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摘要

目的:研究黄芪含药血清对氯化钴(ＣｏＣｌ２)诱导人视网膜
色素上皮(ＡＲＰＥ－１９)细胞缺氧损伤的保护作用ꎬ从而探
讨黄芪是否通过抗氧化应激来改善糖尿病视网膜病变

(ＤＲ)ꎮ
方法:建立 ＣｏＣｌ２诱导 ＡＲＰＥ－１９ 细胞缺氧模型ꎬ并分为以
下 ５ 组:正常组(细胞正常培养ꎬ不加任何处理)、缺氧模

型组(２００μｍｏｌ / Ｌ ＣｏＣｌ２)、空白血清组(２００μｍｏｌ / Ｌ ＣｏＣｌ２ ＋
空白血清)、低剂量含药血清组(２００μｍｏｌ / Ｌ ＣｏＣｌ２＋１０％含

药血清)、高剂量含药血清组(２００μｍｏｌ / Ｌ ＣｏＣｌ２＋２０％含药

血清)ꎮ ＣＣＫ－８ 检测细胞活性ꎻ试剂盒检测细胞上清液中
还原型谷胱甘肽(ＧＳＨ)、丙二醛(ＭＤＡ)水平ꎻＥＬＩＳＡ 检测

细胞培养基中缺氧诱导因子－１α(ＨＩＦ－１α)、血管内皮生
长因子(ＶＥＧＦ)的含量ꎻ实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)检测
ＶＥＧＦ、ＨＩＦ－１α 和脯氨酰羟化酶－２(ＰＨＤ－２)的 ｍＲＮＡ 水

平ꎻＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测 ＶＥＧＦ、ＨＩＦ－１α 和 ＰＨＤ－２ 的表达
情况ꎮ
结果:采用 ２００μｍｏｌ / Ｌ 的 ＣｏＣｌ２浓度可成功建立 ＡＲＰＥ－１９
细胞缺氧模型ꎮ 低剂量和高剂量黄芪含药血清可抑制缺
氧诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞增殖(Ｐ<０.０５)ꎬ升高 ＡＲＰＥ－１９
细胞缺氧损伤中 ＧＳＨ 水平ꎬ降低 ＭＤＡ 含量(Ｐ<０.０５)ꎮ 低

剂量和高剂量黄芪含药血清可抑制 ＡＲＰＥ－１９ 细胞缺氧
损伤上清液中 ＨＩＦ－１α 和 ＶＥＧＦ 的表达(Ｐ<０.０５)ꎬ以及
ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 ＶＥＧＦ、ＨＩＦ－１α、ＰＨＤ－２ 的 ｍＲＮＡ 表达

和蛋白表达(Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:低剂量和高剂量黄芪含药血清通过抗氧化作用减轻

ＣｏＣｌ２诱导 ＡＲＰＥ－１９ 细胞缺氧损伤ꎮ
关键词:黄芪ꎻ糖尿病视网膜病变ꎻ氧化应激ꎻ血管内皮生长
因子ꎻ缺氧诱导因子－１αꎻ人视网膜色素上皮(ＡＲＰＥ－１９)细胞
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０引言
糖尿病视网膜病变(ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬ ＤＲ)是一种

进行性无症状的糖尿病微血管并发症ꎬ可引发不可逆的视
网膜损伤[１]ꎮ ＤＲ 发生的基础是长期高糖环境、持续的氧
化应激或炎症刺激ꎬ进而引起内皮细胞损伤ꎬ导致局部缺
氧ꎬ继而诱发新生血管生成[２]ꎮ 视网膜新生血管可引起玻
璃体出血和牵引性视网膜脱离ꎬ导致视力下降ꎬ故 ＤＲ 是
导致成年人失明的主要原因[３]ꎮ 尽管严格控制血糖、高血
压和高脂血症仍是 ＤＲ 初始治疗的主要策略ꎬ但与 ＤＲ 相
关的症状仅在病变处于晚期状态时才会出现ꎬ因此限制了
许多患者治疗的有效性[４]ꎮ 氧化应激是 ＤＲ 病变的一个
关键因素ꎬ既可导致高血糖引起的代谢异常ꎬ也可由高血
糖引起的代谢异常引起[５]ꎮ 因此ꎬ通过抑制氧化应激和保
护内皮细胞对于防治 ＤＲ 具有重要意义ꎮ

黄芪性味甘温ꎬ主归脾肺二经ꎬ具有补中益气、健脾益
肺、托毒生肌之功效ꎮ 现代药理研究表明ꎬ黄芪具有多种
功效ꎬ包括免疫调节[６]、降血糖和改善胰岛素敏感性[７]、抗
炎作用[８]、抗氧化作用[９]、 抗病毒作用[１０]、 抗肿瘤作
用[１１]、保护心血管功能[１２] 等ꎮ 先前已有研究表明黄芪及
其活性成分可通过抗氧化应激对糖尿病肾病等疾病有明
显改善作用[１３]ꎬ而氧化应激在 ＤＲ 的发病机制中起着重要
作用ꎮ 它通过调控细胞凋亡和神经变性导致线粒体功能
障碍、炎症和细胞死亡ꎬ从而导致血管、神经和视网膜组织
损伤[１４]ꎮ 因此ꎬ抑制氧化应激和新生血管形成对于防治
ＤＲ 具有重要意义ꎮ 但黄芪是否能在 ＤＲ 的病理生理过程
中抑制缺氧诱导的氧化应激尚不清楚ꎮ 故本实验采用
ＣｏＣｌ２诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞缺氧损伤模型ꎬ从抗氧化角度
研究黄芪含药血清对视网膜色素上皮细胞的保护作用ꎬ进
一步探讨其防治 ＤＲ 的作用机制ꎮ
１材料和方法
１.１材料　 雄性 ＳＤ 大鼠(ＳＰＦ 级)２０ 只ꎬ体质量 ２５０±２０ｇꎬ
购于三峡大学实验动物中心ꎬ实验动物生产许可证号
ＳＣＸＫ(鄂)２０１７－００１２ꎬ该动物实验经过长江大学动物伦
理委员会 (中国荆州) 批准ꎮ 人视网膜色素上皮细胞
(ＡＲＰＥ－１９)购于中国典型培养物保藏中心ꎮ 黄芪(货号
２００６０１)购于湖北省荆州市中医院ꎻＣｏＣｌ２ 􀅰６Ｈ２ Ｏ(货号
２０２００４０７)购于上海沃凯生物公司ꎻＣＣＫ－８ 检测试剂盒
(货号 ＢＳ３５０Ｂ)购于兰杰柯科技有限公司ꎻ还原型谷胱甘
肽 ( ＧＳＨ) 含量检测试剂盒 ( 货号: ＢＣ１１７５)、 丙 二 醛

(ＭＤＡ)含量检测试剂盒(货号 ＢＣ００２５)购于北京索莱宝
公司ꎻＨｕｍａｎ ＨＩＦ － １α ＥＬＩＳＡ Ｋｉｔ (货号 ＰＨ３６８)、Ｈｕｍａｎ
ＶＥＧＦ ＥＬＩＳＡ Ｋｉｔ (货号 ＰＶ９６３)、ＶＥＧＦ ａｎｔｉ－ ｂｏｄｙ (货号
ＡＦ０３１２) 购于北京碧云天生物公司ꎻ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ(货号 ３７３３)、ＴＢ Ｇｒｅｅｎ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ Ｉ Ｋｉｔ
(货号 ＲＲ８２０Ａ) 购于日本 ＴａＫａＲａ 公司ꎻＨＩＦ－１α Ｒａｂｂｉｔ
ｍＡｂ(货号 ３６１６９Ｓ)、脯氨酸羟化酶 － ２ ( ＰＨＤ － ２) Ｒａｂｂｉｔ
ｍＡｂ(货号 ４８３５Ｓ) 购买于 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 生物
公司ꎮ
１.２方法
１.２.１含药血清获取及 ＣｏＣｌ２溶液制备　 大鼠黄芪的给药
剂量为 １０ｍＬ / ｋｇ 连续灌胃 ７ｄꎬ于末次给药 １ｈ 后ꎬ用戊巴
比妥腹腔注射麻醉后采用腹主动脉收集血液ꎬ待血液凝固
后ꎬ４℃、３６００ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ｍｉｎꎬ分离血清ꎮ 然后经 ５６℃水
浴 ３０ｍｉｎ 灭活ꎬ再通过 ０.２２μｍ 微孔滤膜过滤除菌ꎬ存放在
－２０℃冰箱中备用ꎮ 称取 ０.２３７９ｇ ＣｏＣｌ２􀅰６Ｈ２Ｏ 溶于 １Ｌ 的
ＤＭＥＭ 培养基中ꎬ充分混匀ꎬ再通过 ０.２２μｍ 微孔滤膜过
滤除菌ꎬ即为 ２００μｍｏｌ / Ｌ 的 ＣｏＣｌ２溶液ꎬ４℃避光保存ꎮ
１.２.２ 缺氧模型的建立　 ＡＲＰＥ－１９ 细胞用含 １０％胎牛血
清的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２(含双抗)培养基在 ３７℃、５％ＣＯ２培养箱
中培养ꎮ 取对数生长期细胞制备细胞悬液ꎬ以 ５×１０３ / 孔
接种于 ９６ 孔板ꎬ待细胞贴壁后ꎬ每孔分别加入终浓度为含
０、１００、２００、４００、８００、１６００μｍｏｌ / Ｌ ＣｏＣｌ２ 的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培
养液培养 ２４ｈꎮ ＣＣＫ－８ 法检测细胞增殖活性ꎬ筛选最佳造
模浓度(２００μｍｏｌ / Ｌ)ꎮ
１.２.３实验分组　 细胞以 ５×１０３ / 孔接种于 ９６ 孔板ꎬ待细胞
贴壁后ꎬ实验分为正常组(细胞正常培养ꎬ不加任何处
理)、 缺 氧 模 型 组 ( ２００μｍｏｌ / Ｌ ＣｏＣｌ２ )、 空 白 血 清 组
(２００μｍｏｌ / Ｌ ＣｏＣｌ２ ＋ 空 白 血 清 )、 低 剂 量 含 药 血 清 组
(２００μｍｏｌ / Ｌ ＣｏＣｌ２ ＋１０％含药血清)、高剂量含药血清组
(２００μｍｏｌ / Ｌ ＣｏＣｌ２＋２０％含药血清)ꎮ 细胞培养 ２４ｈ 后ꎬ一
部分细胞用于 ＣＣＫ－８ 法检测细胞活力ꎻ其余细胞收集上
清培养液检测 ＧＳＨ 活性、ＭＤＡ 含量、血管内皮生长因子
(ＶＥＧＦ)及缺氧诱导因子－１α(ＨＩＦ－１α)的水平ꎬ收集底部
细胞用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)检测ꎮ
１.２.４ ＣＣＫ－８检测细胞活性　 取对数生长期状态良好的
ＡＲＰＥ－１９ 细胞制备成 ５×１０３ / ｍＬ 细胞悬液ꎬ接种于 ９６ 孔
板中(每孔 １００μＬ)ꎬ待细胞贴壁后按照实验需要给予含不
同浓度药物的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基继续培养 ２４ｈꎬ再每孔加
入 １０μＬ ＣＣＫ－８ 溶液ꎬ细胞培养箱中继续孵育 ４ｈ 后ꎬ用酶
标仪测定 ４５０ｎｍ 处的 ＯＤ 值ꎮ
１.２.５ 氧化应激指标的检测　 ＧＳＨ 和 ＭＤＡ 的含量使用商
业检测试剂盒测量ꎬ所有步骤均按照说明书操作ꎬ通过酶
标仪设定特定波长(ＧＳＨ 检测波长:４１２ｎｍꎻＭＤＡ 检测波
长:５３２ｎｍ)ꎬ检测各个孔的 ＯＤ 值ꎬ计算结果ꎮ
１.２.６ ＥＬＩＳＡ检测细胞培养基中 ＶＥＧＦ 和 ＨＩＦ－１α的含量
　 按 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书操作ꎬ测量细胞上清培养液中
ＶＥＧＦ、ＨＩＦ－１α 水平ꎬ酶标仪设定波长为 ４５０ｎｍꎬ检测各孔
的 ＯＤ 值ꎬ以建立标准曲线得到浓度与 ＯＤ 值之间的换算
公式ꎬ以此计算结果ꎮ
１.２.７ ｑＰＣＲ检测　 ＶＥＧＦ 和 ＨＩＦ－１α 及 ＰＨＤ－２ 的 ｍＲＮＡ
水平 使 用 ＴＲＩｚｏｌ 法 进 行 总 ＲＮＡ 的 提 取ꎬ 然 后 使 用
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ 试剂盒按说明书操作将 ＲＮＡ 逆转录成
ｃＤＮＡꎮ ｑＰＣＲ 使用 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ试剂盒按说明书
进行操作ꎮ 采用 ２－ΔΔＣｔ方法测量靶基因对 ＧＡＰＤＨ 的相对
表达ꎮ 引物序列见表 １ꎮ
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表 １　 引物序列

ｍＲＮＡ 引物序列

ＧＡＰＤＨ Ｆｏｒｗａｒｄ:５’－ＧＴＴ ＧＴＣ ＴＣＣ ＴＧＣ ＧＡＣ ＴＴＣ Ａ－３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ:５’－ＧＧＴ ＧＧＴ ＣＣＡ ＧＧＧ ＴＴＴ ＣＴＴ Ａ－３’

ＶＥＧＦ Ｆｏｒｗａｒｄ:５’－ＴＴＧ ＣＣＴ ＴＧＣ ＴＧＣ ＴＣＴ ＡＣＣ ＴＣＣ Ａ －３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ:５’－ＧＡＴ ＧＧＣ ＡＧＴ ＡＧＣ ＴＧＣ ＧＣＴ ＧＡＴ Ａ－３’

ＨＩＦ－１α Ｆｏｒｗａｒｄ:５’－ＧＴＧ ＧＴＴ ＡＣＴ ＣＡＧ ＣＡＣ ＴＴＴ ＴＡＧ－３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ:５’－ＡＡＴ ＣＴＣ ＣＧＴ ＣＣＣ ＴＣＡ ＡＣＣ ＴＣＴ－３’

ＰＨＤ－２ Ｆｏｒｗａｒｄ:５’－ＡＡＡ ＣＣＡ ＴＴＧ ＧＧＣ ＴＧＣ ＴＣＡ Ｔ－３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ:５’－ＣＧＴ ＡＣＡ ＴＡＡ ＣＣＣ ＧＴＴ ＣＣＡ ＴＴＧ－３’

１.２.８ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测 ＶＥＧＦ 和 ＨＩＦ－１α 及 ＰＨＤ－２
的表达情况 　 首先用含蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 裂解液进
行裂解细胞提取总蛋白ꎬ使用 ＢＣＡ 蛋白质测定试剂盒测
量蛋白质浓度ꎬ在 １００℃水浴锅中变性 １０ｍｉｎꎻ然后等量的
蛋白进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶电泳并转至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ接着在
室温下用 ５％脱脂奶粉封闭 １ｈ 后ꎬ在 ４℃下与相应的一抗
孵育过夜ꎬ用 ＴＢＳＴ 缓冲液洗涤 １０ｍｉｎ×３ 次ꎻ再加入对应
二抗室温孵育 １ｈ 后ꎬ将 ＰＶＤＦ 膜放入压片盒中ꎬ用 ＥＣＬ 显
色液显色ꎬ压片曝光ꎬ定影洗片ꎬ扫描结果ꎻ最终使用 Ｉｍａｇｅ
Ｊ 软件进行定量分析ꎮ

统计学分析:使用 ＳＰＳＳ ２２.０ 以及 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ６.０
软件对数据进行统计分析ꎬ所有的实验结果均以均数±标
准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ多组间比较行单因素方差分析ꎬ进一步
两两比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ － ｔ 检验ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学
意义ꎮ
２结果
２.１建立缺氧细胞模型的最佳 ＣｏＣｌ２浓度结果 　 ＣＣＫ－８
结果显示ꎬ不同浓度(０、１００、２００、４００、８００、１６００μｍｏｌ / Ｌ)
ＣｏＣｌ２处理 ＡＲＰＥ－１９ 细胞 ２４ｈ 后ꎬ细胞增殖活性对应的
ＯＤ 值分别为 １.３１±０.０７、１.６３±０.０５、１.８１±０.０５、０.９２±０.０８、
０.３４±０.０１、０.１６±０.０２ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ ９８.５１ꎬＰ<
０.００１)ꎮ 与正常组相比ꎬ细胞活性呈现先增长后抑制情
况ꎬ当 ＣｏＣｌ２浓度为 ２００μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ细胞活性最高ꎬ差异有
统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ随着 ＣｏＣｌ２浓度增加(４００、８００ 和
１６００μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ其对应的 ＯＤ 值随之下降ꎬ且差异均有统计
学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 １ꎮ 故本实验选择 ２００μｍｏｌ / Ｌ 的
ＣｏＣｌ２浓度作为 ＡＲＰＥ－１９ 细胞缺氧模型的最佳浓度ꎮ
２.２黄芪含药血清可抑制缺氧诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞增殖
　 通过 ＣＣＫ－８ 检测黄芪含药血清对缺氧诱导的 ＡＲＰＥ－１９
细胞增殖能力的影响ꎬ结果显示正常组、缺氧模型组、空白
血清组、低剂量含药血清组、高剂量含药血清组对应的 ＯＤ
值分别为 ０.６５±０.０５、１.２１±０.０９、１.２３±０.０５、０.９６±０.０９、
０.８２±０.０４ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ ７５.５１ꎬＰ<０.００１)ꎮ 如
图 ２Ａ 所示ꎬ与正常组相比ꎬ缺氧模型组中细胞增殖明显
增高ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ而与缺氧模型组相比
低剂量、高剂量含药血清组均可明显降低缺氧诱导的
ＡＲＰＥ－１９ 细胞增殖ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ其中
高剂量含药血清组细胞增殖明显低于低剂量含药血清组ꎬ
但差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ而空白血清组细胞增殖
与缺氧模型组ꎬ差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 此外ꎬ通过
倒置显微镜对各个组的细胞增殖情况进行拍照ꎬ缺氧模型
组和空白血清组细胞数相对于正常组明显增加ꎬ而低剂
量、高剂量含药血清组细胞数相对于缺氧模型组明显减少
(图 ２Ｂ)ꎮ 因此ꎬ低剂量和高剂量黄芪含药血清处理均会
抑制缺氧诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞增殖ꎮ

图 １ 　 不同浓度 ＣｏＣｌ２ 对 ＡＲＰＥ －１９ 细胞增殖活性的影响

(ｎ＝６)　 ａＰ<０.０５ ｖｓ 正常组ꎮ

２.３黄芪含药血清对缺氧诱导损伤细胞上清液中的 ＧＳＨ
和 ＭＤＡ含量的影响　 各组细胞上清液中的 ＧＳＨ 和 ＭＤＡ
的含量比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.００１)ꎮ 与正常组
相比ꎬ缺氧模型组细胞上清液中 ＧＳＨ 含量显著下降ꎬ而
ＭＤＡ 含量升高ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与缺氧模
型组比较ꎬ低剂量、高剂量含药血清组 ＧＳＨ 水平升高ꎬ
ＭＤＡ 含量降低ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ２ꎮ
以上结果表明ꎬ低剂量和高剂量黄芪含药血清可改善
ＡＲＰＥ－１９ 细胞缺氧损伤的氧化应激ꎮ
２.４黄芪含药血清对缺氧诱导损伤细胞上清液中 ＨＩＦ－１α
和 ＶＥＧＦ 表达的影响 　 各组细胞上清液中 ＨＩＦ － １α 和
ＶＥＧＦ 蛋白浓度比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.００１)ꎮ
与正常组相比ꎬ缺氧模型组中 ＡＲＰＥ－１９ 细胞分泌 ＨＩＦ－
１α 和 ＶＥＧＦ 增加ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ而与缺
氧模型组相比ꎬ低剂量、高剂量含药血清组均可明显降低
ＨＩＦ－ １α 和 ＶＥＧＦ 的分泌ꎬ差异均有统计学意义 ( Ｐ <
０.０５)ꎬ见表 ３ꎮ 表明低剂量和高剂量黄芪含药血清可抑
制 ＡＲＰＥ－１９ 细胞缺氧损伤中 ＨＩＦ－１α 和 ＶＥＧＦ 的表达ꎮ
２.５黄芪含药血清对缺氧诱导损伤细胞的ＶＥＧＦ和ＨＩＦ－１α
及 ＰＨＤ－２ ｍＲＮＡ 表达的影响 　 各组细胞的 ＶＥＧＦ 和
ＨＩＦ－１α及 ＰＨＤ－２ ｍＲＮＡ 表达比较差异均有统计学意义
(Ｐ<０. ００１)ꎮ 缺氧模型组中 ＶＥＧＦ、ＨＩＦ － １α 和 ＰＨＤ － ２
ｍＲＮＡ 的表达较正常组显著增加ꎬ差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎻ与缺氧模型组相比ꎬ黄芪含药血清组以剂量依
赖性方式显著降低ꎬ差异均有统计学意义 ( Ｐ < ０. ０５)ꎬ
见表 ４ꎮ 结果表明低剂量和高剂量黄芪含药血清可以抑
制缺氧诱导的 ＶＥＧＦ、ＨＩＦ － １α 和 ＰＨＤ － ２ ｍＲＮＡ 的高
表达ꎮ
２.６黄芪含药血清对缺氧诱导的 ＡＲＰＥ－１９细胞相关蛋白
表达的影响　 各组间 ＶＥＧＦ 和 ＨＩＦ－１α 及 ＰＨＤ－２ 蛋白相
对表达量比较差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 缺氧模型
组中 ＶＥＧＦ、ＨＩＦ－１α 和 ＰＨＤ－２ 蛋白水平均明显高于正常
组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与缺氧模型组相比ꎬ
低剂量、高剂量含药血清组 ＶＥＧＦ、ＨＩＦ－１α 和 ＰＨＤ－２ 蛋
白水平明显下降ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ５ꎬ
图 ３ꎮ 低剂量和高剂量黄芪含药血清处理可抑制缺氧诱
导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 ＶＥＧＦ、ＨＩＦ－１α 和 ＰＨＤ－２ 蛋白表
达水平ꎮ
３讨论

作为糖尿病的严重并发症ꎬＤＲ 是导致视力障碍的最
常见原因之一ꎬ其患病率在全球范围内呈上升趋势[１５]ꎮ
目前基于抗氧化、抗炎和抗血管生成药物和激光光凝的
ＤＲ 治疗方法是有效的ꎬ但也会对视网膜组织产生不良反
应ꎮ 因此ꎬ需要一种安全有效的治疗方式来控制或延迟
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图 ２　 黄芪含药血清对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞增殖活性的影响(ｎ＝６)　 Ａ:ＣＣＫ－８ 检测细胞活性ꎻＢ:细胞增殖情况ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ 正常组ꎻｃＰ<
０.０５ ｖｓ 缺氧模型组ꎮ

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测缺氧诱导损伤细胞中相关蛋白表达
情况ꎮ 　

表 ２　 各组细胞上清液中 ＧＳＨ和 ＭＤＡ含量比较 (ｎ＝ ６ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
组别 ＧＳＨ(μｍｏｌ / ｇ) ＭＤＡ(ｎｍｏｌ / ｍＬ)
正常组 １.７５±０.１２ ２.３１±０.６６
缺氧模型组 ０.７３±０.１３ａ １１.７９±０.９９ａ

空白血清组 ０.７１±０.０９ １２.１４±１.４３
低剂量含药血清组 １.３４±０.０７ｃ ８.３１±０.９４ｃ

高剂量含药血清组 １.５６±０.０６ｃ ６.５５±０.４５ｃ

　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ９０.３１ ６８.４２
Ｐ <０.００１ <０.００１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 正常组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 缺氧模型组ꎮ

表 ３　 各组细胞上清液中 ＨＩＦ－１α和 ＶＥＧＦ蛋白浓度比较

(ｎ＝ ６ꎬ􀭰ｘ±ｓꎬｐｇ / ｍＬ)
组别 ＨＩＦ－１α ＶＥＧＦ
正常组 ３６.３４±２.２１ ７２.１１±５.３２
缺氧模型组 ７０.２３±７.３５ａ １６７.５３±１１.１５ａ

空白血清组 ６６.８１±６.６９ １７２.０９±１１.８６
低剂量含药血清组 ５６.９７±５.９８ｃ １３７.９０±１３.２２ｃ

高剂量含药血清组 ４３.４９±７.１９ｃ １１０.７６±７.９０ｃ

　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ４３.５１ ８１.７４
Ｐ <０.００１ <０.００１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 正常组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 缺氧模型组ꎮ

表 ４　 各组间 ＶＥＧＦ和 ＨＩＦ－１α及 ＰＨＤ－２ ｍＲＮＡ相对表达量

(ｎ＝ ６ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
组别 ＶＥＧＦ ＨＩＦ－１α ＰＨＤ－２
正常组 １.０３±０.１２ １.０９±０.１２ １.０３±０.２１
缺氧模型组 ５.７７±０.４７ａ ３.５５±０.３８ａ ６.０５±０.６１ａ

空白血清组 ５.９３±０.４２ ３.６８±０.３８ ６.０７±０.９２
低剂量含药血清组 ４.２３±０.３５ｃ ２.３６±０.３６ｃ ４.７６±０.５６ｃ

高剂量含药血清组 ２.９１±０.２９ｃ １.７６±０.３１ｃ ３.０７±０.７３ｃ

Ｆ ７３.５６ ５８.０３ ５４.２２
Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.００１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 正常组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 缺氧模型组ꎮ

表 ５　 各组间 ＶＥＧＦ和 ＨＩＦ－１α及 ＰＨＤ－２ 蛋白相对表达量

(ｎ＝ ６ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
组别 ＶＥＧＦ ＨＩＦ－１α ＰＨＤ－２
正常组 ０.２４±０.１１ ０.１３±０.０１ ０.１７±０.０９
缺氧模型组 １.０７±０.２１ａ ０.８８±０.０５ａ ０.９８±０.１３ａ

空白血清组 １.０８±０.１５ ０.９０±０.０５ ０.１２±０.１８
低剂量含药血清组 ０.６６±０.２０ｃ ０.４１±０.０９ｃ ０.６３±０.１９ｃ

高剂量含药血清组 ０.４３±０.１１ｃ ０.２４±０.０４ｃ ０.３５±０.０５ｃ

Ｆ １６.０４ ５８.０３ ２３.７３
Ｐ <０.０１ <０.００１ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 正常组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 缺氧模型组ꎮ

ＤＲ 的发生ꎮ 黄芪具有多种药理特性ꎬ如清除机体氧自由
基代谢产物、调节免疫、降低血糖和保护大脑的作用[７]ꎮ
然而黄芪在 ＤＲ 的作用机制尚未清楚ꎮ 故本研究采用
２００μｍｏｌ / Ｌ 的 ＣｏＣｌ２来诱导 ＡＲＰＥ－１９ 细胞缺氧模型ꎬ旨在
探讨黄芪对缺氧诱导 ＤＲ 的保护作用及其可能机制ꎮ

ＶＥＧＦ 是一种关键的血管生成因子ꎬ参与多种生物过
程ꎬ包括胚胎发育和肿瘤进展[１６]ꎮ 此外ꎬＶＥＧＦ 是眼内新
生血管形成的主要介质ꎬ在糖尿病视网膜病变的病因学中
起关键作用[１７]ꎮ ＨＩＦ－１α 是 ＶＥＧＦ 的主要上游调节剂[１８]ꎮ
在缺氧条件下ꎬ脯氨酰羟化酶失活ꎬＨＩＦ－１α 降解受到抑
制ꎬ导致其积累ꎬ并与 ＨＩＦ－１β 结合产生功能性异二聚体
转录因子[１９]ꎮ 然而ꎬＨＩＦ － １α 可以在正常条件下可被
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ＰＨＤ－２羟基化ꎻ羟基化的 ＨＩＦ－１α 在蛋白酶体中被泛素化
和降解ꎻ相反ꎬＰＨＤ－２ 的 ｍＲＮＡ 表达通过 ＨＩＦ－１α 依赖性
信号通路被缺氧上调[２０]ꎮ 因此ꎬＨＩＦ－１α 增加诱导了缺氧
条件下 ＶＥＧＦ 的表达ꎬ导致血管通透性和视网膜新生血管
增加ꎮ 另一方面ꎬ抑制 ＨＩＦ－１α 可以防止缺氧条件下的视
网膜新生血管形成[２１]ꎮ 在本研究中ꎬ我们发现了 ＶＥＧＦ、
ＨＩＦ－１α 和 ＰＨＤ－２ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白可在缺氧条件下表达
显著增加ꎻ而黄芪则以剂量依赖的方式抑制其表达ꎮ 因
此ꎬ黄芪通过 ＨＩＦ － １α / ＶＥＧＦ 信号通路抑制 ＶＥＧＦ 的
分泌ꎮ
　 　 氧化应激已被证实是 ＤＲ 发病机制的一个重要因
素[５]ꎮ ＨＩＦ － １α 的稳定会促进活性氧 ( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ＲＯＳ)的合成ꎬ而 ＲＯＳ 的过度产生有助于 ＤＲ 病变
的许多迹象的发展ꎬ从血管渗漏和血管功能障碍到病理性
血管生成[２２]ꎮ 在一些情况下ꎬＲＯＳ 的这些不同作用是通
过它们的脂质过氧化副产物而发挥作用ꎮ ＭＤＡ 是脂质过
氧化的最终产物ꎬ可作为氧化应激和组织损伤的良好标志
物[２３]ꎮ 在缺氧条件下ꎬＧＳＨ 等抗氧化酶大量消耗ꎬ使得视
网膜色素上皮细胞处于氧化应激状态ꎬ诱导细胞凋亡和新
血管生成ꎬ导致早期 ＤＲ 血流动力学改变和微血管病
变[２４]ꎮ 此外ꎬ有研究表明ꎬ由 ＣｏＣｌ２引起的细胞缺氧和随
后积累的脂质过氧化产物诱导的氧化应激促进了 ＶＥＧＦ
基因的表达[２５]ꎮ 而 ＶＥＧＦ 表达增加可能取决于 ＲＯＳ 激活
转录因子 ＨＩＦ－１α 以及脂质过氧化产物水平的增加ꎬ这可
能是视网膜病变中新血管生成的可能机制之一[２６]ꎮ 本研
究发现ꎬ在缺氧条件下ꎬ细胞上清液中 ＧＳＨ 水平显著下
降ꎬ而黄芪则是以剂量依赖的方式提高细胞上清液中 ＧＳＨ
水平ꎻ同时ꎬ缺氧条件下细胞上清液中 ＭＤＡ 水平显著升
高ꎬ而黄芪则是以剂量依赖的方式降低细胞的 ＭＤＡ 水平ꎮ
提示黄芪可能通过增强细胞的抗氧化能力ꎬ从而对抗缺氧
损伤ꎮ

在本研究中ꎬ我们发现低剂量和高剂量黄芪含药血清
确实可以抑制缺氧条件下 ＡＲＰＥ－１９ 细胞的 ＶＥＧＦ 分泌ꎬ
下调 ＶＥＧＦ、ＨＩＦ－１α 和 ＰＨＤ－２ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达ꎮ 此
外ꎬ结果还表明黄芪则是以剂量依赖的方式抑制缺氧诱导
的氧化应激的发生ꎮ 因此ꎬ我们的研究结果表明黄芪对缺
氧诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞损伤具有一定的保护作用ꎬ其可
能机制是通过抑制氧化应激来改善 ＤＲ 病变发生ꎮ 这一
研究发现可为临床上黄芪治疗 ＤＲ 提供新的见解ꎮ
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ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓꎬ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｏｌｅ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ.
Ｒｅｄｏｘ Ｂｉｏｌ ２０２０ꎻ３７:１０１７９９
６ Ｑｉ Ｙꎬ Ｇａｏ Ｆꎬ Ｈｏｕ ＬＦꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉ － ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｎｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅｓ. Ａｍ Ｊ Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ ２０１７ꎻ４５
(６):１１５７－１１６７
７ Ｚｈｅｎｇ ＹＪꎬ Ｒｅｎ ＷＹꎬ Ｚｈａｎｇ ＬＮꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｔｈｅ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ

ａｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ. Ｆｒｏｎｔ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ ２０２０ꎻ１１:３４９
８ Ｃｈｅｎｇ ＷＪꎬ Ｃｈｉａｎｇ ＣＣꎬ Ｌｉｎ ＣＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｍｏｎｇｈｏｌｉｃｕｓ ｂｕｎｇｅ
ｗａｔｅｒ ｅｘｔｒａｃｔ ｅｘｈｉｂｉｔｓ ａｎｔｉ－ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ａｎｄ
ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｉｍｉｑｕｉｍｏｄ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｓｏｒｉａｓｉｓ－ ｌｉｋｅ ｓｋｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ.
Ｆｒｏｎｔ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ ２０２１ꎻ１２:７６２８２９
９ Ａｄｅｓｓｏ Ｓꎬ Ｒｕｓｓｏ Ｒꎬ Ｑｕａｒｏｎｉ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ
ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
ｖｉａ ＮＦ － κＢ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｎｒｆ２ ｒｅｓｐｏｎｓｅ. Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ ２０１８ꎻ １９
(３):Ｅ８００
１０ Ｌｉｕ ＴＬꎬ Ｚｈａｎｇ ＭＪꎬ Ｎｉｕ ＨＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｆｒｏｍ
Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ Ｍｅｌｉｔｔｉｎ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｖｉａ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｏｆ ＴＬＲ－ ４ / ＮＦ－κＢ ｐ６５ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｍｉｃｅ ｆｒｏｍ ＣＶＢ３－
ｉｎｄｕｃｅｄ ｖｉｒｕｓ ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ. Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｌ Ｍａｃｒｏｍｏｌ ２０１９ꎻ１２６:１７９－１８６
１１ Ｔａｙ ＫＣꎬ Ｔａｎ ＬＴꎬ Ｃｈａｎ ＣＫꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｏｒｍｏｎｏｎｅｔｉｎ: ａｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｉｔｓ
ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ. Ｆｒｏｎｔ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ ２０１９ꎻ１０:８２０
１２ Ｔａｎ ＹＱꎬ Ｃｈｅｎ ＨＷꎬ Ｌｉ Ｊ. Ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ Ⅳ: ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ. Ｄｒｕｇ Ｄｅｓ Ｄｅｖｅｌ Ｔｈｅｒ ２０２０ꎻ １４:
３７３１－３７４６
１３ Ｗａｎｇ ＥＹꎬ Ｗａｎｇ Ｌꎬ Ｄｉｎｇ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ Ⅳ ａｃｔｓ ｔｈｒｏｕｇｈ
ｍｕｌｔｉ － ｓｃａｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｔｏ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｒｅｄｕｃｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ.
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｒｅｓ ２０２０ꎻ１５７:１０４８３１
１４ Ｃｅｃｉｌｉａ ＯＭꎬ Ｊｏｓé Ａｌｂｅｒｔｏ ＣＧꎬ Ｊｏｓé ＮＰꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｓ ｔｈｅ
ｍａｉｎ ｔａｒｇｅｔ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ. Ｊ Ｄｉａｂｅｔｅｓ Ｒｅｓ ２０１９ꎻ
２０１９:８５６２４０８
１５ Ｌｅ ＮＴꎬ Ｋｒｏｅｇｅｒ ＺＡꎬ Ｌｉｎ ＷＶꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｏｖｅｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｍａｃｕｌａｒ ｅｄｅｍａ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｃｕｒｒ Ｄｉａｂ Ｒｅｐ
２０２１ꎻ２１(１０):４３
１６ Ｚｈａｎｇ ＡＦꎬ Ｆａｎｇ ＨＷꎬ Ｃｈｅｎ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ＶＥＧＦ－Ａ ａｎｄ ＬＲＧ１ ｉｎ
ａｂｎｏｒｍａｌ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ. Ｆｒｏｎｔ
Ｐｈｙｓｉｏｌ ２０２０ꎻ１１:１０６４
１７ Ｔａｎ ＹＲꎬ Ｆｕｋｕｔｏｍｉ Ａꎬ Ｓｕｎ ＭＴꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉ－ＶＥＧＦ ｃｒｕｎｃｈ ｓｙｎｄｒｏｍｅ
ｉｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ: ａ ｒｅｖｉｅｗ. Ｓｕｒｖ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２０２１ꎻ６６
(６):９２６－９３２
１８ Ｖａｕｐｅｌ Ｐꎬ Ｍｕｌｔｈｏｆｆ Ｇ. Ｆａｔａｌ Ａｌｌｉａｎｃｅ ｏｆ Ｈｙｐｏｘｉａ－ / ＨＩＦ－１α－Ｄｒｉｖｅｎ
Ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｔｒａｉｔｓ Ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ Ｃａｎｃｅｒ Ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ. Ａｄｖ Ｅｘｐ Ｂｉｏｌ
２０２０:１２３２: １６９－１７６
１９ Ｐａｇｅｓ Ｇꎬ Ｐｏｕｙｓｓｅｇｕｒ Ｊ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｖａｓｃｕｌａｒ
Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ Ｇｒｏｗｔｈ Ｆａｃｔｏｒ ｇｅｎｅ? ａ ｃｏｎｃｅｒｔ ｏｆ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓ.
Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｒｅｓ ２００５ꎻ６５(３):５６４－５７３
２０ Ｂｅｒｒａ Ｅꎬ Ｂｅｎｉｚｒｉ Ｅꎬ Ｇｉｎｏｕｖèｓ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. ＨＩＦ ｐｒｏｌｙｌ－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ２ ｉｓ
ｔｈｅ ｋｅｙ ｏｘｙｇｅｎ ｓｅｎｓｏｒ ｓｅｔｔｉｎｇ ｌｏｗ ｓｔｅａｄｙ－ｓｔａｔｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨＩＦ－１ａｌｐｈａ ｉｎ
ｎｏｒｍｏｘｉａ. ＥＭＢＯ Ｊ ２００３ꎻ２２(１６):４０８２－４０９０
２１ Ｚｈａｎｇ Ｄꎬ Ｌｖ ＦＬꎬ Ｗａｎｇ ＧＨ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＨＩＦ － １α ｏｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ＶＥＧＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｅｕｒ Ｒｅｖ Ｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ
Ｓｃｉ ２０１８ꎻ２２(１６):５０７１－５０７６
２２ Ｄｕ ＹＰꎬ Ｖｅｅｎｓｔｒａ Ａꎬ Ｐａｌｃｚｅｗｓｋｉ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ ｃｅｌｌｓ ａｒｅ
ｍａｊｏｒ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｏｒｓ ｔｏ ｄｉａｂｅｔｅｓ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｌｏｃａｌ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａ. Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡ ２０１３ꎻ １１０ ( ４１):
１６５８６－１６５９１
２３ Ｆｏｎｓｅｃａ Ｉꎬ Ｒｅｇｕｅｎｇｏ Ｈꎬ Ｏｌｉｖｅｉｒａ ＪＣꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｔｒｉｐｌｅ － ｂｉｏｍａｒｋｅｒ
ａｐｐｒｏａｃｈ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｌａｙｅｄ ｇｒａｆｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｋｉｄｎｅｙ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅꎬ ｃｙｓｔａｔｉｎ Ｃꎬ ａｎｄ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ.
Ｃｌｉｎ Ｂｉｏｃｈｅｍ ２０１５ꎻ４８(１６－１７):１０３３－１０３８
２４ Ｆａｎ Ｙꎬ Ｑｉａｏ Ｙꎬ Ｈｕａｎｇ ＪＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｐａｎａｘ
ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ｓａｐｏｎｉｎｓ ａｇａｉｎｓｔ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｒａｔ
ｒｅｔｉｎａｌ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｅｖｉｄ Ｂａｓｅｄ Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ Ａｌｔｅｒｎａｔ Ｍｅｄ
２０１６ꎻ２０１６:５３２６３８２
２５ Ｃｅｒｖｅｌｌａｔｉ Ｆꎬ Ｃｅｒｖｅｌｌａｔｉ Ｃꎬ Ｒｏｍａｎｉ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｅｓ ｃｅｌｌ
ｄａｍａｇｅ ｖｉａ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｆｒｅｅ Ｒａｄｉｃ Ｒｅｓ
２０１４ꎻ４８(３):３０３－３１２
２６ Ｗｉｌｋｉｎｓｏｎ － Ｂｅｒｋａ ＪＬꎬ Ｒａｎａ Ｉꎬ Ａｒｍａｎｉ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓꎬ Ｎｏｘ ａｎｄ ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ Ⅱ ｉｎ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ: ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｃｌｉｎ Ｓｃｉ (Ｌｏｎｄ) ２０１３ꎻ１２４(１０):５９７－６１５
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Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２２ꎬ Ｎｏ.６ Ｊｕｎ. ２０２２　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ


