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原花青素激活 Ｎｒｆ２ / ＧＰＸ４ 途径抑制铁死亡及其对干性
ＡＲＭＤ 的保护作用

封　 传１ꎬ汤　 中２

引用:封传ꎬ汤中. 原花青素激活 Ｎｒｆ２ / ＧＰＸ４ 途径抑制铁死亡及
其对干性 ＡＲＭＤ 的保护作用. 国际眼科杂志ꎬ ２０２６ꎬ２６(７):
１１１６－１１２６.

基金项目:永州职业技术学院重点课题(Ｎｏ.ＹＺ２５ＺＤ０２)
作者单位:１(４２５０００)中国湖南省永州市ꎬ永州职业技术学院医
学技术学院眼视光技术教研室ꎻ２(４２５０００)中国湖南省永州市ꎬ
永州职业技术学院附属医院眼科
作者简介:封传ꎬ硕士ꎬ讲师ꎬ研究方向:年龄相关性黄斑病变ꎮ
通讯作者:汤中ꎬ硕士ꎬ副主任医师ꎬ研究方向:年龄相关性黄斑
病变基础研究和临床诊治. ｉｎｒｋｉｎｒｋ＠ １６３.ｃｏｍ
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摘要
目的:探讨原花青素(ＰＡＣ)是否通过 Ｎｒｆ２ / ＧＰＸ４ 通路改
善视网膜色素上皮(ＲＰＥ)细胞铁死亡及其对干性年龄相
关性黄斑变性(ＡＲＭＤ)的保护作用ꎮ
方法:通过体外 Ｈ２Ｏ２刺激的人 ＲＰＥ 细胞(ＡＲＰＥ－１９)模型
和体内碘酸钠(ＮａＩＯ３)诱导的干性 ＡＲＭＤ 动物模型ꎬ评估
ＰＡＣ 对铁死亡的保护作用ꎮ 采用 ＣＣＫ－８ 法检测细胞活
力ꎬＣａｌｃｅｉｎ － ＡＭ / ＰＩ 染色检测细胞死亡ꎬ 脂质过氧化
(ＬＰＯ)检测试剂盒测定 ＬＰＯ 水平ꎬＣＭ－Ｈ２ＤＣＦＤＡ检测细
胞内活性氧(ＲＯＳ)水平ꎬＭｉｔｏＳＯＸ 探针检测线粒体 ＲＯＳ 水
平ꎬＪＣ－１ 染色评估线粒体膜电位变化ꎬＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测
Ｎｒｆ２ 通路相关蛋白(Ｎｒｆ２、ＧＰＸ４、ＨＯ－１)表达水平ꎬ视网膜
铺片评估 ＲＰＥ 结构与功能ꎬ苏木精－伊红(ＨＥ)染色观察
大鼠视网膜形态变化ꎬ视紫红质 ( ｒｈｏｄｏｐｓｉｎ) 和视蛋白
(ｏｐｓｉｎ)染色评估视网膜视功能ꎬＴＵＮＥＬ 染色检测视网膜
细胞凋亡ꎮ
结果:Ｈ２ Ｏ２ 加重 ＡＲＰＥ－１９ 铁死亡ꎬ表现为 Ｆｅ２＋、ＲＯＳ 和
ＬＰＯ 水平升高ꎮ ＰＡＣ 预处理通过激活 Ｎｒｆ２ / ＧＰＸ４ 通路改
善线粒体功能ꎬ降低细胞内 Ｆｅ２＋、ＲＯＳ 和 ＬＰＯ 水平ꎬ抑制
ＲＰＥ 细胞铁死亡ꎮ 在 ＮａＩＯ３ 诱导的干性 ＡＲＭＤ 模型中ꎬ
ＰＡＣ 和铁死亡抑制剂 Ｆｅｒ－１ 可逆转视网膜 Ｎｒｆ２ / ＧＰＸ４ 表
达下调ꎬ减轻视网膜细胞死亡ꎮ
结论:ＰＡＣ 通过 Ｎｒｆ２ / ＧＰＸ４ 通路抑制铁死亡ꎬ为视网膜退
行性疾病提供了潜在治疗策略ꎮ
关键词:干性年龄相关性黄斑变性(ＡＲＭＤ)ꎻ原花青素ꎻ
Ｎｒｆ２ꎻＧＰＸ４ꎻ铁死亡
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２６.７.０３

Ｐｒｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｓ ａｃｔｉｖａｔｅ Ｎｒｆ２ / ＧＰＸ４
ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｅｘｅｒｔ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｄｒｙ ＡＲＭＤ

Ｆｅｎｇ Ｃｈｕａｎ１ꎬ Ｔａｎｇ Ｚｈｏｎｇ２

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ: Ｋｅｙ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｙｏｎｇｚｈｏｕ Ｖｏｃａｔｉｏｎａｌ Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ
Ｃｏｌｌｅｇｅ (Ｎｏ.ＹＺ２５ＺＤ０２)

１Ｏｐｔｏｍｅｔｒｙ Ｔｅａｃｈｉｎｇ ａｎｄ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｓｅｃｔｉｏｎꎬ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｙｏｎｇｚｈｏｕ Ｖｏｃａｔｉｏｎａｌ Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｙｏｎｇｚｈｏｕ
４２５０００ꎬ Ｈｕｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ
ｔｈｅ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｙｏｎｇｚｈｏｕ Ｖｏｃａｔｉｏｎａｌ Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ
Ｙｏｎｇｚｈｏｕ ４２５０００ꎬ Ｈｕｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ｔａｎｇ Ｚｈｏｎｇ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ
Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｙｏｎｇｚｈｏｕ Ｖｏｃａｔｉｏｎａｌ Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ
Ｙｏｎｇｚｈｏｕ ４２５０００ꎬ Ｈｕｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｉｎｒｋｉｎｒｋ＠ １６３.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２５－１１－０５　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２６－０５－２７

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ｐｒｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｓ (ＰＡＣ)
ｃａｎ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ
(ＲＰＥ) ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｔｈｅ Ｎｒｆ２ / ＧＰＸ４ ｐａｔｈｗａｙꎬ ａｎｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ
ｉｔｓ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｉｎ ｄｒｙ ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ (ＡＲＭＤ) .
• ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＡＣ ａｇａｉｎｓｔ
ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ａｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
Ｈ２Ｏ２－ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｈｕｍａｎ ＲＰＥ ｃｅｌｌｓ (ＡＲＰＥ－ １９) ａｎｄ ａｎ ｉｎ
ｖｉｖｏ ｄｒｙ ＡＲＭＤ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｓｏｄｉｕｍ ｉｏｄａｔｅ
(ＮａＩＯ３) . ＣＣＫ－８ ａｓｓａｙ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ.
Ｃａｌｃｅｉｎ－ＡＭ/ ＰＩ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ
ｏｆ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ. Ｌｉｐｉｄ ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ ( ＬＰＯ ) ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ
ｍｅａｓｕｒｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｌｉｐｉｄ ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｋｉｔ. ＣＭ －
Ｈ２ＤＣＦＤＡ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ (ＲＯＳ) ｉｎ ｃｅｌｌｓ. ＭｉｔｏＳＯＸ ｐｒｏｂｅ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ
ｍｅａｓｕｒｅ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＲＯＳ ｌｅｖｅｌ. ＪＣ－ １ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ
ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ. Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ (Ｎｒｆ２ꎬ ＧＰＸ４ꎬ ａｎｄ ＨＯ － １)
ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ Ｎｒｆ２ ｐａｔｈｗａｙ. Ｒｅｔｉｎａｌ ｆｌａｔ ｍｏｕｎｔｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ
ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＰＥ. Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ
ａｎｄ ｅｏｓｉｎ (Ｈ ＆Ｅ) ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｒａｔ ｒｅｔｉｎａｓ. Ｒｈｏｄｏｐｓｉｎ ａｎｄ
ｏｐｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｖｉｓｕａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｒｅｔｉｎａ. ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｉｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｃｅｌｌｓ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｈ２Ｏ２ ｅｘａｃｅｒｂａｔｅｓ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＡＲＰＥ － １９
ｃｅｌｌｓꎬ ａｓ ｅｖｉｄｅｎｃｅｄ ｂｙ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｆｅ２＋ꎬ ＲＯＳꎬ ａｎｄ
ＬＰＯ. ＰＡＣ ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ ｒｅｄｕｃｅｓ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ｆｅ２＋ꎬ ＲＯＳꎬ ａｎｄ ＬＰＯ ｌｅｖｅｌｓꎬ
ａｎｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＲＰＥ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ Ｎｒｆ２ / ＧＰＸ４ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ. Ｉｎ ａ ＮａＩＯ３－ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｒｙ
ＡＲＭＤ ｍｏｄｅｌꎬ ｂｏｔｈ ＰＡＣ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
Ｆｅｒ－１ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｈｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ Ｎｒｆ２ / ＧＰＸ４
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ａｔｔｅｎｕａｔｅ ｒｅｔｉｎａｌ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ.
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: ＰＡＣ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｖｉａ ｔｈｅ Ｎｒｆ２ /
ＧＰＸ４ ｐａｔｈｗａｙꎬ ｏｆｆｅｒｉｎｇ ａ ｎｏｖｅｌ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｒｅｔｉｎａｌ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ.
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• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｄｒｙ ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
(ＡＲＭＤ)ꎻ ｐｒｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｓꎻ Ｎｒｆ２ꎻ ＧＰＸ４ꎻ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｆｅｎｇ Ｃꎬ Ｔａｎｇ Ｚ. Ｐｒｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｓ ａｃｔｉｖａｔｅ Ｎｒｆ２ / ＧＰＸ４
ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｅｘｅｒｔ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｄｒｙ
ＡＲＭＤ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ(Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２６ꎬ２６(７):１１１６－１１２６.

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

ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬ ＡＲＭＤ)是老年人视力丧失的主要原因之一ꎬ
分为干性和湿性两种类型ꎮ 干性 ＡＲＭＤ(也称为非渗出性
ＡＲＭＤ)是最常见的形式ꎬ其特征是视网膜色素上皮
(ＲＰＥ)细胞功能的逐渐退化变性ꎬ触发光感受器细胞的丢
失ꎬ最终导致患者永久性视力丧失[１]ꎮ 铁死亡是一种铁依
赖的程序性细胞死亡形式ꎬ其特征是细胞内脂质过氧化物
的过度积累ꎮ 近年来ꎬ铁死亡在干性 ＡＲＭＤ 中的作用逐
渐受到关注ꎮ 随着年龄增长ꎬ视网膜中的铁含量逐渐增
多ꎬＡＲＭＤ 患者黄斑处的 ＲＰＥ 和 Ｂｒｕｃｈ 膜中的铁含量显著
高于相同年龄组正常人ꎬ因此ꎬ铁过载与 ＡＲＭＤ 的发展密
切相关[２－３]ꎮ 目前ꎬ湿性 ＡＲＭＤ 主要采用抗血管内皮生长
因子(ＶＥＧＦ)药物干预治疗ꎬ但干性 ＡＲＭＤ 的有效治疗手
段仍然有限ꎮ 因此ꎬ本研究聚焦于干性 ＡＲＭＤ 的发病机
制ꎬ旨在探寻可能的治疗药物ꎮ

在干性 ＡＲＭＤ 中ꎬＲＰＥ 细胞中铁稳态的失衡被认为
是导致细胞死亡的关键因素之一ꎮ 铁蛋白的降解导致细
胞内铁离子水平升高ꎬ导致细胞活性氧(ＲＯＳ)过度生成ꎬ
引发脂质过氧化(ＬＰＯ)ꎬ最终导致铁死亡ꎬ加速 ＡＲＭＤ 的
进展[４]ꎮ 研究表明ꎬ通过 Ｈ２ Ｏ２ 或叔丁基过氧化氢( ｔｅｒｔ －
ｂｕｔｙｌ ｈｙｄｒｏｐｅｒｏｘｉｄｅꎬＴＢＨ)构建的氧化应激损伤模型不仅
能够诱导 ＲＰＥ 凋亡和坏死ꎬ还能够触发铁死亡[５]ꎮ 氧化
应激是体内氧化与抗氧化系统失衡的结果ꎬ过量 ＲＯＳ 的
生成会加速细胞 ＬＰＯ 的进程ꎬ触发铁死亡ꎮ ＡＣＳＬ４ 是驱
动铁 死 亡 的 核 心 蛋 白ꎬ 其 通 过 将 多 不 饱 和 脂 肪 酸
(ＰＵＦＡ)整合到细胞膜的磷脂中ꎬ随后与铁离子共同驱
动细胞铁死亡ꎮ 核因子 Ｅ２ 相关因子 ２(Ｎｒｆ２)是一种应
激诱导转录因子ꎮ 当发生氧化应激时ꎬＮｒｆ２ 分离进入胞
核中启动基因转录ꎬ通过提高细胞抗氧化以抵御外界损
害[６] ꎮ Ｎｒｆ２ 在 转 录 上 控 制 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶
４ (ＧＰＸ４)ꎬ这是一种通过降低 ＬＰＯ 水平来防御铁死亡
的关键酶[７] ꎮ 在帕金森疾病( ＰＤ)中ꎬ红景天苷通过上
调 Ｎｒｆ２ / ＧＰＸ４ 改善细胞氧化应激抑制铁死亡ꎬ减少 ＰＤ
中多巴胺能神经元的丧失[８] ꎮ

原花青素(ｐｒｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｓꎬ ＰＡＣ)是一种天然的抗
氧化剂ꎬ具有公认的抗衰老、抗炎和抗氧化特性[９]ꎮ 在氧
化损伤模型中ꎬＰＡＣ 能够降低细胞 ＲＯＳ 水平ꎬ改善内质网
应激ꎬ抑制 ＲＰＥ 细胞凋亡[１０]ꎮ 此外ꎬＰＡＣ 能够通过激活
Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１ 通路抑制铁死亡以减轻小鼠脑缺血再灌注损
伤[１１]ꎮ 然而ꎬ关于 ＰＡＣ 在 ＡＲＭＤ 中的应用ꎬ特别是其在
保护 ＲＰＥ 细胞免于铁死亡中的作用的现有研究有限ꎮ 本
研究旨在阐明 ＰＡＣ 对 ＡＲＭＤ 的保护机制ꎬ并探讨其治疗
干性 ＡＲＭＤ 的潜力ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１ 主要试剂 　 ＰＡＣ、Ｆｅｒ－１、Ｈ２－ＤＣＦＤＡ 购自 ＭＣＥ 公

司ꎬＮｒｆ２、ＨＯ－１、ＧＰＸ４、ＡＣＳＬ４、ＺＯ－１、ＯＴＸ２、ＧＡＰＤＨ 抗体
购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎬ４－ＨＮＥ 抗体购自 ａｂｃａｍ 公司ꎬ线粒
体超氧化物红色荧光探针购自上海翌圣生物科技股份有
限公司ꎬＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ 探针购自 Ｄｏｊｉｎｄｏ 公司ꎬ线粒体绿色荧
光探针、脂质过氧化检测试剂盒(ＢＯＤＩＰＹ ５８１ / ５９１ Ｃ１１)、
线粒体膜电位检测试剂盒、Ｃａｌｃｅｉｎ / ＰＩ 细胞活性与细胞毒
性检测试剂盒、增强型 ＣＣＫ－８ 试剂盒、一步法 ＴＵＮＥＬ 染
色试剂盒、苏木素－伊红(ＨＥ)染色试剂盒均购自碧云天
生物有限公司ꎮ
１.１.２动物　 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠购自长沙市天勤生
物技术公司[生产许可证号:ＳＣＸＫ(湘)２０２２－００１１]ꎬ平均
体质量 ２０±５ ｇꎮ 动物适应性喂养 １ ｗｋ 后进行造模ꎮ 本研
究经永州职业技术学院附属医院医学伦理委员会批准ꎬ研
究符合伦理学标准ꎬ且通过伦理学委员会审查(审批号:
２０２５０２)ꎮ
１.１.３ ＡＲＰＥ－１９细胞　 人 ＲＰＥ 细胞系 ＡＲＰＥ－１９ 细胞购
自中国典型培养物保存中心ꎮ 细胞接种于培养瓶中ꎬ加入
１０％胎牛血清和 １％青链霉素的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养液ꎬ并置
于 ５％ ＣＯ２的 ３７ ℃培养箱内培养传代ꎮ
１.２方法
１.２.１动物分组　 将小鼠随机分为正常组、干性 ＡＲＭＤ 模
型(ＮａＩＯ３造模)组和 ＦｅＳＯ４组ꎮ 干性 ＡＲＭＤ 模型组小鼠随
机分为三亚组:ＮａＩＯ３ 组ꎬＮａＩＯ３ ＋ＰＡＣ 组和 ＮａＩＯ３ ＋Ｆｅｒ － １
组ꎮ 向 干 性 ＡＲＭＤ 模 型 组 小 鼠 腹 腔 注 射 ＮａＩＯ３

(３０ ｍｇ / ｋｇ)构建干性 ＡＲＭＤ 模型ꎬ以眼底照相出现点状
病变为造模成功标志ꎮ 注射 ＮａＩＯ３前 ２ ｈꎬ向 ＮａＩＯ３＋Ｆｅｒ－１
组玻璃体内注射 Ｆｅｒ－１ 每眼 １ μＬ(５０ ｎｇ / μＬ)ꎬＮａＩＯ３＋ＰＡＣ
组玻璃体内注射 ＰＡＣ 每眼 １ μＬ (２００ ｎｇ / μＬ)ꎬ ＮａＩＯ３组注
射相同体积的 ＰＢＳꎬ均左眼单眼给药ꎬ从造模成功的干性
ＡＲＭＤ 模型组的三亚组每组取 ２０ 只小鼠进行后续饲养取
材ꎮ 正常组为正常小鼠ꎬ无干预措施ꎮ 将所有小鼠(包括
正常组)保持在标准条件饲养 ７ ｄ 后处死并取材ꎮ ＦｅＳＯ４

组( 阳 性 对 照 组 ) 小 鼠 左 眼 单 眼 给 药 ＦｅＳＯ４ １ μＬ
(０.５ ｍｍｏｌ / μＬ)ꎬ持续 ３ ｄꎬ同样以眼底照相出现点状病变
为造模成功标志ꎬ３ ｄ给药结束后选取 ２０ 只造模成功小鼠
作为阳性对照组处死并取材[１２]ꎮ 最终共纳入正常组、
ＦｅＳＯ４组、ＮａＩＯ３组ꎬＮａＩＯ３ ＋ＰＡＣ 组和 ＮａＩＯ３ ＋Ｆｅｒ－１ 组共 ５
组小鼠ꎬ每组各 ２０ 只ꎬ所有小鼠于同一时间段通过 ３％的
戊巴比妥钠过量麻醉处死小鼠并进行眼球取材ꎮ
１.２.２ ＨＥ染色　 将各组小鼠视网膜部位进行石蜡包埋切
片ꎬ厚度为 ５ μｍꎬ随后脱蜡ꎬ过梯度乙醇ꎬ再经苏木精染
色ꎬ１％ 盐酸乙醇快速分化ꎬ自来水冲洗反蓝后加入伊红
染色ꎬ最后快速梯度乙醇脱水ꎬ二甲苯透明ꎬ待中性树胶封
片干燥后ꎬ于普通白光显微镜下观察拍照ꎮ
１.２.３ ＴＵＮＥＬ染色　 取各组小鼠视网膜进行石蜡包埋切
片ꎬ厚度为 ５ μｍꎬ石蜡切片进行脱蜡ꎬ随后高温抗原修复ꎬ
待恢复室温后ꎬＰＢＳ 浸泡清洗 ２ 遍ꎬ０.２％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００ 破
膜 １０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 清洗后通过免疫荧光封闭液封闭 １ ｈꎮ 随
后ꎬ通过一步法 ＴＵＮＥＬ 细胞凋亡检测试剂盒进行染色ꎬ再
使用含 ＤＡＰＩ 抗荧光淬灭封片液封片ꎬ最后于荧光显微镜
下观察拍照ꎮ
１.２.４ ＡＲＰＥ－１９细胞分组给药　 ＡＲＰＥ－１９ 细胞在细胞密
度达到 ６０％－７０％后进行给药干预ꎮ 细胞随机分为正常
组、Ｈ２ Ｏ２ 组 与 Ｅｒａｓｔｉｎ 组ꎬ Ｈ２ Ｏ２ 组 ＡＲＰＥ － １９ 细 胞 经
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２００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２刺激 １２ ｈꎬＥｒａｓｔｉｎ 组经 １０ μｍｏｌ / Ｌ 铁死
亡诱导剂 Ｅｒａｓｔｉｎ 刺激 １２ ｈꎮ

为了探讨 ＰＡＣ 对铁死亡的影响ꎬ取新一批细胞随机
分为正常组、Ｈ２ Ｏ２ 组、Ｈ２ Ｏ２ ＋ＰＡＣ 组与 Ｈ２ Ｏ２ ＋Ｆｅｒ － １ 组ꎬ
Ｈ２Ｏ２＋ＰＡＣ 组细胞加入 ＰＡＣ (２００ μｇ / ｍＬ)预处理 ２ ｈ 后加
入 ２００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ Ｏ２ꎬＨ２ Ｏ２ ＋ Ｆｅｒ － １ 组细胞加入 Ｆｅｒ － １
(５ μｍｏｌ / Ｌ)预处理 ２ ｈ 后加入 ２００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ꎬ刺激 １２ ｈꎮ

为了探讨 ＰＡＣ 调控铁死亡的机制ꎬ取新一批细胞随
机分为正常组、Ｈ２ Ｏ２ ＋ ｓｉＮＣ 组、Ｈ２ Ｏ２ ＋ ｓｉＮＣ ＋ ＰＡＣ 组与
Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮｒｆ２＋ＰＡＣ 组ꎬＨ２Ｏ２ ＋ｓｉＮｒｆ２＋ＰＡＣ 组 ＡＲＰＥ－１９ 细
胞转染敲低 Ｎｒｆ２ 的质粒ꎬ并在 ＰＡＣ(２００ μｇ / ｍＬ)预处理
２ ｈ后ꎬ接受 ２００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２刺激 １２ ｈꎬＨ２Ｏ２ ＋ｓｉＮＣ＋ＰＡＣ
组转染未敲低 Ｎｒｆ２ 的对照质粒ꎬ 其他处理同 Ｈ２Ｏ２＋
ｓｉＮｒｆ２＋ＰＡＣ组ꎮ 所有组别均设 ３ 个复孔ꎬ于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２

培养箱中培养 １２ ｈ 后ꎬ收集细胞用于后续相关实验ꎮ
１.２.５基因敲低　 将 ＡＲＰＥ－１９ 细胞接种于六孔板进行转
染ꎮ 使用 ｒｉｂｏＦＥＣＴ ＣＰ 转染试剂盒 ( ＲｉｂｏＢｉｏꎬ中国) 将
ｓｉＲＮＡ 转染至 ＡＲＰＥ － １９ 细胞ꎮ 步骤如下:将含 １２ μＬ
ｒｉｂｏＦＥＣＴ ＣＰ、１００ ｎｍｏｌ / Ｌ Ｎｒｆ２ ｓｉＲＮＡ 或 １００ ｎｍｏｌ / Ｌ 阴性
对照(ＮＣ)的 １２０ μＬ Ｏｐｔｉ ＭＥＭ 培养基与细胞预混于六孔
板ꎮ ４８ ｈ 后通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 评估转染效率ꎮ ｓｉＲＮＡ 序列
设 计 如 下: ｓｉＮＣ: ＧＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴꎻ ｓｉＮｒｆ２:
ＧＧＡＡＧ ＡＡＧＡＧＧＡＡＡＧＧＡＡＴＴꎮ
１.２.６ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 蛋白表达待给药刺激结束后收
取细胞提蛋白ꎬ并根据目的蛋白分子量的大小配制不同浓
度的凝胶ꎮ 根据顺序上样后进行电泳ꎬＰＶＤＦ 转膜后于
５％的脱脂牛奶中室温封闭 １ ｈꎬ一抗孵育过夜ꎮ 次日ꎬ室
温孵育二抗 ２ ｈꎬ随后通过显影液进行显影ꎬ使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
软件对蛋白条带灰度值进行统计分析ꎬ首先将各组目的蛋
白表达量的灰度值除以内参灰度ꎬ随后再以“相对表达
量＝处理组校正值的均值 / 对照组校正值”进行相对表达
量的量化ꎮ
１.２.７细胞内脂质过氧化水平检测　 通过脂质过氧化检测
试剂盒(ＢＯＤＩＰＹ ５８１ / ５９１ Ｃ１１)检测细胞内 ＬＰＯ 水平ꎬ待
给药刺激结束后ꎬ将细胞在 Ｃ１１－ＢＯＤＩＰＹ (５８１ / ５９１) 染液
(１０ μｍｏｌ / Ｌ)孵育 ３０ ｍｉｎꎬ随后ꎬ通过荧光显微镜下观察红
色到绿色的荧光变化以检测 ＬＰＯ (ｒ－Ｂｏｄｉｐｙ / ｏ－Ｂｏｄｉｐｙ)水
平ꎬ以“相对表达量 ＝ 处理组校正值的均值 / 对照组校正
值”进行相对表达量的量化ꎮ
１.２.８线粒体膜电位检测　 通过 ＪＣ－１ 染色试剂盒检测线
粒体膜电位ꎮ ＡＲＰＥ－１９ 细胞与 ＪＣ－１ 染液孵育 ３０ ｍｉｎꎬ随
后吸弃染色液ꎬ用试剂盒内 １×缓冲液清洗 ３ 次ꎬ随后荧光
显微镜下观察细胞检测线粒体膜电位的变化ꎬ最后ꎬ通过
Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析细胞红 / 绿荧光强度的比值ꎬ以此量化细
胞去极化程度ꎬ并以“倍数变化＝处理组校正值的均值 / 对
照组校正值”进行相对表达量的量化ꎮ
１.２.９ 线粒体超氧化物水平检测 　 通过 ＭｉｔｏＳＯＸ 色荧光
探针检测线粒体活性氧(ＲＯＳ)水平ꎬ给药刺激结束后ꎬ
细胞 在 线 粒 体 超 氧 化 物 红 色 荧 光 探 针 染 色 液
(５ μｍｏｌ / Ｌ)与 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ Ｇｒｅｅｎ 探针(２００ ｎｍｏｌ / Ｌ)混合
液中共同孵育３０ ｍｉｎꎬ吸弃染色剂ꎬＰＢＳ 清洗后通过荧光
显微镜下观察线粒体 ＲＯＳ 的表达水平ꎬ以“相对表达
量 ＝处理组校正值的均值 / 对照组校正值”进行相对表
达量的量化ꎮ

１.２.１０细胞 ＲＯＳ水平检测　 细胞给药刺激结束后ꎬ将细
胞与 ＣＭ－Ｈ２ＤＦＡＣ 染液(２ μｍｏｌ / Ｌ)孵育 ３０ ｍｉｎ 后用 ＰＢＳ
清洗 ３ 次ꎬ并在荧光显微镜下进行拍照观察ꎮ 用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
软件计算细胞 ＲＯＳ 水平ꎬ以“相对表达量 ＝处理组校正值
的均值 / 对照组校正值”进行相对表达量的量化ꎮ
１.２. １１ 细胞 Ｆｅ２＋ 水平检测 　 使用 ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ ( Ｆ３７４ꎬ
Ｄｏｊｉｎｄｏ) 检测细胞内 Ｆｅ２＋ 水平ꎬ待给药刺激结束后ꎬＲＰＥ
细胞 在 ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ 探 针 染 色 液 ( １ μｍｏｌ / Ｌ ) 中 孵 育
３０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 清洗后使用荧光显微镜进行拍照观察ꎮ 用
Ｉｍａｇｅ Ｊ 测量荧光强度ꎬ以“相对表达量 ＝处理组校正值的
均值 / 对照组校正值”进行相对表达量的量化ꎮ
１.２.１２ Ｃａｌｃｅｉｎ－ ＡＭ / ＰＩ 染色 　 Ｃａｌｃｅｉｎ ＡＭ / ＰＩ 染色法检
测各组细胞活细胞和死亡细胞的情况ꎮ 将细胞与 Ｃａｌｃｅｉｎ
ＡＭ (２ μｍｏｌ / Ｌ) 和 ＰＩ (２ μｍｏｌ / Ｌ) 染色液孵育３０ ｍｉｎ后ꎬ
弃染液ꎬＰＢＳ 清洗 ３ 次后ꎬ通过荧光显微镜对细胞活性进
行分析ꎬ统计出每个视野下细胞死亡个数ꎬ并计算 ３ 次重
复的平均值ꎬ以量化每组细胞每个视野下平均死亡数目ꎮ
１.２.１３ ＣＣＫ－８ 染色 　 ＡＲＰＥ－１９ 细胞接种于 ９６ 孔板之
内ꎬ每孔约 ２×１０４个细胞ꎬ待各组给药处理结束后ꎬ吸弃培
养基ꎬ每孔加入 １００ μＬ 无血清基础培养基ꎬ随后每孔加入
增强型 ＣＣＫ－８ 溶液 １０ μＬꎬ于 ３７ ℃孵箱孵育 ２ ｈꎬ随后ꎬ
将 ９６ 孔板置于酶标仪中ꎬ在 ４５０ ｎｍ 波长下测量 ＯＤ 值ꎬ并
根据(实验组 ＯＤ 均值 / 对照组 ＯＤ 均值) × １００％ 公式计
算细胞存活率ꎮ
１.２. １４ 免疫荧光染色 　 细胞或组织经多聚甲醛固定
１０ ｍｉｎꎬ０.５％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００ 破膜 １０ ｍｉｎꎬ随后在 ５％ ＢＳＡ 室
温封闭 １ ｈꎮ 封闭结束后ꎬ一抗孵育过夜ꎬ次日加入荧光二
抗避光孵育 ２ ｈꎬ加入含 ＤＡＰＩ 的抗荧光淬灭迹封片ꎬ随后
荧光显微镜下对细胞进行拍照观察ꎮ

统计学分析:实验数据通过 ＳＰＳＳ １９.０ 统计软件进行

分析处理ꎮ 计量资料用 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间比较采用单因
素方差分析ꎬ组间比较时ꎬ若仅与一个对照组比较ꎬ采用
Ｄｕｎｎｅｔｔ􀆳ｓ 检验ꎻ若需与不同对照组比较ꎬ则采用 Ｔｕｋｅｙ
ＨＳＤ 法ꎮ 以 Ｐ<０.０５ 表示差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１氧化应激微环境对 ＡＲＰＥ－１９细胞的影响　 Ｈ２Ｏ２为细

胞氧化损伤诱导剂ꎬ可诱导细胞铁死亡[１３－１４]ꎬＥｒａｓｔｉｎ 为铁
死亡诱导剂ꎮ 为探究氧化应激微环境对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞的
影响ꎬ我们对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞进行 Ｈ２Ｏ２和 Ｅｒａｓｔｉｎ 干预ꎮ 结
果显示ꎬ与对照组相比ꎬＨ２Ｏ２和 Ｅｒａｓｔｉｎ 处理后细胞死亡率
显著升高ꎬ细胞 ＲＯＳ 水平及线粒体 ＲＯＳ 水平均显著增加
(均 Ｐ<０.０１)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 数据显示 Ｈ２Ｏ２和 Ｅｒａｓｔｉｎ 处理
后 ＡＣＳＬ４ 表达上调ꎬＧＰＸ４ 表达下调(均 Ｐ<０.０１)ꎬ见图 １ꎬ
表 １、２ꎮ
２.２ ＰＡＣ对 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞铁死亡的影响　
ＰＡＣ 具有显著抗氧化的功能ꎬ为了评估 ＰＡＣ 在体外对
ＡＲＰＥ－１９ 细胞的保护作用ꎬ首先ꎬ我们用不同浓度的 ＰＡＣ
干预治疗 Ｈ２Ｏ２影响的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞ꎬ发现 ＰＡＣ 可改善
Ｈ２Ｏ２ 影响的细胞活力下降(均 Ｐ<０.０１)ꎬ因此ꎬ我们选择
了高浓度的 ＰＡＣ (２００ μｇ / ｍＬ)用于后续体外实验ꎬ研究
其在 Ｈ２Ｏ２触发的铁死亡中的作用ꎮ ＬＰＯ 是铁死亡的关键

影响因素ꎬ铁超载是其潜在的诱导剂[１５]ꎮ 我们通过 Ｃ１１－
ＢＯＤＩＰＹ 和 ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ 探针检测细胞 ＬＰＯ 和铁离子水
平ꎬ发现 Ｈ２Ｏ２暴露显著增加了 ＲＰＥ 细胞的 ＬＰＯ 和 Ｆｅ２＋水
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图 １　 Ｈ２Ｏ２诱导 ＡＲＰＥ－１９ 细胞氧化应激　 Ａ:Ｃａｌｃｅｉｎ－ＡＭ / ＰＩ 双重染色显示活细胞(绿色)和死细胞(红色)ꎻＢ:Ｈ２－ＤＣＦＤＡ 染色显
示细胞内 ＲＯＳ 水平ꎻＣ:ＭｉｔｏＳＯＸ Ｒｅｄ 和 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ Ｇｒｅｅｎ 染色显示线粒体 ＲＯＳ 水平ꎻＤ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 显示 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中
ＡＣＳＬ４ 和 ＧＰＸ４ 蛋白的表达水平ꎮ

表 １　 各组细胞阳性 ＰＩ数及 ＲＯＳ与 Ｍｉｔｏ－ＳＯＸ荧光强度的比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 每个视野 ＰＩ 阳性细胞数(个) ＲＯＳ 平均荧光强度 Ｍｉｔｏ－ＳＯＸ 平均荧光强度

正常组 ０.３３±０.５８ １.００±０.３１ １.００±０.１７
Ｈ２Ｏ２组 ２１.００±３.００ｂ １０.０５±１.６７ｂ ８.６７±０.７８ｂ

Ｅｒａｓｔａｉｎ 组 ２１.６７±３.０５ｂ １０.１５±０.８８ｂ ８.９１±０.３８ｂ

　
Ｆ ７０.９２９ １１０.８８８ ２３０.３３４
Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.００１

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ 正常组ꎮ

表 ２　 各组细胞 ＡＣＳＬ４ 与 ＧＰＸ４ 的相对表达量比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 ＡＣＳＬ４ ＧＰＸ４
正常组 １.００±０.３１ １.００±０.３１
Ｈ２Ｏ２组 ３.４１±０.５１ｂ ０.２２±０.０３ｂ

Ｅｒａｓｔａｉｎ 组 ３.６４±０.２８ｂ ０.１９±０.０３ｂ

　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ４４.３０６ １４０.８５９
Ｐ <０.００１ <０.００１

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ 正常组ꎮ

平ꎬ并被 ＰＡＣ 和 Ｆｅｒ－１ 有效抑制(均 Ｐ<０.０１)ꎮ ４－ＨＮＥ 是
一种细胞毒性 ＬＰＯ 产物ꎬ广泛存在于多种氧化应激相关
的病理过程中ꎬ并在铁死亡过程中大量积聚[１６－１７]ꎮ 通过
对细胞免疫荧光染色ꎬ发现 Ｈ２ Ｏ２ 暴露后显著增加了
４－ＨＮＥ的荧光表达强度ꎬ而在 ＰＡＣ 和 Ｆｅｒ－１ 干预后被有
效抑制(均Ｐ<０.０１)ꎮ Ｃａｌｃｅｉｎ－ＡＭ / ＰＩ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ 进一
步表明ꎬ细胞在 Ｈ２Ｏ２暴露后死亡率上升ꎬ而通过 ＰＡＣ 和
Ｆｅｒ－１干预后ꎬ细胞死亡率显著下降(均 Ｐ<０.０１)ꎬ见图 ２ꎬ
表 ３ꎮ 这些证据表明 ＰＡＣ 能够有效抑制 Ｈ２ Ｏ２ 介导的铁
死亡ꎮ
２.３ ＰＡＣ对线粒体功能的影响 　 线粒体功能在铁死亡中

起着关键作用ꎬ可通过调控 ＲＯＳ 的产生影响细胞对铁死
亡的敏感性[１８－１９]ꎮ 为了探讨 ＰＡＣ 对线粒体功能的影响ꎬ
我们通过 Ｈ２－ＤＣＦＤＡ 染色和 ＭｉｔｏＳｏｘ 探针染色对细胞和
线粒体 ＲＯＳ 水平进行检测ꎬ发现 Ｈ２Ｏ２处理后的 ＲＰＥ 细胞
和线粒体 ＲＯＳ 水平显著上调ꎬ而 ＰＡＣ 和 Ｆｅｒ－１ 给药后抑
制了 Ｈ２Ｏ２引起的 ＲＯＳ 升高(均 Ｐ<０.０１)ꎮ 为了进一步检
测线粒体功能状态ꎬ我们通过 ＪＣ－１ 探针染色检测了线粒
体膜电位(ＭＭＰ)的变化ꎬ发现 ＰＡＣ 和 Ｆｅｒ－１ 预处理后能
够改善 Ｈ２Ｏ２诱发的 ＭＭＰ 下降(均 Ｐ<０.０１)ꎬ见图 ３ꎬ表 ４ꎮ
综上ꎬ这些证据表明 ＰＡＣ 能够纠正 Ｈ２ Ｏ２ 诱导的线粒体
损伤ꎮ
２.４ ＰＡＣ对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞 Ｎｒｆ２ / ＧＰＸ４ 信号通路的调控
　 铁死亡的发生与多种因素密切相关ꎬ其中 Ｎｒｆ２ / ＧＰＸ４
是氧化损伤相关性铁死亡的关键机制[２０－２１]ꎮ ＰＡＣ 作为抗
氧化剂ꎬ能显著上调 Ｎｒｆ２ 的表达及核迁移能力以增强机
体抗氧化能力ꎮ 为了明确 ＰＡＣ 是否通过 Ｎｒｆ２ / ＧＰＸ４ 以调
控细胞铁死亡的发生ꎬ我们通过免疫荧光检测了 Ｎｒｆ２ 的
表达及核定位情况ꎬ发现 ＰＡＣ 与 Ｆｅｒ－１ 显著回复了 Ｈ２Ｏ２

诱发的 Ｎｒｆ２ 表达下降(均 Ｐ<０.０１)ꎮ Ｎｒｆ２ 能够促进 ＨＯ－１
和 ＧＰＸ４ 的表达ꎬ改善细胞铁死亡ꎮ 免疫荧光和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
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ｂｌｏｔ 结果表明 ＰＡＣ 或 Ｆｅｒ－１ 预处理能够显著抑制 Ｈ２Ｏ２诱
发 Ｎｒｆ２、ＧＰＸ４ 和 ＨＯ－１ 的表达水平的下降(均 Ｐ<０.０１)ꎬ

见图 ４ꎬ表 ５－６ꎮ 表明 ＰＡＣ 通过上调 Ｎｒｆ２ 的表达ꎬ促进其
核迁移ꎬ激活其下游 ＨＯ－１ 和 ＧＰＸ４ꎮ

图 ２　 ＰＡＣ对 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞铁死亡的影响　 Ａ:在 ２００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２刺激下ꎬ不同浓度 ＰＡＣ 预处理后的细胞存活率ꎮ
ｂＰ<０.０１ ｖｓ １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２＋０ μｇ / ｍＬ ＰＡＣ 组ꎻＢ:Ｃ１１－ｂｏｄｉｐｙ染色显示 ＬＰＯꎬ红色为还原型ꎬ绿色为氧化型ꎻＣ:ＦｅｒｒｏＯｒａｎｇｅ 染色

显示细胞内 Ｆｅ２＋水平ꎻＤ:４－ＨＮＥ 的免疫荧光染色ꎮ Ｅ:Ｃａｌｃｅｉｎ－ＡＭ / ＰＩ 双重染色显示活细胞(绿色)和死细胞(红色)ꎮ

图 ３　 ＰＡＣ对线粒体功能的调节作用检测　 Ａ:Ｈ２－ＤＣＦＤＡ 染色显示细胞内 ＲＯＳ 水平ꎻＢ:线粒体超氧化物红色荧光探针和线粒体绿
色染色显示线粒体 ＲＯＳ 水平ꎻＣ:ＪＣ－１ 染色显示线粒体膜电位ꎬ红色染色(聚合物形式)表示线粒体膜电位较高ꎬ反映线粒体功
能正常、细胞处于健康状态ꎮ 绿色染色(单体形式)表示线粒体膜电位较低ꎬ提示线粒体去极化ꎮ

表 ３　 各组细胞氧化型 /还原型比例与 Ｆｅ２＋水平和 ４－ＨＮＥ及 ＰＩ阳性细胞数的比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 氧化型 /还原型比例 细胞 Ｆｅ２＋水平 ４－ＨＮＥ 平均荧光强度 每个视野 ＰＩ 阳性细胞数(个)
正常组 １.００±０.１２ １.００±０.１２ １.００±０.０６ ０
Ｈ２Ｏ２组 ９.２０±０.７９ｂ ７.７０±０.５６ｂ ６.９２±０.５５ｂ ２０.３３±２.５２ｂ

Ｈ２Ｏ２＋ＰＡＣ 组 ３.８５±０.３８ｄ ４.６０±０.４０ｄ ２.８９±０.５６ｄ １１.００±２.００ｄ

Ｈ２Ｏ２＋Ｆｅｒ－１ 组 ３.７７±０.５１ｄ ４.５５±０.５８ｄ ３.０８±０.１３ｄ １０.３３±２.０８ｄ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ １３５.５６４ １０８.７６８ ６７.６５８ ５６.５０８

Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.００１ <０.００１

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ 正常组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ Ｈ２Ｏ２组ꎮ
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图 ４　 免疫荧光与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＰＡＣ 对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 Ｎｒｆ２ / ＧＰＸ４ 信号通路的调控 　 Ａ:Ｎｒｆ２ 的免疫荧光检测结果ꎻ
Ｂ:ＨＯ－１的免疫荧光检测结果ꎻＣ:ＧＰＸ４的免疫荧光检测结果ꎻＤ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 Ｎｒｆ２、ＨＯ－１ 和 ＧＰＸ４ 的蛋
白表达水平ꎮ

表 ４　 各组细胞 ＲＯＳ和 Ｍｉｔｏ－ＳＯＸ荧光强度及 ＪＣ－１ 红色 /绿色的比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 ＲＯＳ 平均荧光强度 Ｍｉｔｏ－ＳＯＸ 平均荧光强度 ＪＣ－１ 红色 /绿色

正常组 １.００±０.２０ １.００±０.１８ １.００±０.１７
Ｈ２Ｏ２组 ９.０１±０.８０ｂ ９.６１±０.７１ｂ ０.１５±０.０１ｂ

Ｈ２Ｏ２＋ＰＡＣ 组 ３.５４±０.８７ｄ ４.２９±０.４２ｄ ０.３４±０.０４ｃ

Ｈ２Ｏ２＋Ｆｅｒ－１ 组 ３.５５±０.５８ｄ ３.８８±０.９０ｄ ０.３８±０.０７ｃ

　 　
Ｆ ７７.２４７ １０１.４４１ ４６.７３１
Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.００１

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ 正常组ꎻｃＰ<０.０５ꎬ ｄＰ<０.０１ ｖｓ Ｈ２Ｏ２组ꎮ

表 ５　 各组细胞 Ｎｒｆ２ 及 ＨＯ－１ 与 ＧＰＸ４ 荧光表达强度的比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 Ｎｒｆ２ 平均荧光强度 ＨＯ－１ 平均荧光强度 ＧＰＸ４ 平均荧光强度

正常组 １.００±０.１０ １.００±０.１０ １.００±０.１８
Ｈ２Ｏ２组 ０.２８±０.０４ｂ ０.２２±０.０３ｂ ０.２７±０.０４ｂ

Ｈ２Ｏ２＋ＰＡＣ 组 ０.８７±０.０５ｄ ０.５９±０.０５ｄ ０.７９±０.０８ｄ

Ｈ２Ｏ２＋Ｆｅｒ－１ 组 ０.８８±０.０５ｄ ０.５９±０.０６ｄ ０.７９±０.０７ｄ

　 　
Ｆ ７２.５９６ ６６.８８６ ２４.６０３
Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.００１

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ 正常组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ Ｈ２Ｏ２组ꎮ

表 ６　 各组细胞 Ｎｒｆ２ 及 ＨＯ－１ 与 ＧＰＸ４ 蛋白表达量的比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 Ｎｒｆ２ ＨＯ－１ ＧＰＸ４
正常组 １.００±０.２２ １.００±０.１７ １.００±０.２１
Ｈ２Ｏ２组 ０.１９±０.０３ｂ ０.２３±０.１９ｂ ０.３３±０.０２ｂ

Ｈ２Ｏ２＋ＰＡＣ 组 ０.６６±０.１２ｄ ０.８５±０.０６ｄ ０.７５±０.０８ｄ

Ｈ２Ｏ２＋Ｆｅｒ－１ 组 ０.６３±０.１６ｄ ０.８０±０.０３ｄ ０.６９±０.０２ｄ

　 　
Ｆ １４.４４２ １９.６８９ １７.４７６
Ｐ ０.００１ <０.００１ <０.００１

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ 正常组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ Ｈ２Ｏ２组ꎮ

２.５ ＰＡＣ对敲减 Ｎｒｆ２的 ＡＲＰＥ－１９细胞的影响　 为了进
一步论证 ＰＡＣ 对铁死亡的具体调控机制ꎬ我们对其
核心基因 Ｎｒｆ２ 进行了敲减并进行了相关实验ꎮ 如
图 ５所示ꎬ蛋白质印迹表明 Ｎｒｆ２ 被成功敲减ꎮ Ｃ１１－
ＢＯＤＩＰＹ 染色和Ｈ２－ＤＣＦＤＡ染色表明ꎬ敲减 Ｎｒｆ２ 消除了
ＰＡＣ 在 Ｈ２Ｏ２下对 ＬＰＯ 和细胞 ＲＯＳ 水平的抑制作用ꎮ

同样ꎬ细胞死亡率也随着 Ｎｒｆ２ 的敲减而增加 (均 Ｐ <
０.０１) ꎬ见表 ７ꎮ 蛋白质印迹结果进一步表明ꎬＮｒｆ２ 的
敲减ꎬ会抑制 ＨＯ－１、ＧＰＸ４ 的表达水平(均 Ｐ< ０. ０１) ꎬ
见表 ８ꎮ 因此ꎬＰＡＣ 主要通过 Ｎｒｆ２ 以激活 ＨＯ－１、ＧＰＸ４
的表达ꎬ改善细胞脂质过氧化ꎬ抑制细胞 铁 死 亡 的
发生ꎮ
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图 ５　 敲减 Ｎｒｆ２ 后 ＰＡＣ对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞的影响　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 显示 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 Ｎｒｆ２ 的转染效率ꎻＢ:Ｃ１１－ｂｏｄｉｐｙ 染色检测
脂质过氧化ꎬ还原型(红色)和氧化型(绿色)ꎻＣ:Ｈ２－ＤＣＦＤＡ 染色检测细胞内 ＲＯＳ 水平ꎻＤ:Ｃａｌｃｅｉｎ－ＡＭ / ＰＩ 双重染色检测活细
胞(绿色)和死细胞(红色)ꎻＥ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 Ｎｒｆ２、ＨＯ－１ 和 ＧＰＸ４ 的蛋白表达水平ꎮ

表 ７　 各组细胞氧化型 /还原型与 ＲＯＳ与 ＰＩ阳性细胞数的比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 氧化型 /还原型 ＲＯＳ 平均荧光强度 每个视野 ＰＩ 阳性细胞数(个)
正常组 １.００±０.２１ １.００±０.１６ ０
Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮＣ 组 ９.４８±０.６５ｂ ９.７３±１.０９ｂ １８.３３±１.５３ｂ

Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮＣ＋ＰＡＣ 组 ３.３０±０.４４ｄ ３.６８±０.６７ｄ ７.００±１.００ｄ

Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮｒｆ２＋ＰＡＣ 组 ８.４０±０.５９ｆ ８.３３±０.７９ｆ １７.６７±１.５３ｆ

　 　
Ｆ １９５.６８４ ８７.０６２ １６５.８６３
Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.００１

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ 正常组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮＣ 组ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮＣ＋ＰＡＣ 组ꎮ

表 ８　 各组细胞 Ｎｒｆ２ 及 ＨＯ－１ 与 ＧＰＸ４ 蛋白表达量的比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 Ｎｒｆ２ ＨＯ－１ ＧＰＸ４
正常组 １.００±０.１２ １.００±０.２４ １.００±０.２２
Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮＣ 组 ０.３５±０.１６ｂ ０.３４±０.０５ｂ ０.４４±０.１０ｂ

Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮＣ＋ＰＡＣ 组 ０.８１±０.０８ｄ ０.８４±０.０９ｄ ０.７６±０.１４ｄ

Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮｒｆ２＋ＰＡＣ 组 ０.４５±０.０３ｆ ０.３０±０.０６ｆ ０.２１±０.０５ｆ

　 　
Ｆ ５２.９４９ ２０.７４９ １８.４０２
Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.００１

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ 正常组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮＣ 组ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮＣ＋ＰＡＣ 组ꎮ

２.６ ＰＡＣ对干性 ＡＲＭＤ模型小鼠的影响　 为了进一步证
实 ＰＡＣ 在干性 ＡＲＭＤ 中的中心作用ꎬ我们在对小鼠进行
ＰＡＣ 及铁死亡抑制剂 Ｆｅｒ－１ 药物预处理后ꎬ通过 ＮａＩＯ３诱
导了干性 ＡＲＭＤ 小鼠模型ꎮ ＺＯ－１ 是维持 ＲＰＥ 细胞间紧
密连接的关键蛋白ꎮ ＺＯ － １ 染色能够直观反应视网膜
ＲＰＥ 细胞间连接的完整性和连续性ꎬ是 ＲＰＥ 细胞的屏障
功能的关键指标[２２－２４]ꎮ 通过对各组小鼠视网膜铺片ＺＯ－１
染色ꎬ发现 ＦｅＳＯ４ 组与 ＮａＩＯ３ 组小鼠视网膜 ＲＰＥ 连接受
损ꎬ出现了局部缺失或断裂ꎬ而 ＰＡＣ 与铁死亡抑制剂

Ｆｅｒ－１药物预处理的小鼠在 ＮａＩＯ３造模后ꎬ其 ＲＰＥ 连接得
到显著改善ꎬ见图 ６Ａꎮ 进一步通过 ＨＥ 染色观察各组视
网膜病理学变化ꎬ发现 ＦｅＳＯ４组与 ＮａＩＯ３组小鼠视网膜厚
度变薄ꎬ并伴随着 ＲＰＥ 细胞的缺失ꎬ而通过 ＰＡＣ 或铁死
亡抑制剂 Ｆｅｒ－１ 药物预处理后ꎬ小鼠视网膜厚度增加ꎬ同
时 ＲＰＥ 细胞丢失减少ꎬ见图 ６Ｂꎮ Ｒｈｏｄｏｐｓｉｎ 和 Ｏｐｓｉｎ 的表
达差异及功能分化是视网膜适应多元光环境的核心机制ꎮ
其表达的下降是视网膜光感受器的功能受损的标志ꎮ 我
们发现 ＰＡＣ 与铁死亡抑制剂 Ｆｅｒ － １ 预处理能够逆转
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ＮａＩＯ３诱导的 Ｒｈｏｄｏｐｓｉｎ、Ｏｐｓｉｎ 表达下降ꎬ改善视网膜功
能ꎬ而 ＦｅＳＯ４组与 ＮａＩＯ３ 组无明显差异ꎬ见图 ６Ｃꎮ ＴＵＮＥＬ
法检测视网膜变性和细胞死亡ꎮ 结果显示ꎬＰＡＣ 与铁死
亡抑制剂 Ｆｅｒ－１ 挽救了 ＡＲＭＤ 小鼠中 ＮａＩＯ３诱导的细胞
死亡ꎬ而 ＦｅＳＯ４组与 ＮａＩＯ３组无明显差异ꎬ见图 ７Ａꎮ 上述
结果表明ꎬＰＡＣ 与铁死亡抑制剂 Ｆｅｒ－１ 改善 ＮａＩＯ３诱导视

网膜变性ꎮ 蛋白质印迹结果进一步表明ꎬＰＡＣ 与铁死亡
抑制剂 Ｆｅｒ － １ 均能够恢复 ＮａＩＯ３ 诱导的 Ｎｒｆ２、ＨＯ－ １ 和
ＧＰＸ４ 蛋白表达的下降(均 Ｐ<０.０１)ꎬ见图 ７Ｂꎬ表 ９ꎮ 以上
结果表明ꎬ铁死亡在干性 ＡＲＭＤ 的发展中起着重要作用ꎬ
ＰＡＣ 能够通过 Ｎｒｆ２ / ＧＰＸ４ 改善 ＲＰＥ 细胞铁死亡ꎬ可能成
为一个有希望治疗干性 ＡＲＭＤ 的潜在药物ꎮ

图 ６　 ＰＡＣ处理对 ＮａＩＯ３诱导的小鼠视网膜退行性变的影响　 Ａ:免疫荧光染色图像显示各组小鼠 ＲＰＥ 铺片中 ＺＯ－１ 的表达ꎻＢ:小
鼠视网膜切片的 ＨＥ 染色结果ꎻＣ:免疫荧光染色图像显示视网膜切片中 Ｍ－视蛋白(红色)、视紫红质(绿色)和 ＤＡＰＩ(蓝色)的
表达ꎮ
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图 ７　 ＰＡＣ处理对 ＮａＩＯ３诱导的小鼠视网膜退行性变的影响　 Ａ:ＴＵＮＥＬ 染色显示视网膜切片中细胞凋亡水平ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测
视网膜中 Ｎｒｆ２、ＨＯ－１ 和 ＧＰＸ４ 的蛋白表达水平及其定量分析ꎮ

表 ９　 各组小鼠视网膜 Ｎｒｆ２ 与 ＨＯ－１ 与 ＧＰＸ４ 蛋白表达量的比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 Ｎｒｆ２ ＨＯ－１ ＧＰＸ４
正常组 １.００±０.０７ １.００±０.１５ １.００±０.１２
ＦｅＳＯ４组 ０.３５±０.０１ｂ ０.２６±０.０２ｂ ０.３０±０.０８ｂ

ＮａＩＯ３组 ０.３３±０.０１ｂ ０.２３±０.０６ｂ ０.３４±０.１３ｂ

ＮａＩＯ３＋ＰＡＣ 组 ０.７２±０.０４ｄ ０.８６±０.０５ｄ ０.９６±０.１１ｄ

ＮａＩＯ３＋Ｆｅｒ－１ 组 ０.８４±０.０５ｄ １.１１±０.１６ｄ １.０８±０.１７ｄ

　 　
Ｆ １５３.９２０ ５０.３３４ ２７.７４２
Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.００１

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ 正常组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＮａＩＯ３组ꎮ

３讨论
干性 ＡＲＭＤ 是老年人不可逆视力丧失的主要原因ꎬ

目前尚无有效的治疗方法ꎮ ＲＰＥ 的退行性变在干性
ＡＲＭＤ 的发病机制中起着关键作用ꎮ 近期研究表明ꎬ铁死
亡(一种由铁过载和 ＬＰＯ 驱动的调节性细胞死亡形式)是
干性 ＡＲＭＤ 中 ＲＰＥ 退行性变的关键机制[２５－２６]ꎮ 为了阐
明干性 ＡＲＭＤ 的发病机制ꎬ我们通过低剂量 ＮａＩＯ３诱导建
立了干性 ＡＲＭＤ 小鼠模型ꎬ并利用 Ｈ２Ｏ２建立了 ＲＰＥ 细胞

的氧化应激模型[２７－２８]ꎮ 我们的主要发现如下:(１)铁死亡
显著促进了干性 ＡＲＭＤ 的病理进程ꎮ (２)Ｈ２Ｏ２诱导的氧
化应激触发了 ＲＰＥ 细胞的铁死亡ꎮ (３)ＰＡＣ 和铁死亡抑
制剂 Ｆｅｒ－１ 通过激活 Ｎｒｆ２ / ＧＰＸ４ 信号通路ꎬ减轻 ＲＰＥ 细
胞的铁死亡ꎬ并改善干性 ＡＲＭＤ 的退行性改变ꎬ如图 ８ 所
示ꎮ 这些实验结果表明 ＰＡＣ 作为干性视网膜疾病治疗药
物的潜在可能性ꎮ
　 　 脂质代谢和 ＬＰＯ 与铁死亡密切相关ꎮ 在铁死亡过程
中ꎬ由 ＬＰＯ 产生的潜在毒性脂质过氧化物积累ꎬ导致细胞
结构和功能损伤[２９－３０]ꎮ ＬＰＯ 主要发生在多不饱和脂肪酸
(ｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄꎬ ＰＵＦＡ)分子中ꎬ这些分子被整
合到膜磷脂中ꎮ ＬＰＯ 可以通过酶促和非酶促途径发生ꎮ
在非酶促途径中ꎬ磷脂被 ＲＯＳ 氧化ꎬ产生 ＬＰＯ 产物ꎻ在酶
促途径中ꎬ如脂氧合酶( ｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅꎬ ＬＯＸ)等酶在双烯醇
位置驱动 ＰＵＦＡ 的过氧化[３１－３２]ꎮ 这些 ＰＵＦＡ 在铁离子的

催化下产生大量 ＲＯＳꎬ从而触发 ＬＰＯ 并诱导铁死亡ꎮ 我
们的研究结果表明ꎬＰＡＣ 抑制了 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细
胞中 ＬＰＯ 和 ＲＯＳ 的产生ꎮ 铁是一种氧化还原活性金属ꎬ
铁离子的存在加速了 ＰＵＦＡ 的过氧化ꎮ 此外ꎬ铁离子还可
以通过芬顿反应催化 Ｈ２Ｏ２转化为羟基自由基(􀅰ＯＨ)ꎬ从
而触发 ＬＰＯ[３３－３４]ꎮ 因此ꎬ细胞内铁离子水平过高会增加
对铁死亡的敏感性ꎮ 我们的研究表明ꎬＰＡＣ 还可以抑制
铁过载ꎬ从而进一步抑制细胞铁死亡ꎮ

Ｎｒｆ２ 是细胞抗氧化防御的主要调节因子[３５]ꎮ ＰＡＣ 通
过抑制糖原合成酶激酶－３β(ｇｌｙｃｏｇｅｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｋｉｎａｓｅ－３βꎬ
ＧＳＫ－３β)介导的磷酸化依赖性降解来稳定 Ｎｒｆ２ꎬ并通过
蛋白激酶 Ｂ( ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂꎬ ＡＫＴ)介导的磷酸化增强
Ｎｒｆ２ 的转录活性[３６－３７]ꎮ 我们的研究同样表明ꎬＰＡＣ 通过
激活 Ｎｒｆ２ 增强了细胞的抗氧化能力ꎮ ＨＯ－１ 是一种关键
的抗氧化酶ꎬ它可以将血红素分解为胆绿素、胆红素和一
氧化碳———这些代谢产物具有抗氧化和抗炎特性[３８－３９]ꎮ
近期证据表明ꎬ通过 Ｎｒｆ２ / ＨＯ－１ 信号通路ꎬ蟛蜞菊内酯
(ｗｅｄｅｌｏｌａｃｔｏｎｅ)可抑制高氧诱导的急性肺损伤中的铁死
亡[４０]ꎮ 同样ꎬ ＰＡＣ 预处理可上调 ＲＰＥ 细胞中 Ｎｒｆ２ 和
ＨＯ－１的表达ꎬ抑制铁死亡ꎮ

ＧＰＸ４ 是铁死亡的关键调节因子ꎬ其将脂质过氧化物解
毒为无害的脂质醇ꎬ维持膜脂质稳态[４１]ꎮ 视网膜 ＧＰＸ４ 敲
除可导致 ＲＰＥ 变性损伤和地图样萎缩(ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃ ａｔｒｏｐｈｙꎬ
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图 ８　 ＰＡＣ通过激活 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中的 Ｎｒｆ２ / ＧＰＸ４ 通路改善干性 ＡＲＭＤ中的铁死亡　 ＰＡＣ 的干预通过抑制 ＲＯＳ 的积累和改善
线粒体功能障碍ꎬ缓解 Ｈ２Ｏ２介导的 ＲＰＥ 细胞铁死亡ꎬ促进了视网膜功能的恢复ꎮ

ＧＡ)ꎬ这是晚期干性 ＡＲＭＤ 的标志[４２]ꎮ 红景天苷能够通
过激活 Ｎｒｆ２ / ＳＬＣ７Ａ１１ / ＧＰＸ４ 轴来改善 ＡＲＭＤ 病理[４３]ꎮ
我们的研究表明ꎬＰＡＣ 通过激活 Ｎｒｆ２ 以上调 ＧＰＸ４ 的表
达改善干性 ＡＲＭＤ 的视网膜退行性病变ꎬ这与先前的研
究结果一致ꎮ

总之ꎬ我们的研究表明ꎬＰＡＣ 可以通过 Ｎｒｆ２ / ＧＰＸ４ 通
路抑制干性 ＡＲＭＤ 中的铁死亡ꎬ为干性 ＡＲＭＤ 的治疗提
供了新的见解ꎮ 此外ꎬ我们的结果还表明ꎬＰＡＣ 可以改善
ＲＰＥ 细胞的线粒体功能障碍ꎬ并减轻视网膜退行性变ꎮ
然而ꎬ我们的研究也存在一些局限性:(１) ＰＡＣ 与其他铁
死亡调节通路的相互作用需要进一步探索ꎻ(２)我们仅研
究了 ＰＡＣ 预处理在干性 ＡＲＭＤ 中的保护作用ꎬ还需要进
一步研究在 ＮａＩＯ３建模后给予 ＰＡＣ 的治疗效果ꎬ重点关注
克服其临床转化障碍ꎬ并探索其在精准医疗中的潜在价
值ꎻ(３)铁死亡经典的诊断金标准是透射电子显微镜下线
粒体形态的损伤ꎬ但本文暂未对此进行进一步的检测ꎬ后
续相关研究将进一步探讨 ＰＡＣ 对线粒体相关铁死亡的机
制进行更深入的探讨ꎻ(４) 在细胞机制研究中ꎬ缺少对
Ｈ２Ｏ２刺激下 Ｎｒｆ２ 敲低后的相关实验探讨ꎬ使机制方面逻
辑严谨性出现了一些不足ꎮ 尽管存在这些局限性ꎬ我们的
研究有助于理解 ＰＡＣ 对干性 ＡＲＭＤ 的治疗作用ꎬ并为其
在铁死亡相关疾病中的应用提供了理论支持ꎮ
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ｍｉｔｉｇａｔｉｏｎ. Ｒｅｄｏｘ Ｒｅｐꎬ ２０２５ꎬ３０(１):２４４５３９８.
[１６] Ｌｉｕ ＬＬꎬ Ｐａｎｇ ＪＪꎬ Ｑｉｎ ＤＤꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｓｅ ＯＴＵＤ５ ａｓ ａ ｎｏｖｅｌ
ｐｒｏｔｅｃｔｏｒ ａｇａｉｎｓｔ ４－ＨＮＥ－ ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ /
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ. Ａｄｖ Ｓｃｉ (Ｗｅｉｎｈ)ꎬ ２０２３ꎬ１０(２８):ｅ２３０１８５２.
[１７] Ｊｉａｎｇ Ｎꎬ Ｍａ ＹＣꎬ Ｃｈｅｎ ＨＪꎬ ｅｔ ａｌ. ４ － ＨＮＥ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｌｉｐｉｄ ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ: ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ ｉｎ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ. Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｄｅｖ Ｂｉｏｌꎬ ２０２５ꎬ１３:１６６３０９４.
[１８] Ａｈｏｌａ Ｓꎬ Ｌａｎｇｅｒ Ｔ. Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ.
Ｔｒｅｎｄｓ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌꎬ ２０２４ꎬ３４(２):１５０－１６０.
[１９] Ｌｉ Ｊꎬ Ｊｉａ ＹＣꎬ Ｄｉｎｇ ＹＸꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｃｒｏｓｓｔａｌｋ ｂｅｔｗｅｅｎ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ
ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｎａｍｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｎｅｔｗｏｒｋｓ. Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０２３ꎬ
１９(９):２７５６－２７７１.
[２０] Ｊｉａｎｇ Ｘꎬ Ｙｕ Ｍꎬ Ｗａｎｇ ＷＫꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ
Ｎｒｆ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ － ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃａｎｃｅｒ ｔｈｅｒａｐｙ. Ａｃｔａ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ
Ｓｉｎꎬ ２０２４ꎬ４５(１１):２２２９－２２４０.
[２１] Ｚｈｅｎｇ Ｑꎬ Ｘｉｎｇ ＪＨꎬ Ｌｉ ＸＺꎬ ｅｔ ａｌ. ＰＲＤＭ１６ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ
ｔｏ ｐｒｏｔｅｃｔ ａｇａｉｎｓｔ ｓｅｐｓｉｓ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ
ＮＲＦ２ / ＧＰＸ４ ａｘｉｓ. Ｒｅｄｏｘ Ｂｉｏｌꎬ ２０２４ꎬ７８:１０３４１７.
[２２] Ｄ􀆳Ａｍｉｃｏ ＡＧꎬ Ｍａｕｇｅｒｉ Ｇꎬ Ｍａｇｒì Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. ＰＡＣＡＰ －ＡＤＮＰ ａｘｉｓ
ｐｒｅｖｅｎｔｓ ｏｕｔｅｒ ｒｅｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｂｒｅａｋｄｏｗｎ ａｎｄ ｃｈｏｒｏｉｄａｌ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ
ｂｙ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ｗｉｔｈ ＶＥＧＦ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｆｒｏｍ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔｅｄ ｅｐｉｔｅｌｉｕｍ ｃｅｌｌｓ.
Ｐｅｐｔｉｄｅｓꎬ ２０２３ꎬ１６８:１７１０６５.
[２３] Ｂｉｓｗａｌ ＭＲꎬ Ｐａｕｌｓｏｎ ＲＪꎬ Ｖｉｃｈａｒｅ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｕｓｐｉｒｏｎｅ ｅｎｈａｎｃｅｓ
ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎｄ ｐｒｅｓｅｒｖｅｓ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ｄｕｒｉｎｇ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｉｎｊｕｒｙ ｔｏ
ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ. Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ ( Ｂａｓｅｌ)ꎬ ２０２３ꎬ１２ ( １２):
２１２９.
[２４] Ｓｈｅｎ Ｘꎬ Ｃｈｅｎ Ｙꎬ Ｈｅ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ － １ꎬ ａ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒꎬ ｍｉｔｉｇａｔｅｓ ａｌｌ－ｔｒａｎｓ－ｒｅｔｉｎａｌ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ. Ｊ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄꎬ ２０２５ꎬ２３(１):１１０３.
[２５] Ｂｒｅｓｃｉａｎｉ Ｇꎬ Ｍａｎａｉ Ｆꎬ Ｆｅｌｓｚｅｇｈｙ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. ＶＥＧＦ ａｎｄ ＥＬＡＶＬ１ /
ＨｕＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ａｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｄｒｙ ａｎｄ ｗｅｔ ＡＭＤ ｐａｔｉｅｎｔｓ. Ａ ｎｅｗ ｔｉｌｅ
ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ＲＰＥ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ?
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｒｅｓꎬ ２０２４ꎬ２０８:１０７３８０.
[２６] Ｚｈａｎｇ Ｚꎬ Ｌｉａｎｇ ＦＭꎬ Ｃｈａｎｇ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｄｒｙ ＡＭＤ: ａ
ｐｒｏｍｉｓｉｎｇｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｄａｍａｇｅ.
Ｅｘｐ Ｅｙｅ Ｒｅｓꎬ ２０２４ꎬ２４２:１０９８８９.
[２７] Ａｎｄｅｒｓｏｎ ＢＤꎬ Ｌｅｅ ＴＴꎬ Ｂｅｌｌ ＢＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇ ｔｈｅ ｓｏｄｉｕｍ
ｉｏｄａｔｅ ｍｏｄｅｌ: Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｏｓｅꎬ ｇｅｎｄｅｒꎬ ａｎｄ ａｇｅ. Ｅｘｐ Ｅｙｅ Ｒｅｓꎬ ２０２４ꎬ
２３９:１０９７７２.
[２８] Ｇｅａｔｈｅｒｓ ＪＳꎬ Ｇｒｉｌｌｏ ＳＬꎬ Ｋａｒａｋｏｌｅｖａ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｏｄｉｕｍ ｉｏｄａｔｅ: ｒａｐｉｄ
ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌｌｙ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＡＭＤ. Ｆｒｏｎｔ Ｂｉｏｓｃｉ ( Ｌａｎｄｍａｒｋ Ｅｄ)ꎬ
２０２４ꎬ２９(１１):３８０.
[２９] 李娟英ꎬ 张文芳. 铁死亡在眼底疾病中的研究进展. 国际眼科
杂志ꎬ ２０２４ꎬ２４(５):７６７－７７１.
[３０] Ｌｅｅ Ｊꎬ Ｒｏｈ ＪＬ. Ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ: Ｕｎｒａｖｅｌｉｎｇ ｋｅｙ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ. ＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａ
ＢＢＡ Ｒｅｖ Ｃａｎｃｅｒꎬ ２０２５ꎬ１８８０(１):１８９２５８.
[３１ ] Ｅｎｄａｌｅ ＨＴꎬ Ｔｅｓｆａｙｅ Ｗꎬ Ｍｅｎｇｓｔｉｅ ＴＡ. ＲＯＳ ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｐｉｄ
ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｏｌｅ ｉｎ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ. Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｄｅｖ Ｂｉｏｌꎬ ２０２３ꎬ
１１:１２２６０４４.
[３２] Ｄａｎｉｅｌｌｉ Ｍꎬ Ｐｅｒｎｅ Ｌꎬ Ｊａｒｃ Ｊｏｖｉｃ̌ｉｃ′ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔｓ ａｎｄ
ｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ: Ｂａｌａｎｃｉｎｇ ｌｉｆｅ ａｎｄ ｄｅａｔｈ. Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ
Ｄｅｖ Ｂｉｏｌꎬ ２０２３ꎬ１１:１１０４７２５.
[３３] Ｑｉａｎ Ｗꎬ Ｚｈａｎｇ ＣＪꎬ Ｈｅ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｘ－ｒａｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎ－ｓｉｔｕ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ Ｆｅｎｔｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｒｏｎ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃａｎｃｅｒ ｔｈｅｒａｐｙ.
Ｂｉｏｏｒｇ Ｃｈｅｍꎬ ２０２５ꎬ１５４:１０８０２１.
[３４] Ｍａ ＲＹꎬ Ｚｈａｎｇ ＹＦꎬ Ｊｉ ＨＴꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｌｕｃｏｓｅ ｏｘｉｄａｓｅ－ｄｒｉｖｅｎ ｓｅｌｆ－
ａｃｃｅｌｅｒａｔｉｎｇ ｄｒｕｇ ｒｅｌｅａｓｅ ｎａｎｏｓｙｓｔｅｍ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｅｔａｌ－ｐｈｅｎｏｌｉｃ ｎｅｔｗｏｒｋｓ
ｏｒｃｈｅｓｔｒａｔｅｓ ｔｕｍｏｒ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ａｎｄ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ－ｂａｓｅｄ ｔｈｅｒａｐｙ. Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｌ
Ｍａｃｒｏｍｏｌꎬ ２０２５ꎬ２９０:１３９１０３.
[３５] Ｈｕ ＺＬꎬ Ｌｉｎ ＺＹꎬ Ｒｅｎ ＷＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ Ｎｒｆ２ ｉｎ ａｇｅ－
ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ. Ｉｎｔ Ｊ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌꎬ ２０２４ꎬ
１７(７):１３４４－１３６２.
[３６] Ｓｕｎ ＱＲꎬ Ｊｉａ Ｎꎬ Ｌｉ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｒａｐｅ ｓｅｅｄ ｐｒｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｓ
ａｍｅｌｉｏｒａｔｅ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＧＳＫ－３β－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｐｏｒｅ ｏｐｅｎｉｎｇ ｉｎ ａｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｓｐｏｒａｄｉｃ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ􀆳ｓ ｄｉｓｅａｓｅ. Ａｇｉｎｇꎬ ２０１９ꎬ １１ ( １２ ):
４１０７－４１２４.
[３７] Ｎａｖａｒｒｏ Ｅꎬ Ｅｓｔｅｒａｓ Ｎ. Ｍｕｌｔｉｔａｒｇｅｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｎｒｆ２ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ
ｂｒａｉｎ: ｃｏｍｍｏｎ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌ ｔｙｐｅｓ. Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ
(Ｂａｓｅｌ)ꎬ ２０２４ꎬ１３(１２):１５０２.
[３８] Ｃｈｅｎ ＪＪꎬ Ｚｈｏｕ ＬＬꎬ Ｌｉ ＸＸꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｚｅｒｕｍｂｏｎｅ ｏｎ
ｓｅｐｓｉｓ － ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｎｔｉ － ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｎｄ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｖｉａ ＮＦ－κＢ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ａｎｄ ＨＯ－１ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ.
Ｎａｕｎｙｎ Ｓｃｈｍｉｅｄｅｂｅｒｇｓ Ａｒｃｈ Ｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ ２０２４ꎬ３９７(４):２２４１－２２５５.
[３９] Ｈｅ ＳＳꎬ Ｙｅ ＨＲꎬ Ｗａｎｇ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｂ１ ｔａｒｇｅｔｓ ｔｏ ＨＯ－１
ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｓｅｐｓｉｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ. Ｆｒｅｅ Ｒａｄｉｃ Ｂｉｏｌ Ｍｅｄꎬ ２０２５ꎬ
２２６:１３－２８.
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