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肝Ｘ受体激动剂通过激活 ＳＩＲＴ１信号级联改善 Ａβ诱导的视网膜色素上皮细胞
炎症和凋亡反应
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　　［摘要］　目的　探讨 ＬＸＲＳＩＲＴ１调控轴在淀粉样 β（ａｍｙｌｏｉｄβ，Ａβ）诱导的视网膜上皮（ｒｅｔｉｎａｌ
ｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ，ＲＰＥ）细胞炎症和凋亡中的作用。方法　体外培养 ＡＲＰＥ１９细胞系，收集湿性年龄
相关性黄斑变性（ａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＡＭＤ）患者和正常受试者的人外周血单个核细胞
（ｈｕｍａｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＰＢＭＣ）并检测其中沉默信息调节因子１（ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒ１，ＳＩＲＴ１）的ｍＲＮＡ表达。用１．０、５．０μｍｏｌ／Ｌ的 Ａβ１４０和５．０μｍｏｌ／ＬＡβ４０１处理 ＡＲＰＥ１９
细胞２４ｈ，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ＳＩＲＴ１、ＩＬ１β、ｐ２１在ＡＲＰＥ１９细胞中的表达，探讨 Ａβ对 ＡＲＰＥ１９细胞
炎症、凋亡的影响。用５．０μｍｏｌ／ＬＡβ１４０和５．０μｍｏｌ／ＬＴＯ９０处理 ＡＲＰＥ１９细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＳＩＲＴ１、ＬＸＲα、ａｃｅＮＦκＢ、ＮＦκＢ、ａｃｅｐ５３、ｐ５３、ｐ２１的表达，研究 Ａβ１４０刺激及 ＴＯ９０预处理对 ＳＩＲＴ１
信号级联的影响。在敲低ＳＩＲＴ１后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＦκＢ和ｐ５３信号通路的表达，进一步验证ＴＯ９０
对ＳＩＲＴ１信号级联的调控作用。结果　ＳＩＲＴ１在湿性ＡＭＤ患者的ＰＢＭＣ中明显下调（Ｐ＜０．０１）。Ａβ１
４０刺激ＡＲＰＥ１９细胞后，ＳＩＲＴ１在ｍＲＮＡ及蛋白水平明显下调（Ｐ＜０．０５），ｐ２１在ｍＲＮＡ及蛋白水平明
显上调（Ｐ＜０．０５），ＩＬ１β在基因水平明显上调（Ｐ＜０．０５），ａｃｅＮＦκＢ、ＮＦκＢ、ａｃｅｐ５３、ｐ５３在蛋白水平显
著上调（Ｐ＜０．０５），而ＴＯ９０预处理则可逆转Ａβ１４０对这些因子的调节（Ｐ＜０．０５）。ＳＩＲＴ１敲低后，ＴＯ９０
对ａｃｅＮＦκＢ、ＮＦκＢ、ａｃｅｐ５３、ｐ５３上调的逆转作用显著下降（Ｐ＜０．０５）。结论　ＬＸＲ激动剂通过激活
ＳＩＲＴ１信号级联改善Ａβ诱导的ＡＲＰＥ１９细胞炎症及凋亡反应。
　　［关键词］　视网膜色素上皮；肝Ｘ受体；沉默信息调节因子１；淀粉样β；年龄相关性黄斑变性
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　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｒｏｌｅｏｆｌｉｖｅｒＸｒｅｃｅｐｔｏｒ（ＬＸＲ）ＳＩＲＴ１ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙａｘｉｓｉｎ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ（ＲＰＥ）ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙβａｍｙｌｏｉｄ（Ａβ）．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｈｕｍａｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ（ＰＢＭＣｓ）ｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｗｅｔａｇｅ
ｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ（ＡＭＤ）ａｎｄｎｏｒｍａｌｓｕｂｊｅｃｔｓｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＳＩＲＴ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ａｎｄ
ｔｈｅｎ，ｈｕｍａｎＲＰＥｃｅｌｌｌｉｎｅＡＲＰＥ１９ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈ１．０，５．０μｍｏｌ／ＬＡβ１４０ｏｒ５．０μｍｏｌ／ＬＡβ４０１ｗａｓ
ｅｘａｍｉｎｅｄｆｏｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＩＲＴ１，ＩＬ１βａｎｄｐ２１ｕｓｉｎｇｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＡβｏｎｃｅｌｌ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ；Ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳＩＲＴ１，ＬＸＲα，ａｃｅＮＦκＢ，ＮＦκＢ，ａｃｅ
ｐ５３，ｐ５３，ａｎｄｐ２１ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＡＲＰＥ１９ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ５．０μｍｏｌ／ＬＡβ１４０，５．０μｍｏｌ／ＬＴＯ９０，ｏｒｂｏｔｈ
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ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＡβ１４０ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎａｎｄＴＯ９０ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎ
ＳＩＲＴ１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｃａｓｃａｄｅ．Ｆｉｎａｌｌｙ，ａｆｔｅｒｋｎｏｃｋｉｎｇｄｏｗｎＳＩＲＴ１，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦκＢａｎｄｐ５３ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｔｏｆｕｒｔｈｅｒｖｅｒｉｆｙｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆＴＯ９０ｏｎｔｈｅＳＩＲＴ１
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｃａｓｃａｄｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＳＩＲＴ１ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｔｈｅＰＢＭＣｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｗｅｔＡＭＤ
（Ｐ＜０．０５）．ＡβｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｏｆＡＲＰＥ１９ｃｅｌｌｓｃａｕｓｅｄｏｂｖｉｏｕｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＳＩＲＴ１（Ｐ＜０．０５）ａｎｄ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｐ２１ａｔｂｏｔｈｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ（Ｐ＜０．０５），ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＩＬ１βａｔｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌ
（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆａｃｅＮＦκＢ，ＮＦκＢ，ａｃｅｐ５３，ａｎｄｐ５３ａｔｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌ（Ｐ＜０．０５）；
ＴＯ９０ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙａｂｏｌｉｓｈｅｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＡβｏｎｔｈｅｓｅｆａｃｔｏｒｓ（Ｐ＜０．０５）．ＡｆｔｅｒＳＩＲＴ１
ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ，ｔｈｅｒｅｖｅｒｓｅｅｆｆｅｃｔｏｆＴＯ９０ｏｎｔｈｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆａｃｅＮＦκＢ，ＮＦκＢ，ａｃｅｐ５３，ａｎｄｐ５３ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＬＸＲａｇｏｎｉｓｔｓｉｍｐｒｏｖｅＡβｉｎｄｕｃｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＡＲＰＥ１９ｃｅｌｌｓｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｈｅＳＩＲＴ１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｃａｓｃａｄｅ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ；ｌｉｖｅｒＸｒｅｃｅｐｔｏｒ；ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ１；

βａｍｙｌｏｉｄ；ａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１６７０８８１）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＰＥＮＧＨｕｉ，Ｅｍａｉｌ：ｐｅｎｇｈ９＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

　　 年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 （ａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＡＭＤ）是导致西方国家中老年人视力丧
失的主要原因，其发病率随着社会人口老龄化而增

加［１］。早期ＡＭＤ的主要表现为视网膜玻璃膜疣的形
成和视网膜色素沉着［２］，其中玻璃疣的主要成分为淀

粉样蛋白β（ａｍｙｌｏｉｄβ，Ａβ）［３］。研究表明 Ａβ可诱导
视网膜上皮（ｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ，ＲＰＥ）细胞炎症
和凋亡反应，并参与 ＡＭＤ的发生和发展［４］。肝 Ｘ受
体（ｌｉｖｅｒＸｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＸＲ）属于核受体超家族，其成员
包括 ＬＸＲα和 ＬＸＲβ，不仅在胆固醇和脂质代谢中起
重要作用［５］，还参与炎症［６］和免疫［７］的调节。ＬＸＲβ
在视网膜中普遍表达，相反 ＬＸＲα的表达却很少［８］。

研究表明：在不同的病理条件下，ＬＸＲ激动剂激活不
同的ＬＸＲ亚型来发挥作用，比如在实验性自身免疫性
葡萄膜炎（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｕｖｅｉｔｉｓ，ＥＡＵ）小鼠
模型中［９］，ＬＸＲ激动剂主要通过激活 ＬＸＲα来抑制眼
内炎症，提示 ＬＸＲα可能在抗炎中起主要作用；而在
Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸（ＮｍｅｔｈｙｌＤａｓｐａｒｔａｔｅ，ＮＭＤＡ）诱
导的视网膜变性小鼠中［１０］，ＬＸＲ激动剂则主要通过激
活ＬＸＲβ来保护视网膜神经元免受损伤，提示 ＬＸＲβ
似乎在神经保护中占主导地位。与之类似，课题组前

期研究表明［１１］：ＬＸＲ激动剂ＴＯ９０（一种人工合成的针
对ＬＸＲα和 ＬＸＲβ的选择性激动剂）可通过激活
ＬＸＲα缓解 Ａβ诱导的 ＲＰＥ细胞炎症反应，但其具体
作用机制尚不清楚。沉默信息调节因子 １（ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ１，ＳＩＲＴ１）是一种烟酰胺腺嘌呤
二核苷酸依赖性（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ，ＮＡＤＰ）脱乙酰化酶，可通过与炎症相关因
子ＮＦκＢ和凋亡相关因子 ｐ５３结合并使其脱乙酰化，
减少乙酰化ＮＦκＢ（ａｃｅｔｙｌａｔｅｄＮＦκＢ，ａｃｅＮＦκＢ）和

乙酰化ｐ５３（ａｃｅｔｙｌａｔｅｄｐ５３，ａｃｅｐ５３）的表达，从而抑
制这两条通路的活性，导致终末炎症因子及 ｐ５３下游
因子ｐ２１的表达下降，发挥抗炎和抗凋亡反应的作
用［１２］。有研究表明ＬＸＲ激动剂可通过增加 ＳＩＲＴ１信
号传导来调节脂质代谢［１３］。另外，ＬＸＲ和ＳＩＲＴ１作为
共同体在糖尿病性视网膜病变中参与脂质调节［１４］。

但ＬＸＲ是否可通过调节ＳＩＲＴ１参与ＡＭＤ的病理生理
过程，尚不清楚。本研究检测湿性 ＡＭＤ患者外周血
单核细胞（ｈｕｍａｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，
ＰＢＭＣ）中ＳＩＲＴ１的ｍＲＮＡ表达，采用Ａβ刺激ＡＲＰＥ１９
细胞系来模拟早期ＡＭＤ体外微环境，评估ＬＸＲＳＩＲＴ１
轴在Ａβ诱导的ＲＰＥ炎症和凋亡反应中的作用。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　实验细胞　　从１４例未接受抗ＶＥＧＦ治疗的
湿性ＡＭＤ患者和１４例同年龄段健康受试者的静脉中
抽取１０ｍＬ外周血用以提取ＰＢＭＣ。参与者的基本信
息见表１。ＲＰＥ细胞系 ＡＲＰＥ１９来自美国典型培养
物保藏中心（ＡＴＣＣ）。本研究取得患者知情同意，并
获得重庆医科大学附属第一医院伦理委员会审批

［２０１９年科研伦理（２０１９１３０）号］。

表１　参与者基本信息

参与者 ｎ
年龄／岁

［中位数（范围）］

女性

［例（％）］
男性

［例（％）］
正常受试者 １４ ６９．５（６２～７８） ７（５０．０） ７（５０．０）
湿性ＡＭＤ患者 １４ ６６．５（６３～７８） ６（４２．９） ８（５７．１）

１．１．２　主要试剂与仪器　　Ａβ１４０和 Ａβ４０１购自
美国 Ｓｉｇｍａ公司；ＴＯ９０１３１７（ＴＯ９０）购自美国 Ｃａｙｍａｎ
公司；ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；细胞计
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数试剂盒 ８（ＣＣＫ８）购自美国 Ｂｒｙｏｔｉｍｅ；ＴＲＩｚｏｌ、
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ、ＧｒｅｅｎＰＣＲＫｉｔ试剂盒购自 ＴａＫａＲａ
公司；特异性抗 ＳＩＲＴ１、ＬＸＲα、ＮＦκＢ、ａｃｅＮＦκＢ、ｐ５３、
ａｃｅｐ５３、ｐ２１、ＲＰＥ６５、ＺＯ１单克隆抗体购自美国
Ａｂｃａｍ公司；ＧＡＰＤＨ特异性抗体购自中国杭州贤至公
司；特异性二抗购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；包含有
ＳＩＲＴ１ｓｈＲＮＡ和乱序 ｓｈＲＮＡ的慢病毒购自上海吉凯
公司。多功能酶标仪（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）；
ＡＢＩ７５００ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，美国）。
１．２　方法
１．２．１　寡聚Ａβ１４０的制备　　寡聚 Ａβ的制备方法
见文献［１５］，１ｍｇＡβ１４０或 Ａβ４０１冻干粉溶解在
４００μＬ六氟异丙醇中，将所得溶液在室温下孵育６０ｍｉｎ，
随后在冰上静置 １０ｍｉｎ，以 １００μＬ／管分装至 ４个离
心管中，每管加入２００μＬ双蒸水，室温下孵育２０ｍｉｎ
后，用氮气流轻吹 １５ｍｉｎ以蒸发溶液中的六氟异丙
醇，最后在３７℃下孵育４ｄ，于－８０℃保存备用。
１．２．２　ＴＯ９０的处理和使用　　５μｍｏｌ／Ｌ浓度的
ＴＯ９０可在避免细胞毒性的前提下激活 ＲＰＥ细胞中
ＬＸＲα而不是ＬＸＲβ来发挥作用［１６］，因此在实验中使

用５μｍｏｌ／Ｌ的ＴＯ９０浓度。将ＴＯ９０粉剂溶解在二甲
基亚砜（ＤＭＳＯ）中至１００ｍｇ／ｍＬ浓度，－８０℃下储存
备用。Ａβ处理 ＡＲＰＥ１９细胞前 ６ｈ，预防性给予
ＴＯ９０或载体。ＴＯ９０在使用时用 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基
稀释，使终浓度为 ５μｍｏｌ／Ｌ且 ＤＭＳＯ含量小于 ２％。
载体为含有２％ＤＭＳＯ的培养基。
１．２．３　ＣＣＫ８测定 ＡＲＰＥ１９细胞增殖活力　　
ＡＲＰＥ１９细胞（１０４／孔）接种在 ９６孔培养板上，达到
融合后，将其饥饿１２ｈ。０、０．１、１．０、５．０、１０．０μｍｏｌ／Ｌ
浓度的寡聚 Ａβ１４０刺激 ＡＲＰＥ１９细胞 ２４、４８、７２ｈ
后，更换原培养基为含有１０％ＷＳＴ８的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培
养基（１００μＬ／孔）。随后将 ＡＲＰＥ１９细胞在３７℃温
育２～４ｈ，使用多功能酶标仪在４５０ｎｍ波长下读取上
清液的光密度值。刺激组细胞的光密度用未刺激组细

胞的光密度标准化，实验重复 ３～４次。另外，用同样
的步骤将已转染和未转染的 ＡＲＰＥ１９细胞接种在
９６孔培养板上，检测病毒转染对 ＡＲＰＥ１９细胞增殖
活力的影响。

１．２．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ＩＬ１β、ＳＩＲＴ１和ｐ２１的表达
　　将ＡＲＰＥ１９细胞分为未刺激组，１．０、５．０μｍｏｌ／Ｌ
Ａβ１４０组，５．０μｍｏｌ／ＬＡβ４０１组。用 ＴＲＩｚｏｌ法提取
ＲＮＡ，然后使用反转录试剂盒将ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ，
－２０℃保存备用。检测时，根据荧光定量试剂盒使用
说明在ＡＢＩ７５００上扩增 ｃＤＮＡ并检测荧光强度。每
个样品设置１个副孔，并计算两者的平均Ｃｔ值作为最

终Ｃｔ值，使用内源性对照 β肌动蛋白将数据标准化。
对于每个样品，通过２－ΔΔＣｔ方法进行统计，计算ＳＩＲＴ１、
ＩＬ１β和ｐ２１的 ｍＲＮＡ表达，实验重复３～５次。基因
的引物序列见表２。

表２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ引物序列

基因

名称
登记号 序列

ＳＩＲＴ１ ＮＭ＿０１２２３８．５ 正义链：５′ＴＡＧＣＣＴＴＧＴＣＡＧＡＴＡＡＧＧＡＡＧＧＡ３′
反义链：５′ＴＧＴＴＣＴＧＧＧＴＡＴＡＧＴＴＧＣＧＡＡＧＴ３′

ＩＬ１β ＮＭ＿０００５７６．２ 正义链：５′ＣＴＣＧＣＣＡＧＴＧＡＡＡＴＧＡＴＧＧＣＴ３′
反义链：５′ＧＴＣＧＧＡＧＡＴＴＣＧＴＡＧＣＴＧＧＡＴ３′

Ｐ２１ ＮＭ＿００１２９１５４９．１ 正义链：５′ＴＣＣＴＣＡＴＣＣＣＧＴＧＴＴＣＴＣＣＴ３′
反义链：５′ＣＣＣＴＴＣＡＡＡＧＴＧＣＣＡＴＣＴＧＴＴ３′

βａｃｔｉｎ ＮＭ＿００１１０１．３ 正义链：５′ＧＧＡＴＧＣＡＧＡＡＧＧＡＧＡＴＣＡＣＴＧ３′
反义链：５′ＴＧＴＴＣＴＧＧＧＴＡＴＡＧＴＴＧＣＧＡＡＧＴ３′

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＳＩＲＴ１、ＬＸＲα、ＮＦκＢ、ａｃｅ
ＮＦκＢ、ｐ５３、ａｃｅｐ５３、ｐ２１和ＲＰＥ６５的表达　　首先检
测ＡＲＰＥ１９细胞中 ＲＰＥ６５的蛋白表达以确定细胞来
源，随后将细胞分为未刺激组、５．０μｍｏｌ／ＬＡβ１４０
组、５．０μｍｏｌ／ＬＡβ１４０＋５．０μｍｏｌ／ＬＴＯ９０组、５．０μｍｏｌ／Ｌ
ＴＯ９０组，检测 ＳＩＲＴ１、ＬＸＲα、ＮＦκＢ、ａｃｅＮＦκＢ、ｐ５３、
ａｃｅｐ５３和ｐ２１的蛋白表达。最后在ＡＲＰＥ１９细胞中敲
低ＳＩＲＴ１，将ＡＲＰＥ１９细胞分为未刺激组、５．０μｍｏｌ／Ｌ
Ａβ１４０组、５．０μｍｏｌ／ＬＡβ１４０＋阴性对照（ＮＣ）组、
５．０μｍｏｌ／ＬＡβ１４０＋ＮＣ＋５．０μｍｏｌ／ＬＴＯ９０组、５．０μｍｏｌ／Ｌ
Ａβ１４０＋ｉＳＩＲＴ１组、５．０μｍｏｌ／ＬＡβ１４０＋ｉＳＩＲＴ１＋
５．０μｍｏｌ／ＬＴＯ９０组，检测 ＮＦκＢ、ａｃｅＮＦκＢ、ｐ５３、
ａｃｅｐ５３和ｐ２１的蛋白表达。ＡＲＰＥ１９细胞总蛋白用
苯甲基磺酰氟（ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＭＳＦ）和
放射免疫沉淀分析（ＲＩＰＡ）裂解液的混合液（ＰＭＳＦ∶
ＲＩＰＡ＝１∶１００）提取，随后向提取的蛋白质中加入上样
缓冲液并于沸水中煮沸 ５ｍｉｎ使蛋白质变性，－２０℃
保存备用。电泳时，每个样品的蛋白上样量保持一致

（４０～６０μｇ），用１２％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶分离蛋白，并电转
到聚偏二氟乙烯膜上。随后将膜用５％脱脂牛奶封闭
１ｈ，并与 ＳＩＲＴ１（１∶１０００）、ＬＸＲα（１∶５００）、ＮＦκＢ
（１∶１００００）、ａｃｅＮＦκＢ（１∶５００）、ｐ５３（１∶５００）、ａｃｅｐ５３
（１∶５００）、ｐ２１（１∶１０００）、ＲＰＥ６５（１∶５００）和 ＧＡＰＤＨ
（１∶２０００）的特异性一抗在 ４℃孵育 １２～１６ｈ。然后
将条带洗涤３次，与相应的二抗（１∶５０００）在３７℃孵育
１ｈ。条带蛋白信号用 ＥＣＬ试剂盒检测，ＩｍａｇｅＪ分析
蛋白条带密度。使用内源对照 ＧＡＰＤＨ将数据标准
化，实验重复３～６次。
１．２．６　慢病毒转染敲低 ＡＲＰＥ１９细胞中 ＳＩＲＴ１的
表达　　ＲＰＥ细胞接种在６孔板或１２孔板中，待达到
３０％～４０％融合后，用含有 ＳＩＲＴ１ｓｈＲＮＡ和乱序
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ｓｈＲＮＡ的慢病毒感染 ＡＲＰＥ１９细胞（ＭＯＩ＝１０）。转
染１２～１６ｈ后将原培养基更换为不含病毒的培养基，
培养至 ＡＲＰＥ１９细胞融合后，在荧光显微镜下观察
ＡＲＰＥ１９细胞荧光评估感染效率。分别使用 Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ在基因和蛋白质水平评估
ＳＩＲＴ１的敲低效率。
１．２．７　免疫荧光检测 ＲＰＥ６５和 ＺＯ１的表达　　将
ＡＲＰＥ１９细胞接种到细胞爬片上，当细胞达到融合
时，用４％多聚甲醛固定爬片 １５ｍｉｎ。ＰＢＳ洗涤爬片
３次，用０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００作用５ｍｉｎ穿透细胞膜，再
次洗涤３次后，用含１０％山羊血清的ＰＢＳ封闭爬片１ｈ，
随后与含ＲＰＥ６５（１∶１００）和 ＺＯ１（１∶１００）特异性一抗
的混合液在４℃下孵育过夜。ＰＢＳ洗涤３次后，将爬
片与抗鼠和抗兔荧光二抗（１∶５０）的混合液在３７℃下
孵育１ｈ。最后洗涤爬片３次，将细胞核用ＤＡＰＩ染色
５ｍｉｎ，封片液封闭爬片，在共聚焦荧光显微镜下观察
所有荧光图像，照相并保存。

１．３　统计学分析
　　所有数据用 珋ｘ±ｓ描述。人 ＰＢＭＣ中 ＳＩＲＴ１ｍＲＮＡ
表达采用ＳＰＳＳ２０统计软件行非参数检验分析。其余

结果通过ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０行单因素方差分析。检
验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＡＲＰＥ１９细胞中ＲＰＥ６５和ＺＯ１的表达
　　免疫荧光结果显示：ＡＲＰＥ１９细胞系 ＺＯ１染色
阳性（图１Ａ、Ｃ），表明细胞之间紧密连接的形成，细胞
处于融合状态。免疫荧光及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显
示ＲＰＥ６５表达阳性（图 １Ｂ～Ｄ），证实 ＡＲＰＥ１９是
ＲＰＥ来源细胞。
２．２　Ａβ１４０对ＡＲＰＥ１９细胞增殖活力的影响
　　ＣＣＫ８检测结果显示：与未刺激组相比，０．１、
１．０、５．０μｍｏｌ／Ｌ的Ａβ１４０刺激 ＡＲＰＥ１９细胞２４、４８、
７２ｈ均不会影响细胞增殖活力。而与未刺激组相比，
１０．０μｍｏｌ／ＬＡβ１４０处理 ＡＲＰＥ１９细胞 ２４、４８、７２ｈ
均显著降低细胞增殖活力（Ｐ＜０．０５，图２）。为了避免
细胞毒性，后续实验分别使用１．０、５．０μｍｏｌ／ＬＡβ１４０
的浓度刺激２４ｈ，以评估 Ａβ１４０对 ＡＲＰＥ１９细胞炎
症和凋亡反应的影响。
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图１　免疫荧光和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＲＰＥ１９细胞中ＲＰＥ６５和ＺＯ１的表达
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ａ：Ｐ＜０．０５，与未刺激组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与０．１μｍｏｌ／Ｌ刺激组比较

图２　ＣＣＫ８检测不同浓度的Ａβ１４０刺激２４ｈ（Ａ）、４８ｈ（Ｂ）、７２ｈ（Ｃ）后对ＡＲＰＥ１９细胞增殖活力的影响

１０４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１４）



２．３　Ａβ１４０对ＳＩＲＴ１、ｐ２１和ＩＬ１βｍＲＮＡ表达的影响
　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测结果显示：与未刺激组和
５．０μｍｏｌ／ＬＡβ４０１组相比，１．０、５．０μｍｏｌ／ＬＡβ１４０
均降低ＳＩＲＴ１的ｍＲＮＡ表达（Ｐ＜０．０５，图３Ａ），同时增
加ＩＬ１β的表达（Ｐ＜０．０５，图 ３Ｂ）。但仅有浓度为
５．０μｍｏｌ／Ｌ的 Ａβ１４０增加 ｐ２１的 ｍＲＮＡ表达（Ｐ＜
０．０５，图３Ｃ）。因此，本研究使用 ５．０μｍｏｌ／Ｌ浓度的
Ａβ１４０建立 ＡＲＰＥ１９细胞的炎症和凋亡反应模型。
与正常受试者相比，湿性 ＡＭＤ患者 ＰＢＭＣ中 ＳＩＲＴ１
的ｍＲＮＡ表达降低（Ｐ＜０．０１，图３Ｄ）。
２．４　ＬＸＲ激动剂预处理及 Ａβ１４０刺激对 ＬＸＲα、

ＳＩＲＴ１表达的影响
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：与未用 ＴＯ９０处理组
相比，ＴＯ９０处理组ＬＸＲα蛋白表达升高，表明ＴＯ９０成
功激活ＬＸＲα（Ｐ＜０．０１，图 ４Ａ、Ｃ）。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：与 Ａβ１４０组相比，Ａβ１４０＋
ＴＯ９０组ＳＩＲＴ１的表达在 ｍＲＮＡ及蛋白水平上调（Ｐ＜
０．０１，图４Ａ、Ｂ、Ｄ），表明ＴＯ９０在基因和蛋白水平上显
著逆转了由Ａβ１４０引起的ＳＩＲＴ１的下调。

２．５　ＬＸＲ激动剂预处理及 Ａβ１４０刺激对 ＮＦκＢ和
ｐ５３信号通路的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：与未刺激组相比，
Ａβ１４０组中 ＳＩＲＴ１下游因子 ａｃｅＮＦкＢ（ｐ６５）、ＮＦ
кＢ、ａｃｅｐ５３、ｐ５３和 ｐ２１的蛋白表达显著增加（Ｐ＜
０．０５），表明Ａβ１４０通过增加ＮＦкＢ和 ｐ５３信号通路
的乙酰化和活化来诱导 ＡＲＰＥ１９细胞炎症和凋亡反
应。与Ａβ１４０组相比，Ａβ１４０＋ＴＯ９０组中上述因子
的蛋白表达下调（Ｐ＜０．０５，图５），表明 ＬＸＲ激动剂通
过增加ＳＩＲＴ１的脱乙酰化酶活性来抑制ＮＦκＢ和ｐ５３
信号通路的乙酰化和活化。

２．６　慢病毒转染敲低ＡＲＰＥ１９中ＳＩＲＴ１的表达
　　ＣＣＫ８检测结果显示：相对于未处理组，阴性对照
（ＮＣ）组细胞增殖活力降低。此外，与 ＮＣ组比较，
ｉＳＩＲＴ１组细胞增殖活力进一步降低（Ｐ＜０．０１，图６Ａ）。
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：与未处
理组和 ＮＣ组相比，ｉＳＩＲＴ１组 ＳＩＲＴ１的表达降低（Ｐ＜
０．０１，图６Ｂ～Ｄ）。表明病毒转染本身不影响ＳＩＲＴ１的
表达，ｉＳＩＲＴ１成功降低了ＳＩＲＴ１的表达。

!"#

!"$

$%#

&

'
(
)
*
!
+
)
,
-

相
对
表
达
量

./

./

-

! 0 1 2

组别

2

1

0

!

$

(
3
!
!
!
+
)
,
-

相
对
表
达
量

./

./

4

! 0 1 2

组别

0%$

!%#

!%$

$%#

$

5
0
!
+
)
,
-

相
对
表
达
量

./

6

! 0 1 2

组别

1

0

!

&

'
(
)
*
!
+
)
,
-

相
对
表
达
量

7

8

正常受试者 湿性
-98

患者

Ａ～Ｃ：分别为ＡＲＰＥ１９细胞中ＳＩＲＴ１、ＩＬ１β、ｐ２１ｍＲＮＡ的表达；Ｄ：湿性 ＡＭＤ患者和正常受试者 ＰＢＭＣ中 ＳＩＲＴ１ｍＲＮＡ表达
（ｎ＝１４）　１：ＤＭＥＭ／Ｆ１２；２：１．０μｍｏｌ／ＬＡβ１４０；３：５．０μｍｏｌ／ＬＡβ１４０；４：５．０μｍｏｌ／ＬＡβ４０１；ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＤＭＥＭ／Ｆ１２组比
较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与５μｍｏｌ／ＬＡβ４０１组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与正常受试者比较

图３　ＲＴＰＣＲ检测 Ａβ１４０刺激对 ＡＲＰＥ１９细胞 ＳＩＲＴ１、ＩＬ１β和 ｐ２１ｍＲＮＡ表达的影响及湿性 ＡＭＤ患者 ＰＢＭＣ中
ＳＩＲＴ１ｍＲＮＡ的表达

!"#$%

（
%&'!%'

(）
!

)*#!

（
+'!%'

(）
!

,-./0

（
(1!%'

(）
!

% & ( 2

%3'

'34

'31

'32

'3&

'

!
5
#
$
%

蛋
白
相
对
表
达
量

678

-

% & ( 2

组别 9

%3+

%3'

'3+

'

6:

% & ( 2

组别 ;

)
*
#
!

蛋
白
相
对
表
达
量

%3+

%3'

'3+

'

!
5
#
$
%
<
=
>
-

相
对
表
达
量

678

% & ( 2

组别 /

6:

Ａ～Ｃ：分别为ＳＩＲＴ１、ＬＸＲα蛋白表达；Ｄ：ＳＩＲＴ１ｍＲＮＡ表达　１：未刺激组；２：Ａβ１４０＋ＴＯ９０组；３：Ａβ１４０组；４：ＴＯ９０组；
ａ：Ｐ＜０．０１，与未刺激组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ａβ１４０＋ＴＯ９０组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与Ａβ１４０组比较；ｄ：Ｐ＜０．０１，与ＴＯ９０组比较

图４　ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＯ９０预处理及Ａβ１４０刺激对ＡＲＰＥ１９细胞ＳＩＲＴ１和ＬＸＲα表达的影响

２０４１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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１：未刺激组；２：Ａβ１４０＋ＴＯ９０组；３：Ａβ１４０组；４：ＴＯ９０组；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ａβ１４０比较

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＯ９０预处理及Ａβ１４０刺激对ＡＲＰＥ１９细胞ａｃｅＮＦκＢ（Ａ、Ｂ）、ＮＦκＢ（Ａ、Ｃ）、ａｃｅｐ５３（Ａ、Ｄ）、ｐ５３
（Ａ、Ｅ）和ｐ２１（Ａ、Ｆ）蛋白表达的影响
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Ａ：病毒转染对 ＡＲＰＥ１９细胞增殖活力的影响；Ｂ～Ｄ：ＳＩＲＴ１的蛋白和 ｍＲＮＡ表达　１：未处理组；２：ＮＣ组；３：ＳＩＲＴ１组；
ａ：Ｐ＜０．０１，与未处理组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＮＣ组比较

图６　病毒转染对ＡＲＰＥ１９细胞增殖活力及ＳＩＲＴ１表达的影响

２．７　ｉＳＩＲＴ１对ＬＸＲ激动剂在改善Ａβ导致的ＡＲＰＥ１９
细胞炎症和凋亡反应中的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：与 Ａβ１４０＋ＮＣ＋ＴＯ９０
组相比，Ａβ１４０＋ｉＳＩＲＴ１＋ＴＯ９０组 ａｃｅＮＦкＢ、ＮＦκＢ、
ａｃｅｐ５３、ｐ５３和ｐ２１的蛋白表达显著增加（Ｐ＜０．０１，
图７），结果表明ＬＸＲ激动剂虽然可以抑制Ａβ引起的
ＮＦкＢ和ｐ５３信号通路的乙酰化和活化，但 ｉＳＩＲＴ１减
弱ＬＸＲ激动剂的这种抑制作用，进一步证实ＳＩＲＴ１参
与ＬＸＲ激动剂的抗炎和抗凋亡作用。

３　讨论

　　本研究除了证实 Ａβ引起 ＩＬ１β的上调外，还证
明了在Ａβ诱导的 ＲＰＥ损伤和湿性 ＡＭＤ患者 ＰＢＭＣ
中，ＳＩＲＴ１表达降低同时伴有凋亡相关基因 ｐ２１表达
升高。另外，我们发现ＬＸＲ激动剂通过增加ＳＩＲＴ１的
去乙酰化酶活性，促进ＮＦκＢ和 ｐ５３信号通路的去乙
酰化并抑制其活化，从而达到抗炎和抗凋亡反应的作

用。敲低ＳＩＲＴ１后，ＬＸＲ激动剂对ＮＦκＢ和ｐ５３信号

３０４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１４）
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１：未刺激组；２：Ａβ１４０＋载体；３：Ａβ１４０＋ＮＣ；４：Ａβ１４０＋ＮＣ＋ＴＯ９０；５：Ａβ１４０＋ｉＳＩＲＴ１；６：Ａβ１４０＋ｉＳＩＲＴ１＋ＴＯ９０；ａ：Ｐ＜０．０１，与
Ａβ１４０＋ＮＣ＋ＴＯ９０比较

图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｉＳＩＲＴ１、ＴＯ９０预处理及Ａβ１４０刺激对ＡＲＰＥ１９细胞ａｃｅＮＦκＢ（Ａ、Ｂ）、ＮＦκＢ（Ａ、Ｃ）、ａｃｅｐ５３（Ａ、
Ｄ）、ｐ５３（Ａ、Ｅ）和ｐ２１（Ａ、Ｆ）蛋白表达的影响

通路的抑制作用显著降低，进一步表明 ＳＩＲＴ１信号级
联在ＬＸＲ激动剂的抗炎和抗凋亡作用中的关键性。在
这项研究中，我们的数据证实 ＬＸＲ激动剂通过 ＳＩＲＴ１
信号级联改善Ａβ诱导的ＲＰＥ细胞炎症和凋亡反应。
　　Ａβ的作用一直是国内外研究的焦点，它不仅沉积
在玻璃膜疣中与 ＡＭＤ的发生和发展密切相关，而且
与其他年龄相关性疾病如阿尔茨海默病和动脉粥样硬

化关系密切，因为后两者疾病患者的血管壁和结缔组

织中沉积物的主要成分也为Ａβ，且与疾病的病理表现
和临床症状密切相关［１７－１８］。由此得出，Ａβ作为这些
沉积物的共同主要成分，在这些疾病中可能引发相似

的病理过程。研究证实：小鼠眼内注射 Ａβ可引起视
网膜炎症和细胞凋亡反应，但不会引起组织学改变，这

与ＡＭＤ患者的早期临床表现一致［１９］。ＲＰＥ细胞的炎
症和凋亡被认为在 ＡＭＤ的发病机制中起着关键作
用，而Ａβ可引发ＲＰＥ细胞一系列炎症反应［２０］并加速

细胞凋亡［２１］，这与早期 ＡＭＤ的视网膜微环境类似。
ＡＲＰＥ１９细胞是人类ＲＰＥ来源的永生化单个细胞系，
与ＲＰＥ细胞在体内参与形成视网膜屏障的融合状态
存在差异。但是，也有研究表明ＡＲＰＥ１９细胞在体外
经过一段时间的培养后，确实可以重新分化出ＲＰＥ表
型［２２］。本实验通过细胞免疫荧光确实检测到了 ＲＰＥ
细胞特异性蛋白ＲＰＥ６５以及细胞间紧密连接ＺＯ１的

存在，尽可能使细胞状态接近其生理状态下在体内的

状态。我们用 Ａβ刺激 ＡＲＰＥ１９细胞建立早期 ＡＭＤ
体外模型作为研究对象。前期有大量的研究已经证实

Ａβ对ＡＲＰＥ１９细胞毒性作用的时间剂量关系［２３］，本

研究结果表明ＡＲＰＥ１９细胞增殖活力与Ａβ刺激时间
和浓度呈负相关，这与ＹＥ等［４］的研究结果类似，但与

ＭＡＳＵＤＡ等［２４］的研究结果不同，该研究认为低浓度的

Ａβ提高细胞增殖活力，高浓度的Ａβ降低细胞增殖活
力。由于ＩＬ１β参与 Ａβ诱导的炎症反应［２５］，同时是

ＲＰＥ细胞刺激后释放的早期重要炎症因子之一［２６］，并

受ＮＦκＢ的调控［２７］，因此，在本研究中，选择ＩＬ１β作
为炎症反应的指标。本研究结果表明：Ａβ通过增加
ＲＰＥ细胞中的 ＮＦκＢ乙酰化和活化来诱导炎症。此
外，Ａβ增加 ＡＲＰＥ１９细胞中 ｐ５３信号通路的乙酰化
和活化，表明细胞凋亡途径参与 Ａβ对 ＡＲＰＥ１９细胞
的损伤。本研究支持 Ａβ增加 ＲＰＥ细胞的炎症和凋
亡反应的结论。

　　在 ＡＭＤ的发生和发展中，大量体内外实验证实
ＳＩＲＴ１在其中发挥保护作用。比如 ＳＩＲＴ１通过激活
ＨＩＦ２α抑制脉络膜新生血管生成和 ＶＥＧＦＡ的表
达［２８］。ＳＩＲＴ１使 ｐ５３脱乙酰化以预防氧化应激引起
的细胞凋亡［２９］。与这些研究一致，本研究结果表明：

在湿性ＡＭＤ患者的ＰＢＭＣ及Ａβ刺激造成的 ＲＰＥ损

４０４１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



伤中，ＳＩＲＴ１表达下调，伴有ＮＦкＢ和ｐ５３信号通路在
蛋白水平的乙酰化和活化，而用ＬＸＲ激动剂治疗可以
抵消这些不利影响；并且敲低 ＳＩＲＴ１后，ＬＸＲ激动剂
的这种作用显著降低，表明ＬＸＲ通过调控ＳＩＲＴ１改善
Ａβ诱导的ＲＰＥ炎症和凋亡反应。然而，与本研究结
果不同的是，有研究表明ＳＩＲＴ１可反过来增加ＬＸＲ的
脱乙酰化并使其激活［３０］。但是，另一项研究却表明

ＳＩＲＴ１的过表达不能增强 ＬＸＲ相关信号通路的活
性［３１］，这说明两者之间可能存在其他调控机制。另

外，ＡＴＰ结合盒转运蛋白 Ａ１（ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓＡ１，ＡＢＣＡ１）是 ＬＸＲｓ的重要靶基因，参与
胆固醇和磷脂的转运，并调节细胞脂质稳态［３２］。除

ＳＩＲＴ１外，研究也表明 ＡＢＣＡ１参与 ＬＸＲ的抑炎作
用［３３］。我们前期的研究也提示：在 Ａβ诱导的视网膜
炎症中，ＴＯ９０还可通过激活 ＬＸＲαＡＢＣＡ１轴来发挥
抑炎作用［３４］。

　　本研究由于从干性 ＡＭＤ患者收集的 ＰＢＭＣ样本
不足，因此无法检测干性 ＡＭＤ患者 ＰＢＭＣ中 ＳＩＲＴ１
的表达。当然，本研究也没有解决ＬＸＲ对ＳＩＲＴ１的特
定调控机制，这需要更深入的实验来证实，例如 ＣｈＩＰ
或免疫共沉淀实验。

　　综上所述，本研究证明了ＬＸＲ激动剂和ＳＩＲＴ１信
号传导在 Ａβ刺激导致的 ＲＰＥ细胞损伤中的作用，并
表明ＬＸＲ激动剂对ＳＩＲＴ１具有一定的调节作用，主要
与ＮＦκＢ和 ｐ５３信号通路的乙酰化和活化相关。通
过敲低ＳＩＲＴ１，我们的假设得到了进一步证实。这些
发现可能为前瞻性临床试验中评估 ＬＸＲ激动剂对
ＡＭＤ患者的作用提供理论依据。
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