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摘要
目的:研究维生素 Ｅ(Ｖｉｔ Ｅ)对大剂量蓝光诱导人视网膜
色素上皮(ｈＲＰＥ)细胞损伤的影响ꎬ为减少蓝光损伤 ｈＲＰＥ
细胞的预后方案提供思路ꎮ
方法:用 ３０００±１５０Ｌｘ 蓝光建立 ｈＲＰＥ 细胞损伤模型ꎻ利用
流式细胞术检测照射时间分别为 ０、３、６、９、１２、２４ｈ 的 ６ 组
ｈＲＰＥ 细胞凋亡率及活性氧相对量ꎻ利用流式细胞术检测
照射 ０ｈ 组、照射 ６ｈ 组、照射 ６ｈ 前或后加不同浓度 Ｖｉｔ Ｅ
组(Ｖｉｔ Ｅ 的浓度分别为 １０、５０、１００μｍｏｌ / Ｌ)的 ｈＲＰＥ 细胞
凋亡情况和活性氧相对量ꎬ并采用 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 试剂染
色在荧光显微镜下观察 ｈＲＰＥ 细胞的荧光强度ꎮ
结果:与照射 ０ｈ 组相比ꎬ照射 ３、６、９、１２、２４ｈ 组的 ｈＲＰＥ 细
胞活性氧相对量明显增加(均 Ｐ<０.０１)ꎬ照射 ６、９、１２、２４ｈ
组的 ｈＲＰＥ 细胞凋亡率也明显增加(均 Ｐ<０.０１)ꎬ但照射
３ｈ 组的 ｈＲＰＥ 细胞凋亡率无明显增加ꎬ差异无统计学意义
(Ｐ ＝ ０. ４６ )ꎮ 与 照 射 ６ｈ 组 相 比ꎬ 除 照 射 ６ｈ 前 加 入
１０μｍｏｌ / Ｌ的 ｈＲＰＥ 细胞凋亡率(Ｐ ＝ ０.６６)外ꎬ其他加Ｖｉｔ Ｅ
的实验组 ｈＲＰＥ 细胞活性氧相对量和凋亡率明显减少、细
胞中 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 释放蓝色荧光逐渐减弱ꎬ且呈浓度依
赖(均 Ｐ<０.０１)ꎮ 与照射 ０ｈ 组相比ꎬ加 Ｖｉｔ Ｅ 的 ６ 组 ｈＲＰＥ
细胞活性氧相对量和凋亡率有差异(均 Ｐ<０.０１)ꎮ 同一浓
度的 Ｖｉｔ Ｅꎬ除 １０μｍｏｌ / Ｌ Ｖｉｔ Ｅ 的 ｈＲＰＥ 细胞凋亡率在照射
前或后加无差异(Ｐ＝ ０.０８)外ꎬ照射后加 Ｖｉｔ Ｅ 组比照射前
加 Ｖｉｔ Ｅ 组的 ｈＲＰＥ 细胞活性氧相对量、凋亡率明显减少
(均 Ｐ<０.０１)ꎮ
结论:ｈＲＰＥ 细胞经蓝光照射后出现胞内活性氧相对量增
多的现象早于细胞凋亡ꎬ清除胞内活性氧是减少大剂量蓝
光诱导 ｈＲＰＥ 细胞损伤的思路ꎮ Ｖｉｔ Ｅ 可保护由大剂量蓝
光诱导的 ＲＰＥ 细胞损伤ꎬ这种效应随 Ｖｉｔ Ｅ 浓度增加而增
强ꎬ且照射后加入比照射前加入的效果更好ꎮ 但需要一定
剂量的 Ｖｉｔ Ｅ 才能显效ꎬ而且无法完全修复损伤ꎮ
关键词:大剂量蓝光ꎻ维生素 Ｅꎻ人视网膜色素上皮细胞ꎻ
体外培养ꎻ影响
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ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ (ｈＲＰＥ) ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅ ｂｌｕｅ ｌｉｇｈｔꎬ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｅｖｉｄｅｎｃｅ
ｆｏｒ ｉｎｔｅｒｃｅｐｔｉｎｇ ｂｌｕｅ ｌｉｇｈｔ ｄａｍａｇｅｄ ｈＲＰＥ ｃｅｌｌｓ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｔｈｅ ｈＲＰＥ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ
ｗｉｔｈ ３０００±１５０Ｌｘ ｂｌｕｅ ｌｉｇｈｔ. Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ａｎｄ ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ (ＲＯＳ) ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｘ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｈＲＰＥ ｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｔ ０ꎬ ３ꎬ ６ꎬ ９ꎬ １２ ａｎｄ ２４ｈ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ＲＯＳ ｉｎ ｈＲＰＥ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｉｎ ０ｈ － ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ６ｈ －
ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ ａｄｄｅｄ ｇｒｏｕｐｓ (ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ
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ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ａ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｕｓｉｎｇ Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３２５８ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅａｇｅｎｔ.
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ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ ３ꎬ ６ꎬ ９ꎬ １２ ａｎｄ ２４ｈ ｇｒｏｕｐｓ (ａｌｌ Ｐ< ０.０１)ꎬ
ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｈＲＰＥ ｃｅｌｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ
６ꎬ ９ꎬ １２ ａｎｄ ２４ｈ ｇｒｏｕｐｓ (ａｌｌ Ｐ<０.０１)ꎬ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ
ｔｈｅ ３ｈ－ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ ＝ ０. ４６) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ６ｈ － ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｍｏｕｎｔｓ ｏｆ ＲＯＳ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｒａｔｅ ｏｆ
ｔｈｅ ｓｉｘ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｈＲＰＥ ｃｅｌｌｓ ａｄｄｅｄ ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｂｌｕｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ
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ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ (ａｌｌ Ｐ< ０.０１)ꎬｅｘｃｅｐｔ
ｆｏｒ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｈＲＰＥ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ １０ μｍｏｌ / Ｌ ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ
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ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ ｂｅｆｏｒｅ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０１ )ꎬ ｅｘｃｅｐｔ ｆｏｒ
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•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ａｆｔｅｒ ｈＲＰＥ ｃｅｌｌｓ ｈａｄ ｂｅｅｎ ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ ｂｙ
ｂｌｕｅ ｌｉｇｈｔꎬ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ
ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ＲＯＳ ｗａｓ ｅａｒｌｉｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ.
Ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ＲＯＳ ｉｓ ｔｈｅ ｉｄｅａ ｏｆ ｉｎｔｅｒｃｅｐｔｉｎｇ
ｈｉｇｈ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｂｌｕｅ ｌｉｇｈｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ｈＲＰＥ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｙ. Ｖｉｔａｍｉｎ
Ｅ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ＲＰＥ ｃｅｌｌ ａｇａｉｎｓｔ ｄａｍａｇｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅｓ
ｏｆ ｂｌｕｅ ｌｉｇｈｔꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｂｅｃｏｍｅｓ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ａｓ ｔｈｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｂｅｔｔｅｒ
ｗｈｅｎ ａｄｄｅｄ ａｆｔｅｒ ｉｒｒａｄｉａｔｉｎｇ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｉｔ ｄｏｅｓｎ’ ｔ ｔａｋｅ
ｅｆｆｅｃｔ ｕｎｔｉｌ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒｅａｃｈｅｓ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ｌｅｖｅｌ. Ａｎｄ
ｔｈｅ ｄａｍａｇｅ ｃａｎ’ ｔ ｂｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｒｅｐａｉｒｅｄ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｂｌｕｅ ｌｉｇｈｔꎻ ｖｉｔａｍｉｎ Ｅꎻ ｈｕｍａｎ
ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｕｌｔｕｒｅꎻ ｅｆｆｅｃｔ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｗａｎｇ ＳＳꎬ Ｌｉ ＹＮꎬ Ｚｈａｎｇ ＹＦꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ
ｏｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎｊｕｒｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｂｌｕｅ ｌｉｇｈｔ.
Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２２ꎻ２２(２):１８９－１９３

０引言
人视网膜色素上皮( ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌꎬ

ｈＲＰＥ)细胞在物质转运储存、吞噬降解、合成细胞因子、构
成血－视网膜屏障等功能上起着关键作用[１]ꎮ 随着新型
光照ꎬ如浴霸、高功率 ＬＥＤ 屏、眼科诊疗仪器等的出现ꎬ人
眼接触大剂量的蓝光机会日益增多ꎮ 相较于可见光ꎬ蓝光
对视网膜的损伤更严重[２]ꎬ波长在 ４００ ~ ４９９ｎｍ 的蓝光可
通过眼屈光间质直达视网膜[３－４]ꎬ诱导 ｈＲＰＥ 细胞引起氧
化反应ꎬ从而使视网膜发生退行性变疾病[５－８]ꎮ 预防或减
少蓝光损伤ꎬ已成为保护 ｈＲＰＥ 细胞的新课题[９－１１]ꎬ维生
素 Ｅ 具有超强的抗氧化性ꎬ且在自然食物中广泛存在ꎬ价
格低廉ꎬ易于获得ꎮ 为此ꎬ本实验通过考察天然抗氧化剂
维生素 Ｅ(Ｖｉｔａｍｉｎ Ｅꎬ Ｖｉｔ Ｅ)对大剂量蓝光诱导损伤 ｈＲＰＥ
细胞的影响ꎬ为寻找减少 ｈＲＰＥ 细胞的大剂量蓝光损伤的
预后方案提供思路ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１ 实验细胞 　 Ｄ４０７ ｈＲＰＥ 细胞(由福建医科大学惠
赠)ꎮ
１.１.２实验试剂 　 ＤＭＥＭ / Ｆ－１２ 培养液、小牛血清和不含
ＥＤＴＡ 的胰酶(美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司)ꎻ活性氧检测试剂盒
(北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司)ꎻＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ / ＰＩ 双染细胞凋亡
检测试剂盒(南京凯基公司)ꎻＨｏｅｃｈｓｔ 染色试剂盒(上海
碧云天公司)ꎻＶｉｔ Ｅ 标准品(上海源叶生物公司)ꎮ
１.１.３主要仪器　 蓝光光源(主波峰 ４５１ｎｍ、色纯度 ０.９８２ꎬ
南京图特光电科技公司)ꎻ数字式照度仪(ＧＭ１０４０ꎬ深圳
聚茂源公司)、流式细胞仪(ＦＡＣＳｃａｌｉｂｕｒꎬ美国 ＢＤ 公司)ꎬ
荧光倒置显微镜(Ｌｅｉｃａ ＤＭＩＬꎬ德国徕卡公司)ꎬＣＯ２培养箱
(ＨＥＲＡ ｃｅｌｌ１５０ｉꎬ德国贺力氏公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１蓝光损伤模型的建立　 参考已有的[８ꎬ１２] 蓝光损伤建
模方式ꎬ把 Ｐ４~ Ｐ５ 代 ｈＲＰＥ 细胞放在加入体积分数 １０％

小牛血清和 １％青霉素－链霉素溶液的 ＤＭＥＭ / Ｆ－１２ 培养
基中ꎬ并置于体积分数为 ５％ ＣＯ２、温度为 ３７℃的 ＣＯ２恒温
培养箱中培养ꎮ 将主波峰 ４５１ｎｍ、色纯度 ０.９８２ 的蓝光灯
安装在恒温培养箱的正上方ꎬ借助数字式照度仪的监测ꎬ
调整蓝光灯高度ꎬ使 ｈＲＰＥ 细胞培养水平面的照射强度维
持在 ３０００±１５０Ｌｘꎬ照射时长分别为 ３、６、９、１２、２４ｈꎮ
１.２.２ Ｖｉｔ Ｅ添加浓度的确定　 Ｖｉｔ Ｅ 添加浓度分为低、中、
高三种浓度梯度ꎮ 因成人血浆的 Ｖｉｔ Ｅ 正常浓度为 １１.６ ~
４６.４μｍｏ / Ｌ[１３]ꎬ故低浓度设为 １０μｍｏｌ / Ｌꎬ以考察体内正常
水平的 Ｖｉｔ Ｅ 对蓝光损伤 ｈＲＰＥ 细胞的影响ꎻ中国居民可
耐受 Ｖｉｔ Ｅ 最高摄入量的 ８００ｍｇ α－ＴＥ / ｄꎬ按 ４０％吸收[１４]

计算ꎬ 血 浆 Ｖｉｔ Ｅ 浓 度 为 １６５μｍｏｌ / Ｌꎬ 故 高 浓 度 设 为
１００μｍｏｌ / Ｌꎬ以考察体内的 Ｖｉｔ Ｅ 浓度达到毒性作用[１５] 之
前ꎬ体内 Ｖｉｔ Ｅ 对蓝光损伤 ｈＲＰＥ 细胞的影响ꎻ中浓度则取
二者的中间值附近ꎬ为 ５０μｍｏｌ / Ｌꎮ
１.２.３实验分组　 取 Ｐ４~ Ｐ５ 代 ｈＲＰＥ 细胞接种在六孔板ꎬ
培养到细胞汇合度达到 ６０％ ~７０％时ꎬ弃掉培养板中的旧
液ꎬ加入无血清培养液培养 ２４ｈꎮ 培养后分为 １２ 组ꎮ 前 ６
组用于比较不同时长蓝光照射的损伤差异ꎬ分别照射
３０００±１５０Ｌｘ 的蓝光 ０、３、６、９、１２、２４ｈꎬ然后再培养 ２４ｈꎻ后
６ 组用于比较在照射前后加入不同浓度 Ｖｉｔ Ｅ 保护效果的
差异ꎬ其中 ３ 组添加 Ｖｉｔ Ｅ 后照射 ６ｈꎬ３ 组在照射 ６ｈ 后添
加 Ｖｉｔ Ｅꎬ添加 Ｖｉｔ Ｅ 浓度均分别为 １０、５０、１００μｍｏｌ / Ｌꎬ然
后再培养 ２４ｈꎮ 前 ６ 组中的蓝光照射 ０、６ｈ 组同时视为后
６ 组中照射前、后添加组的空白对照ꎮ
１.２.４评价指标　 凋亡是细胞对环境的生理性病理性刺激
信号ꎬ环境条件的变化或缓和性损伤产生的应答有序变化
的死亡过程ꎮ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ / ＰＩ 双染细胞凋亡检测采用
双重染色的方法ꎬ可以有效地区别凋亡早期细胞与坏死细
胞和凋亡晚期的细胞ꎬ并借助流式细胞仪直接观察[１６]ꎮ
活性氧是生命活动中不可缺少的活性物质ꎬ同时参与多种
病理机制ꎬ有明确的病理意义ꎬ检测细胞活性氧含量ꎬ可以
了解活性氧在细胞一些生理和病理状态中的变化ꎬ分析药
物效应和相关机制[１７]ꎮ 因此ꎬ本实验基于 ｈＲＰＥ 细胞蓝光
损伤模型ꎬ检测不同照射时长、Ｖｉｔ Ｅ 不同添加浓度与不同
添加时机作用下ꎬｈＲＰＥ 细胞的凋亡情况和活性氧含量ꎬ
从而评价 Ｖｉｔ Ｅ 对 ｈＲＰＥ 细胞蓝光损伤的防护作用ꎮ
１.２.５流式细胞仪检测 　 流式细胞仪检测存活细胞以及
早、晚期凋亡细胞的发生率ꎬ从细胞水平上反映损伤效应ꎻ
检测活性氧相对量ꎬ则从代谢水平上反映损伤效应ꎮ 取
１２ 组实验细胞ꎬ均按说明书加进行染料标记ꎬ用流式细胞
仪检测 ｈＲＰＥ 细胞存活细胞以及早、晚期凋亡细胞的发生
率ꎻ同时按说明书加 ＤＣＦＨ－ＤＡ 荧光探针ꎬ采用流式细胞
仪检测 ｈＲＰＥ 细胞的活性氧相对量ꎮ
１.２.６荧光显微镜观察　 荧光显微镜观察ꎬ检测的是细胞
核ꎬ是细胞凋亡的观察指标之一ꎮ 取后 ６ 组实验细胞、未
照射组和照射 ６ｈ 组ꎬ按说明书加 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色试
剂ꎬ并在荧光显微镜下观察 ｈＲＰＥ 细胞的荧光强度ꎮ

统计学分析:使用 ＳＰＳＳ１９.０ 统计学软件进行数据分

析ꎮ 各检测指标用 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ各时间点比较采用重复测
量数据的方差分析ꎬ进一步两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验(方
差齐时)或 Ｄｕｎｎｅｔｔ－Ｔ３ 检验(方差不齐时)ꎬ不同浓度组之
间采用独立样本 ｔ 检验ꎮ 以 Ｐ < ０. ０１ 为差异有统计学
意义ꎮ
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表 １　 不同时长蓝光照射对 ｈＲＰＥ细胞的损伤 (􀭰ｘ±ｓꎬ％)
组别 细胞活性氧相对量 细胞凋亡率

蓝光照射 ０ｈ 组 １.８８±０.０３ ６.１３±０.１６
蓝光照射 ３ｈ 组 ９.１８±０.２２ ６.３９±０.２２
蓝光照射 ６ｈ 组 １５.９１±０.０４ １６.８２±０.４５
蓝光照射 ９ｈ 组 ２０.７５±１.１６ ２２.３５±０.０８
蓝光照射 １２ｈ 组 ５１.９０±１.２２ ２５.６４±０.４３
蓝光照射 ２４ｈ 组 ７０.５０±０.４４ ３５.９７±０.９９
　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ７０１９.４８ ２７７８.０９
Ｐ <０.０１ <０.０１

２结果
２.１ 蓝光损伤效应代谢变化先于细胞形态变化 　 用流式
细胞仪检测同等强度的蓝光照射 ｈＲＰＥ 细胞 ０、３、６、９、１２、
２４ｈ 组的活性氧相对量以及 ｈＲＰＥ 细胞凋亡率ꎮ 活性氧相
对量和 ｈＲＰＥ 细胞凋亡率的总体比较差异有统计学意义
(Ｆ＝ ７０１９.４８、２７７８.０９ꎬ均 Ｐ<０.０１)ꎮ 进一步两两比较发现
蓝光照射 ３、６、９、１２、２４ｈ 组的细胞活性氧相对量明显高于
蓝光照射 ０ｈ 组ꎬ差异有统计学意义(均 Ｐ<０.０１)ꎻ照射 ６、
９、１２、２４ｈ 组的细胞凋亡率明显高于蓝光照射 ０ｈ 组ꎬ差异
有统计学意义(均 Ｐ<０.０１)ꎬ而照射 ３ｈ 组的细胞凋亡率相
对于蓝光照射 ０ｈ 组差异无统计学意义 (Ｐ ＝ ０. ４６)ꎬ见
表 １ꎮ 说明 ｈＲＰＥ 细胞受到蓝光损伤后ꎬ细胞的活性氧相
对量增多的现象要早于细胞凋亡ꎬ即代谢变化先于细胞形
态变化ꎮ
２.２不同浓度 Ｖｉｔ Ｅ对 ｈＲＰＥ细胞的保护效应　 与蓝光照
射 ６ｈ 组相比ꎬ在照射 ６ｈ 前或后添加三种浓度的 Ｖｉｔ Ｅ 的
各组的细胞活性氧相对量的比较差异有统计学意义(Ｆ ＝
６１３.２６、８８８.７３ꎬ均 Ｐ<０.０１)ꎬ与蓝光照射 ６ｈ 组相比ꎬ在照
射 ６ｈ 前或后添加三种浓度的 Ｖｉｔ Ｅ 的各组的细胞凋亡率
的总体比较差异有统计学意义(Ｆ ＝ ３１３.２２、６４５.５２ꎬ均 Ｐ<
０.０１)ꎻ进一步两两比较发现照射 ６ｈ 前或后加入不同浓度
的 Ｖｉｔ Ｅ 各组ꎬ除照射前加入 １０μｍｏｌ / Ｌ 组的 ｈＲＰＥ 细胞凋
亡率差异无统计学意义(Ｐ ＝ ０.６６)外ꎬ其他各组 ｈＲＰＥ 细
胞活性氧相对量和 ｈＲＰＥ 细胞凋亡率和蓝光照射 ６ｈ 组比
较均有不同程度的下降ꎬ差异有统计学意义(均Ｐ<０.０１)ꎻ
无论是照射前还是照射后加入 Ｖｉｔ Ｅꎬ各组的细胞活性氧
相对量和细胞凋亡率随 Ｖｉｔ Ｅ 浓度升高而降低ꎬ差异有统
计学意义(均 Ｐ<０.０１)ꎬ见表 ２ꎮ 说明基于活性氧相对量
和 ｈＲＰＥ 细胞凋亡率指标观察ꎬ除照射前加入 １０μｍｏｌ / Ｌ
组外ꎬ均对 ｈＲＰＥ 细胞蓝光损伤有不同程度的保护作用ꎬ
且浓度越高ꎬ保护效应越大ꎮ 与蓝光照射 ０ｈ 组相比ꎬ在照
射前或后添加三种浓度的 Ｖｉｔ Ｅ 的各组的细胞活性氧相
对量的总体比较差异有统计学意义(Ｆ＝ １３８１.５８、１５６１.８４ꎬ
均 Ｐ<０.０１)ꎬ与蓝光照射 ０ｈ 组相比ꎬ在照射前或后添加三
种浓度的 Ｖｉｔ Ｅ 的各组细胞细胞凋亡率的总体比较差异
有统计学意义(Ｆ ＝ ９２４.５１、８７８.０４ꎬ均 Ｐ<０.０１)ꎬ进一步两
两比较发现照射前或后加入不同浓度的 Ｖｉｔ Ｅ 各组的细
胞活性氧相对量和细胞凋亡率的比较差异均有统计学意
义(均 Ｐ<０.０１)ꎬ见表 ２ꎮ 说明虽随着浓度增加修复增加ꎬ
但损伤还存在ꎮ
２.３ 照射前后添加 Ｖｉｔ Ｅ 的保护效应比较 　 同一浓度的
Ｖｉｔ Ｅꎬ除 １０μｍｏｌ / Ｌ Ｖｉｔ Ｅ 组在照射前或后的 ｈＲＰＥ 细胞凋
亡率比较差异无统计学意义( ｔ＝ ２.３４ꎬＰ ＝ ０.０８)外ꎬ其他各

组的照射前加入 Ｖｉｔ Ｅ 组的细胞凋亡率均比照射后加入
Ｖｉｔ Ｅ 组的高ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝ １１.５５、１６.２８ꎬ均 Ｐ<
０.０１)ꎻ而各组的照射前加入 Ｖｉｔ Ｅ 组的细胞活性氧相对量
均比照射后加入 Ｖｉｔ Ｅ 组的高ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝
５.３８、４５.４５、７.８０ꎬ均 Ｐ<０.０１)ꎮ 说明 ｈＲＰＥ 细胞蓝光损伤
后的事后用药比损伤前的预防性用药的保护效果更好ꎬ但
需要达到一定浓度才能显效ꎮ
２.４ 荧光检测与流式细胞仪检测等效 　 显微镜下观察荧
光和流式细胞仪检测 ｈＲＰＥ 细胞凋亡情况ꎬ见图 １、２ꎮ 照
射 ６ｈ 后加 Ｖｉｔ Ｅ 组ꎬ荧光强度随添加 Ｖｉｔ Ｅ 浓度的增加而
增强ꎬ凋亡细胞的比例随添加 Ｖｉｔ Ｅ 浓度的增加而减少ꎮ
３讨论

目前ꎬ关于蓝光引起 ｈＲＰＥ 细胞损伤越来越引起人们
的关注ꎬ国内外关于如何避免蓝光损伤 ｈＲＰＥ 细胞的方
法ꎬ可分为一级预防和二级预防两类ꎮ 一级预防是采用眼
镜或人工晶状体遮挡蓝光的手段ꎬ避免蓝光损伤 ｈＲＰＥ 细
胞ꎮ 但蓝光对人体不仅有弊ꎬ也有利ꎬ研究表明ꎬ蓝光参与
抑制近视ꎬ参与夜昼节律调节[１８]ꎮ 因此ꎬ单纯地遮挡蓝光
可能不是最理想的防损伤方法ꎮ 二级预防是通过使用保
护剂ꎬ修复被蓝光损伤的 ｈＲＰＥ 细胞ꎬ已报道的有槲皮素－
３－Ｏ－α－Ｌ－阿拉伯吡喃糖苷[１９]、龙葵提取物[２０] 等ꎬ但作为
最常见、经济实惠的天然抗氧化剂ꎬＶｉｔ Ｅ 对蓝光损伤
ｈＲＰＥ 细胞的作用效果未见文献报道ꎮ 由于临床疗效受
到用药剂量与用药时机的影响ꎬ故此本研究试图从这两个
方面进行研究ꎮ

我们观察到蓝光诱导 ｈＲＰＥ 细胞的损伤呈现时间依
赖ꎬ与蔡善君等[１２]研究结果一致ꎮ 我们还发现ꎬ体外培养
ｈＲＰＥ 细胞接受蓝光照射ꎬｈＲＰＥ 细胞出现胞内活性氧相
对量增多的现象早于细胞凋亡ꎬ而且 ｈＲＰＥ 细胞随着活性
氧相对量增多ꎬ逐渐从早期凋亡为主向晚期凋亡为主ꎬ由
此推测活性氧增多是 ｈＲＰＥ 细胞受到蓝光损伤细胞发生
凋亡的重要环节之一ꎮ 这可能是因为 ｈＲＰＥ 细胞富含多
不饱和脂肪酸ꎬ在受到能量较高的短波长光照时ꎬ容易激
发电离ꎬ引起氧化连锁反应ꎬ产生活性氧物质ꎬ活性氧作为
信号受体激活了凋亡信号通路ꎬ损伤线粒体及细胞色素氧
化酶ꎬ抑制线粒体呼吸链ꎬ最后导致细胞损伤ꎬ甚至凋
亡[２１－２２]ꎮ 因此ꎬ清除细胞活性氧ꎬ可成为减少大剂量蓝光
诱导 ｈＲＰＥ 细胞损伤及凋亡的思路ꎮ

Ｖｉｔ Ｅ 是天然抗氧化剂ꎬ其苯环上的活性基团酚羟基ꎬ
能释放羟基上的氢ꎬ可竞争性与细胞内的活性氧结合[２３]ꎬ
本研究利用 Ｖｉｔ Ｅ 的抗氧化特性ꎬ清除 ｈＲＰＥ 细胞活性氧ꎬ
保护其他物质不被氧化ꎬ减少由 ｈＲＰＥ 细胞由蓝光引起的
损伤和凋亡ꎮ 我们观察到同一剂量 Ｖｉｔ Ｅ 对 ３０００Ｌｘ 蓝光
照射 ６ｈ 的 ｈＲＰＥ 细胞ꎬ在照射后给药比照射前给药的保
护效果更好ꎬ可能是由于 Ｖｉｔ Ｅ 在照射过程中受蓝光照射
加速分解、浓度下降而导致的[２４]ꎮ 我们还观察到 Ｖｉｔ Ｅ 的
保护作用随着 Ｖｉｔ Ｅ 浓度的增加而增强ꎬ但低浓度 Ｖｉｔ Ｅ
的防护效果不佳ꎬ需要达到一定浓度才有保护效果ꎬ而且
损伤无法完全修复ꎮ

综上所述ꎬ活性氧增多是 ｈＲＰＥ 细胞受到蓝光损伤细
胞发生凋亡的重要环节之一ꎬＶｉｔ Ｅ 可能通过清除细胞活
性氧以减少大剂量蓝光诱导 ｈＲＰＥ 细胞损伤及凋亡ꎬ进而
促进 ｈＲＰＥ 细胞的恢复ꎮ 这种保护效应可随 Ｖｉｔ Ｅ 浓度升
高而加强ꎮ 当受到大剂量蓝光照射ꎬ为减少 ｈＲＰＥ 细胞的
损伤和凋亡ꎬ可适当补充 Ｖｉｔ Ｅꎮ 由于照射后用药比照射
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图 １　 ｈＲＰＥ细胞荧光观察 　 Ａ:未照射未加 Ｖｉｔ Ｅ 组(完全空白组)ꎻＢ:照射前加 １０μｍｏｌ / Ｌ Ｖｉｔ Ｅ 组ꎻＣ:照射前加 ５０μｍｏｌ / Ｌ Ｖｉｔ Ｅ 组ꎻ
Ｄ:照射前加 １００μｍｏｌ / Ｌ Ｖｉｔ Ｅ 组ꎻＥ:照射 ６ｈ 组未加 Ｖｉｔ Ｅ 组(照射空白组)ꎻＦ:照射后 ６ｈ 加 １０μｍｏｌ / Ｌ Ｖｉｔ Ｅ 组ꎻＧ:照射后 ６ｈ 加
５０μｍｏｌ / Ｌ Ｖｉｔ Ｅ 组ꎻＨ:照射后 ６ｈ 加 １００μｍｏｌ / Ｌ Ｖｉｔ Ｅ 组ꎮ

图 ２　 蓝光照射后加入不同浓度 Ｖｉｔ Ｅ对 ｈＲＰＥ细胞凋亡率的影响　 Ａ:未照射未加 Ｖｉｔ Ｅ 组(完全空白组)ꎻＢ:照射 ６ｈ 组未加 Ｖｉｔ Ｅ
组(照射空白组)ꎻＣ:照射 ６ｈ 后加 １０μｍｏｌ / Ｌ Ｖｉｔ Ｅ 组ꎻＤ:照射 ６ｈ 后加 ５０μｍｏｌ / Ｌ Ｖｉｔ Ｅ 组ꎻＥ:照射 ６ｈ 后加 １００μｍｏｌ / Ｌ Ｖｉｔ Ｅ 组ꎮ 左上:
死亡细胞ꎬ左下:正常活细胞ꎬ右上:晚期凋亡细胞ꎬ右下:早期凋亡细胞ꎮ

表 ２　 不同浓度 Ｖｉｔ Ｅ对 ｈＲＰＥ细胞的保护效应 (􀭰ｘ±ｓꎬ％)

Ｖｉｔ Ｅ 浓度(μｍｏｌ / Ｌ)
细胞活性氧相对量

照射前添加 照射后添加

细胞凋亡率

照射前添加 照射后添加

１０ １５.２２±０.３８ １３.６８±０.３４ １６.７１±０.５６ １５.７９±０.４２
５０ １０.３７±０.４１ ８.３２±０.３７ １４.２８±０.２７ １２.３２±０.３４
１００ ６.５３±０.３９ ４.９８±０.２７ １０.７３±０.２３ ７.０９±０.４０

前用药好ꎬ故在可能遭受蓝光损伤时ꎬ不必事前预防性补
充ꎬ事后补充效果更好ꎬ也不至于因此滥用药物ꎮ 至于
Ｖｉｔ Ｅ的作用机制还需进一步的探讨ꎮ
参考文献

１ ｄａ Ｃｒｕｚ Ｌꎬ Ｃｈｅｎ ＦＫꎬ Ａｈｍａｄｏ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. ＲＰＥ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｔｓ
ｒｏｌｅ ｉｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｄｉｓｅａｓｅ. Ｐｒｏｇ Ｒｅｔｉｎ Ｅｙｅ Ｒｅｓ ２００７ꎻ２６(６):５９８－６３５
２ Ｄａｉ ＸＣꎬ Ｔａｎｇ ＺＭꎬ Ｊｕ ＹＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂｌｕｅ ｌｉｇｈｔ－ｅｘｐｏｓｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ
ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ａｍｅｔｒｏｐｉａ. Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ
Ｃｏｍｍｕｎ ２０２１ꎻ５４９:１４－２０
３ 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 ２０１８ꎻ１８(８):１３８５－１３８８
４ Ｙｏｕｓｓｅｆ ＰＮꎬ Ｓｈｅｉｂａｎｉ Ｎꎬ Ａｌｂｅｒｔ ＤＭ. Ｒｅｔｉｎａｌ ｌｉｇｈｔ ｔｏｘｉｃｉｔｙ. Ｅｙｅ ２０１１ꎻ
２５(１):１－１４
５ Ａｌｇｖｅｒｅ ＰＶꎬ Ｍａｒｓｈａｌｌ Ｊꎬ Ｓｅｒｅｇａｒｄ Ｓ. Ａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌｏｐａｔｈｙ ａｎｄ ｔｈｅ
ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｂｌｕｅ ｌｉｇｈｔ ｈａｚａｒｄ. Ａｃｔａ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｓｃａｎｄ ２００６ꎻ８４(１):４－１５
６ Ｌｉｍ ＬＳꎬ Ｍｉｔｃｈｅｌｌ Ｐꎬ Ｓｅｄｄｏｎ ＪＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ. Ｌａｎｃｅｔ ２０１２ꎻ３７９(９８２７):１７２８－１７３８
７ Ｌｉａｎｇ ＦＱꎬ Ｇｏｄｌｅｙ ＢＦ. Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ

ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ: ａ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
ｆｏｒ ＲＰＥ ａｇｉｎｇ ａｎｄ ａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ. Ｅｘｐ Ｅｙｅ Ｒｅｓ ２００３ꎻ
７６(４):３９７－４０３
８ 俞永珍ꎬ 徐哲ꎬ 邹秀兰ꎬ 等. 蓝光诱导氧化应激反应参与视网膜色
素上皮细胞凋亡机制研究. 眼科新进展 ２０１５ꎻ３５(６):５２０－５２４
９ 杨戴帝ꎬ 孙汝许ꎬ 陈雪ꎬ 等. 蓝光照射对小鼠视网膜形态和功能的
损伤作用. 中华实验眼科杂志 ２０２０ꎻ２９(１):１０－１５
１０ 鞠雅晗ꎬ 汤志敏ꎬ 王宇瑶ꎬ 等. 不同波长的蓝光对人视网膜色素
上皮细胞的影响. 国际眼科杂志 ２０２０ꎻ２０(８):１３１５－１３１９
１１ 万宇ꎬ 李战梅ꎬ 黄海ꎬ 等. 红、蓝光照对大鼠视力早衰和神经网络
的影响. 实验动物科学 ２０２０ꎻ３７(２):２６－３０
１２ 蔡善君ꎬ 严密ꎬ 毛咏秋ꎬ 等. 蓝光致人视网膜色素上皮细胞凋亡
与线粒体膜电位和细胞色素 Ｃ 的关系. 中华眼科杂志 ２００６ꎻ１２:
１０９５－１１０２
１３ 孙炜ꎬ 朱晖ꎬ 刁娟娟ꎬ 等. ２０８ 例成人血清中维生素 Ａ、维生素 Ｅ
的含量检测. 药学服务与研究 ２０１３ꎻ１３(１):５８－５９
１４ 王丰玲ꎬ 张英锋ꎬ 郑向美ꎬ 等. 天然维生素 Ｅ 的制备、抗氧化机理
及应用前景. 化学教育 ２００７ꎻ１２:１０－１２
１５ 端礼荣ꎬ 张志坚ꎬ 龚爱华ꎬ 等. 维生素 Ｃ 及 Ｅ 联合作用对体外大

２９１

国际眼科杂志　 ２０２２ 年 ２ 月　 第 ２２ 卷　 第 ２ 期　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
电话:０２９￣８２２４５１７２　 　 ８５２６３９４０　 电子信箱:ＩＪＯ.２０００＠ １６３.ｃｏｍ



鼠胚胎中脑神经细胞分化和增殖的影响. 中国组织工程研究与临床
康复 ２００７ꎻ１１(３):４４７－４５０
１６ 李一啸ꎬ 贾毓琇ꎬ 张令坤ꎬ 等. 视网膜光损伤发生机制与治疗研
究进展. 中国斜视与小儿眼科杂志 ２０２０ꎻ２８(３):３６ꎬ４４
１７ 洪萌ꎬ 洪道先ꎬ 石荣先ꎬ 等. 木犀草素调控 Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１ 通路保护
视网膜色素上皮细胞氧化损伤. 国际眼科杂志 ２０２１ꎻ２１(１):２１－２６
１８ Ｎｏｒｔｏｎ ＴＴꎬ Ｓｉｅｇｗａｒｔ ＪＴ Ｊｒ. Ｌｉｇｈｔ ｌｅｖｅｌｓꎬ ｒｅｆｒａｃｔｉｖｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ａｎｄ
ｍｙｏｐｉａ － ａ ｓｐｅｃｕｌａｔｉｖｅ ｒｅｖｉｅｗ. Ｅｘｐ Ｅｙｅ Ｒｅｓ ２０１３ꎻ１１４:４８－５７
１９ Ｋｉｍ Ｊꎬ Ｊｉｎ ＨＬꎬ Ｊａｎｇ ＤＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ － ３ － Ｏ － α － ｌ －
ａｒａｂｉｎｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ｒｅｔｉｎａｌ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｖｉａ ｂｌｕｅ ｌｉｇｈｔ －
ｉｎｄｕｃｅｄ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｈｕｍａｎ ＲＰＥ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ Ｂａｌｂ － ｃ ｍｉｃｅ. Ｆｏｏｄ Ｆｕｎｃｔ
２０１８ꎻ９(４):２１７１－２１８３

２０ Ｐｈａｍ ＴＮＭꎬ Ｓｈｉｎ ＣＹꎬ Ｐａｒｋ ＳＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｔｒａｃｔ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｒｅｔｉｎａｌ
ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｂｌｕｅ ｌｉｇｈｔ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｈｏｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ ｍｏｄｅｌｓ. Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ ２０２１ꎻ１３(２):３５９
２１ Ｍａｒｉｅ Ｍꎬ Ｂｉｇｏｔ Ｋꎬ Ａｎｇｅｂａｕｌｔ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｉｇｈｔ ａｃｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｎ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄａｍａｇｅ ｉｎ Ａ２Ｅ－ｌｏａｄｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ
ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｃｅｌｌｓ. Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓ ２０１８ꎻ９(３):１－１３
２２ 李红ꎬ 吕建平ꎬ 蔡善君ꎬ 等. 蓝光照射致人视网膜色素上皮细胞
线粒体凋亡的途径及机制. 中华实验眼科杂志 ２０１５ꎻ３３(１):１６－２０
２３ Ｋｅｌｌｙ Ｆꎬ Ｍｅｙｄａｎｉ Ｍꎬ Ｐａｃｋｅｒ Ｌ. Ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ ａｎｄ ｈｅａｌｔｈ: ｐｒｅｆａｃｅ. Ａｎｎ
Ｎ Ｙ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ２００４ꎻ１０３１(１):１１－１３
２４ Ｔｒａｂｅｒ ＭＧꎬ Ａｔｋｉｎｓｏｎ Ｊ. Ｖｉｔａｍｉｎ Ｅꎬ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｎｄ ｎｏｔｈｉｎｇ ｍｏｒｅ.
Ｆｒｅｅ Ｒａｄｉｃ Ｂｉｏｌ Ｍｅｄ ２００７ꎻ４３(１):４－１５

３９１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２２ꎬ Ｎｏ.２ Ｆｅｂ. ２０２２　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ


