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摘  要 

目的：研究丁苯酞对高糖诱导的视网膜色素上皮(RPE)细胞氧化应激损伤的保护作用，并探究其具体作

用机制，为糖尿病视网膜病变的治疗提供新的思路。方法：应用CCK-8实验筛选丁苯酞安全浓度，将细

胞分为以下3组：正常组(低糖DMEM，糖浓度5.5 mM)，高糖组(高糖DMEM，糖浓度25 mM)，丁苯酞

组(丁苯酞 + 高糖DMEM)，并检测细胞活力。采用细胞划痕实验检测细胞迁移能力，活性氧试剂盒测定

细胞内活性氧(ROS)表达量，Western Blot检测Nrf2/ARE信号通路相关蛋白表达。结果：丁苯酞浓度 ≤ 
100 μM时，对细胞存活率无明显影响(P > 0.05)，后续丁苯酞实验浓度为100 μM。高糖组细胞存活率明

显低于正常组(P < 0.001)，丁苯酞组细胞存活率明显高于高糖组(P < 0.001)，但较正常组降低(P < 
0.001)。高糖组细胞迁移率明显高于正常组(P < 0.001)，丁苯酞组较高糖组细胞迁移率明显降低(P < 
0.001)，但高于正常组(P < 0.001)。高糖组细胞内ROS水平较正常组明显升高(P < 0.001)，丁苯酞组较

高糖组ROS水平降低(P < 0.001)，但较正常组ROS水平升高(P < 0.001)。高糖组细胞内Nrf2、HO-1、NQO1
蛋白表达均较正常组升高(P均 < 0.001)，丁苯酞处理后Nrf2、HO-1、NQO1蛋白均进一步显著升高(P < 
0.001, P < 0.001, P < 0.01)。结论：丁苯酞对高糖诱导的RPE细胞具有保护作用，其机制可能与激活

Nrf2/ARE通路、抑制氧化应激密切相关。 
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Abstract 
Purpose: The aim of this study was to assess the protective effect of butylphthalide on oxidative 
stress damage of retinal pigment epithelium (RPE) cells induced by high glucose, and explore its 
specific mechanism, providing a new idea for the treatment of diabetic retinopathy. Methods: The 
safe concentration of butylphthalide was screened by Cell Counting Kit-8 (CCK-8) assay, and the 
cells were divided into three groups. The groups included a normal group, in which cells were 
cultured in low glucose DMEM medium with a concentration of 5.5 mM; a high glucose group, in 
which cells were cultured in high glucose DMEM medium with a concentration of 25 mM; a bu-
tylphthalide group, in which cells were cultured in butylphthalide and high glucose DMEM me-
dium. Cell viability was also measured. The cell migration ability was detected by cell scratching 
assay. The expression of intracellular reactive oxygen species (ROS) was determined by reactive 
oxygen species kit. The expression of Nrf2/ARE signaling pathway related proteins was detected 
by Western Blot. Results: When the concentration of butylphthalide was less than 100 μM, the cell 
survival rate was not significantly affected (P > 0.05), and the concentration of butylphthalide was 
100 μM in our study. The cell survival rate in the high glucose group was significantly lower than 
the normal group (P < 0.001). The cell survival rate in the butylphthalide group was significantly 
higher than the high glucose group (P < 0.001), but was lower than the normal group (P < 0.001). 
Cell mobility in the high glucose group was significantly higher than the normal group (P < 0.001). 
Cell mobility in the butylphthalide group was significantly lower than the high glucose group (P < 
0.001), but higher than the normal group (P < 0.001). The intracellular ROS level in the high glu-
cose group was significantly higher than the normal group (P < 0.001), while the ROS level of bu-
tylphthalide group was significantly lower than the high glucose group (P < 0.001), but higher than 
the normal group (P < 0.001). The protein expressions of Nrf2, HO-1 and NQO1 in high glucose 
group were higher than the normal group (P < 0.001). After butylphthalide treatment, Nrf2, HO-1, 
NQO1 proteins were further significantly increased (P < 0.001, P < 0.001, P < 0.01). Conclusion: 
Butylphthalide has a protective effect on high glucose induced RPE cells, and its mechanism may 
be closely related to the activation of Nrf2/ARE pathway and the inhibition of oxidative stress. 
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1. 引言 

糖尿病视网膜病变(diabetic retinopathy, DR)是糖尿病常见的微血管并发症，也是工龄人群视力损害及

失明的主要原因[1]。高糖状态下，多种机制导致视网膜功能障碍，氧化应激是其中的重要环节[2]。视网

膜色素上皮(RPE)细胞是血–视网膜屏障的重要组成部分。高血糖状态下，视网膜耗氧量增加，产生大量

活性氧(ROS)，造成 RPE 细胞氧化损伤，并激活其发生增殖迁移[3]，引起血–视网膜屏障结构和功能的
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破坏，加速 DR 进展。Nrf2/ARE 信号传导通路在抗氧化应激损伤中发挥重要的防御机制[4]，激活 Nrf2
可抑制 ROS 诱导的细胞损伤。丁苯酞又名芹菜甲素，主要用于缺血性脑卒中的治疗，具有抗氧化应激、

抗炎、抗凋亡、抗胶质增生[5]等作用，但能否增强 RPE 抗氧化能力并发挥保护作用仍不清楚。本实验旨

在探讨丁苯酞对高糖诱导的 RPE 氧化应激损伤的保护作用，并探讨其具体机制。 

2. 材料与方法 

2.1. 细胞与试剂 

ARPE-19 细胞株(赛百慷生物，iCell-h020)；丁苯酞(石药集团)；0.25%含 EDTA 胰蛋白酶(北京 Solarbio
公司)；DMEM 低糖(糖浓度 5.5 mM)培养基、DMEM 高糖(糖浓度 25 mM)培养基、胎牛血清(大连美仑生

物)；Cell Counting Kit-8 试剂盒(大连美仑生物)；活性氧检测试剂盒(大连美仑生物)；Nrf2、HO-1、NQO1、
β-actin 一抗(亲科生物)；细胞培养板(美国康宁公司)。 

2.2. 方法 

2.2.1. 细胞培养 
ARPE-19 细胞复苏后，在含 90%低糖 DMEM + 10%胎牛血清的培养瓶中培养，培养条件为 37℃，

0.5% CO2。培养瓶中细胞密度达 70%~80%时，进行消化、传代并进行后续实验。 

2.2.2. 细胞分组 
ARPE-19 细胞分为正常组、高糖组、丁苯酞组。正常组：细胞继续在低糖 DMEM 培养基中培养 24 h；

高糖组：培养基更换为高糖 DMEM 培养基培养 24 h；丁苯酞组：培养基中先加入一定浓度的丁苯酞(通
过后续实验筛选)预处理 2 h，之后与高糖 DMEM 培养基共孵育 24 h。 

2.2.3. CCK-8 试剂(Cell Counting Kit-8)检测细胞活力 
ARPE-19 细胞以每孔细胞数 10000 个接种于 96 孔板中，培养 24 h。培养基中加入不同浓度丁苯酞(0, 

0.1, 1, 10, 20, 50, 100 μM)继续培养 24 h，每孔加入 10 ul CCK-8 试剂，避光孵育 1 h，酶标仪测定 450 nm
吸光度(OD)。根据 OD 值计算细胞存活率。 

2.2.4. 细胞划痕实验 
6 孔板背面用 Marker 笔划线，将 ARPE-19 细胞接种在 6 孔板中培养，使细胞密度增加至 80%，用移

液枪头在每个孔划垂直线，按前所述对细胞进行分组处理，分别于 0、24 h 显微镜下拍照记录，并计算

细胞迁移率。 

2.2.5. 细胞内氧化应激水平 ROS 测定 
ARPE-19 细胞接种于避光 96 孔板中培养 24 h (细胞密度约 80%)，分组处理后使用活性氧试剂盒将各

孔装载 DCFH-DA 探针，37℃温箱内避光孵育 30 min，PBS 清洗 3 遍后各孔加入 100 ul 无血清低糖 DMEM
培养基，使用荧光酶标仪(激发波长 488 nm，发射波长 525 nm)测定各孔荧光值，并计算细胞内相对 ROS
水平。 

2.2.6. Western Blot 检测细胞内蛋白表达 
将分组处理的细胞加入蛋白裂解液及 PMSF，冰上裂解 2 h，离心处理后收集蛋白提取物，采用 BCA

法测定蛋白浓度，煮沸蛋白使其变性，进行 12% SDS-PAGE 凝胶电泳并将蛋白转至 PVDF 膜，常温下用

无血清快速封闭液封闭半小时，4℃条件下加入一抗孵育过夜，常温下加入辣根过氧化物酶结合的二抗孵

育 1 h,使用增强化学发光检测系统进行处理并进行分析。使用以下稀释度的一抗：Nrf2 (1:1000)，HO-1 
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(1:10,000)，NQO1 (1:1000)，β-actin (1:2000)。 

2.3. 统计学处理 

采用 SPSS 26.0 进行统计学分析，所有数据均以均数±标准差表示，各组比较采用单因素方差分析，

组间比较采用 Dunnett-t 检验或 Bonferroni 检验。P < 0.05 认为差异有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. 丁苯酞对 ARPE-19 细胞活力的影响 

使用 CCK-8 试剂盒检测不同浓度丁苯酞对 ARPE-19 细胞活力的影响，结果显示，各组细胞存活率

与正常组相比均无统计学差异(F = 0.8871, P = 0.5255)，见图 1，说明丁苯酞浓度 < 100 μM 时均对细胞活

力无影响，后续丁苯酞实验浓度选择 100 μM。 
 

 
Figure 1. Effects of butylphthalide on the viability of ARPE-19 
cells 
图 1.丁苯酞对 ARPE-19 细胞活力的影响 

3.2. 丁苯酞对高糖诱导的 ARPE-19 细胞活力的影响 

各组细胞存活率差异有统计学差异(F = 146.7, P < 0.001)，见图 2。高糖组细胞存活率明显低于正常组

(P < 0.001)，丁苯酞组细胞存活率明显高于高糖组(P < 0.001)，但较正常组降低(P < 0.001)。 
 

 
Figure 2. Effects of butylphthalide on the viability of 
high glucose-induced ARPE-19 cells 
图2. 丁苯酞对高糖诱导的ARPE-19细胞活力的影响 
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3.3. 丁苯酞对高糖诱导的 ARPE-19 细胞迁移的影响 

细胞迁移图像及细胞迁移率见图 3，各组细胞迁移率有统计学差异(F = 1064, P < 0.001)。高糖组 24 h
细胞迁移率明显高于正常组(P < 0.001)，丁苯酞组较高糖组细胞迁移率明显降低(P < 0.001)，但高于正常

组(P < 0.001)。 
 

 
Figure 3. Effect of butylphthalide on the migration of high glucose-induced ARPE-19 cells 
图 3. 丁苯酞对高糖诱导的 ARPE-19 细胞迁移的影响 

3.4. 丁苯酞对高糖诱导的 ARPE-19 细胞内氧化应激水平的影响 

各组细胞内 ROS 水平差异有统计学差异(F = 390.6, P < 0.001)，见图 4。高糖组细胞内 ROS 水平较正

常组明显升高(P < 0.001)，丁苯酞组较高糖组 ROS 水平降低(P < 0.001)，但较正常组 ROS 水平升高(P < 
0.001)。 

 

 
Figure 4. Effects of butylphthalide on oxidative stress 
levels of high glucose-induced ARPE-19 cells 
图 4. 丁苯酞对高糖诱导的 ARPE-19 氧化应激水

平的影响 

3.5. 丁苯酞对高糖诱导的 ARPE-19 细胞 Nrf2/ARE 信号传导通路的影响 

Western Blot 结果显示，各组细胞内 Nrf2、HO-1、NQO1 蛋白表达均有统计学差异(F = 280.1，137.7，
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77.34，P 均 < 0.05)，见图 5。高糖组细胞内 Nrf2、HO-1、NQO1 蛋白表达均较正常组升高(P 均 < 0.001)，
丁苯酞处理后 Nrf2、HO-1、NQO1 蛋白均进一步显著升高(P < 0.001, P < 0.001, P < 0.01)。 

 

 
Figure 5. Effect of butylphthalide on Nrf2/ARE signaling pathway of high glucose-induced ARPE- 
19 cells 
图 5. 丁苯酞对高糖诱导的 ARPE-19 细胞 Nrf2/ARE 信号传导通路的影响 

4. 讨论 

随着全球人口快速老龄化，DR 已经成为 50 岁以上成人中重度视力损伤甚至失明的第五大原因[6]。
目前，DR 的具体发病机制仍不清楚，但目前已经有几种生化途径将高血糖与微血管并发症联系起来，包

括多元醇的积累、晚期糖基化终产物(advanced glycation end products, AGEs)的形成、氧化应激和蛋白激

酶 C (PKC)的活化[7]。氧化应激是介导视网膜功能障碍的重要环节，减轻高糖状态下氧化应激水平有助

于减缓 DR 的进展。目前，抗氧化剂成在 DR 中越来越受到关注。一项随机对照研究显示，口服高剂量

维生素 E (1600 IU/d)治疗 4 个月后，糖尿病患者视网膜血流量显著增加，血流动力学恢复正常，提示抗

氧化剂在防治 DR 中发挥重要作用[8]。本研究使用 CCK-8 法检测 ARPE-19 细胞活力，结果显示高糖状

态下细胞活力显著下降，给予丁苯酞处理后，细胞活力显著增加，表明丁苯酞有助于高糖诱导的 ARPE-19
细胞恢复活力，保护细胞免受损伤。细胞内ROS水平测定显示，高糖诱导下细胞内ROS水平增加121.1%，

经丁苯酞处理后细胞内ROS水平降低 70%，有力证明了丁苯酞能够减少高糖诱导的ARPE-19细胞内ROS
堆积，减轻氧化损伤。一项体外实验表明，丁苯酞通过减少细胞内 ROS 生成，保护过氧化氢诱导的大鼠
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视网膜穆勒细胞免受氧化应激损伤[9]。同时，动物实验表明，丁苯酞通过降低血糖、血清丙二醛(MDA)
和 8-羟基脱氧鸟苷(8-OHdG)水平延缓糖尿病大鼠并发性白内障的发生和发展[10]。 

RPE 细胞功能障碍可导致血–视网膜屏障的破坏，同时，血–视网膜屏障的破坏又使 RPE 细胞暴露

于视网膜下腔和玻璃体中的各种因子及神经递质中，触发 RPE 细胞的活化[11]，诱导 RPE 细胞发生增殖、

迁移、纤维化，影响视网膜正常功能。本研究迁移实验观察发现，高糖状态下细胞迁移率明显增加，而

丁苯酞处理使细胞迁移率明显下降，说明丁苯酞能够抑制高糖诱导的 ARPE-19 细胞发生迁移，保护血–

视网膜屏障的正常结构和功能。 
Nrf2/ARE 信号转导通路在抗氧化应激中发挥重要的防御作用，与许多氧化应激相关疾病相关。生理

环境下，Nrf2 位于细胞质中，与控制 Nrf2 活性的 Keap1 紧密结合，处于静息状态。氧化应激状态下，可

诱导 Keap1 与 Nrf2 发生结构与功能改变，两者解离后 Nrf2 转移至细胞核内与抗氧化反应组件(ARE)有效

结合，上调包括 HO-1、NQO1 等下游抗氧化基因的表达，发挥抗炎、抗凋亡等功能减轻细胞功能障碍[12]。
本研究结果发现，高糖诱导下 ARPE-19 细胞内 Nrf2、HO-1、NQO1 蛋白表达均增加，丁苯酞处理后，

细胞内 Nrf2、HO-1、NQO1 蛋白表达进一步明显增加，分别是高糖状态下的 1.68、1.45、1.31 倍。说明

丁苯酞能够有效促进 ARPE-19 细胞内 Nrf2-ARE 信号转导通路的进一步激活，增强细胞抗凋亡及清除细

胞内 ROS 的能力，提高细胞抗氧化应激能力，维持细胞的正常功能并保护血–视网膜屏障的完整性。已

有研究证实，丁苯酞激活了睡眠障碍小鼠模型的 Nrf2 通路，改善其认知功能，并抑制神经元凋亡及炎症

反应[13]。Sun 等人发现，在大脑中动脉闭塞模型动物模型中，丁苯酞增加了 Nrf2、HO-1 mRNA 及蛋白

的表达，提高了抗氧化酶的活性，减少脑梗死体积，改善小鼠神经功能[14]。一项回顾性研究分析显示，

丁苯酞通过调控 Keap1-Nrf2/ARE 信号通路的表达，改善急性缺血性脑卒中患者脑血管储备功能并促进侧

支代偿血管的建立，改善患者的预后[15]。这些研究均提示丁苯酞可通过 Nrf2-ARE 信号传导通路发挥抗

氧化应激作用。 
综上所述，丁苯酞对高糖诱导的 RPE 细胞具有保护作用，其机制可能与激活 Nrf2/ARE 通路、抑制

氧化应激密切相关。 
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