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实 验

黄芪甲苷抗高糖受损内皮祖细胞
氧化应激损伤的机制研究*

陈 艳1，高入春1，广可颜2，孙 忞2，彭光霖2，瞿文静1，贺有缘1，赵思佳1，邹晓玲1，熊 武2

（1.湖南中医药大学第一附属医院，湖南 长沙 410007；

2.湖南中医药大学中西医结合学院，湖南 长沙 410208）

[摘要] 目的：研究黄芪甲苷（AS-郁）对高糖诱导的内皮祖细胞（EPCs）氧化应激损伤的保护机制，为AS-郁

的临床开发应用奠定基础。方法：取足月新生儿脐带血，采用密度梯度离心法分离出单个核细胞，采用Dil-ac-LDL

和FITC-UEA-1双荧光染色法鉴定出EPCs，将鉴定成功的人EPCs分别用30 mmol/L的葡萄糖干预120 h，制成高

糖诱导氧化应激损伤细胞模型，实验分为黄芪甲苷+高糖受损EPCs组、黄芪甲苷+高糖受损EPCs+ML385（Nrf2抑

制剂）组、高糖受损EPCs组和正常EPCs组（5 mmol/L的葡萄糖干预120 h），用流式细胞术检测活性氧（ROS）水平，

蛋白免疫印迹法（Western blotting）检测氧化应激相关蛋白的表达和Nrf2、Keap1及NFE2L2/ARE依赖性信号通路

蛋白的表达。结果：与正常EPCs组比较，高糖受损EPCs组细胞内ROS水平显著升高，GSH-Px、CAT、SOD活力均明

显降低，LDH活力明显升高，Nox2、Keap1表达显著升高，Nrf2、HMOX1、xCT、GPX4表达降低，差异均有统计学意

义（ <0.05）；与高糖受损EPCS组比较，黄芪甲苷+高糖受损EPCs组细胞内ROS水平降低，GSH-Px、CAT、SOD活力

升高，LDH活力降低，Nox2、Keap1表达降低，Nrf2、HMOX1、xCT、GPX4表达升高，差异均有统计学意义（ <0.05）。

黄芪甲苷+高糖受损EPCs+ML385组各项检测指标与高糖受损EPCS组比较，差异无统计学意义（ 跃0.05）。结论：

高糖能诱导EPCs出现氧化应激损伤，而黄芪甲苷能通过介导NFE2L2（Nrf2）/ARE信号通路发挥抗氧化应激作

用，保护高糖诱导氧化应激损伤的内皮祖细胞。
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Study on the Anti-inflammation Effect of Astragalus Membranaceus

Fructus on High Glucose-Induced Endothelial Cell Oxidative Stress

Damage in Human

[Abstract] Objective: To study the protective mechanism of astragaloside IV (AS-IV) against oxidative

stress damage of endothelial progenitor cells (EPCs) induced by high glucose, and to lay a foundation for further

research on clinical development and application of AS-IV. Methods: Term newborn umbilical cord blood was

collected. EPCs were separated by density gradient centrifugation method, and identified by Dil -acLDL +

FITC-UEA-1 double fluorescence staining method. The human EPCs successfully identified were treated with

30 mmol/L glucose for 120 h, respectively, to make a cell model of oxidative stress damage induced by high
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内 皮 祖 细 胞 （ endothelial progenitor cells， EPCs） 是 一 种 来

源 于 骨 髓 ， 能 自 我 更 新 和 分 化 成 内 皮 细 胞 的 血 管 干 细 胞 [1]，

参 与 出 生 后 损 伤 血 管 的 修 复 和 新 生 血 管 的 形 成 [2]。 有 研 究 表

明 [3] 高 糖 环 境 下 ， 体 内 会 产 生 过 量 的 活 性 氧 （ reactive oxygen

species， ROS） ， 导 致 组 织 细 胞 发 生 过 度 氧 化 应 激 反 应 ， 从 而 引

发 EPCs的 活 性 降 低 和 数 量 减 少 ， 导 致 其 增 殖 、 黏 附 、 成 管 和 迁

移 等 生 物 学 功 能 降 低 [4]。 如 何 有 效 恢 复 糖 尿 病 患 者 体 内 受 损

EPCs的 活 性 和 增 加 其 数 量 ， 成 为 目 前 攻 克 糖 尿 病 血 管 病 变 难

题 的 关 键 。 本 团 队 前 期 研 究 [5] 和 文 献 研 究 [6] 证 实 黄 芪 甲 苷

（ astrological 郁 ， AS-郁） 能 增 加 高 糖 诱 导 损 伤 EPCs数 量 ， 改 善

其 增 殖 、 迁 移 、 黏 附 和 体 外 成 管 等 生 物 学 功 能 。 但 AS-郁 是 如

何 改 善 高 糖 受 损 EPCs 生 物 学 功 能 而 发 挥 保 护 作 用 的 ， 目 前 尚

无 相 关 研 究 。 本 研 究 将 在 前 期 研 究 基 础 上 ， 进 一 步 探 讨 AS-郁 对

高 糖 诱 导 损 伤 EPCs 的 保 护 机 制 ， 为 AS-郁 的 临 床 开 发 应 用 奠

定 基 础 。

1 材 料

1.1 药品和试剂 黄 芪 甲 苷 （ 上 海 源 叶 生 物 科 技 有 限 公 司 ， 批

号 ： 11071-201711， 纯 度 98%） ； DMEM高 糖 培 养 基 （ SIGMA公 司 ，

批 号 ： D5796-500ML） ； 胎 牛 血 清 （ Gibco公 司 ， 批 号 ： 10099141） ；

ROS 试 剂 盒 （ 碧 云 天 公 司 ， 批 号 ： S0033S ） ； BCA 蛋 白 定 量

试 剂 盒 （ Abiowell 公 司 ， 批 号 ： AWB0104） ； 广 谱 彩 虹 预 染 蛋

白 Marker（ 10耀180 kD） （ Abiowell 公 司 ， 批 号 ： AWB0236） ；

蛋 白 上 样 缓 冲 液 （ 5 伊 ） （ 还 原 性 ） （ Abiowell 公 司 ， 批 号 ：

AWB0055） ； Western 转 膜 缓 冲 液 （ 10伊） （ Abiowell 公 司 ， 批 号 ：

AWB0211） ； 丽 春 红 S染 色 液 （ 10伊Ponceau S） （ Abiowell公 司 ， 批

号 ： AWB0225 ） ； RIPA 裂 解 液 （ 强 ） （ Abiowell 公 司 ， 批 号 ：

AWB0136） ； 蛋 白 酶 抑 制 剂 混 合 液 （ 100伊PIC） （ Abiowell 公 司 ，

批 号 ： AWH0645） ； 超 氧 化 物 歧 化 酶 （ SOD） 测 定 试 剂 盒 （ 南 京

建 成 生 物 工 程 研 究 所 ， 批 号 ： A001-3） ； 乳 酸 脱 氢 酶 （ LDH） 测

定 试 剂 盒 （ 南 京 建 成 生 物 工 程 研 究 所 ， 批 号 ： A020-2） ； 谷 胱 甘

肽 过 氧 化 物 酶 （ GSH-Px） 试 剂 盒 （ 南 京 建 成 生 物 工 程 研 究 所 ，

批 号 ： A005-1） ； 过 氧 化 氢 酶 （ CAT） 测 定 试 剂 盒 （ 南 京 建 成 生

物 工 程 研 究 所 ， 批 号 ： A007-1-1） 。

1.2 主要仪器 低 速 离 心 机 （ 上 海 知 信 仪 器 公 司 ， 型 号 ： SL02） ；

直 热 式 二 氧 化 碳 培 养 箱 （ 上 海 三 藤 仪 器 公 司 ， 型 号 ： DH-160I） ；

倒 置 显 微 镜 （ 北 京 中 显 恒 业 公 司 ， 型 号 ： DSZ2000X） ； 显 微 镜

（ Motic 公 司 ， 型 号 ： BA210T） ； 台 式 冷 冻 离 心 机 （ 湖 南 湘 仪 实 验

室 仪 器 开 发 有 限 公 司 ， 型 号 ： H1650R） ； 电 泳 仪 （ 北 京 六 一 生 物

科 技 有 限 公 司 ， 型 号 ： DYY-6C） ； 电 泳 槽 （ 北 京 六 一 生 物 科 技

有 限 公 司 ， 型 号 ： DYCZ-24DN） ； 转 膜 仪 （ 北 京 六 一 生 物 科 技

有 限 公 司 ， 型 号 ： DYCZ-40D） ； 漩 涡 混 合 器 （ 江 苏 其 林 贝 尔

仪 器 制 造 有 限 公 司 ， 型 号 ： GL-88B） ； 磁 力 搅 拌 器 （ 上 海 仪 电

科 学 仪 器 股 份 有 限 公 司 ， 型 号 ： JB-13） ； 电 子 天 平 （ 美 国 双 杰

公 司 ， 型 号 ： JJ224BC） ； 生 物 样 品 均 质 仪 （ 杭 州 奥 盛 仪 器 有 限

公 司 ， 型 号 ： BioPrep-24） ； 化 学 发 光 成 像 系 统 （ 上 海 勤 翔 科 学

仪 器 有 限 公 司 ， 型 号 ： ChemiScope6100） 。

2 方 法

2.1 内皮祖细胞的分离和培养 取 足 月 脐 带 血 ， 采 用 梯 度 离

心 法 分 离 得 到 单 个 核 细 胞 。 将 单 个 核 细 胞 接 种 于 10%FBS 的

DMEM 高 糖 培 养 基 ， 37 益 、 5%CO2 培 养 箱 培 养 24 h 后 ， 收 集 未

贴 壁 细 胞 ， 换 用 EGM-2 培 养 基 接 种 于 FN 包 被 的 培 养 皿 中 ， 在

37 益 、 5%CO2的 培 养 箱 中 培 养 3 d； 每 3 d 换 1 次 液 ， 培 养 7 d； 取

贴 壁 细 胞 ， 用 胰 酶 消 化 细 胞 按 1颐3 进 行 传 代 [7]。

2.2 内皮祖细胞的鉴定 将 “ 2.1 ” 收 集 的 细 胞 接 种 至 预 先 放

置 爬 片 的 24 孔 板 中 ， 培 养 过 夜 。 弃 去 培 养 基 ， PBS 洗 涤 3 次 ， 避

光 加 入 含 Dil-ac-LDL（ 10 滋g/mL） 的 培 养 液 250 mL， 37 益 、 5%

sugar. The EPCs was divided into Astragaloside + high-glucose impaired EPCs group, Astragaloside + high-

glucose impaired EPCs+ML385 group, high-glucose impaired EPCs group and normal EPCs group (5 mmol/L

glucose intervention for 120 h). The levels of reactive oxygen species (ROS) were detected by flow cytometry,

and the expression of oxidative stress-related proteins and Nrf2, Keap1 and NFE2L2/ARE-dependent signal

pathway protein were detected by Western blotting. Result: Compared with the normal EPCs group, the

intracellular ROS level was significantly increased in high-glucose impaired EPCs group. And the activities of

GSH-Px, CAT and SOD were significantly decreased in high-glucose impaired EPCs group, whule the activities

of LDH were significantly increased. The expressions of Nox2 and Keap were significantly increased in

high-glucose impaired EPCs group, while the expressions of Nrf2, HMOX1, xCT and GPX4 were significantly

decreased, with significant differences ( <0.05). Compared with high-glucose impaired EPCs group, the intracellular

ROS level decreased in Astragaloside + high-glucose impaired EPCs group. And the GSH-PX, CAT and SOD

activity increased in Astragaloside + high-glucose impaired EPCs group, while the LDH activity decreased.

The Nox2 and Keap1 expression decreased in Astragaloside + high-glucose impaired EPCs group, while Nrf2,

HMOX1, xCT and GPX4 expression increased, with significant differences ( <0.05). Conclusion: High-glucose

can induce oxidative stress injury of EPCs, and Astragaloside can play an anti-oxidative stress role by mediating

NFE2L2 (Nrf2) /ARE signaling pathway, protecting and improving endothelial progenitor cells damaged by high

glucose.

[Keywords] endothelial progenitor cells; AstragalosideIV; oxidative stress; high-glucose ; active oxygen
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CO2培 养 箱 中 孵 育 4 h。 孵 育 完 毕 后 ， 吸 弃 培 养 基 ， PBS洗 涤 3次 ，

加 入 4%多 聚 甲 醛 固 定 30 min 。 吸 弃 多 聚 甲 醛 ， PBS 洗 涤 3 次 ， 避

光 加 入 FUTC-UEA-1（ 10 滋g/mL） 250 滋L， 37 益 ， 5%CO2培 养 箱

中 培 养 1 h。 PBS洗 涤 3次 ， 加 入 250滋L DAPIA工 作 液 （ 1滋g/mL） ，

37 益 避 光 孵 育 10 min， 弃 染 液 ， PBS 洗 涤 3 次 ， 用 荧 光 显 微 镜 电

脑 采 集 图 像 。

2.3 细胞造模与分组 EPCs 细 胞 培 养 于 含 10%FBS+1% 双 抗

的 专 用 培 养 基 中 ， 37 益 ， 5%CO2， 饱 和 湿 度 培 养 箱 中 培 养 。 取

对 数 生 长 的 细 胞 进 行 如 下 分 组 的 处 理 。 （ 1） 黄 芪 甲 苷 +高 糖 受 损

EPCs组 [8]： EPCs细 胞 用 30 mmol/L高 糖 受 损 120 h后 加 入 100 mg/L

的 黄 芪 甲 苷 培 养 48 h； （ 2） 黄 芪 甲 苷 + 高 糖 受 损 EPCs+ML385 组

（ NFE2L2 抑 制 剂 ） ： EPCs 细 胞 用 30 mmol/L 高 糖 受 损 120 h 后 同

时 加 入 100 mg/L 的 黄 芪 甲 苷 和 19 滋mol/L 的 ML385 培 养 48 h；

（ 3） 高 糖 受 损 EPCs 组 ： EPCs 细 胞 用 30 mmol/L 高 糖 受 损 120 h ；

（ 4） 正 常 EPCs组 ： EPCs细 胞 正 常 培 养 。

2.4 ROS检测 按 照 1颐1 000 用 无 血 清 培 养 液 稀 释 DCFH-DA

（ 母 液 浓 度 10 mmol/L） ， 使 终 浓 度 为 10 滋mol/L。 处 理 完 成 的 细

胞 去 除 细 胞 培 养 液 ， 加 入 适 当 体 积 稀 释 好 的 DCFH-DA， 充 分

盖 住 细 胞 。 37 益细 胞 培 养 箱 内 孵 育 20 min 。 用 无 血 清 细 胞 培 养

液 洗 涤 细 胞 3 次 ， 充 分 去 除 未 进 入 细 胞 内 的 DCFH-DA。 用 胰

酶 消 化 收 集 。 流 式 细 胞 仪 检 测 。

2.5 检测氧化应激相关蛋白（SOD、LDH、GSH-Px、CAT）的表

达情况 收 集 细 胞 后 制 成 细 胞 悬 液 ， 3 000 r/min离 心 10 min（ 离

心 半 径 为 15 cm） ， 移 去 上 清 ， PBS清 洗 后 用 含 EDTA和 TtitonX-100

的 PBS 缓 冲 液 进 行 裂 解 ， 3 000 r/min 离 心 15 min ， 收 集 上 清 液 ，

按 照 SOD、 LDH、 GSH-Px 、 CAT试 剂 盒 说 明 书 进 行 测 定 [8]。

2.6 检测Nrf2、Keap1及NFE2L2/ARE依赖性信号通路蛋白（包括

Nox2、HMOX1和NQO1）的表达 用 冷 PBS洗 涤 细 胞 ， 加 入 200滋L

RIPA 裂 解 液 后 ， 刮 取 细 胞 超 声 破 碎 ； 4 益 ， 12 000 r/min 离 心

15 min（ 离 心 半 径 为 15 cm） 。 将 上 清 液 配 制 10豫 分 离 胶 ， 加 入

TEMED 摇 匀 灌 胶 ， 用 异 丙 醇 封 胶 。 凝 胶 后 ， 去 除 异 丙 醇 ， 用 滤

纸 吸 干 。 配 制 4.8豫的 浓 缩 胶 ， 加 TEMED 摇 匀 灌 胶 。 进 行 电 泳 并

转 膜 ， 电 泳 恒 定 电 压 75 V ， 130 min ； 300 mA 恒 定 电 流 转 膜 ， 转

膜 完 毕 后 ， 1伊PBST 漂 洗 1 次 ， 5 mim， 检 测 蛋 白 转 膜 效 率 。 用 1伊

PBST配 制 5% 脱 脂 奶 粉 ， 浸 入 室 温 放 置 90 min 。 用 1伊PBST 稀 释

一 抗 ， 孵 育 ， 4益过 夜 ， 次 日 室 温 放 置 30min。 孵 育 结 束 后 ， 1伊PBST

洗 3次 ， 10min/次 。 用 1伊PBST稀 释 HRP标 记 的 二 抗 ， 将 稀 释 后 的

二 抗 与 膜 共 同 室 温 孵 育 90min后 ， 1伊PBST洗 3次 ， 每 次 15min 。 使

用 ECL法 检 测 ， 凝 胶 成 像 系 统 成 像 分 析 。

2.7 统计学方法 采 用 SPSS 26.0 统 计 分 析 软 件 进 行 统 计 学

处 理 ， 服 从 正 态 分 布 的 计 量 资 料 以 “ 均 数 依标 准 差 ” （ x依s） 表 示 。

满 足 方 差 齐 性 的 多 组 间 计 量 资 料 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ，

<0.05 表 示 差 异 有 统 计 学 意 义 。

3 结 果

3.1 内皮祖细胞的培养与鉴定 第 7 天 观 察 到 培 养 皿 中 细 胞

呈 现 典 型 集 落 形 态 ， 中 央 细 胞 呈 圆 形 ， 周 边 细 胞 呈 梭 形 。 第 10

天 ， 细 胞 形 态 以 扁 平 的 “ 铺 路 石 ” 样 为 主 （ 见 图 1） 。 荧 光 显 微 镜

鉴 定 内 皮 祖 细 胞 ， 细 胞 结 合 FITC-UEA-1 呈 绿 色 ， 细 胞 摄 取

Dil-ac-LDL 呈 红 色 ， 细 胞 核 染 呈 蓝 色 ， 同 时 ， Dil-ac-LDL+

FITC-UEA-1 二 者 双 染 呈 橙 黄 色 改 变 的 细 胞 即 为 正 常 分 化 的

EPCs。 （ 见 图 2）

图 1 荧光显微镜下观察内皮祖细胞形态 （伊200）

注：A.细胞核染呈蓝色；B.UEA-1结合呈绿色；C.摄取Dil-

acLDL呈红色；D.Dil-acLDL+UEA-1双染呈橙黄色改变。

图 2 内皮祖细胞鉴定 （伊400）

3.2 ROS的检测结果 与 正 常 EPCs组 比 较 ， 高 糖 受 损 EPCs 组

荧 光 强 度 显 著 升 高 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ <0.05） ； 与 高 糖 受 损

EPCs 组 比 较 ， 黄 芪 甲 苷 + 高 糖 受 损 EPCs 组 荧 光 强 度 显 著 降 低

（ <0.05） ； 与 黄 芪 甲 苷 + 高 糖 受 损 EPCs 组 比 较 ， 黄 芪 甲 苷 + 高

糖 受 损 EPCs+ML385 组 荧 光 强 度 升 高 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ <

0.05） 。 （ 见 表 1 、 图 3）

表 1 各组 ROS水平荧光强度比较 （x依s）

组 别 n 荧 光 强 度

正 常 EPCs组 3 1 231.57依168.72

高 糖 受 损 EPCs组 3 8 559.80依326.81a

黄 芪 甲 苷 垣高 糖 受 损 EPCs组 3 2 471.07依339.58b

黄 芪 甲 苷 垣高 糖 受 损 EPCs垣ML385 组 3 6 473.30依379.72

注：与正常EPCs组比较，a 约0.05；与高糖受损EPCs组比较，

b <0.05。

3.3 氧化应激相关蛋白（SOD、LDH、GSH-Px、CAT）的表达结

果 与 正 常 EPCs 组 比 较 ， 高 糖 受 损 EPCs 组 胞 内 GSH-Px 、

CAT 、 SOD 活 力 均 明 显 降 低 ， LDH 活 力 明 显 升 高 ， 差 异 均 有 统

图 3 ROS水平检测流式图
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计 学 意 义 （ <0.05） 。 与 高 糖 受 损 EPCs 组 比 较 ， 黄 芪 甲 苷 垣 高 糖

受 损 EPCs 组 GSH-Px 、 CAT、 SOD 活 力 均 明 显 升 高 ， LDH 活 力 明

显 降 低 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ <0.05） ； 与 黄 芪 甲 苷 + 高 糖

受 损 EPCs组 比 较 ， 黄 芪 甲 苷 +高 糖 受 损 EPCs+ML385组 GSH-Px、

CAT、 SOD 活 力 降 低 ， LDH 活 力 升 高 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ <

0.05） 。 （ 见 表 2）

表 2 各组抗氧化应激蛋白表达比较 （x依s）

组 别 n G S H - P x ( 滋 m o l / L ) C A T ( U / m L ) S O D ( U / m L ) L D H ( U / L )

正 常 E P C s 组 3 1 7 5 . 1 4 ± 5 . 0 5 2 7 . 4 3 ± 0 . 8 4 2 0 . 3 6 ± 0 . 5 4 9 4 . 0 0 ± 4 . 9 6

高 糖 受 损 E P C s 组 3 8 2 . 1 4 ± 3 . 4 6 a 1 2 . 9 2 ± 1 . 4 2 a 8 . 6 6 ± 0 . 5 1 a 1 5 6 . 4 0 ± 4 . 8 5 a

黄 芪 甲 苷 ＋ 高 糖 受 损 E P C s 组 3 1 5 8 . 0 1 ± 4 . 3 6 b 2 1 . 9 5 ± 2 . 0 3 b 1 7 . 1 3 ± 1 . 4 2 b 1 0 9 . 1 9 ± 2 . 3 2 b

黄 芪 甲 苷 ＋ 高 糖 受 损 E P C s ＋ M L 3 8 5 组 3 1 1 3 . 8 1 ± 6 . 0 7 1 1 5 . 8 8 ± 0 . 8 4 1 1 . 5 5 ± 0 . 9 0 1 4 0 . 0 5 ± 3 . 2 6

注：与正常EPCs组比较，a 约0.05；与高糖受损EPCs组比较，

b <0.05。

3.4 Nrf2、Keap1及NFE2L2/ARE依赖性信号通路蛋白（包括

Nox2、HMOX1和NQO1）表达结果 与 正 常 EPCs 组 比 较 ， 高 糖

受 损 EPCs 组 胞 内 Nox2 、 Keap1 表 达 显 著 升 高 ， Nrf2 、 HMOX1、

NQO1 、 xCT、 GPX4表 达 降 低 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ <0.05） 。 与

高 糖 受 损 EPCs 组 比 较 ， 黄 芪 甲 苷 +高 糖 受 损 EPCs 组 胞 内 Nox2、

Keap1 表 达 降 低 ， Nrf2、 HMOX1、 NQO1、 xCT、 GPX4表 达 升 高 （ <

0.05） ； 与 黄 芪 甲 苷 + 高 糖 受 损 EPCs 组 比 较 ， 黄 芪 甲 苷 + 高 糖 受

损 EPCs+ML385 组 胞 内 Nox2、 Keap1 表 达 升 高 ， Nrf2、 HMOX1、

NQO1 、 xCT、 GPX4 表 达 降 低 （ <0.05） 。 （ 见 表 3）

4 讨 论

糖 尿 病 是 一 类 以 血 糖 浓 度 升 高 为 主 要 临 床 特 征 的 慢 性

代 谢 疾 病 [9]。 糖 尿 病 足 为 高 糖 环 境 导 致 的 血 管 病 变 的 典 型 代

表 ， 修 复 难 度 大 ， 致 残 率 高 [10]。 皮 肤 溃 疡 是 糖 尿 病 血 管 病 变 常

见 并 发 症 ， 也 是 导 致 糖 尿 病 足 患 者 截 肢 的 首 要 原 因 [11]。 因 此 研

究 糖 尿 病 皮 肤 溃 疡 的 发 病 原 因 ， 修 复 糖 尿 病 损 伤 血 管 和 促 进

新 血 管 形 成 是 解 决 上 述 问 题 的 关 键 。 目 前 有 研 究 [12]表 明 ， 持 续

的 高 糖 状 态 可 以 诱 导 细 胞 产 生 大 量 的 ROS ， 而 大 量 的 ROS 会

诱 导 细 胞 出 现 氧 化 应 激 反 应 ， 从 而 引 发 血 管 EPCs 损 伤 和 功 能

障 碍 [13]。 秦 臻 等 [14]研 究 发 现 ， 在 体 外 培 养 中 ， ROS 的 增 加 也 会 加

速 EPCs的 衰 老 ， 从 而 损 伤 EPCs的 功 能 。 而 本 团 队 前 期 研 究 [7]表

明 EPCs在 血 管 损 伤 修 复 和 血 管 再 生 中 扮 演 了 重 要 的 角 色 ， 高

糖 会 导 致 EPCs 增 殖 、 成 管 和 分 泌 功 能 障 碍 ， 在 糖 尿 病 患 者 体

内 则 表 现 为 EPCs 活 性 下 降 和 数 量 减 少 ， 增 加 心 血 管 突 发 事 件

的 风 险 ， 并 延 缓 溃 疡 创 口 的 愈 合 [15]。

HO J C Y 等 [16] 研 究 发 现 ， 糖 尿 病 患 者 来 源 的 EPCs 培 养

基 中 的 VEGF、 SDF-1a 、 PIGF等 促 血 管 新 生 因 子 的 表 达 显 著 下

调 。 这 导 致 了 EPCs 的 成 管 能 力 明 显 减 弱 ， 进 而 成 为 血 管 修 复

和 新 血 管 形 成 障 碍 的 重 要 原 因 。 FADINI G P 等 [17] 研 究 显 示 ，

糖 耐 量 受 损 会 导 致 外 周 血 中 CD34+降 低 ， 这 反 映 了 EPCs 数 量

的 下 降 。 同 时 此 研 究 还 发 现 EPCs 的 减 少 也 是 糖 尿 病 患 者 心 血

管 疾 病 并 发 症 发 生 的 重 要 原 因 。 MARROTTE E J 等 [18] 发 现 高

糖 状 态 下 EPCs 内 抗 氧 化 酶 含 量 降 低 ， 锰 超 氧 化 物 歧 化 酶 表 达

活 性 减 弱 ， 导 致 锰 超 氧 化 物 含 量 减 少 。 这 进 一 步 了 证 明 EPCs 的

数 量 和 功 能 在 伤 口 愈 合 过 程 中 的 再 生 能 力 上 发 挥 着 重 要 作

用 。 BALESTRIERI M L等 [19]研 究 表 明 高 糖 可 通 过 抑 制 细 胞 增

殖 、 NO 的 产 生 、 MMP-9 的 活 性 和 迁 移 来 提 高 氧 化 应 激 ， 降 低

EPCs的 存 活 率 。 也 有 研 究 [20]表 明 ， 糖 尿 病 患 者 外 周 血 中 SDF-1

水 平 下 降 则 外 周 血 中 EPCs数 量 下 降 ， 血 管 修 复 能 力 受 损 。 可 见

恢 复 糖 尿 病 患 者 体 内 EPCs 的 活 性 、 数 量 和 成 管 功 能 是 解 决 糖

尿 病 血 管 病 变 及 糖 尿 病 皮 肤 溃 疡 的 关 键 。

黄 芪 甲 苷 作 为 中 药 黄 芪 的 主 要 活 性 物 质 ， 被 誉 为 细 胞 的

“ 动 力 剂 ” ， 因 其 显 著 的 抗 炎 、 抗 氧 化 、 神 经 保 护 、 组 织 器 官 保

护 作 用 而 备 受 关 注 [21-25]。 本 课 题 组 前 期 的 研 究 已 经 证 实 ， 黄 芪

甲 苷 可 以 促 进 EPCs 的 增 殖 [26]， 并 刺 激 其 分 泌 大 量 的 EPCs 外 泌

体 。 这 些 外 泌 体 有 助 于 修 复 高 糖 受 损 内 皮 细 胞 ， 促 进 其 增 殖 、

黏 附 、 迁 移 和 体 外 成 管 等 生 物 学 功 能 ， 最 终 发 挥 促 进 内 皮 细

胞 增 殖 和 血 管 新 生 作 用 [27]。 目 前 有 研 究 [28]证 实 ， 黄 芪 甲 苷 可 以

在 体 外 促 进 EPCs分 泌 血 管 生 长 因 子 ， 以 促 进 新 生 血 管 形 成 。 另

有 研 究 表 明 ， 给 予 AS-郁处 理 EPCs后 ， AS-郁抑 制 ROS和 NF-资B

信 号 通 路 [29]， 同 时 可 能 通 过 促 进 Hsp-70 、 Bcl-2 表 达 和 下 调

Bax 、 Caspase-3 表 达 [30]， 实 现 清 除 H2O2 产 生 的 氧 自 由 基 ， 从 而

导 致 细 胞 的 ROS 水 平 明 显 降 低 ， 增 强 抗 氧 化 酶 的 活 性 。 此 外 ，

细 胞 增 殖 能 力 得 到 恢 复 ， 细 胞 凋 亡 率 降 低 ， 这 有 助 于 改 善 EPCs

的 功 能 。 这 些 结 果 表 明 ， AS-郁 对 高 糖 诱 导 氧 化 应 激 损 伤 的

EPCs具 有 保 护 和 修 复 作 用 。

本 研 究 结 果 显 示 ， 在 高 糖 环 境 下 ， 人 内 皮 祖 细 胞 产 生 大

量 活 性 氧 （ ROS） ， 诱 导 氧 化 应 激 损 伤 ， 降 低 GSH-Px、 CAT、 SOD

等 抗 氧 化 酶 的 活 性 [31]， 进 而 降 低 EPCs 增 殖 、 迁 移 、 黏 附 和 体 外

血 管 生 成 能 力 等 生 物 学 功 能 [32]。 黄 芪 甲 苷 的 干 预 显 著 降 低 了

ROS 水 平 ， 同 时 提 高 了 依 赖 性 抗 氧 化 酶 及 氧 化 应 激 相 关 蛋 白

的 相 对 表 达 量 ， 进 一 步 证 实 了 黄 芪 甲 苷 能 够 增 强 抗 氧 化 酶 的

活 性 [33]， 提 高 细 胞 对 氧 化 应 激 的 抵 抗 力 ， 从 而 有 助 于 修 复 高 糖

受 损 EPCs的 氧 化 应 激 损 伤 [34]。 核 转 录 因 子 Nrf2介 导 的 抗 氧 化 反

应 是 抗 氧 化 应 激 调 节 的 核 心 机 制 [35]， 也 是 抗 氧 化 应 激 药 物 研

发 的 靶 点 。 在 本 研 究 中 ， 使 用 黄 芪 甲 苷 处 理 高 糖 受 损 EPCs

后 ， Nrf2 、 HMOX1 等 蛋 白 的 相 对 表 达 量 显 著 提 高 ， 而 在 使 用

Nrf2 抑 制 剂 干 预 情 况 下 ， 这 些 蛋 白 的 相 对 表 达 量 降 低 ， 同 时

Nox2 、 Keap1 等 蛋 白 的 相 对 表 达 量 有 所 升 高 。 这 些 结 果 表 明 ，

调 控 NFE2L2（ Nrf2） /ARE 信 号 通 路 有 助 于 减 轻 高 糖 对 EPCs 的

损 伤 ， 以 恢 复 其 损 伤 血 管 修 复 和 血 管 新 生 功 能 。 本 研 究 结 果

表 3 各组 Nrf2、Keap1及 NFE2L2/ARE依赖性信号通路蛋白表达比较 （x依s）

组 别 n N o x 2 N r f 2 K e a p 1 H M O X 1 N Q O 1 x C T G P X 4

正 常 E P C s 组 3 0 . 5 9 ± 0 . 0 8 1 . 1 2 ± 0 . 1 3 0 . 5 9 ± 0 . 1 0 1 . 1 2 ± 0 . 0 9 1 . 2 2 ± 0 . 0 1 1 . 4 2 ± 0 . 1 3 1 . 3 4 ± 0 . 2 0

高 糖 受 损 E P C s 组 3 2 . 2 8 ± 0 . 1 1 a 0 . 2 5 ± 0 . 0 2 a 2 . 4 9 ± 0 . 3 5 a 0 . 2 3 ± 0 . 0 1 a 0 . 3 4 ± 0 . 0 4 a 0 . 3 8 ± 0 . 0 2 a 0 . 3 8 ± 0 . 0 3 a

黄 芪 甲 苷 + 高 糖 受 损 E P C s 组 3 1 . 0 0 ± 0 . 1 1 b 1 . 0 0 ± 0 . 1 4 b 1 . 0 1 ± 0 . 1 3 b 1 . 0 0 ± 0 . 0 7 b 1 . 0 0 ± 0 . 0 4 b 1 . 0 0 ± 0 . 0 5 b 1 . 0 0 ± 0 . 1 2 b

黄 芪 甲 苷 + 高 糖 受 损 E P C s + M L 3 8 5 组 3 1 . 6 3 ± 0 . 3 8 0 . 4 1 ± 0 . 0 6 1 . 5 3 ± 0 . 2 4 0 . 4 1 ± 0 . 0 4 0 . 5 1 ± 0 . 0 5 0 . 5 5 ± 0 . 0 7 0 . 6 1 ± 0 . 0 1

注：与正常EPCs组比较，a 约0.05；与高糖受损EPCs组比较，b <0.05。
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证 实 黄 芪 甲 苷 也 以 通 过 调 控 高 糖 受 损 EPCs 中 NFE2L2（ Nrf2） /

ARE信 号 通 路 发 挥 抗 氧 化 应 激 作 用 [36]。

黄 芪 甲 苷 通 过 激 活 NFE2L2（ Nrf2） /ARE信 号 通 路 发 挥 抗 氧

化 应 激 作 用 为 糖 尿 病 血 管 并 发 症 的 治 疗 提 供 了 新 的 思 路 和

方 法 ， 将 为 临 床 开 发 应 用 黄 芪 甲 苷 奠 定 基 础 。 然 而 ， 本 实 验 是

通 过 细 胞 实 验 得 到 的 结 果 ， 与 相 对 复 杂 的 机 体 相 比 尚 有 一 定

的 差 距 ， 需 进 一 步 通 过 动 物 实 验 和 临 床 试 验 论 证 黄 芪 甲 苷 通

过 NFE2L2（ Nrf2） /ARE信 号 通 路 抗 高 糖 诱 导 损 伤 内 皮 祖 细 胞

（ EPCs） 氧 化 应 激 损 伤 的 保 护 机 制 。
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