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Abstract
誗AIM: To study protective effects of 琢 - Mangostin in
human retinal pigment epithelial (RPE) cells induced by
hydrogen peroxide(H2O2) .
誗METHODS:ARPE - 19 cells were treated with different
concentrations of 琢-Mangostin and H2O2 . The effect of 琢-
Mangostin and H2O2 respectively on cell activity was
detected by CCK8. ARPE - 19 cells were pretreated with
different concentrations of 琢 - Mangostin for 24h before
they were administrated with 200滋mol / L H2O2 for another
24h. Then the changes of cell activity were observed. The
expression of reactive oxygen species (ROS) level was
detected by flow cytometry(FCM) and the expression of
NF-资B protein was measured by Western blot analysis.

誗 RESULTS: CCK8 examination results showed that:
within 0 ~ 12滋mol / L, 琢-Mangostin had no damage effects
on cell activity. When the concentration of 16滋mol / L, cell
viability began to decrease(P < 0. 05) . And 琢 -Mangostin
pretreatment gradually increased cell viability of ARPE-19
induced by H2O2 when the concentrations of 琢-Mangostin
were within 0 ~ 16滋mol / L. ROS results showed: the
expression of ROS level significantly increased after H2O2

induced ( P < 0. 05 ); 8 and 12滋mol / L 琢 - Mangostin
pretreatment down-regulated ROS expression of ARPE-19
induced by H2 O2(P< 0. 05) . Western blot results showed
that the expression of NF- 资B protein after H2 O2 induced
increased ( P < 0. 05 ); 12滋mol / L 琢 - Mangostin
pretreatment up- regulated NF- 资B of ARPE - 19 induced
by H2O2(P<0. 05) .
誗CONCLUSION: H2 O2 induced oxidative damage in RPE
cells by decreasing cell viability and increasing the
expression of ROS level. 琢 -Mangostin can protect RPE
cells from the injury of H2 O2, the mechanism may be
related to the clear of ROS and the activation of NF-资B.
誗 KEYWORDS: 琢 - Mangostin; retinal pigment epithelial
cell; oxidative damage; NF-资B; reactive oxygen species
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摘要
目的:研究 琢-倒捻子素对过氧化氢(H2O2)诱导的人视网
膜色素上皮细胞株 ARPE-19 氧化损伤的保护作用。
方法:分别用不同浓度的 琢-倒捻子素和 H2O2处理 ARPE-
19,CCK8 法检测 琢-倒捻子素和 H2O2对 ARPE-19 细胞毒
性作用。 不同浓度的 琢-倒捻子素预处理 ARPE-19,再用
200滋mol / L H2O2处理 24h,观察细胞活性变化。 流式细胞
仪检测细胞活性氧( reactive oxygen species, ROS)水平变
化,免疫印迹法(Western blot)检测 NF-资B 蛋白表达变化。
结果:CCK8 法检测结果显示:当 琢-倒捻子素浓度在 0 ~
12滋mol / L 时,ARPE - 19 活性无明显变化;当浓度达到
16滋mol / L 时,细胞活性开始下降(P<0. 05)。 H2 O2 诱导
后,当 琢-倒捻子素浓度在 0 ~ 16滋mol / L 之内时,琢-倒捻
子素预处理均可提高 ARPE-19 细胞活性。 ROS 结果表
示:H2O2诱导后,ROS 表达量增高(P<0. 05);8 和 12滋mol / L
琢-倒捻子素预处理,均可有效清除 H2O2诱导产生的 ROS
(P<0. 05)。 Western blot 结果显示:H2 O2 诱导后 NF-资B
蛋白表达增高(P<0. 05),12滋mol / L琢-倒捻子素预处理可
以继续上调 H2 O2 诱导后 ARPE-19 的 NF-资B 蛋白表
达(P<0. 05)。
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结论:H2O2诱导 ARPE-19 细胞氧化损伤,造成细胞活性
下降,ROS 表达量增加,经过 琢-倒捻子素预处理后,可有
效提高细胞活性,清除 ROS,活化 NF-资B。
关键词:琢-倒捻子素;视网膜色素上皮细胞;氧化损伤;细
胞核因子-资B;细胞活性氧
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0 引言
摇 摇 年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 ( age - related macular
degeneration, AMD)是一种累及黄斑部不可逆的退行性病
变,严重损害老年人视力。 随着我国人口老龄化,AMD 发
病率日渐增高[1]。 但是 AMD 的发病机制目前并不十分清
楚,多认为其是一种多因素疾病,受个体、环境因素等多方
面影响。 研究表明,氧化损伤在 AMD 的发生发展中有重
要作用[2-4],更有研究证实,氧化损伤诱导的人视网膜色
素上皮细胞(retinal pigment epithelium, RPE)在 AMD 发病
的分子机制中起到重要作用[2,5]。 RPE 细胞具有多种重
要的生理功能,它位于视网膜最外层,代谢活跃,在一些视
网膜疾病,如 AMD、视网膜光损伤等易受到氧化损伤[5]。
琢-倒捻子素(1,3,6-三羟基-7-甲氧基-2,8-双(3-甲基-
2-丁烯基)-9H-氧杂蒽-9-酮)是从藤黄科藤黄属植物山
竹子果壳中分离出来,具有重要的生物活性。 现代药理研
究表明,琢-倒捻子素具有抗氧化、抗炎[6]、抗菌[6]、抗癌[8]

等多种生物活性。 本实验通过建立体外培养的 RPE 细胞
氧化损伤模型,进一步探讨 琢-倒捻子素对 RPE 细胞氧化
损伤的保护机制。
1 材料和方法
1. 1 材料 摇 人视网膜色素上皮细胞株 ARPE -19 (美国
ATCC 公司);DMEM / F12 培养基,胎牛血清,胰蛋白酶,青
霉素和链霉素(美国 Hyclone 公司)。 琢-倒捻子素、H2 O2

试剂(美国 Sigma 公司); CCK8 试剂盒(上海翊圣生物科
技有 限 公 司 )、 核 蛋 白 提 取 试 剂 盒, 苯 甲 基 磺 酰 氟
(Phenylmethanesulfonyl fluoride, PMSF) (碧云天生物技术
研究所); NF-资B 单克隆抗体(美国 Santa Cruz 公司);
HRP 标记羊抗兔二抗(碧云天生物技术研究所)。 酶标仪
(Molecular Devices 公司);流式细胞仪(美国 BD 公司)。
1. 2 方法
1. 2. 1 ARPE-19 细胞培养摇 将 ARPE-19 细胞用含 10%
胎牛血清和青霉素、链霉素各 100U / mL 的 DMEM / F12 培
养液,37益、体积分数为 5% CO2 培养箱中培养,接种后第
二天换液,以后每两天换液 1 次,当细胞融合至 80% ~
90%时,用无血清培养液培养 24h 后用于实验。
1. 2. 2 CCK8 检测 琢-倒捻子素对 ARPE-19 细胞的毒性
作用摇 将对数期生长的 ARPE-19 细胞接种至 96 孔板中,
接种密度为 8伊104个 / L,待细胞贴壁后,换成含 琢-倒捻子
素浓度分别为 0,8,12,16,20,30,40滋mol / L 的含 10%血清
的培养液孵育 24h,每浓度 5 孔。 弃去培养液,每孔加入
现配置的含 10滋L CCK8 的培养液 110滋L,37益 避光孵育
3h 左右,用酶标仪在 450nm 波长处测定吸光度(OD)值,
记录结果。 公式为:细胞活性(% )= (实验孔 OD 值-空白
孔 OD 值) / (正常对照孔 OD 值-空白孔 OD 值) 伊100% 。

表 1摇 不同浓度 琢-倒捻子素对 ARPE-19 细胞活性的影响

琢-倒捻子素浓度(滋mol / L) 细胞活性(% ) P
0(正常对照组) 100
8 101. 600依0. 598 0. 274
12 102. 073依0. 587 0. 162
16 95. 537依2. 791a 0. 007
20 80. 497依1. 732a 0. 000
30 65. 263依2. 501a 0. 000
40 41. 897依1. 721a 0. 000
F 534. 205
P 0. 000

aP<0. 05 vs 正常对照组。

正常对照孔为正常培养细胞,未予任何处理;空白孔里无
细胞,只有含 CCK8 的培养液。
1. 2. 3 H2O2氧化损伤模型的建立 摇 将呈对数期生长的

ARPE-19 细胞接种至 96 孔板中,密度为 8伊104个 / L,贴壁
后,加入 H2O2浓度分别为 0,100,200,400,600,800滋mol / L
的含 10%血清培养液,培养 24h。 每个浓度 5 孔。 CCK8
检测方法同上,确定 H2O2最佳浓度。
1. 2. 4 CCK8 检测 琢-倒捻子素对 H2O2诱导的 ARPE-19
细胞活性的影响摇 将对数期生长的 ARPE-19 细胞接种至
96 孔板中,密度为 7伊104 个 / L,细胞贴壁后,换含 10% 血
清培养液稀释的浓度分别为 0,8,12,16,20,30滋mol / L 的
琢-倒捻子素孵育 24h,弃去培养液,更换为含 200滋mol / L
H2O2的培养液继续培养 24h。 每个浓度 5 孔。 CCK8 检测
方法同上。
1. 2. 5 流式细胞仪检测 ROS 水平摇 ARPE-19 细胞接种
至六孔板中,随机分为 4 组:正常对照组:始终用等体积的
10%血清培养液;H2O2诱导组:等体积的 10%血清培养液
24h,含 200滋mol / L H2O2的培养液继续培养 24h;8滋mol / L
琢-倒捻子素治疗组: 8滋mol / L琢 -倒捻子素预处理细胞
24h,再予 200滋mol / L H2O2处理 24h;12滋mol / L 琢-倒捻子
素治疗组:12滋mol / L 琢-倒捻子素预处理细胞 24h,再予
200滋mol / L H2O2处理 24h。 胰蛋白酶消化,预冷的 PBS 洗
涤 2 次。 利用荧光探针双氯荧光素(DCFH-DA),按 ROS
检测试剂盒说明,收集细胞,装载探针,用流式细胞仪检测
各组细胞 ROS 水平。
1. 2. 6 Western blot 检测各组 NF -资B 蛋白表达 摇 将
ARPE-19 细胞接种至 10cm 皿中,随机分为 4 组,分组和
各组细胞的处理同前。 取细胞,按核蛋白提取试剂盒步
骤,提取各组细胞核蛋白,检测各组 NF-资B 蛋白表达水平。
摇 摇 统计学分析:实验数据采用 SPSS 19. 0 统计软件分

析,数据以 軃x依s 表示,各组数据均先进行正态性检验和方
差齐性检验,组间比较采用单因素方差分析,两两比较采
用 LSD 法。 P<0. 05 表示差异有统计学意义。 研究数据
均来自 3 次或 3 次以上独立实验。
2 结果
2. 1 不同浓度 琢-倒捻子素对 ARPE-19 细胞活性的影响
摇 不同浓度 琢-倒捻子素组细胞活性的总体比较差异有统
计学意义(F = 534. 205,P = 0. 000)。 琢-倒捻子素在 0 ~
12滋mol / L 浓度范围内,细胞活性没有明显改变,差异不具
备统计学意义(P>0. 05);当浓度达到 16滋mol / L 及其以上
时,细胞活性开始下降,与正常对照组比较差异有统计学
意义(P<0. 05,表 1)。
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表 2摇 不同浓度 H2O2作用 24h 后对 ARPE-19 细胞活性的影
响

H2O2浓度(滋mol / L) 细胞活性(% ) P
0(正常对照组) 100
100 99. 147依1. 909 0. 598
200 81. 293依1. 943a 0. 000
400 40. 347依2. 660a 0. 000
600 28. 017依2. 597a 0. 000
800 25. 310依1. 048a 0. 000
F 994. 082
P 0. 000

aP<0. 05 vs 正常对照组。

表 3摇 不同浓度 琢-倒捻子素对 H2O2诱导的 ARPE-19 细胞活
性的影响

组别
H2O2浓度

(滋mol / L)
细胞活性(% ) P

正常对照组 0 100
H2O2诱导组 200 78. 997依2. 274a 0. 000
8滋mol / L 琢-倒捻子素 200 82. 450依2. 265 0. 066
12滋mol / L 琢-倒捻子素 200 94. 363依1. 542c 0. 000
16滋mol / L 琢-倒捻子素 200 82. 193依1. 856 0. 086
20滋mol / L 琢-倒捻子素 200 53. 75依3. 531d 0. 000
30滋M 琢-倒捻子素 200 45. 743依1. 721d 0. 000
F 267. 164
P 0. 000

aP<0. 05 vs 正常对照组;cP<0. 05,dP<0. 01 vs H2O2诱导组。

2. 2 不同浓度 H2O2对 ARPE-19 细胞活性的影响摇 不同

浓度 H2O2组的细胞活性总体比较差异有统计学意义(F =
994. 082, P = 0. 000 )。 如 表 2 所 示: 当 H2 O2 浓 度 为

200滋mol / L 时,ARPE-19 的细胞活性开始明显下降,相对

于正常对照组差异有统计学意义(P<0. 05,表 2)。
2. 3 不同浓度 琢-倒捻子素预处理对 H2O2诱导的 ARPE-
19 细胞活性的影响摇 各组细胞活性的总体比较差异有统

计学意义(F=267. 164,P = 0. 000)。 如表 3 所示,与正常

对照组相比,H2O2诱导组细胞活性明显降低,差异具有统

计学意义(P<0. 05)。 与 H2 O2 诱导组比较,当 琢-倒捻子

素浓度在 0 ~16滋mol / L 浓度范围内,各组细胞活性与 H2O2诱

导组比较有所增高,其中 12滋mol / L 琢-倒捻子素组差异具

有统计学意义 ( P < 0. 05 );当 琢 -倒捻子素浓度达到

20滋mol / L 及其以上时,ARPE-19 细胞活性较 H2O2诱导组

降低,差异均具有统计学意义(P<0. 05,表 3)。
2. 4 琢 -倒捻子素对 H2 O2 诱导的 ARPE-19 细胞生成

ROS的影响摇 各组生成 ROS 量的总体比较差异有统计

学意义(F = 34 . 426,P = 0 . 000) 。 与正常对照组相比,
H2O2诱导组细胞内 ROS 水平显著增高,差异具有统计学

意义 ( P < 0. 05 )。 与 H2 O2 诱 导 组 比 较, 8滋mol / L 和

12滋mol / L 琢-倒捻子素均表现出一定的 ROS 清除能力,其
中 12滋mol / L 琢-倒捻子素清除能力较强,差异均具有统计

学意义(P<0郾 05,表 4) 。
2. 5 琢-倒捻子素对 H2O2诱导的 ARPE-19 细胞 NF-资B
蛋白表达的影响摇 Western blot 结果显示:与正常对照组

相比, H2O2诱导组 NF-资B 表达量增强(P<0. 05);与 H2O2

表 4 不同浓度 琢-倒捻子素对 H2O2诱导的 ARPE-19 细胞生成

ROS的影响

组别
H2O2浓度

(滋mol / L)
ROS 荧光强度 P

正常对照组 0 321. 52依46. 73
H2O2诱导组 200 611. 01依21. 40a 0. 000
8滋mol / L 琢-倒捻子素 200 526. 44依28. 20c 0. 033
12滋mol / L 琢-倒捻子素 200 359. 58依55. 73c 0. 000
F 34. 426
P 0. 000

aP<0. 05 vs 正常对照组;cP<0. 05 vs H2O2诱导组。

图 1摇 琢-倒捻子素对 H2O2诱导的 ARPE-19 细胞 NF-资B 蛋白

表达的影响摇 A:Western blot 结果;B:NF-资B 相对表达量, aP<
0. 05 vs 正常对照组; cP<0. 05 vs H2O2诱导组。

诱导组相比,8滋mol / L 琢-倒捻子素组 NF-资B 表达无明显
差异(P>0. 05),而 12滋mol / L 琢-倒捻子素组 NF-资B 表达
明显增高(P<0. 05,图 1)。
3 讨论
摇 摇 近年来,通过抗氧化剂治疗 AMD 已成为眼科研究热
点。 琢-倒捻子素具有抗氧化、抗炎[6]、抗菌[7]、抗癌[8] 等
多种生理活性。 已有研究发现[9],琢-倒捻子素可以抑制
LDL 的氧化,延长 LDL 被铜诱导氧化的时间。 其能够有
效清除氧自由基如单线态氧,超氧化物阴离子等,从而改
善由三硝基丙酸(3-Nitropropionic Acid ,3-NP)引起的神
经元损伤[10],通过诱导血红素氧合酶-1(Heme Oxygenas-1,
HO-1)表达增多对神经元起到保护作用[11]。 本研究进一
步研究了 琢-倒捻子素对 H2O2诱导的 ARPE-19 细胞是否
具有保护作用。
摇 摇 在正常的生理条件下,体内的抗氧化系统和机体产生
的自由基,处在动态平衡中。 当机体处在病理条件或遭受
有害刺激时,这种平衡被破坏,体内自由基生成过多,超过
自由基清除剂的清除能力,机体失去平衡,产生氧化应激
反应,造成细胞氧化损伤,进而引起细胞凋亡。 H2O2是活
性氧自由基的一种,已有很多国内外文献证实,H2O2可以
诱导 RPE 细胞氧化损伤,导致细胞凋亡或坏死,可用于体
外模拟 AMD 的发生[12,13]。
摇 摇 本实验使用 CCK8 法检测 ARPE - 19 细胞活性。
CCK8 法测定是一种有色反应,可以间接反映活细胞数
量。 我们研究结果发现:琢-倒捻子素在 0 ~ 12滋mol / L 浓
度范围内,ARPE-19 细胞活性基本无变化,当浓度大于等
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于 16滋mol / L 时,ARPE-19 细胞活性开始下降,表明 琢-倒
捻子素在 RPE 细胞的安全浓度范围在 0 ~ 12滋mol / L。 不
同浓度 琢 - 倒捻子素预处理 ARPE - 19 细胞后经过
200滋mol / L H2O2诱导,当 琢-倒捻子素浓度在 0 ~ 16滋mol / L,
细胞活性增高,其中 12滋mol / L 的 琢-倒捻子素预处理的细
胞活性最高,具有统计学意义。 表明 琢-倒捻子素对
200滋mol / L H2O2诱导的 ARPE-19 细胞损伤具有保护
作用。
摇 摇 研究显示氧化损伤时产生的 ROS 可以诱导细胞凋
亡[14]。 ROS 积聚导致氧化应激发生,通过脂质过氧化物、
酶失活、蛋白质氧化,继而损伤 RPE 细胞[15]。 在本实验
中,不同浓度的 琢-倒捻子素预处理均可以清除 H2O2诱导
的 RPE 细胞的 ROS 生成。 与正常对照组相比,H2O2诱导
组 ROS 生成量明显增加,琢-倒捻子素预处理后,ROS 生成
量减少,提示 琢-倒捻子素可能通过清除 H2O2诱导生成的
ROS,对 RPE 细胞氧化损伤产生保护作用。
摇 摇 NF-资B 是一个核转录因子,具有多向性调节作用,其
通过调控多种基因的表达,参与细胞凋亡、炎症反应、免疫
反应、肿瘤等生理和病理过程。 体内外的多种刺激,如缺
血[16]、缺氧、H2O2

[17]和氧化应激[18]等均可诱导 NF-资B 表

达。 ROS 也是诱导 NF-资B 的活化的重要因素之一[19],在
本实验中,H2O2 诱导组细胞 ROS 表达量增高,NF-资B 蛋
白表达增高也验证了这一点。 此外,NF-资B 的活化可调
节细胞抗氧化防御功能,激活抗凋亡基因的表达,进而抑
制细胞凋亡[20],这在多种类型的细胞实验中均得到证
实[21,22]。 在本实验中,琢-倒捻子素预处理后,H2O2诱导损
伤的 RPE 细胞胞核内 NF-资B 蛋白表达量增强,表明其可
能促使 NF-资B 转移入核,活化 NF-资B,从而抑制 H2O2诱
导的 RPE 细胞凋亡。
摇 摇 综上所述,琢-倒捻子素具有抗氧化、抗炎等多种生理
活性,它显著提高 ARPE-19 细胞对抗 H2O2诱导的细胞损
伤的能力,其机制可能和清除 ROS,活化 NF-资B,抑制凋
亡相关,但其具体的作用机制仍需进一步研究探索。
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