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Abstract
誗AIM: To observe the inhibitory effects of formation of
choroidal neovascularization (CNV) in rats induced by
laser by naringenin and complex of copper ( II) with free
ligand.
誗METHODS: A total of 24 male Brown - Norway rats
were selected including 18 rats as CNV model and 6 as
normal comparison. A total of 18 model rats were
divided randomly into control, naringenin and its
complexes of copper group with 6 rats in each group.
Naringenin and its complexes [20mg/ ( kg · d)] were
given once-daily through intraperitoneal ( i. p. ) injection

after laser treatment for 30d in two experimental groups,
respectively. Complex samples of retina, choroid
membrane and sclera in each group were taken after 30d
of the establishment of animal model. The sizes of CNV
lesions were observed under fluorescence microscope.
Samples of choroid in each group were taken. The
expression of protein and mRNA of COX-2, VEGF, PI3K,
MAPK, MMP-2 and MMP-9 were examined by Western
blotting and RT-PCR method at 30d.
誗RESULTS: The animals treated with naringenin and its
complexes of copper showed significant decrease in their
average CNV sizes, compared with that of the vehicle-
treated animals (P < 0. 01), especially with naringenin蒺s
and its complexes of copper group. Compared with the
vehicle - treated animals, the mRNA and protein
expressions of VEGF, COX - 2 and so on were
significantly higher than that in the model control group
(P< 0. 01) . The expression of gene and protein in each
experimental group both decreased when compared with
model group. Except PI3K, MMP - 9, the reduction
degree in the naringenin and its complexes of copper
group were larger than that in the single naringenin
group ( P < 0. 05) . The differences of reduction degree
were statistically significant.
誗 CONCLUSION: These results indicate that the
biological activity of naringenin can be enhanced by the
formation of its complexes, and that complexes of
naringenin have stronger inhibition effect on the
formation of CNV in rats induced by laser.
誗 KEYWORDS: narigenin; complexes of Cu; choroidal
neovascularization; COX-2
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摘要
目的:观察柚皮铜配合物对激光诱发大鼠脉络膜新生血
管形成的抑制作用。
方法:选取雄性 Brown-Norway 大鼠 24 只,其中 18 只建立
大鼠脉络膜新生血管模型,6 只 12 眼作正常对照。 动物
模型随机分为模型对照组和 2 个不同给药实验组,每组 6
只。 模型建立后,实验组大鼠腹腔注射同等剂量的柚皮
素、柚皮铜配合物[20mg / (kg·d)],对照组不给药。 于造
模后 30d 取各组视网膜-脉络膜-巩膜复合体标本,在荧
光显微镜下观察脉络膜新生血管的面积,采集各组大鼠
的脉络膜标本,采用 RT-PCR 及 Western blot 方法检测各
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组大鼠脉络膜组织中 VEGF、COX-2、PI3K、MAPK、MMP-2、
MMP-9mRNA 与蛋白的表达。
结果:与模型对照组相比,各实验组大鼠新生血管面积均
减少,但柚皮铜配合物组较柚皮素组更明显,差异均具有
显著统计学意义(P<0. 01);模型组基因和蛋白表达水平
均高于正常对照组,差异均有统计学意义(P<0. 01);各
实验组基因及蛋白表达水平与模型组相比均有所下降,
除 PI3K,MMP-9 外,柚皮铜配合物组下降幅度大于柚皮
素组,差异均有统计学意义(P<0. 05)。
结论:相较于柚皮素,柚皮铜配合物有更好的生物活性,
对激光诱发大鼠脉络膜新生血管的形成有更显著的抑制
作用。
关键词:柚皮素;柚皮铜配合物;脉络膜新生血管;COX-2
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0 引言
摇 摇 脉络膜新生血管( choroidal neovascularization,CNV)
是来自于脉络膜血管的增殖性改变,常见于湿性年龄相
关性黄斑变性 ( wet age - related macular degeneration,
AMD)。 CNV 可严重影响患者的视功能,因其常发生于
黄斑区,可引起反复出血、渗出。 CNV 的发生和发展是一
个极为复杂的过程,其涉及了多种细胞因子、炎症介质及
多条信号通路[1]。 我们研究对血管生成及炎症密切相关
的因子,包括环氧化酶、血管内皮生长因子 ( vascular
endothelial growth factor,VEGF) 等,已被证明能在人体和
动物组织中从基因水平影响和调控 CNV。 其中,与炎症
关系紧密的环氧化酶-2( cyclo oxygenase-2,COX-2)在
CNV 的发生发展中起着至关重要的作用[2-3]。 有研究结
果表明,COX-2 基因敲除小鼠表现出可显著减少激光诱
导 CNV 的形成,考虑可能与 VEGF 的表达降低有关[4]。
磷脂酰肌醇 - 3 羟基激酶 ( phospho inositide 3 kinase,
PI3K) / AKT 及丝裂原活化蛋白激酶(mitogen - activated
protein kinase,MAPK)信号通路均可调节许多细胞功能,
基质金属蛋白酶(matrix metall oproteinases, MMPs)的活
化亦被证实与早期 AMD 相关[5]。 我们以建立激光大鼠
模型为依据,以形态学的方法观察造模后新生血管的变
化,采用 Rael Time-PCR 及 Western blot 检测相关基因、
蛋白在 CNV 中的表达情况,以揭示基因及蛋白表达与
CNV 之间的关系,并为临床治疗 CNV 提供理论依据。
1 材料和方法
1. 1 材料
1. 1. 1 Real Time -PCR 主要试剂与仪器 摇 RT buffer,
dNTP Mix, RT Rondom Primers, Multscribe Reverse
Transcriptase,RNase inhibitor, Nuclease - free H2 O ( life
technologies 公司),引物(大鼠来源,life technologies 公司)。
1. 1. 2 Western blot 主要试剂与仪器 摇 Protease Inhibitor
Cocktail ( Thermo,Prod#78410) ,茁-actin( Cell Signaling
茁-actin,货号 8H10D10),COX-2(Cell Signaling COX2,货
号 D5H5),VEGF(R&D,货号 AF564-100ug),MAPK(Cell
Signaling,货号 p38 MAPK(D13E1)),PI3K(Santa cruz,货
号 pi3-kinase p85琢(b-9)sc1637),MMP-2(SIGMA,货号
AV33090 - 100ug ), MMP - 9 ( SIGMA, 货 号 AV20016 -

100ug),Goat anti mouse HRP(Santa cruz,货号 sc-2005),
Goat anti rabbit HRP(Santa cruz,货号 sc -2030),Donkey
anti goat HRP(Santa cruz,货号 sc-2020),Bio-Rad Mini-
protein Tetra 小 型 垂 直 电 泳 系 统, pvdf 膜 ( GE health
RPN303F)。
1. 1. 3 脉络膜铺片荧光显微镜观察主要试剂与仪器摇 异
硫氰酸葡聚糖(FITC-D,购自美国 Sigma 公司),40g / L 多
聚甲醛、无水乙醇、二甲苯 (本院病理科), OLYMPUS
BX51 荧光显微镜(本院检验科)。
1. 2 方法摇 造模:健康雄性 Brown-Norway 大鼠(北京维
通利华公司),体质量 150 ~ 180g,采用氪黄激光,距视盘
2 ~ 4 盘径,围绕视盘在视网膜大血管间光凝 8 个点,看到
Bruch 膜被击破后产生小气泡为合格光凝点,有视网膜、
脉络膜或玻璃体出血者剔除。 实验大鼠均在室温恒定
(21益) 下普通喂养,自由进食、进水。 动物分组:模型对
照组 6 只(激光)、柚皮素对照组 6 只(激光+柚皮素)、柚
皮铜配合物组 6 只(激光+柚皮铜配合物)、正常对照组 6
只(不作处理)。 柚皮铜配合物制备及给药方法:柚皮素
(CAS:67604-48-2,纯度>98% ),为北京百灵威科技有
限公司产品。 其他试剂为分析纯。 柚皮铜配合物的合
成:柚皮素 272mg 溶于 4mL 甲醇,一水合醋酸铜溶于
25mL 甲醇,将醋酸铜甲醇溶液缓慢加入柚皮素的甲醇溶
液,立刻出现浅绿色不溶物,在室温搅拌 4h 后,离心分
离,用甲醇和水分别洗涤沉淀,真空干燥 48h。 柚皮素、
柚皮铜配合物均用腹腔注射法给药,溶剂为二甲基亚酚
(DMSO),20mg / (kg·d),1 次 / d,持续 1mo。
1. 2. 1 脉络膜铺片荧光显微镜观察 摇 观察期满,实验动
物(每组 2 只)进行异硫氰酸葡聚糖(FITC-D)100mg 溶
在1mL 的磷酸盐缓冲液(PBS)中舌下静脉灌注(0. 2mL/ 只)。
灌注结束 30min 后摘除大鼠眼球固定于 40g / L 多聚甲醛
溶液中 1h,显微镜下沿赤道部打开眼球,去除前节,揭除
视网膜神经层,获得视网膜色素上皮-脉络膜-巩膜复合
体标本,以视神经为中心,放射状剪开标本,乙醇脱水、二
甲苯透明后,将 RPE 面向下置于盖玻片上,封片、烤片。
标本置于荧光显微镜 40 倍光镜下观察、拍片及图像分析。
1. 2. 2 Real time-PCR摇 各组取眼球 4 只,提取视网膜、
脉络膜总 RNA(按 PURELINK RNA MINI KIT 说明书进
行),对组织匀浆液进行总 RNA 的快速抽提,最后用
RNase-Free 超纯水 150滋L 溶解 RNA,测 RNA 浓度,每
20滋L 反转录体系中加入 1滋g 总 RNA 进行反应,测 cDNA
浓度,PCR 扩增以 cDNA 为模板,以 茁-actin 为内参基因。
引物序列见表 1。
摇 摇 配制反应体系后进行实时定量 PCR。 反应程序为:
50益 2min 激活 UNG 酶去除残余的产物污染,95益 10min
扩增,95益 15s 变性,60益 1min 退火及延伸,重复 40 个
循环,每个循环结束后采集荧光信号,最后绘制熔解曲
线。 所有标本检测均重复 3 次。 用标准曲线的相对定量
法进行结果计算。
1. 2. 3 Western blotting 摇 各组取眼球 4 只,每 100mg 脉
络膜组织中加入 1mL PBS,匀浆器研磨均匀提取总蛋白;
取 50滋g 蛋白行 SDS-PAGE 分离蛋白,将蛋白质转移至甲
醇激活的 PVDF 膜,100g / L 脱脂奶室温封闭 2h,一抗 4益
反应过夜,TBST 漂洗 3 次,5min / 次; 加入相应的二抗,
37益下反应 1h 后,用 TBST 漂洗 3 次,5min / 次;进行化学
发光反应、显影、定影。 以等量的 茁-actin 蛋白质作对照,
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图 1摇 脉络膜铺片结果(伊40) 摇 A:正常对照组;B:模型对照组;C:柚皮素组;D:柚皮铜配合物组。

摇 摇 摇 图 2摇 VEGF,COX-2,PI3K,MAPK,MMP-2,MMP-9 的 mRNA表达 RT-PCR检测结果摇 A:COX-2;B:VEGF;C:PI3K;
摇 摇 摇 D:MAPK;E:MMP-2;F:MMP-9。 注: 1 为正常对照组,2 为模型对照组,3 为柚皮素组,4 为柚皮铜配合物组;bP<0. 01 vs
摇 摇 摇 模型对照组;dP<0. 01 vs 柚皮素组。

表 1摇 引物序列

成份 引物序列

茁-actin-f 5蒺-CCCATCTATGAGGGTTACGC-3蒺
茁-actin-r 5蒺-TTTAATGTCACGCACGATTTC -3蒺

cox2-f 5蒺-TACGAAGACCCTGCCTACGA-3蒺

cox2-r 5蒺-GTTGGTGGCAAGTGAAGCTG -3蒺

VEGF-f 5蒺-CTTGCAGATGTGACAAGCCAAG-3蒺

VEGF-r 5蒺-GGTGTGGTGGTGACATGGTTA -3蒺

PI3K-f 5蒺-CAGCACCTCGTATGGCTCAAT -3蒺

PI3K-r 5蒺-GTCCTCACTCTTGATCCCCAG -3蒺

MMP2-f 5蒺-CCGTTATGAGACCCTGAGCC -3蒺

MMP2-r 5蒺-CAGACCAATCGTGCCTCCAT -3蒺

MMP9-f 5蒺-CGGATCCCCCAACCTTTACC -3蒺

MMP9-r 5蒺-AGCCAGCTGAGTTCAATCCC -3蒺

P38 MAPK-f 5蒺-GTTGTCCTCCCTCCTCGTTC -3蒺

P38 MAPK-r 5蒺-GTTACCGCTCGACTTGTGCT -3蒺

将胶片进行扫描,每个样本重复 3 次。 用 Quantity One 凝

胶图像处理系统进行结果分析。
摇 摇 统计学分析: 采用 SPSS 15. 0 统计软件,多组样本均数

比较采用单因素方差分析,P<0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 一般结果摇 所有实验动物均正常存活,且无眼部感染

及其他并发症。
2. 2 脉络膜铺片荧光显微镜观察摇 正常对照组荧光显示

自视盘发出的大血管向四周呈放射状均匀分布,直至视网

膜周边部 。 造模动物表现大血管显著扩张,局部无灌注

区,新生血管形成。 我们的研究得到的 CNV 面积:模型对

照组为 (34. 56 依 1. 76) 伊 103滋m2,柚皮素组为 (20. 90 依
1郾 47)伊103滋m2,柚皮铜配合物组为(13依1. 43) 伊103滋m2。
与模型组相比,柚皮素和柚皮铜配合物组 CNV 面积均显

著变小(图 1)。 三组相比,差异有统计学意义(P<0. 01)。
其中,模型组分别与柚皮素组、柚皮铜配合物组相比,差异

均有统计学意义(P<0. 01),说明柚皮素及柚皮铜配合物

可明显减少 CNV 面积,对 CNV 有一定的抑制作用。 柚皮

素组与柚皮铜配合物组相比差异有统计学意义 ( P <
0郾 01),说明柚皮铜组抑制 CNV 作用优于柚皮素组。
2. 3 VEGF, COX - 2, PI3K, MAPK,MMP - 2, MMP - 9
mRNA的表达 摇 COX - 2,VEGF,PI3K,MAPK,MMP - 2,
MMP-9mRNA 表达的检测结果见图 2。 单因素方差分析

的结果显示各基因表达模型组与正常组相比差异均具有

统计学意义(P<0. 01),故进一步两两比较。 在 COX-2,
VEGF,PI3K,MAPK,MMP-2,MMP-9mRNA 中,柚皮素、柚
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摇 摇 摇 图 3摇 COX-2,VEGF,PI3K,MAPK,MMP-2,MMP-9 蛋白表达的Western blot检测结果摇 A:COX-2;B:VEGF;C:PI3K;
摇 摇 摇 D:MAPK;E:MMP-2;F:MMP-9。 注: 1 为正常对照组,2 为模型对照组,3 为柚皮素组,4 为柚皮铜配合物组;bP<0. 01 vs 模型

摇 摇 摇 对照组;cP<0. 05 vs 柚皮素组。

皮铜配合物组与模型组之间差异均有显著统计学意义
(P<0. 01),且柚皮素、柚皮铜配合物组基因表达均接近正
常组。 柚皮铜配合物组各基因表达均稍低于柚皮素组,除
PI3K,MAPK,MMP-9mRNA 外,其余基因在柚皮素组与柚
皮铜配合物组间差异均有统计学意义(P<0. 01)。
2. 4 VEGF,COX-2,PI3K,MAPK,MMP-2,MMP-9 蛋白
的表达摇 COX-2,VEGF,PI3K,MAPK,MMP-2,MMP-9 蛋
白表达的 Western blot 检测结果见图 3,4。 模型对照组
VEGF、COX-2、PI3K,MAPK,MMP-2,MMP-9 的蛋白表达
均高于正常对照组,组间差异均具有统计学意义 ( P <
0郾 01);柚皮素、柚皮铜配合物组蛋白表达均明显低于模
型对照组,分别与模型组相比,差异均具有显著统计学意
义(P<0. 01)。 柚皮铜配合物组各蛋白表达均低于柚皮素
组,除 PI3K,MMP-9 外,柚皮铜配合物组与柚皮素组蛋白
表达差异均有统计学意义(P<0. 05)。
3 讨论
摇 摇 本实验动物采用了成熟的激光造模技术,是通过对视
网膜和脉络膜产生热效应造成 Bruch 膜破坏,从而使其在
炎症修复过程中产生新生血管[6]。 FITC-D 作为一种大分
子量的造影剂,能充盈脉络膜大血管而少有渗漏,通过脉
络膜铺片技术,我们观察到了正常脉络膜大血管及 CNV
的形态,研究初步显示了组间形态学上的差异。
摇 摇 柚皮素是中草药枳实、枳壳的主要有效成分,属天然
黄酮类药物,具有抗炎、抗氧化和改善组织血流的作用。
我们的前期研究显示,柚皮素能改善脉络膜血流,抑制
COX-2、iNOS 的表达,从而下调 VEGF 表达,抑制 CNV 形
成[7]。 铜在生物体内有清除自由基的作用,参与构成铜锌-
超氧化物歧化酶 (CuZn-SOD ),是许多金属酶的辅助因
子,在动物机体的抗氧化反应中发挥着重要的作用。 研究
显示,铜元素的抗氧化作用,对 AMD 的防治有意义[8]。 现
代研究证实,中药有效化学成分既不单纯是有机分子,也
不单纯是微量元素,而主要是由两者组成的配位化合物,
其药理活性比单独使用某种元素或有机成分更强。 汉黄
芩素铜、钴、镍配合物较汉黄芩素有较高的抑菌活性,其中

图 4摇 VEGF,COX-2,PI3K,MAPK,MMP-2,MMP-9 蛋白表
达Western blot检测结果。

铜配合物最强[9]。 杨正银等合成了柚皮素与 Cu,Zn,Ni 过
渡金属离子的配合物,但都未得到晶体结构[10]。 我们前期
的研究已合成了柚皮铜配合物,并对该产物进行了结构鉴
定、表征,确定了其组成、配位方式及物理化学性质。 在预
实验中,相较于柚皮素,柚皮铜配合物有更好的生物活性。
摇 摇 本研究结果表明,柚皮铜配合物抑制 CNV 形成显著
体现于基因转录水平及蛋白表达水平。 COX-2 作为一种
诱导型酶,在生理状态下多数组织内检测不到,只有激素、
生长因子、炎性因子和细胞因子等可诱导其表达,其可催
化从膜结合的花生四烯酸产生类二十烷酸,转化为前列腺
素 ( PGD2, PGE2, PGF2 ), 前 列 环 素 ( PGI2 ) 和 血 栓 素
(TXA2)等,COX-2 的生物学功能通过这几种活性分子实
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现。 有研究显示,局部使用酮咯酸可通过抑制视网膜
PGE2和 VEGF 的表达而显著抑制 CNV,该研究体现了在

CNV 形成中环氧化酶和前列腺素的作用[11]。 COX-2 与
新生血管的生成密切相关,且可调节 VEGF 的表达。 有研
究采用 COX-2 基因缺乏的大鼠 M俟ller 细胞证实 COX-2
和至少一个前列腺素类产物参与 VEGF 的生成[12]。 基于
VEGF 的抑制剂,不仅抑制可实验 CNV 的增长,但也能抑
制相关的炎症和纤维化反应[13]。 PI3K 信号通路可调节
许多细胞功能,其包括细胞增殖、分化、翻译、运动和凋亡。
其中,PI3K / AKT 通路是 PI3K 主要介导的下游信号传递
途径。 MAPK 是生物体内重要的信号转导系统之一,参与
介导生长、发育、分裂、分化、死亡以及细胞间的功能同步
等多种细胞过程。 其中 P38 是 MAPK 家族控制炎症反应
最重要的通路,在细胞增殖、分化和凋亡中均起重要作用。
COX-2 可通过 PI3K / AKT 信号通路或 P38MAPK 途径参
与细胞凋亡。 COX-2 定位在细胞内质网和核膜,通过催
化细胞产生 PGE2,使核内信号转导通路 MAPK 活化蛋白
水平增加 4 ~ 5 倍,抑制细胞的凋亡。 COX-2 能够活化丝
氨酸-苏氨酸激酶,从而激活 AKT 信号转导通路,celecoxib
能够呈剂量依赖性地抑制血管内皮祖细胞( endothelial
progenitor cell, EPC) 中 AKT 的磷酸化,促使 EPC 的凋
亡[14]。 研究显示,在 ROP 或巨细胞病毒动物模型中
Brimonidine 对视网膜和脉络膜新生血管有效可能是通过
抑制缺血激活途径,此途径涉及 PI3K / Akt 信号转导通路
激活诱导缺氧诱导因子(HIF) -1 及 VEGF 的表达[15]。 多
研究结果显示,COX-2 可调控 MMPs 介导的内皮细胞移
行。 MMPs 是一组属于 Zn2+依赖的中性蛋白酶,大量实验
研究表明,MMPs 在某些神经细胞和炎性细胞中大量表达
或活性异常增高,从而引起血脑屏障破坏、炎性细胞浸润、
髓鞘降解、神经元以及轴索损伤等。 其中参与基质降解及
促进内皮细胞移行的关键酶有 MMP-2 和 MMP-9,其已
被证明作为 CNV 的形成和发展的不可缺少的要素[16]。
研究表明,雷公藤红素可通过改变细胞外基质降解来阻止
血管生成和发展,在基因和蛋白水平下调 MMP-9,通过降
低角膜 VEGF 和 MMP-9 表达来抑制 CNV[17]。 上述研究
结果均证实 COX-2 在一定程度上可调控 VEGF,PI3K,
MAPK,MMP-2,MMP-9 基因及蛋白的表达。
摇 摇 本研究中 VEGF,COX-2,PI3K,MAPK,MMP-2,MMP-9
基因及蛋白在正常组中均有所表达,但模型组表达明显高
于正常组,表明局部激光可增加 VEGF,COX - 2,PI3K,
MAPK,MMP-2,MMP-9 mRNA 转录和蛋白合成,考虑可
能机制为热损伤导致 Bruch 膜破坏,组织缺血缺氧、细胞
损伤,诱导 COX-2 及 VEGF 表达,从而促使血管内皮细胞
移行,PI3K / AKT 通路及 MAPK 通路激活。 结果显示,从
基因转录及蛋白表达水平而言,柚皮素与柚皮铜配合物组
表达比模型组均显著下调,但柚皮铜配合物组更接近正常
对照组的表达,故可初步认为柚皮铜配合物有较好的生物
活性。 柚皮铜配合物组脉络膜铺片 CNV 面积最小,COX-2
在基因及蛋白表达上均接近于正常组,故我们认为柚皮铜
配合物可显著抑制 CNV,考虑机制为下 COX-2。 我们的
研究初步认为柚皮铜配合物与柚皮素作用一致对 CNV 有
一定的抑制作用,但柚皮铜配合物对 CNV 的抑制作用效
果较好,机制可能为铜离子增加了柚皮素的生物活性。
摇 摇 综上所述,柚皮铜配合物对实验性大鼠 CNV 中 COX-2
高表达存在良性影响,并能有效的干预,从而起到抑制
CNV 的形成、改善眼底状态、保护视网膜组织的作用。 本

实验可初步证实,不管在宏观还是微观方面,柚皮铜配合
物对 CNV 的抑制作用均强于柚皮素。 CNV 作为一种累及
黄斑区的致盲性疾病,目前西医的治疗手段效果不显且副
作用大,柚皮铜配合物作为传统中药合成的配合物,有着
显著的抗炎和抑制 CNV 的作用,而且中草药枳实资源丰
富,在 CNV 的治疗方面有着广阔的开发前景。 但其作用
于 CNV 的具体有效成分及抑制 CNV 生成的机制等尚不
完全明确,还有待进一步的研究。
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