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糖尿病性视网膜病变（Diabetic Retinopathy，DR）是糖尿病

常见的严重并发症之一[1]，其发生机制尚不完全清楚，有报道

称可能与高血糖、组织活性氧（ROS）等因素诱导的炎性因子产

生及其引起血管内皮细胞损伤有关[2-3]。研究证实，抗氧化剂

的应用不仅能抑制氧自由基诱导的细胞凋亡，而且能防止糖

尿病微血管并发症的发生[4]。近年来，中医药治疗DR的研究

取得了一定进展[5]。有报道[6]以贯叶金丝桃为主药制备的复方

槲皮素片，用于糖尿病并发症如糖尿病肾病、DR、糖尿病足及末

梢神经病变等的治疗，疗效显著，但其机制还未阐明。现代药理

学研究表明[7]，贯叶金丝桃提取物可通过抑制终末糖基化产物

（Advanced glycation end-products，AGEs）生成及交联，减少组

织AGEs沉积，阻断或延缓糖尿病相关器官损害过程，减轻实

验性糖尿病大鼠微血管病变，其作用可能与贯叶金丝桃抗氧

化作用有关。金丝桃苷（Hyperoside，HP）是贯叶金丝桃中重要

活性成分，有很强的抗氧化作用，主要表现在清除自由基和降

低脂质过氧化反应两方面，对醛糖还原酶也有较强的抑制活

性，可用于防治糖尿病并发症[8]。因此，笔者通过研究高糖和

氧化损伤下内皮细胞凋亡情况，探讨HP对内皮细胞凋亡及凋

亡基因表达的影响，为HP治疗DR的临床研究及应用提供理

论依据。

1 材料
1.1 仪器

HEPA class100 型 CO2 培 养 箱（美 国 Thermo 公 司）；

U410-86型低温冰箱（英国 New Brubswick Scientific 公司）；

CR21GⅡ型低温高速离心机（日本Hitachi 公司）；PCR System

9700 型 RT-PCR 扩增仪（美国 Applied Biosystems 公司）；

Model680型酶标仪、SmartsperTM核酸蛋白浓度测定仪、蛋白垂

直电泳仪均购自美国 Bio-Rad 公司；IX71型倒置荧光显微镜

（美国Olympus公司）。

1.2 试剂

HP对照品（上海纯优生物技术有限公司，批号：12121403，

纯度≥98％）；RPMI-1640 培养基（美国Hyclone公司）；特级胎

牛血清（FBS，美国Gibco公司）；FITC 标记兔抗羊二抗、羊抗鼠
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摘 要 目的：研究金丝桃苷（HP）对高糖和氧化损伤所致内皮细胞凋亡的影响。方法：体外培养内皮细胞，分为正常细胞、正常

细胞+HP、高糖损伤、高糖+HP、H2O2损伤与H2O2+HP组，采用MTT法测定内皮细胞的活力，并采用RT-qPCR法、Western blot法分

别测定B细胞淋巴瘤/白血病-2基因（Bcl-2）蛋白及其mRNA表达水平，Bcl-2相关X蛋白（Bax）及其mRNA表达水平。结果：与各

自损伤组比较，高糖+HP、H2O2+HP组内皮细胞损伤程度显著减轻（P＜0.01），高糖+HP、H2O2+HP组内皮细胞Bcl-2 mRNA和蛋白

表达显著增强（P＜0.01），Bax mRNA和蛋白表达显著减弱（P＜0.01）。结论：HP通过抑制Bax的表达，上调Bcl-2的表达而拮抗高

糖、氧化损伤导致的内皮细胞凋亡，对糖尿病性视网膜病变血管内皮细胞具有一定的保护作用。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of hyperoside（HP）on the apoptosis of endothelial cells due to high glucose and

oxidative damage. METHODS：Endothelial cells were cultured in vitro and divided into normal cells，normal+HP，high glucose in-

jury，high glucose+HP，H2O2 injury and H2O2 injury +HP groups. MTT assay was used to determine the activity of endothelial

cells，and RT-qPCR method and Western blot assay were adopted to detect mRNA and protein expression of Bcl-2 and Bcl-2 relat-

ed X protein（Bax）. RESULTS：Compared with injury group，the injury of endothelial cells relieved significantly in high glucose+

HP group and H2O2 injury +HP group（P＜0.01）. mRNA and protein expression of Bcl-2 increased significantly in high glucose+HP

group and H2O2 injury +HP group（P＜0.01），while the mRNA and protein expression of Bax decreased significantly（P＜0.01）.

CONCLUSION：By inhibiting the expression of Bax and up-regulating the expression of Bcl-2 ，HP can antagonize apoptosis of en-

dothelial cells due to high glucose or oxidative damage. HP has a protective effect on DR vascular endothelial cells.
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二抗（北京中杉金桥生物技术有限公司）；牛血液白蛋白（BSA）

B细胞淋巴瘤/白血病-2基因（Bcl-2）单克隆抗体、Bcl-2相关X

蛋白（Bax）单克隆抗体、FoctorⅧ多克隆抗体、CD31多克隆抗

体（PECAM-1）均购自美国Santa Cruz公司；RNA PCR KIT逆

转录试剂盒[宝生物工程（大连）有限公司]。

1.3 细胞

内皮细胞购自美国Atcc公司。

2 方法
2.1 内皮细胞的培养和鉴定

内皮细胞的培养：将内皮细胞接种于 0.5％明胶包被的

T25培养瓶中，置于5％CO2、37 ℃下完全饱和湿度的培养箱内

培养。24 h后观察细胞贴壁情况，换液去除部分不贴壁细胞，

重新悬浮细胞并计数，调整细胞分子浓度至 5×105 ml－1，48 h

再次换液，荧光显微镜下观察，并记录细胞生长情况。

内皮细胞的鉴定：将培养的细胞接种于放有载玻片的培

养皿中，至细胞爬满载玻片 90％时弃培养液，PBS 清洗 3遍，

4％多聚甲醛室温固定 1 h，PBS清洗 3遍，加封闭液（含 0.1％

Triton X-100、0.05％吐温 20和 1％BSA）孵育 2 h，分别加 50 μl

羊抗大鼠FoctorⅧ多克隆抗体（1 ∶ 100，V/V）和羊抗大鼠 CD31

多克隆抗体（1 ∶ 100，V/V），阴性对照以 PBS 代替一抗，4 ℃过

夜，PBS 清洗 3 遍，加 FITC 标记的兔抗羊二抗（1 ∶ 50，V/V），

37 ℃孵育1 h，封片后荧光显微镜下观察。

2.2 细胞处理与分组

将培养的细胞接种于25 cm2培养瓶中，待细胞生长至单层

汇合时，分别加入高糖（50 mg/ml）5 ml或H2O2（100 µmol/L）5

ml孵育24 h，而后加入HP（20 µg/ml）5 ml，于24、48、72 h收集

样品待用。试验分为6组，即正常细胞、正常细胞+HP、高糖损

伤、高糖+HP、H2O2损伤、H2O2+HP组。

2.3 MTT法测定内皮细胞的活力

用含10％胎牛血清培养液配成单个细胞悬液，以每孔5 000

个细胞的细胞分子浓度接种到96孔板，每孔体积200 μl，边缘

孔用 PBS 填充。自第 2天起，各组细胞每孔加 MTT 溶液（用

PBS制备，质量浓度为 5 mg/ml，pH7.4）20 μl，继续孵育 4 h，终

止培养，小心吸弃孔内培养上清液。每孔加二甲基亚砜

（DMSO）150 μl，在酶标仪上振荡10 min，使蓝紫色结晶物充分

溶解。于490 nm波长处测定各孔吸光度（OD）值。

2.4 RT-qPCR法检测Bax、Bcl-2mRNA的表达

采用Trizol试剂一步法提取内皮细胞总RNA，分光光度计

测定 RNA 浓度，逆转录为 cDNA 后进行定量 PCR。Bcl-2引

物：上游引物：5′-CGCGACTTTGCAGAGATGTCC-3′，下游引

物 ：5′-CCATCCCTGAAGAGTTCCTCC-3′（扩 增 长 度 为 95

bp）。 Bax 引物：上游引物：5′-AAGAAGCT GAGCGAGT-

GTCTC-3′，下游引物：5′-GGAGTCTGTATCCACATCAGC-3′

（扩增长度为 101 bp）。GAPDH 上游引物：5′-TCAAGGCT-

GAGAATGGGAAGC-3′，下游引物：5′-CTTCTCCATGGTG-

GTGAAGAC-3′（扩增长度为 143 bp）。PCR 反应体系（SYBR

Green 5 μl，上游引物 0.5 μl，下游引物 0.5 μl，dNTP0.5 μl ，Taq

聚合酶 1 μl，cDNA2.5 μl，ddH2O 15 μl），将配制好的PCR反应

溶液置于RT-PCR仪上进行PCR扩增反应。反应条件：93 ℃2

min预变性，然后 93 ℃ 1 min，55 ℃1 min，72 ℃1 min，40个循

环，72 ℃延伸7 min。

2.5 Western blot法检测Bax、Bcl-2蛋白的表达

收集已处理好的各试验组的细胞样品，离心收集细胞沉

淀于1.5 ml离心管中，PBS洗涤2次，加入100 μl细胞裂解液，

用加样枪反复吹打，冰上孵育 30 min，4 ℃，20 000 r/min离心

30 min后，取上清液，－20 ℃保存，待用。BCA法测定蛋白样

品浓度，每个样品上样量为 20 µg，分离胶质量分数为 8％

（pH8.8），浓缩胶质量分数为 5％（pH6.8），蛋白行聚丙烯酰氨

凝酸（SDS-PAGE）电泳后转移至聚偏二氟乙烯（PVDF）膜，将

PVDF膜于5％脱脂奶粉4 ℃封闭过夜，加入Bcl-2和Bax抗体

（1 ∶800，V/V）37 ℃摇床孵育4 h，TBST洗涤3次，加入羊抗鼠二

抗（1 ∶2 000，V/V）37 ℃摇床孵育2 h，常规洗膜化学发光试剂显

色。以甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）作为内参照，用Quantity

One4.4.0定量分析系统对胶片扫描并进行相对浓度测定。

2.6 统计学方法

采用SPSS13.0统计软件统计分析，数据以x±s表示，MTT

法采用重复测量方差分析；Bax、Bcl-2蛋白及其mRNA的表达

的测定采用单因素方差分析，两两比较采用LSD法。P＜0.05

为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 内皮细胞的鉴定

取内皮细胞传代培养，细胞接种24 h后，倒置荧光镜下可

见细胞贴壁良好，呈单层铺路石状融合生长，边界清晰，胞浆

丰富。CD31是内皮细胞特异的标记物，血管内皮细胞生长因

子受体（VEGFR）-2是内皮细胞主要的功能受体，若二者同时

表达可以确定细胞为内皮细胞。经免疫荧光鉴定，内皮细胞

表达了标记特异性的抗原分子CD31和VEGFR-2，这从功能上

证明内皮细胞能表达其特异性标记分子，说明细胞状态良

好。内皮细胞及其免疫荧光染色见图1。

3.2 MTT法检测内皮细胞的活力

与正常细胞组比较，高糖损伤与H2O2损伤组OD值在24、

48、72 h显著降低（P＜0.01）；与高糖损伤组比较，高糖+HP组

图1 内皮细胞（200×）及其免疫荧光染色（200×）
a.内皮细胞形态；b.内皮细胞的 CD31免疫荧光染色；c.内皮细胞的

Foctor Ⅷ免疫荧光染色

Fig 1 Endothelial cells（200×）and immunofluorescence stai-

ning（200×）
a.endothelial cell morphology；b. CD31 immunofluorescent staining of

endothelial cell；c.foctor Ⅷ immunofluorescent staining of endothelial

cell
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OD值在24、48、72 h显著升高（P＜0.01）；与H2O2损伤组比较，

H2O2+HP组OD值在24、48、72 h显著升高（P＜0.01）。MTT法

检测内皮细胞的OD值见表1。

表1 MTT法检测内皮细胞OD值

Tab 1 The value of OD on endothelial cells by MTT assay

组别

正常细胞组
正常细胞+HP组
高糖损伤组
高糖+HP组
H2O2损伤组
H2O2+HP组

OD值
24 h

0.50±0.01

0.51±0.01

0.32±0.02＊

0.48±0.02#

0.34±0.03＊

0.47±0.01△

48 h

0.54±0.02

0.58±0.00

0.25±0.01＊

0.54±0.11#

0.25±0.04＊

0.46±0.01△

72 h

0.48±0.02

0.51±0.01

0.17±0.05＊

0.43±0.02#

0.19±0.04＊

0.42±0.03△

与正常细胞组比较：＊P＜0.01；与高糖损伤组比较：#P＜0.01；与

H2O2损伤组比较：ΔP＜0.01

vs.normal cell group：＊P＜0.01；vs. high glucose injury group：#P＜

0.01；vs. H2O2 injury group：ΔP＜0.01

3.3 HP对Bcl-2、Bax mRNA表达的影响

与正常细胞组比较，高糖损伤与H2O2损伤组Bcl-2 mRNA

表达显著减弱，Bax mRNA表达显著增强（P＜0.01）；与高糖损

伤组比较，高糖+HP组Bcl-2 mRNA表达显著增强，Bax mRNA

表达显著减弱（P＜0.01）；与 H2O2损伤组比较，H2O2+HP 组

Bcl-2 mRNA 表达显著增强，Bax mRNA 表达显著减弱（P＜

0.01）。内皮细胞Bcl-2 mRNA、Bax mRNA的表达见表2。

表2 内皮细胞Bcl-2、Bax mRNA的表达

Tab 2 mRNA expression of Bcl-2 and Bax in endothelial cell

组别
正常细胞组
正常细胞+HP组
高糖损伤组
高糖+HP组
H2O2损伤组
H2O2+HP组

Bcl-2

1.00±0.00

1.04±0.07

0.00±0.00＊

0.36±0.01#

0.00±0.00＊

0.17±0.03△

Bax

1.00±0.00

8.58±3.82

8 377.78±1 358.23＊

146.73±31.24#

4 202.61±1 034.36＊

78.62±6.56△

与正常细胞组比较：＊P＜0.01；与高糖损伤组比较：#P＜0.01；与

H2O2损伤组比较：ΔP＜0.01

vs.normal cell group：＊P＜0.01；vs. high glucose injury group：#P＜

0.01；vs. H2O2 injury group：ΔP＜0.01

3.4 HP对Bcl-2、Bax蛋白表达的影响

与正常细胞组比较，高糖损伤与H2O2损伤组Bcl-2 蛋白表

达显著减弱，Bax蛋白表达显著增强（P＜0.01）；与高糖损伤组

比较，高糖+HP组Bcl-2蛋白表达显著增强，Bax蛋白表达显著

减弱（P＜0.01）；与H2O2损伤组比较，H2O2+HP组Bcl-2蛋白表

达显著增强，Bax 蛋白表达显著减弱（P＜0.01）。内皮细胞

Bcl-2、Bax 蛋白的表达见图2。

4 讨论
血糖增加直接引起视网膜毛细血管周细胞内葡萄糖水平

升高，非酶糖基化和多元醇代谢增加导致过量氧自由基形成，

氧化应激造成的血管内皮细胞凋亡是DR发生的主要机制之

一[9-10]。本研究通过高糖和氧化损伤模拟糖尿病导致的视网膜

内皮细胞的损伤，考察 HP 对 DR 血管内皮细胞的保护作用。

结果表明，HP能够显著拮抗高糖和氧化导致的内皮细胞损伤，

减少内皮细胞凋亡，与各损伤组比较有显著性差异（P＜0.01），

且高糖+HP组可恢复至正常细胞组水平，这种保护作用具一

定的时间依赖性。

细胞凋亡是细胞在一系列内源性基因的调控下发生的自

然或生理性死亡的过程。Bcl-2基因家族是主要的凋亡调控蛋

白，Bcl-2抗凋亡的机制主要有：（1）直接抗氧化作用；（2）维持

细胞钙稳态；（3）抑制半胱氨酸蛋白酶（Caspases）的激活；（4）

抑制线粒体释放促凋亡的蛋白质，如细胞色素C和凋亡诱导因

子（AIF）的释放；（5）抑制促凋亡蛋白 Bax、Bak 的细胞毒作

用。Bax 是拮抗 Bcl-2的促凋亡基因，与 Bcl-2有同源序列。

Bcl-2 高表达时，可形成 Bcl-2/Bcl-2 同源二聚体，也可形成

Bcl-2/Bax 异源二聚体，均抑制凋亡；Bax 高表达时，则形成

Bax/Bax 同源二聚体，促进细胞凋亡 [11-12]。高糖与 AGEs 都能

够诱导视网膜毛细血管周细胞内 Bax 基因的高表达与 Bcl-2

基因的表达降低 [13-14]。视网膜毛细血管周细胞内Bax基因高

表达与Bcl-2基因的表达降低引起了Bcl-2家族促进和抑制凋

亡基因间作用的失衡，最后导致了凋亡的发生[15-16]。

本研究与文献报道结果一致，在高糖、氧化损伤的情况

下，内皮细胞出现凋亡，且抑制凋亡基因Bcl-2表达大幅降低

（P＜0.01），促进凋亡基因 Bax 表达显著增加（P＜0.01）。HP

能够显著增加DR损伤血管内皮细胞Bcl-2的mRNA和蛋白表

达（P＜0.01），显著减少 DR 损伤血管内皮细胞 Bax 的 mRNA

和蛋白表达（P＜0.01）。

本研究结果表明，HP通过抑制Bax的表达，上调Bcl-2的

表达而拮抗高糖、氧化损伤导致的内皮细胞凋亡，对DR血管

内皮细胞具有一定的保护作用，这可为临床研究HP对DR的

疗效提供一定依据，也可为HP的进一步应用提供理论依据。
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黑面神水提物抗皮肤Ⅰ型超敏反应的研究Δ
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摘 要 目的：研究黑面神水提物抗皮肤 I型超敏反应的药理作用。方法：内源性组胺和外源性组胺实验均分为空白对照（等容

蒸馏水）、扑尔敏（4 mg/kg）与黑面神水提物高、中、低剂量（18、9、4.5 g/kg）组，灌胃给药，每天1次，连续5 d。末次给药1 h后尾静

脉注射0.025％低分子右旋糖酐-40（1.25 mg/kg）诱发小鼠阵发性皮肤瘙痒模型，记录小鼠30 min内皮肤瘙痒发作次数与时间；末

次给药1 h后于小鼠腹部正中脱毛皮肤处皮内注射0.1％磷酸组胺（0.1 ml/10 g），观察毛细血管通透性。结果：与空白对照组比较，

黑面神水提物高、中、低剂量组小鼠30 min内瘙痒发作次数显著减少，瘙痒持续时间显著缩短，毛细血管通透性显著降低（P＜0.01

或P＜0.05）。结论：黑面神水提物可通过抑制组胺的释放发挥抗皮肤 I型超敏反应作用。

关键词 黑面神；水提物；I型超敏反应；组胺

Experimental Study on Antagonizing TypeⅠHypersensitivity Effect of Water-extract of Breynia fruticosa
PENG Wei-wen，DAI Wei-bo，MEI Quan-xi，GAO Yu-qiao，LIN Hui，HU Ying，ZHANG Wen-xia（The Affiliated
Zhongshan Municipal TCM Hospital of Guangzhou University of TCM，Guangdong Zhongshan 528401，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the pharmacological effect of water-extract of Breynia fruticosa antagonizing type I hy-

persensitivity. METHODS：Endogenous and exogenous histamine experiments were divided into blank control（constant volume of

distilled water），chlorphenamine maleate（4 mg/kg），water-extract of B. fruticosa high-dose，medium-dose and low-dose（18，9，

4.5 g/kg）groups. They were given medicine intragastrically once a day for consecutive 5 days. Paroxysmal skin pruritus mice mod-

el was induced by injecting with 0.025％ low molecular dextran（1.25 mg/kg）via tail vein 1 h after last medication. The frequency

and time of paroxysmal skin pruritus attack were recorded within 30 min. 1 h after last medication，0.1％ histamine phosphate（0.1

ml/10 g）was injected intracutaneously on wound surface of abdominal middle region in mice. The permeability of capillary vessel

was observed. RESULTS：Compare with blank control group，the frequency and duration of paroxysmal skin pruritus attack were

decreased significantly，while the permeability of capillary vessel was decreased apparently in water-extract of B. fruticosa

high-dose，medium-dose and low-dose groups（P＜0.01 or P＜0.05）. CONCLUSIONS：The water-extract of B. fruticosa could re-

strain type I hypersensitivity by suppressing release of histamine.

KEY WORDS Breynia fruticosa；Water extract；TypeⅠhypersensitivity；Histamine
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