
实验论著

外源性趋化因子在高糖环境下对人脐静脉内皮细胞功能
的影响

胡海林ꎬ罗　 敏

引用:胡海林ꎬ罗敏. 外源性趋化因子在高糖环境下对人脐静脉
内皮细胞功能的影响. 国际眼科杂志 ２０２０ꎻ２０(５):７７３－７７７

基金项目:上海市重点实验室资助项目(Ｎｏ.１７ＤＺ２２６０１００)
作者单位:(２０００１１)中国上海市ꎬ上海交通大学医学院附属第九
人民医院眼科 上海市眼眶病眼肿瘤重点实验室
作者简介:胡海林ꎬ毕业于同济大学医学院ꎬ主治医师ꎬ研究方
向:糖尿病视网膜病变、泪道疾病、眼整形美容ꎮ
通讯作者:罗敏ꎬ毕业于上海交通大学医学院ꎬ主任医师ꎬ硕士研
究生导师ꎬ研究方向:白内障、屈光手术、眼部整形美容. ｑｉａｎｇｓｏｎ
＠ ｓｈ１６３.ｎｅｔ
收稿日期: ２０１９－０６－０４　 　 修回日期: ２０２０－０４－１５

摘要
目的:探讨高糖环境下外源性趋化因子 ＣＸＣＬ９、ＣＸＣＬ１０、
ＣＸＣＬ１１ 对人脐静脉内皮细胞(ＨＵＶＥＣ)功能的影响及其
机制ꎮ
方法:将对数生长期的细胞分为对照组 (葡萄糖浓度
５ ５ｍｍｏｌ / Ｌ)、低糖组(葡萄糖浓度 ５ｍｍｏｌ / Ｌ)、高糖组(葡
萄糖浓度 ３０ｍｍｏｌ / Ｌ )ꎬ 分别加入 ＣＸＣＬ９ ( １００ｎｇ / ｍＬ)、
ＣＸＣＬ１０( １０ｎｇ / ｍＬ)、 ＣＸＣＬ１１ ( １００ｎｇ / ｍＬ)ꎬ培养 ２４、 ４８、
７２ｈꎬ采用 ＣＣＫ－ ８ 法检测细胞增殖能力ꎬＲＴ－ＰＣＲ 检测
ＣＸＣＲ３ ｍＲＮＡ 的表达ꎬ免疫荧光法检测细胞增殖标志分
子 Ｋｉ－６７ 阳性表达情况ꎮ
结果:ＣＣＫ－８ 法检测结果显示ꎬ加入三种外源性趋化因子
后ꎬ随着时间的延长ꎬ对照组细胞吸光度值逐渐增强ꎻ低糖
组细胞吸光度值呈现先增强后降低的趋势ꎬ４８ｈ 达到高
峰ꎻ高糖组细胞吸光度值总体呈降低趋势ꎮ ＲＴ－ＰＣＲ 检测
结果显示ꎬ加入三种外源性趋化因子后 ４８、７２ｈꎬ低糖组和
高糖组细胞 ＣＸＣＲ３ ｍＲＮＡ 表达水平均高于对照组ꎬ且均
较同组 ２４ｈ 时升高ꎮ 免疫荧光检测结果显示ꎬ加入三种外
源性趋化因子后 ７２ｈꎬ低糖组与高糖组细胞 Ｋｉ－６７ 荧光强
度降低ꎬ高糖组变化更明显ꎮ
结论:高糖环境下外源性加入 ＣＸＣＬ９、ＣＸＣＬ１０、ＣＸＣＬ１１ 可
使 ＨＵＶＥＣ 细胞活力下降并诱导 ＣＸＣＲ３ 表达增强ꎬ且以外
源性加入 ＣＸＣＬ１０、ＣＸＣＬ１１ 配体后ꎬＣＸＣＲ３ 表达增幅最
高ꎬ这可能成为临床干预糖尿病视网膜病变的靶点ꎮ
关键词:ＣＸＣＬ９ꎻＣＸＣＬ１０ꎻＣＸＣＬ１１ꎻ高糖ꎻ人脐静脉内皮
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０引言
糖尿病视网膜病变( ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬＤＲ)是糖尿

病患者眼部最常见的并发症之一ꎬ是世界范围内主要的致
盲性眼病[１－２]ꎮ ＤＲ 患者表现为视力模糊ꎬ眼前有暗点或
闪烁的灯光以及视力丧失ꎬ眼底检查表现为微血管瘤、出
血、渗出、视网膜内微血管异常、静脉串珠样改变、新生血
管等ꎮ 糖尿病患者由于高血糖引起血管内皮细胞凋亡ꎬ氧
化酶损伤ꎬ微血栓形成ꎬ细胞黏附分子活化ꎬ白细胞淤积和
细胞因子活化ꎬ继之缺氧调节的生长因子表达增加和细胞
因子产生导致微循环障碍ꎮ ＤＲ 的发病机制包括异常代
谢途径、氧化应激和慢性炎症等学说[３－４]ꎮ 近年来ꎬ慢性
炎症学说越来越受到国内外学者的关注ꎮ 靶向抗炎治疗ꎬ
如抗血管内皮生长因子(ＶＥＧＦ)或皮质类固醇类药物玻
璃体腔注射等ꎬ可以在一定程度上延缓 ＤＲ 的发展[４－５]ꎮ

白细胞在视网膜微血管的黏附可能是激活 ＤＲ 复杂
病理过程的起始途径ꎬ趋化因子参与了这一过程ꎮ 趋化因
子是细胞因子超家族中的一种由 ７０ ~ ８０ 个氨基酸组成ꎬ
对白细胞等细胞具有趋化作用的小分子蛋白质[６]ꎮ γ－干
扰素诱导的单核因子 ( ＣＸＣＬ９)、干扰素诱导蛋白 １０
( ＣＸＣＬ１０ )、 干 扰 素 诱 导 的 Ｔ 细 胞 α 化 学 引 诱 剂
(ＣＸＣＬ１１)是趋化因子 ＣＸＣＲ３ 的 ３ 个配体[７－８]ꎮ ＣＸＣＲ３
是表达在 Ｔ 细胞表面的趋化因子受体ꎬ能诱导趋化、细胞
迁徙和黏附ꎮ 临床研究表明ꎬＣＸＣＲ３ 在临床监测 ＤＲ 病情
严重程度上具有一定价值[９]ꎮ 动物研究也表明ꎬＣＸＣＲ３
族趋化因子参与了 ＤＲ 的病程变化[１０]ꎮ 然而ꎬＣＸＣＲ３ 的 ３
个配体在 ＤＲ 发展过程中所起的作用不明ꎮ 因此ꎬ本研究
从细胞学角度研究 ＣＸＣＲ３ 的 ３ 个配体与 ＤＲ 病情之间的
关联ꎬ以便为寻找治疗 ＤＲ 的靶点提供依据ꎮ
１材料和方法
１ １材料
１ １ １细胞和试剂　 人脐静脉内皮细胞(ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ
ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌꎬＨＵＶＥＣ) (上海细胞生物研究所)ꎻ
ＤＭＥＭ(Ｇｉｂｃｏꎬ美国)ꎬ抗生素(青－链霉素)、０ ２５％胰蛋白
酶、胎牛血清(Ｈｙｃｌｏｎｅꎬ美国)ꎬＣＸＣＬ９、ＣＸＣＬ１０、ＣＸＣＬ１１
(Ｂｉｏｌｅｎｇꎬ美国)ꎬＣＸＣＲ３ 抗体(Ａｂｃａｍꎬ美国)ꎬＣＣＫ－８ 细胞
活性检测试剂盒(同仁公司ꎬ日本)ꎬ鼠抗 Ｋｉ６７ 单克隆抗
体、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 羊抗鼠二抗、ＳＹＢＲ ｇｒｅｅｎ ｏｎｅ Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ
ＰＣＲ 试 剂 盒 ( ＴａＫａＲａꎬ 日 本 )ꎬ Ｔｒｉｚｏｌ 试 剂 盒 ( Ｌｉｆｅ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ美国)ꎮ
１ １ ２主要仪器　 恒温 ＣＯ２培养箱(Ｔｈｅｒｍａｌꎬ美国)ꎬ倒置
显微镜(ＯＬＹＭＰＵＳꎬ日本)ꎬ程序降温冻存盒(Ｎａｌｇｅｎｅꎬ美
国)ꎬ－８０℃低温冰箱(ＳＡＮＹＯꎬ日本)ꎬＪＢ９０－１ 定时磁力搅
拌器(上海衡平仪器厂)ꎬＰＨＳ－２Ｃ 型酸度计(上海伟业仪
器厂)ꎬ旋涡混合器 ＭＡＸＩＭＩＸ ｐｌｕｓ ＴＭ ( Ｔｈｅｒｍｏｌｙｎｅꎬ美
国)ꎬ台式低温离心机(Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒꎬ法国)ꎬ电热恒温
水温箱 (上海医疗器械五厂)ꎬ高速离心机 ( Ｂｅｃｋｍａｎ
Ｃｏｕｌｔｅｒꎬ美国)ꎬ精密天平 ＢＳ１１０Ｓ(Ｓａｒｔｏｒｉｕｓꎬ德国)ꎬ电泳仪
及电转仪 Ｍｉｎｉ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ⅱ型(Ｂｉｏ－Ｒａｄꎬ美国)ꎬ制冰机 Ｆ－
１２０Ｃ－５０ 型(ＨＯＳＨＩＺＡＫＩꎬ日本)ꎬＥｎｖｓｉｏｎ 全波段酶标检测
仪(ＰＥꎬ美国)ꎬ电泳系统(电泳仪、电泳槽等)ꎬＢｉｏ －Ｒａｄ

ＧｅｌＤｏｃ ２０００ 成像系统ꎬＳｔｒａｔａｇｅｎｅ Ｍｘｐ３０００ 荧光 ＰＣＲ 仪ꎮ
１ ２方法
１ ２ １细胞培养与分组　 ＨＵＶＥＣ 置于含 １０％胎牛血清的
培养液中ꎬ３７℃、５％ ＣＯ２恒温孵育箱内培养ꎬ１~ ２ｄ 更换培
养液ꎬ细胞融合率达到 ９０％~ ９５％后按 １∶ ３ 以上的比例进
行传代培养ꎬ约 ２~３ｄ 消化传代一次ꎮ 将对数生长期的细
胞分为对照组(葡萄糖浓度 ５ ５ｍｍｏｌ / Ｌ 的培养基培养)、
低糖组(葡萄糖浓度 ５ｍｍｏｌ / Ｌ 的培养基培养)、高糖组(葡
萄糖浓度 ３０ｍｍｏｌ / Ｌ 的培养基培养)进行实验ꎮ
１ ２ ２ ＣＣＫ－８ 法检测细胞增殖能力 　 根据实验分组将
ＨＵＶＥＣ 细胞接种至 ９６ 孔板ꎬ每孔 ５０００ 个细胞(２００μＬ 相应
的培养基)ꎬ分别加入趋化因子 ＣＸＣＬ９、ＣＸＣＬ１０、ＣＸＣＬ１１ꎬ
终浓度分别为 １００、１０、１００ｎｇ / ｍＬꎮ 培养 ２４、４８、７２ｈꎬ向待测
孔中加入 ２０μＬ ＣＣＫ－８ 试剂孵育 ２ｈ 后ꎬ在酶标检测仪
４５０ｎｍ 下检测吸光度值(ＯＤ)ꎮ 检测 ３ 次ꎬ取平均值ꎮ
１ ２ ３ Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＣＸＣＲ３ ｍＲＮＡ 的表达 　 根
据实验分组将 ＨＵＶＥＣ 细胞接种至 ６ 孔板中ꎬ每孔 ２×１０４个
细胞ꎬ分别加入趋化因子 ＣＸＣＬ９、ＣＸＣＬ１０、ＣＸＣＬ１１ꎬ终浓
度分别为 １００、 １０、 １００ｎｇ / ｍＬꎮ 培养 ２４、 ４８、 ７２ｈꎮ 利用
Ｔｒｉｚｏｌ 法抽提细胞总 ＲＮＡꎬ进行浓度检测后ꎬ使用反转录
试剂盒合成 ｃＤＮＡꎮ 采用 ＳＹＢＲ ｇｒｅｅｎ 法对 ＣＸＣＲ３ 进行
Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测ꎬ管家基因 ＧＡＰＤＨ 作为内参ꎬ以
２－△△Ｃｔ值计算 ＣＸＣＲ３ ｍＲＮＡ 的相对表达量ꎮ ＣＸＣＲ３ 正向
引物 ５－ＣＣＡＣＣＴＡＧＣＴＧＴＡＧＣＡＧＡＣＡＣ－３ꎬ反向引物 ５ －
ＡＧＧＧＣＴＣＣＴＧＣＧＴＡＧＡＡＧＴＴ－ ３ꎮ ＧＡＰＤＨ 正向引物 ５ －
ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ － ３ꎬ 反 向 引 物 ５ －
ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ－３ꎮ
１ ２ ４免疫荧光法检测细胞增殖标志分子 Ｋｉ６７ 含量　 将
ＨＵＶＥＣ 细胞接种至放置爬片的 ６ 孔板中ꎬ每孔 ２×１０４个细
胞ꎬ孵育 ２４ｈꎬ换不同葡萄糖浓度的培养基并分别加入趋
化因子 ＣＸＣＬ９、ＣＸＣＬ１０、ＣＸＣＬ１１ꎬ终浓度分别为 １００、１０、
１００ｎｇ / ｍＬꎮ ７２ｈ 后ꎬ去除培养基ꎬＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎮ 用 ４％多
聚甲醛固定 １０ｍｉｎꎬＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ１０％驴血清封闭 ３０ｍｉｎꎻ
加入鼠抗 Ｋｉ６７ 单克隆抗体(１∶ １０００)ꎬ４℃孵育过夜ꎻ次日
用 ＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ加入 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 羊抗鼠二抗室温避
光孵育 ２ｈꎬ随后漂洗 ３ 次ꎬ１０ｍｉｎ / 次ꎬ加入 ＤＡＰＩ 染色
２０ｍｉｎꎬＰＢＳ 冲掉染色液后用滤纸吸干ꎬ封片后在荧光显微
镜下进行观察ꎮ 以细胞核出现绿色荧光为 Ｋｉ６７ 阳性染
色ꎬ计数每视野荧光细胞数和总细胞数ꎬ并计算荧光细胞
百分比ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２５ ０ 软件进行统计学分析ꎮ
计量资料以 ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间比较采取重复测量数据的
方差分析和单因素方差分析ꎬ进一步组间两两比较采用
ＬＳＤ－ｔ 检验ꎮ Ｐ<０ ０５ 表示差异有统计学意义ꎮ
２结果
２ １ 外源性趋化因子对 ＨＵＶＥＣ 细胞增殖的影响 　
ＣＣＫ－８法检测结果显示ꎬ加入外源性趋化因子 ＣＸＣＬ９、
ＣＸＣＬ１０、ＣＸＣＬ１１ 后ꎬ随着时间的延长ꎬ对照组细胞吸光度
值逐渐增强ꎻ低糖组细胞吸光度值呈现先增强后降低的趋
势ꎬ４８ｈ 达到高峰ꎻ高糖组细胞吸光度值总体呈降低趋势
(表 １)ꎮ 加入三种趋化因子后 ２４ｈꎬ三组细胞吸光度值差
异均无统计学意义(Ｐ>０ ０５)ꎻ加入三种趋化因子后 ４８ｈꎬ
高糖组与对照组细胞吸光度值差异有统计学意义(Ｐ <
０ ０５)ꎬ且加入 ＣＸＣＬ１１ 时低糖组与对照组细胞吸光度值

４７７

国际眼科杂志　 ２０２０ 年 ５ 月　 第 ２０ 卷　 第 ５ 期　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
电话:０２９￣８２２４５１７２　 　 ８５２６３９４０　 电子信箱:ＩＪＯ.２０００＠ １６３.ｃｏｍ



　 　表 １　 外源性趋化因子对 ＨＵＶＥＣ细胞增殖的影响 (ｘ±ｓꎬＯＤ)
趋化因子 组别 培养 ２４ｈ 培养 ４８ｈ 培养 ７２ｈ
ＣＸＣＬ９ 对照组 ０ ４２±０ ０５ ０ ８８±０ １６ １ ０９±０ １７

低糖组 ０ ４０±０ １０ ０ ６０±０ １２ ０ ５５±０ １２
高糖组 ０ ４５±０ ０６ ０ ３８±０ ０７ ０ ２６±０ ０９

Ｐ(对照组 ｖｓ 低糖组) ０ ７７２ ０ １９３ ０ ００８
Ｐ(对照组 ｖｓ 高糖组) ０ ５４２ ０ ０２３ ０ ００１
Ｐ(低糖组 ｖｓ 高糖组) ０ ４９９ ０ ４３０ ０ １１５

ＣＸＣＬ１０ 对照组 ０ ３８±０ １０ ０ ８９±０ １８ １ ０７±０ １６
低糖组 ０ ４１±０ ０８ ０ ６１±０ １４ ０ ５７±０ １１
高糖组 ０ ４２±０ １１ ０ ３５±０ １３ ０ ２３±０ ０８

Ｐ(对照组 ｖｓ 低糖组) ０ ７０６ ０ １８９ ０ ００７
Ｐ(对照组 ｖｓ 高糖组) ０ ６６５ ０ ０１４ <０ ００１
Ｐ(低糖组 ｖｓ 高糖组) ０ ９０５ ０ ２４５ ０ ０４２

ＣＸＣＬ１１ 对照组 ０ ５０±０ １３ ０ ９６±０ ０９ １ １１±０ １３
低糖组 ０ ４４±０ ０６ ０ ５６±０ １１ ０ ５５±０ １１
高糖组 ０ ４１±０ １０ ０ ４３±０ １６ ０ ２５±０ ０８

Ｐ(对照组 ｖｓ 低糖组) ０ ５０８ ０ ０２２ ０ ００３
Ｐ(对照组 ｖｓ 高糖组) ０ ３９６ ０ ００６ <０ ００１
Ｐ(低糖组 ｖｓ 高糖组) ０ ６７９ ０ ７６６ ０ ０５６

注:ＣＸＣＬ９:Ｆ时间 ＝ １１ １４ꎬＰ时间 ＝ ０ ００２ꎻＦ组间 ＝ １５ １８ꎬＰ组间 ＝ ０ ００４ꎻＦ组间×时间 ＝ １２ ５１ꎬＰ组间×时间 < ０ ００１ꎮ ＣＸＣＬ１０:Ｆ时间 ＝ １１ ４６ꎬＰ时间 ＝
０ ００２ꎻＦ组间 ＝ １９ ３８ꎬＰ组间 ＝ ０ ００２ꎻＦ组间×时间 ＝ １２ ３５ꎬＰ组间×时间 <０ ００１ꎮ ＣＸＣＬ１１:Ｆ时间 ＝ １３ １３ꎬＰ时间 ＝ ０ ００１ꎻＦ组间 ＝ ２９ ９５ꎬＰ组间 ＝ ０ ００１ꎻ
Ｆ组间×时间 ＝ １３ ６１ꎬＰ组间×时间<０ ００１ꎮ

表 ２　 外源性趋化因子对 ＨＵＶＥＣ细胞 ＣＸＣＲ３ ｍＲＮＡ表达的影响 ｘ±ｓ
趋化因子 组别 培养 ２４ｈ 培养 ４８ｈ 培养 ７２ｈ
ＣＸＣＬ９ 对照组 １ ０１±０ ２０ １ ０７±０ １９ １ ０４±０ １８

低糖组 ３ ２０±１ ２０ ４ ２０±０ ８０ ４ ３７±０ ５１
高糖组 ４ ４６±０ ９５ ５ ４０±０ ６７ ５ ３０±０ ５１

Ｐ(对照组 ｖｓ 低糖组) ０ ０７１ ０ ００２ <０ ００１
Ｐ(对照组 ｖｓ 高糖组) ０ ００９ <０ ００１ <０ ００１
Ｐ(低糖组 ｖｓ 高糖组) ０ ３９８ ０ １５７ ０ ０１９

ＣＸＣＬ１０ 对照组 １ ０５±０ ２１ １ ００±０ ２０ １ ０１±０ １９
低糖组 ３ ２０±１ ０８ ４ ６０±０ ８０ ４ ３３±０ ５１
高糖组 ４ ８０±１ ３０ ６ １０±０ ４０ ６ ００±１ １１

Ｐ(对照组 ｖｓ 低糖组) ０ １０８ ０ ０１０ ０ ００４
Ｐ(对照组 ｖｓ 高糖组) ０ ０１０ ０ ００２ <０ ００１
Ｐ(低糖组 ｖｓ 高糖组) ０ ２８０ ０ ２９１ ０ ０３６

ＣＸＣＬ１１ 对照组 ０ ９８±０ ２１ ０ ９８±０ １８ １ ０２±０ ２３
低糖组 ３ １４±１ １５ ３ ７３±１ １２ ４ ０６±０ ３９
高糖组 ４ ３３±０ ７６ ５ ６７±０ ７２ ５ ５０±０ ４９

Ｐ(对照组 ｖｓ 低糖组) ０ ０５１ ０ ０１５ <０ ００１
Ｐ(对照组 ｖｓ 高糖组) ０ ００７ ０ ００１ <０ ００１
Ｐ(低糖组 ｖｓ 高糖组) ０ ３６４ ０ ０６６ ０ ００３

注:ＣＸＣＬ９:Ｆ时间 ＝ １９ ４１ꎬＰ时间<０ ００１ꎻＦ组间 ＝ ３５ ４２ꎬＰ组间<０ ００１ꎻＦ组间×时间 ＝ ４ ４８ꎬＰ组间×时间 ＝ ０ ０１９ꎮ ＣＸＣＬ１０:Ｆ时间 ＝ ４５ １２ꎬＰ时间<０ ００１ꎻ
Ｆ组间 ＝ ２３ ２２ꎬＰ组间 ＝ ０ ００１ꎻＦ组间×时间 ＝ １３ ７４ꎬＰ组间×时间 <０ ００１ꎮ ＣＸＣＬ１１:Ｆ时间 ＝ １２ ２６ꎬＰ时间 ＝ ０ ００１ꎻＦ组间 ＝ ３８ ８ꎬＰ组间 <０ ００１ꎻＦ组间×时间 ＝
３ ７１ꎬＰ组间×时间 ＝ ０ ０３４ꎮ

差异有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎻ加入三种趋化因子后 ７２ｈ
后ꎬ低糖组和高糖组细胞吸光度值分别与对照组比较ꎬ
差异均有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎬ且加入 ＣＸＣＬ１０ 时低糖
组与高糖组细胞吸光度值差异有统计学意 义 ( Ｐ <
０ ０５)ꎮ

２ ２ 外源性趋化因子对 ＨＵＶＥＣ细胞 ＣＸＣＲ３ ｍＲＮＡ表达
的影响 　 ＲＴ － ＰＣＲ 检测结果显示ꎬ外源性趋化因子
ＣＸＣＬ９、ＣＸＣＬ１０、ＣＸＣＬ１１ 加入 ４８、７２ｈ 后ꎬ低糖组和高糖
组细胞 ＣＸＣＲ３ ｍＲＮＡ 表达水平高于 ２４ｈ(表 ２)ꎮ 加入外
源性趋化因子 ＣＸＣＬ９、ＣＸＣＬ１０、ＣＸＣＬ１１ 后 ２４ｈꎬ高糖组细

５７７

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２０ꎬ Ｎｏ.５ Ｍａｙ ２０２０　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



图 １　 加入外源性趋化因子后 ７２ｈ Ｋｉ－６７ 免疫荧光显色图(×４０)　 Ａ:加入 ＣＸＣＬ９ꎻＢ:加入 ＣＸＣＬ１０ꎻＣ:加入 ＣＸＣＬ１１ꎮ

表 ３　 外源性趋化因子对 ＨＵＶＥＣ细胞 Ｋｉ６７ 阳性表达的影响 (ｘ±ｓꎬ％)
组别 ＣＸＣＬ９ ＣＸＣＬ１０ ＣＸＣＬ１１
对照组 ３７ ０±５ ２ ４４ ２±４ １ ４０ ７±４ ６
低糖组 ２０ ７±４ ５ １６ ７±４ ３ ２４ ５±３ ５
高糖组 １６ ８±２ ５ １６ ２±２ ６ １５ ２±４ ９

　 　
Ｐ(对照组 ｖｓ 低糖组) ０ ０１５ ０ ００１ ０ ００８
Ｐ(对照组 ｖｓ 高糖组) ０ ００４ ０ ００１ ０ ００３
Ｐ(低糖组 ｖｓ 高糖组) ０ ２６０ ０ ８７２ ０ ０５６

注:ＦＣＸＣＬ９ ＝ １９ ３０２ꎬＰＣＸＣＬ９ ＝ ０ ００２ꎻＦＣＸＣＬ１０ ＝ ５４ ９３９ꎬＰＣＸＣＬ１０<０ ００１ꎻＦＣＸＣＬ１１ ＝ ２６ １０２ꎬＰＣＸＣＬ１１ ＝ ０ ００１ꎮ

胞 ＣＸＣＲ３ ｍＲＮＡ 表达水平比对照组高ꎬ差异均有统计学
意义(Ｐ<０ ０５)ꎻ加入三种趋化因子后 ４８ｈꎬ低糖组、高糖
组细胞 ＣＸＣＲ３ ｍＲＮＡ 表达水平与对照组差异均有统计学
意义(Ｐ<０ ０５)ꎻ加入三种趋化因子后 ７２ｈ 后ꎬ低糖组、高
糖组细胞 ＣＸＣＲ３ ｍＲＮＡ 表达水平与对照组ꎬ低糖组和高
糖组差异均有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎮ
２ ３外源性趋化因子对 ＨＵＶＥＣ 细胞增殖标志分子 Ｋｉ６７
表达的影响　 免疫荧光检测结果显示ꎬ加入外源性趋化因
子 ＣＸＣＬ９、ＣＸＣＬ１０、ＣＸＣＬ１１ 后 ７２ｈꎬ与对照组相比ꎬ低糖
组与高糖组细胞 Ｋｉ－６７ 荧光强度降低ꎬ阳性细胞数明显减
少ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎬ且高糖组降低更明显
(图 １ꎬ表 ３)ꎮ
３讨论

随着糖尿病患病人数的增多ꎬＤＲ 的发病率也越来越
高[１１]ꎮ 有研究人员在 ２０１７ 年对我国山东等省糖尿病患
者进行调查发现ꎬＤＲ 发病率高达 ３４ ０８％ [１２]ꎮ 随着 ＤＲ
病情的进展ꎬ可造成不可逆的视力损害ꎬ对视觉健康造成
巨大的影响ꎬ因此找到 ＤＲ 的治疗靶点至关重要[１３]ꎮ 研究
表明ꎬＤＲ 是一种高血糖引起的视网膜慢性低度炎症性疾
病[１４]ꎮ 动物和临床实验均证实ꎬＣＸＣＲ３ 参与这一炎症反
应过程ꎬ但其配体 ＣＸＣＬ９、ＣＸＣＬ１０、ＣＸＣＬ１１ 和 ＣＸＣＲ３ 结
合后在 ＤＲ 发展过程中所起的作用不明ꎬ本研究从细胞学
角度研究 ＣＸＣＲ３ 的 ３ 个配体与 ＤＲ 病情之间的关联ꎬ从
而为发现 ＤＲ 治疗的靶点提供一定的依据ꎮ

有研究认为ꎬＣＸＣＬ９ 通过与相应受体相互作用ꎬ活化
各类白细胞并趋化至病灶处ꎬ调节免疫细胞的迁移ꎬ在炎
症性疾病的发病过程中起着关键性作用[１５]ꎮ ＣＸＣＬ１０ 对
于 Ｔ 细胞的发育、迁移、黏附起着重要作用ꎬ还能够活化单
核细胞及自然杀伤细胞ꎬ参与多种自身免疫疾病的发生发
展过程[１６]ꎮ ＣＸＣＬ１１ 和受体结合后ꎬ可以诱导 Ｔ 细胞迁
移ꎬ产生促炎作用ꎬ抑制血管内皮生长ꎬ调控血管生
成等[１７]ꎮ

本研究中ꎬＣＣＫ－８ 法检测结果显示ꎬ在加入三种外源
性趋化因子后ꎬ随着时间的延长ꎬ对照组细胞吸光度值逐
渐增强ꎬ低糖组 ４８ｈ 达到高峰ꎬ７２ｈ 又呈下降趋势ꎬ而高糖
组除加入 ＣＸＣＬ１１ ４８ｈ 时略有增长外ꎬ总体呈降低趋势ꎮ
该结果表明高糖环境下ꎬ加入三种外源性趋化因子后ꎬ细
胞生长抑制ꎬ细胞活力下降ꎬ这与既往研究结果一致[１８]ꎮ
此外ꎬＲＴ－ＰＣＲ 检测结果表明ꎬ加入三种外源性趋化因子
后ꎬ低糖组和高糖组细胞 ＣＸＣＲ３ ｍＲＮＡ 较对照组均出现
增高的趋势ꎬ且在 ４８、７２ｈ 时有统计学差异ꎬ提示三种外源
性趋化因子和 ＣＸＣＲ３ 的作用存在一定的时间性ꎮ 高糖环
境下ꎬ三种外源性趋化因子与 ＣＸＣＲ３ 作用引起其表达下
降拐点出现在 ４８ｈꎬ分析早期高糖环境下趋化因子能招募
免疫细胞(如 Ｔｈ１ 细胞)ꎬ发挥抑制血管新生作用[１９]ꎮ 目
前ꎬ国内关于 ＣＸＣＬ９、ＣＸＣＬ１０ 及 ＣＸＣＬ１１ 与 ＤＲ 的相关报
道较少ꎬ推测可能是该三种外源性趋化因子有不同的调控
机制ꎬ其表达有不同的时间性和空间性ꎬ在不同的条件下
有不同的优势因子ꎬ所以该三种趋化因子与 ＤＲ 及其临床
表现的相关性并不完全一致ꎮ

综上ꎬ本研究表明ꎬ高糖环境下外源性加入 ＣＸＣＬ９、
ＣＸＣＬ１０、 ＣＸＣＬ１１ 可使 ＨＵＶＥＣ 细胞活力下降并诱导
ＣＸＣＲ３ 表达增强ꎬ且以外源性加入 ＣＸＣＬ１０、ＣＸＣＬ１１ 配体
后ꎬＣＸＣＲ３ 表达增幅最高ꎬ这可能成为临床干预糖尿病视
网膜病变的靶点ꎮ
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