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摘要
目的:探讨石斛酚对高糖诱导的人视网膜微血管内皮细胞
(ＨＲＭＥＣｓ)的醛糖还原酶(ＡＲ)通路及氧化应激的保护
作用ꎮ
方法:将体外培养的 ＨＲＭＥＣｓ 分为 ５ 组:正常组(葡萄
糖 ５􀆰 ５ｍｍｏｌ / Ｌ) 、甘露醇组 (葡萄糖 ５􀆰 ５ｍｍｏｌ / Ｌ ＋甘露
醇 ２４􀆰 ５ｍｍｏｌ / Ｌ) 、高糖组(葡萄糖 ３０ｍｍｏｌ / Ｌ) 、石斛酚
组(葡萄糖 ３０ｍｍｏｌ / Ｌ＋石斛酚 ５μｍｏｌ / Ｌ) 、依帕司他组
(葡萄糖 ３０ｍｍｏｌ / Ｌ＋依帕司他 １μｍｏｌ / Ｌ) ꎮ 通过 ＭＴＳ 实
验检测细胞活力ꎬＤＣＦＨ－ＤＡ 荧光探针法检测细胞内活
性氧 ( ＲＯＳ) 水 平ꎻ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法 检 测 核 因 子 κＢ
(ＮＦ－κＢ)的蛋白表达ꎻｑＲＴ－ＰＣＲ 法检测 ＡＲ、ＨＩＦ－ １α
及 ＶＥＧＦ 的 ｍＲＮＡ 表达ꎮ
结果:ＤＣＦＨ－ＤＡ 荧光探针法结果显示石斛酚可明显降低
高糖环境下细胞内的 ＲＯＳ 水平ꎮ 与高糖组相比ꎬ石斛酚
组 ＮＦ－κＢ 的蛋白表达ꎬＡＲ、ＨＩＦ－１α 及 ＶＥＧＦ 的 ｍＲＮＡ 表
达也都明显下降ꎮ 依帕司他组的 ＡＲ 及 ＮＦ－κＢ 表达趋势
与石斛酚组一致ꎮ
结论:石斛酚与依帕司他都可抑制 ＡＲ / ＮＦ－κＢ 通路的激
活ꎬ同时石斛酚还可抑制高糖诱导的 ＨＲＭＥＣｓ 氧化应激
反应ꎮ 石斛酚在糖尿病视网膜病变的发生发展中可能有
一定的保护作用ꎬ可能帮助减少新生血管的生成ꎮ
关键词:糖尿病视网膜病变ꎻ醛糖还原酶ꎻ氧化应激ꎻ石
斛酚
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１α) ａｎｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ (ＶＥＧＦ) ｗｅｒｅ
ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｑＲＴ－ＰＣＲ.
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０引言
据世界卫生组织保守估计ꎬ至 ２０３５ 年糖尿病患病率

将增加 ５５％ꎬ由目前的 ３􀆰 ８２ 亿增加至 ５􀆰 ９２ 亿[１]ꎮ 在过去
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１９８０ / ２０１０ 的 ３０ａ 中ꎬ经过 ７ 次全国性糖尿病调查ꎬ发现中
国大陆糖尿病发病人群增长了 １７ 倍ꎬ且糖尿病和糖调节
异常在中国已成为了流行病[２]ꎮ 糖尿病视网膜病变
(ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬＤＲ)是糖尿病并发症之一ꎬ在 ＤＲ 的
发病过程中主要表现为视网膜血管病变和视网膜神经退
行性病变ꎬ视网膜上所有细胞都会受到影响ꎬ并导致视功
能逐渐丧失[３]ꎮ 石斛是«中国药典»历版所收载的名贵中
药材ꎬ具有滋阴清热、生津益胃、润肺止咳等功效ꎬ来源于
兰科石斛属多种植物的新鲜或干燥茎ꎮ 现代研究发现石
斛属植物ꎬ具有抗肿瘤、免疫调节、抗血小板聚集、扩张血
管、抗氧化、抗诱变等多种活性[４]ꎬ其主要化学成分为联苄
类、多糖、生物碱、菲类、芴酮、香豆素和倍半萜等化合
物[５]ꎮ 石斛酚是一种从石斛中提取出的联苄类化合物ꎬ联
苄类化合物具有重要的抗肿瘤、抗诱变等生物活性ꎬ常被
作为衡量石斛药材质量的质控指标ꎮ
１材料和方法
１􀆰 １材料
１􀆰 １􀆰 １细胞及药物 　 人视网膜微血管内皮细胞( ｈｕｍａｎ
ｒｅｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬＨＲＭＥＣｓꎬＡＣＢＲＩ１８１)
购自 Ｃｅｌｌ Ｓｙｓｔｅｍｓ(ＫｉｒｋｌａｎｄꎬＷＡꎬＵＳＡ)ꎻ石斛酚、依帕司他
购自上海源叶生物科技有限公司ꎮ 石斛酚结构式见图 １ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２试剂　 Ｍ１９９ 培养基、胎牛血清、２􀆰 ５ｇ / Ｌ 胰蛋白酶、
青－链霉素混合液购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻＲＯＳ 活性氧检测试剂
盒购自凯基生物ꎻ一抗 ＮＦ－κＢ( ａｂ３２５３６)购自 Ａｂｃａｍ 公
司ꎬβ－ａｃｔｉｎ(６０００８－１－ｌｇ)购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎻ二抗羊抗
兔(１１１－０３５－００３)购自 Ｊａｃｋｓｏｎ 公司ꎻＴｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ 购自
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３ 仪器 　 ＣＯ２细胞培养箱(美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎬ流式
细胞仪 (美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司)ꎬ酶标仪 (美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公
司)ꎬ荧光定量 ＰＣＲ 检测仪(美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎬ紫外分光
光度计(上海司乐仪器有限公司)ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １细胞培养及处理 　 使用含 １０％胎牛血清的 Ｍ１９９
低糖培养基(葡萄糖 ５􀆰 ５ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ在 ３７℃ꎬ５％ ＣＯ２条件下
培养细胞ꎬ每 ２~ ３ｄ 换液一次ꎮ 实验分为 ５ 组:正常组(葡
萄糖 ５􀆰 ５ｍｍｏｌ / ＬꎬＮＧ)、甘露醇组(葡萄糖 ５􀆰 ５ｍｍｏｌ / Ｌ＋甘
露醇 ２４􀆰 ５ｍｍｏｌ / ＬꎬＭ)、高糖组(葡萄糖 ３０ｍｍｏｌ / ＬꎬＨＧ)、石
斛酚组(葡萄糖 ３０ｍｍｏｌ / Ｌ＋石斛酚 ５μｍｏｌ / ＬꎬＧＩＧ)、依帕司
他组(葡萄糖 ３０ｍｍｏｌ / Ｌ＋依帕司他 １μｍｏｌ / ＬꎬＥＰＳ)ꎮ 实验
组细胞均培养 ４８ｈꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ ＭＴＳ实验检测细胞活力　 ＭＴＳ 细胞毒性与细胞增
殖实验试剂盒是用于测定细胞增殖与毒性实验中活细胞
数目的一种高灵敏度、无放射性的比色检测法ꎮ ＨＲＭＥＣｓ
种植在 ９６ 孔培养板中ꎬ每孔 １００μＬꎬ约 １×１０４个细胞ꎮ 将
石斛酚及依帕司他在糖浓度为 ５􀆰 ５ｍｍｏｌ / Ｌ 的培养基中设
置出一系列浓度梯度组ꎬ每组设 ６ 个复孔ꎬ置 ３７℃ꎬ５％
ＣＯ２培养箱中孵育 ２４ｈ 或 ４８ｈꎮ 然后每孔加入 ２０μＬ 的
ＭＴＳ 试剂ꎬ３７℃孵育 ２ｈꎬ用酶标仪在 ４９０ｎｍ 波长处检测每
孔的光密度(ＯＤ)值ꎮ 细胞活性 ＝处理组 ＯＤ 值 / 对照组
ＯＤ 值×１００％ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ ＲＯＳ 检测 　 活性氧检测试剂盒(Ｒｅａｃｔｉｖｅ Ｏｘｙｇｅｎ
Ｓｐｅｃｉｅｓ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ)是一种利用荧光探针 ＤＣＦＨ－ＤＡ 进行活
性 氧 ( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ＲＯＳ ) 检 测 的 试 剂 盒ꎮ
ＨＲＭＥＣｓ 种植在 ６ 孔培养板中ꎬ置 ３７℃ꎬ５％ ＣＯ２培养箱中

　 　

图 １　 石斛酚化学结构式ꎮ

培养ꎬ待细胞达 ７０％融合状态后ꎬ将实验分为正常组、甘露
醇组、高糖组和石斛酚组 ４ 组ꎬ孵育 ４８ｈꎬ然后去除培养
基ꎬ在避光条件下用无血清培养基按照 １ ∶ １０００ 稀释
ＤＣＦＨ－ＤＡꎬ每孔不少于 １ｍＬꎬ置于 ３７℃孵育 ３０ｍｉｎꎮ 收集
细胞ꎬ用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ将细胞重悬于 ３００μＬ 预冷的 ＰＢＳ
中ꎬ送流式细胞仪ꎬ使用 ４８８ｎｍ 激发波长ꎬ５２５ｎｍ 发射波长
检测细胞 ＲＯＳ 的活性ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４ ｑＲＴ－ＰＣＲ检测 ｍＲＮＡ 的表达 　 各组细胞处理结
束后ꎬ采用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒提取细胞总 ＲＮＡꎬ紫外分光光度
计测 Ｄ２６０ / ２８０ 的值ꎬ估算 ＲＮＡ 的纯度ꎬ并测 ＲＮＡ 浓度ꎬ
计算 ＲＮＡ 含量ꎬ将其逆转为 ｃＤＮＡꎬ在荧光定量 ＰＣＲ 仪上
进行实时定量 ＰＣＲ 检测醛糖还原酶(ａｌｄｏｓｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅꎬＡＲ)、
缺氧诱导因子 １α(ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ－１αꎬＨＩＦ－１α)、血
管内皮生长因子(ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ)
的基因表达情况ꎮ 引物序列:ＡＲ 前链:ＧＴＣ ＣＡＡ ＡＧＧ
ＣＡＴ ＣＧＴ ＧＧＴ ＧＡꎻ后链:ＡＧＣ ＡＡＴ ＧＣＧ ＴＴＣ ＴＧＧ ＴＧＴ
ＣＡꎻＨＩＦ－１α 前链:ＴＧＣ ＴＴＧ ＧＴＧ ＣＴＧ ＡＴＴ ＴＧＴ ＧＡꎻ后链:
ＧＧＴ ＣＡＧ ＡＴＧ ＡＴＣ ＡＧＡ ＧＴＣ ＣＡꎻ ＶＥＧＦ 前链:ＡＡＧ ＧＡＧ
ＧＡＧ ＧＧＣ ＡＧＡ ＡＴＣ ＡＴꎻ后链:ＡＴＣ ＴＧＣ ＡＴＧ ＧＴＧ ＡＴＧ
ＴＴＧ ＧＡꎻβ－ａｃｔｉｎ 前链:ＧＧＡ ＣＴＴ ＣＧＡ ＧＣＡ ＡＧＡ ＧＡＴ ＧＧꎻ
后链:ＡＧＣ ＡＣＴ ＧＴＧ ＴＴＧ ＧＣＧ ＴＡＣ ＡＧꎮ 反应条件:预变
性(９５℃ ３０ｓ)ꎬＰＣＲ 反应(９５℃ ５ｓꎬ６０℃ ３４ｓꎬ４０ 个循环)ꎬ
溶解曲线 ( ９５℃ １５ｓꎬ６０℃ ６０ｓꎬ ９５℃ １５ｓ)ꎮ 结果处理:
△Ｃｔ ＝ Ｃｔ目的基因 － Ｃｔ内参基因ꎬ△△Ｃｔ ＝ △Ｃｔ处理组 －△Ｃｔ对照组ꎬ以
２－△△Ｃｔ值作为目的基因 ｍＲＮＡ 的相对表达量ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测相关蛋白的表达　 检测核因
子 κＢ(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ ＢꎬＮＦ－κＢ)的蛋白表达ꎬ正常
组、甘露醇组、高糖组、石斛酚组、依帕司他组细胞处理结
束后ꎬ用 ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬＲＩＰＡ 裂解细胞ꎬ提取细胞总蛋白ꎬ
ＢＣＡ 法测蛋白浓度ꎮ 定量 ２０μｇ 上样ꎬ１０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝
胶电泳 １００ｍＶ 恒压ꎬ７０ｍＶ 恒压转模ꎬ封闭ꎬ加一抗 ＮＦ－κＢ
(１∶ ５０００)ꎬ４℃摇床孵育过夜ꎬＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ再加辣根过
氧化物酶标记的二抗 ＩｇＧ 室温孵育ꎮ ＴＢＳＴ 洗膜后 ＥＣＬ 显
影曝光ꎮ 用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析ꎬ并计算各组光密度与
β－ａｃｔｉｎ光密度的比值ꎬ分析蛋白的相对表达水平ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６ 细胞划痕实验　 细胞划痕实验是一种检测细胞迁
移与修复能力的实验ꎮ ＨＲＭＥＣｓ 种植在 １２ 孔培养板中ꎬ
待细胞达 ９０％融合状态后ꎬ在每孔中均匀地划出十字空
隙ꎬ分为正常组、甘露醇组、高糖组和石斛酚组 ４ 组ꎬ置
３７℃ꎬ５％ ＣＯ２培养箱中孵育 ４８ｈꎮ 在倒置显微镜下分别在
药物开始处理后的 ０、２４、４８ｈ 拍照ꎬ用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件统计细胞
迁移面积ꎬ并计算细胞的愈合率ꎬ愈合率＝(处理后面积－０ｈ
面积) / ０ｈ 面积×１００％ꎮ

统计学分析:用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 统计软件进行统计分析ꎬ
数据以均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ组间比较采用单因素方
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图 ２　 石斛酚对细胞活性的影响　 Ａ:不同浓度石斛酚作用于细胞 ２４ｈꎻＢ:０~ ２０μｍｏｌ / Ｌ 的石斛酚作用于细胞 ４８ｈꎻＣ:０~ １０μｍｏｌ / Ｌ 的
依帕司他作用于细胞 ４８ｈꎮａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎮ

图 ３　 高糖诱导内皮细胞发生氧化应激反应　 Ａ:流式仪检测各实验组 ＲＯＳ 的表达活性ꎻＢ:各实验组 ＲＯＳ 的平均荧光强度ꎬａＰ<０􀆰 ０５
ｖｓ 正常组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 高糖组ꎮ

差分析ꎬ若差异有统计学意义ꎬ进一步两两比较采用
ＬＳＤ－ｔ检验ꎮ 以 Ｐ<０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义ꎮ
２结果
２􀆰 １ 石斛酚对细胞活性的影响　 ＭＴＳ 实验结果见图 ２Ａ 显
示ꎬ一系列浓度梯度的石斛酚作用于 ＨＲＭＥＣｓ ２４ｈꎬ各组
细胞活性差异无统计学意义(Ｆ＝ ０􀆰 ８６０ꎬＰ＝ ０􀆰 ５７４)ꎮ 选取
０~２０μｍｏｌ / Ｌ 石斛酚孵育细胞 ４８ｈꎬ结果见图 ２Ｂꎬ各组细
胞活 性 差 异 有 统 计 学 意 义 ( Ｆ ＝ ５􀆰 ３２１ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０１５ )ꎮ
２０μｍｏｌ / Ｌ 石斛酚组与对照组比较ꎬ２０μｍｏｌ / Ｌ 石斛酚组细
胞活性明显下降ꎬ差异有统计学意义 ( ｔ ＝ ３􀆰 ９５９ꎬ Ｐ ＝
０􀆰 ００３)ꎻ１~１０μｍｏｌ / Ｌ 石斛酚组与对照组比较ꎬ５μｍｏｌ / Ｌ 石
斛酚组细胞活性最高ꎬ其活性与对照组差异无统计学意义
( ｔ＝ ０􀆰 １３５ꎬＰ＝ ０􀆰 ８９５)ꎮ 依帕司他孵育 ＨＲＭＥＣｓ ４８ｈꎬＭＴＳ
实验结果见图 ２Ｃꎬ各组细胞活性差异有统计学意义(Ｆ ＝
１３􀆰 ２２５ꎬＰ＝ ０􀆰 ００２)ꎬ１０μｍｏｌ / Ｌ 依帕司他组与对照组比较ꎬ
１０μｍｏｌ / Ｌ 依帕司他组细胞活性明显下降ꎬ差异有统计学
意义( ｔ＝ ０􀆰 ５８７ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎬ０􀆰 １ ~ １μｍｏｌ / Ｌ 依帕司他组与
对照组比较ꎬ１μｍｏｌ / Ｌ 依帕司他组细胞活性最高ꎬ其活性
与对照组差异无统计学意义( ｔ＝ ０􀆰 ０９６ꎬＰ＝ ０􀆰 ３６６)ꎮ
２.２石斛酚对氧化应激的影响 　 各组 ＲＯＳ 的荧光强度分
布ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ ２３３􀆰 ８４４ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎮ 高糖组
与正常组比较ꎬ高糖组 ＲＯＳ 明显升高ꎬ差异有统计学意义

( ｔ＝ ２３􀆰 ８８８ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎻ石斛酚组与高糖组比较ꎬ石斛酚组
ＲＯＳ 明显降低ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝ ５􀆰 ３４２ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎮ
甘露醇组与正常组比较ꎬ差异无统计学意义( ｔ ＝ ０􀆰 １３１ꎬ
Ｐ＝ ０􀆰 ８９８)ꎬ见图 ３ꎮ
２􀆰 ３石斛酚对 ＡＲ / ＮＦ－κＢ 的调控 　 图 ４Ａ 是 ＡＲ 在 ５ 组
实验组中的 ｍＲＮＡ 表达结果ꎬ各组 ＡＲ ｍＲＮＡ 表达差异
有统计学意义(Ｆ ＝ ４􀆰 ４５９ꎬＰ ＝ ０􀆰 ０２５)ꎬ高糖组与正常组
比较ꎬ高糖组 ＡＲ 表达升高ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝ ３􀆰 ５９６ꎬ
Ｐ＝ ０􀆰 ００５)ꎻ石斛酚组、依帕司他组与高糖组比较ꎬ石斛酚
组与依帕司他组表达下降ꎬ差异有统计学意义(石斛酚
组:ｔ＝ ３􀆰 １７８ꎬＰ＝ ０􀆰 ０１ꎻ依帕司他组:ｔ ＝ ３􀆰 ３６９ꎬＰ ＝ ０􀆰 ００７)ꎮ
图 ４Ｂ、Ｃ 是 ５ 组 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果ꎬ各组 ＮＦ－κＢ 蛋白表
达差异有统计学意义(Ｆ ＝ ２５􀆰 ２２０ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎬ高糖组与正
常组比较ꎬ高糖组 ＮＦ－κＢ 表达升高ꎬ差异有统计学意义
( ｔ＝ ６􀆰 ９１６ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎻ石斛酚组、依帕司他组与高糖组比
较ꎬ石斛酚与依帕司他组表达下降ꎬ差异有统计学意义
(石斛酚组:ｔ＝ ８􀆰 ５０３ꎬＰ<０􀆰 ００１ꎻ依帕司他组:ｔ ＝ ７􀆰 ４８３ꎬＰ<
０􀆰 ００１)ꎮ 甘露醇组与正常组比较ꎬ差异无统计学意义(ＡＲ
表达 ｔ ＝ ０􀆰 ４９５ꎬＰ ＝ ０􀆰 ６３１ꎻ ＮＦ － κＢ 表达 ｔ ＝ １􀆰 ４１７ꎬ Ｐ ＝
０􀆰 １８７)ꎮ
２􀆰 ４石斛酚对 ＨＩＦ－１α 和 ＶＥＧＦ 的调控 　 图 ５ 显示的是
石斛酚对细胞中 ＨＩＦ－１α 和 ＶＥＧＦ 的 ｍＲＮＡ 表达的调节
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图 ４　 石斛酚对高糖诱导的 ＡＲ / ＮＦ－κＢ的调控　 Ａ:ＡＲ ｍＲＮＡ 的表达水平ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测高糖下内皮细胞中 ＮＦ－κＢ 蛋白
表达水平ꎻＣ:ＮＦ－κＢ 蛋白的相对表达水平ꎬａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 正常组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 高糖组ꎮ

图 ５　 采用实时定量 ＰＣＲ检测 ＨＩＦ－１α和 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ的表达　 Ａ:ＨＩＦ－１α ｍＲＮＡ 的表达ꎻＢ:ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 的表达ꎮａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 正常
组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 高糖组ꎮ

图 ６　 石斛酚对细胞迁移能力的影响　 Ａ:倒置显微镜下观察细胞迁移能力(×１００)ꎻＢ:２４、４８ｈ 各组细胞愈合率比较ꎬａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 正常
组ꎻｃＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 高糖组ꎮ

作用ꎬ各实验组 ＨＩＦ－１α 和 ＶＥＧＦ 的 ｍＲＮＡ 表达差异都有
统计学意义(ＨＩＦ－１α 表达:Ｆ ＝ ４􀆰 ２６３ꎬＰ ＝ ０􀆰 ０２９ꎻＶＥＧＦ 表
达:Ｆ＝ ３９􀆰 ９３６ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎮ 高糖组与正常组比较ꎬ高糖组
ＨＩＦ－１α 和 ＶＥＧＦ 的表达都明显升高ꎬ差异有统计学意义
(ＨＩＦ－１α 表达:ｔ＝ ３􀆰 １１２ꎬＰ＝ ０􀆰 ０１１ꎻＶＥＧＦ 表达:ｔ ＝ ９􀆰 ８７７ꎬ
Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ石斛酚组与高糖组比较ꎬ石斛酚组 ＨＩＦ－１α 和
ＶＥＧＦ 的表达都明显降低ꎬ差异有统计学意义(ＨＩＦ－１α 表
达:ｔ＝ ３􀆰 ８０１ꎬＰ＝ ０􀆰 ００３ꎬＶＥＧＦ 表达:ｔ＝ ８􀆰 ０５１ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎬ甘
露醇组与正常组比较ꎬ差异无统计学意义(ＨＩＦ－１α 表达:
ｔ＝ ０􀆰 ４４３ꎬＰ＝ ０􀆰 ６６７ꎻＶＥＧＦ 表达:ｔ＝ １􀆰 ４０５ꎬＰ＝ ０􀆰 １９８)ꎮ
２􀆰 ５石斛酚对细胞迁移的影响　 为探究石斛酚对细胞运
动能力的影响ꎬ用细胞的愈合率反映其迁移能力ꎮ 图 ６Ａ
是各实验组细胞在药物作用后 ０、２４、４８ｈ 的位置ꎬ可看到
随着时间的延长ꎬ各组细胞也在生长ꎬ但生长的速度不同ꎮ
图 ５Ｂ 是对各组细胞的愈合率进行统计分析ꎬ发现各实验
组的愈合率差异有统计学意义 ( ２４ｈ: Ｆ ＝ １５􀆰 ９２６ꎬ Ｐ ＝
０􀆰 ００１ꎻ４８ｈ:Ｆ＝ ５􀆰 ４９３ꎬＰ ＝ ０􀆰 ０２４)ꎮ 高糖组细胞在 ２４ｈ 和
４８ｈ 时间内生长都是快于正常组的ꎬ但只有 ２４ｈ 时ꎬ差异
有统计学意义(２４ｈ:ｔ＝ ５􀆰 ３７４ꎬＰ＝ ０􀆰 ００１ꎻ４８ｈ:ｔ＝ ２􀆰 １３６ꎬＰ＝
０􀆰 ０６５)ꎮ 且石斛酚组细胞在 ２４ｈ 和 ４８ｈ 时间内生长都明

显慢于高糖组ꎬ差异有统计学意义(２４ｈ: ｔ ＝ ４􀆰 ３３７ꎬＰ ＝
０􀆰 ００２ꎻ４８ｈ:ｔ ＝ ３􀆰 ００６ꎬＰ ＝ ０􀆰 ０１７)ꎮ 甘露醇组与正常组在
２４ｈ 和 ４８ｈ 比较ꎬ差异无统计学意义(２４ｈ: ｔ ＝ １􀆰 ０５４ꎬＰ ＝
０􀆰 ３２３ꎻ４８ｈ:ｔ＝ １􀆰 ７２４ꎬＰ＝ ０􀆰 １２３)ꎮ
３讨论

代谢异常致血糖升高ꎬ而 ＲＯＳ 累积会产生氧化应激
反应ꎬ进而损害视网膜血管ꎬ最终发展为 ＤＲꎮ 据研究ꎬ高
糖血症损害血管主要通过四条经典途径:(１)多元醇代谢
途径ꎻ(２)晚期糖基化终末产物途径ꎻ(３)蛋白激酶 Ｃ 的激
活途径ꎻ(４)氨基己糖的激活途径ꎮ 这些途径都与 ＲＯＳ 的
过度产生有关ꎬ而 ＤＲ 会诱导 ＲＯＳ 生成ꎮ 氧化应激能激活
相关细胞信号分子ꎬ从而增加基因表达和改变酶的功能ꎬ
导致视网膜功能受损ꎬ如内皮细胞功能异常、周细胞凋亡、
血视网膜屏障功能受损、渗透性过高、黄斑水肿、异常新生
血管等表现[６－７]ꎮ

多元醇通路在 ＤＲ 的发展中起重要作用ꎬ而 ＡＲ 是多
元醇通路的关键限速酶ꎮ ＡＲ 广泛存在于肾脏、血管、晶
状体、视网膜、心脏、骨骼肌等组织器官中ꎬ催化葡萄糖转
化为不易通透细胞膜的山梨醇ꎬ使细胞肿胀、变性、坏死ꎬ
与糖尿病慢性并发症的发生发展有密切关系[８]ꎮ 研究发
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现ꎬ石斛酚可作用于 ＡＲꎮ 石斛酚能延迟晶状体混浊ꎬ保持
晶状体的透明度ꎬ具有抗渗透压和抗氧化的能力ꎬ在糖尿
病性白内障的治疗中起重要作用[９]ꎮ 此外ꎬ石斛酚可抑制
ＮＦ－κＢ 通路ꎬ减少 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞中由脂多糖诱导
的诱导型一氧化氮合酶和环氧化酶－２ 的产生[１０]ꎮ

本研究用 ３０ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖建立高糖模型ꎬ模拟 ＤＲ
在体内的发病过程ꎮ 为防止高渗环境对内皮细胞产生影
响ꎬ特设置甘露醇组ꎬ保持与高糖组相同的渗透压环境ꎮ
石斛酚作为一种从传统中草药石斛中提取的单体ꎬ已被证
实可作用于 ＡＲꎬ但是未在 ＤＲ 中做过有关视网膜微血管
内皮细胞的研究ꎮ 本实验使用 ＨＲＭＥＣｓꎬ可能在病理特征
方面更加贴近 ＤＲ 的实际病理变化ꎬ便于得出更为接近临
床的实际研究结果ꎮ 有研究发现ꎬ依帕司他作为一种醛糖
还原酶抑制剂ꎬ能通过多元醇通路减少 ２ 型糖尿病患者红
细胞中某些氧化应激标志物ꎬ达到治疗糖尿病及其并发
症的目的[１１] ꎮ 本实验中使用石斛酚作用于高糖环境下
的细胞ꎬ依帕司他作为阳性对照ꎬ拟探究石斛酚在 ＤＲ 中
是否可以像在糖尿病性白内障中一样ꎬ通过抑制 ＡＲ 发
挥作用ꎮ 本研究发现ꎬ与高糖组相比ꎬ石斛酚与依帕司
他都可减少 ＨＲＭＥＣｓ 中 ＡＲ ｍＲＮＡ 的表达ꎬＮＦ－κＢ 的蛋
白表达量也呈下降趋势ꎮ 实验结果说明石斛酚可能会
通过抑制 ＡＲ / ＮＦ－κＢ 通路起到治疗 ＤＲ 的作用ꎮ 此外ꎬ
所有实验结果都显示ꎬ甘露醇组与正常组比较ꎬ差异无
统计学意义ꎬ说明 ３０ｍｍｏｌ / Ｌ 的高渗状态并未对内皮细
胞产生不良影响ꎮ

ＤＲ 是最常见的视网膜血管病ꎬ微血管细胞受损导致
视网膜缺血缺氧ꎬ从而产生新生血管ꎬＨＩＦ－１α 是新生血
管形成过程中的关键因子[１２]ꎮ ＨＩＦ－１α 作为缺氧反应中
的一个调节因子ꎬ在临床上尚未发现眼内有明显缺血改变
前ꎬ视网膜上 ＨＩＦ－１α 的表达已增加ꎬＨＩＦ－１α 表达越多表
明视网膜缺血缺氧的情况越严重[１３]ꎮ ＨＩＦ － １α 可诱导
ＶＥＧＦ 激活ꎬ而 ＶＥＧＦ 与新生血管的形成有重要关系ꎮ 实
验证明ꎬ削弱氧化应激中 ＲＯＳ 的产生ꎬ可抑制 ＨＩＦ－１α /
ＶＥＧＦ 通路激活ꎬ从而减少新生血管生成[１４]ꎮ 本研究中荧
光探针 ＤＣＦＨ－ＤＡ 结果显示ꎬ石斛酚可明显减少 ＨＲＭＥＣｓ
中 ＲＯＳ 的表达ꎬ同时其下游的 ＨＩＦ－１α / ＶＥＧＦ 通路表达也
受到抑制ꎬＨＩＦ－１α 和 ＶＥＧＦ 的 ｍＲＮＡ 表达明显降低ꎬ说明
石斛酚可改善高糖环境下视网膜缺血缺氧的状态ꎬ在对抗
氧化应激反应方面有显著效果ꎬ并且可能有助于减少 ＤＲ
中新生血管的形成ꎮ

综上所述ꎬ本研究通过探讨石斛酚对高糖诱导的
ＨＲＭＥＣｓ 中 ＡＲ 通路和氧化应激的作用机制ꎬ发现石斛酚

能抑制 ＨＲＭＥＣｓ 中的 ＡＲ 通路和氧化应激反应ꎬ并能对抗
ＶＥＧＦ 的表达ꎬ减少新生血管形成ꎬ为临床治疗 ＤＲ 提供了
重要的理论依据ꎬ但是要将实验结果转为临床成果还需进
一步的研究ꎮ
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