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Abstract
誗AIM: To investigate the effects of insulin on syndecan-1
expression, cellular permeability and proliferation in
human retinal microvascular endothelial cells.
誗 METHODS: Cells were treated with 100nmol / L and
1000nmol / L insulin for 48h respectively. Expression of
protein and mRNA were detected by western blot and
quantitative real - time polymerase chain reaction.
Cellular proliferation and permeability were examined by
methods of methylthiazolyl tetrazolium and horseradish
peroxidase.
誗 RESULTS: With treatment of insulin, protein and

mRNA of syndecan-1 both increased obviously, and the
effect of high level insulin was more significant. After
treated with insulin, cellular proliferation and
permeability both enhanced, and the effects of high level
insulin were stronger.
誗CONCLUSION: Insulin can up - regulate syndecan - 1
protein and mRNA in cultured human retinal
microvascular endothelial cells, and increase cellular
permeability and proliferation.
誗 KEYWORDS: retinal microvascular endothelial cell;
syndecan-1; insulin; permeability; proliferation
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摘要
目的: 观 察 胰 岛 素 对 人 视 网 膜 微 血 管 内 皮 细 胞
syndecan-1的表达及细胞的增殖和通透性的影响。
方法:以低浓度(100nmol / L)和高浓度(1000nmol / L)胰
岛素分别刺激细胞 48h 后,采用蛋白印迹和实时定量聚
合酶链反应观察 syndecan-1 蛋白和 mRNA 的表达变化。
分别以四甲基偶氮唑蓝法和辣根过氧化物酶法观察细胞
的增殖性和通透性。
结果:不同浓度的胰岛素刺激后,视网膜微血管内皮细胞
syndecan-1 蛋白和 mRNA 的表达均升高,且高浓度胰岛
素的作用更显著。 胰岛素刺激后,视网膜微血管内皮细
胞的增殖水平和通透性均增高,且高浓度胰岛素的作用
更强。
结论: 胰 岛 素 可 上 调 人 视 网 膜 微 血 管 内 皮 细 胞
syndecan-1的表达、增加细胞的通透性和促进细胞的
增殖。
关键词:视网膜微血管内皮细胞;syndecan-1;胰岛素;通
透性;增殖
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0 引言
糖尿病视网膜病变是糖尿病的严重并发症之一,已

成为发达国家和发展中国家工作人群的首位致盲性眼
病。 因而,糖尿病视网膜病变的防治已成为一个世界性
的重要课题。 研究发现,内层血-视网膜屏障功能的破坏
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和崩溃是糖尿病视网膜病变进展的关键。 血-视网膜屏
障主要由视网膜微血管内皮细胞和细胞间的连接共同构
成,以阻碍血液的渗透及其他物质在视网膜中的自由扩
散,从而稳定视网膜内环境。 研究表明,胰岛素在控制血
糖的同时,可导致糖尿病视网膜病变的短期恶化[1-8],其
机制 可 能 是 胰 岛 素 破 坏 了 血 - 视 网 膜 屏 障[5,9-10]。
syndecan-1 属于黏附分子整联蛋白跨膜硫酸蛋白多糖家
族成员,是血管内皮细胞屏障的重要组成部分,调控细胞
的黏 附、 移 行 和 增 殖[11-21]。 我 们 既 往 研 究 表 明,
syndecan-1可参与视网膜色素上皮细胞[18] 和视网膜的病
理生理过程[14,16-18]。 本研究的目的是检测胰岛素刺激对
视网膜微血管内皮细胞 syndecan-1 的表达变化及细胞的
通透性和增殖的改变。
1 材料和方法
1郾 1 材料 摇 主要试剂:内皮细胞培养基、胎牛血清、内皮
细胞生长因子、青 / 链霉素购自美国 Sciencell 公司,蛋白
酶抑制剂 Cocktail 购自美国 Bimake 公司,实时定量聚合
酶链反应(polymerase chain reaction,PCR)试剂盒购自美
国 Pierce 公司,胰蛋白酶和 OPTI-MEMI 培养基购自美国
Gibco 公司,PVDF 膜购自美国 Millipore 公司,Transwell 小
室购自美国 Corning 公司,Trizol 试剂购自美国 Invitrogen
公司,反转录试剂盒购自美国 Promega 公司,四甲基偶氮
唑蓝(methylthiazolyl tetrazolium,MTT)购自美国 Sigma 公
司,生物合成人胰岛素注射液购自丹麦 Novo Nordisk 公
司,兔抗人 syndecan-1 多克隆抗体购自美国 CST 公司,
二羧基二喹啉蛋白定量试剂盒购自北京艾德莱公司,细
胞裂解液和辣根过氧化物酶购自北京华佰泰生物科技有
限公司,GAPDH 抗体和辣根过氧化物酶标记的二抗购自
北京 中 杉 金 桥 生 物 技 术 有 限 公 司。 syndecan - 1 和
GAPDH 的引物由上海生工生物公司合成。
1郾 2 方法
1郾 2郾 1 细胞培养和刺激摇 正常人视网膜微血管内皮细胞
由北京大学人民医院眼科中心、视网膜脉络膜诊治研究
北京市重点实验室黎晓新课题组赠与。 用含 5% 胎牛血
清、1%内皮细胞生长因子、1% 青 / 链霉素的内皮细胞培
养基,于 37益、5% CO2 培养箱中培养。 细胞消化后接种
于培养板中,融合近 70%时,换无血清培养液饥饿 6h 后,
换为含胰岛素的无血清培养液,胰岛素终浓度分别为
100nmol / L 和 1000nmol / L[22-23]。 细胞刺激 48h 后,弃去
培养液,换以磷酸盐缓冲液并轻柔晃动培养板 2 次,然后
收集细胞,以备行 RNA 提取和蛋白提取。 同时设未刺激
的正常组,即为视网膜微血管内皮细胞更换无胰岛素的
无血清培养液(作用时间与胰岛素刺激组相同)。
1郾 2郾 2 实时定量 PCR 检测 syndecan-1 mRNA 的表达
摇 按 Trizol 试剂说明书提取细胞总 RNA 并测定浓度,反
转录合成 cDNA。 按照说明书加入 cDNA 及混合物在
PCR 仪上进行扩增,每组设置 3 个复孔。 引物序列为:
syndecan-1 上游 5蒺-GGCTGTAGTCCTGCCAGAAG-3蒺,下
游 5蒺-GTCGTTGAGGCCTGATGAGT-3蒺;GAPDH 上游 5蒺-
CAGGAGGCATTGCTGATGAT - 3蒺, 下 游 5蒺 -
GAAGGCTGGGGCTCATTT- 3蒺。 GAPDH 作为内参,按照
2-驻驻Ct计算 syndecan-1 mRNA 的相对表达量。
1郾 2郾 3 蛋白印迹法检测 syndecan-1 蛋白的表达摇 收集
的细胞加入适量的细胞裂解液于冰上反应 15min,提取细

摇 摇

图 1摇 视网膜微血管内皮细胞 syndecan-1 mRNA 的表达 摇
( aP<0郾 05,bP<0郾 01 vs 正常组)。

胞总蛋白。 二羧基二喹啉蛋白定量试剂盒检测蛋白浓
度。 取 30滋g 总蛋白样品液进行 7郾 5%聚丙烯酰胺凝胶电
泳,30mA 恒流转印 4h。 5% 牛血清蛋白溶液室温孵育
1h,以封闭膜。 加入 syndecan-1 抗体(稀释度1 颐800)4益
过夜,含 0郾 05% 吐温的三乙醇胺缓冲液洗膜 3 次,每次
5min,加 入 辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 的 二 抗 ( 稀 释 度
1 颐1500),室温孵育 1h,含 0郾 05%吐温的三乙醇胺缓冲液
洗膜 3 次,每次 5min。 增强化学发光显影。 X 光片扫描
后,用 Kodak Digital Science 1D 分析软件进行条带灰度分
析,以 syndecan-1 的灰度值与 GAPDH 灰度值的比值代
表 syndecan-1 蛋白的水平。
1郾 2郾 4 通透性的检测摇 将视网膜微血管内皮细胞接种于
Millicell 插入式细胞培养皿中,以辣根过氧化物酶作为示
踪剂检测细胞的通透性。 常规培养待细胞铺满单层,以
胰岛素刺激细胞 48h 后,将 50mg / L 的辣根过氧化物酶加
入上室,2min 后收集下室的液体,取 10滋L 加入 96 孔板,
每孔加入 200滋L 底物 3,5,3蒺,5蒺-四甲基联苯胺室温反应
15min,用 1mol / L 的硫酸终止反应,于 450nm 波长测定各
组吸光度值。 用吸光度反映内皮细胞的相对通透性。 每
组 6 个复孔,实验重复 3 次。
1郾 2郾 5 细胞增殖水平的检测摇 将细胞接种于 96 孔板,待
细胞融合近 70%时,以胰岛素刺激 48h 后,每孔加入5g / L
MTT 溶液 20滋L,继续孵育 4h,弃去培养液,每孔加入二甲
基亚砜 150滋L,振荡 10min,于 490nm 波长测吸光度。 以
吸光度表示细胞的增殖水平。 每组 6 个复孔,实验重复
3 次。

统计学分析:采用 SPSS 13郾 0 统计分析软件,计量资

料以 軃x依s 表示,采用单因素方差分析,以 P<0郾 05 为差异
有统计学意义。
2 结果
2郾 1 胰岛素对细胞 syndecan-1 mRNA 表达的影响摇 与
正常组相比,胰岛素刺激 48h 后,视网膜微血管细胞
syndecan-1 mRNA 表达升高,差异有统计学意义 ( P <
0郾 01),且高浓度胰岛素的作用尤明显(P<0郾 01,图 1)。
2郾 2 胰岛素对细胞 syndecan-1 蛋白表达的影响摇 与正
常组相比,低浓度和高浓度的胰岛素刺激 48h 后,视网膜
微血管细胞 syndecan-1 蛋白表达升高,差异有统计学意
义(P<0郾 01),且高浓度胰岛素的作用尤明显(P<0郾 01,
图 2)。

2831

国际眼科杂志摇 2018 年 8 月摇 第 18 卷摇 第 8 期摇 摇 http: / / ies. ijo. cn
电话:029鄄82245172摇 摇 85263940摇 摇 电子信箱:IJO. 2000@ 163. com



图 2摇 视网膜微血管内皮细胞 syndecan-1 蛋白的表达摇 A:蛋
白印迹法检测各组细胞 syndecan-1 蛋白的表达;B:各组细胞
syndecan-1 蛋白表达的直方图( bP<0郾 01 vs 正常组)。

2郾 3 胰岛素对细胞通透性的影响 摇 正常组、低浓度胰岛
素组和高浓度胰岛素组细胞的吸光度分别为 0郾 42 依
0郾 02、0郾 81依0郾 00、0郾 97依0郾 02,三组比较差异有统计学意
义(F=68郾 81,P<0郾 01)。 与正常组相比,不同浓度的胰
岛素刺激 48h 后,细胞通透性升高,差异有统计学意义
(P<0郾 01),且高浓度胰岛素的作用尤为显著(P<0郾 01)。
2郾 4 胰岛素对细胞增殖水平的影响 摇 正常组、低浓度胰
岛素组和高浓度胰岛素组细胞的吸光度分别为 0郾 55 依
0郾 03、0郾 62依0郾 01、0郾 69依0郾 02。 与正常组相比,不同浓度
的胰岛素刺激 48h 后,细胞的增殖水平升高,差异有统计
学意义(P<0郾 01),其中高浓度胰岛素的作用更显著(P<
0郾 01)。
3 讨论

糖尿病视网膜病变的基础是多种因素造成的血-视
网膜屏障的破坏,该屏障的崩溃是病情进展的关键。 视
网膜微血管内皮细胞是构成血-视网膜屏障的主要细胞。
糖萼是覆盖于血管内皮细胞表面的多糖蛋白复合物的总
称,是内皮细胞表层的骨架结构,是血管内皮屏障的重要
组成部分,也是血管内外液体平衡调控的关键环节,与血
管通透性密切相关[24]。 糖萼损伤是血管内皮屏障功能
受损的早期阶段[24]。

syndecan 家族是糖萼的核心蛋白[24]。 syndecan-1 是
syndecan 家族的重要成员,覆盖于上皮细胞和血管内皮
细胞的表面,调控细胞的分化、黏附、移行和增殖,参与炎
症、脂质代谢、组织的损伤修复、组织器官分化发育、血管
形成等一系列生理病理过程的调节[11-21]。 目前尚未有
syndecan-1 与视网膜微血管内皮细胞研究的报道。 我们
前期研究已证实,syndecan-1 参与视网膜色素上皮细胞
的生理病理过程[18],参与糖尿病视网膜病变等眼病的发
生发展[14,16-18]。 此外,我们研究发现,体外胰岛素可上调
2 型糖尿病患者血清 syndecan-1 的水平[13]。

严格控制血糖是减缓糖尿病并发症的有效措施。 胰
岛素是公认的控制血糖的强大武器,但它是一把双刃剑,

在控制血糖的同时可促进部分患者糖尿病视网膜病变的
发生发展[1-7],且胰岛素治疗是糖尿病性黄斑水肿的一个
独立的危险因素[7]。 胰岛素加重糖尿病视网膜病变发生
发展的机制包括促进细胞的增殖、破坏血-视网膜屏障、
促进新生血管的形成、影响谷氨酸代谢及诱导氧自由基
的产生等[5]。

本研 究 发 现, 人 视 网 膜 微 血 管 内 皮 细 胞 表 达
syndecan-1 分子,且外源性胰岛素可上调该分子的表达、
增加细胞的通透性和增殖水平。 而细胞通透性和增殖性
的增加可导致血-视网膜屏障的破坏,这提示胰岛素可损
害血-视网膜屏障,与其他学者的研究结果一致。 外源性
胰岛素上调体外培养的人视网膜微血管内皮细胞
syndecan-1 的表达与我们的前期临床研究结果一致[13]。
研究表明,胰岛素作用于细胞后,可快速刺激胸腺嘧啶核
苷进入 DNA,以剂量依赖的方式显著地促进恒河猴视网
膜血管内皮细胞的增殖[25]。 我们的研究同样表明,体外
胰岛素可促进人视网膜微血管内皮细胞的增殖,且高浓
度胰岛素的作用更强。 syndecan-1 通过其硫酸乙酰肝素
链与细胞外基质、生长因子、酶和酶抑制物等结合,参与
细胞与细胞外基质的黏附,促进细胞-细胞间的黏附。
syndecan-1 表达增加后,细胞间及细胞与基质间的黏附
功能紊乱,细胞丧失生长接触抑制功能,导致细胞过度增
殖[11-21]。 我们分析,胰岛素促视网膜微血管内皮细胞增
殖与 syndecan-1 表达的增加有一定关系,但这需要进一
步深入的研究来证实。 此外,syndecan-1 介导黏附,维持
正常的内皮细胞结构稳定和细胞的通透性,从而维持血
管正常的渗透功能,细胞表面 syndecan-1 减少或缺失可
增加细胞的通透性,导致细胞组成的屏障破坏[11-21]。 我
们的研究表明,胰岛素在上调 syndean-1 表达的同时而
增加了视网膜微血管内皮细胞的通透性,这是两种相悖
的作用,因此我们推测,胰岛素增加细胞通透性的作用超
越了 syndecan-1 表达上调对通透性的影响。

我们的研究表明,胰岛素可上调体外培养的人视网
膜微血管内皮细胞 syndecan-1 的表达,可增加细胞的通
透性和促进细胞的增殖。 胰岛素发挥功能是通过与细胞
膜上的胰岛素受体结合而实现的,胰岛素受体是一种跨
膜糖蛋白,那么,胰岛素受体与 syndecan-1 两种跨膜糖蛋
白之间是何种关系? 二者是如何调控的? 这还需要后续
更深入的研究来阐明。
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