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摘要： 目的　 探讨异甘草素通过调节 ＶＥＧＦＡ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路抑制高糖诱导的 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞增殖、 迁移。 方法　 异甘草素

（３０、 ６０、 １２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞 ２４ ｈ 后， 加入 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖 ２４ ｈ； 将 ｓｉ⁃ｃｏｎ、 ｓｉ⁃ＶＥＧＦＡ 质粒转染至

ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞， 加入 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖 ２４ ｈ； 异甘草素 （６０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞 ２４ ｈ 后， 将 ｐｃＤＮＡ⁃ｃｏｎ、
ｐｃＤＮＡ⁃ＶＥＧＦＡ 质粒转染， 加入 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖 ２４ ｈ。 ＭＴＴ 检测细胞存活率； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测基 ＭＭＰ２、 ＭＭＰ９、
ＶＥＧＦＡ、 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 ｐ⁃ｐ６５、 ｐ⁃ＩκＢα 蛋白表达； Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞迁移； ＰＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＶＥＧＦＡ ｍＲＮＡ 表达。
结果　 高糖诱导的人视网膜上皮细胞 ＡＲＰＥ⁃１９ 存活率升高， ＭＭＰ２、 ＭＭＰ９ 蛋白表达升高， 细胞迁移数量升高，
ＶＥＧＦＡ 蛋白 和 ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 异甘草素处理后高糖诱导的 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞中细胞存活率降低， ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９ 蛋白表达降低， 细胞迁移数量降低， ＶＥＧＦＡ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 低表达 ＶＥＧＦＡ 使高糖诱导的

ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞中 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 ＭＭＰ２、 ＭＭＰ９ 蛋白表达降低， 细胞存活率降低， 细胞迁移数量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 异甘草

素处理后高糖诱导的 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞中 ｐ⁃ｐ６５、 ｐ⁃ＩκＢα 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 过表达 ＶＥＧＦＡ 逆转了异甘草素对高糖诱

导的 ｐ⁃ｐ６５、 ｐ⁃ＩκＢα 表达的抑制作用。 结论　 异甘草素可抑制高糖诱导的 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞增殖和迁移， 其机制可能与

ＶＥＧＦＡ 有关。
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　 　 糖尿病视网膜病变 （ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ， ＤＲ）
是糖尿病常见的微血管并发症之一， 是患者致盲的

重要原因之一， 严重影响患者的健康和生活质

量［１］， 近年来， 中医药对 ＤＲ 的治疗取得了一定的

疗效， 可从多环节、 多靶点防治［２］。 异甘草素是

甘草中的异黄酮类化合物， 具有抗肿瘤、 抗氧化、
抗炎等作用， 适宜剂量下可保护糖尿病心肌病大

鼠， 维持心肌功能、 代谢及心肌细胞结构正常［３］，
在体外能够抑制骨肉瘤细胞 ＭＧ⁃６３ 的增殖与侵

袭［４］； 甘草黄酮可以抑制高糖诱导的人眼视网膜

上皮细胞氧化损伤及凋亡的发生， 预防糖尿病性视

网膜病变［５］。 血管内皮细胞生长因子 Ａ （ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ Ａ， ＶＥＧＦＡ） 为 ＶＥＧＦ 家族

成员之一， 是与微血管新生功能相关的生长因子，
与 ＤＲ 的发生发展密切相关［６］， 高迁移率族蛋白

Ａ１ （ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ１， ＨＭＧＡ１） 通过

下调 ＶＥＧＦＡ 表达来预防糖尿病性视网膜增生［７］，
有研究发现中药联合激光降低 ＤＲ 患者 ＶＥＧＦ 水平

可延缓糖尿病视网膜病变的病情发展［８］； 核因子⁃
κＢ （Ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ κＢ， ＮＦ⁃κＢ） 信号通路也与 ＤＲ
的发生有关， 可阻断该信号通路对糖尿病大鼠视网

膜起保护作用［９］， 异甘草素能通过抑制 ＮＦ⁃κＢ 信

号通路抑制人肺癌 Ｈ４６０ 细胞的增殖和诱导细胞周

期阻滞， 并促进其凋亡［１０］。 然而， 异甘草素对糖

尿病视网膜病变的影响及其机制是否与 ＶＥＧＦＡ 和

ＮＦ⁃κＢ 信号通路有关还尚未清楚。 本实验用高糖处

理人视网膜上皮细胞 ＡＲＰＥ⁃１９ 建立糖尿病视网膜

病变模型， 研究异甘草素对高糖诱导的 ＡＲＰＥ⁃１９
细胞增殖和迁移的影响及其机制与 ＶＥＧＦＡ 和 ＮＦ⁃
κＢ 信号通路的关系。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 人视网膜上皮细胞系 ＡＲＰＥ⁃１９， 购自

美国菌种保藏中心 （ＡＴＣＣ）。
１􀆰 ２ 　 试 剂 与 药 物 　 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基 （货号

ＳＨ３０２４３􀆰 ０１）、 胎牛血清 （货号 ＳＶ３００８７􀆰 ０２）、 胰

蛋白酶 （货号 ＳＨ３００４２􀆰 ０１） 购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公

司； 葡萄糖 （货号 Ｇ１１６３０４） 购自河北圣雪葡萄糖

有限公司； 异甘草素 （货号 Ｂ２１５２５⁃２０ ｍｇ， 纯度

９８％ ） 购自上海源叶生物科技有限公司； 四甲基偶

氮唑盐比色法 （ＭＴＴ） 试剂盒 （货号 Ｃ０００９）、 二

辛可宁酸 （ ＢＣＡ） 试剂盒 （货号 Ｐ００１２Ｓ）、 ＥＣＬ
化学发光液 （货号 Ｐ００１８Ｓ）、 聚偏二氟乙烯膜

（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕｏｒｉｄｅ， ＰＶＤＦ） （货号 ＦＦＰ３９）、
十二烷基硫酸钠、 钠盐⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ， ｓｏｄｉｕｍ ｓａｌｔ⁃Ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ） 试剂盒 （货号 Ｐ０６９０）
购自 碧 云 天 生 物 技 术 研 究 所； ＭＭＰ２ （ 货 号

２５０７５２）、 ＭＭＰ９ （货号 ２５０７５５） 抗体购自美国

Ａｂｂｉｏｔｅｃ 公司； ＶＥＧＦＡ （货号 ＰＬ０５０２０１７）、 Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１ （货号 ＰＬ０５０２５３９） 购自加拿大 Ｐｌｌａｂｓ 公司；
ｐ⁃ｐ６５ （货号 ＨＺ⁃２２４８８） 购自美国 Ｓａｎｔａ 公司；
ｐ⁃ＩκＢα 一抗抗体 （货号 ｂｓ⁃１８１２８Ｒ⁃２） 购自上海玉

博生物科技有限公司； 山羊抗兔 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ （货号

ＡＡＴ⁃１６７９３ ） 购 自 美 国 ＡＡＴ Ｂｉｏｑｕｅｓｔ 公 司；
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室 （货号 ３５３０９０） 购于美国 ＢＤ 公司；
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 转染试剂盒 （货号 １１６６８⁃
０２７） 美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司； 荧光定量试剂盒 （货
号 ２１８０７３） 购自德国 Ｑｉａｇｅｎ 公司； 载体质粒购自

北京普瑞金科技有限公司。
１􀆰 ３　 仪器　 Ｔｈｅｒｍｏ ＦＣ 酶标仪购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公

司； ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ 荧光定量 ＰＣＲ 仪购自上海仁科

生物科技有限公司； 荧光倒置显微镜购自日本

Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养　 人视网膜上皮细胞系 ＡＲＰＥ⁃１９ 常

规培养于含 １０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基中，
于含 ５％ ＣＯ２ 的 ３７ ℃恒温箱中培养， 每 １ ～ ２ ｄ 换

１ 次新鲜培养液， 细胞融合至 ９０％ 左右时进行消化

传代， 取对数生长期细胞用于实验。
２􀆰 ２　 细胞处理与分组　 取正常培养细胞于 ６ 孔板

培养， 细胞贴壁且状态良好时更换为葡萄糖浓度为

２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的培养基继续培养 ２４ ｈ， 作为高糖组；
７１６２
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取正常培养的细胞， 作为对照组； 用浓度分别为

３０、 ６０、 １２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的异甘草素处理 ＡＲＰＥ⁃１９ 细

胞２４ ｈ， 再用 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的葡萄糖处理 ２４ ｈ， 作为

不同浓度异甘草素处理组； 将 ｓｉ⁃ｃｏｎ、 ｓｉ⁃ＶＥＧＦＡ 转

染至 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞后用 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖处理２４ ｈ，
作为 高 糖 ＋ ｓｉ⁃ｃｏｎ 组、 高 糖 ＋ ｓｉ⁃ＶＥＧＦＡ 组； 将

ｐｃＤＮＡ⁃ｃｏｎ、 ｐｃＤＮＡ⁃ＶＥＧＦＡ 转染至 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞后

用６０ μｍｏｌ ／ Ｌ的异甘草素处理 ２４ ｈ， 再用２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
的葡萄糖处理 ２４ ｈ， 作为高糖＋异甘草素＋ｐｃＤＮＡ⁃
ｃｏｎ 组、 高糖＋异甘草素＋ｐｃＤＮＡ⁃ＶＥＧＦＡ 组。
２􀆰 ３　 ＭＴＴ 试剂盒检测细胞存活率　 各组细胞培养

４８ ｈ 后， 分别加入 ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＭＴＴ 溶液 ２０ μＬ， 在

３７ ℃培养箱中孵育 ４ ｈ， 吸去培养液， 每孔加入

１５０ μＬ ＤＭＳＯ 振荡反应 １５ ｍｉｎ， 酶标仪检测４９０ ｎｍ
波长处光密度 （ＯＤ）， 细胞存活率 ＝ （ＯＤ实验组 ／
ＯＤ对照组） ×１００％ 。 实验重复 ３ 次， 每次 ３ 个复孔。
２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达 　 各组细胞培养

４８ ｈ后提取总蛋白， ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白浓度。 取

５０ μｇ 总蛋白， 经 １０％ 聚丙烯酰胺凝胶转至 ＰＶＤＦ
上， ５％ 脱脂奶粉室温封闭 ２ ｈ， 再分别加入一抗

（ ＭＭＰ２、 ＭＭＰ９、 ＶＥＧＦＡ、 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 ｐ⁃ｐ６５、
ｐ⁃ＩκＢα）， ４ ℃孵育过夜， Ｔｒｉｓ 盐吐温缓冲液 （Ｔｒｉｓ
Ｂｕｆｆｅｒ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｔｗｅｅｎ， ＴＢＳＴ） 洗膜， 加入二抗室温

孵育 ９０ ｍｉｎ， ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次， ＥＣＬ 化学发光液显

像， Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 凝胶分析软件处理， 测定各组蛋

白条带的灰度值， 蛋白相对表达量＝目的条带灰度

值 ／ β⁃ａｃｔｉｎ 条带灰度值。 每个蛋白样品重复 ３ 次。
２􀆰 ５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞迁移　 取 ２００ μＬ 细胞

悬液种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室上室， 下室加入 ５００ μＬ 含

１０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养液， ３７ ℃ 培养

２４ ｈ后用 ４％ 多聚甲醛固定， 再用 ０􀆰 １％ 结晶紫染

色， 显微镜观察并随机选取 ５ 个视野拍照计数， 计

算结晶紫染色细胞数， 即为迁移细胞数。
２􀆰 ６　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＶＥＧＦＡ ｍＲＮＡ 表达 　 各组细胞

培养 ４８ ｈ 后提取总 ＲＮＡ， 再反转录成 ｃＤＮＡ， 按照

荧光定量试剂盒使用说明进行 ＰＣＲ， 每个样品 ３ 个

重复， 反应总体系 ２０ μＬ， 其中 ＳＹＢＲ ９ μＬ， 正、
反向引物各 ０􀆰 ５ μＬ， ｃＤＮＡ ０􀆰 ５ μＬ， Ｈ２Ｏ ９􀆰 ５ μＬ。
循环条件为 ９５ ℃ ３ ｍｉｎ， ９５ ℃ ３０ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ，
７２ ℃ ３０ ｓ， 共 ４０ 个循环， ６０ ℃延长５ ｍｉｎ， 相对

表达量用 ２－△△ｃｔ 计算。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， ＶＥＧＦＡ
正向 ５′⁃ＣＣＡＧＣＡＧＡＡＡＧＡＧＧＡＡＡＧＡＧＧＴＡＧ⁃３′， 反

向 ５′⁃ＣＣＣＣＡＡ ＡＡＧＣＡＧＧＴＣＡＣＴＣＡＣ⁃３′； β⁃ａｃｔｉｎ 正

向 ５′⁃ＣＴＣＣＡＴＣＣＴＧＧＣＣＴＣＧＣＴＧＴ⁃３′， 反向 ５′⁃ＧＣＴ⁃

ＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣ⁃３′。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行处理，
计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， ２ 组间比较采用 ｔ 检验，
多组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差

异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １ 　 不同浓度异甘草素对人视网膜上皮细胞

ＡＲＰＥ⁃１９ 增殖的影响 　 与对照组比较， 葡萄糖处

理后人视网膜上皮细胞 ＡＲＰＥ⁃１９ 的存活率升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与高糖组比较， 不同浓度异甘草素组

人视网膜上皮细胞 ＡＲＰＥ⁃１９ 的存活率降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 见表 １。

表 １　 不同浓度异甘草素对人视网膜上皮细胞 ＡＲＰＥ⁃１９ 增
殖的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＲＰＥ⁃１９
ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝９）

组别 细胞存活率 ／ ％

对照组 １００􀆰 ００±１０􀆰 ２５
高糖组 １６２􀆰 ３５±１６􀆰 ２５∗

高糖＋３０ μｍｏｌ ／ Ｌ 异甘草素组 １５４􀆰 ２５±１５􀆰 ４５＃

高糖＋６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 异甘草素组 １２３􀆰 ０５±１２􀆰 ３０＃

高糖＋１２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 异甘草素组 １１７􀆰 ３３±１１􀆰 ７５＃

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与高糖组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ２ 　 不同浓度异甘草素对人视网膜上皮细胞

ＡＲＰＥ⁃１９ 迁移的影响 　 与对照组比较， 葡萄糖处

理后人视网膜上皮细胞 ＡＲＰＥ⁃１９ 中 ＭＭＰ２、 ＭＭＰ９
表达和迁移细胞数升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与葡萄糖处理

组比较， 不同浓度异甘草素组人视网膜上皮细胞

ＡＲＰＥ⁃１９ 中 ＭＭＰ２、 ＭＭＰ９ 表达和迁移细胞数降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ２、 图 １。

表 ２　 不同浓度异甘草素对人视网膜上皮细胞 ＡＲＰＥ⁃１９ 迁
移的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ ｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＲＰＥ⁃１９ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝９）

组别 ＭＭＰ２ ＭＭＰ９ 迁移细胞数 ／ 个

对照组 ０􀆰 ３５±０􀆰 ０４ ０􀆰 ２５±０􀆰 ０３ １２３􀆰 ７６±１２􀆰 ３５

高糖组 ０􀆰 ８８±０􀆰 ０９∗ ０􀆰 ７５±０􀆰 ０７∗ ３２４􀆰 １３±３２􀆰 ４２∗

高糖＋３０ μｍｏｌ ／ Ｌ
异甘草素组

０􀆰 ７０±０􀆰 ０７ ０􀆰 ６２±０􀆰 ０６ ２８１􀆰 ５３±２８􀆰 １５

高糖＋６０ μｍｏｌ ／ Ｌ
异甘草素组

０􀆰 ４８±０􀆰 ０５＃ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０４＃ １８２􀆰 ４６±１８􀆰 ２５＃

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与高糖组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ３　 异甘草素对 ＶＥＧＦＡ 表达的影响 　 与对照组

比较， 葡萄糖处理后人视网膜上皮细胞 ＡＲＰＥ⁃１９
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图 １　 不同浓度异甘草素对人视网膜上皮细胞 ＡＲＰＥ⁃１９ 迁
移的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＲＰＥ⁃１９ ｃｅｌｌｓ

中 ＶＥＧＦＡ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与

高糖组比较， 高糖＋６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 异甘草素组人视网

膜上皮细胞 ＡＲＰＥ⁃１９ 中 ＶＥＧＦＡ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ２、 表 ３。

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＶＥＧＦＡ 蛋白表达

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

３􀆰 ４　 低表达 ＶＥＧＦＡ 对人视网膜上皮细胞 ＡＲＰＥ⁃
１９ 增殖和迁移的影响 　 与对照组比较， 葡萄糖处

理后 人 视 网 膜 上 皮 细 胞 ＡＲＰＥ⁃１９ 中 ＶＥＧＦＡ、
　 　 　 　 　 　 　

表 ３　 异甘草素对 ＶＥＧＦＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）
Ｔａｂ􀆰 ３ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎ ｏｎ ＶＥＧＦＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

（ｘ±ｓ， ｎ＝９）
　 　 　 　 　 组别 ＶＥＧＦＡ ｍＲＮＡ ＶＥＧＦＡ 蛋白

对照组 １􀆰 ０５±０􀆰 １０ ０􀆰 ４０±０􀆰 ０４
高糖组 ２􀆰 ３５±０􀆰 ２３∗ １􀆰 ０５±０􀆰 １１∗

高糖＋６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 异甘草素组 １􀆰 ３５±０􀆰 １４＃ ０􀆰 ５５±０􀆰 ０６＃

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与高糖组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

ＣｙｃｌｉｎＤ１、 ＭＭＰ２、 ＭＭＰ９ 表达， 细胞存活率和迁

移细胞数升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与高糖＋ｓｉ⁃ｃｏｎ 组比较，
高糖＋ｓｉ⁃ＶＥＧＦＡ 组人视网膜上皮细胞 ＡＲＰＥ⁃１９ 中

ＶＥＧＦＡ、 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 ＭＭＰ２、 ＭＭＰ９ 表达， 细胞存

活率和迁移细胞数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ３、 表 ４。

图 ３ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＶＥＧＦＡ、 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９ 蛋白表达 （Ⅰ）

Ｆｉｇ􀆰 ３ 　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦＡ， ＣｙｃｌｉｎＤ１， ＭＭＰ２ ａｎｄ
ＭＭＰ９ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ （Ⅰ）

３􀆰 ５　 高表达 ＶＥＧＦＡ 可以部分逆转异甘草素对人

视网膜上皮细胞 ＡＲＰＥ⁃１９ 增殖和迁移的抑制作用

　 与高糖组比较， 高糖＋异甘草素组人视网膜上皮

细 胞 ＡＲＰＥ⁃１９ 中 ＶＥＧＦＡ、 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 ＭＭＰ２、
　 　 　 　 　 　

表 ４　 低表达 ＶＥＧＦＡ 对人视网膜上皮细胞 ＡＲＰＥ⁃１９ 增殖和迁移的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｏｗ ＶＥＧＦＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＲＰＥ⁃１９ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝９）
组别 ＶＥＧＦＡ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ ＭＭＰ２ ＭＭＰ９ 细胞存活率 ／ ％ 迁移细胞数 ／ 个

对照组 ０􀆰 ４２±０􀆰 ０４ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０４ ０􀆰 ３０±０􀆰 ０３ ０􀆰 ２８±０􀆰 ０３ １００􀆰 ２５±１０􀆰 ０５ １２５􀆰 ８８±１２􀆰 ５８
高糖组 １􀆰 １０±０􀆰 １１∗ １􀆰 ０６±０􀆰 １０∗ ０􀆰 ８５±０􀆰 ０９∗ ０􀆰 ７６±０􀆰 ０８∗ １６２􀆰 ５８±１６􀆰 ２５∗ ３２５􀆰 ２７±３２􀆰 ５３∗

高糖＋ｓｉ⁃ｃｏｎ 组 １􀆰 ０８±０􀆰 １２ １􀆰 １２±０􀆰 １３ ０􀆰 ８６±０􀆰 ０９ ０􀆰 ７５±０􀆰 ０７ １６５􀆰 ０４±１６􀆰 ５０ ３２１􀆰 ０１±３２􀆰 １０
高糖＋ｓｉ⁃ＶＥＧＦＡ 组 ０􀆰 ５８±０􀆰 ０６＃ ０􀆰 ６０±０􀆰 ０６＃ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０４＃ ０􀆰 ３８±０􀆰 ０５＃ １２８􀆰 ２０±１２􀆰 ８２＃ １７２􀆰 ３５±１７􀆰 ２５＃

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与高糖＋ｓｉ⁃ｃｏｎ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。
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ＭＭＰ９ 表达， 细胞存活率和迁移细胞数降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； 与高糖＋异甘草素＋ｐｃＤＮＡ⁃ｃｏｎ 组比较， 高

糖＋异甘草素＋ｐｃＤＮＡ⁃ＶＥＧＦＡ 组人视网膜上皮细胞

ＡＲＰＥ⁃１９ 中 ＶＥＧＦＡ、 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 ＭＭＰ２、 ＭＭＰ９ 表

达， 细胞存活率和迁移细胞数升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见

图 ４、 表 ５。
３􀆰 ６　 ＮＦ⁃κＢ 信号通路相关蛋白的表达 　 与高糖组

比较， 高糖＋异甘草素组人视网膜上皮细胞 ＡＲＰＥ⁃
１９ 中 ｐ⁃ｐ６５、 ｐ⁃ＩκＢα 表达降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与高糖＋
异甘草素＋ｐｃＤＮＡ⁃ｃｏｎ 组比较， 高糖＋异甘草素＋
ｐｃＤＮＡ⁃ＶＥＧＦＡ 组人视网膜上皮细胞 ＡＲＰＥ⁃１９ 中 ｐ⁃
ｐ６５、 ｐ⁃ＩκＢα 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ５、 表 ６。
４　 讨论

ＤＲ 的发病机理尚未完全清楚， 病变晚期以增

殖性糖尿病视网膜病变形成为主， 在视网膜增殖性

病变的增生膜中有多种细胞参与， 其中视网膜色素

　 　 　 　 　

图 ４ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＶＥＧＦＡ、 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 ＭＭＰ２、
ＭＭＰ９ 蛋白表达 （Ⅱ）

Ｆｉｇ􀆰 ４ 　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦＡ， ＣｙｃｌｉｎＤ１， ＭＭＰ２ ａｎｄ
ＭＭＰ９ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
（Ⅱ）

表 ５　 高表达 ＶＥＧＦＡ 可以部分逆转异甘草素处理的人视网膜上皮细胞 ＡＲＰＥ⁃１９ 增殖和迁移 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）
Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｈｉｇｈ ＶＥＧＦＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ＡＲＰＥ⁃１９ ｃｅｌｌｓ （ｘ±

ｓ， ｎ＝９）
组别 ＶＥＧＦＡ ＣｙｃｌｉｎＤ１ ＭＭＰ２ ＭＭＰ９ 细胞存活率 ／ ％ 细胞迁移数 ／ 个

高糖组 １􀆰 ０８±０􀆰 １１ １􀆰 ０５±０􀆰 １０ ０􀆰 ８８±０􀆰 ０９ ０􀆰 ７５±０􀆰 ０７ １００􀆰 ２０±１０􀆰 ０５ ３２８􀆰 ０１±３２􀆰 ８１
高糖＋异甘草素组 ０􀆰 ５４±０􀆰 ０５∗ ０􀆰 ４０±０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ４５±０􀆰 ０５∗ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０４∗ ６２􀆰 ３８±６􀆰 ２５∗ １８０􀆰 ５５±１８􀆰 ０５∗

高糖＋异甘草素＋ｐｃＤＮＡ⁃ｃｏｎ 组 ０􀆰 ５６±０􀆰 ０６ ０􀆰 ４５±０􀆰 ０５ ０􀆰 ４２±０􀆰 ０４ ０􀆰 ３５±０􀆰 ０３ ６０􀆰 ３０±６􀆰 ０５ １８２􀆰 ５７±１８􀆰 ２６
高糖＋异甘草素＋ｐｃＤＮＡ⁃ＶＥＧＦＡ 组 ０􀆰 ９２±０􀆰 ０９＃ ０􀆰 ８６±０􀆰 ０９＃ ０􀆰 ７２±０􀆰 ０７＃ ０􀆰 ６８±０􀆰 ０６＃ ８６􀆰 ３４±８􀆰 ６５＃ ２８８􀆰 ０８±２８􀆰 ８２＃

　 　 注：与高糖组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与高糖＋异甘草素＋ｐｃＤＮＡ⁃ｃｏｎ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｐ⁃ｐ６５、 ｐ⁃ＩκＢα的蛋白表达

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ｐ６５ ａｎｄ ｐ⁃ＩκＢα ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎｓ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

表 ６　 ＮＦ⁃κＢ 信号通路相关蛋白的表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝９）
Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝９）
组别 ｐ⁃ｐ６５ ｐ⁃ＩκＢα

高糖组 ０􀆰 ７６±０􀆰 ０８ ０􀆰 ９２±０􀆰 １０
高糖＋异甘草素组 ０􀆰 ２５±０􀆰 ０２∗ ０􀆰 ３５±０􀆰 ０４∗

高糖＋异甘草素＋ｐｃＤＮＡ⁃ｃｏｎ 组 ０􀆰 ２８±０􀆰 ０３ ０􀆰 ３８±０􀆰 ０５
高糖＋异甘草素＋ｐｃＤＮＡ⁃ＶＥＧＦＡ 组 ０􀆰 ６５±０􀆰 ０７＃ ０􀆰 ８０±０􀆰 ０８＃

　 　 注：与高糖组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与高糖＋异甘草素＋ｐｃＤＮＡ⁃ｃｏｎ

组，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

上皮细胞的增生迁移在增殖性病变中起重要作用，
高糖可促进视网膜色素上皮细胞增生［１１］。 本实验

用高糖处理人视网膜上皮细胞系 ＡＲＰＥ⁃１９， 结果

显示高糖诱导的人视网膜上皮细胞 ＡＲＰＥ⁃１９ 存活

率显著升高， ＭＭＰ２、 ＭＭＰ９ 蛋白表达显著升高，
细胞迁移数量显著升高， 说明高糖确实促进了

ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞增殖和迁移。 有研究发现异甘草素

可以抑制肾透明细胞癌 ７８６⁃Ｏ 细胞的增殖、 迁移和

侵袭， 并通过磷脂酰肌醇 ３ 激酶 （ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓ⁃
ｉｔｏｌ⁃３⁃ｋｉｎａｓｅ， ＰＩ３Ｋ） ／蛋白激酶 Ｂ （ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ
Ｂ， Ａｋｔ） ／哺乳动物雷帕霉素蛋白 （ ｍａｍｍａｌｉａｎ
ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ， ｍＴＯＲ） 信号通路诱导细胞自

噬［１２］， 异甘草素可通过调控 ＰＩ３ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路抑

制小儿血管瘤内皮细胞的生长和侵袭， 诱导细胞周

期阻滞， 并促进细胞凋亡［１３］， 还可通过 下 调

ＭＭＰ２ 和 ＭＭＰ９ 的表达抑制胶质瘤干细胞迁移和侵

袭［１４］。 本实验结果显示， 经异甘草素处理的高糖

诱导 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞中细胞存活率， ＭＭＰ２、 ＭＭＰ９
蛋白表达和细胞迁移数显著降低， 说明异甘草素可

以抑制 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞增殖和迁移， 预防视网膜
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病变。
ＶＥＧＦ 高表达可促进血管的异常生长， 影响

ＤＲ 的发生［１５］。 ＶＥＧＦＡ 是 ＶＥＧＦ 成员之一， 是促

血管生成因子， 在促进内皮细胞的存活、 迁移和增

殖以及增强血管通透性中发挥作用， 可下调

ＶＥＧＦＡ 来减轻 ＤＲ 的发展［１６］， 同时 ｍｉＲ⁃１９５⁃５ｐ 能

通过靶向 ＶＥＧＦＡ 抑制宫颈癌 ＨｅＬａ 细胞侵袭和转

移［１７］。 本实验结果显示， 高糖诱导的人视网膜上

皮细胞 ＡＲＰＥ⁃１９ 中 ＶＥＧＦＡ ｍＲＮＡ 和蛋白表达升

高， 进一步转染 ｓｉ⁃ＶＥＧＦＡ 后发现， ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞

中 ＣｙｃｌｉｎＤ１、 ＭＭＰ２、 ＭＭＰ９ 蛋白表达， 细胞存活

率和细胞迁移数量降低， 说明 ＶＥＧＦＡ 低表达可抑

制 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞增殖和迁移； 经异甘草素处理后，
ＶＥＧＦＡ ｍＲＮＡ 和蛋白表达降低， 说明该成分可下

调 ＶＥＧＦＡ 表达， 从而抑制 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞增殖和

迁移。
ＮＦ⁃κＢ 信号通路与糖尿病血管并发症有关， 糖

尿病视网膜病变患者血清中其表达显著增加［１８］，
银杏叶提取物可通过抑制 ＮＦ⁃κＢ 活性抑制视网膜

色素上皮细胞炎症反应， 保护视网膜色素上皮细

胞， 防治糖尿病视网膜病变［１９］； 柚皮苷能通过抑

制炎症， 氧化应激和 ＮＦ⁃κＢ 活化来减轻糖尿病性

视网膜病变［２０］。 本实验结果显示， 异甘草素处理

后高糖诱导的 ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞中 ｐ⁃ｐ６５、 ｐ⁃ＩκＢα 表

达降低， 说明该成分可抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号通路的激

活， 而过表达 ＶＥＧＦＡ 逆转了它对高糖诱导 ｐ⁃ｐ６５、
ｐ⁃ＩκＢα 表达的抑制作用， 可能通过 ＶＥＧＦＡ 影响

ＮＦ⁃κＢ 信号通路。
综上 所 述， 异 甘 草 素 可 抑 制 高 糖 诱 导 的

ＡＲＰＥ⁃１９ 细胞增殖和迁移， 其机制可能与 ＶＥＧＦＡ
及 ＮＦ⁃κＢ 信号通路有关， 可为糖尿病视网膜病变

的防治提供新方法。
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