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隐丹参酮改善糖尿病视网膜病变的机制研究

张嘉妮 1，李文璨 2，李 伟 1，周姣姣 1，雷超奇 3　（1.湘潭市中心医院药学部，湖南 湘潭 411100；2.湘潭市中心医院临床药学

科，湖南 湘潭 411100；3.湘潭市中心医院中医科，湖南 湘潭 411100）
［摘 要］　目的　探究隐丹参酮（CTS）调控糖尿病视网膜病变（DR）的作用及潜在分子机制。方法　将 50只大鼠随机分为正

常对照组（生理盐水处理）、糖尿病组（腹腔注射 55 mg/kg链脲佐菌素建立糖尿病模型）、模型+H-CTS组（建模后给予 75 μg的CTS处

理）、模型+M-CTS组（建模后给予 50 μg的CTS处理）和模型+L-CTS组（建模后给予 25 μg的CTS处理）。采用 10 ng/mL的肿瘤坏死因

子 α（TNF-α）处理人视网膜微血管内皮细胞（HRMEC）构建细胞损伤模型，分为 model组（0 μmol/L CTS 处理）、model+CTS（High）组

（40 μmol/L CTS处理）、model+CTS（Medium）组（20 μmol/L CTS处理）、model+CTS（Low）组（10 μmol/L CTS处理）；另设正常HRMEC为

control组（不做任何处理）。HE染色观察大鼠视网膜组织病理状况；qRT-PCR检测大鼠视网膜组织及HRMEC细胞中TNF-α、细胞间

黏附分子-1（ICAM-1）、血管内皮生长因子（VEGF）、白细胞介素-1β（IL-1β）的 mRNA 表达水平；Western blot 检测视网膜组织及

HRMEC细胞中受体相互作用蛋白 2（RIP2）/核因子-κB（NF-κB）/NOD样受体热蛋白结构域相关蛋白 3（NLRP3）信号通路相关蛋白和

视网膜组织中凋亡蛋白半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶（Caspase）-3和Caspase-9表达情况。结果　与糖尿病组相比，CTS能够缓解糖尿病

大鼠视网膜病变，抑制视网膜组织中凋亡蛋白Caspase-3和Caspase-9表达，抑制糖尿病大鼠的血管生成能力和视网膜组织中TNF-α、

IL-1β 表达水平（P<0. 05），且呈剂量依赖性。与 model 组相比，CTS 可抑制 HRMEC 的炎症和血管生成能力，并抑制 RIP2/NF-κB/
NLRP3信号通路相关蛋白表达（P<0. 05），且呈剂量依赖性。结论　CTS通过抑制RIP2/NF-κB/NLRP3信号通路的激活参与调控DR
的炎症反应，改善DR。
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Mechanism of cryptotanshinone in improving diabetic retinopathy
ZHANG Jia-ni1，LI Wen-can2，LI Wei1，ZHOU Jiao-jiao1，LEI Chao-qi3　（1.Department of Pharmacy，Xiangtan Central Hospital，
Xiangtan Hunan 411100，China；2. Department of Clinical Pharmacy，Xiangtan Central Hospital，Xiangtan Hunan 411100，China；
3.Department of Traditional Chinese Medicine，Xiangtan Central Hospital，Xiangtan Hunan 411100，China）

Abstract: Objective　 To explore the role and potential molecular mechanism of cryptotanshinone （CTS） in regulating diabetic 
retinopathy （DR）. Methods　Fifty rats were randomly divided into the control group （treated with normal saline），diabetic group （intra⁃
peritoneal injection of 55 mg/kg of streptozotocin to establish a diabetes model），model H-CTS group （treated with 75 μg of CTS after 
modeling），model M-CTS group （treated with 50 μg of CTS after modeling），and model L-CTS group （treated with 25 μg of CTS after 
modeling）. The human retinal microvascular endothelial cells （HRMEC） were treated with 10 ng/mL tumor necrosis factor-α （TNF-α） to 
construct cell injury models，and divided into the model group（treated with 0 μmol/L CTS），model+CTS （High） group（treated with 
40 μmol/L CTS），model+CTS （Medium） group（treated with 20 μmol/L CTS），and model+CTS （Low） group（treated with 10 μmol/L CTS）；and 
normal HRMECs were set as the control group （without any treatment）. HE staining was used to observe the pathological conditions of retinal 
tissues in rats. qRT-PCR was used to detect the mRNA expression levels of TNF-α，intercellular adhesion molecule-1 （ICAM-1），vascular 
endothelial growth factor （VEGF），and interleukin-1β （IL-1β） in rat retinal tissues and HRMEC cells. Western blot was used to detect the 
expression of proteins related to the receptor interacting protein-2 （RIP2）/nuclear factor-kappa B （NF- κB）/NOD-like receptor thermal 
protein  domain associated protein 3 （NLRP3） signaling pathway in retinal tissues and HRMEC cells，and the apoptotic proteins cysteinyl 
aspartate-specific proteinase（Caspase）-3 and Caspase-9 in retinal tissues. Results　Compared with the diabetic group，CTS could alleviate 
retinopathy in diabetic rats and inhibit the expression of apoptotic proteins Caspase-3 and Caspase-9 in retinal tissues （P<0. 05），and reduce the 
angiogenesis ability of diabetic rats and the expression levels of TNF-α and IL-1β in retinal tissues in a dose-dependent manner （P<0. 05）.
Compared with the model group，CTS could inhibit the inflammation and angiogenesis ability of HRMEC，and reduce the expression of 
proteins related to the RIP2/NF- κB/NLRP3 signaling pathway in a dose-dependent manner （P<0. 05）. Conclusion CTS participates in 
regulating the inflammatory response of DR by inhibiting the activation of the RIP2/NF-κB/NLRP3 signaling pathway，thereby improving DR.
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糖尿病视网膜病变（diabetic retinopathy,DR）是糖

尿病的主要并发症之一，也是视力受损和失明的主要

原因[1]。近年来DR患病率有所上升，然而临床治疗只

能缓解症状，不能有效控制疾病进展，故寻找新的治

疗方法对DR的防治具有重要意义[2]。DR的早期特征

是视网膜毛细血管周围细胞损失和血管通透性增加，

晚期以新生血管增加为主，血管生成是 DR 发展的重

要因素[3]。减轻病理性血管生成和炎症反应可能对

DR的治疗具有一定的效果[4]。隐丹参酮（cryptotanshi⁃
none，CTS）是从植物丹参中提取的一种具有抗癌、抗

氧化、抗纤维化和抗炎作用的单体[5]。研究证明，CTS
可减轻高氧诱导的肺损伤大鼠炎症反应和纤维化[6]。
Liu等[7]报道，在ApoE-/-小鼠中CTS通过降低内皮细胞

中凝集素样氧化型低密度脂蛋白受体 -1（lectin-like 
oxidized low-density lipoprotein receptor-1，LOX-1）的表

达和抑制核因子-κB（nuclear factor-kappa B，NF-κB）的

活化，显著减少动脉粥样硬化斑块的形成，从而增强

斑块的稳定性。近年来，CTS 在 DR 中的作用也被报

道，但其作用机制尚未阐明，需进一步明确。本研究

通过构建糖尿病大鼠模型以及体外细胞模型，探究

CTS改善DR炎症的作用及潜在机制，为DR的治疗提

供一定的理论基础。

1　材料与方法

1. 1　实验细胞和动物

人视网膜微血管内皮细胞（human retinal micro⁃
vascular endothelial cells,HRMEC）购自武汉大学中国

典型培养物保藏中心，于 DMEM 培养基（含 10% 胎牛

血清、100 U/mL 青霉素和 100 μg/mL 链霉素）中培养，

培养条件：37 ℃、5%CO2恒温恒湿环境。50 只 SPF 级

6~8周龄雄性Wistar大鼠购自中国医学科学院医学实

验动物研究所[生产许可证号：SCXK（京）2019-0010]，
体质量（180±20）g，饲养于温度（22±3）℃、相对湿度

（39±3）%、12 h 昼夜交替的清洁环境中。所有大鼠分

笼饲养，自由饮水，标准饲料适应性喂养 1周。本研究

遵循伦理委员会关于实验动物饲养和使用原则，经审

核通过后进行（批准号：IACUC准-BNT-2024-018）。

1. 2　主要试剂和仪器

CTS（上海韵泰信息科技有限公司）；链脲佐菌素

注射液（北京伊塔生物科技有限公司）；TRIzol试剂、二

吡啶甲酸（bicinchoninic acid，BCA）蛋白检测试剂盒

（上海碧云天生物技术有限公司）；反转录试剂盒（美

国赛默飞公司）；PCR 检测仪（美国 Life Technologies
公司）。

1. 3　方法

1. 3. 1　细胞分组及处理　　HRMEC中添加 10 ng/mL 
肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）24 h
诱导细胞损伤模型，将细胞分为 model 组、model+CTS
（Low）组、model+CTS（Medium）组和 model+CTS（High）
组，分别加入 0、10、20、40 μmol/L CTS 处理 48 h；另设

control组，不做任何处理。

1. 3. 2　糖尿病大鼠模型构建及分组处理　　取 40只

大鼠腹腔注射 55 mg/kg 链脲佐菌素，72 h后随机测定

3 次空腹血糖均在 16. 7 mmol/L 以上视为糖尿病模型

造模成功；其余 10只大鼠作为正常对照组，腹腔注射

等量柠檬酸-柠檬酸钠缓冲溶液（0. 1 mol/mL）。建模

过程中无大鼠死亡，均成功构建糖尿病模型。建模成

功后 4 周，将大鼠分为模型+H-CTS 组、模型+M-CTS
组、模型+L-CTS 组及糖尿病组，每组 10 只。模型+ 
H-CTS组、模型+M-CTS组、模型+L-CTS组分别于大鼠

右眼给予 75、50、25 μg CTS，糖尿病组及正常对照组大

鼠右眼给予等体积生理盐水。给药结束后处死大鼠，

取右眼视网膜组织保存备用。

1. 3. 3　qRT-PCR 检测　　采用 TRIzol 法提取细胞总

RNA，按照试剂盒操作流程将RNA反转录为 cDNA，配

制反应体系，置于 PCR 仪中进行扩增反应，反应条件

95 ℃预变性 60 s；95 ℃变性 45 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃
延伸15 s，40个循环。以GAPDH为内参，采用2-ΔΔCt法计

算 TNF-α、白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）、细胞

间黏附分子-1（intercellular adhesion molecule-1，ICAM-1）
和血管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，
VEGF）的相对表达量。TNF-α正向引物 5'-CCTCTCTC
TAATCAGCCCTCTG-3'，反向引物 5'-GAGGACCTGGG
AGTAGATGAG-3'；IL-1β 正向引物 5'-ATGATGGCTTA
TTACAGTGGCAA-3'，反向引物 5'-GTCGGAGATTCGT
AGCTGGA-3'；ICAM-1 正向引物 5'-GACGGCATCACA
GTCACTGA-3'，反向引物 5'-TGCCAGTTTTCCTCTCCT
CA-3'；VEGF正向引物 5'-ATGAACTTTCTGCTCTCTTG
G-3'，反向引物 5' -TCACATCTGCAAGTACGTTCG-3'；
GAPDH 正向引物 5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3'，
反向引物5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3'。
1. 3. 4　白细胞黏附检测　　取大鼠右眼视网膜组

织，PBS清洗 3次，用 0. 3% Triton X-100/PBS 室温孵育

20 min 增加通透性，PBS 清洗 2 次，后加入 Alexa Fluor 
594标记的抗 CD31抗体（1∶200稀释），4 ℃孵育过夜，

PBS清洗后平铺于载玻片上，甘油封片。激光共聚焦

显微镜（FITC激发波长488 nm，CD31激发波长555 nm）
下观察视网膜中周部。以CD45阳性细胞与CD31阳性

细胞重合，且停留于血管壁表面（排除血管腔内流动的白

细胞）视为细胞黏附。选取3个非重叠视野，用 Image J软
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件手动标记黏附细胞，统计白细胞黏附数量。

1. 3. 5　Western blot检测　　待测细胞或匀浆处理后

的视网膜组织加入裂解液于冰上裂解 30 min，提取细

胞或组织总蛋白并检测蛋白浓度。取蛋白样品 20 μg
进行凝胶电泳，然后转移到 PVDF 膜上，将膜放入含

5% 脱脂牛奶的容器中室温封闭 2 h，加入稀释好的待

测半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶（cysteinyl aspartate-specific 
proteinase，Caspase）-3、Caspase-9、Caspase-1、受体相互

作用蛋白 2（receptor interacting protein-2，RIP2）、磷酸

化抑制性核因子 κB 激酶 β（phosphorylation-inhibitor 
kappa B kinase β，p-IKKβ）、磷酸化 p65（phosphorylation-

p65，p-p65）、NOD 样受体热蛋白结构域相关蛋白 3
（NOD-like receptor thermal protein domain associated 
protein 3，NLRP3）一抗溶液，4 ℃孵育过夜，次日洗膜

后加入二抗溶液室温孵育2 h，发光显影后进行分析。

1. 3. 6　HE染色　　大鼠建模给药结束后麻醉处死，

由不参与实验的 1名独立研究人员摘取大鼠右眼视网

膜组织并进行病理学检查。取大鼠视网膜组织，石蜡

包埋切片，加入二甲苯Ⅰ 10 min和二甲苯Ⅱ 10 min至

组织透明，再依次加入梯度乙醇进行脱水，切片浸入

苏木素染色 5~10 min，自来水冲洗，随后用 1%盐酸乙

醇分化，0. 6%氨水返蓝 10~30 min，自来水冲洗。切片

浸入伊红染液中染色1~3 min，脱水、透明、晾干、封片，

显微镜下观察并采集图片。

1. 4　统计学分析

采用 SPSS 25. 0 软件进行数据分析，GraphPad 
Prism 9 软件作图。实验数据以均数±标准差（x̄±s）表

示，组间差异比较行单因素方差分析，进一步比较采

用 LSD检验。检验水准 α=0. 05，P<0. 05 为差异有统

计学意义。

2　结果

2. 1　CTS 干预能够改善糖尿病大鼠视网膜病变和减

少细胞凋亡

HE染色显示，正常对照组大鼠右眼视网膜较厚，

结构完整；糖尿病组大鼠右眼视网膜层次不清，细胞

排列紊乱；与糖尿病组相比，CTS干预后大鼠右眼视网

膜厚度显著增加，且高剂量CTS干预作用最明显（图1a）。
Western blot 结果显示，与正常对照组比较，糖尿病组

大鼠视网膜组织中Caspase-3和Caspase-9蛋白表达均

上调（P<0. 05）；与糖尿病组相比，CTS 干预明显抑制

了视网膜组织中 Caspase-3 和 Caspase-9 蛋白表达

（P<0. 05），并呈剂量依赖性（P<0. 05），见图1b~d。
2. 2　CTS抑制糖尿病大鼠的血管生成

与正常对照组相比，糖尿病组白细胞黏附数量显

著增加（P<0. 05）；CTS 干预后，白细胞黏附数量显著

减少（P<0. 05），且剂量越高效果越明显（P<0. 05），见

图 2a。qRT-PCR 进一步检测发现，与正常对照组相

比，糖尿病组大鼠视网膜组织中 ICAM-1、VEGF 的

mRNA表达水平显著升高（P<0. 05），经CTS干预后显著

降低（P<0. 05），且CTS剂量越高效果越明显（P<0. 05），
见图 2b、c。上述结果表明，CTS能够降低糖尿病大鼠

的血管生成能力。

2. 3　CTS抑制糖尿病大鼠视网膜组织的炎症

qRT-PCR结果显示，糖尿病组大鼠视网膜组织中

TNF-α 和 IL-1β 的 mRNA 表达水平较正常对照组显著

增加（P<0. 05）；而 CTS 干预后，TNF- α 和 IL-1β 的

mRNA表达水平呈剂量依赖性降低（P<0. 05），见图 3。
这说明 CTS 可抑制糖尿病大鼠视网膜组织中的炎症

反应。

a：HE 染色观察大鼠视网膜组织病理变化；b~d：大鼠视网膜组织中 Caspase-3 和 Caspase-9 蛋白表达   *：与正常对照组比较，P<0.05；
#：与糖尿病组比较，P<0.05；△：与模型+L-CTS组比较，P<0.05；▲：与模型+M-CTS组比较，P<0.05

图1　CTS对糖尿病大鼠视网膜病变和组织中细胞凋亡的影响
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2. 4　CTS抑制HRMEC的炎症和血管生成能力

使用 TNF-α 处理构建细胞损伤模型，结果显示，

model组细胞中TNF-α、IL-1β、ICAM-1、VEGF的mRNA
表达水平显著高于 control 组（P<0. 05）；与 model 组相

比，CTS 干预显著降低细胞中 TNF-α、IL-1β、ICAM-1、
VEGF 的 mRNA 表达水平（P<0. 05），且呈剂量依赖性

（P<0. 05），见图4。
2. 5　CTS抑制RIP2/NF-κB/NLRP3信号通路的激活

Western blot结果显示，与 control组比较，model组
细胞中RIP2、p-p65、p-IKKβ、NLRP3、Caspase-1蛋白表

达明显升高（P<0. 05）；CTS干预呈剂量依赖性逆转了

上述蛋白表达（P<0. 05），见图 5。这说明 CTS 可抑制

RIP2/NF-κB/NLRP3信号通路的激活。

3　讨论

CTS 是从丹参中提取的一种重要的生物活性成

分，具有多种药理活性[8]。研究显示，CTS可通过调节

巨噬细胞极化缓解肺纤维化[9]，还可特异性抑制

NLRP3炎性小体激活，预防炎性小体介导的疾病[10]，表

明CTS可能在人类疾病治疗过程中发挥关键作用。近

年研究发现，丹参酮类成分具有亲脂性，其能通过血-
视网膜屏障，抑制高糖条件下视网膜细胞中HIF-1α和

a~d：CTS 对 HRMEC 中 TNF-α、IL-1β、ICAM-1、VEGF mRNA 表达水平的影响   *：与 control 组比较，P<0.05；#：与 model 组比较，

P<0.05；△：与model+CTS(Low)组比较，P<0.05；▲：与model+CTS(Medium)组比较，P<0.05
图4　CTS对HRMEC的炎症和血管生成能力的影响

a：CTS 对大鼠白细胞黏附数量的影响；b、c：CTS 对大鼠视网膜组织中 ICAM-1、VEGF mRNA 表达水平的影响   *：与正常对照组比

较，P<0.05；#：与糖尿病组比较，P<0.05；△：与模型+L-CTS组比较，P<0.05；▲：与模型+M-CTS组比较，P<0.05
图2　CTS对糖尿病大鼠血管生成能力的影响

a、b：CTS 对大鼠视网膜组织中 TNF-α、IL-1β mRNA 表达水平的影响   *：与正常对照组比较，P<0.05；#：与糖尿病组比较，P<0.05；
△：与模型+L-CTS组比较，P<0.05；▲：与模型+M-CTS组比较，P<0.05

图3　CTS对糖尿病大鼠视网膜组织炎症的影响
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VEGF 表达，改善血管通透性，抑制血管生成，从而改

善视网膜病变[11-12]。内皮功能损伤是糖尿病引发血管

病变的核心机制，研究证实丹参酮类成分通过抑制

NLRP3炎性小体活化，降低VEGF表达，从而抑制内皮

细胞迁移和新生血管生成[13]，这为CTS在DR中的研究

奠定了一定基础。本研究发现，CTS干预可缓解DR并

抑制组织中细胞凋亡，同时还能抑制糖尿病大鼠的血

管生成及视网膜组织中的炎症，在 HRMEC 实验中也

证实了这一点。

DR是糖尿病的常见并发症，降低DR失明率已成

为一个重要的社会公共卫生问题。DR本质上是一种

视网膜微血管病，表现为视网膜内出血、微动脉瘤和

新血管的形成，抗血管生成药物对 DR 患者具有显著

的临床益处，但大多数患者的视力并没有得到改

善[14-15]。研究表明，DR的发病与氧化应激之间存在显

著关联，通过调节抗氧化防御，可以保护视网膜免受

氧化损伤，抗氧化剂已被建议作为减缓 DR 进展的可

能疗法[16-18]。抑制炎症、氧化应激和血管生成对糖尿

病视网膜具有保护作用[19-20]。另外，炎症贯穿DR发病

全过程，DR患者眼内微环境中促炎细胞因子（如 IL-1β、

IL-6、TNF-α 等）表达显著上调，同时伴随视网膜局部

炎症细胞的异常活化与浸润，多种炎症相关因素共同

参与、互相影响，导致血-视网膜屏障破坏和神经元损

伤，加重DR的进展[21-22]。因此，个体化抗炎治疗在DR
治疗中具有重要意义。本研究中，糖尿病大鼠以及

TNF-α诱导的细胞损伤模型中炎症反应显著增加，经

CTS干预后，炎症反应明显减轻，表明CTS通过抗炎途

径在DR过程中发挥作用。

研究显示，RIP2 是参与多种细胞过程的关键介

质，在炎症性疾病中表达失调[23]。NF-κB 家族是参与

免疫介导炎症反应调节的主要转录因子，其功能具有

多样性，包括细胞因子或趋化因子调节、细胞凋亡和

细胞增殖[24]。NF-κB 信号通路与许多疾病有关，包括

DR[25]。此外，在 DR 的发展中，线粒体功能障碍、氧化

应激和炎症反应会激活NLRP3炎症小体，当NLRP3炎

症小体被激活时，会进一步激活 Caspase-1，促进促炎

细胞因子释放[26]，在机体抵抗病原体侵害和识别自身

危险信号中发挥着关键作用。同时，NLRP3炎症小体

的激活还可诱导细胞焦亡，参与固有免疫防御[27]。DR
病理研究发现，NLRP3炎症小体的异常激活可促进炎

症因子 IL-1β等的释放，进一步加剧炎症，促进细胞损

伤和死亡，从而加速DR进展[28]。本研究观察到，TNF-α
诱导的细胞中 RIP2/NF-κB/NLRP3信号通路相关蛋白

表达水平显著上调，提示该通路被激活，经CTS干预后

这种变化被部分逆转，证实了上述推测，表明CTS通过

调控RIP2/NF-κB/NLRP3信号通路，对DR起到改善作

用。然而本研究采用单纯链脲佐菌素诱导的 1型糖尿

病大鼠模型探讨了 CTS 对 DR 的影响，该模型主要模

拟了由严重高血糖驱动的早期DR病理特征，如血-视
网膜屏障破坏及周细胞丢失，其与人类 2型糖尿病的

自然病程和病理生理特征存在显著差异：首先，缺乏

2 型糖尿病中常见的胰岛素抵抗、血脂异常和系统性

炎症等关键病理背景；其次，该模型通常不会进展至

增殖期 DR 或糖尿病性黄斑水肿等晚期临床病变，故

本研究结果主要适用于理解DR的早期发病机制和预

防性干预策略，CTS 对 2 型糖尿病并发的视网膜病变

a：蛋白表达灰度图；b~f：RIP2、p-p65、p-IKKβ、NLRP3、Caspase-1蛋白表达定量统计   *：与 control组比较，P<0.05；#：与 model组比较，

P<0.05；△：与model+CTS(Low)组比较，P<0.05；▲：与model+CTS(Medium)组比较，P<0.05
图5　CTS对RIP2/NF-κB/NLRP3信号通路相关蛋白表达的影响
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的改善作用及临床转化效力还需进一步研究明确；最

后，本研究未使用RIP2抑制剂或 siRNA对通路的必要

性进行反向验证，机制分析也需进一步探究。

综上所述，CTS通过抑制RIP2阻断下游NF-κB和

NLRP3炎症小体的激活，同时干预NF-κB（炎症转录调

控）和 NLRP3（炎症小体活化）两条相互关联的通路，

可更高效地抑制 DR 中炎症级联反应，避免了单靶点

抑制的局限性，为DR的治疗提供了新的方向。
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