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黄芩苷对ARPE-19细胞氧化应激损伤的保护作用

（1.内蒙古自治区人民医院 眼科，内蒙古 呼和浩特 010017；2.呼和浩特市妇幼保健院 病案室，内蒙古 呼和浩特 010030）

【摘 要】目的 本研究旨在揭示黄芩苷对氧化应激状态下视网膜色素上皮细胞的保护作用。方法 AMD模型

构建及氧化应激损伤评估；实验组、对照组及黄芩苷干预组分别作用于细胞，检测细胞衰老状态，ROS（reactive

oxidative species）累积，细胞增殖、凋亡（apoptosis）状态以及Real-Time定量荧光聚合酶链反应分析SIRT1 mRNA

水平。结果 1.氧化应激能造成ARPE损伤，并导致SIRT1 mRNA表达水平下降，差异有统计学意义（P＜0.05）。

2.黄芩苷高、低剂量组能显著改善细胞衰老状态，促进增殖，降低凋亡，并显著改善SIRT1 mRNA水平，差异有统

计学意义（P＜0.05）。结论 ARPE细胞氧化应激损伤中黄芩苷能起到负向调节作用，意味着黄芩苷具有抗氧化应

激损伤的作用，为临床AMD治疗提供了思路。
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年龄相关黄斑变性（age-related macular degen-

eration，AMD）是一种持续进展的黄斑病变，近年我

国AMD发病率呈上升趋势，因此其防治变得日益重

要。溯本求源，寻找病因病机成为治疗AMD的关键

一环。研究表明，氧化应激在AMD病理过程中的研

究正日益成为热点。

研究揭示视网膜是人体耗氧较高的组织之一，

视网膜色素上皮细胞（retinal pigmented epithelium

cells，RPE）代谢过程产生氧自由基，易受到氧化攻

击，表现为细胞处于衰老状态、ROS（reactive oxida-

tive species）累积、线粒体功能异常、细胞坏死（ne-

crosis）及凋亡（apoptosis）增加。特异性细胞保护蛋

白去乙酰化酶-1（silent information regulator of tran-

scription 1，SIRT1）在机体抗氧化应激过程中发挥作

用，SIRT1是去乙酰化酶蛋白III系列之一，作为特

异性细胞保护蛋白参与机体抗氧化应激过程，发挥

重要调节作用[1，2]。黄芩苷（baicalin，BC）是黄芩中

一种有效活性成分，属黄酮类。黄芩苷由于具有多

层次、多途径、多靶点的药理活性作用而日益受到

国内外学者的关注[3]。近年来，随着对BC功效不断

深入研究，发现其主要功效是抗氧化损伤，对自由

基有清除作用。ARPE-19细胞在强氧化剂作用下，

会发生类似AMD病理变化，可有效模拟AMD的细

胞模型[4，5]。

基于以上背景，本研究采用 H2O2 诱导下的

ARPE-19细胞作为AMD细胞模型，在黄芩苷干预

下对模型细胞氧化应激状态影响进行分析研究，观

察其对ARPE-19细胞抗氧化损伤作用；进而对黄芩

苷的保护机制进行研究，为AMD防治提供理论依据

及思路。

1 材料及方法

1.1 ARPE-19细胞培养

将含10%胎牛血清，100 U/mL青霉素和100 U/mL

链霉素DMEM培养液加入ARPE-19细胞，37 ℃、5%

CO2细胞培养箱中孵育。待细胞满度为90%左右，

利用胰蛋白酶消化离心后传代。

1.2 实验分组

对照组，DMEM基础培养液孵育ARPE-19细胞

24 h；实验组，H2O2预处理ARPE-19细胞，共孵育24

h；黄芩干预组，高（30 mg/L）低、（10 mg/L）剂量组黄

芩苷（baicalin，BC）预处理ARPE-19细胞，后与H2O2

共孵育ARPE-9细胞24 h。实验组和黄芩干预组随

后添加过氧化氢酶使H2O2解毒。

1.3 检测细胞内活性氧水平

乙酰乙酸钠（DCFH-DA）荧光探针检测细胞内

活性氧（ROS）水平。试剂盒操作流程如下：各组
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ARPE细胞和DCFH-DA 孵育30 min后，收集，加入

500 uL浓度 1 umol/L DCFH-DA工作液吹打混匀，

37 ℃恒温培养箱内孵育30 min，避光。荧光显微镜

观察，同时采集荧光图像。使用图形分析软件Im-

age J software V 1.4对样本图像的荧光强度半定量

分析，分析5个视野，计算平均强度。观察氧化应激

损伤及黄芩苷对细胞内ROS水平的影响。

1.4 检测细胞增殖

通过Cell Titer 96® AQueous One Solutiont单溶

液细胞增殖检测法对细胞增殖活力进行分析。试

剂盒操作流程如下：各组ARPE-19细胞接种于96

孔培养板，使用4%多聚甲醛0.5 mL固定，PBS清洗

（3 min/次×2 次），培养孔中加入 Cell Titer 96®
AQueous试剂0.5mL，孵育1ｈ~4ｈ。读板仪记录490 nm

吸光率。观察氧化应激损伤及黄芩苷对增殖活力

水平的影响。

1.5 检测细胞凋亡

膜联蛋白V/碘化丙啶（annexinV fluorescein iso-

thiocyanate and propidi- umiodide，AVFI/PI）对凋亡

率进行分析，试剂盒操作流程如下：各组ARPE-19

细胞接种于96孔培养板。重悬，调定细胞浓度为

106/mL，取 100 μL 悬液加入 5 μLAnnexin V ，孵育

10 min，洗涤，固定，碘化丙啶（PI）染色液0.5 mL孵

育10 min。采用FACS流式细胞仪进行检测。结果

计数使用TM Pro软件。观察氧化应激损伤及黄芩

苷对细胞细胞凋亡的影响。

1.6 分析细胞衰老状态

采用SA-β-gal方法分析细胞衰老状态。细胞

衰老分析试剂盒（CA，Cell Biolabs，SanDiego，USA）

操作流程如下：ARPE细胞按照每孔约2000个接种

于96孔培养板，加入1 mL β-半乳糖苷酶，染色固定

液室温固定15 min；吸除细胞固定液，用PBS洗涤细

胞3次，每次3 min，吸除PBS，在暗室37 ℃环境暴露

荧光底物2 h。采用图形分析软件Image J software V

1.4半定量分析。观察氧化应激损伤及黄芩苷对细

胞衰老状态的影响。

1.7 RNA的提取和Real-Time定量荧光聚合酶链

反应（RT-PCR）

使 用 RNeasy 试 剂 盒（CA，Qiagen，Valencia，

USA）提取RPE细胞总RNA，互补DNA第一链（Invi-

trogen Life Technologies）使用 SuperScript III 合成。

RT-qPCR使用SYBRPremixEx TaqTM试剂盒（Taka-

ra Bio，Inc，Otsu，JAPAN），操作在 ABI7500 上完成

（Applied Biosystems Life Technologies，Foster City，

CA，USA）。Gapdh为内参。相对定量数据标准化处

理采用2－ΔΔCT方法进行。SIRT1上游引物：5’-

TGTGGTAGAGCTTGCATTGATCTT-3’；下游引物：

5’-GGCCTGTTGCTCTCCTCAT-3’。GAPDH上游引

物：5’-GGAGTCAACGGATTTGGTC-3’；下游引物：

5’- GGAATCATTGGAACATGTAAAC-3’。PCR 条

件及过程：95 ℃加热5 min，95℃变性15 s，60 ℃退

火30 s，72 ℃延伸1 min。进行40个循环。再72 ℃

延伸10 min，采用琼脂凝胶电泳，电泳图像利用凝胶

成像分析系统进行扫描半定量分析。 观察黄芩苷

对ARPE-19细胞氧化应激是否具有保护作用。

1.8 统计学方法

采用SPSS 18.0 software统计学软件，实验重复

3次。采用x±s表示计量资料。组间比较采用单因

素方差检验。检验水准为α＝0.05，以P ＜0.05说明

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 黄芩苷对细胞增殖、凋亡率的影响

黄芩苷干预后，与实验组相比，细胞增殖率显

著上升，差异有统计学意义（P ＜0.05），而凋亡率显

著下降，差异有统计学意义（P＜0.05）（见图1、图2）。

图1 H2O2 和 BC 对 ARPE 细胞增殖影响

图2 H2O2 和 BC 对 ARPE 细胞凋亡影响
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2.2 H2O2干预及黄芩苷处理后对细胞衰老状态的

研究

黄芩苷干预后，与实验组相比，细胞衰老状态

改善（P＜0.05）（见图3）。

2.3 黄芩苷预处理对细胞内ROS 影响

结果提示，H2O2能使ARPE细胞ROS累积增加，

而黄芩苷预处理可显著对抗H2O2的毒性作用，与实

验组相比能显著下降细胞内生活性氧水（P ＜0.05）

（见图4）。

2.4 Real-time 荧光定量 PCR 技术检测 ARPE 去

乙酰化酶-1mRNA的表达。

结果显示，H2O2能使Sirt1 mRNA表达下降，而

黄芩苷预处理可提高 Sirt1 mRNA 表达（P＜0.05）

（见图5）。

3 讨论

AMD是一种常见致盲眼病，近年来其发病率呈

上升趋势。研究证实氧化应激损伤在黄斑变性发

生中起着关键作用[2]。抗氧化剂治疗可有效减少

AMD发生的风险及延缓疾病进展[6]。AMD发病机

制中的氧化应激学说已经受到广泛的认可。在文

献查证及前期研究工作的基础上，理论上氧化应激

损伤主要表现在细胞衰老状态、ROS（reactive oxida-

tive species，ROS）累积、线粒体异常、细胞坏死（ne-

crosis）及凋亡（apoptosis）等[7]。

研究发现在抗细胞衰老、凋亡和氧化应激损伤

等诸多方面，SIRT1对细胞发挥保护作用[3]，同样，多

项研究表明，对 AMD 细胞模型同样具有保护作

用[5，8]。因此，SIRT1被认为是有前景的治疗部分视

网膜疾病靶点。前期研究表明在H2O2作用于ARPE

细胞可以作为AMD的较好细胞模型，表现为细胞

凋亡率上升、增殖率下降，细胞内ROS累积明显与

细胞代谢的减缓，因此本研究依然采用H2O2诱导

RPE细胞损伤模型[9]。

目前业界普遍认为激光治疗、雷珠单抗等是有

效治疗手段，介于其治疗价格昂贵及局限性，寻找

性价比适度的治疗手段显得极为重要。黄芩苷是

植物黄芩的干燥根中提取分离出来的一种黄酮类

化合物。而黄芩为一种广泛应用的中药。黄芩苷

具有显著的生物活性，具有抑菌、利尿、泻火、解毒、

安胎、抗变态反应等作用，也具有较强的抗癌反应

和生理效能。然而，目前开展较多的研究领域集中

于心血管疾病，理论上来说BC用于AMD治疗也是

切实可行的。

本研究观察了细胞增殖率、凋亡率、衰老，细

胞内 ROS 水平以及 SIRT1 RNA 表达水平多项指

标，结果表明BC具有保护ARPE细胞氧化应激损

伤的作用，高剂量BC组能更好地抑制凋亡、诱导

增殖，降低ROS水平，使细胞维持在较活跃状态。

通过与实验组相比，黄芩苷干预组能显著增加

SIRT1-mRNA 表达水平，前期研究也证实SIRT1在

细胞内具清除ROS、减少凋亡、增加细胞代谢的功

能，从而实现保护细胞、抗氧化应激作用。因此，

我们认为 BC 能增加 SIRT1 抗氧化应激的协同作

用。氧化应激在AMD的发病机制中同样发挥着重

要作用，因而可能为AMD的防治提供治疗思路，成

为AMD治疗的潜在靶点。

（下转第533页）

图3 H2O2 和 BC 对 ARPE 细胞衰老影响

图4 H2O2 和 BC 对 ARPE 细胞内ROS影响

图5 H2O2 和 BC 对 ARPE 细胞Sirt1 mRNA表达影响
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存。因此，提高对该病的认识，包括对临床表现、内

镜下特点的早期识别能力，尽早诊治，可以明显改

善患者预后。
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