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骆驼蓬抑制高糖诱导的内皮细胞管道形成的作用机制研究
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摘要: 探讨骆驼蓬对高糖诱导的视网膜血管内皮细胞管道形成的调节作用及其机制。建立高糖诱导的视网膜

血管内皮细胞模型, 将细胞分为: 正常组 (葡萄糖浓度为 5.5 mmol·L-1)、模型组 (葡萄糖浓度为 25 mmol·L-1)、骆驼蓬

给药高、低剂量组 (葡萄糖浓度为25 mmol·L-1 + 不同剂量骆驼蓬)。内皮管道形成方法观察细胞管道形成状态。网络

药理学方法筛选骆驼蓬治疗糖尿病视网膜病变的药效成分、靶点和通路。Real-time PCR法验证骆驼蓬治疗糖尿病

视网膜病变相关靶点的mRNA表达水平。内皮管道形成实验结果显示, 与正常组相比, 模型组内皮细胞管道形成

总长度显著增加; 与模型组相比, 骆驼蓬组内皮管道形成总长度显著减少。网络药理学结果提示, 骆驼蓬的作用靶点

是细胞外调节蛋白激酶 2 (extracellular signal-regulated kinase 2, ERK2)、丝氨酸苏氨酸蛋白激酶 1 (serine/threonine-

protein kinase 1, AKT1)、磷脂酰肌醇 3-激酶催化亚基 α (phosphoinositide 3 kinase catalytic alpha polypeptide,

PIK3CA) 等; 信号通路涉及血管内皮生长因子 (vascular endothelial growth factor, VEGF) 信号通路和丝裂原活化蛋

白激酶 (mitogen-activated protein kinase, MAPK) 信号通路等。Real-time PCR 结果显示 , 与正常组相比 , 模型组

ERK2、PIK3CA和AKT1的mRNA表达水平均升高; 与模型组相比, 骆驼蓬组ERK2、PIK3CA和AKT1的mRNA表

达水平均降低。骆驼蓬可能通过调节MAPK信号通路和VEGF信号通路等抑制高糖条件下视网膜血管内皮细胞管

道的形成, 证实了它多靶点、多通路的作用特点。此研究为骆驼蓬治疗糖尿病视网膜病奠定了工作基础。
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Abstract: The study investigates the mechanism by which Peganum harmala L. (Luotuopeng, LTP) inhibits

tube formation in retinal vascular endothelial cells. Tube formation was induced by treatment of retinal vascular

endothelial cells with glucose. The cells were divided into a normal group, model group, and an LTP group. The

total length of tube formation was measured. The active components, targets, and pathway by which LTP acts in the

treatment of diabetic retinopathy was explored by network pharmacology. The mRNA expression levels of targets
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[extracellular signal-regulated kinase 2 (ERK2), phosphoinositide 3 kinase catalytic alpha polypeptide (PIK3CA),

serine/threonine-protein kinase 1 (AKT1)] related to the mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling

pathway and vascular endothelial growth factor (VEGF) signaling pathway was measured by real-time PCR. The

results of tube formation indicated that compared with the normal group, the total tube length increased in the

model group (P < 0.01); after the treatment with LTP, the total tube length decreased compared with the model group

(P < 0.01). Network pharmacology revealed that the targets of LTP included PIK3CA, AKT1, and ERK2, and the

pathways involved the MAPK signaling pathway and the VEGF signaling pathway. Real-time PCR indicated that

compared with the normal group, the mRNA expression levels of ERK2, PIK3CA and AKT1 were elevated in the

model group (P < 0.05); after treatment with LTP, the mRNA expression levels of ERK2, PIK3CA and AKT1

decreased compared with the model group (P < 0.05). LTP may inhibit retinal vascular endothelial cell tube forma‐

tion by regulating the MAPK signaling pathway and the VEGF signaling pathway. This study confirms the

multi-targets and multi-pathways of LTP and provides a basis for its use in the treatment of diabetic retinopathy．

Key words: Peganum harmala L.; diabetic retinopathy; retinal vascular endothelial cell; tube formation;

network pharmacology

糖尿病视网膜病变 (diabetic retinopathy, DR) 是糖

尿病常见的微血管并发症之一, 目前世界上约有1.45亿

人患有DR。DR患者早期症状表现为视力下降, 视野缺

损, 晚期出现牵拉性视网膜脱离, 是致盲的首要因素, 严

重影响患者的生活质量[1]。糖尿病视网膜病变过程与

炎症、氧化应激、免疫等多种因素有关[2]。西医治疗糖

尿病视网膜病变主要采取控制血糖、血压及血脂等综

合疗法, 晚期则采用激光、玻璃体切除术等, 但治疗价

格较贵, 多数患者无力承担, 且总体疗效并不理想[3]。

近年来, 中药广泛应用于 DR的临床治疗中。骆

驼蓬 (Peganum hannal L., Luotuopeng, LTP) 系蒺藜科

多年生草本植物, 已被列为标准的维吾尔药。骆驼蓬

全草中含有多种成分, 主要有生物碱、甾体、黄酮、蒽醌

和氨基酸等, 其中生物碱的含量最高, 主要包括骆驼蓬

碱和去氢骆驼蓬碱。现代研究发现, 骆驼蓬具有降血

糖及改善糖尿病并发症的作用[4]。文献报道, 不同剂

量的骆驼蓬种子醇提取物 (150和 250 mg·kg-1) 降低正

常大鼠和链脲佐菌素 (streptozocin, STZ) 诱导的糖尿

病大鼠的血糖水平 , 且降糖能力与二甲双胍基本一

致[5]。另外, 低剂量骆驼蓬种子的水醇提取物 (30、60

和 120 mg·kg-1) 灌胃给药不仅降低 STZ诱导的糖尿病

大鼠的血糖水平, 并且促进三羧酸循环, 并降低血脂、

丙二醛、谷丙转氨酶、谷草转氨酶、γ-谷氨酰转肽酶、胆

红素和糖化血红蛋白等[6]。此外, 骆驼蓬子水提物灌

胃给药能够减轻糖尿病大鼠肝脏汇管区炎症和局灶性

坏死, 改善肾小球硬化和系膜增宽[7]。虽然骆驼蓬降血

糖的报道较多, 但是它对于DR的疗效却少有研究。本

课题组前期研究显示, 骆驼蓬水提物显著抑制高糖诱

导的视网膜血管内皮细胞的活力和细胞迁移[8], 初步

提示骆驼蓬可能具有防治DR的作用。由于骆驼蓬化

学成分复杂, 靶点众多, 它治疗DR的机制尚未明确。

网络药理学是集生物信息学、网络生物学和传统

药理学等多学科于一体的综合性研究方法, 涵盖了药

物活性成分检索、作用靶点预测和信号通路分析等内

容。它通过构建活性成分-靶点、靶点-靶点、成分-靶

点-疾病和成分-靶点-通路等网络, 充分利用基因和靶

点等大数据, 系统综合地阐明药物的作用机制[9]。网

络药理学的优势与中药成分复杂、靶点众多的特点相

吻合 , 已经广泛应用于中药研究中[10]。Zhang 等[11]通

过网络药理学预测了芍药治疗溃疡性结肠炎的作用靶

点, 并构建了活性成分-疾病-靶点网络, 发现其主要是

通过肿瘤坏死因子 (tumor necrosis factor, TNF) 信号通

路减轻炎症反应对肠道的刺激, 为芍药治疗溃疡性结

肠炎的进一步药理研究提供了参考。Yu等[12]通过网

络药理学的方法, 发现银黄清肺胶囊具有多成分、多靶

点、多通路的作用特点, 并预测了其慢性支气管炎的潜

在作用机制。

本研究计划采用体外高糖诱导的视网膜血管内皮

细胞模型, 观察骆驼蓬对内皮细胞管道形成的影响, 结

合网络药理学方法和 real-time PCR方法, 研究骆驼蓬

治疗DR的潜在机制, 为深入开展基础实验研究及临

床合理应用提供实验依据, 为DR的治疗提供新的思

路, 为骆驼蓬的开发利用奠定基础。

材料与方法

细胞株 猴视网膜血管内皮 (RF/6A) 细胞由上海

生命科学研究院研究中心提供。

药物与试剂 骆驼蓬药材 (新疆维吾尔自治区省

药材公司神州大药房) 经新疆医科大学张洪亮教授鉴

定为蒺藜科植物骆驼蓬 (Peganum harmala L.) 的种
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子 ; RPMI 1640 无糖培养基 (批号 : 22400-089)、RPMI

1640高糖培养基 (批号: A10491-01; 含有 25 mmol·L-1

葡萄糖) (Gibco 公司); 胎牛血清 (Hyclone 公司 , 批

号 : GYG0116); 基质胶 (康宁公司 , 356234); TRIzol

(Thermo公司, 批号: 15596018); 反转录试剂盒 (批号:

4897030001)、PCR 试剂盒 (批号 : 4913914001) (罗氏

公司)。

主要仪器及设备 3111 CO2 细胞培养箱 (美国

Thermo公司); LD5-2B 台式低速离心机 (中国时代北

利公司); IX71型荧光倒置显微镜 (日本奥林巴斯株式

会社); 荧光定量 PCR仪 (美国ABI公司); 万分之一电

子天平 (JY6001, 上海精科公司天平厂)。

骆驼蓬水提物的制备 取适量骆驼蓬子, 粉碎, 置

于提取容器中, 加入 10倍量水, 回流提取, 过滤, 得到

药渣; 药渣加 8倍量水, 重复上述步骤, 得到骆驼蓬水

提物。将水提物放入蒸发皿中, 然后置于 70 ℃水浴锅

上浓缩制成浸膏; 然后将浸膏转移至真空管干燥箱中

60 ℃干燥, 干燥后放入粉碎机中粉碎即得到骆驼蓬水

提物粉末; 准确称取 10.0 mg骆驼蓬水提物粉末, 加入

0.1 mL高压灭菌水配制为 100 g·L-1原液, 经 0.22 μm微

孔滤膜除菌, 得滤液4 ℃保存备用。

细胞培养和内皮管道形成实验 RF/6A细胞培养

于完全培养基中 (含10%胎牛血清 + 90%基础培养基 +

1%青霉素和链霉素), 置于温度为 37 ℃、5% CO2的培

养箱中培养。

每天于显微镜下观察细胞生长状况, 当细胞融合

度达到 85%左右时, 将细胞用于实验。首先, 将细胞

培养皿中原有培养基弃去, 加入PBS清洗 2次; 然后加

入胰酶消化细胞, 当细胞间隙变大、细胞变圆时, 立即

用完全培养基终止消化; 将细胞转移至 1.5 mL离心管

中, 并离心。分别准备 4种培养基, 包括正常组培养基

(葡萄糖浓度为 5.5 mmol·L-1)、模型组培养基 (葡萄糖

浓度为 25 mmol·L-1)、骆驼蓬高剂量组培养基 (葡萄糖

浓度为 25 mmol·L-1 + 骆驼蓬 200 mg·L-1) 与骆驼蓬低

剂量组培养基 (葡萄糖浓度为 25 mmol·L-1 + 骆驼蓬

150 mg·L-1)。用各组对应培养基将细胞浓度调整为每

毫升2×105个。将基质胶置于碎冰融化, 融化后用基础

培养基以 1∶1的比例稀释基质胶; 将稀释后的基质胶

加入 96孔板中, 并置于 37 ℃培养箱中放置; 30 min后

取出 96孔板, 置于超净台中; 每孔加入含有不同培养

基的细胞悬液 200 μL, 每组 3孔。将 96孔板置于 37 ℃

培养箱中孵育 5 h, 取出于倒置荧光显微镜下拍照, 并

用 Image J软件分析管道形成总长度。

骆驼蓬活性成分筛选及其作用靶点的筛选与预

测 利 用 TCMID (http://119.3.41.228: 8000/tcmid/)、

BATMAN-TCM (http://bionet. ncpsb. org/batman-tcm/)

筛选骆驼蓬的主要有效成分。筛选方法: 在 TCMID、

BATMAN-TCM数据库选择“herb or herb list”选项, 然

后输入“LUO TUO PENG”, 并设定 score ≥ 20、P < 0.05

进行筛选[13]。

通过 SuperPred (http://prediction. charite. de/index.

phpsite=home)、Binding DB (http://www.bindingdb.org/

bind/searchby_smiles. jsp)、BATMAN-TCM 数 据 库

(http://bionet.ncpsb.org/batman-tcm/) 筛选骆驼蓬药效

成分的作用靶点。筛选方法: ① 在SuperPred数据库输

入每一个活性成分的“pubchem-name”或“smiles”然后

点击“start”开始预测活性成分的靶点; ② 在Binding DB

数据库输入活性成分的“smiles”, 然后点击“search”进

行检索。

DR相关靶点获取 以“diabetic retinopathy”为关

键词在OMIM数据库 (http://www. omim.org/)、TTD数

据库 (http://systemsdock.unit.Oist.jp/iddp/ home/index)、

pharmGkb数据库 (https://www.pharmgkb.org/)、DiGSeE

数据库 (http://210.107.182.61/geneSearch/)、GAD 数据

库 (http://geneticassociationdb.nih.gov/) 进行检索, 得到

DR相关靶点。

靶点名称矫正 在 Uniprot (http://www. uniprot.

org/) 数据库输入上述筛选获得的靶点, 得到相应的基

因名称, 对蛋白名进行校正, 优先选择 Swiss-prot收录

并且匹配程度高的基因名称。

骆驼蓬治疗DR的潜在作用靶点筛选 为明确骆

驼蓬与DR潜在靶点间的相互作用, 利用Venn在线软

件 (版本 2.1.0, http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/)

将骆驼蓬靶点与DR靶点取交集, 通过Venn图展现骆

驼蓬靶点与DR靶点间的交集靶点。

蛋白相互作用 (protein-protein interaction, PPI)

网络构建 将骆驼蓬治疗 DR 的潜在作用靶点上传

至 String 在线平台数据库 , 物种设置为“人”(“homo

sapiens”), 最低相互作用评分设置为最高等置信度

“highest confidence (0.900)”, 其余参数保持默认设置,

构建蛋白质相互作用网络模型, 获得 PPI网络。使用

度值 (degree) 评价靶点的重要程度, 从而预测骆驼蓬

治疗DR的潜在靶点。

KEGG通路分析与GO分类富集分析 将骆驼蓬

治疗 DR 的潜在作用靶点导入 David 数据库 (https://

david.ncifcrf.gov), 限定研究物种为人类 , 选择 Gene

Ontology (GO) 下 的 分 子 功 能 (molecular function,

MF)、生物过程 (biological process, BP) 和细胞组成

(cellular component, CC) 3 个部分进行 GO 富集分析 ,

选择 Pathway分析下的KEGG pathway, 设定显著性为
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P < 0.05, 寻找潜在作用靶点显著富集的主要功能注释

与体内通路。导出文件, 并利用Excel和Omicshare平

台绘制条形图和气泡图。

“药物成分-通路-作用靶点”网络图 将活性成

分、通路、靶点上传至 Cytoscape 3.7.1 软件 , 绘制“成

分-通路-靶点”可视化网络图。网络中 , 节点 (node)

表示化学成分、交集基因和通路。若某一靶点为某化

合物的潜在作用靶点, 则以边 (edge) 相连, 该靶点参

与某一通路时, 将靶点与作用通路也以边相连。通过

构建网络揭示骆驼蓬治疗DR多成分、多靶点、多通路

的特点。

qRT-PCR实验 向每组细胞中加入 TRIzol提取

总 RNA。通过逆转录酶合成 cDNA。实时定量 PCR

反应条件为: 55 ℃、5 min, 95 ℃、10 min; 95 ℃、15 s,

60 ℃、30 s, 循环 40次。溶解曲线确定产物的特异性,

使用 2-△△Ct方法计算目的基因的相对表达量。引物序

列见表1。

统计学方法 所有数据用均数 ± 标准差 (
-
x ± s)

表示, 采用 SPSS 20.0统计软件进行数据分析, 当数据

符合正态分布时, 组间比较采用单因素方差 (one-way

ANOVA) 分析。若方差齐 , 组间差异比较采用 LSD

法; 若方差不齐 , 组间差异比较采用 Tamhane 法。以

P < 0.05表示差异有统计学意义。

结果

1 骆驼蓬对视网膜血管内皮细胞管道形成的影响

与正常组相比, 模型组内皮细胞管道形成总长度

显著增加; 与模型组相比, 骆驼蓬给药后, 内皮细胞管

道形成总长度显著减少。结果见图1A、B。

2 骆驼蓬药效成分及靶点筛选结果

在 TCMID 和 BATMAN-TCM 数据库中得到骆驼

蓬的活性成分共 21个。然后通过 SuperPred、Binding

DB、BATMAN-TCM 3个数据库筛选骆驼蓬活性成分

的可能靶点, 对筛选结果合并去重后, 得到骆驼蓬 17

个药效成分的作用靶点共 611个 (表 2)。另外, 4个活

性成分未能在数据库中找到相应靶点。

3 DR靶点筛选结果

通过对OMIM数据库、TTD数据库、pharmGkb数

据库、DiGSeE数据库、GAD数据库进行检索, 得到DR

相关靶点共 301个, 包括血管内皮生长因子A (vascular

endothelial growth factor A, VEGFA)、细胞外调节蛋白

激酶 2 (extracellular signal-regulated kinase 2, ERK2)、

Figure 1 the effect of Peganum harmala L. (Luotuopeng, LTP) on the tube formation of the retinal vascular endothelial cells. A: RF/6A

was treated with different concentrations of LTP and the tube formation was observed (scale bar: 100 μm); B: Quantitative results of tube

formation. n ≥ 3,
-
x ± s. **P < 0.01 vs normal group; ##P < 0.01 vs model group

Table 1 Primers for qRT-PCR. ERK2: Extracellular signal-regu‐

lated kinase 2; AKT1: Serine/threonine-protein kinase 1; PIK3CA:

Phosphoinositide 3 kinase catalytic alpha polypeptide

Gene
ERK2

PIK3CA

AKT1

β-Actin

Forward primer
CGTCATCCACCTTGA

CACGA
TTAGCCAGAGGTTTG

GCCTG
CCACGGTAGCACTTG

ACCTT
TAATGAGCCTTCATGC

CCCC

Reverse primer
GGTAAACCTGGTGCA

ACCCT
ATCTGGTCGCCTCATT

TGCT
CAGCAGCAGTGGCAG

CAT
CAGTGTACAGGTAAGC

CCTGG

Table 2 Active components of Peganum hannal L.

Number
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17

Active ingredient
Harmol
Vasicoline
Pedunculoside
Harmalol
Deoxypeganine
Deoxypodophyllotoxin
Pegamine
Peimine
Peganine
Deoxyvasicinone
Harmaline
Peganol
Harmine
Rupestonic acid
Harman
Vasicinone
Vasicinol

The number of targets
263
190

4
265
190

4
10
7
5

166
18
5

209
20
8
3
4
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磷脂酰肌醇 3-激酶催化亚基 α (phosphoinositide 3

kinase catalytic alpha polypeptide, PIK3CA) 等。

4 骆驼蓬治疗DR的潜在靶点预测及PPI网络构建

利用Venn在线软件将骆驼蓬活性成分的611个作

用靶点与DR的 301个靶点取交集, 得到 44个共同靶

点 (涉及 11个活性成分)。将获得的 44个药物-疾病共

同靶点上传至 STRING在线数据库平台得到 PPI网络

(图 2)。设置置信度大于 0.4, 剔除 1个游离的靶点, 得

到关键靶点蛋白 43个, 370条边代表了蛋白之间的相

互作用。

5 潜在靶点的GO功能富集分析

利用DAVID 数据库进行GO和KEGG富集分析,

并通过 Excel和 Omicshare 平台将分析结果转化为条

形图和气泡图。

在分子功能分析中 (图3) 富集靶点较多的有蛋白结

合 (protein binding)、酶结合 (enzyme binding)、特定蛋

白结合 (identical protein binding); 丝氨酸苏氨酸蛋白

激酶1 (serine/threonine-protein kinase 1, AKT1)、ERK2、

AP-1转录因子 (AP-1 transcription factor subunit, JUN)

等基因参与其中。

在细胞组分分析 (图 4) 中富集靶点较多的有细胞

外间隙 (extracellular space)、细胞外区域 (extracellular

region)、质膜 (plasma membrane)、细胞外的外泌体

(extracellular exosome); 肿瘤坏死因子 (tumor necrosis

factor, TNF)、ERK2、血管紧张素转化酶 (angiotensin

I-converting enzyme, ACE) 等基因参与其中。

在生物功能分析 (图5) 中富集靶点较多的有基因表

达的正向调控 (positive regulation of gene expression)、

炎症反应 (inflammatory response)、转录的正向调控

Figure 4 The count of genes and cellular component

Figure 3 The count of genes and molecular function

Figure 2 Protein-protein interaction (PPI) network of the targets of Peganum hannal L. in the treatment of DR
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(positive regulation of transcription; DNA-templated); 雄

激素受体 (androgen receptor, AR)、TNF、转化生长因子

B1 (transforming growth factor-beta 1, TGFB1)、低氧诱

导因子 -1A (hypoxia inducible factor-1A, HIF1A) 等基

因参与其中。

6 KEGG通路富集分析结果

KEGG通路富集分析共得到 90条通路, 其中排名

靠前的通路主要涉及 2 型糖尿病、VEGF 信号通路

(VEGF signaling pathway)、脂肪细胞的脂质代谢等; 富

集靶点较多的通路有MAPK信号通路 (MAPK signaling

pathway)、TNF信号通路 (TNF signaling pathway)、TLR

信号通路 (Toll-like receptor signaling pathway)等;AKT1、

ERK2、丝裂原活化蛋白激酶8 (mitogen-activated protein

kinase 8, MAPK8)、PIK3CA等基因参与其中 (图6)。

7 “成分-通路-靶点”的网络构建与可视化分析

将骆驼蓬的 11个药效成分、交集靶点以及排名靠

前的通路导入Cytoscape 3.7.1软件, 构建“成分-通路-

靶点”作用关系网络图 (图 7), 网络中共有 65个节点,

572条相互作用的边。作用于PIK3CA、AKT1、ERK2、

MAPK8、TNF、JUN、ACE、AR、TGFB1 和 HIF1A 的有

效化学成分较多; 涉及的通路主要包括炎症通路、糖尿

病相关通路、MAPK信号通路、TNF信号通路、VEGF

信号通路和 TLR信号通路等。作用于上述靶点和通

路的化学成分有去甲骆驼蓬碱 (harmalol)、哈尔酚

(harmol) 和去氢骆驼蓬碱 (harmine) 等。

8 qRT-PCR结果

与正常组相比, 模型组ERK2、PIK3CA和AKT1的

mRNA表达水平均升高; 而与模型组相比, 200 mg·L-1

骆驼蓬给药组ERK2、PIK3CA和AKT1的mRNA表达

水平均降低 (P < 0.05)。结果见图8A～C。

讨论

DR的特征性病变是视网膜新生血管的形成。血管

形成的过程为内皮细胞分裂增生形成突起的幼芽, 随

着内皮细胞向前移动及后续细胞的增生而形成一条细

胞索, 数小时后便可出现管腔, 形成新生的毛细血管, 进

而彼此吻合构成毛细血管网[14]。内皮细胞管道形成实验

是衡量血管生成的一种经典的体外实验, 因此本课题采

用内皮细胞管道形成实验观察骆驼蓬对 DR 的影响 ,

借助网络药理学的方法筛选骆驼蓬治疗DR的靶点与

通路, 并通过qRT-PCR方法验证网络药理学结果, 揭示

骆驼蓬治疗DR的药效及其分子机制。

管道形成实验结果显示, 与正常组相比, 模型组管

道长度显著增加; 而与模型组相比, 骆驼蓬组显著降低

管道长度。此结果提示, 高糖促进视网膜血管形成, 而

骆驼蓬抑制高糖诱导的血管生成, 提示骆驼蓬具有治

疗DR的潜力。

本文采用网络药理学方法预测了骆驼蓬治疗DR

的可能作用靶点和通路, 并选取关键靶点进行了分子

水平的验证。网络药理学结果提示, 骆驼蓬治疗 DR

Figure 5 The count of genes and biological process

Figure 6 Enrichment of KEGG pathway
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的关键靶点包括PIK3CA、AKT1和ERK2等44个靶点,

涉及VEGF信号通路和MAPK信号通路等。qRT-PCR

结果显示, 骆驼蓬显著减少高糖作用下的视网膜血管内

皮细胞中ERK2、PIK3CA和AKT1的mRNA表达水平。

本研究表明, 骆驼蓬可能通过靶向 ERK2、PIK3CA和

AKT1发挥治疗DR的药效。

DR会导致体内多条信号通路激活, 包括炎症、血

管异常新生及代谢紊乱等。PI3K是一种胞内磷脂酰肌

醇激酶, 由 PIK3CA编码。PI3K信号通路调控内皮细

胞增殖和血管生成的过程, 参与DR的发生发展。研

究显示, 当视网膜血管内皮细胞处于高糖或缺氧条件

时, PI3K通路会被激活。此外, PI3K通过调节 VEGF

的表达参与血管新生; 过表达PI3K的鸡胚模型中血管

新生显著增加, 且VEGF表达水平显著升高; 而在加入

PI3K抑制剂后, 血管新生显著减少, 且 VEGF表达显

著降低[15]。AKT1是丝氨酸/苏氨酸激酶, 具有调节细

Figure 8 mRNA expression of ERK2, PIK3CA, and AKT1 in the retinal vascular endothelial cells was examined by PCR. n ≥ 3,
-
x ± s.

*P < 0.05 vs normal group; #P < 0.05 vs model group

Figure 7 components-pathways-targets network of Peganum hannal L. Yellow: Active ingredients; Red: Pathways; Blue: Targets
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胞代谢和调控细胞周期等多种生物学功能, 参与炎症

性疾病、糖尿病及癌症等多种疾病的发生发展。文献

报道, 高糖条件下人视网膜内皮细胞中AKT1表达显

著升高, 且通过触发细胞内相关信号通路影响内皮细

胞的血管生成[16]。ERK是一种细胞外信号调节激酶,

分为ERK1和ERK2, 两者具有相似的结构和相近的功

能, 常以 ERK1/2并称。ERK1/2被激活后进入细胞核

促进某些基因的转录和表达, 是多数生长因子和细胞

因子调控细胞增殖的重要途径; 糖尿病发生后, 该信号

通路通过释放VEGF参与DR的发生发展[17]。如在高

糖条件下培养的小鼠周细胞内ERK1/2活性显著增强;

ERK1/2信号通路激活诱导内皮细胞增生, 促进新生血

管的形成; 抑制 ERK1/2的磷酸化则减轻牛视网膜内

皮细胞中VEGF诱导的血管新生; 抑制ERK1/2亦可抑

制小鼠早产儿视网膜病变 (retinopathy of prematurity,

ROP) 模型中血管通透性的增加[18-21]。此外 , PI3K、

AKT1和ERK2在血管生成过程中相互联系。PI3K在

VEGF受体下游的信号转导中处于核心地位, 激活后

促进AKT1磷酸化, 加速内皮细胞发生迁移、增殖, 形

成新生微血管腔 , 最终形成稳定的血管[22]。ERK2是

MAPK信号通路的重要成员, 激活后通过VEGF信号

通路参与DR的发生发展[23]。

本研究发现, 在骆驼蓬的化学成分中, 一种化学成

分可以对应多个靶点, 参与多条信号通路; 如去氢骆驼

蓬碱对应的靶点有 AKT1、ERK2 和 HIF1A 等 , 调控

MAPK信号通路和VEGF信号通路等。文献报道, 去

氢骆驼蓬碱抑制胱硫醚 β合酶敲除小鼠及双特异性酪

氨酸 - (Y) -磷酸化调节激酶 [dual-specificity tyrosine-

(Y)-phosphorylation regulated kinase 1A, DYRK1A] 转

基因小鼠大脑组织中AKT和ERK的磷酸化[24]。盐酸

去氢骆驼蓬碱显著抑制肿瘤细胞的增殖、迁移和侵袭,

同时降低肿瘤细胞中HIF1A的表达水平[25]。另外, 多

个化学成分也可以对应一个共同靶点, 如去甲骆驼蓬

碱、去氢骆驼蓬碱和哈尔酚共同作用于ERK2; 去氢骆

驼蓬碱和哈尔酚共同作用于 PI3K 和 AKT1。文献报

道, 骆驼蓬 β咔啉类生物碱 (包括去甲骆驼蓬碱、去氢

骆驼蓬碱和哈尔酚) 显著抑制人胃癌 SGC-7901细胞

的生长和促进SGC-7901细胞凋亡, 并且显著降低胃癌

细胞中 ERK mRNA和蛋白表达水平[26]。去氢骆驼蓬

碱和哈尔酚延缓昆虫 Sf9细胞生长, 导致细胞边界模

糊, 促进自噬体形成以及自噬体与溶酶体的结合, 并且

显著抑制Sf9细胞中PI3K和AKT的蛋白表达[27]。

在骆驼蓬的化学成分中, 去氢骆驼蓬碱最受关注,

它具有治疗糖尿病及其并发症的作用。文献报道, 去

氢骆驼蓬碱显著降低db/db小鼠的血糖水平, 提高葡萄

糖耐受能力, 改善胰岛素耐受, 并且促进脂肪酸氧化和

能量代谢[28]。去氢骆驼蓬碱通过增强脑源性神经营养因

子/酪氨酸激酶受体B信号通路减轻 STZ诱导的糖尿

病大鼠学习和记忆功能障碍, 并且通过抑制NOD样受

体家族 3炎症小体的激活发挥神经保护作用[29]。此外,

去氢骆驼蓬碱亦是一种潜在的血管新生抑制剂。首

先, 体外实验显示去氢骆驼蓬碱能够抑制原代人脐静

脉血管内皮细胞的增殖、迁移、管腔结构的形成以及诱

导内皮细胞发生凋亡[30]。其次, 大鼠动脉环实验和小鼠

角膜微囊袋实验证明去氢骆驼蓬碱抑制新生血管的形

成[31]。再次, 肿瘤异位移植实验表明, 去氢骆驼蓬碱抑

制肺癌的生长, 其机制可能是抑制肿瘤血管新生和肿

瘤细胞的增殖[32]。去氢骆驼蓬碱激活内皮细胞 p53信

号通路, 诱导细胞凋亡及细胞周期阻滞, 抑制血管新生

的发生并最终控制肿瘤的生长[33]。而本文运用网络药理

学方法证实, 去氢骆驼蓬碱对DR有关的多条通路、多

个靶点均有调控作用。综合文献及本课题的研究结果,

作者推测去氢骆驼蓬碱可能是骆驼蓬发挥治疗DR作

用的关键活性成分。

本研究系统揭示了骆驼蓬可能通过靶向 PI3K、

AKT1和ERK2等发挥治疗DR的作用, 并且去氢骆驼

蓬碱是其关键效应成分, 为骆驼蓬治疗DR的临床应

用及科学研究提供了扎实的依据。后期课题组将采用

动物模型对去氢骆驼蓬碱治疗DR的药效进行深入研

究, 为DR的治疗提供新的选择。
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