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柚皮素对体外糖尿病视网膜新生血管形成的抑制作用及机制
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摘要： 目的 观察柚皮素对体外高糖诱导的视网膜血管生成过程的影响及机制。方法 将猴视网膜血管内皮细胞（RF/6A）
采用随机数字表法分为对照组、高糖组、高糖+柚皮素组，对照组在常规培养基中培养，高糖组在培养基中加入 30 mmol/L D-葡

萄糖，高糖+柚皮素组在培养基中加入 30 mmol/L D-葡萄糖及 3 mg/L柚皮素。培养 24 h后，分别采用 cck-8、Transwell和Matrigel
实验检测细胞增殖、迁移及管腔形成。采用蛋白质印迹法（Western blotting）检测细胞自噬标志蛋白微管相关蛋白 1轻链 3
（LC3）及哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）的表达。结果 高糖组细胞增殖率（72.08±2.12）%比对照组（99.43±0.67）%减小，高

糖＋柚皮素组（90.54±1.47）%明显高于高糖组；细胞迁移数和管腔形成比较，高糖组明显高于对照组，高糖＋柚皮素组显低于

高糖组；Western blotting结果表明高糖组细胞LC3-Ⅱ的表达明显高于对照组，高糖＋柚皮素组细胞的表达明显低于高糖组；高

糖组细胞 p-mTOR的表达明显低于对照组，高糖＋柚皮素组细胞的表达明显高于高糖组。结论 柚皮素可通过抑制细胞自噬

在体外抑制糖尿病视网膜新生血管形成。
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Abstract： Objective To observe the effect and mechanism of naringenin on retinal angiogenesis induced by high glucose in vitro.
Methods Monkey retinal vascular endothelial cells (RF/6A) were randomly divided into three groups: control group (regular culture),
the high glucose group (adding 30 mmol/L D-glucose to the medium), high glucose + naringenin group (adding 30 mmol/L D-glucos and
3 mg/L naringen to the medium). After 24 h of culture, the cck-8, transwell and matrigel assay was used to detect cell proliferation, mi‑
gration and tube formation, respectively. The expression of microtubule-related protein 1 light chain 3 (LC3) and mammalian target of
rapamycin (mTOR) were detected by western blotting.Results The cell proliferation rate of the high-glucose group(72.08±2.12)% was
significantly lower than that of the control group(99.43±0.67)%, and this rate of the high-glucose + naringenin group(90.54±1.47)% was
significantly higher than that of the high-glucose group. The results of cell migration and tube formation showed that the high-glucose
group was significantly higher than the control group, and the high glucose + naringenin group was significantly lower than the high-glu‑
cose group. Western blotting results showed that the expression of LC3-Ⅱ in the high-glucose group was significantly higher than that
in the control group, and that in the high-glucose + naringenin group was significantly lower than that in the high-glucose group. The ex‑
pression of p-mTOR in the high-glucose group was significantly lower than that in the control group, and that in the high-glucose + nar‑
ingenin group was significantly higher than that in the high-glucose group.Conclusion Naringenin can inhibit diabetic retinal neovas‑
cularization in vitro by inhibiting autophagy.
Key words： Flavones; Diabetic retinopathy; Endothelium, vascular; Naringenin; Retinal neovascularization; Autophagy;
High glucose; Angiogenesis

糖尿病视网膜病变（diabetic retinopathy，DR）是

导致成人致盲的关键原因，大部分患者晚期预后较

差［1-2］。根据严重程度，DR分为增殖性（PDR）与非

增殖性（NPDR）两种类别，其中，以视网膜新生血管

为特征的 PDR对患者造成的损伤最为严重［3］。DR
的病理机制十分复杂，多种因素参与其中。近年

来，针对DR的药物治疗取得了较大进展，最主要的

是血管内皮生长因子（VEGF）拮抗剂，但它需要眼

内重复注射，费用高，易复发，且长期的生物安全性

还有待观察［4］。因此，寻找安全有效防治视网膜新

生血管的药物具有重要的医学和社会意义。

柚皮素是柚皮苷的苷元，是一种广泛存在于芸

香科柑橘属植物中的二氢黄酮类化合物。研究显

示，柚皮素具有抗炎、清除自由基、抑制过氧化，降

血脂以及抑制肿瘤生长等作用［5-6］，显示出巨大的药

用价值。眼科领域的研究显示，柚皮素可在体外抑

◇药学研究◇
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制人脐静脉内皮细胞生长［7］，具有抑制大鼠脉络膜

新生血管的能力［8-9］。然而，柚皮素对DR的视网膜

新生血管形成的影响还鲜见报道。基于此，本研究

自2019年3―9月采用高糖诱导的RF/6A为模型，评

价柚皮素对糖尿病视网膜新生血管形成的作用及

机制。

1 材料与方法

1.1 主要试剂 RF/6A细胞系购自中国科学院典

型培养物保藏委员会细胞库；DMEM细胞培养基、

0.25%胰酶，胎牛血清购自美国Gibco公司；柚皮素

购自美国 Sigma公司；LC3、mTOR、GAPDH抗体及

HRP标记二抗购自美国 Cell signaling公司；CCK-8
细胞增殖检测试剂盒购自碧云天生物技术有限公

司；Transwell小室和Matrigel购自美国BD公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞处理及分组 将 RF/6A细胞置于含有

10%胎牛血清、100 U/mL青霉素和 100 U/mL链霉素

的DMEM培养基中，在 37 ℃、饱和湿度下的二氧化

碳培养箱中培养。以每孔 5.0×105个细胞接种于 6
孔板内，贴壁后按随机数字表法分组并处理细胞：

对照组在DMEM培养基中培养，高糖组在DMEM培

养基中加入 30 mmol/L D-葡萄糖、高糖+柚皮素组在

DMEM培养基中加入 30 mmol/L D-葡萄糖及 3 mg/L
柚皮素。

1.2.2 细胞增殖 将细胞以 104～105个/孔的密度

在 96孔板中，每孔 100 μL培养基，含有或不含有待

测化合物。根据不同分组处理细胞，然后在二氧化

碳培养箱中于 37 ℃培养 24 h。使用重复移液器向

96孔板的每个孔中加入 10 μL CCK-8溶液，将培养

板在培养箱中孵育 4 h。在轨道振动器上轻轻混合

10 min，使用酶标仪测量 450 nm处的吸光度。细胞

增殖率（%）=［（As－Ab）/（Ac－Ab）］×100。As为实

验孔吸光度，Ab为空白孔吸光度，Ac为对照孔吸

光度。

1.2.3 细胞迁移 以每孔 5×105/个细胞将RF/6A细

胞接种至 6孔板中，37 ℃、5%二氧化碳饱和湿度条

件过夜培养。按照不同分组加药处理 24 h，0.25%
胰酶消化收集细胞，离心去上清，无血清培养基重

悬细胞，稀释细胞浓度至 2×105个/毫升。在 24孔板

中加入 800 μL含 10%胎牛血清的培养基，并放入

Transwell小室，在上室分别接入 200 μL各组细胞悬

液，37 ℃、5%二氧化碳培养箱培养 48 h。取出Tran‑
swell小室，清洗后用 70％冰乙醇固定细胞 1 h。
0.5%结晶紫染色，室温放置 20 min，擦净上室一侧

的未迁移的细胞，显微镜下观察拍照。每个小室随

机选取3个视野，对迁移的细胞进行记数。

1.2.4 管腔形成 将Matrigel放于冰盒中，在 4 ℃冰

箱中过夜融化，并预冷枪头和 24孔板。向 24孔板

内缓慢加入液态Matrigel，每孔 200 μL，37 ℃孵育 1
h。取不同分组的细胞，消化后用无血清培养基制

备单细胞悬液，以每孔 2×l05个将细胞接种到铺好胶

的 24孔板，37 ℃过夜后显微镜拍照，随机取 3个放

大100倍的视野，Image J软件对血管腔进行计数。

1.2.5 蛋白质印迹法（Western blotting）） 常规提取

单层贴壁细胞总蛋白，测定蛋白浓度和蛋白变性。

制备电泳胶，将 40 μg等量总蛋白加样到 SDS-PAGE
凝胶上进行电泳分离。取出凝胶根据Marker切下

目的条带，然后将蛋白转移至 PVDF膜上。在室温

下用含 5%脱脂奶粉的TBST封闭PVDF膜 2 h，用封

闭液稀释的一抗LC3、mTOR、p-mTOR及GAPDH（均

为 1∶1 000）浸泡 PVDF膜，4 ℃孵育过夜。充分洗

膜，用稀释的HRP标记二抗浸泡 PVDF膜，37 ℃摇

床孵育 2 h。TBST充分洗膜后ECL显色曝光，晾干、

扫描胶片，用BandScan分析胶片灰度值。

1.3 统计学方法 本研究的实验数据以 x̄ ± s表示，

采用统计软件 SPSS 19.0进行分析，组间差异采用方

差分析和 LSD法比较，以 P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 柚皮素促进高糖下的细胞增殖 CCK-8实验

结果显示，培养24 h后，各组RF/6A细胞均有不同程

度生长（图 1）。三组RF/6A细胞的增殖率：对照组

（99.43±0.07）%，高糖组（72.08±2.12）%，高糖＋柚皮

素组（90.54±1.47）%。三组间的细胞增殖率差异有

统计学意义（F=246.35，P=0.000）；组间两两比较显

示，高糖组细胞增殖率比对照组减小（t=21.31，P=
0.000），柚皮素增加高糖条件下的细胞增殖率（t=
12.39，P=0.000）。以上结果提示，高糖条件下的RF/
6A增殖明显减弱，柚皮素对高糖下的细胞生长具有

保护作用。

2.2 柚皮素抑制高糖下的细胞迁移 Transwell实
验结果显示，各组细胞均发生不同程度的迁移。对

照组、高糖组、高糖＋柚皮素组RF/6A细胞的迁移数

分别为（120.33±6.03）、（149.00±9.17）、（76.33±5.51）
个。统计比较显示，三组间的细胞迁移数的差异有

D E

A B C

图1 各组RF/6A细胞形态（×100）：A为对照组；B为高糖组；C为高

糖＋柚皮素组
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统计学意义（F=80.03，P=0.000）；组间两两比较显

示，高糖组细胞迁移数比对照组增加（t=4.53，P=
0.011），柚皮素减少高糖条件下的细胞迁移数（t=
11.77，P=0.000）（图 2）。以上结果提示，高糖下的

RF/6A迁移增强，柚皮素对高糖下的细胞迁移具有

抑制作用。

2.3 柚皮素抑制高糖下的细胞管腔形成 Matrigel
实验结果显示，各组细胞均有管腔样结构的形成。

对照组、高糖组、高糖＋柚皮素组RF/6A细胞管腔形

成 数 分 别 为（11.00±1.00）、（17.33±2.52）、（7.67±
1.53）个。统计比较显示，三组间的细胞管腔形成数

差异有统计学意义（F=22.45，P=0.002）；组间两两

比较显示，高糖组细胞管腔形成数比对照组增加（t=
4.05，P=0.015），柚皮素可减少高糖条件下的细胞管

腔形成数（t=5.69，P=0.005）（图 3）。以上结果提示，

高糖下的RF/6A血管样结构形成增强，柚皮素对高

糖下的细胞管腔形成具有抑制作用。

2.4 柚皮素抑制高糖下的自噬激活 Western blot‑
ting实验结果显示，对照组、高糖组、高糖＋柚皮素

组 RF/6A细胞 LC3-Ⅰ的相对表达量分别为（0.74±
0.09）、（0.73±0.15）、（0.78±0.14），三组间比较总体差

异无统计学意义（F=0.131，P=0.880）。对照组、高

糖组、高糖＋柚皮素组RF/6A细胞 LC3-Ⅱ的相对表

达量分别为（0.14±0.03）、（0.48±0.05）、（0.28±0.10），

三组间比较总体差异有统计学意义（F=18.87，P=
0.003）。组间两两比较显示，高糖组LC-Ⅱ的表达比

对照组增加（t=9.99，P=0.001），柚皮素可减少高糖

条件下的LC-Ⅱ表达（t=3.13，P=0.035）（图 4）。以上

结果提示，高糖下的RF/6A自噬增强，柚皮素对高糖

诱导的细胞自噬具有抑制作用。

2.5 柚皮素抑制高糖下自噬激活的机制 Western
blotting实验结果显示，对照组、高糖组、高糖＋柚皮

素组 RF/6A 细胞 mTOR 的相对表达量为（0.73±

0.10）、（0.79±0.07）、（0.83±0.05），三组间比较总体差

异无统计学意义（F=1.22，P=0.359）。对照组、高糖

组、高糖＋柚皮素组 RF/6A细胞 p-mTOR的相对表

达量为（0.69±0.09）（0.18±0.04）、（0.58±0.09），三组

间 比 较 总 体 差 异 有 统 计 学 意 义（F=36.82，P=
0.000）。组间两两比较显示，高糖组p-mTOR的表达

比对照组减少（t=9.39，P=0.001），柚皮素可增加高

糖条件下的 p-mTOR表达（t=6.87，P=0.002）（图 5）。

以上结果提示，高糖条件下mTOR信号通路受到抑

制，柚皮素可促进高糖下 mTOR自噬信号通路的

激活。

3 讨论

DR的发病机制很复杂，临床治疗棘手，目前主

要以防治视网膜新生血管产生和抑制其发展为主。

近年来，中药抑制眼部新生血管形成已经成为眼科

药物研究的热点。酚类化合物是植物次生代谢产

物的重要组成部分，黄酮类化合物是在天然药物中

发现的主要酚类化合物。有研究显示，多种黄酮类

药物有较强的抑制眼部新生血管的作用，如柚皮

素、柚皮素、芹黄素等［10-11］。早期对视网膜上皮和内

皮细胞的研究显示，柚皮素能够促进人视网膜色素

上皮细胞增殖，抑制人脐静脉内皮细胞生长，同时

对这两种细胞均有抗氧化作用，认为柚皮素是治疗

老年性黄斑变性的很有前景的候选药物［7］。本研究

利用DR的细胞模型，参考上述研究的柚皮素作用

浓度，在体外首次观察了柚皮素对糖尿病视网膜新

生血管形成的影响。结果提示，柚皮素对高糖环境

下的视网膜血管内皮细胞存活与增殖具有保护作

用，对细胞迁移和管腔形成具有明显的抑制作用，

即提示柚皮素能抑制 DR中视网膜新生血管的

D E
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图2 各组RF/6A细胞迁移（结晶紫染色×200）：A为对照组；B为高

糖组；C为高糖＋柚皮素组

D E

A B C

图3 各组RF/6A细胞管腔形成（×100）：A为对照组；B为高糖组；C
为高糖＋柚皮素组
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注：1―GAPDH；2―LC3-Ⅱ；3―LC3-Ⅰ；4―对照组；5―高糖组；

6―高糖＋柚皮素组。

图4 各组RF/6A细胞LC3的蛋白表达
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注：1―GAPDH；2―p-mTOR；3―mTOR；4―对照组；5―高糖

组；6―高糖＋柚皮素组。

图5 各组RF/6A细胞mTOR和p-mTOR的蛋白表达
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形成。

柚皮素广泛存在于芸香科柑橘属植物的果皮

和果肉中，如葡萄皮、番茄皮、葡萄柚、橙、枸橘

等［12］。近年来，大量国内外学者对柚皮素的结构、

理化性质及其在氧化应激、炎症、癌症、糖尿病、心

血管疾病和神经系统疾病中的应用和在不同疾病

中的治疗作用进行了研究［13］。在细胞研究方面，

Zygmunt等［14］发现柚皮素治疗能通过增加AMPK的

活化增强 L6肌细胞对葡萄糖的摄取。柚皮素可显

著降低3 T3-L1前体脂肪细胞增殖，且效应呈剂量依

赖性，伴随乳酸脱氢酶（LDH）释放量的增加而不影

响甘油三酯的累积或脂肪细胞分化过程中脂肪发

生基因（PPAR-g和 STAT3）的表达［15］。柚皮素处理

人肝癌细胞HepG2 能明显减少载脂蛋白 B（ApoB）
的累积和细胞胆固醇酯质量，降低乙酰辅酶A乙酰

转移酶 2（ACAT2）mRNA水平和微粒体三酰甘油转

运蛋白（MTP）的水平和活性，增加低密度脂蛋白

（LDL）受体mRNA水平及LDL的摄取和降解。这些

结果提示柚皮素的这些效应可能会减弱体内高血

糖、高脂血症和胰岛素抵抗［16］。观察柚皮素对胰腺

β细胞的研究发现，柚皮素处理大鼠胰腺 INS-1E细

胞，增强了葡萄糖刺激的胰岛素分泌和几个β细胞

基因的表达，还能降低促凋亡标志物mRNA水平，

提示柚皮素在β细胞中的作用可增加葡萄糖敏感性

和防止β细胞凋亡［17］。动物实验表明，在链脲佐菌

素（STZ）诱导的糖尿病动物中应用柚皮素可恢复血

糖和血脂水平，减少糖尿病肾病，柚皮素给药可产

生抗炎和抗氧化作用［18］。临床研究发现，每天摄入

柚皮素（5.0 mg/kg）可降低缺血性心脏病、脑血管疾

病、特定癌症和哮喘的死亡率，降低 2型糖尿病风

险［19］。血液中柚皮素水平与肥胖、收缩压、舒张压

呈负相关，与血清三酰甘油水平、腰围、胰岛素抵抗

呈负相关，与血清高密度脂蛋白（HDL）水平呈正相

关［20］。每天给予柚皮素 400 mg 8周，高胆固醇血症

者的血浆总胆固醇和LDL胆固醇降低，而HDL和甘

油三酯的浓度则不受影响。此外，柚皮素治疗显著

降低ApoB水平，显著提高红细胞 SOD和CAT活性，

降低GSH-Px活性和血浆TBARS水平［21］。在另一项

研究中，给超重个体服用含有柚皮素的柑橘多酚提

取物（900 mg/kg）12周，其体重和血糖水平显著

降低［22］。

以上细胞、动物和临床研究均证实，柚皮素对

糖尿病及其并发症具有治疗作用，但在DR视网膜

新生血管中的作用还不清楚，本研究初步证实柚皮

素可有效抑制DR视网膜新生血管的形成。有关柚

皮素在 DR中的作用机制，Al-Dosari等给糖尿病大

鼠口服柚皮素，发现它能改善糖尿病大鼠体内硫代

巴比妥酸反应性物质水平的升高和谷胱甘肽水平

的降低，能使下降的糖尿病视网膜神经保护因子脑源

性神经营养因子、原肌球蛋白相关激酶B和突触素水

平升高，改善细胞凋亡调节蛋白水平，认为柚皮素具

有抗糖尿病、抗氧化和抗凋亡的作用，可通过提供神

经营养支持来阻止DR中的视网膜损伤［23］。自噬是一

种重要的细胞机制，在正常的生理过程中起着“管家”

的作用，包括清除长寿、聚集和错误折叠的蛋白质，清

除受损的细胞器，调节生长和衰老。自噬还涉及多种

生物功能，如发育、细胞分化、抵御病原体和营养缺

乏［24］。LC3是最常用的自噬分子标记物，当自噬发生

时，LC3-Ⅰ在泛素样反应酶的作用下与磷脂酰乙醇胺

偶联生成LC3-Ⅱ，采用Western blotting检测LC3-Ⅰ
与 LC3-Ⅱ之间的转化是常用的自噬活性检测手

段［25］。mTOR是自噬信号通路的重要分子，mTOR主

要通过其下游分子 p70S6K和 eIF4E调节Atg1/ULK
等自噬相关分子的活性，最终发挥对细胞自噬的负性

调控作用，而磷酸化的 mTOR（p-mTOR）是通路活化

的生物学标志［26-27］。自噬的分子机制非常复杂，涉及

多个信号通路在各个步骤的协同作用。近年来研究

提示自噬过程参与DR的病理生理学机制，如mTOR，
自噬相关基因（ATG）等在DR中的表达水平发生明显

改变［28-29］。既往研究提示自噬可被高糖激活，进而促

进RF/6A细胞的血管生成过程［30］。心血管方面的研

究提示，柚皮素可对抗高糖诱导的人心肌细胞自

噬［31］。肺部疾病的研究也发现，柚皮素可抑制自噬介

导的肺炎症和纤维化，对肺炎支原体感染后气道重塑

发挥保护作用［32］。鉴于自噬在细胞稳态和疾病中的

重要性，本研究探讨了柚皮素抑制RF/6A血管形成与

自噬的关系，发现高糖诱导的LC3-Ⅱ表达增加可被

柚皮素明显抑制。高糖条件可减少p-mTOR的表达，

而柚皮素处理可增强p-mTOR的表达，提示柚皮素可

通过增强自噬抑制蛋白mTOR的表达来减轻高糖诱

导的细胞自噬，进而抑制血管形成。

在全世界范围内，糖尿病的发病率正在逐年攀

升。糖尿病患者罹患多种全身和眼部疾患，其中最

常见的眼部微血管并发症就是DR。DR是全球视力

下降和失明的主要原因之一，有效防治DR已是全

球关注的热点，更是我国亟须解决的重大课题，本

研究结果提示利用具有抗糖尿病和调节自噬的黄

酮类化合物柚皮素来预防和治疗DR为临床提供了

一种可能。
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