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摘要
目的:观察益景汤拮抗高糖诱导的体外血－视网膜内屏障
(ｉＢＲＢ)模型基底膜(ＢＭ)损害及机制ꎮ
方法:分离、培养大鼠内皮细胞(ＥＣｓ)和视网膜微血管周
细胞(ＲＭＰｓ)构建体外 ｉＢＲＢ 模型ꎬ随机分成低糖组、高糖
组、米诺环素组、益景汤组ꎬ分别予 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖、
６０ ｍｍｏｌ / Ｌ葡萄糖、６０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖＋１０ μｇ / ｍＬ 米诺环
素、６０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖＋１０％益景汤含药血清干预ꎬ各组干
预 １２ ｈ 后终止孵育ꎮ 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组 ＢＭ 相
关蛋白 [ Ⅳ 型 胶 原 ( ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅳꎬ Ｃ Ⅳ)、 层 黏 连 蛋 白
(ｌａｍｉｎｉｎꎬ ＬＮ)] 及 ＭＭＰｓ / ＴＩＭＰｓ 相 关 蛋 白 ( ＭＭＰ － ２、
ＭＭＰ－３、ＭＭＰ－９、ＴＩＭＰ－１、ＴＩＭＰ－２)的表达ꎮ
结果:与低糖组相比ꎬ高糖组、米诺环素组、益景汤组 ＣⅣ
蛋白表达增加ꎬ高糖组、米诺环素组 ＬＮ 蛋白表达增加(均
Ｐ<０.０５)ꎮ 益景汤及米诺环素能够抑制高糖诱导的 ＣⅣ、
ＬＮ 蛋白表达增加ꎬ益景汤组、米诺环素组与高糖组相比具
有差异(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 与低糖组相比ꎬ高糖组、米诺环素组
ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－３、ＭＭＰ－９ 蛋白表达增加(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 益
景汤能够抑制高糖诱导的 ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－３、ＭＭＰ－９ 蛋白
表达增加ꎬ益景汤组与高糖组相比具有差异(均 Ｐ<０.０５)ꎮ
低糖组、高糖组、米诺环素组、益景汤组各组之间 ＴＩＭＰ－１、
ＴＩＭＰ－２ 表达未见明显差异(均 Ｐ>０.０５)ꎮ
结论:益景汤可能通过调控 ＭＭＰ －２、ＭＭＰ －３、ＭＭＰ －９、
ＣⅣ、ＬＮ 的表达ꎬ干预高糖介导的 ＢＭ 重塑ꎬ抑制 ｉＢＲＢ 的
损害ꎬ从而干预 ＤＲꎮ
关键词:益景汤ꎻ糖尿病视网膜病变ꎻ血－视网膜内屏障ꎻ
ＭＭＰｓ / ＴＩＭＰｓꎻ基底膜
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２４.９.０７

Ｙｉｊｉｎｇ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＭＭＰｓ / ＴＩＭＰｓ －
ｒｅｌａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｔｏ ａｎｔａｇｏｎｉｚｅ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｂａｓｅｍｅｎｔ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｉＢＲＢ ｍｏｄｅｌ
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(Ｎｏ. ８１７７４３６９ )ꎻ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆｕｊｉａｎ ( Ｎｏ.
２０２２Ｊ０１３５２ꎬ ２０２３Ｊ０１８５２)
１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｐｅｏｐｌｅ􀆳ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｆｕｊｉａｎ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｆｕｚｈｏｕ ３５０００４ꎬ Ｆｕｊｉａｎ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ
Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ Ｆｕｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ
Ｆｕｚｈｏｕ ３５０１０８ꎬ Ｆｕｊｉａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３Ｆｉｒｓｔ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｆｕｊｉａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｆｕｚｈｏｕ
３５０００４ꎬ Ｆｕｊｉａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ４Ｅｙｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ
Ｃｈｉｎｅｓｅ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｆｕｊｉａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｆｕｚｈｏｕ ３５０００４ꎬ Ｆｕｊｉａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ｌｉｕ Ｇｕａｎｇｈｕｉ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ
Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｐｅｏｐｌｅ􀆳ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｆｕｊｉａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｆｕｚｈｏｕ ３５０００４ꎬ Ｆｕｊｉａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ Ｅｙｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ
Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ Ｃｈｉｎｅｓｅ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｆｕｊｉａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ
Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｆｕｚｈｏｕ ３５０００４ꎬ Ｆｕｊｉａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ
Ｃｈｉｎａ. ｌａｔｉｎｙ＠ ｇｍａｉｌ.ｃｏｍ
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Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｄａｍａｇｅ ｔｏ
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ａｎｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ (ＥＣｓ) ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｔｏ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｉＢＲＢ ｍｏｄｅｌ. Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ
ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ: ｌｏｗ ｇｌｕｃｏｓｅ ｇｒｏｕｐ (ＬＧ)ꎬ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ ｇｒｏｕｐ (ＨＧ)ꎬ ｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅ ｇｒｏｕｐ (ＭＧ) ａｎｄ Ｙｉｊｉｎｇ
Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ (ＹＧ) . Ｔｈｅ ＬＧ ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ
ｇｌｕｃｏｓｅꎬ ｔｈｅ ＨＧ ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ６０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｇｌｕｃｏｓｅꎬ ｔｈｅ
ＭＧ ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ６０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｇｌｕｃｏｓｅ ＋ １０ μｇ / ｍＬ
ｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ＹＧ ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ６０ ｍｍｏｌ / Ｌ
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Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｔｅｒｍｉｎａｔｅｄ ａｆｔｅｒ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｆｏｒ １２ ｈ. Ｎｅｘｔꎬ ｔｈｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＭ－ｒｅｌａｔｅｄ
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ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅳ (ＣⅣ) ａｎｄ ｌａｍｉｎｉｎ (ＬＮ)ꎬ
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• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＬＧ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＣⅣ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＨＧꎬ ＭＧꎬ ａｎｄ ＹＧ
ｇｒｏｕｐｓꎬ ａｓ ｄｉｄ ＬＮ ｉｎ ｔｈｅ ＨＧ ａｎｄ ＭＧ ｇｒｏｕｐｓ (ａｌｌ Ｐ<０.０５) .
Ｂｏｔｈ Ｙｉｊｉｎｇ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ
ｔｈｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣⅣ ａｎｄ ＬＮ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＹＧꎬ ＭＧꎬ ａｎｄ ＨＧ
ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５ ) .
Ｆｕｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＬＧ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＭＭＰ－ ２ꎬ ＭＭＰ－ ３ꎬ ａｎｄ ＭＭＰ－ ９ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｉｎ ｔｈｅ ＨＧꎬ ＭＧꎬ ａｎｄ ＹＧ ｇｒｏｕｐｓ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５) . Ｙｉｊｉｎｇ
Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ －
ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ＭＭＰ－２ꎬ ＭＭＰ－３ ａｎｄ ＭＭＰ－９ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＹＧ ａｎｄ ＨＧ ｇｒｏｕｐ (ａｌｌ Ｐ< ０.０５) .
Ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ
ｏｆ ＴＩＭＰ－１ ａｎｄ ＴＩＭＰ－２ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ＬＧꎬ ＨＧꎬ ＭＧꎬ ａｎｄ ＹＧ
ｇｒｏｕｐｓ (ａｌｌ Ｐ>０.０５) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ:Ｙｉｊｉｎｇ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｃａｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙ ｉｎｔｅｒｖｅｎｅ
ｉｎ ＤＲ ｂｙ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ － ２ꎬ
ＭＭＰ－３ꎬ ＭＭＰ－９ꎬ ＣⅣꎬ ａｎｄ ＬＮꎬ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ－
ｉｎｄｕｃｅｄ ＢＭ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇꎬ ａｎｄ ｍｉｔｉｇａｔｉｎｇ ｄａｍａｇｅ ｔｏ ｉＢＲＢ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: Ｙｉｊｉｎｇ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎꎻ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎻ
ｉｎｎｅｒ ｂｌｏｏｄ － ｒｅｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒꎻ ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ /
ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓꎻ ｂａｓｅｍｅｎｔ
ｍｅｍｂｒａｎｅ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｌａｉ ＳＹꎬ Ｑｉｕ ＸＹꎬ Ｈｅ ＪＺꎬ ｅｔ ａｌ. Ｙｉｊｉｎｇ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ
ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＭＭＰｓ / ＴＩＭＰｓ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｔｏ ａｎｔａｇｏｎｉｚｅ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｂａｓｅｍｅｎｔ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｉＢＲＢ ｍｏｄｅｌ. Ｇｕｏｊｉ
Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ(Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２４ꎬ２４(９):１３８７－１３９１.

０引言
血－视网膜内屏障( ｉｎｎｅｒ ｂｌｏｏｄ－ｒｅｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒꎬ ｉＢＲＢ)

主要 由 视 网 膜 微 血 管 周 细 胞 ( ｒｅｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ
ｐｅｒｉｃｙｔｅｓꎬ ＲＭＰｓ)、内皮细胞( ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ ＥＣｓ)及基
底膜(ｂａｓｅｍｅｎｔ ｍｅｍｂｒａｎｅｓꎬ ＢＭ)构成ꎬ对于维持视网膜亚
结构的完整及微环境的稳定等至关重要[１]ꎮ ｉＢＲＢ 破坏是
糖尿病(ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓꎬ ＤＭ)视网膜并发症中最早出现
的病理损害之一ꎬ并贯穿于糖尿病视网膜病变( ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬ ＤＲ)的整个病理过程ꎮ 因此ꎬ干预 ｉＢＲＢ 的损
害对于防治 ＤＲ 具有重要的意义ꎮ 益景汤是福建中医药
大学附属人民医院眼科应用于 ＤＲ 防控的验方ꎬ临床研究
表明该方能够改善 ＤＲ 患者 ｉＢＲＢ 功能及视网膜微循
环[２－３]ꎬ动物研究表明益景汤能够降低 ＤＭ 大鼠 ｉＢＲＢ 的损
害并减轻视网膜微血管管壁渗漏[４]ꎮ 但是其具体机制ꎬ尤
其是对于 ｉＢＲＢ 的作用机制仍然有待深入发掘ꎮ ＢＭ 的重
塑受基质金属蛋白酶(ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅꎬ ＭＭＰｓ)和
其 特 异 性 抑 制 剂 ( ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓꎬ ＴＩＭＰｓ) 复合体的调控ꎮ 在本次研究
中ꎬ我们通过高糖诱导 ｉＢＲＢ 体外模型的损害ꎬ观察了
ＭＭＰｓ / ＴＩＭＰｓ 相关因子的表达ꎬ探讨了益景汤对 ｉＢＲＢ 基
底膜的保护效应及机制ꎬ现报告如下ꎮ

１材料和方法
１.１材料
１.１.１实验动物　 健康雄性 ＳＤ 大鼠(清洁级)ꎬ其中细胞
培养取材用鼠为 ３ 周龄ꎬ体质量 ４０±５ ｇꎬ２０ 只ꎻ含药血清
制备用鼠为 ６ 周龄ꎬ体质量 ２００±２０ ｇꎬ２０ 只ꎻ饲养于福州
大学生物科学与工程学院动物实验室ꎬ温度(２３±２)℃ꎬ相
对湿度为 ５０％－５５％ꎮ 实验动物购买自上海斯莱克实验
动物有限责任公司[许可证号 ＳＣＸＫ(沪)２０１７－００１２]ꎮ 实
验动物的使用遵循国家科学技术委员会 １９８８ 年颁布的
«实验动物管理条例»ꎮ
１.１.２主要药品和试剂及仪器　 益景汤(生黄芪 １５ ｇ、山药
１５ ｇ、苍术 ９ ｇ、桃仁 ５ ｇ、红花 ５ ｇ 等)由福建中医药大学附
属人民医院制剂室提供ꎬ方药每 １ 剂浓煎至 ２５ ｍＬ 备用ꎮ
青霉素－链霉素双抗(１０ ｋＵ / ｍＬ 青霉素＋１０ ｍｇ / ｍＬ 链霉
素)、ＤＭＥＭ 培养基购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司ꎻ胎牛血清
(ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬ ＦＢＳ)购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ内皮细胞
专用培养基 ( ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｍｅｄｉｕｍꎬ ＥＣＭ) 购自美国
ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ 公司ꎻ人工基质胶 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 购自美国 ＢＤ 公司ꎻ抗
ＭＭＰ－２ 抗体、抗 ＭＭＰ－３ 抗体、抗 ＭＭＰ－９ 抗体、抗Ⅳ型胶
原(ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅳꎬ ＣⅣ)抗体、抗层黏连蛋白( ｌａｍｉｎｉｎꎬ ＬＮ)
抗体购自美国 Ａｂｃａｍ 公司ꎻ抗 ＴＩＭＰ－１ 抗体、抗 ＴＩＭＰ －２
抗体购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎻ２４ 孔板及培养皿(美国
Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司)ꎻＣＯ２细胞培养箱(美国 ＮＵＡＲＥ 公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１细胞分离培养及 ｉＢＲＢ体外模型构建　 ３％戊巴比妥
钠过量麻醉处死大鼠ꎬ分别按照参考文献[５]描述方法及
团队研发的方法[６]分离、纯化、培养、鉴定大鼠视网膜微血
管 ＥＣｓ 和 ＲＭＰｓꎮ 选用第 ３ 代至第 ７ 代经鉴定后的 ＥＣｓ 和
ＲＭＰｓ 开展后续实验ꎮ 参考我们团队既往研究方法[７] 将
Ｍａｔｒｉｇｅｌ 用 ＥＣＭ 培养基按照 １∶ １ 进行稀释后加入培养板ꎬ
置入细胞培养箱孵育 ３０ ｍｉｎ 以上进行包被ꎬ待 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 凝
固后备用ꎮ ＥＣｓ 和 ＲＭＰｓ 细胞浓度调整为 ２×１０５个 / 毫升ꎬ
将 ＥＣｓ 和 ＲＭＰｓ 按 ９∶ １ 进行混合加入 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 包被的培养
板ꎬ置于细胞培养箱培养 １６ ｈ 构建体外 ｉＢＲＢ 模型备用ꎬ
其中培养 １２ ｈ 时在培养板中见条索样结构形成即为建模
成功ꎮ
１.２.２ 益景汤含药血清的制备 　 ２０ 只 ６ 周龄大鼠予益景
汤水煎液每天按 １０. ７１ ｇ / ｋｇ 配合 ＰＢＳ 缓冲液稀释至
２.５ ｍＬ灌胃ꎬｑｄꎬ共 ３ ｄꎬ处死前 １ ｈ 灌胃一次ꎮ 腹腔注射
３％戊巴比妥钠(３０ ｍｇ / ｋｇ)进行麻醉之后ꎬ从腹主动脉取
血ꎮ 取血后戊巴比妥钠过量麻醉处死大鼠ꎮ 血液凝固后
离心分离血清ꎬ灭活过滤除菌ꎬ分装后超低温冰箱储存
备用ꎮ
１.２.３分组及干预措施　 前期预实验采用 ＣＣＫ－８ 法检测
了不同浓度葡萄糖、米诺环素、益景汤含药血清对 ＥＣｓ 增
殖的影响ꎬ根据预实验结果设定了本研究各组别对应的药
物干预浓度ꎮ 研究共设置了低糖组、高糖组、米诺环素组、
益景汤组 ４ 组体外 ｉＢＲＢ 模型ꎬ其中低糖组予 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ
葡萄糖干预ꎬ高糖组予 ６０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖干预ꎬ米诺环素
组予 ６０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖＋１０ μｇ / ｍＬ 米诺环素干预ꎬ益景汤
组予 ６０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖＋１０％益景汤含药血清干预ꎮ 各组
干预 １２ ｈ 后终止孵育备检ꎮ
１.２.４蛋白免疫印迹法检测相关蛋白的表达　 在 ｉＢＲＢ 模
型培养第 １６ ｈ 时ꎬ弃表面旧培养基液ꎬ按组别更换含对应
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干预条件的培养基液ꎬ干预 １２ ｈꎮ 收集各组细胞ꎬ按试剂
说明书加入细胞裂解液ꎬ混匀冰上静置裂解ꎬ离心、定量ꎬ
制备蛋白样品ꎮ 用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳分离蛋白质ꎬ经转膜、
封闭后ꎬ行对应抗体的孵育ꎬ显影ꎮ 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ( Ｉｍａｇｅ Ｊ
１.８.０ꎻ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ ｏｆ Ｈｅａｌｔｈꎬ ＭＤꎬ 美国)进行条带光
密度值分析ꎬ获取目的蛋白 ＣⅣ、ＬＮ、ＭＭＰ －２、ＭＭＰ －３、
ＭＭＰ－９、ＴＩＭＰ－１、ＴＩＭＰ－２ 的相对表达量ꎮ

统计学分析:采用开源统计软件 ＪＡＳＰ(Ｖ０.１４.１)进行
数据处理ꎬ采用单因素方差分析进行检验ꎬ进一步的两两
比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异具有统计学意义ꎮ
２结果
２.１益景汤对 ｉＢＲＢ模型 ＣⅣ及 ＬＮ 蛋白表达的影响　 高
糖能够诱导 ｉＢＲＢ 模型 ＣⅣ蛋白表达的增加ꎮ 与低糖组
(０.０５３±０.００６)相比ꎬ高糖组(０.１７４±０.００７)、米诺环素组
(０.１１１±０.０２１)、益景汤组(０.１０２±０.０２９)ＣⅣ蛋白表达上
升ꎬ差异具有统计学意义(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 益景汤及米诺环
素能够抑制高糖诱导的 ＣⅣ蛋白表达增加ꎬ益景汤组、米
诺环素组与高糖组相比差异具有统计学意义 (均 Ｐ <
０.０５)ꎮ 益景汤组与米诺环素组 ＣⅣ蛋白表达相比差异无
统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 高糖能够诱导 ｉＢＲＢ 模型 ＬＮ 蛋白
表达的增加ꎮ 与低糖组 ( ０. ０４６ ± ０. ０１７) 相比ꎬ高糖组
(０.１７３±０.０２８)、米诺环素组(０.１００±０.０３４) ＬＮ 蛋白表达
增加ꎬ差异具有统计学意义(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 益景汤(０.０９１±
０.０３０)及米诺环素能够抑制高糖诱导的 ＬＮ 蛋白表达增
加ꎬ益景汤组、米诺环素组与高糖组相比差异具有统计学
意义(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 益景汤组与米诺环素组、低糖组相比
差异无统计学意义(均 Ｐ>０.０５)ꎬ见图 １ꎮ
２.２ 益景汤对 ｉＢＲＢ 模型 ＭＭＰｓ / ＴＩＭＰｓ 蛋白表达的影响
　 高糖能够诱导 ｉＢＲＢ 模型 ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－３、ＭＭＰ－９ 蛋
白表达增加ꎮ 与低糖组(ＭＭＰ－２:０.０４９±０.０１５ꎬＭＭＰ－３:
０.０７９± ０. ０３０ꎬ ＭＭＰ － ９: ０. ０９９ ± ０. ０１１ ) 相 比ꎬ 高 糖 组
(ＭＭＰ－２:０.２１９±０.０４２ꎬＭＭＰ －３:０.１９９±０.０４９ꎬＭＭＰ －９:
０.２４４± ０. ０９１ )、 米诺环素组 ( ＭＭＰ － ２: ０. １８１ ± ０. ０３８ꎬ
ＭＭＰ－３:０. １８１ ± ０. ０３０ꎬＭＭＰ － ９:０. ２２７ ± ０. ０７１) ＭＭＰ － ２、
ＭＭＰ－３、ＭＭＰ－９ 蛋白表达上升ꎬ差异具有统计学意义(均
Ｐ<０.０５)ꎮ 益景汤能够抑制高糖诱导的 ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－３、
ＭＭＰ－９ 蛋白表达增加ꎬ益景汤组(ＭＭＰ－２:０.１００±０.０１６ꎬ
ＭＭＰ－３:０.１１８±０.００８ꎬＭＭＰ－９:０.１１７±０.０１０)与高糖组、米
诺环素组相比差异具有统计学意义 (均 Ｐ < ０. ０５)ꎬ见
图 ２Ａ－ＣꎬＦꎮ 低糖组 ( ＴＩＭＰ － １:０. ２５０ ± ０. １０７ꎬ ＴＩＭＰ － ２:
０.１６７±０.０３２)、高糖组( ＴＩＭＰ －１:０.２０３± ０.０４４ꎬＴＩＭＰ － ２:
０.１６６±０.０５８ )、 米 诺 环 素 组 ( ＴＩＭＰ － １: ０. １６４ ± ０. ０２３ꎬ

ＴＩＭＰ－２:０.１５１±０.０３６)、益景汤组(ＴＩＭＰ－１:０.１６４±０.０４６ꎬ
ＴＩＭＰ－２:０.１７４±０.０３９)各组之间 ＴＩＭＰ－１、ＴＩＭＰ－２ 表达未
见明显差异(均 Ｐ>０.０５)ꎬ见图 ２Ｄ－Ｆꎮ
３讨论

ｉＢＲＢ 由 ＲＭＰｓ、ＥＣｓ 和其分泌形成的 ＢＭ 及细胞间的
连接构成ꎮ ｉＢＲＢ 具有屏障功能ꎬ可以调控视网膜微循环ꎮ
在生理状态下ꎬ血管内液体和离子可进入视网膜ꎬ而血细
胞及蛋白质等大分子物质则难以进入[８]ꎮ ｉＢＲＢ 结构完整
性破坏及随之发生的微血管渗透性增加等病理变化是 ＤＲ
发生、发展的重要基础ꎮ 这些病理变化在视网膜上直接表
现为 ＥＣｓ 增殖异常、ＲＭＰｓ 丢失、ＢＭ 增厚重塑及视网膜血
流动力学变化等ꎮ 这些表现发生于 ＤＲ 早期ꎬ甚至早于肉
眼可见的视网膜病变[９]ꎮ 其中视网膜微血管 ＢＭ 重塑、增
厚是早期 ＤＲ 特征性表现之一ꎮ 因此ꎬ探讨早期 ＤＲ 微血
管 ＢＭ 损害的病理机制ꎬ有助于 ＤＲ 早期防控ꎮ

ＢＭ 是一种特化结构形式的细胞外基质ꎬ组成成分主
要为胶原蛋白和非胶原蛋白ꎬ由 ＲＭＰｓ 和 ＥＣｓ 合成释放形
成并包绕在 ＲＭＰｓ 和 ＥＣｓ 周围ꎬ具有细胞黏附、分化、迁移
和细胞表型维持等多种功能[１０]ꎮ ＣⅣ和 ＬＮ 是 ＢＭ 主要的
组成蛋白ꎬ其中 ＣⅣ是 ＢＭ 的核心胶原成分ꎬＬＮ 则广泛分
布于 ＢＭ 的透明层ꎬ二者结合形成 ＢＭ 的骨架ꎬ对 ＲＭＰｓ 和
ＥＣｓ 等细胞的黏附、运动、生长具有重大的影响[１１]ꎬ对维
持视网膜毛细血管的选择性通透性及微血管系统内外层
之间的稳态平衡具有重要作用[１２]ꎮ

ＢＭ 的损害主要归因于相关蛋白合成与降解的失衡ꎮ
合成增加表现为 ＣⅣ、ＬＮ 等蛋白的异常沉积[１１]ꎮ 这些改
变可阻碍 ＥＣｓ 与 ＲＭＰｓ 细胞间正常通讯及生长因子的接
受ꎬ影响微血管壁的完整性和功能[１３]ꎬ并诱导视网膜微血
管 ＢＭ 异常降解增加ꎮ 合成和降解异常致使 ＢＭ 重塑、结
构紊乱ꎬ进一步导致 ＥＣｓ 游走形成新生血管ꎮ 本研究发现
高糖可以促进体外血管新生模型 ＣⅣ、ＬＮ 蛋白的合成ꎬ表
明高糖诱导了 ＤＲ 的 ＢＭ 病理重塑ꎬ与既往动物研究结果
一致[１４]ꎮ

ＢＭ 的降解受 ＭＭＰｓ 和其特异性抑制剂 ＴＩＭＰｓ 复合
体的调控ꎮ ＭＭＰｓ 存在于细胞核、线粒体和细胞质内ꎬ是
一组 Ｚｎ 离子依赖的结构和功能同源的内肽酶家族ꎬ目前
已分离鉴别出 ２８ 个成员(ＭＭＰ１－２８)ꎮ ＭＭＰｓ 能够降解
细胞外基质多种蛋白成分[１５]ꎬ如 ＣⅣ和 ＬＮ 等ꎻＴＩＭＰｓ 能
与 ＭＭＰｓ 以共价键的形式相结合成 １∶ １ 复合体ꎬ特异性抑
制 ＭＭＰｓ 的活性ꎮ 正常情况下ꎬＭＭＰｓ 和 ＴＩＭＰｓ 相互作
用ꎬ使 ＢＭ 降解处于动态平衡中ꎬＭＭＰｓ 活性增强或 ＴＩＭＰｓ
活性降低都会破坏 ＢＭ 的动态平衡ꎬ造成 ＢＭ 异常降解ꎮ

图 １　 各组 ＣⅣ和 ＬＮ蛋白的表达　 Ａ:ＣⅣꎻＢ:ＬＮꎻＣ:各组对应的蛋白条带ꎮ 每组样本量 ｎ＝ ３ꎬａＰ<０.０５ ｖｓ 低糖组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 高糖组ꎮ
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图 ２　 各组基质金属蛋白酶及其抑制剂的表达　 Ａ:ＭＭＰ－２ꎻＢ:ＭＭＰ－３ꎻＣ:ＭＭＰ－９ꎻＤ:ＴＩＭＰ－１ꎻＥ:ＴＩＭＰ－２ꎻＦ:各组对应的蛋白条带ꎮ
每组样本量 ｎ＝ ３ꎬａＰ<０.０５ ｖｓ 低糖组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 高糖组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 米诺环素组ꎮ

　 　 在细胞外基质的代谢平衡中ꎬＭＭＰ－２ 和 ＴＩＭＰ－２ 起
着至关重要的作用ꎮ ＴＩＭＰ－２ 特异性抑制 ＭＭＰ－２ 的胶原
及明胶分解活性ꎮ ＭＭＰ－９ 和 ＭＭＰ－２ 一样同属明胶酶ꎬ
也是 ＢＭ 主要降解、重塑酶之一ꎬ对 ＥＣｓ 游走形成新生血
管起重要作用[１６]ꎮ ＭＭＰ－３ 激活后不仅能广泛降解细胞
外基质ꎬ也可以降解完整的基底膜 ＣⅣꎬ并能激活其他
ＭＭＰｓ 参与到细胞外基质的降解过程中[１７]ꎮ ＴＩＭＰ －１ 作
为 ＭＭＰ－３ 和 ＭＭＰ－９ 的抑制剂ꎬ特异性抑制 ＭＭＰ－３ 和
ＭＭＰ－９ 的活性ꎮ 已有大量研究表明 ＭＭＰｓ 与 ＤＲ 等 ＤＭ
微血管并发症相关ꎬ特别在伴有视网膜新生血管的增殖性
ＤＲ 中[１６ꎬ１８]ꎮ 对于非增殖性的早期 ＤＲꎬ在动物模型研究
中发现ꎬ早期 ＤＲ 视网膜血管周围 ＭＭＰ－２ 的表达及活性
较正常对照组明显增强[１９]ꎻ临床研究表明ꎬ早期 ＤＲ 患者
外周血 ＭＭＰ－９ 水平高于正常对照组[２０]ꎬＤＭＥ 患者房水
中 ＭＭＰ－９ 水平高于正常对照组[１８]ꎮ 本研究发现ꎬ尽管高
糖对体外血管新生模型中 ＴＩＭＰ－１、ＴＩＭＰ－２ 影响较弱ꎬ但
可以促进其 ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－３ 和 ＭＭＰ－９ 蛋白的合成ꎬ影
响 ＭＭＰｓ 与 ＴＩＭＰｓ 比例平衡ꎬ参与了 ＢＭ 的重塑ꎮ

益景汤是福建省名老中医金威尔教授结合多年临床
经验总结出的用于防治 ＤＲ 的有效经验方ꎮ ＤＲ 多发生在
ＤＭ 病程 ５ ａ 以上ꎬ金教授认为消渴日久则耗气伤津ꎬ阴虚
津少则不载血ꎬ气虚乏力则血不行ꎬ故 ＤＲ 病机多为气阴
两虚夹瘀ꎬ在治疗上需注重益气、养阴、化瘀[２１]ꎮ 益景汤
以补阳还五汤为基础ꎬ加入了养阴之品ꎬ具有益气养阴、活
血明目之效ꎮ 前期临床研究[２－３ꎬ２２] 证实益景汤治疗 ＤＲ 效
果好ꎬ能够在一定程度上改善 ＤＲ 患者 ｉＢＲＢ 功能及视网
膜微循环ꎮ 基础研究发现益景汤够抑制 ＤＭ 大鼠 ＲＭＰｓ
的凋亡[２３]ꎬ缓解视网膜毛细血管床减少ꎬ改善视网膜血
供ꎬ减轻视网膜微血管渗漏[２４－２５]ꎮ 本次研究在既往研究
基础上ꎬ探讨了益景汤干预早期 ＤＲ 微血管 ＢＭ 损害的机
制ꎮ 研究 发 现 益 景 汤 能 降 低 高 糖 诱 导 的 Ｃ Ⅳ、 ＬＮ、

ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－３、ＭＭＰ－９ 蛋白表达ꎬ表明益景汤能够通过
调控 ＭＭＰｓ / ＴＩＭＰｓ 相关分子表达ꎬ干预高糖状态下 ＢＭ 的
重塑ꎬ抑制 ＢＭ 的损害ꎬ保护 ｉＢＲＢꎮ

在本次研究中ꎬ我们还关注到阳性对照组———米诺环
素组与益景汤组的结果存在差异ꎮ 米诺环素是 ＭＭＰｓ 的
抑制剂ꎬ其结构中含有络合 Ｃａ２＋、Ｚｎ２＋等金属离子的位点ꎬ
从而可以与 ＭＭＰｓ 相结合ꎬ影响组织中 ＭＭＰｓ 的活性ꎬ并
调控下游相关因子进而影响 ｉＢＲＢ 功能ꎮ 既往研究表明
米诺环素对 ＤＭ 大鼠 ｉＢＲＢ 有一定的保护作用[２６－２７]ꎮ 因
此在本次研究中ꎬ米诺环素被用于阳性对照组ꎮ 但是ꎬ米
诺环素本身并不影响 ＭＭＰｓ / ＴＩＭＰ 上游调控基因ꎬ不影响
ＭＭＰｓ 蛋白量的表达ꎬ仅干预 ＭＭＰｓ 的活性ꎬ并进而影响
下游部分因子的表达ꎮ 本次研究结果与之原理相符———
在本次研究中ꎬ米诺环素组 ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－３、ＭＭＰ－９亦受
高糖诱导增加ꎬＭＭＰｓ 相关蛋白表达与高糖组差异无统
计学意义ꎬ仅下游 ＣⅣ、ＬＮ 蛋白表达较高糖组降低ꎮ 这
也提示益景汤干预 ｉＢＲＢ 损害的机制与米诺环素组存在
差异ꎮ

本次研究在技术手段、宽度、深度存在一定的不足ꎬ仅
从 ＭＭＰｓ / ＴＩＭＰ 蛋白 ＴＩＭＰ－１、ＴＩＭＰ－２、ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－３、
ＭＭＰ－９ 表达量及其下游 ＢＭ 结构蛋白 ＣⅣ、ＬＮ 表达量角
度探讨了益景汤干预早期 ＤＲ 的作用机制ꎬ未来可以从整
个 ＭＭＰｓ / ＴＩＭＰ 信号通路入手ꎬ结合体外研究、体内研究
和临床研究ꎬ采用多种实验技术手段进行验证ꎬ以改善研
究的宽度和深度ꎮ

综上所述ꎬ调控 ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－３、ＭＭＰ－９、ＣⅣ、ＬＮ 的
表达ꎬ干预高糖介导的 ＢＭ 重塑ꎬ抑制 ＢＭ 的损害ꎬ可能是
益景汤干预 ＤＲ 的作用机制之一ꎬ但是益景汤通过上游何
种机制对 ＭＭＰｓ / ＴＩＭＰ 相关分子进行调控仍然有待进一
步研究ꎮ
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