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Abstract
誗 AIM: To investigate the angiogenesis effect and
mechanism of ginsenoside Rg3 on human retinal capillary
endothelial cells (HRCECs) cultured in normal and high
glucose conditions.
誗 METHODS: We cultured HRCEC both in normal and
high glucose conditions. Each condition we treated the
cells with 0. 1mmoL / L ginsenoside Rg3 and 0. 5mmoL / L
ginsenoside Rg3. The effect of ginsenoside Rg3 on HRCEC
proliferation was tested by methylthiazoletrazolium
(MTT) assay 24h, 48h and 72h after the treatment; The
effect of cell migration was tested by transwell; The effect
of tube formation was tested by Matrigel; Western-Blot
and real - time quantitative RT - PCR were used to detect
the expression of vascular endothelial growth factor
( VEGF ) protein and mRNA. Data were statistically
analyzed by ANOVA method.
誗RESULTS: Ginsenoside Rg3 could inhibit proliferation,
migration and tube formation of HRCEC in both
conditions, depending on the concentration and time.
Ginsenoside Rg3 could decrease the expression of VEGF
mRNA and protein in both conditions.
誗 CONCLUSION: Ginsenoside Rg3 could inhibit VEGF
expression, thus suppress the proliferation, migration,
and tube formation of HRCEC in normal and high glucose
conditions.
誗 KEYWORDS: human retinal capillary endothelial cell;
ginsenoside Rg3; vascular endothelial growth factor
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摘要
目的:观察正常和高糖条件下人参皂甙 Rg3 对人视网膜血
管内皮细胞血管新生作用的影响。
方法:在正常和高糖条件的培养基中,分别加入 0. 1mmol / L
和 0. 5mmol / L 的人参皂甙 Rg3,在 24h,48h 和 72h 用 MTT
检测细胞的增殖情况,用 Transwell 小室检测细胞迁徙情
况,用 Matrigel 检测细胞管腔形成的情况,用实时定量
RT-PCR 和 Western-Blot 检测细胞中血管内皮生长因子
mRNA 和蛋白的表达情况。
结果:在正常和高糖条件下,人参皂甙 Rg3 对于人视网膜
血管内皮细胞增殖、细胞迁徙和细胞内皮管腔形成均具有
抑制作用,且呈浓度与时间依赖性;且人参皂甙 Rg3 具有
抑制人视网膜血管内皮细胞 VEGF 蛋白和 mRNA 表达的
作用。
结论:通过抑制 VEGF 的表达,人参皂甙 Rg3 可抑制人视
网膜血管内皮细胞增殖、迁徙和管腔形成,进而抑制新生
血管的形成。
关键词:视网膜血管内皮细胞;人参皂甙 Rg3;血管内皮生
长因子
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0 引言
摇 摇 糖尿病视网膜病变(diabetic retinopathy,DR)是糖尿
病的常见并发症,随着我国生活水平的提高,其发病率和
致盲率也呈逐年上升趋势。 目前,DR 尚无有效的治疗方
法,早期诊断并积极治疗以延缓其进展至关重要,玻璃体
腔注射抗血管内皮生长因子 ( vascular endothelial growth
factor,VEGF)药物最近取得了一定进展[1],但远期效果尚
有待进一步观察。 人参皂甙 Rg3 是从中药人参中提取的
有效单体成分,最早用于肿瘤的治疗,近年来,它的抗新生
血管活性也逐渐受到关注[2]。 在本研究,拟将体外培养的
人视网膜血管内皮细胞置于正常和高糖环境下,观察人参
皂甙 Rg3 对其增生、移行、管腔形成和对 VEGF 表达的影
响,为人参皂甙 Rg3 应用于糖尿病视网膜病变提供实验研
究的支持。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 人视网膜血管内皮细胞(human retinal vascular
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endothelial cells,HRCEC):购自江苏省南通市百奥迈科生
物有限公司。 实验药物:人参皂甙 Rg3,为成品药物参一
胶囊,胶囊内容物为白色粉末(吉林亚泰制药股份有限公
司),将粉剂溶于二甲基亚砜(DMSO),常温保存,使用前
用相应培养基配制成所需浓度,DMSO 终浓度<0. 1% 。 主
要试剂和仪器:葡萄糖(美国 Sigma 公司);噻唑蓝(MTT)
(美国 Sigma 公司);Transwell 小室(美国 Corning 公司);
Matrigel(美国 BD 公司);兔抗人 VEGF 多克隆抗体(武汉
博士德公司);细胞总蛋白抽提试剂盒及逆转录反应试剂
盒(美国 Invitrogen 公司);酶标仪、紫外分光光度计(德国
Eppendorf 公司);实时荧光定量 PCR 仪 (美国 Applied
Biosystems 公司)。
1. 2 方法
1. 2. 1 细胞分组摇 将细胞分为 6 组,分别为组 A:正常条
件下培养的正常对照组;组 B:在组 A 基础上,培养基中加
入 0. 1mmol / L 人参皂甙 Rg3;组 C:在组 A 基础上,培养基
中加入 0. 5mmol / L 人参皂甙 Rg3;组 D:培养基中加入
25mmol / L 葡萄糖的高糖组;组 E:在组 D 基础上,培养基
中加入 0. 1mmol / L 人参皂甙 Rg3;组 F:在组 D 基础上,培
养基中加入 0. 5mmol / L 人参皂甙 Rg3。
1. 2. 2 MTT 检测细胞增殖 摇 取对数生长期 HRCEC 细胞
用于实验,弃上清,2. 5g / L 胰酶消化,加入含 100mL / L 胎
牛血清的内皮细胞培养基,制成细胞浓度为 5伊104个 / mL
的细胞悬液,按分组,每组各取 200滋L 接种于 96 孔板,孵
育 24h 后弃液,按上述分组分别加入各自所需培养液。 各
组在培养 24h,48h 和 72h 后,每孔加入 5g / L MTT 20滋L,
孵育 4h,弃培养基,用滤纸吸干水分,加入 DMSO 150滋L,
振荡 10min,按操作说明用自动酶标仪测 570nm 波长吸光
度 A 值。 相同条件下重复实验 3 次。 抑制率(% )= [(实
验组平均 A 值-对照组平均 A 值) / 对照组平均 A 值]伊100%。
1. 2. 3 Transwell小室检测细胞移行摇 预先加内皮细胞培
养基到培养孔和 Transwell 小室内孵育过夜,弃液后加含
100mL / L 胎牛血清的内皮细胞培养液 600滋L 到培养孔
中,置 Transwell 小室于培养孔中,接种 HRCEC 细胞于上
室,每孔细胞数约为 5伊105个。 每孔上室按不同分组加入
相应的无血清培养基 100滋L。 培养 24h 取出小室,用棉签
轻轻擦去小室内聚碳酯膜上表面的细胞。 4%多聚甲醛固
定小室 20min,PBS 洗 3 次。 小心将聚碳酯膜自上室基底
用刀片切割下来,苏木素染色 1min,清水漂洗。 二甲苯透
明 2 ~ 3min。 中性树脂封片。 附着于聚碳酯膜下表面的
细胞在显微镜下随机取 5 个视野照相。 所得照片应用
IPP6. 0 图像分析软件对 Transwell 移行细胞进行计数,取
平均值。 每组 3 个复孔,重复实验 3 次。
1. 2. 4 Matrigel检测内皮细胞管腔形成摇 按 Matrigel 说明
书操作,4益融化 Matrigel 过夜。 取 96 孔板,每孔内缓慢加
入 100滋L 液态 Matrigel(所有操作均在冰上进行)。 消化
HRCEC 细胞,用含 100mL / L 胎牛血清的内皮细胞培养基
稀释至 2伊105 个 / mL,每孔均加入细胞悬液 50滋L,按不同
分组,每孔再加入相应的无血清培养基 50滋L。 孵育 12h
后在相差显微镜下观察,随机取 5 个不同视野照相,对形
成的完整管腔计数,取平均值。 每组设 3 个复孔,重复实
验 3 次。
1. 2 . 5 实时荧光定量 RT-PCR 法 摇 将 HRCEC 细胞按
106 ~ 107个 / mL 密度接种于培养皿,每皿加入含 100mL / L
胎牛血清的内皮细胞培养基,培养贴壁,换无血清培养基

培养 4h。 按不同分组加入相应培养基培养 24h。 按说明
书,Trizol 抽提细胞总 RNA。 紫外分光光度计测定 A260
计算 RNA 含量。 按一步法逆转录反应试剂盒说明书操
作。 VEGF 上游引物:5蒺-GCAGAATCATCACGAAGTGG-3蒺,
下游引物:5蒺- GCATGGTGATGTTGGACTCC -3蒺,产物长度
212bp;管家基因U6上游引物:5蒺- CTCGCTTCGGCAGCACA -3蒺,
下游引物:5蒺 -AACGCTTCACGAATTTGCGT-3蒺,产物长度
94bp。 RT-PCR 总反应体系为 25滋L:其中 RNA 5滋L,2 伊
Master Mix 12. 5滋L,50伊SYBR Green I 0. 5滋L,上下游引物
各 0. 5滋L(各 10滋mol / L),加 DEPC 处理水至 25滋L。 具体
反应条件参照说明书,其中扩增 45 次。 循环结束后进行
产物的熔解曲线测定。 每个样品的 VEGF 相对于 U6 的表
达水平根据 2-吟Ct计算,吟Ct = Ct(VEGF) -Ct(U6)。 实验
组的 VEGF 相对于对照组的表达水平采用 2-吟吟Ct分析相
对含量,其中吟吟Ct =吟Ct (药物组)-吟Ct(对照组)。
1. 2. 6 Western-Blot 法检测 VEGF 蛋白质的表达 摇 按
1郾 2. 5 相同方法获得细胞。 按总蛋白抽提试剂盒说明书
抽提总蛋白,按 BCA 蛋白质定量试剂盒说明书测定样品
蛋白浓度。 SDS-PAGE 电泳转膜(PVDF 膜),50mL / L BSA
封闭,VEGF 一抗、二抗分别与膜孵育,显色。 化学发光法
检测,图片扫描至电脑,Image J 分析软件测定条带灰度
值。 目的蛋白灰度值除以内参 茁-actin 灰度值行半定量
分析。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 13. 0 统计学软件进行统计分
析。 实验测试指标的数据资料经 W 检验呈正态分布,经
Levene 检验方差齐,以 軃x依s 表示。 细胞移行、细胞管腔形
成、RT-PCR 和 Western-Blot 的实验数据行单因素方差分
析,细胞增殖的试验数据行两因素方差分析,各因素和组
间的多重比较采用 LSD-t 检验。 P<0. 05 为差异有统计学
意义。
2 结果

2. 1 人参皂甙 Rg3 对 HRCEC 细胞增殖的影响摇 MTT 比
色法结果显示,无论在正常培养基中或是高糖培养基中,
均可观察到人参皂甙 Rg3 对于 HRCEC 增殖的抑制作用,
且呈浓度与时间依赖性(表 1)。 各组间 A 值差异有统计
学差异(F正常组浓度 = 30. 306,F高糖组浓度 = 37. 054,F正常组时间 =
88. 569,F高糖组时间 = 129. 070,P<0. 05)。
2. 2 人参皂甙 Rg3 对 HRCEC 细胞移行的影响摇 Transwell
小室结果显示,A,B,C,D,E,F 组 HRCEC 细胞的移行细
胞数分别为 110. 57 依 3. 33,93. 13 依 3. 52,77. 69 依 3. 09,
128郾 82依4. 01,89. 77依3. 52,74. 90 依4. 55 个(表 2,图 1)。
各组间移行细胞数比较,差异有统计学意义(F正常组组间 =
73. 741,F高糖组组间 =122. 158,P<0. 05)。 无论在正常培养基
中或是高糖培养基中,随着人参皂甙 Rg3 浓度的增加,移
行细胞数逐渐减少。
2.3人参皂甙 Rg3对 HRCEC细胞管腔形成的影响摇 Matrigel
实验结果显示,A,B,C,D,E,F 组 HRCEC 细胞的完整管
腔形成数分别为 28. 0依2. 5,19. 3 依2. 3,14. 1 依2. 1,26. 2 依
1郾 8,14. 8依2. 1,8. 1依1. 9 个(表 3,图 2)。 各组间 HRCEC
细胞 的 完 整 管 腔 形 成 数 比 较, 差 异 有 统 计 学 意 义
(F正常组组间 =27. 831,F高糖组组间 = 66. 935,P<0. 05)。 无论在
正常培养基中或是高糖培养基中,随着人参皂甙 Rg3 浓度
的增加,HRCEC 细胞形成的管腔也相应减少。
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摇 表 1摇 人参皂甙 Rg3 对正常和高糖环境下人视网膜血管内皮细胞增殖的影响

分组
A570 值(軃x依s)

24h 48h 72h
抑制率(% )

24h 48h 72h
组 A(正常) 0. 206依0. 004 0. 490依0. 010 0. 765依0. 013
组 B(正常+0. 1mol / L 人参皂甙 Rg3) 0. 181依0. 004 0. 405依0. 009 0. 545依0. 010 12. 1 17. 3 28. 8
组 C(正常+0. 5mol / L 人参皂甙 Rg3) 0. 139依0. 007 0. 270依0. 008 0. 373依0. 010 32. 5 44. 9 51. 2
组 D(高糖) 0. 175依0. 009 0. 389依0. 011 0. 539依0. 015
组 E(高糖+0. 1mol / L 人参皂甙 Rg3) 0. 159依0. 005 0. 333依0. 012 0. 448依0. 008 9. 1 14. 4 16. 9
组 F(高糖+0. 5mol / L 人参皂甙 Rg3) 0. 127依0. 009 0. 234依0. 009 0. 301依0. 011 27. 4 39. 8 44. 2

图 1摇 人参皂甙 Rg3 对正常和高糖环境下人视网膜血管内皮细胞移行的影响 摇 A:正常;B:正常+0. 1mmol / L
Rg3; C:正常+0郾 5mmol / L Rg3;D:高糖;E:高糖+0. 1mmol / L Rg3;F:高糖+0. 5mmol / L Rg3。

图 2摇 人参皂甙 Rg3 对正常和高糖环境下人视网膜血管内皮细胞管腔形成的影响摇 A:正常;B:正常+0. 1mmol / L
Rg3;C:正常+0. 5mmol / L Rg3;D:高糖;E:高糖+0. 1mmol / L Rg3;F:高糖+0. 5mmol / L Rg3。

2. 4 实时荧光定量 RT-PCR实验结果摇 摇 A,B,C,D,E,F
组 HRCEC 细胞 VEGF mRNA 相对表达量分别为 1. 00 依
0郾 05,0. 82 依0. 05,0. 63 依0. 04,2. 97 依0. 11,2. 07 依0. 11,
1郾 23依0. 07(表 4)。 各组间 VEGF mRNA 表达比较,差异
有统计学意义(F正常组组间 = 46. 682,F高糖组组间 = 234. 186,P<
0. 05)。 添加人参皂甙 Rg3 之后,无论是正常组或是高糖
组,VEGF mRNA 均呈下降趋势,且呈浓度依赖性。

2.5 VEGF 蛋白质的表达 摇 Western-Blot 实验结果显示:
A,B,C,D,E,F 组 HRCEC 细胞 VEGF 蛋白质相对表达量分
别为 0. 54依0. 03,0. 42依0. 02,0. 30依0. 02,0. 88依0. 03,0郾 69依
0郾 02,0. 57依0. 02(表 5,图 3)。 各组间 VEGF 蛋白质表达比
较,差异有统计学意义(F正常组组间 =76. 235,F高糖组组间 =129. 353,
P<0. 05)。 添加人参皂甙 Rg3 之后,无论是正常组或是高
糖组,VEGF 蛋白质表达均呈下降趋势,且呈浓度依赖性。
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表 2摇 人参皂甙 Rg3 对正常和高糖环境下人视网膜血管内皮细

胞移行的影响 軃x依s
分组 细胞移行数

组 A(正常) 110. 57依3. 33
组 B(正常+0. 1mmol / L 人参皂甙 Rg3) 93. 13依3. 52
组 C(正常+0. 5mmol / L 人参皂甙 Rg3) 77. 69依3. 09
组 D(高糖) 128. 82依4. 01
组 E(高糖+0. 1mmol / L 人参皂甙 Rg3) 89. 77依3. 52
组 F(高糖+0. 5mmol / L 人参皂甙 Rg3) 74. 90依4. 55

表 3摇 人参皂甙 Rg3 对正常和高糖环境下人视网膜血管内皮细

胞管腔形成数的影响 軃x依s
分组 管腔数

组 A(正常) 28. 0依2. 5
组 B(正常+0. 1mmol / L 人参皂甙 Rg3) 19. 3依2. 3
组 C(正常+0. 5mmol / L 人参皂甙 Rg3) 14. 1依2. 1
组 D(高糖) 26. 2依1. 8
组 E(高糖+0. 1mmol / L 人参皂甙 Rg3) 14. 8依2. 1
组 F(高糖+0. 5mmol / L 人参皂甙 Rg3) 8. 1依1. 9

表 4摇 人参皂甙 Rg3 对正常和高糖环境下人视网膜血管内皮细

胞 VEGF mRNA表达的影响 軃x依s
分组 VEGF
组 A(正常) 1. 00依0. 05
组 B(正常+0. 1mmol / L 人参皂甙 Rg3) 0. 82依0. 05
组 C(正常+0. 5mmol / L 人参皂甙 Rg3) 0. 63依0. 04
组 D(高糖) 2. 97依0. 11
组 E(高糖+0. 1mmol / L 人参皂甙 Rg3) 2. 07依0. 11
组 F(高糖+0. 5mmol / L 人参皂甙 Rg3) 1. 23依0. 07

表 5摇 人参皂甙 Rg3 对正常和高糖环境下人视网膜血管内皮细

胞 VEGF蛋白质表达的影响 軃x依s
分组 VEGF
组 A(正常) 0. 54依0. 03
组 B(正常+0. 1mmol / L 人参皂甙 Rg3) 0. 42依0. 02
组 C(正常+0. 5mmol / L 人参皂甙 Rg3) 0. 30依0. 02
组 D(高糖) 0. 88依0. 03
组 E(高糖+0. 1mmol / L 人参皂甙 Rg3) 0. 69依0. 02
组 F(高糖+0. 5mmol / L 人参皂甙 Rg3) 0. 57依0. 02

图 3摇 人参皂甙 Rg3 对正常和高糖环境下人视网膜血管内皮细

胞 VEGF蛋白表达的影响 摇 注:从左至右的泳道依次为:高糖

组;高糖+0. 1mmol / L Rg3 组;高糖+0. 5mmol / L Rg3 组;正常组;
正常+0. 1mmol / L Rg3 组;正常+0. 5mmol / L Rg3 组。

3 讨论

摇 摇 近年来,糖尿病视网膜病变(diabetic retinopathy,DR)
的发病率不断提高,目前已成为我国的主要致盲原因之

一,其基本病理改变为血-视网膜屏障功能破坏,新生血

管形成,后期新生血管可致玻璃体积血及视网膜脱离等。
DR 的发病机制非常复杂,目前尚未完全明确。 一般认

为:高血糖通过经典的多元醇途径、糖基化终末产物途径、
蛋白激酶 C 途径和己糖胺途径来促进 DR 的进展。
摇 摇 近年来,多种细胞因子如 VEGF,H1F-1 和肿瘤坏死

因子等在 DR 中的作用正越来越受到重视[2]。 新生血管

的生成一般包括血管内皮基质降解、内皮细胞移行、内皮

细胞增殖、内皮细胞管道化分支形成血管环和形成新的基

底膜等步骤。 其中的关键因子为 VEGF[3-5]。 目前用于眼

部的 VEGF 抑制剂主要有 3 种:贝伐单抗(Avastin) [6]、哌
加他尼钠(Macugen) [7] 和兰尼单抗(Lucentis) [8]。 虽然上

述 VEGF 抑制剂在临床上均表现出了较好的治疗效果,但
也有发现了一些副作用,如高眼压、视网膜脱离、眼内炎

等,还有研究发现 VEGF 抑制剂可减少病理性新生血管,
也影响了正常的新生血管生成[9-11]。
摇 摇 人参是我国传统中草药中的滋补珍品,人参皂甙 Rg3
是从人参中提取的有效单体。 分子式为 C42 H72 O13,分子

量为 784. 30,非水溶性,但可溶于二甲基亚砜。 对于 Rg3
的研究虽然只有 20 余年,但其抗新生血管的作用正越来

越受到人们的重视[12]。
摇 摇 我们利用培养的 HRCEC,将其置于正常和高糖环境

中。 另外,血管形成的过程为内皮细胞分裂增生形成突起

的幼芽,随着内皮细胞向前移动及后续细胞的增生而形成

一条细胞索,数小时后便可出现管腔,形成新生的毛细血

管,进而彼此吻合构成毛细血管网。 因此,本文从 HRCEC
细胞增殖、细胞迁徙和细胞内皮管腔形成进行了系列研

究。 结果发现,无论在正常培养基中或是高糖培养基中,
均可观察到人参皂甙 Rg3 对于 HRCEC 增殖的抑制作用,
且呈浓度与时间依赖性。 王吉等[13] 研究发现:Rg3 能抑

制胃癌细胞条件培养液诱导的血管内皮细胞增殖,其机制

可能是通过下调增殖期血管内皮细胞相关因子受体的表

达,使血管内皮细胞对肿瘤细胞分泌的生长因子的敏感度

降低,从而影响血管内皮细胞的增殖。 罗贤令等[14] 发现,
人参皂甙 Rg3 可抑制高糖下视网膜血管内皮细胞的增殖,
本实验亦获得了与之相似的结果。
摇 摇 无论在正常培养基中或是高糖培养基中,随着人参皂

甙 Rg3 浓度的增加,移行细胞数逐渐减少,提示人参皂甙

Rg3 可以减少细胞迁徙,Shinkal 等[15] 通过体外抗浸润实

验表明,Rg3 可以明显抑制小鼠肝癌细胞、黑色素瘤细胞、
人小细胞肺癌和人胰腺癌细胞的单层浸润,推测 Rg3 还可

以通过抑制内皮细胞的迁徙来抑制新生血管的生成。 这

样,人参皂甙 Rg3 最终表现为抑制了内皮细胞管腔的形

成,并且在浓度与时间上也表现出一定的依赖性。 前已述

及,影响 DR 的细胞因子有很多,限于条件,本研究仅选取

了 VEGF 这一关键因子作为主要指标,结果发现人参皂甙

Rg3 具有抑制 HRCEC 细胞 VEGF 蛋白和 mRNA 表达的作

用。 提示人参皂甙 Rg3 可能通过改变 VEGF 的表达,从而

在形态上影响内皮细胞成管行为。 潘子明等[16] 和朱浩

等[17]认为 Rg3 是通过下调肿瘤细胞 VEGF mRNA 及蛋白
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质的表达,从而抑制肿瘤新生血管的形成。
摇 摇 当然,本实验仅从体外实验着手,初步探讨了人参皂

甙 Rg3 对于人视网膜血管内皮细胞高糖条件下的作用,人
参皂甙 Rg3 和其他多种促血管生成因子和血管生成抑制

因子之间的相互作用尚未完全明确,但仍为人参皂甙 Rg3
用于体内实验提供了一定参考,为临床治疗糖尿病视网膜

病变提供了新的思路。
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