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枸杞提取物对小鼠视网膜色素上皮细胞下沉积物形成
的抑制作用

黄冰林1,杭丽1,郑仕中2,李伟2,朱长乐1,魏源华1,徐新荣1*

(1.南京中医药大学附属医院,江苏 南京 210029;2.南京中医药大学药学院,江苏 南京 210023)

摘要:目的 研究枸杞提取物对高脂饮食及氢醌诱发的小鼠视网膜色素上皮(RPE)细胞下沉积物形成的抑制作用。方法 8
个月龄的雌性C57BL/6小鼠40只。8只予正常饮食,作为年龄对照组;32只高脂肪饮食喂养6个月后,饮水中加入氢醌

(0.8%)继续饲养3个月,随机分为模型对照组(8只)、治疗组(分高剂量、中剂量、低剂量组,每组8只),治疗组以枸杞浸膏灌

胃,高剂量3.75g/(kg·d)、中剂量2.50g/(kg·d)、低剂量1.25g/(kg·d),每日1次,持续3个月。观察期满处死动物,摘取

眼球。电镜观察RPE细胞下沉积物及Bruch膜;realtime􀆼PCR、westernblot检测半胱氨酸组织蛋白酶B(CatB)、半胱氨酸蛋

白酶抑制剂C(CysC)mRNA转录及蛋白表达。结果 造模后RPE细胞损害、RPE细胞下沉积物形成均较年龄对照组明显

增加,模型对照组Bruch膜较年龄对照组明显增厚,枸杞提取物能减轻RPE细胞损害、减少沉积物的形成、抑制Bruch膜的增

厚。CatB、CysCmRNA及蛋白表达模型对照组较年龄对照组增强,枸杞提取物能下调模型小鼠视网膜CatB、CysC的表

达,随剂量的增加而作用加强,具剂量依赖关系,以CysC表达下调更显著。结论 枸杞提取物能减轻高脂饮食和氢醌引起的

模型小鼠RPE细胞损害,抑制RPE细胞下沉积物形成及Bruch膜增厚,机制可能是减少活性氧介质的产生,下调CatB、Cys
C的表达,并使这2种酶的综合作用向CatB作用倾斜有关。
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InhibitingEffectofLyciumBarbarumExtractsonSub􀆼RPEDepositFormationinHigh􀆼fatDietandOralHydroquinoneModel
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ABSTRACT OBJECTIVE Toinvestigatetheinhabitingeffectoflyciumbarbarumextractsonsub􀆼RPEdepositformationin
high􀆼fatdietandoralhydroquinone HQ modelmice METHODS 40eight􀆼month􀆼oldC57BL 6femalemice 8werefednor-
maldietasagingcontrolgroup 32werefedahigh􀆼fatdietfor6monthsfollowedbyHQ 0 8% inthedrinkingwaterfor3
months Modelmicewererandomlydividedintomodelcontrolgroup 8mice and3treatmentgroups 8miceeachgroup  
Lyciumbarbarumextractsweregiventhroughdifferentdoselavageonetimeeveryday high 3 75g kg d middle 2 50g kg 
d low 1 25g kg d for3months Attheendoftheexperimentalperiod themicewerekilledandtheeyeswereimmediately
removed Transmissionelectronmicroscopywasusedtoobservesub􀆼RPEdepositformationandBruchmembrane BrM 
thickness semiquantitativegradingofdepositseveritywasperformed ThemRNAandproteinexpressionofcathepsinB Cat
B andcystatinC CysC weredetectedbyreal􀆼timePCRandwesternblotrespectively RESULTS Micefedahigh􀆼fatdietand
HQshowedRPEdamagewassevere formationofsub􀆼RPEdepositswasincreasing inaddition BrM wastypicallythick-
ened theseverityinmodelcontrolgroupwasstatisticallygreaterthanintheagingcontrolgroup Lyciumbarbarumextracts
couldreduceRPEdamage inhibitsub􀆼RPEdepositformationandthickeningofBrM Comparedwiththeagingcontrolgroup 
themRNAandproteinexpressionofCatBandCysCweresignificantlyhigherinthemodelcontrolgroup ExpressionofCat
BandCysCweredownregulatedbythelyciumbarbarumextracts andtheeffectwasenhancedasthedosagewasincreasedin
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adosedependentmanner therewasanespeciallysignificantreductionofCysCexpression CONCLUSION Lyciumbarbarum
extractscouldreduceRPEdamage andinhibitsub􀆼RPEdepositformationandthickeningofBrMinhigh􀆼fatdietandoralHQ
micemodel ThemechanismmaybetoreducegenerationofROS downregulatetheexpressionofCatBandCysC andcom-

prehensiveactionsofCatBandCysCshifttothefunctionofCatB 
KEYWORDS sub􀆼RPEdeposit Bruchmembrane cathepsinB cystatinC lyciumbarbarumextracts

  年龄相关性黄斑变性(Age􀆼relatedmacularde-
generation,AMD)是目前老年人主要不可逆致盲

眼病之一。近年,湿性 AMD的治疗取得了较大进

展,但防治干性 AMD的药物研究进展不大。研究

表明,氧化损伤是干性AMD发生、发展的关键因素

之一[1]。半胱氨酸组织蛋白酶B(CathepsinB,Cat
B)、半胱氨酸蛋白酶抑制剂C(CystatinC,CysC)
是视细胞外节顶端脱落膜盘消化的重要调控酶之

一[2],与干性AMD的发病密切相关。
枸杞具有抗氧化、抗衰老、增强免疫功能以及抗

肿瘤等多种生物活性。其活性成分单体如枸杞多

糖、β􀆼胡萝卜素类物质均具有抗氧化作用,其中β􀆼胡
萝卜素类物质是重要的视色素[3]。基于此,我们研

究了枸杞提取物对高脂饮食结合氧化损伤小鼠

RPE细胞下沉积物形成及对CatB、CysC表达的

影响。

1 材料和方法

1.1 实验材料及试剂

1.1.1 RealTime􀆼PCR主要试剂

TrizolReagent(Invitrogen 公 司,Cat.No.
15596􀆼026Lot.No.51941204);DEPC(Amresco公

司,Lot.No:2010/11);OligodT(15),MgCl2,5×
FirstStarand buffer,dNTP Mix,MMLV Rev
Transcriptase,RNaseinhibitor,Taq DNA Poly-
merase,10×bufferforTaqDNAPol(上海申能博

彩生物科技有限公司);2×iQTmSYBRRGreensu-
permix(Takara公司,LotNo:BKA1505);引物

(小鼠来源,1OD,金思特科技有限公司)。

1.1.2 Westernblot主要试剂

苯甲基磺酰氟化物(AMRESCO 公司,批号:

0954)、Triton􀆼X100(AMRESCO 公 司,批 号:

DZ0994)、三羟甲基氨基甲烷(AMRESCO公司,批
号:0679)、丙 烯 酰 胺 (AMRESCO 公 司,批 号:

DZ0017)、甲叉双丙烯酰胺、溴酚蓝(AMRESCO公

司,批号:2438A42));十二烷基硫酸钠(Merck公

司,批号:DZ0026),哺乳动物细胞蛋白质抽提试剂

MC􀆼CelLytics(上海申能博彩生物科技有限公司,

CatNo:LY006);BCAproteinassayreagentkit、化
学发 光 试 剂 盒(PIERCE 公 司,Lot:EF60968);

PVDF膜(Roche公 司,CatNo:3010040),蛋 白

Marker(FERMENTAS公司,CatNo:00021726),

β􀆼actinmonoclonalantibody(Bioworld公司,Cat
No:MB2237;1∶5000),CathepsinB、CystatinC一

抗(R&DSystems公司,CatNo:JJY02;1∶500)、
鼠二抗(R&DSystems公司,CatNo:XGO03;1∶
1000)。

1.1.3 枸杞浸膏制备及给药方法

取枸杞药材(宁夏产,本院药剂科采购),加5倍

量60%乙醇浸泡过夜,回流1h,过滤,残渣加3倍

量60%乙醇回流提取1h,过滤,合并滤液,浓缩,得
黏稠状浸膏,浓度为生药量1.563g/g。

1.2 动物模型建立、分组及给药方法

造模:8个月龄的雌性C57BL/6小鼠(北京维

通利华公司,实验动物生产许可证:SCXK(京)2006􀆼
009,实验动物设施使用许可证号:SYXK(京)2005􀆼
0022,在本院实验动物中心高脂肪饮食喂养6个月

后,饮水中加入氢醌(AlfaAesar公司),浓度为0.
8%,继续饲养3个月。

动物分组:年龄对照组8只(正常饮食)。模型

动物随机分为:模型对照组8只(高脂饮食+氢醌);
治疗组(高脂饮食+氢醌3个月后给枸杞提取物):
高剂量、中剂量、低剂量各8只;另取2只3个月龄

雌性C57BL/6青年小鼠用于电镜观察。
给药方法:枸杞浸膏用灌胃法给药,高剂量3.75

g/(kg·d)、中剂量2.50g/(kg·d)、低剂量1.25g/
(kg·d),每日1次,持续3个月。

1.3 电镜观察

观察期 满 处 死 动 物,摘 取 眼 球(2只 动 物),

2.5%戊二醛+2.5%多聚甲醛混合固定液固定24
h,去除角膜、晶体及玻璃体,在视乳头两侧切取2
mm×4mm球壁,常规戊二醛、锇酸固定,环氧树脂

包埋,LEICA ULTRACUTR型超薄切片机切片,
醋酸双氧铀及柠檬酸铅双重染色,JEM1010EX型

透射电镜观察、摄片。RPE下沉积物半定量评定采
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用DiegoG等人的记分方法[4],沉积物宽度:0级:
无;1级:局灶性斑点状;2级:范围<2个 RPE细

胞;3级:范围≥2个RPE细胞;沉积物厚度:0级:
无;1级:扁平状;2级:厚度<1/4RPE细胞高度;3
级:≥1/4RPE细胞。评分由2名研究人员在单盲

下进行,每只眼球观察5张切片,每张切片选3个视

野进行沉积物宽度、厚度评分,综合评分计算:宽度

分+厚度分/2。Bruch膜厚度在电镜照片上测量

(放大25000倍,以照片标尺为依据),每只眼球观

察5张切片,每张切片选取3个视野测量。

1.4 Realtime􀆼PCR实验

各组取眼球6只,提取视网膜、脉络膜总RNA
(按Trizol说明书进行),测定 RNA 纯度和含量,

2%琼脂糖凝胶电泳检测所提 mRNA完整性,配制

反应体系后用 M􀆼MLV逆转录酶反转录获得cD-
NA,PCR扩增以cDNA为模板,以β􀆼actin为内参

基因。引 物 序 列 为:β􀆼actin:5’􀆼ccacagctgagagg-
gaaatc􀆼3’(sense),5’􀆼tctccagggaggaagaggat􀆼3’(an-
tisense);CathepsinB:5’􀆼ggagatactcccaggtgcaa􀆼3’
(sense),5’􀆼ctgccatgatctccttcaca􀆼3’(antisense);

CystatinC:5’􀆼caacaagggcagcaacgatg􀆼3’(sense),5’􀆼
gggaaggagcacaagtaaggaac􀆼3’(antisense)。

配制反应体系后进行实时定量PCR。反应程

序为:预变性,95℃,30s,PCR反应,95℃,5s,60
℃,30s,72℃,40s共40个循环,每个循环结束后

采集荧光信号,最后绘制熔解曲线。结果计算采用

ddCT法。

1.5 Westernblot实验

各组取眼球6只,每100mg组织中加入1mL
PBS,匀浆器研磨均匀提取总蛋白;取50μg蛋白行

SDS􀆼PAGE分离蛋白,将蛋白质转移至甲醇激活的

PVDF膜,10%脱脂奶室温封闭2h,一抗4℃反应

过夜,TBST漂洗3次,10min/次;加入相应的二

抗,室温下反应2h后,用TBST漂洗3次,10min/
次;进行化学发光反应、显影、定影。以等量的β􀆼ac-
tin蛋白质作对照,将胶片进行扫描,每个样本重复

3次。用ImageJ图像分析软件测定所采集图像目

的条带的光密度值。蛋白表达定量水平用目的条带

的光密度值/β􀆼actin条带的光密度值表示。

1.6 统计学方法

采用SPSS13.0统计软件,数据用t检验。P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 电镜观察

青年鼠 RPE细胞结构正常,Bruch膜均匀一

致,未见沉积物(图1A);年龄对照组小鼠RPE细胞

结构正常,Bruch膜稍增厚、不均匀,有点状低电子

密度改变,见少量斑点样沉积物(图1B,2A);模型

对照组小鼠RPE细胞线粒体空泡化,基底部内褶膨

大、减少(图2B),Bruch膜显著增厚、不均匀,见连

成条带状的低电子密度改变,脉络膜毛细血管内皮

细胞周围亦见到同样改变,有大量连续板层状沉积

物(图1C);治疗组:大剂量组RPE细胞线粒体结构

基本完整,基底部内皱少数膨大(图2C),Bruch膜

均匀性较好,见少量颗粒状沉积物(图1D),中剂量

组Bruch膜不均匀,有明显斑点样低电子密度改变,
较多斑片状沉积物(图1E),小剂量组Bruch膜密度

明显不均匀,见连成条状的低电子密度改变,脉络膜

毛细血管内皮细胞周围亦见到同样改变,有连续板

层状沉积物(图1F)。各组RPE下沉积物程度评分

及Bruch膜厚度比较见表1。

A            B            C
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D            E            F

       注:A青年鼠Bruch膜厚度一致、密度均匀;B年龄对照组Bruch膜稍增厚、不均匀,点状低电子密度

改变(箭头),少量斑点样沉积物;C模型对照组Bruch膜显著增厚、不均匀,有连成条带状的低电子密

度改变,脉络膜毛细血管内皮细胞周围亦见到同样改变,有大量连续板层状沉积物(星);D大剂量组

Bruch膜均匀性较好,少量颗粒状沉积物(箭头);E中剂量组Bruch膜不均匀,见明显斑点样低电子密

度改变(箭头),有较多斑片状沉积物;F小剂量组Bruch膜密度明显不均匀,见连成条状的低电子密度

改变,脉络膜毛细血管内皮细胞周围亦见到同样改变(星),有连续板层状沉积物(箭头)。

图1 电镜观察结果(×25000)

A               B              C

       注:A.年龄对照组小鼠线粒体结构完整(白星),基底部内皱排列整齐(箭头);B.模型对照组小鼠

线粒体空泡化(白星),基底部内皱多数膨大、数量明显减少(箭头);C.大剂量治疗组小鼠线粒体结

构基本完整(白星),基底部内皱少数膨大、数量少于年龄对照组(箭头)。

图2 电镜观察结果(×25000)

表1 枸杞提取物对C57BL/6小鼠RPE
下沉积物形成、Bruch膜厚度的影响(􀭺x±s,n=10)

组别 沉积物程度评分 BrM膜厚度/μm
年龄对照组 2.33±1.05 0.39±0.06
模型对照组 7.52±2.13** 0.68±0.09**

大剂量组(3.75g/kg) 3.27±1.15## 0.40±0.07##

中剂量组(2.50g/kg) 4.84±1.69# 0.44±0.06##

小剂量组(1.25g/kg) 5.39±2.33# 0.49±0.09##

  注:年龄对照组与模型对照组相比,**P<0.01;治疗组与模

型对照组相比,#P<0.05,##P<0.01。

2.2 RealtimePCR检测CathepsinB、CystatinC
mRNA的表达

CathepsinB、CystatinC mRNA 表达的 RT􀆼
PCR检测结果见图3~4。结果显示:模型对照组

CatB、CysCmRNA表达显著高于年龄对照组,治
疗组中各剂量组CatB、CysCmRNA表达比模型

对照组明显降低,浓度越高降低越明显,呈剂量依赖

关系。

图3 CathepsinBmRNA表达RealtimePCR检测结果

图4 CystatinCmRNA表达RealtimePCR检测结果

2.3 Westernblot检测CathepsinB、CystatinC蛋

白的表达

CathepsinB、CystatinC蛋白表达的 western
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blot检测结果见图5,图像分析结果见图6。结果显

示:模型对照组CatB、CysC高于年龄对照组,给药

各组均能降低CatB、CysC蛋白表达,随剂量的增

加而作用加强,具有剂量依赖关系。各组CatB与

CysC蛋白表达比值结果见图7,提示2种酶的综合

作用向CatB作用方向倾斜。

图5 CathepsinB、CystatinC蛋白表达

westernblot检测结果

图6 CathepsinB、CystatinC蛋白表达westernblot
图像分析结果

图7 CathepsinB、CystatinC蛋白表达比值

3 讨论

我们在研究中观察到高脂饮食结合氢醌喂养的

小鼠有RPE改变、RPE下沉积物形成及Bruch膜

增厚,这些改变与人早期 AMD视网膜变化有类似

性,这虽然不能代表 AMD的自发病程,但能反映

AMD早期的一些形态特征,说明这是一种有效的

干性AMD制模方法。
氢醌是吸烟时产生的主要有害物,也是汽车尾

气、工业污染、塑料制品的重要化学污染物。氢醌可

经血循环在细胞间弥散,与线粒体氧化酶的正常底

物竞争,和酶结合后产生大量的过氧化物,损伤线粒

体膜,过氧化物进入胞浆后被转变成氢氧根离子,引
起蛋白质及脂质氧化[5]。

有研究报道,反复暴露于氢醌的RPE细胞基底

面出现较多沉积物,小鼠结膜下注射氢醌后,RPE
下见到大量沉积物[6]。我们在研究中观察到,模型

小鼠RPE细胞线粒体空泡化明显,基底部内皱膨

大、减少,RPE下沉积物形成及Bruch膜增厚,进一

步证实了氢醌对RPE细胞的损害。氢醌的氧化损

伤使RPE细胞功能受损,消化清除视细胞脱落膜盘

能力下降,导致RPE细胞下沉积物大量堆积,这又

反过来影响Bruch膜弥散性,使氧、营养物质及废物

的转运功能受损,进而促进沉积物增加。流行病学

研究证实,高血脂是 AMD发病的危险因素。我们

在研究中也观察到,模型小鼠除了RPE细胞下方沉

积物积聚外,在脉络膜毛细血管内皮细胞周围也见

到沉积物堆积,这可能是氢醌损伤了毛细血管内皮

细胞,在高血脂环境下,导致脂质渗出至毛细血管内

皮细胞外而形成。上述研究结果也支持高血脂及吸

烟是AMD的高危因素。

CatB是一种广谱的蛋白水解酶,在降解蛋白

质途径中发挥着必不可少的作用,损伤或炎性反应

可调控其表达,CysC则是CatB的最强抑制剂,2
种酶使蛋白质的合成与降解保持精确的平衡[7]。这

2种酶也是视细胞外节顶端脱落膜盘消化的重要调

控酶。我们的研究观察到,CatB和CysC在正常

小鼠眼组织有表达,但在模型小鼠表达显著上调,表
明氢醌能增加CatB和CysCmRNA转录及蛋白

合成,机制可能因氢醌的氧化损伤导致细胞内产生

大量活性氧介质,引起细胞损伤而触发。
枸杞活性成分如枸杞多糖、β􀆼胡萝卜素类物质

均具有抗氧化作用。黄斑区类胡萝卜素可以削弱蓝

光,降低蓝光强度,从而有效减少视网膜的氧化压

力。叶黄素和玉米黄素有减轻不饱和脂肪酸氧化,
稳定光感受器外节膜,减少光感受器凋亡的作用。

2001年 MaresPerlman等进行的美国国家健康和

营养检测调查发现,年龄在40~59岁的早期AMD
及年龄在60~79岁的晚期 AMD患者发病危险性

与饮食中摄入叶黄素和玉米黄素的水平直接相关,
认为饮食摄入大量的叶黄素和玉米黄素可以阻止或

延缓早期或晚期AMD的发生[8]。
本研究采用枸杞醇提物进行实验,是因为枸杞

醇提物抗氧化作用强于水提物,而全提取物含有多

种活性成分,抗氧化作用可能强于单体[9]。研究结

果显示,枸杞提取物能下调模型动物CatB、CysC
的表达,但CysC表达下调更显著,且以高剂量作用
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