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I 

 

摘  要 

目的: 目前ROS在干细胞生物学中的作用还没有得到充分说明和了解。在过氧化

氢（H2O2）诱导的氧化应激条件下，我们比较小鼠角膜上皮祖细胞（TKE2）[1]和

成熟的小鼠角膜上皮细胞（MCE）的不同反应，重点研究是角膜干细胞的抗氧化

细胞特性及相关机制。 

方法: 以小鼠角膜上皮祖细胞（TKE2）和成熟的小鼠角膜上皮细胞（MCE）为

细胞模型，通过CCK8细胞活性实验检测不同浓度H2O2对小鼠角膜上皮的祖细胞

（TKE2）和成熟的小鼠角膜上皮细胞（MCE）的影响。利用H2O2处理细胞24小

时后，通过流式细胞术检测细胞内ROS的水平，利用免疫荧光染色检测细胞内氧

化应激标志物3-硝基酪氨酸(3-NT)表达情况,通过实时定量PCR (qRT-PCR)、免疫

荧光染色、免疫印迹等方法检测细胞主要Keap1-Nrf2-ARE抗氧化信号通路及细

胞自噬水平的激活情况。往培养基中加入5%胎牛血清，得到分化的TKE2细胞。

在H2O2处理24小时后，通过检测分化的TKE2细胞内ROS产生关键酶-NOX4及细

胞主要Keap1-Nrf2-ARE抗氧化信号通路的激活情况，进一步论证TKE2具有一定

的抗氧化性质。 

结果: 细胞活性实验结果显示，在相同应激条件下，TKE2细胞则表现出较强的拮

抗作用，而MCE细胞存活受到抑制，且呈浓度依赖关系。活性氧（ROS）实验测

定与ROS标记物3-NT结果显示，在相同应激条件下，TKE2细胞内ROS/3-NT表达

降低，而MCE细胞内ROS/3-NT表达升高；相关抗氧化性机制研究表明（相同应

激条件），TKE2细胞内重要抗氧化应激信号通路的Keap1-Nrf2-ARE被激活，而

MCE细胞内应答较低。另一方面，H2O2诱导4小时后，TKE2细胞中相关自噬标志

物：Beclin1,LC3-II/LC3-I比值均上调，而P62蛋白表达下调；MCE细胞中

Beclin1,LC3-II/LC3-I比值均下调，而P62蛋白表达上调。结果提示在氧化应激的

早期阶段，TKE2细胞中自噬被激活，而MCE细胞的自噬未被激活或被抑制。而

在H2O2诱导24小时后，未观察到TKE2和MCE细胞中自噬的明显改变。TKE2细胞

与分化后的TKE2细胞比较结果证实：H2O2处理分化的TKE2细胞24小时后，测定

细胞内ROS产生关键酶-NOX4表达升高，且重要抗氧化应激信号通路Keap1-Nrf2-

ARE未被激活，提示TKE2干细胞具备一定的抗氧化性质。 

结论:在 H2O2 诱导的氧化应激条件下，小鼠角膜上皮祖细胞 TKE2 较成熟小鼠角

厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库



摘 要 

 

II 

 

膜上皮 MCE 细胞具有显著的抗氧化应激细胞特性，其机制是较强地激活抗氧化

应激信号通路 Keap1-Nrf2-ARE 及早期自噬而实现的。结果首次提示角膜干细胞

具有较强的抗氧化能力，对角膜干细胞以及其他干细胞的治疗及其他应用具有潜

在的意义。 

关键词：干细胞；抗氧化应激；自噬 
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Abstract 

Purpose: The role of ROS in stem cell biology is not fully illustrated and understood. 

In this present research we compare the different responses under condition of oxidative 

stress induced by hydrogen peroxide (H2O2) between lately developed murine corneal 

epithelial progenitor cells (TKE2) and mature murine corneal epithelial cells (MCE) 

and investigate the antioxidant properties of TKE2 cells and the underlying mechanism. 

Methods: The mouse corneal epithelial progenitor cells (TKE2) and mature mouse 

corneal epithelial cells (MCE) were applied to establish the cell model. The cell 

viability was measured by CCK8 assay in cultured TKE2 and MCE cells exposed to 

H2O2 at different concentrations. ROS production was detected by fluorescent DCF 

assay using flow-cytometry. The expression level of oxidative stress markers 3- 

nitrotyrosine (3-NT) was assessed by immunofluorescence staining. The main factors 

of Keap1-Nrf2-ARE signaling pathway and the levels of autophagy makers were 

detected by real-time quantitative PCR (qRT-PCR), immunofluorescence staining, and 

Western blot. Differentiated-TKE2 cells were obtained by adding 5% fetal bovine 

serum to the culture medium. After treatment of H2O2 for 24 hours, NOX4, which is a 

key enzymes of ROS production, and the main proteins of Keap1-Nrf2-ARE signaling 

pathway were measured in differentiated-TKE2 cells in order to further prove the 

antioxidant properties of TKE2 cells. 

Results: TKE2 cells showed a significant and strong resistance of cell viability against 

the oxidative stress induced by H2O2, while the cell viability of MCE cells was 

decreased in a concentration dependent manner under the same stress conditions. H2O2 

reduced the production of ROS and the level of 3-NT in TKE2 cells, however the 

amount of ROS generation and the level of 3-NT within MCE cells were increased. It 

was shown that the important cellular signaling pathway of oxidative stress (Keap1-

Nrf2-ARE) of was activated in TKE2 cells, but not in MCE cells. On the other hand, it 

was demonstrated that at early stage of oxidative stress, i.e. 4 hours after exposure of 

H2O2,the related autophagy markers-Beclin1, the ratios of LC3-II and LC3-I were up-
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regulated and P62 was down-regulated in TKE2 cells, but not in MCE cells, which were 

considered as the activation of autophagy. After treatment of H2O2 for 24 hours, these 

markers of autophagy were not significantly changed between TKE2 and MCE cells. 

Furthermore, we compared TKE2 cells and differentiated-TKE2 cells to further support 

the antioxidant properties of TKE2 cells. It was demonstrated that the level of important 

ROS generation enzyme: NOX4 was up-regulated and the Keap1-Nrf2-ARE pathway 

was not activated in differentiated-TKE2 cells. 

Conclusion: The experimental results revealed that mouse corneal epithelial progenitor 

cells (TKE2) have stronger antioxidant properties against oxidative stress than mouse 

corneal epithelial cells (MCE) via activating Keap1-Nrf2-ARE signaling pathway and 

autophagy. We, for the first time, provided the evidence that the corneal stem cells have 

a strong antioxidant capacity, indicating a potential beneficial value of corneal 

stem/progenitor cells in therapy and other applications. 

Keywords: Stem cells;  antioxidants；Autophagy 
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第一章 前 言 

1.1 氧化应激 

1.1.1 氧化应激简述 

氧化应激（Oxidative Stress，OS）是指机体持续暴露在各种各样的内源性、

外源性氧化及亲电子化学物之中，体内高活性分子如活性氧自由基 (reactive 

oxygen species，ROS)和活性氮自由基(reactive  nitrogen species，RNS)（ROS 包

括超氧阴离子（.O₂-）、羟自由基（.OH）和过氧化氢（H2O₂）等；RNS 包括一氧

化氮（.NO）、二氧化氮（.NO₂）和过氧化亚硝酸盐（.ONOO-）等）产生过多，

氧化程度超出氧化物的清除，机体氧化系统和抗氧化系统失衡，持续的氧化应激

会引起细胞各种结构损伤，尤其包括对脂质、蛋白和核酸的破坏。一般情况，认

为氧化应激反应分为两种：慢性、急性。急性氧化应激包括缺血损伤、急性中毒

反应等；慢性氧化应激包括肿瘤、老年性慢性神经退行性病变等。然而，无论急

性还是慢性氧化应激，在应激的状态下，产生过多的高活性分子（ROS/RNS）引

起细胞脂质，蛋白质和 DNA 的损伤，进而引起细胞死亡，组织损伤，与此同时，

氧化应激被认为是导致衰老和疾病的一个重要因素[2]。 

1.1.2 氧化应激与眼科疾病的进展 

角膜是暴露于空气中的人体器官，由于外界的一些刺激因素，例如紫外照射、

空气污染等，使细胞内产生过量的活性氧物质，如超氧自由基、过氧化氢等，导

致角膜氧化应激，进而引起角膜发生感染、炎症发以及新生血管等病理改变，甚

至导致圆锥角膜、胬肉等角膜疾病的发生[3]。 

1.1.2.1 眼表疾病与氧化应激 

眼表疾病主要是指发生在角、结膜的一类疾病，其中包括角膜炎、干眼症、 

结膜炎、 翼状胬肉等等。眼表长期暴露于体外， 受到各种理化因素刺激，导致

细胞内活性氧的增加。Cejková 等[4]研究证明，干眼症患者的结膜上皮组织中，

活性氧增加，导致眼表组织的氧化应激增强，进而增加干眼症患者的症状。Balci 

等[5]通过研究证明: 在翼状胬肉组织中，各种过氧化物酶含量都较低，差异具有

统计学意义。翼状胬肉患者眼表的氧化还原平衡失衡，这种失衡导致眼表结膜损
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伤，正常组织发生增生进导致胬肉增长。 

1.1.2.2 青光眼与氧化应激 

青光眼是眼压升高而导致眼底视神经损害的一类眼科疾病。房水中的氧自由

基可以使小梁网发生氧化应激，从而导致细胞内线粒体损害，加重组织受损程度

[6]。Izzotti 等[7] 

发现，在部分青光眼患者中，小梁网细胞会丢失，而这种细胞丢失与线粒体

损伤、丢失及氧化应激有关。 

1.1.2.3 白内障与氧化应激 

年龄的增长、 紫外线的照射、 辐射、 外伤等易引起体内组织自由基的增

加，自由基对晶状体产生氧化损伤及生化改变，导致晶状体的混浊，且大量的 NO 

对晶状体产生损伤作用，促使晶状体细胞的凋亡[8]。 

1.1.2.4糖尿病视网膜病变与氧化应激 

大量研究表明，很多的眼底疾病，如糖尿病视网膜病变、黄斑变性等都与眼

底的脂质过氧化息息相关[9]。 

综上所述，氧化应激对眼部的疾病影响已经研究多年且较为明确，相信通过减少氧

化应激对眼部损伤作用用来预防就治疗部分的眼部疾病。 

1.1.3 氧化应激模型的建立 

建立成功可靠的氧化应激模型，是研究氧化应激相关机制的研究前提。成功

的模型需要具有可靠性、可控性、特异性。关于目前氧化应激模型主要分为两大

类：动物模型、体外细胞培养模型。动物模型主要有 D-半乳糖模型[10]、辐照模

型、臭氧损伤模型[11]、阿霉素模型[12]、四氧嘧啶模型[12]、尼古丁损伤模型[13]等。

而体外模型目前主要是不同浓度的过氧化氢介导的氧化应激[14]。 

1.1.4 氧化应激相关蛋白阐述 

在机体内氧化还原的平衡主要是由两个系统共同作用决定的：促氧化系统和

抗氧化系统，且各个系统环节中的因子都起着重要的作用。  

1.1.4.1 ROS 生成酶 

（Reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, NADPH ) 氧化酶是细

胞内 ROS 生成的主要来源[15],并且在细胞中发现了一系列 NADPH 氧化酶催化

亚基（ gp91phox ）同源物 , 称其为 NOX1, NOX2 ( gp91phox ) , NOX3, 
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NOX4,NOX5,DUOX1 及 DUOX2,之后被命名为 NOX 的蛋白家族。NOX 分子大

致可以分为 N 端的疏水跨膜区和 C 端两大结构域，羧基末端含有保守的黄素腺

嘌呤二核苷酸（FAD）和 NADPH 结合域。NOX 酶是单电子转运，传递电子方

向：从 NADPH-FAD-第一血红素-第二血红素-形成活性氧[16]。 

1.1.4.2 氧化应激标志物 

3-硝基酪氨酸 (3-NT)：3-硝基酪氨酸是机体中的脂蛋白、酪氨酸残基的蛋白

质被硝基化后的相关产物，既往氧化应激中都发现 3-NT 水平的升高，因此，3-

NT 被作为氧化应激的标志物之一[17]。 

4-HNE：4-HNE 是内源性脂质过氧化的产物，由 ω-6 多不饱和脂肪酸(PUFAs)

的脂质过氧化产生的。4-HNE在机体内主要以三种形式存在：游离存在的 4-HNE、

与生物分子结合/自身代谢产物及合成的衍生品[18]。 

8-OHdG：8-羟基脱氧鸟苷作为内、外源性因素氧化损伤的生物标志物，是由

于 ROS 攻击 DNA 内的鸟嘌呤碱基中的第 8 位碳原子[19]。 

1.1.4.3 氧化应激标志物 

抗氧化剂内源产生，包括超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（Catalase）、

过氧化物酶（peroxiredoxins）等[20]。超氧化物歧化酶（Superoxide Dismutase SOD）

是广泛存在于生命体内的金属酶，主要是催化超氧自由基(O2-)发生歧化的反应，

是体内 O2-的消除剂[21]。过氧化氢酶主要催化 H2O2 分解为 H2O、O2，使得形成-

OH 的量降低，几乎存在于所有细胞中。过氧化物酶是一类过氧化氢作为电子受

体，然后催化底物氧化的酶类。存于细胞的过氧化物酶体中，具有消除过氧化氢、

胺类等毒性物质。 

1.1.4.4 抗氧化相关信号通路 

目前研究认为 Keap1-Nrf2-ARE 信号通路为抗氧化应激中最主要的信号通

路，同时还存在很多信号通路与抗氧化应激之间是密切相关的。例如有研究表明

JAK2/STAT3 和 SIRT1 通路可轻线粒体氧化应激损害、抗凋亡等作用[22]；氧化应

激中通过 FOXO-Wnt 信号通路参与氧化应激介导的骨质疏松及机制研究[23]；

mTOR（雷帕霉素靶蛋白）信号通路介导细胞生长、细胞凋亡及抗氧化的作用[24]。 
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