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不同剂量熊果酸干预糖尿病小鼠视网膜病变的作用及机制研究 *

闫利锋 李传旭 周 瑾 郭梦翔 黄业贤 项道满△

(广州市妇女儿童医疗中心眼科 广东广州 510623)

摘要 目的：探究不同剂量熊果酸（UA）干预糖尿病小鼠视网膜病变的作用及机制。方法：选取雄性健康 C57BL/6小鼠 60只，其中

50只按 50 mg/kg的剂量一次性往小鼠尾静脉注射新鲜配置的四氯嘧啶生理盐水溶液构建小鼠糖尿病视网膜病变模型，随机分

为 5组，每组 10只，分别为模型组、阳性对照组（小鼠玻璃体注射 3 滋L 40 mg/mL的曲安奈德），低剂量 UA干扰组（小鼠玻璃体注

射 3 滋L剂量为 0.5 滋g/滋L的 UA）、中剂量 UA干扰组（小鼠玻璃体注射 3 滋L剂量为 1.0 滋g/滋L的 UA），高剂量 UA干扰组（小鼠

玻璃体注射 3 滋L剂量为 2.0 滋g/滋L的 UA），余下 10只小鼠作为正常对照组。观察各组小鼠对胰岛素敏感性、视网膜内糖代谢情

况、小鼠视网膜神经节细胞（RGCs）凋亡情况，比较各组小鼠视网膜组织中血管内皮生长因子（VEGF）、环氧化酶 -2（COX-2）、基

质金属蛋白酶 2（MMP-2）蛋白及其 mRNA的表达情况。结果：建模后，正常对照组胰岛素抵抗指数（HOMA-IR）、视网膜含糖量、

葡萄糖转运体 -1（GLUT-1）与葡萄糖转运体 -3（GLUT-3）含量、RGCs 凋亡率、视网膜组织中 VEGF、COX-2、MMP-2 蛋白及其

mRNA的表达量低于模型组（P<0.05）；经干扰后，阳性对照组、不同剂量 UA干扰组 HOMA-IR、视网膜含糖量、GLUT-1、GLUT-3

的含量、RGCs凋亡率、视网膜组织中 VEGF、COX-2、MMP-2蛋白及其 mRNA的表达量低于模型组（P<0.05），且随 UA干扰剂量

的升高而降低（P<0.05）。结论：UA能够降低 HOMA-IR和视网膜糖代谢能力，抑制 RGCs的凋亡，对 VEGF、COX-2、MMP-2蛋白

及其 mRNA的表达具有一定的抑制作用，高剂量 UA对糖尿病小鼠视网膜病预防治疗效果较好。
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Effect and Mechanism of Different Doses of Ursolic Acid on Retinopathy
in Diabetic Mice*

To investigate the effect and mechanism of different dose of ursolic acid on retinopathy in diabetic mice.

60 male healthy C57BL/6 mice were selected, an among them, 50 mice were injected with a dose of 50mg/kg to the tail vein

was injected the fresh-configured four-chlorofluorocarbon saline solution of mice to construct a diabetic retinopathy model, randomly

divided into 5 groups, 10 mice in each group, they were model group, positive control group (Mice were vitreous injected with 3 滋L 40

mg/ml of triamcinolone), low dose UA interference group (Mice were vitreous injected with 3 滋L 0.5 滋g/滋L of UA), mid dose UA

interference group (Mice were vitreous injected with 3 滋L 1.0 滋g/滋L of UA), high dose UA interference group (Mice were vitreous

injected with 3 滋L 2.0 滋g/滋L of UA), the remaining 10 mice as normal control group. The insulin sensitivity, glucose metabolism in

retina and apoptosis of retinal ganglial cells (RGCs) were observed. The expressions of vascular endothelial growth factor (VEGF),

cyclooxygenase-2 (COX-2) and matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) and mRNA in retinal tissues of mice in each group were compared.

After modeling, insulin resistance index (HOMA-IR), retinal glucose content, glucose transporter-1 (GLUT-1) and glucose

transporter-3 (GLUT-3) content, apoptosis rate of RGCs, expression levels of VEGF protein, COX-2 protein, MMP-2 protein and mRNA

of retinal tissues in the normal control group were lower than those in the model group (P<0.05). After interference, HOMA-IR, retinal

sugar content, GLUT-1 and GLUT-3 content, apoptosis rate of RGCs, expression levels of VEGF protein, COX-2 protein, MMP-2

protein and mRNA of retinal tissues in positive control group, different dose of UA interference group were lower than those in model

group (P<0.05), and decreased with the increase of UA interference dose (P<0.05). UA can reduce HOMA-IR and retinal

glucose metabolism, inhibit the apoptosis of RGCs, inhibit the expression of VEGF, COX-2, MMP-2 protein and mRNA, High dose of

UA has a good effect on the prevention and treatment of retinopathy in diabetic mice.
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前言

目前糖尿病已成为威胁人类健康的非传染性疾病之一，随

着患者病情的不断加重，糖尿病患者心脏、血管、眼睛、肾脏、神

经等均会受到不同程度的损害[1]，其中糖尿病视网膜病变作为

糖尿病的微血管并发症，是一种较为严重的致盲性眼底病变[2]。

糖尿病视网膜病变作为视网膜新生血管性疾病，随着疾病的发

展进程，后期可能形成新生血管性视网膜病变，玻璃体反复出

血，导致增生性玻璃体视网膜病变的发生，从而患者出现严重

的视力降低现象，严重者可能导致失明[3]。目前糖尿病视网膜病

变的发病率呈现逐年上升的趋势，但是治疗效果较差，因此对

于糖尿病视网膜病变的发生机制及作用机理的研究已成为国

内外学者研究的重点。熊果酸（Ursolic acid，UA）作为中草药的

一种有效成分，具有多种生物学效应，药理研究表明其具有镇

咳、平喘、祛痰，抗炎、抗溃疡，保护缺血再灌注引起的组织损伤

等活性，其在新生血管形成过程中发挥着重要作用[4]。UA能

够通过抑制血管内皮生长因子（Vascular endothelial growth

factor，VEGF）的表达来减少新生血管的形成，还可通过减少环

氧化酶 -2(Cyclooxygenase，COX-2)的分泌而减少前列素 2 的

产生，促进血管内皮细胞的凋亡，除此之外还可以通过下调基

质金属蛋白酶 2（Matrix metalloproteinases-2，MMP-2）的表达来

降低细胞外基质和基质膜的降解，抑制血管腔的形成 [5，6]。故

UA对于血管的生成具有较强的抑制作用，但 UA在糖尿病视

网膜病变中的作用机制尚不十分明确，因此本研究建立了糖尿

病小鼠视网膜病变模型，并给予不同剂量的 UA进行干预，拟

探明其在糖尿病视网膜病变中的作用机制，研究结果报告如下。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 选取 10～12 周龄，清洁级的健康雄性

C57BL/6小鼠 60只，体重 19～23 g，平均体重（21.08± 1.02）g，

实验动物由广州市微生物研究所提供，动物许可证号为 SYXK

（粤）2018-0194。

1.1.2 试剂与仪器 UA（固体）（纯度≥ 90%），二甲基亚砜

（Dimethyl Sulfoxide, DMSO），四氯嘧啶均购自美国 Sigma公

司，醋酸曲安奈德注射液（天津金耀药业有限公司，国药准字

H20065207），DNA断裂的原位末端标记法（In situ end labeling

method for DNA fracture, TUNEL）试剂盒购自美国罗氏公司，

VEGF、COX-2、MMP-2抗体购自 abcam公司，Western Blotting

所用试剂均购自 Bio-Rad公司，全自动生化分析仪购自北京迈

润医疗医疗器械有限公司。

1.2 方法

1.2.1 小鼠糖尿病视网膜病变模型的构建 建模前将小鼠养

殖于动物房中 3天，使小鼠适应动物房中的环境，对小鼠进行

禁食 16 h后，按照 50 mg/kg的剂量一次性往 50只小鼠尾静脉

注射新鲜配置的四氯嘧啶生理盐水溶液构建小鼠糖尿病视网

膜病变模型。50只小鼠随机分为 5组，每组 10只，分别为模型

组、阳性对照组（小鼠玻璃体注射 3 滋 L 40 mg/mL的曲安奈德），

低剂量 UA干扰组（小鼠玻璃体注射 3 滋L剂量为 0.5 滋g/滋L的
UA）、中剂量UA干扰组（小鼠玻璃体注射 3滋L剂量为 1.0滋g/滋L
的 UA），高剂量 UA干扰组（小鼠玻璃体注射 3 滋L剂量为
2.0 滋g/滋L的 UA），将剩余的 10只小鼠作为正常对照组。

1.2.2 胰岛素敏感性检测 采集小鼠糖负荷前的血清标本，利

用全自动生化分析仪测定血清中葡萄糖（glucose，FBG）、胰岛

素（insulin，FBI）含量，并计算胰岛素抵抗指数：HOMA-IR=FBG

× FBI/22.5。

1.2.3 视网膜内糖代谢分析 取小鼠的视网膜组织，加入适量

的 PBS缓冲液，利用匀浆机将组织充分匀浆，取匀浆混悬液进

行离心，4000 rpm 离心 10 min，离心半径 10 cm，取上清，采

用Elisa 试剂盒测定小鼠视网膜的含糖量，葡萄糖转运体 -1

（Glucose transporter-1，GLUT-1）及葡萄糖转运体 -3（Glucose

transporter-3，GLUT-3）的含量。

1.2.4 小鼠视网膜神经节细胞（Retinal ganglial cells, RGCs）凋

亡情况的检测 UA干预治疗糖尿病小鼠视网膜病变结束后，

处死各组小鼠并摘取眼球组织，按照石蜡切片的操作步骤，制

备石蜡切片，制备好的切片经二甲苯脱蜡处理，再经梯度酒精

水化后，进行染色处理，严格 TUNEL试剂盒操作说明进行，光

学显微镜下检测 RGCs凋亡细胞的数量，细胞核呈现棕黄色或

棕褐色表明细胞处于凋亡状态。

1.2.5 实时荧光定量 PCR检测视网膜组织中 VEGF、COX-2及

MMP-2的 mRNA表达 称取 100 mg眼球组织，液氮中快速

研磨成粉末状，利用 Trizol试剂提取总 RNA，获得的 RNA立

即放置于冰上，利用紫外分光光度计，检测 RNA的剂量与质

量。取 1 滋g RNA（剩余 RNA储存于 -80℃冰箱），利用 TransS-

cript Two-Step RT-PCR SuperMix 试剂盒说明书将 RNA 反转

得到 cDNA，-20 ℃冰箱保存。qRT-PCR 扩增采用 TransStart

Top Green qPCR SuperMix 试剂盒，PCR 反应体系参照说明

书进行，上下游引物（10 滋M）各 0.4 滋L，模板 0.5 滋L，STBR
Premix Ex Taq Mix 10 滋L，总体系为 20 滋L。反应条件：95 ℃

3 min，95℃ 30 s，60℃ 30 s（每次循环后采集荧光），进行 40个

循环。数据分析利用 Bio-Rad CFX Manager软件，根据溶解曲

线判断 RT-PCR产物的特异性，相对定量分析采用 2-△ △ CT方法

进行分析。定量 PCR 所用引物：VEGF 上游引物序列

5'-TCTCGCGTCCGTAGTAGCCGTGGTC-3'，下游引物序列

5'-TCTCCTCTTCCTTCCTC -3'；COX-2 上游引物序列 5'-AT-

TACTGCTCAACGGGACC-3'，下游引物序列 5'-CTCCACCAA

TGACCTGATA -3'；MMP-2上游引物序列 5'-CGTCCTGTGCT-

GCCTGTTGG-3'，下游引物序列 5'-GCATCTTCTTGAGGGTA

TCTTTC -3'；其内参引物 GAPDH 上游引物序列 5'-AC-

CACAGTCCATGCCATCA-3'， 下 游 引 物 序 列 5'- GGTC-

CTCAGTGTAGCCCAAG-3'，每个样品重复 3次。

1.2.6 Western Blotting 检测视网膜组织中 VEGF、COX-2 及

MMP-2 的蛋白表达 取眼球组织 100 mg，加入 1 mL裂解

液，在低温匀浆机中匀浆，之后转移至 1.5 mL离心管中，4℃低
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表 2视网膜组织中 VEGF、COX-2及MMP-2的 mRNA表达（x依s）
Table 2 mRNA Expression of VEGF, COX-2 and MMP-2 in retina tissues（x依s）

Groups n VEGFmRNA COX-2mRNA MMP2mRNA

Normal control group 10 0.33± 0.03* 0.16± 0.02* 0.15± 0.03*

model group 10 1.09± 0.16 0.78± 0.15 0.86± 0.14

Positive control group 10 0.45± 0.03* 0.44± 0.07* 0.43± 0.12*

Low dose UA interference group 10 0.92± 0.16* 0.68± 0.11* 0.76± 0.05*

Mid doseUA interference group 10 0.74± 0.05*# 0.51± 0.12*# 0.62± 0.06*#

High dose UA interference group 10 0.51± 0.02*#& 0.42± 0.04*#& 0.44± 0.09*#&

Note: compared with the model group, *P<0.05; compared with the low dose UA interference group, #P<0.05; compared with mid dose UA interference

group, &P<0.05.

表 1胰岛素敏感性与视网膜内糖代谢、RGCs凋亡情况分析（x依s）
Table 1 Analysis of insulin sensitivity, intraretinal glucose metabolism and RGCs apoptosis（x依s）

Groups n HOMA-IR
Retinal sugar content

（nmol/mg protein）

GLUT-1

（nmol/mg protein）

GLUT-3

（nmol/mg protein）

RGCs apoptosis rate

（%）

Normal control group 10 2.56± 0.35* 37.92± 4.19* 12.83± 2.26* 5.32± 0.62* 8.36± 0.92*

Model group 10 4.94± 0.51 196.26± 33.41 49.82± 5.92 19.92± 2.37 29.92± 4.82

Positive control group 10 3.71± 0.31* 92.91± 21.02* 37.82± 4.01* 13.02± 1.23* 19.02± 3.02*

Low dose UA interference group 10 4.19± 0.27* 99.17± 23.06* 45.13± 3.28* 17.21± 1.02* 25.92± 2.88*

Mid dose UA interference group 10 3.51± 0.22*# 92.93± 19.17*# 36.93± 2.99*# 13.92± 0.82*# 17.93± 2.01*#

High dose UA interference group 10 2.86± 0.19*#& 44.93± 18.92*#& 24.99± 1.02*#& 8.24± 0.27*#& 8.92± 0.71*#&

Note: compared with the model group, *P<0.05; compared with the low dose UA interference group, #P<0.05; compared with mid dose UA interference

group, &P<0.05.

温离心机中 12000 rpm离心 10 min，取上清，利用 BCA试剂盒

检测蛋白浓度（严格按照说明书操作进行）。利用 SDS-PAGE

电泳后，转膜，脱脂奶粉封闭，4℃孵育一抗过夜，过夜后的膜利

用 PBST洗三次，每次 10 min，室温条件下孵育二抗 1小时，孵

育二抗的膜利用 PBST洗三次，每次 10 min，利用发光液显色，

使用化学发光凝胶成像系统进行图像扫描机数据分析，蛋白含

量使用条带的灰度值进行表示，各组与内参蛋白 GAPDH的比

值表示蛋白的相对表达量。

1.3 统计学分析

所有数据使用 SPSS24.0统计软件学进行处理，计量资料

用平均数± 标准差（x依s）表示，符合正态分布的数据组间比较
采用 t检验。检验标准设置为 琢=0.05。

2 结果

2.1 胰岛素敏感性及视网膜内糖代谢、RGCs凋亡情况分析

正常对照组 HOMA-IR、视网膜含糖量、GLUT-1、GLUT-3、

RGCs凋亡率低于模型组；阳性对照组、不同剂量 UA干扰组

HOMA-IR、视网膜含糖量、GLUT-1、GLUT-3、RGCs凋亡率低

于模型组，且随 UA干扰剂量的升高而降低（均 P<0.05）。结果
详见表 1。

2.2 视网膜组织中 VEGF、COX-2及MMP-2的 mRNA表达

正常对照组 VEGF、COX-2及MMP-2 mRNA的表达量低

于模型组；阳性对照组、不同剂量 UA干扰组 VEGF、COX-2及

MMP-2 mRNA的表达量明显低于模型组，且随 UA干扰剂量

的升高而降低（均 P<0.05），结果详见表 2。

2.3 视网膜组织中 VEGF、COX-2及MMP-2的蛋白表达

正常对照组 VEGF、COX-2及 MMP-2的表达量低于模型

组；阳性对照组、不同剂量 UA 干扰组 VEGF、COX-2 及

MMP-2的表达量低于模型组，且随 UA干扰剂量的升高而降

低（均 P<0.05），结果详见表 3。

3 讨论

糖尿病视网膜病变作为糖尿病并发症中最为严重的微血

管病变之一，也是糖尿病并发症在眼部的主要表现形式[7，8]。长

期处于高血糖损伤状态下，患者的视网膜组织形态与视网膜微

血管渗透性改变，血管生成素被诱导合成进而导致大量新生血

管生成，对视网膜屏障造成破坏，严重者对患者视力造成损坏，

对患者日常工作、生活造成较大不便，严重影响糖尿病患者生

活质量[9，10]。研究表明，血糖、血压等多种因素影响着糖尿病视

网膜病变的发生，但是关于糖尿病视网膜病变的发病机制至今

尚未阐明[11，12]。UA广泛存在于天然植物中，是一类具有较强药

理活性的物质，UA对于糖尿病引起的各种并发症具有一定的

抑制作用[13]，其通过抗氧化、降糖、降脂、抑制醛糖还原酶的活

性、对抗高浓度葡萄糖的氧化应激反应[14，15]，来减少糖尿病导致

的肾病、心肌纤维化、肝损伤、心脏缺血等并发症的发生 [16-18]。
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表 3视网膜组织中 VEGF、COX-2及MMP-2的蛋白表达（x依s）
Table 3 Expression of VEGF, COX-2 and MMP-2 in retina tissues（x依s）

Groups n VEGF COX-2 MMP2

Normal control group 10 0.14± 0.03* 0.11± 0.02* 0.24± 0.04*

Model group 10 0.78± 0.14 0.41± 0.04 0.63± 0.18

Positive control group 10 0.39± 0.03* 0.28± 0.03* 0.42± 0.07*

Low dose UA interference group 10 0.53± 0.07* 0.36± 0.03* 0.53± 0.06*

Mid dose UA interference group 10 0.42± 0.08*# 0.29± 0.02*# 0.44± 0.07*#

High dose UA interference group 10 0.32± 0.06*#& 0.22± 0.03*#& 0.37± 0.04*#&

Note: compared with the model group, *P<0.05; compared with the low dose UA interference group, #P<0.05; compared with mid dose UA interference

group, &P<0.05.

UA对于糖尿病导致的多种并发症具有一定的治疗与预防作

用，其对小鼠视网膜病变的影响文献报道较少，因此本研究主

要探究不同剂量 UA对糖尿病小鼠视网膜病变的影响及作用

机制。

本研究结果表明，正常对照组 HOMA-IR、视网膜含糖量、

GLUT-1、GLUT-3、视网膜凋亡率低于模型组；经干扰后，阳性

对照组、不同剂量 UA 干扰组 HOMA-IR、视网膜含糖量、

GLUT-1、GLUT-3、视网膜凋亡率低于模型组，且 UA干扰剂量

越高，HOMA-IR、视网膜含糖量、GLUT-1、GLUT-3、视网膜凋

亡率越低，提示 UA具有降低胰岛素敏感性，减少视网膜内糖

含量的作用。2型糖尿病患者共同的病理特征是胰岛素抵抗[19]，

胰岛素抵抗能够导致视网膜局部产生持续性高糖的发生，进而

使炎症反应、氧化应激反应被激活，形成新生血管，导致视网膜

损伤的发生，胰岛素抵抗也是导致患者发生多种并发症的主要

原因[20，21]。UA作为一种五环三萜类化合物，其具有多种生物活

性，其可以调节胰岛素与糖脂代谢过程[22]。糖尿病小鼠患有视

网膜病变后，视网膜中含糖量较高，胰岛素敏感性较高，UA干

预后，胰岛素敏感性降低，视网膜含糖量也出现降低的趋势。

GLUT 能够参与体内葡萄糖的代谢过程，GLUT-1与 GLUT-3

能够介导葡萄糖通过血 -视网膜屏障[23，24]，其含量高低在一定

程度上能够反映视网膜病变情况，UA 介导后 GLUT-1 与

GLUT-3含量明显降低，提示 UA对于糖尿病小鼠视网膜病变

具有预防作用。RGCs的数量与功能在一定程度上能够反映糖

尿病视网膜病变的疾病进程与病情严重程度[25]，本研究结果表

明，UA干扰后小鼠 RGCs凋亡率降低，且 UA剂量越高，小鼠

RGCs凋亡率越低，提示 UA具有明显抑制视网膜神经节细胞

凋亡的作用。本研究结果还显示正常对照组视网膜组织中

VEGF、COX-2 及 MMP-2 及其 mRNA 表达量明显低于模型

组，干扰后阳性对照组、不同剂量 UA干扰组视网膜组织中

VEGF、COX-2 及 MMP-2 及其 mRNA 表达量明显低于模型

组，且随 UA干扰剂量的升高而降低，提示 UA对视网膜新生

血管的形成具有抑制作用，究其原因，VEGF能够通过多种细

胞因子作用于血管内皮细胞，通过刺激细胞外基质的降解，诱

导内皮细胞发生增殖、分化、迁徙以及成管，UA通过抑制VEGF

的表达，减少新生血管的生成，抑制视网膜病变的产生 [26]。

MMP-2是促进视网膜新生血管形成的重要调节因子，UA通过

破坏基底膜与降解细胞外基质来抑制新生血管的形成，抑制血

管内皮细胞的增殖、迁移以及管腔的形成，抑制视网膜新生血

管的形成[27]。COX-2也在糖尿病视网膜病变的发生发展等过程

中起着关键作用，UA可以通过抑制 COX-2的表达量，抑制其

活性，阻止 COX-2的转录、翻译过程，抑制细胞内血管内皮细

胞的凋亡 [28]。UA 通过抑制糖尿病小鼠视网膜病变血管中

VEGF、COX-2及MMP-2的转录与表达过程，抑制新生血管的

形成，缓解疾病的进程[29，30]。

综上所述，不同剂量 UA对于视网膜病变的进程具有不同

的抑制作用，高剂量 UA的抑制作用更为明显。其抑制作用可

能与降低胰岛素敏感性与视网膜内糖代谢，抑制 RGCs的凋

亡，抑制 VEGF、COX-2及MMP-2的转录与翻译过程有关。
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