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黄腐酚调节 Nrf2/NF-κB/mTOR/Akt 信号抑制铁死亡和氧化应激缓解干眼症
小鼠模型损伤的分子机制 

周  洋，美丽巴努·玉素甫  

新疆医科大学第五附属医院 眼科，新疆 乌鲁木齐  830011 

摘  要：目的  探讨黄腐酚调节核因子红系 2 相关因子 2（Nrf2）/核因子-κB（NF-κB）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）/

蛋白激酶 B（Akt）信号，抑制铁死亡和氧化应激，缓解干眼症小鼠模型损伤的分子机制。方法  体外研究采用人角膜上皮

细胞系 HCECs 细胞建立高渗透压应激（HOS）模型，并将细胞分组为对照组、模型组、黄腐酚 50 μmol/L 组。CCK-8 法测

定 HCECs 细胞存活能力。FITC-AnnexingV/PI 双标记流式细胞术测定细胞凋亡率。DCF-DA 荧光染料联合激光共聚焦显微

镜和流式细胞术测定细胞内活性氧自由基水平。ELISA 测定细胞内铁死亡相关指标丙二醛（MDA）、还原型谷胱甘肽（GSH）

和亚铁离子（Fe2＋）水平。Western blotting 法测定各分组 HCECs 细胞中凋亡相关指标[B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）、Bcl-2 相关

X 蛋白（Bax）、裂解型-半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3（cleaved-Caspase-3）、Caspase-3]、铁死亡相关指标[谷胱甘肽过氧化物酶

4（GPX4）、溶质载体家族 7A11（SLC7A11）、血红素加氧酶-1（HO-1）]。在体动物模型研究，建立干眼症小鼠模型，将 32

只雄性 Balb/c 小鼠随机分为对照组、模型组、黄腐酚组、黄腐酚＋ML385 组。苏木精–伊红（HE）染色和 TUNEL 染色小

鼠眼角膜组织。Western blotting 法测定各组小鼠眼角膜组织中 Nrf2、p-p65、p65、p-mTOR、mTOR、p-Akt、Akt 的表达水

平。结果  与模型组相比，黄腐酚 50 μmol/L 组细胞存活能力显著增强（P＜0.05）。与模型组相比，黄腐酚组细胞凋亡率显

著降低；Bax、cleaved-Caspase-3 蛋白相对表达水平显著降低，Bcl-2 蛋白相对表达水平显著升高；GPX4、SLC7A11、HO-1

蛋白相对表达水平显著升高；MDA 和 Fe2＋水平显著降低，GSH 水平升高；DCF-DA 相对荧光强度值和 DCF-DA 染色阳性

细胞数值显著降低（P＜0.05）。而与黄腐酚组相比，黄腐酚＋ML385 组部分逆转了上述检测指标（P＜0.05）。HE 染色和组

织病理学分析结果显示，与模型组相比，黄腐酚组小鼠角膜总厚度、角膜上皮厚度变厚，角膜上皮细胞层数增加，细胞间隙

面积/视野面积的比值降低，每视野下 TUNEL 阳性细胞数减少（P＜0.05）；黄腐酚组 Nrf2 蛋白相对表达水平显著增强，p-

p65/p65、p-mTOR/mTOR、p-Akt/Akt 蛋白相对表达水平显著降低（P＜0.05）。与黄腐酚组相比，黄腐酚＋ML385 组部分逆

转了上述检测指标（P＜0.05）。结论  黄腐酚调节 Nrf2/NF-κB/mTOR/Akt 信号降低细胞铁死亡抑制氧化应激，可用于保护干

眼症小鼠模型的眼部损伤。 
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Molecular mechanisms of xanthohumol in regulating Nrf2/NF-κB/mTOR/Akt 

signaling pathway to inhibit ferroptosis and oxidative stress, and relieve dry eye 

disease mice model injury 

ZHOU Yang, YUSUFU Meilibanu  

Department of Ophthalmology, The Fifth Affiliated Hospital of Xinjiang Medical University, Urumqi 830011, China 

Abstract: Objective  To investigate the molecular mechanisms of xanthohumol in regulating Nrf2/NF-κB/mTOR/Akt signaling 

pathway to inhibit ferroptosis and oxidative stress, and relieve dry eye disease mice model injury. Methods  In vitro studies used 

human corneal epithelial cell line HCECs cells to establish a hyperosmotic stress (HOS) model, and the cells were divided into control 

group, model group, and xanthohumol 50 μmol/L group. The viability of HCECs cells was determined by the CCK-8 method. The 

apoptosis rate of cells was determined by FITC-AnnexingV/PI double-labeled flow cytometry. The levels of reactive oxygen species 
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in cells were determined by DCF-DA fluorescent dye combined with laser confocal microscopy and flow cytometry. ELISA was used 

to determine the levels of MDA, GSH, and Fe2+, which are related to ferroptosis in cells. The apoptosis-related indicators (Bcl-2, Bax, 

cleaved-Caspase-3, Caspase-3), and ferroptosis-related indicators (GPX4, SLC7A11, HO-1) in HCECs cells of each group were 

determined by Western blotting. In vivo animal model studies were conducted to establish a mice model of dry eye syndrome. Thirty-

two male Balb/c mice were randomly divided into control group, model group, xanthohumol group, and xanthohumol + ML385 group. 

HE staining and TUNEL staining of mouse corneal tissues. The expression levels of Nrf2, p-p65, p65, p-mTOR, mTOR, p-Akt, and 

Akt in the corneal tissues of mice in each group were determined by Western blotting. Results  Compared with the model group, the 

cell survival ability of the xanthohumol group was significantly enhanced (P < 0.05). Compared with the model group, the apoptosis 

rate of cells in the xanthohumol group was significantly reduced, the relative expression levels of Bax and cleaved-Caspase3 proteins 

were significantly decreased, while the relative expression level of Bcl-2 protein was significantly increased, the relative expression 

levels of GPX4, SLC7A11, and HO-1 proteins were significantly increased. The levels of MDA and Fe2+ decreased significantly, while 

the level of GSH increased. The relative fluorescence intensity value of DCF-DA and the number of positive cells stained with DCF-

DA were significantly decreased (P < 0.05). Compared with xanthohumol group, the xanthohumol +ML385 group partially reversed 

the above detection indicators (P < 0.05). The results of HE staining and histopathological analysis showed that compared with the 

model group, the total corneal thickness and corneal epithelial thickness of mice in the xanthohumol group were increased, the number 

of corneal epithelial cell layers were increased, the ratio of intercellular space area to field area were decreased, and the number of 

TUNEL-positive cells per field were decreased (P < 0.05). The relative expression level of Nrf2 protein in the xanthohumol group was 

significantly enhanced, while the relative expression levels of p-P65 /p65, p-mTOR/mTOR, and p-Akt/Akt proteins were significantly 

decreased (P < 0.05). Compared with the xanthohumol group, the xanthohumol +ML385 group partially reversed the above detection 

indicators (P < 0.05). Conclusion  Xanthohumol regulated the Nrf2/NF-κB/mTOR/Akt signaling pathway to reduce ferroptosis and 

inhibit oxidative stress. It could be used to protect the ocular damage in a mouse model of dry eye disease. 

Key words: xanthohumol; dry eye syndrome; Nrf2; NF-κB; mTOR; Akt 

 

干眼综合征是一种由炎症引起的眼表和眼附

件的动态慢性疾病，是一个涵盖多种与眼部润滑功

能受损相关症状和体征的统称，即眼部表面泪液的

质量降低或数量减少。最常见的症状包括发红、瘙

痒和视力模糊，由睑板腺功能障碍和泪膜生成受损

引起[1]。导致干眼综合征发展的因素包括环境因素，

如紫外线辐射；内部因素，包括激素失衡、肠道失

调、自免疫性疾病和神经损伤[2]。覆盖在眼睛表面

的泪膜主要由水液、脂质和黏蛋白成分构成。泪腺

负责分泌水液部分；脂质由睑板腺产生，疏水性的

脂质层能够延缓泪膜的蒸发，并有助于防止泪水溢

出到脸颊上；黏蛋白由结膜杯状细胞产生[3]。在健康

的眼睛中，角膜的神经感受作用驱动泪腺产生基础

泪液[3]。目前对干眼综合征发病机制的研究表明，

炎症是核心驱动因素，即所谓的“炎症恶性循环”[4]。

干眼症患者结膜上皮细胞表面受体介导的炎症反

应，细胞过度表达炎症细胞因子和细胞凋亡相关的

标志物是干眼综合征的普遍特征[5]。 

黄腐酚是一种酚类化合物，在蛇麻草花中含量

最多，在叶子和茎中也有，它通常作为补充剂被添

加到膳食和化妆品中[6]。黄腐酚被认为是一种有效

的抗氧化物质。黄腐酚调控核因子红系 2 相关因子

2（Nrf2）/核因子-κB（NF-κB）/哺乳动物雷帕霉素

靶蛋白（mTOR）/蛋白激酶 B（Akt）通路，诱导强

抗氧化和抗炎作用；还能通过增强 B 细胞淋巴瘤-2

（Bcl-2）的表达加强细胞自噬 [7]。黄腐酚凭借其

Michael 受体单元，通过抑制丝裂原活化蛋白激酶

（MAPKs）活化和 IκB 激酶（IKK）磷酸化，抑制

NF-κB 的转录活性和 Nrf2 的表达，从而发挥抗炎

活性[8]。但是由于黄腐酚难溶于水，易溶于有机溶

剂，限制了其在药物领域的使用。目前，已有少量

研究探讨了黄腐酚导向的新抗炎化合物的设计和

人工合成，以期对其水溶性进行改良和提高，并对

其抗炎活性加以更有效的利用[8-9]。本研究拟通过体

外和在体实验探讨黄腐酚上调 Nrf2，抑制 NF-κB/ 

mTOR/Akt 信号通路降低细胞铁死亡抑制氧化应

激，缓解干眼症小鼠模型的分子机制。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

32 只 10～12 周龄雄性 Balb/c 小鼠，体质量

18～21 g，购自新疆医科大学实验动物中心[合格证

批号 SYXK（新）2025-027]。人角膜上皮细胞系

HCECs 细胞购自武汉普诺赛生命科技有限公司。

CCK-8 细 胞 增 殖 / 毒 性 检 测 试 剂 盒 （ 货 号
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KTC011001）购自艾美捷科技有限公司。黄腐酚（货

号 X0379，CAS 号 6754-58-1，粉末状，质量分数≥

96%）、Nrf2 抑制剂（ML385，货号 SML1833，CAS

号 846557-71-9）、鹰嘴豆芽素 A（BCA，货号 92142，

CAS 号 491-80-5）均购自默克 Sigma-Aldrich 公司。

丙二醛（MDA）分光光度计法测定试剂盒（货号

BL1481A）购自上海经科化学科技有限公司。还原

型谷胱甘肽（GSH）比色法测定试剂盒（货号 E-BC-

K030-M）、亚铁离子（Fe2＋）荧光法测定试剂盒（货

号 E-BC-F101）、FITC-Annexin V/PI 双标记流式细

胞术测定细胞凋亡率试剂盒（货号 E-CK-A211）购

自武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司。DCF-DA

荧光染料（货号 D6471）购自北京索莱宝科技有限

公司。兔抗小鼠 Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）单抗（货

号 MA5-14003）、Bcl-2 单抗（货号 MA5-11757）、

裂解型 -半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 -3（ cleaved-

Caspase-3）多抗（货号 PA5-114687）、Caspase-3 单

抗（货号 35-1600Z）、谷胱甘肽过氧化物酶 4（GPX4）

多抗（货号 PA5-102521）、溶质载体家族 7A11

（SLC7A11）多抗（货号 PA1-16893）、血红素加氧

酶-1（HO-1）单抗（货号 MA1-112）、Nrf2 多抗（货

号 PA5-27882）、NF-κB p65 多抗（货号 51-0500）、

p-p65 单抗（货号 MA5-15160）、p-mTOR 多抗（货

号 44-1125G）、mTOR 多抗（货号 PA5-34663）、p-

Akt 单抗（货号 44-621G）、Akt 多抗（货号 44-609G）、

甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）单抗（货号 MA5-

15738）、HRP 标记-IgG 二抗（货号 31460）均购自

Thermo Fisher Scientific 公司。 

KC-X3000 型激光共聚焦显微镜购自奥林巴

斯。BB15 型 CO2 培养箱、Attune NxT 型流式细胞

仪、Multiskan SkyHigh 型全波长酶标仪购自 Thermo 

Fisher Scientific 公司。 

1.2  细胞实验 

1.2.1  细胞培养  HCECs 细胞培养于补充有 10%

胎牛血清和 1%青霉素–链霉素的完全DMEM培养

液中，置于 37 ℃恒温、相对湿度 90%、通入 5% 

CO2 的细胞培养箱中维持培养。 

1.2.2  建立高渗透压应激细胞模型  为了建立高

渗透压应激（HOS）细胞模型，向 HCECs 细胞培养

液中加入终浓度为 69 mmol/L 的 NaCl，使得细胞培

养液的渗透压为 450 mOsmol/L[10]。 

1.2.3  细胞实验分组和处理  细胞实验分组：对照

组（不加药物）；模型组，建立 HOS 细胞模型；黄

腐酚组，在模型组基础上分别给予黄腐酚 10、25、

50、75 µmol/L，处理 48 h[11]。 

1.2.4  细胞存活能力测定  使用 CCK-8 试剂盒测

定细胞存活能力，操作方法参见试剂盒说明书。在

450 nm 下测定各皿细胞吸光度（A）值。 

细胞活力＝（A 实验－A 空白）／（A 对照－A 空白） 

1.2.5  细胞凋亡率测定  流式细胞术测定细胞凋

亡率，按照实验分组处理并消化各分组细胞培养

物，制备细胞浓度为 1.0×106 个/mL 的单细胞悬液。

使用 FITC-Annexin V/PI 双标记流式细胞术测定细

胞凋亡率试剂盒，按照说明书染色单细胞，上机流

式细胞仪进行测定。流式细胞术结果图中活细胞为

Q1 象限细胞，机械损伤细胞为 Q2 象限细胞，早期

凋亡细胞为 Q4 象限细胞，晚期凋亡和坏死细胞为

Q3 象限细胞。 

细胞凋亡率＝Q3 象限细胞占比＋Q4 象限细胞 

1.2.6  相关蛋白检测  每皿 6 孔板细胞培养物中加

入 1 mL 补充有蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制混合物

的 RIPA 裂解液裂解细胞；按照常规方法进行 SDS-

PAGE 和半干电转印法将 PAGE 上的总蛋白质电转

印至 PVDF 膜上。采用 5%脱脂奶粉对 PVDF 膜进

行封闭。向膜上滴加一抗工作液，4 ℃下孵育过夜；

次日向膜上滴加二抗工作液，室温孵育 1 h。ECL 超

敏化学发光底物对目的条带进行显影。采用 Image 

J v1.48 软件分析和计量条带的灰度值。以 GAPDH

为内参，其余各分组靶标条带灰度值 /对应分组

GAPDH 条带灰度值为该分组靶标的条带灰度值；

以对照组的靶标灰度值对其他分组该靶标条带灰

度值进行归一化处理。抗体工作液稀释度如下：Bax

（1∶1 500）、Bcl-2（1∶1 500）、cleaved-Caspase-3

（1∶1 000）、Caspase-3（1∶1 500）、GAPDH（1∶

1 500）、GPX4（1∶1 500）、SLC7A11（1∶1 500）、

HO-1（1∶1 500）。 

1.2.7  MDA、GSH、Fe2＋水平检测  采用 ELISA 法

测定细胞 MDA、GSH、Fe2＋水平。 

1.2.8  细胞活性氧自由基测定   将 1.0×104 个

HCECs 细胞均匀铺置于激光共聚焦细胞培养皿中，

过夜培养。按照 1.2.3 项下处理细胞 12 h 后，向每

皿细胞培养物中加入 1 mL DCFH-DA 溶液，避光孵

育 20 min。弃上清液，用 4 ℃预冷的 PBS 缓冲液

洗细胞 3 次。上机激光共聚焦显微镜观察各分组细

胞中的 DCF-DA 荧光。通过流式细胞仪分别在激发

波长（Ex）＝488 nm 和发射波长（Em）＝525 nm
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波长下测量每个样本的 DCFH-DA 荧光强度。 

1.3  动物实验 

1.3.1  实验动物  32 只雄性 Balb/c 小鼠饲养于恒

温（23±2）℃、恒湿（60±10）%，每日光照：黑

暗周期为 12 h∶12 h 的标准 SPF 级鼠房。小鼠饲喂

标准啮齿类动物饲料，可以自由采食和饮水。小鼠

接受造模处理之前，先适应性饲养 1 周。所有动物

实验均经新疆医科大学第五附属医院伦理委员会

批准，伦理号 XYDWFYLSk-2024-67。 

1.3.2  干眼症小鼠模型  参考相关文献报道方法[12]

建立干眼症小鼠模型。每天使用添加有 0.2% BCA

的透明质酸钠人工泪液（不含防腐剂），每次 5 µL，

分 2 次（9∶00 和 21∶00 时）给药，连续给药 14 d

诱导建立干眼症小鼠模型。 

1.3.3  药物配制方法和给药浓度  黄腐酚储存液

配制：现将黄腐酚、无水乙醇、生理盐水按 1 g∶1 

L∶4 L 的配比配制黄腐酚储存液，其中黄腐酚的浓

度为 588 µmol/L[13]。配制好的黄腐酚储存液分装成

小份，冻存于−20 ℃，现用现稀释。ML385 干粉溶

解于生理盐水中， ML385 储存液浓度为 1 

mg/mL[14]。 

1.3.4  分组和处理  32 只雄性 Balb/c 小鼠随机分

为对照组、模型组、黄腐酚组、黄腐酚＋ML385 组，

每组 8 只。对照组不做任何处理，常规饲养；模型

组按照 1.3.2 项下方法建立干眼症小鼠模型，造模

后小鼠每日 ip 1 mg 戊巴比妥钠麻醉，然后向其眼

睛滴加与黄腐酚组等体积的无水乙醇–生理盐水

溶液；黄腐酚组小鼠造模后小鼠每日 ip 1 mg 戊巴

比妥钠麻醉，然后向其眼睛滴加 50 µmol/L 黄腐

酚[15]；黄腐酚＋ML385 组小鼠模型造模后小鼠每

日 ip 1 mg 戊巴比妥钠麻醉，然后向其眼睛滴加 50 

µmol/L 黄腐酚和 10 µg/L ML385[16]。各组连续给予

3 d。药物治疗 3 d 结束后，采用 CO2 窒息法处死小

鼠，采集其眼角膜组织，立即浸没于 4%多聚甲醛中

4 ℃固定超过 48 h，备用。 

1.3.5  苏木精–伊红（HE）染色和TUNEL染色  制

备小鼠眼角膜组织石蜡组织切片（沿垂直于角膜表

面方向纵切，厚度 8 µm），采用 HE 染色液套装试

剂盒和动物组织 TUNEL 染色试剂盒套装进行染

色，操作步骤参见对应说明书即可。 

1.3.6  Western blotting 实验  小鼠眼角膜组织，按

照每毫克组织加入 1 mL 上述同样的 RIPA 裂解液

裂解组织。制备组织匀浆并提取总蛋白质。按照常

规方法进行 SDS-PAGE和半干电转印法将 PAGE上

的总蛋白质电转印至 PVDF 膜上。采用 5%脱脂奶

粉对 PVDF 膜进行封闭。向膜上滴加一抗工作液，

4 ℃下孵育过夜；次日向膜上滴加二抗工作液，室

温孵育 1 h。ECL 超敏化学发光底物对目的条带进

行显影。采用 Image J v1.48 软件分析和计量条带的

灰度值。以 GAPDH 为内参，其余各分组靶标条带

灰度值/对应分组 GAPDH 条带灰度值为该分组靶

标的条带灰度值；以对照组的靶标灰度值对其他分

组该靶标条带灰度值进行归一化处理。抗体工作液

稀释度如下：Bax（1∶1 500）、Bcl-2（1∶1 500）、

cleaved-Caspase-3（1∶1 000）、Caspase-3（1∶1 500）、

GPX4（1∶1 500）、SLC7A11（1∶1 500）、HO-1（1∶

1 500）、Nrf2（1∶1 500）、NF-κB p65（1∶1 500）、

p-p65（1∶1 000）、p-mTOR（1∶1 000），mTOR（1∶

1 500）、p-Akt（1∶1 000）、Akt（1∶1 500）、GAPDH

（1∶1 500），HRP-标记山羊抗兔 IgG 二抗（1∶

5 000）。 

1.3.7  统计学方法  采用 GraphPad Prism v10 软件

进行分析。计量数据均表示为x ± s 的形式。多组

间比较采用单因素方差分析（one way ANOVA）和

事后 Tukey’s 检验进行组间两两差异的比较。 

2  结果 

2.1  黄腐酚对角膜上皮细胞存活能力的影响 

如表 1 所示，与模型组相比，黄腐酚各浓度组

细胞活力显著增强（P＜0.05）；且与黄腐酚 50 

µmol/L组细胞活力最强，故后续直接选取黄腐酚 50 

µmol/L 组作为研究对象进行下游实验指标的测定。 

表 1  不同浓度黄腐酚对 HOS 细胞增殖能力的影响（x ± s，

n = 6） 

Table 1  Influence of different concentrations of 

xanthohumol on the proliferation ability of HOS cells    

(x ± s, n = 6 ) 

组别 浓度/(µmol·L−1) 细胞活力/% 

对照 — 100.0±1.2 

模型 — 58.2±0.8* 

黄腐酚 10 60.4±0.7# 

 25 68.8±0.8#& 

 50 82.5±1.3#&@ 

 75 75.6±1.1#& 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与黄腐酚组

10 µmol·L−1组比较：&P＜0.05；与黄腐酚组 25 µmol·L−1组比较：

@P＜0.05。 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group; &P < 0.05 vs 

xanthohumol 10 µmol·L−1 group; @P < 0.05 vs xanthohumol 25 

µmol·L−1 group. 
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2.2  黄腐酚对角膜上皮细胞凋亡的影响 

如图 1、表 2 所示，与模型组相比，黄腐酚 50 

µmol/L 组细胞凋亡率显著降低（P＜0.05）；黄腐酚

50 µmol/L 组 Bax 和 cleaved-Caspase-3/Caspase-3 相

对表达水平显著降低，Bcl-2 相对表达水平显著升高

（P＜0.05）。 

 

A-流式细胞术结果图，B-Western blotting 法检测凋亡相关蛋白表达情况。 

A-results of flow cytometry, B-expression of apoptosis-related proteins detected by Western blotting. 

图 1  黄腐酚对 HOS 细胞模型细胞凋亡和凋亡相关蛋白表达的影响 

Fig. 1  Effect of xanthohumol on the apoptosis rate and the expression level of apoptosis-related proteins in the HOS cell model 

表 2  黄腐酚对 HOS 细胞模型细胞凋亡率和凋亡相关蛋白表达定量水平的影响（x ± s，n = 6） 

Table 2  Effect of xanthohumol on the apoptosis rate and the quantitative expression level of apoptosis-related proteins in the 

HOS cell model (x ± s, n = 6 ) 

组别 浓度/(µmol·L−1) 细胞凋亡率/% Bax 蛋白相对表达量 Bcl-2 蛋白相对表达量 cleaved-Caspase-3/Caspase-3 

对照 — 7.33±1.38 1.00±0.12 1.00±0.10 0.12±0.02 

模型 — 55.62±2.63* 2.53±0.16* 0.33±0.04* 0.46±0.04* 

黄腐酚 50 31.23±1.45# 1.77±0.14# 0.82±0.06# 0.27±0.03# 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05。 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group. 

2.3  黄腐酚对角膜上皮细胞铁死亡相关指标水平

的影响 

如图 2、表 3 所示，与模型组相比，黄腐酚 50 

µmol/L 组 GPX4、SLC7A11 和 HO-1 蛋白相对表达

水平显著升高（P＜0.05）。 

2.4  黄腐酚对角膜上皮细胞 MDA、GSH、Fe2+水

平的影响 

如表 4 所示，与模型组相比，黄腐酚 50 µmol/L

组 MDA、Fe2＋水平显著降低，GSH 水平显著升高

（P＜0.05）。 

 

图 2  黄腐酚对 HOS 细胞模型铁死亡相关蛋白表达水平的

影响 

Fig. 2  Effect of xanthohumol on the expression level of 

ferroptosia-related proteins in HOS cell models 

表 3  黄腐酚对 HOS 细胞模型铁死亡相关蛋白定量表达水

平的影响（x ± s，n = 6） 

Table 3  Influence of xanthohumol on the quantitative 

expression level of ferroptosia-related proteins in HOS cell 

models (x ± s, n = 6 ) 

组别 浓度/(µmol·L−1) 
蛋白相对表达量 

GPX4 SLC7A11 HO-1 

对照 — 1.00±0.12 1.00±0.11 1.00±0.13 

模型 — 0.21±0.02* 0.32±0.03* 0.27±0.02* 

黄腐酚 50 0.63±0.05# 0.86±0.08# 0.55±0.06# 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05。 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group. 

2.5  黄腐酚对角膜上皮细胞氧化应激水平的影响 

如图 3、表 5 结果所示，与模型组相比，黄腐

酚 50 µmol/L 组 DCF-DA 相对荧光强度值和 DCF-

DA 染色阳性细胞数值降低（P＜0.05）。 

2.6  黄腐酚通过上调 Nrf2 对小鼠角膜上皮细胞的

影响 

如图 4、表 6 HE 染色结果所示，对照组小鼠角

膜组织结构完整，表面具有 5～6 层紧密连接的角

膜上皮细胞；模型组小鼠角膜组织表层上皮出现脱 
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表 4  黄腐酚对 HOS 细胞模型 MDA、GSH、Fe2+水平的影响（x ± s，n = 6） 

Table 4  Effects of xanthohumol on MDA, GSH, and Fe2+ levels in HOS cell models (x ± s, n = 6 ) 

组别 浓度/(µmol·L−1) MDA/(nmol·L−1) GSH/(nmol·L−1) Fe2+/(nmol·L−1) 

对照 — 0.45±0.04 16.27±1.13 0.37±0.07 

模型 — 1.27±0.11* 9.24±1.01* 0.83±0.10* 

黄腐酚 50 0.76±0.07# 13.18±1.15# 0.56±0.08# 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05。 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group. 

 

图 3  黄腐酚对 HOS 细胞模型氧化应激水平的影响 

Fig. 3  Effect of xanthohumol on oxidative stress level in 

HOS cell model 

表 5  黄腐酚对 HOS 细胞模型氧化应激水平定量结果 

（x ± s，n = 6） 

Table 5  Quantitative results of xanthohumol on oxidative 

stress levels in HOS cell models (x ± s, n = 6 ) 

组别 浓度/(µmol·L−1) 
DCF-DA相对 

荧光强度 

DCF-DA染色 

阳性细胞数 

对照 — 1.00±0.21 3 270±81 

模型 — 8.77±0.46* 22 979±215* 

黄腐酚 50 5.21±0.34# 18 690±142# 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05。 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group. 

落和不平整的现象，同时角膜上皮细胞排列紊乱、

松散且明显变薄，相较于对照组，模型组小鼠角膜

总厚度、角膜上皮厚度和角膜上皮细胞层数显著降

低（P＜0.05），细胞间隙面积/视野面积的比值升高

（P＜0.05）。黄腐酚组尽管角膜上皮仍然较薄，但角

膜上皮细胞的排列整齐紧密，相较于模型组，黄腐

酚组小鼠角膜总厚度、角膜上皮厚度变厚，角膜上

皮细胞层数增加（P＜0.05），细胞间隙面积/视野面

积的比值降低（P＜0.05）。黄腐酚＋ML385 组角膜

上皮较薄，角膜上皮细胞排列紊乱、松散，相较于

黄腐酚组，黄腐酚＋ML385 组小鼠角膜总厚度、角

膜上皮厚度和角膜上皮细胞层数降低（P＜0.05），

细胞间隙面积/视野面积的比值升高（P＜0.05）。 

TUNEL 染色结果（图 4、表 6）所示，与模型

组相比，黄腐酚组每视野下 TUNEL 阳性细胞数减

少（P＜0.05）；与黄腐酚组相比，黄腐酚＋ML385

组每视野下 TUNEL 阳性细胞数增多（P＜0.05）。 

2.7  黄腐酚通过上调 Nrf2 抑制 NF-κB/mTOR/Akt

信号通路活性 

如图 5、表 7 所示，与模型组相比，黄腐酚组

Nrf2 蛋白相对表达水平显著增强，p-p65/p65、p-

mTOR/mTOR 和 p-Akt/Akt 相对表达水平显著降低

（P＜0.05）；与黄腐酚组相比，黄腐酚＋ML385 组 

 

图 4  小鼠角膜 HE 染色和 TUNEL 染色图 

Fig. 4  HE staining and TUNEL staining images of mouse corneas 

对照             模型       黄腐酚 50 μmol·L−1 

对照             模型       黄腐酚 50 μmol·L−1 

DCF-DA 

100   103     107       

 
100   103     107       

 
100   103     107  

 

60 

40 

20 

0 

25 

20 

15 

10 

5 

0 

25 
20 
15 
10 

5 
0 

 

 

数
量

 

Mean: 3 270 Mean: 22 979 Mean: 18 690 

对照                    模型                  黄腐酚            黄腐酚＋ML385 
 

对照                    模型                  黄腐酚            黄腐酚＋ML385 
 

50 µm 

上皮细胞 

基底细胞 

上皮细胞 

基底细胞 

 

 

HE 

 

 

 

 

TUNEL 

50 µm 50 µm 50 µm 

50 µm 50 µm 50 µm 50 µm 



第 40 卷第 12 期  2025 年 12 月      现代药物与临床    Drugs & Clinic      Vol. 40 No. 12 December 2025 

    

·2987· 

表 6  小鼠角膜 TUNEL 染色统计结果（x ± s，n = 8） 

Table 6  Statistical results of TUNEL staining of mouse corneas (x ± s, n = 8 ) 

组别 浓度 角膜总厚度/µm 
角膜上皮 

 厚度/µm 

角膜上皮 

细胞层数 
细胞间隙面积/视野面积 TUNEL 阳性细胞数 

对照 — 103.5±1.6 31.2±0.4 7.8±0.5 0.075±0.004 5.2±0.6 

模型 — 82.4±1.3* 8.7±0.5* 2.4±0.5* 0.102±0.007* 15.7±1.1* 

黄腐酚 50 µmol·L−1 97.2±0.8# 11.3±0.7# 6.0±0.8# 0.083±0.003# 9.2±0.8# 

黄腐酚＋ML385 50 µmol·L−1＋

10 µg·L−1 

88.7±0.9#& 9.8±0.5#& 4.1±0.6#& 0.096±0.005& 13.4±0.8#& 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与黄腐酚组比较：&P＜0.05。 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group; &P < 0.05 vs xanthohumol group. 

 

图 5  小鼠角膜组织 Nrf2/NF-κB/mTOR/Akt 信号通路表达

水平 

Fig. 5  Expression level of the Nrf2/NF-κB/mTOR/Akt 

signaling pathway in mouse corneal tissue 

Nrf2 相对表达水平降低（P＜0.05）。与黄腐酚组相

比，黄腐酚＋ML385 组 p-p65/p65、p-mTOR/mTOR

和 p-Akt/Akt 相对表达水平显著增强（P＜0.05）。 

3  讨论 

炎症在干眼综合征的病理生理机制中起着至

关重要的作用，也是干眼综合征病理性恶性循环的

关键一环。对泪腺的组织学检查发现，患有干眼症

但无 Sjögren 综合征的患者泪腺中存在淋巴细胞浸

润；大量研究也支持干眼综合征并非由泪腺的老年

性萎缩引起，而是慢性炎症的一个促成因素；细胞

因子和受体介导的炎症是干眼症的普遍特征[17-18]。

干眼综合征中的炎症循环，炎症性细胞因子不仅募

集淋巴细胞浸润眼角膜、结膜等部位，还引起上述

部位的上皮细胞凋亡和铁死亡[19-20]。单细胞测序揭

示了在干眼综合征小鼠模型中存在一个独特的促

炎和促纤维化的角膜上皮细胞亚群，以及这些亚群

细胞上调表达炎症相关的 IκBα/NF-κB 信号通路，

促进角膜炎症性细胞因子的分泌和角膜细胞凋亡

的发生。Nrf2 信号通路被认为是体内最重要的抗氧 

表 7  小鼠角膜组织 Nrf2/NF-κB/mTOR/Akt 信号通路表达水平（x ± s，n = 8） 

Table 7  Expression level of the Nrf2/NF-κB/mTOR/Akt signaling pathway in mouse corneal tissue (x ± s, n = 8 ) 

组别 浓度 
蛋白相对表达水平 

Nrf2 p-p65/p65 p-mTOR/mTOR p-Akt/Akt 

对照 — 1.00±0.11 0.16±0.02 0.28±0.03 0.32±0.03 

模型 — 1.06±0.12 0.64±0.04* 0.89±0.05* 0.76±0.04* 

黄腐酚 50 µmol·L−1 2.21±0.16# 0.37±0.03# 0.46±0.04# 0.45±0.02# 

黄腐酚＋ML385 50 µmol·L−1＋10 µg·L−1 1.04±0.10& 0.61±0.02& 0.85±0.06& 0.73±0.03& 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与黄腐酚组比较：&P＜0.05。 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group; &P < 0.05 vs xanthohumol group. 

化应激的途径。虾青素利用 Keap1-Nrf2/HO-1 信号

通路抑制炎症和氧化应激，能够改善苯扎氯铵诱导

的干眼症 [21]。过表达膜联蛋白 A1 通过调节

TRIM72/Nrf2/HO-1 信号通路抑制细胞焦亡并改善

干眼症小鼠模型眼部症状[22]。硝基二氢辣椒素通过

上调 SIRT1/Nrf2/HO-1 通路减轻高渗应激引起的角

对照     模型   黄腐酚  黄腐酚＋ML385 
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膜上皮细胞炎症 [23]。通过激活 Nrf2 上调表达

AKR1C1 靶向炎症，能够通过抑制干眼综合征小鼠

模型角膜上皮细胞氧化应激和铁死亡缓解干眼综

合征小鼠模型干眼症状[24]。在干眼综合征和 Sjögren

综合征中，炎症相关 JAK/STAT 信号通路、MAPK/ 

ERK 信号通路、PI3K/Akt/mTOR 信号通路、PD-1/ 

PD-L1 信号通路、TLR/MyD88/NF-κB 信号通路、

BAF/BAF-R 信号通路和 IFN 信号通路都是介导疾

病炎症性进展的核心信号通路[25-26]。 

大量研究显示黄腐酚是一种有效的抗炎、抗氧

化应激，降低线粒体 ROS 的一类化合物。黄腐酚能

够通过上调 Nrf2，增强 GPX4 的表达，在药物引起

的肝细胞铁死亡过程中发挥保护肝细胞的功能[27]。

黄腐酚通过调控 AMPK/ULK1/FUNDC1 信号通路

调节骨肉瘤细胞中的线粒体自噬，促进骨肉瘤细胞

凋亡[28]。在本次研究结果中显示，黄腐酚能够在体

外增强角膜上皮细胞存活、降低其凋亡和铁死亡，

以及降低高渗诱导的网膜上皮细胞氧化应激水平；

并在体内实验结果中显示出通过上调 Nrf2，抑制

NF-κB/mTOR/AKT 信号通路活性，保护模型小鼠模

型角膜上皮细胞降低其凋亡的疗效。因黄腐酚难溶

于水，易溶于有机溶剂，这限制了其在药物领域中

的使用。需要进一步对其分子进行设计、合成，以

改良其水溶性，并进一步提高其抗炎活性。在本次

研究结果中已显示出黄腐酚在干眼症治疗中的良

好的抗炎活性，可通过调节 Nrf2/NF-κB/mTOR/Akt

信号降低细胞铁死亡抑制氧化应激，或许可用于保

护干眼症小鼠模型的眼部损伤。 
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