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部疾病、小儿眼科ꎮ
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摘要

目的:探讨木犀草素对 Ｈ２ Ｏ２ 诱导的视网膜色素上皮
(ＲＰＥ)细胞氧化损伤的保护作用及其机制ꎮ
方法:将 ＡＲＰＥ－１９ 细胞分为对照组、Ｈ２Ｏ２组、不同剂量木
犀草素组和 Ｎｒｆ２ 抑制剂组ꎬ除对照组外均采用 １００μｍｏｌ / Ｌ
Ｈ２Ｏ２制备 ＲＰＥ 氧化损伤模型ꎮ 采用四甲基偶氮唑盐
(ＭＴＴ)法检测细胞活力并确定木犀草素处理浓度ꎬ采用

流式细胞仪检测细胞凋亡率及活性氧(ＲＯＳ)含量ꎬ采用试
剂盒法检测细胞中丙二醛 (ＭＤＡ) 和超氧化物歧化酶
(ＳＯＤ)含量ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞 Ｃａｓｐａｓｅ－３、多聚

腺苷酸二磷酸核糖聚合酶 ( ＰＡＲＰ)、Ｂ 细胞淋巴瘤 － ２
(Ｂｃｌ－２)、核因子 Ｅ２ 相关因子 ２(Ｎｒｆ２)及血红素氧化酶－１
(ＨＯ－１)蛋白表达水平ꎮ
结果:１００μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素对 ＡＲＰＥ－１９ 具有毒性作用ꎬ因
此选择 ２５μｍｏｌ / Ｌ 和 ５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素进行后续实验ꎮ
与 Ｈ２Ｏ２组比较ꎬ２５μｍｏｌ / Ｌ 和 ５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素组细胞

活力明显升高ꎬ凋亡率降低ꎬＲＯＳ 和 ＭＤＡ 含量明显减少ꎬ
ＳＯＤ 活性明显升高ꎬＣａｓｐａｓｅ－３ 和 ＰＡＲＰ 蛋白表达水平明
显降低ꎬＢｃｌ－２、Ｎｒｆ２ 及 ＨＯ－１ 蛋白表达水平明显升高(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ 与 ５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素组比较ꎬＮｒｆ２ 抑制剂组细
胞活力明显降低ꎬ凋亡率明显升高ꎬＲＯＳ 和ＭＤＡ 含量明显
升高[(６５４.９６±２６.９９) ｖｓ (４４６.５２±２９.４２)ꎬ(３.８９±０.２９)
ｎｍｏｌ / ｍＬ ｖｓ(２. ０６ ± ０. １９) ｎｍｏｌ / ｍＬ]ꎬＳＯＤ 活性明显降低
[(１３.８３±１.４９)Ｕ / ｍＬ ｖｓ (２２.６９±１.８３)Ｕ / ｍＬ]ꎬＣａｓｐａｓｅ－３
和 ＰＡＲＰ 蛋白表达水平明显升高ꎬＢｃｌ－２、Ｎｒｆ２ 及 ＨＯ－１ 蛋
白表达水平明显降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
结论:木犀草素能够改善 Ｈ２ Ｏ２ 诱导的 ＲＰＥ 细胞氧化损

伤ꎬ其作用机制与激活 Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１ 通路有关ꎮ
关键词:木犀草素ꎻ视网膜色素上皮细胞ꎻ氧化损伤ꎻ核因
子 Ｅ２ 相关因子 ２ꎻ血红素氧化酶－１
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２１.１.０４

Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｃｅｌｌｓ
ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１ ｐａｔｈｗａｙ

Ｍｅｎｇ Ｈｏｎｇ１ꎬ Ｄａｏ －Ｘｉａｎ Ｈｏｎｇ２ꎬ Ｒｏｎｇ －Ｘｉａｎ Ｓｈｉ１ꎬ
Ｃｏｎｇ Ｗｅｉ１ꎬ Ｘｉａｏ－Ｌｉ Ｚｈａｏ１ꎬ Ｑｕａｎ－Ｄａ Ｌｉ１

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ: Ｋａｉｆｅｎｇ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
Ｐｒｏｊｅｃｔｓ (Ｎｏ.１９０３０６５)
１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎻ ２Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ
Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｋａｉｆｅｎｇ ４７５００１ꎬ
Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｄａｏ － Ｘｉａｎ Ｈｏｎｇ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ
Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ
Ｋａｉｆｅｎｇ ４７５００１ꎬ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｈｄｘ＿ｓｔｕｄｙ＠ １６３.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０１９－１１－１５　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２０－１２－０７

Ａｂｓｔｒａｃｔ
• ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｏｎ Ｈ２Ｏ２ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ (ＲＰＥ) ｃｅｌｌｓ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ:ＡＲＰＥ－ １９ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐꎬ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐꎬ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ
Ｎｒｆ２ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ＲＰＥ ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ １００μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ Ｏ２ꎬ ｅｘｃｅｐｔ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｍｅｔｈｙｌ
ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ( ＭＴＴ ) ａｓｓａｙ ａｎｄ ｐｒｏｐｅｒ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ.
Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ. Ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ａｎｄ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ
( ＲＯＳ ) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙꎬ
ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ ( ＭＤＡ ) ａｎｄ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ
(ＳＯＤ) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｋｉｔ ｍｅｔｈｏｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ － ３ꎬ ｐｏｌｙ ａｄｅｎｏ － ｓｉｎｅ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｒｉｂｏｓｅ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ( ＰＡＲＰ )ꎬ Ｂ ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ － ２ ( Ｂｃｌ － ２ )ꎬ
ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２ － ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２ (Ｎｒｆ２) ａｎｄ
ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ － １ (ＨＯ － １) ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.
• ＲＥＳＵＬＴＳ: １００μｍｏｌ / Ｌ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｈａｓ ｔｏｘｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ
ＡＲＰＥ－１９ ｃｅｌｌｓꎬ ｓｏ ２５μｍｏｌ / Ｌ ａｎｄ ５０μｍｏｌ / Ｌ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｗｅｒｅ
ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ
ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｂｃｌ － ２ꎬ
Ｎｒｆ２ꎬ ＨＯ － １ ｉｎ ２５μｍｏｌ / Ｌ ａｎｄ ５０μｍｏｌ / Ｌ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｇｒｏｕｐｓ
ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ Ｈ２ Ｏ２ ｇｒｏｕｐ (Ｐ < ０􀆰 ０５) .
Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅꎬ ＲＯＳꎬ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ － ３ ａｎｄ ＰＡＲＰ ｉｎ ２５μｍｏｌ / Ｌ
ａｎｄ ５０μｍｏｌ / Ｌ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ

１２

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２１ꎬ Ｎｏ.１ Ｊａｎ. ２０２１　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



ｔｈａｎ ｔｈｅ Ｈ２ Ｏ２ ｇｒｏｕｐ ( Ｐ < ０􀆰 ０５) . Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ＳＯＤ
ａｃｔｉｖｉｔｙ [(１３.８３± １.４９)Ｕ / ｍＬ ｖｓ (２２.６９± １.８３)Ｕ / ｍＬ] ａｎｄ
ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｂｃｌ － ２ꎬ Ｎｒｆ２ ａｎｄ ＨＯ － １
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ Ｎｒｆ２ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ５０μｍｏｌ / Ｌ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<
０􀆰 ０５) . Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅꎬ ＲＯＳꎬ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ [(６５４.９６±
２６.９９) ｖｓ (４４６.５２± ２９.４２)ꎬ(３.８９± ０.２９)ｎｍｏｌ / ｍＬ ｖｓ (２.０６±
０.１９) ｎｍｏｌ / ｍＬ ] ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
Ｃａｓｐａｓｅ－ ３ ａｎｄ ＰＡＲＰ ｉｎ ｔｈｅ Ｎｒｆ２ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ５０μｍｏｌ / Ｌ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<
０􀆰 ０５) .
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｃａｎ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｄａｍａｇｅ ｏｆ ＲＰＥ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２ꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｎｒｆ２ / ＨＯ － １
ｐａｔｈｗａｙ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｌｕｔｅｏｌｉｎꎻ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎻ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅꎻ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２ － ｒｅｌａｔｅｄ
ｆａｃｔｏｒ ２ꎻ ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ－１

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｈｏｎｇ Ｍꎬ Ｈｏｎｇ ＤＸꎬ Ｓｈｉ ＲＸꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
Ｌｕｔｅｏｌｉｎ ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｃｅｌｌｓ ｂｙ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１ ｐａｔｈｗａｙ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)
２０２１ꎻ２１(１):２１－２６

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

ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬＡＲＭＤ)是一种累及黄斑部的不可逆退行性
病变ꎬ是老年人视力损伤的主要病因之一[１]ꎮ 随着我国人
口老龄化的进展ꎬＡＲＭＤ 的发病人群逐年增多[２]ꎮ ＡＲＭＤ
的具体病因及发病机制尚不明确ꎬ但越来越多的研究表明
视网膜色素上皮( ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎬＲＰＥ)细胞的
氧化应激损伤与 ＡＲＭＤ 的发生、发展密切相关[３－４]ꎮ 因
此ꎬ保护 ＲＰＥ 细胞免受氧化应激损伤是防治 ＡＲＭＤ 的重
要途径ꎮ 已知 Ｅ２ 相关因子 ２( ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２－
ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２ꎬＮｒｆ２) / 血红素加氧酶－１(ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ－
１ꎬＨＯ－１)是机体内源性抗过氧化物的重要蛋白ꎬ被激活
后可抑制过氧化物诱导细胞损伤[５]ꎮ 因此调控 Ｎｒｆ２ 通路
对于 ＡＲＭＤ 的防治具有潜在价值ꎮ 木犀草素是一种天然
的黄酮类化合物ꎬ广泛存在于金银花等多种药用植物中ꎬ
具有抗炎、抗氧化及抗病毒等多种药理学作用[６]ꎮ 目前研
究表明木犀草素对 ＲＰＥ 细胞及视网膜损伤具有保护作
用[７－８]ꎬ但其是否能够增强 ＲＰＥ 细胞的抗氧化活性及其抗
氧化机制尚不清楚ꎮ 因此ꎬ本研究采用 Ｈ２Ｏ２损伤 ＲＰＥ 细
胞建立体外氧化应激损伤模型ꎬ观察木犀草素对 ＲＰＥ 细
胞氧化损伤的保护作用ꎬ并探讨其作用机制ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料　 人 ＲＰＥ 细胞株 ＡＲＰＥ－１９(美国 ＡＴＣＣ 公司)ꎻ
木犀草素(南京景竹生物科技有限公司)ꎻＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培
养液、胎牛血清、胰蛋白酶(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻＮｒｆ２ 抑制剂
全 反 式 维 甲 酸、 四 甲 基 偶 氮 唑 盐 ( ｍｅｔｈｙｌ ｔｈｉａｚｏｌｙｌ
ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍꎬＭＴＴ)和 Ｈ２ Ｏ２ 等(美国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎻ丙二醛
(ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬ ＭＤＡ)、 超氧化物歧化 酶 ( ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬＳＯＤ) 试剂盒及酶联免疫吸附测定 ( ｅｎｚｙｍｅ
ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬＥＬＩＳＡ)试剂盒等(北京索莱宝
科技有限公司)ꎬＣａｓｐａｓｅ－３ 单克隆抗体、多聚腺苷酸二磷
酸 核 糖 聚 合 酶 ( ｐｏｌｙ ａｄｅｎｏ － ｓｉｎｅ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｒｉｂｏｓｅ

ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅꎬＰＡＲＰ)单克隆抗体、Ｂ 细胞淋巴瘤－２(Ｂ ｃｅｌｌ
ｌｙｍｐｈｏｍａ－２ꎬＢｃｌ－２)单克隆抗体、Ｎｒｆ２ 单克隆抗体、ＨＯ－１
单克隆抗体及辣根过氧化物酶标记的 ＩｇＧ 二抗(英国ꎬ
Ａｂｃａｍ)ꎮ 主要仪器设备: 台式离心机 ( Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｍｉｃｒｏ２１Ｒꎬ美国)ꎬ 流式细胞仪 ( ＢＤ ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒꎬ 美国
ＢＤ)ꎬ酶标仪(ＨＢＳ－１０９６Ｃꎬ南京德铁实验设备有限公司)ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １细胞培养　 ＡＲＰＥ－１９ 细胞复苏后接种于 ＤＭＥＭ/ Ｆ１２
培养基(含 １０％胎牛血清、１００Ｕ / ｍＬ 青霉素和 １００ｍｇ / ｍＬ
链霉素)中ꎬ于 ３７℃ꎬ５％ ＣＯ２的培养箱中培养ꎬ待细胞生长
融合至 ８０％时ꎬ用 ０􀆰 ２５％胰蛋白酶进行消化并传代ꎬ选取
对数生长期的细胞进行后续实验ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２分组及给药　 将 ＡＲＰＥ－１９ 细胞分为对照组、Ｈ２Ｏ２

组、不同剂量木犀草素组和 Ｎｒｆ２ 抑制剂组ꎮ 对照组:不做
任何处理ꎻＨ２ Ｏ２ 组:培养基中加入 １００μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ Ｏ２ 培养
２４ｈꎻ不同剂量木犀草素组: 培养基中分别加 入 ２５、
５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素预处理 ２ｈ 后加入 １００μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２培
养 ２４ｈꎻＮｒｆ２ 抑制剂组:培养基中加入木犀草素 ５０μｍｏｌ / Ｌ＋
１０μｇ / ｍＬ 全反式维甲酸预处理 ２ｈꎬ然后加入 １００μｍｏｌ / Ｌ
Ｈ２Ｏ２培养 ２４ｈꎮ 显微镜下观察各组细胞形态变化ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ ＭＴＴ 法检测细胞活力　 取对数期生长的 ＡＲＰＥ－１９
细胞ꎬ以 １×１０５个 / 毫升接种于 ９６ 孔板中ꎬ细胞贴壁后用
不同浓度(０、２５、５０、１００μｍｏｌ / Ｌ)的木犀草素培养基培养
或按照 １􀆰 ２􀆰 ２ 的分组及给药方式培养 ２４ｈ 后ꎬ更换培养
基ꎬ每孔加入 ２０μＬ ＭＴＴ(５ｍｇ / ｍＬ)ꎬ培养 ４ｈ 后弃培养基ꎬ
每孔加入 ２００μＬ 二甲基亚砜( ＤＭＳＯ) 溶液ꎬ震荡 １０ｍｉｎ
后ꎬ采用酶标仪测定波长 ４９０ｎｍ 处的光密度(Ａ)值ꎮ 细胞
活力(％)＝ 实验组 Ａ 值 / 对照组 Ａ 值×１００％ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４细胞凋亡的检测 　 取对数期生长的 ＡＲＰＥ－１９ 细
胞ꎬ以 １×１０６个 / 毫升接种于 ９６ 孔板中ꎬ按照 １􀆰 ２􀆰 ２ 的分组
及给药方式培养后ꎬ离心收集细胞ꎮ 加入 １９５μＬ 结合液
重悬细胞ꎬ然后加入 ５μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ 混匀ꎬ室温避光
孵育 １０ｍｉｎꎻ离心弃上清ꎬ加入 １９０μＬ 结合液重悬细胞ꎬ然
后加入 １０μＬ ＰＩ 染液混匀ꎬ４℃避光孵育 １０ｍｉｎꎮ 流式细胞
仪检测细胞凋亡情况ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５细胞内氧化应激水平的测定
１􀆰 ２􀆰 ５􀆰 １ 细胞内 ＲＯＳ 水平测定 　 取对数期生长的
ＡＲＰＥ－１９细胞ꎬ以 １×１０６个 / 毫升接种于 ９６ 孔板中ꎬ按照
１􀆰 ２􀆰 ２ 的分组及给药方式培养后ꎬ胰蛋白酶消化ꎬＰＢＳ 洗
涤后加入荧光探针 ＤＣＦＨ－ＤＡꎬ３７℃避光孵育 ３０ｍｉｎꎬ使探
针与细胞充分接触ꎬ消化后离心收集细胞ꎬ用流式细胞仪
(激发波长 ４８８ｎｍꎬ发射波长 ５２５ｎｍ)检测细胞内的平均荧
光强度ꎬ即 ＲＯＳ 水平ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５􀆰 ２细胞内 ＭＤＡ和 ＳＯＤ含量的测定　 收集各组细
胞ꎬ超声波破碎ꎬ离心取上清ꎮ 采用硫代巴比妥酸比色法
测定 ＭＤＡ 含量ꎬ黄嘌呤氧化酶法测定 ＳＯＤ 活性ꎬ实验步
骤严格按照试剂盒说明方法进行ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达　 收集各组细胞ꎬ分别
加入适量的蛋白裂解液(含 ＰＭＳＦ)ꎬ冰上裂解 ３０ｍｉｎꎬ４℃
离心 １５ｍｉｎꎬ提取细胞总蛋白ꎬ并采用 ＢＣＡ 法测定蛋白浓
度ꎮ 取 ４０μｇ 蛋白样品进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳ꎬ将蛋白转移至
ＰＶＤＦ 膜上ꎬ５％脱脂奶粉封闭过夜ꎬ分别加入 Ｃａｓｐａｓｅ－３、
ＰＡＲＰ、Ｂｃｌ－２、Ｎｒｆ２、ＨＯ－１、β－ａｃｔｉｎ 一抗(稀释比例均为
１ ∶ １０００)ꎬ４℃孵育过夜ꎮ 加二抗(稀释比例为 １∶ ２０００)ꎬ室
温孵育 １ｈꎮ 电化学发光显影后ꎬ采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 凝胶图像分
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　 　表 １　 各组细胞 ＲＯＳ、ＭＤＡ及 ＳＯＤ水平比较 􀭰ｘ±ｓ
分组 ＲＯＳ 荧光强度 ＭＤＡ(ｎｍｏｌ / ｍＬ) ＳＯＤ(Ｕ / ｍＬ)
对照组 ３１１􀆰 ２１±２１􀆰 ７８ １􀆰 ２６±０􀆰 １４ ２７􀆰 ４５±２􀆰 ０５
Ｈ２Ｏ２组 ６９１􀆰 ４９±４１􀆰 ３６ａ ４􀆰 ７２±０􀆰 ３１ａ １０􀆰 ２２±１􀆰 ４１ａ

２５μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素组 ５０９􀆰 ７３±３２􀆰 ４５ａꎬｃ ３􀆰 ４１±０􀆰 ２６ａꎬｃ １６􀆰 ７１±１􀆰 ６７ａꎬｃ

５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素组 ４４６􀆰 ５２±２９􀆰 ４２ａꎬｃ ２􀆰 ０６±０􀆰 １９ａꎬｃ ２２􀆰 ６９±１􀆰 ８３ａꎬｃ

Ｎｒｆ２ 抑制剂组 ６５４􀆰 ９６±２６􀆰 ９９ａꎬｃꎬｅ ３􀆰 ８９±０􀆰 ２９ａꎬｃꎬｅ １３􀆰 ８３±１􀆰 ４９ａꎬｃꎬｅ

注:ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ Ｈ２Ｏ２组ꎻｅＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素组ꎮ

析系统计算目的条带与内参条带灰度值的比值ꎬ即目的蛋
白的相对表达量ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 进行统计学分析ꎬ计量

资料以均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ多组间比较采用单因素
方差分析ꎬ组间两两比较采用 ＬＳＤ－ ｔ 检验ꎬ以 Ｐ<０􀆰 ０５ 代
表差异有统计学意义ꎮ
２结果
２􀆰 １木犀草素对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞活力的影响 　 采用 ＭＴＴ
法检测木犀草素对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞活力的影响ꎬ结果显示ꎬ
各组细胞活力差异有统计学意义(Ｆ ＝ ４􀆰 ３５１ꎬＰ ＝ ０􀆰 ００８)ꎬ
见图 １ꎮ 组间两两比较发现ꎬ１００μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素组细胞
活力明显低于对照组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ其余各组间差异无统计
学意义 ( Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎬ说明 １００μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素能抑制
ＡＲＰＥ－１９ 细胞活性ꎮ 因此选择 ２５、５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素进
行后续研究ꎮ
２􀆰 ２木犀草素对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＡＲＰＥ－１９细胞活力的影响
　 各组细胞增殖活力比较差异有统计学意义 ( Ｆ ＝
２１７􀆰 ５３９ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎬ见图 ２ꎮ 组间两两比较发现ꎬＨ２Ｏ２ 组
细胞 活 力 明 显 低 于 对 照 组 ( Ｐ < ０􀆰 ０５ )ꎻ ２５μｍｏｌ / Ｌ 和
５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素组细胞活力明显高于 Ｈ２Ｏ２ 组 (Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬ且 ５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素组变化更明显(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ而
Ｎｒｆ２ 抑制剂组细胞活力明显低于 ５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素组
(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ３木犀草素对 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞形态学的影
响　 对照组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞呈梭形贴壁生长ꎬ细胞轮廓清
晰ꎻＨ２Ｏ２组细胞皱缩、变小、变圆ꎬ失去正常形态ꎬ部分细
胞不能贴壁生长ꎻ２５μｍｏｌ / Ｌ 和 ５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素组细胞
形态得到改善ꎬ５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素组较 ２５μｍｏｌ / Ｌ 组更为
明显ꎮ Ｎｒｆ２ 抑制剂组部分细胞形态异常ꎬ与 ２５μｍｏｌ / Ｌ 木
犀草素组细胞类似(图 ３)ꎮ
２􀆰 ４木犀草素对 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞凋亡的影响
　 流式细胞仪检测结果见图 ４Ａꎬ各组细胞调亡率比较ꎬ差
异有统计学意义(Ｆ ＝ １３９􀆰 ４７３ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎮ 组间两两比较
发现ꎬＨ２ Ｏ２ 组细胞凋亡率明显高于对照组 (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ
２５μｍｏｌ / Ｌ 和 ５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素组细胞凋亡率明显低于
Ｈ２Ｏ２组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ且 ５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素组变化更明显
(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ 而 Ｎｒｆ２ 抑制剂组细 胞 凋 亡 率 明 显 高 于
５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析结果见图 ４Ｂꎬ各组细胞 Ｃａｓｐａｓｅ－３、
ＰＡＲＰ 及 Ｂｃｌ－２ 蛋白表达水平比较ꎬ差异均有统计学意义
(Ｆ＝ ２１７􀆰 ７７６、１７２􀆰 １６７、１９０􀆰 ００ꎬ均 Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 组间两两比
较发现ꎬＨ２Ｏ２组细胞 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 和 ＰＡＲＰ 的蛋白表达水
平明显高于对照组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＢｃｌ－２ 水平明显低于对照
组(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ２５μｍｏｌ / Ｌ 和 ５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素组细胞

　 　

图 １　 木犀草素对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞活力的影响　 ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 对
照组ꎮ

图 ２　 木犀草素对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞活力的影响
ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ Ｈ２Ｏ２ 组ꎻｅＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ ５０μｍｏｌ / Ｌ
木犀草素组ꎮ

Ｃａｓｐａｓｅ－３ 和 ＰＡＲＰ 的蛋白表达水平明显低于 Ｈ２Ｏ２组(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬＢｃｌ － ２ 水平明显高于 Ｈ２Ｏ２ 组 ( Ｐ < ０􀆰 ０５ )ꎬ 且
５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素组变化更明显(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻＮｒｆ２ 抑制剂
组细胞 Ｃａｓｐａｓｅ － ３ 和 ＰＡＲＰ 的蛋白表达水平明显高于
５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素组(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬＢｃｌ － ２ 水平明显低于
５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
２.５木犀草素对 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞氧化应激水
平的影响　 各组细胞 ＲＯＳ、ＭＤＡ 和 ＳＯＤ 水平比较ꎬ差异均
有统计学意义(Ｆ ＝ １５０.０６５、１９２.９１６、９８.３１８ꎬ均 Ｐ<０.０１)ꎬ
见表 １ꎮ 组间两两比较发现ꎬＨ２Ｏ２组细胞 ＲＯＳ 和 ＭＤＡ 含
量明显高于对照组ꎬＳＯＤ 活性明显低于对照组(Ｐ<０.０５)ꎻ
２５μｍｏｌ / Ｌ 和 ５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素组细胞 ＲＯＳ 和 ＭＤＡ 含

３２

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２１ꎬ Ｎｏ.１ Ｊａｎ. ２０２１　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



　 　

图 ３　 木犀草素对 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞形态学的影响(×１００)　 Ａ:对照组ꎻＢ:Ｈ２Ｏ２组ꎻＣ:２５μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素组ꎻＤ:５０μｍｏｌ / Ｌ
木犀草素组ꎻＥ:Ｎｒｆ２ 抑制剂组ꎮ

图 ４　 木犀草素对 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞凋亡的影响　 Ａ:流式细胞仪检测各组细胞凋亡情况ꎻＢ:各组细胞 Ｃａｓｐａｓｅ－３、ＰＡＲＰ
及 Ｂｃｌ－２ 蛋白水平比较ꎮａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ Ｈ２Ｏ２组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ ５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素组ꎮ
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图 ５　 各组细胞 Ｎｒｆ２ 和 ＨＯ－１ 蛋白表达水平比较　 ａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ Ｈ２Ｏ２组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ ５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素组ꎮ

量明显低于 Ｈ２ Ｏ２ 组ꎬ ＳＯＤ 活性明显高于 Ｈ２ Ｏ２ 组ꎬ且
５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素组变化更明显(Ｐ<０.０５)ꎻＮｒｆ２ 抑制剂
组细胞 ＲＯＳ 和 ＭＤＡ 含量明显高于 ５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素组
(Ｐ<０.０５)ꎬＳＯＤ 活性明显低于 ５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素组(Ｐ<
０.０５)ꎮ
２.６ 木犀草素对 Ｈ２ Ｏ２ 诱导的 ＡＲＰＥ －１９ 细胞 Ｎｒｆ２ 和
ＨＯ－１蛋白表达的影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析显示ꎬ各组细胞
Ｎｒｆ２ 和 ＨＯ－１ 蛋白表达水平比较ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝
１２１.４７５、１１７.３５２ꎬ均 Ｐ<０.０１)ꎬ见图 ５ꎮ 组间两两比较发
现ꎬＨ２Ｏ２组细胞 Ｎｒｆ２ 和 ＨＯ－１ 蛋白表达水平明显低于对
照组(Ｐ<０.０５)ꎻ２５μｍｏｌ / Ｌ 和 ５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素组细胞
Ｎｒｆ２ 和 ＨＯ－１ 蛋白表达水平明显高于 Ｈ２Ｏ２组(Ｐ<０.０５)ꎬ
且 ５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素组变化更明显(Ｐ<０.０５)ꎻＮｒｆ２ 抑制
剂组细胞 Ｎｒｆ２ 和 ＨＯ－１ 蛋白表达水平明显低于 ５０μｍｏｌ / Ｌ
木犀草素组(Ｐ<０.０５)ꎮ
３讨论

ＡＲＭＤ 是盲的主要原因ꎬ随着人类寿命的延长ꎬ其发
病率逐年提高ꎮ 当前研究发现长期氧化应激导致的 ＲＰＥ
细胞结构与功能异常是引发 ＡＲＭＤ 的重要原因之一[９－１０]ꎮ
目前ꎬ通过抗氧化剂治疗 ＡＲＭＤ 已成为研究热点ꎮ 木犀
草素是一种天然黄酮类化合物ꎬ具有抗氧化、清除氧自由
基等生物学活性[１１－１２]ꎮ 本研究利用 １００μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２建立
ＲＰＥ 细胞氧化损伤模型ꎬ观察木犀草素对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞
的保护作用及其可能的机制ꎮ 本研究使用 ＭＴＴ 法检测
ＡＲＰＥ－１９ 细胞活性ꎬ结果发现给予 Ｈ２Ｏ２处理时细胞活力
显著下降ꎻ而给予不同剂量木犀草素预处理后给予 Ｈ２Ｏ２

诱导ꎬ细胞活力明显升高ꎬ其中 ５０μｍｏｌ / Ｌ 木犀草素预处理
的细胞活性最高ꎬ表明木犀草素对 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＡＲＰＥ－１９
细胞损伤具有保护作用ꎮ 同时 Ｈｙｔｔｉ 等[７]研究发现木犀草
素对氧化应激损伤后的 ＲＰＥ 细胞具有保护和修复作用ꎻ
魏达亨等[８]研究发现木犀草素通过降低 ＨＭＧＢ１ 表达减
轻 ＮＦ－κＢ 介导的炎症ꎬ抑制碘酸钠诱导的 ＲＰＥ 细胞凋
亡ꎬ保护视网膜免受损伤ꎮ 说明木犀草素对多种因素引起
的视网膜损伤均具有一定的保护作用ꎮ 此外ꎬ本研究还发
现各剂量木犀草素能降低 ＲＯＳ 和 ＭＤＡ 含量ꎬ增强 ＳＯＤ
活性ꎬ表明木犀草素可以清除 Ｈ２Ｏ２诱导生成的 ＲＯＳꎬ促
进 ＲＰＥ 细胞内抗氧化物质含量增加ꎬ提高 ＲＰＥ 细胞抗
氧化应激能力ꎬ在一定程度上逆转 Ｈ２Ｏ２引起的细胞氧化
应激损伤ꎬ进一步说明木犀草素对视网膜氧化损伤具有
保护作用ꎮ 同时肖童等[１３] 研究发现木犀草素预处理对

Ｈ２Ｏ２诱导的大鼠心肌 Ｈ９Ｃ２ 细胞氧化应激损伤具有保护
作用ꎮ 提示木犀草素对 Ｈ２Ｏ２诱导的细胞损伤具有一定的
保护作用ꎮ

研究显示 ＲＰＥ 细胞功能受损时可以引起细胞凋亡ꎬ
而木犀草素具有显著的抗凋亡特性[１４－１５]ꎮ 我们使用流式
细胞术检测发现ꎬＨ２Ｏ２处理后 ＡＲＰＥ－１９ 细胞凋亡率明显
升高ꎬ而给予木犀草素处理后细胞凋亡率明显降低ꎬ且
Ｃａｓｐａｓｅ－３ 和 ＰＡＲＰ 蛋白表达水平明显降低ꎬＢｃｌ－２ 水平
明显升高ꎬ提示木犀草素能够抑制 Ｈ２Ｏ２诱导的细胞凋亡ꎮ
同时魏达亨等[８]研究发现ꎬ木犀草素可以抑制碘酸钠诱导
的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞凋亡ꎮ 提示木犀草素能对 ＲＰＥ 细胞功
能受损引起的细胞凋亡具有一定抑制作用ꎮ

Ｎｒｆ２ 通路作为重要的内源性抗氧化应激通路ꎬ在氧化
应激反应应答中起关键作用[１６]ꎮ Ｎｒｆ２ 是调节氧化还原平
衡的关键转录因子[１７]ꎮ 静息状态下ꎬＮｒｆ２ 在细胞浆中与
Ｋｅａｐ１ 结合ꎬ经泛素化－蛋白酶体降解[１８]ꎮ 氧化应激状态
下ꎬ氧化还原平衡被打破ꎬＮｒｆ２ 被活化ꎬ从 Ｋｅａｐ１ 中释放并
转移至细胞核ꎬ与核内的抗氧化反应元件(ＡＲＥ)结合ꎬ上
调下游Ⅱ相解毒酶和抗氧化基因的表达ꎬ提高抗氧化酶
ＧＳＨ－Ｐｘ 和 ＳＯＤ 的活性ꎬ从而实现抗氧化应激作用[１９－２０]ꎮ
ＨＯ－１ 作为 Ｎｒｆ２ 调控的下游蛋白ꎬ可以催化血红素降解生
成胆绿素、一氧化碳和游离铁ꎬ四者共同形成细胞抗氧化
应激损伤的内源性保护系统ꎬ减弱氧化应激及炎性反应ꎬ
同时抑制促凋亡蛋白的表达ꎬ抑制细胞凋亡[２１－２２]ꎮ 本研
究结果发现ꎬ木犀草素能上调 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞
中 Ｎｒｆ２ 及 ＨＯ－１ 蛋白的表达ꎬ而加入 Ｎｒｆ２ 抑制剂后ꎬＮｒｆ２
和 ＨＯ－１ 蛋白表达明显降低ꎬ说明木犀草素能够通过某种
方式激活 Ｎｒｆ２ꎬ从而上调下游抗氧化基因 ＨＯ－１ 蛋白的表
达ꎬ增强细胞清除 ＲＯＳ 的能力ꎬ维持细胞内氧化还原状态
的平衡ꎬ抑制氧化应激反应ꎬ保护细胞免受氧化应激损伤ꎬ
而 Ｎｒｆ２ 抑制剂能逆转木犀草素对 Ｈ２Ｏ２诱导的细胞氧化应
激损伤保护作用ꎬ进一步说明了木犀草素可通过激活 Ｎｒｆ２
来抑制 Ｈ２Ｏ２诱导的氧化应激损伤ꎮ 已有研究发现木犀草
素可以激活人脐静脉内皮 ＥＡ.ｈｙ９２６ 细胞 Ｎｒｆ２ 信号通路ꎬ
抑制 Ｈ２Ｏ２诱导的细胞毒性ꎬ对细胞具有氧化损伤保护作

用[２３]ꎮ 提示木犀草素可通过 Ｎｒｆ２ 来发挥抗氧化作用ꎮ
综上所述ꎬ木犀草素对 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞氧

化应激损伤具有保护作用ꎬ其机制可能与激活 Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１
信号通路ꎬ抑制氧化应激反应有关ꎬ为临床治疗 ＡＲＭＤ 提
供了新策略ꎮ
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