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补肾活血中药血清对高糖条件下纯化培养的
视网膜神经节细胞Glu释放量的影响

马 荣1 谢学军2 万 李1 马殿伟1 米 珍

·875·

摘要 目的 探讨稳定高糖及糖波动条件对体外纯化培养的视网膜神经节细胞(retinal ganglion cells，

RGCs)谷氨酸(glutamate，Glu)释放量的影响，以及补肾活血中药的干预作用。方法 采用抗体联合两步

纯化法培养新生Sprague．Dawley(SD)大鼠RGCs，将其分别置于模拟正常条件、稳定高糖条件及糖波动条

件下进行培养，并以补肾活血中药复方含药血清进行干预。实验分为正常对照组、正常中药干预组，稳定

高糖组、稳定高糖中药干预组、糖波动组、糖波动中药干预组；分别在试验干预24、48、72 h后，用全自动氨基

酸分析仪测定各组细胞外液中Glu的含量(mg／L)，采用SPSS 13．0软件对所得数据进行统计学分析。结果

糖波动组24 h时R(,Cs的Glu释放量[(256．33±25．73)mg／L]较同期正常对照组[(134．22±9．14)mg／L]

及稳定高糖组[(141．17±22．13)m∥L]均明显增加(P<0．05)。正常中药干预组的Glu释放量在24 h

[(124．50±10．30)mg／L]及72 h[(30．17±2．97)mg／L]时段均较正常对照组降低(P<0．05)；稳定高糖中

药干预组24 h[(127．50±16．94)m【g／L]、48 h[(26．17±3．99)mg／L]及72 h[(27．67±3．49)mg／L]时段的

Glu释放量均较稳定高糖组降低(P<0．05)；糖波动中药干预组RGCs的Glu释放量在24 h[(228。33±

18．41)mg／L]、72 h[(28．00±2．41)mg／L]均较糖波动组降低(P<0．05)。结论 糖波动条件能明显增加

RGCs的Glu释放量，导致大量Glu在细胞外聚积，细胞外高浓度Glu聚积最终引发RGCs神经兴奋性毒性，

加剧细胞损害；补肾活血中药能在一定程度降低稳定高糖及糖波动条件下RGCs的Glu释放量，减轻Glu神

经兴奋性毒性作用对RGCs的损伤，这可能是补肾活血中药防治糖尿病性视网膜病变(diabetic retinopathy，

DRP)的药物干预途径之一。

关键词 高糖；糖波动；视网膜神经节细胞；谷氨酸；补肾活血
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ABSTRACT Objective To investigate the impacts of steady high-glucose or fluctuated glucose conditions

on glutamate(Glu)release in purified retinal ganglion cells(RGCs)cultured／n v／tro，and the effect of serum

contained Chinese drugs for nourishing Shen and activating blood(S-NSAB)on it．Methods RGCs of neonatal

SD rats were cultured by antibody combined two-step purified method in different conditions：the simulated normal

condition．the steady high-glucose condition and the fluctuated glucose condition，and they were intervened with

S-NSAB．Thereby，the experiment was carried OUt in 6 groups。i．e．the normal control group(A)。the S·NSAB

intervened group(B)，the steady high—glucose cultured group(C)，the steady high-glucose cultured and S—

NSAB intervened group(D)，the fluctuated glucose cultured group(E)。and the fluctuated glucose cultured and

S-NSAB intervened group(F)．Content of Glu in the extracellular fluid was detected at 24。48 and 72 h after in-

tervention with a full．automatic biochemical analyzer．And the data obtained were statistically analyzed with SPSS

13．0 soft ware．Results Release of Glu at 24 h after intervention in Group E(256．33±25．73 mg／L)was obvi-

ously higher than that in G roup A and Group C(134．22±9．14 mg／L and 141．17±22．13 mg／L，P<0．05)；at

24 h and 72 h in Group B(124．50±10．30 mg／L and 30．17±2．97 mg／L)was obviously lower than in Group A
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respectively(P<0．05)；in G roup D at 24 h(127．50±16．94 mg／L)，48 h(26．17±3．99 mg／L)and 72 h

(27．67±3．49 mg／L)were lower than in Group C；in Group F at 24 h(228．33±18．41 mg／L)and 72 h(28．00

±2．41 mg／L)were lower than in G roup E respectively at the corresponding time points．Conclusions Fluctuat-

ed glucose condition could obviously increase the Glu release of RGCs，to cause extracellular large amount Glu

accumulation，which induces the exciting neurotoxicity to RGCs and finally to aggravate the injury on cells．S-

NSAB could reduce the Glu release to some extent in the steady-high or fluctuated glucose conditions，diminish

the injury of RGCs from exciting neurotoxicity of Glu．and it might be one of the intervening pathways of Chinese

drugs for NSAB in preventing and treating DRP．

KEYWORDS high—glucose；fluctuated glucose condition；retinal ganglion cells；glutamate；nourishing Shen

and activating blood

糖尿病性视网膜病变(diabetic retinopathy，DRP)

作为糖尿病(diabetes mellitus，DM)全身并发症中最为

严重的微血管病变之一，是发达国家成年人致盲的主

要原因，在中国，DRP对视觉的威胁日益受到重视⋯。

DRP是一个复杂的病理过程，至今对其发病机制仍无

确切定论，而机体糖代谢紊乱是公认的DRP重要发

病基础。近年来人们发现糖尿病慢性并发症的发生、

发展，不仅与整体(持续)血糖水平相关，而且与血糖

的波动性(稳定性)密切相关旧p1。目前临床观察及动

物实验均表明，在DRP发生发展过程中，视网膜神经

功能的异常早于视网膜微血管病变的发生Hj。。谷氨

酸(glutamate，Glu)作为视网膜内大多数神经细胞的

兴奋性递质，介导着视网膜神经节细胞(retinal gangli—

on cells，RGCs)间的信息传递，同时又是兴奋性毒素，

受体遍布视网膜各层，且在RGCs层具有较高的浓

度哺3。现在认为Glu兴奋性毒性是发生视网膜缺血性

RGCs损伤级联反应的最主要因素¨J。。因此，本实验

将体外纯化的RGCs分别置于稳定高糖、糖波动及正

常条件下进行培养，并以补肾活血中药复方含药血清

进行干预，观察不同条件下RGCs的Glu释放量的改

变，以及补肾活血中药复方含药血清的干预作用，从

而为补肾活血中药复方防治DRP药物干预途径的研

究开辟新的思路。

材料与方法

1 动物 细胞培养所用新出生l天的Sprague-

Dawley(SD)大鼠及补肾活血中药血清制备所用体重

为120—150 g的SD大鼠，均由成都中医药大学动物

实验中心提供，清洁级。

2药物补肾活血中药血清的制法见文献[9]。

3试剂及仪器 Neurobasal培养基、谷氨酰胺、胰

蛋白酶，美国GIBCO公司；小鼠抗大鼠信号调节蛋白

(SIRP，CDl72G)、单克隆抗体(克隆号：MRC OX-41)、抗

鼠Thy—1．1单克隆抗体(克隆号：OX-7)，美国Chemicon

公司；牛血清白蛋白(BSA)，瑞士Roche公司；青霉素、

链霉素，华北制药股份公司；磷酸盐缓冲液(PBS)，北

京中杉公司；全自动氨基酸分析仪(日立L一8800，日本)。

4实验方法

4．1 用于纯化RGCs的培养板处理 用OX-41

抗体(1：100，PBS稀释)包被6孔板，室温2 h、4℃过

夜，PBS轻漂，备用。用OX一7抗体(1：30，PBS稀释)

包被6孔板及96孔板，室温孵育2 h、4℃过夜，PBS

轻洗3次，0．1％BSA孵育0．5 h，PBS轻漂备用。

4．2 RGCs的纯化及接种培养本实验借鉴许红

霞等¨叩和Otori Y等¨¨的培养方法，即出生后l天的

SD大鼠，酒精浸泡溺死，碘伏浸泡灭菌，无菌取眼

球，用含100 U／mL青霉素、100 U／mL链霉素的

PBS冲洗3次，于解剖显微镜下剥离视网膜神经层，

置于0．125％胰酶中37℃孵育20 min，充分吹打，含

血清培养基终止消化，200目不锈钢网过滤。800 r／

min离心5 rain，含血清培养基重悬细胞，再将细胞悬

液置于OX．4l包被的培养板中，37℃孵育30 min，

每10 min轻晃1次；轻轻吸掉未黏附的细胞悬液置于

OX-7包被6孔培养板中，室温孵育30 rain，吸掉细胞

悬液，PBS冲洗3次，用含0．125％胰酶的无血清培

养基轻轻冲洗6孔板，使黏附于6孑L板的细胞脱落于

培养基中，含血清的培养基终止消化。800 r／min离

心5 min，含血清培养基重悬细胞，l×106个／mL的

细胞密度种植于包被好的96孔板以及预置盖玻片的

6孔板，加入含血清培养基进行培养。

4．3 RGCs尼氏染色法 将培养3天的细胞用

4％多聚甲醛室温固定30 min，蒸馏水洗，入焦油紫染

液，60℃温箱内，染色0．5 h，蒸馏水速洗，用95％

酒精，分化脱色，镜下控制，纯酒精脱水，二甲苯透

明，树胶封固。

4．4分组及给药方法 (1)正常对照组：20％空
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白血清的Neurobasal液；(2)正常中药干预组：20％中

药含药血清的Neurobasal液；(3)稳定高糖组：20％空

白血清的50 mmol／L葡萄糖Neurobasal液；(4)稳定高

糖中药干预组：20％中药含药血清的50 mmol／L葡萄

糖Neurobasal液；(5)糖波动组：正常对照组与稳定高

糖组培养基交替培养，每12 h交替1次；(6)糖波动

中药干预组：正常中药干预组与稳定高糖中药干预组

培养基交替培养，每12 h交替1次。

4．5 RGCs的Glu释放量的测定分别收集各组

培养基上清液，全自动氨基酸分析仪测定细胞外液中

Glu的含量。

5统计学方法使用SPSS 13．0统计软件，各组

数据以孟4-s描述，多组间比较用单因素方差分析，多

组问两两比较用q检验。

结 果

1 纯化的RGCs生长特征 正常条件下纯化培

养的RGCs生长特征：新生SD大鼠的视网膜细胞悬液

经OX．41、OX-7单抗两步筛选纯化后，接种于含血清

的Neurobasal液后3 h，相差显微镜下(×400)见细胞

出现聚集生长现象(图1A)，24 h后细胞开始有突起

生长，此时突起较短(图1B)，其后细胞突起逐渐长

长，长粗，72 h后突起增多并伸长，并且出现分支，5

天突起交织呈网状(图1C)，1周后存活的RGCs数量

开始减少，与文献[12，13]等的报道基本一致。

2尼氏染色结果 经抗体联合两步纯化法纯化，

培养48 h后，见RGCs胞体饱满呈多边形，Nissl小体

呈深紫色，胞核呈淡紫色，背景洁白，证实此类细胞

为神经元细胞，纯度为80％(图lD)。依据细胞的纯

化方法、组织来源、细胞的形态及染色结果可判断此种

细胞为RGCs。

3各组RGCs的Glu释放量

3．1 稳定高糖及糖波动干预条件对体外纯化培

养RGCs的Glu释放量的影响(表1) 正常对照组及

稳定高糖组RGCs的Glu释放量48 h较24 h减少，差

异均有统计学意义(P<0．05)。糖波动组的Glu释放

量48 h较24 h减少，72 h较48 h增加，差异均有统

计学意义(P<0．05)。稳定高糖组各时间段的Glu释

放量与正常对照组比较，差异均无统计学意义(P>

0．05)；糖波动组24 h及72 h的Glu释放量均较正常

对照组和稳定高糖组增加，差异均有统计学意义(P<

0．05)。

表1 正常、稳定高糖及糖波动条件下RGCs的Glu

释放量比较(mg／L，豆±5)

组别 n
Glu释放量

24 h 48 h 72 h

正常对照6 134．22±9．14 36．24 4-7．20’

稳定高糖6 141．17±22．13 35．50±3．10。

糖波动 6 256．33±25．73△▲33．00±3．40+

注：与本组24 h比较，+P<0．05；与正常对照组同期比较，6P<

0．05；与稳定高糖组同期比较，▲P<0．05

注：A为RGCs经Thyl一1纯化吸附后迅速贴壁；B为RGCs培养24 h开始出现突起

生长；C为RGCs培养5天突起生长旺盛，细胞间建立连接；D为尼式染色鉴定RGCs。细

胞核深染

图1纯化的RGCs生长特征(×400)
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3．2 补肾活血中药含药血清对正常条件下体外

纯化培养RGCs的Glu释放的影响(表2) 正常对照

组及正常中药干预组RGCs的Glu释放量48 h较24 h

均减少，差异均有统计学意义(P<0．05)，72 h与

48 h比较，差异均无统计学意义(P>0．05)。正常中

药干预组24 h及72 h的Glu释放量较同期正常对照

组均减少，差异均有统计学意义(P<0．05)。

表2 中药含药血清对正常条件下ItGCs的Glu释放量

的影响(mg／L，孟±5)

注：与奉组24 h比较，’P<0．05；与正常对照组同期比较．6P<

0．05

3．3 补肾活血中药含药血清对稳定高糖条件下

体外纯化培养RGCs的Glu释放的影响(表3) 稳定

高糖组及稳定高糖中药干预组RGCs的Glu释放量

48 h较24 h均减少(P<0．05)，72 h与48 h比较差异

均无统计学意义(P>0．05)。稳定高糖中药干预组各

时段RGCs的Glu释放量均较稳定高糖组减少(P<

0．05)。

表3 中药含药血清对稳定高糖条件下培养RCCs的

C,lu释放量的影响 (Illg／L，面±s)

组别 n—而—±黑生可
稳定高糖 6 141．17-I-22．13 35．50±3．10+40．67±5．61

稳定高糖中药干预6 127．50±16．94
zx
26．17±3．99’△ 27．67±3．49△

注：与奉组24 h比较，’P<0．05；与稳定高糖组问期比较，6P<

0．05

3．4 补。肾活血中药含药血清对糖波动干预条件

下体外纯化培养RGCs的Glu释放的影响(表4) 糖

波动组11GCs的Glu释放量48 h较24 h减少，72 h较

48 h增多，差异均有统计学意义(P<0．05)；糖波动

中药干预组的Glu释放量48 h及72 h均较前一时段

减少(P<0．05)。糖波动中药干预组24 h及72 h的

Glu释放量均较稳定高糖组减少(P<0．05)，48 h两

组间比较差异无统计学意义(P>0．05)。

表4 中药含药血清对糖波动条件下11GCs的Glu

组别

糖波动

糖波动中药干预

释放最的影响 (mg／t．，z±s)

C,lu释放鼍n一24 h 48 h 72 h

6 256．33±25．73 32．97±3．10。48．33±5．39’△

6 228．33±18．41▲44．83±2．69‘28．00±2．41’△▲

注：与本组24 h比较，‘P<0．05；与本组48 h比较，△尸(0．05；与

糖波动组同期比较。▲P<0．05

讨 论

l 在视觉系统Glu主要存储于神经末梢的突触

囊泡内，视网膜内核层及节细胞层都有较高的浓度，

是RGCs的主要神经递质，介导RGCs间的信息传递，

行使重要的生理功能：(1)中枢兴奋性神经递质；(2)

^y一氨基丁酸合成的前身物质具有解氨毒作用；(3)生

理浓度Glu具有营养神经，促进神经元生长作用。

Glu功能的正常行使有赖于其释放量的严格调节和在

极短的时间内(数毫秒)通过突触末梢与其他神经元

联系。因此，无论是出现过量或超时作用都町导致兴

奋性毒性作用¨“。

2本实验中观察到，稳定高糖条件下，11GCs的

Glu释放量与正常条件比较，无明显改变，而在糖波动

条件下，RGCs的Glu释放量不仅比正常条件下增加，

且比稳定高糖条件下明显增加。Bouvier M等¨引曾提

出Glu蓄积浓度增高的原因可能是：(1)RGCs受损，

细胞膜通透性增加，Glu溢出细胞外；(2)损伤或死亡

的RGCs释放高浓度Glu到细胞外，造成RGCs继发

变性，这就形成了Glu神经兴奋性毒性的恶性循环。

我们的同期实验结果也显示，糖波动能明显降低

RGCs细胞膜的稳定性，增加细胞膜通透性；我们还观

察到在糖波动干预时间延长到72 h时，RGCs均呈现

圆形、胞体结构消失、边界不清，并与突起分离等病理

形态学的改变¨“。因此，笔者认为在糖波动条件下，

RGCs受损，细胞膜通透性增加，使Glu大量溢出胞

外，细胞外高浓度Glu聚积最终引发RGCs神经兴奋

性毒性，加剧细胞损害，这就形成了Glu兴奋性毒性

作用的恶性循环，最终导致IIGCs大量死亡，这可能

是DRP患者微血管病变发生以前视网膜神经病变发

生的原因之一。

3本实验中，补肾活血中药血清能降低24、72 h

段正常条件及稳定高糖条件下RGCs的Glu释放量，

降低各时段糖波动条件下的Glu释放量(P<0．05)。

我们的同期实验结果也显示，补肾活血中药复方含药

血清不仅能降低稳定高糖及糖波动条件下RGCs的细

胞膜通透性，提高细胞膜稳定性；而且还可明显减轻

稳定高糖以及糖波动条件下RGCs的病理形态学改

变¨“。因此笔者认为：补肾活血中药复方含药血清可

能足通过提高RGCs的细胞膜稳定性、降低其细胞膜

通透性，从而减少在稳定高糖及糖波动条件下RGCs

的Glu释放，在一定程度减轻Glu神经兴奋性毒性作

用，这可能是补肾活血中药防治DRP的药物干预途

径之一。
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