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摘要

目的:观察脂联素(ＡＰＮ)对高糖培养条件下恒河猴脉络

膜视网膜血管内皮细胞(ＲＦ / ６Ａ 细胞)增殖、迁移和管腔

形成的影响ꎮ
方法:将体外培养的 ＲＦ / ６Ａ 细胞随机分为空白对照组(正
常培养基培养)、甘露醇对照组(含 ２０ｍｍｏｌ / Ｌ 甘露醇的培

养基培养)、高糖组(含 ２５ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ－葡萄糖的培养基培

养)和高糖＋ＡＰＮ 组(含 ２５ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ－葡萄糖＋１０μｇ / ｍＬ
ＡＰＮ 的培养基培养)ꎮ 分别采用 ＣＣＫ－８ 法检测细胞增

殖ꎬＴｒａｎｓｗｅｌｌ 小室检测细胞迁移ꎬ基质胶(Ｍａｔｒｉｇｅｌ)法检测

细胞管腔形成能力ꎮ
结果:空白对照组与甘露醇对照组细胞增殖率(１００􀆰 ００％±
０􀆰 ００％ ｖｓ ９９􀆰 ０９％ ±０􀆰 ４６％)、迁移数(１２１􀆰 ６０ ± ６􀆰 ０２ 个 ｖｓ
１１９􀆰 ６０±９􀆰 ３９ 个)及管腔形成数(１２􀆰 １１±０􀆰 ８４ 个 ｖｓ １２􀆰 ２２±
０􀆰 ９６ 个) 均无差异 ( Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ 高糖组细胞增殖率

(７１􀆰 ４２％±２􀆰 ２９％)明显低于空白对照组和甘露醇对照组ꎬ
细胞迁移数 ( １４４􀆰 ２０ ± ９􀆰 ６５ 个) 和管腔形成数 ( １６􀆰 ００ ±
２􀆰 ９０ 个)均明显高于空白对照组和甘露醇对照组(Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎮ 高糖＋ＡＰＮ 组细胞增殖率(９０􀆰 ８７％±１􀆰 ６８％)明显

低于空白对照组和甘露醇对照组ꎬ明显高于高糖组ꎻ细胞

迁移数(７３􀆰 ００±６􀆰 ０４ 个)和管腔形成数(７􀆰 ８９±０􀆰 ３８ 个)均
明显低于空白对照组、甘露醇对照组及高糖组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
结论:ＡＰＮ 可以促进高糖条件下 ＲＦ / ６Ａ 细胞存活及增殖ꎬ
抑制细胞迁移和管腔形成ꎬ提示 ＡＰＮ 对高糖导致的 ＲＦ /
６Ａ 细胞损伤具有一定的保护作用ꎬ抑制病理刺激条件下

的血管生成ꎮ
关键词:脂联素ꎻ高糖ꎻ视网膜血管内皮细胞ꎻ血管生成

ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０１９.３.０３

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｕｂｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ
ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

Ｒｏｎｇ Ｌｉ１ꎬ Ｇｕｏ － Ｍｉｎ Ｙａｏ１ꎬ Ｘｉａｏ － Ｄｉ Ｗａｎｇ１ꎬ
Ｙａｎｇ Ｙａｏ２

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ: Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ
(Ｎｏ. ８１５００７２６ )ꎻ ｔｈｅ Ｈｅａｌｔｈ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈａａｎｘｉ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅ (Ｎｏ. ２０１８Ｄ０７４)ꎻ ｔｈｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｘｉ􀆳ａｎ
Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｂｕｒｅａｕ [ Ｎｏ. ２０１８０５０９７ＹＸ５ＳＦ３１ ( ４)]ꎻ ｔｈｅ
Ｏｕｔｓｔａｎｄｉｎｇ Ｙｏｕｔｈ Ｔａｌｅｎｔ Ｓｕｐｐｏｒｔ Ｐｌａｎ ｏｆ Ｓｈａａｎｘｉ
Ｏｒｄｉｎａｒｙ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎻ ２Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙꎬ
ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｘｉ􀆳ａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉ􀆳ａｎ
７１００７７ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｒｏｎｇ Ｌｉ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ
Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｘｉ􀆳ａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｘｉ􀆳ａｎ ７１００７７ꎬ
Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｒｅｃｈｅｌｒｏｎｇ１９８２２２＠ １６３.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０１８－０９－１９　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０１９－０１－１７

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ (ＡＰＮ) ｏｎ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｕｂｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＦ / ６Ａ
(ｍｏｎｋｅｙ ｃｈｏｒｏｉｄ ａｎｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ) ｃｅｌｌｓ
ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｗｅｌｌ － ｃｕｌｔｕｒｅｄ ＲＦ / ６Ａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｗｅｒｅ
ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ: ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ
ｍａｎｎｉｔｏｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ ＋ １０μｇ / ｍＬ ＡＰＮ ｇｒｏｕｐ. Ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｕｂｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ － ８
ａｓｓａｙꎬ ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｃｈａｍｂｅｒ ａｎｄ ｍａｔｒｉｇｅｌ ａｓｓａｙꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ (１００.００％± ０.００％ ｖｓ ９９.０９％± ０.４６％)ꎬ ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ (１２１.６０±６.０２ ｖｓ １１９.６０±９.３９) ａｎｄ
ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｕｂｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ (１２.１１± ０.８４ ｖｓ １２.２２± ０.９６)
ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｍａｎｎｉｔｏｌ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ (ａｌｌ Ｐ> ０.０５) . Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ( ７１. ４２％ ± ２. ２９％) ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｍａｎｎｉｔｏｌ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ (１４４.２０±
９.６５) ａｎｄ ｔｕｂｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ (１６.００±２.９０) ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｍａｎｎｉｔｏｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ( ａｌｌ Ｐ <
０􀆰 ０５) . Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ＋

３６３

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.１９ꎬ Ｎｏ.３ Ｍａｒ. ２０１９　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



ＡＰＮ ｇｒｏｕｐ (９０.８７％± １.６８％) ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ
ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｍａｎｎｉｔｏｌ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｉｌｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｇｒｏｕｐ
(ａｌｌ Ｐ< ０.０５) . Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ (７３.００± ６.０４)
ａｎｄ ｔｕｂｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ (７.８９± ０.３８) ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ＋ＡＰＮ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｍａｎｎｉｔｏｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ ｇｒｏｕｐ (ａｌｌ Ｐ<０.０５) .
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: ＡＰＮ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎｄ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＦ / ６Ａ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｔｕｂｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＦ / ６Ａ ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ＡＰＮ ｈａｓ ａ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ
ｔｈｅ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ＲＦ / ６Ａ ｃｅｌｌｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ
ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｐｒｏｃｅｓｓ ｕｎｄｅｒ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｓ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ:ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎꎻ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅꎻ ｒｅｔｉｎａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｌｉ Ｒꎬ Ｙａｏ ＧＭꎬ Ｗａｎｇ ＸＤꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ
ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｕｂｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ
( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０１９ꎻ１９(３):３６３－３６７

０引言
糖尿病视网膜病变( ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬＤＲ)是糖尿

病(ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓꎬＤＭ) 最严重且最常见的并发症之
一[１]ꎮ 在 ＤＭ 的进展过程中ꎬ高血糖导致慢性微血管损
伤ꎬ使得约 １ / １０ 的患者出现增生性 ＤＲ(ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ＤＲꎬ
ＰＤＲ)或糖尿病性黄斑水肿ꎬ严重威胁患者视力[２]ꎮ 随着
生活水平的提升ꎬＤＭ 的发病率逐年攀升[３]ꎬ但针对 ＤＲ 目
前仍缺乏有效的治疗方法或药物ꎮ 根据病程发展的不同
阶段ꎬＤＲ 分为早期的非增生性 ＤＲ(ｎｏｎ－ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ＤＲꎬ
ＮＰＤＲ)和晚期的 ＰＤＲ[４]ꎮ ＰＤＲ 的标志就是形成视网膜新
生血管ꎬ其血管结构非常脆弱且易渗漏ꎬ最终导致不可逆
的视网膜损伤和盲目[２ꎬ５]ꎮ 因此ꎬ抑制血管生成就成为了
近年来具有前景的 ＤＲ 治疗策略[６]ꎮ

脂联素( ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎꎬＡＰＮ)是由脂肪细胞分泌的一
种内源性生物活性蛋白质ꎮ 临床发现血清 ＡＰＮ 浓度降
低与肥胖和 ２ 型 ＤＭ 的发生有关ꎬＡＰＮ 通过直接代谢和
胰岛素增敏作用在各种组织中发挥有益的抗 ＤＭ 作
用[７－９] ꎮ 在缺血性视网膜病变的动物模型中发现ꎬ过表
达 ＡＰＮ 可明显减少缺氧诱导的病理性视网膜新生血管ꎬ
认为 ＡＰＮ 是视网膜病理性微血管形成的负向调控者ꎬ对
视网膜血管损伤起着保护作用[１０] ꎮ 然而ꎬ目前对于血清
ＡＰＮ 水平与 ＤＲ 的关系尚无定论[１１－１３] ꎬＡＰＮ 对高糖诱导
的视网膜新生血管形成的作用也不清楚ꎮ 鉴于此ꎬ本研
究利用高糖刺激条件下的 ＲＦ / ６Ａ 细胞观察 ＡＰＮ 对其增
殖、迁移及管腔形成过程的影响ꎬ为明确 ＡＰＮ 对 ＤＲ 的
作用奠定基础ꎮ
１材料和方法
１.１材料　 恒河猴脉络膜视网膜血管内皮细胞(ＲＦ / ６Ａ 细
胞)购自武汉普诺赛生命科技有限公司ꎻ１６４０ 培养基、
０􀆰 ２５％胰酶均购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ胎牛血清购自美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ青霉素、链霉素购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｇ 公司ꎻ
ＡＰＮ 购自金斯瑞生生物科技有限公司ꎻＣＣＫ－８ 细胞增殖

及细胞毒性检测试剂盒购自碧云天生物技术有限公司ꎻ
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室、Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶均购自美国 ＢＤ 公司ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １细胞培养及分组 　 将 ＲＦ / ６Ａ 细胞置于 １６４０ 培养
基(含 １０％胎牛血清、１００Ｕ / ｍＬ 青霉素和 １００μｇ / ｍＬ 链霉
素)中ꎬ在 ３７℃、５％ＣＯ２及饱和湿度条件下常规培养ꎮ 当
细胞的密度达到 ８０％时ꎬ用 ０􀆰 ２５％胰酶消化细胞ꎬ终止消
化后收集细胞ꎬ用 ＰＢＳ 将细胞润洗 ２ 次ꎬ１２００ｒ / ｍｉｎꎬ离心
３ｍｉｎꎬ加入培养基吹打细胞ꎬ制成单细胞悬液ꎬ按 １∶ ３ 的比
例传代ꎬ３７℃、５％ＣＯ２ 及饱和湿度条件下扩大培养ꎮ 将
ＲＦ / ６Ａ 细胞分为空白对照组、甘露醇对照组、高糖组、高
糖＋ＡＰＮ 组ꎮ 处理方法:空白对照组细胞采用正常培养基
培养ꎻ甘露醇对照组细胞采用含 ２０ｍｍｏｌ / Ｌ 甘露醇的培养
基培养ꎻ高糖组细胞采用含 ２５ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ－葡萄糖的培养基
培养ꎻ高糖 ＋ＡＰＮ 组细胞采用含 ２５ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ －葡萄糖 ＋
１０μｇ / ｍＬ ＡＰＮ 的培养基培养ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ ＣＣＫ－８法检测细胞活性　 将处于对数生长期的细
胞消化后ꎬ配制成 ５ × １０４ 个 / ｍＬ 的单细胞悬液ꎬ每孔
１００μＬꎬ将细胞均匀接种至 ９６ 孔板中ꎬ同时设置空白孔ꎬ
周围孔加入 １００μＬ ＰＢＳꎬ３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度条件过夜
培养ꎮ 按照分组条件处理 ４８ｈ 后ꎬ向每孔加入 １０μＬ
ＣＣＫ－８溶液ꎬ３７℃ 培养 ４ｈꎬ振荡 １０ｍｉｎꎬ用酶标仪(美国
Ｔｈｅｒｍｏ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬＭＫ３ 型)测定各孔在 ４５０ｎｍ 处的吸光值
(Ａ)ꎮ 细胞增殖率 (％) ＝ ( Ａ实验组 － Ａ空白孔 ) / ( Ａ空白对照组 －
Ａ空白孔)×１００％ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测细胞迁移　 取处于对数生
长期的细胞ꎬ０􀆰 ２５％胰酶消化后ꎬ用 １６４０ 培养基制成单细
胞悬液ꎬ计数后按照每孔 ５×１０５ / 个细胞均匀接种至 ６ 孔
板中ꎬ３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度条件过夜培养ꎮ 按照分组条
件处理 ４８ｈꎬ０􀆰 ２５％胰酶消化收集ꎬ１ ２００ｒ / ｍꎬ离心 ３ｍｉｎꎬ去
上清ꎬＰＢＳ 润洗 ２ 次ꎬ清洗掉残余血清ꎮ 无血清培养基重
悬细胞ꎬ细胞计数板计数ꎬ用无血清培养基稀释细胞浓度
至 ２×１０５ / ｍＬꎬ备用ꎮ 在 ２４ 孔板中加入 ８００μＬ 含 １０％胎牛
血清的培养基ꎬ并放入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室ꎬ在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室分
别接入 ２００μＬ 各组细胞悬液ꎬ３７℃ꎬ５％ ＣＯ２ 培养箱培养
４８ｈꎻ取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 用 ＰＢＳ 清洗小室ꎬ用 ７０％冰乙醇溶液
固定细胞 １ｈꎻ用 ０􀆰 ５％ 结晶紫染液染色ꎬ室温中放置
２０ｍｉｎꎬＰＢＳ 清洗后用干净的棉球将上室一侧的未迁移的
细胞擦干净ꎬ显微镜下观察拍照ꎬ每个小室随机选取 ５ 个
视野ꎬ计数迁移的细胞ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４ Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶实验检测细胞管腔形成　 于 ４℃过夜融
化 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶ꎬ预冷 ２４ 孔板和枪头ꎬ每孔 ２００μＬ 基质胶加
至 ２４ 孔板ꎬ低速无菌离心除去气泡ꎬ３７℃孵育 ４０ｍｉｎꎬ取上
述不同分组处理 ４８ｈ 后的细胞ꎬ０􀆰 ２５％胰酶消化后ꎬ用无
血清培养基制成单细胞悬液ꎬ计数后按照每孔 ２×１０５ / 个
将细胞均匀接种至预铺有基质胶的 ２４ 孔板中ꎬ３７℃、５％
ＣＯ２饱和湿度条件过夜培养后在显微镜下拍照ꎮ 随机取 ３
个视野(×１００)照相ꎬ采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析软件计算完整
管腔数(每 ３ 个分叉处记作 １ 个血管腔)ꎬ取平均值ꎮ

统计学分析:本研究采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件进行分析ꎬ
数据以均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ组间差异采取方差分析
和 ＬＳＤ － ｔ 检验进行比较ꎮ Ｐ < ０􀆰 ０５ 为差异具有统计学
意义ꎮ
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图 １　 各组细胞增殖率比较　 ｂＰ<０􀆰 ００１ ｖｓ 空白对照组ꎻｄＰ<０􀆰 ００１ ｖｓ 甘露醇对照组ꎻｆＰ<０􀆰 ００１ ｖｓ 高糖组ꎮ

图 ２　 各组 ＲＦ / ６Ａ细胞迁移情况(×２００)　 Ａ:空白对照组ꎻＢ:甘露醇对照组ꎻＣ:高糖组ꎻＤ:高糖＋ＡＰＮ 组ꎮ

２结果
２􀆰 １ ＡＰＮ促进高糖条件下的 ＲＦ / ６Ａ 细胞增殖 　 ＣＣＫ－８
实验结果显示ꎬ空白对照组(１００􀆰 ００％±０􀆰 ００％)、甘露醇对
照组(９９􀆰 ０９％±０􀆰 ４６％)、高糖组(７１􀆰 ４２％±２􀆰 ２９％)、高糖＋
ＡＰＮ 组(９０􀆰 ８７％±１􀆰 ６８％)细胞增殖率比较ꎬ差异具有统
计学意义(Ｆ ＝ ２５４􀆰 １６ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎮ 空白对照组与甘露醇
对照组细胞增殖率差异无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ提示高
渗透压对细胞增殖无明显影响ꎮ 高糖组细胞增殖率明显
低于空白对照组和甘露醇对照组(均 Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ提示高
糖培养条件下的细胞增殖受到明显抑制ꎮ 高糖＋ＡＰＮ 组
细胞增殖率明显低于空白对照组和甘露醇对照组(均 Ｐ<
０􀆰 ００１)ꎬ而明显高于高糖组(Ｐ < ０􀆰 ００１)ꎬ提示 １０μｇ / ｍＬ
ＡＰＮ 处理后细胞增殖较高糖培养条件下有所增强ꎬ但仍
然低于正常水平ꎬ见图 １ꎮ 以上结果表明ꎬ高糖条件下细
胞增殖低于对照组ꎬＡＰＮ 对细胞增殖具有保护效应ꎮ
２􀆰 ２ ＡＰＮ 抑制高糖诱导的 ＲＦ / ６Ａ 细胞迁移 　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
实验结果显示ꎬ空白对照组(１２１􀆰 ６０±６􀆰 ０２ 个)、甘露醇对
照组(１１９􀆰 ６０±９􀆰 ３９ 个)、高糖组(１４４􀆰 ２０±９􀆰 ６５ 个)、高糖＋
ＡＰＮ 组(７３􀆰 ００±６􀆰 ０４ 个)细胞迁移数比较ꎬ差异具有统计
学意义(Ｆ＝ ７０􀆰 ２８ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎮ 空白对照组与甘露醇对照
组细胞迁移数差异无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ提示高渗透
压对细胞迁移无明显影响ꎮ 高糖组细胞迁移数明显高于
空白对照组和甘露醇对照组(均 Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ提示高糖培
养条件下细胞迁移明显增强ꎮ 高糖＋ＡＰＮ 组细胞迁移数
明显低于空白对照组、甘露醇对照组和高糖组(均 Ｐ <
０􀆰 ００１)ꎬ提示 １０μｇ / ｍＬ ＡＰＮ 处理后细胞迁移较高糖培养
条件下有所减弱ꎬ且低于正常水平ꎬ见图 ２、３ꎮ 上述结果
表明ꎬ高糖条件可以明显诱导 ＲＦ / ６Ａ 细胞发生迁移ꎬ而
ＡＰＮ 作用后对高糖诱导的细胞迁移具有明显的抑制
作用ꎮ
２􀆰 ３ ＡＰＮ 抑制高糖诱导的 ＲＦ / ６Ａ 细胞管腔形成 　
Ｍａｔｒｉｇｅｌ 实验结果显示ꎬ空白对照组(１２􀆰 １１±０􀆰 ８４ 个)、
甘露醇对照组(１２􀆰 ２２ ± ０􀆰 ９６ 个)、高糖组( １６􀆰 ００ ± ２􀆰 ９０

图 ３　 各组细胞迁移数比较 　 ｂＰ<０􀆰 ００１ ｖｓ 空白对照组ꎻｄＰ<
０􀆰 ００１ ｖｓ 甘露醇对照组ꎻ ｆＰ<０􀆰 ００１ ｖｓ 高糖组ꎮ

个)、高糖＋ＡＰＮ 组(７􀆰 ８９ ± ０􀆰 ３８ 个)细胞管腔形成数比
较ꎬ差异具有统计学意义(Ｆ ＝ １２􀆰 ９２ꎬＰ< ０􀆰 ００１)ꎮ 空白
对照组与甘露醇对照组细胞管腔形成数的差异无统计
学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ提示高渗透压对细胞管腔形成无明
显影响ꎮ 高糖组细胞管腔形成数明显高于空白对照组
和甘露醇对照组(均 Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ提示高糖培养条件下细
胞管腔形成明显增强ꎮ 高糖＋ＡＰＮ 组细胞管腔形成数明
显低于空白对照组和甘露醇对照组(均 Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ也明
显低于高糖组(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ提示 １０μｇ / ｍＬ ＡＰＮ 处理后
细胞管腔形成较高糖培养条件下有所减弱ꎬ且低于正常
水平ꎬ见图 ４、５ꎮ 上述结果表明ꎬ高糖条件可以明显诱导
ＲＦ / ６Ａ 细胞的血管形成ꎬ而 ＡＰＮ 作用后对高糖诱导的
血管形成具有抑制作用ꎮ
３ 讨论

高血糖是 ＤＭ 最基本的病理生理状态ꎬ在 ＤＭ 血管
并发症的发生发展中起着重要作用ꎮ 高血糖导致的血
管渗透性增加ꎬ炎症和内皮细胞损伤是 ＤＲ 发生发展的
基础[１４] ꎮ 本研究提示ꎬ高糖处理 ４８ｈ 可以明显减少细胞
增殖ꎬ导致细胞活力下降ꎬ与我们前期采用 ＭＴＴ 实验获
得的研究结果一致[１５] ꎮ 普遍认为ꎬＣＣＫ－８ 检测的重复
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图 ４　 各组 ＲＦ / ６Ａ细胞管腔形成情况(×１００)　 Ａ:空白对照组ꎻＢ:甘露醇对照组ꎻＣ:高糖组ꎻＤ:高糖＋ＡＰＮ 组ꎮ

图 ５　 各组细胞管腔形成数比较　 ａＰ<０􀆰 ０５ ｖｓ 空白对照组ꎻｃＰ<
０􀆰 ０５ ｖｓ 甘露醇对照组ꎻｆＰ<０􀆰 ００１ ｖｓ 高糖组ꎮ

性可能优于 ＭＴＴꎬ结果变异率小ꎬ对细胞毒性小ꎮ 高糖条
件下培养的 ＲＦ / ６Ａ 细胞迁移和管腔形成能力明显较空白
对照组及甘露醇对照组增强ꎬ提示高糖是刺激血管生成的
直接因素ꎬ与文献报道一致[１５－１６]ꎮ

研究表明ꎬ由脂肪细胞分泌的生物活性物质与多种代
谢性疾病的发生和发展密切相关ꎬ其中 ＡＰＮ 已被证明与
代谢综合征、ＤＭ 及心血管疾病的发生呈负相关关系[１７]ꎮ
近年研究提示ꎬＡＰＮ 主要作用于胰岛 Ｂ 细胞、血管内皮细
胞、肝细胞、心肌细胞、脂肪细胞、免疫细胞等靶细胞[１８]ꎬ
通过多种复杂信号通路发挥抗炎、抗氧化应激、改善内皮
细胞功能及调节血管新生的作用ꎬ从而影响动脉粥样硬化
进展、 保护血管内皮和心肌、 调节微循环及 血 管 新
生[１９－２１]ꎮ 血管新生是一个十分复杂的生物过程ꎬ涉及细
胞增殖、迁移、完整的网络状血管形成等多个环节ꎬ各种血
管生长因子和细胞因子参与其中ꎮ 关于内皮细胞血管生
成方面的研究提示ꎬＡＰＮ 对血管新生具有双向调节作用:
(１)在组织缺血状态下ꎬＡＰＮ 可刺激血管新生ꎬ建立侧枝
循环ꎬ改善缺血组织的血供ꎮ ＤＭ 患者常因血管内皮受
损、动脉粥样硬化而影响冠状动脉及外周肢体的血液供
应ꎬ导致冠心病和肢体坏疽的发生ꎮ 对该类患者进行血管
内皮祖细胞或骨髓单核细胞移植ꎬ诱导其在缺血组织中分
化而促使血管重建是一种全新的治疗方法[１９]ꎮ 关于该类
细胞移植治疗的研究发现ꎬＡＰＮ 可促进骨髓单核细胞的
存活和增殖ꎬ接受细胞移植治疗者必须具有较高的血清
ＡＰＮ 水平才能有效诱导内皮祖细胞的分化ꎬ促进血管生
成[２２]ꎮ ＡＰＮ 可通过激活腺苷酸活化蛋白激酶－内皮型一
氧化氮合酶(ＡＭＰＫ－ｅＮＯＳ)信号通路发挥诱导人脐静脉
血管生成的作用ꎬ在小鼠基质胶塞实验和兔角膜新生血管
模型中ꎬＡＰＮ 可刺激血管结构的生长[２３]ꎮ 此外ꎬＡＰＮ 可以
纠正 ＡＰＮ 基因敲除小鼠由于缺血应激诱导的血管生成受
损[２４]ꎮ 在大脑中动脉闭塞的小鼠模型中发现ꎬＡＰＮ 的过

度表达明显促进了缺血损伤小鼠大脑的局灶性血管生
成[２５]ꎮ 与上述研究结果相似ꎬ本研究结果表明ꎬＡＰＮ 可以
显著促进高糖条件下的 ＲＦ / ６Ａ 细胞的存活及增殖ꎬ提示
ＡＰＮ 对高糖导致的 ＲＦ / ６Ａ 细胞损伤起一定的保护作用ꎮ
(２)ＡＰＮ 可以抑制某些病理状态下新生血管的生成ꎮ 研
究发现ꎬＡＰＮ 可以通过抑制冠状动脉内皮细胞和肿瘤细
胞的迁移和增殖发挥抗血管生成效应[２６－２９]ꎮ 缺氧导致的
ＡＰＮ 基因敲除小鼠病理性视网膜血管新生更为严重[１０]ꎮ
研究显示ꎬ给予氧诱导的视网膜病变小鼠腹腔注射重组鼠
ＡＰＮ 蛋白ꎬＡＰＮ 可以通过激活内源性 ｅＮＯＳ 促进生理性一
氧化氮生成ꎬ同时又能抑制活性氧簇(ＲＯＳ) / 活性氮簇
(ＲＮＳ)的产生ꎬ在缺血性视网膜病变进程中发挥视网膜血
管的保护作用[２９]ꎮ 本研究发现ꎬＡＰＮ 可以显著抑制高糖
条件下的 ＲＦ / ６Ａ 细胞迁移和管腔形成ꎬ提示 ＡＰＮ 对病理
刺激条件下的血管生成过程起抑制作用ꎬ与上述研究结果
一致ꎮ

综上ꎬＡＰＮ 在内皮细胞的血管生成过程中扮演着不
同的角色ꎬ其促进或抑制效应可能与生理或病理条件、内
皮细胞类型、ＡＰＮ 浓度等有关ꎮ 本研究观察 ＡＰＮ 对高糖
条件下 ＲＦ / ６Ａ 细胞增殖、迁移和管腔形成的作用ꎬ结果提
示 ＡＰＮ 可以抑制高糖对视网膜血管内皮细胞的损伤ꎬ并
促进其修复ꎬ同时抑制病理性血管生成ꎬ但具体机制仍需
进一步研究ꎮ 目前ꎬ对 ＤＲ 尤其是 ＰＤＲ 还缺乏完全有效
的治疗方法或药物ꎬ本研究结果提示 ＡＰＮ 治疗 ＤＲ 可能
是一种崭新的思路ꎬ进一步深入研究 ＡＰＮ 的具体作用机
制和信号通路很有可为治疗 ＰＤＲ 提供新方法ꎮ
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