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原花青素对高糖环境下人视网膜内皮细胞增殖及
VEGF 表达的影响
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摘　 要:　 探索原花青素(PC)对体外高糖环境下培养的人视网膜血管内皮细胞(HRCECs)增殖及其 VEGF 表

达的影响。 利用 MTT 比色法检测 HRCECs 增殖;蛋白质免疫印迹法测定 VEGF 表达。 结果显示:与低糖组比较,高
糖组 HRCECs 数量明显增多,表达量升高;不同浓度原花青素(200,400,600,800 μg / mL)可抑制高糖组 HRCECs 的

增殖,高糖组 VEGF 表达并存在浓度和时间依赖性。 与低糖组比较,高糖组 HRCECs VEGF。 结果表明,原花青素可

抑制高糖诱导的体外培养的 HRCECs 增殖。
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Effects of proanthocyanidin on human retinal capillary endothelial cells
proliferation and VEGF expression in high glucose environment
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Abstract:　 To explore the effect of proanthocyanidins on proliferation and VEGF expression of human retinal vascular
endothelial cells cultured in high glucose environment. The proliferation of HRCECs was detected by MTT colorimetric
assay and the expression of VEGF was detected by immunoblotting. The results show that compared with the low glucose
group, the number of HRCECs in the high glucose group was significantly increased. Different concentrations of proanthocy-
anidins (200,400,600,800 μg / mL) could inhibit the proliferation of HRCECs and the expression of VEGF in the high glu-
cose group in a concentration and time dependent manner. The results showed that proanthocyanidins could inhibit the pro-
liferation of HRCECs induced by high glucose in vitro.
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　 　 糖尿病是一种常见的慢性病,成人患病率为

8. 5% ,糖尿病视网膜病变(diabetic retinopathy,DR)
为常见并发症之一,约 35% 的糖尿病患者受其影

响,7%的患者视力受到威胁[1]。 DR 历来被视为视

网膜血管病变,一系列的病理变化不仅对视网膜造

成影响,还会导致血管的损伤。 除了视网膜前出

血、视网膜新生血管、玻璃体积血、视网膜脱离等,
糖尿病黄斑水肿(DME)也是糖尿病视网膜病变的

一种并发症,它的特点是血管通透性增加,以及液

体渗出血管导致视网膜细胞外液的异常积聚,从而

可能导致失明[2]。 原花青素(procyanidin,PC)是饮

食中主要的多酚类物质,具有血管舒张、抗氧化、改
善内皮功能、抗炎等多种作用[3]。 同时,原花青素

可抑制血管内皮生长因子 ( Vascular endogrowth
factor, VEGF)信号传导[4],而 VEGF 可刺激血管生

成,在胚胎发育和组织损伤修复过程中,对促进新

生血管的形成起着至关重要的作用。 在糖尿病患

者中,升高的血糖水平会导致许多生化途径的异常

调节,最终导致视网膜组织产生超氧化物和氧化应
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激的负担。 由于线粒体功能障碍、炎症和缺氧驱动

的 VEGF 分泌导致血管和神经细胞凋亡、新生血管

和血管通透性升高[5],从而导致 DR 相关并发症。
适当使用眼内给药抗血管内皮生长因子 ( Anti-
VEGF)可治疗及预防视力损害性糖尿病视网膜病

变,尤其是糖尿病黄斑水肿 ( DME) [6],因此,抗

VEGF 药物可降低 DR 失明的发生率,其长期疗效和

安全性已在众多随机试验中得到证实[7]。 依据原

花青素相关特性及 DR 发病机制,本实验从建立体

外模型来探讨原花青素对体外培养的人视网膜血

管内皮细胞的影响出发探究其对治疗 DR 的药用

价值。

1　 材料与方法

1. 1　 主要试剂

胎牛血清购自 sigma 公司;原花青素购自株洲

远成合中科技发展公司;兔抗人 VEGF 抗体、 β-
Actin 抗体、兔抗人 vWF、兔抗山羊 Alexa-fluor 购自

Proteintech 公司;胰蛋白酶购自美国 sigma 公司;高
糖培养液(High glucose DMEM)购自 Gibco 公司;噻
唑蓝(MTT)和二甲基亚砜(DMSO)购自 Solarbio 公

司;RIPA 裂解液购自碧云天生物有限公司;SDS 和

5×SDS 上样缓冲液购自上海生工生物工程有限公

司;第Ⅷ因子相关抗原抗体购自 Proteintech 公司;
PVDF 膜购自北京利科生化科贸有限公司。
1. 2　 方法

1. 2. 1 　 HRCECs 的培养　 无菌手术室获得人角膜

移植术后供体眼球,沿赤道部平行剪开眼球,在显

微镜下,使用显微器械钝性剥取视网膜神经层,经
消化、剪碎、匀浆后,滤网过滤,终止消化并离心,收
集细胞,加入细胞培养液(加入了 10% 胎牛血清、
100 u / mL 青霉素、50 u / mL 庆大霉素)混匀,接种于

培养瓶内,将其置于 5% CO2、37 ℃培养箱内培养细

胞,根据细胞生长情况予以换液,约 1 ~ 2 天换液 1
次。 注意观察视网膜微血管内皮细胞是否呈梭形

贴壁生长,培养瓶中的原代细胞贴壁面积大于 80%
时予以传代培养。
1. 2. 2 　 HRCECs 的鉴定　 使用倒置相差显微镜观

察 HRCECs 的生长特性以及形态特征,将生长状态

良好的细胞加入培养液制成浓度约 4. 5×104 个 / mL
的细胞悬液,将无菌盖玻片置于 24 孔板内,每孔接

种 1 mL,置培养箱中培养。 待细胞爬满玻片后 PBS
漂洗细胞 2 遍,加入 4% 多聚甲醛固定 30 min,PBS
漂洗 3 遍后加入第Ⅷ因子相关抗原抗体,置于 4 ℃

环境下过夜,重复上述漂洗步骤,滴入二抗混合液

后漂洗封片,显微镜下观察其表达并采集图像。
1. 2. 3　 实验分组　 本实验分组为以下六组:TL 组:
低糖对照组(葡萄糖浓度为 1 g / L);TH 组:高糖对

照组(葡萄糖浓度为 4. 5 g / L);T1 组:高糖+200 μg /
mL 的原花青素组;T2 组:高糖+400 μg / mL 的原花

青素组;T3 组:高糖+600 μg / mL 的原花青素组;T4
组:高糖+800 μg / mL 的原花青素组。
1. 2. 4　 MTT 法检测 HRCECs 增殖　 取培养良好的

细胞,弃去上清液后分别加入 1 mL 高糖培养液及 1
mL 低糖培养液,制成细胞悬液;将其接种于 96 孔

板,每孔 200 μL,约有细胞 5×103 个;本实验共有 6
个分组,每组设置 5 个复孔,96 孔板的边缘孔只加

入培养液作为空白对照以便调零及预防蒸发。 待

细胞贴壁时弃去培养液,将配制好的原花青素母液

用高糖培养液稀释成所需浓度,按实验分组加药:
TL 组每孔加入 200 μL 低糖培养液;TH 组每孔加入

200 μL 高糖培养液;T1-T4 组按照用高糖培养液稀

释好的原花青素浓度分别为(200、400、600、800 μg /
mL)加入 96 孔板,每孔 200 μL。 将其继续分别培养

至 24 h、48 h、72 h。 再向每孔加入 20 μL 的 MTT 粉

剂溶液,继续培养 4 h;将培养液吸除后用 PBS 洗涤

3 次,再向每孔加入 20 μL 的 DMSO 溶液,振荡 10
min 至其蓝紫色结晶溶解;96 孔板放入酶联免疫监

测仪,选择波长为 490 nm,记录结果后依据公式计

算:细胞存活率=实验组(T1-T4 组)平均 OD 值 /对
照组(TL、TH 组)平均 OD 值×100% ;细胞抑制率 =
(1-实验组 OD 值 /对照组 OD 值) ×100% 。 以上全

部步骤重复三次计算最终结果。
1. 2. 5 　 蛋白质免疫印迹法 (Western Blot) 检测

HRCECs 的 VEGF 表达 　 按照细胞传代方法,将离

心后的细胞弃去上清液后分别用高糖培养液及低

糖培养液制备成浓度为 4. 5 ×104 个 / mL 的细胞悬

液,接种于 6 孔板,每孔 2 mL,培养至细胞贴壁。 TL
组只加入低糖培养液;TH 组只加入高糖培养液;T1-
T4 组按照原花青素浓度分别为(200、400、600、800
μg / mL)加入高糖培养液,每组 2 个复孔。 分别培养

至 24 h、48 h、72 h 后取出用于提取蛋白。 将蛋白样

品按分组顺序自凝胶凹槽的一侧加入,每孔 20 μL,
第一孔加入 5 μL mark 及 15 μL 溴酚蓝作为标记,
以 80 V 电压电泳约 30 min 至 mark 红色标记线出

现,再将电压加大至 150 V 电泳 30 min 至标记线到

达凝胶下缘或者以蛋白分子量相对应位置为标准

后转膜。 将转膜后的 PVDF 膜正面朝上置于 TBST
溶液中清洗数秒,再放入含 5% 脱脂牛奶的 TBS 液
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体的容器中,低速摇晃 2 小时;取出 PVDF 膜吸净液

体,表面滴满一抗放置 4 ℃冰箱中孵育,第二天取出

放入 TBS 于摇床上清洗 3 次,每次 10 min;再次取出

吸净后加入二抗于室温下孵育 1 小时。 孵育好二抗

的 PVDF 膜用 TBS 清洗 3 次,每次 10 min,在避光条

件下将其放入事先准备好的显影液中,打开 Image
lab 软件,放置凝胶、显影,保存图片。
1. 3　 统计学处理

使用 SPSS 22. 0 系统进行统计分析,本实验数

据以 x±s 表示,以 P<0. 05 代表差异有统计学意义,
利用 LSD 方法比较组间均数、单因素方差分析

(One-way ANOVA)比较多组间均数。

2　 结　 　 果

2. 1　 HRCECs 的培养和鉴定

原代 HRCECs 在 5%CO2、37℃环境的培养箱内

培养一至两天后见细胞开始贴壁生长,在倒置显微

镜下可见其为扁平梭状,其中混有多种杂质细胞,
根据细胞生长状态予以换液,待细胞培养一至两周

时,杂质细胞已明显减少,HRCECs 呈铺路石样铺满

培养皿底部(图 1),并出现细胞接触抑制现象。 将

原代 HRCECs 予以 1:2 比例规律开始传代,约 1 ~ 2
天予以换液,取对数生长期细胞用于实验。 利用荧

光素标记的第Ⅷ因子相关抗原抗体孵育后的人视

网膜血管内皮细胞的包浆中可见黄绿色荧光,黑绿

色的为胞核,细胞轮廓清楚(图 2)。 此现象表示体

外培育 HRCECs 成功。

图 1　 HRCECs 培养至 14 天(200×)

2. 2　 HRCECs 增殖

将 HRECEs 细胞接种于 96 孔板培养,高糖组与

图 2　 HRCECs 免疫荧光鉴定(100×)

对照组(低糖组)之间比较,同一培养时间段,低糖

组 HRCECs 数量都小于高糖组,其详细吸光度值见

(表 1. 1);HRCECs 经过 24 h、48 h、72 h 培养后,不
同浓度原花青素(200、400、600、800 μg / mL) +高糖

组不同组别之间两两比较,随着原花青素浓度升高

对 HRCECs 细胞抑制率增加,结果具有显著性差异

(P<0. 05);且受同一浓度的原花青素干预培养的

HRCECs,其细胞抑制率随着药物干预时间的增加

而升高,其详细吸光度值及细胞抑制率见(表 1)。

表 1　 不同浓度的 PC 对体外高糖环境下培养的

HRCECs 增殖的影响 (n=5)

组别
A490 值

24 h 48 h 72 h

TL 组 0. 4038±0. 141 0. 4286±0. 004 0. 4576±0. 007

TH 组 0. 6274±0. 009a 0. 6598±0. 004a 0. 6934±0. 006a

T1 组 0. 5798±0. 007b 0. 5498±0. 004b 0. 5244±0. 007b

T2 组 0. 4828±0. 013b 0. 4386±0. 002b 0. 4062±0. 009b

T3 组 0. 4290±0. 062b 0. 4014±0. 005b 0. 3602±0. 006b

T4 组 0. 3965±0. 004b 0. 3688±0. 003b 0. 3114±0. 006b

　 　 与 TL 组比较,aP<0. 05;与 TH 组比较,bP<0. 05

2. 3 　 不同浓度 PC 对体外高糖环境下培养的

HRCECs 中 VEGF 表达的影响

应用蛋白质免疫印迹法(Western Blot)检测本

实验不同分组 HRCECs 中 VEGF 的表达情况:1)
HRCECs 经过同一时间培养后,高糖组 HRCECs 中

VEGF 的表达量都高于低糖组,其蛋白条带灰度值

数据分析结果具有显著差异,有统计学意义(P <
0. 05);2)HRCECs 在同一培养时间下,不同浓度原

花青素(200、400、600、800 μg / mL) +高糖组不同浓
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度分组间两两比较,HRCECs 中 VEGF 的表达量随

着原花青素浓度升高而降低,结果具有显著性差异

(P<0. 05),且受同一浓度的原花青素干预培养的

HRCECs,其 VEGF 的表达量随着药物干预时间的增

加而降低。 (图 3 ~ 5,表 2)

图 3　 不同浓度 PC 对高糖环境下培养 24 小时

HRCECs 中 VEGF 表达

图 4　 不同浓度 PC 对高糖环境下培养 48 小时

HRCECs 中 VEGF 表达

图 5　 不同浓度 PC 对高糖环境下培养 72 小时

HRCECs 中 VEGF 蛋白表达

表 2　 原花青素对分别在 24、48、72 小时下体外培养的

HRCECs 中的 VEGF 表达 (n=5)

组别
VEGF 的相对灰度值

24 h 48 h 72 h

TL 0. 315±0. 003 0. 321±0. 001 0. 335±0. 002

TH 0. 718±0. 006a 0. 818±0. 005a 0. 891±0. 010a

T1 0. 694±0. 004b 0. 643±0. 003b 0. 588±0. 006b

T2 0. 662±0. 003b 0. 570±0. 009b 0. 489±0. 008b

T3 0. 418±0. 007b 0. 355±0. 004b 0. 276±0. 003b

T4 0. 346±0. 020b 0. 264±0. 004b 0. 185±0. 001b

　 　 与 TL 组比较,aP<0. 05;与 TH 组比较,bP<0. 05

3　 讨　 　 论

DR 的发病机制尚未完全清楚,高血糖是始动

及基础因素,近年来,随着分子生物学的研究进展,
发现 DR 的发生发展受多种信号介导,如氧化应激

反应增强、线粒体活性氧增多、蛋白激酶 C 的激活、

多元醇通路的过度激活、细胞因子的表达增加等。
其中 VEGF 是高度有效的促血管生成细胞因子,
VEGF 的表达上调,可诱导新生血管形成并增加血

管的通透性,导致视网膜出血、渗出、及新生血管的

形成等病理生理改变,其在 DR 的发生发展过程中

有着极其重要的作用。 据统计,如果不治疗增殖性

糖尿病视网膜病变(PDR),50%的患者将在确诊后

5 年内失明[8]。 因此,对 PDR 的治疗显得尤为重

要。 抗 VEGF 药物目前是治疗 DR 并发症 DME 及

促进眼底新生血管消退的标准药物[9],可以抑制血

管内皮生长因子(VEGF)的信号传导[4],诱导血管

内皮细胞凋亡。 本研究利用 PC 干预体外建立高糖

环境下人视网膜内皮细胞培养过程,观察其可能对

DR 的治疗效果。
高糖环境下,机体的氧化-抗氧化系统平衡会被

打破,产生过量的活性氧(ROS),导致细胞毒性和

氧化应激[10],从而破坏视网膜细胞正常生理功能。
氧化应激在糖尿病视网膜病变的发生发展中起着

核心作用,在许多与糖尿病视网膜病变发展相关的

异常中,氧化应激处于中心位置[11]。 糖尿病患者视

网膜中的 ROS 增加刺激促炎细胞因子的释放,促进

涉及多种信号通路的慢性低级别炎症,同时导致视

网膜内皮细胞损伤,微血管通透性增加,炎症部位

炎症细胞的聚集,这些炎症细胞与内皮细胞和视网

膜上的其他常驻细胞之间发生异常的相互作用,通
过细胞间分子信号传导造成视网膜血管结构损害

并触发血管生成[12];而 PC 可以通过减少 ROS 的过

度生成,抑制高糖诱导的血管平滑肌细胞生长[13],
具有良好的体外抗氧化和抗炎活性。 研究发现 PC
能直接抑制血管生长因子受体-2 激酶的活性及内

皮细胞中血管生长因子受体 /细胞分裂素活化蛋白

激酶介导的信号通路途径,继而抑制血管内皮细胞

增殖和迁移及血管的出芽。 NF-κB 信号通路存在于

多细胞分化和增殖的过程中,PC 通过下调 NF-κB
的表达水平,抑制 NF-κB 信号通路的激活继而抑制

细胞的增殖[14]。 本研究随着原花青素浓度升高对

HRCECs 细胞抑制率增加;且受同一浓度的原花青

素干预培养的 HRCECs,其细胞抑制率随着药物干

预时间的增加而升高。 这提示 PC 对于体外高糖模

型下培养的 HRCECs 增殖有抑制作用,且呈时间-浓
度依赖性。

另一方面,VEGF 的高表达被认为是参与视网

膜损伤的主要标志物。 本实验中,在高糖环境下,
HRCECs 中 VEGF 表达对比低糖环境明显增加,这
与报道的在 PDR 中,高血糖引起的 VEGF 水平升高
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致使异常新生血管生成而成为视力下降的一个主

要因素相一致[15],除了促进血管生成,VEGF 可能

还参与神经元损害[16],进一步危害 DR 患者的视

力。 因此,VEGF 是治疗 DR 大多数药理干预的靶

点[17]。 本实验结果表明,HRCECs 在同一培养时间

下,VEGF 的表达量随着原花青素浓度升高而降低,
且受同一浓度的原花青素干预培养的 HRCECs,其
VEGF 的表达量随着药物干预的时间的增加而降

低。 说明 PC 可以抑制高糖诱导的 VEGF 的表达,
可能作为一种抗 VEGF 药物参与 DR 的治疗。
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