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人参皂甙R93对正常和缺氧条件下人视网膜
血管内皮细胞的作用

曹亮 宋愈 吴莹 孙志敏 黄黎黎

【摘要】 目的 观察正常和缺氧条件下人参皂甙R93对人视网膜血管内皮细胞(HRCEC)增生、迁徙

和管腔形成的影响。方法在正常条件的培养基中，分别加人0．0、0．1、0．5 mmol／L的人参皂甙R93，依

序分为A、B、C 3个组；在150／lmol／I。氯化钴缺氧条件的培养基中，分别加入0．0、0．1、0．5 mmol／L的人参

皂甙R93，依序分为D、E、F 3个组。在培养后24、48、72 h用噻唑蓝比色法检测HRCEC的增生；在24 h，

用Transwell小室检测细胞迁徙，用基质胶检测细胞管腔形成，实时荧光定量逆转录酶链聚合反应和蛋白

质免疫印迹法检测细胞中血管内皮生长因子(VEGF)mRNA和蛋白质表达。结果 正常或缺氧条件培养

基中，均可观察到人参皂甙R93对HRCEC增生的抑制作用，并且这种抑制作用呈浓度与时间依赖性

(F正常组浓度一30．331，F缺氧组浓度=33．402，F正常组H．tlUl一85．462，F缺氧组时间一136．045。P均<：0．05)。Transwell

小室结果显示，A、B、C、D、E、F组HRCEC细胞的移行细胞数分别为(103．334-3．54)、(92．254-3．68)、

(78．64±4．66)、(125．76±3．11)、(90．27±3．55)、(77．81±5．01)个。正常和缺氧条件下各组间HRCEC

细胞的移行细胞数比较，差异有统计学意义(F正常组帅J=28．801，F缺氧组组问一117．594，P均<o．05)。基质胶

检测结果显示，A、B、c、D、E、F组HRCEC细胞的完整管腔形成数分别为(24．3±2．2)、(15．7±1．7)、

(10．1±2．3)、(26．2士1．9)、(15．1±2．6)、(8．6±1．9)个。正常和缺氧条件下各组间HRCEC细胞的完整

管腔形成数比较，差异有统计学意义(F止常组组问一35．364，F缺氧组组『H】一50．989，P均<o．05)。实时荧光定量

逆转录一酶链聚合反应检测结果显示，A、B、c、D、E、F组HRCEC细胞的VEGF mRNA相对表达量分别为

1．00±0．06、0．79±0．06、0．684-0．02、3．88±0．12、2．83±0．09、1．15±0．05。正常和缺氧条件下各组问

HRCEC细胞的VEGF mRNA相对表达量比较，差异有统计学意义(F正常组组间一31．303，F缺氧组川．】一

682．668，P均<o．05)。蛋白质免疫印迹法检测结果显示，A、B、c、D、E、F组HRCEC细胞的VEGF蛋白

质相对表达量分别为0．62±0．03、0．41±0．02、0．32±0．02、0．91±0．03、0．82±0．03、0．7l±0．02。正常和

缺氧条件下各组间HRCEC细胞的VEGF蛋白质相对表达量比较，差异有统计学意义(F。常绀帅】=

125．471，F缺氧组组问一41．045，P均<o．05)。结论 人参皂甙R93可通过抑制HRCEC细胞增生、迁徙和管

腔形成来抑制新生血管的形成，其机制可能通过抑制VEGF的表达来实现。
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[Abstract]Objective To observe the effect of ginsenoside R93 on the proliferation，migration，and

tube formation of human retinal capillary endothelial cell(HRCEC)cultured in normal and hypoxia

condition．Methods HRCEC was cultured in normal condition and treated with o．o mmol／I。(group A)，

0．1 mmol／I．(group B)and 0．5 mmol／I。(group C)ginsenoside R93．HRCEC was also cultured in hypoxia

condition and treated with 0．0 mmol／I。(group D)，0．1 mmol／I。(group E)and 0．5 mmol／I。(group F)

ginsenoside R93．The effects of ginsenoside R93 on HRCEC proliferation were measured by

methyhhiazoletrazolium assay in 24，48 and 72 hours after culture．In 24 hours after culture．the effect of

cell migration was evaluated by transwell chamber；the effect of tube formation was evaluated by Matrigel：

the expression of vascular endothelial growth factor(VEGF)protein and mRNA were detected by Western

blot and real—time quantitative reverse transcription—polymerase chain reaction． Results Ginsenoside R93
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could inhibit proliferation of HRCEC．depending on the concentration(F一30．331 and 33．402 in normal and

hypoxia condition，respectively；P<0．05)and time(F一85．462 and 136．045 in normal and hypoxia

condition，respectively；P<O．05)．The number of cell migration was 103．33±3．54，92．25±3．68，78．64±

4．66 in group A，B and C，the difference among three groups was statistically significant(F一28．801，P<

0．05)．The number of cell migration was 125．76±3．11，90．27±3．55，77．81±5．01 in group D，E and F，

the difference among three groups was statistically significant(F=1 1 7．594，P<0．05)．The number of

tube formed in Matrigel was 24．3±2．2。15．7±1．7，10．1±2．3 in group A，B and C，the difference among

three groups was statistically significant(F一35．364．P<0．05)．The number of tube formed in Matrigel

was 26．2±1．9，15．1±2．6，8．6±1．9 in group D，E and F，the difference among three groups was

statistically significant(F一50．989，P<O．05)．The expression of VEGF mRNA was 1．OO±O．06，O．79±

O．06，O．68±0．02 in group A，B and C，the difference among three groups was statistically significant(F一

31．303，P<O．05)．The expression of VEGF mRNA was 3．88±0．12，2．83±0．09，1．15±0．05 in group

D，E and F，the difference among three groups was statistically significant(F=682．668，P<0．05)．The

expression of VEGF protein was 0．62±0．03，0．41±0．02，0．32±0．02 in group A，B and C，the difference

among three groups was statistically significant(F一125．471，P<0．05)．The expression of VEGF protein

was 0．91±O．03，0．82±0．03，0．7l±0．02 in group D，E and F，the difference among three groups was

statistically significant(F一41．045，P<0．05)．Conclusion Ginsenoside R93 can inhibit the proliferation，

migration，and tube formation of HRCEC through the inhibition of VEGF expression．

[Key words] Endothelial cells／／pathophysiology； Ginsenoside／antagonists＆inhibitors； Vascular

endothelial growth factors

人参皂甙R93是从中药人参中提取的有效单体

成分，在临床上主要用于肿瘤的治疗[1]。近年来，人参

皂甙R93的抗新生血管活性逐渐受到关注[2]，但在眼

科的应用价值尚不明确。为了观察人参皂甙R93在

新生血管性视网膜病变中的作用，我们将体外培养的

人视网膜血管内皮细胞(HRCEC)置于正常和缺氧条

件下，观察人参皂甙R93对其增生、迁徙、管腔形成和

对血管内皮生长因子(VEGF)表达的影响，以期为人

参皂甙R93应用于视网膜新生血管性疾病提供实验

研究依据。现将结果报道如下。

1材料和方法

HRCEC细胞购自江苏省南通市百奥迈科生物有

限公司，在含10％小牛血清的Dulbecco改良Eagle培

养基(DMEM)中培养。其内加入100 ku／I。青霉素及

0．1 g／I。链霉素，置于37℃、5％CO。培养箱内培养

(德国Heraeus公司)，2．5 g／I。胰蛋白酶消化传代。

参照文献E3]，用DMEM培养液溶解氯化钴(CoGl：)

至150 ttmol／L制作细胞缺氧模型。

人参皂甙R93成品药物参一胶囊(吉林亚泰制药

股份有限公司)为白色粉剂。将粉剂用二甲基亚砜

(DMSO)助溶，然后用DMEM培养液稀释成0．1、

0．5 mmol／I。2个浓度，一20℃保存备用。

将HRCEC细胞分为6组。分别为正常条件下培

养的正常对照组(A组)；在A组基础上，培养基中加

入0．1 mmol／L的人参皂甙R93组(B组)；在A组基

础上，培养基中加入0．5 mmol／L的人参皂甙R93组

(C组)；在A组基础上，培养基中加入150 mmol／L

CoCI。的缺氧对照组(D组)；在D组基础上，培养基中

加入0．1 mmol／L的人参皂甙R93组(E组)；在D组

基础上，培养基中加入0．5 mmol／L的人参皂甙R93

组(F组)。

采用噻唑蓝(MTT；美国Sigma公司)比色法检测

细胞增生[4]。取对数生长期HRCEC细胞用于实验，

弃上清液，2．5 g／L胰蛋白酶消化，加入含10％胎牛血

清的DMEM培养液，制成细胞浓度为5×104个／ml

的细胞悬液。取200“l接种于96孔板，9if-育24 h后

弃原培养液，按上述分组分别加入各自所需培养液。

培养24、48、72 h后，每孑L加入5 g／L MTT 20“l，孵育

4 h，弃培养基，用滤纸吸干水分，加人DMSO 150肚l，

振荡10 min，按操作说明用自动酶标仪(德国

eppendorf公司)测570 nm波长吸光度In，旧称光密度

(0D)]值。相同条件下重复实验3次。抑制率(％)一

[(对照组平均A值一药物添加组平均A值)／x寸照组

平均A值]x 100％。在正常和缺氧条件下，分别以

A、D组作为对照组。

采用Transwell小室(8．0扯m聚碳酯膜；美国

Corning公司)检测细胞移行∞]。预先加DMEM培养

液到培养孔和Transwell小室内孵育过夜，弃液后加

含lo％胎牛血清的DMEM培养液600雎1到培养孔

中，置Transwell小室于培养孔中，接种HRCEC细胞

于上室，每孔细胞数约为5×105个。每孔上室按不同

分组加入相应的无血清培养基100肚l。培养24 h取

出小室，用棉签轻轻插去小室内聚碳酯膜上表面的细

胞。4％多聚甲醛固定小室20 min，磷酸盐缓冲液

(PBS)洗3次。小心将聚碳酯膜自上室基底用刀片切

割下来，苏木素染色1 min，清水漂洗。二甲苯透明

2～3 min。中性树脂封片。附着于聚碳酯膜下表面的
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细胞在显微镜下随机取5个放大100倍的视野照相。

所得照片应用IPP 6．0图像分析软件对Transwell移

行细胞进行计数，取平均值。每组设3个复孔，重复实

验3次。

应用基质胶(Matrigel；美国BD公司)检测内皮细

胞管腔形成¨]。按Matrigel说明书操作，4℃融化

Matrigel过夜。取96孔板，每孔内缓慢加入100“l液

态Matrigel，此操作在冰上进行。消化HRCEC细胞，

用含10％胎牛血清的DMEM培养基稀释至2×lo 5

个／ml，每孑L均加入细胞悬液50肚1，按不同分组加入相

应的无血清培养基50扯l。孵育24 h后在相差显微镜

下观察，随机取5个放大200倍的视野照相，对形成的

完整管腔计数，取平均值。每组设3个复孔，重复实验

3次。

采用实时荧光定量逆转录(RT)聚合酶链反应

(PCR)法检测细胞VEGF mRNA表达，蛋白质免疫印

迹(Western blot)法检测细胞VEGF蛋白质表达"j。

应用实时荧光定量PCR仪(美国Applied Biosystems

公司)行RT—PCR。将HRCEC细胞按1×106～1×

10 7个／ml密度接种于培养皿，每皿加入含10％胎牛

血清的DMEM培养基，培养贴壁，换无血清培养基培

养4 h。按不同分组加入相应培养基培养24 h。按说

明书，Trizol抽提细胞总RNA。紫外分光光度计(德

国eppendorf公司)测260 nm波长A值，计算RNA

含量。按一步法RT反应试剂盒(美国invitrogen公

司)说明书操作。VEGF上游引物5，_GCAGAATCA

TCACGAAGTGG一3’，下游引物5 7一GCATGGTGAT

GTTGGACTCC一3’，产物长度212碱基对(bp)；管家

基因U6上游引物57一CTCGCTTCGGCAGCACA一3’，

下游引物5『_AACGCTTCACGAATTTGCGT一3’，产

物长度94 bp。RT—PCR总反应体系为25 Hl，包括

RNA 5扯l，2倍Master Mix(Taq酶、溴酚蓝、loading

buffer预混液)12．5址l，50倍SYBR Green I核苷酸

胶体染料0．5 pl，10／xmol／I。的上下游引物各0．5肛l，

加焦碳酸二乙酯处理水至25肚l。具体反应条件参照

说明书，扩增45次。记录荧光强度达阈值时的循环数

(Ct)，循环结束后进行产物的熔解曲线测定。每个样

品的VEGF mRNA相对于U6 mRNA的表达水平根

据2 N、‘计算，其中，ACt—Ct(VEGF)一Ct(U6)。药物

添加组的VEGF mRNA相对于对照组的VEGF

mRNA的表达水平采用2。Ⅱ1‘分析VEGF mRNA相

对含量，其中，AACt—ACt(药物添加组)一ACt(对照

组)。按总蛋白抽提试剂盒说明书抽提细胞总蛋白，按

二喹啉甲酸蛋白质定量试剂盒说明书测定样品蛋白质

185

浓度。行十二烷基硫酸钠一聚丙酰胺凝胶电泳，转二

氟化树脂膜，5Yo牛血清白蛋白封闭，VEGF一抗、二抗

分别与膜孵育，显色。化学发光法检测，扫描图片，

Image J分析软件测定条带灰度值。行半定量分析，计

算目的蛋白灰度值与内参照p肌动蛋白(p actin)灰度

值的比值。

采用SPSS 13．0软件进行统计学分析。各组实验

数据以均数±标准差(工±S)表示，多组间均数的比较

用单因素或双因素方差分析，P<0．05为差异有统计

学意义。

2 结果

MTT比色法结果显示，各组问A值比较，差异有

统计学意义(F正常组浓度一30．331，F缺氧组浓度一33．402，

F．1常绡时n日一85．462。F缺氧组时间一136．045，P均<0．05)。

正常或缺氧条件培养基中，均可观察到人参皂甙R93

对HRCEC细胞增生的抑制作用，抑制作用呈浓度与

时间依赖性(表1，2)。

表1 人参皂甙R93对正常和缺氧条件下HRCEC细胞增生的

影响

表2 人参皂甙R93对正常和缺氧条件下HRCEC细胞的增生

抑制率

Transwell小室结果显示，A、B、C、D、E、F组

HRCEC细胞的移行细胞数分别为(103．33±3．54)、

(92．25±3．68)、(78．64±4．66)、(125．76±3．11)、

(90．27±3．55)、(77．81±5．01)个(图1)。各组间移

行细胞数比较，差异有统计学意义(F正常组川fJ一

28．801，F缺氧组组问一117．594，P均<0．05)。正常或缺

氧条件培养基中，随着添加人参皂甙R93浓度的增

加，HRCEC细胞的移行细胞数逐渐减少。
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Matriget实验结果显示，A、B、C、D、E、F组

HRCEC细胞的完整管腔形成数分别为(24．3±2．2)、

(15．7±1．7)、(10．1±2．3)、(26．2±1．9)、(15．1±

2．6)、(8．6±1．9)个(图2)。各组间HRCEC细胞的

完整管腔形成数比较，差异有统计学意义(F一籼㈦⋯一

35．364，F缺轼川H nJJ一50．989，P均<0．05)。正常或缺

氧条件培养基中，随着添加人参皂甙R93浓度的增

加，HRCEC细胞形成的管腔相应减少。

实时荧光定量RT—PCR检测结果显示，A、B、(、、

D、E、F组HRCEC细胞的VEGF mRNA相对表达量

分别为1．00-4-_0．06、0．79±0．06、0．68±0．02、3．88±

0．1 2、2．83_--4_0．09、1．15±0．05(图3)。各组问VEGF

mRNA表达比较，差异有统计学意义(Fm常Ⅲ⋯¨一

31．303，F缺轼组帅】一682．668，P均<o．05)。正常或缺

氧条件培养基中，随着添加人参皂甙R93浓度的增

加，HRCEC细胞的VEGF mRNA均呈下降趋势，呈

浓度依赖性。

Western blot检测结果显示，A、B、C、D、E、F组

HRCEC细胞的VEGF蛋白质相对表达量分别为

0．62±0．03、0．41±0．02、0．32±0．02、0．91±0．03、

0．82±0．03、0．71±0．02(图4)。各组问VEGF蛋白

质表达比较，差异有统计学意义(F正常组舯】一125．471，

F缺刚{}Hm】一41．045，P均<0．05)。正常或缺氧条件培

养基中，随着添加人参皂甙R93浓度的增加，HRCEC

细胞的VEGF蛋白质表达均呈下降趋势，呈浓度依

赖性。
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新生血管性视网膜病变所共有的病理生理过程为

局部组织缺血缺氧致新生血管的发生，其中，最关键的

因子就是VEGFE8|。人参皂甙R93是从人参中提取

的有效单体，以往主要用于肿瘤新生血管的研究[9J。

在本研究中，我们利用人参皂甙R93，尝试将其用于新

生血管性视网膜病变。由于新生血管性视网膜病变的

主体为HRCEC，因此，本实验利用体外培养的

HRCEC，将其置于正常和缺氧条件中，缺氧条件利用

CoCl。化学缺氧环境来模拟[3]。参照Shinkai等[101的

研究，设立了0．1、0．5 mmol／I。2个干预浓度。

王吉等[11]发现人参皂甙R93能抑制胃癌细胞条

件培养液诱导的血管内皮细胞增生，其机制可能是通

过下调增生期血管内皮细胞相关因子受体的表达，使

血管内皮细胞对肿瘤细胞分泌的生长因子的敏感度降

低，从而影响血管内皮细胞的增生。我们的研究结果

表明，正常或缺氧条件培养基中，均可观察到人参皂甙

R93对HRCEC细胞增生的抑制作用，这种抑制作用

呈浓度与时间依赖性。

Shinkai等[10]通过体外抗浸润试验表明，人参皂

甙R93可以明显抑制小鼠肝癌细胞、黑色素瘤细胞、

人小细胞肺癌和人胰腺癌细胞的单层浸润，推测人参

皂甙R93还可以通过抑制内皮细胞的迁徙来抑制新

生血管的生成。我们应用Transwell小室观察人参皂

甙R93对HRCEC细胞移行的影响，结果表明，正常

或缺氧条件培养基中，随着添加人参皂甙R93浓度的

增加，移行细胞数均逐渐减少。

高勇等口纠运用鸡胚绒毛尿囊膜方法观察了人参

皂甙R93对体内新生血管模型的影响，结果发现人参

皂甙R93可以对体内新生血管模型起到抑制作用。

我们应用Matrigel实验观察人参皂甙R93对HRCEC

细胞形成管腔的影响，结果表明，正常或缺氧条件培养

基中，随着添加人参皂甙R93浓度的增加，HRCEC细

胞形成的管腔相应减少。

以上结果均表明，人参皂甙R93可以通过抑制

HRCEC细胞增生，阻止细胞迁徙，抑制细胞成管，最

终达到控制新生血管生成的目的。我们进一步研究了

人参皂甙R93对HRCEC细胞VEGF的表达情况，结

果表明，添加人参皂甙R93之后，正常或缺氧条件培

养下，HRCEC细胞VEGF mRNA和蛋白质均呈下降

趋势，且呈浓度依赖性。一般认为，缺氧条件诱导低氧

187

诱导因子1(HIF一1)的表达，而HIF一1诱导VEGF的

表达[1⋯。但在我们的研究中，不管正常条件还是缺氧

条件，添加人参皂甙R93后，HRCEC细胞VEGF的

表达均下调。这提示，人参皂甙R93可以通过抑制内

皮细胞表达VEGF来抑制内皮细胞参与新生血管的

形成，但其机制与HIF一1一VEGF的信号传导通路可能

不相关，而是直接拮抗VEGF的作用。

新生血管的形成机制是复杂的，限于时间及经费，

我们的研究仅设立了2个干预浓度，观察指标和观察

点也比较少。因此，人参皂甙R93对于HRCEC细胞

周期的影响，对于细胞凋亡的影响，对于参与血管新生

的其他细胞的影响，以及对其他的促血管新生因子和

血管新生抑制因子的影响尚待进一步研究。
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