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摘要
目的:探讨飞燕草素(Ｄｐ)防护光诱导的视网膜氧化应激
损伤的机制ꎮ
方法:将 ６６１Ｗ 感光细胞经 ２０００Ｌｘ 光照(４８ｈ)和 / 或不同
浓度 Ｄｐ(５、１０、２０μｍｏｌ / Ｌꎬ２４ｈ)处理ꎬ分别测定细胞活性
和乳酸脱氢酶 ( ＬＤＨ) 活力、硫代巴比妥酸活性物质
(ＴＢＡＲＳ)含量及抗氧化酶系[超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)、谷
胱甘肽过氧化物酶 ( ＧＳＨ － Ｐｘ)、谷胱甘肽巯基转移酶
(ＧＳＴ)]活性ꎮ 将健康 ＳＤ 大鼠经 ３０００Ｌｘ 光照(２４ｈ)和 /
或 Ｄｐ[１００ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)ꎬ灌胃 ４ｗｋ]处理后ꎬ观察视网膜的
组织结构和氧化应激指标(ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、ＧＳＴ)变化ꎮ
结果:细胞实验结果表明ꎬ光照后细胞活性显著降低ꎬ细胞
ＬＤＨ 活力和 ＴＢＡＲＳ 含量升高ꎬ抗氧化酶系活性下降ꎬ而
Ｄｐ 处理能提高光照后细胞的活力ꎬ降低细胞 ＬＤＨ 活力和
ＴＢＡＲＳ 含量ꎬ提高抗氧化酶系活性ꎮ 动物实验结果表明ꎬ
Ｄｐ 可保护大鼠视网膜结构的完整性ꎬ降低视网膜组织中
ＴＢＡＲＳ 含量ꎬ升高 ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、ＧＳＴ 活性ꎮ
结论:Ｄｐ 可能通过调控氧化－抗氧化系统有效防护光化学
因素导致的视网膜损伤ꎮ
关键词:飞燕草素ꎻ视网膜光化学损伤ꎻ６６１Ｗ 细胞ꎻ动物
实验ꎻ氧化－抗氧化系统
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０引言
光污染(ｌｉｇｈｔ ｐｏｌｌｕｔｉｏｎ)广泛存在于生活环境中ꎬ其导

致的视网膜损伤已逐渐成为较严重的公共卫生问题[１]ꎮ
研究证实ꎬ短时强光或长时弱光照射对视网膜可造成光化
学损伤、热损伤和机械损伤ꎬ其中以视网膜光化学损伤
(ｒｅｔｉｎａ ｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄａｍａｇｅꎬＲＰＤ)为主[２]ꎮ 流行病学研
究表明[３]ꎬ光损伤导致的视网膜疾病在未来 ２０ａ 将增加 １
倍ꎬ因而研究 ＲＰＤ 的有效预防途径显得尤为迫切ꎮ 花青
素(ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ)是一组天然黄酮类化合物ꎬ广泛存在于有
色蔬果中ꎬ具有多种生物活性ꎬ包括抗氧化[４－５]、抗炎[６－７]、
抑癌[８]和神经保护[９]作用ꎮ 花青素主要有 ６ 种单体ꎬ即飞
燕草素(ｄｅｌｐｈｉｎｉｄｉｎꎬＤｐ)、花葵素(ｐｅｌａｒｇｏｎｉｄｉｎ)、锦葵花素
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(ｍａｌｖｉｄｉｎ)、矢车菊素(ｃｙａｎｉｄｉｎ)、芍药花青素(ｐｅｏｎｉｄｉｎ)、
矮牵牛素(ｐｅｔｕｎｉｄｉｎ)ꎬ其中以花色苷 Ｄｐ 丰度较高ꎬ且羟基
数量较多ꎬ其抗氧化生物特性高于其它单体[１０－１１]ꎮ 我们
前期研究[１２－１３] 证实ꎬ黑米花青素能通过抗氧化、抗凋亡途
径防护 ＲＰＤꎬＤｐ 是黑米花青素的主要活性成分ꎬ但是否能
有效防护 ＲＰＤ 尚不清楚ꎮ 本研究以 ６６１Ｗ 小鼠视网膜感
光细胞和 Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠为研究对象ꎬ从体内和
体外角度探讨 Ｄｐ 是否通过调节氧化 －抗氧化系统防
护 ＲＰＤꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料
１􀆰 １􀆰 １实验细胞和动物　 ６６１Ｗ 感光细胞购自上海奥陆生
物有限公司(来源于美国俄克拉何马州大学)ꎮ 健康 ＳＰＦ
级成年 ＳＤ 大鼠购自成都达硕实验动物有限公司[动物生
产许可证号:ＳＣＸＫ(川)２０１５－０３０]ꎬ体质量 ２００±２０ｇꎬ饲养
于 ＳＰＦ 实验动物屏障环境ꎮ 本研究符合动物伦理学要
求ꎬ经伦理委员会审批通过ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２试剂和仪器 　 主要试剂:Ｄｐ(美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬＤｐ
为不溶于水的干粉ꎬ用 ＤＭＳＯ 配制成 ８０ｍｍｏｌ / Ｌ 母液ꎬ
－８０℃保存)ꎻＤＭＥＭ 培养基、青霉素 Ｇ、链霉素、胰蛋白酶
(美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司)ꎻ胎牛血清 (美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻ
ＣＣＫ－８试剂盒 (日本同仁公司)ꎻ乳酸脱氢酶 ( ｌａｃｔａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬ ＬＤＨ )、 超 氧 化 物 歧 化 酶 ( ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬ ＳＯＤ )、 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 ( ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＧＳＨ－Ｐｘ)检测试剂盒(中国南京建成公司)ꎻ硫
代 巴 比 妥 酸 活 性 物 质 ( ｔｈｉｏｂａｒｂｉｔｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓꎬＴＢＡＲＳ)(大鼠、小鼠)、ＬＤＨ / ＳＯＤ / ＧＳＨ(大鼠)
ＥＬＩＳＡ 试剂盒(中国南京森贝伽公司)ꎻ谷胱甘肽巯基转移
酶(ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ Ｓ － ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬＧＳＴ) 试剂盒、ＲＩＰＡ 裂解液
(中国 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司)ꎻＢＣＡ(美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎮ 主要仪
器:ＣＯ２培养箱(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司)ꎻ细胞光照仪
(自制)ꎻＣＭＣ－０１ 多功能光照箱(自制)ꎻＩＸ７１ 倒置荧光相
差显微镜(日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ)ꎻＰｏｗｅｒ Ｗａｖｅ ＸＳ２ 酶标仪(美国
ＢｉｏＴｅｋ)ꎻ石蜡切片机(德国 ＬＥＩＣＡ ＲＭ２２３５)ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １ ６６１Ｗ细胞培养及分组　 ６６１Ｗ 细胞用含 １０％胎牛
血清、青霉素 Ｇ(１００ＩＵ) 和链霉素 ( １００μｇ / ｍＬ) 的高糖
ＤＭＥＭ 培养基常规培养ꎬ每 ３ ~ ４ｄ 用胰蛋白酶消化传代 １
次ꎬ收集对数生长期的细胞进行分组处理ꎮ (１)正常对照
组:置于 ３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中避光培养 ２４ｈ 更换新培养
基ꎬ继续保持原条件培养 ２４ｈꎻ(２)光照处理组:置于 ３７℃、
５％ ＣＯ２培养箱中ꎬ２０００Ｌｘ 强度白色荧光持续光照 ２４ｈꎬ更
换新培养基ꎬ继续保持原条件光照 ２４ｈꎻ(３)Ｄｐ 处理组:置
于 ３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中ꎬ２０００Ｌｘ 强度白色荧光持续光
照 ２４ｈꎬ将 Ｄｐ 处理组的 ３ 组细胞分别更换为含 ５、１０、
２０μｍｏｌ / Ｌ 浓度 Ｄｐ 的培养基ꎬ继续光照 ２４ｈ[９ꎬ１４]ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ ＣＣＫ－８ 法检测细胞活性 　 收集对数生长期的细
胞ꎬ根据实验分组接种细胞至 ９６ 孔培养板ꎬ每孔加入
２００μＬ 细胞悬液(５×１０４个 / ｍＬ)ꎮ 根据各组处理方法处理
细胞后参考 ＣＣＫ－８ 试剂盒说明书ꎬ每孔加入新鲜配置的
ＣＣＫ－８ 溶液(培养基总体积的 １０％)ꎬ同时设 ３ 个空白复
孔ꎬ继续培养 ２ｈ 后在酶标仪 ４５０ｎｍ 波长处测定光吸收值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ 细胞 ＬＤＨ、ＴＢＡＲＳ、ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、ＧＳＴ 含量或
活力测定　 制备处于对数期的 ６６１Ｗ 细胞悬液( ２×１０６

个 / ｍＬ)ꎬ分别接种于 ５ 个 Ｔ７５ 培养瓶中ꎬ每瓶 ８ｍＬꎬ于
３７℃ 、５％ ＣＯ２培养箱中培养 ２４ｈꎮ 根据各组处理方法处
理细胞后ꎬ于显微镜下观察细胞形态ꎬ收集各组细胞上

　 　

图 １　 Ｄｐ 对光损伤后细胞活性的影响 　 ｂＰ< ０􀆰 ０１ ｖｓ 光照处
理组ꎮ

清液ꎬ－８０℃保存ꎬＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎬ按 ＬＤＨ 试剂盒说
明书检测其活力ꎮ 然后收集细胞ꎬ低温离心ꎬ超声粉碎ꎬ低
温提取蛋白ꎬＢＣＡ 法检测蛋白浓度ꎬ严格按照 ＴＢＡＲＳ、
ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、ＧＳＴ 试剂盒说明书检测 ＴＢＡＲＳ 含量以及
抗氧化酶系(ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、ＧＳＴ)活性ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４ ＲＰＤ动物模型的建立和分组　 将 ６０ 只 ＳＤ 大鼠随
机分为正常对照组、光照组和 Ｄｐ 处理组ꎬ每组各 ２０ 只ꎮ
对照组大鼠常规饲养 ３０ｄꎻ光照组大鼠常规饲养 ２９ｄ 后
以 ３０００Ｌｘ 光 照 处 理 ２４ｈꎻ Ｄｐ 处 理 组 大 鼠 先 以
Ｄｐ[１００ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)]每日一次灌胃给药 ２８ｄꎬ停药暗适应
２４ｈ 后以 ３０００Ｌｘ 光照处理 ２４ｈ[１２－１３]ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５ 大鼠视网膜形态学观察　 脱颈椎处死大鼠后摘取
左侧眼球ꎬ用预冷的生理盐水洗去浮血ꎬ滤纸吸干后置于
４％多聚甲醛中固定 ２ｈꎬ常规脱水ꎬ浸蜡、石蜡包埋ꎬ经视
神经矢状纵切ꎬ制成厚度 ５μｍ 的切片ꎮ 石蜡切片常规脱
蜡至水ꎬ０􀆰 ０１ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 缓冲液漂洗 １ 次ꎬ５ｍｉｎꎻ苏木精
染色 ５ｍｉｎꎬ自来水冲洗 １ｍｉｎꎻ１％盐酸－７０％乙醇分色 ３０ｓꎬ
自来水冲洗或浸泡 ３０ｍｉｎ 至切片变蓝色ꎻ１％伊红溶液染
色 １０ｍｉｎꎮ 梯度乙醇脱水:７５％乙醇 １ｍｉｎꎬ８５％乙醇 ３ｍｉｎꎬ
９５％乙醇 ７ｍｉｎꎬ１００％乙醇Ⅰ １０ｍｉｎꎬ１００％乙醇Ⅱ １０ｍｉｎꎮ
二甲苯透明:二甲苯Ⅰ ２０ｍｉｎꎬ二甲苯Ⅱ ２０ｍｉｎꎮ 中性树胶
封片ꎬ晾干ꎬ于倒置光学显微镜下观察视网膜形态ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６ 抗氧化指标检测　 脱颈椎处死大鼠后摘取右侧眼
球ꎬ用预冷的生理盐水洗去浮血ꎬ滤纸吸干后ꎬ剥取视网
膜ꎬ置于预冷的细胞裂解液机械匀浆ꎬ４℃下 ３ ０００ｒ / ｍｉｎ 离
心 １０ｍｉｎꎮ 提取视网膜组织蛋白ꎬＢＣＡ 法检测蛋白含量ꎮ
按南京森贝伽公司 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书检测各组大鼠视
网膜 ＴＢＡＲＳ、ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、ＧＳＴ 含量ꎮ

统计学分析:检测结果用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 进行统计分析ꎮ
计量资料以均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ组间多样本均数比
较采用单因素方差分析ꎬ均数间两两比较采用 ＬＳＤ－ ｔ 检
验ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义ꎮ
２结果
２􀆰 １ Ｄｐ 对光损伤后细胞活性的影响 　 ＣＣＫ－８ 法检测结
果显示ꎬ正常对照组、光照处理组、 Ｄｐ 处理组 ( ５、 １０、
２０μｍｏｌ / Ｌ 浓度 Ｄｐ) 细胞活性 ( ＯＤ 值) 分别为 ３􀆰 ２８０ ±
０􀆰 ０７５、１􀆰 ６９０±０􀆰 ２０１、３􀆰 ４０５±０􀆰 １６８、３􀆰 ３９８±０􀆰 ３６０、２􀆰 ５８７±
０􀆰 ０１２ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ ４０􀆰 ０９２ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎮ 与正
常对照组相比ꎬ光照处理组细胞活性明显下降(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ
与光照处理组比较ꎬＤｐ 处理组细胞活性均明显升高(Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎬ且呈剂量相关性(图 １)ꎮ
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图 ２　 Ｄｐ对光损伤后细胞形态的影响(×１００) 　 Ａ:正常对照组:细胞生长旺盛ꎬ排列紧密ꎻＢ:光照处理组ꎬ细胞皱缩ꎬ大量脱落ꎻＣ:
５μｍｏｌ / Ｌ Ｄｐ 处理组:细胞脱落较少ꎻＤ:１０μｍｏｌ / Ｌ Ｄｐ 处理组:细胞脱落较少ꎻＥ:２０μｍｏｌ / Ｌ Ｄｐ 处理组:细胞脱落较多ꎮ 箭头所指为死亡
细胞ꎮ

图 ３　 Ｄｐ对光损伤后细胞 ＬＤＨ、ＴＢＡＲＳ、ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、ＧＳＴ的影响　 Ａ:ＬＤＨꎻＢ:ＴＢＡＲＳꎻＣ:ＳＯＤꎻＤ:ＧＳＨ－ＰｘꎻＥ:ＧＳＴꎮａＰ<０􀆰 ０５ꎬｂＰ<
０􀆰 ０１ ｖｓ 光照处理组ꎮ

表 １　 Ｄｐ对光损伤后细胞 ＬＤＨ、ＴＢＡＲＳ、ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、ＧＳＴ的影响 􀭰ｘ±ｓ
组别 ＬＤＨ(Ｕ / ｇ ｐｒｏｔ) ＴＢＡＲＳ(μｇ / ｇ ｐｒｏｔ) ＳＯＤ(Ｕ / ｍｇ ｐｒｏｔ) ＧＳＨ－Ｐｘ(Ｕ / ｍｇ ｐｒｏｔ) ＧＳＴ(Ｕ / ｍｇ ｐｒｏｔ)
正常对照组 １４１􀆰 ２１０±１３􀆰 ８９６ｂ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０１７ｂ ７９􀆰 ４８±２􀆰 ３６２ｂ ４１􀆰 ３９±１􀆰 ２９５ｂ ０􀆰 ０９５±０􀆰 ００４ｂ

光照处理组 ２８２􀆰 ７０５ ±３􀆰 ６１４ １􀆰 ０３±０􀆰 ０７１ ４５􀆰 ６６±３􀆰 ００ １５􀆰 ５５±０􀆰 ０９４ ０􀆰 ０６７±０􀆰 ０５８
Ｄｐ 处理组

　 ５μｍｏｌ / Ｌ １４０􀆰 ４４５ ±２􀆰 ３３９ｂ ０􀆰 ８６±０􀆰 ０９０ｂ ７２􀆰 ８３±０􀆰 ９３１ｂ ４０􀆰 ２３±０􀆰 １８３ｂ ０􀆰 ０８６±０􀆰 ００４ｂ

　 １０μｍｏｌ / Ｌ １５２􀆰 ４５４ ±１０􀆰 １８６ｂ ０􀆰 ６８±０􀆰 ２４０ｂ ６６􀆰 ８９±０􀆰 ５７２ｂ ３０􀆰 ９６±０􀆰 ９３４ｂ ０􀆰 ０４４±０􀆰 ００４ｂ

　 ２０μｍｏｌ / Ｌ ２５６􀆰 ４３９ ±４􀆰 ３１２ｂ ０􀆰 ７０±０􀆰 １６８ｂ ５１􀆰 ５３±０􀆰 ２４２ａ ２０􀆰 ９７±０􀆰 ８８３ｂ ０􀆰 ０２８±０􀆰 ００３ｂ

Ｆ ２１４􀆰 ９８４ １２３􀆰 ３９２ ６４􀆰 ４１７ １９４􀆰 ８６３ １１５􀆰 ９０６
Ｐ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１

注:ａＰ<０􀆰 ０５ꎬｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 光照处理组ꎮ

２􀆰 ２ Ｄｐ对光损伤后细胞形态的影响 　 倒置显微镜下观
察ꎬ正常对照组细胞生长良好ꎮ 光照 ４８ｈ 后细胞大量脱
落、死亡ꎬ悬浮于培养基中ꎬ且存活细胞的胞壁出现皱缩ꎬ
贴壁生长能力降低ꎮ 不同浓度 Ｄｐ 处理组细胞的数量和
贴壁能力明显较光照处理组升高ꎬ且该升高趋势呈现 Ｄｐ
剂量相关性(图 ２)ꎮ
２􀆰 ３ Ｄｐ 对光损伤后细胞 ＬＤＨ、ＴＢＡＲＳ、ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、
ＧＳＴ 的影响 　 正常对照组、光照处理组、Ｄｐ 处理组(５、
１０、２０μｍｏｌ / Ｌ 浓度 Ｄｐ) 细胞 ＬＤＨ 活力、 ＴＢＡＲＳ 含量及
ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、ＧＳＴ 活性差异均有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ００１ꎬ
表 １)ꎮ 光照处理组细胞 ＬＤＨ 活力较正常对照组明显增
高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ而 Ｄｐ 处理组细胞 ＬＤＨ 活力均较光照处理

组显著降低(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ且呈剂量相关性ꎮ 与正常对照组
相比ꎬ光照处理组细胞 ＴＢＡＲＳ 含量明显升高ꎬＳＯＤ、ＧＳＨ－
Ｐｘ、ＧＳＴ 活力均明显降低(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ经不同浓度 Ｄｐ 处理
后ꎬ各组细胞 ＴＢＡＲＳ 含量均降低ꎻＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、ＧＳＴ 活
性均升高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ且具有剂量依赖性(图 ３)ꎮ
２􀆰 ４各组大鼠视网膜形态学结构　 倒置光学显微镜下观
察各组大鼠视网膜结构发现ꎬ光照损伤会导致大鼠视网膜
外核层细胞间隙增大ꎬ光感受器细胞结构紊乱ꎬ外核层厚
度变薄ꎬ而 Ｄｐ 可保护大鼠视网膜结构(图 ４)ꎮ
２􀆰 ５各组大鼠视网膜组织 ＴＢＡＲＳ、ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、ＧＳＴ
变化　 正常对照组、Ｄｐ 处理组、光照处理组的大鼠视网膜
组织中 ＴＢＡＲＳ、ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、ＧＳＴ 含量差异均有统计学
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图 ４　 各组大鼠视网膜形态学结构(Ａ~Ｃ×２００ꎬＤ~Ｆ×４００)　 Ａ、Ｄ:正常对照组ꎬ外核层中感光细胞致密、排列有序ꎻＢ、Ｅ:Ｄｐ 处理组ꎬ
外核层中感光细胞排列较为有序ꎬ细胞数量较多ꎻＣ、Ｆ:光照处理组ꎬ外核层中感光细胞排列松散ꎬ细胞数量减少ꎬ外核层厚度变薄ꎮ
箭头所示为大鼠视网膜外核层ꎮ

图 ５　 各组大鼠视网膜组织 ＴＢＡＲＳ、ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、ＧＳＴ变化　 Ａ:ＴＢＡＲＳꎻＢ:ＳＯＤꎻＣ:ＧＳＨ－ＰｘꎻＤ:ＧＳＴꎮｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 光照处理组ꎮ

表 ２　 各组大鼠视网膜组织 ＴＢＡＲＳ、ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、ＧＳＴ变化 􀭰ｘ±ｓ
组别 ＴＢＡＲＳ(μｇ / ｇ ｐｏｒｔ) ＳＯＤ(ｎｇ / ｇ ｐｏｒｔ) ＧＳＨ－Ｐｘ(μｍｏｌ / ｇ ｐｏｒｔ) ＧＳＴ(μｇ / ｇ ｐｏｒｔ)
正常对照组 ３０􀆰 ２０±１􀆰 ６２６ｂ ４􀆰 ３０±０􀆰 １１０ｂ １􀆰 ３４±０􀆰 ０４ｂ １􀆰 ９５±０􀆰 ０３ｂ

Ｄｐ 处理组 ４０􀆰 ０４±１􀆰 ８０４ｂ ３􀆰 ３７±０􀆰 ０８８ｂ １􀆰 １１±０􀆰 ０２ｂ １􀆰 ３０±０􀆰 ０３ｂ

光照处理组 ５１􀆰 ９１±２􀆰 ８２９ １􀆰 ８２±０􀆰 ０９９ ０􀆰 ９５±０􀆰 ０５ ０􀆰 ９８±０􀆰 ０３
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

Ｆ ２２􀆰 ０２６ １３２􀆰 ９１７ ２３􀆰 １６７ ２０８􀆰 ３９７
Ｐ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１

注:ｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 光照组ꎮ

意义(Ｐ<０􀆰 ００１ꎬ表 ２)ꎮ 与正常对照组相比ꎬ光照处理组
的大鼠视网膜组织中 ＴＢＡＲＳ 含量上升ꎬＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、
ＧＳＴ 含量均下降(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ与光照处理组相比ꎬＤｐ 处理
组的大鼠视网膜组织中 ＴＢＡＲＳ 含量下降ꎬＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、
ＧＳＴ 含量均升高(Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ图 ５)ꎮ
３讨论

视觉的形成需要一定光量刺激视网膜ꎬ视网膜病变尤
其是视锥细胞损伤会导致夜盲和视野缩窄ꎬ最终导致中心
视力严重受损ꎬ然而视锥细胞继发损伤的病理机制却仍未
明确ꎮ 近年来ꎬ本课题组[１２－１３]及其他研究[２ꎬ１５]均证实ꎬ在
３０００Ｌｘ 连续光照下ꎬ视紫红质可吸收过量光子产生较
多自由基ꎬ进而使膜结构(盘膜、线粒体膜、核膜及内质
网膜)中的脂类发生过氧化连锁反应ꎬ形成脂质过氧化
物和活性氧介质( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅꎬＲＯＩ)ꎬ组织
内过氧化产物累积会导致视锥细胞发生氧化应激损伤ꎮ
本研究中过度光照导致 ６６１Ｗ 细胞形态发生改变ꎬ

ＣＣＫ－８检测结果表明ꎬ细胞活力明显下降ꎬ并释放大量
ＬＤＨꎬ与陈胜等[１６]和 Ｚｈｏｕ 等[１７]研究结果一致ꎬ说明过度
光照会抑制细胞活力ꎬ诱导细胞受损ꎮ 光照后 ６６１Ｗ 细
胞和大鼠视网膜组织中脂质过氧化 ＴＢＡＲＳ 明显上调ꎬ与
Ｉｚａｗａ 等[１８]采用小鼠构建 ＲＰＤ 模型后检测视网膜组织
中 ＴＢＡＲＳ 结果相似ꎬ表明过度光照会导致视网膜组织中
ＴＢＡＲＳ 含量增加ꎮ ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、ＧＳＴ 是体内重要的抗
氧化酶系ꎬ对机体的氧化与抗氧化平衡起到至关重要的
作用[１９－２０] ꎮ 本研究发现ꎬ光照后 ６６１Ｗ 细胞和大鼠视网
膜组织中抗氧化酶系(ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、ＧＳＴ)活性降低ꎬ说
明光照促使视网膜细胞氧化应激水平升高ꎬ打破视网膜
中氧化－抗氧化系统平衡ꎬ损伤感光细胞形态ꎬ长期光损
伤可导致视网膜光感受器丢失ꎬ是视网膜变性发生和发展
的高危因素ꎮ

氧化应激不是视网膜功能障碍和变性发展的唯一因
素ꎬ其它因素如炎症、血管改变和细胞变性等也是导致视
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网膜疾病发生发展的主要因素ꎬ但减少氧化应激已被公认
为是视网膜疾病的有效的姑息治疗方法ꎮ 黄体酮、硫辛酸
(ｌｉｐｏｉｃ ａｃｉｄꎬＬＡ)和萝卜硫素(ｓｕｌｆｏｒａｐｈａｎｅꎬＳＦＮ)是常用的
临床前研究该类疾病的抗氧化剂ꎮ 黄体酮可减少自由
基引起的损伤[２１] ꎬ增加抗氧化酶 ＳＯＤ 的表达[２２] ꎬ还可通
过清除细胞内自由基减少脂质过氧化ꎬ抑制氧化应
激[２３] ꎻＬＡ 是亲水亲脂分子ꎬ其能在水和脂质环境中发挥
抗氧化和抗炎作用[２４] ꎮ 视网膜光损伤的体内研究证实ꎬ
ＳＦＮ 能 促 进 核 因 子 ＮＦ － Ｅ２ 相 关 因 子 ( ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ
ｅｒｙｔｈｒｏｉｄｄｅｒｉｖｅｄ ２ － ｌｉｋｅ ２ꎬ Ｎｒｆ２ ) 和 硫 氧 还 蛋 白 － １
( ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ－１ꎬＴｒｘ１)的表达ꎬ具有抗 Ｃａｓｐａｓｅ 活性ꎬ抑制
氧化后炎症反应的作用[２５]ꎮ

目前ꎬ关于视网膜功能障碍治疗的研究中使用的抗氧
化剂种类颇多ꎬ但均未涉及天然化合物花色苷ꎮ Ｄｐ 被认
为是花青素中的一种高效抗氧化剂[２６－２７]ꎮ 新近研究发
现ꎬＤｐ 能通过抗活性氧(ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)依赖
性的氧化应激反应保护骨髓源性肝干细胞(ＢＤＨＳＣｓ) [２８]ꎮ
Ｏｇａｗａ 等[１４]也发现ꎬＤｐ 能显著减少光损伤后 ６６１Ｗ 细胞
中 ＲＯＳ 含量ꎮ 本研究发现ꎬ在光照后的 ６６１Ｗ 细胞中加入
不同浓度的 Ｄｐ 处理 ２４ｈꎬ镜下观察和 ＣＣＫ－８ 检测结果显
示ꎬ细胞的数量和活性明显升高ꎬ且该升高趋势呈现 Ｄｐ
剂量相关性(尤其在 ５ ~ １０μｍｏｌ / Ｌ 升高明显)ꎻ６６１Ｗ 细胞
释放出的 ＬＤＨ 检测结果中ꎬＤｐ 明显降低了 ＬＤＨ 活性ꎬ呈
剂量相关性(５μｍｏｌ / Ｌ 降低效果最明显)ꎬ说明 Ｄｐ 具有抗
光诱导的 ６６１Ｗ 细胞损伤的作用ꎮ 另外ꎬ我们还发现 Ｄｐ
处理后ꎬ细胞内过氧化物产物 ＴＢＡＲＳ 在 Ｄｐ 浓度为 １０ ~
２０μｍｏｌ / Ｌ 内下降明显ꎬ抗氧化酶体系 ( ＳＯＤ、ＧＳＨ － Ｐｘ、
ＧＳＴ)活性均在 Ｄｐ 浓度为 ５μｍｏｌ / Ｌ 升高明显ꎬ动物实验进
一步证实 Ｄｐ 能通过调节氧化－抗氧化系统防护 ＲＰＤꎬ与
课题组前期研究动物体内花青素防护 ＲＰＤ 结果一
致[１２－１３]ꎮ 此外ꎬ课题组前期体内实验发现花青素能够升
高核因子 κＢ(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ ＢꎬＮＦ－κＢ)活性ꎬ同时降
低 Ｃａｓｐａｓｅ－１ 表达ꎬ抑制感光细胞凋亡ꎬＤｐ 是否具备同样
的功效ꎬ值得我们进一步探讨ꎮ

综上所述ꎬ本研究通过构建 ＲＰＤ 的体外细胞模型和
体内动物模型发现ꎬＤｐ 可以降低光损伤后细胞内过氧化
物产物 ＴＢＡＲＳ 含量ꎬ提高抗氧化酶系 ( ＳＯＤ、ＧＳＨ －Ｐｘ、
ＧＳＴ)活性ꎬ说明 Ｄｐ 对光诱导的视网膜的氧化应激损伤具
有防护作用ꎬ为研究与光感受器细胞氧化损伤相关的视网
膜疾病的发病机制和植物化学药物调控眼科疾病的研究
提供了实验依据ꎮ
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１３ Ｃｈｅｎ Ｗꎬ Ｊｉａ Ｈꎬ Ｙｕ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｌａｃｋ ｒｉｃｅ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅ
ｒｅｔｉｎａｌ ｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｒａｔ ｖｉａ ａｎｔｉ － ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎｔｉ －
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ｃｕｒｒ Ｔｏｐ Ｎｕｔｒａｃｅｕｔ Ｒｅｓ ２０１２ꎻ １０(３):１６５１７２
１４ Ｏｇａｗａ Ｋꎬ Ｋｕｓｅ Ｙꎬ Ｔｓｕｒｕｍａ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂｉｌｂｅｒｒｙ
ａｎｄ ｌｉｎｇｏｎｂｅｒｒｙ ｅｘｔｒａｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ｂｌｕｅ ｌｉｇｈｔ－ｅｍｉｔｔｉｎｇ ｄｉｏｄｅ ｌｉｇｈｔ－ｉｎｄｕｃｅｄ
ｒｅｔｉｎａｌ ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ ｃｅｌｌ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ. ＢＭＣ Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ Ａｌｔｅｒｎ Ｍｅｄ
２０１４ꎻ １４: １２０
１５ Ｓｈａｎ Ｌꎬ Ｚｈｅｎｇ Ｍꎬ Ｚｈａｎｇ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｖａｓｃｕｌａｒ Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
Ｇｒｏｗｔｈ Ｆａｃｔｏｒ Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ Ｒｅａｃｔｉｏｎ－ｉｎｄｕｃｅｄ Ｒｅｔｉｎａｌ
Ｅｄｅｍａ. Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ｊ(Ｅｎｇｌ) ２０１６ꎻ １２９(２４): ２９４４－２９５０
１６ 陈胜ꎬ 刘珂ꎬ 秦珊ꎬ 等. ＣＣＫ－８ 法检测蓝光和白光对 ＡＲＰＥ－１９ 细

胞增殖的影响. 国际眼科杂志 ２０１８ꎻ １８(８): １３８５－１３８８
１７ Ｚｈｏｕ ＷＴꎬ Ｎｉ ＹＱꎬ Ｊｉｎ ＺＢꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ
ｌｉｇｈｔ－ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｖｉａ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ｔｈｅ
ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ Ｍüｌｌｅｒ ｃｅｌｌｓ. Ｅｘｐ Ｎｅｕｒｏｌ ２０１２ꎻ ２３８(２): １９２－２０８
１８ Ｉｚａｗａ Ｈꎬ Ｓｈｉｍａｚａｗａ Ｍꎬ Ｉｎｏｕｅ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＮＳＰ －
１１６ꎬ ａ ｎｏｖｅｌ ｉｍｉｄａｚｏｌｙｌ ａｎｉｌｉｎｅ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅꎬ ａｇａｉｎｓｔ ｌｉｇｈｔ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ
ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ. Ｆｒｅｅ Ｒａｄｉｃ Ｂｉｏｌ Ｍｅｄ ２０１６ꎻ ９６: ３０４－３１２
１９ Ｇｏｍｅｚ－Ｍａｒｃｏｓ ＭＡꎬ Ｂｌａｚｑｕｅｚ－Ｍｅｄｅｌａ ＡＭꎬ Ｇａｍｅｌｌａ－Ｐｏｚｕｅｌｏ Ｌꎬ ｅｔ
ａｌ. Ｓｅｒｕｍ Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ Ｄｉｓｍｕｔａｓｅ Ｉｓ Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｖａｓｃｕｌａｒ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
ａｎｄ Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ａｎｄ Ｄｉａｂｅｔｉｃ Ｐａｔｉｅｎｔｓ. Ｏｘｉｄ Ｍｅｄ Ｃｅｌｌ
Ｌｏｎｇｅｖ ２０１６ꎻ ２０１６: ９１２４６７６
２０ Ｒａｚａ Ｈ. Ｄｕａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ Ｓ－ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｓｏｌ
ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ: ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ.
ＦＥＢＳ Ｊ ２０１１ꎻ ２７８(２２): ４２４３－４２５１
２１ Ｒｏｏｆ ＲＬꎬ Ｈａｌｌ ＥＤ. Ｇｅｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ａｃｕｔｅ ＣＮＳ ｔｒａｕｍａ ａｎｄ
ｓｔｒｏｋｅ: ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ. Ｊ
Ｎｅｕｒｏｔｒａｕｍａ ２０００ꎻ １７(５): ３６７－３８８
２２ Ｐａｊｏｖｉｃ′ Ｓꎬ Ｓａｉｃｉｃ′ ＺＳꎬ Ｓｐａｓｉｃ′ ＭＢꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ａｎｄ
ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ｂｅｎｚｏａｔｅ ｏｎ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｏｆ ｍａｌｅ
ｒａｔｓ. Ｅｘｐｅｒｉｅｎｔｉａ １９９６ꎻ ５２(３): ２２１－２２４
２３ Ｓｔｅｉｎ ＤＧꎬ Ｗｒｉｇｈｔ ＤＷꎬ Ｋｅｌｌｅｒｍａｎｎ ＡＬ. Ｄｏｅｓ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｈａｖｅ
ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ? Ａｎｎ Ｅｍｅｒｇ Ｍｅｄ ２００８ꎻ ５１(２): １６４－１７２

１６６１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.１９ꎬ Ｎｏ.１０ Ｏｃｔ. ２０１９　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



２４ Ｒｏｃｈｅｔｔｅ Ｌꎬ Ｇｈｉｂｕ Ｓꎬ Ｍｕｒｅｓａｎ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｌｐｈａ － ｌｉｐｏｉｃ ａｃｉｄ:
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｅｓ. Ｃａｎ Ｊ
Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ ２０１５ꎻ ９３(１２): １０２１－１０２７
２５ Ｋｏｎｇ Ｌꎬ Ｌｉｕ Ｂꎬ Ｚｈａｎｇ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ
ｓｕｌｆｏｒａｐｈａｎｅ ｏｎ ｌｉｇｈｔ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ
ａｎｔｉａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ. Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ Ｉｎｔ ２０１６ꎻ １００:
５２－６１
２６ Ｎｏｄａ Ｙꎬ Ｋａｎｅｙｕｋｉ Ｔꎬ Ｍｏｒｉ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ

ｐｏｍｅｇｒａｎａｔｅ ｆｒｕｉｔ ｅｘｔｒａｃｔ ａｎｄ ｉｔｓ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｓ: ｄｅｌｐｈｉｎｉｄｉｎꎬ ｃｙａｎｉｄｉｎꎬ
ａｎｄ ｐｅｌａｒｇｏｎｉｄｉｎ. Ｊ Ａｇｒｉｃ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍ ２００２ꎻ ５０(１): １６６－１７１
２７ 林茂ꎬ 黄道梅ꎬ 郑秀艳ꎬ 等. 粉色、黑色花生种皮色素的抗氧化活
性及组分差异分析. 食品工业科技 ２０１９ꎻ ４０(１４): ２３３－２３９
２８ Ｃｈｅｎ Ｊꎬ Ｌｉ Ｈ Ｙꎬ Ｗａｎｇ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｌｐｈｉｎｉｄｉｎ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｂｅｔａ２ｍ － /
Ｔｈｙ１＋ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ－ｄｅｒｉｖｅｄ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｇａｉｎｓｔ ＴＧＦ－ｂｅｔａ１－
ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ
ｖｉｔｒｏ. Ｃｈｅｍ Ｂｉｏｌ Ｉｎｔｅｒａｃｔ ２０１９ꎻ ２９７: １０９－１１８

最新中国科技核心期刊眼科学类期刊主要指标及排名

刊名
核心总被引频次

数值 排名

核心影响因子

数值 排名

综合评价总分

数值 排名

中华眼科杂志 ２０４０(３４３５) ２(２) ０.９５３(１.０７３) １(４) ７８.４ １

眼科新进展 １２７３(５４５) ３(４) ０.６９０(１.３４４) ４(３) ６０.５ ２

国际眼科杂志 ２４４６(５５１９) １(１) ０.６６７(１.４１２) ５(２) ５７.２ ３

中华眼底病杂志 ８６５ ５ ０.８７８ ２ ５４.３ ４

中华实验眼科杂志 １０１８ ４ ０.６９２ ３ ４６.２ ５

临床眼科杂志 ５１３ ７ ０.５２３ ６ ３８.５ ６

眼科 ３８７ ８ ０.３９８ ８ ２７.１ ７

中华眼视光与视觉科学杂志 ５２８ ６ ０.３９０ ９ ２５.５ ８

中国斜视与小儿眼科杂志 ２５６ ９ ０.４７０ ７ １０.１ ９
　 　 　

９ 种期刊平均值 １０３６ ０.６２９

摘编自 ２０１８ 版«中国科技期刊引证报告»核心版和扩展版(括号里面为扩展版的统计指标)
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