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摘  要 

紫檀茋(Pterostilbene, PTE)是一种白藜芦醇的天然类似物，主要存在于葡萄、蓝莓等浆果中。已有研究

表明，紫檀茋具有抗菌、抗炎、抗氧化、抗癌、调节脂肪代谢、神经保护等多种药理活性，但紫檀茋在

真菌性角膜炎中的作用尚未被研究。本文旨在探索紫檀茋对小鼠烟曲霉菌性角膜炎的治疗作用及潜在机

制。方法：在体外实验中，使用烟曲霉菌感染人角膜上皮细胞后用紫檀茋处理细胞，采用PCR技术检测

细胞中Nrf2、HO-1以及IL-6、TNF-α、IL-1β因子的mRNA水平。建立烟曲霉菌性角膜炎小鼠模型，给予

紫檀茋或DMSO治疗，对小鼠眼球固定切片并进行HE染色，观察炎症细胞聚集情况。结果：紫檀茋增加

了烟曲霉菌诱导的HCEC细胞中Nrf2、HO-1的含量，同时降低了炎症因子水平，减轻了烟曲霉菌性角膜

炎的炎症细胞聚集。结论：紫檀茋可以影响Nrf2、HO-1的表达并减轻烟曲霉菌性角膜炎的炎症反应。 
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Abstract 
Pterostilbene (PTE) is a naturally occurring analogue of resveratrol, which is found in berries, such 
as grapes and blueberries. PTE has been shown to possess various pharmacological activities, 
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including antibacterial, anti-inflammatory, antioxidant, anticancer, modulation of lipid metabo-
lism, and neuroprotection. However, the role of PTE in fungal keratitis has not yet been investigated. 
The aim of this paper is to explore the therapeutic effect and potential mechanism of PTE on Asper-
gillus fumigatus keratitis in mice. Methods: In vitro experiments were conducted to investigate the 
effects of Aspergillus fumigatus infection on HCECs. The cells were stimulated with PTE, and the 
mRNA levels of Nrf2 and HO-1, as well as IL-6, TNF-α, and IL-1β factors, were detected by PCR. In 
vivo experiments were performed by infecting the cornea of C57BL/6 mice to establish a mouse 
model of Aspergillus fumigatus keratitis, and treatment was given with PTE or DMSO. Fixed sections 
of mouse eyes were made and stained with HE staining, to observe the aggregation of cells. Results: 
PTE enhanced the expression of Nrf2 and HO-1 in Aspergillus fumigatus-induced HCECs. Concur-
rently, the levels of inflammatory factors were diminished, and the inflammatory cell aggregation 
in Aspergillus fumigatus keratitis was mitigated. Conclusions: PTE can affect Nrf2/HO-1 signaling 
pathway and reduce inflammatory response of Aspergillus fumigus keratitis. 
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1. 引言 

真菌性角膜炎(Fungal Keratitis, FK)是因致病性真菌侵入角膜组织引起的化脓性感染性疾病，是一种

重要的致盲性角膜疾病，在热带及亚热带农业地区较为常见[1]。其致病菌种具有显著的地域差异，其中

以镰刀菌属和曲霉菌属、念珠菌属为主[2] [3]。由于真菌菌丝穿透性强、病原体培养周期长、早期诊断不

及时等原因，该病的治疗难度极大[4]。目前，真菌性角膜炎的治疗主要以局部应用抗真菌药物为主，如

那他霉素、伏立康唑、两性霉素 B 等，但药物刺激性大、渗透性差、停留时间短等弊端无法避免[5]。另外，

真菌性角膜炎的严重程度及其导致的角膜损伤程度主要取决于真菌病原体的毒力和机体的免疫反应[6]。 
在真菌性角膜炎的疾病病程中，真菌侵入角膜后引发的宿主免疫反应包括先天性免疫和适应性免疫，

而先天性免疫可以作为宿主防御的第一道防线，在感染早期发挥作用[7]。在先天性免疫反应中，病原体

本身或其表面的相关分子模式(PAMP)可以被机体的模式识别受体(PRR)识别，从而产生一系列炎症因子

和趋化因子，并招募巨噬细胞、中性粒细胞等免疫细胞聚集于病灶发挥免疫作用[8]-[10]。 
紫檀茋(Pterostilbene, PTE)是一种白藜芦醇的二甲基化类似物，但比白藜芦醇具有更高的生物利用度

和更长的半衰期[11]-[13]。已有大量文献显示，紫檀茋具有抗炎、抗菌、抗癌、神经保护、抗氧化、调节

血脂、调节血糖等功能[12] [14] [15]。在抗菌方面，紫檀茋已经被证实可以抑制白色念珠菌、表皮葡萄球

菌、大肠杆菌等病原体生物膜的形成，并破坏已形成的生物膜[16]。在小鼠脑出血模型中，紫檀茋可以通

过逆转线粒体动力蛋白 OPA1 的下调、促进线粒体融合，减少线粒体碎片和超氧化物的形成，最终减轻

神经炎症和脑损伤[17]。另外，紫檀茋还可以上调心肌组织中的 Nrf2/HO-1 信号通路，这可能是紫檀茋预

防糖尿病大鼠心脏过度氧化应激和炎症反应的潜在机制[18]。 
核因子 e2 相关因子 2 (Nrf2)是一种细胞保护因子，在被激活后发生核转位，并增加血红素加氧酶-1 

(HO-1)的表达。两者可以协同调节机体氧化应激和炎症反应，在癌症、炎症、组织损伤、年龄退行性疾病

等方面发挥不可忽视的作用[19]-[22]。值得注意的是，Nrf2/HO-1 信号通路已被证实参与烟曲霉菌性角膜
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炎的病理过程，并可以通过该通路改善疾病进展[23]。 
因此，本文将围绕紫檀茋在烟曲霉菌性角膜炎中的作用进行研究，致力于寻找一种新型、安全、有

效的药物，为真菌性角膜炎的治疗提供新选择。 

2. 材料与方法 

2.1. 实验药品 

实验中所需紫檀茋购自 MedChemExpress 公司(CAS No.537-42-8)，使用 DMSO (二甲基亚砜，北京

Solarbio 公司)溶解紫檀茋粉末后，储存于−80℃冰箱冷藏。实验前将紫檀茋溶液用相应溶质(PBS 溶液或

细胞培养液)稀释，且保证最终溶液中 DMSO 浓度小于千分之五，然后进行后续实验。 

2.2. 菌株 

实验所用菌株为烟曲霉菌标准株 3.0772 (中国微生物中心)，低温保存于−80℃。用涂菌棒将烟曲霉菌

菌株接种于固体培养基后，置于 37℃环境中。3~4 天后，向培养基表面滴加适量无菌 PBS 溶液后刮取烟

曲霉菌菌落孢子，经过滤收集于离心管内，置于 4℃冰箱储存。取烟曲霉菌孢子于锥形瓶中，加入沙氏培

养基在 28℃环境中培养 5~7 天，直至锥形瓶中出现大块团状菌落。取出菌团并撕成小块，用菌丝研磨棒

充分研磨并收集于新离心管中。将离心机冷却至 4℃，5000 rpm 离心 15 分钟后去除上清液，用无菌 PBS
洗涤后再次离心，重复三次。加入适量 75%乙醇，充分震荡后置于 4℃冰箱过夜。次日重复离心、PBS 洗

涤过程三次，最后向沉淀中加入高糖 DMEM 溶液，震荡混匀后分装并储存于−20℃冰箱，即为烟曲霉菌

灭活菌丝。 

2.3. 实验细胞处理 

将 1 mL HCEC 细胞(人角膜上皮细胞，厦门眼科中心)悬液接种于 12 孔板中，并置于 37℃细胞培养

箱直至细胞贴壁且细胞密度达到 80%。向孔板中加入 60 μL 烟曲霉菌灭活菌丝刺激细胞 1 小时，随后向

实验组加入紫檀茋溶液，溶剂对照组加入 DMSO 溶液。烟曲霉菌灭活菌丝刺激 8 小时后，向细胞孔板中

加入无菌 PBS 溶液清洗 3 次，每孔加入 500 μL Trizol 细胞裂解液。将 HCECs 细胞及裂解液收集于 ep 管

中并提取总 RNA，使用 NanoDrop ND-1000 系统测定所提 RNA 浓度，并将其逆转录为 cDNA。将 cDNA
样本稀释后，同 SYBR、引物、DEPC 水混合并加入八连排，随后置于 PCR 仪中进行扩增，最后根据循

环数计算样本中不同因子 mRNA 的表达水平。引物序列见表 1： 
 
Table 1. Nucleotide primer sequences for qRT-PCR 
表 1. qRT-PCR 核苷酸引物序列 

Gene Forward primer (5′-3′) Reverse primer (5′-3′) 

β-actin (Human) GCTCCTCCTGAGCGCAAG CATCTGCTGGAAGGTGGACA 

IL-1β (Human) ATGCACCTGTACGATCACTGA ACAAAGGACATGGAGAACACC 

TNF-α (Human) TGCTTGTTCCTCAGCCTCTT CAGAGGGCTGATTAGAGAGAGGT 

IL-6 (Human) AAGCCAGAGCTGTGCAGATGAGTA TGTCCTGCAGCCACTGGTTC 

HO-1 (Human) AAGACTGCGTTCCTGCTCAAC AAAGCCCTACAGCAACTGTCG 

Nrf2 (Human) TCAGCGACGGAAAGAGTATGA CCACTGGTTTCTGACTGGATGT 

2.4. 动物模型 

本实验动物模型选用 8~10 周龄 C57BL/6 雌鼠，由山东朋悦有限公司提供。为小鼠交替提供 12 小时
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白光、12 小时黑暗环境，并按照青岛大学附属医院动物委员会规定处理小鼠。实验前检查小鼠眼球及全

身情况健康无异常，将小鼠随机分为 2 组，每组不少于 12 只。使用水合氯醛对小鼠进行腹腔麻醉后，在

裂隙灯下对所有小鼠右侧眼球角膜基质内注射 2 μL 烟曲霉菌分生孢子(浓度为 3 × 107 CFU/L)，左眼不予

处理。建模后，对实验组小鼠右眼进行紫檀茋溶液点眼处理，每日 4 次；对照组小鼠右眼使用 DMSO 溶

液处理，两组小鼠其余处理条件相同。于建模后第三天，将所有小鼠断颈处死并完整取下小鼠眼球置于

组织固定液中，进行后续实验。 

2.5. HE 染色 

将存放于组织固定液中的小鼠眼球置于酒精中脱水，用石蜡包埋并切成 4 μm 厚度切片。用二甲苯将

标本脱蜡，并用无水乙醇清洗二甲苯。随后将标本分别置于不同浓度的酒精中覆水，并流水冲洗。使用

苏木精染剂染色 5 分钟后再次流水冲洗。之后将标本用 1%稀氨水反蓝后，伊红染剂染色 3 分钟。最后置

于酒精中脱水并用中性树胶封片。 

2.6. 统计学分析 

使用 SPSS 软件及 GraphPad Prism 软件对实验结果进行数据分析。计量资料数据以 x ± s 表示，两组

间均数比较采用两独立样本的 t 检验，多组间均数比较采用单因素方差分析，当 P < 0.05 时认为组间差距

具有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. 紫檀茋增加烟曲霉菌诱导的 HCEC 细胞中 Nrf2 和 HO-1 的表达 

为了探究紫檀茋是否会影响 HCEC 细胞中 Nrf2 和 HO-1 的含量，我们利用 PCR 技术对 HCEC 细胞

中的基因表达进行了相关检测。结果表明，与空白对照组相比，在单一烟曲霉菌灭活菌丝刺激后，Nrf2 和

HO-1 mRNA 的表达量都有所上升。并且在紫檀茋处理后，Nrf2 mRNA 含量进一步升高，大约为空白对

照组的 5 倍。与之相似的是，紫檀茋的刺激同样进一步增强了 HO-1 mRNA 的表达，组间差异具有明显

的统计学意义。见图 1(A)、图 1(B)。 
 

 
注：(A) 与空白组相比，烟曲霉菌刺激组中 Nrf2 的 mRNA 含量明显升高，且在紫檀茋处理后进一步上升。(B) 同样，

Nrf2 在 HCEC 细胞中的表达在加入烟曲霉菌后增加，并且紫檀茋会进一步增强这一现象。(*P < 0.05，**P < 0.01，
***P < 0.001，ns 差异无统计学意义) 

Figure 1. Effect of PTE on the expression of Nrf2 and HO-1 mRNA in HCEC cells induced by inactivated hyphae of Asper-
gillus fumigatus 
图 1. 紫檀茋对烟曲霉菌灭活菌丝诱导的 HCEC 细胞中，Nrf2 和 HO-1 mRNA 表达量的影响 
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3.2. 紫檀茋对烟曲霉菌刺激后的 HCECs 细胞中炎症因子的影响 

我们利用烟曲霉菌灭活菌丝处理后的 HCEC 细胞建立模型，并用紫檀茋刺激并提取 mRNA 样本。我

们的研究结果显示，在烟曲霉菌刺激后，HCEC 细胞中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α在基因水平的表达量明显升

高。接下来，我们使用紫檀茋处理经烟曲霉菌刺激过后的细胞发现，紫檀茋处理后的 HCEC 细胞中 IL-1β
的 mRNA 表达量明显降低，约为单独烟曲霉菌刺激组的四分之一。与此相似的是，紫檀茋处理组中 IL-6
和 TNF-α的 mRNA 含量也显著减少，约为烟曲霉菌刺激组的三分之一和五分之二。见图 2(A)、图 2(B)、
图 2(C)。 
 

 
注：(A) 与正常组相比，烟曲霉菌刺激后 HCEC 细胞中 IL-6 的 mRNA 含量显著升高，且在紫檀茋处理后，表达量明

显下降。(B) 同样，TNF-α 的 mRNA 表达量也在烟曲霉菌刺激后升高，并在紫檀茋处理后显著下调。(C) 经烟曲霉

菌灭活菌丝共培养后的 HCEC 细胞中，IL-1β的表达也因紫檀茋刺激后有所减少，差异具有统计学意义。(**P < 0.01，
***P < 0.001，ns 差异无统计学意义) 

Figure 2. Effect of PTE on inflammatory factors in HCECs stimulated by Aspergillus fumigatus 
图 2. 紫檀茋对烟曲霉菌刺激的 HCECs 细胞中炎症因子的影响 

3.3. 紫檀茋下调烟曲霉菌性角膜炎中的炎症细胞聚集 

为了检测紫檀茋是否可以减轻烟曲霉菌性角膜炎中角膜的细胞募集，我们进一步开展了 HE 染色实

验。在建立小鼠烟曲霉菌性角膜炎模型后的第三天，感染组小鼠角膜组织各层水肿、增厚且伴有大量炎

症细胞聚集。然而，经过紫檀茋溶液点眼处理后的小鼠角膜中，组织的炎症表现减轻，各层间炎症细胞

明显减少。见图 3(A)、图 3(B)、图 3(C)。 
 

 
注：(A) 在正常情况下，小鼠角膜各层细胞及组织 HE 染色(200 倍)。(B) 在建立烟曲霉菌性角膜炎小鼠模型后，角

膜各层间炎症细胞募集明显多于正常组(200 倍)。(C) 经紫檀茋点眼治疗后，烟曲霉菌性角膜炎小鼠角膜组织内炎症

细胞明显减少(200 倍) (n = 6) 

Figure 3. Effect of PTE on inflammatory cells in mouse cornea of Aspergillus fumigatus keratitis 
图 3. 紫檀茋对烟曲霉菌性角膜炎小鼠角膜中炎症细胞的影响 
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4. 讨论 

真菌性角膜炎是一种由真菌感染引起的严重的角膜疾病，镰刀菌和曲霉菌属约占致病真菌总量的

70%左右[24]。由于广谱抗生素和类固醇的广泛使用、隐形眼镜的频繁佩戴等原因，FK 的发病率不断攀

升。另外，由于对病原菌诊断延迟、可用的抗真菌药物有限以及病原体的耐药性等原因，该病易导致患

者治疗不理想甚至失明[25] [26]。因此，我们急需寻找一种安全有效、副作用小的抗真菌药物，用来改善

真菌性角膜炎的病程及预后。 
紫檀茋是一种多酚类天然化合物，最初是从红檀香木中提取出来[27]。相比于具有三个羟基的白藜芦

醇，具有两个甲氧基和一个羟基的结构使得紫檀茋具有更强的亲脂性和细胞吸收潜能[11]。Nrf2 被认为

是调节抗氧化应激反应的核心转录因子[28]，同时在炎症反应基因的表达方面起着至关重要的作用[29]。
在正常生理状态下，Nrf2 及其特异性抑制剂 Keap1 在细胞质中稳定结合[30]。当受到外界刺激时，Nrf2
与 Keap1 分离并转移到细胞核中，激活下游基因 HO-1 等，从而在各种炎症及氧化应激反应中发挥作用

[31]。在缺血缺氧性脑损伤疾病中，紫檀茋可以通过调节 Nrf2/HO-1 的表达减轻氧化应激反应，从而改善

脑神经元损伤，成为治疗新生儿缺氧缺血性脑病的候选药物[32]。另有研究证实，紫檀茋可以激活 Nrf2
和 HO-1，抑制 p65 和 IκB 的磷酸化，从而在急性肺损伤中发挥保护作用[33]。我们的研究发现，紫檀茋

可以增加烟曲霉菌感染的 HCEC 细胞中 Nrf2 和 HO-1 的表达增加，我们认为这可能是紫檀茋参与烟曲霉

菌性角膜炎疾病进程的一种潜在机制。先前已有众多文献表明，紫檀茋的药理作用体现在抗炎、抗真菌、

抗氧化、抗癌等众多方面。在炎症性疾病中，Yen-Chun Koh 等人已经发现，紫檀茋可以降低血管炎症标

志物 TNF-α 以及血管细胞黏附分子-1 等基因的表达，从而改善小鼠血管炎症[34]。同样，在高脂饮食诱

导的结肠炎疾病中，经过紫檀茋处理后的小鼠组织中 IL-6、IL-1β以及环氧化酶-2 的表达明显减少[35]。
我们的实验结果显示，在烟曲霉菌诱导的 HCEC 细胞中，IL-6、IL-1β以及 TNF-α炎症因子的表达明显升

高，然而经过紫檀茋处理后，炎症因子水平明显下降。与之相似的是，我们的研究同样印证了紫檀茋可

以在炎症疾病中起到抗炎作用。此外，我们的研究还发现，紫檀茋能够减轻烟曲霉菌性角膜炎小鼠角膜

中的炎症细胞聚集，从而改善疾病进程。在真菌性角膜炎中，当致病菌侵袭角膜组织后，机体启动免疫

反应，释放各种趋化因子引起炎症细胞聚集于病灶清除真菌[36]。另有研究表明，紫檀茋可以降低关节炎

动物模型中中性粒细胞的数量，减少炎症细胞的聚集[37]。这些研究均与我们的实验结果相一致。 

5. 结论 

综上所述，我们的研究证实了紫檀茋在体外可以增加烟曲霉菌诱导的 HCEC 细胞中 Nrf2 和 HO-1 的

表达，同时降低 IL-6、TNF-α和 IL-1β炎症因子水平，并且减轻烟曲霉菌性角膜炎中的炎症细胞聚集。这

使得紫檀茋成为一种有潜力的治疗真菌性角膜炎的新型药物。 
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