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摘要

目的:探讨灯盏花素对高糖环境下人视网膜色素上皮

(ＲＰＥ)细胞氧化应激的影响ꎮ
方法:常规培养 ＲＰＥ 细胞ꎬ分为对照组(葡萄糖浓度为

５􀆰 ５ｍｍｏｌ / Ｌ)、高糖组(葡萄糖浓度为 ３０ｍｍｏｌ / Ｌ)、灯盏花

素低浓度组(３０ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖＋１μｍｏｌ / Ｌ 灯盏花素)和灯

盏花素高浓度组(３０ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖 ＋ １０μｍｏｌ / Ｌ 灯盏花

素)ꎮ 细胞划痕实验观察 ＲＰＥ 细胞的迁移性ꎬＣＣＫ－８ 法

检测细胞活性ꎬ流式细胞术检测细胞内活性氧(ＲＯＳ)水平

变化ꎬＨｏｅｃｈｓｔ 染色法观察凋亡细胞比例ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分
析各组 Ｂｃｌ－２ 和 Ｂａｘ 的变化ꎮ
结果:细胞划痕实验结果显示ꎬ灯盏花素低浓度组和灯盏

花素高浓度组 ＲＰＥ 细胞形态较高糖组改善ꎬ细胞迁移性

较高糖组增加ꎻＣＣＫ－８ 结果显示ꎬ用 １、１０μｍｏｌ / Ｌ 浓度的

灯盏花素处理后ꎬＲＰＥ 细胞存活率分别提高到 ６１􀆰 ０６％±
５􀆰 ５９％和 ７９􀆰 ８１％±７􀆰 ０４％ꎬ与高糖组(４０􀆰 ６３％±４􀆰 ７２％)比
较有差异 (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ２􀆳ꎬ７􀆳 －二氯二氢荧光素二乙酸酯

(Ｈ２ＤＣＦＤＡ)荧光探针染色结果显示ꎬ灯盏花素抑制了

ＲＰＥ 细胞内 ＲＯＳ 水平ꎻＨｏｅｃｈｓｔ 染色法显示ꎬ１、１０μｍｏｌ / Ｌ
灯盏花素处理后发生凋亡的 ＲＰＥ 细胞数量逐渐减少ꎻ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ灯盏花素增强了 Ｂｃｌ－２ 蛋白的表

达ꎬ降低了 Ｂａｘ 蛋白的表达ꎮ
结论:灯盏花素可以抑制高糖诱导的 ＲＰＥ 细胞氧化损伤

和凋亡的发生ꎬ为糖尿病视网膜病变的治疗靶点研究提供

了理论支持ꎮ
关键词:灯盏花素ꎻ高糖ꎻ视网膜色素上皮细胞ꎻ凋亡
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(Ｎｏ.ＬＢＨ－Ｚ１８２３９)
１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙꎬ
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Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｍｏｂｉｌｅ Ｓｔａｔｉｏｎꎬ Ｆｕｄａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｓｈａｎｇｈａｉ ２００４３３ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
３Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｑｉｑｉｈａｒ ＥＮＴ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｑｉｑｉｈａｒ
１６１００５ꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ４Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｑｉｑｉｈａｒ Ｆｉｒｓｔ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｑｉｑｉｈａｒ １６１００６ꎬ
Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｙｏｎｇ － Ｈｏｕ Ｚｈａｏ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｓｐｉｒｉｔ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ
Ｈａｒｂｉｎ １５００３６ꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｚｈａｏｙｈ７７７ ＠
１２６.ｃｏｍ
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•ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎ ｏｎ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ (ＲＰＥ)
ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: ＲＰＥ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｎｄ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (５.５ｍｍｏｌ / Ｌ ｇｌｕｃｏｓｅ)ꎬ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｇｒｏｕｐ
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( ３０ｍｍｏｌ / Ｌ ｇｌｕｃｏｓｅ ＋ １μｍｏｌ / Ｌ ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎ ) ａｎｄ ｈｉｇｈ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎ ｇｒｏｕｐ ( ３０ｍｍｏｌ / Ｌ ｇｌｕｃｏｓｅ ＋
１０μｍｏｌ / Ｌ ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎ)ꎬ ｃｅｌｌ ｓｃｒａｔｃｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｏｂｓｅｒｖｅｄ
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ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｂｃｌ－２ ａｎｄ Ｂａｘ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｃｅｌｌ ｓｃｒａｔｃｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ＲＰＥ ｃｅｌｌｓ ｆｏｒｍ ｉｎ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ｈｉｇｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈａｎ
ｔｈａｔ ｉｎ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｇｒｏｕｐꎬ ｃｅｌｌ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｒａｔｅ ａｌｓｏ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎻ Ｔｈｅ ＣＣＫ － ８ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＲＰＥ ｃｅｌｌｓ
ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｏ ６１.０６％±５.５９％ ａｎｄ ７９.８１％±７.０４％
ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １μｍｏｌ / Ｌ ａｎｄ １０μｍｏｌ / Ｌ ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎꎬ ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｗｈｅｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｇｒｏｕｐ (４０.６３％ ± ４.７２％ꎬ Ｐ < ０.０５)ꎻ Ｔｈｅ
Ｈ２ＤＣＦＤＡ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｂｅ ｄｙｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎ
ｒｅｄｕｃｅｄ ＲＯＳ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ＲＰＥ ｃｅｌｌｓꎻ Ｈｏｅｃｈｓｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ
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ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ＲＰＥ ｃｅｌｌｓ ｇｒａｄｕａｌｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ １μｍｏｌ / Ｌ ａｎｄ １０μｍｏｌ / Ｌ
ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎꎻ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎ
ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ－２ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ.
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ －
ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ＲＰＥ
ｃｅｌｌｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ
ｏｎ ｔｈｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔｓ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎꎻ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅꎻ ｒｅｔｉｎａ ｐｉｇｍｅｎｔ
ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｃｅｌｌꎻ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｌｉｕ ＨＦꎬ Ｚｈａｏ ＹＨꎬ Ｇａｏ Ｙ. Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎ ａｎｔａｇｏｎｉｚｉｎｇ
ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｄａｍａｇｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ
ｉｔｓ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２０ꎻ２０
(２):２３０－２３３

０引言
糖尿病的发生是在遗传的基础上ꎬ糖尿病患者体内长

期高血糖状态导致多元醇代谢通路异常ꎬ蛋白激酶 Ｃ 激
活ꎬ糖基化血红蛋白和多元醇代谢产物因机体代谢障碍
而逐渐堆积ꎬ氧化应激增强、细胞因子失衡等多因素共
同参与、互相作用ꎬ破坏了视网膜生理屏障并启动了氧
化应激损伤[１－２] ꎮ 灯盏花素( ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎ)主要活性成分是
灯盏乙素ꎬ具有抑制炎症反应、减轻组织水肿、改善微循
环、抗氧化、扩张血管的作用[３] ꎮ 本研究通过构建高糖
条件下视网膜色素上皮( ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌꎬＲＰＥ)
细胞氧化损伤模型ꎬ探讨灯盏花素对 ＲＰＥ 细胞的保护作
用和机制ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料　 灯盏花素(美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ纯度>９９％)ꎬ人
ＲＰＥ 细胞(美国 ＡＴＣＣ 公司)ꎬＤＭＥＭ / Ｆ１２ (１ ∶ １) 培养基
(武汉博士德生物工程有限公司)ꎬＣＣＫ－８ 试剂盒(北京索
莱宝科技有限公司)ꎬ Ｈ２ＤＣＦＤＡ 荧光探针(江苏凯基生物
公司)ꎬＨｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色试剂盒(北京百奥莱博公司)ꎬ
Ｂｃｌ－２和 Ｂａｘ 抗体(上海碧云天生物技术有限公司)ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １ ＲＰＥ细胞的培养　 选取加入青－链霉素和 １０％胎
牛血清的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 作为培养基ꎬ３７℃、饱和湿度、５％
ＣＯ２培养箱中进行 ＲＰＥ 细胞培养(本实验中的 ＲＰＥ 细胞
为传代第 ６ 代)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ ＲＰＥ细胞分组 　 依据灯盏花素浓度不同ꎬ分为四
组:对照组 ＲＰＥ 细胞以正常培养液 (葡萄糖浓度为
５􀆰 ５ｍｍｏｌ / Ｌ)孵育 ３６ｈꎻ高糖组 ＲＰＥ 细胞培养液内葡萄糖
浓度为 ３０ｍｍｏｌ / Ｌꎬ细胞孵育时间为 １２ｈ[４]ꎻ灯盏花素低浓
度组先以 １μｍｏｌ / Ｌ 灯盏花素孵育细胞 ２４ｈꎬＰＢＳ 冲洗细胞
３ 次ꎬ以换液方式在葡萄糖浓度为 ３０ｍｍｏｌ / Ｌ 的培养液继
续孵育 １２ｈꎻ灯盏花素高浓度组先以 １０μｍｏｌ / Ｌ 灯盏花素
孵育细胞 ２４ｈꎬＰＢＳ 冲洗细胞 ３ 次ꎬ以换液方式在葡萄糖浓
度为 ３０ｍｍｏｌ / Ｌ 的培养液继续孵育 １２ｈꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３细胞划痕实验观察 ＲＰＥ 细胞的迁移性 　 以 １ ×
１０５ / ｍＬ的密度将 ＲＰＥ 细胞接种到 ６ 孔板ꎬ按上述方法处
理细胞并分组ꎬ待细胞贴壁融合后 ２４ｈꎬ用 ２μＬ 加样枪头
比着直尺在培养板中间垂直划痕ꎬＰＢＳ 冲洗划下的细胞ꎬ
加入无血清的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 继续培养ꎬ在 ４８ｈ 时间点进行
取样、拍照记录ꎮ 实验重复 ３ 次ꎮ

１􀆰 ２􀆰 ４ ＣＣＫ－８法测定细胞增殖　 ＲＰＥ 细胞培养于 ９６ 孔
板内ꎬ每孔 ２００μＬꎬ细胞密度为 １×１０５个 / ｍＬꎬ按实验分组
处理ꎬ弃去原有培养液ꎬ将已配制含 １０％ ＣＣＫ－８ 的培养
基以换液的形式加入ꎬ接种后的 ９６ 孔板 ３７℃培养箱中继
续培养 ４ｈꎬ用 ４８０ｎｍ 吸光度进行检测ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５流式细胞技术检测 ＲＰＥ细胞内活性氧表达　 用不
含 ＥＤＴＡ 的 胰 酶 消 化 ＲＰＥ 细 胞 后 制 备 细 胞 悬 液ꎬ
１ ０００ｒ / ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ 并收集细胞ꎬ预冷的 ＰＢＳ 洗涤细胞 ３
次ꎬ收集细胞并用 １００μＬ 缓冲液重悬细胞ꎬ加入 ５μＬ
Ａｎｎｅｘｉｎ－Ｖ 和 １０μＬ ＰＩꎬ轻轻混匀ꎬ避光反应 １０ｍｉｎ 后再次
加入 １００μＬ 缓冲液ꎬ１ｈ 内用流式细胞仪检测细胞凋亡率ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６细胞凋亡的形态学观察 　 细胞经相应处理后用
ＰＢＳ 洗涤细胞 ２ 次ꎬ４％多聚甲醛固定细胞 １０ｍｉｎ 后 ＰＢＳ
充分冲洗固定液ꎬ加入 ２μＬ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色液ꎬ避光反
应 １０ｍｉｎ 后 ＰＢＳ 充分冲洗ꎬ倒置荧光显微镜下观察并
拍照ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 Ｂｃｌ－２ 和 Ｂａｘ 蛋白表达水平 　
收集细胞并提取总蛋白ꎬ１００００ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ｍｉｎ 后取上
清ꎬ行 １０％ ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳ꎬ转膜后 ５％脱脂奶
粉 ４℃封闭 ２ｈꎬ加羊抗兔多克隆一抗(稀释浓度 １∶ １０００ )
过夜ꎬ室温下孵育鼠抗羊二抗(稀释浓度 １∶ ２０００)１ｈꎬＥＣＬ
化学发光法自显影并采集图像ꎬ观察 Ｂｃｌ － ２ 和 Ｂａｘ 的
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 条带变化ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ１８􀆰 ０ 统计学软件分析数据ꎮ
计量资料以均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ多组比较采用单因
素方差分析ꎬ两组间比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎮ 以 Ｐ<０􀆰 ０５ 为
差异有统计学意义ꎮ
２结果
２􀆰 １细胞划痕实验检测高糖下 ＲＰＥ 细胞的迁移性　 四组
ＲＰＥ 细胞迁移率比较ꎬ差异有统计学意义 ( Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ
表 １)ꎮ 拍照记录可见ꎬ对照组 ＲＰＥ 细胞形态规则ꎬ４８ｈ 后
划痕仍清晰可见ꎻ高糖组培养的 ＲＰＥ 细胞划痕在 ４８ｈ 时
基本消失ꎬ且细胞状态不佳ꎬ死亡和变形细胞增加ꎬ高糖组
ＲＰＥ 细胞迁移率与对照组比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎻ灯盏花素低浓度组和灯盏花素高浓度组 ＲＰＥ 细胞
形态较高糖组改善(图 １)ꎬ细胞迁移率较高糖组增加ꎬ与
高糖组比较差异均有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ其中灯盏花
素高浓度组 ＲＰＥ 细胞迁移率与灯盏花素低浓度组 ＲＰＥ
细胞迁移率比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ２灯盏花素对 ＲＰＥ 细胞活力的影响 　 四组 ＲＰＥ 细胞
存活率比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ表 １)ꎮ 对照组
ＲＰＥ 细胞存活率与高糖组比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ １、１０μｍｏｌ / Ｌ 灯盏花素孵育 ＲＰＥ 细胞后ꎬ细胞存
活率分别提高到 ６１􀆰 ０６％±５􀆰 ５９％和 ７９􀆰 ８１％±７􀆰 ０４％ꎬ与高
糖组比较差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ灯盏花素高浓度
组 ＲＰＥ 细胞存活率与灯盏花素低浓度组比较ꎬ差异有统
计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ３ ＲＰＥ细胞内 ＲＯＳ的变化　 以细胞数为纵坐标ꎬ相对
荧光强度为横坐标ꎬ可测定活细胞 ＲＯＳ 的相对表达量ꎮ
检测结果显示ꎬ四组 ＲＰＥ 细胞内 ＲＯＳ 变化比较ꎬ差异有统
计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ表 １)ꎮ 对照组 ＲＯＳ 主峰位于基线左
侧ꎬ细胞内 ＲＯＳ 表达较低ꎻ高糖组 ＲＯＳ 主峰向基线右侧移
位ꎬ细胞内 ＲＯＳ 表达增加ꎻ１、１０μｍｏｌ / Ｌ 灯盏花素干预后ꎬ
ＲＰＥ 细胞内 ＲＯＳ 主峰逐渐向基线左侧移位ꎬ细胞内 ＲＯＳ
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图 １　 ＲＰＥ细胞划痕实验(×２００)　 Ａ:对照组ꎻＢ:高糖组ꎻＣ:灯盏花素低浓度组ꎻＤ:灯盏花素高浓度组ꎮ

图 ２　 流式细胞技术检测 ＲＰＥ细胞内 ＲＯＳ改变　 Ａ:对照组ꎻＢ:高糖组ꎻＣ:灯盏花素低浓度组ꎻＤ:灯盏花素高浓度组ꎮ

图 ３　 灯盏花素对高糖诱导 ＲＰＥ细胞凋亡的影响(箭头示凋亡细胞)(×２００) 　 Ａ:对照组ꎻＢ:高糖组ꎻＣ:灯盏花素低浓度组ꎻＤ:灯盏
花素高浓度组ꎮ

表 １　 灯盏花素对高糖诱导下 ＲＰＥ细胞的影响 􀭰ｘ±ｓ
组别 细胞迁移率(％) 细胞存活率(％) ＲＯＳ 荧光强度 细胞凋亡率(％) Ｂｃｌ－２ Ｂａｘ
对照组 １０３􀆰 ０３±４􀆰 １１ １０２􀆰 ４４±５􀆰 ６４ １􀆰 １２±１􀆰 ３２ １􀆰 ６０±０􀆰 ９９ ０􀆰 ７９±０􀆰 １６ ０􀆰 ６９±０􀆰 １ ２
高糖组 ４４􀆰 ２１±４􀆰 ６７ａ ４０􀆰 ６３±４􀆰 ７２ａ １００􀆰 ５５±３􀆰 ４４ａ ５５􀆰 ４３±７􀆰 ６７ａ ０􀆰 １３±０􀆰 １０ａ １􀆰 ０３±０􀆰 １３ａ

灯盏花素低浓度组 ５９􀆰 ５０±４􀆰 ０３ａꎬｃ ６１􀆰 ０６±５􀆰 ５９ａꎬｃ ７６􀆰 ８８±６􀆰 ６２ａꎬｃ ３６􀆰 ３４±６􀆰 ０３ａꎬｃ ０􀆰 １６±０􀆰 １３ａ ０􀆰 ９５±０􀆰 １５ａ

灯盏花素高浓度组 ７１􀆰 ８４±３􀆰 ３９ａꎬｃꎬｅ ７９􀆰 ８１±７􀆰 ０４ａꎬｃꎬｅ ３３􀆰 ２６±４􀆰 １１ａꎬｃꎬｅ ２１􀆰 ０８±５􀆰 ４９ａꎬｃꎬｅ ０􀆰 ５５±０􀆰 １６ａꎬｃꎬｅ ０􀆰 ７３±０􀆰 ０９ｃ

　 　 　 　
Ｆ １０２􀆰 ３０ ９７􀆰 ５７ ８６􀆰 ９９ １０５􀆰 ３２ １００􀆰 ５９ ７２􀆰 ５５
Ｐ <０􀆰 ０５ <０􀆰 ０５ <０􀆰 ０５ <０􀆰 ０５ <０􀆰 ０５ <０􀆰 ０５

注:ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 高糖组ꎻｅＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 灯盏花素低浓度组ꎮ

表达逐渐降低(图 ２)ꎻ灯盏花素高浓度组 ＲＰＥ 细胞内
ＲＯＳ 相对表达量与灯盏花素低浓度组比较ꎬ差异有统计
学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ４灯盏花素对 ＲＰＥ 细胞凋亡的影响 　 四组 ＲＰＥ 细胞
凋亡率比较ꎬ差异有统计学意义 ( Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ表 １)ꎮ 在
Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色剂作用下ꎬ活细胞细胞核呈弥散均匀
荧光ꎬ凋亡细胞的细胞核或细胞质呈现致密浓染的颗粒状
高荧光ꎮ 荧光显微镜下ꎬ对照组背景荧光暗黑色ꎬ细胞核
均匀染色ꎬ未见明显凋亡细胞ꎻ高糖组部分细胞核呈致密
浓染的亮蓝色高荧光ꎻ１、１０μｍｏｌ / Ｌ 灯盏花素处理后凋亡
细胞数量逐渐减少(图 ３)ꎬ灯盏花素高浓度组细胞凋亡率
与灯盏花素低浓度组比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ５ Ｂｃｌ－２和 Ｂａｘ 蛋白表达水平检测　 四组 ＲＰＥ 细胞中
Ｂｃｌ－２ 和 Ｂａｘ 蛋白表达水平比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<
０􀆰 ０５ꎬ表 １ꎬ图 ４)ꎮ Ｂｃｌ－２ 蛋白在高糖组中的表达明显降

　 　

图 ４　 灯盏花素对 ＲＰＥ细胞内 Ｂｃｌ－２ 和 Ｂａｘ表达的影响ꎮ

低ꎬ与对照组相比差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 低、高浓
度灯盏花素组 Ｂｃｌ－２ 蛋白表达逐渐升高ꎬ其中高浓度灯盏
花素组 Ｂｃｌ－２ 蛋白表达与高糖组比较ꎬ差异有统计学意义
(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ灯盏花素高浓度组 Ｂｃｌ－２ 蛋白相对表达量与
灯盏花素低浓度组比较ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
Ｂａｘ 蛋白在高糖组中的表达明显升高ꎬ与对照组相比差异
有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ灯盏花素干预可降低 Ｂａｘ 蛋白
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的表达ꎬ其中高剂量灯盏花素组 Ｂａｘ 蛋白表达的相对表达
量与高糖组相比ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
３讨论

随着糖尿病的进展ꎬ其并发症开始出现ꎬ如糖尿病视
网膜病变、周围神经病变、糖尿病肾病、糖尿病足溃疡、心
血管疾病等[５]ꎮ 其中ꎬ糖尿病肾病和视网膜病变是慢性高
血糖引起的主要微血管并发症ꎬ其发生原因与晚期氧化应
激的诱导、促炎微环境的建立以及糖基化终产物增多
有关[６－７]ꎮ

有研究显示ꎬ灯盏花素在治疗糖尿病肾病和周围神经
病变方面均有疗效ꎬ其作用机制与降低组织氧化应激水
平、抑制炎症反应和调节血管内皮生长因子 ( ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ)的表达有关[８－９]ꎮ 在眼部ꎬ
有学者采用雾化灯盏花素注射液方法治疗糖尿病视网膜
病变ꎬ发现该方法具有延缓糖尿病视网膜病变进程、改善
患者视功能和提高生活质量的作用ꎮ 此外ꎬ灯盏花素注射
液在治疗中心性浆液性脉络膜视网膜病变、视网膜中央静
脉阻塞方面均有临床疗效[１０－１１]ꎮ 关于灯盏花素对 ＲＰＥ 细
胞保护作用的研究并不多见ꎬ国内学者王竞男等[１２] 通过
建立大鼠糖尿病模型ꎬ观察灯盏花素对大鼠视网膜组织中
ＶＥＧＦ 表达的影响ꎬ结果显示灯盏花素可以有效降低
ＶＥＧＦ 表达ꎬ从而推测灯盏花素可以延缓糖尿病视网膜病
变病程ꎮ

有学者对糖尿病大鼠视网膜进行深入研究ꎬ结果显示
过氧化氢酶、谷胱甘肽过氧化物酶、谷胱甘肽还原酶和超
氧化物歧化酶表达明显下调ꎬ而超氧化物明显增加ꎬ说明
糖尿病大鼠视网膜组织氧化应激程度明显增加[１３－１４]ꎮ 本
实验使用 ３０ｍｍｏｌ / Ｌ 浓度的葡萄糖建立了 ＲＰＥ 细胞高糖
氧化应激模型ꎬ结果显示 ３０ｍｍｏｌ / Ｌ 浓度的葡萄糖引起
ＲＰＥ 细胞活力降低ꎬ给予 １、１０μｍｏｌ / Ｌ 灯盏花素作用后ꎬ
细胞活力增加ꎮ

Ｈ２ＤＣＦＤＡ 是一种可渗透细胞的荧光探针ꎬ用于检测
细胞内的 ＲＯＳ 生成ꎮ 本实验采用流式细胞技术观察高糖
对 ＲＰＥ 细胞的氧化损伤程度ꎬ结果显示高糖对 ＲＰＥ 细胞
氧化损伤有明显刺激作用ꎬ灯盏花素有效抑制了 ＲＰＥ 细
胞内 ＲＯＳ 含量ꎮ

Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色剂能与细胞核 ＤＮＡ 结合并呈现蓝
色荧光ꎮ 凋亡的细胞核浓染ꎬ荧光增强ꎬ呈致密颗粒和
(或)块状高荧光ꎻ非凋亡细胞呈暗蓝色低荧光ꎮ 本实验
中ꎬ高糖组中亮蓝色荧光明显增多ꎬ证实高糖可以诱发
ＲＰＥ 细胞凋亡ꎬ灯盏花素低剂量组和灯盏花素高剂量组
中凋亡细胞比例逐渐降低ꎮ

Ｂｃｌ－２ 在氧化应激介导的细胞凋亡反应中起重要作
用ꎬ是调节线粒体凋亡途径的重要分子ꎬ具有潜在的抗凋
亡作用[１５]ꎮ Ｂａｘ 表达水平的高低直接反映细胞凋亡程度ꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ高糖组细胞中 Ｂｃｌ－２ 蛋白表达明

显降低ꎬＢａｘ 蛋白表达明显增加ꎬ提示高糖诱导了 ＲＰＥ 细
胞凋亡ꎬ灯盏花素通过改变 Ｂｃｌ－２ 和 Ｂａｘ 蛋白的表达发挥
抗细胞凋亡作用ꎮ

综上所述ꎬ灯盏花素能够有效抑制高糖诱导的 ＲＰＥ
细胞凋亡ꎬ为糖尿病视网膜病变的治疗靶点研究提供了理
论支持ꎮ
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