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摘要　 目的　 明确去甲肾上腺素（ＮＥ）是否能通过核因子

Ｅ２ 相关因子 ２（Ｎｒｆ２）和血红素加氧酶⁃１（ＨＯ⁃１）调控培养的

人子宫内膜上皮细胞（ｈＥＥＣｓ）的氧化应激状态。 方法　 培

养 ｈＥＥＣｓ，通过逆转录多聚酶链式反应（ＲＴ⁃ＰＣＲ）检测 α 和

β 肾上腺素能受体在 ｈＥＥＣｓ 的表达；细胞计数试剂盒⁃８
（ＣＣＫ ⁃８）实验确定 ＮＥ 处理对细胞活性的影响，根据结果将

细胞分为处理组和对照组，选择合适浓度进行处理；通过

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验，检测闭锁蛋白（Ｏｃｃｌｕｄｉｎ），闭锁小带蛋白⁃
１（ＺＯ⁃１），凋亡相关蛋白 Ｂ 细胞淋巴瘤⁃２ 蛋白（Ｂｃｌ⁃２），Ｂｃｌ⁃２
相关 Ｘ 蛋白（Ｂａｘ）， 抗氧化应激蛋白 Ｎｒｆ２、ＨＯ⁃１ 的表达，流
式细胞术检测 ＮＥ 处理后细胞凋亡的情况；酶联免疫吸附试

验试剂盒（ ＥＬＩＳＡ） 检测丙二醛 （ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）的水平。 结果　 在 ｈＥＥＣｓ 上检测到 α１ ａ、α１ ｂ、α２ ａ、
α２ ｂ、α２ ｃ、β １、β ３ 肾上腺素能受体的表达。 ＮＥ 处理后，在
低浓度 （５、１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 不明显影响细胞活力，而 １５、２０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＮＥ 处理细胞 ６ ｈ 或 ２４ ｈ 均明显增加细胞活性。 紧

密连接蛋白 ＺＯ⁃１ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 在 １５ μｍｏｌ ／ Ｌ ２４ ｈ 处理组显著

升高。 ＺＯ⁃１ 在 ６ ｈ 处理组下降，１５ μｍｏｌ ／ Ｌ 处理显著下降，
同时 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 在 ６ ｈ 处理组升高。 ＮＥ 处理后与对照相比，
细胞凋亡率升高，１５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＮＥ 处理细胞 ６ ｈ 凋亡率显著升

高，处理 ２４ ｈ 后细胞凋亡率有所下降， 凋亡相关蛋白 Ｂｃｌ⁃２ ／
Ｂａｘ ＞ １。 ＮＥ 处理后，上调 Ｎｒｆ２ 及 ＨＯ⁃１，细胞培养基上清液

中的 ＭＤＡ 水平没有明显升高，同时 ＳＯＤ 水平明显上调。 结

论　 ＮＥ 处理细胞后可通过激活 Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃１ 信号，上调 ＳＯＤ，
发挥抗氧化应激、抗凋亡的作用。
关键词　 去甲肾上腺素；Ｎｒｆ２；ＨＯ⁃１；人子宫内膜上皮细胞；
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　 　 应激会引起机体产生过量的活性氧（ ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ），导致氧化还原失衡，进而引起

炎症及其他细胞功能紊乱，而很多女性生殖系统疾

病均和氧化应激有关，例如子宫内膜异位症，多发性

流产等［１］。 去甲肾上腺素（ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ，ＮＥ）是重

要的应激激素，其水平在应激时明显升高，在猪的发

炎的子宫内膜，ＮＥ 可通过特定的 α 及 β 肾上腺素

能受体亚型调控炎性介质前列腺素 Ｅ２ 的合成［２］，
或参与子宫收缩性的调控［３］，但 ＮＥ 如何影响正常

人子宫内膜上皮细胞（ ｈｕｍａｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ，ｈＥＥＣｓ）内的氧化应激情况还不清楚。 对于氧

化应激，核因子 Ｅ２ 相关因子 ２（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ Ｅ２⁃ｒｅ⁃
ｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２，Ｎｒｆ２） ／血红素加氧酶⁃１（ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎ⁃
ａｓｅ ⁃１，ＨＯ⁃１）是重要的抗氧化应激通路，细胞内炎

症发生，ＲＯＳ 增加，都可促使 Ｎｒｆ２ 核转录增加，上调

ＨＯ⁃１、超氧化物歧化酶（ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）
及其他抗氧化酶。 有研究［４］表明 ＮＥ 可明显上调棕

色脂肪细胞中的 ＨＯ⁃１ 的表达。 该研究旨在探究在

ＮＥ 是否能够激活 Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃１ 信号调控正常 ｈＥＥＣｓ
的氧化应激反应。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 细胞系　 正常 ｈＥＥＣｓ 购自北京北纳创联生

物技术研究院。
１． １． ２　 主要试剂与仪器　 １０％ 胎牛血清购自美国

Ｃｌａｒｋ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司（ ｃａｔ． ｎｏ． ＦＢ ３５０１５）；１００ Ｕ ／
ｍｌ 青霉素和 １００ μｇ ／ ｍｌ 链霉素购自北京索莱宝科

技有限公司（ｃａｔ． ｎｏ． Ｔ １３５０）；培养基为 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２
购自上海达特希尔生物科技有限公司；总 ＲＮＡ 提取

试剂盒、一步法逆转录试剂盒购自北京天根生化科

技有限公司（ｃａｔ． ＃ＤＰ４１９， ｃａｔ． ＫＲ１１８⁃０２）；Ａｎｎｅｘｉｎ
Ⅴ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双染细胞凋亡检测试剂盒购自上海贝博

生物科技有限公司（ ｃａｔ． ｎｏ． ＢＢ⁃４１０１⁃１００ Ｔ）；Ｃｙｔ⁃
ｏＦＬＥＸ 流式细胞仪购自美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司；ＢＣＡ 全
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蛋白提取试剂盒、凯基 ＢＣＡ 蛋白含量检测试剂盒购

自南京凯基生物发展有限公司（ｃａｔ． ｎｏ． ＫＧＰ ２５０，
ｃａｔ． ｎｏ． ＫＧＰＢＣＡ）；丙二醛（Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）
检测试剂盒、ＳＯＤ 检测试剂盒购自南京建成生物工

程研究所（ｃａｔ． ｎｏ． Ａ００ ３⁃１⁃１， ｃａｔ． ｎｏ． Ａ００１⁃３⁃２）；
小鼠抗 Ｎｒｆ２ 抗体购自美国 Ｓａｎｔａ ｃｒｕｚ 公司（ｃａｔ． ｎｏ．
ｓｃ⁃３６５９４９，１：８００）； 兔抗 ＨＯ⁃１ 抗体、兔抗 Ｂｃｌ⁃２ 相

关 Ｘ 蛋白（Ｂａｘ）抗体、兔抗 Ｂ 细胞淋巴瘤⁃２ 蛋白

（Ｂ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ⁃２，Ｂｃｌ⁃２）抗体购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
公司（ｃａｔ． ｎｏ． １０７０１⁃１⁃ＡＰ，１ ∶ ３ ０００， ｃａｔ． ｎｏ． ５０５００⁃
２⁃１ ｇ，１ ∶ ３ ０００， ｃａｔ． ｎｏ． １２７８９⁃１⁃ＡＰ，１ ∶ ２ ０００），兔抗

闭锁蛋白（Ｏｃｃｌｕｄｉｎ）抗体购自美国 Ａｂｃａｍ 公司（ｃａｔ．
ｎｏ． ａｂ ２１６３２７， １ ∶ １ ０００）， 兔抗闭合小带蛋白⁃１
（Ｚｏｎｕｌａ Ｏｃｃｌｕｄｅｎｓ⁃１，ＺＯ１）抗体购自北京博奥森生物

技术有限公司（ｃａｔ． ｎｏ． ｂｓ１３２９Ｒ，１ ∶ ５００），过氧化物

酶标记的山羊抗兔二抗、过氧化物酶标记的山羊抗小

鼠二抗和兔抗 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体购自北京中杉金桥生物技

术有限公司（ｃａｔ． ｎｏ． ＺＢ ２３０１，１ ∶ ５ ０００， ｃａｔ． ｎｏ． ＺＢ
２３０５， １ ∶ ５ ０００， ｃａｔ． ｎｏ． ＴＡ ０９， １ ∶ １ ０００）。
１． ２　 方法

１． ２． １ 　 细胞培养 　 ｈＥＥＣｓ 细胞用含 １０％ 胎牛血

清，１００ Ｕ ／ ｍｌ 青霉素和 １００ μｇ ／ ｍｌ 链霉素的 ＤＭＥＭ ／
Ｆ １２ 培养基常规培养。 待细胞生长至 ８０％ ～ ９０％
融合度时进行传代，第 ２ ～ １５ 代细胞用于后续实验。
１． ２． ２　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 实验检测肾上腺素能受体的表达

　 常规培养 ｈＥＥＣｓ 细胞至细胞融合至 ９０％ ～ １００％
时，提取细胞 ＲＮＡ，逆转录之后，在 ９８ ℃初始变性

３０ ｓ 后，进行了 ３５ 个 ＰＣＲ 循环（９８ ℃持续 １０ ｓ，５１
℃持续 ３０ ｓ，７２ ℃持续 ２ ｍｉｎ），然后在 ７２ ℃最后延

伸 ２ ｍｉｎ。 在用 Ｇｅｌｒｅｄ 染色的 ２％琼脂糖凝胶上，由
负极向正极 １００ Ｖ，３２ ｍｉｎ 电泳后观察 ＰＣＲ 产物，并
使用 ７００ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ 作为 ＤＮＡ 标记，在化学发

光凝胶成像系统中观察结果。 引物序列［５］见表 １。
１． ２． ３　 ＣＣＫ⁃８ 检测实验　 常规培养 ｈＥＥＣｓ，待细胞

贴壁生长至对数生长期后，消化细胞计数并接种于

９６ 孔板内（５ × １０３ 个 ／孔）继续培养至贴壁后，弃去

旧的培养基后，加入含有终浓度为 ０、５、１０、１５、２０
μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮＥ 的完全培养基分别培养细胞 ６、２４ ｈ，
用酶标仪测定在 ４５０ ｎｍ 处的吸光度值（ＯＤ），运用

ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＮＥ 对细胞活性的影响。 细胞增殖活

性以细胞存活率表示，细胞存活率（％ ） ＝ （ＯＤ实验组

－ ＯＤ空白组） ／ （ＯＤ对照组 － ＯＤ空白组） × １００％ 。
１． ２． ４　 流式细胞术实验检测 ＮＥ 处理后细胞凋亡

率　 常规培养 ｈＥＥＣｓ， 待细胞贴壁生长至融合度为

表 １　 ＰＣＲ 引物信息

基因 序列（５′⁃３′） ｂｐ
α１ ａ Ｆ： ＡＴＧＣＴＣＣＡＧＣＣＡＡＧＡＧＴＴＣＡ ２０

Ｒ： ＴＣＣＡＡＧＡＡＧＡＧＣＴＧＧＣＣＴＴＣ ２０
α１ ｂ Ｆ： ＣＴＧＴＧＣＧＣＣＡＴＣＴＣＣＡＴＣＧＡＴＣＧＣＴＡＣ ２７

Ｒ： ＡＴＧＡＡＧＡＡＧＧＧＴＡＧＣＣＡＧＣＡＣＡＡＧＡＴＧＡＡ ２９
α１ ｄ Ｆ： ＣＴＡＴＴＴＣＡＴＣＧＴＧＡＡＣＣＴＧＧ ２０

Ｒ： ＴＣＧＧＴＧＡＴＡＣＣＧＣＡＧＡＡＧＣＧ ２０
α２ Ｆ： ＣＴＣＴＴＣＣＴＧＧＴＧＴＣＴＣＴＧＧＣ ２０

Ｒ： ＧＧＴＴＧＴＡＣＴＣＧＡＴＧＧＣＣＴＧＴ ２０
α２ ａ Ｆ： ＣＴＣＴＴＣＣＴＧＧＴＧＴＣＴＣＴＧＧＣ ２０

Ｒ： ＧＧＴＴＧＴＡＣＴＣＧＡＴＧＧＣＣＴＧＴ ２０
α２ ｂ Ｆ： ＣＣＴＧＧＣＣＴＣＣＡＧＣＡＴＣＧＧＡＴ ２０

Ｒ： ＡＴＧＡＣＣＡＣＡＧＣＣＡＧＣＡＣＧＡＡ ２０
α２ ｃ Ｆ： ＧＴＧＧＴＧＡＴＣＧＣＣＧＴＧＣＴＧＡＣ ２０

Ｒ： ＣＧＴＴＴＴＣＧＧＴＡＧＴＣＧＧＧＧＡＣ ２０
β１ Ｆ： ＣＴＡＣＴＴＣＣＴＣＴＴＧＴＧＴＧ １７

Ｒ： ＧＡＴＴＧＴＧＣＴＴＣＡＴＴＧＧＴＡＴＴ ２０
β２ Ｆ： ＣＴＴＧＡＧＧＧＴＡＡＴＡＡＡＣＴＴＡＧ ２０

Ｒ： ＧＡＧＧＡＡＣＴＧＡＡＣＴＧＴＡ １６
β３ Ｆ： ＧＣＴＴＧＧＧＴＴＧＧＴＣＡＡＡＴＧ １８

Ｒ： ＧＧＡＡＧＧＴＡＧＡＧＧＴＴＧＴＧＧ １８

８０％ ～９０％时，消化细胞，并按照 １ 传 ５ 进行细胞传

代至 ６ ｃｍ 的培养皿，将细胞分为对照组，６ ｈ ５
μｍｏｌ ／ Ｌ 处理组， ６ ｈ １５ μｍｏｌ ／ Ｌ 处理组， ２４ ｈ ５
μｍｏｌ ／ Ｌ 处理组及 ２４ ｈ １５ μｍｏｌ ／ Ｌ 处理组，待细胞贴

壁生长至融合度为 ６０％ ～ ７０％ 时，分别加入终浓度

为 ５ 和 １５ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮＥ 继续培养 ２４ ｈ；待细胞贴壁

生长至融合度为 ７０％ ～ ８０％ 时，分别加入终浓度为

５ 和 １５ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮＥ 继续培养 ６ ｈ。 按照流式细胞

检测试剂盒操作步骤进行后续实验，并在流式细胞

仪上进行检测分析。
１． ２． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验 　 培养及处理细胞后，收
集细胞培养基并在 ４ ℃、１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 后，
分装上清培养基并放入 － ８０ ℃保存。 ＰＢＳ 清洗细

胞 ２ 次后，按照一个直径 ６ ｃｍ 的培养皿加入 ０. ５ ｍｌ
０. ２５％的胰酶消化细胞，离心后 ＰＢＳ 清洗重悬，再
离心后加入适量裂解液提取细胞全蛋白，操作流程

按照 ＢＣＡ 全蛋白提取试剂盒进行。 根据试剂盒进

行蛋白定量后，总上样蛋白 ４０ μｇ 通过 ５％浓缩胶，
１０％分离胶进行电泳，转膜，封闭后，分别进行 １ 抗

孵育：小鼠抗 Ｎｒｆ２， 兔抗 ＨＯ⁃１，Ｂａｘ， Ｂｃｌ⁃２，Ｏｃｃｌｕ⁃
ｄｉｎ，兔抗 β 肌动蛋白（β⁃ａｃｔｉｎ）分别 ４ ℃孵育过夜。
过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗， 过氧化物酶标记

的山羊抗小鼠二抗室温孵育 １ ｈ。
１． ２． ６　 检测细胞培养基上清液中 ＳＯＤ 和 ＭＤＡ 含

量　 常规培养及处理细胞后，收集细胞培养基上清

液，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、５ ｍｉｎ 离心，取上清液 － ８０ ℃保存
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备用。 ＭＤＡ、ＳＯＤ 测定分别根据试剂盒说明书进

行。
１． ３　 统计学处理　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９. ０ 软件

对数据进行统计学分析。 计量资料采用 �ｘ ± ｓ 表示，
Ｎｒｆ２、ＨＯ⁃１、ＺＯ⁃１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 表达结果以内

参基因 β⁃ａｃｔｉｎ 作为参照，多组间比较采用单因素方

差分析方法或双因素方差分析。 Ｐ ＜ ０. ０５ 表示差异

有统计学意义。

２　 结果

２． １　 肾上腺素能受体在培养的 ｈＥＥＣｓ 上的表达　
ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测肾上腺素能受体亚型在培养的 ｈＥＥＣｓ
上的表达，如图 １ 所示，在 ｈＥＥＣｓ 上，检测到 α１ ａ、
α１ ｂ、α２ ａ、α２ ｂ、α２ ｃ、β１、β３ 肾上腺素能受体的表

达。
２． ２　 ＮＥ 处理对 ｈＥＥＣｓ 活力的影响　 随着培养时

间的延长，ｈＥＥＣｓ 正常增殖（图 ２Ａ）。 与对照组比较

５、１０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＮＥ 处理细胞对细胞增殖活性的影响

差异无统计学意义。 １５、２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＮＥ 处理 ｈＥＥＣｓ
细胞 ６、２４ ｈ 后，细胞增殖活性显著增加（图 ２Ｂ）。
２． ３　 ＮＥ 处理对 ｈＥＥＣｓ 上紧密连接蛋白 ＺＯ⁃１ 和

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达的影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，
不同浓度ＮＥ处理细胞不同时间后影响 ＺＯ⁃１ 和

图 １　 ｈＥＥＣｓ上肾上腺素能受体的表达

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的表达（图 ３Ａ），半定量分析显示，紧密连

接蛋白 ＺＯ⁃１ 在 ６ ｈ 处理组下降，１５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＮＥ 处理

后显著下降（图 ３Ｂ 和表 ２），Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 在 ６ ｈ 处理组

升高，但差异无统计学意义（图 ３Ｃ 和表 ２）。 而 ＮＥ
１５ μｍｏｌ ／ Ｌ 处理细胞 ２４ ｈ 后显著上调 ＺＯ⁃１ 和 Ｏｃ⁃
ｃｌｕｄｉｎ （图 ３Ｂ、３Ｃ 和表 ２）。
２． ４　 ＮＥ 处理对 ｈＥＥＣｓ 细胞凋亡率及凋亡相关蛋

白表达的影响　 不同浓度 ＮＥ 分别处理 ｈＥＥＣｓ ６ ｈ
和 ２４ ｈ 后可以看到与对照组相比，细胞凋亡率是升

高的，其中 １５ μｍｏｌ ／ Ｌ 处理 ６ ｈ 组与对照相比差异

有统计学意义。 检测凋亡相关蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 及 Ｂａｘ
的表达，结果显示蛋白相对表达量 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 大于

图 ２　 ＮＥ 处理 ６、２４ ｈ 后对 ｈＥＥＣｓ细胞活力的影响

　 　 Ａ：ＮＥ 处理 ｈＥＥＣｓ ２４ ｈ 前后显微镜下细胞对比图

× １００；Ｂ：ＣＣＫ⁃８ 检测 ＮＥ 处理 ６、２４ ｈ 后 ｈＥＥＣｓ 活性；ａ：
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组； ｂ： ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 组；ｃ： １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组；ｄ： １５ μｍｏｌ ／ Ｌ
组；ｅ： ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较： ∗ Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗ Ｐ

＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １
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表 ２　 不同浓度 ＮＥ 处理人子宫内膜上皮细胞不同时间后的相关因子表达（ｎ ＝ ５，�ｘ ± ｓ）

组别
重复

次数

６ ｈ
５ μｍｏｌ ／ Ｌ １５ μｍｏｌ ／ Ｌ

２４ ｈ
５ μｍｏｌ ／ Ｌ １５ μｍｏｌ ／ Ｌ

Ｆ 值 Ｐ 值

Ｎｒｆ２ ５ １． ２５０ ± ０． ０８２ １． １９６ ± ０． １２６ １． ４１５ ± ０． １６０∗ １． ５６４ ± ０． １４９∗∗ ５． ５９４ ＜ ０． ０１
ＨＯ⁃１ ７ １． ６４９ ± ０． １０１ ２． ３３２ ± ０． １７０∗∗ ２． ７６７ ± ０． ４８３∗∗∗ ２． ２７８ ± ０． ３９４∗ ６． ８４０ ＜ ０． ０１
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ５ １． ０８１ ± ０． ０２６ １． ３４２ ± ０． ０９６ １． １６２ ± ０． ２５４ ２． １２４ ± ０． ２０７∗∗∗∗ ８． ０８６ ＜ ０． ０１
ＺＯ⁃１ ９ ０． ８５５ ± ０． ０７２ ０． ７８２ ± ０． ０３３∗ １． １７１ ± ０． ０７２ １． ４５４ ± ０． ０７１∗∗∗∗ ２２． １７０ ＜ ０． ０１
Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ １０ １． ４３２ ± ０． ０８４∗∗ １． ４０５ ± ０． １２３∗∗ １． ２９９ ± ０． １００∗ １． ３３１ ± ０． １１９∗ ５． ８９５ ＜ ０． ０１
ＭＤＡ ５ ０． １９１ ± ０． ０１１ ０． ２０２ ± ０． ００９ ０． ２０２ ± ０． ０１０ ０． １９２ ± ０． ０１２ ０． ０９４ ＞ ０． ０５
ＳＯＤ ８ ６． ６４７ ± ０． ２２２ ７． ５４５ ± ０． １７６ ９． ０９２ ± ０． ７１８∗∗ ８． １７６ ± ０． ６７５∗ ６． １５３ ＜ ０． ０１

　 　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

图 ３　 ＮＥ 处理对 ｈＥＥＣｓ上紧密连接蛋白 ＺＯ⁃１ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 蛋白表达的影响

　 　 Ａ － Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测紧密连接蛋白 ＺＯ⁃１ 和 Ｏｃｃｕｄｉｎ 的表达；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；
ｂ：ＮＥ ６ ｈ － ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 组；ｃ： ＮＥ ６ ｈ － １５ μｍｏｌ ／ Ｌ 组；ｄ： ＮＥ ２４ ｈ － ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 组；ｅ：
ＮＥ ２４ ｈ － １５ μｍｏｌ ／ Ｌ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

１，提示细胞的抗凋亡作用较强（图 ４ 和表 ２）。
２． ５　 ＮＥ 处理对 ｈＥＥＣｓ 上 ＨＯ⁃１、Ｎｒｆ２ 蛋白表达的

影响 　 ＮＥ 处理 ｈＥＥＣｓ 细胞后，上调 Ｎｒｆ２ 和 ＨＯ⁃１
的表达，在 ２４ ｈ 处理组，ＨＯ⁃１ 和 Ｎｒｆ２ 的上调差异均

有统计学意义，在 ６ ｈ － １５ μｍｏｌ ／ Ｌ 处理组，ＨＯ⁃１ 的

上调差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）（图 ５ 和表 ２）
２． ６　 ＮＥ 处理 ｈＥＥＣｓ 后对 ＭＤＡ、ＳＯＤ 的影响　 为

检测 ＮＥ 处理后对细胞氧化应激的影响，收集并检

测了细胞培养上清液中 ＭＤＡ 和 ＳＯＤ 的水平，结果

显示，ＮＥ 处理 ６ ｈ 后 ＳＯＤ 即开始升高，处理 ２４ ｈ 后

ＳＯＤ 水平显著上调，同时，ＭＤＡ 的水平没有明显改

变（图 ６ 和表 ２）。

３　 讨论

　 　 ＮＥ 通过肾上腺素能受体发挥作用，实验中检测

到肾上腺素能受体亚型 α１ ａ、α１ ｂ、α２ ａ、α２ ｂ、
α２ ｃ、β１、β３ 在 ｈＥＥＣｓ 的表达，而人子宫肌层的 β３

肾上腺素能受体及大鼠子宫上的 α２ 肾上腺素能受

体亚型参与了调控子宫收缩［６ － ７］，大鼠子宫上 β 肾

上腺素能受体还介导了氧化应激的调控［８］，可见肾

上腺素能受体在子宫功能的调控中发挥着重要的作

用。 ＣＣＫ⁃８ 实验的结果显示了不同浓度 ＮＥ 处理对

培养的 ｈＥＥＣｓ 活性的影响，５ μｍｏｌ ／ Ｌ 和 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＮＥ 处理细胞 ６ ｈ 和 ２４ ｈ 对细胞活性的促进或抑制

不明显，而 １５ μｍｏｌ ／ Ｌ 和 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＮＥ 处理细胞后

明显促进细胞增殖，同时，检测了细胞紧密连接蛋白

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＺＯ⁃１ 的表达，发现高浓度（１５ μｍｏｌ ／ Ｌ）
ＮＥ 促进 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＺＯ⁃１ 的表达，这与 ＣＣＫ⁃８ 结果

一致，１５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＮＥ 处理后促进细胞增殖。 研究［９］

表明 ＮＥ 可促进肿瘤细胞增殖，课题组前期的实

验［１０］表明，ＮＥ 长时间处理人结肠癌细胞 Ｃａｃｏ⁃２ 促

进细胞增殖，同时，ＮＥ 处理正常大鼠胸主动脉内皮

细胞后，短时间促进细胞增殖，但长时间处理则对细

胞活性影响不明显，而该研究结果显示，高浓度ＮＥ
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图 ４　 ＮＥ 处理对 ｈＥＥＣｓ细胞凋亡率及凋亡相关蛋白表达的影响

　 　 Ａ：流式细胞术检测 ＮＥ 处理后 ｈＥＥＣｓ 凋亡情况；Ｂ：流式细胞术检测 ＮＥ 干预后细胞凋亡率；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｍ ｂｌｏｔ 检测 ＮＥ 处理后 ｈＥＥＣｓ 的 Ｂｃｌ⁃２
和 Ｂａｘ 表达情况；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｍｍ ｂｌｏｔ 结果分析凋亡相关蛋白表达；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；ｂ：ＮＥ ６ ｈ － ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 组；ｃ： ＮＥ ６ ｈ － １５ μｍｏｌ ／ Ｌ 组；ｄ： ＮＥ ２４ ｈ － ５

μｍｏｌ ／ Ｌ 组；ｅ： ＮＥ ２４ ｈ － １５ μｍｏｌ ／ Ｌ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

处理正常 ｈＥＥＣｓ 后，长时间和短时间均促进细胞增

殖，可见 ＮＥ 对不同种类细胞的增殖影响不同。 同

时，该实验也观察了 ＮＥ 处理后对细胞凋亡率及凋

亡相关因子的影响，结果显示，ＮＥ 处理后，细胞的凋

亡率升高，特别是 １５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＮＥ 处理细胞 ６ ｈ 明显

促进细胞凋亡，但 ２４ ｈ 处理组的升高不如 ６ ｈ 处理

组明显，同时 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 也高于对照，提示虽然发生

了凋亡，但是细胞的保护作用要强于凋亡效应。 有

研究［１１］显示，高浓度 ＮＥ （５０、１００ μｍｏｌ ／ Ｌ）会引起

海马 ＨＴ ２２ 细胞凋亡显著增加，而该研究中虽然观

察到 ＮＥ 处理后，ｈＥＥＣｓ 细胞的凋亡率升高，但是除

了 １５ μｍｏｌ ／ Ｌ 处理细胞 ６ ｈ 观察到了显著性差异，
其他差异均无统计学意义，这可能与细胞种类及给

药浓度的差异有关。
　 　 ＮＥ 可引起细胞氧化应激，ＮＥ 直接刺激可明显

上调培养的棕色脂肪细胞胞质中的 ＨＯ⁃１［４］，在大鼠

主动脉正常血压情况下，ＨＯ⁃１ 表达于中膜平滑肌细

胞及外膜，而在血管紧张素Ⅱ和 ＮＥ 灌注时，ＨＯ⁃１
在外膜和内膜上皮细胞的表达明显上调［１２］，该研究

表明 ＮＥ 处理后，明显上调 ＨＯ⁃１ 和 Ｎｒｆ２ 表达。 ＨＯ⁃
１ 是 Ｎｒｆ２ 的靶基因，可调节抗炎基因表达，抑制炎性

因子水平进而抑制炎症进展［１３］，发挥细胞保护作

用［１４］，调节包括 ＳＯＤ 在内的抗氧化酶的表达，检测

细胞培养基中 ＳＯＤ 水平，显示 ＮＥ 处理后 ＳＯＤ 水平

升高，ＭＤＡ 水平没有明显升高，这进一步提示了 ＮＥ
激活 Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃１ 信号调节了细胞的氧化应激。
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图 ５　 ＮＥ 处理后对 ｈＥＥＣｓ中 Ｎｒｆ２ 和 ＨＯ⁃１ 蛋白表达的影响

　 　 Ａ － Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 定量分析 Ｎｒｆ２ 和 ＨＯ ⁃ １ 的蛋白相对表达量；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；ｂ：ＮＥ
６ ｈ － ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 组；ｃ： ＮＥ ６ ｈ － １５ μｍｏｌ ／ Ｌ 组；ｄ： ＮＥ ２４ ｈ － ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 组；ｅ： ＮＥ ２４ ｈ － １５
μｍｏｌ ／ Ｌ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ６　 ＮＥ 处理后对 ＭＤＡ 和 ＳＯＤ 的影响

　 　 Ａ、Ｂ：ＮＥ 干预后 ＭＤＡ、ＳＯＤ 水平；ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；ｂ： ＮＥ ６ ｈ － ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 组；ｃ： ＮＥ ６ ｈ － １５ μｍｏｌ ／ Ｌ 组；ｄ： ＮＥ ２４ ｈ － ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 组；ｅ： ＮＥ ２４ ｈ －
１５ μｍｏｌ ／ Ｌ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

参考文献

［１］ 江　 楠， 马瑞红， 赵晓丽，等． 氧化应激与生殖相关疾病研究

进展［Ｊ］ ． 国际生殖健康 ／ 计划生育杂志， ２０２１，４０（５）：４０２ －
６．

［２］ Ｊａｎａ Ｂ， Ｃａｌｋａ Ｊ， Ｂｕｌｃ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｏｆ ｎｏｒａｄｒｅｎａｌｉｎｅ ａｎｄ ａｄｒｅ⁃
ｎｏｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｅ２ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｃａｓｃａｄｅ ｉｎ ｉｎ⁃
ｆｌａｍｅｄ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ ｏｆ ｐｉｇｓ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２３，２４ （６）：
５８５６．

［３］ Ｊａｎａ Ｂ， Ｃａｌｋａ Ｊ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｏｆ ａｌｐｈａ１⁃ａｄｒｅｎｏｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｓｏ⁃
ｆｏｒｍｓ ｏｎ ｔｈｅ ｎｏｒａｄｒｅｎａｌｉｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｃｏｎｔｒａｃｔｉｌｉｔｙ ｏｆ ｉｎ⁃
ｆｌａｍｅｄ ｐｉｇ ｕｔｅｒｕｓ［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０２３，１８（２）：ｅ２８０１５２．

［４］ Ｇｉｏｒｄａｎｏ Ａ， Ｎｉｓｏｌｉ Ｅ， Ｔｏｎｅｌｌｏ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ⁃１ ａｎｄ ⁃２ ｉｎ ｒａｔ ｂｒｏｗｎ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ： Ｔｈｅ

ｍｏｄｕｌａｔｏｒｙ ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｎｏｒａｄｒｅｎｅｒｇｉｃ ｓｙｓｔｅｍ ［ Ｊ ］ ． ＦＥＢＳ Ｌｅｔｔ，
２０００，４８７（２）：１７１．

［５］ Ｓｈｅｎ Ｈ， Ｃｈｅｎ Ｚ， Ｍｏｋｈｔａｒ Ａ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂｅｔａ⁃ａｄｒｅｎｅｒ⁃
ｇｉｃ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｕｂｔｙｐｅｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｄｉｌａｔｅｄ ｕｒｅｔｅｒ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ
Ｕｒｏｌ Ｎｅｐｈｒｏｌ， ２０１７，４９（１０）：１７７１ － ８．

［６］ Ｊａｎａ Ｂ， Ｃａｌｋａ Ｊ， Ｂｕｌｃ Ｍ． Ｒｏｌｅｓ ｏｆ ａｌｐｈａ⁃２⁃ａｄｒｅｎｅｒｇｉｃ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｉｓｏｆｏｒｍｓ ｉｎ ｉｎｆｌａｍｅｄ ｐｉｇ ｕｔｅｒｕｓ ｃｏｎｔｒａｃｔｉｌｉｔｙ ｉｎ ｖｉｔｒｏ［ Ｊ］ ． Ｔｈｅｒｉｏｇ⁃
ｅｎｏｌｏｇｙ， ２０２２，１８３：４１ － ５２．

［７］ Ａｓｉｆ Ｈ， Ｂａｒｎｅｔｔ Ｓ Ｄ， Ｓａｘｏｎ Ｄ， ｅｔ ａｌ． β３ ａｄｒｅｎｅｒｇｉｃ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉ⁃
ｖａｔｉｏｎ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ｃｏｎｎｅｘｉｎ ４３ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｔｏ ｒｅｌａｘ ｈｕｍａｎ ｍｙｏｍｅｔｒｉｕｍ
［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌ， ２０２３， １０６（４０）：１１０６４０．

［８］ Ｔａｔａｌｏｖｉｃ Ｎ， Ｖｉｄｏｎｊａ Ｕ Ｔ， Ｏｒｅｓｃａｎｉｎ Ｄ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｉｂｏｇａｉｎｅ⁃ｍｅｄｉａ⁃
ｔｅｄ ＲＯＳ ／ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｌｅｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｒａｔ ｕｔｅｒｕｓ ｉｓ ｂｅｔａ⁃ａｄｒｅｎ⁃
ｅｒｇｉｃ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ａｎｄ Ｋ（ＡＴＰ） ｃｈａｎｎｅｌｓ ｍｅｄｉａｔｅｄ［Ｊ］ ． Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ
（Ｂａｓｅｌ）， ２０２１，１０（１１）：１７９２．

·２７７· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２４ Ｍａｙ；５９（５）



［９］ Ｚｈａｎｇ Ｘ， Ｚｈａｎｇ Ｙ， Ｈｅ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｒｏｎｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｇａｓｔｒｉｃ
ｃａｎｃｅｒ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ： Ａｎ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｒｏｌｅ ｆｏｒ ＡＤＲＢ２
［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓ， ２０１９，１０（１１）：７８８．

［１０］ Ｌｕｏ Ｙ， Ｍａ Ｈ， Ｎｉｕ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ ｏｎ ｃｏｌｏｎｉｃ
ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ［ Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ｔｈｅｒ
Ｍｅｄ， ２０２１，２１（５）：４２１．

［１１］ Ｗａｎｇ Ｙ， Ｈｕ Ｈ， Ｗｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｎｅｕｒｏｎａｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ＨＴ２２ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｏｆ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ＭＡＬＡＴ１［Ｊ］ ． Ｓｔｒｅｓｓ， ２０２３，２６（１）：
２２５２９０５．

［１２］ Ｉｓｈｉｚａｋａ Ｎ， ｄｅ Ｌｅｏｎ Ｈ， Ｌａｕｒｓｅｎ Ｊ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ＩＩ⁃ｉｎ⁃
ｄｕｃｅｄ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ Ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ⁃１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒａｔ
ａｏｒｔａ［Ｊ］ ． Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ， １９９７，９６（６）：１９２３ － ９．

［１３］ Ｓａｈａ Ｓ， Ｂｕｔｔａｒｉ Ｂ， Ｐａｎｉｅｒｉ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ａｎ ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｏｆ Ｎｒｆ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｏｌｅ ｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ， ２０２０，２５
（２２）：５４７４．

［１４］ 张霜梅，祝维峰，王安荣，等． 红景天苷通过 Ｎｒｆ２⁃ＨＯ⁃１ 保护

Ａβ２５ － ３５ 诱导的原代皮层神经元损伤［ Ｊ］ ． 中华中医药学刊，
２０２１，３９（１）：１０１ － ６．

ＮＥ ａｃｔｉｖａｔｅｓ Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
Ｙａｎｇ Ｘｕｅ１，３， Ｍａ Ｒｕｉｘｉｎ１，４， Ｌｉ Ｊｉａｘｉｎ１， Ｋｏｎｇ Ｘｕｅｒｕｉ１，Ｌｉ Ｊｕｎｐｉｎｇ１， Ｌｕｏ Ｙａｎ１，２

（ １Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ，Ｎｉｎｇｘｉａ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｙｉｎｃｈｕａｎ　 ７５００００；
２Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ，Ｚｈａｏｑｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ， Ｚｈａｏｑｉｎｇ　 ５２６０００；

３Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ， Ｐｅｏｐｌｅ′ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｗｕｚｈｏｎｇ Ａｔｔａｃｈｅｄ ｔｏ Ｔｈｅ Ｎｉｎｇｘｉａ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
Ｗｕｚｈｏｎｇ　 ７５１１００；４Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｇｅｒｏｎｔｏｌｏｇｙ， Ｘｉａｎｇｙａ Ｈｏｓｐｉｔａｌ，Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｃｈａｎｇｓｈａ　 ４１００００）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ （ＮＥ） ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｅｎｄｏｍ⁃
ｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ （ｈＥＥＣｓ） ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ Ｅ２⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２（Ｎｒｆ２） ／ ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ ⁃１（ＨＯ⁃１）
ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｈＥＥＣｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α ａｎｄ β ａｄｒｅｎｅｒｇｉｃ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃ⁃
ｔｅｄ ｂｙ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ⁃ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ （ＲＴ⁃ＰＣＲ）． Ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ ⁃８（ＣＣＫ⁃８） ａｓｓａｙ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ
ｔｏ ｔｅｓｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＮＥ ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ， ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＮＥ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ
ｔｈｅ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｃｈｏｓｅｎ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ａｎｄ ｚｏｎａ ｏｃｃｌｕｄｅｎｓ⁃
１（ＺＯ⁃１）， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ⁃２ ｐｒｏｔｅｉｎ（Ｂｃｌ⁃２） ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２ ａｓｓｏｃｉ⁃
ａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ（Ｂａｘ）， ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ Ｎｒｆ２ ａｎｄ ＨＯ⁃１ ｗｅｒｅ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｄｅ⁃
ｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｔｈｅ ｍａｌｏｎａｌｄｅｈｙｄｅ （ＭＤＡ） ａｎｄ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ） ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ
ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙｓ ｋｉｔ （ＥＬＩＳＡ）． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α１ ａ，
α１ ｂ， α２ ａ， α２ ｂ， α２ ｃ， β１， β３ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｈＥＥＣｓ． Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ＮＥ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ
ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ （５ μｍｏｌ ／ Ｌ ａｎｄ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｇｒｏｕｐｓ， ｗｈｉｌｅ １５ μｍｏｌ ／ Ｌ ａｎｄ ２０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＮＥ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ６ ｈ ｏｒ ２４ ｈ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＺＯ⁃１ ａｎｄ Ｏｃｃｌｕ⁃
ｄｉｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ １５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＺＯ⁃１ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ６ ｈ ｔｒｅａｔ⁃
ｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ， ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｏｗｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｆｔｅｒ １５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＮＥ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ６ ｈ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ＮＥ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ， ｅｓｐｅ⁃
ｃｉａｌｌｙ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ６ ｈ １５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ，ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｆａｌｌ ｉｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｏｂ⁃
ｓｅｒｖｅｄ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ． Ｔｈｅ ｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ ＞ １． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｒｆ２ ａｎｄ ＨＯ⁃１ ｗａｓ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｂｙ ＮＥ．
Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌ ｗｈｉｌｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｌｅｖａｔｉｏｎ ｉｎ ＳＯＤ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃１ ｓｉｇｎａｌ ｉｓ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ａｆｔｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＥ ｔｏ ｔｈｅ ｈＥＥＣｓ， ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＯＤ， ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｉｎ ｔｈｅ ｈＥＥＣｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｎｏｒａｄｒｅｎａｌｉｎｅ； Ｎｒｆ２； ＨＯ⁃１； ｈｕｍａｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ； ＺＯ⁃１； Ｏｃｃｌｕｄｉｎ； Ｂａｘ； Ｂｃｌ⁃２

·３７７·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２４ Ｍａｙ；５９（５）


