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川芎嗪通过调控ＮＲＦ２／ＨＯ１途径抑制高糖诱导的中性粒细胞外捕获网形成
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　　［摘要］　目的　探讨川芎嗪（ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｐｙｒａｚｉｎｅ，ＴＭＰ）对高糖诱导的中性粒细胞外捕获网
（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｒａｐｓ，ＮＥＴｓ）形成的影响及机制。方法　运用 ＣＣＫ８检测不同浓度（０、５、１０、
２０、４０、８０μｍｏｌ／Ｌ）的ＴＭＰ处理４ｈ后中性粒细胞的活性。将中性粒细胞分为７组：Ｃｏｎｔｒｏｌ组（１．５ｇ／Ｌ
葡萄糖）、ＴＭＰ组（４０μｍｏｌ／ＬＴＭＰ）、ＨＧ组（４．５ｇ／Ｌ葡萄糖）、ＨＧ＋ＴＭＰ组（４０μｍｏｌ／ＬＴＭＰ＋４．５ｇ／Ｌ葡
萄糖）、ＨＧ＋ＴＭＰ＋ＭＬ３８５组（４．５ｇ／Ｌ葡萄糖＋４０μｍｏｌ／ＬＴＭＰ＋１０μｍｏｌ／ＬＭＬ３８５）、ＨＧ＋ＭＬ３８５组
（４．５ｇ／Ｌ葡萄糖＋１０μｍｏｌ／ＬＭＬ３８５）和ＨＧ＋ＤＰＩ组（４．５ｇ／Ｌ葡萄糖＋１０μｍｏｌ／ＬＤＰＩ）。通过免疫荧光
观察ＮＥＴｓ的结构；运用ＤＨＥ和ＤＣＦＨＤＡ检测中性粒细胞内 ＲＯＳ和超氧化物阴离子的表达量；采用
ＥＬＩＳＡ试剂盒检测培养基中 ＭＰＯＤＮＡ的含量，ＰｉｃｏＧｒｅｅｎｋｉｔ试剂盒检测培养基中 ｄｓＤＮＡ含量，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞内Ｈ３ｃｉｔ、ＮＲＦ２、ＨＯ１、ＮＯＸ２等的表达，评估ＴＭＰ对ＮＲＦ２信号级联的调控作用。
结果　８０μｍｏｌ／Ｌ的ＴＭＰ会降低中性粒细胞活性（Ｐ＜０．０１），其余浓度的 ＴＭＰ对中性粒细胞活性无显
著影响。与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＴＭＰ组中性粒细胞 ＮＲＦ２、ＨＯ１表达明显上升（Ｐ＜０．０１）。与 ＨＧ组比较，
ＨＧ＋ＴＭＰ组中性粒细胞产生的 Ｈ３ｃｉｔ表达显著降低（Ｐ＜０．０５），并且培养基中 ｄｓＤＮＡ和 ＭＰＯＤＮＡ含
量明显下降（Ｐ＜０．０１）。免疫荧光未观察到 ＨＧ＋ＴＭＰ组中 ＮＥＴｓ形成；ＨＧ＋ＴＭＰ组中性粒细胞产生的
ＲＯＳ和超氧化物阴离子较ＨＧ组中性粒细胞显著降低（Ｐ＜０．０１）。使用 ＮＲＦ２抑制剂 ＭＬ３８５处理后，
ＴＭＰ对Ｈ３ｃｉｔ、ＮＲＦ２和ＨＯ１的作用被逆转；培养基中 ｄｓＤＮＡ和 ＭＰＯＤＮＡ含量明显上升（Ｐ＜０．０１），
并且胞内ＲＯＳ和超氧化物阴离子相较ＨＧ＋ＴＭＰ组的中性粒细胞显著升高（Ｐ＜０．０１）。结论　ＴＭＰ可
以激活ＮＲＦ２／ＨＯ１通路并抑制ＲＯＳ的形成，从而抑制高糖诱导的中性粒细胞外捕获网形成。
　　［关键词］　 川芎嗪；中性粒细胞；中性粒细胞外捕获网；活性氧；高糖；ＮＲＦ２／ＨＯ１
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０．０１）．ＮＥＴｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｗａｓｎｏｔｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙｉｎｔｈｅＨＧ＋ＴＭＰｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅ
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　　糖尿病性视网膜病（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ，ＤＲ）是糖
尿病患者眼部的并发症，同时也是导致患者失明的主

要原因［１－２］。研究表明，血糖升高会导致视网膜微血

管损伤，从而使得血视网膜屏障（ｂｌｏｏｄｒｅｔｉｎａｌｂａｒｒｉｅｒ，
ＢＲＢ）破裂、视网膜内出血［３－４］。

　　中性粒细胞是血液中最丰富的免疫细胞，在先天
免疫系统中发挥着重要作用，是细胞防御第一道防

线［５］。中性粒细胞受到刺激后，会释放中性粒细胞外

捕获网（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｒａｐｓ，ＮＥＴｓ）来清除病
原体。释 放 ＮＥＴｓ的 过 程 被 称 为 ＮＥＴｏｓｉｓ［６－７］。
ＮＥＴｏｓｉｓ是中性粒细胞特有的细胞死亡形式，其形态学
特征是核膜与胞质颗粒膜溶解，染色质与胞质内颗粒

组合，核膜破裂，随后释放至细胞外的网状结构，这个

结构称为ＮＥＴｓ［８］。ＮＥＴｓ是由解旋染色质和多种蛋白
组成，其中包括髓过氧化物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）、
中性粒细胞弹性蛋白酶（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｌａｓｔａｓｅ，ＮＥ）、蛋
白酶 ３（ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ３，ＰＲ３）、ＬＬ３７和 ４种组蛋白［９］。

目前缺乏对ＮＥＴｓ直接定量的方法。既往研究中使用
免疫荧光观察ＮＥＴｓ的形态，然后检测培养基中 ＮＥＴｓ
的标志性蛋白和ｄｓＤＮＡ来间接评估 ＮＥＴｓ的含量［１０］。

虽然ＮＥＴｓ的产生有利于应对病原体的入侵，但过量
的ＮＥＴｓ会导致一系列的自身免疫性疾病［１１］。研究表

明，ＮＥＴｓ会导致新生血管形成，并且 ＮＥＴｓ还参与了
干眼症、葡萄膜炎等疾病［１２］。ＤＲ患者在使用 ａｎｔｉ
ＶＥＧＦ治疗后，玻璃体中的 ＮＥＴｓ含量下降。提示
ＮＥＴｓ参与了ＤＲ的发病［１３］。

　　研究表明，传统中草药川芎的有效成分川芎嗪
（ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｐｙｒａｚｉｎｅ，ＴＭＰ）具有较强的抗炎能力［１４］。

ＴＭＰ因具有抗氧化、抗炎作用，被推荐用于治疗各种
视网膜病［１５］。ＴＭＰ可以通过 ＭＡＰＫ通路改善 ＩＬ１β
诱导的血视网膜屏障破坏［１６］。然而 ＴＭＰ对 ＤＲ患者
视网膜保护作用的分子机制尚不清楚。本研究进一步

探讨ＴＭＰ对中性粒细胞产生 ＮＥＴｓ的影响，为阐述
ＴＭＰ对ＤＲ患者的保护作用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　实验细胞　　２０２１年３月至２０２２年３月，从
本院眼科实验室选取 ５位健康受试者，各抽取 １０ｍＬ
外周血用以提取中性粒细胞。本研究获得患者知情同

意，并获得重庆医科大学附属第一医院伦理委员会审

批（审查批号：２０２１７１１）。
１．１．２　主要试剂与仪器　　中性粒细胞分离试剂盒
购于中国ＴＢＤ公司；高糖培养基、低糖培养基购于美
国Ｇｉｂｃｏ公司；ＣＣＫ８试剂购于美国 Ｂｒｙｏｔｉｍｅ公司；细
胞计数板购于上海睿钰生物科技有限公司；ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ
Ｋｉｔ购于美国Ｓｉｇｍａ公司；人 ＭＰＯＤＮＡ复合物酶联反
应试剂盒购于中国酶科公司；ＴＭＰ、ＭＬ３８５购于美国陶
素生物公司；特性抗体 ＨＯ１、ＮＲＦ２、βａｃｔｉｎ购于中国
Ａｆｆｉｎｉｔｙ公司；特异性抗体 Ｈ３ｃｉｔ购于美国 Ａｂｃａｍ公
司；ＤＨＥ和ＤＣＦＨＤＡ试剂购于中国碧云天公司；ＤＰＩ
购于美国ＭＣＥ公司。
１．２　方法
１．２．１　分离人中性粒细胞　　取中性粒细胞分离液
４ｍＬ于离心管中，然后使用滴管将人外周血小心加入
离心管中离心（６００×ｇ，２５ｍｉｎ，２１℃）。离心结束后，
小心吸取试管中的中性粒细胞于另一支试管。使用

ＰＢＳ洗涤细胞，２１℃，１０５０ｒ／ｍｉｎ，离心 ５ｍｉｎ。使用
红细胞裂解液去除残余的红细胞。使用低糖培养基

１ｍＬ重悬，台盼蓝检测活细胞比例。
１．２．２　ＣＣＫ８测定中性粒细胞活性　　将中性粒细
胞（１０４／孔）接种在 ９６孔板中，加入低糖培养液置于
３７℃孵箱。培养３０ｍｉｎ后，加入 ＣＣＫ８试剂１０μＬ，

８５１２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



随后加入０、５、１０、２０、４０、８０μｍｏｌ／Ｌ的 ＴＭＰ处理中性
粒细胞４ｈ，使用多功能酶标仪测量波长４５０ｎｍ处光
密度值［Ｄ（４５０）］，实验重复３～４次。
１．２．３　主要试剂及细胞处理方法　　ＴＭＰ处理方法：
取１ｍｇ的ＴＭＰ粉末溶解于７３０μＬ的 ＤＭＳＯ中，配置
为１０ｍｍｏｌ／Ｌ终浓度的ＴＭＰ原液，培养基稀释至所需
浓度。ＮＡＤＰＨ氧化酶（ＮＯＸ）抑制剂ＤＰＩ处理方法：取
１ｍｇ的ＤＰＩ粉末溶解于 ３１７μＬ的 ＤＭＳＯ中，配置为
１０ｍｍｏｌ／Ｌ终浓度的ＤＰＩ原液，届时使用培养基稀释至
所需浓度。ＮＲＦ２抑制剂 ＭＬ３８５处理方法：取１ｍｇ的
ＭＬ３８５粉末溶解于１００μＬ的ＤＭＳＯ中，配置为２０ｍｍｏｌ／
Ｌ终浓度的ＭＬ３８５原液，届时使用培养基稀释至所需浓
度。ＴＭＰ、ＤＰＩ与高糖（ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ，ＨＧ）同时处理中性
粒细胞。ＭＬ３８５预先处理中性粒细胞３０ｍｉｎ后，再加
入ＴＭＰ与ＨＧ。
１．２．４　中性粒细胞分组　　将中性粒细胞分为：Ｃｏｎｔｒｏｌ
组（１．５ｇ／Ｌ葡萄糖），ＴＭＰ组（４０μｍｏｌ／ＬＴＭＰ），ＨＧ
组（４．５ｇ／Ｌ葡萄糖），ＨＧ＋ＴＭＰ组（４０μｍｏｌ／ＬＴＭＰ＋
４．５ｇ／Ｌ葡萄糖），ＨＧ＋ＴＭＰ＋ＭＬ３８５组（４．５ｇ／Ｌ葡萄
糖＋４０μｍｏｌ／ＬＴＭＰ＋１０μｍｏｌ／ＬＭＬ３８５），ＨＧ＋ＭＬ３８５
组（４．５ｇ／Ｌ葡萄糖＋１０μｍｏｌ／ＬＭＬ３８５），ＨＧ＋ＤＰＩ组
（４．５ｇ／Ｌ葡萄糖＋１０μｍｏｌ／ＬＤＰＩ）。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　中性粒细胞总蛋白使用蛋
白提取液（ＲＩＰＡ∶ＰＭＳＦ＝１００∶１）提取，离心１２０００ｒ／ｍｉｎ，
１５ｍｉｎ，４℃。吸取上清液，随后向上清液中加入蛋白上
样缓冲液。最后将ＥＰ管放入沸水中５ｍｉｎ，－２０℃保
存。电泳时，每个样品的蛋白量保持一致（３０～５０μｇ），
使用 １２％、１５％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶分离蛋白，电转至
ＰＶＤＦ膜上。随后将 ＰＶＤＦ膜用 ５％脱脂牛奶封闭
１ｈ，加入 Ｈ３ｃｉｔ（１∶１０００）、ＨＯ１（１∶１０００）、ＮＲＦ２
（１∶１０００）、βａｃｔｉｎ（１∶１０００）、ＮＯＸ２（１∶１０００）的特
异性一抗，４℃孵育１２～１６ｈ。然后将条带洗涤３次，
加入相应的二抗（１∶１００００），３７℃孵育２ｈ。条带蛋白
信号使用ＥＣＬ试剂盒检测，ＩｍａｇｅＪ分析条带密度。使
用内源对照βａｃｔｉｎ将数据标准化，重复实验３次。
１．２．６　细胞内ＲＯＳ和超氧化物阴离子检测　　将分
离出来的人中性粒细胞重悬在１ｍＬ低糖培养基中，向
培养基中分别加入 ＤＣＦＨＤＡ、ＤＨＥ试剂１μＬ，将试管
放入孵箱中，孵育３０ｍｉｎ后，使用低糖培养基洗去残余
的探针并计数，向９６孔板中加入中性粒细胞（１０５／孔）。
设置相应培养基作为空白孔，于孵箱中培养 ４ｈ。
ＤＣＦＨＤＡ以４８８ｎｍ激发波长，５２５ｎｍ发射波长，使用
多功能酶标仪检测荧光强度。ＤＨＥ以５３５ｎｍ激发波长，
以６１０ｎｍ发射波长，使用多功能酶标仪检测荧光强度。
１．２．７　免疫荧光检测 Ｈ３ｃｉｔ的表达　　将中性粒细
胞接种在多聚赖氨酸处理过的细胞爬片上，按照分组

处理，并于孵箱中孵育 ４ｈ，然后取出细胞爬片，使用

４％的多聚甲醛固定细胞１５ｍｉｎ。ＰＢＳ洗涤３次，使用
０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００作用 ５ｍｉｎ穿透细胞膜，再次洗涤
３次，使用５％山羊血清封闭细胞爬片 １ｈ，随后加入
Ｈ３ｃｉｔ（１∶１００）特异性一抗混合液在 ４℃孵育过夜。
ＰＢＳ洗涤３次后，将细胞用 ＤＡＰＩ染色１５ｍｉｎ，并洗涤
３次。使用荧光显微镜观察所有荧光图像，照相并保存。
１．２．８　ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ试剂盒检测培养基中的 ｄｓＤＮＡ含
量　　将中性粒细胞（１×１０６）接种在２４孔板中，按照
细胞分组，处理４ｈ后，收集２４孔板中的培养基于 ＥＰ
管中，保存在－８０℃。然后将ＤＮＡ标准品加入黑色酶
标板中，并设置复孔和空白孔。加入待测培养基

５０μＬ于黑色酶标板中，将 Ｐｉｃｏｇｒｅｅｎ探针试剂以 １∶
２００稀释后，５０μＬ加入到每孔中，室温静置５ｍｉｎ。多
功能酶标仪检测在４８５ｎｍ激发波长、５３５ｎｍ发射波
长检测荧光强度，并带入标准曲线计算。

１．２．９　ＭＰＯＤＮＡ复合物酶联反应试剂盒　　将中
性粒细胞（１×１０６）接种在 ２４孔板中，按照细胞分组，
处理４ｈ后，收集２４孔板中的培养基于ＥＰ管中，保存
在－８０℃。然后使用双蒸水配置洗涤液（１∶２０），配置
ＭＰＯＤＮＡ标准品，浓度分别为 １０００、５００、２５０、１２５、
６２．５、３１．２５ｐｇ／ｍＬ，每个浓度设置１个复孔，并设置空
白孔。加入标准品和待测样本，１００μＬ／孔。室温孵育
２ｈ。弃去孔中液体，洗涤液洗板 ３次，拍干酶标板。
加入预先配置好的工作液，室温孵育１ｈ，洗涤液洗板
３次，拍干酶标板。加入预先配置的显色剂１００μＬ／孔，避
光室温孵育３０ｍｉｎ，加入终止液 １００μＬ／孔，混匀后，
测量Ｄ（４５０）值，带入标准曲线计算浓度。
１．３　统计学分析
　　使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０分析，多组数据采用单
因素方差分析，单组数据采用独立样本 ｔ检验分析。
检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＴＭＰ诱导中性粒细胞ＮＲＦ２／ＨＯ１通路激活
　　ＣＣＫ８检测结果显示，中性粒细胞在不同浓度
ＴＭＰ处理后，４０μｍｏｌ／ＬＴＭＰ处理后的中性粒细胞活
性与Ｃｏｎｔｒｏｌ组无明显差异；８０μｍｏｌ／ＬＴＭＰ处理后，
中性粒细胞活性下降（Ｐ＜０．０１，图 １Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测结果显示，ＴＭＰ（４０μｍｏｌ／Ｌ）组细胞内ＮＲＦ２、ＨＯ１
蛋白表达量显著升高（Ｐ＜０．０１，图 １Ｂ）。以上结果说
明ＴＭＰ可以诱导中性粒细胞内ＮＲＦ２和ＨＯ１升高。
２．２　ＴＭＰ抑制高糖诱导的ＮＥＴｓ形成
　　ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ检测结果显示，ＨＧ组中性粒细胞培养
基中ｄｓＤＮＡ的表达升高，５、１０μｍｏｌ／ＬＴＭＰ无法逆转
其升高；而 ２０μｍｏｌ／Ｌ可逆转其升高（Ｐ＜０．０５），
４０μｍｏｌ／ＬＴＭＰ可显著逆转其升高（Ｐ＜０．０１，图２Ａ）。
免疫荧光结果显示，ＨＧ组可以观察到 ＤＮＡ网状结构
及其上附着的 Ｈ３ｃｉｔ，而 ＴＭＰ（４０μｍｏｌ／Ｌ）组和 ＨＧ＋

９５１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２１）



ＴＭＰ组均未观察到 ＮＥＴｓ的形成（图 ２Ｂ）。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测结果显示，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＨＧ组中性粒细
胞 Ｈ３ｃｉｔ表达显著升高，ＴＭＰ组差异无统计学意义；
与ＨＧ组相比，ＨＧ＋ＴＭＰ组Ｈ３ｃｉｔ表达下降（Ｐ＜０．０５，
图２Ｃ）。ＥＬＩＳＡ和ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ检测结果显示，与Ｃｏｎｔｒｏｌ

组相比，ＨＧ组ＭＰＯＤＮＡ和ｄｓＤＮＡ含量显著升高（Ｐ＜
０．０１），ＴＭＰ组无显著差异；与 ＨＧ组相比，ＨＧ＋ＴＭＰ
组ＭＰＯＤＮＡ和 ｄｓＤＮＡ含量显著下降 （Ｐ＜０．０１，图
２Ｄ、Ｅ）。结果表明 ＴＭＰ可以抑制高糖诱导中性粒细
胞形成ＮＥＴｓ。
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图１　ＴＭＰ对中性粒细胞活性及ＮＲＦ２和ＨＯ１表达的影响
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图２　ＴＭＰ对高糖刺激下中性粒细胞形成ＮＥＴｓ的影响
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２．３　ＴＭＰ对中性粒细胞内活性氧和超氧化物阴离子
的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与 ＨＧ组相比，ＨＧ＋ＴＭＰ
组、ＨＧ＋ＤＰＩ组 ＮＯＸ２蛋白表达明显下降（Ｐ＜０．０５，图
３Ａ）。免疫荧光显示，ＨＧ组可观察到 ＤＮＡ网状结构
及其上附着的 Ｈ３ｃｉｔ，ＨＧ＋ＴＭＰ组和 ＨＧ＋ＤＰＩ组未观
察到ＤＮＡ网状结构（图３Ｂ）。ＤＨＥ和ＤＣＦＨＤＡ结果
显示，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＨＧ组细胞内超氧化物阴离子
和ＲＯＳ显著升高（Ｐ＜０．０１）；与 ＨＧ组相比，ＨＧ＋ＴＭＰ
组、ＨＧ＋ＤＰＩ组超氧化物阴离子和 ＲＯＳ显著下降（Ｐ＜
０．０１，图 ３Ｃ、Ｄ）。上述结果表明，ＴＭＰ可通过抑制
ＮＡＤＰＨ氧化酶从而抑制ＮＥＴｓ的形成。
２．４　ＴＭＰ通过升高ＮＲＦ２和ＨＯ１抑制ＮＥＴｓ生成
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与 ＨＧ＋ＴＭＰ组相比，ＨＧ

组、ＨＧ＋ＴＭＰ＋ＭＬ３８５组、ＨＧ＋ＭＬ３８５组中性粒细胞
Ｈ３ｃｉｔ表达显著升高（Ｐ＜０．０１），ＮＲＦ２、ＨＯ１表达量
显著降低（Ｐ＜０．０１，图 ４Ａ）。免疫荧光观察显示，ＨＧ
组、ＨＧ＋ＴＭＰ＋ＭＬ３８５组、ＨＧ＋ＭＬ３８５组可观察到 ＤＮＡ
网状结构及其上附着的 Ｈ３ｃｉｔ，ＨＧ＋ＴＭＰ组未观察到
ＤＮＡ网状结构（图４Ｂ）。ＥＬＩＳＡ和 ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ结果显
示：与ＨＧ＋ＴＭＰ组相比，ＨＧ组、ＨＧ＋ＴＭＰ＋ＭＬ３８５组、
ＨＧ＋ＭＬ３８５组 ＭＰＯＤＮＡ和 ｄｓＤＮＡ含量升高（Ｐ＜
０．０１，图４Ｃ、Ｄ）。ＤＨＥ和 ＤＣＦＨＤＡ检测显示：与 ＨＧ
＋ＴＭＰ组相比，ＨＧ组、ＨＧ＋ＴＭＰ＋ＭＬ３８５组、ＨＧ＋
ＭＬ３８５组中性粒细胞内超氧化物阴离子和 ＲＯＳ的表
达显著升高（Ｐ＜０．０１，图４Ｅ、Ｆ）。以上结果表明 ＴＭＰ
可能通过升高ＮＲＦ２和 ＨＯ１的表达来抑制高糖诱导
的中性粒细胞产生ＮＥＴｓ。
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３　讨论

　　糖尿病患病率在我国逐年升高，糖尿病患者体内
持续高糖是诱导糖尿病视网膜病变的重要原因之一，

而氧化应激、细胞凋亡等因素可以促进糖尿病性视网

膜病的发生、发展［１７］。目前的治疗方案是以激光光凝

和玻璃体腔注射抗 ＶＥＧＦ药物为主，但取得的治疗效
果欠佳，所以亟需一种新的治疗方法和靶点。

　　ＮＥＴｓ的形成是中性粒细胞应对病原体入侵的手
段之一［１８］。ＮＥＴｓ的形成主要依赖于 Ｒａｆ／Ｍｅｒｋ／ＥＲＫ
信号通路和ＮＯＸ依赖途径［１９］。以往的研究报道发现

ＮＥＴｓ结构上所附着的抗菌组蛋白、ＭＰＯ、蛋白酶可导
致内皮细胞功能失调，从而诱发一系列的自身免疫和血

管炎症并伴随中性粒细胞胞浆抗体产生（ＡＮＣＡｓ）［２０］。
因此，合理应对 ＮＥＴｓ的形成可能成为慢性炎症潜在
的治疗靶点。以往研究发现在糖尿病视网膜病患者血

清及糖尿病视网膜病大鼠模型血清中发现 ＮＥＴｓ的表
达升高，并且通过玻璃体腔抗ＶＥＧＦ处理后，发现大鼠
模型玻璃体中 ＮＥＴｓ的含量下降。这些结果说明
ＮＥＴｓ参与了糖尿病性视网膜病的发生、发展［１３］。

　　ＴＭＰ是川芎的有效成分，其具有广泛的药理学活
性，在临床上应用广泛。以往的研究表明 ＴＭＰ对 ＩＬ
１β诱导视网膜神经节细胞损伤具有保护作用［２１］。并

且有研究发现，ＴＭＰ可以抑制肝移植大鼠血清中ＮＥＴｓ
的形成从而减轻肝移植后的氧化应激损伤［２２］。因此

探讨ＴＭＰ对高糖诱导的ＮＥＴｓ的影响，来探究ＴＭＰ是
否有潜力作为糖尿病视网膜病辅助治疗的药物。

　　研究报道，ＨＯ１参与ｉＮＯＳ和ＮＯ的调控，正常生
理条件下，ＨＯ１表达相对较低，而在受到外来刺激时
表达量升高［１４］。ＨＯ１可以保护细胞免受 ＲＯＳ的影
响。而ＨＯ１主要受到 Ｅ２相关因子 ２（ＮＲＦ２）的调
控，所以 ＮＲＦ２／ＨＯ１可以抑制炎症和抗氧化应激反
应［２３］。本研究结果发现适宜浓度的 ＴＭＰ处理可以上
调中性粒细胞内 ＮＲＦ２／ＨＯ１的表达，并且使用 ＴＭＰ
处理的中性粒细胞在受到高糖刺激下无法形成ＮＥＴｓ。
同时发现在高糖诱导下，中性粒细胞内 ＲＯＳ升高，而
使用ＴＭＰ处理后中性粒细胞内ＲＯＳ下降。
　　超过细胞调节能力的 ＲＯＳ升高和调节细胞 ＲＯＳ
水平的酶活性会导致细胞氧化应激。过量的 ＲＯＳ诱
导中性粒细胞内线粒体膜电位的变化从而诱导中性粒

细胞释放ＮＥＴｓ。当ＲＯＳ超载时，ＮＲＦ２作为主要的抗
氧化控制器，可以通过调节多种抗氧化酶的表达从而

发挥抗氧化保护作用［２４］。本研究表明在高糖刺激下，

中性粒细胞内ＮＲＦ２和ＨＯ１表达升高，但高糖刺激下

的ＲＯＳ产生超过细胞自我调节能力，无法抑制 ＮＥＴｓ
产生。使用ＴＭＰ处理后，中性粒细胞内ＮＲＦ２和ＨＯ１
表达升高，并且能够有效抑制 ＮＥＴｓ的形成。使用
ＮＲＦ２抑制剂可以有效抑制ＴＭＰ对中性粒细胞的保护
作用。由此我们推断ＴＭＰ可能通过ＮＲＦ２／ＨＯ１途径
产生抗氧化应激的作用。

　　综上所述，本研究结果表明，高糖可诱发中性粒细
胞氧化应激，并诱导ＮＥＴｓ的形成，适宜浓度的ＴＭＰ处
理可以通过上调 ＮＲＦ２／ＨＯ１通路抑制中性粒细胞形
成ＮＥＴｓ。推测 ＴＭＰ可能激活 ＮＲＦ２／ＨＯ１途径参与
到高糖诱导的氧化应激反应，从而对糖尿病性视网膜

病的发生、发展提供保护作用。然而，以上结果仍需要

体内实验进一步论证。本研究有助于了解 ＴＭＰ在中
性粒细胞氧化应激损伤中的保护作用，为糖尿病性视

网膜病的治疗提供潜在靶点。
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