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诱导脑微血管内皮细胞损伤的影响
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［摘要］ 目的 探讨左归降糖通脉方治疗糖尿病血管并发症的可能作用机制。 方法 将 30 只大鼠随机分为
空白组、中药组和西药组，每组 10 只。中药组给予左归降糖通脉方 36 g / ( kg·d) 灌胃，西药组给予尼莫地
平片 18. 35 mg / ( kg·d) 及格列齐特缓释片 27. 5 mg / ( kg·d) 灌胃，空白组予以 4 ml 蒸馏水灌胃，均每日 1
次，连续 5 天，制备含药血清。将晚期糖基化终末产物 ( AGEs) 设为 50、100、200、400 mg /L 4 个浓度
组，分别作用 12、24、48 h 3 个时间点，观察 AGEs对大鼠脑微血管内皮细胞 ( BMECs) 形态结构改变的影
响来筛选最佳干预浓度和时间。将左归降糖通脉方含药血清分为 2. 5%、5%、10% 3 个浓度组，作用于
BMECs 24 h后，测定 BMECs增殖率来确定左归降糖通脉方中药含药血清的最佳作用浓度。再将 BMECs分为
空白组、模型组、中药组、西药组，中药组和西药组分别加入相应含药血清进行干预。检测各组细胞上清液
中白细胞介素 1β ( IL-1β) 、细胞间黏附分子 1 ( ICAM-1) 、血管细胞黏附分子 1 ( VCAM-1) 的含量。 结果
AGEs的最佳干预浓度和时间点为 200 mg /L作用 24 h，中药含药血清的最佳作用浓度为 5%。与空白组比较，
模型组上清液中 IL-1β、ICAM-1、VCAM-1 含量明显升高 ( P ＜ 0. 05 ) ; 与模型组比较，中药组和西药组
IL-1β、ICAM-1、VCAM-1 明显下调 ( P ＜ 0. 05) 。 结论 左归降糖通脉方能下调 IL-1β、ICAM-1、VCAM-1
表达，从而抑制炎症反应，可能是其治疗糖尿病血管并发症的作用机制之一。
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糖尿病的发病率逐年上升，2016 年中国的糖
尿病患病人数已达 1. 1 亿，其中糖尿病血管并发症
及微血管并发症占了相当大的比例［1］。糖尿病血
管并发症产生的机制较为复杂，目前认为疾病的发

生可能主要与机体的代谢紊乱、炎症因子以及氧化
应激密切相关［2］。研究发现，晚期糖基化终末产
物 ( AGEs) 是糖尿病血管并发症的致病因素，在
糖尿病患者体内，AGEs 的含量与糖尿病血管并发
症的发生及其严重程度呈正相关［3］。本课题组前期
研究表明，左归降糖通脉方能显著改善糖尿病合并

脑血管并发症患者的临床症状，临床总有效率达

87. 5%，能显著改善糖尿病并发脑梗死患者的神经
功能缺损程度，并对炎症反应有一定的抑制作

用［4］。本实验观察左归降糖通脉方对 AGEs 诱导脑

微血管内皮细胞损伤及炎症因子的干预作用，探讨

左归降糖通脉方治疗糖尿病血管并发症的可能作用

机制。

1 材料与方法

1. 1 细胞和动物
大鼠脑微血管内皮原代细胞 ( BMECs) ，购自

武汉原生原代生物医药科技有限公司，编号 ＲAT-
CELL-0039。取 3 或 4 代生长状态良好的细胞用于
正式试验。

SPF级雄性 SD 大鼠 30 只，鼠龄 42 天，体重
( 220 ± 20) g，购自湖南斯莱克景达公司，实验动
物许可证号: SCXK ( 湘) 2016-0002。
1. 2 药物、试剂和仪器
左归降糖通脉方组成: 熟地黄 20 g，枸杞子

12 g，山萸肉 12 g，黄芪 30 g，黄连 10 g，地龙12 g，
丹参 20 g，川芎 12 g，水蛭 8 g，石菖蒲 8 g，购自湖
南中医药大学第一附属医院中药房，采用水煎法，

煎药两次后合并煎液，过滤浓缩至含生药 2 g /ml，
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置于 4℃冰箱中贮存备用。尼莫地平片 ( 20 mg /
片，正大青春宝药业有限公司，国药准字:

H33022285) 、格列齐特缓释片 ( 30 mg /片，施维
雅制药有限公司，国药准字: H20044694 ) 分别加
入超纯水配成终浓度分别为 3 mg /ml、2 mg /ml 的
溶液。
人血清白蛋白 ( 货号: 061M700V ) 、吩嗪硫

酸二甲酯 ( 货号: P9625 ) 均为 Sigma 公司产品;
D-葡萄糖 ( 货号: G8150 ) 、透析袋 ( 货号:
YA1045) 均为 Solarbio公司产品; 青霉素 ( 货号:
N0521A) 、庆大霉素 ( 货号: J0520A ) 均为大连
美仑生物科技有限公司产品; 原代细胞培养体系

( 武汉原生原代生物医药科技有限公司，货号:

MED-SUP-0002) ; 胰蛋白酶 ( Gibco 公司，货号:
25200056) ; CCK-8 试剂 ( 日本同仁化学研究所，
货号: KU746 ) ; 白细胞介素 1β ( IL-1β，货号:
K28032830) 、细胞间黏附分子 1 ( ICAM-1，货号:
K25032831) 及血管细胞黏附分子 1 ( VCAM-1，货
号: L06032832 ) ELISA 试剂盒均为 Cusabio 公司
产品。
电子天平 ( 上海精密科学仪器有限公司，型

号: JY3002) ; 荧光倒置显微镜 ( 德国 OLYMPUS，
型号: IX51 ) ; 超净工作台 ( 苏净安泰公司，型
号: SW-CJ-1FD) ; 多功能酶标仪 ( 美国伯腾仪器
有限公司，型号: Cytation3 ) ; 旋转蒸发器 ( 上海
亚荣生化仪器厂，型号: ＲE-52AA) ; 电子调温电热
套 ( 河南省泰斯特仪器有限公司，型号: 98-1-B) 。
1. 3 AGEs的制备
体外制备 AGEs，参照文献 ［5］糖孵育法进

行孵育。在含 100 mmol /L 的 D-葡萄糖、200 mg /L
的青霉素、70μg /L庆大霉素和 1. 5 mmol /L吩嗪硫
酸二甲酯的磷酸缓冲液 ( 100 mmol /L) 中加入人血
清白蛋白，于 37℃孵育 8 周。以相同条件但不含
葡萄糖的缓冲液孵育的人血清白蛋白作为对照。孵
育结束后以无菌的透析袋置于磷酸盐缓冲液 ( pH
7. 4) 中，透析 24 h 除去未结合的葡萄糖，用
0. 22μm微孔滤膜过滤除菌后置于 4℃冰箱中保存
备用。
1. 4 含药血清的制备

SD大鼠按照随机数字表法分为空白组、中药
组和西药组，每组 10 只。中药组灌胃剂量按动物
体表面积剂量换算法［6］，以 5 倍临床等效剂量
36 g / ( kg·d) 的左归降糖通脉方溶液灌胃，每天 1

次，持续 5 天。西药组给予尼莫地平片及格列齐特
缓释片灌胃，剂量分别为 18. 35 mg / ( kg· d ) 和
27. 5 mg / ( kg·d) ，每日 1 次; 空白组予以 4 ml 的
蒸馏水灌胃。末次灌胃前禁食 12 h，待末次灌胃
1 h 后无菌条件下腹主动脉采血，37℃水浴 30 min
后置于 4℃冰箱过夜，待充分凝固后 3000 r /min 离
心 15 min，取上清，分别为空白血清、中药血清和
西药血清， － 80℃冰箱贮存备用。
1. 5 AGEs诱导 BMECs损伤的剂量与时间的筛选
将糖孵育后得到的 AGEs 用细胞培养液稀释，

根据参考文献 ［7 －9］，设 50、100、200、400mg /L
4 个浓度组，分别作用 12、24、48 h 3 个时间点。
1) 选取贴壁 80%且生长状态良好的 BMECs，加入
上述各组不同浓度、不同作用时间的 AGEs，并以
未加入 AGEs 的正常 BMECs 培养 12、24、48 h 作
为对照组，倒置显微镜下观察各组 BMECs 的形态
变化。2) 将浓度为 104 个 /ml 的 BMECs 细胞悬液
接种至 96 孔板中，每孔 100μl，每组设 6 个复孔，
放入培养箱中培养 24 h，待 BMECs 充分贴壁后吸
出孔内原细胞培养液，加入上述各组不同浓度的

AGEs 100μl分别作用 12、24、48 h后，吸出 AGEs
加入新鲜细胞培养液，再向每孔中加入 10μl 的
CCK-8 溶液，在培养箱内继续孵育 2 h，用酶标仪
测定其在 450nm处的吸光值即 OD值，计算各组抑
制率: 抑制率 = ［1 － ( 给药组 0D 值 － 空白 OD
值) / ( 对照组 OD 值 － 空白 OD 值) ］ × 100%。
进行统计学分析，确定 AGEs的最佳干预剂量及时
间进行后续试验。
1. 6 左归降糖通脉方含药血清干预损伤 BMECs剂
量的筛选

中药含药血清设 2. 5%、5%、10% 3 个浓度
组，作用于 BMECs 24 h，以正常的细胞作为对照
组。将细胞接种至 96 孔板中，每组设 6 个复孔，
向每孔中加入 10μl的 CCK-8 溶液，在培养箱内继
续孵育 2 h，用酶标仪测定其在 450 nm处的 OD值，
计算各组增殖率: 增殖率 = ( 给药组 OD值 －空白
OD值) / ( 对照组 OD值 －空白 OD值) × 100%。
确定中药含药血清最佳剂量进行后续试验。
1. 7 左归降糖通脉方含药血清干预 AGEs 诱导
BMECs损伤
将贴壁 80% ～ 90% 的 BMECs 用胰酶消化至

5ml离心管中，调节细胞浓度至 104 个 /ml，将细胞
悬液平均分为 4 组后贴壁培养，分别为空白组
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( BMECs +正常细胞培养基 4ml) 、模型组( BMECs +
AGEs 4ml) 、中药组 ( BMECs + AGEs 4ml +中药血
清 4 ml) 、西药组 ( BMECs + AGEs 4 ml +西药血清
4 ml) 。采用酶联免疫吸附试验检测各组细胞上清
液中 IL-1β、ICAM-1、VCAM-1 的含量。参照试剂
盒中说明书进行操作，放入酶标仪中检测各组在

450nm波长中的 OD值，根据标准曲线计算出各个
样本中炎症因子的含量。
1. 8 统计学方法
采用 SPSS 17. 0 统计软件进行分析。数据以均

数 ±标准差( 珋x ± s) 表示。数据符合正态分布且方差
齐使用单因素方差分析; 方差不齐则用秩和检验。

2 结果

2. 1 不同浓度不同作用时间下 AGEs 对 BMECs 形
态结构影响结果

显微镜下观察: 正常 BMECs 为梭形，为单层
贴壁生长，融合后呈鹅卵状排列，可见旋涡状特

征，细胞胞膜明显且完整，细胞透光性较强。用不
同浓度 AGEs不同时间作用于 BMECs，镜下可见随
着 AGEs浓度的增加和作用时间的延长，BMECs出
现不同程度的变形，细胞间隙增宽细胞分离，胞膜

皱缩、胞膜轮廓不清甚至胞膜破裂，导致细胞的损
伤和坏死。
2. 2 不同浓度不同作用时间下 AGEs 对 BMECs 抑
制率比较

表 1 示，与对照组同时间比较，当 AGEs 作用
12、24 h时，400、200 mg /L组对 BMECs的生长有
抑制作用 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ; 当干预时间延
长至 48 h时，各浓度组对 BMECs 皆有损伤和抑制
作用 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) 。为了不过分损伤细
胞而影响到后续实验中中药含药血清的促增殖作

用，故 AGEs选择浓度 200 mg /L、作用 24 h作为最
佳浓度及时间点进行后续试验。

2. 3 不同浓度中药含药血清干预 BMECs 24 h 后增
殖率比较

表 2 示，与对照组比较，5%、10%中药含药
血清组增殖率升高 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) ，且 5%
中药含药血清组的增殖率较 2. 5%、10%中药含药
血清组高 ( P ＜ 0. 05) ，故选择浓度为 5%中药含药
血清作为最佳剂量进行后续试验。

表 2 不同浓度中药含药血清干预
BMECs 24 h后增殖率比较 ( %，珋x ± s)

组别 样本数 增殖率

对照组 6 100. 00 ± 1. 77
2. 5%中药含药血清组 6 103. 00 ± 1. 51
5%中药含药血清组 6 120. 78 ± 1. 71＊＊△

10%中药含药血清组 6 108. 33 ± 1. 24＊▲

注: BMECs，脑微血管内皮原代细胞; 与对照组比较，* P ＜

0. 05，＊＊P ＜0. 01; 与 2. 5%中药含药血清组比较，△P ＜ 0. 01; 与
5%中药含药血清组比较，▲P ＜0. 01

2. 4 各组细胞上清液中 IL-1β、ICAM-1、VCAM-1
含量比较

表 3 示，与空白组比较，模型组上清液中
IL-1β、ICAM-1、VCAM-1 含量均升高 ( P ＜ 0. 05
或 P ＜ 0. 01) ; 与模型组比较，中药组、西药组细
胞上清液中 IL-1β、ICAM-1、VCAM-1 含量均明显
降低 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ，中药组、西药组组
间比较差异均无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。

表 3 各组细胞上清液中 IL-1β、ICAM-1、
VCAM-1 含量比较 ( OD值，珋x ± s)

组别 样本数 IL-1β ICAM-1 VCAM-1

空白组 6 33. 52 ± 3. 51* 45. 21 ± 5. 53* 18. 00 ± 1. 24*

模型组 6 60. 20 ± 4. 90 57. 86 ± 1. 67 24. 20 ± 2. 30
中药组 6 38. 61 ± 1. 38* 46. 90 ± 2. 33＊＊ 19. 29 ± 0. 96*

西药组 6 40. 65 ± 1. 55＊＊ 46. 92 ± 3. 44* 19. 31 ± 1. 07*

注: IL-1β，白细胞介素 1β; ICAM-1，细胞间黏附分子 1;

VCAM-1，血管细胞黏附分子 1; 与模型组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊
P ＜ 0. 01

表 1 不同浓度不同作用时间下 AGEs对 BMECs抑制率比较 ( %，珋x ± s)

组别 样本数 12 h 24 h 48 h

对照组 6 0. 02 ± 0. 47 － 0. 04 ± 2. 02 0. 01 ± 3. 29
50 mg /L组 6 0. 59 ± 0. 50 5. 47 ± 4. 35 13. 9 ± 3. 2* ##

100 mg /L组 6 0. 91 ± 0. 44△△ 9. 16 ± 3. 15＊△# 16. 57 ± 4. 92* #

200 mg /L组 6 1. 65 ± 0. 31＊△▲ 17. 35 ± 2. 53＊＊△## 25. 82 ± 1. 39＊＊△△▲##●●

400 mg /L组 6 3. 25 ± 0. 57＊△▲＆ 23. 72 ± 3. 68＊＊△▲＆＆## 39. 12 ± 3. 44＊＊△△▲＆#●

注: AGEs，晚期糖基化终末产物; BMECs，脑微血管内皮原代细胞; 与对照组同时间比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与 50 mg /L 组同

时间比较，△P ＜ 0. 05，△△P ＜ 0. 01; 与 100 mg /L组同时间比较，▲P ＜ 0. 05; 与 200 mg /L组同时间比较，＆P ＜ 0. 05，＆＆P ＜ 0. 01; 与本组
12 h比较，#P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01; 与本组 24 h比较，●P ＜ 0. 05，●●P ＜ 0. 01
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3 讨论

AGEs已经被证实与糖尿病、慢性炎症、阿兹
海默病、癌症和肾衰竭等疾病相关［10 － 11］。AGEs通
过与特定细胞表面的受体晚期糖基化终末产物受体

( ＲAGE) 相结合来介导其产生效应［12］。AGEs 主
要是通过与细胞膜上的受体结合，激活并启动一系

列的受体信号转导途径，使细胞释放多种炎症分

子，造成血管内皮的损伤，这也是糖尿病引起血管

病变的主要分子机制［13］。AGEs损伤细胞还存在其
他的途径，如 AGEs能通过交联蛋白、修饰细胞组
分等方式直接引起内皮细胞的损伤［14］。AGEs 与
ＲAGE结合使核因子 κB ( NF-κB) 活化，刺激转录
并激活下游多条相关信号通路，诱导释放 IL-1β、
ICAM-1、VCAM-1 等炎症因子［15］，引起炎症反应
的发生，改变血管的通透性及黏附性，引起内皮细

胞损伤，血流调节受阻，诱发一系列的血管并发

症［16］。
中医学认为，糖尿病病因病机可归结于正虚及

邪实两个方面。正虚的方面，消渴病典型的 “三
多一少”症状多属气虚和阴虚证候; 邪实方面，
外感和内伤皆可导致病理产物的产生，与消渴病的

发生密切相关的病理因素主要为血瘀、痰浊、燥
热。“瘀血痹阻脉络”是糖尿病血管并发症发生的
主要致病机制，所以活血化瘀是血管并发症的基本

治疗原则。左归降糖通脉方具有滋阴补气活血解毒
之效，其中熟地黄、枸杞子、山萸肉滋阴补肾，黄
芪补气健脾，黄连清热解毒，川芎、丹参、地龙、
水蛭活血通络，石菖蒲开窍化湿。
本研究结果表明，AGEs 对 BMECs 有损伤作

用，其作用效果随着 AGEs浓度的升高及干预时间
的延长愈加明显。倒置显微镜下观察 BMECs 的形
态结果变化证实了这一损伤作用，说明 AGEs 的浓
度和作用时间的延长会引起细胞膜皱缩破裂，导致

细胞结构出现了严重损伤甚至死亡。这进一步证实
了糖尿病患者体内持续的血管内皮高糖状态会引起

并加速内皮细胞的损伤，诱导脑微血管病变或大血

管病变等诸多并发症的发生。结果还表明，AGEs
引起的细胞损伤能上调细胞上清液中 IL-1β、
ICAM-1、VCAM-1 的含量，说明 AGEs 引起的细胞
损伤主要为炎性损伤，这一损伤可能是通过 AGEs
与细胞膜表面的 ＲAGE 结合，激活下游信号通路
发生炎症反应分泌多种炎症因子引起的。而左归降
糖通脉方含药血清对 AGEs 引起 BMECs 的炎性损

伤有明显的保护作用，减少了炎症因子的释放，说

明其能一定程度上缓解血管内皮细胞的损伤，且这

一作用与尼莫地平片及格列齐特缓释片效果相同。
综上所述，AGEs能引起 BMECs的损伤，且损

伤作用随着浓度的增加和作用时间的延长愈加明

显，其机制可能是 AGEs诱导了血管内皮细胞发生
炎性反应。而左归降糖通脉方含药血清对炎症因子
有明显的抑制作用，提示该方可能对糖尿病脑血管

并发症有显著的治疗作用。
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Effects of Zuogui Jiangtang Tongmai Formulae ( 左归降糖通脉方) Drug-Containing Serum on Brain Microvas-
cular Endothelial Cells Injury Induced by Advanced Glycation End Products
LI Yujia，LI Dingxiang，MAZHONG Danni，ZHOU Han，DENG Yihui
( College of Integrated Traditional Chinese and Western Medicine，Hunan University of Traditional Chinese Medicine，Changsha
410208)

ABSTＲACT Objective To investigate the possible mechanism of Zuogui Jiangtang Tongmai Formulae ( ZGJTT-
MF) ( 左归降糖通脉方) in the treatment of diabetic vascular complications． Methods Thirty rats were randomly
divided into the blank group，the Chinese medicine group and the western medicine group，with 10 rats in each
group． The Chinese medicine group was intragastrically given ZGJTTMF 36 g / ( kg·d) ，and the western medicine
group was given nimodipine tablets 18. 35 mg / ( kg·d) and gliclazide sustained-release tablets 27. 5 mg / ( kg·d) by
gavage． The blank group was intragastrically administered with 4 ml of distilled water． Ｒats were all given once a day
for 5 consecutive days to prepare the drug-containing serum． The advanced glycation end products ( AGEs) were set
to four concentrations of 50，100，200，and 400 mg /L for 12，24，and 48 h． Effects of AGEs on morphological struc-
tural changes of rat brain microvascular endothelial cells ( BMECs) were observed to screen for optimal intervention
concentrations and times． The drug-containing serum of ZGJTTMF was divided into three concentration groups of
2. 5%，5% and 10% ． After 24 hours of action on BMECs，the proliferation rate of BMECs was measured to deter-
mine the optimal action concentration of serum containing the drug of ZGJTTMF． The BMECs were divided into the
blank group，the model group，the Chinese medicine group and the western medicine group． The Chinese medicine
group and the western medicine group were respectively added with corresponding drug-containing serum for interven-
tion． The contents of interleukin-1β ( IL-1β) ，intercellular adhesion molecule 1 ( ICAM-1) and vascular cell adhe-
sion molecule 1 ( VCAM-1) in the supernatant of each group were detected． Ｒesults The optimal concentration
and time point of AGEs was 200 mg /L for 24 h，and the optimal concentration of Chinese medicine containing serum
was 5% ． Compared with the blank group，the contents of IL-1β，ICAM-1 and VCAM-1 in the supernatant of the
model group were significantly increased ( P ＜ 0. 05) ． Compared with the model group，IL-1β，ICAM-1 and VCAM-
1 in the Chinese medicine group and the western medicine group were significantly down-regulated ( P ＜ 0. 05 ) ．
Conclusion ZGJTTMF can down-regulate the expression of IL-1β，ICAM-1 and VCAM-1，thus inhibiting the in-
flammatory response，which may be one of the mechanisms of its treatment of diabetic vascular complications．
Keywords diabetic vascular complications; Zuogui Jiangtang Tongmai Formulae; advanced glycation end prod-
ucts; brain microvascular endothelial cells; inflammatory factors
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