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也摘要页 目的 探讨黄芪甲苷渊AS-郁冤对高糖诱导损伤内皮祖细胞渊EPCs冤氧化应激状态及体外血管生成能力的影响遥 方法 自

人脐带血中分离尧培养EPCs袁采用双荧光染色法进行鉴定遥将鉴定成功的 EPCs置于 30 mmol/L的高糖 DMEM 培养基中处理 120 h袁
建立高糖诱导损伤的 EPCs模型遥 将高糖损伤的 EPCs随机分为高糖损伤 EPCs组尧AS-郁组和 AS-郁+ML385 组袁并设置正常 EPCs
组遥 AS-郁组用 100 mg/L AS-郁干预袁AS-郁+ML385组同时用 100 mg/L AS-郁和 19 滋mol/L ML385干预袁正常 EPCs组和高糖损

伤 EPCs组加入等体积 PBS袁以上各组干预时间均为 48 h遥 采用荧光探针法检测细胞内活性氧渊ROS冤水平曰采用流式细胞术检测细

胞凋亡率和焦亡比例曰采用 ELISA 检测细胞培养上清液中血管生成相关因子[包括血管内皮生长因子 A渊VEGF-A冤尧血管内皮生长

因子 B渊VEGF-B冤尧血管内皮生长因子 C渊VEGF-C冤尧成纤维细胞生长因子渊FGF冤及血管生成素 1渊Ang-1冤]水平袁并通过基质胶成管实

验分析细胞交叉点数尧血管总长度和血管分支长度袁以评价 EPCs体外血管生成能力遥 结果 与正常 EPCs组比较袁高糖损伤 EPCs组
细胞内 ROS水平尧细胞早期凋亡率尧细胞晚期凋亡率尧细胞总凋亡率及细胞焦亡比例均升高渊P约0.01冤袁细胞培养上清液中 VEGF-A尧
VEGF-B尧VEGF-C尧FGF 及 Ang-1 水平均降低渊P约0.01冤袁细胞交叉点数尧血管总长度及血管分支长度均减少渊P约0.01冤遥 与高糖损伤

EPCs组比较袁AS-郁组与 AS-郁+ML385 组细胞内 ROS 水平尧细胞晚期凋亡率尧细胞总凋亡率尧细胞焦亡比例均降低渊P约0.01冤袁细胞

培养上清液中 VEGF-A尧VEGF-B尧VEGF-C尧FGF及 Ang-1水平均升高渊P约0.01冤袁细胞交叉点数尧血管总长度及血管分支长度均增加

渊P约0.01冤曰AS-郁组细胞早期凋亡率降低渊P约0.01冤遥 与 AS-郁组比较袁AS-郁+ML385组细胞内 ROS 水平尧细胞早期凋亡率尧细胞晚期

凋亡率尧细胞总凋亡率及细胞焦亡比例均升高渊P约0.01冤袁细胞培养上清液中 VEGF-A尧VEGF-B尧VEGF-C尧FGF及 Ang-1 水平均降低

渊P约0.05袁P约0.01冤袁细胞交叉点数尧血管总长度及血管分支长度均减少渊P约0.01冤遥 结论 黄芪甲苷可改善高糖环境下 EPCs的功能损伤袁抑
制凋亡与焦亡袁改善血管生成相关因子分泌袁并增强其体外血管生成能力袁其机制可能与激活 Nrf2信号通路尧发挥抗氧化作用有关遥
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human umbilical cord blood and identified by dual fluorescence staining. The successfully identified EPCs were exposed to high-
glucose DMEM (30 mmol/L) continuously for 120 h to establish a high-glucose-induced injury EPCs model. The injured EPCs were
randomly divided into high-glucose-induced injury EPCs (HG-EPCs), AS-郁, and AS-郁+ML385 groups, with a normal EPCs (N-EPCs)
group also included. The AS-郁 group was treated with 100 mg/L AS-郁, while the AS-郁+ML385 group received 100 mg/L AS-郁
combined with 19 滋mol/L ML385. Equal volumes of PBS were administered to the N-EPCs and HG-EPCs groups. All groups were
treated continuously for 48 h. Intracellular reactive oxygen species (ROS) levels were detected using fluorescent probe assay. Flow
cytometry was applied to determine apoptosis rate and pyroptosis proportion. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was used
to measure the levels of angiogenesis-related factors, including vascular endothelial growth factor A (VEGF-A), vascular endothelial
growth factor B (VEGF-B), vascular endothelial growth factor C (VEGF-C), fibroblast growth factor (FGF), and angiopoietin-1 (Ang-
1), in cell culture supernatants. Matrigel tube formation assay was performed to evaluate the in vitro angiogenic capacity of EPCs by
analyzing the number of cell junctions, total vessel length, and branch length. Results Compared with the N-EPCs group, the HG-
EPCs group exhibited significantly higher intracellular ROS levels, early apoptosis rate, late apoptosis rate, total apoptosis rate, and
pyroptosis proportion (P<0.01), while the levels of VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, FGF, and Ang-1 in the supernatants were markedly
lower (P<0.01), accompanied by a reduced number of junctions, total vessel length, and branch length (P<0.01). Compared with the
HG-EPCs group, both AS-郁 and AS-郁+ML385 groups showed decreased ROS levels, late apoptosis rate, total apoptosis rate, and
pyroptosis proportion (P<0.01), while the levels of VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, FGF, and Ang-1 in the supernatants markedly
increased (P<0.01), along with an increased number of junctions, total vessel length, and branch length (P<0.01). The early apoptosis
rate was significantly lower in the AS-郁 group (P<0.01). Compared with the AS-郁 group, the AS-郁+ML385 group displayed increased
ROS levels, early apoptosis rate, late apoptosis rate, total apoptosis rate, and pyroptosis proportion (P<0.01), reduced levels of
angiogenesis-related factors including VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, FGF, and Ang-1 in the supernatants (P<0.05, P<0.01), and a
decreased number of junctions, total vessel length, and branch length (P<0.01). Conclusion Astragaloside 郁 can alleviate high-glucose-
induced functional damage in EPCs, inhibit apoptosis and pyroptosis, promote the secretion of angiogenesis-related factors, and
enhance their in vitro angiogenic capacity. Its underlying mechanism may be related to the activation of the Nrf2 signaling pathway
and the resulting antioxidant effects.

也运藻赠憎燥则凿泽页 astragaloside 郁; endothelial progenitor cells; high-glucose-induced injury; oxidative stress; Nrf2 signaling
pathway; angiogenesis

糖尿病是一类以慢性高血糖为主要特征的代谢

性疾病袁其血管并发症可累及心尧脑尧肾及外周血管

系统袁是导致患者生活质量下降和远期预后不良的

重要原因[1-2]遥 在高糖环境下袁血管内皮功能异常被

认为是糖尿病血管并发症发生发展的关键环节袁而
内皮祖细胞渊endothelial progenitor cells, EPCs冤在
维持血管内皮完整性尧促进损伤修复及血管新生过

程中发挥重要作用[3]遥 然而袁研究发现袁持续高糖状

态可显著抑制 EPCs 的迁移和成管能力袁并诱导活性

氧渊reactive oxygen species, ROS冤过量生成袁进一步

促进细胞凋亡袁导致其血管修复与再生功能受损[4]遥黄
芪甲苷渊astragaloside 郁, AS-郁冤作为中药黄芪中的

主要有效成分之一袁具有良好的抗炎尧抗氧化及保护

血管内皮的药理作用袁在慢性疾病模型中显示出改

善氧化应激损伤尧促进血管生成的潜力[5]遥 此前袁本团

队已在体外实验中初步观察到 AS-郁可在一定程度

上逆转高糖对 EPCs 功能的抑制作用[6]袁但其是否通

过抗氧化机制袁尤其是是否依赖于核因子 E2 相关因

子 2渊nuclear factor erythroid 2-related factor 2, Nrf2冤
信号通路发挥作用袁尚未得到充分证实遥 因此袁本研

究以人脐带血来源的 EPCs 为对象袁构建高糖损伤

细胞模型袁研究 AS-郁对 EPCs 氧化应激状态及体

外血管生成功能的影响袁并结合 Nrf2 通路抑制剂

ML385 进行干预袁以初步探索 Nrf2 信号通路是否

参与其中遥
1 材料

1.1 主要实验试剂

黄芪甲苷渊中国源叶生物科技有限公司袁批号院
S31401冤曰EGM-2 培养基渊瑞士龙沙集团袁批号院CC-
3162冤曰DMEM 高糖培养基渊美国西格玛-奥德里奇公

司袁批号院D5796-500ML冤曰外周血单个核细胞分离液

渊天津灏洋生物制品科技有限责任公司袁批号院LDS1075冤曰
胎牛血清渊美国吉布科公司袁批号院10099-141冤曰青霉

素-链霉素双抗渊上海碧云天生物技术有限公司袁批
号院SV30010冤曰磷酸盐缓冲液渊pH7.2~7.6冤渊美国海克

隆公司袁批号院SH30256.01冤曰纤连蛋白渊美国密理博公

司袁批号院FC014冤曰胰酶消化液尧细胞冻存液渊长沙艾

碧维生物科技有限公司袁批号院AWC0232尧AWC0229冤曰
基质胶渊美国康宁公司袁批号院356234冤曰ROS 检测试
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剂盒渊上海碧云天生物技术有限公司袁批号院S0033冤曰
凋亡检测试剂盒渊江苏凯基生物技术股份有限公司袁
批号院KGA1030冤曰焦亡检测试剂渊英国艾博抗公司袁
批号院ab219935冤曰ML385尧尼日利亚霉素渊美国 Med鄄
ChemExpress 公司袁批号院HY-100523尧HY-127019冤曰
血管内皮生长因子A渊vascular endothelial growth fac鄄
tor A, VEGF-A冤尧血管内皮生长因子 B渊vascular en鄄
dothelial growth factor B, VEGF-B冤尧血管内皮生长因

子C 渊vascular endothelial growth factor C, VEGF-C冤尧
成纤维细胞生长因子渊fibroblast growth factor, FGF冤尧
血管生成素 1渊angiopoietin-1, Ang-1冤ELISA 试剂盒渊英
国艾博抗公司袁批号院ab119566尧ab233503尧ab100664尧
ab99979尧ab99972冤遥
1.2 主要实验仪器

超净工作台渊北京亚泰隆实验设备有限公司袁型
号院YT-CJ-2NB冤曰直热式 CO2 培养箱渊上海三腾仪

器有限公司袁型号院DH-160I冤曰倒置生物显微镜渊北
京中显恒业仪器仪表有限公司袁型号院DSZ2000X冤曰低
速离心机渊长沙知信实验仪器有限公司袁型号院SL02冤曰
流式细胞仪渊美国贝克曼库尔特公司袁型号院A00-1-
1102冤曰酶标仪渊美国赛默飞世尔科技公司袁型号院
MK3冤遥
2 方法

2.1 EPCs的分离和培养

在无菌环境下袁于湖南中医药大学第一附属医

院采集 3 份足月健康新生儿脐带血袁经密度梯度离

心分离获得脐带血单个核细胞袁各供体样本分别进

行 EPCs 分离尧培养尧鉴定及后续分组处理袁以避免

不同供体来源细胞混合影响生物学重复判断遥 随后

将分离所得细胞用 EGM-2 培养基重悬袁置于 37 益尧
5% CO2尧饱和湿度条件下培养遥 当细胞融合度达到

约 80%时袁收集贴壁细胞并经胰酶消化后进行传

代培养 [7]遥 本研究经湖南中医药大学第一附属医

院伦理委员会批准渊伦理批准号为院HN-LL-GZR-
2023-34冤遥
2.2 EPCs的鉴定

将野2.1冶中收集的细胞接种于置有无菌爬片的

24 孔培养板中袁置于 37 益尧5% CO2尧饱和湿度条件

下培养过夜袁依次进行 Dil-ac-LDL 摄取渊10 滋g/mL袁
孵育 4 h冤尧FITC-UEA-1 结合渊10 滋g/mL袁孵育 1 h冤
和 DAPI渊1 滋g/mL袁孵育 10 min冤染核试验遥 所有步

骤均在避光条件下完成袁并经 PBS 充分洗涤及 4%
多聚甲醛固定处理袁最终在荧光显微镜下观察并采

集图像袁进行双荧光标记鉴定遥
2.3 建立高糖损伤 EPCs模型

将经鉴定符合 EPCs 特征且生长状态良好的细

胞分为正常培养细胞和高糖造模细胞遥 正常培养细

胞作为正常 EPCs 组袁采用常规 EGM-2 培养基培养

120 h曰高糖造模细胞参考 Kim 等 [8]的方法袁将鉴定

成功的 EPCs 置于 30 mmol/L 的 DMEM 高糖培养基

中培养 120 h袁以建立高糖损伤 EPCs 模型遥
2.4 细胞的分组与给药

将高糖损伤 EPCs 模型随机分为高糖损伤EPCs
组尧AS-郁组及AS-郁+ML385组袁并设置正常 EPCs组遥
前期研究证实袁AS-郁的最佳干预浓度为 100 mg/L[9]袁
故 AS-郁组加入 100 mg/L 的 AS-郁干预曰AS-郁+
ML385 组同时加入 100 mg/L 的 AS-郁和 19 滋mol/L
的 ML385 干预曰正常 EPCs 组和高糖损伤 EPCs 组

加入等体积 PBS遥 各组继续培养 48 h遥
2.5 ROS 水平检测

将消化后的细胞悬液用 70 滋m 滤网过滤并洗

涤离心后袁按 1颐1 000 稀释 DCFH-DA 探针至终浓

度为 10 滋mol/L袁将细胞重悬于稀释好的 DCFH-DA
中袁37 益孵育 30 min袁PBS 洗涤 1 次以去除多余探

针袁最后使用流式细胞仪检测细胞内 ROS 水平遥
2.6 细胞凋亡检测

采用 Annexin V-APC/PI 双染结合流式细胞术

检测各组 EPCs 凋亡水平遥 各组细胞处理完成后袁以
不含 EDTA 的胰酶消化收集细胞袁PBS 洗涤 2 次袁随
后以 1 000 r/min渊离心半径院8 cm冤离心 5 min袁去
除上清液后加入 500 滋L Binding buffer 重悬细胞袁
随后加入 5 滋L Annexin V-APC 及 5 滋L PI袁轻轻

混匀袁室温避光反应 10 min袁于 1 h 内采用流式细

胞仪检测遥根据流式细胞术结果进行象限分析袁并计

算各组细胞凋亡率遥
2.7 细胞焦亡检测

采用 FAM-YVAD-FMK/PI 双染结合流式细胞

术检测各组 EPCs 焦亡水平遥 各组细胞处理结束后袁
按试剂盒说明书配制染色液院按每个样本 300 滋L
Washing buffer 加入 2 滋L FAM-YVAD-FMK 原液袁
避光混匀遥 各样本分别加入 300 滋L 染色液袁室温避

光染色 1 h曰随后以 1 000 r/min渊离心半径院8 cm冤离
心 5 min袁去除上清液后用 200 滋L Washing buffer 洗
涤 2 次遥 之后加入 PI 工作液袁于 37 益染色 10 min袁
再以 PBS 洗涤 3 次袁最终采用流式细胞仪检测遥 根

据试剂盒说明书及流式细胞术象限分析结果计算各

组细胞焦亡比例遥

1802



湖南中医药大学学报 http://hnzyydxxb.hnucm.edu.cn圆园26 年第 46 卷

2.8 血管生成相关因子检测

采用ELISA法检测各组细胞培养上清液中VEGF-
A尧VEGF-B尧VEGF-C尧FGF 及 Ang-1 水平遥 各组细

胞处理结束后袁收集培养上清液袁按相应试剂盒说

明书操作遥 标准品按要求稀释为 800尧400尧200尧100尧
50尧0 pg/mL 系列浓度遥酶标板设空白孔尧标准孔尧待
测样品孔袁每孔加入标准品或待测样品 50 滋L袁
37 益孵育 30 min曰弃去孔板内液体后洗板 5 次袁每
孔加入酶标试剂 50 滋L袁再于 37 益孵育 30 min袁重复

洗板遥 随后每孔依次加入显色剂 A 和显色剂 B 各

50 滋L袁37 益避光显色 10 min袁再加入终止液 50 滋L
终止反应袁并于 450 nm 波长处读取各孔吸光度值遥
根据标准曲线计算各因子浓度遥
2.9 EPCs体外成管实验

细胞培养于 EGM-2 培养基中袁置于 37 益尧5%
CO2尧饱和湿度条件下培养遥 当细胞汇合率达 80%左

右时袁经胰酶消化传代袁并取对数生长期细胞用于

实验遥 基质胶及 96 孔板于4 益预冷过夜袁次日每孔加

入 70 滋L 基质胶均匀铺底袁10 min 后置于 37 益培

养箱中凝胶 30 min遥 将不同处理后的 EPCs 消化并

制备成单细胞悬液袁按 1伊104 个/孔接种于预包被基

质胶的 96 孔板中袁置于培养箱中孵育 6 h遥 随机选

择5个视野拍照袁使用 ImageJ 软件分析交叉点数尧血
管总长度及血管分支长度袁以评价EPCs体外血管生成

能力遥
2.10 统计学方法

应用 SPSS 30.0 统计软件分析处理数据袁计量

资料以野曾依s冶表示遥 符合正态分布且方差齐时袁采用

one-way ANOVA 进行多组间比较袁采用 LSD 法进

行组间两两比较曰方差不齐时袁采用 Welch 校正方

差分析袁并采用 Games-Howell 法进行两两比较遥以
P约0.05 表示差异有统计学意义遥
3 结果

3.1 EPCs的形态特征与鉴定

培养至第 7 天袁EPCs 逐渐呈集落样生长袁集落

中央细胞以圆形为主袁周边细胞多呈梭形或放射状

排列袁部分细胞可见内皮样贴壁生长特征遥 详见图

1遥双荧光染色结果显示袁细胞可摄取 Dil-ac-LDL 并

呈红色荧光袁同时可结合 FITC-UEA-1 并呈绿色荧

光曰合并图像中袁Dil-ac-LDL 与 FITC-UEA-1 双阳

性细胞的红尧绿荧光重叠呈橙黄色袁提示所培养的

细胞具有 EPCs 的内皮样表型特征遥 详见图 2遥

3.2 AS-郁对高糖损伤 EPCs ROS水平的影响

与正常 EPCs 组相比袁高糖损伤 EPCs 组细胞内

ROS 水平升高渊P<0.01冤曰与高糖损伤 EPCs 组相比袁
AS-郁组与 AS-郁+ML385 组细胞内 ROS 水平降低

渊P<0.01冤曰而 AS-郁+ML385组细胞内 ROS水平较AS-
郁组升高渊P<0.01冤遥 详见图 3尧表 1遥
3.3 AS-郁对高糖损伤 EPCs凋亡的影响

与正常 EPCs 组比较袁高糖损伤 EPCs 组细胞早

期凋亡率尧晚期凋亡率及总凋亡率均升高渊P约0.01冤遥
与高糖损伤 EPCs 组比较袁AS-郁组细胞早期凋亡

率尧晚期凋亡率及总凋亡率均降低渊P约0.01冤袁AS-
郁+ML385 组细胞晚期凋亡率和总凋亡率均降低

渊P约0.01冤遥 与 AS-郁组比较袁AS-郁+ML385 组早期

凋亡率尧晚期凋亡率及总凋亡率均升高渊P约0.01冤遥详
见图 4尧表 2遥
3.4 AS-郁对高糖损伤 EPCs焦亡的影响

与正常 EPCs 组比较袁高糖损伤 EPCs 组细胞焦

100 滋m

图 1 倒置显微镜下 EPCs形态观察渊伊100冤
Fig.1 Morphological observation of EPCs under an

inverted microscope (伊100)

图 2 EPCs的鉴定渊伊200冤
Fig.2 Identification of EPCs (伊200)

注院A.细胞核染呈蓝色曰B.FITC-UEA-1结合呈绿色曰C.摄取 Dil-ac-LDL
呈红色曰D.Dil-ac-LDL+FITC-UEA-1 双染呈橙黄色遥

A B

C D
100 滋m 100 滋m

100 滋m 100 滋m
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表 2 各组细胞凋亡率比较渊曾依s,%冤
Table 2 Comparison of cell apoptosis rates among

groups 渊曾依s, %冤
组别

正常 EPCs 组
高糖损伤 EPCs 组

AS-郁组

AS-郁+ML385 组

n
3
3
3
3

早期凋亡率

1.23依0.10
5.27依0.34**
2.64依0.10##

4.73依0.48吟吟

晚期凋亡率

1.81依0.34
21.46依1.07**
9.32依0.23##

17.97依0.44##吟吟

总凋亡率

3.04依0.44
26.72依0.76**
11.96依0.28##

22.70依0.55##吟吟

注院与正常 EPCs 组比较袁**P约0.01曰与高糖损伤 EPCs 组比较袁##P约
0.01曰与 AS-郁组比较袁吟吟P约0.01遥

正常 EPCs 组 高糖损伤 EPCs 组

图 5 流式细胞术检测各组细胞焦亡的代表性图像

Fig.5 Representative flow cytometry images of cell
pyroptosis from each group

AS-郁组 AS-郁+ML385 组

图 4 流式细胞术检测各组细胞凋亡的代表性图像

Fig.4 Representative flow cytometry images of cell
apoptosis from each group

正常 EPCs 组 高糖损伤 EPCs 组

AS-郁组 AS-郁+ML385 组

表 1 各组细胞 ROS 水平比较渊曾依s冤
Table 1 Comparison of intracellular ROS levels

among groups 渊曾依s冤
组别

正常 EPCs 组
高糖损伤 EPCs 组

AS-郁组

AS-郁+ML385 组

n
3
3
3
3

ROS 水平

1 446.10依131.77
6 407.17依199.78**
2 114.20依304.34##

3 760.03依210.58##吟吟

注院与正常 EPCs 组比较袁**P约0.01曰与高糖损伤 EPCs 组比较袁##P约
0.01曰与 AS-郁组比较袁吟吟P约0.01遥

亡比例升高渊P约0.01冤遥 与高糖损伤 EPCs 组比较袁
AS-郁组与 AS-郁+ML385 组细胞焦亡比例均降低

渊P约0.01冤遥 与 AS-郁组比较袁AS-郁+ML385 组细胞

焦亡比例升高渊P约0.01冤遥 详见图 5尧表 3遥
3.5 AS-郁对高糖损伤 EPCs 血管生成相关因子分

泌的影响

与正常 EPCs 组比较袁高糖损伤 EPCs 组细胞培

养上清液中 VEGF-A尧VEGF-B尧VEGF-C尧FGF 及Ang-
1水平均降低渊P约0.01冤遥与高糖损伤 EPCs组比较袁AS-
郁组与 AS-郁+ML385 组细胞培养上清中 VEGF-
A尧VEGF-B尧VEGF-C尧FGF 及 Ang-1 水平均升高渊P约
0.01冤遥 与 AS-郁组比较袁AS-郁+ML385组细胞培养上

清液中 VEGF-A尧VEGF-B尧VEGF-C尧FGF 及Ang-1
水平均降低渊P约0.05袁P约0.01冤遥 详见表 4遥

图 3 流式细胞术检测各组细胞 ROS 水平的代表性图像

Fig.3 Representative flow cytometry images of intracellular ROS levels in cells from each group

正常 EPCs 组 高糖损伤 EPCs 组 AS-郁组 AS-郁+ML385 组
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表 3 各组细胞焦亡比例比较渊曾依s袁%冤
Table 3 Comparison of cell pyroptosis proportions among

groups 渊曾依s, %冤
组别

正常 EPCs 组
高糖损伤 EPCs 组

AS-郁组

AS-郁+ML385 组

n

3
3
3
3

焦亡比例

0.91依0.11
28.55依0.83**
10.78依0.49##

20.88依0.62##吟吟

注院与正常 EPCs 组比较袁**P约0.01曰与高糖损伤 EPCs 组比较袁##P约
0.01曰与 AS-郁组比较袁吟吟P约0.01遥

表 5 各组细胞体外成管能力定量结果比较渊曾依s冤
Table 5 Quantitative results of in vitro angiogenic capacity of cells among groups 渊曾依s冤

组别

正常 EPCs 组
高糖损伤 EPCs 组

AS-郁组

AS-郁+ML385 组

n
3
3
3
3

交叉点数/个
278.67依17.01
41.00依3.00**

215.33依7.64##

123.00依5.01##吟吟

血管总长度/滋M
22 265.33依1 643.69
7 035.33依546.54**

19 065.67依573.87##

13 123.67依644.22##吟吟

血管分支长度/滋M
22 168.33依1 699.07
6 226.33依516.04**

18 965.67依535.17##

13 325.67依326.20##吟吟

注院与正常 EPCs 组比较袁**P约0.01曰与高糖损伤 EPCs 组比较袁##P约0.01曰与 AS-郁组比较袁吟吟P约0.01遥

3.6 AS-郁对高糖损伤 EPCs体外成管能力的影响

正常 EPCs 组细胞可形成较完整的毛细血管样

网络结构袁表现出良好的体外成管能力曰高糖损伤

EPCs 组体外成管能力下降袁表现为细胞连接减少尧
网络结构紊乱尧管样结构稀疏曰AS-郁组成管能力明

显改善袁毛细血管样网络结构较前增多袁细胞连接

增强曰AS-郁+ML385 组成管能力较 AS-郁组下降遥
详见图 6遥

与正常 EPCs 组比较袁高糖损伤 EPCs 组细胞交

叉点数尧血管总长度及血管分支长度均减少渊P约0.01冤遥
与高糖损伤 EPCs 组比较 袁AS-郁组与 AS-郁+
ML385 组细胞交叉点数尧血管总长度及血管分支长

度均增加渊P约0.01冤遥 与 AS-郁组比较袁AS-郁+ML385
组细胞交叉点数尧血管总长度及血管分支长度均

减少渊P约0.01冤遥 详见表 5遥
4 讨论

糖尿病血管病变的发生发展与内皮功能受损

及血管新生不足密切相关[10]遥 持续高糖刺激可诱导

内皮细胞凋亡袁并促进炎症反应和氧化应激袁进而

破坏血管内皮结构完整性[11]遥 在糖尿病相关血管损

注院与正常 EPCs 组比较袁**P约0.01曰与高糖损伤 EPCs 组比较袁##P约0.01曰与 AS-IV 组比较袁吟P约0.05袁吟吟P约0.01遥

表 4 各组细胞培养上清液中 VEGF-A尧VEGF-B尧VEGF-C尧FGF尧Ang-1水平比较渊曾依s袁pg/mL冤
Table 4 Comparison of VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, FGF and Ang-1 levels in cell culture

supernatant among groups 渊曾依s, pg/mL冤
组别

正常 EPCs 组
高糖损伤 EPCs 组

AS-郁组

AS-郁+ML385 组

n
3
3
3
3

VEGF-A
747.28依36.53
115.81依21.78**
553.30依18.94##

304.17依20.53##吟吟

VEGF-B
737.55依16.72
187.97依20.81**
603.89依20.50##

355.86依20.74##吟吟

VEGF-C
642.67依27.59
140.71依26.60**
533.05依32.16##

264.18依26.27##吟吟

FGF
57.05依6.21
9.60依2.27**

42.95依2.63##

22.19依2.18##吟吟

Ang-1
119.30依16.78
23.76依4.70**
79.19依4.74##

54.74依3.74##吟

图 6 各组细胞基质胶成管结构的代表性图像渊伊100冤
Fig.6 Representative images of Matrigel tube formation in cells from each group 渊伊100冤

正常 EPCs 组 高糖损伤 EPCs 组 AS-郁组 AS-郁+ML385 组

100 滋m 100 滋m 100 滋m 100 滋m
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伤中袁EPCs 数量下降和功能缺陷会削弱机体血管修

复能力袁并影响损伤后内皮再生[12]遥 体外研究进一步

表明袁 高糖处理可明显降低 EPCs 的迁移和成管能

力袁提示高糖微环境可直接损害 EPCs 的血管生成

潜能[13-14]遥EPCs 具有向成熟内皮细胞分化尧分泌促血

管生成因子及参与内皮完整性维持等功能袁因此其

功能健全性对血管再生和内皮修复具有重要意义[15]遥
在高糖环境下袁EPCs 易受到糖基化终末产物积累尧
线粒体功能障碍和 ROS 过量生成等因素影响袁表现

为分化能力下降尧迁移与成管功能减弱及细胞凋亡

增加袁从而参与糖尿病微血管病变尧动脉粥样硬化和

慢性创面难愈等病理过程[16]遥机制研究显示袁高糖可

通过激活 NADPH 氧化酶诱导 ROS 生成袁 破坏

EPCs 抗氧化稳态[17]曰线粒体功能障碍也是高糖诱导

EPCs 氧化损伤和血管生成能力下降的重要机制[18]遥
Yang 等[19]进一步发现袁糖基化终末产物可经 ROS 介

导的 p38 丝裂原活化蛋白激酶/c-Jun 氨基末端激酶

信号通路诱导 EPCs 凋亡遥由此可见袁激活以 Nrf2 为

代表的内源性抗氧化防御信号袁减轻高糖诱导的氧

化损伤并恢复 EPCs 血管生成潜能袁可能是防治糖

尿病血管并发症的重要切入点遥
近年来袁关于天然药物在糖尿病血管并发症防

治中的作用逐渐受到关注袁其在调节内皮功能尧改善

血管生成及抗炎尧抗氧化方面表现出良好效果[20]遥其

中袁AS-郁作为黄芪中主要的活性单体成分袁已被证

实具有抗氧化尧抗炎尧抗凋亡尧促进血管新生与改善

微循环等多重药理效应[21-22]遥 尽管 AS-郁在成熟血

管内皮细胞模型中具有明确保护作用袁但其对EPCs
在高糖损伤状态下的分化调控能力及血管生成功

能恢复机制仍缺乏研究[23]遥 对于 AS-郁是否能通过

调节 Nrf2 通路袁改善高糖诱导的 EPCs 功能障碍仍

处于探索阶段遥 本团队前期研究发现袁AS-郁可在一

定程度上增强 EPCs 的增殖尧分化尧迁移及体外成管

等关键功能[24]遥 糖尿病状态下袁EPCs 长期暴露于高

糖微环境易发生不同程度的功能受损袁进而削弱其

血管修复与再生能力遥 然而袁AS-郁能否通过 Nrf2
信号通路改善高糖诱导的 EPCs 功能障碍进而促进

血管新生袁目前仍缺少相应的基础研究证据遥
本实验结果表明袁在高糖损伤 EPCs 组中袁EPCs

内 ROS 水平升高袁提示氧化应激已成为其功能障碍

的重要介导因素曰AS-郁干预后袁ROS 水平降低袁说
明 AS-郁具备明确的抗氧化特性袁这与 Zou 等[25]的
研究结果一致袁他们发现 AS-郁能通过调控 GSK-3茁/

Nrf2 信号轴袁显著缓解糖尿病小鼠 EPCs的线粒体氧

化应激损伤与功能障碍遥 进一步分析发现袁高糖不

仅造成氧化损伤袁还会明显诱导 EPCs 发生凋亡和

焦亡袁说明高糖微环境可通过多种细胞死亡途径共

同削弱 EPCs 存活能力和修复潜能曰而 AS-郁干预

后袁总凋亡率尧焦亡比例均下降袁表明 AS-郁不仅能

够减少 ROS 积聚袁还可减轻高糖诱导的 EPCs 程序

性细胞损伤袁从而为维持其血管修复功能提供了有

利条件遥Zhao 等[26]的研究指出袁Ang-1 和 VEGF 是调

控血管生成尧血管稳定及功能维持的重要因子遥 本

研究结果显示袁 高糖处理后袁EPCs培养上清液中VEGF-
A尧VEGF-B尧VEGF-C尧FGF 及 Ang-1 水平均降低袁提
示高糖可削弱 EPCs 的旁分泌促血管生成能力曰AS-
郁干预后袁上述因子水平均回升袁说明 AS-郁可能

通过改善 EPCs 旁分泌功能袁优化高糖状态下的血

管生成微环境遥 基质胶成管实验进一步从功能层面

验证了 AS-郁对高糖损伤 EPCs血管生成能力的改善

作用袁表现为交叉点数尧血管总长度及血管分支长度

增加遥这与 Wang 等[27]的研究结果相互印证袁该研究

发现袁AS-郁可增强脂肪来源间充质干细胞的迁移

和促血管生成能力袁并促进人脐静脉内皮细胞募集曰
在基质胶及后肢缺血模型中袁AS-郁预处理后袁细胞

表现出更强的血管新生潜能袁其机制可能与 CXCR2
介导的 FAK 磷酸化有关遥 此外袁本研究进一步观察

到袁加入 Nrf2 抑制剂ML385 后袁AS-郁对 ROS 积聚尧
凋亡尧焦亡尧血管生成相关因子分泌及成管能力的改

善作用均被部分削弱袁提示AS-郁的保护效应可能与

Nrf2 信号通路的激活有关遥
综上所述袁AS-郁能够减轻高糖诱导的 EPCs 氧

化应激损伤袁降低凋亡和焦亡水平袁改善血管生成相

关因子分泌袁并增强其体外成管能力袁对高糖损伤

EPCs 具有较明显的保护作用袁在糖尿病血管并发症

防治中具有一定潜在应用价值遥 进一步结合 ML385
干预结果分析袁AS-郁的上述保护效应可能与 Nrf2
信号通路的激活有关袁但其具体作用机制有待进一

步探索遥 本研究仍存在一定局限袁仅采用体外模型袁
未进行动物实验验证曰Dil-ac-LDL/UEA-1 双染可用

于 EPCs 的初步鉴定袁但该方法主要反映细胞摄取

乙酰化低密度脂蛋白及结合荆豆凝集素-1 的内皮

样功能特征袁不能完全替代表面标志物鉴定曰也未进

一步检测胱天蛋白酶-1尧消皮素-D尧白细胞介素 1-茁
等焦亡相关指标曰对信号通路的验证较为初步袁缺乏

对 Nrf2 下游关键靶点的深入探讨遥 未来可通过动物
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实验尧结合免疫荧光尧Western blot尧RT-qPCR 及基因

干预等方法袁进一步完善机制研究袁拓展 AS-郁在血

管再生与糖尿病并发症干预中的转化应用路径遥
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