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摘要

目的:探讨槲皮素通过 Ｎｒｆ２ / Ｋｅａｐ１ / ＡＲＥ 通路对小鼠年龄

相关性黄斑变性的保护作用及机制研究ꎮ
方法:以昆明小鼠为研究对象ꎬ分为:对照组、模型组、槲皮

素组ꎻ眼底检查各组小鼠眼底是否出现黄白色似玻璃疣物

质ꎻＯＣＴ 检查各组小鼠视网膜厚度ꎻＨＥ 染色观察各组小

鼠视网膜形态的改变ꎻＦＦＡ 观察各组小鼠眼底血管完整

性ꎻＥＬＩＳＡ 检测小鼠血清中 ＳＯＤ、ＧＳＨ －Ｐｘ、ＣＡＴ 活性和

ＲＯＳ、ＭＤＡ 含量变化ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组小鼠视网膜中

Ｎｒｆ２ / Ｋｅａｐ１ / ＡＲＥ 相关蛋白的表达情况ꎮ
结果:槲皮素能使小鼠眼底的黄白色似玻璃膜疣物质减少

且视网膜厚度增加(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ视网膜血管渗漏点明显减

少ꎻ与模型组比较ꎬ槲皮素组小鼠的 ａ 波振幅、ｂ 波振幅较

模型组均明显上升(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ槲皮素能使小鼠视网膜结

构比较清晰ꎬ部分外核层发生坏死脱落ꎬ且使小鼠血清中

ＲＯＳ、ＭＤＡ 含量降低(均 Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、ＣＡＴ 活

性提高(均 Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与模型组比较ꎬ槲皮素组小鼠视网

膜细胞质中 Ｎｒｆ２ 蛋白表达上调(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ细胞核中 Ｎｒｆ２
蛋白表达下调(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ小鼠视网膜中 Ｋｅａｐ１、ＨＯ－１、
ＮＱＯ－１、ＧＣＬ 蛋白表达下调(均 Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
结论:槲皮素可能通过 Ｎｒｆ２ / Ｋｅａｐ１ / ＡＲＥ 通路ꎬ改善视网

膜光损伤后的氧化应激状态ꎬ保护视网膜功能ꎬ对年龄相

关性黄斑变性具有保护作用ꎮ
关键词:槲皮素ꎻＮｒｆ２ / Ｋｅａｐ１ / ＡＲＥ 通路ꎻ年龄相关性黄斑

变性
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０引言
年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 ( ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ

ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬＡＲＭＤ)是老年人失明最常见的原因ꎬ全球患
病率为 ８％ [１]ꎮ 近三分之一的早期 ＡＲＭＤ 发展为新生血
管性 ＡＲＭＤ(ｎＡＲＭＤ)ꎮ 衰老、遗传、饮食、吸烟、肥胖和血
管疾病都与 ＡＲＭＤ 的发病机制有关[２]ꎮ 转录因子 ＮＦ－Ｅ２
相关因子(ＮＦ－Ｅ２－ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２ꎬＮｒｆ２)是一种关键转录
因子ꎬ已被确定能够激活抗氧化反应[３]ꎮ 正常生理情况
下ꎬＮｒｆ２ 与 Ｋｅａｐ１ 蛋白存在于细胞质中ꎬ处于相对稳定状
态ꎮ 当受到氧化应激因子等刺激后ꎬＮｒｆ２ 与 Ｋｅａｐ１ 迅速解
离ꎬ并从细胞质进入细胞核ꎬ与抗氧化反应元件( ａｎｔｉ －
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎬＡＲＥ)结合[４]ꎮ 此外ꎬ最近的研
究还发现ꎬＮｒｆ２ 信号传导是抗氧化酶去除活性氧( ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)和其他有害物质并保护身体免受氧
化应激所必需的关键途径[５]ꎮ 槲皮素(Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ)为壳斗
科植物伊比利亚栎的皮和叶中提取的苷类化合物ꎬ能够抑
制离体恶性细胞的生长、抑制癌细胞 ＤＮＡ、ＲＮＡ 和蛋白质
合成[６]ꎮ 同时还能抑制血小板聚集和 ５－羟色胺的释放ꎬ
对 ＡＤＰ、凝血酶和血小板活化因子诱导的血小板聚集均
有明显抑制作用ꎮ 但槲皮素在年龄相关性黄斑变性治疗
方面研究甚少ꎮ 本课题将研究槲皮素是否通过 Ｎｒｆ２ /
Ｋｅａｐ１ / ＡＲＥ 通路对年龄相关性黄斑变性小鼠具有保护作
用ꎬ进一步探讨其作用机制ꎬ为临床上治疗年龄相关性黄
斑变性提供新的理论依据ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料 　 ６０ 只体质量 １８ ~ ２２ｇ 昆明小鼠购自中国科学
院上海斯莱克实验动物有限公司ꎬ本研究经过了我院的伦
理审查ꎮ ＳＯＤ 试剂盒(批号:ＣＳＢ－Ｅ１４９８１ｒ)、ＧＳＨ－Ｐｘ 试
剂盒 (批号: ＣＳＢ － Ｅ１２１４６ｒ)、 ＣＡＴ 试剂盒 (批号: ＣＳＢ －
ＥＬ００４５６３ＰＬ)、ＭＤＡ 试剂盒(批号:ＣＳＢ－Ｅ０８５８８ｒ)购于美
国 ＣＵＳＡＢＩＯ 公司ꎮ ＲＩＰＡ 裂解液(批号:Ｒ００２０－１００)购自
北京索莱宝科技有限公司ꎮ 多克隆抗体 Ｎｒｆ２ (批号:
ａｂ７６０２６)、多克隆抗体 Ｋｅａｐ１(批号:ａｂ１３９７２９)、多克隆抗
体 ＬａｍｉｎＢ１(批号:ａｂ１６０４８)、单克隆抗体 ＨＯ－ １(批号:
ａｂ１８９４９１１)、单克隆抗体 ＮＱＯ－１(批号:ａｂ３４１７３)、单克隆
抗体 ＧＣＬ(批号:ａｂ２０７７７７)、单克隆抗体 ＧＡＰＤＨ(批号:
ａｂ８２４５)购自美国 Ａｂｃａｍ 公司ꎮ 山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗(批号:
２９８５Ｓ)和山羊抗鼠 ＩｇＧ 二抗(批号:５８７３Ｓ)购自美国 Ｃｅｌｌ

Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎮ ＰＶＤＦ 膜(批号:ＩＰＶＨ０８１３０)购
自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎮ ＨＥ 试剂盒(批号:ＺＦ－０３２８)购自北京
中杉金桥生物技术有限公司ꎮ 切片机 ＲＭ２０１６ (货号:
２０１６００３２)购自德国徕卡公司ꎮ 多功能微孔板读板机
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ ( 货 号: ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ ｉＤ５ ) 购 自 美 国
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司ꎮ 倒置生物显微镜(批号:ＣＫＸ５３)
购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １动物分组与给药　 将 ６０ 只昆明小鼠在室温(２５℃ ±
２℃)下保持 １２ｈ 黑暗 / 光照循环饲养ꎮ 小鼠喂养适量的
水和正常的饲料ꎬ并且在开始实验之前使小鼠适应环境至
少 ２ｗｋꎮ 将小鼠分别随机分为 ３ 组:对照组、模型组和槲
皮素组ꎬ每组 ２０ 只ꎮ 造模 ３ｄ 后ꎬ槲皮素组小鼠给予槲皮
素 ２００ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)灌胃治疗 ３０ｄꎬ对照组和模型组则同步
给予等体积生理盐水ꎬ每天定点给小鼠灌胃ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２模型制作　 参照 Ｓｙｋｅｓ 等[７] 和 Ｈａｎｓｓｏｎ[８] 方法制作
光损伤装置ꎮ 光照箱的上方安装排风孔ꎬ下方安装排气
孔ꎬ并且在箱内放置两个有机玻璃透明箱ꎬ其体积为
４０ｃｍ×２５ｃｍ×２５ｃｍꎮ 光照箱的每个面都安装白色荧光灯
管ꎬ且箱内中心向各方向照度 ２０００Ｌｘꎬ箱内的温度应与动
物房间内的温度一致ꎬ控制在 ２３℃ ~ ２７℃ꎮ 小鼠均在 １２ｈ
明(２０~５０Ｌｘ)和 １２ｈ 暗(０ ~ １２Ｌｘ)的循环光环境中适应
７ｄꎬ在玻璃乙醚麻醉缸中逐只放入小鼠约 ３ｍｉｎ 进行吸入
麻醉ꎬ待小鼠麻醉后ꎬ缝线开睑ꎮ 小鼠清醒后逐只进入光
照箱ꎬ接受 １２ｈ 持续光照射ꎮ 光照结束后立即拆除开睑缝
线ꎬ送回暗环境中ꎮ 实验前预留出正常小鼠ꎮ 在造模过程
中ꎬ模型组死亡 １ 只小鼠ꎮ 造模结束后进行眼底照相检
查:小鼠眼底出现大量黄白色似玻璃膜疣物质ꎬ说明造模
成功ꎬ可进行后续的实验ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３小鼠眼底检查和 ＯＣＴ 检查　 小鼠用戊巴比妥钠麻
醉后ꎬ用 Ｒｅｔｉｎａ Ｉｍａｇｉｎｇ Ｓｙｓｔｅｍ 给小鼠眼底照相ꎮ 使用
ＳＤ－ＯＣＴ检测小鼠视网膜厚度ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４ ＨＥ染色观察小鼠视网膜形态的改变 　 取小鼠视
网膜标本ꎬ在 ４％多聚甲醛溶液中固定过夜ꎮ 脱水后ꎬ石
蜡包埋ꎬ切片ꎬ厚度为 ４μｍꎬ并在 ６５℃下烘烤 １ｈꎮ 接下来ꎬ
将切片脱蜡并用苏木精和曙红染色ꎮ 最后ꎬ在倒置显微镜
下观察视网膜形态的改变情况ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５ ＦＦＡ观察小鼠眼底血管完整性　 小鼠麻醉后用复
方托吡卡胺滴眼液进行散瞳ꎬ腹腔注射荧光素溶液ꎬ在注
射 ５ｍｉｎ 后定量荧光素渗漏斑点ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６ 小鼠视网膜电图 　 使用 Ｅｓｐｉｏｎ 视觉电生理系统
记录视 网 膜 电 图ꎮ 将 小 鼠 暗 适 应 过 夜ꎬ 用 强 度 为
６００(ｃｄ􀅰ｓ) / ｍ２的 Ｇａｎｚｆｅｌｄ 光刺激器通过闪光刺激引发视
网膜电图ꎮ 记录并分析双眼中的 ａ 波和 ｂ 波振幅ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７小鼠血清中 ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、ＣＡＴ 活性和 ＲＯＳ、
ＭＤＡ含量测定　 实验结束后ꎬ各组小鼠眼球采血于离心
管中ꎬ待凝固后ꎬ３０００ｒ / ｍｉｎꎬ离心 １５ｍｉｎꎬ分离血清ꎬ采用
ＥＬＩＳＡ 试剂盒测定各组小鼠血清中 ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、ＣＡＴ 活
性和 ＭＤＡ 含量ꎬＲＯＳ 检测采用 Ｆｅｎｔｏｎ 反应及 Ｇｒｉｅｓｓ 试剂
显色法测定ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ８ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测小鼠视网膜组织 中 Ｎｒｆ２、
Ｋｅａｐ－１、ＨＯ－１、ＮＱＯ－１、ＧＣＬ蛋白的表达　 取小鼠视网
膜组织于离心管中ꎬ加入 １ｍＬ 制备好的 ＲＩＰＡ 裂解液提取
蛋白ꎬ用 ＢＣＡ 法测定总蛋白含量ꎮ 取等量蛋白质样品上
样ꎬＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳分离蛋白质后转膜ꎬ用 ５％脱脂奶
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图 １　 各组小鼠眼底照相及 ＯＣＴ检查结果　 Ａ:各组小鼠眼底照相结果ꎬ红色箭头指向黄白色似玻璃膜疣物质ꎻＢ:各组小鼠 ＯＣＴ 检
查结果ꎮａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 对照组ꎬｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 模型组ꎮ

粉封 闭 １ｈꎬ 之 后 加 入 稀 释 后 的 Ｎｒｆ２、 Ｋｅａｐ１、 ＬａｍｉｎＢ、
ＨＯ－１、ＮＱＯ－１、ＧＣＬ 和 ＧＡＰＤＨ 一抗ꎬ４℃ 摇床上孵育过
夜ꎮ 用 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ每次 １０ｍｉｎꎬ加入对应于一抗种属
来源的 ＨＲＰ 标记的二抗ꎬ在室温摇床上孵育 １ｈꎬ用 ＴＢＳＴ
洗膜 ３ 次ꎬ每次 １０ｍｉｎꎮ 使用 ＥＣＬ 化学发光液显色发光ꎬ
凝胶成像系统拍照ꎬＩｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 图像分析系统对蛋白
条带进行分析ꎮ

统计学分析:采用统计学软件 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 进行ꎬ至少

取 ３ 次独立实验结果ꎬ以均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ多组间
数据比较采用单因素方差分析ꎬ两组间比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检
验ꎬＰ<０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义ꎮ
２结果
２􀆰 １三组小鼠眼底及视网膜厚度的变化　 眼底照相结果
显示:对照组小鼠眼底未见黄白色似玻璃膜疣物质ꎻ模型
组小鼠眼底出现大量黄白色似玻璃膜疣物质ꎬ说明造模成
功ꎻ槲皮素组小鼠眼底出现黄白色似玻璃膜疣物质ꎬ但较
模型组明显减少ꎬ见图 １Ａꎮ ＯＣＴ 检查结果显示ꎬ对照组、
模型组、槲皮素组小鼠视网膜厚度分别为 ３１９􀆰 ２３±１２􀆰 ３４、
２３４􀆰 ４６±１１􀆰 ２３、３００􀆰 ５６±１２􀆰 １２μｍꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝
１８􀆰 ０８２ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎮ 与对照组相比ꎬ模型组小鼠视网膜厚
度减少(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与模型组相比ꎬ槲皮素组小鼠视网膜厚
度增加(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ见图 １Ｂꎮ
２􀆰 ２槲皮素对小鼠眼底血管完整性的影响 　 ＦＦＡ 结果显
示:对照组、模型组、槲皮素组小鼠视网膜血管渗漏点分别

为 ４􀆰 ３４±０􀆰 ９８、２８􀆰 ５６±１􀆰 ４５、１７􀆰 ７８±１􀆰 ２３ 个ꎬ差异具有统计
学意义(Ｆ ＝ ５７􀆰 ３６７ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎮ 对照组小鼠的视网膜血
管无渗漏现象发生ꎬ与对照组相比ꎬ模型组小鼠的视网膜
血管发生渗漏ꎬ可以看见明显的渗漏点(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎻ与模
型组比较ꎬ槲皮素组小鼠视网膜血管发生渗漏ꎬ但渗漏点
较模型组明显减少(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ见图 ２ꎮ
２􀆰 ３槲皮素对小鼠视网膜电图的影响　 视网膜电图结果
显示:对照组、模型组、槲皮素组小鼠 ａ 波振幅、ｂ 波振幅
差异均具有统计 学 意 义 ( Ｆ ＝ ６０􀆰 ５４７ꎬ Ｐ < ０􀆰 ００１ꎻ Ｆ ＝
６２􀆰 ６４５ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎮ 与对照组比较ꎬ模型组小鼠 ａ 波振
幅、ｂ 波振幅均显著下降(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎻ与模型组比较ꎬ槲皮
素组小鼠 ａ 波振幅、ｂ 波振幅均明显上升(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ见
图 ３ꎬ表 １ꎮ
２􀆰 ４槲皮素对小鼠视网膜形态改变的影响　 ＨＥ 染色结果
显示:对照组小鼠视网膜各层结构清晰ꎬ无坏死脱落现象ꎻ
模型组小鼠视网膜各层结构不清晰ꎬ部分发生坏死脱落ꎻ
槲皮素组小鼠视网膜结构比较清晰ꎬ部分外核层发生坏死
脱落ꎬ见图 ４ꎮ
２􀆰 ５槲皮素对小鼠血清中 ＲＯＳ、ＭＤＡ含量的影响　 Ｇｒｉｅｓｓ
试剂显色法结果显示ꎬ对照组、模型组、槲皮素组小鼠血清
中 ＲＯＳ 含量差异具有统计学意义(Ｆ ＝ ２０􀆰 ５６３ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎮ
与对照组相比ꎬ模型组小鼠血清中 ＲＯＳ 含量明显增加(Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎻ与模型组相比ꎬ槲皮素组小鼠血清中 ＲＯＳ 含量降
低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ＥＬＩＳＡ 结果显示ꎬ对照组、模型组、槲皮素
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图 ２　 ＦＦＡ检查各组小鼠眼底血管完整性　 ｂＰ<０􀆰 ００１ ｖｓ 对照组ꎬｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 模型组ꎮ

图 ３　 各组小鼠视网膜 ａ波和 ｂ波振幅结果　 ｂＰ<０􀆰 ００１ ｖｓ 对照组ꎬｄＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 模型组ꎮ

图 ４　 ＨＥ染色观察各组小鼠视网膜形态的改变(×１００)　 Ａ:对照组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:槲皮素组ꎮ

表 １　 各组小鼠视网膜 ａ波和 ｂ波振幅变化 (􀭰ｘ±ｓꎬμＶ)
组别 ｎ ａ 波 ｂ 波

对照组 ２０ ９８􀆰 ３４±１􀆰 ８７ １３８􀆰 ２３±２􀆰 ０２
模型组 １９ １８􀆰 ５６±１􀆰 ０１ｂ ４３􀆰 ６７±１􀆰 ４５ｂ

槲皮素组 ２０ ６４􀆰 ２１±１􀆰 １２ｄ １０８􀆰 ９８±１􀆰 ５６ｄ

注:ｂＰ<０􀆰 ００１ ｖｓ 对照组ꎬｄＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 模型组ꎮ

组小鼠血清中 ＭＤＡ 含量差异具有统计学意义 ( Ｆ ＝
３６􀆰 ６７８ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎮ 与对照组相比ꎬ模型组小鼠血清中
ＭＤＡ 含量明显增加(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ与模型组相比ꎬ槲皮素组
小鼠血清中 ＭＤＡ 含量降低(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ见图 ５ꎬ表 ２ꎮ
２􀆰 ６槲皮素对小鼠血清中 ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、ＣＡＴ 活性的影
响　 ＥＬＩＳＡ 结果显示ꎬ对照组、模型组、槲皮素组小鼠血清
中 ＳＯＤ、 ＧＳＨ － Ｐｘ、 ＣＡＴ 活 性 差 异 具 有 统 计 学 意 义
(Ｆ＝ ２０􀆰 ４５７ꎬＰ<０􀆰 ０１ꎻＦ＝ ５９􀆰 ４８７ꎬＰ<０􀆰 ００１ꎻＦ ＝ ５７􀆰 ４５２ꎬＰ<
０􀆰 ００１)ꎮ 与对照组相比ꎬ模型组小鼠血清中 ＳＯＤ、ＧＳＨ－

　 　表 ２　 各组小鼠血清中 ＲＯＳ、ＭＤＡ含量变化 􀭰ｘ±ｓ
组别 ｎ ＲＯＳ(荧光强度) ＭＤＡ(ｎｍｏｌ / ｍＬ)
对照组 ２０ １５０２􀆰 ５６±２８􀆰 ５４ １３􀆰 ４５±０􀆰 ７８
模型组 １９ ４００１􀆰 ７５±３５􀆰 ６７ｂ ２９􀆰 ７８±０􀆰 ９９ｂ

槲皮素组 ２０ ２４５３􀆰 ６７±２９􀆰 ７８ｃ １９􀆰 ８７±０􀆰 ８６ｄ

注:ｂＰ<０􀆰 ０１ 与对照组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ꎬｄＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 模型组ꎮ

Ｐｘ、ＣＡＴ 活性均明显下降(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ与模型组相比ꎬ槲皮
素组小鼠血清中 ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、ＣＡＴ 活性提高(Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ
Ｐ<０􀆰 ０１ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎬ见图 ６ 和表 ３ꎮ
２􀆰 ７槲皮素对小鼠视网膜中 Ｎｒｆ２ 蛋白表达的影响 　
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明ꎬ对照组、模型组、槲皮素组小鼠视
网膜中 Ｎｒｆ２ 蛋白表达差异均具有统计学意义 ( Ｆ ＝
５６􀆰 ０２３ꎬＰ<０􀆰 ００１ꎻＦ＝ ５８􀆰 ４５９ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎮ 与对照组相比ꎬ
模型组小鼠视网膜细胞质中 Ｎｒｆ２ 蛋白表达下调 ( Ｐ <
０􀆰 ００１)ꎬ细胞核中 Ｎｒｆ２ 蛋白表达上调(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎻ与模

５３１１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２０ꎬ Ｎｏ.７ Ｊｕｌ. ２０２０　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



　 　

图 ５　 各组小鼠血清中 ＲＯＳ、ＭＤＡ含量的变化　 Ａ:ＲＯＳꎻＢ:ＭＤＡꎮｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ꎬｄＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 模型组ꎮ

图 ６　 ＥＬＩＳＡ检测各组小鼠血清中 ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、ＣＡＴ活性的表达　 Ａ: ＳＯＤꎻ Ｂ: ＧＳＨ－Ｐｘꎻ Ｃ:ＣＡＴꎮｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ꎬ
ｄＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 模型组ꎮ

图 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组小鼠视网膜中 Ｎｒｆ２ 蛋白表达情况　 Ａ、Ｃ:各组小鼠视网膜细胞质中 Ｎｒｆ２ 蛋白表达情况ꎻＢ、Ｄ:各组小鼠
视网膜细胞核中 Ｎｒｆ２ 蛋白表达情况ꎮｂＰ<０􀆰 ００１ ｖｓ 对照组ꎬｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 模型组ꎮ

表 ３　 各组小鼠血清中 ＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、ＣＡＴ活性表达

(􀭰ｘ±ｓꎬＵ / ｍＬ)
组别 ｎ ＳＯＤ ＧＳＨ－Ｐｘ ＣＡＴ
对照组 ２０ ３７􀆰 ８９±１􀆰 ７６ １１２􀆰 ５６±１􀆰 ３４ １２􀆰 ３８±１􀆰 ２５
模型组 １９ １９􀆰 ０４±１􀆰 ４５ｂ ５３􀆰 ６７±０􀆰 ８９ｂ ５􀆰 ９７±１􀆰 ０２ｂ

槲皮素组 ２０ ３１􀆰 ５６±１􀆰 ２３ｃ ７８􀆰 ９６±０􀆰 ７９ｄ ８􀆰 ６５±１􀆰 ０３ｃ

注:ｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ꎬｄＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 模型组ꎮ

表 ４　 各组小鼠视网膜中 Ｎｒｆ２ 蛋白表达情况 􀭰ｘ±ｓ
组别 ｎ Ｎｒｆ２ / ＧＡＰＤＨ Ｎｒｆ２ / ＬａｍｉｎＢ
对照组 ２０ ０􀆰 ６１±０􀆰 １３ ０􀆰 ５３±０􀆰 ０９
模型组 １９ ０􀆰 ２８±０􀆰 ０７ｂ ０􀆰 ７９±０􀆰 ０７ｂ

槲皮素组 ２０ ０􀆰 ４３±０􀆰 ０６ｃ ０􀆰 ６３±０􀆰 ０５ｃ

注:ｂＰ<０􀆰 ００１ ｖｓ 对照组ꎬｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 模型组ꎮ

型组相比ꎬ槲皮素组小鼠视网膜细胞质中 Ｎｒｆ２ 蛋白表达
上调 ( Ｐ < ０􀆰 ０５ )ꎬ细 胞 核 中 Ｎｒｆ２ 蛋 白 表 达 下 调 ( Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬ见图 ７ 和表 ４ꎮ

２􀆰 ８ 槲皮素对小鼠视网膜中 Ｋｅａｐ１、ＨＯ－１、ＮＱＯ－１、
ＧＣＬ 蛋白表达的影响 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明ꎬ对照组、
模型组、槲皮素组小鼠视网膜中 Ｋｅａｐ１、ＨＯ－１、ＮＱＯ－１、
ＧＣＬ 蛋白表达差异均具有统计学意义(Ｆ ＝ ２６􀆰 ６２１ꎬＰ<
０􀆰 ０１ꎻＦ ＝ ３０􀆰 ４２１ꎬ Ｐ < ０􀆰 ０１ꎻ Ｆ ＝ ４６􀆰 ７８５ꎬ Ｐ < ０􀆰 ００１ꎻ Ｆ ＝
４０􀆰 １２３ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎮ 与对照组相比ꎬ模型组小鼠视网膜
中 Ｋｅａｐ１、ＨＯ－１、 ＮＱＯ － １、 ＧＣＬ 蛋白表达均上调 ( Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎻ与模型组相比ꎬ槲皮素组小鼠视网膜中 Ｋｅａｐ１、
ＮＱＯ－１、ＧＣＬ 蛋白表达均下调(Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬＰ< ０􀆰 ００１ꎬＰ<
０􀆰 ０１)ꎬ见图 ８ 和表 ５ꎮ
３讨论

ＡＲＭＤ 是一种复杂的神经退行性疾病ꎬ导致老年人视
力丧失ꎮ ＡＲＭＤ 的发展是基于年龄相关的视网膜色素上
皮细胞(ＲＰＥ)和脉络膜毛细血管的变化ꎬ但是从典型的年
龄相关变化向病理过程的转变的确切机制仍然知之甚少ꎮ
ＡＲＭＤ 的特征在于神经元和光感受器的进展性丧失ꎬ从而
导致失明ꎮ 视网膜细胞死亡受复杂机制控制ꎬ目前尚不清
楚ꎮ 这种状况阻碍了 ＡＲＭＤ 有效治疗的发展[９]ꎮ
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图 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组小鼠视网膜中 Ｋｅａｐ－１、ＨＯ－１、ＮＱＯ－１、ＧＣＬ蛋白表达情况　 ｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ꎬｄＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ
模型组ꎮ

表 ５　 各组小鼠视网膜中 Ｋｅａｐ－１、ＨＯ－１、ＮＱＯ－１、ＧＣＬ蛋白表达变化 􀭰ｘ±ｓ
组别 ｎ Ｋｅａｐ－１ / ＧＡＰＤＨ ＨＯ－１ / ＧＡＰＤＨ ＮＱＯ－１ / ＧＡＰＤＨ ＧＣＬ / ＧＡＰＤＨ
对照组 ２０ ０􀆰 ２９±０􀆰 １３ ０􀆰 ４５±０􀆰 １７ ０􀆰 ２５±０􀆰 １２ ０􀆰 １９±０􀆰 ０６
模型组 １９ ０􀆰 ５６±０􀆰 １４ｂ ０􀆰 ７５±０􀆰 １４ｂ ０􀆰 ５８±０􀆰 １３ｂ ０􀆰 ４０±０􀆰 ０９ｂ

槲皮素组 ２０ ０􀆰 ３６±０􀆰 ９８ｃ ０􀆰 ６１±０􀆰 １６ ０􀆰 ３２±０􀆰 ０８ｄ ０􀆰 ２７±０􀆰 ０７ｄ

注:ｂＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ꎬｄＰ<０􀆰 ０１ ｖｓ 模型组ꎮ

　 　 研究表明ꎬＮｒｆ２ / Ｋｅａｐ１ / ＡＲＥ 信号通路是细胞中抗氧
化应激重要的信号通路ꎮ 研究发现ꎬ在正常情况下ꎬＮｒｆ２
和 Ｋｅａｐ１ 结合在一起并存在于细胞质中ꎮ 当受到氧化应
激时ꎬ这种稳态状态被打破ꎬＮｒｆ２ 和 Ｋｅａｐ１ 形成的二聚体
被打破ꎬＮｒｆ２ 和 Ｋｅａｐ１ 分离ꎬＮｒｆ２ 迅速从细胞浆进入到细
胞核ꎬ 与 ＡＲＥ 结合ꎬ 启动其下游靶基因ꎬ 调节 ＳＯＤ、
ＧＳＨ－Ｐｘ、ＣＡＴ、ＨＯ－１、ＮＱＯ－１、ＧＣＬ 等的转录活性[１０]ꎮ 其
中这些酶可降低血清中 ＭＤＡ 含量ꎬ清除细胞内 ＲＯＳꎬ从而
发挥抗氧化作用ꎬ减轻氧化损伤ꎬ降低机体内氧化应激状
态[１１]ꎮ 氧化应激能导致视网膜功能障碍和变性ꎬ与
ＡＲＭＤ 相关ꎬ减轻氧化应激是认为治疗视网膜疾病有效的
方法ꎮ

槲皮素又名槲皮黄素ꎬ是一种黄酮类化合物ꎬ其以苷
的形式存在于大多数植物的花、叶、果实ꎮ 研究证实ꎬ槲皮
素具有抗炎、清除自由基、抗氧化、抑制新生血管生成等作
用[１２]ꎮ Ｘｕ 等[１３]研究发现ꎬ槲皮素磷脂复合物能使氧化损
伤的视网膜色素细胞中 Ｎｒｆ２ 通路相关蛋白和其下游抗氧
化酶及Ⅱ相代谢酶提高ꎬ从而发挥抗氧化作用ꎬ说明槲皮
素对于年龄相关性黄斑变性的治疗具有潜在价值ꎮ 在本
实验室前期的实验中ꎬ我们发现槲皮素对年龄相关性黄斑
变性 有 一 定 的 治 疗 作 用ꎬ 其 中 当 槲 皮 素 的 剂 量 为
２００ｍｇ / ｋｇ作用效果最佳ꎬ因此ꎬ后续实验选择此浓度ꎮ

在本实验中ꎬ我们先进行了眼底照相ꎬ结果显示ꎬ与对
照组相比ꎬ模型组小鼠眼底出现大量黄白色似玻璃膜疣物
质且视网膜厚度减少ꎬ然而槲皮素可以减少小鼠眼底的黄
白色似玻璃膜疣物质减少且增加视网膜厚度ꎬ提示造模成
功且槲皮素对年龄相关性黄斑变性有一定的治疗作用ꎮ
ＯＣＴ 实验结果表明ꎬ与对照组相比ꎬ模型组小鼠的视网膜
血管发生明显渗漏ꎬ槲皮素组小鼠视网膜血管发生渗漏ꎬ
但渗漏面积较模型组明显减少ꎮ 在小鼠视网膜电图中我
们发现ꎬ与对照组比较ꎬ模型组小鼠 ａ 波振幅、ｂ 波振幅均
显著下降ꎬ与模型组比较ꎬ槲皮素组小鼠 ａ 波振幅、ｂ 波振

幅均明显上升ꎮ ＨＥ 染色结果表明ꎬ对照组小鼠视网膜各
层结构清晰ꎬ无坏死脱落现象ꎬ模型组小鼠视网膜各层结
构不清晰ꎬ部分发生坏死脱落ꎬ槲皮素组小鼠视网膜结构
比较清晰ꎬ部分外核层发生坏死脱落ꎮ ＥＬＩＳＡ 实验显示ꎬ
与对照组相比ꎬ模型组小鼠血清中 ＲＯＳ、ＭＤＡ 含量明显增
加ꎬＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、ＣＡＴ 活性明显下降ꎬ与模型组相比ꎬ槲
皮素组小鼠血清中 ＲＯＳ、ＭＤＡ 含量降低ꎬＳＯＤ、ＧＳＨ－Ｐｘ、
ＣＡＴ 活性提高ꎬ提示槲皮素可以减轻氧化应激反应ꎬ对年
龄相关性黄斑变性有保护作用ꎮ 进一步探讨了槲皮素对
Ｎｒｆ２ / Ｋｅａｐ１ / ＡＲＥ 信号途径的作用ꎬ结果表明ꎬ与对照组相
比ꎬ模型组小鼠视网膜细胞质中 Ｎｒｆ２ 蛋白表达下调ꎬ细胞
核中 Ｎｒｆ２ 蛋白表达上调ꎬ与模型组相比ꎬ槲皮素组小鼠视
网膜细胞质中 Ｎｒｆ２ 蛋白表达上调ꎬ细胞核中 Ｎｒｆ２ 蛋白表
达下调ꎮ 与对照组相比ꎬ模型组小鼠视网膜中 Ｋｅａｐ１、
ＨＯ－１、ＮＱＯ－１、ＧＣＬ 蛋白表达上调ꎬ与模型组相比ꎬ槲皮
素组小鼠视网膜中 Ｋｅａｐ１、ＨＯ－１、ＮＱＯ－１、ＧＣＬ 蛋白表达
下调ꎮ 因此ꎬ槲皮素通过 Ｎｒｆ２ / Ｋｅａｐ１ / ＡＲＥ 通路对年龄相
关性黄斑变性具有保护作用ꎮ

综上所述ꎬ槲皮素通过 Ｎｒｆ２ / Ｋｅａｐ１ / ＡＲＥ 通路ꎬ改善
视网膜光损伤后的氧化应激状态ꎬ保护视网膜功能ꎬ对年
龄相关性黄斑变性具有保护作用ꎮ 因此ꎬ槲皮素在年龄相
关性黄斑变性的治疗和预后方面带来新的应用ꎮ
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ｒｅｔｉｎａ ｂｙ ｂｒｏａｄ － ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｌｉｇｈｔ. Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ
１９８１ꎻ２０:４２５－４３４
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Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
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１０ Ｒｅｎｅ Ｃꎬ Ｌｏｐｅｚ Ｅꎬ Ｃｌａｕｓｔｒｅｓ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. ＮＦ－Ｅ２－ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２ꎬ ａ ｋｅｙ
ｉｎ ｉｎｄｕｃｅｒ ｏｆ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｄｅｆｅｎｓｅｓꎬ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ＣＦＴＲ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ. Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉ ２０１０ꎻ６７(１３):２２９７－２３０９
１１ 陈维维. 基于 Ｎｒｆ２ 信号通道研究芹菜素对氧化损伤小鼠视网膜的

保护作用. 南京中医药大学 ２０１７
１２ 王海燕ꎬ 杨金龙ꎬ 谷山林ꎬ 等. 桑叶槲皮素提取物抗氧化活性研

究. 丝绸 ２０１８ꎻ５５(３):１５－２０
１３ Ｘｕ ＸＲꎬ Ｙｕ ＨＴꎬ Ｙａｎｇ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｃｏｍｐｌｅｘ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ＡＲＰＥ－１９ ｃｅｌｌｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｒｆ２ ｐａｔｈｗａｙ. Ｅｕｒｏｐ Ｊ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ ２０１６ꎻ７７０:１－８

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 １８９１(３０３６) ２(２) ０.９５４(１.１９１) １(４) ７１.５ １

眼科新进展 １４２８(２７７５) ３(３) ０.９０２(１.６５６) ２(１) ６５.３ ２

中华实验眼科杂志 １０２１(１７２１) ４(４) ０.７７５(１.２９２) ３(３) ４９.９ ３

国际眼科杂志 ２２５７(５４８４) １(１) ０.６２８(１.６２８) ５(２) ４９.３ ４

中华眼科医学杂志电子版 １０８ １０ ０.３４０ １０ ４８.０ ５

中华眼底病杂志 ８４３ ５ ０.６６８ ４ ４５.４ ６

临床眼科杂志 ４６７ ７ ０.４７０ ６ ３３.９ ７

中华眼视光学与视觉科学杂志 ５７９ ６ ０.４４８ ７ ２４.８ ８

眼科 ４０４ ８ ０.４１２ ９ ２３.５ ９

中国斜视与小儿眼科杂志 ２５３ ９ ０.４４８ ７ １８.０ １０

摘编自 ２０１９ 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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