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越橘提取物对 RPE 细胞氧化损伤和血管生成的抑制作用
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·论著论著· 

电子全文

1. 关键发现

   •  越橘提取物可降低视网膜色素上皮细胞中 ROS 水平，恢复膜色素上皮细胞活力，同时抑制 VEGF 引起的血管生成。

2. 已知与发现

   •  目前临床上年龄相关性黄斑变性一线治疗手段抗VEGF生物制剂疗法存在作用时间短、分解快，停药后容易复发等不足，

无法满足临床需求。

   •  越橘提取物可提高 SIN-1 诱导的视网膜色素上皮细胞活性，降低细胞内 ROS 水平，减弱 VEGF 诱导细胞迁移和侵袭，

抑制细胞小管形成。

3. 意义与改变

   •  越橘提取物具有较强的抗氧化能力和抗血管生成活性，为其作为潜在年龄相关性黄斑变性治疗药物提供了科学依据。

文章亮点

[摘  要] 目的：探讨越橘提取物对视网膜色素上皮(retinal pigment epithelial,RPE)细胞氧化损伤和血管生成的抑制

作用。方法：① 将人RPE细胞(ARPE-19)分为对照组、模型组、越橘提取物组，模型组给予0.5 mmol/

L3-吗啉代亚胺 (3-morpholinosydnonimine,SIN-1)处理24 h，越橘提取物组给予10ng/mL越橘提取物处理1h

后，再给予0.5 mmol/L SIN-1处理24 h。细胞活性检测法(Cell Counting Kit-8,CCK-8)测定各组细胞活性，

流式细胞术检测细胞活性氧(reactive oxygen species,ROS)水平。②将人脐静脉内皮细胞(human umbilical 

vein endothelial cells,HUVEC)分为对照组、模型组、越橘提取物组，模型组给予10 ng/mLVEGF处理8 h，
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越橘提取物组给予10 ng/mL越橘提取物处理12 h后，再给予10 ng/mLVEGF处理8 h。划痕实验和Transwell

实验检测细胞迁移和侵袭，管腔形成实验检测细胞血管生成情况。结果：①越橘提取物在质量浓度≤10 

ng/mL对ARPE-19细胞无明显毒性。给予SIN-1处理后，ARPE-19细胞活性明显降低，而预孵10 ng/mL越

橘提取物可使细胞活性恢复接近至正常(P<0.001)，后续实验均选用该浓度。同时，越橘提取物可降低

SIN-1诱导的ARPE-19细胞内ROS水平(P<0.000 1)。②给予VEGF处理后，HUVEC细胞迁移和侵袭能力增

强，而预孵越橘提取物可使细胞迁移和侵袭能力减弱(P<0.001 0)。同时，越橘提取物可抑制VEGF诱导

的HUVEC细胞小管形成(P<0.000 1)。结论：越橘提取物具有较强的抗氧化能力和抗血管生成活性，为

其作为潜在治疗年龄相关性黄斑变性治疗药物提供了科学依据。
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Inhibitory effects of bilberry extract on oxidative 
damage and angiogenesis in RPE cells 

 LIU Xiaowen, CAO Chen, SU Yingxue, WANG Yandong 

(State Key Laboratory of Ophthalmology, Zhongshan Ophthalmic Center, Sun Yat-sen University, Guangdong Provincial Key Laboratory of 

Ophthalmology and Visual Science, Guangzhou 510060, China)

Abstract	 Objective: To investigate the inhibitory effects of bilberry extract on oxidative damage and angiogenesis in retinal 

pigment epithelial (RPE) cells. Methods: Human RPE cells (ARPE-19) were divided into control, model and bilberry 

extract groups. The model group was treated with 0.5 mmol/L SIN-1 for 24 h, and the bilberry extract group was treated 

with 10ng/bilberry extract for 1 hour, followed by 0.5 mmol/L SIN-1 for 24 h. Cell viability was measured by CCK-8. 

Level of reactive oxygen species (ROS) was determined using flow cytometry. Human umbilical vein endothelial cells 

(HUVEC) were divided into three groups, control group, model group and bilberry extract group. The model group was 

treated with 10 ng/mL VEGF for 8 h, and the bilberry extract group was treated with 10 ng/mL bilberry extract for 12 h, 

followed by 10ng/mLVEGF for 8 h. Cell migration and invasion were measured by wound healing assay and Transwell 

assay. Cell angiogenesis was determined by tube formation assay. Results: Bilberry extract had no obvious toxicity to 

ARPE-19 cells(≤10 ng/mL). After SIN-1 treatment , the the viability of ARPE-19 cells was significantly reduced, while 

incubation with 10 ng/mL bilberry extract could restore cell activity to the normal levels(P<0.001). This concentration 

was selected for subsequent experiments. Additionally, bilberry extract reduced the level of ROS in SIN-1-induced  

ARPE-19 cells(P<0.000 1). VEGF treatment significantly enhanced the migration and invasion of HUVEC, while 

pretreatment with bilberry extract attenuated these effects(P<0.001 0). Meanwhile, bilberry extract could significantly 

inhibit VEGF-induced tube formation in HUVEC(P<0.000 1). Conclusion: Bilbery extract possess strongantioxidant 

and anti-angiogenetic activities, suggesting its potential as  treatment agent for AMD.
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年龄相关性黄斑变性(age-related macular degeneration, 
AMD)是老年人群低视力乃至失明的主要原因，2040
年全球AMD患者数量预计将达到3亿人，成为第三大
致盲性眼病[1]。视网膜色素上皮(retinal pigment epithelial, 
RPE)氧化损伤和新生血管生成是AMD的主要病理特
征。目前国内外诊疗指南一致推荐AMD首选抗血管内
皮生长因子(vascular endothelial growth factor,VEGF)生物制
剂疗法。但是，抗VEGF药物的作用时间短、分解快，
停药后容易复发，需要多次注射，还有约50%患者对
抗VEGF疗法反应欠佳[2]。因此，临床上亟需寻找防治
AMD的其他种类新药。越橘提取物是一种纯化的越橘
花青素提取物，其由新鲜越橘经醇提取、随后浓缩并
最终色谱纯化到吸附剂大交联树脂上得到，主要活性
成分花青素具有抗肿瘤、预防糖尿病、改善视力以及
保护神经和心脏等多种药理作用[3-4]。本研究采用体外
诱导的RPE细胞氧化损伤和内皮细胞血管生成模型，
探讨越橘提取物对氧化损伤和血管生成的抑制作用。

1 材料与方法

1.1  主要试剂和仪器
越橘提取物(法国Ferlu x Mediolanum SA公司 , 

202800)，用二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide,DMSO)稀
释成10 mg/mL作为储备液；3-吗啉代亚胺(3-morpho 
linosydnonimine,SIN-1)(日本 Dojindo公司，S264)；
VEGF (德国Merck公司，V7259)；酶标仪 (美国BioTek公
司，ELX800)；流式细胞仪 (美国Thermo Fisher公司，
A24858)；光学显微镜 (日本Olympus公司，CKX41)。

1.2  细胞系与细胞培养
人视网膜色素上皮细胞(ARPE-19)细胞系来自美国

菌种保藏中心(American Type Culture Collection,ATCC)，
ARPE-19细胞系在高糖培养基中培养，该培养基含
有10%胎牛血清(Gibco)和1%青霉素-链霉素(Gibco)。
人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein endothelial 
cells,HUVEC)细胞系来自ATCC，在内皮细胞培养基中
培养，该培养基含有5%胎牛血清、1%血管内皮细胞生
长补充和1%青霉素-链霉素。细胞系在37℃、含5% CO2

的加湿培养箱中培养。

1.3  方法

1.3.1   试验分组及处理
( 1 )将培养的细胞分为3组：对照组、模型组

(SIN-1处理)、越橘提取物组。其中，SIN-1处理浓度为 
0.5 mmol/L，越橘提取物质量浓度均为10 ng/mL，越橘
提取物组是先使用越橘提取物预孵育1 h后再加入SIN-
1。

(2)将培养的ARPE-19细胞分为3组：对照组、
模型组(VEGF处理)、越橘提取物组。其中，VEGF处
理质量浓度为10 ng/mL，越橘提取物质量浓度均为 
10 ng/mL，模型组予VEGF处理8 h，越橘提取物组先使
用越橘提取物预孵育12 h后再加入VEGF并进行细胞侵
袭试验和血管形成试验。

1.3.2  细胞活力检测
将ARPE-19细胞接种于96孔细胞培养板中，密度

为每孔10 000个细胞。24 h后，用SIN-1(或与越橘提取
物联合)处理细胞，在细胞培养箱中培养24h，然后
将细胞计数试剂-8(Cell Counting Kit-8,CCK-8)加入96孔
板中，37 ℃孵育1~4 h。用微孔板仪(FLUOstar Omega-
ACU)测定细胞活力，获得450 nm处的吸收光度(optical 
density,OD)值。生长率计算为：细胞活力=[A(处理)−
A(空白)]/[A(对照组)−A(空白)]×100%。
1.3.3   细胞内活性氧(reactive oxygen species,ROS)水平检测

将ARPE-19细胞接种于6孔细胞培养板中，密度
为每孔200 000个细胞。用SIN-1(或与越橘提取物联合)
处理细胞，在细胞培养箱中培养24 h。随后去除培养
基，以5 µmol/LC11-BODIPY581/591与细胞在37 ℃无
血清培养基中避光孵育30 min，磷酸盐缓冲液洗涤， 
617 nm滤光片在流式细胞仪上分析ROS水平，每个样
本至少收集10 000个细胞的数据。

1.3.4   细胞迁移试验
将HUVEC接种于6孔细胞培养板上，单层培养 

24 h(100%汇合)。用无菌移液管尖端垂直穿过孔中心
在细胞单层上划痕。用温PBS洗去浮细胞。用SIN-1(或
与越橘提取物联合)处理HUVEC。伤后0、8 h显微镜下
成像。为了排除细胞增殖的影响，加入1.0 mg/L丝裂霉
素(Sigma)。
1.3.5   细胞侵袭试验

带8 µm孔过滤器的Transwell室(Corning)预涂1 g/L 
Matrigel (BD Biosciences)。HUVEC饥饿过夜后加入上
室，每孔50 000个细胞，下室填满VEGF培养基(或与越
橘提取物联合)。24 h后，将细胞浸入3%多聚甲醛溶液
中15 min，结晶紫染色，显微镜下计数。
1.3.6   血管形成试验

将H U V E C接种到预先包被基底膜基质 ( B D 
Biosciences)的96孔细胞培养板上，每孔10 000个细胞。
然后用VEGF(或与越橘提取物联合)处理细胞8 h。在显
微镜下拍摄血管形成。

1.4  统计学方法
采用SPSS 26.0软件进行统计分析。所有实验数据

均以(x±s)表示，组间数据比较采用方差分析。以P
＜0. 05为差异有统计学意义。
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2  结果

2.1  越橘提取物可减少氧化应激引起的ARPE-19细胞

损伤
使用不同浓度的SIN-1处理ARPE-19细胞并及进行

细胞活力检测，结果显示，浓度为0.25 mmol/L及以上

的SIN-1处理后可导致ARPE-19细胞损伤(图1A)。同时

使用不同浓度的越橘提取物处理ARPE-19细胞以测试

其毒性，结果显示质量浓度低于10 ng/mL的越橘提取

物对ARPE-19细胞无明显毒性(图1B)，故选0.5 mmol/L 
SIN-1和1、3、10 ng/mL的越橘提取物进行后续实验。

与模型组细胞存活率(70.84±3.89)%相比，使用不

同浓度(1、3、10 ng/mL)的越橘提取物分别处理经

SIN-1诱导的ARPE-19细胞，细胞存活率分别提高到

(81.37±4.97)%、(87.97±2.92)%、(92.06±1.88)%，越橘

提取物可呈剂量依赖性减少氧化应激引起的ARPE-19
细胞活力损伤 (图1C)。

2.2  越橘提取物可降低SIN-1诱导的ARPE-19细胞ROS
水平

本研究使用不同浓度的越橘提取物处理经 
0.5 mmol/L SIN-1诱导氧化的ARPE-19细胞，并用流式细

胞仪检测处理后细胞内的ROS水平。结果显示，SIN-1
可诱导ARPE-19细胞内ROS水平升高，越橘提取物可降

低SIN-1诱导的ARPE-19细胞内ROS水平(图2)，显示出

明显的抗氧化应激效果。

2.3  越橘提取物可抑制VEGF诱导的HUVEC迁移和侵袭
结果显示VEGF可增加HUVEC的迁移能力，越

橘提取物可降低VEGF引起的细胞迁移 (图3A、B)。同

时，细胞侵袭试验结果显示，VEGF可提高HUVEC的

侵袭能力，越橘提取物可减弱VEGF引起的细胞侵袭能

力 (图3C、D)。

2.4  越橘提取物可抑制VEGF诱导的HUVEC血管形成
血管生成试验结果显示，VEGF可增加HUVEC血管 

形成，越橘提取物可抑制VEGF诱导的血管生成(图4)。

3  讨论

AMD是一种进行性退行性眼部疾病，是老年人

严重视力丧失的主要原因之一[5]，主要由视网膜黄

斑破裂引起。晚期AMD严重影响视力，并进一步影

响患者日常活动。AMD可分为两种类型：干性AMD 
(85%~90%)和湿性AMD(10%~15%)[6]，其中大多数干

性AMD患者最终都会进展为湿性AMD。湿性AMD主

要表现为脉络膜血管侵入视网膜下构成脉络膜新生血

管，发生视网膜下的出血、滲出等病理性改变，对视

网膜色素上皮细胞及视细胞造成损害。

氧化应激诱导的RPE损伤被认为是AMD发病的关

键因素。RPE是一种色素沉着的单层，在维持视网膜

功能方面起着关键作用，如营养物质运输、形成外部

血液视网膜屏障以阻止水和离子的通过、光感受器外

段尖端的吞噬作用以及视觉色素的再生等[7-8]。RPE含
有满足能量需求所需的高密度线粒体，因此严重刺激

会导致线粒体功能障碍和ROS的过量产生，从而进一

步引发氧化应激相关的级联反应。当RPE细胞暴露于

外源性氧化应激源，包括紫外线、电离辐射或香烟烟

图1   越橘提取物可减少SIN-1诱导的ARPE-19细胞损伤
Figure1   Bilberry extract can decrease SIN-1 induced damage in ARPE-19 cells 
(A)不同浓度SIN-1对ARPE-19细胞活力的影响；(B) 不同浓度越橘提取物对ARPE-19细胞活力的影响；(C) 不同浓度越橘提
取物对SIN-1处理后ARPE-19细胞活力的影响。组间比较，(A) (B)图与对照组比，(C)图与模型组比较，n=6，***表示P值 
<0.001，**表示P值<0.01，*表示P值<0.05。
(A) Effects of different concentrations of SIN-1 on the viability of ARPE-19 cells; (B) Effects of different concentrations of bilberry extract on 
the viability of ARPE-19 cells; (C) Effects of different concentrations of bilberry extract on the viability of ARPE-19 cells treated with SIN-1.  
(A) (B) compared with control group, (C) compared with model group, n=6, where *** means P <0.001, ** means P <0.01 and * means P  < 0.05.
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图3   越橘提取物可抑制VEGF诱导的HUVEC迁移和侵袭
Figure 3   Bilberry extract can inhibit migration and invasion of HUVE Cinduced by VEGF
(A)越橘提取物对VEGF处理后的HUVEC迁移能力的影响(x4)；(B)细胞迁移试验定量结果；(C)越橘提取物对VEGF处理后的
HUVEC侵袭能力的影响(x4)；(D)细胞侵袭试验定量结果。组间比较，与模型组比较，n=6，***P<0.001，**P<0.01。
(A) Effects of bilberry extract on the migration of HUVECs treated with VEGF(x4); (B) Quantitative results of cell migration test; (C) Effects 
of bilberry extract on the invasion of HUVECs treated with VEGF(x4); (D) Quantitative results of cell invasion tests. Compared with model 
group, n=6, where *** means P <0.001, and ** means P <0.01.

图2   越橘提取物可降低SIN-1诱导的ARPE-19细胞内ROS水平
Figure 2   Bilberry extract can reduce the intracellular ROS levels in ARPE-19 cells induced by SIN-1
(A)越橘提取物对SIN-1处理后ARPE-19细胞内ROS水平的影响；(B) ROS平均荧光强度定量。组间比较，与模型组比较，
n=6，****P<0.000 1。
(A) Effects of bilberry extract on intracellular ROS levels in ARPE-19 cells treated with SIN-1; (B) Quantitative measurement of average ROS 
fluorescence intensity. Compared with model group, n=6, where **** means P <0.000 1.

护[18]。越橘提取物在眼部相关疾病也发挥一定的药

理作用，如提高夜视能力[19]、改善糖尿病视网膜病 
变 [ 4 ]、降眼压 [ 2 0 ]、延缓干眼和眼疲劳 [ 2 1 ]、预防近 
视[22]。值得关注的是，越橘提取物具有强大的抗氧化

特性，通过诱导抗氧化酶SOD、GST或GSH-Px活性，

进而降低ROS水平，最终发挥抗氧化防御机制[23]。同

时，一项临床研究发现，AMD患者血清中的抗氧化

酶SOD、GST或GSH-Px水平降低，伴随着体内氧化应

激的增加[24]。另外，有研究发现越橘提取物能够抑

制VEGF的表达和VEGF受体的激活，从而抑制血管生 

雾时，细胞中会产生过量的ROS，导致氧化还原系统

失衡，导致细胞脂质、蛋白质和核酸的氧化损伤。

此外，衰老是诱发RPE氧化应激损伤的一个重要因 
素[9-10]。随着年龄的增长，RPE中功能失调的线粒体数

量增加，导致ROS生成增加[11-12]。

越橘提取物主要是由5种花青素(矢车菊素、飞燕

草素、牵牛花色素、芍药花青素和锦葵花翠素)和分

别对应3种糖苷(3-O-葡萄糖苷、半乳糖苷、阿拉伯糖

苷)组合而成[4,13]，已被研究证实具有多种药理活性，

包括抗炎[14]、抗增殖[15]、抗血脂[16]、抗糖[17]和神经保 
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成[25]。这都提示越橘提取物可能参与AMD的发生与发

展，但目前关于其在AMD的作用鲜有报道。

氧化应激是AMD形成的重要机制之一，衰老和

累积的氧化压力会引发视网膜色素上皮功能障碍并最

终导致不可逆损伤，保护视网膜色素上皮免受氧化损

伤对于减缓AMD进展和保护视力至关重要。SIN-1在
体外同时生成一氧化氮和超氧化物，被广泛用于诱导

细胞氧化应激模型。本研究在SIN-1诱导细胞氧化损

伤和VEGF诱导血管生成的基础上，观察越橘提取物

对RPE的抗氧化以及抗血管生成作用。本研究首先进

行了SIN-1浓度筛选，建立了SIN-1诱导ARPE-19细胞氧

化损伤模型，发现细胞经浓度为0.25 mmol/L及以上的

SIN-1处理后活力下降，确定了后续实验SIN-1浓度为

0.5 mmol/L。同时，也对越橘提取物进行浓度筛选，发

现浓度低于10 ng/mL的越橘提取物对ARPE-19细胞无明

显毒性。然后预孵育越橘提取物干预SIN-1诱导ARPE-
19细胞氧化损伤，发现细胞活力呈浓度依赖的提高。

同时，越橘提取物能够降低ARPE-19细胞内ROS水平。

另外，眼底新生血管生成是AMD的重要表型，而细

胞迁移和侵袭对血管生成至关重要，探究越橘提取物

对VEGF引起的HUVEC迁移、侵袭能力的影响，可间

接反映越橘花青素对血管生成的作用。VEGF能诱导

HUVEC迁移和侵袭，而给予越橘提取物处理能减少细

胞迁移和侵袭。血管形成实验是体外研究血管生成的

经典方法，可体外模拟血管生成状态，探究越橘提取

物对血管生成的影响，可直接体现越橘提取物抑制血

管生成的能力。越橘提取物还能抑制VEGF诱导细胞

小管形成。这都表明越橘提取物对RPE氧化应激具有

保护作用，对血管生成具有抑制作用。本研究结果提

示，越橘提取物可能通过调控细胞内某些信号通路，

降低ROS水平，增强RPE细胞活性，抑制血管生成，进

而改善AMD。但具体作用机制还需要进行深入研究。

综上所述，越橘提取物可降低RPE细胞中ROS水
平，恢复RPE细胞活力，同时抑制VEGF引起的血管生

成，为其作为潜在AMD治疗药物提供了科学依据。
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图4    越橘提取物可抑制HUVEC血管生成
Figure 4    Bilberry extract can inhibit angiogenesis in HUVEC
(A)越橘提取物对VEGF引起的血管生成的影响(×10)；(B)血管生成试验分支数目定量结果；(C)血管生成试验管长定量结
果。组间比较，与模型组比较，n=6，**P<0.01，****P<0.000 1。
(A) Effects of bilberry extract on VEGF-induced angiogenesis; (B) Quantitative results of branch number in the angiogenesis test(×10); (C) 
Quantitative results of tube length in angiogenesis test. Compared with model group n=6, where ** means P <0.01 and **** means P <0.000 1 .
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