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高糖对血管内皮细胞层粘连蛋白α1的表达影响

林达 宋广伟 马歆琰 叶脉 郑海华

[摘要] 目的 分析高糖对视网膜血管内皮细胞中层粘连蛋白α1（LAMA1）的影响。方法 体外培育视网膜血管

内皮细胞（RF/6A），设置 4 种糖浓度培养液（5、15、25、35 mmol/L），其中 5 mmol/L 作为对照组，15、25、35 mmol/L 作

为高糖组。观察不同糖浓度培养液处理后的细胞生长情况，LAMA1的表达情况、检测细胞的迁移、增殖能力变化。

结果 随着观察时间的延长，高糖环境下细胞的生长速度增加，糖浓度越高，相对应生长速度越快。免疫荧光法检

测发现，在处理 24、48 h后，LAMA1在细胞质中表达，在高糖组（25、35 mmol/L）中表达量较对照组减少。处理 24 h
时，高糖组（25、35 mmol/L）中 LAMA1 蛋白表达量低于对照组（t分别=4.40、5.20，P均＜0.05）；处理 48 h 时，高糖组

（35 mmol/L）LAMA1 蛋白表达量和 mRNA 表达均低于对照组（t分别=6.80、4.23，P均＜0.05）。在处理 48、72 h 后，

高糖组（15、25、35 mmol/L）细胞的迁移能力较对照组明显增加（t分别=6.78、10.47、10.00、10.78、10.78、10.78，P均＜

0.05）。处理 48、72、96 h后，高糖组（25、35 mmol/L）的细胞增殖能力明显高于对照组（t分别=6.68、4.60、3.89、4.09、

4.29、4.37，P均＜0.05）。结论 高糖短期内刺激了细胞的生长、迁移、增殖，但抑制了 LAMA1蛋白的表达，LAMA1
可能参与了糖尿病视网膜病变的发生发展，并可能起到一定的保护作用。
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Effect of high glucose on the expression of LAMA1 in vascular endothelial cells LIN Da，SONG Guangwei，MA
Xinyan，et al.Department of Ophthalmology，The Second Affiliated Hospital of Wenzhou Medical University & Yuying
Children's Hospital，Wenzhou 325000，China.
[Abstract] Objective To analyze the effect of high glucose on the expression of LAMA1 in vascular endothelial cells.
Methods Retinal vascular endothelial cells（RF/6A）were cultured in vitro，and four kinds of glucose concentrations
were set up，among which 5 mmol/L as the control group，and 15 mmol/L，25 mmol/L，35 mmol/L as the high glucose
group.The growth of cells，the expression of LAMA1，the migration and proliferation ability of cells were observed after
being treated with different glucose concentrations. Results The growth rate of cells increased under high glucose envi⁃
ronment，and the higher the glucose concentration，the faster the growth rate.Immunofluorescence detection showed that af⁃
ter 24h and 48h of treatment，LAMA1 was expressed in the cytoplasm，and the expression of LAMA1 in the high glucose
group（25 mmol/L，35 mmol/L）was lower than that in the control group.After 24 h of treatment，the protein expression of
LAMA1 in the high glucose group（25 mmol/L，35 mmol/L）was lower than that in the control group（t=4.40，5.20，P＜
0.05）.After 48 h of treatment，the protein and mRNA expressions of LAMA1 in the high glucose group（35 mmol/L）were
lower than those in the control group（t=6.80，4.23，P＜0.05）.After 48 h and 72 h of treatment，the migration ability of cells
in the high glucose group（15 mmol/L，25 mmol/L，35 mmol/L）was significantly higher than that in the control group（t=
6.78，10.47，10.00，10.78，10.78，10.78，P＜0.05）.After 48h，72h，96h of treatment，the cell proliferation ability of the high
glucose group（25 mmol/L，35 mmol/L）was significantly higher than that of the control group（t=6.68，4.60，3.89，4.09，

4.29，4.37，P＜0.05）. Conclusion High glucose stimulates the growth，migration and proliferation of cells in the short
term，but inhibits the expression of LAMA1，which in⁃
directly proves that LAMA1 may be involved in the
occurrence and development of diabetic retinopathy，
and may play a certain protective role.
[Key words] high glucose； vascular endothelial
cells； diabetic retinopathy； laminin alpha 1
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糖尿病视网膜病变作为糖尿病最常见的微血

管并发症，其发病率正在逐年攀升[1]。目前发病机

制尚不明确，可能与氧化应激、炎症、晚期糖基化终

产物增加等有关[2,3]。糖尿病视网膜病变的常见病理

改变为内皮细胞功能障碍、基底膜增厚、新生血管

形成[4]。这些病理变化都涉及到细胞外基质（exce⁃
tral cellular matrix，ECM）的参与。层粘连蛋白作为

重要的ECM组成和血管基膜的组成之一，通过与细

胞膜表面受体结合，从而影响相关细胞的生物学行

为，如黏附、分化、迁移等。其中层粘连蛋白 α1
（laminin alpha 1，LAMA1）在胚胎发育和促进神经

突起生长过程中起着必不可少的作用。研究显示

LAMA1在小鼠视网膜的内界膜和Bruch膜上表达，

LAMA1缺失会引起细胞黏附和迁移的异常，进而导

致玻璃体视网膜血管形成、永存性胚胎血管和视网

膜前膜形成[5]。LAMA1突变小鼠眼内增殖膜的形成

与糖尿病性视网膜病变增殖膜的形成相似[6]。本次

研究拟探究高糖环境下内皮细胞中的LAMA1表达

的影响，佐证其是否可能参与糖尿病的发生发展。

1 材料与方法

1.1 材料和主要试剂 研究时间为 2022年 1 月至

2022年 12 月，本次研究在温州医科大学附属第二

医院实验室完成，本研究已获得温州医科大学附属

第二医院伦理委员会审批。猴视网膜血管内皮细

胞RF/6A由中山大学中山眼科中心提供；DMEM培

养基、胎牛血清、青链双抗、EDTA-胰蛋白酶、磷酸

盐缓冲液均由美国Life Technologies公司生产；逆转

录试剂盒、qPCR反应试剂盒由日本 Takara公司生

产；LAMA1、内参引物由中国上海生工生物公司生产；

细胞增殖检测试剂盒CCK-8由日本Dojindo公司生

产；细胞划痕插件由德国 ibidi公司生产；LAMA1抗体

（sc-5582）由美国Santa Cruz公司生产；GAPDH抗体

（ab8245）由美国Abcam公司生产。

1.2 RF/6A细胞株培养 复苏RF/6A细胞后，使用

DMEM 培养基培养后接种于培养瓶中，置于 5%
CO2 、37°C培养箱中培养，待细胞长至瓶底 80%左

右后，用含EDTA的 0.25%的胰蛋白酶消化液进行

消化，并以1∶4 进行传代。

1.3 高糖处理 将RF/6A细胞接种于 6孔板后，使

用常规 5 mmol/L 的培养液培养 24 h，促使细胞贴

壁，去除旧培养基后，用 4 种不同糖浓度（5、15、25、
35 mmol/L）培养液继续进行培育，在培养皿底部限

定好观察范围，每 24小时观察记录细胞生长情况。

其中 5 mmol/L作为对照组，15、25、35 mmol/L作为

高糖组。

1.4 免疫荧光法检测LAMA1的表达变化 将处理

24 h、48 h后的RF/6A细胞用多聚甲醛固定液固定

10 min，封闭后于 37 ℃恒温箱中孵育 1 h，滴加抗

LAMA1抗体（浓度1∶50），4 ℃过夜处理。次日复温

后加入荧光二抗（浓度1∶1000），37 ℃温箱孵育1 h，
漂洗后加入DAPI，在室温下避光孵育 10 min后漂

洗，滴加20 μL左右荧光淬灭剂，在荧光显微镜下观

察记录。

1.5 蛋白印迹法检测LAMA1蛋白的表达情况 将

处理 24、48 h 后的 RF/6A 细胞后用裂解液提取蛋

白，按 20 μg的上样量，电泳仪恒压 80V 30 min，然
后转为 100V 90 min，转膜后电转 280 mA 240 min，
封闭后按抗体说明稀释一抗兔抗LAMA1抗体（浓度

1∶200），4 ℃过夜后，室温下孵育二抗（浓度1∶10000）
2 h。使用 ChemiDoc Touch Imaging System 成像仪

进行显影处理，Image J软件对显影的蛋白进行灰度

分析。

1.6 荧光定量 PCR 检测 LAMA1 mRNA 的表达情

况 按照试剂盒指示说明使用Trizol提取RNA，在超

微量紫外分光光度计上，对提取的RNA进行吸光度

分析，测量RNA浓度及纯度，通常纯度A260/A280
在1.8～2.0之间。参照试剂盒说明书配制反转录反

应液。根据Oligo软件设计提供LAMA1基因碱基序

列，由生工生物工程（上海）股份有限公司设计合成

（序列详见表1）。合成后使用RNase Free H2O稀释

引物至 10 μmol/L。参照说明书配置样品反应液

（SYBR Premix Ex Taq™ II，Takara RR820A），放入罗

氏LightCyber 480荧光PCR仪中，设置好反应程序，

对LAMA1的核酸水平表达进行相对定量分析。

表1 引物序列

引物

LAMA1 正向

负向

GAPDH 正向

负向

序列

5'- GTT TCG AAC CTC CTC GCA GA-3'
5'- CTT GCC GTC CAC AAG CTC TAG T-3'
5'- GAT TCC ACC CAT GGC AAA TT-3'
5'- TCT CGC TCC TGG AAG ATG GT-3'

1.7 血管内皮细胞迁移功能检测 制备好约 6×
105cell/mL密度的细胞悬液，将插件置于 6孔板中，

向插件孔中加入细胞悬液 110 μL，37 ℃培养 24 h，
次日取出插件，即可获得4条相邻宽度为500 μm的

划痕，去掉旧培养基，磷酸盐缓冲液洗涤后用4 种浓
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度的糖培养基继续培育，分别于0、24、48、72 h拍照

记录，用 Image-Pro Plus软件对划痕面积进行分析。

1.8 血管内皮细胞增殖能力的检测 使用 Cell
Counting Kit-8试剂盒，将细胞接种在96孔板上，每

孔100 μL，预设五组（4 种糖浓度处理组+空白组），

每组样品5 个复孔，置于培养箱培育24 h，次日磷酸

盐缓冲液清洗后，加入 100 μL 4 种浓度的糖培养

基，每24 小时评估1 次细胞的增殖情况，加入CCK-8
溶液10 μL，继续培养90 min，用酶标仪（SynergyH1，
由美国BioTek公司生产）测定吸光度值（450 nm处）

分析内皮细胞增殖情况。

1.9 统计学方法 采用GraphPad Prism 9.0软件进

行统计分析。计量资料以均数±标准差（x±s）表示。

组间计量资料比较采用单因素方差分析（ANOVA）
和 t检验。设P ＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 高糖对血管内皮细胞生长情况影响见图1
5 mmol/L 15 mmol/L 25 mmol/L 35 mmol/L

0 h

24 h

48 h

72 h

96 h

图1 4 种糖浓度下不同时间的细胞生长情况

由图1可见，在培养24 h后，各组间细胞生长情

况并无明显差异，随培育时间的推移，高糖组（15、
25、35 mmol/L）的细胞生长速度明显快于对照组

（5 mmol/L），糖浓度越高，相对生长速度越快。

2.2 高糖对血管内皮细胞LAMA1的表达影响见封

二图1
由封二图 1可见，通过免疫荧光法检测发现，

LAMA1主要在细胞质中表达（绿色部分），在处理

24 、48 h后，可见LAMA1在细胞质中表达，在高糖

组（25、35 mmol/L）中表达量较对照组（5 mmol/L）减

少，而在高糖组（15 mmol/L）中较对照组（5 mmol/L）
无明显变化。

2.3 高糖对血管内皮细胞LAMA1蛋白的表达结果

见图2和表2

24 h 48 h
图2 处理24、48 h后各组LAMA1蛋白表达情况

由图2可见，通过Western blot进行灰度分析后

发现，处理 24、48 h后高糖组（15、25、35 mmol/L）较

对照组（5 mmol/L）呈现先升高后降低的趋势。

表2 不同糖浓度处理24、48 h后LAMA1蛋白表达情况

处理时间

24 h
48 h

5 mmol/L
1.11±0.08
0.79±0.07

15 mmol/L
1.15±0.08
0.86±0.04

25 mmol/L
0.87±0.05*
0.64±0.04

35 mmol/L
0.65±0.13*
0.45±0.05*

注：*：与同时间5 mmol/L糖浓度比较，P＜0.05。
由表 2 可见，4 种不同糖浓度处理 24、48 h 后

LAMA1蛋白表达量比较，差异均有统计学意义（F分

别=13.76、34.26，P均＜0.05），处理 24 h时，高糖组

（25、35 mmol/L）LAMA1蛋白表达量较对照组减少（t
分别=4.40、5.20，P均＜0.05）；处理 48 h时，高糖组

（35 mmol / L）LAMA1 蛋白表达量低于对照组（t=
6.80，P＜0.05），而高糖组（15 mmol/L）组 LAMA1蛋

白表达量与对照组比较，差异无统计学意义（t=
1.50，P＞0.05）。
2.4 高糖对血管内皮细胞LAMA1的mRNA表达结

果见表3
表3 不同糖浓度处理24、48 h后各组LAMA1的mRNA

表达情况

处理时间

24 h
48 h

5 mmol/L
1.00±0.10
1.00±0.10

15 mmol/L
1.07±0.16
1.26±0.14

25 mmol/L
0.85±0.10
0.91±0.06

35 mmol/L
0.72±0.07
0.65±0.10*

注：*：与同时间5 mmol/L糖浓度比较，P＜0.05。
由表 3可见，不同糖浓度处理 24 h后，各组间

LAMA1的mRNA表达比较，差异无统计学意义（F=
5.43，P＞0.05）。经过高糖处理 48 h 后，各组间

LAMA1 的 mRNA 表达，差异有统计学意义（F=
10.47，P＜0.05），其中高糖组（35 mmol/L）LAMA1的
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mRNA表达明显低于对照组（t=4.23，P＜0.05）。
2.5 高糖对血管内皮细胞迁移功能的影响见表4

表4 不同糖浓度、不同时间点下内皮细胞迁移能力/%
处理时间

24 h
48 h
72 h

5 mmol/L
26.40±5.91
44.96±4.56
71.44±5.29

15 mmol/L
37.12±4.83
63.42±2.98*
99.94±0.01*

25 mmol/L
45.52±4.37*
75.01±3.49*
99.94±0.01*

35 mmol/L
49.77±2.35*
80.79±5.53*
99.94±0.01*

注：*：与同时间5 mmol/L糖浓度比较，P＜0.05。
由表4可见，不同时间段各组间迁移能力比较，

差异均有统计学意义（F分别=18.31、36.69、33.16，P
均＜0.05）；在 24 h时，高糖组（25、35 mmol/L）细胞

的迁移能力较对照组（5 mmol/L）明显增加（t分别=
5.20、7.34，P均＜0.05）；在处理 48、72 h后，高糖组

（15、25、35 mmol/L）细胞的迁移能力较对照组

（5 mmol / L）明显增加（t 分别=6.78、10.47、10.00、
10.78、10.78、10.78，P均＜0.05）。
2.6 高糖对血管内皮细胞增殖功能的影响见表5
表5 不同糖浓度、不同时间下内皮细胞增殖情况（吸光度值）

处理时间

24 h
48 h
72 h
96 h

5 mmol/L
0.37±0.02
0.47±0.04
0.58±0.07
0.69±0.10

15 mmol/L
0.39±0.05
0.51±0.07
0.67±0.13
0.85±0.10*

25 mmol/L
0.42±0.04
0.57±0.03*
0.78±0.13*
0.88±0.10*

35 mmol/L
0.39±0.03
0.56±0.04*
0.8±0.14*
0.9±0.11*

注：*：与同时间5 mmol/L糖浓度比较，P＜0.05。
由表5可见，在24 h时，各组之间细胞增殖情况

比较，差异无统计学意义（F=3.74，P＞0.05）；在处理

48、72、96 h后，各组间细胞增殖情况比较，差异均有

统计学意义（F分别=14.01、8.09、8.20，P均＜0.05），

在48、72 h，高糖组（25、35 mmol/L）的细胞增殖能力

明显高于对照组（5 mmol / L）（t 分别=6.68、4.60、
3.89、4.09，P均＜0.05），在 96 h时，高糖组（15、25、
35 mmol/L）细胞增殖能力均高于对照组（5 mmol/L），

差异均有统计学意义（t 分别=3.62、4.29、4.37，P
均＜0.05）。
3 讨论

糖尿病视网膜病变作为全球常见的致盲性眼

病，严重影响患者眼部健康。目前其发病机制尚不

明确，可能发生机制有：多元醇途径、晚期糖基化终

产物、PKC的活化、炎症、氧化应激等[7]。近年来，对

糖尿病视网膜病变的研究多集中于血管内皮生长

因子，而对ECM的关注甚少，ECM对视网膜血管的

发育和病理性新生血管形成尤为重要。层粘连蛋

白是重要的ECM成分之一，与胶原蛋白一起形成血

管的基底膜。其中LAMA1在眼睛结构中高度表达，

特别是在视网膜血管和晶状体中[8]。

本次研究结果显示，LAMA1主要在细胞基质中

表达，高糖环境可以降低 LAMA1在细胞层面的表

达，同时在蛋白层面，在高糖作用下LAMA1呈现出

现轻微增高后逐渐下降的趋势，并且随着处理时间

的延长，LAMA1的表达量进一步下降，这表明高糖

环境可以抑制LAMA1的分泌表达。既往研究表示，

LAMA1基因的突变缺失促进了玻璃体视网膜血管

和视网膜前膜的形成，导致玻璃体纤维增生和异常

血管的形成，这种变化与糖尿病视网膜病变非常相

似[9]。Edwards等[10]的研究发现，LAMA1基因突变导

致玻璃体视网膜血管形成，永存胚胎血管，并形成

小鼠视网膜前膜。

本次研究结果还显示，高糖环境促使血管内皮

细胞的生长和增殖，加速了细胞的迁移，为血管的

新生、纤维增殖提供了物质基础，与Beltramo等[11]的

研究相一致。但也有研究认为，高糖环境下抑制了

内皮细胞的增殖，促使细胞的凋亡，从而引起内皮

细胞的损伤，最终导致糖尿病相关的血管并发症[12]。

所以高糖在诱导血管内皮细胞引起糖尿病视网膜

病变的发生中存在不同的作用机制。在糖尿病视

网膜病变的发生过程中，涉及多种因素共同参与，

而非单一的过程，不同阶段存在不同的病理变化。

既往研究表明，高糖可以通过 TGF-β/Smad和

PI3K/AKT 等信号通路诱导 ECM 中层粘连蛋白表

达[13]。TGF-β是一种分泌型信号分子，具有成纤维

作用，调节细胞增殖、分化、迁移和凋亡功能。因此

推测高血糖可能通过TGF-β-LAMA1轴影响视网膜

血管内皮细胞的增殖，LAMA1的表达在高糖环境中

先代偿性地增加，然后开始下降，负调节TGF-β信号

传导，诱导了细胞增殖和迁移，这一假设机制是否成

立尚需进一步研究论证。本次研究结果仅仅是通过

体外实验佐证LAMA1可能参与了糖尿病视网膜病

变的发生，具体的作用路径、作用机制并不明确。

综上所述，高糖环境可在体外促进血管内皮

细胞的增殖、迁移，通过某些特定的信号通路下调

LAMA1蛋白的表达，提示LAMA1可能在糖尿病视网

膜病变的发生中发挥一定保护作用，或许将来可作为

糖尿病视网膜病变一个新的研究方向或者治疗靶点。
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