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紫檀芪对高糖介导的人视网膜微血管内皮细胞内皮间充
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摘要
目的:探讨紫檀芪对高糖环境下诱导的人视网膜微血管内
皮细胞(ＨＲＭＥＣｓ)内皮间充质转化(ＥｎｄＭＴ)的潜在抑制
作用ꎮ
方法:采用 ＣＣＫ－８ 测定法确定紫檀芪处理 ＨＲＭＥＣｓ 的最
适浓度ꎬ选择了 １２.５、２５ μｍｏｌ / Ｌ 的浓度进行后续实验ꎮ 将
ＨＲＭＥＣｓ 分为对照组、高糖组、高糖联合 １２.５ μｍｏｌ / Ｌ 紫檀
芪处理组以及高糖联合 ２５ μｍｏｌ / Ｌ 紫檀芪处理组ꎮ 通过
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组细胞中 ＨＤＡＣ７ 表达以及与
ＥｎｄＭＴ 相关的标志蛋白水平ꎻＴｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移实验和划痕
愈合实验评估各组细胞的迁移能力ꎻ管腔形成实验用于评
价细胞的血管生成能力ꎮ
结果:ＣＣＫ－８ 实验结果表明紫檀芪在 ２２.０７ μｍｏｌ / Ｌ 浓度
时能将 ＨＲＭＥＣｓ 细胞活性抑制 ５０％ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析显
示ꎬ相较于对照组ꎬ 高糖培养的 ＨＲＭＥＣｓ 中 ＨＤＡＣ７、
ＺＥＢ１、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 Ｓｎａｉｌ 的表达水平显著升高 (均 Ｐ <
０.０１)ꎬ而 ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 ＣＤ３１ 的表达显著降低(均 Ｐ<
０.０１)ꎮ 相较于高糖组ꎬ１２.５、２５ μｍｏｌ / Ｌ 紫檀芪的处理能
够显著降低高糖条件下的 ＨＤＡＣ７、ＺＥＢ１、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 Ｓｎａｉｌ
的表 达 ( 均 Ｐ < ０. ０１ )ꎬ ２５ μｍｏｌ / Ｌ 紫 檀 芪 能 够 增 强
ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ和 ＣＤ３１ 的表达(均 Ｐ<０.０１)ꎮ 划痕实验结果
显示ꎬ高糖处理组的 ＨＲＭＥＣｓ 显示出较对照组显著增加
的细胞迁移率(Ｐ<０.０５)ꎬ而 ２５ μｍｏｌ / Ｌ 紫檀芪的应用均显
著抑制了 ＨＲＭＥＣｓ 在高糖条件下的细胞迁移(Ｐ<０.０１)ꎮ
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移实验结果显示ꎬ高糖组的细胞迁移率显著高
于对照组(Ｐ<０.０１)ꎬ且 １２.５、２５ μｍｏｌ / Ｌ 紫檀芪处理后细
胞迁移率较高糖组明显降低(均 Ｐ<０.０１)ꎮ 管腔形成实验
表明ꎬ高糖环境下 ＨＲＭＥＣｓ 的管腔形成能力显著增强(Ｐ<
０.０１)ꎬ并且 １２.５、２５ μｍｏｌ / Ｌ 紫檀芪均能有效抑制这一效

应(均 Ｐ<０.０１)ꎮ
结论:紫檀芪能抑制高糖介导的 ＨＲＭＥＣｓ 的 ＥｎｄＭＴ 及
ＨＤＡＣ７ 的表达ꎬ并抑制细胞迁移及管腔形成能力ꎮ
关键词:紫檀芪ꎻ糖尿病视网膜病变ꎻ人视网膜微血管内皮
细胞ꎻ内皮间充质转化ꎻ组蛋白去乙酰化酶 ７
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ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ＨＲＭＥＣｓ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ( Ｐ < ０. ０１ ) . Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｓｓａｙｓ
ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０１)ꎬ ｗｉｔｈ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｍａｒｋｅｄｌｙ
ｒｅｄｕｃｅｄ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｂｏｔｈ ｏｆ １２. ５ ａｎｄ
２５ μｍｏｌ / Ｌ ｐｔｅｒｏｓｔｉｌｂｅｎｅ (ａｌｌ Ｐ< ０.０１) . Ｔｈｅ ｔｕｂｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ａｓｓａｙ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＲＭＥＣｓ ｔｏ ｆｏｒｍ ｔｕｂｕｌａｒ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ (Ｐ < ０. ０１)ꎬ ａｎｄ ｂｏｔｈ １２. ５ ａｎｄ ２５ μｍｏｌ / Ｌ ｏｆ
ｐｔｅｒｏｓｔｉｌｂｅｎｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｉｓ ｅｆｆｅｃｔ (ａｌｌ Ｐ<０.０１) .
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｐｔｅｒｏｓｔｉｌｂｅｎｅ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ＨＤＡＣ７
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｓｕｐｐｒｅｓｓ ＥｎｄＭＴ － ｍｅｄｉａｔｅｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ＨＲＭＥＣｓꎬ ａｎｄ ｉｍｐａｉｒ ｔｕｂｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ－ｇｌｕｃｏｓｅ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ:ｐｔｅｒｏｓｔｉｌｂｅｎｅꎻ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎻ ｈｕｍａｎ
ｒｅｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｔｏ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎꎻ ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ ７

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｗａｎｇ ＸＬꎬ Ｙａｎｇ ＨＹꎬ Ｚｈａｎｇ ＹＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ
ｏｆ ｐｔｅｒｏｓｔｉｌｂｅｎｅ ｏｎ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ － ｍｅｄｉａｔｅｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ － ｔｏ －
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ(Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２５ꎬ２５(３):３５９－３６４.

０引言
糖尿病视网膜病变( ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬＤＲ)是糖尿

病常见的微血管并发症ꎬ疾病发展终末期可能致盲ꎮ 在
ＤＲ 的病理进程中ꎬ长期的高血糖状态诱导视网膜血管内
皮细胞损伤ꎬ被认为是关键的发病机制之一ꎮ 这种损伤可
能会引起内皮标志物的表达下降ꎬ同时伴随间充质标志物
的表 达 上 升ꎬ 这 一 病 理 过 程 称 为 内 皮 间 充 质 转 化
(ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｔｏ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎꎬＥｎｄＭＴ) [１]ꎮ 此外ꎬ
组蛋白去乙酰化酶 ７(ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ ７ꎬＨＤＡＣ７)在高
糖环境下发挥调节作用ꎬ作为细胞迁移和血管生成的关键
分子ꎬ它能够诱导血管内皮生长因子( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ)的表达ꎬ影响血管形成[２]ꎮ

紫檀芪(ｐｔｅｒｏｓｔｉｌｂｅｎｅ)是一种自然存在的多酚类化合
物ꎬ属于黄酮类的一种ꎬ因其化学结构与著名的抗氧化物
白藜芦醇非常相似而受到广泛研究ꎮ 以往的研究揭示了

紫檀芪对糖尿病引起的肝肾损伤具有潜在的改善作
用[３－４]ꎮ 此外ꎬ紫檀芪还能通过激活核因子－Ｅ２ 相关因子
２ 相关通路减少动脉粥样硬化中人脐静脉内皮细胞的氧
化应激、提高细胞的存活率、降低血管炎症[５]ꎮ 还有一项
研究表明ꎬ紫檀芪可以通过调节乙二醛酶、氧化应激和细
胞凋亡来防止生物系统中糖酵解的细胞毒性副产物甲基
乙二醛诱导的内皮细胞毒性[６]ꎮ 然而ꎬ关于紫檀芪对 ＤＲ
中的作用ꎬ尤其是其对视网膜血管内皮细胞的潜在影响的
研究ꎬ目前还未有报道ꎮ 为了深入研究紫檀芪对 ＤＲ 中内
皮细胞的影响及其作用机制ꎬ我们建立了高糖环境下的人
视网 膜 微 血 管 内 皮 细 胞 ( ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬＨＲＭＥＣｓ)细胞模型ꎮ 本研究旨在探讨紫
檀芪对高糖状态下 ＨＲＭＥＣｓ 的 ＥｎｄＭＴ 标志物与 ＨＤＡＣ７
表达的影响ꎬ以及其对细胞迁移和管腔形成能力的作用ꎮ
这些发现将拓展我们对中药在 ＤＲ 辅助治疗中的作用的
理解ꎬ为制定新的临床治疗策略提供科学依据ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１ 试剂和仪器 　 ＥＣＭ 培养基、胎牛血清、青霉素和链
霉素均购自美国 ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ 公司ꎻＣＣＫ－８ 试剂盒购自上海
碧云天生物技术有限公司ꎻＨＤＡＣ７(货号:３３４１８)、ＺＥＢ１
(货号:９７８２)、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ(货号:９７８２)、Ｓｎａｉｌ(货号:９７８２)、
ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ(货号:２５００)抗体购自美国 ＣＳＴ 公司ꎬＣＤ３１
(货号:６６０６５－２－ｌｇ)抗体购自武汉三鹰生物技术有限公
司ꎬβ－ａｃｔｉｎ(货号:ＴＡ－０９)抗体购自北京中杉金桥生物技
术有限公司ꎻＢＣＡ 试剂盒和酶标仪购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司ꎻ
葡萄 糖 购 自 美 国 Ｓｉｇｍａ 公 司ꎻ 紫 檀 芪 购 自 美 国
Ｍｅｄｃｈｅｍｅｘｐｒｅｓｓ 公司ꎮ
１.１.２细胞培养　 将 ＨＲＭＥＣｓ(购自美国 ＡＴＣＣ 公司)放在
含有 ５％胎牛血清(ＦＢＳ)、１％内皮细胞生长补充剂和 １％
青霉素 / 链霉素溶液的内皮细胞专用培养基中ꎬ在 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２恒温培养箱中培养ꎮ 本研究使用了第 ３ 代和第 ８
代之间的细胞ꎮ 用正常葡萄糖(５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ)或高葡萄糖
(３０ ｍｍｏｌ / Ｌ)处理细胞ꎬ在细胞培养箱中培养 ４８ ｈꎮ 每天
更换培养基以维持细胞活力和持续的高浓度糖刺激ꎮ
１.２方法
１.２.１ ＣＣＫ－８法检测细胞活性　 取对数生长期的细胞ꎬ用
完全培养基调整细胞密度为 ５×１０４ ｃｅｌｌ / ｍＬꎬ以每孔１００ μＬ
接种于 ９６ 孔培养板中ꎬ在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养
２４ ｈꎬ用不同浓度的紫檀芪 ( ０、６. ２５、１２. ５、２５、５０、１００、
２００ μｍｏｌ / Ｌ)处理 ４８ ｈ 后ꎬ换上完全培养基ꎬ每孔加入
１０ μＬ ＣＣＫ－８ꎬ３７ ℃孵育 １ ｈꎬ用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长测
定吸光度值ꎮ 每组设置 ５ 个复孔ꎬ重复 ３ 次ꎬ根据 ＩＣ５０确
定模型浓度ꎮ
１.２.２实验分组及干预　 将细胞分为四组:对照组:未经任
何处理的 ＨＲＭＥＣｓꎻ高糖组:ＨＲＭＥＣｓ 用 ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 高糖
处理 ４８ ｈꎻ高糖 ＋ １２. ５ μｍｏｌ / Ｌ 紫檀芪组: ＨＲＭＥＣｓ 用
３０ ｍｍｏｌ / Ｌ高糖和 １２. ５ μｍｏｌ / Ｌ 紫檀芪同时处理 ４８ ｈꎻ
高糖＋２５ μｍｏｌ / Ｌ紫檀芪组:ＨＲＭＥＣｓ 用 ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 高糖和
２５ μｍｏｌ / Ｌ紫檀芪同时处理 ４８ ｈꎮ
１.２.３ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析　 使用 ＲＩＰＡ 蛋白裂解液从细胞
中提取总蛋白ꎬ放入 １.５ ｍＬ ＥＰ 管 ４ ℃存放ꎬ使用 ＢＣＡ 定
量试剂盒配制 ＢＣＡ 溶液(Ａ 液∶ Ｂ 液 ＝ ５０∶ １)ꎬ将配制好的
ＢＣＡ 液均匀加入 ９６ 孔板中(２００ 微升 / 孔)ꎬ再依次加入用
去离子水稀释(１∶ ９)的蛋白样品(１０ 微升 / 孔)ꎬ３７ ℃恒温
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金属浴 ３０ ｍｉｎ 后用酶标仪读取吸光度值ꎬ计算后ꎬ向装有
蛋白样品的 １.５ ｍＬ ＥＰ 管中加入相应体积的 ＳＤＳ 上样缓
冲液ꎬ使各样品浓度一致ꎬ安装防爆夹ꎬ沸水煮蛋白样品
８ ｍｉｎꎬ离心后上样ꎬ用 １０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分离蛋白质ꎬ然后
电转印到 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ 用含有 ５％牛奶蛋白的 ＴＢＳＴ 封闭
膜 ２ ｈꎮ ４ ℃下孵育相对应的一抗过夜ꎮ ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次ꎬ
每次 １０ ｍｉｎꎬ再使用相应的辣根过氧化物酶标记的二抗室
温下孵育 ２ ｈꎬＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎮ 配置化学发
光显色液ꎬＣｈｅｍｉＤｏｃ ＸＲＳ 系统 ( Ｂｉｏ －ＲａｄꎬＨｅｒｃｕｌｅｓꎬＣＡꎬ
ＵＳＡ)检测靶蛋白的表达ꎮ 以 β－ａｃｔｉｎ 为内参ꎬ使用Ｉｍａｇｅ Ｊ
软件对蛋白质印迹结果进行定量分析ꎮ
１.２.４划痕实验　 按照前述分组处理细胞ꎬ准备细胞悬液ꎬ
调整悬液浓度为 ３×１０５个 / 毫升ꎬ将易比迪划痕插件逐个
黏贴在 ２４ 孔板正中位置ꎬ向划痕插件两侧各加入 ７０ μＬ
的细胞悬液ꎬ３７ ℃培养箱中培养 ２４ ｈ 后用无菌镊子轻轻
取出插件ꎬ之后加入 １ ｍＬ 培养基培养ꎬ分别在 ０、２４ ｈ 于
倒置显微镜下观察并拍照划痕变化情况ꎮ
１.２.５ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验　 按照前述分组处理细胞ꎬ用无血清
培养基重悬细胞ꎬ将 １００ μＬ 细胞悬液接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小
室的上室(２×１０４个 / 孔)ꎬ下室加入 ６００ μＬ 完全培养基ꎬ培
养箱中培养 ２４ ｈ 后ꎬ将小室置于 ４％多聚甲醛中固定
１５ ｍｉｎꎬ然后用结晶紫染色 ３０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 清洗 ３ 次后在倒置
显微镜下随机取 ５ 个视野拍照并计数ꎮ
１.２.６管腔形成实验　 按照前述分组处理细胞ꎬ将 ＡＢＷ 基
质胶(Ｍａｔｒｉｇｅｎｇｅｌꎬ０８２７０４)铺于 ４８ 孔板的底部ꎬ并在其上
接种 ＨＲＭＥＣｓꎮ ６ ｈ 后ꎬ在倒置显微镜下观察毛细管状结
构并拍照ꎮ 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析毛细管状结构的网格、
分支和分支长度ꎮ

统计学分析:使用 ＳＰＳＳ２７.０ 统计处理软件进行数据

分析ꎮ 计量资料采用 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ多组比较采用单因素方
差分析ꎬ进一步的两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为
差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１ ＣＣＫ－８实验筛选紫檀芪处理 ＨＲＭＥＣｓ 的适宜浓度　
我们用不同浓度梯度(０、６.２５、１２.５、２５、５０、１００、２００ μｍｏｌ / Ｌ)
的紫檀芪处理ＨＲＭＥＣｓꎬ用 ＣＣＫ－８ 实验检测细胞活性ꎬ结果
为紫檀芪在 ＨＲＭＥＣｓ 细胞内的 ＩＣ５０ ＝ ２２.０７ μｍｏｌ / Ｌ(图 １)ꎬ

我们希望选取既能发挥生物学效应ꎬ又能避免过高浓度可
能引起的细胞毒性作用的合理浓度ꎬ选择较低于和接近
ＩＣ５０的浓度ꎬ可以观察到紫檀芪在不同浓度下对细胞的影
响ꎬ从而获得更全面的剂量－反应关系ꎬ故选择 １２.５ μｍｏｌ / Ｌ
和 ２５ μｍｏｌ / Ｌ 两种浓度进行进一步研究ꎮ
２.２ 紫檀芪抑制高糖介导的 ＨＲＭＥＣｓ 细胞迁移能力增强
　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验显示ꎬ对照组迁移的细胞数目显著低于高
糖组ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 与高糖组相比ꎬ高
糖＋１２.５ μｍｏｌ / Ｌ紫檀芪组和高糖＋２５ μｍｏｌ / Ｌ 紫檀芪组迁
移的细胞数目均显著降低ꎬ差异有统计学意义(均 Ｐ <
０.０１)ꎮ 值得注意的是ꎬ与高糖＋１２.５ μｍｏｌ / Ｌ 紫檀芪组相
比ꎬ高糖＋２５ μｍｏｌ / Ｌ 紫檀芪组迁移的细胞数目明显降低ꎬ
差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ见图 ２ꎮ 划痕实验显示ꎬ对
照组的细胞迁移率显著低于高糖组ꎬ差异有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎮ 与高糖组相比ꎬ１２.５ μｍｏｌ / Ｌ 紫檀芪对细胞迁
移率并无降低作用ꎬ差异无统计学意义 ( Ｐ > ０. ０５)ꎬ而
２５ μｍｏｌ / Ｌ紫檀芪处理的细胞迁移则受到明显抑制ꎬ差异
有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 同时ꎬ２５ μｍｏｌ / Ｌ 紫檀芪组也比
１２.５ μｍｏｌ / Ｌ 紫檀芪处理组展现了更强的细胞迁移抑制能
力ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ３ꎮ 综上所述ꎬ紫檀
芪能有效抑制高糖条件下 ＨＲＭＥＣｓ 的迁移ꎬ 并且在
２５ μｍｏｌ / Ｌ浓度时ꎬ其抑制作用优于 １２.５ μｍｏｌ / Ｌꎬ表明紫
檀芪抑制高糖诱导的 ＨＲＭＥＣｓ 细胞迁移作用具有浓度依
赖性ꎮ

图 １　 ＣＣＫ－８ 检测紫檀芪毒性筛选适宜浓度　 利用 ＣＣＫ－８ 实
验测定了不同浓度(０、６.２５、１２.５、２５、５０、１００、２００ μｍｏｌ / Ｌ)
的紫檀芪处理后 ＨＲＭＥＣｓ 的细胞活力ꎬ计算得出 ＩＣ５０ ＝
２２.０７ μｍｏｌ / Ｌꎮ

图 ２　 Ｔｒａｓｗｅｌｌ实验检测紫檀芪对 ＨＲＭＥＣｓ迁移能力的影响　 用高糖和不同浓度的紫檀芪处理 ＨＲＭＥＣｓꎬＴｒａｎｓｗｅｌｌ 实验观察穿过小
室的细胞数目来检测细胞迁移能力ꎮｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 高糖组ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ 高糖＋１２.５ μｍｏｌ / Ｌ 紫檀芪组ꎮ
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２.３ 紫檀芪抑制高糖介导的 ＨＲＭＥＣｓ 细胞管腔形成能力
增强 　 管腔形成实验显示ꎬ与对照组相比ꎬ高糖组的
ＨＲＭＥＣｓ 在基质胶上展现了更强的管腔形成能力ꎬ差异有
统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 与高糖组相比ꎬ加入 １２.５ μｍｏｌ / Ｌ
紫檀芪和 ２５ μｍｏｌ / Ｌ 紫檀芪后细胞成管数目均显著降低ꎬ
差异有统计学意义(均 Ｐ<０.０１)ꎮ 另外ꎬ加入 ２５ μｍｏｌ / Ｌ
紫檀芪比加入 １２.５ μｍｏｌ / Ｌ 紫檀芪的细胞成管数目更低ꎬ
差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ见图 ４ꎮ 以上实验结果说明
紫檀芪对高糖条件下的 ＨＲＭＥＣｓ 管腔形成具有剂量依赖
性的抑制作用ꎮ
２.４紫檀芪通过抑制 ＨＤＡＣ７ 的表达减弱了高糖介导的
ＨＲＭＥＣｓ 中 ＥｎｄＭＴ 标志物的表达异常 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实
验观察 ＨＤＡＣ７ 及其下游 ＥｎｄＭＴ 标志物的表达变化ꎬ结果
显示:相较于对照组ꎬ高糖组中的 ＨＤＡＣ７、ＺＥＢ１、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
和 Ｓｎａｉｌ 的蛋白表达量显著增加ꎬ而 ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 ＣＤ３１
的蛋白表达量显著降低ꎬ差异有统计学意义(均 Ｐ<０.０１)ꎮ
在高糖基础上加入 １２.５ μｍｏｌ / Ｌ 紫檀芪后ꎬＨＤＡＣ７、ＺＥＢ１、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 Ｓｎａｉｌ 的蛋白表达量较高糖组有所降低ꎬ差异
有统计学意义(均 Ｐ<０.０１)ꎬ而 ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 ＣＤ３１ 的蛋
白表达量较高糖组有所增加ꎬ差异有统计学意义(均 Ｐ<
０.０５)ꎬ但仍低于对照组ꎮ 与高糖组相比ꎬ在高糖基础上加
入 ２５ μｍｏｌ / Ｌ 紫檀芪后 ＨＤＡＣ７、ＺＥＢ１、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 Ｓｎａｉｌ 的
　 　

蛋白表达量显著降低ꎬ差异有统计学意义(均 Ｐ<０.０１)ꎬ且
ＨＤＡＣ７ 和 ＺＥＢ１ 表达较高糖＋１２.５ μｍｏｌ / Ｌ 紫檀芪组明显
降低ꎬ差异有统计学意义(均 Ｐ<０.０１)ꎬ而 ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 和
ＣＤ３１ 的蛋白表达量较高糖组和高糖＋１２.５ μｍｏｌ / Ｌ 紫檀芪
组均显著增加ꎬ差异有统计学意义(均 Ｐ<０.０１)ꎬ见图 ５ꎬ
表 １ꎮ 以上结果显示ꎬ 紫檀芪可以抑制高糖诱导的
ＨＲＭＥＣｓ 细胞内 ＨＤＡＣ７ 的表达ꎬ并影响下游 ＥｎｄＭＴ 标志
物的表达ꎬ增加内皮细胞标志物的表达ꎬ具有一定的内皮
保护作用ꎮ
３讨论

在人体中ꎬ眼睛的耗氧量是其他组织的 ８ 倍ꎬＤＲ 长期
的高血糖环境中ꎬ视网膜比其他组织更容易发生氧化应
激ꎮ 而过量的活性氧能够激活各种信号通路ꎬ促使
ＥｎｄＭＴ 的发生ꎬ从而造成内皮功能失调[７]ꎬ这种失调是
ＤＲ 和失明进展的主要因素之一[８]ꎮ 紫檀芪是一种天然
存在的有机化合物ꎬ其与白藜芦醇结构相似ꎮ 区别在于ꎬ
紫檀芪有一个额外的甲基ꎬ使其获得了更好的生物利用度
和稳定性[９]ꎮ 因此ꎬ紫檀芪也展现了更为出色的抗炎和抗
氧化应激的效应[１０]ꎮ 目前ꎬ抗 ＶＥＧＦ 药物被认为是 ＤＲ 的
治疗首选ꎬ但有一部分患者由于内皮细胞突变和血管重塑
等原因对其产生耐药[１１]ꎮ 有学者发现在抗 ＶＥＧＦ 药物的
基础上联合中医中药治疗能够减少抗 ＶＥＧＦ 药物的注射
　 　

图 ３　 划痕实验检测紫檀芪对 ＨＲＭＥＣｓ迁移能力的影响　 用高糖和不同浓度的紫檀芪处理 ＨＲＭＥＣｓꎬ划痕实验观察细胞划痕愈合
情况ꎮ 细胞迁移率＝ ０ ｈ 时划痕面积 / ２４ ｈ 时划痕面积ꎮａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 高糖组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 高糖＋１２.５ μｍｏｌ / Ｌ 紫
檀芪组ꎮ

图 ４　 管腔形成实验检测紫檀芪对 ＨＲＭＥＣｓ成管能力的影响　 用高糖和不同浓度的紫檀芪处理 ＨＲＭＥＣｓꎬ管腔形成实验观察细胞

成管数目ꎮｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 高糖组ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ 高糖＋１２.５ μｍｏｌ / Ｌ 紫檀芪组ꎮ
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表 １　 各组处理对 ＨＲＭＥＣｓ中 ＨＤＡＣ７、ＺＥＢ１、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｎａｉｌ、ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、ＣＤ３１ 蛋白表达的影响 (ｎ＝ ３ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
组别 ＨＤＡＣ７ ＺＥＢ１ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ Ｓｎａｉｌ ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ ＣＤ３１
对照组 ０.１４６±０.０１０ ０.３７３±０.０１７ ０.７２８±０.０４６ ０.３８３±０.０１７ ０.８９３±０.０３６ ０.９２１±０.０３０
高糖组 ０.４４０±０.００５ｂ ０.８３２±０.０２３ｂ １.５０３±０.１１７ｂ ０.９７９±０.０４１ｂ ０.５７５±０.０２７ｂ ０.６１７±０.０３４ｂ

高糖＋１２.５ μｍｏｌ / Ｌ 紫檀芪组 ０.３１１±０.００７ｄ ０.５１５±０.０２５ｄ ０.６６６±０.１０１ｄ ０.３０９±０.０２６ｄ ０.６５６±０.０８８ｃ ０.６７８±０.０２１ｃ

高糖＋２５ μｍｏｌ / Ｌ 紫檀芪组 ０.１４１±０.００８ｄꎬｆ ０.４０４±０.０１１ｄꎬｆ ０.４７５±０.０８６ｄ ０.０６１±０.０９５ｄꎬｅ １.０４３±０.０９０ｄꎬｆ ０.９５８±０.０２５ｄꎬｆ

　 　 　 　 　 　 　
Ｆ １０６７.２０５ ３３２.３５５ ７３.４６４ １５６.７３３ ３１.０１６ １１１.６９９
Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.００１ <０.００１ <０.００１ <０.００１

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ꎬ ｄＰ<０.０１ ｖｓ 高糖组ꎻｅＰ<０.０５ꎬｆＰ<０.０１ ｖｓ 高糖＋１２.５ μｍｏｌ / Ｌ 紫檀芪组ꎮ

图 ５　 紫檀芪对 ＨＲＭＥＣｓ 细胞内 ＨＤＡＣ７ 以及下游 ＥｎｄＭＴ 标
志物表达的影响　 用高糖和不同浓度的紫檀芪同时处理
ＨＲＭＥＣｓ 观察 ＨＤＡＣ７、ＺＥＢ１、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｎａｉｌ、ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、
ＣＤ３１、β－ａｃｔｉｎｇ 的表达情况ꎮ

次数ꎬ取得更好的疗效[１２]ꎮ 因此ꎬ本文探索紫檀芪对
ＨＲＭＥＣｓ 中高糖介导的 ＥｎｄＭＴ 的抑制作用ꎬ这对于进一
步拓宽 ＤＲ 的治疗手段具有重要的科研价值ꎮ

ＨＤＡＣ７ 已被发现在内皮通透性和 ＥｎｄＭＴ 中起着调
控作用[１３]ꎬ研究指出 ＨＤＡＣ７ 能促进 ＨＲＭＥＣｓ 的细胞迁移
与管腔形成[２]ꎬ进一步研究发现ꎬＨＤＡＣ７ 在高糖和 ＴＧＦ－β
处理的 ＨＲＭＥＣｓ 中通过 ＨＤＡＣ７ / ＦＯＸＯ１ / ＺＥＢ１ 轴诱导细
胞的 ＥｎｄＭＴꎬ进而影响细胞的增殖、迁移和管腔形成功
能[１４]ꎮ 此外ꎬ在动脉粥样硬化的小鼠模型中ꎬＨＤＡＣ７ －
ＡＳ１ 探针染色与内皮细胞标志物 ＣＤ３１ 共定位ꎬ提示了
ＨＤＡＣ７ 和 ＣＤ３１ 在动脉粥样硬化中的潜在关联[１５]ꎮ 本研
究结果显示ꎬ在高糖环境中ꎬＨＲＭＥＣｓ 中 ＨＤＡＣ７ 的表达升
高ꎬ与此同时内皮细胞标志物 ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 ＣＤ３１ 的表
达降低ꎬ这伴随着细胞迁移能力的增强和管腔结构形成的
促进ꎮ 给予紫檀芪处理能够抑制 ＨＤＡＣ７ 的表达ꎬ增加内
皮标志物的表达ꎬ并且减弱细胞迁移和管状结构的形成ꎮ
紫檀芪对 ＨＤＡＣ７ 的表达和 ＥｎｄＭＴ 相关表型以及蛋白质
标志物表达都分别有抑制效应ꎬ其具体是否存在上下游关
系还需要进一步设计联合干预实验以及回复实验来探究ꎮ
另外ꎬ紫檀芪对 ＨＤＡＣ７ 的表达的具体调控机制也是一个
值得探究的问题ꎬ紫檀芪已经被证明能够激活核因子 Ｅ２
相关因子 ２ / 血红素加氧酶－１ 通路起到抗氧化作用[１６]ꎬ核
因子 Ｅ２ 相关因子 ２ 同时也是一个重要的转录因子ꎬ可能
从转录层面参与调控 ＨＤＡＣ７ 的表达ꎮ 已经有研究表明紫

檀芪可以调节人内皮细胞中核因子－Ｅ２ 相关因子 ２ 相关
通路的表观遗传修饰ꎬ其中包括 ＨＤＡＣ１ / ２ / ３ / ４ 的 ｍＲＮＡ
水平[１７]ꎬ紫檀芪也可能通过调控细胞内的信号传导途径
或者调控某些酶的活性来影响 ＨＤＡＣ７ 的表达ꎮ 总之ꎬ紫
檀芪调控 ＨＤＡＣ７ 的机制可能是多方面的ꎬ涉及氧化应激、
抗炎反应、表观遗传学修饰、转录因子激活等多个途径ꎮ
进一步的实验研究将有助于揭示其具体的分子机制ꎮ

近年来对 ＤＲ 中的内皮功能障碍的研究很多ꎬ氧化应
激、糖基化终末产物、ｍｉｃｒｏＲＮＡ 等病理因素均可引起内皮
受损引起的视网膜功能失常[１８]ꎮ 本文所研究的 ＥｎｄＭＴ
与该过程密切相关ꎬＥｎｄＭＴ 是由内皮细胞表现出间质细
胞特征的过程ꎬ这一过程包括内皮细胞标志物的下调ꎬ它
们是形成细胞间连接并维持内皮层完整性的关键组
分[１９－２１]ꎮ 这一过程涉及多个关键的分子标记ꎬ包括细胞
黏附分子 ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 ＣＤ３１ 以及转录因子如 ＺＥＢ１ 和
Ｓｎａｉｌꎮ 在此研究中ꎬ我们观察到 ＺＥＢ１、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 Ｓｎａｉｌ
的蛋白水平在高糖条件下显著上调ꎬ这有助于内皮细胞表
型向间质细胞转变ꎮ 这些转录因子的激活预示着细胞表
型的改变ꎬ包括细胞迁移能力的增强ꎮ 此外ꎬ我们发现内
皮细胞特有的标志物 ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 ＣＤ３１ 的表达下降ꎬ
这进一步证实了 ＥｎｄＭＴ 过程的存在ꎮ 细胞骨架蛋白
Ｖｉｍｅｎｔｉｎꎬ常与间质相关的细胞表型有关[２０]ꎬ在 ＥｎｄＭＴ 过
程中表达上升ꎬ标志着细胞结构和功能发生根本性变化ꎮ
本研究结果显示ꎬ高糖环境增强了这些 ＥｎｄＭＴ 相关蛋白
的表达ꎬ进而推动如迁移、管腔形成等细胞表型的改变ꎮ
这些结果表明ꎬ高血糖状况可能通过激活 ＥｎｄＭＴ 通路ꎬ促
进糖尿病相关的微血管改变ꎮ 紫檀芪的应用ꎬ能够部分逆
转高糖环境引起的这些效应ꎬ尤其是在 ＺＥＢ１、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和
Ｓｎａｉｌ 的表达上调、ＶＥ－ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 ＣＤ３１ 表达下调以及细
胞迁移和成管受到抑制ꎮ 这显示紫檀芪具有潜在的抑制
高糖介导的 ＥｎｄＭＴ 作用ꎬ为包括 ＤＲ 在内的糖尿病血管
并发症的潜在治疗提供了新的理论依据ꎮ 过去对紫檀芪
作用于内皮细胞的作用机制的研究集中在凋亡、抗氧化和
抗炎等方面[５－６]ꎬ而紫檀芪对 ＨＲＭＥＣｓ 的 ＥｎｄＭＴ 的调控作
用尚未被充分研究ꎮ 而本文将紫檀芪与 ＥｎｄＭＴ 的关系纳
入研究ꎬ提供了一种新策略ꎬ有望用于调节糖尿病环境下
内皮细胞中 ＥｎｄＭＴ 的影响ꎬ减缓疾病进程ꎮ

以往已经有双药联合在玻璃体腔注药治疗中取得了
不错的疗效ꎬ例如血栓通离子导入联合康柏西普玻璃体腔
注射能有效改善视网膜静脉阻塞患者的黄斑水肿ꎬ提高视
力[１２]ꎮ 考虑到紫檀芪对抗 ＥｎｄＭＴ 的治疗潜力ꎬ和其在减
轻和逆转高糖环境导致的 ＨＲＭＥＣｓ 细胞表型改变方面的
作用ꎬ其有望联合已经十分成熟的抗 ＶＥＧＦ 药物为 ＤＲ 患
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者提供一种更加全面而有效的治疗方案ꎮ 虽然紫檀芪在
ＤＲ 中抑制 ＨＲＭＥＣｓ 的 ＥｎｄＭＴ 过程非常具有前瞻性ꎬ但本
研究大多集中在体外实验ꎬ缺乏体内验证ꎬ导致其生理意
义和实际应用的可靠性尚不明确ꎮ 其次ꎬＥｎｄＭＴ 过程复
杂ꎬ紫檀芪的具体作用机制ꎬ如通过哪些信号通路调控ꎬ
仍需深入探讨ꎮ 再者ꎬ关于紫檀芪的最佳剂量、时效性
及与其他药物的相互作用等方面的研究不够充分ꎮ 虽
然紫檀芪被认为是安全的天然物质ꎬ但其长期使用的副
作用和毒性问题仍缺乏足够的数据支持ꎬ且机制的普适
性是否适用于 ＤＲ 发病机制中眼内的其他相关细胞还需
进一步验证ꎮ

综上所述ꎬ紫檀芪可以改善高糖介导的 ＨＲＭＥＣｓ 中
ＥｎｄＭＴ 的改变ꎬ下调 ＨＤＡＣ７ 的表达ꎬ进而抑制了细胞迁
移和管腔形成ꎬ为 ＤＲ 提供了新的治疗策略ꎮ
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[２１] Ｓｈｕ ＤＹꎬ Ｂｕｔｃｈｅｒ Ｅꎬ Ｓａｉｎｔ－Ｇｅｎｉｅｚ Ｍ. ＥＭＴ ａｎｄ ＥｎｄＭＴ: ｅｍｅｒｇｉｎｇ
ｒｏｌｅｓ ｉｎ ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ. Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０２０ꎬ
２１(１２):Ｅ４２７１.
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