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［摘要］　目的　研究根皮苷（ＰＨＬ）对糖基化低密度脂蛋白（ｇｌｙＬＤＬ）诱导大鼠视网膜微血管内皮细胞
（ＲＭＶＥＣ）表达乳脂肪球表皮生长因子８（ＭＦＧＥ８）的影响，探讨ＰＨＬ治疗糖尿病视网膜病变（ＤＲ）的作用及其
机制。方法　体外培养大鼠 ＲＭＶＥＣ，分别进行不同浓度的 ｇｌｙＬＤＬ与联合 ＰＨＬ＋ｇｌｙ－ＬＤＬ的处理。采用
ＴＵＮＥＬ方法观察不同处理条件下大鼠 ＲＭＶＥＣ的细胞凋亡。利用蛋白质免疫印迹方法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测
大鼠ＲＭＶＥＣ表达ＭＦＧＥ８的变化。结果　与对照组相比，ｇｌｙＬＤＬ诱导大鼠ＲＭＶＥＣ发生明显的细胞凋亡形态
学变化，凋亡细胞的比例显著增多达到３６．５２％（Ｐ＜０．０１），预先经 ＰＨＬ（８００μｍｍｏｌ／Ｌ）孵育后，细胞凋亡明显
减少至２０．４５％（Ｐ＜０．０１）；与对照组（蛋白表达灰度值０．２９０±０．００８）比较，ｇｌｙＬＤＬ诱导组蛋白ＭＦＧＥ８表达
明显降低，并呈现浓度依赖性（蛋白表达灰度值分别为０．２１５±０．００９、０．１６５±０．００２、０．１１７±０．０１４与０．０９２±
０．００４，Ｐ＜０．０１）；经ＰＨＬ预处理后，ｇｌｙＬＤＬ诱导的ＭＦＧＥ８表达明显升高，伴随ＰＨＬ给药浓度的增加，ＭＦＧＥ８
的表达逐渐上调，差异有统计学意义（蛋白表达灰度值分别为０．３４３±０．００８、０．３７３±０．００２与０．４０４±０．００６，
Ｐ＜０．０１）。结论　ＰＨＬ可能通过显著改善蛋白ＭＦＧＥ８的表达，从而抑制ｇｌｙＬＤＬ诱导的大鼠ＲＭＶＥＣ的细胞
凋亡，实现对ＤＲ的保护作用。
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　　糖尿病视网膜病变（ＤＲ）是糖尿病最常见的微
血管并发症之一，也是成年人群中视力损害与致盲

的主要病因。ＤＲ的发病机制非常复杂，有研究认
为，糖尿病环境中长期的高血糖以及脂质代谢异常

导致低密度脂蛋白过度的糖基化，后者介导与促进

血管内皮细胞的凋亡与内皮功能障碍是 ＤＲ发生与
发展的重要病理生理机制［１３］。乳脂肪球表皮生长

因子８（ＭＦＧＥ８）最初认为是小鼠乳腺上皮细胞表
面分泌的一种外周蛋白，晚近的研究发现ＭＦＧＥ８参
与了细胞凋亡、细胞外基质重塑以及炎症介导等多

种生物学功能［４］。前期的蛋白质组学研究表明［５］，

蛋白ＭＦＧＥ８在ｄｂ／ｄｂ糖尿病小鼠视网膜组织表达
明显下调，提示 ＭＦＧＥ８可能与 ＤＲ密切相关。根
皮苷（ＰＨＬ）是一种来源于苹果类植物的天然药物，
其治疗ＤＲ的作用已有多项基础研究结果证实［６７］。

本实验研究 ＰＨＬ对于糖基化低密度脂蛋白
（ｇｌｙＬＤＬ）诱导大鼠视网膜微血管内皮细胞
（ＲＭＶＥＣ）表达 ＭＦＧＥ８的影响，以探讨 ＰＨＬ治疗
ＤＲ的作用及其机制。
１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　动物、试剂与药品　雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ
（ＳＤ）大鼠来源于常州卡文斯实验动物有限公司，
ＲＰＭＩ１６４０、Ｍ１９９培养基来源于美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司、
ＴＵＮＥＬ试剂盒购自瑞士 Ｂｉｏｔｏｏｌ公司、ＢＣＡ蛋白定
量试剂盒购自江苏凯基公司、鼠 ＭＦＧＥ８抗体购自
英国Ａｂｃｏｍ公司、兔抗大鼠因子Ⅷ多克隆抗体与兔
抗大鼠ＣＤ３１多克隆抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，
ＰＨＬ购自中国天津尖峰天然药物研究开发有限公
司（批号：１００５００４１９，纯度９８％）。
１．１．２　仪器　细胞培养箱（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
８０００）、倒置拍照显微镜（ＬｅｉｃａＤＭＩ３０００Ｂ）、电泳仪
（ＢｉｏＲａｄＭｉｎｉＰｒｏｔｅａｎ３Ｃｅｌｌ）、电转仪（大连竞迈
ＰＳ９）与酶标仪（ＴｈｅｒｍｏＭＫ３）。
１．２　方法
１．２．１　体外分离、培养与鉴定大鼠 ＲＭＶＥＣ　体外
分离大鼠视网膜以及体外培养大鼠 ＲＭＶＥＣ方法同
文献［８］，利用倒置显微镜观察原代 ＲＭＶＥＣ的细胞
形态。

１．２．２　大鼠 ＲＭＶＥＣ的体外鉴定　将培养的
ＲＭＶＥＣ接种于放油载玻片的培养皿中，至细胞爬满
载玻片８０％时弃培养液，取出培养皿，加入ＰＢＳ３００
μＬ清洗２遍，加入１５０μＬ４％ 多聚甲醛固定液，室

温固定３０ｍｉｎ。加入１５０μＬ０．１％ Ｔｒｉｔｏｎｘ１００，室
温静置１５ｍｉｎ。再加入３００μＬ的ＰＢＳ，静置５ｍｉｎ。
然后加入２００μＬ５％ ＢＳＡ封闭液，置于３７℃，５％
ＣＯ２培养箱１ｈ。分别加入 ５０μＬ兔抗大鼠 ＣＤ３１
多克隆抗体（１∶５０稀释）和兔抗大鼠因子Ⅷ多克隆
抗体（１∶５０稀释），４℃过夜孵育。ＰＢＳ洗涤后滴加
ＦＩＴＣ标记的羊抗兔二抗（１∶５０稀释），３７℃孵育
１ｈ。ＰＢＳ甘油封片后荧光显微镜下观察。ＲＭＶＥＣ
纯度＝免疫阳性细胞数／细胞总数。
１．２．３　ｇｌｙＬＤＬ的制备　ＬＤＬ的糖基化制备方法参
考文献［９］。制备的 ｇｌｙＬＤＬ分装 ＥＰ管氮气密封４
℃避光保存。
１．２．４　细胞凋亡的检测　ＲＰＭＩ１６４０完全培养基将
ＰＨＬ稀释为 ８００μｍｏｌ／Ｌ，将 ｇｌｙＬＤＬ稀释为 １００
μｇ／ｍＬ进行实验。ＰＨＬ提前与 ＲＭＶＥＣ预先孵育４
ｈ，然后加入 ｇｌｙＬＤＬ孵育４８ｈ。实验分３组：对照
组、ｇｌｙＬＤＬ组以及 ｇｌｙＬＤＬ联合 ＰＨＬ组。ＴＵＮＥＬ
操作参考Ｂｉｏｔｏｏｌ试剂盒说明书，软件ＩｍａｇｅＪ计算各
组ＲＭＶＥＣ细胞凋亡率。
１．２．５　ＲＭＶＥＣ细胞表达蛋白ＭＦＧＥ８的检测　分
别进行两个阶段的独立实验检测不同处理条件下细

胞蛋白ＭＦＧＥ８的表达。实验分组一分为５组：空
白对照组、ｇｌｙＬＤＬ１２．５０、２５．００、５０．００与 １００．００
ｍｇ／Ｌ四个药物浓度组。实验分组二分为５组：空白
对照组（ＣＫ）以及 ＣＫ＋ｇｌｙＬＤＬ、ＣＫ＋ｇｌｙＬＤＬ＋
ＰＨＬ２００μｍｏｌ／Ｌ、ＣＫ＋ｇｌｙＬＤＬ＋ＰＨＬ４００μｍｏｌ／Ｌ
与ＣＫ＋ｇｌｙＬＤＬ＋ＰＨＬ８００μｍｏｌ／Ｌ（实验分组二中
各组 ｇｌｙＬＤＬ浓度均为 １００ｍｇ／Ｌ）。按照 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ常规操作，包括各组细胞总蛋白提取浓度测
定、ＳＤＳＰＡＧＥ制备上样电泳、转膜、目标蛋白抗体
孵育以及显色等标准流程检测各相应分组 ＲＭＶＥＣ
细胞ＭＦＧＥ８蛋白表达的变化。并利用各显色条带
的灰度值进行半定量分析。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学
处理。计量资料以ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因
素方差分析，两组间比较采用 ｔ检验。Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

２　结果
２．１　原代大鼠 ＲＭＶＥＣ的形态学特征　 原代培养
的ＲＭＶＥＣ在２４ｈ细胞贴壁生长，形状为梭形、三角
形或多角形。５ｄ左右形成细胞集落。１０ｄ后细胞
融合，呈现铺路石样生长，见图１。
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图１　原代大鼠ＲＭＶＥＣ的形态学特征（×１００）

２．２　原代大鼠 ＲＭＶＥＣ的体外鉴定　免疫荧光细
胞染色显示，因子Ⅷ免疫荧光染色，细胞核周围出现
较强的黄绿色荧光反应。ＣＤ３１因子免疫荧光染色，
细胞呈现特异性黄绿色荧光。大部分活细胞为免疫

阳性细胞，纯度达到９０％以上。见图２。
２．３　ｇｌｙＬＤＬ对大鼠ＲＭＶＥＣ细胞凋亡的作用以及
ＰＨＬ的影响　对照组 ＲＭＶＥＣ细胞凋亡率为
１．２４％，ｇｌｙＬＤＬ（１００ｍｇ／Ｌ）诱导４８ｈ的 ＲＭＶＥＣ细
胞凋亡率达到３６．５２％，经χ２检验，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０１），ｇｌｙＬＤＬ（１００ｍｇ／Ｌ）诱导组的细胞凋
亡率显著高于对照组。ＰＨＬ（８００μｍｍｏｌ／Ｌ）预先孵
育后 ＲＭＶＥＣ细胞凋亡率为 ２０．４５％，与ｇｌｙＬＤＬ
（１００ｍｇ／Ｌ）诱导组细胞凋亡率比较，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０１），ＰＨＬ（８００μｍｍｏｌ／Ｌ）预先孵育
ＲＭＶＥＣ可显著降低细胞的凋亡。见图３。
２．４　ｇｌｙＬＤＬ对大鼠 ＲＭＶＥＣ细胞表达 ＭＦＧＥ８的
影响　与对照组比较，ｇｌｙＬＤＬ处理 ４８ｈ可导致
ＲＭＶＥＣ细胞表达 ＭＦＧＥ８显著下调，随着 ｇｌｙＬＤＬ
浓度的增加，ＭＦＧＥ８的表达逐渐下调，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０１）。见图４。
２．５　ＰＨＬ对大鼠 ＲＭＶＥＣ表达 ＭＦＧＥ８的影响　
与对照组（ＣＣ）比较，ｇｌｙＬＤＬ诱导明显下调 ＲＭＶＥＣ
细胞的ＭＦＧＥ８表达（Ｐ＜０．０１），ＰＨＬ预先孵育４８ｈ

可以显著上调ｇｌｙＬＤＬ诱导的ＲＭＶＥＣ细胞ＭＦＧＥ８
表达，随着ＰＨＬ给药浓度的增加，ＭＦＧＥ８的表达逐
渐上调，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。见图５。

　　与对照组比较，ａＰ＜０．０１；与ｇｌｙＬＤＬ组比较，ｂＰ＜０．０１

图３　ｇｌｙＬＤＬ（１００ｍｇ／Ｌ）对大鼠ＲＭＶＥＣ细胞凋亡的
作用以及ＰＨＬ（８００μｍｍｏｌ／Ｌ）的影响

与对照组比较，ａＰ＜０．０１

Ａ：柱状图；Ｂ：电泳图

图４　不同浓度ｇｌｙＬＤＬ对大鼠ＲＭＶＥＣ
细胞表达ＭＦＧＥ８的影响

图２　原代大鼠ＲＭＶＥＣ的体外鉴定（免疫荧光细胞染色，×２００）
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ＣＣ组为对照组；ＣＣ＋ｇｌｙＬＤＬ组为ｇｌｙＬＤＬ诱导组；ＰＨＬ２００组为

联合ＰＨＬ２００μｍｍｏｌ／Ｌ组；ＰＨＬ４００组为联合ＰＨＬ４００μｍｍｏｌ／Ｌ组；

ＰＨＬ８００组为联合ＰＨＬ８００μｍｍｏｌ／Ｌ组；与对照组比较，ａＰ＜００１

图５　ＰＨＬ对大鼠ＲＭＶＥＣ表达ＭＦＧＥ８的影响

３　讨论
ＤＲ是糖尿病在眼部的最重要并发症，现已成

为成年人群中视力渐进性损害与致盲的主要病因。

随着全球范围内糖尿病患病率的日益升高以及糖尿

病病程的自然延长，ＤＲ给患者、家庭以及社会带来
更多的危害与负担。研究［１０］表明，严格的血糖控制

能显著减低ＤＲ进展的风险，但在临床实践中长期
控制血糖达标并非易事，而可能发生低血糖事件带

来的危害更有可能抵消血糖良好控制的获益。激光

光凝治疗 ＤＲ效果确切，仍是中晚期阶段 ＤＲ治疗
的重要方法，但存在很多局限性与不良反应，如导致

视力减退、视野损伤、暗适应和对比敏感度下降等，

从而限制了其在临床上的广泛应用。因此，探讨

ＤＲ早期的病理生理机制并寻找有效安全的干预药
物具有重要的意义。

视网膜血管内皮细胞、血管周细胞以及神经元、

神经胶质细胞等凋亡是 ＤＲ早期的重要病理学基
础，氧化应激损伤在促进细胞凋亡作用中发挥着重

要作用［１１］。ＰＨＬ是一种天然的多酚类化合物，其主
要来源于苹果类的植物种属。人类认识 ＰＨＬ已有
近百年的历史，最初ＰＨＬ用于治疗发热以及感染性
疾病，随后的研究发现，ＰＨＬ及其衍生物作为钠 －
葡萄糖协同转运蛋白（ＳＧＬＴ）抑制剂作用于肾小管
ＳＧＬＴ蛋白促进葡萄糖在肾脏的排泄，因此 ＰＨＬ具
有调节血糖的效应以及被作为中介研究肾脏代谢功

能。晚近的研究还发现［１２１３］，ＰＨＬ具有抗氧化、抗
炎、抗肿瘤、保肝以及类雌激素样作用。相关报道与

研究为 ＰＨＬ在 ＤＲ上的应用奠定了实验与理论基
础。目前已有多个基础研究深入探讨ＰＨＬ对于ＤＲ
的影响与作用。Ｗａｋｉｓａｋａ等［７］报道，体外培养的牛

视网膜血管周细胞在高糖诱导后出现周细胞内葡萄

糖过量积聚、胶原蛋白水平升高、ＤＮＡ合成减少以
及周细胞胞体的肿胀等血管周细胞形态与功能学的

异常，ＰＨＬ的干预可以显著改善高糖刺激下的周细
胞损伤。我们前期的研究在体内动物整体层面观察

了 ＰＨＬ对于糖尿病视网膜损害的影响，选择
Ｃ５７ＢＬＫＳ／Ｊｄｂ／ｄｂ品系小鼠模拟并建立２型糖尿病
ＤＲ动物模型并采用 ＰＨＬ干预治疗，结果发现 ＰＨＬ
处理能够明显减少ｄｂ／ｄｂ小鼠视网膜神经元细胞的
凋亡以及神经胶质细胞的增生［５］。本研究模拟糖

尿病内环境即利用ｇｌｙＬＤＬ刺激下体外培养的大鼠
ＲＭＶＥＣ导致细胞凋亡显著增加，ＰＨＬ预先干预明
显改善 ＲＭＶＥＣ的细胞凋亡，该实验结果报道了
ＰＨＬ可以改善ｇｌｙＬＤＬ诱导的大鼠 ＲＭＶＥＣ细胞凋
亡，实现ＰＨＬ对于ＤＲ的早期保护作用。然而，ＰＨＬ
治疗ＤＲ的作用分子机制研究尚未阐明。

ＭＦＧＥ８蛋白即乳脂肪球上皮细胞生长因子，
是乳凝集素家族的重要成员。研究发现ＭＦＧＥ８参
与了细胞迁移、细胞增殖、细胞凋亡、细胞信号转导、

细胞外基质重塑以及炎症介质等多种生物学功能，

并可能在衰老、糖尿病等动脉粥样硬化性相关疾病

中扮演着重要角色。前期基于 ｉＴＲＡＱ的蛋白质组
定量研究视网膜差异蛋白组发现，ｄｂ／ｄｂ糖尿病小
鼠视网膜组织表达蛋白ＭＦＧＥ８较健康对照组明显
下调，ＰＨＬ干预后该蛋白显著回调，提示ＭＦＧＥ８的
代谢失调可能与ＤＲ的发生有着密切关系［５］。本研

究在离体培养大鼠 ＲＭＶＥＣ细胞层面研究 ｇｌｙＬＤＬ
刺激下ＭＦＧＥ８蛋白表达的变化，结果显示ＲＭＶＥＣ
细胞在不同浓度的 ｇｌｙＬＤＬ诱导均导致表达
ＭＦＧＥ８的下调，ＭＦＧＥ８的下调程度且与 ｇｌｙＬＤＬ
的浓度呈现剂量依赖性，给予 ＲＭＶＥＣ预处理 ＰＨＬ
可明显改善 ｇｌｙＬＤＬ诱导的 ＭＦＧＥ８表达下调，并
且随着ＰＨＬ浓度的升高，该蛋白 ＭＦＧＥ８的表达呈
现剂量一致的恢复。ＭＦＧＥ８介导的ＰＨＬ保护糖尿
病视网膜损伤的详细作用机制并不清楚。在真实世

界的慢性阻塞性肺疾病、系统性红斑狼疮以及类风

湿关节炎等患者血清中 ＭＦＧＥ８水平明显降低，且
与患者的病变严重程度成正相关，ＭＦＧ８可能通过
炎症介导参与了炎症相关性疾病的发生与进

展［１４１６］。ＭＦＧＥ８作为连接巨噬细胞与凋亡细胞的
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桥梁分子在细胞凋亡的过程中发挥着独特而重要的

作用。ＡｉｔＯｕｆｅｌｌａ等［１７］研究发现，缺乏 ＭＦＧＥ８基
因表达的小鼠其体内凋亡细胞被吞噬明显减少，导

致凋亡细胞呈现碎片化的堆积，促进了小鼠血管病

变的发生与发展。凋亡是ＤＲ的发生的病理生理学
基础，氧化应急损伤以及炎症在 ＤＲ的进展中也发
挥着举足轻重的作用，ＭＦＧＥ８是否通过凋亡、炎症
介导或其他机制参与 ＤＲ的发展以及介导 ＰＨＬ对
于ＤＲ的保护作用，后续研究将基于ＲＮＡ干扰技术
沉默目的基因深入探讨。

总之，本研究发现 ｇｌｙＬＤＬ诱导大鼠 ＲＭＶＥＣ
后，能够导致细胞的凋亡以及细胞表达 ＭＦＧＥ８蛋
白的下调，ＰＨＬ的预处理至少可能通过改善细胞
ＭＦＧＥ８表达的失调抑制 ＲＭＶＥＣ细胞的凋亡实现
对于ＤＲ的保护作用。
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８３９１．
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２０１５，２２（２）：１３５１４４．
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