｆ２ 及其下游抗氧化酶和Ⅱ相解毒酶表达的影响ꎬ实验过
程及结果报告如下ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１ 实验细胞 　 人视网膜色素上皮细胞(ＡＲＰＥ－１９ 细
胞)购自美国模式培养物研究所(ＡＴＣＣ 公司)ꎮ
１.１.２ 主要实验试剂和仪器　 细胞总 ＲＮＡ 快速提取试剂
盒(上海捷瑞生物工程有限公司)ꎻ逆转录试剂盒(赛默飞
世尔公司)ꎻＰＣＲ 检测试剂盒(天根生化科技有限公司)ꎻ
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液(５×)、ＥＣＬ Ｐｌｕｓ 发光试剂盒、
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及 ＰＭＳＦ、ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒、ＩＰ 细胞
裂解液(碧云天公司)ꎻＮｒｆ２、ＧＣＬ、ＮＱＯ － １、ＨＯ － １ 抗体
(Ａｂｃａｍꎬａｂ６２３５２、ａｂ１２４８２７、ａｂ２８９４７、ａｂ１３２４３)ꎮ 微量加
样器(德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)ꎻＯＤ 值测量仪(高精度分光光
度计) ( Ｍｅｒｉｎｔｏｎꎬ ＳＭＡ４０００)ꎻ 荧光定量 ＰＣＲ 仪 ( 美国
Ａｐｐｌｉｅｄ ＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓꎬＡＢＩ ＳｔｅｐＯｎｅ Ｐｌｕｓ)ꎻ台式高速冷冻离心
机(上海卢湘仪器厂ꎬＨ１６５０Ｒ)ꎻ酶标仪 ＳＰＥＣＴＲＡ ｍａｘ
Ｐｌｕｓ ３８４(Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司)ꎻ凝胶成像仪、电泳系统
(Ｂｉｏ－ＲＡＤ 公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１ ＮＰＣ制备　 参考文献[５]中根据单因素试验确定的
磷脂复合物最佳制作工艺制备 ＮＰＣꎮ 将质量比为 １∶ ２ 的
柚皮素和大豆磷脂溶解于适量乙酸乙酯中ꎬ柚皮素质量浓
度为 ５ｇ / Ｌꎮ 反应温度 ４０℃ꎬ恒温搅拌 ２ｈꎮ 反应结束减压
后除去乙酸乙酯ꎮ 洗涤真空干燥 １２ｈ 即得到 ＮＰＣꎮ 研磨
后过 １００ 目筛ꎬ放置在干燥器中备用ꎮ
１.２.２细胞转染　 按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ Ｒｅａｇｅｎｔ 试剂说
明书进行细胞转染ꎮ 将对数期生长的 ＡＰＲＥ－１９ 细胞在转
染前 １ｄ 以每孔 ３×１０５个细胞接种入 ６ 孔板中ꎬ放置在完全
培养基(１０％胎牛血清－ＲＰＭＩ ＤＭＥＭ)中ꎬ在 ５％ ＣＯ２饱和
度培养箱ꎬ恒温 ３７℃ 过夜培养 ２０ ~ ２４ｈꎮ 吸去完全培养
基ꎬ在 ３７℃下预热 ＰＢＳ 和无血清 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基ꎬ分别
用之洗涤细胞ꎮ １４５μＬ Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ 培养基中加入 ５μＬ 转
染试剂(ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ)ꎬ将枪头混合均
匀ꎬ标为混合物 １ꎮ １５０μＬ Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ 培养基中放入 Ｎｒｆ２－
ｓｉＲＮＡ(ＧＵＵＵＵＵＣＣＡＧＣＵＣＡＴＡＣＵＣＴＴ) ７. ８μＬꎬ轻轻稀释
混匀ꎬ标为混合物 ２ꎮ 混合物 １ 中加入混合物 ２ꎬ保持室
温ꎬ静置 ２０ｍｉｎ 使形成 ＤＮＡ －脂质体复合物ꎮ 用 Ｏｐｔｉ －
ＭＥＭ 培养基洗涤细胞 １ 次ꎬ无血清和抗生素的 ＲＰＭＩ
ＤＭＥＭ 培养基 １.７ｍＬ 加入到每孔中ꎬ３００μＬ 上述混合物再
逐滴加入ꎬ轻轻混匀后 ５％ ＣＯ２ 饱和度培养箱 ３７℃ 培
养 ４８ｈꎮ
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表 １　 引物序列

基因 Ｆ Ｒ
Ｎｒｆ２ ＴＧＡＧＧＴＴＴＣＴＴＣＧＧＣＴＡＣＧＴＴ ＣＴＴＣＴＧＴＣＡＧＴＴＴＧＧＣＴＴＣＴＧＧ
ＨＯ－１ ＣＴＧＧＡＧＧＡＧＧＡＧＡＴＴＧＡＧＣＧ ＡＴＧＧＣＴＧＧＴＧＴＧＴＡＧＧＧＧＡＴ
ＮＱＯ－１ ＧＣＧＴＣＴＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＴＧＧＧ ＣＧＧＣＴＧＧＡＡＴＧＧＡＣＴＴＧＣ
ＧＣＬ ＡＴＣＡＡＡＣＴＣＴＴＣＡＴＣＡＴＣＡＡＣ ＧＡＴＴＡＡＣＴＣＣＡＴＣＴＴＣＡＡＴＡＧＧ
β－ａｃｔｉｎ ＣＣＡＣＡＣＣＴＴＣＴＡＣＡＡＴＧＡＧＣ ＧＧＴＣＴＣＡＡＡＣＡＴＧＡＴＣＴＧＧＧ

表 ２　 柚皮素及其磷脂复合物对细胞内氧化应激水平的影响 (ｎ＝ ５ꎬｎｍｏｌ / ｍｇ)
组别 ＭＤＡ ＲＯＳ ＳＯＤ Ｔ－ＡＯＣ
溶媒组 １.１６±０.０６ ０.３６±０.０６ ２.５５±０.０２ ３.３６±０.０７
模型组 ３.１８±０.１０ｂ ２.１８±０.１０ｂ ０.４５±０.０３ｂ １.０５±０.０７ｂ

Ｎｒｆ２－ｓｉＲＮＡ 组 ２.６１±０.０７ｂ ２.１７±０.０２ｂ ０.７５±０.０８ｂ １.２１±０.０３ｂ

柚皮素组 １.６４±０.０７ｂꎬｄ １.６４±０.０７ｂꎬｄ １.６６±０.０４ｂꎬｄ １.７３±０.０６ｂꎬｄ

ＮＰＣ 组 １.３１±０.０４ｂꎬｄꎬｆ １.３１±０.０４ｂꎬｄꎬｆ １.７３±０.０６ｂꎬｄꎬｅ ２.０３±０.０９ｂꎬｄꎬｆ

Ｎｒｆ２－ｓｉＲＮＡ＋柚皮素组 ２.０８±０.０３ｂꎬｈ ２.０８±０.０３ｂꎬｇ １.０３±０.０３ｂꎬｈ １.４３±０.０５ｂꎬｈ

Ｎｒｆ２－ｓｉＲＮＡ＋ＮＰＣ 组 １.９２±０.０７ｂꎬｈꎬｊ １.９２±０.０７ｂꎬｈꎬｊ １.１２±０.０３ｂꎬｈꎬｉ １.５８±０.１２ｂꎬｈꎬｊ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ５５１.９７７ ５６０.１８９ １０６７.５５５ ５３６.４４２
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ 溶媒组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 模型组ꎻｅＰ<０.０５ꎬｆＰ<０.０１ ｖｓ 柚皮素组ꎻｇＰ<０.０５ꎬｈＰ<０.０１ ｖｓ Ｎｒｆ２－ｓｉＲＮＡꎻｉＰ<０.０５ꎬｊＰ<０.０１ ｖｓ Ｎｒｆ２－
ｓｉＲＮＡ＋柚皮素组ꎮ

１.２. ３ 模型制备及细胞分组 　 在无菌培养瓶中接种
ＡＲＰＥ－１９细胞ꎬ加入适量 ＤＭＥＭ 培养液后ꎬ置于 ３７℃ 含
５％ ＣＯ２的培养箱内培养ꎮ 收集对数期细胞ꎬ每孔加入
２００μＬ 培养基ꎮ 铺板使细胞密度为 ４０００ 个 / 孔ꎬ边缘用无
菌 ＰＢＳ 填充ꎬ培养箱内孵育ꎬ至细胞单层铺满孔底ꎮ 将
ＡＲＰＥ－１９ 细胞分为溶媒组、模型组、Ｎｒｆ２－ｓｉＲＮＡ 组、柚皮
素组、ＮＰＣ 组、Ｎｒｆ２ －ｓｉＲＮＡ＋柚皮素组、Ｎｒｆ２ －ｓｉＲＮＡ＋ＮＰＣ
组ꎮ 溶媒组:用二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)培养ꎬ小心吸弃上清
液ꎬ每孔加入 １５０μＬ 二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)ꎬ置摇床上低速
振荡 １０ｍｉｎꎬ使结晶物溶解ꎻ模型组:加入 ２００μｍｏｌ / Ｌ 叔丁
基氢过氧化物(ｔ－ＢＨＰ)培养基ꎬ培养箱内孵育 ２４ｈꎻＮｒｆ２－
ｓｉＲＮＡ 组:针对 Ｎｒｆ２ 基因进行细胞转染ꎻ柚皮素组:加入
２００μｍｏｌ / Ｌ 柚皮素培养基预处理 ２４ｈ 后再加入 ２００μｍｏｌ / Ｌ
ｔ－ＢＨＰ 培养基孵育 ２４ｈꎻＮＰＣ 组:加入 ２００μｍｏｌ / Ｌ ＮＰＣ 培
养基预处理 ２４ｈ 后再加入 ２００μｍｏｌ / Ｌ ｔ－ＢＨＰ 培养基孵育
２４ｈꎻＮｒｆ２ － ｓｉＲＮＡ ＋ 柚 皮 素 组: ＡＰＲＥ － １９ 细 胞 加 入
２００μｍｏｌ / Ｌ 柚皮素培养基预处理 ２４ｈꎬＮｒｆ２ 基因干扰 ６ｈ 后
再加入 ２００μｍｏｌ / Ｌ ｔ－ＢＨＰ 培养基孵育 ２４ｈꎻＮｒｆ２－ｓｉＲＮＡ＋
ＮＰＣ 组:ＡＰＲＥ－１９ 细胞加入 ２００μｍｏｌ / Ｌ ＮＰＣ 培养基预处
理 ２４ｈꎬＮｒｆ２ 基因干扰 ６ｈ 后再加入 ２００μｍｏｌ / Ｌ ｔ－ＢＨＰ培养
基孵育 ２４ｈꎮ
１.２.４观察指标
１. ２. ４. １ 细 胞 内 氧 化 应 激 水 平 测 定 　 丙 二 醛
(ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ)水平检测:取适量 １０ｎｍｏｌ / ｍｇ 标
准品用蒸馏水稀释至 １、２、５、１０、２０、５０μｍｏｌ / Ｌꎬ加入 ０.１ｍＬ
上述不同浓度标准品用于制作标准曲线ꎬ加入 ０.１ｍＬ 各组
ＡＰＲＥ－１９ 细胞用于测定ꎻ随后加入 ０.２ｍＬ ＭＤＡ 检测工作
液ꎬ混匀后ꎬ１００℃加热 １５ｍｉｎꎮ 水浴冷却至室温ꎬ１０００ｇ 室
温离心 １０ｍｉｎꎮ 取 ２００μＬ 上清液加入到 ９６ 孔板中ꎬ用酶
标仪测定波长 ５３２ｎｍ 的吸光度ꎮ 活性氧( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)水平检测:装载 ＤＣＦＨ－ＤＡ 探针于培养基中ꎬ
工作浓度为 １０μｍｏｌ / Ｌꎬ３７℃ 孵育 ３０ｍｉｎꎮ 胰酶消化细胞
２ｍｉｎꎬ加入培养基终止消化ꎬ６００ｇ 离心 ５ｍｉｎ 收集各组

ＡＲＰＥ－１９ 细胞ꎬ用预冷的 １×ＰＢＳ 洗 ２ 次ꎬ离心收集细胞沉
淀物ꎬ将离心好的细胞用 ＰＢＳ 重悬ꎬ用酶标仪检测 ５２５ｎｍ
波长的吸光度ꎮ 超氧化物歧化酶( ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬ
ＳＯＤ)和总抗氧化能力( ｔｏｔａｌ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙꎬＴ－ＡＯＣ)
水平检测:胰酶消化各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞 ２ｍｉｎꎬ加入培养
基终止消化ꎬ６００ｇ 离心 ５ｍｉｎ 收集细胞ꎬ加入显色剂混匀ꎬ
室温反应 １０ｍｉｎꎬＳＯＤ 酶标仪测 ５５０ｎｍ 波长的吸光度ꎬ
Ｔ－ＡＯＣ酶标仪测 ５２０ｎｍ 波长的吸光度ꎮ 分别计算 ＭＤＡ、
ＲＯＳ、ＳＯＤ、Ｔ－ＡＯＣ 水平ꎮ
１.２.４.２ ＲＴ－ＰＣＲ检测　 胰酶消化终止后收集各组细胞ꎬ
裂解ꎮ 用氯仿、Ｔｒｉｚｏｌ、无水乙醇等试剂离心柱法提取总
ＲＮＡꎬ计算 ＲＮＡ 溶液浓度ꎬ判断 ＲＮＡ 提取质量ꎮ 参照逆
转录试剂盒说明书将 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡꎬ根据 ＲＮＡ ＯＤ
值报告的浓度值计算 ｄｄＨ２ Ｏ 量ꎬ稀释 ＲＴ 产物到一致水
平ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 引物序列见表 １ꎮ 内参基 因 为
β－ａｃｔｉｎꎬ按照 ２－ΔΔＣｔ法对 ｍＲＮＡ 的表达进行相对定量分析ꎮ
１.２.４.３ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 　 上述细胞用 ＰＢＳ 洗涤ꎬ收集
裂解后ꎬ于 ４℃下 １２０００ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ｍｉｎꎬ转移上清到新
的离心管中ꎬ－７０℃保存ꎮ ＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎮ １０％分
离胶ꎬ５％浓缩胶ꎬ加入 ５×上样缓冲液混匀ꎬ上样量为每泳
道 ３０μｇꎬ电泳ꎮ 转膜、封闭ꎮ 转移 ＰＶＤＦ 膜到含有一抗
(１ ∶ １ ０００)的小袋中ꎬ保持 ４℃孵育过夜后再转移到含二
抗(１ ∶ ５０００) 的玻璃平皿中ꎬ室温下孵育 ２ｈꎮ 内参为
β－ａｃｔｉｎꎮ ＰＶＤＦ 膜表面加 ＥＣＬ 试剂ꎬ以化学光敏模式在凝
胶成像分析仪中曝光显影ꎮ

统计学分析:采用统计学软件 ＳＰＳＳ ２１.０ 进行数据分

析ꎮ 计量资料以均数±标准差(ｘ±ｓ)描述ꎬ多组间比较采
用单因素方差分析ꎬ进一步两两比较采用 ＬＳＤ－ ｔ 检验ꎮ
Ｐ<０.０５ 为差异具有统计学意义ꎮ
２结果
２.１柚皮素及其磷脂复合物对细胞内氧化应激水平的影
响　 柚皮素、ＮＰＣ 对细胞内 ＭＤＡ、ＲＯＳ、ＳＯＤ、Ｔ－ＡＯＣ 水平
的影响检测结果见表 ２ꎮ 模型组较溶媒组细胞内 ＭＤＡ、
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图 １　 柚皮素及其磷脂复合物对细胞内 Ｎｒｆ２、ＨＯ－１、ＮＱＯ－１、ＧＣＬ ｍＲＮＡ表达的影响　 Ａ:Ｎｒｆ２ꎻ Ｂ:ＨＯ－１ꎻ Ｃ:ＮＱＯ－１ꎻ Ｄ:ＧＣＬꎮｂＰ<
０.０１ ｖｓ 溶媒组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 模型组ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ 柚皮素组ꎻｈＰ<０.０１ ｖｓ Ｎｒｆ２－ｓｉＲＮＡ 组ꎻｊＰ<０.０１ ｖｓ Ｎｒｆ２－ｓｉＲＮＡ＋柚皮素组ꎮ

ＲＯＳ 水平均明显提高ꎬＳＯＤ、Ｔ －ＡＯＣ 水平均明显降低ꎮ
ＮＰＣ 组较柚皮素组、Ｎｒｆ２－ｓｉＲＮＡ＋ＮＰＣ 组较 Ｎｒｆ２－ｓｉＲＮＡ＋
柚皮素组细胞内 ＭＤＡ、 ＲＯＳ 水平均明显降低ꎬ ＳＯＤ、
Ｔ－ＡＯＣ水平均明显提高ꎮ
２.２ 柚皮素及其磷脂复合物对细胞内 Ｎｒｆ２、 ＨＯ － １、
ＮＱＯ－１、ＧＣＬ ｍＲＮＡ 表达的影响 　 柚皮素、ＮＰＣ 对细胞
内 Ｎｒｆ２、ＨＯ－１、ＮＱＯ－１、ＧＣＬ ｍＲＮＡ 表达的影响检测结果
见图 １ꎮ 各组细胞内 Ｎｒｆ２、ＨＯ－１、ＮＱＯ－１、ＧＣＬ ｍＲＮＡ 相对
表达量差异均有统计学意义(Ｆ ＝ ８７１７２３.６３６、１７８２９７.３２６、
２１１２４６.１７７、２７９８５９.９６３ꎬ均 Ｐ<０.０１)ꎮ 与溶媒组相比ꎬ其
余 ６ 组细胞内 ４ 种基因相对表达量差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０１)ꎻ与模型组相比ꎬ柚皮素组和 ＮＰＣ 组细胞内 ４ 种
基因表达水平差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ与柚皮素
组相比ꎬＮＰＣ 组细胞内 ４ 种基因相对表达量差异均有统计
学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ与 Ｎｒｆ２－ｓｉＲＮＡ 组相比ꎬＮｒｆ２－ｓｉＲＮＡ＋柚
皮素组和 Ｎｒｆ２－ｓｉＲＮＡ＋ＮＰＣ 组细胞内 ４ 种基因相对表达
量差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ与 Ｎｒｆ２－ｓｉＲＮＡ＋柚皮素
组相比ꎬＮｒｆ２－ｓｉＲＮＡ＋ＮＰＣ 组细胞内 ４ 种基因相对表达量
差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ
２.３ 柚皮素及其磷脂复合物对细胞内 Ｎｒｆ２、ＮＱＯ － １、
ＨＯ－１、ＧＣＬ 蛋白表达的影响 　 柚皮素、ＮＰＣ 对细胞内
Ｎｒｆ２、ＮＱＯ－ １、ＨＯ－ １、ＧＣＬ 蛋白表达的影响检测结果见
图 ２、３ꎮ 各组细胞内 Ｎｒｆ２、ＨＯ－１、ＮＱＯ－１、ＧＣＬ 蛋白表达
量差异均有统计学意义 ( Ｆ ＝ ６４. ８５２、１２３. ５９４、２６. ６１７、
５１.７５９ꎬ均 Ｐ<０.０１)ꎮ 与溶媒组相比ꎬ其余 ６ 组细胞内 ４ 种

蛋白表达水平差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组
相比ꎬ柚皮素组和 ＮＰＣ 组细胞内 ４ 种蛋白表达水平差异
均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ与柚皮素组相比ꎬＮＰＣ 组细胞
内 ４ 种蛋白表达水平差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ与
Ｎｒｆ２－ｓｉＲＮＡ 组相比ꎬＮｒｆ２－ｓｉＲＮＡ＋ＮＰＣ 组细胞内 ４ 种蛋白
表达水平差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与 Ｎｒｆ２－ｓｉＲＮＡ
组相比ꎬＮｒｆ２－ｓｉＲＮＡ＋柚皮素组细胞内 ＧＣＬ 蛋白表达水平
差异有统计学意义(Ｐ＝ ０.００４)ꎬ其余 ３ 种蛋白表达差异无
统计学意义(ＰＮｒｆ２ ＝ ０.０６９ꎬＰＨＯ－１ ＝ ０.１７４ꎬＰＮＱＯ－１ ＝ ０.８１７)ꎻ与
Ｎｒｆ２－ｓｉＲＮＡ＋柚皮素组相比ꎬＮｒｆ２－ｓｉＲＮＡ＋ＮＰＣ 组细胞内 ４
种蛋白表达水平差异均有统计学意义 ( ＰＮｒｆ２ ＝ ０. ００９ꎬ
ＰＨＯ－１<０.０１ꎬＰＧＣＬ<０.０１ꎬＰＮＱＯ－１ ＝ ０.０２１)ꎮ
３讨论

目前对于干性 ＡＲＭＤ 尚无有效的治疗方法ꎬ其发病
机制尚不明确ꎬ但已有研究表明ꎬ氧化应激损伤是干性
ＡＲＭＤ 发生发展的重要原因ꎮ Ａｂｏｋｙｉ 等[６] 认为视网膜氧
化损伤在 ＡＲＭＤ 形成途径中起中心作用ꎮ 孙子雯等[７] 就
氧化应激介导 ＡＲＭＤ 的发生机制及 ＡＲＭＤ 抗氧化剂的应
用作过简要综述ꎮ 临床和基础研究通过使用维生素、多不
饱和脂肪酸和其他植物提取的抗氧化物进行治疗ꎬ对抑制
干性 ＡＲＭＤ 的晚期发展有明显效果ꎮ 年龄相关性眼病研
究组(Ａｇｅ－Ｒｅｌａｔｅｄ Ｅｙｅ Ｄｉｓｅａｓｅ ＳｔｕｄｙꎬＡＲＥＤＳ)证实ꎬ抗氧
化剂的使用可以降低 ２５％晚期 ＡＲＭＤ 在 ５ａ 内进展的风
险ꎬ降低 １９％中度视力下降的风险[８]ꎮ

Ｎｒｆ２ 抗氧化应激通路在 ＡＲＭＤ 的发病过程中具有重
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图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测 Ｎｒｆ２、ＮＱＯ－１、ＨＯ－１、ＧＣＬ蛋白表达ꎮ

图 ３　 柚皮素及其磷脂复合物对细胞 Ｎｒｆ２、ＨＯ－１、ＮＱＯ－１、ＧＣＬ蛋白表达的影响　 Ａ:Ｎｒｆ２ꎻ Ｂ:ＨＯ－１ꎻ Ｃ:ＮＱＯ－１ꎻ Ｄ:ＧＣＬꎮａＰ<０.０５ ｖｓ
溶媒组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 模型组ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ 柚皮素组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ Ｎｒｆ２－ｓｉＲＮＡ 组ꎻｉＰ<０.０５ꎬｊＰ<０.０５ ｖｓ Ｎｒｆ２－ｓｉＲＮＡ＋柚皮素组ꎮ

要作用ꎬＺｈａｏ 等[９] 研究显示ꎬＮｒｆ２ 缺陷小鼠视网膜出现了
ＡＲＭＤ 样改变ꎮ 既往研究证实ꎬ激活 Ｎｒｆ２ 通路对氧化损
伤的 ＲＰＥ 细胞具有保护作用[１０－１１]ꎮ 陈婷妍等[１２]研究发现
槲皮素可能通过 Ｎｒｆ２ / Ｋｅａｐ１ / ＡＲＥ 通路改善视网膜光损
伤后的氧化应激状态ꎬ保护视网膜功能ꎬ对 ＡＲＭＤ 具有保
护作用ꎮ

柚皮素具有抗氧化作用ꎬ但柚皮素难溶于水ꎬ生物利
用度低ꎬ其磷脂复合物能明显改善原药的理化性质ꎬ增强

药理作用ꎮ 杨艳等[１３]研究显示磷脂复合物中磷脂可显著
提高槲皮素在水中的溶解度ꎬ约为原药的 ３ 倍ꎬ磷脂复合
物和物理混合物均可显著提高槲皮素在氯仿中的溶解度ꎬ
前者作用更明显ꎮ

ＲＯＳ 是需氧细胞在代谢过程中产生ꎬ可以氧化细胞
膜上的不饱和脂肪酸ꎬ最终的反应产物是 ＭＤＡꎮ 脂质过
氧化过程中重要的反应产物之一是 ＭＤＡꎬ可通过测定
ＭＤＡ 的含量了解脂质过氧化的程度ꎮ ＲＯＳ 和 ＭＤＡ 是两
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种有代表性的氧化指标ꎮ ＳＯＤ 是机体内一种重要的抗氧
化酶ꎬ是重要的 ＲＯＳ 清除剂ꎬ体内的超氧阴离子、氧自由
基及脂质过氧化物可以被消除ꎮ ＳＯＤ 可以防止和减轻机
体组分在分子水平、细胞水平受到过氧化损伤ꎮ Ｔ－ＡＯＣ
是反映机体整体抗氧化水平高低的重要指标ꎮ ＳＯＤ 和
Ｔ－ＡＯＣ是两种具有代表性的抗氧化指标ꎮ 本研究中模型
组与溶媒组比较ꎬ细胞内 ＭＤＡ、ＲＯＳ 含量明显增加ꎬＳＯＤ、
Ｔ－ＡＯＣ水平明显降低ꎬＮＰＣ 较柚皮素能明显降低 ＡＲＰＥ－１９
细胞内 ＭＤＡ、ＲＯＳ 的含量ꎬ明显提高细胞内 ＳＯＤ、Ｔ－ＡＯＣ
水平ꎮ

小干扰 ＲＮＡ(ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡꎬｓｉＲＮＡ)可以通过
多种不同转染技术导入细胞内ꎬ以单链形式与外源基因表
达的 ｍＲＮＡ 相结合ꎬ并诱导相应 ｍＲＮＡ 降解ꎬ敲弱特定基
因的功效ꎮ 经过适当剪裁的 ｓｉＲＮＡꎬ可以利用它的互补性
来标定已知序列的基因ꎬ所以在基因功能与药物目标的研
究中 ｓｉＲＮＡ 成为了一项重要工具ꎮ 本研究运用 ｓｉＲＮＡ 干
扰技术抑制 ＡＲＰＥ－１９ 细胞 Ｎｒｆ２ 基因表达ꎬ观察柚皮素及
其磷脂复合物对 Ｎｒｆ２ / ＡＲＥ 抗氧化应激通路的作用ꎮ 杨
艳等[１３]在研究槲皮素磷脂复合物对氧化损伤 ＡＲＰＥ－１９
细胞的保护作用的研究中发现ꎬ槲皮素磷脂复合物能显著
提高原药的生物活性ꎬ对氧化损伤 ＡＲＰＥ－１９ 细胞比槲皮
素起到更好的保护作用ꎮ 本研究结果显示ꎬＡＲＰＥ－１９ 细
胞受到 ｔ－ＢＨＰ 氧化应激损伤后ꎬＮｒｆ２ 由细胞质进入细胞
核ꎬ与 ＡＲＥ 结合ꎬ启动抗氧化蛋白及Ⅱ相解毒酶靶基因的
转录激活ꎬＮｒｆ２、ＨＯ－１、ＮＱＯ－１、ＧＣＬ 转录均升高ꎬＮｒｆ２ －
ｓｉＲＮＡ 组较 ｔ－ＢＨＰ 模型组均下降ꎻ柚皮素和 ＮＰＣ 预保护
ＡＲＰＥ－１９ 细胞后ꎬ４ 种基因表达水平较模型组和 Ｎｒｆ２ －
ｓｉＲＮＡ 组均升高ꎻＮｒｆ２－ｓｉＲＮＡ＋柚皮素组较 Ｎｒｆ２－ｓｉＲＮＡ 组
Ｎｒｆ２、ＨＯ－１、ＮＱＯ－１ 蛋白表达无显著差异ꎻＮｒｆ２－ｓｉＲＮＡ＋
ＮＰＣ 组较 Ｎｒｆ２－ｓｉＲＮＡ 组 ４ 种蛋白表达差异均有统计学意
义ꎬＮＰＣ 作用明显强于柚皮素ꎮ

综上所述ꎬＮＰＣ 增强了原药的药理作用ꎬ提高了柚皮
素的生物利用度ꎬ其通过激活 Ｎｒｆ２ / ＡＲＥ 抗氧化应激通路
上调 Ｎｒｆ２ 及其下游抗氧化酶和Ⅱ相解毒酶的表达ꎬ对氧
化损伤 ＡＲＰＥ－１９ 细胞起到更好的保护作用ꎮ
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