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Abstract
誗 AIM: To explore the effects of the prescription of
reinforcing kidney, nourishing blood, improving eyesight
on the oxidative stress model of ARPE-19 cells induced by
acrolein.
誗METHODS: SD rats serum containing the prescription of
reinforcing kidney, nourishing blood, improving eyesight
and the content of distilled water in serum were prepared.
The effects of the prescription and distilled water in serum
at different concentration ( 2. 5%, 5%, 10%, 20% and
40%) on cell vitality was observed by cell counting kit
(CCK-8) assay. the logarithmic phase of ARPE- 19 cells
were pretreated by different concentrations (1. 25%, 2郾 5%
and 5%) of the prescription serum and distilled water in
serum for 24h. Then it was treated with 75滋mol / L acrolein
for 24h. Cell vitality was observed by CCK- 8 assay. The
change of cell nucleus was detected by DAPI staining .
誗RESULTS: 2. 5% and 5% serum had no effect on cell
viability (P > 0. 05), while 10%, 20%, 40% serum could
inhibit cell viability (P<0. 05) . CCK-8 results showed that
2. 5% and 5% the prescription of reinforcing kidney,
nourishing blood, improving eyesight serum was better
than distilled water in serum (P<0. 05) .
誗CONCLUSION: The prescription of reinforcing kidney,
nourishing blood, improving eyesight has the protective
effect on ARPE-19 cell damage induced by acrolein.
誗 KEYWORDS: the prescription of reinforcing kidney,

nourishing blood, improving eyesight; ARPE - 19 cell;
acrolein; oxidative stress
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摘要
目的:利用丙烯醛建立 ARPE-19 细胞氧化应激模型,观察
补肾养血明目方含药血清对丙烯醛诱导 ARPE-19 细胞氧
化损伤的保护作用。
方法:制备 SD 大鼠补肾养血明目方含药血清及空白血
清,通过 CCK-8 检测不同浓度(2. 5% ,5% ,10% ,20% ,
40% )血清对细胞活性的影响,预先加入 1. 25% ,2. 5% ,
5%等不同浓度的含药血清处理 24h 后,将终浓度为
75滋mol / L 的丙烯醛加入对数生长期的 ARPE-19 细胞中
处理 24h, CCK-8 法检测含药血清对细胞活力的影响,
DAPI 染色观察细胞核形态。
结果:CCK-8 结果示:低浓度(2. 5% ,5% )血清对细胞活
性影响不大(P>0. 05),高浓度(10% ,20% ,40% )血清降
低细胞活性(P<0. 05),补肾养血明目方含药血清中、高剂
量组细胞活性较空白血清组有统计学意义(P<0. 05);
结论:补肾养血明目方对丙烯醛诱导的 ARPE-19 细胞损
伤有保护作用。
关键词:补肾养血明目方;ARPE-19 细胞;丙烯醛;氧化
应激
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0 引言
摇 摇 视网膜色素上皮(retinal pigment epithelial,RPE)位于
视网膜神经上皮层与脉络膜之间,具有吞噬感光细胞外节
膜盘、营养视网膜、维持血-视网膜屏障的作用。 众多研
究显示氧化应激导致的视网膜色素上皮损伤在年龄相关
性黄斑变性(AMD)发病过程中起着重要作用。 补肾养血
明目方是导师庄曾渊研究员临床经验的总结,临床常用于
治疗老年性黄斑变性(干性)、视网膜色素变性等视网膜
退行性疾病,为进一步研究补肾养血明目方的作用机制,
本研究拟通过丙烯醛为诱导因素建立 ARPE-19 细胞氧化
应激损伤模型,探讨补肾养血明目方保护 RPE 细胞氧化
应激损伤的作用机制,为临床治疗视网膜色素上皮损伤的
眼病提供新的研究思路。
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图 1摇 ARPE-19 细胞生长情况(倒置显微镜下)摇 A:复苏 24h 后(100伊);B:复苏 48h 后(100伊);C:复苏 72h 后(200伊)。

1 材料和方法
1. 1 材料摇 ARPE-19 细胞购自于广州吉妮欧生物科技有
限公司,4 代贴壁细胞,胎牛血清(GIBICO),0. 25%胰酶细
胞消化液( solarbio),二甲基亚砜( solarbio),MEM 细胞培
养液(hyclone),青链霉素混合液(solarbio),磷酸盐缓冲液
(solarbio),酶标分析仪(Rayto RT-6000),荧光倒置显微
镜(Olympus)。
1. 2 方法
1. 2. 1 补肾养血明目方含药血清的制备 摇 正常 SD 大鼠
25 只,随机分为 2 组,分别为补肾养血明目方含药血清组
(以下简称“含药血清组冶),空白血清组。 含药血清组通
过灌胃给药,给予含补肾养血明目方生药 4. 5 g / kg 的水
煎剂,灌胃体积均为 10mL / kg,1 次 / d,连续给药 7d。 空白
血清组给予等量的蒸馏水溶液。 末次给药 1h 后,下肢肌
肉注射盐酸氯胺酮注射液和盐酸赛拉嗪混合液麻醉动物,
无菌条件下腹主动脉采血, 静置 2h, 3000r / min 离心
15min,取上清液,56益灭菌 30min,0. 22滋m 微孔滤膜过滤
除菌,-20益保存备用。
1. 2. 2 细胞培养摇 将 ARPE-19 细胞置于含有 15% 胎牛
血清(FBS)的 MEM 细胞培养液,于 37益,体积分数为 5%
的 CO2培养箱中孵育。 培养液每 2 ~ 3d 更换一次,待培养
瓶中单层细胞长满 80%后,细胞传代培养,取对数生长期
的细胞,胰蛋白酶消化,细胞重悬,计数,接种于 24 孔及
96 孔板中进行实验处理。
1. 2. 3 血清对 ARPE-19 细胞活性的影响摇 取对数生长
期细胞以 1伊105 / mL 的密度接种于 96 孔培养板中,待培
养板中单层 ARPE-19 细胞长满底部约 80% 时,剥夺血
清,弃上液,加入不含 FBS 的 MEM 培养液,12h 后去 MEM
培养液,加不同浓度(2. 5% ,5% ,10% ,20% ,40% )的空白
血清及含药血清,37益温箱培养 24,48,72h 后,加入 CCK-
8 溶液 10滋L,37益培养箱中继续培养 4h,450nm 波长处用
酶标仪测定各孔吸光度值(A 值)。
1. 2. 4 实验分组摇 本实验 ARPE-19 细胞分为模型组、空
白血清组、补肾养血明目方血清组(高、中、低剂量组),另
设正常组作为对照。 (1)正常组:正常条件培养 ARPE-19
细胞;(2)模型组:加入终浓度为 75滋mol / L 的丙烯醛溶
液;(3)空白血清组:模型细胞,给予 5% 空白血清;(4)补
肾养血明目方低剂量组:模型细胞,给予 1. 25% 补肾养血
明目方低剂量含药血清;(5)补肾养血明目方中剂量组:
模型细胞,给予 2. 5% 补肾养血明目方中剂量含药血清;
(6)补肾养血明目方高剂量组:模型细胞,给予 5%补肾养

血明目方高剂量含药血清。
1. 2. 5 补肾养血明目方对 RPE细胞活力影响摇 取对数生
长期的细胞,0. 25%胰酶细胞消化液消化同前,并计数,以
1伊105 / mL 的密度接种于 96 孔培养板中,每孔 150滋L,加
入含 15% 胎牛血清的完全 MEM 培养液,继续培养 24h
后,剥夺血清,弃上液、加入 100滋L MEM 培养液,培养箱内
继续培养 12h,去 MEM 培养液,随机分为 6 组,每组 6 个
平行标本(重复)。 加入体积分数分别为 1. 25% ,2. 5% ,
5%的补肾养血明目方含药血清和 5% 的空白血清作用于
细胞,以正常条件培养的细胞做为对照,24h 后,弃上清,
加入终浓度为 75滋mol / L 的丙烯醛溶液 100滋L,继续培养
24h 后,每孔加入 10滋L CCK - 8 试剂,继续培养 4h,于
450nm 波长处用酶标仪测定各孔 A 值。
1. 2. 6 DAPI 染色法检测细胞形态摇 将 ARPE-19 细胞以
3伊105 / mL 的密度接种于预先放置 L-多聚赖氨酸包被细
胞爬片的 24 孔板中,按上述方法处理 24h 后,PBS 漂洗,
4%多聚甲醛室温固定 25min,3% TritonX-100 溶液破膜,
PBS 漂洗,DAPI(4蒺,6-二眯基-2-苯基吲哚)染色 5min,
PBS 漂洗,避光风干,抗免疫荧光衰减封片剂封片,荧光显
微镜下进行观察。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS17. 0 软件进行统计学分析,数
据以均数依标准差(軃x依s)表示,多组均数间比较采用完全
随机设计的方差分析,两组间比较采用 LSD-t 检验,以 P<
0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 细胞生长情况摇 如图 1 所示 ARPE-19 细胞复苏 24h
后开始贴壁生长,细胞逐渐由圆形行生长为梭形或纺锤
形,48h 后细胞生长开始融合。
2. 2 血清对 ARPE-19 细胞活性的影响结果 摇 各组血清
作用 24 h,对细胞活力影响无统计学意义(P>0. 05);作用
48 ,72h 仅空白血清及含药血清组低浓度组(2. 5% ,5% )
对细胞活力影响不大 ( P > 0. 05),其余各组高浓度组
(10%,20%,40%)均对细胞活力有影响(P<0. 05),见表 1,由
此可以看出,各血清组作用 24h 对细胞活力影响不大。 随
作用时间延长,高浓度血清组对细胞活性影响明显,细胞
活性降低,因此我们取血清培养 24h 细胞活性最高时时进
行实验,且空白血清在浓度为 5% 时细胞活性最好,因此
我们将 5%空白血清作为对照组。
2. 3 ARPE-19 细胞活性摇 预处理 24h 后,补肾养血明目
方含药血清低剂量组(0. 553依0. 03)及空白血清组(0. 554依
0. 02)A 值高于模型组(0. 445依0. 02)(P<0 . 05) ,有统计
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表 1摇 不同浓度血清作用 ARPE细胞活性的影响 (軃x依s, A 值)
血清浓

度(% )
n

24h
空白血清组 含药血清组 正常细胞组

48h
空白血清组 含药血清组 正常细胞组

72h
空白血清组 含药血清组 正常细胞组

0 6 - - 1. 607依0. 06 - - 1. 867依0. 09 - - 1. 805依0. 08
2. 5 6 1. 780依0. 18 1. 601依0. 60 - 1. 806依0. 08 1. 715依0. 07 - 1. 759依0. 07 1. 744依0. 12 -
5 6 1. 795依0. 29 1. 833依0. 44 - 1. 790依0. 09 1. 733依0. 12 - 1. 795依0. 11 1. 750依0. 16 -
10 6 1. 705依0. 24 1. 796依0. 29 - 1. 623依0. 01a 1. 631依0. 13a - 1. 648依0. 10a 1. 601依0. 08a -
20 6 1. 652依0. 21 1. 622依0. 13 - 1. 483依0. 22a 1. 548依0. 02a - 1. 600依0. 06a 1. 553依0. 07a -
40 6 1. 493依0. 17 1. 491依0. 27 - 1. 485依0. 09a 1. 370依0. 08a - 1. 563依0. 04a 1. 496依0. 09a -

aP<0. 05 vs 正常细胞组。

摇 摇 摇 摇 图 2摇 各组 APRPE-19 细胞 DAPI染色摇 A:正常组;B:模型组;C:空白血清血清组;D,E,F:补肾养血明目方含
摇 摇 摇 摇 药血清低剂、中、高剂量组。

学意义,补肾养血明目方含药血清中剂量组 (0. 665 依
0郾 04)及高剂量组(0. 685依0. 04)高于空白血清组,有统计

学意义(P<0. 05)。
2. 4 DAPI 染色结果摇 由 DAPI 染色可知正常 ARPE-19 细

胞(图 2A)细胞核呈圆形或椭圆形,染色均匀,经过丙烯醛

处理 24h 的,可见 ARPE-19 细胞核破裂(红色箭头),核
固缩(白色箭头)(图 2B),细胞核呈不规则形(图 2C);经
过含药血清预处理的 ARPE-19 细胞(图 2D ~ F),细胞核

固缩明显减少。
3 讨论

摇 摇 目前 AMD 的发病机制尚不清楚,主要有氧化损伤学

说、血管模式机制、炎症免疫学说及血管内皮生长因子学
说,其中众多研究显示氧化应激导致的视网膜色素上皮损

伤在 AMD 发病过程中起着重要作用。 RPE 细胞的损伤及

功能异常均可以导致 AMD 的发生,严重影响患者的生活
质量,因此近年来提高 RPE 细胞抗氧化能力,维持 RPE 细

胞的正常功能,成为治疗 AMD 的主要研究方向。 诱导

RPE 细胞的氧化应激因素有诸多,丙烯醛[1]、H2 O2
[2]、高

糖[3]、高氧[4] 及缺氧均可导致 RPE 氧化应激,近年来,研
究者以丙烯醛及 H2 O2 复制 ARPE-19 细胞居多,研究证

明[5]丙烯醛浓度高于 50滋mol / L 时即可出现 ARPE-19 细

胞肿胀坏死、细胞核聚集,因此本研究运用 75滋mol / L 丙烯

醛复制 ARPE-19 细胞损伤模型,模型组可见 ARPE-19 细

胞出现核碎裂,核固缩及不规则形状的细胞核,并且细胞

数目明显减少,说明模型复制成功。 关于丙烯醛诱导细胞

凋亡的机制目前尚不明确。 Kehrer 等认为丙烯醛与蛋白

质巯基基团结合,攻击各种细胞膜引起膜脂类的过氧化分

解,导致内质网结构破坏,内质网酶活力丧失,可溶性酶过

漏至原生质,最终导致细胞凋亡坏死。 程学美等[6]则认为

丙烯醛导致 DNA 损伤的原因主要为其羰基亲电性和较小

的空间位阻,可诱发自由基效应,活泼的醛基使得它们不

需经过代谢就能攻击亲核基团,如核酸和蛋白质等生物大

分子物质,从而诱发 DNA 分子断裂。
摇 摇 补肾养血明目方由仙灵脾、当归、枸杞子等中药组成,
具有补肾养血、益气明目的功效,临床在治疗干性年龄相
关性黄斑变性肾精不足、气血两虚者取得较好的疗效。 空
白血清及含药血清毒性实验证明,高浓度的血清对 ARPE-19
细胞的生长具有抑制作用,而低浓度者对细胞的正常生长
影响较小,因此我们研究选用低于 5% 的含药血清浓度进
行研究,旨在减少由实验药物引起的误差,确保研究的可
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靠性。 当归富含有机酚类、香豆素类、多糖、氨基酸类以及
一些微量元素 Zn、Mn 等[7],其中当归多糖具有抗氧化、清
楚氧自由基的作用,能够减少 H2O2引起的细胞凋亡亦能
增加细胞内活性氧的水平,并通过大鼠脑缺氧模型证明增
强大脑皮质神经元的抗氧化活性,减轻氧化应激带来的损
伤[8],并且当归中的微量元素 Zn2+可明显增加 ARPE-19
内过氧化氢酶等抗氧化酶的含量[9]。 枸杞子水煎液中的
玉米黄质[2] 通过抑制基质金属蛋白-1 的表达,减少细胞
凋亡刺激细胞增殖等途径拮抗 H2 O2 所致的氧化应激损

伤。 此外,仙灵脾 [10]能够改善 2 型糖尿病大鼠的氧化应
激水平。 本研究中我们预先用补肾养血明目方含药血清
增加细胞活性,减少丙烯醛引起的细胞凋亡,因此我们认
为补肾养血明目方对丙烯醛诱导的 ARPE-19 细损伤有一
定的保护作用,但由于本研究的局限性,具体的保护机制
还需要进一步的研究。
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科技期刊对论文关键词的要求

摇 摇 关键词是论文的检索标志,是表达文献主题概念的自然语言词汇,一般是词和词组。
摇 摇 科技论文的关键词是从其题名、摘要和正文中选出来的。
摇 摇 发表的论文不标注关键词,读者就检索不到,文献数据库也不会收录;关键词选用不当,就会降低论文的

被检率,甚至检索不到。
摇 摇 关键词包括 3 部分:1)叙词(正式主题词),经过规范化的并收入主题词表中的词或词组;2)非正式主题

词(词表中的上位词+下位词+替代词);3)自由词(标引需要但主题词表中找不到的词)。
摇 摇 每篇论文中应列出 3 ~ 8 个关键词,其中叙词应尽可能多一些。
摇 摇 关键词作为论文的组成部分,置于摘要段之后。

摘自《科学技术期刊编辑教程》
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