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补肾活血中药复方对高糖及糖基化终末产物

条件下视网膜
,

$

22/D

细胞的影响

谢学军#

%宋明霞!

%张%梅&

%秦%伟7

%万%李!

%方%杨!

摘要%目的%应用血清药理学方法探讨补肾活血中药复方对体外培养的视网膜
,

$

22/D

细胞在高糖及糖

基化终末产物!

;EF;.@/E G2H@;I<1. /.E JD1E-@IK

"

LM9K

#干预条件下乳酸脱氢酶!

2;@I;I/ E/NHED1G/.

#

;K/

"

OAP

#漏出量$血管内皮生长因子!

F;K@-2;D /.E1IN/2<;2 GD1QIN R;@I1D

"

09MS

#以及
09MS :T4L

表达

的影响% 方法%以改进酶消化法培养
UA

大鼠视网膜
,

$

22/D

细胞"将纯化的视网膜
,

$

22/D

细胞分别置于正常$

高糖!

$" ::12CO

#以及
LM9K

!

$" :GCO

$

#"" :GCO

#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"以酶联免疫吸附法!

/.VH:/ 2<.W/E <::-.1K1DX/.I ;KK;H

"

9O)UL

#测定
09MS

$

OAP

漏出量"以反转录

"聚合酶链法!

D/F/DK/ ID;.K@D<JI<1.

#

J12H:/D;K/ @N;<. D/;@I<1.

"

T*

#

Y'T

#测定
09MS :T4L

相对表达

量% 结果%高糖组及高$低
LM9K

组
09MS

和
09MS :T4L

的表达量均较正常对照组升高!

Y Z"

!

"#

#&高

LM9K

组
OAP

漏出量较正常对照组及高糖组增加!

Y Z"

!

"#

#&补肾活血中药复方含药血清能减少高糖组及高$

低
LM9K

组
OAP

漏出量$

09MS

与
09MS :T4L

的表达量!

Y Z"

!

"$

"

Y Z"

!

"#

#"对正常条件下
OAP

漏出量$

09MS

及
09MS :T4L

均无明显影响!

Y ["

!

"$

#% 结论%

LM9K

能明显降低视网膜
,

$

22/D

细胞膜的稳定性"

高糖及
LM9K

均可致视网膜
,

$

22/D

细胞
09MS :T4L

$

09MS

的表达上调&补肾活血中药复方含药血清能增

强高糖及
LM9K

条件下视网膜
,

$

22/D

细胞膜的稳定性$抑制
09MS :T4L

的转录$进而减少
09MS

蛋白表

达"可能是其防治糖尿病性视网膜病变!

E<;X/I<@ D/I<.1J;INH

"

AT

#的重要作用机制之一%

关键词%糖基化终末产物&视网膜
,

$

22/D

细胞&血管内皮生长因子&乳酸脱氢酶&补肾活血

9RR/@I 1R \-KN/. P-1=-/ '1:J1-.E 1. T/I<.;2 ,

$

22/D '/22K <. P<GN M2-@1K/ 1D LM9K '1.E<I<1.K

])9 ]-/

#

>-.

#

!

UB4M ,<.G

#

=<;

!

!

^PL4M ,/<

&

!

_)4 +/<

7

!

+L4 O<

!

!

;.E SL4M `;.G

!

%

# A/J;DI:/.I

1R BJNIN;2:121GH

!

U@N112 1R '2<.<@;2 ,/E<@<./

!

'N/.GE- a.<F/DK<IH 1R *',

!

'N/.GE-

$

%#""6$

%!

'N<.;

&

!

U@N112 1R Y1KIGD;E-;I/K

!

'N/.GE- a.<F/DK<IH 1R *',

!

'N/.GE-

$

%#""6$

%!

'N<.;

&

& '122/G/ 1R '2<.<@;2

YN;D:;@H

!

'N/.GE- a.<F/DK<IH 1R *',

!

'N/.GE-

$

%#""6$

%!

'N<.;

&

7 A/J;DI:/.I 1R BJNIN;2:121GH

!

U-. `;I

#

K/. P1KJ<I;2

!

M-;.GVN1- a.<F/DK<IH 1R *',

!

M-;.GE1.G

$

$!57""

%!

'N<.;

L\U*TL'*

$

BX>/@I<F/

$

*1 /=J21D/ IN/ /RR/@I 1R \-KN/. P-1=-/ '1:J1-.E

$

\P'

%

1. 2;@I;I/ E/

#

NHED1G/.;K/

$

OAP

%

2/;W;G/

!

/=JD/KK<1.K 1R F;K@-2;D /.E1IN/2<;2 GD1QIN R;@I1D

$

09MS

%

;.E 09MS :T

#

4L <. D/I<.;2 ,

$

22/D @/22K -.E/D N<GN G2-@1K/ @1.E<I<1. 1D ;EF;.@/E G2H@1KH2;I<1. /.E JD1E-@IK

$

LM9K

%

@1.E<I<1. XH -K<.G K/D-: JN;D:;@121G<@;2 :/IN1E3 ,/IN1EK

$

*N/ D/I<.;2 ,

$

22/D @/22K 1R $

%

6 E;HK J1KI

#

.;I;2 UJD;G-/ A;Q2/H

$

UA

%

D;IK Q/D/ @-2I-D/E Q<IN :1E<R</E /.VH:/

#

E<G/KI<1. :/IN1E3 Y-D<R</E D/I<.;2

,

$

22/D @/22K Q/D/ @-2I-D/E <. .1D:;2 @1.E<I<1.K

!

N<GN G2-@1K/ @1.E<I<1.

$

$" ::12CO

%

1D LM9K

$

$" :GCO ;.E

#"" :GCO

%

@1.E<I<1.K

!

;.E \P'

#

@1.I;<.<.G K/D-: Q;K ;EE/E I1 @-2I-D/ :/E<-:3 *N/ OAP 2/;W;G/ ;.E

09MS /=JD/KK<1.K Q/D/ :/;K-D/E XH /.VH:/

#

2<.W/E <::-.1K1DX/.I ;KK;H

$

9O)UL

%

3 ). ;EE<I<1.

!

IN/ D/2

#

;I<F/ /=JD/KK<1. 1R 09MS :T4L Q;K I/KI/E XH D/F/DK/ ID;.K@D<JI<1. J12H:/D;K/ @N;<. D/;@I<1.

$

T*

#

Y'T

%

3 T/K-2IK

$

'1:J;D/E Q<IN IN/ .1D:;2 @1.ID12 GD1-J

!

/=JD/KK<1.K 1R 09MS ;.E 09MS :T4L Q/D/
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K<G.<R<@;.I2H <.@D/;K/E <. IN/ N<GN G2-@1K/ GD1-J

!

IN/ 21Q E1K/ LM9K GD1-J ;.E IN/ N<GN E1K/ LM9K GD1-J

$

;22 Y Z"

'

"#

%

3 *N/ OAP 2/;W;G/ Q;K 1XF<1-K2H <.@D/;K/E <. IN/ N<GN E1K/ LM9K GD1-J

!

QN/. @1:J;D/E

Q<IN IN/ .1D:;2 @1.ID12 GD1-J ;.E IN/ N<GN G2-@1K/ GD1-J

$

Y Z"

'

"#

%

3 *N/ OAP 2/;W;G/

!

/=JD/KK<1.K 1R

09MS ;.E 09MS :T4L Q/D/ 1XF<1-K2H E/@D/;K/E XH \P'

#

@1.I;<.<.G K/D-: X1IN <. N<GN G2-@1K/ ;.E

LM9K @1.E<I<1.K

$

Y Z"

'

"$

!

Y Z"

'

"#

%

3 \P'

#

@1.I;<.<.G K/D-: N;E .1 K<G.<R<@;.I /RR/@I 1. IN/ OAP 2/;W

#

;G/ ;.E /=JD/KK<1.K 1R 09MS ;.E 09MS :T4L <. .1D:;2 @1.E<I<1.K

$

Y ["

'

"$

%

3 '1.@2-K<1.K

$

LM9K <.

#

I/DF/.I<1. @1-2E 1XF<1-K2H 21Q/D IN/ KI;X<2<IH 1R ,

$

22/D @/22 :/:XD;./3 aJ

#

D/G-2;I/E /=JD/KK<1.K 1R 09MS

;.E 09MS :T4L <. @-2I-D/E ,

$

22/D @/22K @1-2E X/ <.E-@/E XH LM9K 1D N<GN G2-@1K/3 \P'

#

@1.I;<.<.G K/D

#

-: @1-2E KI;X<2<V/ IN/ KI;X<2<IH 1R ,

$

22/D @/22 :/:XD;./

!

<.N<X<I IN/ ID;.K@D<JI<1. 1R 09MS :T4L ;.E E/

#

@D/;K/ IN/ JD1I/<. /=JD/KK<1. 1R 09MS

!

QN<@N :<GNI X/ 1./ 1R <:J1DI;.I :/@N;.<K:K R1D JD/F/.I<.G ;.E

ID/;I<.G E<;X/I<@ D/I<.1J;INH3

b9`+BTAU

$

;EF;.@/E G2H@1KH2;I<1. /.E JD1E-@IK

&

D/I<.;2 ,

$

22/D @/22K

&

F;K@-2;D /.E1IN/2<;2 GD1QIN

R;@I1D

&

2;@I;I/ E/NHED1G/.;K/

&

\-KN/. P-1=-/ '1:J1-.E

%%糖尿病$

E<;X/I/K :/22<I-K

!

A,

%已成为
!#

世纪

威胁人类健康的常见慢性疾病之一'

!"#"

年报道显

示!我国糖尿病患病率和糖尿病前期患病率分别为

8

!

6c

和
#$

!

$c

(

#

)

!糖尿病性视网膜病变$

E<;X/I<@

D/I<.1J;INH

!

AT

%是
A,

最常见的并发症之一!亦是

一种世界性的主要致盲眼病(

!

)

' 慢性缺血缺氧是
AT

发生发展的一个重要环节!寻找这个过程中的靶点因

子对于
AT

的防治具有重要意义!抑制血管内皮生长因

子$

F;K@-2;D /.E1IN/2<;2 GD1QIN R;@I1D

!

09MS

%已逐

渐成为
AT

的一个主要治疗方案(

&

)

' 多项研究表明#糖

基化终末产物$

;EF;.@/E G2H@;I<1. /.E JD1E-@IK

!

LM9K

%可通过细胞外信号调节激酶通路!引起
09MS

及
09MS :T4L

的表达明显增加(

7

!

$

)

' 但目前有关

AT

与
09MS

关系的研究靶点大多集中于血管内皮细

胞以及视网膜色素上皮细胞(

%

)

' 然而!视网膜
,

$

22/D

细胞是视网膜主要胶质细胞!是视网膜缺氧代谢的重要

环节之一!也是
09MS

表达的一个靶细胞!其在血管外

作为支架构成血"视网膜屏障的一部分(

6

)

' 在
AT

发

生发展过程中!视网膜
,

$

22/D

细胞表现如何
d

目前这

方面的研究受到越来越多的关注' 因此在前期研究的

基础上(

5

!

8

)

!本实验应用中药血清药理学方法!从高糖和

LM9K

角度研究补肾活血中药含药血清对体外培养的

视网膜
,

$

22/D

细胞
09MS

*

09MS :T4L

表达及乳酸脱

氢酶$

2;@I;I/ E/NHED1G/.;K/

!

OAP

%活性等方面的影

响!以探讨补肾活血中药复方治疗
AT

的作用机制!为

中医药治疗
AT

开辟新的思路和方法'

材料与方法

#

%材料

#

!

#

%动物%新生
6

天
UA

大鼠
$

只$细胞培养

取材!雌雄不限!双眼未睁%及体重
#!"

&

#$" G

的
UA

大鼠
!"

只 $制备血清!雌雄各半%!均由成都中医药大

学动物实验中心提供!标准号为清洁级(动物生产合

格证号#

U']b

$川%

!""#!

"

##

号)'

#

!

!

%药物%补肾活血中药复方由干地黄*丹参*

人参*葛根组成!由成都中医药大学药学院提供!每日

给药剂量为
##

!

%6 G

$生药%

CWG

!相当于临床用量

#"

倍'

#

!

&

%试剂及仪器%胶质纤维酸性蛋白$

MSLY

%*

波形蛋白$

0<:/.I<.

%!美国
U<G:;

公司&

LM9K

!北京

博奥森生物技术有限公司&

09MS

检测试剂*

T*

#

Y'T

试剂盒
)_ U`\T MD//.

超混合液均为美国
\<1

#

T;E

公司&总
T4L

提取液
*D<V12

$美国
)40

原装%&荧光定

量试剂盒!日本
*B`B\B

公司&引物!美国
)40

'

OAP

检测试剂盒!南京建成生物工程公司&

A,9,

培养液!

赛默飞世尔生物化学制品生物工程有限公司&青霉素*

链霉素!华北制药股份公司' 荧光定量
Y'T

仪

'S]75

*

78"

型酶标仪购自美国
\<1

#

T;E

公司'

!

%方法

!

!

#

%视网膜
,

$

22/D

细胞的纯化培养及鉴定%采

用改进酶消化法培养新生
6

天
UA

大鼠视网膜
,

$

22/D

细胞!具体方法同本课题组前期实验(

8

)

' 采用视网膜

,

$

22/D

细胞骨架成分+++细胞特征性蛋白
MSLY

和

0<:/.I<.

免疫细胞化学染色方法鉴定细胞'

!

!

!

%中药血清的制备%补肾活血中药血清的具

体制法参照本课题组以往的研究(

8

)

' 补肾活血中药

组及正常对照组所制备的
UA

鼠血清分别简称中药含

药血清*空白血清' 分离的血清以
$%

'!

&" :<.

灭活

处理用!

"

!

!! !:

微孔滤膜过滤除菌*

$ :O

分装!

"

!"

'保存备用'
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!

&

%实验分组%将第
!

代视网膜
,

$

22/D

细胞接

种在
75

孔培养板中!密度为
!

(

#"

%

C:O

!每孔

7"" !O

!在含有体积分数
!"c

胎牛血清的
A,9,

培

养液中培养
& e$

天!待细胞基本铺满孔底后!换用无

血清的
A,9,

培养液$以排除胎牛血清干扰%孵育

!7 N

后!弃掉无血清的培养液!按下列分组情况换含有

不同培养条件的培养液#正常对照组$含
!"c

的空白

血清
A,9,

液%!正常中药干预组$含
!"c

的中药含

药血清
A,9,

液%&高糖组$含
!"c

空白血清及终浓

度为
$" ::12CO

葡萄糖的
A,9,

培养液%!高糖中药

干预组$含
!"c

中药含药血清及终浓度为
$" ::12CO

葡萄糖的
A,9,

培养液%&低
LM9K

组$含
!"c

空白

血清及终浓度为
$" :GCO LM9K

的
A,9,

培养

液%!低
LM9K

中药干预组$含
!"c

中药含药血清及

终浓度为
$" :GCO LM9K

的
A,9,

培养液%&高

LM9K

组 $

!"c

空白血清及终浓度为
#"" :GCO

LM9K

的
A,9,

培养液%!高
LM9K

中药干预组$含

!"c

中药含药血清及终浓度为
#"" :GCO LM9K

的

A,9,

培养液%' 每组设
%

个复孔!干预
75 N

后检

测各项指标'

!

!

7

%

9O)UL

法检测视网膜
,

$

22/D

细胞
OAP

漏

出量%收集培养基上清液
$" !O

!迅速加入
OAP

检测

试剂$具体操作参照
OAP

试剂盒说明书%!

78"

型酶

标仪$美国
\<1

#

T;E

公司%

77" .:

波长下检测吸光

度$

BA

%值的变化!最后计算
OAP

值*单位为
aCO

'

!

!

$

%

9O)UL

法检测视网膜
,

$

22/D

细胞
09MS

蛋

白表达量%收集培养基上清液
$" !O

!迅速加入

09MS

检测试剂$具体操作参照
09MS

试剂盒说明

书%*生物素标记二抗和酶标试剂!

&6

'反应
%" :<.

!

洗板
$

次!加入显色液
L

*

\

!

&6

'显色
#" :<.

!加入

终止液!

#" :<.

内测
BA

值!计算
09MS

蛋白表达量!

单位为
.GC:O

'

!

!

%

%

T*

#

Y'T

检测
09MS :T4L

表达量

!

!

%

!

#

%

T4L

的抽提%每
!

(

#"

% 个细胞中加入

# """ !O *D<V12

至
#

!

$ :O

离心管中*以玻璃匀浆器

将细胞破碎*静置
$ :<.

&加
!"" !O

氯仿*旋涡振荡

#" K

!静置
$ :<.

&

#! """ D C:<.

*

7

'*离心
#$ :<.

&

将上清液转移至新的
#

!

$ :O

离心管中!加入等体积

的异丙醇!混合均匀!室温静置
#" :<.

&

#! """

D C:<.

*

7

'*离心
#" :<.

!见少量
T4L

沉淀&弃上清

液!将异丙醇除尽!加
6$c

无水乙醇
# """ !O

!

#! """ D C:<.

*

7

'*离心
$ :<.

&弃上清液!室温干燥

T4L

沉淀
$ e #" :<.

!待沉淀干燥后加入
A9Y'

水

溶解
T4L

沉淀! "

6"

'保存'

!

!

%

!

!

%

T4L

反转录%将溶解后的
T4L

用

A9Y'

水稀释
#"

倍!最终浓度为
# !GC!O

' 取
$ !O

T4L

稀释液置于灭菌的无
T4L

酶的
9JJ/.E1DR

管

中!分别加入
$" !:12CO B2<G1

$

E

*

% 引物
"

!

$ !O

!随

机引物
"

!

$ !O

!

#" ::12 E4*Y

混合物
# !O

!

A9Y'

水
$ !O

!总反应体积为
#! !O

!此时得到混合物
"

'

将混合物
"

在
%$

'温浴
$ :<.

!然后立即放入冰中

# :<.

&在混合物
"

中分别加入如下成分#

$

(

S<DKI

#

UID;.E \-RR/D 7 !O

!

"

!

# :12CO E ** ! !O

!

T4;K/

#

1-I 7" aC!O # !O

!

U-J/DU@D<J # T*

$

!"" aC!O

%

# !O

!此时得到混合物
$

' 将反应管置于
Y'T

仪!反

转录
!$

'处理
$ :<.

!

$"

'处理
%" :<.

!

6"

'处理

#$ :<.

!然后立即放置到冰上' 此时得到的模板

@A4L

!离心管分装! "

!"

'保存'

!

!

%

!

&

%

T*

#

Y'T

反应扩增%取模板
@A4L

稀释

液
# !O

置于
"

!

$ :O

离心管中!每
# !O

模板
@A4L

稀释液分别加入
P

!

B #!

!

& !O

!

#"

(

Y'T \-RR/

! !O

!

,G

! f

$

!$ ::12CO

%

! !O

!

E4*YK

$

!$ ::12CO

%

"

!

$ !O

!

U`\T

$

!"

(%

# !O

!上下游引物$

#" !:12CO

%各

"

!

$ !O

!

*;g Y12H:/D;K/ "

!

! !O

!反应液总体积为

!" !O

!将反应管置于
Y'T

仪!扩增反应
8$

'预变性

! :<.

!进入
8$

'变性
#" K

!

$$

'退火
&" K

!

6!

'延

伸
&" K

!共
7"

个循环'

基因引物序列为#

MLYAP

# 上游#

$

)#

MM*M'*

#

MLM*L*M*'M*MMLM*

#

&

)下游#

$

)#

M'MMLML*

#

ML*ML'''****

#

&

)!

09MS

#上游#

$

)#

M'LML*M*

#

MLL*M'LML''LL

#

&

)! 下 游#

$

)#

*'*''M'*'*

#

MLL'LLMM'*

#

&

)从
6!

'到
8$

'每上升
"

!

$

'取

一次荧光值!最后生成溶解曲线!所有的样本均重复检

测
&

次!最后计算出
'I

值'

09MS :T4L

的表达量

采用
!!'I

计算方法进行计算分析!是通过计算目的

基因相对于参照因子的倍数来比较
:T4L

的表达差

异' 看家基因
MLYAP

作为内参基因'

!!'I h

$待

测样品目的基因
'I

平均值"待测样本内参基因
'I

平

均值% "$对照样品目的基因
'I

平均值 "对照样本内

参基 因
'I

平 均 值 %' 目 的 基 因 相 对 拷 贝

量
S h!

"

!!'I

'

!

!

6

%统计学方法%采用
UYUU #&

!

"

软件!数据

以
=

*

K

表示!相同指标多组间比较!采用单因素方差

分析!多组间两两比较!采用
g

检验!

Y Z"

!

"$

为差异

有统计学意义'

结%%果

#

%视网膜
,

$

22/D

细胞的培养与鉴定%倒置相差
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%

显微镜下观察原代培养的视网膜
,

$

22/D

细胞!接种

!7 N

后!见少许细胞开始贴壁呈伸展状!

!

天后基本贴

壁!胞质丰富!胞体狭长!两端突起!呈梭形或不规则形

状' 生长
$

天后细胞达到
5"c

融合!呈单层生长' 本

实验均选用第
! e&

代视网膜
,

$

22/D

细胞作为实验细

胞'

MSLY

免疫细胞化学荧光染色鉴定$图
#

%# 纯化

培养原代视网膜
,

$

22/D

细胞!

5$c

以上细胞
MSLY

染

色阳性!表现为胞浆内呈棕黄色的丝网状结构' 第
!

代与第
#

代细胞具有相似的细胞形态!

$

天左右细胞

融合!

8"c

以上细胞
MSLY

染色阳性'

0<:/.I<.

免

疫细胞化学荧光染色鉴定$图
!

%# 纯化培养原代视网

膜
,

$

22/D

细胞!

5$c

以上细胞
MSLY

染色阳性!表现

为胞浆内呈棕黄色的丝网状结构!

8"c

以上细胞

MSLY

染色阳性'

图
#

$视网膜
,

$

22/D

细胞%$

MSLY

染色! (

#""

%

图
!

$视网膜
,

$

22/D

细胞%$

0<:/.I<.

染色! (

7""

%

!

%各组视网膜
,

$

22/D

细胞的
OAP

漏出量*

09MS

及
09MS :T4L

表达量比较

!

!

#

%各组视网膜
,

$

22/D

细胞
OAP

漏出量*

09MS

及
09MS :T4L

表达量比较 $表
#

% %高

LM9K

组的
OAP

漏出量较正常对照组及高糖组升高!

差异有统计学意义$

Y Z"

!

"#

%!高糖组及高*低
LM9K

组的
09MS

及
09MS :T4L

表达量均较正常对照组

增加!差异亦有统计学意义$

Y Z"

!

"#

%'

表
#

$各组视网膜
,

$

22/D

细胞
OAP

漏出量*

09MS

及

09MS :T4L

表达量比较%$

=

*

K

%

组别
. OAP

$

aCO

%

09MS

$

.GC:O

%

09MS :T4L

正常对照
% &

+

$6

*

"

+

&& $&!

+

!$

*

#8

+

8! #

+

&$

*

"

+

&#

高糖
% &

+

6%

*

"

+

#7

$%%

+

%%

*

!7

+

85

"

!

+

!%

*

"

+

%5

"

低
LM9K % &

+

5&

*

"

+

&#

$8"

+

$%

*

!8

+

6&

"

!

+

""

*

"

+

$6

"

高
LM9K %

7

+

#!

*

"

+

!%

"!

$8&

+

%$

*

#%

+

&7

"

!

+

"%

*

"

+

6%

"

S %

+

7#7 #6

+

5#& ##

+

%55

Y "

+

""! "

+

""" "

+

""#

!

!

!

%中药血清对正常条件下视网膜
,

$

22/D

细胞

OAP

漏出量*

09MS

及
09MS :T4L

表达量比较

$表
!

%%中药血清对正常条件下
OAP

*

09MS

及

09MS :T4L

均无明显影响$

Y ["

!

"$

%'

表
!

$中药血清对正常条件下
OAP

*

09MS

及

09MS :T4L

的影响%$

=

*

K

%

组别
. OAP

$

aCO

%

09MS

$

.GC:O

%

09MS :T4L

正常对照
% &

+

$6

*

"

+

&& $&!

+

!$

*

#8

+

8! #

+

&$

*

"

+

&#

正常中药干预
% &

+

%5

*

"

+

&# $&"

+

"!

*

#5

+

#" "

+

87

*

"

+

&%

I

"

"

+

77& "

+

!85 !

+

5"5

Y "

+

$$& "

+

556 "

+

#7!

!

!

&

%中药血清对高糖条件下视网膜
,

$

22/D

细胞

的
OAP

漏出量*

09MS

及
09MS :T4L

表达量比较

$表
&

%%中药血清能减少高糖组
OAP

漏出量*

09MS

与
09MS :T4L

的表达量!其差异均有统计学意义

$

Y Z"

!

"$

!

Y Z"

!

"#

%'

表
&

$中药血清对高糖条件下
OAP

*

09MS

及

09MS :T4L

的影响%$

=

*

K

%

组别
. OAP

$

aCO

%

09MS

$

.GC:O

%

09MS :T4L

高糖
% &

+

6%

*

"

+

#7 $%%

+

%%

*

!7

+

85 !

+

!%

*

"

+

%5

高糖中药干预
% &

+

$6

*

"

+

&! 78%

+

&&

*

!$

+

!5 "

+

%"

*

"

+

$7

I #

+

#!& 7

+

6"% #

+

%##5

Y "

+

"7& "

+

""" "

+

"""

!

!

7

%中药血清对
LM9K

条件下视网膜
,

$

22/D

细

胞
OAP

漏出量*

09MS

及
09MS :T4L

表达量比较

$表
7

*

$

%%中药血清能减少高*低
LM9K

组
OAP

漏

出量*

09MS

与
09MS :T4L

表达量!其差异均有统

计学意义$

Y Z"

!

"$

!

Y Z"

!

"#

%'

表
7

$中药血清对低
LM9K

组
OAP

*

09MS

及

09MS :T4L

的影响%$

=

*

K

%

组别
. OAP

$

aCO

%

09MS

$

.GC:O

%

09MS :T4L

低
LM9K % &

+

5&

*

"

+

&# $8"

+

$%

*

!8

+

6& !

+

""

*

"

+

$6

低
LM9K

中药干预
% &

+

7!

*

"

+

!& $!!

+

%&

*

!5

+

&# #

+

##

*

"

+

&%

I %

+

#"" 7

+

58$ &

+

#"#

Y "

+

"!! "

+

""" "

+

""!
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表
$

$中药血清对高
LM9K

组
OAP

*

09MS

及

09MS :T4L

的影响%$

=

*

K

%

组别
. OAP

$

aCO

%

09MS

$

.GC:O

%

09MS :T4L

高
LM9K % 7

+

#!

*

"

+

!% $8&

+

%$

*

#%

+

&7 !

+

"%

*

"

+

6%

高
LM9K

中药干预
% &

+

$"

*

"

+

#7 78%

+

58

*

&%

+

6" "

+

%#

*

"

+

&8

I 7

+

5"5 $

+

!7! &

+

$7&

Y "

+

""# "

+

""" "

+

"""

讨%%论

长期慢性高血糖是
AT

发生发展的重要原因' 体

外培养细胞时!

!$ ::12CO

葡萄糖水平可近似等同于

糖尿病时体内的高血糖状态(

%

)

' 然而!视网膜
,

$

22/D

细胞在单纯高糖条件下其葡萄糖转运载体蛋白表达增

强!对短间高糖有一定耐受性(

8

)

!体外培养细胞不能

达到长期慢性高糖状态'

LM9K

是机体在长期慢性高

血糖状态下而形成的一种不可逆的终末产物!研究资

料显示!

LM9K

在糖尿病慢性并发症的发生发展中具

有重要作用! 在高血糖患者的血清*血管壁上可检测

到
LM9K

的高表达! 视网膜病变程度与
LM9K

含量

呈正相关!星形胶质细胞有
LM9K

受体的表达(

$

!

#"

)

!

而视网膜
,

$

22/D

细胞是视网膜最主要的星形胶质细

胞!是视网膜缺氧代谢的一个重要环节!视网膜
,

$

22/D

细胞上存在
09MS

受体(

6

)

' 然而!目前有关
LM9K

诱

导体外培养的视网膜
,

$

22/D

细胞分泌
09MS

鲜有报

道!但有关
LM9K

对视网膜
,

$

22/D

细胞的
09MS

*

09MS :T4L

以及
OAP

有何影响以及补肾活血中药

对其有何干预作用尚未见报道' 因此!本实验首次以

视网膜
,

$

22/D

细胞为靶细胞!将高糖$

$" ::12CO

%以

及
LM9K

$

$" :GCO

*

#"" :GCO

%设为实验干预条件!

研究补肾活血中药对正常*高糖$

$" ::12CO

%以及

LM9K

$

$" :GCO

*

#"" :GCO

% 不同条件下视网膜

,

$

22/D

细胞的
09MS

*

09MS :T4L

及
OAP

有何干

预作用!为临床更好应用补肾活血中药治疗
AT

提供

一定的实验依据'

细胞膜是细胞与外界环境进行交换的物质结构'

细胞的代谢障碍!首先是细胞膜的通透性发生障碍' 有

学者认为糖尿病患者细胞膜系统异常是发生并发症的

重要基础!是导致细胞内外环境改变的基本条件(

##

)

'

OAP

是活细胞内的标志酶!当细胞膜的通透性发生障

碍时!细胞外
OAP

漏出量则明显增多!其累计漏出量与

受损细胞数量呈正相关(

#!

)

' 即
OAP

漏出量越多!细胞

膜越不稳定' 因此!细胞外
OAP

漏出量可成为反映视

网膜
,

$

22/D

细胞在
AT

早期功能受损的一个敏感指标'

本实验的结果显示在终浓度为
#"" :GCO

的
LM9K

干预

条件下!体外培养视网膜
,

$

22/D

细胞通透性明显增加!

细胞活力下降!并且终浓度为
#"" :GCO

的
LM9K

对视

网膜
,

$

22/D

细胞通透性的损伤比
$" ::12CO

的高糖更

明显' 因此笔者认为!补肾活血中药复方含药血清能提

高在高糖及
LM9K

条件下视网膜
,

$

22/D

细胞膜稳定

性*降低细胞膜通透性!增强其细胞活力可能是其防治

AT

的药物干预途径之一'

09MS

是目前已知最关键的血管生成促进因子!

09MS

在
AT

发病中的作用是在
#887

年首次被提

出(

#&

)

!

09MS

是
AT

发生发展过程中的一个重要因

子!是
AT

新生血管形成的主要刺激因子!

09MS

蛋白

在糖尿病患者眼内大量存在' 糖尿病患者的视网膜组

织中高糖和
LM9K

的积累!增加
09MS

基因转录!上

调
09MS

表达产物!导致眼内
09MS

蛋白的积累!激

活血管化过程!

09MS

水平和
AT

严重程度有直接显

著的关系(

#&

"

#6

)

' 在眼内!视网膜血管内皮细胞*周细

胞*视网膜色素上皮细胞*神经节细胞*视网膜
,

$

22/D

细胞以及感光细胞均可表达
09MS

(

#6

!

#5

)

' 为排除体

内各种混杂因素的干扰!叶辉等(

6

)用体外细胞培养中

添加高浓度的
LM9K

来模拟体内糖尿病环境!观察该

培养条件视网膜
,

$

22/D

细胞增殖活性的变化!及其

09MS

分泌功能的影响!研究结果显示#

LM9K

能够促

进培养的视网膜
,

$

22/D

细胞高表达
09MS

&证实了高

浓度
LM9K

可做为一个独立的刺激条件! 促进培养的

视网膜
,

$

22/D

细胞异常增殖! 并大量表达
09MS

' 穆

华等(

#8

)研究体外培养大鼠视网膜
,

$

22/D

细胞内色素

上皮衍生因子$

J<G:/.I /J<IN/2<-: E/D<F/E R;@I1D

!

Y9AS

%与
09MS

的相互作用结果显示#在
,

$

22/D

细胞

内!

Y9AS

对
09MS

表达具有抑制作用!

09MS

对表达

Y9AS

也具有抑制作用!二者的负反馈调节作用可能

视网膜病理性新生血管中起重要作用'

*D/<.K '

(

7

)

等研究提示
LM9K

可通过细胞外信号调节激酶通路!

引起低氧诱导因子 "

#%

$

NHJ1=<;

#

<.E-@<X2/ R;@I1D

!

P)S

#

#%

%蛋白增加与堆积!刺激
09MS

表达增加' 本

课题组同期研究(

!"

)显示!在
LM9K

以及高糖条件下

体外纯化培养的视网膜
,

$

22/D

细胞
P)S

#

#%

介导的低

氧传导通路被激活!诱导其下游基因
09MS

表达!进而

增加
09MS :T4L

的转录&并且
LM9K

比高糖更能

诱导视网膜
,

$

22/D

细胞
P)S

#

#%

的高表达!

P)S

#

#%

的

表达强度与
LM9K

浓度有关' 本实验结果提示在高

糖$

$" ::12CO

%及
LM9K

$

$" :GCO

*

#"" :GCO

%条件

下!视网膜
,

$

22/D

细胞的
09MS :T4L

转录明显增

强*

09MS

蛋白增加&本实验结果亦显示!补肾活血中

药复方含药血清能明显降低高糖 $

$" ::12CO

%及

LM9K

$

$" :GCO

*

#"" :GCO

%条件下视网膜
,

$

22/D

细



"!*+$$" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

!

(-./ !"#$

!

0123 &$

!

41

!

%

胞
09MS

及
09MS :T4L

表达强度$

Y Z"

!

"$

%!降低

,

$

22/D

细胞的
OAP

漏出量!使细胞膜稳定性增加' 因

此笔者认为!补肾活血中药复方含药血清抑制高糖以

及
LM9K

条件下视网膜
,

$

22/D

细胞
09MS :T4L

转

录*进而减少
09MS

蛋白表达!增强
,

$

22/D

细胞膜的

稳定性可能是其防治
AT

的重要作用机制之一' 既然

09MS

是
P)S

#

#%

下游基因!那么补肾活血中药复方含

药血清抑制高糖以及
LM9K

条件下视网膜
,

$

22/D

细

胞
09MS

蛋白表达的另一个途径可能是抑制了
P)S

#

#%

的高表达!相关的研究结果笔者将在以后报告中

讨论'
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