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白藜芦醇对人角膜上皮细胞炎症和氧化应激损伤的保护
作用
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引用:朱琳ꎬ韩瑞芳ꎬ王培红ꎬ等. 白藜芦醇对人角膜上皮细胞炎

症和氧化应激损伤的保护作用. 国际眼科杂志 ２０２１ꎻ２１(１２):
２０３８－２０４３
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摘要

目的:探讨白藜芦醇(ＲＳＶ)对人角膜上皮细胞(ＨＣＥＣｓ)炎
症和氧化应激损伤的保护作用ꎮ
方法:用肿瘤坏死因子－α(ＴＮＦ－α)诱导 ＨＣＥＣｓ 发生炎症

反应ꎬ设对照组、ＴＮＦ－α 组、ＲＳＶ＋ＴＮＦ－α 组ꎻ用 Ｈ２Ｏ２诱导

ＨＣＥＣｓ 发生氧化应激反应ꎬ设正常组、Ｈ２Ｏ２组、ＲＳＶ＋Ｈ２Ｏ２

组ꎮ 采用 ＭＴＴ 法检测细胞活力ꎻＲＴ－ｑＰＣＲ 及酶联免疫吸

附测定(ＥＬＩＳＡ)法检测相关炎症因子 ＩＬ－１、ＩＬ－６、ＩＬ－８ 的

表达ꎻ免疫荧光染色法及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测核因子－κＢ
ｐ６５(ＮＦ－κＢ ｐ６５)的核转位ꎻ２􀆳ꎬ７􀆳－二氯荧光黄双乙酸盐

(ＤＣＦＨ－ＤＡ)荧光探针法检测细胞内活性氧(ＲＯＳ)水平ꎮ
结果:在 ＨＣＥＣｓ 炎症反应中ꎬＲＴ－ｑＰＣＲ 及 ＥＬＩＳＡ 结果均

显示ꎬ与对照组相比ꎬＴＮＦ－α 组的 ＨＣＥＣｓ ＩＬ － １、 ＩＬ － ６、
ＩＬ－８的表达水平均显著升高ꎮ ＲＳＶ 预处理细胞后ꎬ以上

指标较 ＴＮＦ－α 组显著下降ꎻ免疫荧光染色及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
结果均显示ꎬＴＮＦ－α 组 ＮＦ－κＢ ｐ６５ 核转位增加ꎬ而 ＲＳＶ
预处理细胞后 ＮＦ－κＢ ｐ６５ 核转位受到抑制ꎮ 在 ＨＣＥＣｓ 氧
化应激反应中ꎬＭＴＴ 和 ＤＣＦＨ－ＤＡ 荧光探针染色结果分别

显示ꎬＨ２Ｏ２刺激使 ＨＣＥＣｓ 活力显著下降ꎬＨＣＥＣｓ 内 ＲＯＳ
的产生增多ꎮ 而 ＲＳＶ 预处理后ꎬ细胞活力显著上升ꎬ且
ＲＳＶ 抑制了 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＨＣＥＣｓ 内 ＲＯＳ 的产生ꎮ
结论:ＲＳＶ 对 ＨＣＥＣｓ 的炎症和氧化应激反应具有抑制作

用ꎬＲＳＶ 通过抑制 ＮＦ－κＢ 通路激活以抑制炎症反应ꎮ
关键词:白藜芦醇ꎻ角膜上皮细胞ꎻ炎症反应ꎻ氧化应激反

应ꎻＮＦ－κＢ
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２１.１２.０４

Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｏｎ
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Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ: Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ
(Ｎｏ. ８１６７０８３７)ꎻ Ｔｉａｎｊｉｎ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｌａｎ Ｐｒｏｇｒａｍ
(Ｎｏ. ２０ＪＣＹＢＪＣ０１４５０)ꎻ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｆｕｎｄ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ
Ｔｉａｎｊｉｎ Ｅｙｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ (Ｎｏ.ＹＫＱＮ１９２１)
１Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｔｉａｎｊｉｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ
Ｔｉａｎｊｉｎ ３０００２０ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｔｉａｎｊｉｎ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ
ａｎｄ Ｖｉｓｕａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅꎻ Ｔｉａｎｊｉｎ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎻ Ｎａｎｋａｉ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｅｙｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎻ Ｔｉａｎｊｉｎ Ｅｙｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｔｉａｎｊｉｎ
３０００２０ꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ｘｕａｎ Ｌｉ. Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ
Ｔｉａｎｊｉｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｔｉａｎｊｉｎ ３０００２０ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ Ｔｉａｎｊｉｎ Ｋｅｙ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｖｉｓｕａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅꎻ Ｔｉａｎｊｉｎ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎻ Ｎａｎｋａｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｅｙｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎻ Ｔｉａｎｊｉｎ
Ｅｙｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｔｉａｎｊｉｎ ３０００２０ꎬ Ｃｈｉｎａ. ｘｕａｎｌｉ０８＠ ｙａｈｏｏ.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ: ２０２１－０３－２３　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ: ２０２１－１１－０８

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ:Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ
(ＲＳＶ) ｏｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｄａｍａｇｅ ｉｎ
ｈｕｍａｎ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ (ＨＣＥＣｓ) .
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＣＥＣｓ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
Ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ － α (ＴＮＦ － α)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
ｗａｓ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ: ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＴＮＦ－α ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＲＳＶ＋
ＴＮＦ － α ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ＨＣＥＣｓ
ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２ꎬ ａｎｄ ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｎｏｒｍａｌ
ｇｒｏｕｐꎬ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＲＳＶ＋ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ. ＭＴＴ ａｓｓａｙ ｗａｓ
ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＣＥＣｓꎻ ＲＴ － ｑＰＣＲ ａｎｄ
ｅｎｚｙｍｅ－ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ (ＥＬＩＳＡ) ｍｅｔｈｏｄｓ
ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ－１ꎬ ＩＬ－６ ａｎｄ ＩＬ－８ꎻ
Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ
ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ－κＢ ｐ６５. ２’ꎬ７’－
ｄｉｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｄｉａｃｅｔａｔｅ ( ＤＣＦＨ － ＤＡ ) ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｐｒｏｂｅ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ (ＲＯＳ) .
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ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ａｆｔｅｒ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＲＳＶ ｔｈａｎ
ｔｈｏｓｅ ｉｎ ＴＮＦ－α ｇｒｏｕｐꎻ Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ
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ＮＦ－κＢ ｐ６５ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＴＮＦ－α ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｉｌｅ ｉｔ ｗａｓ
ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ａｆｔｅｒ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＲＳＶ. Ｉｎ ｔｈｅ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ＨＣＥＣｓꎬ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＭＴＴ ａｎｄ ＤＣＦＨ － ＤＡ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｂｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｈ２ Ｏ２ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＣＥＣｓ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＯＳ ｉｎ ＨＣＥＣｓ. Ａｆｔｅｒ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＲＳＶꎬ
ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙꎬ ａｎｄ ＲＳＶ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＯＳ ｉｎ ＨＣＥＣｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２ .
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: ＲＳＶ ｈａｓ ａｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｈｕｍａｎ
ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｉｔ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ
ＲＳＶ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ＮＦ－κＢ ｐａｔｈｗａｙ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌꎻ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎻ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎻ ＮＦ－κＢ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｚｈｕ Ｌꎬ Ｈａｎ ＲＦꎬ Ｗａｎｇ ＰＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｏｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｈｕｍａｎ
ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２１ꎻ
２１(１２):２０３８－２０４３

０引言
目前ꎬ眼表炎症的患病率仍然较高ꎬ且重度的眼表炎

症对患者生活质量造成了极大的影响ꎬ使其治疗成为日益
严重的医疗保健问题ꎮ 临床上许多眼科疾病与眼表炎症
相关ꎬ包括感染、干眼、眼睑疾病、理化损伤等[１]ꎮ 眼表炎
症中往往伴随着氧化应激的发生[２－３]ꎮ 氧化应激中过量
产生的活性氧( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)可通过靶向
ＤＮＡ、蛋白质和细胞内通路诱导细胞损伤[４]ꎮ 因此ꎬ细胞
内 ＲＯＳ 的过度生成被认为是眼表炎症在内的眼表疾病发
病机制的关键因素[５]ꎮ 白藜芦醇(ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌꎬＲＳＶ)是一种
植物多酚ꎮ 研究证实ꎬＲＳＶ 在葡萄膜炎、糖尿病视网膜病
变、年龄相关性黄斑变性等眼部疾病中可发挥抗氧化和抗
炎的保护作用[６－８]ꎮ 但目前ꎬＲＳＶ 在眼表炎症中的研究鲜
有报道ꎮ 因此ꎬ本研究应用人角膜上皮细胞 ( ｈｕｍａｎ
ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬＨＣＥＣｓ)探讨了 ＲＳＶ 的抗炎和抗氧
化作用ꎬ以期为眼表炎症的治疗提供新的思路ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１细胞　 ＨＣＥＣｓ 细胞(美国 ＡＴＣＣ)ꎮ
１.１.２主要试剂　 肿瘤坏死因子－α(ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ－αꎬ
ＴＮＦ－αꎬ美国 Ｒ＆Ｄ ＳＹＳＴＥＭＳ)、ＲＳＶ(美国 ＳＩＧＭＡ)、ＲＰＭＩ－
１６４０ 培养基(美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ)、胎牛血清(ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬ
ＦＢＳꎬ美国 Ｇｉｂｃｏ)、青链霉素混合液(青霉素 １０×１０３Ｕ / ｍＬꎬ
链霉素 １０×１０３μｇ / ｍＬꎬ美国 Ｇｉｂｃｏ)、２.５ｇ / Ｌ 胰蛋白酶(美
国 Ｇｉｂｃｏ)、细胞总 ＲＮＡ 提取试剂盒(北京天根生化科技有
限公司)、实时定量 ＰＣＲ 引物(北京赛百盛基因技术有限
公司 )、 ＭＭＬＶ 逆 转 录 酶、 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚 合 酶 ( 美 国
Ｐｒｏｍｅｇａ)、ＴＢ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＩＩ (日本 Ｔａｋａｒａ)、人
ＩＬ－６ / ＩＬ－８酶联免疫检测 ( ｅｎｚｙｍｅ － ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ
ａｓｓａｙꎬＥＬＩＳＡ)试剂盒(安徽巧伊生物科技有限公司)、ＢＣＡ
蛋白浓度测试试剂盒(美国 Ｔｈｅｒｍｏ)、核蛋白－胞浆蛋白提
取试剂盒(美国 Ｔｈｅｒｍｏ)、蛋白 ｍａｒｋｅｒ(美国 Ｂｉｏｔｏｐｐｅｄ)、核
因子－κＢ ｐ６５(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ－κＢ ｐ６５ꎬＮＦ－κＢ ｐ６５)抗体(ａｂ
１６５０２ꎬ美国 Ａｂｃａｍ)、Ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ１ 抗体 ( ａｂ １３４９１４ꎬ美国
Ａｂｃａｍ)、ＧＡＰＤＨ 抗体(ａｂ １８１６０２ꎬ美国 Ａｂｃａｍ)、辣根过氧

化物酶(ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＨＲＰ)标记的山羊抗兔二抗
(Ａ１１０３４ꎬ 美国 Ｔｈｅｒｍｏ)、 ＲＤｙｅ ８００ＣＷ 山羊抗 兔 二 抗
(Ｃ７０９２６－０５ꎬ美国 ＬＩ－ＣＯＲ)、ＭＴＴ 溶液(美国 Ｓｏｉａｒｂｉｏ)、
ＲＯＳ 检测试剂盒(美国 Ｓｏｉａｒｂｉｏ)ꎮ
１.１.３主要仪器设备　 ＣＯ２培养箱(德国 Ｈｅｒａｅｕｓ)、酶标仪
(美国 Ｂｉｏ Ｔｅｋ)、实时荧光定量基因扩增仪(美国 Ｒｏｃｈｅ)、
荧光显微镜(日本 Ｎｉｋｏｎ)、双色红外激光成像系统(美国
ＬＩ－ＣＯＲ)、荧光分析仪(美国 Ｂｉｏ Ｔｅｋ)ꎮ
１.２方法
１.２.１细胞培养　 ＨＣＥＣｓ 每 ２ｄ 换液 １ 次ꎬ细胞生长至近融
合状态时ꎬ用胰蛋白酶消化细胞并进行传代ꎮ 培养条件:
ＲＰＭＩ－１６４０ 培养基＋１０％ ＦＢＳ＋１％青链霉素混合液ꎬ置于
３７℃ꎬ饱和湿度ꎬ５％ ＣＯ２培养箱中无菌培养ꎮ
１.２.２研究 ＲＳＶ的抗炎作用
１.２.２.１ 实验分组 　 实验分设 ３ 组:对照组、ＴＮＦ －α 组
(１０ｎｇ / ｍＬ ＴＮＦ－α 刺激)、ＲＳＶ＋ＴＮＦ－α 组(１０μｍｏｌ / Ｌ ＲＳＶ
预处理 ２ｈ)ꎮ
１.２.２.２ ＭＴＴ 法检测细胞活力 　 细胞用不同浓度(０、５、
１０、２５、５０、１００μｍｏｌ / Ｌ)ＲＳＶ 分别处理 ＨＣＥＣｓ ２４ｈꎬ更换培
养基ꎬ加入ＭＴＴ(５ｍｇ / ｍＬ)孵育 ４ｈ 后ꎬ去除各孔内液体ꎬ加
入二甲基亚砜(ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅꎬＤＭＳＯ)溶液ꎬ震荡 １０ｍｉｎ
后采用酶标仪测定波长 ５７０ｎｍ 处吸光度(ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｌｎｓｉｔｙꎬ
ＯＤ)值ꎬ按公式计算得各组的细胞活力:细胞活力 ＝实验
组 ＯＤ 值 / 对照组 ＯＤ 值×１００％ꎮ
１.２.２.３ ＲＴ－ｑＰＣＲ法检测炎症因子 ＩＬ－１ 和 ＩＬ－６ 及 ＩＬ－８
ｍＲＮＡ的相对表达量　 细胞按实验设计分组并做相应处
理ꎮ ＴＮＦ－α 组用 ＴＮＦ－α 处理 １８ｈꎮ 使用细胞总 ＲＮＡ 提
取试剂盒提取总 ＲＮＡꎬ逆转录成 ｃＤＮＡ 后－２０℃保存ꎮ 采
用实时荧光定量基因扩增仪对各组 ｃＤＮＡ 进行目的基因
扩增ꎮ ＩＬ－１ 上游引物:ＧＣＴＴＣＴＣＴＣＴＧＧＴＣＣＴＴＧＧꎬ下游引
物: ＡＧＧＧＣＡＧＧＧＴＡＧＡＧＡＡＧＡＧꎻ ＩＬ － ６ 上 游 引 物:
ＣＡＡＡＣＴＴＣＣＴＧＧＡＧＴＴＣΑＣＣꎬ 下 游 引 物: ＴＧＴＣＣＡＡＴＧ
ＧΑＣＡＧＧＡＴＧꎻ ＩＬ － ８ 上 游 引 物: ＡＣＣＴＣＡＣＴＧＴＧＣ
ＡＡＡＴＴＣＡＧꎬ 下 游 引 物: ＴＡＴＧＡＣＴＣＴＴＧＣＴＧＣＴＣＡＧＣꎻ
ＧＡＰＤＨ 上游引物: ＴＧＣＣＣＴＣＡＡＣＧＡＣＣＡＣＴＴＴＧꎬ下游引
物:ＣＴＧＧＴＧＧＴＣＣＡＧＧＧＧＴＣＴＴＡꎮ 扩增程序:９５℃ 预变性
３ｍｉｎꎬ９５℃变性 １２ｓꎬ６２℃退火延伸 ４５ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ 熔
解曲线:９５℃反应 １０ｓꎬ６５℃ 反应 １ｍｉｎꎬ９７℃ 反应 １ｓꎬ３７℃
冷却降温 ３０ｓꎮ 以 ＧＡＰＤＨ 为内参ꎬ采用 ２－ΔΔＣｔ法计算目的
基因 ｍＲＮＡ 的相对表达量ꎮ
１.２.２.４ ＥＬＩＳＡ 法检测各组细胞培养液上清中炎症因子
ＩＬ－６及 ＩＬ－８的质量浓度　 细胞按实验设计分组并做相应
处理ꎮ ＴＮＦ－α 组用 ＴＮＦ－α 处理 ２４ｈꎮ 按照试剂盒说明书
要求进行操作ꎮ 将细胞培养液上清、浓度梯度稀释标准品
及相关抗体药品加入包被了抗体的检测板中ꎬ将各组校准
后 ＯＤ 值代入标准曲线中ꎬ计算得到各组 ＩＬ－６、ＩＬ－８ 的质
量浓度ꎮ
１.２.２.５免疫荧光染色法检测 ＮＦ－κＢ ｐ６５ 的核转位情况
　 细胞按实验设计分组并做相应处理ꎮ ＴＮＦ － α 组用
ＴＮＦ－α处理 １ｈꎬ细胞用 ＰＢＳ 洗涤ꎬ ４％ 多聚甲醛固定
２５ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤ꎬ０. １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ － １００ 透核膜 １０ｍｉｎꎬ５％
ＢＳＡ 封闭 １ｈꎬ ＰＢＳ 洗涤ꎬ ４℃ 下孵育一抗 ＮＦ － κＢ ｐ６５
(Ａｂｃａｍꎬａｂ１６５０２ꎬ１ ∶ ２００) 过夜ꎬ ＰＢＳ 洗涤ꎬ室温下孵育
ＨＲＰ 标记的山羊抗兔二抗( ＴｈｅｒｍｏꎬＡ １１０３４ꎬ１ ∶ ２００) １ｈꎬ
ＰＢＳ 洗涤ꎬＤＡＰＩ 染核 １５ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤ꎬ５０％甘油封片ꎮ 荧

９３０２

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２１ꎬ Ｎｏ.１２ Ｄｅｃ. ２０２１　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
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光显微镜拍照ꎬ观察各组细胞中 ＮＦ－κＢ ｐ６５ 蛋白的核转
位情况ꎮ
１.２.２.６ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测胞质和胞核中 ＮＦ－κＢ ｐ６５蛋
白的表达　 细胞按实验设计分组并做相应处理ꎮ ＴＮＦ－α
组用 ＴＮＦ－α 处理 １ｈꎬ提取细胞的胞质和胞核蛋白ꎬ采用
ＢＣＡ 法测定各组样本蛋白浓度ꎮ 与 ５×蛋白上样缓冲液混
合ꎬ１００℃ １０ｍｉｎ 使蛋白变性ꎮ 根据测定的蛋白浓度确定
各组样本上样量ꎬ在聚丙烯酰胺凝胶(ＳＤＳ－ＰＡＧＥ)中电泳
后采用 ＰＶＤＦ 膜转膜ꎬ５％脱脂牛奶室温封闭 １ｈꎬ裁膜ꎬ分
别加入一抗 ＮＦ－κＢ ｐ６５(Ａｂｃａｍꎬａｂ １６５０２ꎬ１∶ １０００)、细胞
核内参 Ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ １(Ａｂｃａｍꎬａｂ １３４９１４ꎬ１∶ １０００)和细胞质
内参 ＧＡＰＤＨ(Ａｂｃａｍꎬａｂ １８１６０２ꎬ１∶ １０００)ꎬ４℃过夜ꎬＴＢＳＴ
洗膜 后 加 入 山 羊 抗 兔 二 抗 ( ＬＩ － ＣＯＲꎬ Ｃ７０９２６ － ０５ꎬ
１ ∶ ５ ０００)ꎬ室温孵育 １ｈꎬ洗膜后使用双色红外激光成像系
统曝光ꎬ实验至少重复 ３ 次ꎮ 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带ꎮ
１.２.３研究 ＲＳＶ的抗氧化作用
１.２. ３. １ 实验分组 　 实验分设 ３ 组:正常组、Ｈ２ Ｏ２ 组
(３００μｍｏＬ / Ｌ Ｈ２Ｏ２刺激 ＨＣＥＣｓ ２４ｈ)、ＲＳＶ＋Ｈ２Ｏ２组(１０μｍｏｌ / Ｌ
ＲＳＶ 预处理 ＨＣＥＣｓ ２ｈꎬ３００μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２刺激 ＨＣＥＣｓ ２４ｈ)ꎮ
１.２.３.２ ＭＴＴ 法检测细胞活力　 用不同浓度(０、２００、３００、
４００μｍｏｌ / Ｌ)Ｈ２Ｏ２分别处理 ＨＣＥＣｓ ２４ｈꎬ或按照 １.２.３.１ 中
实验分组及给药方式做相应处理ꎬ按照 １.２.２.２ 中操作步
骤进行实验ꎬ检测各组细胞活力ꎮ
１.２.３.３应用 ＤＣＦＨ－ＤＡ 探针检测各组细胞的 ＲＯＳ 水平
　 细胞按实验设计分组并做相应处理ꎮ 用含 １０μｍｏｌ / Ｌ
ＤＣＦＨ－ＤＡ 探针的培养液于 ３７℃培养箱孵育细胞 ２０ｍｉｎꎮ
用 ＰＢＳ 将多余的探针洗去ꎮ 显微镜下观察细胞绿色荧光
着染的情况ꎮ 随后ꎬ将细胞用胰酶消化后 ＰＢＳ 重悬ꎬ
４８８ｎｍ 激发波长ꎬ５２５ｎｍ 发射波长ꎬ荧光分析仪检测各孔
荧光强度ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ２３.０ 以及 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ８.０
软件对实验数据进行分析ꎬ呈正态分布的定量数据采用

􀭰ｘ±ｓ进行描述ꎬ各项实验结果的多组间比较采用单因素方
差分析ꎬ组间多重比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎬＰ<０.０５ 为差异有
统计学意义ꎮ
２结果
２.１不同浓度 ＲＳＶ 对 ＨＣＥＣｓ 活力的影响 　 ＭＴＴ 结果显
示ꎬ不同浓度(０、５、１０、２５、５０、１００μｍｏｌ / Ｌ) ＲＳＶ 分别处理
ＨＣＥＣｓ ２４ｈ 后ꎬ 细 胞 活 力 分 别 为 ( １００. ００ ± ０. ００ )％、
(１０６.４０±２.７６)％、(１０８.８１ ± ４.０５)％、(１０２.２０ ± ５. １２)％、
(９６.７０±７.５１)％、(６７.２３±２.９１)％ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝
１１. ９８ꎬ Ｐ< ０. ００１ )ꎮ 与 对 照 组 ( ０μｍｏｌ / Ｌ ＲＳＶ) 相 比ꎬ
１００μｍｏｌ / Ｌ ＲＳＶ 组细胞活力明显下降(Ｐ<０.００１)ꎻ其余各
组与对照组相比差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ见图 １ꎮ
本研究选择 １０μｍｏｌ / Ｌ ＲＳＶ 进行后续实验ꎮ
２.２各组 ＨＣＥＣｓ 炎症因子 ＩＬ－１ 和 ＩＬ－６ 及 ＩＬ－８ ｍＲＮＡ
的相对表达量比较　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 结果显示ꎬ比较各组ＩＬ－１、
ＩＬ－６、ＩＬ－８ ｍＲＮＡ 的相对表达量ꎬ差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０１)ꎮ 与对照组相比ꎬＴＮＦ－α 组 ＩＬ－１、ＩＬ－６、ＩＬ－８
ｍＲＮＡ 的相对表达量明显升高(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＴＮＦ－α 组
相比ꎬＲＳＶ＋ＴＮＦ－α 组 ＩＬ－１、ＩＬ－６、ＩＬ－８ ｍＲＮＡ 的相对表达
量明显降低(Ｐ < ０. ０５)ꎬ见表 １ꎮ 表明 ＲＳＶ 有效抑制了
ＨＣＥＣｓ 炎症反应中 ＩＬ－１、ＩＬ－６、ＩＬ－８ 的表达ꎮ
２.３各组 ＨＣＥＣｓ 培养液上清中炎症因子 ＩＬ－６ 和 ＩＬ－８ 的
蛋白浓度比较　 ＥＬＩＳＡ 结果显示ꎬ比较各组 ＩＬ－６、ＩＬ－８ 的

图 １　 不同浓度 ＲＳＶ 作用下 ＨＣＥＣｓ 的细胞活力 ｂＰ<０.０１ ｖｓ
对照组ꎮ 　

表 １　 各组 ＨＣＥＣｓ炎症因子 ｍＲＮＡ的相对表达量 􀭰ｘ±ｓ
组别 ＩＬ－１ ｍＲＮＡ ＩＬ－６ ｍＲＮＡ ＩＬ－８ ｍＲＮＡ
对照组 １.００±０.００ １.００±０.００ １.００±０.００
ＴＮＦ－α 组 ７.８３±０.８６ｂ １２.４３±１.０７ｂ ４７.９９±３.０５ｂ

ＲＳＶ＋ＴＮＦ－α 组 ４.６７±０.８５ｃ ４.７２±０.９６ｄ ３３.６７±４.６５ｃ

Ｆ ２３.８９ ４９.２９ ５６.３８
Ｐ <０.０１ <０.００１ <０.００１

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ꎬｄＰ<０.０１ ｖｓ ＴＮＦ－α 组ꎮ

表 ２　 各组 ＨＣＥＣｓ培养液上清中炎症因子的蛋白浓度比较

(􀭰ｘ±ｓꎬｐｇ / ｍＬ)
组别 ＩＬ－６ ＩＬ－８
对照组 １６.６４±１.８８ １３.３４±２４.３３
ＴＮＦ－α 组 １１４.７０±１.９４ｂ ９４５.５０±１１６.４０ｂ

ＲＳＶ＋ＴＮＦ－α 组 ７４.４２±１２.２９ｃ ６３１.９０±３２.６４ｃ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ４６.０３ ４４.４１
Ｐ <０.００１ <０.００１

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ＴＮＦ－α 组ꎮ

蛋白浓度ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 与对照组相
比ꎬＴＮＦ－α 组 ＩＬ－６、ＩＬ－８ 的蛋白浓度明显升高(Ｐ<０.０５)ꎻ
与 ＴＮＦ－α 组相比ꎬＲＳＶ＋ＴＮＦ－α 组 ＩＬ－６、ＩＬ－８ 的蛋白浓度
明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ２ꎮ 表明 ＲＳＶ 有效抑制了细胞
培养液上清中炎症因子 ＩＬ－６、ＩＬ－８ 的蛋白分泌ꎮ
２.４各组 ＨＣＥＣｓ ＮＦ－κＢ ｐ６５的核转位比较　 免疫荧光检
测结果显示ꎬ与对照组相比ꎬＴＮＦ－α 组中 ＮＦ－κＢ ｐ６５ 荧光
标记主要集中于细胞核ꎬ表示 ＮＦ－κＢ ｐ６５ 激活从细胞质
转移到细胞核ꎻ与 ＴＮＦ－α 组相比ꎬＲＳＶ＋ＴＮＦ－α 组 ＮＦ－κＢ
ｐ６５ 入核量显著减少ꎬ见图 ２ꎮ 表明 ＲＳＶ 有效抑制了
ＮＦ－κＢ ｐ６５ 的激活ꎮ
２.５各组 ＨＣＥＣｓ ＮＦ－κＢ ｐ６５ 蛋白的相对表达量比较 　
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ对照组、ＴＮＦ－α 组、ＲＳＶ＋ＴＮＦ－α 组
细胞 质 中 ＮＦ － κＢ ｐ６５ 蛋 白 的 相 对 表 达 量 分 别 为
１.０８±０.０７、０.４６±０.０４、１.２２±０.０５ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝
５２.１２ꎬＰ < ０. ００１)ꎮ 与对照组相比ꎬＴＮＦ －α 组细胞质中
ＮＦ－κＢ ｐ６５ 蛋白的相对表达量明显减少(Ｐ<０.００１)ꎻ与

０４０２

国际眼科杂志　 ２０２１ 年 １２ 月　 第 ２１ 卷　 第 １２ 期　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
电话:０２９￣８２２４５１７２　 　 ８５２６３９４０　 电子信箱:ＩＪＯ.２０００＠ １６３.ｃｏｍ



　 　

图 ２　 各组 ＨＣＥＣｓ ＮＦ－κＢ ｐ６５ 的核转位情况ꎮ 　

图 ３　 各组 ＨＣＥＣｓ ＮＦ－κＢ ｐ６５ 蛋白的表达　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果ꎻＢ:细胞质中 ＮＦ－κＢ ｐ６５ 蛋白的相对表达量ꎻＣ:细胞核中 ＮＦ－κＢ
ｐ６５ 蛋白的相对表达量ꎮｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＴＮＦ－α 组ꎮ

ＴＮＦ－α组相比ꎬＲＳＶ＋ＴＮＦ－α 组细胞质中 ＮＦ－κＢ ｐ６５ 蛋白
的相对表达量明显增多(Ｐ<０.００１)ꎮ 对照组、ＴＮＦ－α 组、
ＲＳＶ＋ＴＮＦ－α 组细胞核中 ＮＦ－κＢ ｐ６５ 蛋白的相对表达量
分别为 ０.９５±０.０９、１.９９±０.１４、１.０４±０.０５ꎬ差异有统计学意
义(Ｆ＝ ３３.３８ꎬＰ<０.００１)ꎮ 与对照组相比ꎬＴＮＦ－α 组细胞
核中 ＮＦ－κＢ ｐ６５ 蛋白的相对表达量明显增多(Ｐ<０.００１)ꎻ

与 ＴＮＦ－α 组相比ꎬＲＳＶ＋ＴＮＦ－α 组细胞核中 ＮＦ－κＢ ｐ６５
蛋白的相对表达量明显减少(Ｐ<０.０１)ꎬ见图 ３ꎮ
２.６不同浓度 Ｈ２Ｏ２对 ＨＣＥＣｓ 活力的影响　 ＭＴＴ 结果显
示ꎬ不同浓度 ( ０、２００、 ３００、 ４００μｍｏｌ / Ｌ) Ｈ２ Ｏ２ 分别处理
ＨＣＥＣｓ ２４ｈ 后ꎬ细胞活力分别为(１００.００±０.００)％、(９０.３３±
２.５７)％、(６１.２３±６.１１)％、(３１.３６±３.９７)％ꎬ差异有统计学
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图 ４　 不同浓度 Ｈ２Ｏ２作用下 ＨＣＥＣｓ 的细胞活力 　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ
正常组ꎮ

图 ５　 各组 ＨＣＥＣｓ的细胞活力　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ 正常组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ
Ｈ２Ｏ２组ꎮ

图 ６　 各组 ＨＣＥＣｓ ＲＯＳ的生成　 Ａ:荧光显微镜下各组细胞着染情况ꎻＢ:荧光分析仪检测各组细胞 ＲＯＳ 荧光强度ꎮｃＰ<０.０５ ｖｓ 正常
组ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ Ｈ２Ｏ２组ꎮ

意义(Ｆ＝ ６４.３２ꎬＰ<０.００１)ꎮ 与正常组(０μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２)相
比ꎬ３００、４００μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２组细胞活力与正常组相比均明显

下降(Ｐ<０.００１)ꎻ２００μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２组细胞活力与正常组相
比差异无统计学意义 (Ｐ > ０. ０５)ꎬ见图 ４ꎮ 本研究选择

３００μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２进行后续实验ꎮ
２.７ ＲＳＶ对 Ｈ２Ｏ２诱导 ＨＣＥＣｓ 氧化应激反应细胞活力的

影响　 ＭＴＴ 结果显示ꎬ正常组、Ｈ２Ｏ２组、ＲＳＶ＋Ｈ２Ｏ２组细胞
活力分别为(１００.００±０.００)％、(６１.２３±６.１１)％、(９４.６７±
２.０３)％ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ ３１.９４ꎬＰ<０.００１)ꎮ 与正

常组相比ꎬＨ２ Ｏ２ 组 ＨＣＥＣｓ 活力明显下降(Ｐ<０.００１)ꎻ与
Ｈ２Ｏ２组相比ꎬＲＳＶ＋Ｈ２Ｏ２组细胞活力明显升高(Ｐ<０.０１)ꎬ
见图 ５ꎮ
２.８ ＲＳＶ 对 ＨＣＥＣｓ ＲＯＳ 水平的影响 　 ＤＣＦＨ－ＤＡ 探针

染色后检测 ＲＯＳꎬ与正常组相比ꎬＨ２Ｏ２组镜下细胞呈现明

显的强阳性着染ꎬＲＯＳ 的生成明显增多ꎻ与 Ｈ２Ｏ２组相比ꎬ
ＲＳＶ＋Ｈ２Ｏ２组镜下细胞呈现明显的弱阳性着染ꎬＲＯＳ 的生
成明显减少ꎬ见图 ６Ａꎮ 用荧光分析仪检测各组 ＲＯＳ 荧光

强度ꎬ正常组、Ｈ２ Ｏ２ 组、ＲＳＶ＋Ｈ２ Ｏ２ 组的荧光强度分别为
７２２.７０±２２.７６、８７１.７０±１２.７２、５９４.００±４２.５７ꎬ差异有统计学

意义(Ｆ＝ ２３.２４ꎬＰ<０.０１)ꎮ 与正常组相比ꎬＨ２Ｏ２组荧光强

度明显升高(Ｐ<０.０５)ꎻ与 Ｈ２Ｏ２组相比ꎬＲＳＶ＋Ｈ２Ｏ２组荧光
强度明显降低(Ｐ<０.０１)ꎬ见图 ６Ｂꎮ

３讨论
角膜是眼球前部的无血管组织ꎬ角膜最外层的角膜上

皮层通过其屏障功能以及抗血管生成和免疫调节作用在

保护角膜的同时维持角膜的透明性[９－１０]ꎮ 在世界范围内ꎬ
角膜炎仍然是主要致盲眼病之一[１１]ꎮ 在角膜炎症中ꎬ角
膜上皮细胞受损会释放炎症因子ꎬ导致眼表炎性细胞浸
润ꎬ而过度的炎症反应会使促血管生成因子大量上调ꎬ角
膜新生血管生成ꎬ进而影响视力[１２－１３]ꎮ 研究表明[１３－１４]ꎬ
ＴＮＦ－α 在体外条件下会破坏 ＨＣＥＣｓ 的屏障功能ꎬ诱导炎
症反应及促炎性细胞因子包括 ＩＬ－６、ＩＬ－８ 和单核细胞趋
化蛋白－１(ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ－１ꎬＭＣＰ－１)的
炎性应答ꎬ在角膜炎症中起关键作用ꎮ 故本研究采用
ＴＮＦ－α体外诱导 ＨＣＥＣｓ 炎症反应ꎮ

ＲＳＶ 是一种天然存在的植物多酚ꎬ具有抗氧化、抗凋

亡、抗肿瘤、抗炎、抗血管生成和扩张等多种药理作用[１５]ꎮ
已证实 ＲＳＶ 通过抑制 ＮＦ－κＢ 通路激活在多种细胞中发

挥其抗炎作用[１６－１８]ꎮ 在眼部ꎬＲＳＶ 可抑制视网膜色素上

皮中 ＮＦ－κＢ 通路的激活ꎬ减弱与年龄相关性黄斑变性有

关的视网膜色素上皮细胞炎症反应[１９]ꎮ 鉴于 ＮＦ－κＢ 是

炎症级联反应的关键调节因子ꎬ可通过调控多种炎性细胞
因子(如 ＩＬ－１β、Ｌ－６、ＩＬ－８ 和 ＴＮＦ－α 等)的转录而快速响
应炎症刺激ꎬ靶向 ＮＦ－κＢ 通路是抑制炎症的一项关键策
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略[２０]ꎮ 目前ꎬＲＳＶ 在眼表炎症中的研究鲜有报道ꎮ 本研
究探讨了 ＮＦ－κＢ 在 ＨＣＥＣｓ 炎症反应中的作用ꎮ 在本研
究中ꎬＴＮＦ－α 刺激细胞后ꎬＮＦ－κＢ ｐ６５ 入核量显著增加ꎬ
而 ＲＳＶ 预处理细胞后ꎬＮＦ－κＢ ｐ６５ 入核量显著减少ꎬ表明
ＲＳＶ 可以抑制 ＨＣＥＣｓ 中 ＴＮＦ－α 诱导的 ＮＦ－κＢ 通路的激
活ꎮ 此外ꎬＴＮＦ－α 诱导细胞炎症因子 ＩＬ－１、ＩＬ－６、ＩＬ－８ 的
表达增加ꎬ表明 ＴＮＦ－α 通过激活 ＮＦ－κＢ 通路诱导 ＨＣＥＣｓ
炎症反应ꎮ ＲＳＶ 预处理 ＨＣＥＣｓ 后显著降低了炎症因子的
表达ꎮ 因此ꎬＲＳＶ 对 ＨＣＥＣｓ 炎症反应的抑制与 ＲＳＶ 抑制
ＮＦ－κＢ 通路的激活有关ꎮ

由于角膜高度暴露在紫外线辐射和高氧张力下ꎬ因此
易受氧化应激的影响ꎮ 氧化应激与眼表炎症在内的其他
多种眼部疾病的发病机制息息相关ꎬ氧化应激相关因子的
表达水平可随炎症活动的增加而增加[３]ꎮ 近年来ꎬ已有多
项研究集中于探讨 ＲＳＶ 对炎症和氧化应激的潜在抑制作
用ꎮ ＲＳＶ 可以通过阻断 Ｂａｘ－ｃａｓｐａｓｅ－３ 依赖性凋亡途径
和抑制缺血后灌注损伤后视网膜胶质增生相关的炎症来
预防视网膜神经节细胞凋亡[２１]ꎻＲＳＶ 可改善氧化应激和
炎症反应下视网膜色素上皮细胞的细胞活力和抑制 ＲＯＳ
产生[２２]ꎮ 在本研究中ꎬ通过 Ｈ２Ｏ 诱导 ＨＣＥＣｓ 发生氧化应
激损伤ꎮ 一定浓度的 Ｈ２Ｏ２使细胞活力显著下降ꎬＲＳＶ 预
处理细胞后ꎬ细胞活性较 Ｈ２Ｏ２组有显著提高ꎮ 且与 Ｈ２Ｏ２

组相比ꎬＲＳＶ＋Ｈ２Ｏ２组 ＲＯＳ 荧光强度明显降低ꎬ表明 ＲＳＶ
能有效抑制 Ｈ２Ｏ２诱导产生的 ＲＯＳꎬ从而保护 ＨＣＥＣｓ 免受
氧化应激损伤ꎮ

综上所述ꎬ本研究结果表明 ＲＳＶ 对 ＨＣＥＣｓ 炎症和氧
化应激反应具有抑制作用ꎬ其对 ＨＣＥＣｓ 炎症反应的抑制
与抑制 ＮＦ－κＢ 通路激活有关ꎮ 这为临床上防治眼表炎症
提供了一种新的思路ꎮ
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Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｃｏｒｎｅａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｂｙ ｇｅｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ: Ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｆｏｒ
ｋｅｒａｔｉｔｉｓ. Ｅｘｐ Ｅｙｅ Ｒｅｓ ２０１８ꎻ１７６:１３０－１４０
２ Ａｂｅｎｇóｚａｒ － Ｖｅｌａ Ａꎬ Ｃａｌｏｎｇｅ Ｍꎬ Ｓｔｅｒｎ ＭＥꎬ ｅｔ ａｌ. Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ａｎｄ
ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ
ｏｃｕｌａｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ ２０１５ꎻ５６(４):
２７０９－２７１９
３ Ｄｏｇｒｕ Ｍꎬ Ｋｏｊｉｍａ Ｔꎬ Ｓｉｍｓｅｋ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｒｏｌｅ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ
ｉｎ ｏｃｕｌａｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｒｙ ｅｙｅ ｄｉｓｅａｓｅ. Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ
Ｓｃｉ ２０１８ꎻ５９(１４):ＤＥＳ１６３－ＤＥＳ１６８
４ Ｓｅｅｎ Ｓꎬ Ｔｏｎｇ Ｌ. Ｄｒｙ ｅｙｅ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ. Ａｃｔａ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ
２０１８ꎻ９６(４):ｅ４１２－ｅ４２０
５ Ｍａｒｅｋ Ｖꎬ Ｍéｌｉｋ － Ｐａｒｓａｄａｎｉａｎｔｚ Ｓꎬ Ｖｉｌｌｅｔｔｅ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｌｕｅ ｌｉｇｈｔ
ｐｈｏｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｏｗａｒｄ ｈｕｍａｎ ｃｏｒｎｅａｌ ａｎｄ ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ｂａｓａｌ ａｎｄ ｈｙｐｅｒｏｓｍｏｌａｒ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ. Ｆｒｅｅ Ｒａｄｉｃ Ｂｉｏｌ Ｍｅｄ ２０１８ꎻ １２６:
２７－４０
６ Ｋｕｂｏｔａ Ｓꎬ Ｋｕｒｉｈａｒａ Ｔꎬ Ｍｏｃｈｉｍａｒｕ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｏｃｕｌａｒ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｕｖｅｉｔｉｓ ｗｉｔｈ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ

ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ－κＢ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ. Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ
Ｓｃｉ ２００９ꎻ５０(７):３５１２
７ Ｌｏｓｓｏ ＪＮꎬ Ｔｒｕａｘ ＲＥꎬ Ｒｉｃｈａｒｄ Ｇ. Ｔｒａｎｓ － ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｉｎｈｉｂｉｔｓ
ｈｙｐｅｒｇｌｙｃｅｍｉａ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｎｅｘｉｎ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ
ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｊ Ａｇｒｉｃ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍ ２０１０ꎻ ５８ ( １４):
８２４６－８２５２
８ Ｎｅａｌ ＳＥꎬ Ｂｕｅｈｎｅ ＫＬꎬ Ｂｅｓｌｅｙ ＮＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ
ｈｙｄｒｏｑｕｉｎｏｎｅ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｔｈｒｅａｔ ｉｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ.
Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ ２０２０ꎻ６１(４):３２
９ Ｒｅｉｎｓ ＲＹꎬ Ｂａｉｄｏｕｒｉ Ｈꎬ ＭｃＤｅｒｍｏｔｔ ＡＭ. Ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｄｕｒｉｎｇ ＴＬＲ － ｉｎｄｕｃｅｄ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ. Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ ２０１５ꎻ５６(１３):７７１５－７７２７
１０ Ｙａｚｄａｎｐａｎａｈ Ｇꎬ Ｊａｂｂｅｈｄａｒｉ Ｓꎬ Ｄｊａｌｉｌｉａｎ ＡＲ. Ｌｉｍｂａｌ ａｎｄ ｃｏｒｎｅａｌ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ. Ｃｕｒｒ Ｏｐｉｎ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２０１７ꎻ２８(４):３４８－３５４
１１ Ｚｈｕ Ｓꎬ Ｘｕ Ｘꎬ Ｌｉｕ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. ＰＡＰｅｐꎬ ａ ｓｍａｌｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ
ｈｕｍａｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｃｏｒｎｅａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ
ｖｉｖｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＩＫＫα / β / ＩκＢα / ＮＦ－κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｒｅｓ ２０１５ꎻ１０２:１１３－１２２
１２ Ｌｊｕｂｉｍｏｖ ＡＶꎬ Ｓａｇｈｉｚａｄｅｈ Ｍ. Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｃｏｒｎｅａｌ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ. Ｐｒｏｇ
Ｒｅｔｉｎ Ｅｙｅ Ｒｅｓ ２０１５ꎻ４９:１７－４５
１３ Ｐａｎｉｇｒａｈｉ Ｔꎬ Ｓｈｉｖａｋｕｍａｒ Ｓꎬ Ｓｈｅｔｔｙ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｒｅｈａｌｏｓｅ ａｕｇｍｅｎｔｓ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｔｏ ｍｉｔｉｇａｔｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｃｏｒｎｅａｌ ｃｅｌｌｓ.
Ｏｃｕｌ Ｓｕｒｆ ２０１９ꎻ１７(４):６９９－７１３
１４ Ｌｅｅ ＳＨꎬ Ｋｉｍ ＫＷꎬ Ｊｏｏ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｇｉｏｇｅｎｉｎ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｃｏｒｎｅａｌ
ｏｐａｃｉｔｙ ａｎｄ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｖｉａ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｃｏｒｎｅａｌ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ. ＢＭＣ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２０１６ꎻ１６:５７
１５ Ａｂｕ － Ａｍｅｒｏ ＫＫꎬ Ｋｏｎｄｋａｒ ＡＡꎬ Ｃｈａｌａｍ ＫＶ. Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ａｎｄ
ｏｐｈｔｈａｌｍｉｃ ｄｉｓｅａｓｅｓ. Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ ２０１６ꎻ８(４):２００
１６ Ｃａｏ Ｘꎬ Ｔｉａｎ Ｓꎬ Ｆｕ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｈｕｍａｎ ｂｒｏｎｃｈｉａｌ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｇａｉｎｓｔ ｎｉｃｋｅｌ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｖｉａ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ｐ３８
ＭＡＰＫꎬ ＮＦ－κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇꎬ ａｎｄ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ. Ｅｎｖｉｒｏｎ
Ｔｏｘｉｃｏｌ ２０２０ꎻ３５(５):６０９－６１８
１７ Ｒａｓｈｅｄｕｚｚａｍａｎ Ｍꎬ Ｊｅｏｎｇ ＪＫꎬ Ｐａｒｋ ＳＹ. Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｓ ｌｕｎｇ
ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｔｏ ＴＲＡＩＬ ｂｙ ｐ５３ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ａｋｔ / ＮＦ－κＢ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ. Ｌｉｆｅ Ｓｃｉ ２０１８ꎻ２０８:２０８－２２０
１８ Ｔｓａｉ ＭＨꎬ Ｈｓｕ ＬＦꎬ Ｌｅｅ ＣＷꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｕｒｂａｎ
ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ ｍａｔｔｅｒ－ ｉｎｄｕｃｅｄ ＣＯＸ－２ / ＰＧＥ２ ｒｅｌｅａｓｅ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ －
ｌｉｋｅ ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ ｖｉａ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＡＤＰＨ ｏｘｉｄａｓｅ / ＲＯＳ /
ＮＦ－κＢ. Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ ２０１７ꎻ８８:１１３－１２３
１９ Ｋｕｔｔｙ ＲＫꎬ Ｓａｍｕｅｌ Ｗꎬ Ａｂａｙ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ＣＸＣＬ１１
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｃｙｔｏｋｉｎｅ ２０１５ꎻ７４(２):３３５－３３８
２０ Ｙｅ Ｊꎬ Ｘｕ ＹＦꎬ Ｌｏｕ ＬＸꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉ－ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｉｎｏｋｉｔｉｏｌ
ｏｎ ｈｕｍａｎ ｃｏｒｎｅａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ: ａｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｓｔｕｄｙ. Ｅｙｅ (Ｌｏｎｄ) ２０１５ꎻ２９
(７):９６４－９７１
２１ Ｌｕｏ Ｈꎬ Ｚｈｕａｎｇ Ｊꎬ Ｈｕ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｄｅｌａｙｓ ｒｅｔｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ
ｃｅｌｌ ｌｏｓｓ ａｎｄ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｇｌｉｏｓｉｓ － ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｉｓｃｈｅｍｉａ －
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ. Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ ２０１８ꎻ５９(１０):３８７９－３８８８
２２ Ａｂｅｎｇóｚａｒ － Ｖｅｌａ Ａꎬ Ｓｃｈａｕｍｂｕｒｇ ＣＳꎬ Ｓｔｅｒｎ ＭＥꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｏｐｉｃａｌ
ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ａｎｄ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｐｒｏｔｅｃｔ ｔｈｅ ｏｃｕｌａｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｒｙ
ｅｙｅ ｄｉｓｅａｓｅ. Ｏｃｕｌ Ｉｍｍｕｎｏｌ Ｉｎｆｌａｍｍ ２０１９ꎻ２７(６):１０２３－１０３２

３４０２

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２１ꎬ Ｎｏ.１２ Ｄｅｃ. ２０２１　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ


