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Abstract
誗AIM:To study the effects of different concentrations of
sodium ferulate ( SF ) on human retinal capillary
endothelial cells ( HRCEC ) proliferation and vascular
endothelial growth factor (VEGF) expressing with different
concentrations in vitro conditions of high glucose.
誗METHODS: The extracted from corneal transplantation
HRSEC and cultured in vitro, which being good growth
and at the 3- 4 th generation were taken into experiment.
The experimental were divided into blank control group,
high glucose control, low glucose control group, high
glucose control group,high glucose+different concentrations
of SF (1mg/ L,2mg/ L,4mg/ L) group. The result of SF
with different concentrations on the proliferation of
HRCEC for 48 hours was surveyed by MTT assay. The
immunocytochemical method was used to detect low
glucose control group, high glucose group and different
concentrations of SF ( 1mg/ L, 2mg/ L, 4mg/ L ) group
HRCEC of VEGF expression.
誗 RESULTS: The results of MTT colorimetric method
showed that: different concentrations of SF in primary
cultured HRCEC for 48 hours, cell proliferation inhibition
rates were 46. 97%, 61. 55%, 76. 91% and 83. 47%. Within
a certain range of concentrations of SF can restrain the
proliferation of HRCEC in high glucose environment (P<
0郾 05), and in 48 hours was concentration dependent. Low
glucose control group compared with the high glucose
control group the differences were not statistically
significant (P= 0. 067>0. 05) . Low glucose control group,

high glucose group and SF in concentrations of 1mg/ L,
2mg/ L, 4mg/ L in HRCEC for 48 hours, immunocytochemistry
of background gray values with positive gray value difference
were respectively 28.27依1. 62, 93. 67依0. 81, 72. 67依2. 89, 53. 73依
1郾 70, 30. 93依 3. 72. Compared to the high glucose control
group, expression of VEGF was decreased significantly in
experimental groups after 48 hours, the difference was
statically significant ( P < 0. 05 ), in a dose - dependent
manner. Compared to the low sugar glucose, VEGF in
high glucose control group expression was significantly
increased (P<0. 05) .
誗CONCLUSION: SF can reduce the HRCEC proliferation
and suppress the expression of VEGF in high glucose
environment which were cultured in vitro.
誗KEYWORDS: sodium ferulate; human retinal capillary
endothelial cells; MTT; immunocytochemistry; VEGF
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摘要
目的:研究体外环境下高糖培养的人视网膜血管内皮细胞
(human retinal capillary endothelial cells, HRCEC)经过不
同浓度的阿魏酸钠 (sodium ferulate,SF)作用后的增殖以
及血管内皮细胞生长因子 ( vascular endothelial growth
factor, VEGF)表达的影响。
方法:对眼科手术新鲜的人角膜移植术后眼球进行取材并
进行 HRCEC 的原代培养。 进行实验的为生长良好的第
3 ~ 4 代细胞,实验分为空白对照组、低糖对照组、高糖对
照组、高糖+不同浓度阿魏酸(1mg / L,2mg / L,3mg / L,4mg / L)
组, 用噻唑蓝比色法(MTT)检测 48h 后不同浓度的阿魏
酸钠对其增殖的抑制作用。 免疫细胞化学法用于检测低
糖对照组、高糖对照组和不同浓度阿魏酸(1mg / L,2mg / L,
4mg / L)组 HRCEC 中 VEGF 的表达。
结果:MTT 比色法结果表明: 48h 后不同浓度的阿魏酸钠
分别作用于原代培养的 HRCEC 细胞增生抑制率分别为
46. 97% ,61. 55% ,76. 91% 和 83. 47% 。 一定质量浓度范
围内阿魏酸钠对高糖环境下 HRCEC 具有明显的增殖抑
制作用(P<0. 05)。 低糖对照组与高糖对照组吸光度 A 结
果相比,差异无统计学意义(P = 0. 068>0. 05)。 低糖对照
组、高糖对照组与浓度分别为 1mg / L,2mg / L,4mg / L 的阿
魏酸钠作用组作用于 HRCEC 48h 后免疫细胞化学背景灰
度值与阳性灰度值之差分别为 28. 27依1. 62,93. 67依0. 81,
72. 67依2. 89,53. 73依1. 70,30. 93依3. 72。 通过 48h 后加药
组和高糖对照组相比, VEGF 表达下降明显,且均有统计
学意义(均为 P<0. 05),具有质量浓度依赖性。 与低糖对
照组相比,高糖对照组 VEGF 的表达明显增加(P<0. 05)。
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结论:阿魏酸钠对体外培养的高糖环境下 HRCEC 的增殖
及高糖引起 VEGF 表达具有抑制作用。
关键词:阿魏酸钠;人视网膜血管内皮细胞;MTT;免疫组
化;VEGF
DOI:10. 3980 / j. issn. 1672-5123. 2013. 01. 08
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0 引言
摇 摇 糖尿病视网膜病变( diabetic retinopathy,DR)是糖尿
病最为常见并且最为严重的微血管并发症之一,也成为最
主要致盲性眼病之一。 据国际糖尿病联盟的糖尿病地图
(Diabetes Atlas) 数据显示,2010 年糖尿病患者人数约
2郾 85 亿,基本占全世界成人的 7% [1]。 持续的高血糖可继
发引起视网膜的代谢及多种生理功能异常,从而激活血管
内皮生长因子( vascular endothelial growth factor,VEGF),
并促使其与内皮受体结合,继而引起内皮细胞屏障功能损
害,血液成分渗出增加及毛细血管闭塞等, 导致视网膜广
泛性的缺血缺氧、视网膜水肿,最终致使新生血管形成。
在 DR 中,VEGF 的含量高于正常水平, 且与 DR 的严重程
度呈正相关[2],VEGF 以其具有促血管渗透性增加的作
用,在糖尿病黄斑水肿(DME)中起到非常重要的作用[3]。
那么,我们可以推理,抑制 VEGF 功能的因子则基本都可
以阻止糖尿病引起的视网膜损害。 阿魏酸钠 ( sodium
ferulate, SF)因具有扩张血管、改善微循环、抗动脉粥样硬
化等作用,已广泛纳入于心血管系统疾病的治疗[4-6]。 本
实验通过研究阿魏酸钠对人视网膜微血管内皮细胞
(human retinal capillary endothelial cells, HRCECs )在高糖
环境下的增殖抑制及 VEGF 表达的影响,进一步研究阿魏
酸钠在抑制 DR 中病理性新生血管形成的作用机制。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 阿魏酸钠(湖南五洲通药业有限责任公司);高
糖 DMEM 培养液(美国 Hyclone 公司);胰蛋白酶(美国
Sigma 公司);胎牛血清 (杭州四季青公司);二甲基亚砜
(DMSO)及噻唑蓝(MTT)均为(Amresco 公司);兔抗人峪
因子-IgG (北京博奥森生物技术有限公司) 、SABC(兔
IgG)-POD 试剂盒(免疫检测试剂盒,武汉博士德生物公
司)、DAB 显色试剂盒(武汉博士德生物公司)、培养皿、培
养瓶以及无菌眼科器械。 使用前用高糖 DMEM 配制成母
液为 10mg / mL。
1. 2 方法
1. 2. 1 HRCEC培养 摇 眼科手术新鲜的人角膜移植术后
眼球进行取材并进行 HRCEC 的原代培养,培养方法参考
国内外相关文献[7-8]。 将培养瓶置于含 50mL / L CO2、37益
及湿度为 95%的恒温培养箱进行培养, 平均每 2 ~ 2. 5d
换液约 1 / 3 ~ 1 / 2 ,待细胞生长汇合单细胞层后,按 1颐2 进
行传代继续培养。
1. 2. 2 HRCEC鉴定摇 于 6 孔板内置入无菌盖玻片,细胞
生长爬满玻片后, 倒置相差显微镜下观察原代培养的内
皮细胞生物学形态特征,并对此内皮细胞进行免疫细胞化
学方法检测-第峪因子抗原抗体的相关性检测,显微镜下
观察细胞的表达。
1. 2. 3 实验分组摇 实验分为以下 5 组: S0组:只加培养基
不加细胞的调零组; SL 组:低糖对照组;SH 组:高糖对照
组; S1组:高糖+1mg / mL 阿魏酸钠组;S2组:高糖+2mg / mL

阿魏酸钠组;S3组:高糖+3mg / mL 阿魏酸钠组;S4组:高糖+
4mg / mL 阿魏酸钠组;药物阿魏酸钠的作用时间为 48h。
高糖对照组的葡萄糖浓度 25mmol / L,低糖对照组的葡萄
糖浓度为 5. 5mmol / L。
1. 2. 4 MTT 检测 HRCEC 的增殖摇 取第 4 或第 5 代对数
生长期生长良好的细胞进行实验,弃培养基, PBS 洗涤 2
次,2. 5g / L 胰蛋白酶消化,加入含 100mL / L 胎牛血清低糖
或者高糖 DMEM 培养液,各自配置成低糖及高糖的细胞
悬液,配置密度约为 3. 3伊104个 / mL 的细胞悬液,均匀接

种于 96 孔板中,调零组 1 组、低糖组 1 组、高糖组及加药
组 4 组,共 7 组, 每组设 6 个平行复孔样本,每孔 200滋L,
置入恒温、恒湿细胞培养箱培养约 12h。 待细胞贴壁稳定

后,S1 ~ S4 各组分别加入终浓度为 1mg / mL,2mg / mL,
3mg / mL,4mg / mL 阿魏酸钠各 200滋L;继续培养 48h,结束
前 4h(约 44h 时),弃去培养基,PBS 洗 2 次,加入无血清
的培养基 200滋L 后,每孔加入 20滋L MTT(5mg / mL)溶液,
4h 后中止培养,仔细吸去各个孔内培养基上清液,加入
DMSO 原液 150滋L,室温下微量振晃 10min,使紫蓝色结晶
充分溶解,使用波长为 570nm 自动酶标仪进行比色法分
析并测定吸光度(A 值),观察 HRCEC 在药物阿魏酸钠作
用下的增殖。 同样条件下上述实验重复进行 3 次。 参照
相关文献[9] 计算细胞存活率及细胞抑制率 (细胞存活

率% =实验组平均 A 值 / 对照组平均 A 值伊100% ,细胞抑
制率% =1-细胞存活率)。
1. 2. 5 免疫细胞化学方法检测内皮细胞 VEGF 的表达 摇
将高温消毒灭菌好的玻片置入 6 孔板中(孔板无菌),配
成密度约为 4. 5伊104个 / mL 的内皮细胞悬液, 每孔接种悬

液 2000滋L,孵育 12h 细胞贴壁稳固,设置分组 5 组。 依次
分为:含 100mL / L 胎牛血清的低糖 DMEM 的低糖对照组

SL;含 100mL / L 胎牛血清的高糖 DMEM 的高糖对照组 SH;
含 100mL / L 胎牛血清的高糖 DMEM 培养基以及终浓度分
别为 1mg / mL,2mg / mL,4mg / mL 阿魏酸钠加药组;各组设
相同条件的 2 个复孔。 经 48h 继续培养后,轻轻取出盖玻
片,使用 PBS 液洗涤 3 次, 室温下使用 40g / L 多聚甲醛固

定 20min,内源性过氧化物酶用 30mL / L H2 O2 -甲醇得以
封闭, PBS 液洗涤,其中一孔加入兔抗人 VEGF-IgG 一抗
(1颐100), PBS 液加入另一复孔作为阴性对照组,4益冰箱
中冷藏过夜,次日 37益温箱,PBS 液洗涤,加入二抗,SABC
法染色,PBS 液洗涤,DAB 显色,自来水冲洗,苏木素再次
染色。 梯度浓度的乙醇依次进行脱水,最后中性树脂封片
处理。 细胞内可见棕黄色颗粒染色即为阳性结果。 各组
进行灰度值测定处理,每组灰度值为阳性灰度值与背景灰
度之差[9]。
摇 摇 统计学分析:各组实验数据均采用均数依标准差(軃x依s)
形式表示,使用 SPSS 13. 0 软件处理。 运用单因素方差分
析对多组间均数的差异性进行分析讨论,以 P<0. 05 为差
异具有统计学差异。
2 结果

2. 1 HRCEC的培养和鉴定摇 显微镜下观察内皮细胞生物
学形态:呈单层铺路石样生长,并贴壁铺满瓶底(图 1)。
免疫化学法鉴定内皮细胞: 第峪因子相关抗原抗体着染
后,细胞胞浆中呈棕黄色着染,阴性对照组中胞浆却未见
棕黄色着色或染色,由此推论体外可培养出 HRCEC。
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图 1摇 视网膜内皮细胞呈单层铺路石样贴壁生长(伊200)。
表 1摇 阿魏酸钠对 HRCEC增殖的影响

分组 A570值(軃x依s) 抑制率(% )
0 0. 121767依0. 1269 -
SL 0. 66191依0. 018635 -
SH 0. 805946依0. 010435 -
S1 0. 484589依0. 023324 46. 97
S2 0. 384867依0. 024498 61. 55
S3 0. 279767依0. 002268 76. 91
S4 0. 234889依0. 014093 83. 47

2. 2 MTT 法检测 HRCEC 在不同浓度阿魏酸钠作用下增
殖的表达摇 MTT 比色法检测表明:在同样的培养环境下,
对数生长期的内皮细胞经不同质量浓度的阿魏酸钠处理
48h 后,高糖对照组 A 值与低糖对照组比较,差异无统计
学意义(P = 0. 067,表 1)。 加药组与高糖对照组相比,A
值依次明显降低,差异均具有统计学意义(均 P<0郾 05) ,
内皮细胞的存活率随着阿魏酸钠药物浓度的逐渐提高反
而逐渐下降,细胞抑制率得到逐渐升高,推断不同浓度的
阿魏酸钠对 HRCEC 的增殖有明显抑制作用,并且加药组
各组之间两两比较,差异也均有统计学意义 (均 P <
0郾 05)。
2. 3 阿魏酸钠对 HRCEC中 VEGF 表达的影响摇 VEGF 主
要在血管内皮细胞的胞膜和胞浆集中表达, 棕黄色颗粒
提示为阳性部分表达,培养 HRCEC 48h 后,低糖对照组、
高糖对照组及阿魏酸钠浓度分别为 1mg / mL,2mg / mL,
4mg / mL+高糖各组,免疫细胞的化学背景灰度值与其阳性
灰度值之差分别为 28. 27 依1. 62,93. 67 依 0. 81,72. 67 依
2郾 809508,53. 73依1. 70,30. 93依3. 72。 培养 48h 后,随药物
浓度逐渐增加,胞浆中的棕黄色颗粒逐渐减少(并且颜色
趋于变淡),即认为加药组的血管内皮细胞中的 VEGF 的
表达减少,加药组和高糖对照组比较,结果分析比较具有
显著性差异,各组间的结果也具有统计学差异(均 P <
0郾 05, 图 2)。 和高糖对照组相比较,低糖对照组胞膜以及
胞浆内的阳性颗粒相对稀疏,颜色比较淡。 VEGF 的表达
明显降低,结果比较具有统计学差异 (P<0. 05,图 3) 。
3 讨论
摇 摇 DR 是糖尿病晚期微血管严重的慢性并发症之一,亦
是主要的致盲性疾病之一,但其发病机制目前尚未阐明,
大多认为高血糖导致微血管病变与糖基化终产物形成的
增多、多元醇通路活性增高、蛋白激酶 C 的激活以及氨基
己糖通路活性增高有关[10,11]。 多种细胞因子如 VEGF,
HIF-1(缺氧诱导因子)、bFGF(碱性成纤维细胞生长因
子)、TNF(肿瘤坏死因子)等在糖尿病新生血管的形成中
起重要作用[12]。 而 VEGF 则被认为是最重要的血管生长
因子,起着关键性的作用[13] 。 增生性糖尿病视网膜病变

图 2摇 阿魏酸钠及高糖对 HRCEC中 VEGF表达的影响(SABC
法伊400) 摇 A:S1组;B:S2组;C:S4组;D:SH 组。

图 3摇 低糖对 HRCEC中 VEGF表达的影响(SABC伊400)。

(proliferative diabetic retinopathy ,PDR)被认为是 DR 致盲
的主要原因,晚期视网膜新生血管的形成是其标志性的病
理改变。 VEGF 是一种具有高度特异性的血管内皮细胞
促有丝分裂素。 有研究表明其是最直接的眼内新生血管
形成因子[14],可以破坏血 - 视网膜屏障 ( blood retinal
barrier, BRB),导致视网膜血管的通透性增加并引起组织
缺血缺氧,致使毛细血管闭塞及微血栓形成,进一步引起
视网膜渗出、出血以及黄斑水肿;另一方面可诱导血管生
成素(angiogenin)生成的增加, 协同促使视网膜新生血管
的形成, 造成视力损害并最终导致新生血管形成[15,16],
VEGF 还可诱导血管内皮细胞高表达细胞因子 ICAM-1,
引起白细胞淤滞, 更加重视网膜的缺血缺氧,并形成恶性
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循环[17];VEGF 在视网膜缺血缺氧与增生性视网膜病变的
新生血管形成之间发挥关键性的桥梁作用,介导缺血性视
网膜血管增生,而 VEGF 与其受体的结合,又是其行使各
项功能的主要途径[18]。 若阻断 VEGF 与其受体结合, 则
可以抑制白细胞淤滞、视网膜细胞间黏附分子-1 的表达
以及血-视网膜屏障(blood retinal barrier, BRB )的破坏,
并减少视网膜微血管的渗漏, 从而有效治疗 DR[19]。
摇 摇 阿魏酸钠具有扩张血管、改善微循环、抗动脉粥样硬
化[6]及抑制肿瘤血管生长[20] 等作用,已广泛应用于心脑
血管系统疾病及肿瘤系统疾病的治疗;已证实 1g / L 阿魏
酸钠滴眼液能有效地抑制角膜新生血管的生长[21]。 因
此,本研究中我们探讨了阿魏酸钠对高糖条件下 HRCECs
增殖和 VEGF 表达的影响,以进一步阐明对 DR 的作用。
摇 摇 本次实验 MTT 比色法检测结果表明,原代培养的
HRCECs 在不同质量浓度的阿魏酸钠作用 48h 后,呈现出
明显的增殖抑制作用,并且抑制率具有质量浓度依赖性。
免疫细胞化学方法检测结果提示 HRCECs 在高糖环境下
中 VEGF 的表达增加,但是经过阿魏酸钠作用后,高糖环
境下 HRCECs 中 VEGF 表达反而下降,而以浓度达到
4mg / mL 时下调作用最为突出。 因此我们推理认为,阿魏
酸钠抑制高糖环境下 HRCECs 的增殖作用可能是通过下
调胞浆中 VEGF 的表达来实现。 但我们需要进一步研究
证实阿魏酸钠下调 VEGF 表达的信号通路以及具体作用
调控点。
摇 摇 综上所述,阿魏酸钠对体外培养的高糖条件下人
HRCECs 的增殖及 VEGF 的表达具有抑制作用。 说明对
于早期预 RNV 的形成、发展,阿魏酸钠具有重要的作用,
同时提示该药在 DR 的防治中具有潜在的应用价值。
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