
实验论著

基于 Ｎｒｆ２ / ＨＯ － １ / ＧＰＸ４ 信号通路探讨葫芦巴碱对
ＡＲＰＥ－１９铁死亡的干预研究

岳欣欣１ꎬ付　 洋２ꎬ金海哲３ꎬ尹晓燕１ꎬ傅全威４

引用:岳欣欣ꎬ付洋ꎬ金海哲ꎬ等. 基于 Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１ / ＧＰＸ４ 信号通
路探讨葫芦巴碱对 ＡＲＰＥ－１９ 铁死亡的干预研究. 国际眼科杂
志ꎬ ２０２５ꎬ２５(２):１９１－１９７.

基金项目:国家自然科学基金项目(Ｎｏ.７２１７１０４２)ꎻ辽宁省教育
厅高校项目(Ｎｏ.ＬＪＫＭＺ２０２２１９８１)
作者单位:１ (１１０１６３) 中国辽宁省沈阳市ꎬ辽宁何氏医学院ꎻ
２(１１００００)中国辽宁省沈阳市ꎬ北部战区总医院和平院区烧伤整
形科ꎻ３(１１０１６７)中国辽宁省沈阳市ꎬ东北大学ꎻ４(５１６０００)中国
广东省惠州市ꎬ中信惠州医院
作者简介:岳欣欣ꎬ硕士研究生ꎬ副教授ꎬ副主任医师ꎬ研究方向:
内分泌与代谢病学ꎮ
通讯作者:尹晓燕ꎬ硕士研究生ꎬ副教授ꎬ内科教研室主任ꎬ研究
方向:内分泌与代谢病学. ｙｉｎｘｉａｏｙａｎ＠ ｈｕｈ.ｅｄｕ.ｃｎꎻ傅全威ꎬ博士ꎬ
教授ꎬ院长ꎬ研究方向:干细胞治疗放射性肺损伤机制研究、医院
管理研究. ｆｕｑｗ＠ １６３.ｃｏｍ
收稿日期: ２０２４－０５－１３ 　 　 修回日期: ２０２４－１２－３１

摘要
目的:基于 Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１ / ＧＰＸ４ 途径探讨和阐明葫芦巴碱
(ＴＲＧ)保护人视网膜色素上皮(ＡＲＰＥ－１９)铁死亡的干预
机制ꎮ
方法:用不同浓度的葫芦巴碱干预 ＡＲＰＥ－１９ 细胞筛选葫
芦巴碱干预 ＡＲＰＥ－１９ 细胞的最佳浓度ꎬ随后进行分组
(ＮＣ 组、ＨＧ 组、Ｆｅｒ－１ 组、ＴＲＧ 组)ꎬ收集样本进行相关指
标测定ꎮ 按照谷胱甘肽(ＧＳＨ)、丙二醛(ＭＤＡ)和铁离子
检测试剂盒说明书评价各组细胞中 ＧＳＨ、ＭＤＡ 和铁离子
变化水平ꎻ流式细胞术检测各组细胞中 ＲＯＳ 变化水平ꎻ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析各组细胞核因子 Ｅ２ 相关因子 ２(Ｎｒｆ２)、
血红素 加 氧 酶 － １ ( ＨＯ － １ )、 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶
４(ＧＰＸ４)、酰基辅酶 Ａ 合成酶长链家族 ４(ＡＣＳＬ４)的表达
情况ꎮ
结果:４０ μｇ / ｍＬ 葫芦巴碱的预处理干预措施可有效减轻
高糖造成的细胞活性的降低ꎮ ＨＧ 组 ＲＯＳ、ＭＤＡ 的水平显
著高于 ＮＣ 组ꎻ与 ＨＧ 组相比ꎬＴＲＧ 组 ＲＯＳ、ＭＤＡ 的水平显
著下降ꎬ各组 ＧＳＨ 变化情况与 ＲＯＳ、ＭＤＡ 相反ꎬＦｅｒ－１ 组
和 ＴＲＧ 组中 ＡＣＳＬ４ 蛋白和铁离子水平表达降低ꎬＦｅｒ－１
组和 ＴＲＧ 组中 Ｎｒｆ２、ＨＯ－１、ＧＰＸ４ 蛋白相对表达水平升高
(均 Ｐ<０.０１)ꎮ
结论:葫芦巴碱保护 ＡＲＰＥ－１９ 细胞免于高糖损伤是通过
靶向抑制 Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１ / ＧＰＸ４ 信号通路抗铁死亡实现的ꎮ
关键词:葫芦巴碱ꎻ铁死亡ꎻ核因子 Ｅ２ 相关因子 ２(Ｎｒｆ２)ꎻ
血红素 加 氧 酶 － １ ( ＨＯ － １ )ꎻ 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶
４(ＧＰＸ４)ꎻ氧化应激ꎻ糖尿病视网膜病变ꎻ人视网膜色素
上皮(ＡＲＰＥ－１９)
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２５.２.０３

Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒｉｇｏｎｅｌｌｉｎｅ
ｏｎ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＡＲＰＥ－１９ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｎｒｆ２ /
ＨＯ－１ / ＧＰＸ４ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

Ｙｕｅ Ｘｉｎｘｉｎ１ꎬ Ｆｕ Ｙａｎｇ２ꎬ Ｊｉｎ Ｈａｉｚｈｅ３ꎬ Ｙｉｎ Ｘｉａｏｙａｎ１ꎬ
Ｆｕ Ｑｕａｎｗｅｉ４

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ: Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ
(Ｎｏ.７２１７１０４２)ꎻ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔｓ ｏｆ Ｃｏｌｌｅｇｅｓ ａｎｄ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ ｉｎ
Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ (Ｎｏ.ＬＪＫＭＺ２０２２１９８１)
１Ｈｅ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｓｈｅｎｙａｎｇ １１０１６３ꎬ Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
２Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｂｕｒｎｓ ａｎｄ Ｐｌａｓｔｉｃ Ｓｕｒｇｅｒｙꎬ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ
Ｎｏｒｔｈｅｒｎ Ｔｈｅａｔｅｒ Ｃｏｍｍａｎｄꎬ Ｓｈｅｎｙａｎｇ １１００００ꎬ Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ
Ｃｈｉｎａꎻ ３Ｎｏｒｔｈｅａｓｔｅｒｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｓｈｅｎｙａｎｇ １１０１６７ꎬ Ｌｉａｏｎｉｎｇ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ４ＣＩＴＩＣ Ｈｕｉｚｈｏｕ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｈｕｉｚｈｏｕ ５１６０００ꎬ
Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｙｉｎ Ｘｉａｏｙａｎ. Ｈｅ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｓｈｅｎｙａｎｇ
１１０１６３ꎬ Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｙｉｎｘｉａｏｙａｎ＠ ｈｕｈ. ｅｄｕ. ｃｎꎻ Ｆｕ
Ｑｕａｎｗｅｉ. ＣＩＴＩＣ Ｈｕｉｚｈｏｕ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｈｕｉｚｈｏｕ ５１６０００ꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｆｕｑｗ＠ １６３.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２４－０５－１３　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２４－１２－３１

Ａｂｓｔｒａｃｔ
• ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ａｎｄ ｃｌａｒｉｆｙ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｔｒｉｇｏｎｅｌｌｉｎｅ ( ＴＲＧ ) ｉｎ ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ
ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＡＲＰＥ － １９ ｃｅｌｌｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ Ｎｒｆ２ / ＨＯ － １ /
ＧＰＸ４ ｐａｔｈｗａｙ.
• ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｔｈｅ ＡＲＰＥ － １９ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｎｄ
ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｖａｒｙｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｔｒｉｇｏｎｅｌｌｉｎｅ ｔｏ ａｓｃｅｒｔａｉｎ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｆｏｒ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃａｔｅｇｏｒｉｚｅｄ
ｉｎｔｏ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ( ＮＣ )
ｇｒｏｕｐꎬ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ (ＨＧ) ｇｒｏｕｐꎬ Ｆｅｒ － １ ｇｒｏｕｐꎬ ＴＲＧ
ｇｒｏｕｐ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ. Ｓａｍｐｌｅｓ
ｆｒｏｍ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ｇａｔｈｅｒｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｒｅｌｅｖａｎｔ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ. Ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ (ＧＳＨ)ꎬ
ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ (ＭＤＡ)ꎬ ａｎｄ Ｆｅｒｒｉｏｎ ｗｅｒｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ
ａｃｃｏｒｄａｎｃｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＧＳＨꎬ
ＭＤＡꎬ ａｎｄ Ｆｅｒｒｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｋｉｔｓ. Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ
ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ｔｈｅ ＲＯＳ ｌｅｖｅｌｓ ｗｉｔｈｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ.
Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｔｏ
ｅｘａｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２ －
ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２ (Ｎｒｆ２)ꎬ ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ － １ (ＨＯ － １)ꎬ
ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ (ＧＰＸ４)ꎬ ａｎｄ ａｃｙｌ－ＣｏＡ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ

１９１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２５ꎬ Ｎｏ.２ Ｆｅｂ. ２０２５ 　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２０５９０６　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



ｌｏｎｇ－ｃｈａｉｎ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒ ４ (ＡＣＳＬ４) ａｃｒｏｓｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｇｒｏｕｐｓ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｔｈｅ ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ４０ μｇ /
ｍＬ ＴＲＧ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｍｉｔｉｇａｔｅｄ ｔｈｅ ｄｅｃｌｉｎｅ ｉｎ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｌｅｖｅｌｓ. Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ (ＲＯＳ) ａｎｄ ＭＤＡ ｉｎ ｔｈｅ ＨＧ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｍａｒｋｅｄｌｙ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐꎻ ａｎｄ ｔｈｅ
ＴＲＧ ｇｒｏｕｐ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＲＯＳ
ａｎｄ ＭＤＡ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ＨＧ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｄｅｘ ＧＳＨ ｓｈｏｗｉｎｇ ｏｐｐｏｓｉｔｅ ｔｒｅｎｄｓ ｔｏ
ｔｈｏｓｅ ｏｆ ＲＯＳ ａｎｄ ＭＤＡ ａｃｒｏｓｓ ａｌｌ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ. Ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ
Ｆｅｒ － １ ａｎｄ ＴＲＧ ｇｒｏｕｐｓ ｓｈｏｗｅｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＣＳＬ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｉｒｏｎ ｉｏｎｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｎｒｆ２ꎬ ＨＯ － １ ａｎｄ ＧＰＸ４ ｉｎ ｔｈｅ Ｆｅｒ － １ ａｎｄ ＴＲＧ
ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ.
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: ＴＲＧ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ＡＲＰＥ － １９ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ
ｄｅｔｒｉｍｅｎｔａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｎｒｆ２ /
ＨＯ－１ / ＧＰＸ４ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ｃｏｕｎｔｅｒ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｔｒｉｇｏｎｅｌｌｉｎｅꎻ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓꎻ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ
ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２－ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２ (Ｎｒｆ－ ２)ꎻ ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ－ １
(ＨＯ － １ )ꎻ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ( ＧＰＸ４ )ꎻ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓꎻ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎻ ａｄｕｌｔ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ (ＡＲＰＥ)

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｙｕｅ ＸＸꎬ Ｆｕ Ｙꎬ Ｊｉｎ ＨＺꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｒｉｇｏｎｅｌｌｉｎｅ ｏｎ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＡＲＰＥ－ １９ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｎｒｆ２ / ＨＯ－ １ /
ＧＰＸ４ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２５ꎬ
２５(２):１９１－１９７.

０引言

糖尿病视网膜病变(ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬ ＤＲ)是糖尿

病患者常见的并发症之一ꎬ也是导致成人失明的首要病

因[１]ꎬ由于糖尿病视网膜病变的发病机制复杂ꎬ其治疗和

早期预防措施尚存在不足[１]ꎮ 视网膜色素上皮( ｒｅｔｉｎａｌ
ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎬ ＲＰＥ)位于视网膜和脉络膜之间ꎬ是
血－视网膜屏障(ｂｌｏｏｄ－ｒｅｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒꎬ ＢＲＢ)的重要组成部

分ꎬ对维持视网膜正常代谢具有重要作用ꎬ也是早期治疗

和预防糖尿病视网膜病变的关键[２－３]ꎮ 因此ꎬ进一步探索

高糖损伤 ＲＰＥ 细胞的分子机制不仅有利于进一步阐明

ＤＲ 的发病机制ꎬ也有利于拓展 ＤＲ 新的治疗和预防措

施[２]ꎮ 铁死亡(ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ)是以脂质过氧化增加和铁离子

依赖为特征的调节性细胞死亡方式ꎬ既往研究已经证实其

与多种疾病密切相关ꎬ尤其是糖尿病及其并发症ꎬ如糖尿

病肾病、糖尿病视网膜病变等的发生发展[４－５]ꎮ 葫芦巴碱

(ｔｒｉｇｏｎｅｌｌｉｎｅꎬ ＴＲＧ)是一种两性化合物ꎬ具有降血糖、降血

脂和抗肿瘤等作用ꎬ它可改善糖尿病动物模型中胰岛素抵

抗ꎬ调节葡萄糖和脂质代谢[６]ꎮ 既往葫芦巴碱和铁死亡之

间关联的研究甚少ꎬ本研究欲在高糖条件下ꎬ基于 Ｎｒｆ２ /
ＨＯ－１ / ＧＰＸ４ 信号途径探讨和阐明葫芦巴碱保护人视网

膜色素上皮(ＡＲＰＥ－１９)细胞的产生铁死亡抗性的分子机

制ꎬ为 ＤＲ 的治疗提供实验依据ꎬ拓展新的治疗和预防

策略ꎮ

１材料和方法

１.１材料　 细胞株:人 ＲＰＥ 细胞株 ＡＲＰＥ－１９(美国 ＡＴＣＣ
公司)ꎮ 主要试剂:ＤＭＥＭ 高糖培养基(ＨｙＣｌｏｎｅꎬＴｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)ꎻ０.２５％胰蛋白酶 ＥＤＴＡ 消化液(ＳｏｌａｒｂｉｏꎬＴｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)ꎻ胎牛血清(ＧｉｂｃｏꎬＴｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)ꎻＣＣＫ８ 试

剂盒、二喹啉甲酸(ＢＣＡ)法蛋白定量试剂盒(南京建成)ꎻ
ＤＣＦＨ－ＤＡ 探针(上海西格玛奥德里奇)ꎻ谷胱甘肽(ＧＳＨꎬ
上海碧云天)、丙二醛(ＭＤＡꎬ上海碧云天)、铁离子试剂盒

(南京建成)ꎻＦｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ－１(Ｆｅｒ－１ꎬＳｅｌｌｅｃｋｃｈｅｍ 公司)ꎻβ－
ａｃｔｉｎ 抗体(上海碧云天)、核因子 Ｅ２ 相关因子 ２(Ｎｒｆ２)抗
体(上海碧云天)、血红素加氧酶－１(ＨＯ－１)抗体(上海碧

云天)、谷胱甘肽过氧化物酶 ４(ＧＰＸ４)抗体(上海碧云

天)、酰基辅酶 Ａ 合成酶长链家族 ４(ＡＣＳＬ４)抗体( Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ上海碧云天)ꎻ山羊抗兔 ＩｇＧ (Ｈ＋Ｌ)
二抗(上海碧云天)、山羊抗鼠 ＩｇＧ(Ｈ＋Ｌ)二抗(武汉三

鹰)ꎮ 主要设备:ＣＯ２培养箱(德国 ｈｅｒａｅｕｓ 公司)ꎻ组织－器
官水浴系统(上海奥尔科特生物科技有限公司)ꎻ紫外分

光光度计(日本日立)ꎻ超净工作台(ＳＷ－ＣＪ－２Ｆꎬ苏州博莱

尔净化设备有限公司)ꎻ多功能酶标仪(美国博腾仪器有

限 公 司ꎬ ＢｉｏＴｅｋ Ｓｙｎｅｒｇｙ Ｈ１ )ꎻ 流 式 细 胞 仪 ( ＢＤ
ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒꎬＴｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)ꎻ倒置光学显微镜 (日本

Ｏｌｙｍｐｕｓ)ꎮ
１.２方法

１.２.１ 细胞培养 　 细胞复苏后ꎬ用含 １０％ 胎牛血清的

ＤＭＥＭ / Ｆ１２(含双抗)培养基培养细胞ꎬ将细胞接种于细胞

培养瓶中ꎬ将细胞培养瓶平放在二氧化碳浓度为 ５％的

３７ ℃培养箱中培养ꎬ当培养瓶中的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞生长密

度达到 ８０％以上时ꎬ可以对培养瓶中的细胞进行细胞传

代培养ꎻ将 ＡＲＰＥ－１９ 细胞培养 ３ 代后用于后续实验ꎮ
１.２.２细胞存活率检测　 将视网膜色素上皮细胞均匀打散

接种在 ９６ 孔板中(１×１０４ / ｗｅｌｌ)ꎬ细胞达到 ８０％融合时ꎬ用
含有不同浓度葫芦巴碱(０、１０、２０、４０、８０ μｇ / ｍＬ)的培养

基孵育细胞 ２４ ｈꎬ然后以 ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖培养 ４８ ｈꎬ随
后检测细胞活性ꎬ通过此实验结果ꎬ评估及筛选可进行实

验干预的葫芦巴碱浓度ꎮ 采用 ＣＣＫ－８ 法检测细胞存活

率ꎬ根据说明书在 ９６ 孔板每个孔中加入 １０ μＬ ＣＣＫ－８ 溶

液ꎬ细胞培养箱中孵育 ４ ｈ 后ꎬ用酶标仪测定 ４５０ ｎｍ 处的

ＯＤ 值ꎮ 计算各孔平均 ＯＤ 值ꎬ以对照组细胞活性为

１００％ꎬ计算各孔的细胞活力 ＝ ( ＯＤ 处理 / ＯＤ 对照) ×
１００％ꎮ
１.２.３分组与干预措施　 根据 １.２.２ 实验结果进行分组ꎬ分
为正常对照组(ＮＣ 组)、高糖组(ＨＧ 组)、高糖＋铁死亡抑

制剂组( Ｆｅｒ － １ 组)和高糖＋葫芦巴碱组( ＴＲＧ 组)ꎮ ＮＣ
组:以正常培养液培养 ４８ ｈꎻＨＧ 组:以 ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖

培养 ４８ ｈꎻＦｅｒ－１ 组:以 １ μｍｏｌ / Ｌ Ｆｅｒ－１ 预处理 １２ ｈꎬ然后

以 ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖培养 ４８ ｈꎻＴＲＧ 组:以 ４０ μｇ / ｍＬ 葫芦

巴碱预处理 ２４ ｈꎬ然后以 ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖培养 ４８ ｈꎮ
１.２.４ 细胞中氧化应激指标 ＧＳＨ 和 ＭＤＡ 及 ＲＯＳ 含量

测定　 各组细胞根据分组条件处理后取上清ꎬ先用 ＢＣＡ
法测定蛋白浓度ꎬ分别按照 ＧＳＨ、ＭＤＡ 试剂盒说明书ꎬ检
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测并计算各组细胞上清中 ＧＳＨ、ＭＤＡ 的水平ꎮ 然后再检

测各组细胞内活性氧 ( ＲＯＳ) 的水平ꎬ弃培养基后加入

１ ｍＬ无血清培养基配的 ＤＣＦＨ－ＤＡ 溶液(１０ μｍｏｌ / ｍＬ)ꎬ
３７ ℃孵育 ２０ ｍｉｎꎬ弃培养液后ꎬ收集细胞ꎬ采用流式细胞

仪进行检测各组细胞内 ＲＯＳ 的水平ꎮ
１.２.５细胞中铁含量测定　 各组细胞根据分组条件处理后

取上清ꎬＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎬ按照铁离子检测试剂盒说

明书ꎬ检测并计算各组细胞上清中铁离子水平ꎮ
１.２.６ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 　 按照 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 细胞裂解液

说明书提取蛋白ꎬ用 ＢＣＡ 试剂盒检测蛋白浓度ꎮ 取 ３０ μｇ
蛋白样品进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶电泳ꎬ转移到 ＰＶＤＦ 膜上后

用 ５％ ＢＳＡ 或 ５％脱脂奶粉室温封闭 ２ ｈꎬ然后与各种一抗

在 ４ ℃ 孵育过夜ꎮ 一抗稀释度分别为 Ｎｒｆ２ (１ ∶ １０００)、
ＨＯ－１( １ ∶ １０００)、ＧＰＸ４ ( １ ∶ １０００)、ＡＣＳＬ４ ( １ ∶ １０００)、和

β－ａｃｔｉｎ(１∶ １０００)ꎮ ＴＢＳ 洗涤 ３ 次后加入二抗ꎬ室温摇床

２ ｈ后ꎬ加入 ＥＣＬ 发光液反应ꎬ曝光后拍照分析ꎮ
统计学分析:采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｓｍ ８.０ 软件进行数据

分析和绘图ꎮ 对连续型数值变量用均数±标准差表示ꎬ对
符合正态性和方差齐性的检验采用方差分析ꎬ进一步的两

两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎻ如果数据不满足正态性和方差齐

性的检验ꎬ可采取 Ｗｅｌｃｈａｎｏｖａ 来处理方差不齐的情况ꎮ
以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果

２.１不同浓度的葫芦巴碱预处理对高糖处理的 ＡＲＰＥ－１９
细胞增殖活性的影响 　 为了评估葫芦巴碱的预处理是否

能够改善高糖导致的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞活性下降及其细胞毒

性作用ꎬ先将 ＡＲＰＥ－１９ 细胞分别用 ０、１０、２０、４０、８０ μｇ / ｍＬ
葫芦巴碱孵育 ２４ ｈ 后ꎬ再用 ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖处理细胞

４８ ｈꎬ然后测定 ＡＲＰＥ － １９ 的细胞活性ꎮ ０、１０、２０、４０、
８０ μｇ / ｍＬ葫芦巴碱处理组 ＡＲＰＥ － １９ 细胞活力分别为

(４９.７８ ± ２. ５１)％、 ( ６３. ０３ ± ２. ５７)％、 ( ７４. ３１ ± １. ７２)％、
(９０.５６±０.８４)％、(８４.３６±１.３７)％ꎬ各组间 ＡＲＰＥ－１９ 细胞

活力差异有统计学意义(Ｆ ＝ ２１８.２ꎬＰ<０.０１)ꎻ与 ０ μｇ / ｍＬ
葫芦巴碱处理组相比ꎬ１０、２０、４０、８０ μｇ / ｍＬ 葫芦巴碱均可

使 ＡＲＰＥ－１９ 细胞活性增加ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝ ８.４５、
１５.６４、２５.９７、２２.０２ꎬ均 Ｐ<０.０１)ꎬ见图 １ꎻ其中 ４０ μｇ / ｍＬ 葫

芦巴碱预处理 ＡＲＰＥ － １９ 细胞后ꎬ其细胞活性升高至

９０.５６±０.８４％ꎬ此结果表明ꎬ４０ μｇ / ｍＬ 葫芦巴碱的预处理

浓度是改善高糖诱导 ＡＲＰＥ－１９ 细胞损伤的最适宜浓度ꎮ
２.２葫芦巴碱预处理对各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 ＲＯＳ 及

ＭＤＡ和 ＧＳＨ的影响　 根据 ２.１ 结果ꎬ选取 ４０ μｇ / ｍＬ 葫

芦巴碱作为预处理浓度ꎬ同时根据既往研究进行实验分

　 　

组[３ꎬ７]ꎬ评估各组中细胞 ＲＯＳ、ＭＤＡ 和 ＧＳＨ 的表达情况ꎮ
采用流式细胞仪检测各组细胞内 ＲＯＳ 的变化水平ꎬ各组

间 ＲＯＳ 变化差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎻ与 ＮＣ 组相比ꎬ
ＨＧ 组、Ｆｅｒ－１ 组和 ＴＲＧ 组 ＲＯＳ 的水平均升高( ｔ ＝ ９３.７１、
４２.３、４５.６９ꎬ均 Ｐ<０.０１)ꎻ与 ＨＧ 组相比ꎬＦｅｒ－１ 组和 ＴＲＧ
组 ＲＯＳ 的水平显著下降( ｔ ＝ ５１.４１、４８.０１ꎬ均 Ｐ< ０.０１)ꎻ
ＴＲＧ 组与 Ｆｅｒ－１ 组 ＲＯＳ 的水平相比差异无统计学意义

(ｔ＝３.３９ꎬＰ>０.０５)ꎬ见表 １ꎬ图 ２、３ꎬ这一结果提示４０ μｇ / ｍＬ
葫芦巴碱的预处理干预可减低高糖诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细

胞内 ＲＯＳ 的水平ꎮ 随后检测各组 ＡＲＰＥ － １９ 细胞中的

ＭＤＡ 变化情况ꎬ发现其与 ＲＯＳ 变化趋势相似 (表 １ꎬ
图 ４)ꎬ且各组间 ＭＤＡ 变化差异有统计学意义(Ｆ ＝ １０６.６ꎬ
Ｐ< ０. ０１)ꎻ与 ＮＣ 组相比ꎬＨＧ 组、Ｆｅｒ － １ 组和 ＴＲＧ 组中

ＭＤＡ 水平均升高ꎬ差异具有统计学意义( ｔ ＝ １７.３６、１０.１８、
１２.３８ꎬ均 Ｐ < ０.０１)ꎻ与 ＨＧ 组相比ꎬＦｅｒ － １ 组和 ＴＲＧ 组

ＭＤＡ 水平降低ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝ ７.１８、４.９８ꎬ均Ｐ<
０.０１)ꎻＴＲＧ 组与Ｆｅｒ－１组 ＭＤＡ 的水平相比差异无统计学

意义( ｔ＝ ２.１９ꎬＰ>０.０５)ꎬ这一结果提示 ４０ μｇ / ｍＬ 葫芦巴

碱的预处理干预能够显著降低高糖导致的 ＡＲＰＥ－１９ 细

胞内氧化应激终产物 ＭＤＡ 的水平ꎮ 与此同时ꎬ检测各组

ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 ＧＳＨ 水平差异有统计学意义(Ｆ＝ ２０４.５ꎬ
Ｐ<０.０１)ꎻ与 ＮＣ 组相比ꎬＨＧ 组、Ｆｅｒ－１ 组和 ＴＲＧ 组中 ＧＳＨ
水平均减低ꎬ差异具有统计学意义( ｔ＝ ３４.８８、２０.１４、１９.００ꎬ
均 Ｐ<０.０１)ꎻ与 ＨＧ 组相比ꎬＦｅｒ－１ 组和 ＴＲＧ 组 ＧＳＨ 水平

升高ꎬ差异具有统计学意义( ｔ ＝ １４.７４、１５.８８ꎬ均 Ｐ<０.０１)ꎻ
ＴＲＧ 组与 Ｆｅｒ－１ 组中 ＧＳＨ 的水平相比差异无统计学意义

( ｔ＝ １.１４ꎬＰ>０.０５)ꎬ见表 １ꎬ图 ５ꎬ这提示４０ μｇ / ｍＬ葫芦巴

碱的预处理干预可升高抗氧化酶 ＧＳＨ 的活性ꎮ
２.３葫芦巴碱预处理对各组 ＡＲＰＥ－１９细胞中铁离子含量

的影响　 检测各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中铁离子变化水平ꎬ发
　 　

图 １　 不同浓度葫芦巴碱预处理对高糖处理的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞

增殖活性的影响ꎮ

表 １　 各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 ＲＯＳ、ＭＤＡ、ＧＳＨ、铁离子变化情况 ｘ±ｓ
分组 ＲＯＳ(％) ＭＤＡ(ｍｍｏｌ / ｍｇ) ＧＳＨ(ｍｍｏｌ / ｍｇ) 铁离子(μｇ / ｍｇ)
ＮＣ 组 ６.９４５±０.３８ ５.５８±０.３５ ４０.２６±１.９０ １.２８±０.０３
ＨＧ 组 ４６.７６±０.９８ｂ ２０.２０±１.４３ｂ １４.１０±１.３２ｂ ３.８５±０.０６ｂ

Ｆｅｒ－１ 组 ２４.９２±０.９９ｂꎬｄ １４.１６±１.５２ｂꎬｄ ２５.１５±１.２５ｂꎬｄ ２.１９±０.０２ｂꎬｄ

ＴＲＧ 组 ２６.３６±０.８９ｂꎬｄ １６.０１±１.０９ｂꎬｄ ２６.０１±１.４４ｂꎬｄ ２.２７±０.０５ｂꎬｄ

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ ＮＣ 组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＨＧ 组ꎮ
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图 ２　 各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 ＲＯＳ变化情况　 Ａ:ＮＣ 组ꎻＢ:ＨＧ 组ꎻＣ:Ｆｅｒ－１ 组ꎻＤ:ＴＲＧ 组ꎮ

图 ３　 各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 ＲＯＳ 变化比较　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ ＮＣ
组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＨＧ 组ꎮ

图 ４　 各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 ＭＤＡ 变化情况　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ ＮＣ
组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＨＧ 组ꎮ

图 ５　 各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 ＧＳＨ 变化情况　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ ＮＣ
组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＨＧ 组ꎮ

现各组间铁离子水平差异有统计学意义(Ｆ ＝ １６９８ꎬＰ <
０.０１)ꎻ与 ＮＣ 组相比ꎬＨＧ 组、Ｆｅｒ－１ 组和 ＴＲＧ 组中 ＡＲＰＥ－
１９ 细胞中铁离子水平升高ꎬ差异具有统计学意义 ( ｔ ＝
９９.２、３５.０４、３８.１３ꎬ均 Ｐ<０.０１)ꎻ与 ＨＧ 组相比ꎬＦｅｒ－１ 组和

ＴＲＧ 组铁离子水平降低ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝ ６４.１６、
６１.０７ꎬ均 Ｐ<０.０１)ꎻＴＲＧ 组与 Ｆｅｒ－１ 组中铁离子水平相比

差异无统计学意义( ｔ＝ ３.０９ꎬＰ>０.０５)ꎬ见表 １ꎬ图 ６ꎬ这一结

图 ６　 各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 Ｆｅ２＋水平变化情况　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ
ＮＣ 组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＨＧ 组ꎮ

果提示 ４０ μｇ / ｍＬ 葫芦巴碱的预处理干预可有效减轻高糖

损伤导致的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中铁离子蓄积ꎮ
２.４葫芦巴碱预处理对各组 ＡＲＰＥ－１９细胞中铁死亡标志

蛋白 ＡＣＳＬ４的影响　 检测各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中铁死亡

标志蛋白 ＡＣＳＬ４ 的变化情况ꎬ发现各组间 ＡＣＳＬ４ 蛋白相

对表达水平差异有统计学意义(Ｆ ＝ １７２.４ꎬＰ<０.０１)ꎮ 与

ＮＣ 组相比ꎬＨＧ 组、Ｆｅｒ－１ 组和 ＴＲＧ 组中 ＡＲＰＥ－１９ 细胞

中 ＡＣＳＬ４ 蛋白相对表达水平均升高ꎬ差异具有统计学意

义( ｔ ＝ ３１. ８２、１２. ０４、１３. ５２ꎬ均 Ｐ < ０. ０１)ꎻ与 ＨＧ 组相比ꎬ
Ｆｅｒ－１组和 ＴＲＧ 组中 ＡＣＳＬ４ 蛋白相对表达水平降低ꎬ差异

具有统计学意义( ｔ ＝ １９.７８、１８.３ꎬ均 Ｐ<０.０１)ꎻＴＲＧ 组与

Ｆｅｒ－１ 组中 ＡＣＳＬ４ 蛋白相对表达水平相比差异无统计学

意义( ｔ＝ １.４７ꎬＰ>０.０５)ꎬ见图 ７ꎮ 这提示 ４０ μｇ / ｍＬ 葫芦巴

碱的预处理干预可降低铁死亡标志蛋白 ＡＣＳＬ４ 的表达

水平ꎮ
２.５ 葫芦巴碱预处理对各组 ＡＲＰＥ － １９ 细胞中 Ｎｒｆ２ /
ＨＯ－１ / ＧＰＸ４信号途径的影响 　 检测各组 ＡＲＰＥ－１９ 细

胞中 Ｎｒｆ２、ＨＯ－１、ＧＰＸ４ 蛋白相对表达水平ꎬ发现各组间

Ｎｒｆ２、ＨＯ－１、ＧＰＸ４ 蛋白相对表达水平差异均具有统计学

意义(Ｆ＝ ５２.７５、４９.３６、３３.１４ꎬ均 Ｐ<０.０１)ꎮ 与 ＮＣ 组相比ꎬ
ＨＧ 组中 Ｎｒｆ２、ＨＯ－１、ＧＰＸ４ 蛋白相对表达水平减低ꎬ差异

具有统计学意义( ｔ ＝ １７.４２、１７.０３、１３.８６ꎬ均 Ｐ<０.０１)ꎻ与
ＨＧ 组相比ꎬＦｅｒ－１ 组中 Ｎｒｆ２、ＨＯ－１、ＧＰＸ４ 蛋白相对表达

水平升高( ｔ ＝ １１.７１、１０.５６、８.９０ꎬ均 Ｐ< ０.０１)ꎬＴＲＧ 组中

Ｎｒｆ２、ＨＯ－１、ＧＰＸ４ 蛋白相对表达水平升高ꎬ差异具有统计

学意义( ｔ ＝ １０.５１、８.５６、６.５５ꎬ均 Ｐ<０.０１)ꎮ 与 Ｆｅｒ－１ 组相

比ꎬＴＲＧ 组中 Ｎｒｆ２、ＨＯ－１、ＧＰＸ４ 蛋白表达水平差异无统

计学意义(均 Ｐ>０.０５)ꎬ见图 ８ꎮ 这提示４０ μｇ / ｍＬ葫芦巴

碱的预处理干预可改善高糖诱导的 ＡＲＰＥ － １９ 细胞中

Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１ / ＧＰＸ４ 信号途径的抑制作用ꎮ
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图 ７　 各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中铁死亡标志蛋白 ＡＣＳＬ４ 变化情况　 Ａ:蛋白印记法显示各组中铁死亡标志蛋白 ＡＣＳＬ４ 表达水平ꎻＢ:各
组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中铁死亡标志蛋白 ＡＣＳＬ４ 相对表达水平比较ꎻｂＰ<０.０１ ｖｓ ＮＣ 组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＨＧ 组ꎮ

图 ８　 各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 Ｎｒｆ２、ＨＯ－１、ＧＰＸ４ 蛋白相对水平变化情况　 Ａ:蛋白印记法显示各组中 Ｎｒｆ２、ＨＯ－１、ＧＰＸ４ 蛋白表达水

平ꎻＢ:Ｎｒｆ２ꎻＣ:ＨＯ－１ꎻＤ:ＧＰＸ４ꎮｂＰ<０.０１ ｖｓ ＮＣ 组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＨＧ 组ꎮ

３讨论

糖尿病视网膜病变是糖尿病微血管并发症之一ꎬ其主

要特点是早期症状不典型ꎬ发病机制复杂ꎬ预后不佳ꎬ同时

它也是导致成人失明的主要原因之一[８]ꎮ 目前已有研究

认为ꎬＲＰＥ 是血－视网膜屏障的重要组成部分ꎬ其功能障

碍是导致糖尿病视网膜病变的主要机制和治疗靶点之

一[９]ꎬ因此ꎬ本研究选取高糖干预 ＡＲＰＥ－１９ 细胞作为体

外实验的模型ꎬ模拟糖尿病视网膜病变的进展进行相关的

后续实验ꎮ
既往研究证实血－视网膜屏障中存在双向铁流ꎬ铁

流的方向取决于 ＲＰＥ 细胞中铁的含量与状态ꎬＲＰＥ 细胞

中铁离子的分布、浓度及代谢状况有可能作为评估糖尿

病视网膜病变早期发生和病情监控的有效指标[１０] ꎮ 同

时ꎬ近期研究发现铁死亡可以通过诱导 ＲＰＥ 细胞氧化应

激、促进视网膜新生血管形成、介导异常免疫反应等方

面影响糖尿病视网膜病变的进展[１１] ꎬ因此本研究欲基于

调控铁死亡途径ꎬ探讨如何早期治疗和预防糖尿病视网

膜病变的可能ꎮ
铁死亡的发生ꎬ依赖转铁蛋白与转铁蛋白受体结合把

铁从细胞外转移到细胞内促进其发生ꎬ其主要的调控途径

有 ５ 种:铁代谢紊乱、脂质过氧化积累、ＧＰＸ４ 活性下降、胱
氨酸 / 谷氨酸逆向转运体(ＳｙｓｔｅｍＸｃ)的抑制、Ｐ５３ 通路的

激活[１２]ꎮ 高糖条件下ꎬ铁死亡的发生是由于 ＧＳＨ 的耗竭

和 ＧＰＸ４ 的活性下降ꎬＦｅ２＋氧化脂质产生过量的 ＲＯＳꎬＲＯＳ
在细胞内的累积导致细胞发生氧化应激ꎬ最终导致 ＲＰＥ
细胞发生损伤[１３]ꎮ 已知ꎬＧＰＸ４ 是一种 ＧＳＨ 过氧化物酶ꎬ
可抑制 ＲＯＳ 的产生ꎬ因此靶向干预 ＧＰＸ４ 的活性是产生铁

死亡抗性的重要途径[１４]ꎮ 葫芦巴碱作为一种天然生物

碱ꎬ具有多种药理学作用ꎬ其抗氧化应激作用和治疗糖尿

病的作用已得到初步证实[１５－１９]ꎮ 在既往研究基础上ꎬ本
研究欲探讨葫芦巴碱是否具有保护 ＡＲＰＥ－１９ 细胞免于

高糖导致的氧化应激作用ꎮ 本研究结果发现ꎬ葫芦巴碱可

改善高糖诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 ＲＯＳ 和 ＭＤＡ 的水平升

高ꎬ这提示葫芦巴碱可降低高糖产生的氧化应激反应中
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ＲＯＳ 和 ＭＤＡ 的水平ꎬ抑制氧化应激损伤ꎮ 本研究同时发

现葫芦巴碱也可改善高糖诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 ＧＳＨ
水平的降低ꎬＧＳＨ 具有抗氧化作用ꎬ可影响 ＲＯＳ 和 ＧＰＸ４
变化水平ꎬ进一步提示葫芦巴碱具有保护 ＡＲＰＥ－１９ 细胞

免于高糖氧化应激损伤的作用ꎬ这与既往研究结果一

致[１７ꎬ１９]ꎬ都阐述了葫芦巴碱的抗氧化应激作用ꎮ 随之ꎬ下
一步本研究欲解释葫芦巴碱如何调控铁死亡途径保护

ＡＲＰＥ－１９ 细胞免于高糖氧化应激损伤ꎬ其关键点在于阐

述葫芦巴碱如何靶向调控 ＧＰＸ４ 的活性ꎮ
Ｎｒｆ２ 是抗氧化应激的重要核转录因子ꎬ其生物学作用

主要是维持氧化还原和蛋白质稳态及调节代谢和炎症

等[２０－２１]ꎮ 当 Ｎｒｆ２ 受到 ＲＯＳ 刺激时ꎬＮｒｆ２ 与 Ｋｅａｐ１ 解离ꎬ调
控下游 ＮＡＤＰＨ、ＨＯ－１、ＳＯＤ 等蛋白表达ꎬ调控 Ｎｒｆ２ 的表

达使其发挥抗氧化机制有利于保护细胞[２２]ꎮ 已有研究证

实ꎬＮｒｆ２ / ＨＯ－１ 信号通路是重要的调控氧化应激治疗糖尿

病视网膜病变的重要途径[２３－２５]ꎮ 目前关于葫芦巴碱调控

Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１ / ＧＰＸ４ 信号通路影响铁死亡的研究较少ꎮ 基

于既往研究结果和研究理论基础ꎬ本研究提出假设ꎬ即
“葫芦巴碱调控 Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１ / ＧＰＸ４ 信号通路可干预高糖

诱导 ＡＲＰＥ－１９ 细胞的铁死亡发生”ꎮ 首先本研究发现葫

芦巴碱可以抑制高糖诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中铁死亡蛋

白 ＡＣＳＬ４ 的表达水平和铁离子水平的升高ꎬ由此实验结

果可阐述氧化应激和铁死亡之间的关系ꎬ即高糖时ꎬ
ＡＲＰＥ－１９细胞发生氧化应激ꎬＲＯＳ 和 ＭＤＡ 水平增加ꎬＧＳＨ
水平减低ꎻ随之ꎬＦｅ２＋累积和 ＲＯＳ 增加相互促进ꎬ铁死亡蛋

白 ＡＣＳＬ４ 表达水平增加ꎬＡＲＰＥ－１９ 细胞发生铁死亡ꎻ进
一步探讨了葫芦巴碱可保护 ＡＲＰＥ－１９ 细胞免于高糖诱

导的铁死亡的发生可能与调控氧化应激有关ꎮ 为了进一

步验证假设ꎬ探讨葫芦巴碱对 ＲＰＥ 细胞的保护作用是如

何通过激活 Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１ / ＧＰＸ４ 通路产生抑制铁死亡的作

用实现的ꎬ本研究发现ꎬ葫芦巴碱可改善高糖诱导的

ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１ / ＧＰＸ４ 通路的抑制作用ꎮ 最

终验证了本研究的假设ꎬ阐述了葫芦巴碱可调控 Ｎｒｆ２ /
ＨＯ－１ / ＧＰＸ４ 通路ꎬ产生铁死亡抗性ꎬ保护 ＡＲＰＥ－１９ 细胞

免于高糖损伤ꎮ 本研究的创新性之一ꎬ在既往研究发现葫

芦巴碱可改善胰岛素抵抗的基础上ꎬ创新建立葫芦巴碱和

糖尿病视网膜病变之间的治疗关联ꎬ探讨了葫芦巴碱早期

治疗和干预糖尿病病变的可能性及相关机制ꎻ本研究的创

新性之二ꎬ在既往研究发现葫芦巴碱可产生铁死亡抗性的

基础上ꎬ提出葫芦巴碱可调控 Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１ / ＧＰＸ４ 通路ꎬ产
生铁死亡抗性ꎬ保护 ＡＲＰＥ－１９ 细胞的假设并验证ꎬ弥补了

目前研究中关于葫芦巴碱在糖尿病视网膜病变中作用机

制的不足ꎬ为未来葫芦巴碱在临床应用中作为辅助治疗药

物提供了理论依据ꎮ
本研究也具有一定的局限性:(１)众所周知糖尿病视

网膜病变的发生机制和影响因素复杂ꎬ糖尿病视网膜病变

发生时ꎬ不仅有高糖作为影响条件ꎬ缺氧和缺血同样是糖

尿视网膜病变的影响条件ꎬ下一步实验应该在缺氧条件下

进一步阐述葫芦巴碱保护 ＡＲＰＥ－１９ 细胞的分子机制ꎻ
(２)本研究只选择 ＡＲＰＥ－１９ 细胞进行体外实验研究ꎬ还

需进行糖尿病视网膜病变的动物实验研究ꎬ探索和阐述葫

芦巴碱对糖尿病视网膜病变组织影响的分子机制ꎻ(３)葫
芦巴碱作为一种天然生物碱ꎬ其药效动力学及药理代谢过

程还需深入ꎬ在药理学研究方向为其在早期治疗和预防糖

尿病视网膜病变提供更为安全和可靠的数据ꎮ
综合上述ꎬ葫芦巴由于生物活性成分多ꎬ资源丰富ꎬ药

物疗效多ꎬ使用安全性高在我国中草药研究和应用方向上

历史悠久ꎬ葫芦巴碱是其重要的组成成分ꎬ在糖尿病治疗

领域已经得到初步认可[１８ꎬ２６]ꎮ 在现代科学技术和中医草

药理论的双重加持下ꎬ提升和深度发掘其药用价值ꎬ将为

临床医生解决糖尿病视网膜病变的预防难题ꎮ
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