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活血化瘀方对糖尿病大鼠视网膜周细胞的保护作用 
   
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摘要：目的  探究自拟活血化瘀方对糖尿病大鼠视网膜周细胞(retinal capillary pericytes，RCPs)的保护作用。方法  40 只

SD 大鼠随机分成 4 组，其中 10 只为正常组，另 30 只腹腔注射链脲佐菌素造糖尿病模型成功后再分为活血化瘀方高

(6.75 g·kg1)、低剂量组(3.375 g·kg1)及模型组，每组各 10 只，灌胃 60 d 后取视网膜，对 RCPs 进行免疫组化及 Bax、Bak、

Bcl-2、caspase-3 蛋白表达分析。在体外实验中，将高糖(30 mmol·L1)培养的 RCPs 用不同浓度的活血化瘀方进行干预，CCK-8

检测 RCPs 增殖，JC-1 染色后荧光显微镜观察细胞形态和 RCPs 凋亡情况，并使用流式细胞仪进行定量分析。结果  糖尿病

模型大鼠较正常组 RCPs 凋亡明显，而活血化瘀方可减少 RCPs 凋亡。与 0 μg·mL1剂量增殖效果相比，25~100 μg·mL1 活

血化瘀方有显著性差异(P<0.01 或 P<0.05)。在抗高糖诱导凋亡方面，25~100 μg·mL1 与 0 μg·mL1相比，有显著性差异。结

论  活血化瘀方可通过主要外膜蛋白/Bcl-2 途径抑制糖尿病大鼠 RCPs 凋亡，且对高糖诱导的 RCPs 凋亡具有保护作用。 
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Protective Effect of Huoxue Huayu Prescription on Retinal Capillary Pericytes of Diabetic Rats  
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To determine the protective effect of Huoxue Huayu prescription on retinal capillary 
pericytes(RCPs) of diabetic rats. METHODS  Forty SD rats were conducted and randomly separated into 4 groups, ten of them 

were in the normal group, while other 30 rats were divided into Huoxue Huayu prescription high-dose diabetes group(6.75 g·kg1, 

n=10), low-dose diabetes group(3.375 g·kg1, n=10) and model group(n=10) after successfully established diabetic model by 
intraperitoneal injection of streptozotocin. Retina was taken after gastric administration for 60 d for RCPs immunohistochemical 
study, while Western blot assay was adopted to test the Bax, Bak, Bcl-2, caspase-3 protein expression. In vitro assay, RCPs were 

incubated with high glucose(30 mmol·L1) and intervened by different concentrations of Huoxue Huayu prescription. CCK-8 
assay was employed to measure the relative growth rate. Apoptosis of RCPs was observed with a fluorescence microscope using 
JC-1 stain, and quantitied by flow cytometry using Annexin V-FITC stain. RESULTS  More obvious RCPs apoptosis were 
observed in diabetic model rats than that in normal group, and the Huoxue Huayu prescription could inhibit the apoptosis of RCPs. 

Compared with 0 μg·mL1, the proliferation in 25100 μg·mL1of Huoxue Huayu prescription increased significantly(P<0.05 or 

P<0.01). There was a significant difference between 25100 μg·mL1 and 0 μg·mL1 in anti-apoptotic effect induced by high glucose. 
CONCLUSION  Huoxueguayu prescription can inhibited high glucose induced apoptosis in RCPs, and the preliminary mechanism 
may be associated with major outer membrane proteins/BCL-2 pathway. 
KEYWORDS: Huoxuehuayu prescription; diabetic; retinal capillary pericytes; blood-retinal barrier 
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糖尿病视网膜病变(diabetic retinopathy，DR)

是糖尿病最常见的并发症之一，目前该病机制尚

未明确。DR 属中医眼科中的“内障”“视瞻昏渺”

范畴，病机为因虚致瘀[1]。根据中医基础理论，目

之能视，有赖于精血津液的滋养，精血津液属阴，

阴虚必致目失所养；阴阳互根，阴虚日久，又使

阳气生化不足；而目居上位，为人之上窍，精血

津液必赖阳气之温煦、固摄和推动，方能上输于

目，滋养目窍[2]。因此目前认为 DR 中医证型的病

证发展是由阴虚内热到阴阳两虚的演化，且血瘀

贯穿其始终[3]。故认为消渴为本，消渴目病为标，

血瘀是 DR 的基本病机[4]。 
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以传统中医药的“活血化瘀”理论为指导，

浙江省立同德医院眼科医师根据多年临床经验，

运用活血化瘀方对 DR 进行治疗。本方药由黄芪、

地黄、枸杞子、决明子、蒲黄、水蛭组成，其中

黄芪补中益气，扩张血管；地黄补益肝肾，滋阴

凉血，益气养阴；枸杞子滋阴补血，决明子养肝

明目；蒲黄、水蛭配合活血止血，疏通眼络，去

瘀生新，增视明目。活血化瘀方临床效果理想，

但通过何途径发挥抗高糖损伤作用尚未见文献报

道。既往对血-视网膜屏障(blood-retinal barrier，

BRB)的研究绝大多数集中于内皮细胞，对其作用

已有了较多的认识。但随着研究的深入，视网膜

周细胞(retinal capillary pericytes，RCPs)在 BRB 中

对血管生成、稳定、通透性起重要调控作用，且日

渐受到重视，因此研究BRB 另一重要组成——RCPs

在糖尿病视网膜病变中的分布形态学及数量改变

可以提供 1 条新的研究思路。本实验拟通过活血

化瘀方对糖尿病视网膜大鼠进行干预，在细胞水

平上以高糖损伤的 RCPs 为模型，对用药后的抗

RCPs 凋亡作用进行探索，与动物实验结果相互佐

证，以探究该方对 DR 中 RCPs 凋亡的抑制作用。 

1  材料 

1.1  动物   

40 只健康♂ SD 大鼠由中国科学院上海实验

动物中心提供，体质量(200±20)g，动物许可证号：

SCXK(浙)2014-0001，饲养于浙江省中医药研究院

实验动物中心，SPF 级环境，室温 18~22 ℃，自由

饮水，普通饲料喂养，于试验前适应性喂养 1 周。 

1.2  药品 

黄芪 30 g、地黄 15 g、枸杞子 10 g、决明子

10 g、蒲黄 5 g、水蛭 5 g 水煎制成汤剂，置于冷

冻干燥剂中，所得冻干粉用 DMSO 溶解配制成

12.5，25，50，100，200 μg·mL1，5 000 r·min1

离心 10 min 后除去不溶物沉淀，取上清经 0.22 μm

微孔滤膜滤过，于 4 ℃保存待用于细胞实验。另

取上述等量药材水煎至 100 mL，低剂量给药为

3.375 g·kg1( 即 4.5 mL·kg1) ，高剂量给药为

6.75 g·kg1(即 9 mL·kg1)。 

1.3  试剂   

DMEM 高糖培养液、胎牛血清(Hyclone 公司，

批号分别为 AC12557267、10100139)；CCK-8、

DMSO、I 型胶原酶、链脲佐菌素(Sigma 公司，批

号分别为 B326KA、D2650、C9722、S0130)；0.25%

胰蛋白酶 EDTA、PBS 缓冲液、1%青链霉素(Gibco

公司，批号分别为 42G3075K、170306、15070063)；

Annexin V-FITC/PI 双染细胞凋亡检测试剂盒(BD

公司，批号：556547)；蛋白裂解液(Biosharp 公司，

批号： 161207) ；抗大鼠 α- 平滑肌肌动蛋白

(α-smooth muscle aetin，α-SMA)单克隆抗体、兔抗

大鼠 Bax、Bak、Bcl-2、caspase-3 及 β-actin 抗体

(abcam 公司，批号分别为 ab5694、ab182733、

ab45008、ab196495、ab13847、ab8227)；BCA 蛋

白浓度检测试剂盒、辣根过氧化物标记的山羊抗

兔鼠通用二抗(碧云天生物科技有限公司，批号分

别为 A0423、P0009)；JC-1 试剂盒、DAB 显色剂(凯

基生物公司，批号分别为 KGA601、KGP1045)；

25 cm2 培养瓶，96 孔、6 孔培养板(Corning 公司，

批号分别为 430639、04916603、3736)。 

1.4  仪器   

ELX800 型酶标仪(BioTek 公司)；SWCJ1FD

型超净工作台(江苏省苏州净化设备公司)；313339

型 CO2 培养箱、88700 型80 ℃超低温冰箱

(Thermo 公司)；TYPE104 型倒置显微镜及数码摄

像装置(尼康公司)；Centrifuge5810R 型低温离心机

(Eppendorf 公司)；158329 型冷冻干燥机(北京松源

华兴科技发展有限公司)。 

2  方法 

2.1  糖尿病动物模型的建立及分组   

选鼠龄为 6 周的健康 SD 大鼠 40 只，适应性

喂养 7 d 后随机分为正常组(n=10)和高血糖造模组

(n=30)，高血糖造模组过夜禁食 13 h 后，腹腔注

射 链 脲 佐 菌 素 (55 mg·kg1) ， 用 pH 4.2 的

0.1 mol·L1 枸 橼 酸 - 枸 橼 酸 钠 缓 冲 液 配 成

10 mg·mL1 溶液，1 周后尾静脉采血测血糖，当血

糖值≥16.7 mmol·L1[5-6]且伴有“三多一少”症状

者即为糖尿病造模成功。再将造模成功大鼠(n=30)

随机分为模型组、活血化瘀方高、低剂量组，每

组各 10 只。所有大鼠均为普通饲料喂养，自由饮水。 

2.2  给药方法   

造模成功后开始分组灌胃给药。治疗组分别

采用高、低剂量(6.75，3.375 g·kg1)活血化瘀方，

模型组及正常组给予相同体积生理盐水。给药时

间为 60 d。 

2.3  大鼠 RCPs 免疫组化   

各组大鼠皮下注射戊巴比妥钠溶液，待其完

全麻醉后心脏缓缓灌注 PBS 缓冲液，迅速剥离完
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整眼球，用 4%多聚甲醛进行固定，石蜡包埋切片

后进行 α-SMA(1∶100)免疫组化，封片结束后在显

微镜下进行观察。每张切片随机选取 10 个高倍镜

视野(200×)，计算阳性染色面积，使用图像分析软

件 Image-pro Plus 5.0 进行分析并计算相应的阳性

细胞表达率(阳性表达率=阳性表达面积/总面积× 

100%)。 

2.4  视网膜分离   

参照文献[7]记录方法分离大鼠视网膜，颈椎

脱臼法处死大鼠，将头部置于 75%乙醇中常规消

毒后，立刻摘取眼球，置于含 1%青链双抗的 PBS

中冲洗 3 次，沿角巩膜缘处剪开眼球，剥离完整

视网膜，置于 PBS 中漂洗 3 次，去除眼前节内容

物及残留玻璃体等杂质，备用。 

2.5  RCPs 分离培养及鉴定   

将“2.4”项下剥离视网膜组织置于含少量 PBS

的培养皿中，加入胰蛋白酶 3 mL，37 ℃消化

15 min。加入含 20% FBS 的 DMEM 培养基终止消

化，4 ℃下 400 ×g 离心 5 min。吸除上清液，加入

I 型胶原酶 3 mL，将下方沉淀轻轻吹打均匀，37 ℃

消化 15 min。终止消化后过孔径 100 μm 滤网，收

集滤过液，再过孔径 55 μm 滤网，用 DMEM 冲洗

滤网反面沉积的微血管片段，收集含微血管片段

洗脱液。4 ℃条件下离心 5 min，弃上清，加入

DMEM 将沉淀吹打均匀，接种于 6 孔板中。将 6

孔板置于 5% CO2 的细胞培养箱中 37 ℃下培养。

定取第 3 代 RCPs，参照文献 [8]的方法，以

α-SMA(5 mg·L1)抗体进行免疫荧光染色，在倒置

荧光显微镜下进行观察。 

2.6  Western blot 测定大鼠 RCPs 主要外膜蛋白

(major outer membrane proteins，MOMP)/Bcl-2 途

径上的蛋白表达   

使用裂解液提取各组 RCPs 中蛋白，收集上清

液，用 Bradford 法测定蛋白含量，各浓度组的蛋

白均取 30 μg，加 Buffer 混合等体积上样，采用

Western blot 法检测 Bax、Bak、Bcl-2、caspase-3

表达，β-actin 作为内参，封闭及抗体孵育等操作

步骤参照文献[9]进行，曝光、显影后拍照记录，

并分析各组蛋白表达差异。 

2.7  CCK-8 检测高糖培养条件下活血化瘀方对离

体 RCPs 的增殖效应   

取 RCPs，用含 EDTA 的 0.25%胰酶消化并收

集细胞。以 DMEM 培养液(含 10% FBS)吹打均匀

制成细胞悬液，进行细胞计数，调整细胞密度为

1×105·mL1，分别接种于 96 孔培养板中，每孔

100 μL，常规培养 24 h，之后换用含有 30 mmol·L1

高糖的培养液培养 48 h。将 96 孔板中细胞进行分

组给药，实验分为不同浓度(0，12.5，25，50，100，

200 μg·mL1)的活血化瘀方给药组及正常组。继续

培养 48 h，每孔加入 10 μL(0.5 mg·mL1)的 CCK-8

溶液，37 ℃孵育 4 h。吸弃培养基和 CCK-8 的混

合物，每孔加入 DMSO 150 μL，室温条件下振荡

10 min，使结晶充分溶解，在酶标仪 450 nm 处测

定 7 组吸光度 A 值，空白孔调零，每组浓度设 6

个复孔，实验重复 3 次，计算细胞增殖率：增殖

率=实验组 A 值/对照组 A 值×100%。 

2.8  高糖培养条件下活血化瘀方对离体 RCPs 凋

亡影响的检测 

2.8.1  JC-1 凋亡试剂盒的检测  同“2.7”项下细

胞分组给药后培养 48 h，按照 JC-1 凋亡试剂盒操

作说明[10]进行检测。 

2.8.2  Annexin V-FITC/PI 双染法细胞凋亡检测  

取RCPs按每孔 2×105个接种于 6孔板，加入含 10%

胎牛血清的细胞培养液，置 37 ℃、5% CO2 饱和

湿度培养箱中培养 24 h。细胞用不含 EDTA 的胰

酶消化收集；用 PBS 洗涤细胞 2 次(2 000 r·min1

离心 5 min)收集 5×105细胞；加入 500 μL的Binding 

Buffer 悬浮细胞后加入 5 μL Annexin V-FITC 混匀

后，再加入 5 μL PI 混匀；室温避光反应 15 min 后

进行流式细胞仪的观察和检测。 

2.9  统计学方法 

所有数据均采用 SPSS 19.0 软件进行统计处

理，计量数据采用 sx  表示，采用方差分析，以

P<0.05 表示差异有统计学意义。 

3  结果 

3.1  大鼠造模  

活血化瘀方高、低剂量组及模型组糖尿病大

鼠与正常组大鼠比较，血糖水平在腹腔注射链脲

佐菌素 7 d 后差异显著(P<0.01)，体质量随造模时

间推移差异逐渐明显。结果见图 1~2。 

3.2  RCPs 形态学观察及鉴定   

RCPs 原散在分布的细胞此时呈现出典型的

RCPs 形态，细胞体贴壁后呈不规则三角形，伴有

多个突起，结果见图 3。本实验选用 α-SMA 最具

代表性的 RCPs 标志物[11]进行标记鉴定，结果显示

所培养的 RCPs 纯度达 96%。 
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图 1  血糖浓度变化曲线 
与正常组比较，1)P<0.01。  
Fig. 1  Curve of blood glucose concentration change  
Compared with normal group, 1)P<0.01. 

 
图 2  体质量变化曲线 
与正常组比较，1)P<0.01。 
Fig. 2  Curve of weight change 
Compared with normal group, 1)P<0.01.  

3.3  活血化瘀方对 RCPs 增殖的影响   

在一定浓度范围内，活血化瘀方对高糖诱导

RCPs 凋亡均有抑制作用，在浓度为 12.5 μg·mL1

时，对 RCPs 生长的增殖率仅为 114.58%，作用不

显著。而浓度为 25，50，100 μg·mL1 时，增殖率

分别为 121.08%，135.85%，141.98%，与模型组

相比具有显著性差异(P<0.01 或 P<0.05)，作用显

著且呈浓度相关性。但浓度增加到 200 μg·mL1时，

细胞增殖率开始降低，为 61.98%，结果见图 4。 

 
图 3  RCPs 形态学观察及鉴定图(400×) 
ARCPs 形态图；BRCPs α-SMA 免疫荧光图 
Fig. 3  Morphological observation and identification of 
pericytes(400×) 
Amorphology of RCPs; Bα-SMA immunofluorescence of RCPs. 

 
图 4  活血化瘀方对 RCPs 增殖的影响 
与 0 μg·mL1 组比，1)P<0.05，2)P<0.01。 

Fig. 4  The proliferation of RCPs in different concentrations 
of Huoxuehuayu prescription,  
Compared with 0 μg·mL1 group , 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

3.4  大鼠 RCPs 免疫组化   

α-SMA 的免疫组化可特异性地将视网膜微血

管的 RCPs 膜染色。活血化瘀方高、低剂量组

α-SMA 阳性表达率均有不同程度的提高，且与模型

组比有显著性差异(P<0.05 或 P<0.01)。结果见图 5。 

3.5  MOMP/Bcl-2 通路上相关蛋白分析   

与模型组相比，活血化瘀方高低剂量组对糖

尿病大鼠视网膜 MOMP/Bcl-2 蛋白通路上相关蛋

白 Bax、Bak、caspase-3 水平均有抑制作用，而对

抗凋亡 Bcl-2 蛋白表达量则相应上升，呈一定的剂

量相关性，结果见图 6。 

 

 
图 5  各组 α-SMA 阳性表达比较 
与模型组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 
Fig. 5  The positive expression of α -SMA in each group 
Compared with model group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 
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图 6  MOMP/Bcl-2 通路上相关蛋白表达水平  
与正常组比，1)P<0.05，2)P<0.01，与模型组比，3)P<0.05，4)P<0.01。 
Fig. 6  Expression levels of related proteins in MOMP/Bcl-2 pathway  
Compared with normal group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with model group, 3)P<0.05, 4)P<0.01. 

3.6  活血化瘀方对高糖诱导 RCPs 凋亡的保护作用 

JC-1 染色观察到 RCPs 正常细胞线粒体膜呈

正常的染色，轮廓边界清晰。高糖诱导凋亡的 RCPs

随浓度增加，绿染比例逐渐减少，0 μg·mL1 组的

线粒体膜出现阳性染色的比例最大，结果见图 7。 

进一步采用流式细胞仪检测活血化瘀方对

RCPs 凋亡的影响，结果显示，从整体趋势来看，

凋亡比例随浓度增高而降低，25~100 μg·mL活血化

瘀方能明显抑制高糖诱导的 RCPs 细胞的凋亡，在

晚期凋亡细胞中同样呈现出明显的浓度依赖性，

结果见图 8。 

 
图 7  RCPs 的 JC-1 染色图 

Fig. 7  JC-1 staining of RCPs 

4  讨论 

与中医重视血瘀基本病机相似，现代医学研

究表明，视网膜所需氧气和营养比人体其他组织

都要高，甚至超过大脑[12]。视网膜神经节细胞层

和内核层的营养供应均来自中心视网膜动脉形成

的 BRB。已有文献报道[13]BRB 破坏是导致 DR

的重要原因之一。而维持 BRB 功能的细胞主要有

2 种：血管内皮细胞和 RCPs[14]。既往对 BRB 研

究绝大多数集中于内皮细胞，对其作用已有了较

多的认识。但随着实验研究的深入，RCPs 在 BRB 

 
图 8  活血化瘀方对高糖诱导 RCPs 凋亡的保护作用 
与 0 μg·mL1 比较，1)P<0.01。 
Fig. 8  Protective effect of Huoxue Huayu prescription on 
RCPs apoptosis induced by high glucose 
Compared with 0 μg·mL1, 1)P<0.01.  

中调节血管生成、稳定、通透性中起重要调控作

用且日渐受到重视[15]。本课题组通过免疫组化观

察到 DR 大鼠 BRB 功能中 RCPs 与正常大鼠 RCPs

的差异，发现 DR 大鼠 RCPs 出现明显的缺失现象；

后又在离体 RCPs 高糖损伤模型建立基础上，用

JC-1 对凋亡的 RCPs 数量进行统计分析，发现该方

对高糖环境下 RCPs 凋亡有一定抑制作用。综合前

期实验推测，活血化瘀方可能对 BRB 功能中 RCPs

缺失具有抑制作用。 

本研究进一步对该方抗 RCPs 凋亡的机制进

行探索，Bcl-2 家族抗凋亡蛋白成员通过与促凋亡

蛋白成员 Bax 和 Bak 形成异源二聚体而抑制 Bax

和 Bak 的促凋亡作用，从而维持线粒体膜的完整

性、线粒体跨膜电位以及 ATP 的生成，防止线粒

体膜间隙蛋白的释放[16-18]。本实验组对糖尿病大
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鼠视网膜 MOMP/Bcl-2 蛋白通路上相关蛋白 Bax、

Bak、caspase-3 水平均有抑制作用，而对抗凋亡

Bcl-2 蛋白表达量则相应上升。证明 MOMP/Bcl-2

途径是该方降低糖尿病视网膜 RCPs 凋亡途径之

一。是否还可通过其他途径来发挥治疗 DR 作用，

还需进一步探索研究。 

本研究为传统化瘀方类药物治疗糖尿病视网

膜病变的临床应用提供新的理论依据，为临床靶

向治疗方向增加更多的参考，推动研究者从中药

资源中筛选出更多有效的、特异性强的药物。 
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