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Abstract
誗 AIM : To study potential mechanism and effects of
resveratrol on the proliferation of human retinal vascular
endothelial cells in high glucose environment.
誗 METHODS: Human retinal vascular endothelial cells
were cultured in low glucoseor high glucose environment.
The MTT assay was used to detect the proliferation of
each group to study the effects of resveratrol on the
proliferation of human retinal vascular endothelial cells in
high glucose environment. Detection of Sirtuin 1(SIRT1)
expression and acetylated high mobility group box - 1
protein 1 (HMGB1) was performed by western-blot and
coimmunoprecipitation.
誗 RESULTS: Resveratrol inhibited the proliferation of
human retinal vascular endothelial cells in high glucose in
a dose-dependent manner. High glucose decreased SIRT1
expression andincrease the degree of HMGB1
deacetylation, which can be reversed by resveratrol.
誗CONCLUSION:Resveratrol may reverse proliferation of
retinal vascular endothelial cells in high glucose through
SIRT1-HMGB1 pathway.
誗 KEYWORDS: resveratrol; retinal vascular endothelial
cells;proliferation;Sirtuin 1;high mobility group box - 1
protein 1
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摘要
目的:探讨白藜芦醇对高糖环境下视网膜血管内皮细胞增
殖的影响,并对其机制进行探讨。
方法:人视网膜血管内皮细胞培养于低糖或高糖环境,通
过 MTT 法测定各组细胞增殖,研究白藜芦醇对高糖培养
的视网膜血管内皮细胞增殖的影响。 通过 Western-blot
及免疫共沉淀检测 SIRT1 表达及 HMGB1 的乙酰化。
结果:白藜芦醇对高糖环境下的视网膜血管内皮细胞增殖
具有显著抑制作用(P<0. 05),且随白藜芦醇剂量增加,抑
制作用增强。 高糖抑制 SIRT1 表达,提高 HMGB1 的乙酰
化,白藜芦醇能逆转上述改变。
结论:白藜芦醇可能通过 SIRT1-HMGB1 通路抑制高糖环
境下的视网膜血管内皮细胞增殖。
关键词:白藜芦醇;视网膜血管内皮细胞;细胞增殖;
SIRT1;HMGB1
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0 引言
摇 摇 糖尿病视网膜病变是一种严重的糖尿病微血管病变,
长期的高糖环境损伤视网膜血管内皮,导致微血管瘤、渗
出、新生血管、视网膜脱离甚至失明。 由于其发病机制复
杂,目前的治疗方法疗效有限。 白藜芦醇 ( Resveratrol,
RSV)是多酚类化合物,具有减轻缺血再灌注损伤和抗肿
瘤作用。 近期的研究表明,白藜芦醇能抑制肺癌、乳腺癌
和神经胶质瘤新生血管生成[1]。 李雯霖等[2] 发现白藜芦
醇能抑制缺氧诱导的视网膜血管内皮细胞增殖及 VEGF
的表达。 然而,在高糖环境下,白藜芦醇是否能减轻视网
膜血管内皮细胞增殖,目前尚不清楚。 本文探讨白藜芦醇
对高糖环境下的视网膜血管内皮细胞增殖的影响及其作
用机制。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 人视网膜血管内皮细胞(HREC 6530)购自上
海复蒙基因生物科技有限公司,白藜芦醇购自 Sigma 公
司。 SIRT1 和 HMGB1 抗体购自 CST 公司。 Tubulin (内
参)与羊抗兔二抗购自康为世纪生物有限公司。 DMEM
培养液与胎牛血清均购自 Gibco 公司。 MTT 细胞增殖及
细胞毒性检测试剂盒购自碧云天生物技术公司,免疫共沉
淀试剂盒购自 Thermo 公司。
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1. 2 方法
1. 2. 1 白藜芦醇对高糖作用下人视网膜血管内皮细胞增
殖的影响摇 取对数生长期的 HREC 6530 细胞,以含 1%胎
牛血清的 DMED 培养基制备为 2伊104个 / mL 的细胞悬液,
接种 96 孔培养板,每孔 100滋L,置于 37益、5% CO2细胞培
养箱中培养 24h 后换新鲜培养液。 分为 NG+H0 组(含有
1g / L 葡萄糖,白藜芦醇的浓度分别为 0)及 HG+H0、HG+
H10、HG+H50、HG+H100 组(各组中均含有 4. 5g / L 葡萄
糖,白藜芦醇的浓度分别为 0、10、50、100滋mol / L),细胞培
养 24h 后,每孔加入 5mg / mL MTT 溶液 10滋L 继续培养
4h,弃上清。 每孔加入 100滋L Formanzan 溶解液,在细胞
培养箱内再继续孵育,直至 Formazan 全部溶解。 自动酶
标读数仪 570nm 处测定各孔吸光度(A)值。 每组设 3 个
复孔,根据MTT 的吸光度(A)值计算出白藜芦醇对视网膜
血管内皮细胞的增殖抑制率。 细胞抑制率计算:计算公
式:增殖抑制率=(1-实验组 A 值 / 对照组 A 值)伊100% 。
1. 2. 2 Western-blot 检测白藜芦醇对高糖条件下人视网
膜内皮细胞 SIRT1 表达的影响摇 6 孔板中培养人视网膜
血管内皮细胞至 40% ~ 50% ,分为低糖 DMEM 培养组
(1g / L 葡萄糖),高糖 DMED 培养组(4. 5g / L 葡萄糖),高
糖 DMEM +白藜芦醇组 (50滋mol / L)。 24h 后每孔加入
100滋L RIPA 细胞裂解液(含 1mmol / L PMSF),将细胞刮
下,吸取细胞裂解液置于 1. 5mL Ep 管中,15000g 离心
5min,吸取上清,BCA 法测定蛋白浓度。 加入 5 伊 loading
buffer,100益 加热煮沸 10min。 制作 10% SDS-PAGE 凝
胶,每孔上样量为 40滋g。 300mA 转膜 90min,5% BSA 封
闭 2h,4益冰箱转筒孵育 SIRT1 单克隆抗体过夜,辣根过
氧化物酶标记的羊抗兔 IgG 二抗检测目的蛋白。 应用
Quantity-one 软件分析 SIRT1 与内参 Tubulin 蛋白的表达。
1. 2. 3 免疫共沉淀检测 HGMB1 的乙酰化摇 用 500滋L 1伊
交联缓冲液预洗 Protein A / G 磁珠 2 次,与通用的乙酰化
抗体 5滋g 结合 15min,再用交联缓冲液洗磁珠 3 次。 用
DSS 进行抗体与磁珠的交联 30min 后 100滋L 洗脱液漂洗
磁珠 3 次,再用 200滋L 免疫沉淀裂解缓冲液洗磁珠 2 次。
室温下孵育 1 ~ 2h,用 500滋L 免疫沉淀裂解缓冲液洗磁珠
2 次,之后用 500滋L 纯水洗脱结合的抗原,用通用的乙酰
化抗体和 HMGB1 抗体进行 Western-blot 检测 HMGB1 的
乙酰化程度。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 13. 0 软件进行统计学分析,
各组间实验数据以 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,相关性采用
Spearman 相关分析,以 琢=0. 05 为检验水准。
2 结果
2. 1 白藜芦醇对高糖环境下的视网膜血管内皮细胞增殖
的影响摇 MTT 比色法检测显示:与低糖培养组比较,高糖
培养组细胞增殖率略有升高。 细胞高糖培养液中分别加
入 0、50、100滋mol / L 的白藜芦醇后,视网膜血管内皮细胞
增殖的抑制率分别为 8. 73% 、15. 69%和 43. 43% ,存在剂
量依赖性( rs =1. 000,P<0. 01,表 1)。
2. 2 白藜芦醇对 SIRT1 蛋白表达的影响摇 培养的人视网
膜血管内皮细胞(HREC 6530),分为 NG 组(低糖 DMEM
培养组)、HG 组(高糖 DMED 培养组)、HG+RSV 组(高糖
DMEM+50滋mol / L 白藜芦醇)。 24h 后,提取细胞总蛋白,

表 1摇 白藜芦醇人视网膜血管内皮细胞增殖的影响

分组
白藜芦醇浓
度(滋mol / L) A 值(軃x依s) 增殖抑

制率(% )
NG+H0 组 0 0. 853依0. 0313 -
HG+H0 组 0 0. 905依0. 0277 -
HG+H10 组 10 0. 826依0. 0245 8. 73
HG+H50 组 50 0. 763依0. 0309 15. 69
HG+H100 组 100 0. 512依0. 0221 43. 43

图 1摇 白藜芦醇对高糖培养的 HREC 6530 中 SIRT1 表达的影
响摇 A:Western-blot 检测细胞 SIRT1 蛋白表达;B:柱状图显示

SIRT1 蛋白表达差异。aP<0. 05 vs NG 组;cP<0. 05 vs HG 组。

图 2摇 白藜芦醇对高糖培养的 HREC 6530 中 HMGB1 乙酰化
的影响。

Western-blot 检测细胞 SIRT1 蛋白表达,结果显示(图 1):
高糖能显著抑制 SIRT1 蛋白表达,而加入白藜芦醇能恢复
HREC 6530 中 SIRT1 的表达,组间差异具有统计学意义
(F=33. 523,P<0. 05)。
2. 3 白藜芦醇对 HGMB1 乙酰化的影响摇 培养的人视网
膜血管内皮细胞(HREC 6530),分为 NG 组(低糖 DMEM
培养组)、HG 组(高糖 DMED 培养组)、HG+RSV 组(高糖
DMEM+50滋mol / L 白藜芦醇)。 24h 后,免疫共沉淀检测
细胞 HMGB1 蛋白表达,TATA 结合蛋白( TBP)为内参。
结果显示(图 2):NG 组 HMGB1 乙酰化程度较低,HG 组
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乙酰化增加,而 RSV 能明显降低 HG 组 HMGB1 的乙酰化
程度,组间差异具有统计学意义(F=13. 411,P<0. 05)。
3 讨论
摇 摇 糖尿病影响视网膜的微循环,导致一系列的结构改
变,包括渗出、内皮细胞增殖、水肿以及新生血管形成,最
终导致失明[3]。 但目前治疗方法有限,对其发病机制及新
的治疗方法的探索有重要价值。
摇 摇 白藜芦醇是一种生物性很强的天然多酚类物质,能够
提高 SIRT1 的活性。 近年来的研究表明:高糖诱导牛视网
膜血管内皮细胞炎症基因、NF-资B、促凋亡基因 Bax 表达,
SIRT1 高表达能通过 LKB1 / AMPK / ROS 途径,抑制 NF-资B
和 Bax 表达[4]。 另外,Zhong 等发现糖尿病氧化应激抑制
SIRT1,增加 P65 乙酰化,促进 MMP-9 表达,损伤视网膜
线粒体而激活凋亡,但白藜芦醇能够逆转上述改变,抑制
糖尿病视网膜病变的发展[5]。 本研究中,我们发现高糖环
境下视网膜内皮细胞增殖略有升高,而白藜芦醇能够抑制
高糖环境下视网膜内皮细胞的增殖,并随着给药剂量的增
加,抑制效果也随之增加。 而且,我们发现在视网膜内皮
细胞中,白藜芦醇能恢复高糖环境所致 SIRT1 表达的
降低。
摇 摇 HMGB1(High-mobility group box 1)是一种普遍存在
的、由 215 个氨基酸构成的核蛋白,与 DNA 结合维持染色
体稳定,控制自噬;还能通过调节 HSP27 的转录清除缺陷
的线粒体。 除此之外,HMGB1 可从坏死和损伤细胞中释
放,作为一种促炎症因子。 在急性肾损伤动物模型中,肾
静脉 HMGB1 水平升高;LPS 处理的内皮细胞中,HMGB1
核质穿梭增加,乙酰化程度增加[6]。 重要的是,HMGB1 在
增生性糖尿病视网膜病变患者的玻璃体液和视网膜前膜
中的表达也上调,通过下游信号通路引起炎症,破坏血-
视网膜屏障,增加视网膜细胞的凋亡。 另外,大鼠玻璃体
注射 HMGB1 能够增加 SDF-1 受体 CXCR4、HIF-1琢 和
VEGF 的表达,促进血管生成[7]。

摇 摇 HMGB1 乙酰化程度与其活性和核质穿梭有关,而
SIRT1 是重要的去乙酰化酶。 在本研究中,我们发现高糖
培养抑制视网膜血管内皮细胞的 SIRT1 的表达,并增加
HMGB1 的乙酰化,可能通过激活 HMGB1 而增加炎症反
应,促进视网膜血管内皮细胞的增殖。 白藜芦醇是 SIRT1
的激动剂,能提高视网膜内皮细胞的 SIRT1 表达,并降低
HMGB1 的乙酰化,抑制了下游 VEGF 等信号分子的释放,
从而抑制了内皮细胞的增殖。
摇 摇 综上所述,我们认为高糖环境带来的氧化应激抑制了
视网膜内皮细胞中 SIRT1 的表达,从而增加 HMGB1 的乙
酰化,增加促炎、促血管生成因子的释放,从而增加内皮细
胞增殖及新生血管形成;而白藜芦醇可能通过 SIRT1 -
HMGB1-VEGF 通路抑制了 HMGB1 的活性,降低 VEGF 的
表达,从而减轻糖尿病视网膜病变的发生。 本研究对糖尿
病视网膜病变发生的机制进行了有益的探索,并为白藜芦
醇治疗糖尿病视网膜病变提供了更多的实验依据。
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