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摘要： 目的　 探讨山柰酚对低氧所致大鼠视网膜微血管内皮细胞 （ｒＲＭＥＣｓ） 损伤的保护作用。 方法　 采用 ＣＣＫ⁃８ 法

筛选山柰酚保护 ｒＲＭＥＣｓ 的有效浓度， 流式细胞术检测细胞凋亡情况， ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 法检测 ＲＯＳ 水平， ＥＬＩＳＡ 法检测

ＳＯＤ 活性和 ＭＤＡ 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｅＮＯＳ、 ｐ⁃ｅＮＯＳ、 ｃ⁃Ｓｒｃ、 ｐ⁃ｃ⁃Ｓｒｃ、 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达， 并测定 ＮＯ 水平。
采用 ｅＮＯＳ 抑制剂 Ｌ⁃ＮＡＭＥ （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 验证阻断 ｅＮＯＳ ／ ＮＯ ／ ｃ⁃Ｓｒｃ 信号后山柰酚对视网膜内皮细胞的作用。 结果　 在

常氧条件下， 山柰酚在小于 ３２ μｍｏｌ ／ Ｌ 的浓度下对 ｒＲＭＥＣｓ 无毒性； 与常氧组比较， 低氧组 （１％ Ｏ２， １２ ｈ） ｒＲＭＥＣｓ
活力降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｐ⁃ｅＮＯＳ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与低氧组比较， 山柰酚组细胞增殖增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 细胞凋

亡减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＮＯ 水平、 ＳＯＤ 活性及 Ｂｃｌ⁃２、 ｐ⁃ｅＮＯＳ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＲＯＳ、 ＭＤＡ 水平及 Ｂａｘ 蛋白表达

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｐ⁃ｅＮＯＳ 和 ｐ⁃ｃ⁃Ｓｒｃ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而 ｅＮＯＳ 抑制剂 Ｌ⁃ＮＡＭＥ 逆转了山柰酚对低

氧致 ｒＲＭＥＣｓ 氧化应激损伤的保护作用 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 山柰酚在低氧条件下通过活化 ｅＮＯＳ ／ ＮＯ ／ ｃ⁃Ｓｒｃ 信号通路对

ｒＲＭＥＣｓ 发挥保护作用， 抑制细胞凋亡， 减少氧化应激， 在治疗低氧相关视网膜血管损伤中具有潜在应用价值。
关键词： 山柰酚； ｒＲＭＥＣｓ； 低氧损伤； 氧化应激； ｅＮＯＳ ／ ＮＯ ／ ｃ⁃Ｓｒｃ 信号通路
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　 　 视网膜病变与缺氧之间存在密切的关联， 如视

网膜静脉阻塞、 糖尿病视网膜病变、 高海拔引起的

视网膜病变等［１］。 缺氧会导致血管稳态失衡和内

皮功能障碍， 是引发高海拔视网膜病变的主要原因

之一［２］。 研究表明， 氧化应激和 ＮＯ 生物利用度降

低是解释急性和慢性缺氧对内皮功能造成有害影响

的关键机制［３］。 内皮细胞中 ＮＯ 的生成依赖于

ｅＮＯＳ［４］。 ｅＮＯＳ 功能障碍或导致 ＮＯ 生物利用度降

低， 损害内皮依赖性血管舒张［４］。 另外， 氧化应

激诱导的 ＲＯＳ 直接与 ＮＯ 反应形成过氧亚硝酸盐，
降低 ＮＯ 的生物利用度［５］。 ＮＯ 能通过 Ｓ⁃亚硝基化

修饰细胞 Ｓｒｃ 酪氨酸激酶 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｓｒｃ ｔｙｒｏｓｉｎｅ
ｋｉｎａｓｅ， ｃ⁃Ｓｒｃ） 的半胱氨酸残基改变活性， 从而激

活 ｓ⁃Ｓｒｃ［６］。 既往研究也报道了视网膜病变中 ｅＮＯＳ
通过调节下游 ｃ⁃Ｓｒｃ 信号从而改变血管通透性， 并

且可以通过阻断 ＮＯ 的生成来选择性地抑制该

途径［７］。
山柰酚由于其抗氧化、 抗炎、 抗癌、 心血管保

护等作用受到了广泛关注［８⁃１０］。 研究表明， 山柰酚

可减少视网膜神经节细胞死亡［１１］， 对多种内皮细

胞损伤具有保护作用［１２⁃１３］， 但其对缺氧诱导内皮

细胞损伤的具体作用尚待进一步探索。
本研究旨在筛选山柰酚对低氧损伤血管内皮细

胞的有效保护浓度， 探讨其在低氧条件下是否通过

介导 ｅＮＯＳ ／ ＮＯ ／ ｃ⁃Ｓｒｃ 信号通路影响细胞凋亡与氧

化应激， 以期为进一步研究山柰酚在治疗缺氧相关

视网膜病变中的潜在应用提供科学依据。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞及培养基　 大鼠视网膜微血管内皮细胞

（ｒＲＭＥＣｓ， 货号 ＲＡＴ⁃ｉＣｅｌｌ⁃ｍ００９）、 原代内皮细胞

培养体系 （培养基， 货号 ＰｒｉＭｅｄ⁃ｉＣｅｌｌ⁃００２）， 购自

赛百慷 （上海） 生物技术股份有限公司。
１􀆰 ２　 试剂与仪器 　 山柰酚 （货号 ＨＹ⁃１４５９０） 购

自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司； 超氧化物歧化酶

（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ， ＳＯＤ） 测定试剂盒 （货号

Ａ００１⁃３⁃１）、 ＮＯ 测定试剂盒 （货号 Ａ０１３⁃２⁃１）、 丙

二醛 （ＭＤＡ） 测定试剂盒 （货号 Ａ００３⁃１⁃１） 购自

南京建成生物工程研究所； ＣＣＫ⁃８ 试剂盒 （货号

ＢＳ３５０Ｂ）、 增强化学发光 （ ＥＣＬ） 试剂盒 （特超

敏， 货号 ＢＬ５２０Ｂ） 购自北京兰杰柯科技有限公

司； Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＡＰＣ ／ ＰＩ 双染细胞凋亡检测试剂盒

（货号 ＫＧＡ１０３０） 购自江苏凯基生物技术股份有限

公司； ＲＯＳ 检测试剂盒 （货号 Ｓ００３３Ｓ）、 ｅＮＯＳ 一

抗 （货号 ＡＦ３２４７） 购自上海碧云天生物技术有限

公司； Ｂａｘ 一抗 （货号 Ａ１９６８４）、 β⁃ａｃｔｉｎ 一抗 （货
号 ＡＣ０２６） 购自武汉爱博泰克生物科技有限公司；
Ｂｃｌ⁃２ 一抗 （货号 ６８１０３⁃１⁃Ｉｇ） 和 ｃ⁃Ｓｒｃ 一抗 （货号

１１０９７⁃１⁃ＡＰ） 购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司； ｐ⁃ｅＮＯＳ
一抗 （货号 ＢＳ⁃３４２６Ｒ）、 二抗山羊抗兔 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ）
ＨＲＰ （货号 Ｓ０００１） 购自美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司； ｐ⁃Ｓｒｃ
一抗 （Ｔｙｒ４１８） （货号 ＢＳ⁃３４２６Ｒ） 购自北京博奥森

生物技术有限公司。 Ｃｙｔｏｆｌｅｘ 流式分析仪购自美国

贝克曼库尔特公司； ＥＬｘ８００ 酶标仪购自美国伯腾

仪器有限公司。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养　 取冻存细胞， 置于 ３７ ℃水浴锅中

轻轻晃动， 直至冻存液完全融化， 转移至 １􀆰 ５ ｍＬ
离心管中， 加入 ３ 倍体积的新鲜培养基， ２５０ ×ｇ
离心 ５ ｍｉｎ， 去除上清后再加入新鲜培养基， 将细

胞转移至培养瓶中， 置于孵箱中培养。 细胞传代过

程中， 加入预热的培养液、 胰酶和磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）， 消化细胞并终止消化， 离心， 去除上清后

加入新鲜培养基， 以 １ ∶ ３ 比例传代培养， 确保细

胞活性与生长， 取传代的细胞用于实验。
２􀆰 ２　 细胞分组及缺氧模型构建　 分组一： 常氧组

和低氧组， 培养 １２、 ２４、 ３６、 ４８ ｈ。 分组二： 常氧

条件 下 ０、 ０􀆰 １、 ０􀆰 ３２、 １、 ３􀆰 ２、 １０、 ３２、 １００、
３２０、 １ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚； 低氧条件下 ０、 ０􀆰 １、
０􀆰 ３２、 １、 ３􀆰 ２、 １０、 ３２、 １００、 ３２０、 １ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ
山柰酚； 分组三： 常氧组、 低氧组、 山柰酚组； 分

组四： 常氧组、 低氧组、 山柰酚组、 Ｌ⁃ＮＡＭＥ 组

（ｅＮＯＳ 抑制剂）。 低氧组造模时间为 １２ ｈ， 低氧条

件的氧气体积分数为 １％ ， 分组三和四的山柰酚浓

度均为 １ μｍｏｌ ／ Ｌ， Ｌ⁃ＮＡＭＥ 浓度均为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ，
山柰酚组处理条件为低氧＋山柰酚， Ｌ⁃ＮＡＭＥ 组处

理条件为低氧＋山柰酚＋Ｌ⁃ＮＡＭＥ。
２􀆰 ３　 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ｒＲＭＥＣｓ 活力 　 取对数生长期

的 ｒＲＭＥＣｓ， 经 ＰＢＳ 洗涤、 胰酶消化后离心收集，
调整细胞密度为 ５×１０４ 个 ／ ｍＬ， 接种于 ９６ 孔板中，
使用无菌 ＰＢＳ 填充边缘孔， 放入 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２

恒温培养箱中培养。 按 “２􀆰 ２” 项下分组一、 分组

二、 分组三对细胞进行处理， 每组设置 ３ 个重复。
首先观察 １２、 ２４、 ３６、 ４８ ｈ 低氧处理对内皮细胞

活力的影响， 筛选最佳处理时间。 药物作用 １２ ｈ
后， 吸弃上清， 按 １ ∶ １０ 比例稀释 ＣＣＫ⁃８ 试剂，
并将稀释后的工作液加入各孔， 晃动培养板后继续

培养 ２ ｈ， 使用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长处测定各孔的

光密度。
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２􀆰 ４ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｅＮＯＳ、 ｐ⁃
ｅＮＯＳ、 ｃ⁃Ｓｒｃ、 ｐ⁃ｃ⁃Ｓｒｃ 蛋白表达 　 按 “２􀆰 ２” 项下

分组三和分组四进行处理， 收集细胞， 使用 ＲＩＰＡ
（ＲＩＰＡ ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ） 裂解液提取总蛋白， ＢＣＡ 试剂

盒测定蛋白浓度， 通过 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳

分离蛋白， 并将其转移到 ＰＶＤＦ 膜上。 将 ＰＶＤＦ 膜

浸泡在 ５％ 脱脂牛奶中， 室温封闭 １ ｈ， 加入 ｅＮＯＳ
（１ ∶ １ ０００）、 ｐ⁃ｅＮＯＳ （ １ ∶ １ ０００）、 ｃ⁃Ｓｒｃ （ １ ∶
１ ０００）、 ｐ⁃ｃ⁃Ｓｒｃ （１ ∶ ２ ０００）、 Ｂａｘ （ １ ∶ ２ ０００）、
Ｂｃｌ⁃２ （１ ∶ ５ ０００）、 β⁃ａｃｔｉｎ （ １ ∶ ５０ ０００） 一抗，
４ ℃孵育过夜， 随后加入生物素化的 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ）
二抗 （１ ∶ ８ ０００）， 室温孵育 １ ｈ。 最后使用 ＥＣＬ
试剂显影， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析蛋白条带灰度值，
以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 计算目的蛋白相对表达量。
２􀆰 ５　 流式细胞术检测细胞凋亡情况　 取对数生长

期的 ｒＲＭＥＣｓ， 调节细胞密度为 ２×１０５ 个 ／孔， 接种

于 ６ 孔板中， 每孔 ２ ｍＬ， ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下恒

温培养。 根据 “２􀆰 ２” 项下分组四进行处理， 吸取

上清液于对应编号的离心管中备用， ＰＢＳ 洗涤细胞

１ 次， 吸弃上清。 用胰酶 ［不含乙二胺四乙酸

（ＥＤＴＡ） ］ 消化， 待细胞质回缩、 细胞之间不再

连接成片时， 加入已收集的细胞上清液终止消化并

收集于对应离心管中， ２５０ ×ｇ 离心 ５ ｍｉｎ， 吸弃上

清， 加入适量 ＰＢＳ 洗涤， 并将悬液转移至 １􀆰 ５ ｍＬ
尖底 ＥＰ 管中， ２５０ ×ｇ 离心 ５ ｍｉｎ， 吸弃上清， 获

得细胞沉淀。 用 ５００ μＬ 的 Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 重悬细胞

后， 加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＡＰＣ 轻轻吹匀， 再加入 ５
μＬ 的 ＰＩ 混匀， 室温避光反应 １５ ｍｉｎ， 上机检测各

组细胞的凋亡情况。
２􀆰 ６　 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 法检测 ＲＯＳ 水平 　 将对数生长期

的 ｒＲＭＥＣｓ 接种于 ６ 孔板， 每孔 ２×１０５ 个细胞。 待

细胞贴壁后， 按 “２􀆰 ２” 项下分组四给药， 每组设

置 ３ 个重复。 细胞给药完成后， 收集细胞， ＰＢＳ 清

洗 ２ 次。 将探针加入细胞中， 制成 ５００ μＬ 含 ５
ｍｏｌ ／ Ｌ ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 的细胞悬液， ３７ ℃ 避光反应 ３０
ｍｉｎ， 离心后用 ＰＢＳ 清洗 ２ 次。 选择 ＦＩＴＣ 通道检

测 ＲＯＳ 水平。
２􀆰 ７　 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＳＯＤ 活性和 ＭＤＡ 水平 　 按

“２􀆰 ２” 项下分组四进行处理， 收集细胞， 并进行

匀浆， 离心， 收集上清液， 并根据试剂盒说明书操

作， 检测 ＳＯＤ 活性和 ＭＤＡ 水平。
２􀆰 ８　 ＮＯ 含量测定　 按 “２􀆰 ２” 项下分组四进行处

理， 收集细胞， 并进行匀浆， 离心后取上清液。 将

２００ μＬ 稀释好的标准品溶液和待测细胞上清液分

别加入 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中， 每管加入 ２００ μＬ 硫酸盐

溶液并涡旋混匀， 再加入 １００ μＬ 碱溶液涡旋混匀。
室温静置 １５ ｍｉｎ 后， 离心 １０ ｍｉｎ， 取 １６０ μＬ 上清

液并加入酶标板孔内， 最后每孔加入 ８０ μＬ 显色剂

工作液。 振荡混匀 ２ ｍｉｎ， 室温静置 １５ ｍｉｎ， 用酶

标仪测定 ５５０ ｎｍ 波长处的吸光度， 计算 ＮＯ 含量。
２􀆰 ９　 统计学分析 　 数据以平均值±标准差 （ｘ±ｓ）
表示， 两组间比较采用 ｔ 检验， 多组间比较采用

Ｏｎｅ⁃ｗａｙ 单因素方差分析， 事后多重检验采用

Ｔｕｋｅｙ 法。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 山柰酚保护 ｒＲＭＥＣｓ 的有效浓度筛选 　 山柰

酚是一种天然的黄酮类化合物， 结构见图 １Ａ。 如

图 １Ｂ 所示， 与常氧组比较， 低氧条件下培养 １２ ｈ
后， ｒＲＭＥＣｓ 活力降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 如图 １Ｃ 所示，
缺氧状态下细胞大量死亡， 存活者形态高度异质

性。 如图 １Ｄ 所示， 常氧条件下， 浓度小于 ３２
μｍｏｌ ／ Ｌ 的山柰酚对细胞无毒性 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 低氧

条件下处理 １２ ｈ， １ μｍｏｌ ／ Ｌ 山柰酚具有促进细胞

增殖 的 作 用 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）， 见 图 １Ｅ。 故 选 择

１ μｍｏｌ ／ Ｌ山柰酚用于后续实验。 由图 １Ｆ～１Ｇ 可知，
与常氧组比较， 低氧组及山柰酚组 ｐ⁃ｅＮＯＳ、 ｐ⁃
ｅＮＯＳ ／ ｅＮＯＳ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且以山柰酚组

更明显。
３􀆰 ２　 山柰酚对 ｒＲＭＥＣｓ 凋亡的影响 　 由图 ２Ａ 可

知， 与常氧组比较， 低氧组细胞活性降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与低氧组比较， 山柰酚组细胞活力升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与山柰酚组比较， Ｌ⁃ＮＡＭＥ 组细胞活

力降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 由图 ２Ｂ ～ ２Ｃ 可知， 与常氧组

比较， 低氧组细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与低氧

组比较， 山柰酚组细胞凋亡率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

山柰酚组比较， Ｌ⁃ＮＡＭＥ 组细胞凋亡率升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 由图 ２Ｄ ～ ２Ｅ 可知， 与常氧组比较， 低氧

组 Ｂａｘ、 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２ 表

达降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 与低氧组比较， 山柰酚组

Ｂａｘ、 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２ 表达

升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 与山柰酚组比较， Ｌ⁃ＮＡＭＥ 组

Ｂａｘ、 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ３　 山柰酚对 ｒＲＭＥＣｓ 氧化应激的影响 　 由图

３Ａ～３Ｂ 可知， 与常氧组比较， 低氧组 ＲＯＳ 水平升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与低氧组比较， 山柰酚组 ＲＯＳ 水

平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与山柰酚组比较， Ｌ⁃ＮＡＭＥ 组

ＲＯＳ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明 Ｌ⁃ＮＡＭＥ 抵消了山

柰酚对 ＲＯＳ 的抑制效果。 由图 ３Ｃ 可知， 与常氧组
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注： ａ 为常氧组， ｂ 为低氧组， ｃ 为山柰酚组。 与常氧组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 山柰酚有效浓度筛选 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

比较， 低氧组 ＳＯＤ 活力减弱 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与低氧

组比较， 山柰酚组 ＳＯＤ 活性增强 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

山柰酚组比较， Ｌ⁃ＮＡＭＥ 组 ＳＯＤ 活性减弱 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 由图 ３Ｄ 可知， 与常氧组比较， 低氧组

ＭＤＡ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与低氧组比较， 山柰

酚组 ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与山柰酚组比较，
Ｌ⁃ＮＡＭＥ 组 ＭＤＡ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ４　 山柰酚对 ｒＲＭＥＣｓ 中 ｅＮＯＳ ／ ＮＯ ／ ｃ⁃Ｓｒｃ 信号通

路相关蛋白表达的影响　 由图 ４Ａ 可知， 与常氧组

比较， 低氧组 ＮＯ 水平稍升高， 但差异不显著

（Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与低氧组比较， 山柰酚组 ＮＯ 水平升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与山柰酚组比较， Ｌ⁃ＮＡＭＥ 组 ＮＯ
水平降低。 由图 ４Ｂ ～ ４Ｄ 可知， 与常氧组比较， 低

氧 组 ｐ⁃ｅＮＯＳ、 ｐ⁃ｃ⁃Ｓｒｃ、 ｐ⁃ｃＳｒｃ ／ ｃ⁃Ｓｒｃ、 ｐ⁃ｅＮＯＳ ／
ｅＮＯＳ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与低氧组比较， 山柰

酚组 ｐ⁃ｅＮＯＳ、 ｐ⁃ｃ⁃Ｓｒｃ、 ｐ⁃ｃＳｒｃ ／ ｃ⁃Ｓｒ、 ｐ⁃ｅＮＯＳ ／ ｅＮＯＳ
表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与山柰酚组比较， Ｌ⁃ＮＡＭＥ
组 ｐ⁃ｅＮＯＳ、 ｐ⁃ｃ⁃Ｓｒｃ、 ｐ⁃ｃＳｒｃ ／ ｃ⁃Ｓｒｃ 和 ｐ⁃ｅＮＯＳ ／ ｅＮＯＳ
表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 ｅＮＯＳ， ｃ⁃Ｓｒｃ 在常氧组和低

氧组表达一致， 且不受山柰酚和 Ｌ⁃ＮＡＭＥ 的影响。
４　 讨论

视网膜内皮细胞在视网膜疾病研究中具有重要

作用， 主要体现在维持血⁃视网膜屏障、 调节炎症

反应、 参与血管生成和重塑、 控制细胞凋亡和存活

等方面［１４］。 这些细胞通过紧密连接和跨膜转运蛋

白控制血液和视网膜之间的分子交换， 防止有害物

质进入视网膜组织， 对保持视网膜稳态至关重

要［１５］。 在缺氧条件下， 细胞增殖通常受 到 抑

制［１６］。 此外， 缺氧还会激活一系列信号通路， 如

缺氧诱导因子通路， 这些通路可以调控与细胞增殖
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注： ａ 为常氧组， ｂ 为低氧组， ｃ 为山柰酚组， ｄ 为 Ｌ⁃ＮＡＭＥ 组。 与常氧组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与低氧组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与山柰

酚组比较，＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 山柰酚对 ｒＲＭＥＣｓ 凋亡的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： ａ 为常氧组， ｂ 为低氧组， ｃ 为山柰酚组， ｄ 为 Ｌ⁃ＮＡＭＥ 组。 与常氧组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与低氧组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与

山柰酚组比较，＆Ｐ＜０􀆰 ０５，＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 山柰酚对 ｒＲＭＥＣｓ 氧化应激的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

相关的基因表达， 进一步抑制细胞增殖［１７⁃１８］。 缺

氧会导致细胞内 ＲＯＳ 水平升高， 进一步诱导细胞

凋亡［１９］。 同时， 缺氧还会影响 Ｂｃｌ⁃２ 家族蛋白的平

衡， 增加促凋亡蛋白 （如 Ｂａｘ） 的表达， 减少抗凋

亡蛋白 （如 Ｂｃｌ⁃２） 的表达， 从而促进细胞凋

亡［１９］。 本研究中， 低氧条件下， 山柰酚表现出促

进细胞增殖的作用， 这说明低氧环境下山柰酚具有

保护 ｒＲＭＥＣｓ 的潜力。 同时， 低氧环境下凋亡细胞
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注： ａ 为常氧组， ｂ 为低氧组， ｃ 为山柰酚组， ｄ 为 Ｌ⁃ＮＡＭＥ 组。 与常氧组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；

与低氧组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与山柰酚组比较，＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 山柰酚对 ｅＮＯＳ ／ ＮＯ ／ ｃ⁃Ｓｒｃ 通路的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

的比例增加， 而山柰酚可以显著减少凋亡细胞数

量， 发挥抗细胞凋亡作用。 凋亡相关蛋白表达检测

结果支持了这一结论， 即山柰酚能够下调 Ｂａｘ 的表

达并上调 Ｂｃｌ⁃２， 显示出其抗凋亡的作用。
ＲＯＳ 可以作为凋亡的触发因子， 激活 Ｂａｘ、 抑

制 Ｂｃｌ⁃２［２０］。 当 ＲＯＳ 水平过高时， ＳＯＤ 活性也会

增加， 以尽可能清除 ＲＯＳ［２１］。 Ｌｉ 等［２２］报道了血管

损伤部位过量产生的 ＲＯＳ 会与 ＮＯ 发生反应， 产

生破坏性的过氧亚硝酸盐 （ＯＮＯＯ） 并限制 ＮＯ 的

作用。 Ｈｓｉｅｈ 等［２３］ 研究表明， 低水平 ＲＯＳ 和较高

的 ＮＯ 生物利用度可以抗动脉粥样硬化， 具有血管

保护作用。 然而， ＲＯＳ 的产生与氧化应激平衡破

坏是内皮功能障碍的主要原因， 导致视网膜疾病中

的血管损伤［２４⁃２５］。 内皮细胞中 ＲＯＳ 激活后， 首先

观察到的是细胞凋亡， 内皮细胞发生损伤［２６］。 本

研究确定了山柰酚通过抑制 ＲＯＳ 活性和诱导 ＮＯ
生成， 发挥对视网膜内皮细胞的保护作用。

ｅＮＯＳ 是内皮细胞中负责合成 ＮＯ 的关键酶，
ＮＯ 具有参与调节血管扩张、 血流及抗炎作用。 磷

酸化的 ｅＮＯＳ （ｐ⁃ｅＮＯＳ） 通常指示其活性增加， 能

够更有效地合成 ＮＯ［２７］。 ＮＯ 的血管效应主要体现

在其对血管张力调节、 血管生成、 血管细胞增殖与

迁移、 炎症和氧化应激的影响［４，２８］。 ｅＮＯＳ 的抑制

剂 Ｌ⁃ＮＡＭＥ 能够抑制 ＮＯ 的产生［２９］。 本研究中低

氧组的 ＮＯ 含量较常氧组高， 活化 ｅＮＯＳ， 对血管

内皮细胞起到保护作用。 山柰酚处理后， ＮＯ 水平

进一步升高， 表明在血管内皮细胞中山柰酚对

ｅＮＯＳ 和 ＮＯ 发挥保护性增加的作用。 Ｌ⁃ＮＡＭＥ 处

理后细胞增殖能力的进一步减弱， 凋亡细胞增加，
提示 ｅＮＯＳ 在山柰酚介导的细胞保护中的重要角

色。 ＮＯ 含量减少导致 ＲＯＳ 消耗减少， ＲＯＳ 诱导的

凋亡细胞增加。
视网膜病变中， ｃ⁃Ｓｒｃ 能够被 ｅＮＯＳ 激活， ＮＯ

促进 ｃ⁃Ｓｒｃ Ｙ４１８ 磷酸化［７］。 ｃ⁃Ｓｒｃ 和 ｐ⁃ｃ⁃Ｓｒｃ 在血管

内皮细胞中起着重要的调节作用， 涉及多种生物过

程， 包括细胞增殖、 迁移、 血管生成以及维持内皮

细胞的功能［３０］。 低氧组细胞 ｐ⁃ｅＮＯＳ 和 ｐ⁃ｃ⁃Ｓｒｃ 有

增加的趋势， 加入山柰酚后， 低氧模型细胞 ｐ⁃
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ｅＮＯＳ 和 ｐ⁃ｃ⁃Ｓｒｃ 进一步激活。 这表明 ｅＮＯＳ ／ ＮＯ ／ ｃ⁃
Ｓｒｃ 通路可能响应低氧而被激活， 提示在短时间的

低氧诱导使细胞发生了保护性调控。 而山柰酚可能

通过进一步激活 ｅＮＯＳ ／ ＮＯ ／ ｃ⁃Ｓｒｃ 通路改善低氧诱

导的细胞损伤。 然而， 当加入 ｅＮＯＳ 抑制剂 Ｌ⁃
ＮＡＭＥ 后， ＮＯ 含量显著减少， ｃ⁃Ｓｒｃ 磷酸化水平降

低， 抗氧化作用受到抑制， 这进一步证实了 ｅＮＯＳ ／
ＮＯ ／ ｃ⁃Ｓｒｃ 信号通路在山柰酚作用机制中的核心

地位。
综上所述， 在低氧条件下， 山柰酚能通过激活

ｅＮＯＳ ／ ＮＯ ／ ｃ⁃Ｓｒｃ 信号通路并介导抗氧化机制对

ｒＲＭＥＣｓ 起保护作用。 本研究通过进一步探究山柰

酚的作用机制， 有望为 ＲＭＥＣｓ 相关疾病的治疗提

供新的思路与方向。 在未来的研究中， 山柰酚在实

际病理状态下的应用潜力及其临床转化的可能性值

得深入探索。
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摘要： 目的　 探讨芒柄花黄素调控环磷酸鸟苷⁃腺苷酸合成酶 （ｃＧＡＳ） ／干扰素基因刺激因子 （ＳＴＩＮＧ） 通路介导的自

噬对过敏性鼻炎 （ＡＲ） 小鼠调节性 Ｔ 细胞 （Ｔｒｅｇ） ／辅助性 Ｔ 细胞 １７ （Ｔｈ１７） 细胞失衡的缓解作用。 方法　 小鼠随

机分为正常组、 模型组、 芒柄花黄素低、 高剂量 （２０、 ４０ ｍｇ ／ ｋｇ） 组、 地塞米松 （１ ｍｇ ／ ｋｇ） 组、 芒柄花黄素高剂量

（４０ ｍｇ ／ ｋｇ） ＋ｃＧＡＳ ／ ＳＴＩＮＧ 通路激活剂 （ＲｏｃＡ， １ ｍｇ ／ ｋｇ） 组， 每组 １２ 只。 除正常组外， 其余组小鼠均以卵清蛋白诱

导 ＡＲ 模型。 建模成功 ２４ ｈ 后给药， 每天 １ 次， 持续 １４ ｄ。 检测小鼠 ＡＲ 评分， 血清免疫球蛋白 Ｅ （ＩｇＥ）、 白细胞介

素 （ＩＬ） ⁃１０ 及 ＩＬ⁃１７ 水平及外周血 Ｔｒｅｇ、 Ｔｈ１７ 细胞比例和 Ｔｒｅｇ ／ Ｔｈ１７ 比值； ＨＥ 染色观察鼻黏膜损伤情况； Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法检测鼻黏膜组织维甲酸相关孤儿受体 γｔ （ＲＯＲγｔ）、 叉头蛋白 ３ （Ｆｏｘｐ３）、 微管相关蛋白轻链 ３ （ＬＣ３）、 ｐ６２、
ｃＧＡＳ、 ＳＴＩＮＧ 蛋白表达。 结果　 与正常组比较， 模型组鼻黏膜组织水肿严重且炎性细胞浸润明显， ＡＲ 评分、 血清

ＩｇＥ、 ＩＬ⁃１７ 水平、 外周血 Ｔｈ１７ 细胞比例及鼻黏膜组织 ＲＯＲγｔ、 ＬＣ３⁃Ⅱ ／ Ｉ、 ｃＧＡＳ、 ＳＴＩＮＧ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 血

清 ＩＬ⁃１０ 水平、 外周血 Ｔｒｅｇ 细胞比例、 Ｔｒｅｇ ／ Ｔｈ１７ 比值、 鼻黏膜组织 Ｆｏｘｐ３、 ｐ６２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组

比较， 芒柄花黄素各剂量组和地塞米松组鼻黏膜组织水肿减轻， 炎性细胞浸润改善， ＡＲ 评分、 血清 ＩｇＥ、 ＩＬ⁃１７ 水平、
外周血 Ｔｈ１７ 细胞比例、 鼻黏膜组织 ＲＯＲγｔ、 ＬＣ３⁃Ⅱ ／ Ｉ、 ｃＧＡＳ、 ＳＴＩＮＧ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 血清 ＩＬ⁃１０ 水平、 外

周血 Ｔｒｅｇ 细胞比例、 Ｔｒｅｇ ／ Ｔｈ１７ 比值、 鼻黏膜组织 Ｆｏｘｐ３、 ｐ６２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ＲｏｃＡ 逆转了高剂量芒柄花

黄素对 ＡＲ 小鼠自噬及 Ｔｒｅｇ ／ Ｔｈ１７ 细胞平衡的作用。 结论　 芒柄花黄素可能通过抑制 ｃＧＡＳ ／ ＳＴＩＮＧ 通路降低 ＡＲ 小鼠自

噬， 进而促进 Ｔｒｅｇ ／ Ｔｈ１７ 细胞平衡。
关键词： 芒柄花黄素； 过敏性鼻炎； 调节性 Ｔ 细胞； 辅助性 Ｔ 细胞 １７； 自噬； ｃＧＡＳ ／ ＳＴＩＮＧ 通路
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