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［摘要］　目的　观察丹参提取物对高糖诱导的人视网膜血管内皮细胞（ＨＲＥＣｓ）凋亡的影响
及其作用机制。方法　将 ＨＲＥＣｓ分为对照组（５．５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）、高糖组（３０．０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄
糖）及丹参提取物低浓度组（３０．０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖＋５μｇ／ｍｌ丹参提取物）、中浓度组（３０．０ｍｍｏｌ／Ｌ
葡萄糖＋１０μｇ／ｍｌ丹参提取物）、高浓度组（３０．０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖＋２０μｇ／ｍｌ丹参提取物）。采用细
胞计数试剂盒（ＣＣＫ８）检测细胞活性，流式细胞术检测 ＨＲＥＣｓ凋亡率，酶联免疫吸附试验
（ＥＬＩＳＡ）检测肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）α、白细胞介素（ＩＬ）１β和ＩＬ８的含量，蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ）检测ＨＲＥＣｓ中相关蛋白表达水平。结果　与高糖组比较，丹参提取物低、中、高浓度组的
ＨＲＥＣｓＯＤ值、细胞活性依次升高，ＨＲＥＣｓ凋亡率、ＴＮＦα、ＩＬ１β和ＩＬ８含量依次降低，活化的半胱
氨酸天冬氨酸蛋白酶（Ｃａｓｐａｓｅ）３、Ｂ细胞淋巴瘤２（Ｂｃｌ２）相关 Ｘ蛋白（Ｂａｘ）和磷酸化核因子κＢ
（ｐＮＦκＢ）蛋白表达依次下降，Ｂｃｌ２蛋白表达水平依次升高（Ｐ＜０．０５）。结论　丹参提取物可通
过抑制ＮＦκＢ信号通路的激活抑制高糖诱导的ＨＲＥＣｓ凋亡。

［关键词］　丹参提取物；　人视网膜血管内皮细胞；　核因子κＢ信号通路；　糖尿病视网膜病变；
凋亡
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　　糖尿病视网膜病变（ＤＲ）是糖尿病常见的微血管
并发症之一，其发病机制尚未完全明确，炎症反应、凋

亡、氧化应激等与其密切相关［１２］。丹参是一种传统的

中药，具有抗炎、抗氧化、抗血栓、免疫调节等作用［３］。

有关研究发现丹参及其制剂在 ＤＲ的治疗过程中发挥
重要作用［４５］，但其机制目前尚不清楚。本研究采用高

糖处理人视网膜血管内皮细胞（ＨＲＥＣｓ）构建ＤＲ体外
的细胞模型，探讨丹参提取物对ＨＲＥＣｓ凋亡的影响及
其作用机制。
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材料与方法

１．材料：ＨＲＥＣｓ购自美国菌种保藏中心（ＡＴＣＣ）
细胞库；丹参购自哈尔滨市同仁堂大药房；杜氏贝科改

良伊格尔培养基（ＤＭＥＭ）购自美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司；胰蛋
白酶、胎牛血清购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；细胞计数试剂盒
（ＣＣＫ８）、二辛可宁酸（ＢＣＡ）试剂盒购自碧云天生物技
术研究所；膜联蛋白（Ａｎｎｅｘｉｎ）ⅤＦＩＴＣ／碘化丙啶（ＰＩ）
细胞凋亡检测试剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ公司；肿瘤坏
死因子（ＴＮＦ）α、白细胞介素（ＩＬ）１β和 ＩＬ８酶联免
疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测试剂盒购自南京建成生物工
程研究所；剪切的含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶

（Ｃａｓｐａｓｅ）３兔单克隆抗体、Ｂ细胞淋巴瘤２（Ｂｃｌ２）相
关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）兔单克隆抗体、Ｂｃｌ２兔单克隆抗体购
自北京中杉金桥生物技术有限公司；核因子（ＮＦ）κＢ
兔单克隆抗体、磷酸化 ＮＦκＢ（ｐＮＦκＢ）兔单克隆抗
体和辣根过氧化物酶标记的羊抗兔免疫球蛋白（Ｉｇ）Ｇ
购自美国Ａｂｃａｍ公司。
２．方法
（１）丹参提取物的制备：参照文献［６］中制备丹参

提取物的方法，将丹参４０℃烘干，粉碎成干粉，然后加
入１０倍水于８０℃提取２次，每次提取３０ｍｉｎ。过滤，
弃去滤渣，合并滤液，过滤，将溶液定容至１００ｍＬ，以
２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，上清即为丹参提取物。

（２）细胞培养方法和分组情况：将冻存的 ＨＲＥＣｓ
常规复苏，接种到含１０％胎牛血清、５．５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖
的ＤＭＥＭ培养基中，在３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，待
细胞贴壁生长汇合率达８０％以上时以胰蛋白酶消化进
行传代培养。将对数生长期细胞分为５组，５．５ｍｍｏｌ／Ｌ
葡萄糖培养的细胞作为对照组，３０．０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖
培养的细胞作为高糖组［７］，３０．０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖和
５μｇ／ｍｌ、１０μｇ／ｍｌ、２０μｇ／ｍｌ丹参提取物培养的细胞
作为丹参提取物低、中、高浓度组。

（３）ＣＣＫ８法检测ＨＲＥＣｓ活性：５组细胞培养４８ｈ
后向每孔细胞中加入１０μｌＣＣＫ８溶液，在３７℃下继
续培养４ｈ，酶标仪检测波长５７０ｎｍ处细胞光密度值
（ＯＤ值），以ＯＤ值反映细胞活性。重复试验３次，取
平均值。

（４）流式细胞术检测ＨＲＥＣｓ凋亡率：各组细胞培养
４８ｈ后用预冷的磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）洗涤细胞，取
１００μｌ１×结合缓冲液重悬细胞，加入ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ
溶液５μｌ，混匀后避光反应１０ｍｉｎ，再加入ＰＩ染液５μｌ，
混匀后避光孵育２０ｍｉｎ，最后加入４００μｌ１×Ｂｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ结合缓冲液，立即上流式细胞仪测定，分析细胞
凋亡率。重复试验３次，取其平均值。

（５）ＥＬＩＳＡ检测炎症因子含量：分别收集处理４８ｈ
的 ＨＲＥＣｓ上清液，分别参照 ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ８
ＥＬＩＳＡ检测试剂盒说明书测定 ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ８
的含量。重复试验３次，取其平均值。

（６）蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测 ＨＲＥＣｓ中
蛋白表达水平：５组 ＨＲＥＣｓ处理４８ｈ后，提取细胞总
蛋白，使用ＢＣＡ试剂盒进行定量分析。将蛋白样品经
十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳电转至聚偏二
氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，在５％脱脂奶粉中封阻２ｈ，ＴＢＳ
缓冲液加吐温（ＴＢＳＴ）洗膜后加入一抗（Ｃａｓｐａｓｅ３一
抗１∶５００稀释，Ｂａｘ一抗１∶５００稀释，Ｂｃｌ２一抗１∶５００
稀释，ＮＦκＢ一抗１∶８００稀释，ｐＮＦκＢ一抗１∶８００稀
释），在４℃下过夜杂交。ＴＢＳＴ洗膜后再加入辣根过氧
化物酶标记的二抗（１∶３０００稀释），于室温下杂交２ｈ，
ＴＢＳＴ洗膜后，采用电化学发光（ＥＣＬ）发光液显影，转
移至暗室采集图像，使用 ＩｍａｇｅＪ软件分析条带灰度
值，以甘油醛３磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）为内标，计算各
组ＨＲＥＣｓ中目的蛋白相对表达水平。
３．统计学处理：应用 ＳＰＳＳ２１．０软件进行统计分

析。符合正态分布的计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比
较采用 ＳＮＫｑ检验，多组间比较采用单因素方差分
析。以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果

１．５组ＨＲＥＣｓ活性比较：ＣＣＫ８检测结果显示，高
糖组ＨＲＥＣｓ的 ＯＤ值较对照组明显降低（Ｐ＜０．０５）；
与高糖组比较，丹参提取物低、中、高浓度组ＨＲＥＣｓ的
ＯＤ值均依次升高（Ｐ＜０．０５）。见图１。

注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５；与高糖组比较，ｂＰ＜０．０５；与低浓

度组比较，ｃＰ＜０．０５

图１　５组ＨＲＥＣｓ的活性比较结果

　　２．５组ＨＲＥＣｓ凋亡率比较：流式细胞术检测结果
显示，与对照组比较，高糖组 ＨＲＥＣｓ凋亡率明显升高
（Ｐ＜０．０５）；与高糖组比较，丹参提取物低、中、高浓度
组ＨＲＥＣｓ凋亡率均明显依次降低，各组间比较差异均
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图２。
　　３．５组ＨＲＥＣｓ中凋亡相关蛋白表达比较：Ｗｅｓｔｅｒｎ
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注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５；与高糖组比较，ｂＰ＜０．０５；与低浓

度组比较，ｃＰ＜０．０５；与中浓度组比较，ｄＰ＜０．０５

图２　５组ＨＲＥＣｓ凋亡率比较

ｂｌｏｔ检测结果显示，与对照组比较，高糖组 ＨＲＥＣｓ中
Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｂａｘ蛋白表达明显升高，Ｂｃｌ２蛋白表达
明显下降，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与高糖组
比较，丹参提取物低、中、高浓度组ＨＲＥＣｓ中Ｃａｓｐａｓｅ３
和Ｂａｘ蛋白表达明显依次下降，Ｂｃｌ２蛋白表达明显依
次升高，各组间比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
见图３。
　　４．５组 ＨＲＥＣｓ炎症因子 ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ８含
量比较：ＥＬＩＳＡ检测结果显示，与对照组比较，高糖组
ＨＲＥＣｓ上清液中 ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ８含量明显升高
（Ｐ＜０．０５）；与高糖组比较，丹参提取物低、中、高浓度
组ＨＲＥＣｓ上清液中 ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ８含量明显依
次降低，各组间比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
见图４。
　　５．５组 ＨＲＥＣｓｐＮＦκＢ蛋白表达比较：Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测结果显示，与对照组比较，高糖组 ＨＲＥＣｓ中
ｐＮＦκＢ蛋白表达升高（Ｐ＜０．０５）；与高糖组比较，丹
参提取物低、中、高浓度组ＨＲＥＣｓ中ｐＮＦκＢ蛋白表达

依次下降，各组间比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
见图５。

注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５；与高糖组比较，ｂＰ＜０．０５；与

低浓度组比较，ｃＰ＜０．０５；与中浓度组比较，ｄＰ＜０．０５

图５　５组ＨＲＥＣｓｐＮＦκＢ蛋白表达比较 Ａ：５组 ＨＲＥＣｓ

ＮＦκＢ和ｐＮＦκＢ蛋白表达水平比较；Ｂ：５组ＨＲＥＣｓＮＦκＢ

和ｐＮＦκＢ蛋白表达水平比较

　　讨　　论

　　研究发现，丹参提取物具有抗炎、抗氧化等作用，
在治疗 ＤＲ中取得了较好的疗效［８］。本研究结果发

现，高糖诱导的 ＨＲＥＣｓ活力明显降低，且凋亡率明显
升高，提示高糖能够诱导细胞凋亡，参与 ＤＲ过程。
这与近期关于 ＤＲ患者存在微血管内皮细胞凋亡的
研究结果相符［９１１］。不同浓度的丹参提取物均可提高

高糖诱导的ＨＲＥＣｓ活性，抑制高糖诱导的细胞凋亡，

注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５；与高糖组比较，ｂＰ＜０．０５；与低浓度组比较，ｃＰ＜０．０５；与中浓度组比较，ｄＰ＜０．０５

图３　５组ＨＲＥＣｓ中凋亡相关蛋白表达比较　Ａ：Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白；Ｂ：Ｂａｘ蛋白；Ｃ：Ｂｃｌ２蛋白；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果

注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５；与高糖组比较，ｂＰ＜０．０５；与低浓度组比较，ｃＰ＜０．０５；与中浓度组比较，ｄＰ＜０．０５

图４　５组ＨＲＥＣｓ中炎症因子ＴＮＦα、ＩＬ１β和ＩＬ８含量比较　Ａ：ＴＮＦα；Ｂ：ＩＬ１β；Ｃ：ＩＬ８
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且具有浓度依赖的关系，提示丹参提取物对高糖诱导

的ＨＲＥＣｓ具有保护作用。Ｂａｘ和Ｂｃｌ２均属于Ｂｃｌ２基
因家族成员，Ｂａｘ是促凋亡基因之一，其过度表达可引
起 Ｂｃｌ２对细胞保护效应的失衡。当细胞受到损伤
后，Ｂｃｌ２构象发生改变，引起线粒体释放细胞色素 Ｃ，
进而激活下游的 Ｃａｓｐａｓｅ３级联反应，引发细胞凋
亡［１２１３］。本研究结果显示，高糖能够诱导 Ｃａｓｐａｓｅ３
和Ｂａｘ蛋白高度表达，Ｂｃｌ２蛋白表达下调，而丹参提
取物能够降低 Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｂａｘ蛋白表达水平，提高
Ｂｃｌ２蛋白表达水平，提示丹参提取物可通过阻碍Ｂｃｌ２
构象改变，抑制 Ｃａｓｐａｓｅ３级联反应，从而抑制细胞
凋亡。

　　ＮＦκＢ是转录因子蛋白家族成员之一，在免疫、炎
症反应及细胞生长发育过程中起重要作用［１４］。有关

研究结果显示，ＮＦκＢ信号通路能够调控下游基因
Ｂａｘ和 Ｂｃｌ２的表达，参与细胞凋亡过程［１５］。丹参可

通过抑制ＮＦκＢ信号通路参与肝癌细胞增殖、凋亡、
侵袭和迁移的过程［１６］。本研究结果显示，高糖能够促

进Ｂａｘ蛋白的表达，而丹参提取物能够抑制高糖诱导
的Ｂａｘ蛋白的表达，提示丹参提取物可能通过抑制
ＮＦκＢ信号通路的激活抑制高糖诱导的ＨＲＥＣｓ凋亡。
有研究结果表明，ＮＦκＢ通过调控细胞因子、趋化因子
等参与调节机体炎症反应，ＮＦκＢ的过度激活是炎症
反应发生的关键环节［１７１８］。丹参可通过调控 ＮＦκＢ
信号通路进而调控炎症因子和黏附因子等的表达，影

响细胞功能［１９２０］。本研究结果显示，高糖诱导的细胞

炎性因子ＴＮＦα、ＩＬ１β和ＩＬ８的含量明显增多，丹参
提取物处理后ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ８的含量明显减少，
提示丹参提取物可能通过抑制 ＮＦκＢ信号通路的激
活降低炎症因子ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ８分泌，从而抑制
细胞凋亡。本研究仅对丹参提取物影响 ＮＦκＢ信号
通路的作用机制进行了初步探究，涉及该通路上游或

下游基因表达情况的检测尚显不足，后续研究将对此

进行补充。

综上所述，丹参提取物可抑制高糖诱导的 ＨＲＥＯＳ
凋亡，其作用机制可能是抑制 ＮＦκＢ信号通路的激
活，通过上调Ｂｃｌ２蛋白表达，下调Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂａｘ蛋
白表达，降低炎症因子 ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ８分泌来实
现的。提示丹参提取物可通过抑制 ＮＦκＢ信号通路，
对抗炎症反应，降低细胞凋亡从而起保护 ＨＲＥＯＳ的
作用。
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