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摘要
目的:探讨铁皮石斛多糖(ＤＯＰ)对高糖诱导的视网膜毛
细血管周细胞凋亡的保护作用及其线粒体途径相关机制ꎮ
方法:将大鼠视网膜毛细血管周细胞分为 ５ 组:正常组、高
糖组、ＤＯＰ 低浓度(ＤＯＰ－Ｌ)组、ＤＯＰ 中浓度(ＤＯＰ－Ｍ)组、
ＤＯＰ 高浓度(ＤＯＰ－Ｈ)组ꎮ 透射电镜观察周细胞的超微结
构ꎻＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ 检测周细胞凋亡率ꎻＪＣ－１ 法检测线粒
体跨膜电位表达ꎻｑＲＴ－ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞色素
Ｃ(Ｃｙｔ Ｃ)、Ｂ 淋巴细胞瘤－２(Ｂｃｌ－２)ꎬＢｃｌ－２ 相关 Ｘ 蛋白
(Ｂａｘ)、半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶(Ｃａｓｐａｓｅ) －９ 以
及 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 的表达水平ꎮ
结果:与正常组相比ꎬ高糖组细胞线粒体受损ꎬ细胞凋亡
率、Ｃｙｔ Ｃ、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ－９、Ｃａｓｐａｓｅ－３ ｍＲＮＡ 及蛋白表达显
著增加(均 Ｐ<０.０１)ꎬ线粒体跨膜电位、Ｂｃｌ－２ ｍＲＮＡ 及蛋
白表达显著降低(均 Ｐ<０.０１)ꎻ与高糖组相比ꎬＤＯＰ－Ｍ 组
与 ＤＯＰ－Ｈ 组细胞线粒体受损减少ꎬ细胞凋亡率、Ｃｙｔ Ｃ、
Ｂａｘ 、Ｃａｓｐａｓｅ－９ 、Ｃａｓｐａｓｅ－３ ｍＲＮＡ 及蛋白表达均显著降
低ꎬ线粒体跨膜电位、Ｂｃｌ－２ ｍＲＮＡ 及蛋白表达显著增加
(均 Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:ＤＯＰ 可抑制高糖诱导的视网膜毛细血管周细胞凋
亡ꎬ减少线粒体损伤ꎬ其机制可能与线粒体跨膜电位改变
有关ꎮ
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０引言
糖尿病视网膜病变(ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬ ＤＲ)是糖尿

病最常见且最严重的微血管并发症之一ꎬ主要表现为视网
膜毛细血管的损害及一系列病理改变ꎮ 作为一种慢性进
行性疾病ꎬＤＲ 可导致视力严重受损甚至失明ꎬ是工作年
龄人群致盲的首要原因[１－２]ꎮ 当前已开发出的一些干预
手段如激光治疗和抗血管内皮生长因子( ａｎｔｉ－ＶＥＧＦ)药
物主要针对 ＤＲ 的晚期病变ꎬ对早期病理变化的干预效果
有限ꎬ且存在副作用ꎮ 因此ꎬ亟需针对 ＤＲ 早期发病机制
开展深入研究ꎬ以开发更安全有效的治疗策略[３]ꎮ 周细胞
是视网膜毛细血管的重要组成部分ꎬ在调节血流及新生血
管形成、内皮细胞增殖、血管通透性及维持血管稳定性方
面发挥关键作用ꎮ 研究表明ꎬＤＲ 的早期病理改变以高血
糖诱导的周细胞凋亡为特征ꎬ而线粒体途径是导致周细胞
凋亡的主要机制之一ꎮ 目前已有研究揭示线粒体功能障
碍与周细胞凋亡的关联ꎬ但针对这一机制的有效干预策略
仍有待探索ꎮ 因此ꎬ从线粒体途径切入ꎬ开发早期干预手
段已成为 ＤＲ 防治研究的重点和难点[４－５]ꎮ

近年来ꎬ中医药因其多靶点作用及副作用小的特点ꎬ
在 ＤＲ 的治疗中受到广泛关注[６]ꎮ 铁皮石斛作为我国传
统名贵中药材ꎬ以益胃生津、滋阴清热等功效著称ꎬ其主要
活 性 成 分 铁 皮 石 斛 多 糖 ( ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ
ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓꎬ ＤＯＰ)展现了广泛的生物学活性ꎬ包括抗
炎、抗氧化及降血糖等ꎮ 已有研究表明ꎬＤＯＰ 可通过抑
制 Ｍüｌｌｅｒ 细胞凋亡ꎬ提高细胞活性ꎬ显著减轻高糖诱导
的视网膜损伤[７] ꎮ 然而目前尚无研究系统评估 ＤＯＰ 在
周细胞凋亡及线粒体功能保护方面的作用ꎬ其具体作用
机制也尚不明确ꎮ 本研究首次将 ＤＯＰ 的研究重点聚焦
于高糖诱导的周细胞凋亡及线粒体途径ꎬ旨在系统探讨
ＤＯＰ 对周细胞的保护作用及其涉及的线粒体途径相关
机制ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１细胞　 大鼠视网膜毛细血管周细胞由武汉普诺赛生
命科技有限公司提供ꎬ将周细胞培养在完全培养基中ꎬ并
在恒温培养箱中培养ꎮ
１.１.２主要试剂及仪器　 ＤＯＰ(北京索莱宝科技有限公司ꎬ
ＳＤ９３１０)ꎻ大鼠视网膜微血管周细胞完全培养基(武汉普
诺赛生命科技有限公司ꎬＣＭ－Ｒ１２１)ꎻ线粒体膜电位与细
胞凋亡检测试剂盒(碧云天科技有限公司ꎬＣ１０７１Ｓ)ꎻ细胞
色素 Ｃ ( Ｃｙｔ Ｃ)、 半 胱 氨 酸 的 天 冬 氨 酸 蛋 白 水 解 酶
(Ｃａｓｐａｓｅ)－３、Ｂ 淋巴细胞瘤－２(Ｂｃｌ－２)、Ｂｃｌ－２ 相关 Ｘ 蛋
白(Ｂａｘ)、Ｃａｓｐａｓｅ－９、ＧＡＰＤＨ 抗体(武汉三鹰生物技术有
限公司ꎬ１２２４５ － １ － ＡＰꎬ １９６７７ － １ꎬ２６５９３ － １ꎬ ６０２６７ － １ꎬ
１０３８０－１ꎬ６０００４－１－Ｉｇ)ꎻ合成引物序列(上海博尚生物工
程技术有限公司)ꎻ超敏 ＥＣＬ 化学发光试剂、ＢＣＡ 蛋白定
量试 剂 盒、 增 强 型 ＲＩＰＡ 裂 解 液 ( 博 士 德ꎬ ＡＲ１１７１Ｓꎬ
ＡＲ１１８９ꎬＡＲ０１０２Ｓ)ꎻＹＴ－ＣＪ－２Ｄ 超净工作台(北京亚泰科
隆仪器技术有限公司)ꎻＤＮＰ－９０５２ 恒温培养箱(上海精宏

实验设备有限公司)ꎻＪＥＭ１４００ 透射电子显微镜(日本电
子株式会社)ꎻＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ 流式细胞仪(ＢＤ 公司)ꎻ电泳
仪(美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司)ꎻＪＸＦＳＴＰＲＰ－４８ 研磨机(上海净信
实业发展有限公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１细胞分组及处理　 将生长状态较好的大鼠视网膜毛
细血管周细胞分为 ５ 组:正常组、高糖组、ＤＯＰ 低浓度
(ＤＯＰ－Ｌ) 组、 ＤＯＰ 中浓度 ( ＤＯＰ － Ｍ) 组、 ＤＯＰ 高浓度
(ＤＯＰ－Ｈ)组ꎮ 正常组使用含 ５.５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖的低糖
ＤＭＥＭ 培养基培养细胞ꎻ高糖组使用含 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖
的 ＤＭＥＭ 培养基培养细胞[８]ꎻＤＯＰ － Ｌ 组、ＤＯＰ －Ｍ 组、
ＤＯＰ－Ｈ组分别在高糖组基础上加入浓度为 ０. １、 ０. ２、
０.４ μｇ / Ｌ的 ＤＯＰ 处理细胞[９]ꎮ 处理 ４８ ｈ 后进行各指标
分析ꎮ
１.２.２透射电镜观察周细胞的超微结构　 收集各组处理后
的周细胞ꎬ３％戊二醛－１.５％多聚甲醛混合液固定ꎬ４ ℃过
夜ꎬ１％锇酸后固定ꎬ醋酸铀快染ꎬ乙醇－丙酮脱水ꎬ环氧树
脂包埋ꎬ超薄切片ꎬ醋酸铀和柠檬酸铅双重染色ꎮ 透射电
子显微镜观察周细胞的超微结构变化ꎬ并拍照记录ꎮ
１.２.３ ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ 检测周细胞凋亡率 　 收集各组周
细胞ꎬ用胰蛋白酶消化并转移到离心管内ꎬ１ ０００ ｇ 离心
５ ｍｉｎ后弃去上清液ꎬ将细胞悬浮在结合缓冲液中ꎬ根据
ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ 试剂盒说明ꎬ用 ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ 和碘化丙
锭共染色 １５ ｍｉｎꎬ通过 ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ 流式细胞仪检测细胞
凋亡ꎮ 每组实验重复 ３ 次ꎬ下同ꎮ
１.２.４ ＪＣ－１法检测线粒体跨膜电位表达　 收集各组周细
胞并制备单细胞悬液ꎬ加入 ＪＣ－１ 染色液于培养箱中孵
育ꎬ洗涤后经流式细胞仪检测线粒体跨膜电位表达ꎬ线粒
体跨膜电位为红色荧光(正常细胞)与绿色荧光(凋亡细
胞)的比值ꎮ
１.２.５ ｑＲＴ －ＰＣＲ 检测凋亡相关因子表达水平 　 使用
Ｔｒｉｚｏｌ 法提取细胞 ＲＮＡꎬ所得的 ＲＮＡ 进行完整度和浓度测
定ꎮ 随后进行逆转录、ＰＣＲ 扩增反应ꎬ反应体系为 ２ ×
ＣｈａｍＱ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(１０ μＬ)ꎬ上、下游引物(各
０.５ μＬ)、ｃＤＮＡ (１ μＬ)ꎬ添加 ＲＮａｓｅ－Ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ 至 ２０ μＬꎬ
反应条件:９５ ℃ ３０ ｓꎬ９５ ℃ １０ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎬ
ＧＡＰＤＨ 作为内参ꎬ２－ΔΔＣｔ分析 Ｃｙｔ Ｃ、Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ－９、
Ｃａｓｐａｓｅ－３ 的 ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ引物序列见表 １ꎮ

表 １　 ｑＲＴ－ＰＣＲ引物序列

名称 引物序列(５􀆳－３􀆳)
Ｃｙｔ Ｃ Ｆ:ＡＧＴＣＴＧＡＴＣＣＴＴＴＧＴＧＧＴＧＴＴＧ

Ｒ:ＴＧＴＴＣＴＴＧＴＴＧＧＣＡＴＣＴＧＴＧＴＡＡ
Ｂｃｌ－２ Ｆ:ＧＧＡＴＧＡＣＴＴＣＴＣＴＣＧＴＣＧＣＴ

Ｒ:ＧＡＣＡＴＣＴＣＣＣＴＧＴＴＦＧＧＡＣＧＣＴ
Ｂａｘ Ｆ:ＣＡＧＧＡＴＣＧＡＧＣＡＧＡＧＡＧＧＡＴＧ

Ｒ:ＣＡＡＴＴＣＧＣＣＴＧＡＧＡＣＡＣＴＣＧ
Ｃａｓｐａｓｅ－９ Ｆ:ＣＡＡＧＡＡＧＡＧＣＧＧＴＴＣＣＴＧＧＴ

Ｒ:ＣＡＧＡＡＡＣＡＧＣＡＴＴＧＧＣＧＡＣＣ
Ｃａｓｐａｓｅ－３ Ｆ:ＧＡＧＡＣＡＧＡＣＡＧＴＧＧＡＡＣＴＧＡＣＧＡＴＧ

Ｒ:ＧＧＣＧＧＣＡＡＡＧＴＧＡＣＴＧＧＡＴＧＡ
ＧＡＰＤＨ Ｆ:ＡＣＧＧＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧ

Ｒ:ＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＡＧＡＣＴＣＣＡＣＧＡＣ
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１.２.６ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测凋亡相关蛋白表达水平　 收集细
胞并用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ每管加 １ ｍＬ 含 ＰＭＳＦ 的 ＲＩＰＡ 裂解
液ꎬ提取蛋白后进行 ＢＣＡ 蛋白浓度测定并调平ꎮ 将 ５ ×
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 与蛋白质进行吹打混匀ꎬ按 ３０ Ｖ
１０ ｍｉｎꎬ８０ Ｖ ３０ ｍｉｎꎬ１２０ Ｖ ５０ ｍｉｎ 进行电泳ꎬ直到染料抵
达分离胶底部ꎮ 随后进行转膜ꎬ转膜后将膜 ＴＢＳＴ 漂洗 ３
次ꎬ以 ５％脱脂奶粉封闭ꎬ一抗孵育 ４ ℃过夜ꎮ 孵育结束后
ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次ꎬ加入 ＨＲＰ 标记的二抗ꎬ室温孵育 ２ ｈꎬ放
入化学发光成像仪器里面曝光成像ꎬ获得目的蛋白的表达
情况ꎬ目的蛋白相对表达量计算公式是目的蛋白灰度值 /
内参灰度值ꎮ 一抗二抗稀释比例为:Ｃｙｓｔａｔｉｎ Ｃ Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ
ａｎｔｉｂｏｄｙ(１∶ ３０００)ꎻＣａｓｐａｓｅ－３ / Ｐ１７ / Ｐ１９ Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ
( １ ∶ １０００ )ꎻ Ｂｃｌ － ２ Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ( １ ∶ １０００ )ꎻ Ｂａｘ
Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ(１ ∶ １００００)ꎻＣａｓｐａｓｅ － ９ / Ｐ３５ Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ
ａｎｔｉｂｏｄｙ(１ ∶ ５００)ꎻＨＲＰ －ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ －Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ
(Ｈ＋Ｌ)(１∶ ５０００)ꎮ

统计学分析:使用统计学软件 ＳＰＳＳ ２６.０ 分析数据ꎬ数
据以均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ多组间比较采用单因素方
差分析ꎬ进一步两两比较行 ＳＮＫ－ｑ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异
具有统计学意义ꎮ
２结果
２.１ ＤＯＰ对各组细胞超微结构的影响　 电镜下可见正常

组细胞细胞膜完整ꎬ表面有较多的微绒毛ꎬ核内常染色质
呈颗粒状均匀分布ꎬ可见核仁ꎬ胞浆内线粒体丰富并可见
线粒体嵴结构ꎬ内质网、核糖体丰富ꎬ溶酶体少见ꎻ高糖组
细胞细胞膜相对完整ꎬ部分胞膜破损ꎬ细胞核稍固缩ꎬ染色
质部分呈块状ꎬ线粒体结构模糊ꎬ固缩ꎬ嵴模糊ꎬ出现凋亡
现象ꎬ内质网浓聚ꎻ经高糖＋不同浓度 ＤＯＰ 处理后各组细
胞膜接近正常ꎬ未见明显破损ꎬ可见核仁ꎬ染色质分布相对
均匀ꎬ未见明显边聚ꎬ线粒体结构相对完整ꎬ可见线粒体
嵴ꎬ线粒体内质网丰富ꎬ其中 ＤＯＰ－Ｈ 组改变最为明显ꎬ见
图 １ꎮ
２.２ ＤＯＰ对各组细胞凋亡率的影响 　 与正常组相比ꎬ高
糖组细胞凋亡率显著增加(Ｐ< ０. ０１)ꎻ与高糖组相比ꎬ
ＤＯＰ－Ｌ 组、ＤＯＰ－Ｍ 组、ＤＯＰ－Ｈ 组细胞凋亡率均显著降
低ꎬ差异有统计学意义(均 Ｐ<０.０１)ꎬ且 ＤＯＰ－Ｈ 组细胞
凋亡率低于 ＤＯＰ － Ｌ 组 ( Ｐ < ０. ０１) 和 ＤＯＰ －Ｍ 组 ( Ｐ <
０.０５)ꎬ见表 ２ꎬ图 ２ꎮ
２.３ ＤＯＰ对各组细胞线粒体跨膜电位变化的影响　 与正
常组相比ꎬ高糖组细胞线粒体跨膜电位显著降低 ( Ｐ <
０.０１)ꎻ与高糖组相比ꎬＤＯＰ－Ｍ 组、ＤＯＰ－Ｈ 组周细胞线粒
体跨膜电位显著增加(均 Ｐ<０.０１)ꎬ且 ＤＯＰ－Ｈ 组线粒体跨
膜电位高于 ＤＯＰ－Ｌ 组和 ＤＯＰ－Ｍ 组(均 Ｐ<０.０１)ꎬ见表 ３ꎬ
图 ３ꎮ

图 １　 电镜观察细胞超微结构变化　 图中红色箭头表示出现线粒体固缩ꎮ

图 ２　 各组细胞凋亡率对比　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ 正常组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 高糖组ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ ＤＯＰ－Ｌ 组ꎻｇＰ<０.０５ ｖｓ ＤＯＰ－Ｍ 组ꎮ

５５７

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２６ꎬ Ｎｏ.５ Ｍａｙ ２０２６　 　 ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２０５９０６　 Ｅｍａｉｌ:ｉｊｏ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



表 ２　 各组细胞凋亡率比较 (ｎ＝ ３ꎬ􀭰ｘ±ｓꎬ％)
组别 凋亡率

正常组 ３.４２±０.４１
高糖组 ５.５４±０.６８ｂ

ＤＯＰ－Ｌ 组 ４.４６±０.１２ｂꎬｄ

ＤＯＰ－Ｍ 组 ３.９４±０.０６ｄ

ＤＯＰ－Ｈ 组 ３.３０±０.０９ｄꎬｆꎬｇ

Ｆ １８.５２１
Ｐ <０.００１

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ 正常组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 高糖组ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ ＤＯＰ－Ｌ 组ꎻ
ｇＰ<０.０５ ｖｓ ＤＯＰ－Ｍ 组ꎮ

　 　 　 　 　 表 ３　 各组线粒体跨膜电位表达 (ｎ＝ ３ꎬ􀭰ｘ±ｓꎬｍＶ)

组别 线粒体跨膜电位

正常组 ４.４８±０.５９
高糖组 ２.７１±０.３４ｂ

ＤＯＰ－Ｌ 组 ３.２２±０.０５ｂ

ＤＯＰ－Ｍ 组 ３.７６±０.０９ｂꎬｄ

ＤＯＰ－Ｈ 组 ４.６２±０.０７ｄꎬｆꎬｈ

Ｆ ２０.６２８
Ｐ <０.００１

注:ｂＰ<０.０１ ｖｓ 正常组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 高糖组ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ ＤＯＰ－Ｌ 组ꎻ
ｈＰ<０.０１ ｖｓ ＤＯＰ－Ｍ 组ꎮ

图 ３　 各组线粒体跨膜电位表达　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ 正常组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 高糖组ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ ＤＯＰ－Ｌ 组ꎻｈＰ<０.０１ ｖｓ ＤＯＰ－Ｍ 组ꎮ

２.４ ｑＲＴ －ＰＣＲ 检测各组周细胞凋亡相关因子 ｍＲＮＡ
表达 　 与 正 常 组 相 比ꎬ 高 糖 组 周 细 胞 Ｃｙｔ Ｃ、 Ｂａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ－９、Ｃａｓｐａｓｅ－３ ｍＲＮＡ 表达显著增加ꎬＢｃｌ－２ ｍＲＮＡ
表达显著降低(均 Ｐ< ０.０１)ꎻ与高糖组相比ꎬＤＯＰ －Ｌ 组
Ｃｙｔ Ｃ、Ｃａｓｐａｓｅ－９、Ｃａｓｐａｓｅ－３ 的 ｍＲＮＡ 表达显著下降(均
Ｐ<０.０１)ꎬＤＯＰ－Ｍ组、ＤＯＰ －Ｈ 组 Ｃｙｔ Ｃ、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ － ９、
Ｃａｓｐａｓｅ－３ ｍＲＮＡ 表达显著降低ꎬＢｃｌ－２ ｍＲＮＡ 表达显著升
高(均 Ｐ<０.０１)ꎮ 同时ꎬＤＯＰ －Ｈ 组对 Ｃｙｔ Ｃ、Ｂｃｌ －２、Ｂａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ－９ 与 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 表达的恢复效果优于 ＤＯＰ－Ｌ 组ꎬ
对 Ｂｃｌ－２、Ｃａｓｐａｓｅ－９ 表达的恢复效果优于 ＤＯＰ－Ｍ 组ꎬ差
异均有统计学意义(均 Ｐ<０.０１)ꎬ见表 ４ꎬ图 ４ꎮ
２.５ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞凋亡相关蛋白相对表达量
与正 常 组 相 比ꎬ 高 糖 组 细 胞 Ｃｙｔ Ｃ、 Ｂａｘ、 Ｃａｓｐａｓｅ － ９、
Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达显著增加ꎬＢｃｌ －２ 蛋白表达显著降低
(均 Ｐ<０.０１)ꎻ与高糖组相比ꎬＤＯＰ－Ｌ 组 Ｃｙｔ Ｃ、Ｃａｓｐａｓｅ－３
蛋白表达显著降低(均 Ｐ<０.０５)ꎬＤＯＰ－Ｍ 组、ＤＯＰ－Ｈ 组细
胞 Ｃｙｔ Ｃ、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ－９、Ｃａｓｐａｓｅ－３ 蛋白表达显著降低ꎬ
Ｂｃｌ－２ 蛋白表达显著增加(均 Ｐ<０.０５)ꎬ同时 ＤＯＰ －Ｈ 组

Ｃｙｔ Ｃ、Ｃａｓｐａｓｅ－９ 蛋白均低于 ＤＯＰ－Ｌ 组(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见
表 ５ꎬ图 ５ꎮ
３讨论

ＤＲ 是糖尿病最常见的微血管并发症之一ꎬ对患者的
视力和生活质量造成严重影响[１０]ꎮ 在高糖环境下ꎬ视网
膜组织会经历一系列病理改变ꎬ包括血－视网膜屏障的破
坏、周细胞凋亡以及新生血管形成ꎮ 这些改变会导致视网
膜缺血缺氧ꎬ进一步刺激新生血管生成和纤维增殖ꎬ最终
可能引起视网膜脱离和失明[１１]ꎮ 目前ꎬ针对 ＤＲ 的有效治
疗方法仍然有限ꎬ而中医药在延缓 ＤＲ 的进展和改善患者
症状方面展现了良好的潜力ꎮ 前期临床研究发现复方石
斛消渴颗粒在改善气阴两虚型 ＤＲ 患者黄斑区血流密度
和提高中医症候疗效方面具有显著作用ꎬ延缓了 ＤＲ 的
发展ꎮ

中医理论中ꎬＤＲ 常以气阴两虚证型为主ꎬ治疗以益
气养阴为基本原则ꎬ辅以清热化瘀和软坚散结ꎮ 近年研究
表明ꎬ中药通过多靶点、多路径的干预能够有效改善 ＤＲ
患者的眼底病变ꎬ减轻疾病带来的痛苦ꎬ从而提高患者的

６５７

国际眼科杂志　 ２０２６ 年 ５ 月　 第 ２６ 卷　 第 ５ 期　 　 ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｉｊｏ.ｃｎ
电话:０２９￣８２２４５１７２　 　 ８５２０５９０６　 电子信箱:ｉｊｏ.２０００＠ １６３.ｃｏｍ



表 ４　 各组周细胞凋亡相关因子 ｍＲＮＡ表达 (􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)
组别 Ｃｙｔ Ｃ Ｂｃｌ－２ Ｂａｘ Ｃａｓｐａｓｅ－９ Ｃａｓｐａｓｅ－３
正常组 １.０８±０.１３ １.００±０.００ １.００±０.００ １.００±０.００ １.００±０.００
高糖组 ４.３８±０.４８ｂ ０.３５±０.１２ｂ ３.５２±０.７７ｂ ４.３５±０.３３ｂ ４.３７±０.５７ｂ

ＤＯＰ－Ｌ 组 １.９１±０.０６ｂꎬｄ ０.４６±０.１２ｂ ２.５９±０.７７ｂ ３.４４±０.３４ｂꎬｄ ３.１２±０.４７ｂꎬｄ

ＤＯＰ－Ｍ 组 １.５８±０.１４ａꎬｄ ０.６２±０.０３ｂꎬｄꎬｅ １.８１±０.４７ｄ ２.５２±０.４３ｂꎬｄꎬｆ １.９９±０.３２ｂꎬｄꎬｆ

ＤＯＰ－Ｈ 组 １.２４±０.１０ｄꎬｆ ０.８３±０.０７ａꎬｄꎬｆꎬｈ １.３２±０.０８ｄꎬｅ １.５７±０.３８ｄꎬｆꎬｈ １.３８±０.０８ｄꎬｆ

Ｆ ９９.２４８ ３１.４８４ １０.８７０ ５０.４６２ ４３.９０７
Ｐ <０.００１ <０.００１ ０.００１２ <０.００１ <０.００１

注:ａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 正常组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 高糖组ꎻｅＰ<０.０５ꎬｆＰ<０.０１ ｖｓ ＤＯＰ－Ｌ 组ꎻｈＰ<０.０１ ｖｓ ＤＯＰ－Ｍ 组ꎮ

图 ４　 ｑＲＴ－ＰＣＲ检测各组细胞凋亡相关因子 ｍＲＮＡ 表达　 ａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 正常组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 高糖组ꎻｅＰ<０.０５ꎬｆＰ<０.０１ ｖｓ
ＤＯＰ－Ｌ 组ꎻｈＰ<０.０１ ｖｓ ＤＯＰ－Ｍ 组ꎮ

表 ５　 各组细胞凋亡相关蛋白相对表达量 (􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)
组别 Ｃｙｔ Ｃ Ｂｃｌ－２ Ｂａｘ Ｃａｓｐａｓｅ－９ Ｃａｓｐａｓｅ－３
正常组 ０.１０±０.０２ ０.６２±０.１４ ０.２６±０.１０ ０.１７±０.０３ ０.１５±０.０５
高糖组 ０.３４±０.０７ｂ ０.２３±０.０９ｂ ０.６７±０.１７ｂ ０.５１±０.１２ｂ ０.５９±０.２２ｂ

ＤＯＰ－Ｌ 组 ０.２２±０.０３ｂꎬｄ ０.３５±０.０６ｂ ０.５２±０.１３ａ ０.４１±０.０８ｂ ０.３７±０.１０ａꎬｃ

ＤＯＰ－Ｍ 组 ０.１７±０.０３ａꎬｄ ０.４１±０.０６ａꎬｃ ０.４３±０.１４ｃ ０.２９±０.０５ｄ ０.２６±０.０５ｄ

ＤＯＰ－Ｈ 组 ０.１２±０.０２ｄꎬｅ ０.５０±０.０６ｄ ０.３３±０.０９ｄ ０.２１±０.０６ｄꎬｆ ０.２２±０.０６ｄ

Ｆ １９.８９８ ８.４７９ ５.０１８ １０.７３９ ６.５９１
Ｐ <０.００１ ０.００３ ０.０１８ ０.００１２ ０.００７３

注:ａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 正常组ꎻｃＰ<０.０５ꎬｄＰ<０.０１ ｖｓ 高糖组ꎻｅＰ<０.０５ꎬｆＰ<０.０１ ｖｓ ＤＯＰ－Ｌ 组ꎮ

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测各组细胞凋亡相关蛋白相对表达量　 ａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 正常组ꎻｃＰ<０.０５ꎬｄＰ<０.０１ ｖｓ 高糖组ꎻｅＰ<０.０５ꎬｆＰ<
０.０１ ｖｓ ＤＯＰ－Ｌ 组ꎮ
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生活质量[１２]ꎮ 铁皮石斛具有益胃生津、滋阴清热的功效ꎬ
其主要活性成分 ＤＯＰ 在抗炎、抗氧化和降血糖方面具有

重要作用[１３]ꎮ 既往研究显示ꎬＤＯＰ 在糖尿病并发症如糖

尿病肾病中的保护作用得到了验证ꎬＤＯＰ 通过降血糖减

缓大鼠纤维化进程进而发挥保护作用[１４]ꎬ并且促进线粒

体自噬减轻高糖诱导的足细胞损伤[１５]ꎮ 值得关注的是ꎬ
ＤＯＰ 在视网膜缺血再灌注模型中表现出有效抑制缺氧 /
复氧诱导的 ＲＣＧ － ５ 细胞凋亡ꎬ减轻其细胞损伤的潜

力[１６]ꎮ 基于这些研究背景ꎬ推测 ＤＯＰ 可能在同属于糖尿

病并发症的 ＤＲ 中发挥作用ꎮ
周细胞是毛细血管壁的重要组成部分ꎬ在血管形态发

生、成熟和稳定性中起关键作用ꎮ 尤其在视网膜中ꎬ周细

胞密度显著高于其他组织ꎬ且其功能障碍与 ＤＲ 的发生密

切相关[１７]ꎮ 本研究中ꎬ通过高糖诱导周细胞模型发现ꎬ高
糖环境下周细胞线粒体明显受损ꎬ细胞凋亡率显著增加ꎬ
这提示周细胞的凋亡是 ＤＲ 发病的重要机制之一ꎮ ＤＯＰ
干预后ꎬ周细胞的结构和功能得到了显著改善ꎬ其凋亡率

明显降低ꎬ表明 ＤＯＰ 具有治疗 ＤＲ 的潜力ꎮ
进一步分析发现ꎬ细胞凋亡过程中线粒体途径起到了

重要作用ꎮ 本研究结果显示ꎬ高糖环境下周细胞中 Ｃｙｔ Ｃ、
Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ－９ 和 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白的表达显著

升高ꎬ而抗凋亡基因 Ｂｃｌ－２ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白的表达显著降

低ꎬ伴随线粒体跨膜电位显著下降ꎬ提示高糖诱导的周细

胞凋亡与线粒体途径密切相关[１８]ꎮ 作为线粒体释放的关

键促凋亡因子ꎬＣｙｔ Ｃ 可引发 Ｃａｓｐａｓｅ 级联反应ꎬ从而导致

细胞凋亡[１９－２０]ꎮ 而 ＤＯＰ 干预能有效逆转上述异常ꎬ通过

稳定线粒体跨膜电位、上调 Ｂｃｌ－２ 表达、抑制 Ｂａｘ 及相关

凋亡蛋白表达ꎬ显著减轻高糖诱导的周细胞凋亡ꎬ这一发

现为阐明 ＤＯＰ 在 ＤＲ 中的保护作用提供了新的实验

依据ꎮ
此外ꎬ本研究还证实了 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ－２ 在高糖诱导的

ＤＲ 模型中的重要作用ꎮ Ｂａｘ 通过促进线粒体膜通透性增

加细胞凋亡ꎬ而 Ｂｃｌ－２ 则通过阻止 Ｂａｘ 寡聚体的形成发挥

抗凋亡作用[２１]ꎮ 有研究表明ꎬＢｃｌ－２ 表达降低和 Ｂａｘ 表达

升高与 ＤＲ 的发展密切相关[２２]ꎮ ＤＯＰ 干预后ꎬ上述基因

及其蛋白水平均趋于正常ꎬ进一步验证了 ＤＯＰ 通过调节

线粒体途径 Ｂａｘ / Ｂｃｌ－２ 平衡抑制周细胞凋亡的作用ꎮ 这

一结果与段天梦等[２３] 关于补阳还五汤在 ＤＲ 中的研究结

果相一致ꎬ均涉及对线粒体通路和凋亡相关蛋白的调节ꎬ
这共同提示ꎬ调控线粒体介导的细胞凋亡可能是中药活性

成分防治微血管病变的共性机制之一ꎮ
本研究聚焦于视网膜中密度最高、对 ＤＲ 发生至关重

要的周细胞ꎬ明确了线粒体途径在其凋亡过程中的核心地

位ꎬ即通过 Ｂａｘ / Ｂｃｌ－２ 平衡打破→线粒体膜电位下降→
Ｃｙｔ Ｃ 释放→Ｃａｓｐａｓｅ－ ９ / Ｃａｓｐａｓｅ － ３ 激活这一经典通路ꎮ
ＤＯＰ 的干预作用针对该通路的多个环节ꎬ体现了中药活

性成分多靶点调控的特点ꎮ
本研究的鲜明特色与创新性在于:(１)研究对象新

颖ꎮ 目前国内外关于 ＤＯＰ 的研究多集中于免疫调节、抗
肿瘤或降血糖等方面ꎬ而聚焦于 ＤＯＰ 对视网膜毛细血管

周细胞的直接保护作用及其具体分子机制的研究尚未见

报道ꎮ 本研究首次系统揭示了 ＤＯＰ 在视网膜微血管单元

关键细胞———周细胞中的抗凋亡效应ꎻ(２)机制研究深

入ꎮ 本研究不仅证实了 ＤＯＰ 对凋亡通路的调控ꎬ更将其

作用精确锚定于线粒体跨膜电位稳定这一上游事件ꎬ为理

解其作用起点提供了更清晰的线索ꎻ(３)与采用多组学技

术揭示石斛多糖通过“肠道－血液－视网膜”轴改善 ２ 型糖

尿病全身及视网膜炎症微环境的研究[２４] 相互呼应、互为

补充ꎮ 该研究侧重于宏观机制和网络调控ꎬ本研究则侧重

于关键靶细胞的微观分子事件ꎬ共同构建了石斛多糖防治

ＤＲ 较为完整的证据链ꎬ系统改善环境＋靶向保护细胞ꎬ体
现了鲜明的中西医结合研究特色和创新性ꎮ 本研究也存

在一定局限性ꎬ机制深度有待拓展ꎬ如 ＤＯＰ 如何具体影响

Ｂａｘ / Ｂｃｌ－２ 的转录或翻译后修饰ꎬ其作用是否与调控特定

的线粒体质量控制(如融合 / 分裂、线粒体自噬)通路有

关ꎬ这些更上游的调控机制有待进一步探究ꎮ
综上所述ꎬＤＯＰ 通过调节线粒体跨膜电位和抑制细

胞凋亡显著改善了高糖诱导的周细胞损伤ꎬ表明其在 ＤＲ
治疗中具有潜在应用价值ꎮ 该研究为 ＤＯＰ 防治 ＤＲ 提供

了科学依据ꎬ也为中药在 ＤＲ 中的临床应用推广奠定了
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