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Abstract
誗 AIM: To study the effect of artesunate ( ART ) on
proliferation and expression of vascular endothelial
growth factor (VEGF) in cultured human retinal capillary
endothelial cells in vitro under the condition of high
glucose.
誗METHODS: Human retinal capillary endothelial cells
( HRCECs ) extraction was taken from fresh human
eyeand cultured in vitro. The cells of good growth in
3 rd - 4 th generation were used into the experiment. The
experimental subjects were divided into low glucose
control group, high glucose control group and high
glucose+different concentrations ART (15滋g/ mL, 30滋g/ mL,
60滋g / mL, and 120滋g / mL) groups. The effect of ART on
the proliferation of HRCECs for 24 and 48 hours was
measured by MTT assay. The effect of ART on the
expression of VEGF in HRCECs was detected by
immunocytochemistry.
誗RESULTS: The results from MTT assay showed that
high glucose significantly increased the proliferation of
HRCECs (P>0. 05) and treatment of HRCECs with ART at
the concentrations 15滋g/ mL,30滋g/ mL,60滋g/ mL,120滋g/ mL
for 24 and 48 hours caused a time- and dose-dependent
inhibition in the proliferation of HRCECs (P< 0. 05) . The

expression of VEGF in high glucose group was
significantly higher than that in the low glucose control
group (P<0. 05). Compared with the high glucose control
group, the expressions of VEGF in high glucose + different
concentrations ART(15滋g/ mL,30滋g/ mL,60滋g/ mL) groups
were decreased in a dose-dependent manner (P<0. 05) .
誗CONCLUSION: ART concentration - dependently inhibits
high glucose - induced proliferation and VEGF
overexpression in HRCECs, indicating that ART-inhibited
the proliferation of HRCECs exerted by high glucose
environment might be related to the inhibition of VEGF
expression.
誗 KEYWORDS: artesunate; human retinal capillary
endothelial cells; proliferation; vascular endothelial
growth factor
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摘要
目的:研究青蒿琥酯(artesunate)对体外高糖环境下培养
的人视网膜微血管内皮细胞 ( human retinal capillary
endothelial cells, HRCECs)的增殖及血管内皮细胞生长
因子(vascular endothelial growth factor,VEGF)表达的影响。
方法:从新鲜人眼球提取 HRCECs,进行体外培养。 取第
3 ~ 4 代生长良好的细胞用于实验,实验分为低糖对照
组、高糖对照组、高糖+不同浓度青蒿琥酯组(15,30,60,
120滋g / mL),用噻唑蓝(MTT)比色法检测 HRCECs 的增
殖,通过免疫细胞化学法观察各分组 HRCECs 中 VEGF
的表达。
结果:MTT 比色法检测细胞增殖结果显示:与低糖组比
较,高糖显著促进 HRCECs 增殖(P>0. 05);15,30,60,
120滋g / mL 青蒿琥酯处理 24h 或 48h,可时间和浓度依赖
性地抑制高糖环境下 HRCECs 的增殖(P<0. 05)。 免疫
细胞化学法检测 VEGF 表达结果显示:与低糖对照组相
比,高糖对照组 VEGF 表达明显增加(P<0. 05);高糖+不
同浓度青蒿琥酯(15,30,60滋g / mL)组与高糖对照组相比
VEGF 表达明显下降(P<0. 05),高糖+不同浓度青蒿琥
酯组之间两两比较均具有统计学差异(P<0. 05),且随着
药物浓度的提高,VEGF 的表达量逐渐减少。
结论:青 蒿 琥 酯 呈 浓 度 依 赖 性 地 抑 制 高 糖 环 境 下
HRCECs 的增殖以及 VEGF 的表达,表明青蒿琥酯抑制高
糖环境诱导 HRCECs 增殖可能与其抑制 VEGF 表达有关。
关键词:青蒿琥酯;人视网膜微血管内皮细胞;增殖;血管
内皮生长因子
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0 引言
摇 摇 糖尿病患者严重的并发症之一是糖尿病视网膜病变
(diabetic retinopathy, DR),增殖型糖尿病视网膜病变
(PDR)标志性的病理改变是出现新生血管[1],因此预防
和治疗糖尿病视网膜新生血管已成为重点。 目前发现调
控血管形成的因子中最强有力的是血管内皮生长因子
(vascular endothe-lial growth factor,VEGF) [2],而在 PDR
患者房水或玻璃体腔中,发现促血管新生因子水平如
VEGF、生长因子、细胞因子等显著升高,其中 VEGF 的作
用尤 为 重 要, 涉 及 病 变 整 个 过 程[3]。 青 蒿 琥 酯
(artesunate) 是从传统中草药黄花蒿中提取的倍半萜内
酯类化合物青蒿素的水溶性衍生物,临床用于抢救和治
疗脑型疟疾和恶性疟疾等, 其毒、副作用较少[4]。 近年
来研究发现,青蒿琥酯具有抗血管生成的作用[5],抑制角
膜新生血管的生长[6]。 本研究将不同浓度的青蒿琥酯作
用于原代培养的人视网膜微血管内皮细胞,观察其对细
胞增殖及 VEGF 表达的影响。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 青蒿琥酯(桂林南药股份有限公司);二甲基
亚砜(DMSO)和噻唑蓝(MTT) (Amresco 公司);胰蛋白
酶、二乙烯四乙酸二钠(EDTA)和谷氨酰胺(美国 Sigma
公司);胎牛血清(杭州四季青公司); DMEM 培养液、即
用型 SABC(兔 IgG)试剂盒和 DAB 显色试剂盒(武汉博
士德公司); 兔抗人峪因子 IgG(北京中杉金桥生物技术
公司)、兔抗人 VEGF 抗体(北京博奥森生物技术公司)。
1. 2 方法
1. 2. 1 HRCECs 培养 摇 从手术室获取术后的新鲜人眼
球,参考文献[7]的培养方法进行 HRCECs 原代培养。 在
50mL / L CO2,37益培养箱内进行细胞培养, 每 2d 换液
1 次,用细胞刮去除杂细胞,待细胞汇合 80% 以上后,按
1颐2 进行传代培养。
1. 2. 2 HRCECs 鉴定 摇 (1)形态学:相差倒置显微镜观
察细胞生长特性、形态特征。 (2)第峪因子相关抗原免
疫组化检查:将 20mm伊20mm 盖玻片置于 6 孔板内,每孔
接种 2mL,密度为 5伊104个 / mL 的细胞悬液,置于 50mL / L
CO2,37益的培养箱中培养 48h。 待细胞生长爬满盖玻片
后取出,免疫细胞化学染色二步法检测第峪因子相关抗
原。 阴性对照: PBS 代替一抗。 显微镜下观察、采集
图像。
1. 2. 3 实验分组摇 (1)MTT 实验分组:0 组:不加细胞只
加培养基的调零组;QL组:低糖对照组;QH组:高糖对照
组;Q1:高糖+15滋g / mL 青蒿琥酯组;Q2组:高糖+30滋g / mL
青蒿琥酯组;Q3组:高糖+60滋g / mL 青蒿琥酯组;Q4组:高
糖+120滋g / mL 青蒿琥酯组。 (2)免疫细胞化学实验分
组:ZL组:低糖对照组;ZH 组:高糖对照组;Z1 组:高糖 +
15滋g / mL 青蒿琥酯组;Z2 组:高糖 +30滋g / mL 青蒿琥酯
组;Z3组:高糖+60滋g / mL 青蒿琥酯组。 葡萄糖浓度:高糖
为 25mmol / L,低糖为 5. 5mmol / L。
1. 2. 4 MTT 比色法测定 HRCECs 增殖摇 选取第 3 ~ 4 代

对数生长良好的细胞,倒去上清,用 PBS 液洗涤两次,加
入 2. 5g / L 胰蛋白酶消化,在相差显微镜下观察,当细胞
开始变圆收缩,细胞间隙变大时,倒出消化液,分别加入
含 100mL / L 胎牛血清高糖或低糖 DMEM 培养液终止消
化,制成高糖或低糖细胞悬液,将细胞浓度调整为 3. 5 伊
104个 / mL。 实验共分 7 组,调零组 1 组,低糖 1 组,高糖 5
组,每组 6 个复孔,每孔 180 滋L 细胞悬液加入到两个 96
孔板中。 将两个 96 孔板置于 50mL / L CO2,37益 培养箱
内培养 12h,细胞贴壁后取出,Q1 ~ Q4 组分别加入 20滋L
不同浓度青蒿琥酯,使青蒿琥酯终浓度为 15,30,60,
120滋g / mL。 培养 20h 和 44h 后,分别随机取出一个 96 孔
板,每孔加入 5g / L MTT 液 20滋L,培养 4h 后终止培养,倒
去培养基,用滤纸吸干水分,每孔加 150滋L DMSO 原液,
振荡 10min,当蓝紫色结晶完全溶解后,用自动酶标仪选
取 570nm 波长,检测每孔的吸光度 A 值,根据公式:细胞
抑制率(% )= [1-(试验组平均 A 值-空白组平均 A 值) /
(对照组平均 A 值-空白组平均 A 值)]伊100% ,计算出细
胞抑制率。 以上实验重复 3 次。
1. 2. 5 免疫细胞化学法检测 VEGF 表达的影响 摇 将
20mm伊20mm 盖玻片消毒灭菌并做好标记,放入无菌的 6
孔板中,每孔接种 2mL,密度为 5伊104个 / mL 的细胞悬液,
置于 50mL / L CO2,37益 的培养箱中培养 24h,倒去培养
液。 实验共分 5 组,每组 2 个复孔,每孔 2mL,低糖对照
组 ZL:含低糖 5. 5mmol / L、100mL / L 胎牛血清的 DMEM
培养;高糖对照组 ZH:含高糖 25mmol / L、100mL / L 胎牛血
清 DMEM 培养;高糖加药组 Z1,Z2,Z3:含高糖 25mmol / L、
100mL / L 胎牛血清 DMEM 培养+青蒿琥酯终浓度分别为
15,30,60滋g / mL 组。 继续培养 48h 后取出盖玻片,PBS
液漂洗细胞 2 次,4%多聚甲醛室温固定 30min,PBS 液冲
洗 3 次,3% 过氧化氢-甲醇室温浸泡 15min,以封闭内源
性过氧化物酶,PBS 液洗涤后加入 5% BSA 湿盒中室温
封闭 20min,滤纸吸去多余液体,加入一抗(兔抗人 VEGF
1颐200),并以磷酸盐缓冲液代替一抗为阴性对照,4益湿
盒中过夜,37益复温 45min,PBS 液洗涤,滴加二抗 37益孵
育 30min,SABC 法染色,DAB 显色,苏木素复染,梯度乙
醇脱水,二甲苯透明,中性树胶封片,镜下观察。 阳性染
色为胞浆或胞膜有棕黄或棕褐色颗粒状物质沉积。 对各
组进行灰度值测定,以背景灰度值与阳性灰度值之差作
为每组灰度值。 以上实验重复 2 次。 按细胞图像分析系
统(重庆天海医疗设备有限公司,型号为 PIPS-2020)测
定免疫细胞化学的要求进行系统设置和操作,对各组进
行灰度值测定,在伊400 下随机测量 100 个阳性细胞的平
均灰度值(背景灰度值-阳性灰度值),阳性表达越多,值
越大。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 13. 0 软件进行统计分析,各
组实验数据以 (軃x依s)表示,多组间均数的比较用单因素
方差分析,组间均数的比较用 SNK-q 检验,以 琢=0. 05 为
检验水准。
2 结果
2. 1 HRCECs 的培养和鉴定摇 在倒置相差显微镜下观察
细胞形态:HRCECs 呈现铺路石样单层贴壁生长(图 1)。
运用免疫细胞化学方法鉴定: 经第峪因子相关抗原抗体
染色, HRCECs 胞浆中有棕黄色着色(图 2), 阴性对照
组无着色,均证实体外成功培养出 HRCECs。

352

Int Eye Sci, Vol. 13, No. 2, Feb. 2013摇 www. ies. net. cn
Tel:029鄄82245172摇 82210956摇 Email:IJO. 2000@163. com



摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 图 1摇 HRCECs融合成单层犹如铺路石样。 摇 摇 图 2摇 HRCECs峪因子相关抗原抗体染色阳性。

摇 摇 摇 图 3摇 青蒿琥酯对视网膜血管内皮细胞 VEGF表达的影响(SABC法伊400) 摇 A:ZL组;B:ZH组;C:Z1组;D:Z2组;E:Z3组。

2. 2 MTT 检测青蒿琥酯对 HRCECs 增殖的影响 摇 MTT
比色法检测细胞增殖,结果如表 1 所示:与低糖组比较,高
糖明显促进 HRCECs 增殖;不同浓度青蒿琥酯处理高糖环
境下的 HRCECs 24h 或 48h,发现青蒿琥酯呈时间和浓度
依赖性地抑制高糖环境下 HRCECs 的增殖:15,30,60,
120滋g / mL 青蒿琥酯作用 24h 后,抑制率分别为 23. 96% ,
24. 50% ,33. 52% ,51. 16% ;作用 48h 后,抑制率分别为
35. 17% ,64. 58% ,82. 98% ,85. 42% (P<0. 05)。 同种药
浓度不同时间组间比较,除高糖+15滋g / mL 青蒿琥酯组
24h 与 48h 组比较,差异无显著性外,其余各组差异均有
统计学意义(P<0. 05)。 同时间不同药浓度组间比较,作
用 24h 时,青蒿琥酯 15,60,120滋g / mL 组之间两两比较差
异有统计学意义(P<0. 05),青蒿琥酯 15滋g / mL 与 30滋g / mL
组之间差异无统计学意义(P>0. 05)。 作用 48h 时,青蒿琥
酯 15,30,60滋g / mL 组之间两两比较差异有统计学意义(P<
0. 05),青蒿琥酯 60滋g / mL 组与 120滋g / mL 组之间差异无
统计学意义(P>0. 05)。
2. 3 免疫细胞化学检测青蒿琥酯对视网膜血管内皮细胞

VEGF 表达的影响摇 HRCECs 的 VEGF 表达主要位于细胞
浆内,其阳性表现是棕黄色颗粒。 各组灰度值测定结果见
表 2,与低糖对照组相比,高糖对照组的 VEGF 表达呈明显
增加(P<0. 05),胞膜及胞浆内阳性棕黄色颗粒较密集,颜
色较深。 与高糖对照组相比,加药组作用 HRCECs 48h,其
VEGF 表达明显下降,呈浓度依赖性(P<0. 05)。 随着药
物作用浓度的增加,胞浆内阳性棕黄色颗粒逐渐减少,颜

表 1摇 青蒿琥酯对 HRCECs增殖的抑制作用 n=6

分组
A570值(軃x依s)

24h 48h
细胞抑制率(% )
24h 48h

QL组 0. 360依0. 035 0. 647依0. 057 / /
QH组 0. 570依0. 036 0. 853依0. 088 / /
Q1组 0. 443依0. 019 0. 476依0. 091 23. 96 35. 17
Q2组 0. 381依0. 024 0. 274依0. 039 24. 50 64. 58
Q3组 0. 326依0. 031 0. 131依0. 013 33. 52 82. 98
Q4组 0. 257依0. 027 0. 118依0. 015 51. 16 85. 42

表 2摇 青蒿琥酯对视网膜血管内皮细胞 VEGF 表达的平均灰

度值 (軃x依s,n=6)
分组 VEGF 灰度值

ZL组 23. 52依3. 89
ZH组 80. 93依2. 37
Z1组 64. 62依4. 33
Z2组 53. 24依2. 45
Z3组 33. 23依2. 42

色逐渐变淡,加药组各组间两两比较,差异有统计学意义
(P<0. 05,图 3)。
3 讨论
摇 摇 PDR 标志性的病理改变是出现新生血管,新生血管
形成是一个极其复杂的过程,其机制尚未完全清楚。 长期
慢性高血糖症是 DR 的发病基础,可引起视网膜细胞缺
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血、缺氧,导致细胞受损、白细胞停滞、细胞因子和细胞黏
附分子活化、微血栓形成,尤其是引起 VEGF 的高表达[8]。
摇 摇 研究证明 VEGF 可改善血液动力学,增加血管的通透
性,从多种途径刺激内皮细胞的复制,其细胞形态呈细长
状,促使内皮细胞发生移位;VEGF 还可通过改变某些基
因的激活状态,诱导组织因子、间质胶原酶和其他内皮细
胞蛋白酶的表达,使内皮细胞纤维蛋白溶解酶原激活剂及
其抑制剂 PAI-1 的表达上调,并最终导致新生血管的形
成[9]。 VEGF 发挥其生物学作用是通过与细胞表面
VEGFR 结合而实现的,有研究证实与大脑来源的血管内
皮细胞比较,VEGFR 在视网膜血管内皮细胞表面的表达
明显增高,推测视网膜特殊的微环境引起视网膜微循环对
VEGF 的高敏感性。 正常情况下,为维持眼部血管的完整
性,视网膜内皮细胞、周细胞以及色素上皮细胞的 VEGF
呈低表达状态,但过度表达 VEGF 将会促进血管增殖。 目
前认为高血糖、氧化应激、缺氧和炎症反应从不同的方面
都促使内皮细胞分泌 VEGF 增加,在糖尿病视网膜病变的
单纯期,眼内 VEGF 的表达就已增加[10],随着眼部病情的
加重、病程的延长,VEGF 的表达逐渐增高[11]。 在糖尿病
视网膜病变新生血管形成的发展过程中,VEGF 是最重要
的关键因子[10],涉及到 DR 病变以及新生血管形成的整个
过程[12]。
摇 摇 由于 VEGF 的高表达是眼部病理性新生血管形成的
必要条件,近年来人们针对 VEGF 研发抗眼部新生血管性
疾病的药物,取得了一定的成效。 抗 VEGF 可抑制眼部新
生血管的形成,使新生血管萎缩;同时通过降低血管的通
透性,减少血管渗漏。
摇 摇 青蒿琥酯是倍半萜内酯药物青蒿素的水溶性衍生物,
化学名为二氢青蒿素-10-琢-丁二酸单酯,分子式为C19H28O8,
分子量为 384. 43。 已有大量文献报道证实青蒿琥酯有抗
疟疾、抗菌、抗纤维化、抗心律失常、抗肿瘤等作用,并已有
研究证明青蒿琥酯有抗新生血管生成的作用[5],对血管内
皮细胞中 VEGF 的表达有显著的抑制作用,可有效抑制角
膜新生血管的生长[6]。
摇 摇 Zhou 等[13]研究了青蒿琥酯对慢性髓样白血病小鼠肿
瘤 VEGF 表达的影响,结果青蒿琥酯不仅能够抑制肿瘤的
生长,而且能降低 VEGF 的表达。 周慧君等[14] 发现在假
孕大鼠蜕膜瘤模型中,青蒿琥酯能抑制 VEGF 因子表达,
减少假孕大鼠蜕膜瘤和骨髓的血管密度;对蜕膜组织丰富
的血管有明显抑制作用,使胚胎的血液供应和营养减少,
使胚胎发育受阻,最终胚胎被吸收或排出。 青篙琥酯还能
显著抑制人脐静脉血管内皮细胞的增殖、迁移和小管形成
3 个环节,降低 VEGF 及其受体蛋白的表达。 孙京华等[6]

观察了青蒿琥酯球结膜下注射对角膜新生血管的影响,结
果发现青蒿琥酯治疗组的角膜新生血管的长度和面积比
对照组明显减少,青蒿琥酯可以有效抑制角膜新生血管生
长,提示青蒿琥酯抑制炎症性角膜新生血管生成的机制可
能是下调细胞因子 VEGF 和 NF-资B 的表达。
摇 摇 本实验采用 MTT 比色法检测细胞增殖,发现与低糖
组相比,高糖明显促进 HRCECs 增殖。 15,30,60,120滋g / mL
的青蒿琥酯处理高糖环境下的 HRCECs,作用 24h 和 48h
后发现,与高糖组相比,高糖+不同浓度青蒿琥酯组吸光
度 A 值明显降低,对高糖环境下 HRCECs 的增殖明显抑

制,差异有统计学意义(P<0. 05),并存在时间和浓度的依
赖性(P<0. 05),且随着青蒿琥酯作用时间的延长,青蒿琥
酯药物浓度的逐步增加,青蒿琥酯对 HRCECs 增殖的抑制
作用更为明显。 免疫细胞化学法检测 VEGF 的表达,其结
果显示与低糖组相比,高糖组 VEGF 的表达明显增加(P<
0. 05),此结果与高糖促进内皮细胞 VEGF 表达的作用相
符。 与高糖组相比,高糖 +不同浓度青蒿琥酯 (15,30,
60滋g / mL)组作用 48h VEGF 表达明显下降,差异有统计学
意义(P<0. 05);高糖+不同浓度青蒿琥酯组之间两两比较
均具有统计学差异(P<0. 05),且随着青蒿琥酯药物浓度
的逐渐增加,VEGF 表达量逐渐减少,呈浓度依赖性。 我
们推测青蒿琥酯抑制高糖下 HRCECs 的增殖可能是通过
下调 VEGF 的表达而发生作用,但青蒿琥酯下调 VEGF 表
达的具体机制还需开展更深入的研究。
摇 摇 综上所述,青蒿琥酯能抑制高糖环境下 HRCECs 的增
殖并下调其 VEGF 的表达,为增殖型糖尿病视网膜病变的
防治开辟了新的方向。
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