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【摘要】　目的　探讨薯蓣皂苷（Ｄｉｏ）对高糖（ＨＧ）诱导的视网膜色素上皮（ＲＰＥ）细胞损伤
的保护作用，并分析其机制。方法　用细胞计数试剂８（ＣＣＫ８）法筛选葡萄糖浓度和无细
胞毒性的Ｄｉｏ剂量范围。将ＡＲＰＥ１９细胞分为对照组（５ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖处理４８ｈ）、模
型组（５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖处理４８ｈ）和低、中、高剂量 Ｄｉｏ处理组（分别用５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

葡萄糖联合０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１、２．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１和８．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｄｉｏ处理４８ｈ）。ＣＣＫ８法检
测细胞活性；ＦＩＴＣ标记膜联蛋白Ｖ／碘化丙啶（ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ）染色检测细胞凋亡；荧
光探针法检测活性氧（ＲＯＳ）水平；试剂盒法检测丙二醛（ＭＤＡ）水平、过氧化氢酶（ＣＡＴ）和
谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）活性；ＪＣ１染色检测线粒体膜电位；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｂ
细胞淋巴瘤／白血病２（Ｂｃｌ２）、Ｂｃｌ２相关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３和Ｙｅｓ相关蛋白
（ＹＡＰ）的表达水平；免疫荧光法观察ＹＡＰ的表达。结果　筛选的葡萄糖浓度为５０ｍｍｏｌ·
Ｌ－１，Ｄｉｏ的无细胞毒性的剂量为０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１、２．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１、８．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１。与对照
组比较，模型组细胞活性、线粒体膜电位、ＣＡＴ和ＧＳＨＰｘ活性以及Ｂｃｌ２蛋白和ＹＡＰ蛋白
表达水平均明显降低（均为 Ｐ＜０．００１），细胞凋亡水平、ＲＯＳ和 ＭＤＡ水平以及 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白和Ｂａｘ蛋白表达水平均明显升高（均为Ｐ＜０．００１）；与模型组比较，低、中、高
剂量Ｄｉｏ处理组细胞活性、线粒体膜电位、ＣＡＴ和ＧＳＨＰｘ活性以及Ｂｃｌ２蛋白和ＹＡＰ蛋白
表达水平均明显升高（均为 Ｐ＜０．０５），细胞凋亡水平、ＲＯＳ和 ＭＤＡ水平以及 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白和Ｂａｘ蛋白表达水平均明显降低，且均呈剂量依赖性（均为 Ｐ＜０．０５）。结
论　Ｄｉｏ可通过激活ＹＡＰ信号，降低氧化应激反应和抑制线粒体介导的细胞凋亡途径，进
而减轻ＨＧ诱导的ＲＰＥ细胞损伤。
【关键词】　薯蓣皂苷；糖尿病视网膜病变；视网膜色素上皮细胞；高糖；氧化应激；细胞凋亡
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　　糖尿病是一种严重危害人类健康的常见慢性代
谢性疾病［１］。该病引起的长期代谢紊乱可诱发糖尿

病视网膜病变（ＤＲ），引起患者视力下降甚至失
明［２］。一般认为，血视网膜屏障缺陷是诱发 ＤＲ的
机制之一，其中，视网膜色素上皮（ＲＰＥ）细胞在维持
血视网膜屏障的完整性中发挥关键作用［３］。高糖

（ＨＧ）环境极易诱导 ＲＰＥ细胞发生氧化应激并引发
细胞凋亡，这一作用机制在 ＤＲ进展中发挥重要
作用［４］。

薯蓣皂素（Ｄｉｏ）是一种高生物活性的天然甾体
皂甙元，已被证明具有抗高血脂、抗炎及抗癌的特

性［５７］，且其在糖尿病及并发症（包括糖尿病肾病、糖

尿病肝病、糖尿病生殖功能障碍等）中的治疗作用亦

有相关报道［８１３］。而 Ｄｉｏ对 ＤＲ疾病的效用以及内
在分子调控机制尚未完全清楚。因此，本研究通过

ＨＧ诱导法构建 ＲＰＥ细胞株（ＡＲＰＥ１９）损伤模型，
观察Ｄｉｏ对ＨＧ诱导的细胞损伤的影响并探讨可能
的分子机制。

１　材料与方法　

１．１　主要试剂与仪器　ＡＲＰＥ１９细胞购自广州吉
妮欧生物科技有限公司。胎牛血清（ＦＢＳ）、改良 Ｅａ

ｇｌｅ培养基（ＤＭＥＭ）购自美国Ｇｉｂｃｏ公司。细胞计数
试剂８（ＣＣＫ８）试剂盒购自德国 Ｒｏｃｈｅ公司。ＦＩＴＣ
标记膜联蛋白Ｖ／碘化丙啶（ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ）凋
亡检测试剂盒及流式细胞仪购自美国 ＢＤ公司。丙
二醛（ＭＤＡ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）和谷胱甘肽过氧化
物酶（ＧＳＨＰｘ）检测试剂盒购自南京建成生物工程
研究所。电化学发光（ＥＣＬ）试剂、ＪＣ１线粒体膜电
位检测试剂盒购自上海碧云天公司。ＲＩＰＡ试剂、β
ａｃｔｉｎ抗体、二喹啉甲酸（ＢＣＡ）蛋白定量检测试剂盒
购自武汉博士德公司。Ｂ细胞淋巴瘤／白血病２
（Ｂｃｌ２）、Ｂｃｌ２相关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）、半胱氨酸蛋白酶３
（Ｃａｓｐａｓｅ３）、ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、Ｙｅｓ相关蛋白（ＹＡＰ）
抗体和辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）羊抗兔 ＩｇＧ二抗购
自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
６４７羊抗兔ＩｇＧ荧光二抗购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。
２’，７’二氯二氢荧光素二乙酸酯（ＤＣＦＨＤＡ）荧光
探针、ＤＡＰＩ购自美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司。ＩＸ８３荧光
显微镜购自日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。
１．２　方法　
１．２．１　细胞培养　在含有体积分数为１０％ＦＢＳ、体
积分数为 １％青链霉素的 ＤＭＥＭ培养基中培养
ＡＲＰＥ１９细胞，并置于３７℃、体积分数为５％ＣＯ２培
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养箱进行孵育。培养基每周更新３次。
１．２．２　ＨＧ诱导的 ＡＲＰＥ１９细胞模型构建与分组
处理　为探讨 Ｄｉｏ对 ＲＰＥ细胞的保护作用机制，本
研究首先构建了ＨＧ诱导的ＲＰＥ细胞损伤模型。葡
萄糖的浓度筛选：ＡＲＰＥ１９细胞以５×１０７个·Ｌ－１

接种于９６孔板，分别用递增浓度（５ｍｍｏｌ·Ｌ－１、１０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１、２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１、３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１和 ５０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１）葡萄糖处理４８ｈ，用 ＣＣＫ８试剂盒检测
各浓度葡萄糖处理的细胞活性，选择最低细胞活性

匹配的葡糖糖浓度。

Ｄｉｏ的无细胞毒性剂量范围筛选：ＡＲＰＥ１９细胞
以５×１０７个·Ｌ－１接种于９６孔板，分别用递增浓度
（０ｍｍｏｌ·Ｌ－１、０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１、２．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１、８．０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１和 １６．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）Ｄｉｏ处理 ４８ｈ，用
ＣＣＫ８试剂盒检测各浓度葡萄糖处理的细胞活性，
选择无细胞毒性的Ｄｉｏ剂量范围。

根据ＣＣＫ８法筛选葡糖糖浓度和Ｄｉｏ无细胞毒
性剂量范围后，将细胞分为对照组［仅给予正常浓度

（５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）葡萄糖处理ＡＲＰＥ１９细胞４８ｈ］、模
型组［仅给予５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖处理 ＡＲＰＥ１９细
胞４８ｈ］和低、中、高剂量 Ｄｉｏ处理组［分别用 ５０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖联合０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１、２．０ｍｍｏｌ·
Ｌ－１和８．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｄｉｏ处理ＡＲＰＥ１９细胞４８ｈ］。
１．２．３　细胞活性检测　用 ＣＣＫ８试剂盒检测不同
处理方式处理后 ＡＲＰＥ１９细胞活性。待细胞按
“１．２．２”方法分组处理后，将 ＣＣＫ８溶液（每孔 １０
μＬ）添加入培养基中，并将细胞再次放置于培养箱
中孵育１ｈ。使用酶标仪在４５０ｎｍ处测量吸光度。
细胞活性 ＝各处理组吸光度／对照组吸光度 ×
１００％。
１．２．４　细胞凋亡检测　用 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡
试剂盒检测各组 ＡＲＰＥ１９细胞凋亡情况。１０００ｒ·
ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ收集各组 ＡＲＰＥ１９细胞后，将细胞
重悬于结合缓冲液，每组各取５００μＬ细胞悬液，加
入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和１０μＬＰＩ后室温避光孵
育１５ｍｉｎ，用流式细胞仪分析并检测各组细胞凋亡
情况，用ＦｌｏｗＪｏ软件分析细胞凋亡比例。
１．２．５　细胞活性氧水平检测　用ＤＣＦＨＤＡ荧光探
针检测活性氧（ＲＯＳ）水平。１５００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５
ｍｉｎ收集各组 ＡＲＰＥ１９细胞后，加入１０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＤＣＦＨＤＡ试剂并在黑暗条件下于 ３７℃孵育 ２０
ｍｉｎ。ＰＢＳ洗涤３次后，用流式细胞仪在激发波长和
发射波长分别为４８８ｎｍ和５２０ｎｍ下检测细胞，并
用ＦｌｏｗＪｏ软件分析ＲＯＳ阳性细胞比例。
１．２．６　氧化应激指标检测　１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５
ｍｉｎ收集各组 ＡＲＰＥ１９细胞后，分别按照各检测试
剂盒说明，使用ＭＤＡ、ＣＡＴ和ＧＳＨＰｘ试剂盒检测各
组ＡＲＰＥ１９细胞的 ＭＤＡ水平以及 ＣＡＴ和 ＧＳＨＰｘ
活性情况。

１．２．７　线粒体膜电位检测　用 ＪＣ１线粒体膜电位

检测试剂盒检测各组ＡＲＰＥ１９细胞内线粒体膜电位
变化情况。ＡＲＰＥ１９细胞按照各组分组方法处理
后，ＰＢＳ洗３次；向细胞中加入２ｍｇ·Ｌ－１的 ＪＣ１染
色工作液，３７℃避光孵育３０ｍｉｎ后，ＰＢＳ洗３次；用
荧光显微镜分别在４８８ｎｍ激发波长和５３５ｎｍ发射
波长下检测 ＪＣ１单体（绿色荧光）荧光强度值；在
５５９ｎｍ激发波长和５９０ｎｍ发射波长下检测ＪＣ１聚
集体（红色荧光）荧光强度值。用红绿荧光强度的相

对比例来确定线粒体膜电位。

１．２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达水平　用 ＲＩＰＡ
裂解液萃取各组 ＡＲＰＥ１９细胞的蛋白，并各取 ２０
μｇ蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。封闭非特异位点
后，在 ４℃下孵育一抗（Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３均按
１２０００稀释；ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、ＹＡＰ均按１１０００
稀释，βａｃｔｉｎ按１８０００稀释）过夜。ＴＢＳＴ洗涤后，
室温孵育ＨＲＰ羊抗兔ＩｇＧ二抗１ｈ。加入ＥＣＬ试剂
后，用化学发光成像分析仪显像，用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软
件定量蛋白的相对表达水平。

用免疫荧光染色法观察 ＹＡＰ蛋白表达情况。
将各组ＡＲＰＥ１９细胞固定并封闭后，在４℃下孵育
ＹＡＰ一抗（１５００稀释）过夜。用ＰＢＳ漂洗后，室温
避光孵育ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７羊抗兔ＩｇＧ二抗１．５ｈ。加
入ＤＡＰＩ后，在荧光显微镜下观察，用 ＩｍａｇｅＪ软件量
化荧光强度。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０软件对所有数据
进行分析，数据结果以 珋ｘ±ｓ表示。多组之间比较采
用单因素方差分析，同时用Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ校正。检验水
准：α＝０．０５。

２　结果　

２．１　ＨＧ诱导的 ＡＲＰＥ１９细胞损伤模型建立　
ＣＣＫ８法检测不同浓度葡萄糖处理ＡＲＰＥ１９细胞后
的细胞活性，结果显示（图１Ａ），与５ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄
糖比较，葡萄糖浓度为３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１和５０ｍｍｏｌ·
Ｌ－１时ＡＲＰＥ１９细胞的细胞活性均明显降低（Ｐ＜
０．０５、Ｐ＜０．００１），且在５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１时最为明显，
故后续实验选择葡萄糖浓度为５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１。
２．２　Ｄｉｏ对 ＨＧ诱导的 ＡＲＰＥ１９细胞损伤的影响
　ＣＣＫ８法筛选 Ｄｉｏ无细胞毒性剂量范围，结果显
示（图１Ｂ），与 ０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｄｉｏ比较，Ｄｉｏ浓度为
１６０ｍｍｏｌ·Ｌ－１时的ＡＲＰＥ１９细胞的细胞活性明显
降低（Ｐ＜０．０１）；而与 ０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｄｉｏ比较，０．５
ｍｍｏｌ·Ｌ－１、２．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１、８．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｄｉｏ的
细胞活性均无明显改变（均为 Ｐ＞０．０５），故后续实
验选择Ｄｉｏ浓度为０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１、２．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１、
８．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１。与对照组比较，模型组细胞活性明
显降低（Ｐ＜０．００１），细胞凋亡水平明显增加（Ｐ＜
０．００１）；与模型组比较，低、中、高剂量 Ｄｉｏ处理组细
胞活性均明显增加，细胞凋亡水平均显著降低，且呈

浓度依赖性（均为Ｐ＜０．０５）（表１）。
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图１　不同浓度葡糖糖（Ａ）和Ｄｉｏ（Ｂ）对ＡＲＰＥ
１９细胞活性的影响　与５ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡糖糖比较，
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．００１；与 ０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｄｉｏ比较，
Ｐ＜０．０１。

２．３　Ｄｉｏ对各组 ＡＲＰＥ１９细胞的氧化应激水平的
影响　与对照组比较，模型组细胞 ＲＯＳ和 ＭＤＡ水
平均明显升高（均为 Ｐ＜０．００１），细胞 ＣＡＴ和 ＧＳＨ
Ｐｘ活性均明显降低（均为 Ｐ＜０．００１）；与模型组比
较，低、中、高剂量Ｄｉｏ处理组细胞ＲＯＳ和ＭＤＡ水平
均明显降低，ＣＡＴ和 ＧＳＨＰｘ活性均明显增加，且呈
浓度依赖性（均为Ｐ＜０．０５）（表２）。

表１　各组细胞活性和细胞凋亡水平的比较 （ｎ＝３）
组别 细胞活性／％ 细胞凋亡水平／％

对照组 ９９．４５±６．４２ ３．５６±１．０２

模型组 ４１．２６±５．８９＃ ２２．７８±２．０４＃

低剂量Ｄｉｏ处理组 ５２．６３±７．６９ １７．６９±１．５４

中剂量Ｄｉｏ处理组 ７０．８９±３．５２ １２．５９±２．６９

高剂量Ｄｉｏ处理组 ８４．６１±５．０２ ８．２４±０．６８

Ｆ １１２．５４ ２３５．４８
Ｐ ０．００ ０．００

　　注：与对照组比较，＃Ｐ＜０．００１；与模型组比较，Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１。

２．４　Ｄｉｏ对各组 ＡＲＰＥ１９细胞线粒体膜电位的影
响　ＪＣ１检测结果显示，对照组、模型组以及低、中、
高剂量 Ｄｉｏ处理组细胞的线粒体膜电位分别为
０．６７±０．０４、０．０５±０．０１、０．０９±０．０１、０．１６±０．０２
和 ０．２８±０．０３；与对照组比较，模型组细胞的线粒体
膜电位明显降低（Ｐ＜０．００１）；与模型组比较，低、中、
高剂量 Ｄｉｏ处理组细胞的线粒体膜电位均明显增
加，且呈浓度依赖性（均为Ｐ＜０．０５）（图２）。

表２　各组细胞ＲＯＳ和ＭＤＡ水平以及ＣＡＴ和ＧＳＨＰｘ活性比较 （ｎ＝３）
组别 ＲＯＳ水平／％ ＭＤＡ水平／（μｍｏｌ·Ｌ－１） ＣＡＴ活性／（ＩＵ·Ｌ－１） ＧＳＨＰｘ活性／（ＩＵ·Ｌ－１）
对照组 １０１．４５±８．０５ ５．０２±１．５８ １３．２４±０．８６ ２３．０４±１．２１
模型组 ２５６．７８±１９．４５＃ ２５．６９±１．３４＃ ４．７５±１．２１＃ ５．２３±０．７２＃

低剂量Ｄｉｏ处理组 ２０２．５６±１５．３４ １４．７３±２．６８ ６．０５±０．４７ ８．１２±０．９１

中剂量Ｄｉｏ处理组 １７２．３９±２４．６２ １２．３２±１．４２ ８．１２±０．６８ １１．７３±１．０４

高剂量Ｄｉｏ处理组 １２１．０４±４．０３ ７．８６±１．０６ １０．７６±０．９３ １６．８５±０．９５

Ｆ ８９．６７ １８６．５４ １０５．３７ １６９．２６
Ｐ ０．００ ０．００ ０．００ ０．００

　　注：与对照组比较，＃Ｐ＜０．００１；与模型组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１。

图２　各组细胞代表性ＪＣ１免疫荧光染色图

２．５　Ｄｉｏ对各组 ＡＲＰＥ１９细胞中 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、
ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３和ＹＡＰ蛋白表达的影响　Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示（图３、表３），与对照组比较，
模型组细胞中 ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白和 Ｂａｘ蛋白表
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达水平均明显升高（均为 Ｐ＜０．００１），细胞中 Ｂｃｌ２
蛋白和 ＹＡＰ蛋白表达水平均明显降低（均为 Ｐ＜
０．００１）；与模型组比较，低、中、高剂量 Ｄｉｏ处理组细
胞中ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白和 Ｂａｘ蛋白表达水平均
明显降低，细胞中 Ｂｃｌ２和 ＹＡＰ蛋白表达水平均明
显升高，且呈浓度依赖性（均为 Ｐ＜０．０５）。ＹＡＰ蛋
白免疫荧光染色结果显示（图４，表３），对照组细胞
中ＹＡＰ蛋白荧光强度较强；与对照组比较，模型组
细胞中ＹＡＰ蛋白荧光强度明显降低（Ｐ＜０．００１）；与
模型组比较，低、中、高剂量 Ｄｉｏ处理组细胞中 ＹＡＰ
蛋白随着 Ｄｉｏ浓度增加而逐渐增多，且 ＹＡＰ蛋白荧
光强度呈浓度依赖性增强（均为Ｐ＜０．０５）。

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中 ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２和ＹＡＰ蛋白表
达情况　

表３　各组细胞中ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ＹＡＰ蛋白表达水平及ＹＡＰ蛋白荧光强度的比较 （ｎ＝３）
组别 ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平 Ｂａｘ蛋白表达水平 Ｂｃｌ２蛋白表达水平 ＹＡＰ蛋白表达水平 ＹＡＰ荧光强度
对照组 １．０２±０．１５ １．０６±０．２４ １．０３±０．０９ ０．９８±０．１０ ５４２．４３±７４．７６
模型组 ８．６４±１．２３＃ １０．５２±２．０１＃ ０．１７±０．０５＃ ０．１１±０．０４＃ ３１．２４±７．１５＃

低剂量Ｄｉｏ处理组 ５．６３±０．７６ ８．０２±１．０４ ０．２４±０．０７ ０．２８±０．０６ ２０４．２５±３１．６２

中剂量Ｄｉｏ处理组 ２．７５±０．３２ ３．７１±０．７６ ０．４１±０．０６ ０．４９±０．０６ ３０８．４９±４４．７６

高剂量Ｄｉｏ处理组 １．５６±０．２１ １．０９±０．３８ ０．６３±０．０８ ０．７１±０．１１ ４０１．６５±６５．８３

Ｆ １８２．６１ １２３．１４ ９４．８６ １４３．７５ ２０４．８９
Ｐ ０．００ ０．００ ０．００ ０．００ ０．００

　　注：与对照组比较，＃Ｐ＜０．００１；与模型组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．００１。

图４　各组细胞中ＹＡＰ蛋白免疫荧光染色情况　
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３　讨论

糖尿病是一种慢性代谢性疾病，影响了全世界

超过４．２５亿人口，其中约有１／３的２型糖尿病患者
合并有ＤＲ［１］。ＤＲ还是导致糖尿病患者失明的首要
元凶［２］，而目前对于 ＤＲ的防治效果并不令人满意。
因此，寻找安全有效的防治 ＤＲ的药物具有重要的
临床意义。在体动物模型中，Ｄｉｏ已被证明具有降糖
和改善胰岛素抵抗的药理作用［８１３］。此外，众所周

知，ＤＲ不仅与葡萄糖代谢异常有关，还与炎症和氧
化应激密切相关［４，１４］。而目前已有研究报道，Ｄｉｏ具
有良好的抗炎和抗氧化作用［５，７］。以上研究提示，

Ｄｉｏ可能具有改善 ＤＲ的作用，但目前相关报道尚
少。因此，本研究探讨了Ｄｉｏ是否具有治疗ＤＲ的潜
力，发现无细胞毒性剂量范围内的 Ｄｉｏ能有效缓解
ＨＧ诱导的ＲＰＥ细胞活性减弱和凋亡增加，提示 Ｄｉｏ
是潜在的抗ＤＲ药物。

ＤＲ患者处于长期高血糖状态，ＲＰＥ细胞则极易
发生活化、抗氧化物酶损伤等病理性改变，诱发氧化

应激反应［１５］。另外，众多研究［１６１７］均已证明，在 ＤＲ
动物模型中给予抗氧化剂可减缓 ＤＲ进展。本研究
同样检测了Ｄｉｏ对ＨＧ诱导的ＲＰＥ细胞氧化应激的
影响，结果显示，Ｄｉｏ可逆转 ＨＧ诱导的 ＲＰＥ细胞
ＲＯＳ和ＭＤＡ水平增加以及 ＣＡＴ和 ＧＳＨＰｘ活性的
降低，说明Ｄｉｏ可缓解ＨＧ诱导的细胞氧化应激。氧
化应激可激活凋亡基因Ｂａｘ表达，破坏线粒体膜，进
而激活线粒体凋亡途径；另一方面，抑制氧化应激可

上调线粒体膜上抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２，并进一步抑制
Ｂａｘ及Ｃａｓｐａｓｅ蛋白激活，发挥保护线粒体和维持膜
稳定性作用［１８１９］，故维持线粒体膜稳定性在缓解细

胞损伤中发挥关键作用。本研究中，我们通过检测

线粒体膜电位及 ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白
表达情况，发现 Ｄｉｏ可抑制 ＨＧ诱导的 ＲＰＥ细胞线
粒体膜电位降低，并降低ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ蛋白
表达水平和增加Ｂｃｌ２蛋白表达水平，说明 Ｄｉｏ具有
维持线粒体膜稳定性和降低细胞凋亡的作用。

ＹＡＰ分子是Ｈｉｐｐｏ通路调控细胞存活和增殖的
关键下游级联效应分子，可促进细胞增殖，抑制细胞

凋亡［２０２１］。近期有研究提示［２２］，在糖尿病肾病细胞

和动物模型中敲除Ｒａｓ同源基因家族成员Ａ（ＲｈｏＡ）
可促使凋亡基因 Ｂａｘ升高、Ｂｃｌ２和 ＹＡＰ表达降低，
而过表达 ＹＡＰ可抑制 ＲｈｏＡ敲除诱导的足细胞凋
亡。本研究通过检测 ＹＡＰ蛋白表达和免疫荧光染
色发现，Ｄｉｏ可上调 ＨＧ刺激的 ＲＰＥ细胞中 ＹＡＰ蛋
白的表达，说明 Ｄｉｏ对 ＨＧ诱导的 ＲＰＥ细胞损伤的
保护作用至少部分与上调ＹＡＰ信号相关。

综上所述，Ｄｉｏ对ＨＧ诱导的ＲＰＥ细胞损伤具有
细胞保护作用，且这一作用与激活 ＹＡＰ信号、降低
氧化应激、维持线粒体膜电位和抑制线粒体介导的

细胞凋亡途径有关。另外，本研究还提示 Ｄｉｏ是潜

在的抗ＤＲ药物。
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