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【关键词】　糖尿病视网膜病变；补肾活血剂；视网膜Ｍüｌｌｅｒ细胞；视网膜神经节细胞
【摘要】　目的　应用中药血清药理学方法探讨补肾活血中药复方对体外共同培养的视网
膜神经节细胞和Ｍüｌｌｅｒ细胞谷氨酸（ｇｌｕｔａｍａｔｅ，Ｇｌｕ）代谢的影响。方法　氨基酸分析仪检
测共同培养细胞外液中Ｇｌｕ释放量，［３Ｈ］标记的Ｄ，ＬＧｌｕ摄入量判断共同培养细胞的Ｇｌｕ
摄取功能测定中药血清干预高糖和（或）缺氧状态下体外共同培养细胞外液中Ｇｌｕ的释放
量和摄入量。结果　在４８ｈ时段，缺氧组及高糖缺氧组共同培养细胞的 Ｇｌｕ释放量均比

正常对照组明显增加（均为Ｐ＜０．０５），而高糖组Ｇｌｕ释放量比正常对照组明显减少（Ｐ＜０．０５）；补肾活血中药血清能明显降低
正常条件下（２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ）、缺氧及高糖缺氧条件下（４８ｈ、７２ｈ）共同培养细胞的释放量（均为Ｐ＜０．０５）。在２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ
时段缺氧组及高糖缺氧组共同培养细胞的Ｇｌｕ摄入量均比正常对照组明显降低（均为 Ｐ＜０．０５）；高糖组共同培养细胞的 Ｇｌｕ
摄取功能在２４ｈ和７２ｈ时段均比正常对照组增强（均为Ｐ＜０．０５），但４８ｈ时段Ｇｌｕ摄入比正常对照组降低（Ｐ＜０．０５）；补肾
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活血中药血清能明显提高正常及缺氧条件下２４ｈ、４８ｈ时段、高糖条件下４８ｈ时段以及高糖和（或）缺氧条件下７２ｈ时段共同
培养细胞的Ｇｌｕ摄入量（均为Ｐ＜０．０５）。结论　高糖和（或）缺氧能够引起体外共同培养的视网膜神经节细胞和视网膜Ｍüｌｌｅｒ
细胞的Ｇｌｕ代谢障碍，这可能是补肾活血法对高糖和（或）缺氧状态下视网膜神经节细胞的保护作用机制之一。

　　早在２０世纪９０年代，已有学者认为视网膜的
神经元和（或）神经胶质细胞可能对长期的高血糖影

响特别敏感，并使其功能异常导致血视网膜屏障完
整性的破坏，微血管损害就成为其代谢紊乱的继发

结果。谷氨酸（ｇｌｕｔａｍａｔｅ，Ｇｌｕ）作为视网膜光感受
器、双极细胞和神经节细胞的主要神经递质，介导视

网膜神经细胞间的信息传递，行使重要的生理功能。

Ｇｌｕ功能的正常行使有赖于视网膜神经节细胞（ｒｅｔｉ
ｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌｓ，ＲＧＣ）Ｇｌｕ释放量的严格调节。过
量或超时作用都会导致兴奋性毒性作用而触发神经

细胞损伤级联反应，并被认为是神经元损伤或死亡

的最后通路。所以血管改变和神经元改变两者互相

影响、互相促进失代偿，形成恶性循环，最终导致视

网膜神经元和微血管均发生病变并逐渐加重［１］。如

何防止或减轻在糖尿病视网膜病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐ
ａｔｈｙ，ＤＲ）发生发展过程中 ＲＧＣ的 Ｇｌｕ损伤应为 ＤＲ
研究中的一个重要部分。为此，我们应用中药血清

药理学方法，研究补肾活血中药含药血清对高糖和

（或）缺氧状态下体外共同培养的 ＲＧＣ和视网膜
Ｍüｌｌｅｒ细胞Ｇｌｕ释放及摄入量的影响，并结合前期研
究的结果［２］，探讨相关作用机制，为中医药治疗 ＤＲ
提供新的思路和方法。

１　材料与方法

１．１　实验动物及实验材料　标准实验用 Ｓｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）新生７ｄ大鼠（纯化培养视网膜 Ｍüｌｌｅｒ
细胞）及１ｄ大鼠（纯化培养 ＲＧＣ）各３０只，雌雄不
限，均由成都中医药大学动物实验中心提供，标准号

为清洁级。ＳＩＲＰ（克隆号：ＯＸ４１）、Ｔｈｙ１．１（克隆号：
ＯＸ７）均购自Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司（美国）；考马斯亮兰蛋
白测定试剂盒（南京建成生物工程公司）；［３Ｈ］Ｄ，
ＬＧｌｕ（中国科学院上海应用物理研究所）。
１．２　ＲＧＣ的纯化及与视网膜 Ｍüｌｌｅｒ细胞的共同
培养　ＲＧＣ的纯化及与视网膜Ｍüｌｌｅｒ细胞的共同培
养参考文献［３－７］：将Ｐ２视网膜Ｍüｌｌｅｒ细胞接种在
９６孔培养板中，密度为 １０９Ｌ－１，每孔 ２００μＬ，共 ３
板；置于含体积分数５％ ＣＯ２、３７℃培养箱中继续培
养２４ｈ。用于纯化 ＲＧＣ的培养板的处理：用 ＯＸ４１
抗体（１１００，ＰＢＳ稀释）包被６孔板，室温２ｈ，４℃
过夜，ＰＢＳ轻漂备用。用 ＯＸ７抗体（１３００，ＰＢＳ稀
释）包被６孔板及９６孔板，室温孵育２ｈ，４℃过夜，
ＰＢＳ轻洗３次，１ｇ·Ｌ－１ＢＳＡ孵育０．５ｈ，ＰＢＳ轻漂备
用。ＲＧＣ的纯化：将出生后１ｄ的ＳＤ大鼠使用体积
分数７５％乙醇浸泡１５ｍｉｎ溺死，无菌取眼球，用含
１００×１０３Ｕ·Ｌ－１青霉素、１００×１０３Ｕ·Ｌ－１链霉素的
ＰＢＳ冲洗３次，于解剖显微镜下剥离视网膜神经纤

维层，置于 ２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶中，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。８００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ｍｉｎ，含体积分数
２０％胎牛血清的 ＤＦ１２液重悬细胞。将细胞悬液置
于ＯＸ４１包被的培养板中，３７℃孵育３０ｍｉｎ，每１０
ｍｉｎ轻晃一次。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３０ｍｉｎ。吸掉细
胞悬液，ＰＢＳ冲洗３次，用含２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶的
无血清培养基轻轻冲洗６孔板，黏附于６孔板的细
胞脱落于培养基中，含血清的培养基终止消化。８００
ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，含血清培养基重悬细胞，以４０×
１０６Ｌ－１的细胞密度种植于包被好视网膜Ｍüｌｌｅｒ细胞
的９６孔板，加入含体积分数２０％胎牛血清的 ＤＦ１２
液置于含体积分数５％ ＣＯ２、３７℃培养箱中培养２４
ｈ后进行实验干预分组。
１．３　补肾活血中药血清的制备　补肾活血中药血
清的制备参考文献［８］：将体质量１２０～１５０ｇ的７ｄ
ＳＤ大鼠 ２０只随机分为两组，分别为补肾活血
（ＢＳＨＸ）中药血清组、空白对照组。ＢＳＨＸ中药血清
组的给药剂量为 １１．６７ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１，每天灌胃 １
次，连续７ｄ。空白对照组每天给予等体积的生理盐
水。在末次给药后１ｈ，腹主动脉采血，采集的血液
４℃ 静置２４ｈ，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，分离血
清；分离的血清以５６℃ ３０ｍｉｎ灭活处理，直径０．２２
μｍ微孔滤膜过滤除菌、５ｍＬ分装，－２０℃保存备用。
１．４　实验分组　将按比例（１２５）共同培养好的细
胞置于含体积分数５％ＣＯ２、３７℃培养箱中培养２４ｈ
后，将含有体积分数２０％胎牛血清的 ＤＦ１２液弃掉，
换用无血清的 ＤＦ１２培养液，孵育２４ｈ后再弃掉无
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，将三板细胞随机分为２４ｈ组、４８ｈ组、
７２ｈ组放入培养箱继续培养，分别于２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ
后进行实验指标测定。正常对照组：含体积分数

２０％空白血清的ＤＦ１２液。中药干预正常组：含体积
分数２０％中药含药血清的 ＤＦ１２液。高糖组：含体
积分 数 ２０％ 空 白 血 清 的 ＤＦ１２液 及 终 浓 度
５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖。中药干预高糖组：含体积分
数 ２０％ 中 药 含 药 血 清 的 ＤＦ１２液 和 终 浓 度
５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖。缺氧组：含体积分数２０％空
白血清的ＤＦ１２及终浓度１．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１连二亚硫酸
钠。中药干预缺氧组：含体积分数２０％中药含药血
清的ＤＦ１２液和终浓度１．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１连二亚硫酸
钠。高糖缺氧组：含体积分数２０％空白血清的ＤＦ１２
液、终浓度 ５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖和终浓度 １．０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１连二亚硫酸钠。中药干预高糖缺氧组：含
体积分数２０％中药含药血清的ＤＦ１２液、终浓度１．０
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ｍｍｏｌ·Ｌ－１连二亚硫酸钠和终浓度５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡
萄糖。

１．５　细胞Ｇｌｕ释放量的检测方法　收集细胞培养
液上清液，氨基酸分析仪检测细胞外液 Ｇｌｕ含量，原
理：游离的氨基酸经氨基酸分析仪的离子交换柱分

离后，与茚三酮溶液产生颜色反应，再通过分光光度

计比色测定Ｇｌｕ含量，单位ｍｇ·Ｌ－１。氨基酸标准由
ＨｉｔａｃｈｉＨｉｇｈＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司提供。
１．６　细胞Ｇｌｕ摄入量的检测方法　在细胞培养液
中加入［３Ｈ］Ｄ，ＬＧｌｕ（终浓度１μｍｏｌ·Ｌ－１）共同孵
育１５ｍｉｎ后用冰冷的生理盐水溶液终止反应并洗
涤，再用０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＯＨ裂解细胞，最后离心收
集上清液，用β液闪仪测定细胞对［３Ｈ］Ｄ，ＬＧｌｕ的
摄取量。单位：［３Ｈ］Ｄ，ＬＧｌｕ／１０－１０ｍｍｏｌ·ｍｉｎ－１·
ｍｇ－１ｐｒｏ。样本均做复管。细胞蛋白质含量采用考
马斯亮兰法测定。

１．７　统计学方法　本研究数据均以 珋ｘ±ｓ表示，采用
ＳＰＳＳ１３．０统计学软件进行统计处理，多组间比较用
多因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｇｌｕ释放量测定　Ｇｌｕ释放量测定结果见表１。
表１　Ｇｌｕ释放量测定结果
Ｔａｂｌｅ１　Ｇｌｕｒｅｌｅａｓｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ，ρ／ｍｇ·Ｌ－１）
Ｇｒｏｕｐ ｎ ２４ｈｏｕｒｓ ４８ｈｏｕｒｓ ７２ｈｏｕｒｓ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ６ ７．３９±１．２４ ８．８２±１．６１　 １４．３０±２．８４　
Ｓｅｒｕｍｗｉｔｈｄｒｕｇ ６ ５．４６±１．２６ ６．７５±１．６２ １２．９０±２．３１
Ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ ６ ７．２３±１．６９ ７．１９±１．６２＃ ９．７１±２．３１＃

Ｓｅｒｕｍｗｉｔｈｄｒｕｇ＋ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ ６ ４．９５±１．４４ ４．９７±１．１２ ４．９４±１．３０
Ｈｙｐｏｘｉａ ６ ７．５２±１．１８ １２．８０±１．６４＃ １０．４８±１．４５＃

Ｓｅｒｕｍｗｉｔｈｄｒｕｇ＋ｈｙｐｏｘｉａ ６ ５．９０±１．２２ ９．６７±１．５４ ８．８６±１．４８
Ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ＋ｈｙｐｏｘｉａ ６ ８．２９±１．２５＃ １０．５０±１．５１＃ ９．８７±１．２６＃

Ｓｅｒｕｍｗｉｔｈｄｒｕｇ＋ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ＋ｈｙｐｏｘｉａ ６ ８．２２±１．３０ ８．２９±１．２３ ７．８０±２．８０

Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔｓａｍｅｔｉｍｅ，＃Ｐ＜０．０５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｅｒｕｍｗｉｔｈｄｒｕｇｇｒｏｕｐａｔｓａｍｅ
ｔｉｍｅ，Ｐ＜０．０５

由表１可见高糖和（或）缺氧干预结果：（１）２４ｈ
时段，高糖组、缺氧组与正常对照组比较，Ｇｌｕ释放量
差异均无统计学意义（均为 Ｐ＞０．０５）；高糖缺氧组
与正常对照组比较，Ｇｌｕ释放量增加，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）；（２）４８ｈ时段，高糖组与正常对照
组比较，Ｇｌｕ释放量减少，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；缺氧组及高糖缺氧组与正常对照组比较，Ｇｌｕ
释放量增加，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）；
（３）７２ｈ时段，高糖组、缺氧组及高糖缺氧组与正常
对照组比较，Ｇｌｕ释放量减少，差异均有统计学意义
（均为Ｐ＜００５）。

中药干预高糖和（或）缺氧状态下结果：２４ｈ、４８
ｈ和７２ｈ时段中药干预正常组共同培养细胞 Ｇｌｕ释
放量较正常对照组明显减少，差异均有统计学意义

（均为Ｐ＜０．０１）。中药干预高糖组与高糖组比较：
在２４ｈ、４８ｈ和７２ｈ时段比较，中药干预高糖组共同
培养细胞Ｇｌｕ释放量均明显减少，其差异均有统计

学意义（均为Ｐ＜０．０５），此结果和中药干预缺氧组
与缺氧组比较结果一致。中药干预高糖缺氧组与高

糖缺氧组比较：２４ｈ时段两组比较差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５），４８ｈ、７２ｈ时段中药干预高糖缺氧组
共同培养细胞 Ｇｌｕ释放量明显减少，其差异均有统
计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。
２．２　Ｇｌｕ摄入量测定　Ｇｌｕ摄入量测定结果见表２。
表２　Ｇｌｕ摄入量测定结果
Ｔａｂｌｅ２　Ｇｌｕｉｎｔａｋｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

（［３Ｈ］Ｄ，ＬＧｌｕ／１０－１０ｍｍｏｌ·ｍｉｎ－１·ｍｇ－１ｐｒｏ）
Ｇｒｏｕｐ ｎ ２４ｈｏｕｒｓ ４８ｈｏｕｒｓ ７２ｈｏｕｒｓ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ６３１２２．５７±７１．７７　９０７９．５２±３８．９６　１０１４６．４９±１２４．５３　
Ｓｅｒｕｍｗｉｔｈｄｒｕｇ ６４１３５．０８±９９．５９ ９７２５．２０±９１．２３ ９９２５．４６±３１５．９８
Ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ ６３３６０．７９±９２．９２＃ ７３８７．０６±６１．３５ １６２０２．１３±１４５．３４＃

Ｓｅｒｕｍｗｉｔｈｄｒｕｇ＋ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ ６３４９０．１９±２２．７５ ８８５６．１１±９１．２３ １０９５７．３８±３１５．９８
Ｈｙｐｏｘｉａ ６ ７０１．９６±２４．２５＃４５５９．７９±９９．７９＃ ６２１３．８３±３２６．４９＃

Ｓｅｒｕｍｗｉｔｈｄｒｕｇ＋ｈｙｐｏｘｉａ ６１２６３．４６±２９．８６ ５７２７．３０±１４８．２２ ６６３１．３９±１５２．９３
Ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ＋ｈｙｐｏｘｉａ ６１１７６．８８±３９．６７＃７３１４．６２±２００．０７＃ ６９９５．２２±１０４．３５＃

Ｓｅｒｕｍｗｉｔｈｄｒｕｇ＋ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ＋ｈｙｐｏｘｉａ６ ７３３．３１±２４．４５ ７５９１．２８±１０２．９９ ８１５５．６６±１２５．８７

Ｎｏｔｅ：ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔｓａｍｅｔｉｍｅ，＃Ｐ＜０．０５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｅｒｕｍｗｉｔｈｄｒｕｇｇｒｏｕｐａｔｓａｍｅ
ｔｉｍｅ，Ｐ＜０．０５

由表２可见高糖和（或）缺氧干预结果：（１）２４ｈ
时段，高糖组与正常对照组比较，Ｇｌｕ摄入量增多，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；缺氧组和高糖缺氧组与
正常对照组比较，Ｇｌｕ摄入量减少，差异均有统计学
意义（均为Ｐ＜０．０５）；（２）４８ｈ时段，高糖组、缺氧组
及高糖缺氧组与正常对照组比较，Ｇｌｕ摄入量减少，
差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５）；（３）７２ｈ时
段，高糖组与正常对照组比较，Ｇｌｕ摄入量增加，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；缺氧组和高糖缺氧组与正
常对照组比较，Ｇｌｕ摄入量减少，差异均有统计学意
义（均为Ｐ＜００５）。

中药干预高糖和（或）缺氧状态下结果：２４ｈ和
４８ｈ时段中药干预正常组细胞Ｇｌｕ摄入量较正常对
照组明显增多，其差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜
００５）。中药干预高糖组与高糖组比较：２４ｈ时段细
胞Ｇｌｕ摄入量比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），
４８ｈ时段中药干预高糖组细胞 Ｇｌｕ摄入量增加，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），７２ｈ时段中药干预高
糖组细胞Ｇｌｕ摄入量减少，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。中药干预缺氧组与缺氧组比较：２４ｈ、４８ｈ
时段中药干预缺氧组细胞 Ｇｌｕ摄入量增加，差异均
有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５），７２ｈ时段两组之间
比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；中药干预缺氧高
糖组与高糖缺氧组比较：２４ｈ时段中药干预缺氧高
糖组细胞Ｇｌｕ摄入量减少，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；４８ｈ时段两组比较差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５），７２ｈ时段中药干预缺氧高糖组细胞 Ｇｌｕ摄入
量增加，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。

３　讨论

早期研究表明，糖尿病早期视网膜中 Ｇｌｕ含量
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明显增多，可过度激活其相应受体导致兴奋性毒性

作用而触发神经细胞损伤级联反应，并被认为是神

经元损伤或死亡的最后通路，最终使 ＲＧＣ受损，并
加重视网膜的缺血缺氧［９］。因此，视网膜缺血缺氧

与高血糖一样也是ＤＲ的主要发病机制之一［１０］。及

时清除细胞间隙中多余的 Ｇｌｕ对维持视网膜内环境
稳定和保护ＲＧＣ免受Ｇｌｕ兴奋性神经毒性损害具有
重要意义。视网膜中 Ｍüｌｌｅｒ细胞是 ＲＧＣ中 Ｇｌｕ的
唯一来源［１１］，因此利用体外共同培养视网膜 Ｍüｌｌｅｒ
细胞和ＲＧＣ，并以 ＢＳＨＸ中药复方含药血清进行干
预，旨在研究模拟高糖和（或）缺氧环境下共同培养

的视网膜 Ｍüｌｌｅｒ细胞和 ＲＧＣ的 Ｇｌｕ释放量的变化，
从Ｇｌｕ代谢角度探讨 ＢＳＨＸ中药复方血清对高糖和
（或）缺氧状态下ＲＧＣ的保护作用机理，为ＢＳＨＸ中
药防治ＤＲ的药物干预途径提供新的思路。

本实验结果显示：４８ｈ、７２ｈ时段，高糖组与正
常对照组比较，高糖组共同培养细胞的 Ｇｌｕ释放量
减少，表明 ＲＧＣ本身为嗜高糖环境细胞，短时间内
（２４ｈ）单纯稳定高糖条件对共同培养细胞的 Ｇｌｕ释
放量并未发生明显影响。大量研究表明 ＲＧＣ对缺
氧十分敏感，即使缺氧时间很短也会造成损伤。在

细胞缺氧损伤后自由基水平增加，脂质过氧化物反

应水平增强，细胞本身防御机制遭到破坏，超氧化物

歧化酶大量因消耗和破坏而减少，必然对 ＲＧＣ的抗
氧化能力产生一定的损伤［１２］。有研究报道，通常血

浆中含有１００～３００μｍｏｌ·Ｌ－１Ｇｌｕ，在 ＤＲ早期，血
视网膜屏障就会受到损害，从而使 Ｇｌｕ渗漏到细胞
间质，而只要５μｍｏｌ·Ｌ－１Ｇｌｕ就可以对 ＲＧＣ产生
严重的损害，如不去除过多的 Ｇｌｕ，ＲＧＣ就会凋
亡［１３］。本实验结果显示：短期缺氧（４８ｈ）共同培养
细胞外液中 Ｇｌｕ增加，我们推测主要可能有以下原
因：（１）由于能量耗竭造成Ｇｌｕ依赖性重摄取系统的
功能逆转，Ｇｌｕ反向运输到细胞外液，使细胞外液中
Ｇｌｕ含量增高；（２）缺氧时ＡＴＰ合成不足，Ｇｌｕ灭活减
弱，也可使细胞外 Ｇｌｕ含量增加；（３）缺氧后细胞膜
受损，Ｇｌｕ通过非特异性膜渗漏顺浓度梯度排到细胞
外。本实验还观察到：单纯模拟缺氧条件下共同培

养细胞的 Ｇｌｕ释放量先增加（４８ｈ），然后减少（７２
ｈ），可能是由于缺氧持续一段时间后细胞自身调节
或其他因素影响Ｇｌｕ释放量逐渐下降。中药血清干
预缺氧组共同培养细胞的 Ｇｌｕ释放量在２４ｈ、４８ｈ、
７２ｈ三个时段均较缺氧组明显减少（均为 Ｐ＜
００５）；高糖缺氧组共同培养细胞的Ｇｌｕ释放量在２４
ｈ、４８ｈ时段均比正常对照组增加（均为 Ｐ＜００５），
而７２ｈ时段则比正常对照组降低，其变化规律与缺
氧组相似。中药血清干预高糖缺氧组共同培养细胞

Ｇｌｕ释放量在４８ｈ、７２ｈ时段均较高糖缺氧组减少
（均为Ｐ＜０．０５），表明 ＢＳＨＸ中药血清在防止缺氧
以及高糖缺氧状态下细胞外 Ｇｌｕ的蓄积，从而避免
产生神经兴奋性毒性均具有积极的干预作用，这也

可能是ＢＳＨＸ中药复方防治 ＤＲ的一个重要的药物
干预途径。

有文献发现 ＤＲ时视网膜 Ｍüｌｌｅｒ细胞将 Ｇｌｕ转
化为谷氨酰胺（ｇｌｕｔａｍｉｎｅ，Ｇｌｎ）的能力下降６５％，随
着视网膜Ｍüｌｌｅｒ细胞转化 Ｇｌｕ能力的下降，视网膜
内Ｇｌｕ水平可上升１．６倍，视网膜 Ｍüｌｌｅｒ细胞作为
视网膜中Ｇｌｕ浓度的调节单元，对Ｇｌｕ的高亲和性是
视网膜中Ｇｌｕ降解的主要途径［１４］。Ｇｌｕ在 Ｍüｌｌｅｒ细
胞内合成后，通过胞膜上谷氨酸转运蛋白调节，主要

是Ｇｌｕ转运蛋白１，在ＧＳ（谷氨酸合成酶）的作用下，
转变为 Ｇｌｎ，被 Ｍüｌｌｅｒ细胞释放到胞外，Ｇｌｎ是一种
无神经毒性的物质，神经细胞将 Ｇｌｎ摄取，经过谷氨
酰胺酶脱氨成 Ｇｌｕ，然后被储存，完成一个循环。视
网膜Ｍüｌｌｅｒ细胞对 Ｇｌｕ摄取及代谢在维持细胞外
Ｇｌｕ浓度保护 ＲＧＣ免受 Ｇｌｕ兴奋性神经毒性、维持
视网膜内环境稳定及保持正常的生理功能中起着重

要的作用。

本实验结果显示：在单纯高糖条件下，共同培养

细胞的Ｇｌｕ摄取功能在２４ｈ和７２ｈ时段均比正常
对照组明显增强（均为 Ｐ＜０．０５）。这种反应与 Ｇｌｕ
堆积的量与时间密切相关，而４８ｈ时段高糖组 Ｇｌｕ
摄入又比正常对照组降低。本实验中，仅有缺氧干

预条件下，缺氧组在２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ时段共同培养
细胞的Ｇｌｕ摄取功能比正常对照组明显降低，差异
均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５），这可能是由于
ＲＧＣ在缺血缺氧损伤后，其细胞内的 Ｇｌｕ会释放到
细胞外，使胞外的 Ｇｌｕ浓度明显增加［１５］。当胞外的

Ｇｌｕ浓度升高到一定程度后，则会加重细胞的损伤，
使细胞特别是视网膜Ｍüｌｌｅｒ细胞对 Ｇｌｕ摄取功能下
降；而细胞对 Ｇｌｕ摄取功能的下降又会进一步加剧
胞外的Ｇｌｕ聚集，如此形成恶性循环。本实验结果
显示：２４ｈ、４８ｈ段 ＢＳＨＸ中药干预正常组共同培养
细胞的Ｇｌｕ摄取功能比正常对照组明显增高（Ｐ＜
００５），表明ＢＳＨＸ中药血清能明显提高正常条件下
共同培养细胞的Ｇｌｕ摄取功能，但有一定时效性，在
７２ｈ两者比较已无明显差异，这与本实验中药血清
干预缺氧组与缺氧组比较结果相一致。但在２４ｈ时
段ＢＳＨＸ中药干预高糖缺氧组共同培养细胞 Ｇｌｕ的
摄入量较高糖缺氧组减少（Ｐ＜０．０５），４８ｈ时段两
者比较无明显差异，７２ｈ时段中药干预高糖缺氧组
Ｇｌｕ的摄入量与高糖缺氧组比较明显增高（Ｐ＜
００５）。虽然ＢＳＨＸ中药血清能明显提高正常条件
下共同培养细胞的 Ｇｌｕ摄取功能，但是对于高糖和
缺氧同时存在条件下共同培养细胞的 Ｇｌｕ摄取功能
可能在不同条件或时间作用下发挥双向调节作用，

其机理有待进一步研究。

综上所述，高糖和（或）缺氧能够引起体外共同

培养的ＲＧＣ和视网膜 Ｍüｌｌｅｒ细胞的 Ｇｌｕ代谢障碍，
主要表现为ＧＳ的活性降低，Ｇｌｕ的释放增加，而 Ｇｌｕ
的摄取减少；补肾活血中药血清能减少细胞释放
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Ｇｌｕ、增强视网膜 Ｍüｌｌｅｒ细胞 ＧＳ活性，增加细胞对
Ｇｌｕ的摄入及转化，减少细胞外 Ｇｌｕ的堆积，从而减
轻谷氨酸的神经兴奋性毒性，这可能是补肾活血法

对高糖／缺氧状态下ＲＧＣ的保护作用机制之一。

参考文献

１　王月欣，陈 松．糖尿病视网膜病变神经损伤的发病机制和保护防
治研究进展［Ｊ］．中华眼底病杂志，２０１４，３０（２）：２０９２１１．

２　万李，谢学军，马荣．补肾活血中药血清对缺氧条件下纯化培养视
网膜神经节细胞的保护作用及其机制［Ｊ］．中华实验眼科杂志，
２０１４，３２（３）：２１１２１５．

３　胡昕倩，柯敏，钱志刚．花色苷对高糖、高胰岛素下 Ｍüｌｌｅｒ细胞合
成ＶＥＧＦ的影响［Ｊ］．眼科新进展，２０１１，３１（２）：１１５１１８．

４　苟琳，张作明，许汉鹏，吴玉梅，晏楠，郭守一．恒温摇动法纯化培
养大鼠视网膜 Ｍüｌｌｅｒ细胞的技术研究［Ｊ］．眼科研究，２００２，２０
（５）：４１１４１３．

５　郝明，匡洪宇，傅铮，高昕媛，李月，陈萍，等．黄芪甲苷对高糖培养
下视网膜神经节细胞的保护作用［Ｊ］．中华医学杂志，２０１２，９２
（３０）：２１０４２１０７．

６　许红霞，糜漫天，黄国荣，陈卡．无血清神经基质培养基培养纯化
的视网膜神经节细胞［Ｊ］．中华眼底病杂志，２００６，２２（３）：２００
２０３．

７　苟琳，张作明，许汉鹏，郭群，李莉，郭守一．视网膜神经节细胞与
Ｍüｌｌｅｒ细胞共培养的方法研究［Ｊ］．眼科研究，２００３，２１（３）：２６４
２６６．

８　马殿伟，谢学军，张梅，万李．补肾活血剂对高糖或（和）缺氧状态
下视网膜神经节细胞活力及谷氨酰胺合成酶活性的影响［Ｊ］．眼
科新进展，２０１４，３４（６）：５１０５１４．

９　姚静，徐格致．视网膜神经节细胞的保护和修复［Ｊ］．眼科研究，
２００４，２２（６）：６２．

１０ＥｌｓｈｅｒｂｉｎｙＮＭ，ＡｈｍａｄＳ，ＮａｉｍｅＭ，ＥｌｓｈｅｒｂｉｎｉＡＭ，ＦｕｌｚｅｌｅＳ，
ＡｌＧａｙｙａｒＭＭ，ｅｔａｌ．ＡＢＴ７０２，ａｎａｄｅｎｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ａｔ
ｔｅｎｕａｔｅｓｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ［Ｊ］．ＬｉｆｅＳｃｉ，
２０１３，９３（２３）：７８８８．

１１王帅，吴强．Ｍüｌｌｅｒ细胞生理功能及其在糖尿病视网膜病变中的
变化［Ｊ］．中华眼底病杂志，２０１４，３０（２）：２１９２２３．

１２梅和珊，王永利．脑缺血时谷氨酸释放机制［Ｊ］．中国药理学通报，
２００５，２１（４）：３９３３９６．

１３ＬｉＱ，ＰｕｒｏＤＧ．Ｄｉａｂｅｔｅｓｉｎｄｕｃｅｄｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｇｌｕｔａｍａｔｅ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｉｎｒｅｔｉｎａｌＭüｌｌｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＩｎｖｅｓｔＯｐｈｔｈａｌｍｏｌＶｉｓ
Ｓｃｉ，２００２，４３（９）：３１０９３１１６．

１４ＷａｒｄＭＭ，ＪｏｂｌｉｎｇＡＩ，ＫａｌｌｏｎｉａｔｉｓＭ，ＦｌｅｔｃｈｅｒＥＬ．Ｇｌｕｔａｍａｔｅｕｐ
ｔａｋｅｉｎｒｅｔｉｎａｌｇｌｉａｌｃｅｌｌｓｄｕｒｉｎｇｄｉａｂｅｔｅｓ［Ｊ］．Ｄｉａｂｅｔｏｌｏｇｉａ，２００５，
４８（２）：３５１３６０．

１５ＫａｗａｓａｋｉＡ，ＯｔｏｒｉＹ，ＢａｒｎｓｔａｂｌｅＣＪ．Ｍüｌｌｅｒｃｅｌｌｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｏｆｒａｔ
ｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌｓｆｒｏｍｇｌｕｔａｍａｔｅａｎｄｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｎｅｕｒｏｔｏｘ
ｉｃｉｔｙ［Ｊ］．ＩｎｖｅｓｔＯｐｈｔｈａｌｍｏｌＶｉｓＳｃｉ，２０００，４１（１１）：３４４４３４５０

欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁

．

（上接第４１８页）

参考文献

１　ＹｏｕＱＳ，ＷｕＬＪ，ＤｕａｎＪＬ，ＬｕｏＹＸ，ＬｉｕＬＪ，ＬｉＸ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ
ｏｆｍｙｏｐｉａｉｎｓｃｈｏｏｌｃｈｉｌｄｒｅｎｉｎｇｒｅａｔｅｒＢｅｉｊｉｎｇ：ｔｈｅＢｅｉｊｉｎｇ
ＣｈｉｌｄｈｏｏｄＥｙｅＳｔｕｄｙ［Ｊ］．ＡｃｔａＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２０１４，９２（５）：ｅ３９８
ｅ４０６．

２　ＪｕｎｇＳＫ，ＬｅｅＪＨ，ＫａｋｉｚａｋｉＨ，ＪｅｅＤ．Ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅｏｆｍｙｏｐｉａａｎｄ
ｉｔｓａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｗｉｔｈｂｏｄｙｓｔａｔｕｒｅａｎｄｅｄｕｃａｔｉｏｎａｌｌｅｖｅｌｉｎ１９
ｙｅａｒｏｌｄｍａｌｅｃｏｎｓｃｒｉｐｔｓｉｎｓｅｏｕｌ，ＳｏｕｔｈＫｏｒｅａ［Ｊ］．ＩｎｖｅｓｔＯｐｈ
ｔｈａｌｍｏｌＶｉｓＳｃｉ，２０１２，５３（９）：５５７９５５８３．

３　张清仲，吕宗猷，詹宇坚．青少年近视眼与中医体质相关性研究
［Ｃ］．第三届世界中西医结合大会论文摘要集，２００７：６９０６９１．

４　张辽．近视患者中医体质研究［Ｄ］．济南：山东中医药大学，２０１１．
５　彭耀崧，王幼生，詹敏，黄小瑛．高度近视辨证分型与眼部病变的
关系探要［Ｊ］．中医药学刊，２００４，２２（１２）：２２３３２２３４．

６　ＬｕＦ，ＺｈｏｕＸ，ＪｉａｎｇＬ，ＦｕＹ，ＬａｉＸ，ＸｉｅＲ，ｅｔａｌ．Ａｘｉａｌｍｙｏｐｉａｉｎ
ｄｕｃｅｄｂｙｈｙｐｅｒｏｐｉｃｄｅｆｏｃｕｓｉｎｇｕｉｎｅａｐｉｇｓ：Ａｄｅｔａｉｌｅｄａｓｓｅｓｓ
ｍｅｎｔｏｎｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙ［Ｊ］．ＥｘｐＥｙｅＲｅｓ，２００９，８９
（１）：１０１１０８．

７　李久长．成人高度近视屈光矫治与并发症分析［Ｊ］．陕西医学杂
志，２００６，３５（６）：７０６７０８．

８　江鸿，江萍．近视眼的中医防治探析［Ｊ］．辽宁中医药大学学报，
２００８，１０（１０）：２６２７．

９　王鸿章，杨芳，谢学军，罗俊雄，陈娟．儿童近视与中医体质学的相
关性分析［Ｊ］．四川中医，２０１０，２８（９）：２８３１．

１０陈英华，孙琪，欧阳轶强，陈嘉，邹移海．肾阳虚证动物模型造模方
法综述［Ｊ］．中国医药学报，２００３，１８（６）：３７０３７２．

１１肖静，王毅兴，高建东，黄迪，邵命海，何立群．肾阳虚证的研究进
展［Ｊ］．上海中医药大学学报，２００８，２２（２）：７３７７．

１２吴启端，熊带水，梁文能．肾阳虚动物模型的研究概况［Ｊ］．中国实
验方剂学杂志，２００１，７（６）：５４５６．

１３周翔天，瞿佳．近视研究中动物模型的选择［Ｊ］．中华眼科杂志，
２００５，４１（６）：４８６４９７．

１４ＧｗｉａｚｄａＪ，ＴｈｏｒｎＦ，ＢａｕｅｒＪ，ＨｅｌｄＲ．Ｍｙｏｐｉｃｃｈｉｌｄｒｅｎｓｈｏｗｉｎ
ｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔａｃｃｏｍｍｏｄａｔｉｖｅｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｂｌｕｒ［Ｊ］．ＩｎｖｅｓｔＯｐｈｔｈａｌ
ｍｏｌＶｉｓＳｃｉ，１９９３，３４（３）：６９０６９４．

１５ＣａｍｐｂｅｌｌＩＣ，ＣｏｕｄｒｉｌｌｉｅｒＢ，ＲｏｓｓＥｔｈｉｅｒＣ．Ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃｓｏｆｔｈｅ
ｐｏｓｔｅｒｉｏｒｅｙｅ：Ａｃｒｉｔｉｃａｌｒｏｌｅｉｎｈｅａｌｔｈａｎｄｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＪＢｉｏ
ｍｅｃｈＥｎｇ，２０１４，１３６（２）：０２１００５．

１６ＨｅｂｅｒＬＵ，ＭｏｓｅｓｔＫ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｒｅｔｉｎａｉｍｏｒｐｈｏ
ｇｅｎｅｓｉｓ：Ｔｈｅｖｉｒｔｕｅｓｏｆｂｅｉｎｇｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，１９９５，８１（７）：
９８７９９０．

１７ＣｕｒｔｉｎＢＪ．Ｔｈｅｐｏｓｔｅｒｉｏｒｓｔａｐｈｙｌｏｍａｏｆｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｍｙｏｐｉａ［Ｊ］．
ＴｒａｎｓＡｍＯｐｈｔｈａｌｍｏｌＳｏｃ，１９７７，７５（１）：６７８６．

·３２４·眼 科新进展　２０１５年５月　第３５卷　第５期
ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｏｌ．３５Ｎｏ．５Ｍａｙ２０１５ ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ


